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摘要 目的：研究丹皮酚(Paeonol，Pae)对 TNF-琢诱导的人牙龈成纤维细胞(human gingival fibroblasts，HGF)黏附分子表达水平的影

响。方法：使用 50 ng/mL的肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor，TNF)-琢 诱导刺激人牙龈成纤维细胞，后分别加入浓度为 0、50、
100、200 mmol/L的 Pae孵育培养 2、4、6天后，用 Western blot法检测细胞间黏附分子(intercellular adhesion molecule，ICAM)-1以
及血管细胞黏附分子(vascularcell adhesion molecule，VCAM)-1的蛋白表达水平，用逆转录多聚酶链反应(reverse transcription poly-
merase chain reaction，RT-PCR)检测黏附分子的 mRNA表达水平。结果：TNF-琢诱导的人牙龈成纤维细胞 ICAM-1和 VCAM-1的

蛋白和 mRNA 表达水平均显著高于空白对照组 (P<0.05)；不同浓度的丹皮酚可显著降低 TNF-琢 诱导的人牙龈成纤维细胞
ICAM-1和 VCAM-1的蛋白和 mRNA表达(P<0.05)，且随 Pae浓度的升高逐渐减少。当 Pae浓度达到 100 mmol/L，蛋白和 mRNA

表达水平的抑制效果达到稳定程度（P>0.05），当 Pae浓度达到 200 mmol/L时，ICAM-1和 VCAM-1 mRNA抑制效果达到诱导前

的水平（P>0.05）。诱导时间的长短对蛋白和 mRNA表达水平抑制效果没有显著影响（P>0.05）。结论：丹皮酚可显著降低 TNF-琢诱
导的人牙龈成纤维细胞黏附分子表达水平。

关键词：人牙龈成纤维细胞；牙周炎；黏附分子；丹皮酚

中图分类号：R781.4 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2014）28-5454-04

Influence of Paeonol on the Expression of Adhesion Molecules
on Human Gingival Fibroblasts

To investigate the influence of Paeonol on human gingival fibroblasts (HGF) stimulated by adhesion

molecules. HGF were stimulated by 50 ng/mL tumor necrosis factor (TNF)-琢, then different concentrations (0, 50, 100, 200
mmol/L) of Pae were added to the experimental group. The protein and mRNA expression of intercellular adhesion molecule (ICAM)-1
and vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1 were examined by western blot and reverse transcription polymerase chain reaction
(RT-PCR). The protein and mRNA expression of ICAM-1 and VCAM-1 were increased by TNF-琢 stimulation (P<0.05), while

Pae inhibited the expression of ICAM-1 and VCAM-1 with the increase of Pae concentration (P<0.05). There was no significant effect of
inhibition on the expression of the protein and mRNA levels in induction time (P>0.05). Paeonol had the potential to provide
new method for the treatment of periodontal disease.
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牙周炎是一种由牙周致病菌引起牙周组织破坏的慢性炎

症，其主要特点是活性免疫细胞的转移和浸润，此过程是可控

的，主要由 ICAM-1[1]以及 VCAM-1[2]等介导。这些免疫细胞可

分泌肿瘤坏死因子 -琢(TNF-琢)、白细胞介素(interleukin，IL)以及

前列腺素 E2等炎性因子，以 TNF-琢和 IL-1茁与牙周炎症的关
系最密切[3]。人牙龈成纤维细胞具有维持牙周组织的作用，并可

以调节机体的免疫反应[4]。而牙龈成纤维细胞黏附分子的表达

水平在牙周炎的治疗中具有重要作用。丹皮酚(Paeonol，Pae)是

重要牡丹皮的重要活性成分，具有镇静、解热、抗炎、免疫调节

以及抗氧化等药理特性[5]。有研究显示，丹皮酚可以在体外抑制

血管内皮黏附分子的表达并且保护血管内皮的功能[6]。本实验

旨在研究丹皮酚对 TNF-琢刺激的人牙龈成纤维细胞黏附分子
表达水平的影响和机制。

1 材料和方法

1.1 主要试剂与仪器
丹皮酚(中国药品生物制品检定所，中国)，胎牛血清(fetal

bovine serum，FBS)、小牛血清白蛋白、噻唑蓝( MTT)和重组人
TNF-琢 (Sigma公司，美国)，BCA蛋白浓度测定试剂盒(Ptomega
公司，美国)，Western blot分析系统 (Amersham Biosciences公
司，英国)，Westem抗体 (Abcam公司，英国)，DMEM培养基
(Gibco公司，美国)，CO2培养箱(SANYO 公司，日本)，PCR仪、
实时定量荧光 PCR仪和酶标仪(Bio-Rad公司，美国)，倒置显微
镜(Olympus公司，日本)。
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1.2 人牙龈成纤维细胞的提取和培养

在征得患者(3位男性，3位女性，年龄 25～ 35岁)同意的基
础上，收集拔除阻生牙时获得的正常牙龈组织。将组织用无血

清 DMEM培养液冲洗 3次后，再将组织剪碎成为 2 mm3大小

的碎块，在 CO2培养箱(10% FBS、50 IU/mL青霉素、链霉素的
DMEM培养液；37℃；5% CO2；饱和湿度)中孵育。每日使用倒

置显微镜观察组织细胞的形态和生长，当组织块贴壁后每两天

半量换液，出现单层细胞融合后使用胰蛋白酶消化法(2%胰蛋

白酶；0.2%EDTA)收集细胞，按 1：2 传代于新的培养瓶，取第
4～ 6代的细胞用于本实验。
1.3 Westen blot分析

取 30个 T25培养瓶培养人牙龈成纤维细胞，分为 P1、P2、
P3、P4、P5五组，每组 6瓶，P1为不加入 TNF-琢的空白对照组，
P2～P5组加入 TNF-琢，终质量浓度调整为为 30 ng/mL，分别加

入浓度为 0、50、100、200 mmol/L的 Pae 1 mL。分别于 2d、4d、
6d后收集细胞，每个时间点收集 2瓶细胞，提取总蛋白质，各

样本进行 SDS-PAGE电泳，随后转移到聚偏氟乙烯(polyvinyli-

dene difluoride，PVDF)膜上，并在含 5%脱脂奶粉的 PBS 缓冲

液中孵育 1h。然后加入 1:250 的兔抗 -ICAM-1 和羊抗
-VCAM-1多克隆抗体，4℃孵育过夜。次日 PBS洗涤后加入辣

根过氧化酶(horseradish peroxidase，HRP)偶联多克隆抗体 IgG

共同孵育 1h。PBS洗涤 3次后使用 ECL化学发光剂检测特异

性免疫结合。以 GAPDH作为内参对照，在自显影胶片上曝光
60s，蛋白条带经计算机图像扫描，进行灰度测定和分析，重复

实验 3次。
1.4 逆转录多聚酶链反应(reverse transcription polymerase chain

reaction，RT-PCR)

取 30个 T25培养瓶培养人牙龈成纤维细胞，方法、分组同
1.3，收集细胞后，采用 Trizol法提取总 RNA之后反转录成 cD-

NA，并于 -20℃保存。取 1滋g cDNA 进行 PCR扩增 real-time

PCR检测，系统收集图像，以每例标本 ICAM-1、VCAM-1与
茁-actin条带灰度值比值作为该标本基因表达的相对值，重复实

验 3次。反应底物、扩增条件及引物设计见表 1。

表 1 PCR的反应底物、引物设计以及扩增条件

Table 1 The reaction substrate, primer design and amplification conditions on PCR process

Reaction substrate Primer design Amplification process

ICAM-1 sequence 94℃ 4min denaturation

10 mmol/L dNTPs F：5'-ATCTGTGTCCCCCTCAAAAG-3' ICAM-1(28) VCAM-1(28) GAPDH(25) cycle

R：5'-GGTCTCTATGCCCAACAACT-3' 94℃ 30s denaturation

↓

VCAM-1 sequence 60℃ 30s 59℃ 30s 55℃ 30s anneal

5伊10-8 mmol/L Primer F：5'-TACAACCGTCTTGGTCAGCC-3' ↓

R：5'-CCACAGGATTTTCGGAGCA-3' 72℃ 45s extension

↓

2.5 U Taq polymerase GAPDH sequence 72℃ 10min ending extension

1.5 mmol/L MgCl2 F：5'-GTCTTCACCACCATCGACAA-3' ↓

R：5'-ATCCACAGTCTTCTGGGTGC-3' 1% agarose gelelectrophoresis

1.5 统计学分析

采用 SPSS 11.0软件进行统计学分析，组间比较采用单因

素方差分析，两组之间的比较采用 SNK-q检验，以 P<0.05为差

异具有统计学意义。

2 结果

2.1 丹皮酚对 TNF-琢 诱导的人牙龈成纤维细胞 ICAM-1 和
VCAM-1蛋白表达水平的影响

如表 2所示，TNF-琢诱导的人牙龈成纤维细胞 ICAM-1和
VCAM-1的表达水平均显著高于空白对照组(P2组与 P1组相
比，P<0.01)，而加入丹皮酚后，ICAM-1和 VCAM-1的表达较
TNF-琢诱导的人牙龈成纤维细胞显著减少 (P3、P4、P5组与 P2

组相比，P<0.05)，表明 Pae可以抑制 TNF-琢诱导的 ICAM-1和
VCAM-1的蛋白表达。随随着 Pae浓度的升高，抑制效果更加

显著 (P4、P5 组与 P3 组相比 P<0.05)，当 Pae 浓度达到
100mmol/L，抑制效果达到稳定程度（P4 与 P5 组相比，P＞

0.05）。而诱导时间的长短对抑制效果没有显著影响（P＞ 0.05）。

2.2 丹皮酚对 TNF-琢 诱导的人牙龈成纤维细胞 ICAM-1 和

VCAM-1 mRNA表达水平的影响

如表 3所示，TNF-琢诱导的人牙龈成纤维细胞 ICAM-1和

VCAM-1的 mRNA表达水平均显著高于空白对照组 (P2组与

P1组相比，P<0.01)，而加入丹皮酚后，ICAM-1和 VCAM-1的

mRNA表达较未加入 Pae经 TNF-琢诱导的人牙龈成纤维细胞
显著减少(P3、P4、P5组与 P2组相比，P<0.05)，表明 Pae可以抑

制 TNF-琢诱导的 ICAM-1和 VCAM-1的 mRNA表达。随 Pae

浓度的升高，抑制效果更加显著(P4、P5组与 P3组相比 P<0.05)，

当 Pae浓度达到 100mmol/L，抑制效果同时达到稳定程度（P4

与 P5组相比，P＞ 0.05），当 Pae浓度达到 200mmol/L时，ICAM

-1和 VCAM-1 mRNA抑制效果达到诱导前的水平（P5组与 P1

组相比，P＞ 0.05）而诱导时间的长短对抑制效果没有显著影响

（P＞ 0.05）。
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3 讨论

ICAM-1和 VCAM-1是重要的细胞黏附分子，正常生理情

况下，HGF仅表达微量的 ICAM-1和 VCAM-1，其表达水平可

以直接影响免疫细胞向牙周炎症组织内的浸润和转移，并影响

牙周炎症的预后[7]。丹皮酚(C9H10O3)是芍药科植物牡丹(Paeonia

suffruticosa Andr.)的根皮、芍药 (Paeonia lactiflora Pall.)的根中

主要的药物活性成分，具有抗心律失常、抗动脉粥样硬化、保护

缺血组织、促进微循环、提高免疫力、抗肿瘤、抗菌等多种药理

作用[8-10]。迄今为止，尚无研究报道 Pae对牙周炎症中 HGF的影

响。本实验研究通过 TNF-琢诱导 HGF模拟牙周炎，探讨 Pae

对 TNF-琢诱导的 HGF黏附分子表达水平的影响。

有研究表明[11,12]，牙周炎的形成是通过多种炎性细胞因子

对牙周组织进行持续刺激，在此过程中，TNF-琢是重要的炎性
细胞因子之一，因为 TNF-琢 的诱导可以使细胞 ICAM-1 和
VCAM-1的蛋白表达水平和 mRNA表达水平均显著提高。有

学者研究表明[13]，使用 TNF-琢阻滞剂可以减少炎性细胞向深层
牙周结缔组织中浸润和转移，也说明了 TNF-琢在牙周病发生
发展中的重要作用。而牙周炎的药物治疗主要是通过降低活性

免疫细胞对牙周组织细胞血管的黏附，以达到控制牙周炎症的

目的。

炎性因子的诱导刺激可使黏附分子的表达显著增强，加快

免疫细胞的浸润和转移，从而使牙周炎症加剧[14-17]。本实验中使

用 TNF-琢诱导刺激 HGF细胞，TNF-琢诱导的人牙龈成纤维细
胞 ICAM-1和 VCAM-1的蛋白和 mRNA表达水平均显著高于

空白对照组，而加入丹皮酚后，ICAM-1和 VCAM-1的蛋白和
mRNA表达较 TNF-琢诱导的人牙龈成纤维细胞表达水平显著
减少，表明 Pae可以抑制 TNF-琢诱导的 ICAM-1和 VCAM-1

的蛋白和 mRNA表达。随 Pae浓度的升高，抑制效果更加显

著，当 Pae浓度达到 100 mmol/L，蛋白和 mRNA表达水平的抑

制效果达到稳定程度，当 Pae浓度达到 200 mmol/L时，ICAM-1

和 VCAM-1 mRNA抑制效果达到诱导前的水平，而诱导时间

的长短对蛋白和 mRNA表达水平抑制效果没有显著影响。此

结果表明 Pae可能通过减少 HGF细胞 ICAM-1和 VCAM-1的

表达，阻止免疫细胞的浸润转移，进而促进牙周组织炎症愈合。

牙周病是口腔医学的主要疾病之一，迄今尚无有效的治疗

手段，因此研究可行的治疗方法非常重要[18,19]。由于牙周炎症多

呈现慢性炎症的特点，中药[20, 21]以其成本低廉，副作用小的特

点，是近年来牙周炎症治疗重要的组成部分。本研究的结果表

明 Pae能够降低 HGF黏附分子蛋白和 mRNA水平的表达，为

牙周病的治疗提供了一颇具潜力的新方法。
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