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尼古丁对牙周炎大鼠牙周膜成纤维细胞的毒性作用
苏 鑫 毕良佳△ 孟培松△ 胡 波 刘继乐
（哈尔滨医科大学附属第四医院口腔科 黑龙江哈尔滨 150001）

摘要 目的：观察尼古丁对牙周炎大鼠牙周膜成纤维细胞（PDLFs）增殖的抑制作用及对细胞周期分布的影响，探讨尼古丁的细胞
毒性作用，为口腔疾病的预防及治疗提供基础。方法：选取 30只 SD大鼠，采用丝线结扎联合口内接种细菌的方法建立牙周炎大
鼠模型。将不同浓度的尼古丁分别作用于大鼠的牙周膜成纤维细胞（PDLFs）中，观察大鼠牙周组织的变化情况，MTT法测定细胞
增殖活性，分析不同浓度尼古丁对 PDLFs增殖的抑制作用。结果：实验组大鼠牙周组织胶原纤维束排列紊乱，有炎症细胞浸润；对
照组大鼠牙龈未见红肿或出血。尼古丁可抑制 PDLFs增殖，并且呈浓度依赖性，随着浓度的增加，对 PDLFs增殖的抑制作用增
强，差异具统计学意义（P<0.05）。与对照组相比，不同浓度尼古丁作用下牙周炎大鼠牙周膜成纤维细胞周期的分布率明显不同
（P<0.05）。结论：尼古丁对牙周膜成纤维细胞增殖具有明显的抑制作用，尼古丁的浓度影响牙周组织的修复重构能力。
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Toxic Effects of Nicotine on the Periodontal Ligament Fibroblasts
of Rats with Periodontitis

To observe the effect of nicotine in various concentrations on the proliferation and cells cycle of
periodontal ligament fibroblasts (PDLFs) and to explore the toxicity of nicotine so as to make a reference to prevent and treat the
stomatological disease. Thirty SD rats were selected to establish the rats model. The different concentrations of nicotine effect
on rats respectively in the periodontal ligament fibroblasts (PDLFs). Then the changes of periodontal tissue in rats were observed, the
cells’proliferation activity were determined by MTT and the inhibition of nicotine with different concentrations on the PDLFs’
proliferation were analyzed. The periodontal tissue collagen fiber bundle of rats in the experimental group was disorder with
inflammation cells, while that of rats in the control group was normal without swelling or bleeding. On different concentrations, the
proliferation of PDLFs was all inhibited under the effect of nicotine and the inhibition was concentration-dependent(P<0.05). FCM results
showed that after the effect of nicotine of different concentrations, compared with control group, the percentage of G0-G1 cell cycle of
PDLFs increased gradually and that of S and G2-M cell cycle decreased gradually. The differences were statistically significant and
concentration-dependent (P<0.05). And with the increase of concentrations, the inhibition of PDLFs proliferation got enhanced(P<0.05).

It is indicated that the nicotine can in the inhibit the proliferation of periodontal ligament fibroblasts and the concentrations
of nicotine would influence the reconstructive capability of oral tissues.
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前言

牙周炎是常见的慢性破坏性口腔疾病，其发生发展与牙

周致病菌和宿主易感性有关[1]。牙周膜成纤维细胞（Periodontal
ligament fibroblasts，PDLFs）是具有再生和修复功能的牙周组织
中最重要的细胞群之一，具有多种生物学功能和分化潜能，能

够附着在结合上皮、牙龈上皮等组织，分化形成具有牙周结构

的组织，对牙周组织的修复再生起着重要的促进作用[2-4]。近年

来，相关研究认为吸烟可能是牙周疾病发生发展的高危因素
[5,6]。由于烟草中的尼古丁属于毒性生物碱，其生物学毒性对牙

周组织细胞的增殖及修复再生功能具有抑制作用，因而对牙周

病的发生发展及治疗产生重要影响，但其作用机制尚未完全明

确[7]。本实验通过建立牙周炎大鼠模型，检测不同浓度尼古丁作

用下牙周膜成纤维细胞增殖的抑制效果，探讨吸烟对牙周组织

的破坏作用，为临床治疗提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物、试剂及仪器
30只健康雄性成年 SD大鼠（体重 180-220 g,哈尔滨医科
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大学动物实验中心提供）、DMEM培养基（中国科学院生命科
学研究院）、尼古丁（Sigma公司，美国）、MTT试剂盒、免疫组化
试剂盒（Sigma, USA）、小牛血清（FBS，哈尔滨医科大学附属第
四医院）、总 RNA提取试剂盒（TaKaRa，日本）、PCR扩增仪
（Eppendorf公司）、二氧化碳恒温培养箱（Heraeus, Germany）、
倒置相差显微镜（Olympus, Japan）。
1.2 实验方法
1.2.1 模型制备 实验大鼠给予充足饲料 3 d。采用丝线结扎联
合口内接种细菌的方法建立牙周炎大鼠模型。

1.2.2 PDLF分离培养 大鼠脱颈处死，75%酒精浸泡 10 min，
无菌条件下分离全部软组织，仅保留牙齿及颌骨，分离上下颌

骨，完整拔除上下颌牙齿，以无菌刀片刮除牙周膜组织，将 200
mL/L含 FBS的牙周膜成纤维细胞培养基置于 37℃ 5% CO2的

恒温培养箱中进行培养；细胞长满培养瓶底 80%-90%时，用
0.25％的胰蛋白酶消化传代；24 h后待细胞贴壁生长，分组更
换培养基。

1.2.3 实验分组 取第 6代牙周炎大鼠牙周膜成纤维细胞，随
机分为 6组。A组加入含 100 ng/mL尼古丁 1%FBS的 DMEM
培养液 200 滋L；B 组加入含 300 ng/m L尼古丁 1% FBS 的
DMEM培养液 200 滋L；C 组加入含 500 ng/mL尼古丁 1%FBS
的 DMEM培养液 200 滋L；D组加入含 2 滋g/mL尼古丁 1%FBS

的 DMEM培养液 200 滋L；E组加入含 5 滋g/mL尼古丁 1%FBS
的 DMEM培养液 200 滋L。对照组：加入含 1％ FBS的 DMEM

培养液 200 滋L。
1.3 观察指标及检测方法
1.3.1 细胞的形态学观察 细胞以 5× 106/ mL接种于置有 2×
2 cm2的六孔培养板内，在含 100 ml/ L FBS的 DMEM，常温下
培养 24 h，尼古丁组（各加入含 100 ng/mL，300 ng/mL，500
ng/mL，2 滋g/mL，5 滋g/mL尼古丁 1％ FBS DMEM 培养液 200
滋L），对照组（加入含 1％ FBS的 DMEM培养液 200 滋L）继续
培养 5 d，取出玻片，HE染色，光镜下观察、照相。
1.3.2 细胞超微结构观察 细胞以 5× 106/ mL接种于 25 mL
培养瓶中，尼古丁组（各加入含 100 ng/mL，300 ng/mL，500
ng/mL，2 滋g/mL，5 滋g/mL尼古丁 1％ FBS DMEM 培养液 200
滋L），对照组（加入含 1%FBS的 DMEM培养液 200 滋L）培养 5
d，用 1.0 g/ L胰蛋白酶消化，离心(1000× g，5 min)，细胞团块立
即置戊二醛内固定 1 h，再经锇酸固定和丙酮系列脱水，环氧树
脂包埋，切取 60 nm超薄切片，经醋酸双氧铀和枸橼酸铅双重
电子染色后，放入透射电镜观察、照相。

1.3.3 MTT法检测细胞活性 细胞以 1× 106 mL接种于孔板
内，每孔 100 滋L，培养 48 h。尼古丁组（各加入含 100 ng/mL，
300 ng/m L，500 ng/m L，2 滋g/m L，5 滋g/m L尼古丁 1% FBS
DMEM培养液 200 滋L），对照组（加入含 1%FBS的 DMEM培
养液 200 滋L）。培养 48 h后，加入 20 滋L的MTT溶液和 200 滋L
培养液，孵育 4 h，每孔加入二甲基亚砜（MMSO）150 滋L，酶标
仪 490 nm 波长下测定每孔光密度值（OD），计算公式：细胞增
殖抑制率（％）=（1-尼古丁组 /正常对照组）× 100％。
1.3.4 流式细胞仪检测细胞周期 细胞以 1× 106 mL接种于孔
板内，每孔 100 滋L，培养 48 h。尼古丁组（各加入含 100 ng/mL，
300 ng/mL，500 ng/mL，2 滋g/mL，5 滋g/mL尼古丁 1%FBS DMEM
培养液 200 滋L），对照组（加入含1%FBS的 DMEM培养液 200
滋L），孵育 24 h，冰乙醇固定，PI染色，流式细胞仪检测，应用专

用的 DNA 拟合软件分析结果，计算公式：增殖指数 (PI)=
(S+G2M)/(G0Gl+S+G2M)× 100％。
1.4 统计学方法

采用 SPSS 13.0软件进行数据分析，计量资料以均数± 标
准差表示，组间均数比较采用单因素方差分析，以 P<0.05为差
异有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠牙周细胞形态学变化
倒置显微镜下观察实验组大鼠牙间上皮溃疡、坏死，牙周

组织胶原纤维束排列紊乱、水肿变性，可见炎症细胞浸润，不同

程度的菌斑、软垢、牙龈增生、牙周袋，表面可见吸收凹陷，牙槽

嵴顶轻度下降。

2.2 大鼠牙周细胞超微结构变化
尼古丁作用下细胞核的体积不同程度缩小，周围出现大量

溶酶体小泡，粗面内质网、高尔基体及含胶原蛋白的分泌小泡

减少，微丝、微管分解甚至消失；对照组胞质丰满，可见排列呈

束的微丝，有大量细胞器，细胞核内染色质分布均匀，分裂旺

盛。

2.3 尼古丁对牙周炎大鼠 PDLFs细胞增殖的影响
与对照组相比，不同浓度尼古丁对 PDLFs增殖的抑制率

明显不同。100 ng/mL尼古丁抑制率为（22.18± 2.25）%；300
ng/mL尼古丁抑制率为（31.27± 3.17）%；500 ng/mL尼古丁抑制
率为（44.79± 4.33）%；2 滋g/m L尼古丁抑制率为（47.91±
5.05）%；5 滋g/mL尼古丁抑制率（51.67± 5.14）%。随着浓度的增
高，尼古丁对牙周炎大鼠 PDLFs增殖的抑制作用增强，差异具
有统计学意义（P<0.01）。
2.4 尼古丁对牙周炎大鼠 PDLFs细胞周期分布的影响

如表 1所示，与对照组相比，不同浓度尼古丁作用下牙周
炎大鼠牙周膜成纤维细胞周期的分布率明显不同，且具有统计

学意义（P<0.05）。
表 1 不同浓度尼古丁对牙周炎大鼠 PDLFs细胞周期分布的影响

Table 1 Effects of nicotine with different concentrations on the cycle of
PDLFs in rats with periodontitis

3 讨论

牙周病治疗的最终目的是促进牙周组织的再生和修复，而

修复和再生的基础是确保病变部位有足够的牙周膜细胞[9-11]。

牙周膜细胞具有成纤维细胞和成骨样细胞的双重特性，能够合

成胶原，对牙周组织损伤的修复和重构具有重要作用[12]。

研究表明，吸烟是牙周病尤其是重度牙周炎发生的高危因

素[13]。烟草中含有的一氧化碳、氧化根、亚硝基胺及尼古丁等

尼古丁（浓度）

Nicotine

(concentrations)

细胞周期分布（%）

Cycles of PDLFs(%)

G0-G1 S G2-M

100 ng/ml

300 ng/ml

500 ng/ml

2 滋g/ml

5 滋g/ml

87.17± 0.85

90.33± 0.52

92.39± 0.47

94.57± 0.95

97.13± 0.59

3.45± 0.97

3.47± 0.69

2.81± 0.73

1.80± 0.71

0.88± 0.14

10.18± 0.64

8.81± 0.88

7.26± 1.11

6.33± 0.66

5.30± 0.57
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4000多种毒素中，尼古丁是毒性最突出的主要生物碱，可从多
方面影响牙周病的发生发展及预后[14]。体内研究认为，吸烟可

使牙周病患者体内的中性粒细胞活力低下，影响牙周炎的龈下

菌丛的组成结构[15]。体外研究表明，尼古丁具有多重生物学毒

性，可影响牙龈成纤维细胞和 PDLFs的生长增殖，并影响细胞
对牙根面的贴附等正常生物学行为[16]。临床资料表明，吸烟可

加重牙周病的临床症状，导致术后牙周创口愈合慢，这可能与

尼古丁影响 PDLFs的增殖有关[17,18]。结合本研究，倒置显微镜

下观察实验组大鼠牙间上皮溃疡、坏死、上皮钉突增生，牙周组

织胶原纤维束排列紊乱、水肿变性，可见炎症细胞浸润，不同程

度的菌斑、牙龈增生、牙周袋，表面可见吸收凹陷。这提示我们，

烟草中的挥发成分丙烯荃和乙醛可改变牙周成纤维细胞的细

胞支架，改变细胞形态，破坏细胞的贴附能力。

细胞周期分为分裂间期和有丝分裂期，G0/G1期细胞分布

可反映处于分裂间期的细胞比例，S期和 G2期细胞分布可反

映处于分裂增殖期的细胞比例[19,20]。本研究结果显示，随着尼古

丁浓度的增加，PDLFs细胞分布率在 G0-G1期逐渐增高，而在 S
期和 G2-M期则明显降低，表明 PDLFs细胞周期的分布对尼古
丁呈浓度依赖性。说明尼古丁的浓度对 PDLFs细胞周期的分
布有明显影响。同时提示，在不同浓度的尼古丁作用下，大多数

细胞阻滞在 GO/G1期，从而抑制 PDLFs的增殖，这将为深入研
究尼古丁抑制 PDLFs增殖的作用机制提供新的方向。

综上所述，本研究分析了尼古丁对 PDLFs增殖的影响，在
不同浓度的尼古丁作用下，PDLFs的增殖均受到抑制，且呈浓
度依赖性。随着尼古丁浓度的增高，其抑制作用逐渐增强，对

PDLFs增殖的抑制作用也逐渐增强，从而导致细胞的修复功能
下降。
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