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补肾益气活血方及其单味药对人牙周膜干细胞增殖分化的影响 *
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摘要目的：探讨自拟补肾益气活血方及其单味药当归、补骨脂对体外培养的人牙周膜干细胞（hPDLSCs）增殖和相关成骨基因表

达的影响。方法：分离培养得到 hPDLSCs，选取第 3代 hPDLSCs，细胞增殖试剂盒（CCK-8）检测不同浓度（0 g/mL、1伊10-7 g/mL、1伊
10-5 g/mL、1伊10-3 g/mL）补肾益气活血方和当归、补骨脂对 hPDLSCs增殖的影响，并确定最佳作用浓度和最佳作用时间；通过定量

聚合酶链式反应（qPCR）检测 Runt相关转录因子 2（Runx2）、碱性磷酸酶（ALP）、骨桥蛋白（OPN）、骨钙蛋白（OCN）相关成骨基因

的表达水平，通过茜素红染色观察细胞成骨分化情况。结果：与 0 g/mL相比，补肾益气活血方各浓度在第一天和第三天时均能显

著促进细胞增殖（P<0.05），且浓度为 1伊10-5 g/mL在第三天、第五天时效果均最为显著（P<0.05）；当归同样在浓度为 1伊10-5 g/mL、
第三天及第五天时效果均最为显著（P<0.05）；补骨脂则仅在第一天时能显著促进细胞增殖（P<0.05）。与空白对照组比较，1伊10-5

g/mL的补肾益气活血方、当归、补骨脂均能显著提升成骨相关 Runx2、OCN、OPN、ALP的表达（P<0.05），且补肾益气活血方的上
调效果最为显著。茜素红染色检测显示，补肾益气活血方可增加矿化结节，促进作用最为显著。结论：补肾益气活血方可促进

hPDLSCs的增殖和骨向分化，在治疗慢性牙周炎中有望发挥更大作用。
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Effects of Bushen Yiqi Huoxue Recipe and Its Single Drug on Proliferation
and Differentiation of Human Periodontal Ligament Stem Cells*

To investigate the effects of self-designed Bushen Yiqi Huoxue Recipe and its single drug Angelica sinensis

and Psoralea corylifolia on the proliferation and osteogenic gene expression of human periodontal ligament stem cells (hPDLSCs) in

vitro. hPDLSCs were isolated and cultured. The third generation hPDLSCs were selected. Cell proliferation Kit (CCK-8) was

used to detect the effects of different concentrations (0 g/mL, 1伊10-7 g/mL, 1伊10-5 g/mL, 1伊10-3 g/mL) of Bushen Yiqi Huoxue Recipe,
Angelica sinensis and Psoralea corylifolia on the proliferation of hPDLSCs, and the determine the best action concentration and the best

action time were determined. The expression levels of Runt related transcription factor 2 (Runx2), alkaline phosphatase (ALP),

osteopontin (OPN) and Osteocalcin (OCN) related osteogenic genes were detected by quantitative polymerase chain reaction (qPCR), and

the osteogenic differentiation was observed by alizarin red staining. Compared with 0 g/mL, Bushen Yiqi Huoxue Recipe could

significantly promote cell proliferation on the first day and the third day (P<0.05), and the concentration of 1伊10-5 g/mL had the most

significant effect on the third day and the fifth day (P<0.05). Angelica sinensis on the concentration of 1伊10-5 g/mL also had the most

significant effect on the third day and the fifth day (P<0.05). Psoralea corylifolia could significantly promote cell proliferation only on the
first day (P<0.05). Compared with the blank control group, 1伊10-5 g/mL of Bushen Yiqi Huoxue Recipe, Angelica sinensis and Psoralea

corylifolia could significantly increase the expression of Runx2, OCN, OPN and ALP (P<0.05), and the up regulation effect of Bushen
Yiqi Huoxue Recipe was the most significant. Alizarin red staining showed that Bushen Yiqi Huoxue Recipe could increase mineralized

nodules, and the most significant effect was promoting. Bushen Yiqi Huoxue Recipe can promote the proliferation and
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前言

牙周炎是导致牙齿缺失的主要病因[1]，其病程呈慢性发展

趋势，随年龄增长或全身性疾病的发展而加重，研究发现牙周

炎与糖尿病[2]、冠心病[3]、类风湿关节炎[4]、阿尔茨海默病[5]等全

身性炎症反应有关联。目前临床上多采用局部牙周基础治疗辅

之以口服抗生素等药物治疗牙周炎，针对性强，消除急性炎症

快捷有效，但并不能促进牙周支持组织的修复与再生，且局部

炎症易于复发，使得牙周炎的远期治疗效果差强人意。研究表

明 [6]，人牙周膜干细胞（human Periodontal ligament stem cells，

hPDLSCs）能在一定条件下分化成为较成熟的成牙骨质细胞和

成纤维细胞，一定程度上可促进牙周组织的自我更新和修复。

因此，扩充足够数量的 hPDLSCs并促进其骨向分化则成为牙

周组织再生的关键[7]。中国传统医学依据辨证分型对牙周炎进

行治疗并积累了丰富的牙周炎治疗经验[8]，中医认为牙齿的健

康与肾中 "精气 "具有密切联系[9]。本研究通过体外实验，探讨

根据中医补肾益气治则拟定的补肾益气活血方及其中两种单

味药对 hPDLSCs的影响，探讨中医药治疗牙周炎的内在原理，

验证中草药在恢复牙周组织方面的有效性，为中西医结合治疗

牙周炎提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 补肾益气活血方

补肾益气活血方由本课题组根据传统医学的辨证理论首

次提出，该方由黄芪、当归、川芎、白术、茯苓、熟地、枸杞、补骨

脂、肉桂、丹皮、菊花、黄芩、川牛膝等药物组成，单味药选定为

当归和补骨脂。所有药材均购自济南宏济堂，由山东省第一医

科大学第一附属医院中医科鉴定为正品。

1.2 试剂与仪器

MEM 琢培养基（武汉，普诺赛），胎牛血清（北京，索莱宝），
PBS（上海，双螺旋），胰酶（上海，Gibico），茁-甘油磷酸酯（北京，
索莱宝），地塞米松（北京，索莱宝），抗坏血酸（北京，索莱宝），

细胞增殖及细胞毒性检测试剂（沈阳，万类生物，），茜素红染色

液（北京，索莱宝），TRIpure（北京，BioTeke），2伊Power Taq PCR
Master Mix（北京，BioTeke），SYBR Green（北京，BioTeke），酶

标仪（美国，BIOTEK），荧光定量 PCR仪（韩国，BIONEER）。

1.3 药剂制备

称取药材，以料液比 1：5加入纯净水，室温浸泡 60 min后

煎煮 45 min，趁热抽滤，得滤液，滤渣再以料液比 1：5加入纯净

水，煎煮 30 min，趁热抽滤，合并 2次滤液。称量滤液体积后加

入 4倍量 90%乙醇（缓慢加入，搅拌均匀），静置过夜，离心，去

除沉淀得上清液。将上清液至于旋转蒸发仪中浓缩，浓缩液离

心 5 min（3000 r/min），取上清液用纯净水定容至 1 g/mL。用含

有 10% FBS的 琢-MEM培养基将其稀释成 1伊10-7 g/mL、1伊10-5

g/mL、1伊10-3 g/mL浓度的条件培养基。

1.4 hPDLSCs的分离培养[10，11]

经患者知情同意后，取 12-24岁之间因正畸或阻生而拔除

的无病变牙齿，用含双抗 PBS反复冲洗，刮取根中三分之一的

牙周膜，修剪为 1 mm3大小，以探针将组织块移至培养瓶中平

铺，加适量含 10%FBS、1%的青霉素和链霉素的完全培养基，放

入 37℃、5%CO2培养箱中培养，约 4 h后谨慎轻缓将培养瓶翻

面，放入 37℃、5%CO2培养箱，每 3 d换液，细胞长至孔底 80%

左右时，分离纯化。以免疫磁珠法筛选纯化 hPDLSCs，取出细

胞，向培养瓶中加入 STRO-1单抗，放入 4℃冰箱 1 h。PBS清洗

三次，90伊g离心 3 min，去上清，重悬细胞，4℃下与加入清洗后

的免疫磁珠共育 30 min。准备磁力架，将 EP管放置于其上，保

持约 3 min。用移液器谨慎吸出上清以及没有同磁珠贴合的细

胞。PBS清洗两次，上清弃除，加入 5 mL完全培养基加入沉淀

中使细胞重新悬浮，再次调整细胞浓度为 1伊104/mL，放入培养
箱中继续培养。利用免疫荧光法鉴定细胞中 STRO-1蛋白表达

确定 hPDLSCs成功培养。

1.5 细胞增殖试剂盒（CCK-8）法检测药剂对 hPDLSCs增殖的

影响

取生长良好的第三代 hPDLSCs，将细胞消化离心，进行细

胞计数。将细胞接种于 96孔培养板中，每孔的细胞个数为 3伊
103个，每组设计 5个复孔。接种后置于 37℃，5%CO2培养箱

中培养代细胞贴壁。细胞贴壁后，将培养基更换成 0 g/mL、1伊
10-7 g/mL、1伊10-5 g/mL、1伊10-3 g/mL不同浓度的组方中药、当归
单味药和补骨脂单味药培养基。培养板置于 37 ℃、5%CO2

的培养箱内培养 1天、3天、5天。弃去上清，每孔分别加入

100 滋L的完全培养基。每孔加入 10 滋L CCK-8，37℃，5%CO2

的培养箱内培养 1h。在酶标仪上测定其在 450nm处 OD值，筛

选最佳药物浓度和最佳作用时间以便后续实验使用。

1.6 定量聚合酶链式反应（qPCR）检测成骨相关基因

实验分组按空白组、阳性对照组、最佳浓度补肾益气活血

方处理组、最佳浓度单味药当归处理组、最佳浓度单味药补骨

脂处理组，用含有 10％ FBS、10 mM 茁-甘油磷酸酯、10 nM地
塞米松和 50 滋g/mL抗坏血酸的 琢-MEM培养基作为成骨诱导

液[12]，空白组仅加入培养基，阳性对照组加入上述成骨诱导液，

实验组分别以 1伊10-5 g/mL浓度相应药物的含药成骨诱导液处
理。成骨诱导 7天后，收集上述六孔板细胞，提取总 RNA，测定

各样本中 RNA的浓度，按试剂盒说明反转录为 cDNA，检测

Runt 相关转录因子 2 （Runt-related transcription factor-2，

Runx2）、碱性磷酸酶（A Lkaline Phosphatase，ALP）骨桥蛋白

（osteopontin，OPN）、骨钙蛋白（osteocalcin，OCN）基因的表达

量，以 茁-actin为内参对照。引物序列详见表 1。

1.7 茜素红染色检测矿化结节

成骨诱导 14天后，收集上述六孔板细胞，去除各孔培养

基，用 PBS洗 2次。使用 4%多聚甲醛室温固定 15 min。弃去固

定液，用蒸馏水洗 3次，加入茜素红染色液染色 30 min。去除染

osteogenic differentiation of hPDLSCs, which is expected to play a greater role in the treatment of chronic periodontitis.

Bushen Yiqi Huoxue Recipe; Human periodontal ligament stem cells; Cell proliferation; Osteogenic differentiation
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表 3 CCK8法检测第三天细胞增殖情况（n=5，x依s）
Table 3 Cell proliferation on the third day detected by CCK8 method（n=5, x依s）

Note: compared with 0 g/mL, *P<0.05.

On the third day Bushen Yiqi Huoxue Recipe Angelica sinensis Psoralea corylifolia

0 g/mL 0.738依0.070 0.739依0.052 0.785依0.067

1伊10-7 g/mL 1.098依0.101* 0.893依0.123 0.861依0.121

1伊10-5 g/mL 1.249依0.157* 1.057依0.115* 0.892依0.084

1伊10-3 g/mL 1.003依0.100* 0.901依0.0096* 0.844依0.125

F 18.582 8.351 0.957

P 0.000 0.001 0.437

Gene Primer sequence

ALP Forward primer CCCTTCCTGGTGCTGCTT

Downstream primer CCTCCTTGTTGGGTTTGG

OCN Forward primer GAAGAGGAGGGAGAATGTTG

Downstream primer CACTGAAGGGTCTGGTAGGA

OPN Forward primer AAGAAGTTTCGCAGACC

Downstream primer CTGTCCCAATCAGAAGG

Runx2 Forward primer TCAGGCATGTCCCTCGGTAT

Downstream primer GGCTTCCATCAGCGTCAA

茁-actin Forward primer GGCACCCAGCACAATGAA

Downstream primer TAGAAGCATTTGCGGTGG

表 1基因引物序列(5'→3')

Table 1 Gene primer sequence(5'→3')

液，用蒸馏水洗 3次，拍照。

1.8 统计学方法

采用 SPSS 23.0统计软件进行统计学分析。经检验计量资

料符合正态分布以 x依s 表示，组间比较采用单因素方差分析
+LSD-t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2结果

2.1补肾益气活血方及其单味药对 hPDLSCs增殖的影响

经免疫荧光检测 CCK-8 检测本实验成功分离培养了

hPDLSCs。结果显示，0 g/mL时 hPDLSCs的 OD值随时间增加

逐渐升高，细胞生长状态良好。组方和单味药与细胞共育一天

后细胞活力未明显下降，说明三种药对细胞无明显毒性。与 0g/mL

相比，补肾益气活血方各浓度在第一天和第三天时均能显著促

进细胞增殖（P<0.05），而在第五天时仅浓度为 1伊10-5 g/mL的
补肾益气活血方能显著促进细胞增殖（P<0.05），且浓度为 1伊
10-5 g/mL在第三天、第五天时效果均最为显著（P<0.05）；当归
同样在浓度为 1伊10-5 g/mL、第三天及第五天时效果均最为显著
（P<0.05）；补骨脂则仅在第一天时能显著促进细胞增殖（P<0.
05）。本研究重点验证补肾益气活血方能否促进 hPDLSCs成骨

分化及其与两种单味药的效果对比，故选定浓度为 1伊10-5 g/mL
的组方和单味药用于细胞周期实验和成骨分化实验。以上结果

说明补肾益气活血方及当归和补骨脂在特定时间和浓度上均

能显著促进 hPDLSCs增殖，且补肾益气活血方效果更为明显。

见表 2~表 4。

Note: compared with 0 g/mL, *P<0.05

表 2 CCK8法检测第一天细胞增殖情况（n=5，x依s）
Table 2 Cell proliferation on the first day detected by CCK8 method（n=5, x依s）

On the first day Bushen Yiqi Huoxue Recipe Angelica sinensis Psoralea corylifolia

0 g/mL 0.422依0.043 0.435依0.034 0.412依0.054

1伊10-7 g/mL 0.650依0.105* 0.564依0.079 0.609依0.081*

1伊10-5 g/mL 0.596依0.065* 0.582依0.088 0.620依0.100*

1伊10-3 g/mL 0.585依0.053* 0.535依0.053* 0.560依0.089

F 9.733 4.839 6.746

P 0.001 0.014 0.004
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图 1各组成骨相关基因比较

Fig. 1 Comparison of bone related genes among different components

Note: TKP group is Bushen Yiqi Huoxue Recipe group. Compared with blank control group, aP<0.05; compared with positive control group, bP<0.05;
compared with Angelica sinensis group, cP<0.05; compared with Psoralea corylifolia, dP<0.05.

2.2 补肾益气活血方及其单味药对 hPDLSCs成骨分化能力的

影响

成骨诱导 7天后进行 qPCR检测。结果表明 1伊10-5 g/mL
的补肾益气活血方、当归、补骨脂与空白对照组相比，均能显著

提升成骨相关 Runx2、OCN、OPN、ALP的表达（P<0.05），且补
肾益气活血方的上调效果最为显著（见图 1）。上述结果表明 1伊
10-5 g/mL的补肾益气活血方及其单味药当归补骨脂水提醇沉

液均能促进 hPDLSCs成骨分化，且组方效果更为明显。

2.3 茜素红染色检测矿化结节

成骨诱导 14天进行茜素红染色检测，结果显示补肾益气

活血方组（图 2B）较阳性对照组（图 2A）矿化结节明显增多，颜

色染色加深，钙化结节面积明显大于阳性对照组。当归组（图

2C）和补骨脂组（图 2D）较阳性对照组（图 2A）矿化结节也有所

增多，颜色加深，结节面积相比于阳性对照组有所增大，但明显

少于补肾益气活血方组（图 2B）。

3 讨论

牙周炎是目前导致牙列缺失的主要原因[13，14]，消除炎症、促

进已缺失的牙周组织再生是治疗牙周炎的两大主要目的。临床

局部基础治疗对于消除炎症快捷有效，而促进缺失组织再生尚

表 4 CCK8法检测第五天细胞增殖情况（n=5，x依s）
Table 4 Cell proliferation on the fifth day detected by CCK8 method（n=5, x依s）

Note: compared with 0 g/mL, *P<0.05.

On the fifth Day Bushen Yiqi Huoxue Recipe Angelica sinensis Psoralea corylifolia

0 g/mL 0.997依0.104 0.979依0.136 1.007依0.106

1伊10-7 g/mL 1.203依0.123 1.047依0.147 1.073依0.142

1伊10-5 g/mL 1.427依0.133* 1.287依0.121* 1.212依0.142

1伊10-3 g/mL 1.185依0.170 1.100依0.131 0.952依0.110

F 8.574 4.861 3.959

P 0.001 0.014 0.027
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图 2茜素红染色结果（标尺：100滋m）
Fig. 2 Alizarin red staining results (scale: 100 滋 m)

Note: A: positive control group; B: Bushen Yiqi Huoxue Recipe group; C: Angelica sinensis group; D: Psoralea corylifolia group

无有效办法。hPDLSCs具有多向分化的潜能，可形成类似于天

然的牙周膜样结构 [15，16]，是牙周再生组织工程的首选种子细

胞[17]。然而牙周炎抑制了受损位置 hPDLSCs的增长，因此促进

hPDLSCs数量增加和活性增强就成为牙周组织恢复的关键。

中医认为 "齿者，骨之所终，髓之所养，肾实主之 "，特别是

慢性牙周炎与肾精亏损、肾气衰微有密切联系[18]。临床上中医

主要依据辨证分型和补肾益气治则进行治疗，着眼于增强整体

免疫功能，通过补充肾精、行气活血使牙周抗菌能力和自我修

复能力随之增强。中药为纯天然材料，与人体有更好的生物相

容性，既可以起到消毒抑菌的作用，又能促进良好牙周生长环

境的形成，推动牙周组织尽快修复。

已有研究发现，知柏地黄丸 [19]、六味地黄丸 [20]、扶脾温肾

汤[21]等补肾类组方在临床上治疗牙周炎有显著效果。在基础研

究中，补肾类方剂对成骨细胞、干细胞的积极影响同样被证实
[22]：二仙汤含药血清可提高成骨细胞 ALP活性和 OCN、BMP-2

的表达[23]；补肾活血汤能提高骨髓间充质干细胞（BMSCs）的

Runx2和 Osterix的表达，促进其成骨分化[24]；左、右归丸能促进

BMSCs分化成骨细胞[25]。当归和补骨脂的提取物或水提液亦

能促进成骨细胞、BMSCs的增殖和骨向分化[26-28]。

本研究中，利用组织块法成功分离了 hPDLSCs，CCK-8检

测结果显示补肾益气活血方能显著促进 hPDLSCs增殖，且效

果较单味药当归、补骨脂更为明显，浓度 1伊10-5 g/mL时促进增
殖的效果最佳，补肾益气活血方能提升 hPDLSCs的增殖能力，

促进细胞数量增加。ALP是细胞早期骨向分化的标记物[29]，

Runx2 是反映细胞成骨作用的关键因子，Runx2、ALP、OCN、

OPN是指示细胞成骨活性的指标[30-32]。本研究发现，补肾益气

活血方及当归、补骨脂单药均可显著上调 Runx2、ALP、OCN、

OPN的表达水平，且补肾益气活血方上调最多。细胞成骨分化

后期会出现钙沉积，产生矿化结节，茜素红染色检测结果显示

补肾益气活血方治疗后矿化结节面积扩大，且比单味药效果更

为明显。上述结果都显示，补肾益气活血方可促进 hPDLSCs的

成骨分化，这些结果验证了中医补肾益气治则拟定的中草药组

方在促进 hPDLSCs的增殖分化方面的有效性。

另外，本研究发现组方具有更好的协同作用。本实验中自

拟补肾益气活血方是本课题组依据中医辩证分型理论与现代

医学观点，针对气血不足型和肾阴亏损型牙周炎进行组方。由

于组方按照 "君臣佐使 "将十余种中药配伍而成，各味中药协

同起效发挥作用，较之当归、补骨脂的 "独自作战 "效果更为

显著，这也验证了中医辨证施治和整体理论的科学性。具体来

说黄芪补气固表[33]，当归补气和血[34]，熟地补脾益肾[35]，枸杞益

精补血各味药合用以求补精益气、活血固齿功效，在人体内复

杂的环境中，多角度、多位点、多靶向提升机体免疫能力，促进

牙周组织修复和再生，细胞实验结果也说明组方较其他单味药

具有更好的协同作用。

综上所述，本研究发现了补肾益气活血方能有效提升体外

培养的 hPDLSCs增殖和成骨分化的能力，且效果较当归和补

骨脂单味药更佳。这一结果从细胞生物学和牙周组织工程的角

度为中医药相关组方药应用于慢性牙周炎的临床治疗提供了

实验支撑，对补肾益气活血方剂用于临床上治疗慢性牙周炎具

有指导意义。
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