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五倍子牙周缓释凝胶对 LPS介导
HPDLFs分泌 MMP - 3的影响
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[摘 　要 ]　　目的 : 探讨五倍子牙周缓释凝胶对内毒素 (LPS)介导人牙周膜成纤维细胞 (HPDLFs)分泌

基质金属蛋白酶 - 3 (MMP - 3)的影响。方法 : 体外培养 HPDLFs,运用 EL ISA分别检测在 LPS作用下以及在

LPS加不同时间五倍子凝胶释放液作用下 HPDLFs分泌 MMP - 3的量。结果 : 与空白对照组相比 , 50μg/mL的

LPS即能明显促进 HPDLFs分泌 MMP - 3 ( P < 0. 05) , 100μg/mL的 LPS促进作用更显著 ;加入五倍子凝胶释放

液后 ,各时间点凝胶释放液组 MMP - 3的量均明显低于 LPS组 ( P < 0. 05) ,而且 ,各时间点凝胶释放液组之间

亦有显著性差异 ( P < 0. 05) ,其中 , 2 h释放液组 MMP - 3最低 ,相对于 LPS组 ,对 MMP - 3的抑制率为

75. 77% ,随着释放时间的延长 ,抑制作用逐渐减弱 ,但第 7天释放液仍有 32. 26%的抑制率。结论 : 五倍子牙周

缓释凝胶可有效抑制 LPS介导 HPDLFs分泌 MMP - 3,抑制作用可持续 7 d。
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[ Abstract] 　　A IM : To detect the influence of a periodontal sustained - released gel of Chinese nutgall on the

secretion of MMP - 3 in human periodontal ligament fibroblasts ( HPDLFs) induced by lipopolysaccharide (LPS) .

M ETHOD S: : HPDLFs were cultured in vitro and treated with LPS or with LPS + Chinese nutgall solutions released

from the gel at different time points. The amounts of MMP - 3 secreted by HPDLFs were detected by EL ISA. RE2
SUL TS: W hen the group s treated by LPS were compared with the blank group, significant increases( P < 0. 05) in MMP

- 3 level were observed in the group s treated by LPS of the concentration from 50 to 100μg/mL. After treated with Chi2
nese nutgall solutions released from the gel, the amount ofMMP - 3 of all the group s were significantly lower than that of

the LPS group ( P < 0. 05). Significant differences were found among all the group s, the amount ofMMP - 3 secretion of

HPDLFs treated with the solution released from the gel in the first 2 hourswas the lowest. Compared with the LPS group,

the inhibition ratio ofMMP - 3 of this solution was 75. 77%. But with the extending of releasing time, the inhibitory ac2
tion wasweakening gradually, however, the inhibition ratio still remained as high as 32. 26% on the 7th day. CO NCL U2
S IO N: The periodontal sustained - released gel of Chinese nutgall can significantly inhibit the secretion of MMP - 3 in

human periodontal ligament fibroblasts induced by LPS, and the inhibitory action can last 7 days.

[ Key words] periodontal sustained - released gel of Chinese nutgall; human periodontal ligament fibroblasts;

MMP - 3; LPS
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　　牙周病是由牙周致病菌引起的慢性感染性疾

病 ,其主要致病菌 G- 厌氧菌及其表面内毒素脂多

糖 (L ipopolysaccharides , LPS) ,除直接对靶细胞的

毒性作用外 ,还能刺激细胞分泌多种炎性因子 ,其

中的基质金属蛋白酶 (matrix metallop roteinases ,

MMPs)是导致牙周组织破坏的最主要侵袭者。研

究表明牙周炎病人龈沟液和牙龈组织中的 MMP -

1、MMP - 2、MMP - 3、MMP - 8及 MMP - 13等

的水平与牙周病密切相关。炎症程度越重 , 其活

性酶及衍生的产物就越多 [ 1 - 4 ]。尤其 MMP - 3不

仅可单独降解构成细胞外基质的大部分成分 ,同时

可激活 MMP - 1、MMP - 8、MMP - 9,共同参与细胞

外基质的降解。因此 ,抑制 MMP - 3的分泌对预

防和治疗牙周病具有重要的意义。

研究证实多酚类化合物可抑制 MMPs的表达

及其活性 ,被认为是治疗多种疾病的一种新的治疗

分子 [ 5 - 7 ]。五倍子具有收敛、止血、抗炎、止痛等功

效 [ 8 ]。其主要成分鞣质是多酚类复杂化合物 ,不

仅可抑制牙周可疑致病细菌的生长 [ 9 ]
,还可拮抗

LPS诱导细胞产生炎症因子 [ 10 ]。在前期研究中 ,

我们将五倍子与高分子可降解材料聚乳酸 - 羟基

乙酸共聚物 ( PLGA )相结合 ,研制了五倍子牙周缓

释凝胶 ,本研究旨在观察其对 LPS介导人牙周膜

成纤维细胞 (HPDLFs)分泌 MMP - 3的影响。

1　材料和方法

1. 1　主要试剂和仪器

低糖 DMEM 培养基 ( Gibco ,美国 ) ,胎牛血清

( FCS,杭州四季青生物工程材料研究所 ) , E. coli

LPS(O55B5 , Sigma) ,胰蛋白酶 ( Gibco ,美国 ) ,青霉

素、链霉素 (华北制药股份有限公司 ) , 人金属基

质蛋白酶 - 3定量酶联检测试剂盒 (MMP - 3,上海

森雄科技实业有限公司 ) , 五倍子冻干粉 (自制 ) ,

聚乳酸 - 羟基乙酸共聚物 ( PLGA ,济南健宝开元

生物材料有限公司 ) , 1 - 甲基 - 2 - 吡咯烷酮

(1MP,国药集团化学试剂有限公司 ) ,三乙酸甘油

酯 ( GTA,国药集团化学试剂有限公司 ) ,酶联免疫

检测仪 (B io - TEK Power wave 340型 ,美国 ) 。

1. 2　方法

1. 2. 1　人牙周膜成纤维细胞 (HPDLFs)的体外培养

取正畸减数拔除的新鲜前磨牙 ,立即置 4 ℃保

存的 DMEM 培养液中。在超净工作台内 ,无菌条

件下刮取根中 1 /3 的牙周膜组织 ,剪成 1 mm ×

1 mm ×0. 5 mm 左右大小 ,平铺于培养瓶底 ,加入

含 150 mL /L 胎牛血清的 DMEM 培养液 , 37 ℃,

50 mL /L CO2 饱和湿度条件下培养 ,每 3 d换液

1次。细胞铺满瓶底后 ,用 2. 5 g /L胰蛋白酶消化 ,

按 1 ∶3传代培养。取第 6代细胞用于实验。

1. 2. 2　五倍子缓释凝胶的制备

将 1 -甲基 - 2 -吡咯烷酮 (1MP)和三乙酸甘

油酯 ( GTA)按 7 ∶3配成混合溶剂 ,加入 35%浓度

的聚乳酸 - 羟基乙酸共聚物 ( PLGA ) ,静置 ,待完

全溶解后加入五倍子冻干粉 ,彻底搅拌均匀 ,漩涡

震荡 ,制成五倍子浓度为 40 g/kg的凝胶 ,避光 4 ℃

保存 , 24 h后备用。

1. 2. 3　LPS对 HPDLFs分泌 MMP - 3的影响

取生长良好的第 6代 HPDLFs,胰蛋白酶消化

后以 2. 5 ×104 /mL 浓度接种于 24 孔板。培养

24 h后 ,弃原液及未贴壁细胞 , PBS洗涤 3 次后加

含 100 mL /L FCS的培养液 ,实验组 (4组 )加 LPS,

其终末浓度分别为 1 、25、50, 100μg /mL,空白对照

组加同等体积的含 100 mL /LFCS的培养液。每孔

总量 1 mL,每组复 4孔。于 37 ℃, 50 mL / L CO2培

养 48 h后 ,收集上清 ,严格按照人基质金属蛋白酶

- 3定量酶联检测试剂盒说明书操作 ,在酶联免疫

检测仪上测细胞培养上清 A490值。

1. 2. 4　五倍子缓释凝胶对 LPS介导 HPDLFs分泌

MMP - 3的影响

取 0. 2 g凝胶注入含有 10 mL培养液的棕色

瓶中 ,加盖 ,置 37 ℃恒温水浴振荡箱中 ,分别于注

入后 2 h、1、3、5、7 d收集全部释放溶液 ,同时补加

等量培养液用于实验。取生长良好的第 6代 HP2
DLFs,胰蛋白酶消化后以 2. 5 ×104 /mL 浓度接种

于 24孔板。培养 24 h后 ,弃原液及未贴壁细胞 ,

PBS洗涤 3次后加含 100 mL /L FCS的培养液 , 5个

实验组分别加不同时间点凝胶释放液 (2 h、1、3、5、

7 d) ,同时加 LPS使终末浓度为 100μg/mL。空白

对照组加培养液 ,阳性对照组只加含 100μg/mL

LPS的培养液 ,每孔总量 1 mL,每组复 4孔。于

37 ℃, 50 mL / L CO2培养 48 h,收集培养上清。严

格按照人基质金属蛋白酶 - 3定量酶联检测试剂

盒说明书操作 ,在酶联免疫检测仪上测细胞培养上

清 A490值。

1. 3　统计分析

所有数据用 SPSS 11. 5统计软件进行分析 ,多

组均数间比较采用单因素方差分析 ,进行 LSD - t检

验 ,结果用均数 ±标准差表示 ,检验标准α = 0. 05。
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2　结果

2. 1　LPS对 HPDLFs分泌 MMP - 3的影响

空白对照组结果显示在正常情况下 HPDLFs

的 MMP - 3 呈弱阳性表达。当培养液中存在

50μg/mL的 LPS时 , HPDLFs分泌 MMP - 3的水平

明显增加 ,与对照组和 1μg/mL 、25μg/mL LPS组

相比均有显著性差异 ( P < 0. 05) ;当 LPS达到 100

μg/mL时 , 促 MMP - 3分泌作用更加明显 ,与 50

μg/mL LPS相比亦有显著差异 ( P < 0. 05)。表明

LPS能促进 HPDLFs分泌 MMP - 3,并且在 1～100

μg/mL LPS范围内呈浓度依赖性 (表 1)。
表 1不同浓度 LPS对 HPDLFs的 MMP - 3表达的影响 ( �x ±s)

　　　　分组 MMP - 3浓度 ( ng/mL)

　　空白对照组 27. 454 ±0. 586A

　　1μg/mL LPS 27. 568 ±0. 776A

　　25μg/mL LPS 27. 909 ±0. 587A

　　50μg/mL LPS 32. 795 ±0. 682B

　　100μg/mL LPS 46. 205 ±0. 776C

　　注 :相同字母组间无显著差异 ( P > 0. 05) , 不同字母组间相差

显著 ( P < 0. 05)

2. 2　五倍子缓释凝胶对 LPS介导 HPDLFs分泌

MMP - 3的影响 (表 2)

表 2　不同时间点释放液对 LPS介导

HPDLFs分泌 MMP - 3的影响 　　　 ( �x ±s)

　　　分组 MMP - 3浓度 ( ng/mL) 抑制率 ( % )

空白对照组 (无 LPS) 27. 454 ±0. 586A -

阳性对照组 (LPS) 46. 230 ±0. 743B 0

LPS + 2h释放液 11. 205 ±0. 572C 75. 77

LPS + 1d释放液 14. 386 ±0. 937D 68. 89

LPS + 3d释放液 18. 136 ±0. 742E 60. 78

LPS + 5d释放液 24. 159 ±0. 777F 47. 75

LPS + 7d释放液 31. 318 ±0. 982G 32. 26

　　注 :不同字母组间均相差显著 ( P < 0. 05)

　　各时间点凝胶释放液组 MMP - 3的量均明显低

于 LPS组 ,差异有统计学意义 ( P < 0. 05)。而且 ,各

时间 点 凝 胶 释 放 液 组 之 间 亦 有 显 著 差 异

(P < 0. 05)。其中 2 h释放液组的 MMP - 3最低 ,相

对于 LPS组 ,对 MMP - 3的抑制率为 75. 77% ,随着

释放时间的延长 ,抑制作用逐渐减弱 ,但第 7天释放

液组对 MMP - 3的抑制率仍可达 32. 26% ,另外 ,各

时间点释放液组 (除第 7天 )MMP - 3分泌量还明显

低于空白对照组。提示五倍子牙周缓释凝胶不仅可

有效抑制 LPS介导 HPDLFs分泌MMP - 3,可能还具

有抑制MMP - 3活性的作用 (表 2)。

3　讨论

内毒素 (LPS)是 G
- 菌所独有的一种毒力因

子 ,可造成牙周组织的破坏 ,其致病作用的强弱在

一定意义上体现于其刺激机体产生炎性因子的能

力 [ 11 ]。另外 , LPS还可刺激牙周组织中的成纤维

细胞及单核细胞合成分泌大量的 MMP - 3
[ 12 ]。

MMPs是一族锌离子依赖性内肽酶 ,主要由牙

周炎组织中的中性粒细胞 ,成纤维细胞 ,上皮细胞

及被激活的巨噬细胞合成分泌 ,是降解细胞外基质

的重要酶类 ,直接参与牙周组织的破坏降解 ,在牙

周炎的发生发展中起重要作用。牙周炎组织中

MMPs(MMP - 1、MMP - 3、MMP - 8 ,MMP - 9)的

高表达及强活性是导致牙周组织破坏的原因。大

量研究证实在牙周炎病人的牙龈组织及龈沟液中

MMPs的水平明显偏高 ,且活性增强 [ 1 - 2 ]。MMP -

3属 MMPs家族中基质溶解素类的一种 , 又称基质

溶解素 - 1 ( stromelysin - 1) ,主要利用各种细胞外

基质蛋白作为底物 , 同时可激活 MMP - 1、MMP -

8及 MMP - 9,阻断纤溶酶原激活物抑制剂的活

性 ,参与牙周组织的破坏 [ 13 - 15 ]。MMP - 3的高水

平表达是导致牙周附着丧失的先兆性因素 ,与破骨

细胞性骨吸收密切相关 ,在通过牙周治疗后其表达

迅速下降 [ 16 - 18 ] ,充分表明 MMP - 3与牙周组织的

炎症反应和牙槽骨吸收关系密切。因此抑制

MMP - 3的表达有助降低牙周组织破坏的程度 ,对

阻断牙周病变的发生、发展具有十分重要的意义。

本研究结果显示 HPDLFs在正常情况下 MMP - 3

呈弱阳性表达 ,与 Bodet所得结果一致 [ 12 ]。当培

养液中加入 50μg/mL LPS时 ,能明显促进 HPDLFs

分泌 MMP - 3,加入 100μg/mL LPS后 ,促进作用

更明显。表明 LPS对 HPDLFs合成分泌 MMP - 3

表现出很强的介导能力 ,并在一定范围内呈浓度依

赖性。

牙周疾病造成的牙周支持组织破坏始终是临

床治疗中必须面临的难题。对牙周炎的治疗通常

需在机械刮治的基础上辅以药物治疗以提高和巩

固疗效。而牙周局部缓释剂由于其各方面的优越

性已成为主要用药方式。但目前临床使用的牙周

缓释剂还存在诸多不足 , 如药物浓度持续时间短、

释药不完全、材料的非降解性等 ,对牙周组织无保

护作用 ,无法获得牙周新附着。

近年来的研究发现 :五倍子对常见牙周可疑致
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病菌有明显的抑制作用 [ 9 ]
,能阻断胶原酶对结缔

组织的破坏 [ 19 ]
,抑制 LPS对多种细胞的介导作

用 [ 10 ]。其主要成分鞣质可与生物体内的蛋白质 ,

多糖 ,核酸等作用 ,并抑制多种酶的活性。因此我

们试将五倍子与可降解生物材料相结合 ,制成了理

化性质基本符合临床要求的缓释凝胶制剂 ,并在凝

胶的体外释放度实验中 ,发现其有效药物释放可持

续 7d,而最后 1 d的药物释放量亦超过五倍子抑制

内毒素的最小浓度 6. 25 mg/L
[ 10 ]。从表 2的结果

可以看出 ,各时间点释放液组均可显著抑制 LPS

诱导 HPDLFs分泌 MMP - 3,其中 2 h释放液组抑

制作用最强 ,虽然随释放时间延长抑制作用逐渐减

弱 ,但第 7天释放液对 MMP - 3的抑制率仍可达到

32. 26% ,另外 ,还发现各时间点释放液组 (除第 7

天外 )MMP - 3分泌量均明显低于空白对照组 ,提

示该凝胶除能抑制 LPS介导 HPDLFs分泌 MMP -

3外 ,可能还有直接抑制 MMP - 3活性的作用 ,有

望作为 MMP - 3抑制剂应用于牙周治疗。分析其

机制 ,可能是五倍子的主要成分鞣质能与蛋白质、

酶结合 ,使之凝固 ,沉淀而失去活性 ,另外 ,可与金

属离子发生螯合作用 ,MMPs是一族锌离子依赖性

内肽酶 ,五倍子与锌离子螯合 ,而使 MMPs失去活

性。但其具体机制尚需进一步研究。

五倍子牙周缓释凝胶质地均匀 ,细腻 ,稳定性

好 ,可生物降解 ,且可通过注射给药 ,使用方便。至

于其它相关指标还在进一步研究中。
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