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图 1 细 胞 加 载 装 置 工 作 流 程 图
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碱 性 磷 酸 酶 （ALP）被 认 为 与 体 内 骨 组 织 的 形 成

有 关 ，是 研 究 成 骨 细 胞 功 能 和 分 化 的 一 个 重 要 参 考 指

标 。 众 多 研 究 表 明 ，牙 周 膜 成 纤 维 细 胞 （PLF）不 同 于

一 般 成 纤 维 细 胞 ， 具 有 许 多 与 成 骨 细 胞 相 似 的 特 征 ，

如 高 ALP 活 性 等 。颌 力 是 否 会 对 PLF 的 ALP 活 性 产

生 影 响 ，从 而 影 响 牙 周 组 织 的 改 建 ，目 前 这 一 方 面 的

研 究 尚 少 。本 研 究 旨 在 观 察 压 力 对 体 外 培 养 的 人 牙 周

膜 成 纤 维 细 胞 （HPLF）ALP 活 性 的 影 响 。

1 材 料 与 方 法

1.1 主 要 试 剂 及 仪 器

主 要 试 剂 有 DMEM 培 养 液 （Gibco，USA）、胎 牛 血

清 （Hyclone，USA）， 对 硝 基 苯 基 磷 酸 二 钠 （p-NPP）
（Amresco，USA）、胰 蛋 白 酶 （Sigma，USA）。 酶 联 免 疫

检 测 仪 （为 美 国 Lambda 公 司 产 品 ）。

1.2 细 胞 加 载 装 置 的 设 计 原 理

本 实 验 所 采 用 的 可 控 液 压 细 胞 加 载 装 置 由 本 课

题 组 自 行 研 置 。由 储 气 室 、加 载 室 （样 品 室 ）、压 力 自 动

控 制 系 统 、温 控 装 置 及 加 压 气 流 量 调 控 器 和 减 压 气 流

量 调 控 器 组 成 。 其 工 作 原 理 为 ：储 气 室 内 的 高 压 洁 净

气 体 由 加 压 气 流 量 调 控 器 调 控 ，以 稳 定 的 流 量 进 入 加

载 室 。 当 加 载 室 内 的 气 压 达 到 预 定 值 时 ，压 力 自 动 控

制 系 统 会 自 动 关 闭 进 气 口 ，加 载 室 内 形 成 稳 定 的 密 闭

环 境 ，气 压 作 用 于 细 胞 培 养 液 ，从 而 对 细 胞 产 生 稳 定

的 液 压 。实 验 完 毕 ，气 体 经 由 减 压 气 流 量 调 控 器 排 出 。

所 用 气 体 为 洁 净 的 含 2%CO2 的 压 缩 空 气 。 保 证 加 压

后 培 养 液 pH 值 稳 定 在 7.2~7.4。实 验 过 程 中 温 控 装 置

使 加 载 室 温 度 恒 定 在 37 ℃。 流 程 图 见 图 1。

1.3 细 胞 培 养

选 取 因 正 畸 拔 除 的 青 少 年 前 磨 牙 ，无 菌 条 件 下 刮

取 根 中 1/3 的 牙 周 膜 组 织 。 采 用 组 织 块 法 ［1］原 代 培 养

压 力 环 境 对 人 牙 周 膜 成 纤 维 细 胞 碱 性 磷 酸 酶 活 性 的 影 响

张 宇 ，施 生 根 ，张 慧 （第 四 军 医 大 学 口 腔 医 学 院 口 腔 修 复 科 ，陕 西 西 安 710032）

摘 要 ：目 的 探 讨 不 同 压 力 环 境 对 人 牙 周 膜 成 纤 维 细 胞 碱 性 磷 酸 酶 活 性 的 影 响 。方 法 采 用 酶 动 力 学 方 法 ，比 较 不 同 压 强

的 压 力 在 不 同 的 作 用 时 间 下 对 人 牙 周 膜 成 纤 维 细 胞 碱 性 磷 酸 酶 活 性 的 影 响 。 结 果 压 力 增 加 导 致 牙 周 膜 成 纤 维 细 胞 碱

性 磷 酸 酶 活 性 降 低 。 结 论 颌 力 过 大 将 造 成 牙 周 膜 成 纤 维 细 胞 碱 性 磷 酸 酶 活 性 降 低 ，可 能 影 响 牙 周 组 织 健 康 。
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HPLF。 细 胞 培 养 液 为 含 10%FBS 的 DMEM。 将 第 4
代 细 胞 用 于 实 验 。 本 组 细 胞 鉴 定 结 果 为 ：角 蛋 白 染 色

阴 性 （小 鼠 抗 角 蛋 白 单 抗 ，ABC 法 免 疫 组 化 染 色 ）；波

形 丝 染 色 阳 性 （小 鼠 抗 波 形 丝 单 抗 ，ABC 法 免 疫 组 化

染 色 ）。

1 . 4 细 胞 加 压 及 ALP 活 性 测 定

取 生 长 状 态 良 好 的 细 胞 以 2×104/ 孔 接 种 于 24
孔 培 养 板 上 ， 待 细 胞 完 全 贴 壁 后 ， 将 培 养 液 换 为 含

2%FBS 的 DMEM。 然 后 分 为 4 组 ，每 组 4 孔。第 1~3
组 在 100kPa 压 强 下 分 别 加 载 20min、1 h、1 2 h。 第 4
组 为 对 照 组 （未 加 压 ）。加 载 完 毕 后 ，弃 除 原 培 养 液 ，用

pH7.4 的 PBS 洗 2 遍 ， 吸 干 ， 每 孔 加 入 2g/Lp-NPP
的 AMP 液 200 μｌ，37 ℃孵 箱 内 置 30min。 每 孔 加 入

0.2mol/LNaOH50 μl 终 止 反 应 。 410 nm 波 长 测 各

孔 D（λ）值 。

将 加 载 压 强 分 别 换 为 200、300、400、500kPa，重

复 以 上 步 骤 。

1.5 统 计 学 处 理

采 用 单 因 素 方 差 分 析 进 行 统 计 学 处 理 。

2 结 果

各 对 照 组 均 能 稳 定 表 达 碱 性 磷 酸 酶 活 性 。 在 100
及 200kPa 加 载 负 荷 时 ， 各 实 验 组 ALP活 性 均 无 明

显 变 化 。 负 荷 为 300kPa 时 ，20min 及 1 h 组 无 明 显

变 化 ，而 1 2 h组 ALP活 性 有 轻 度 下 降 （Ｐ<0.05）。当 负

荷 加 大 到 400 及 500kPa 时 ， 各 加 压 时 段 ALP 活 性

与 对 照 组 相 比 均 有 显 著 降 低 （Ｐ<0.05），而 各 时 段 间 无

显 著 差 异 （表 1）。

3 讨 论

ALP 是 参 与 骨 钙 化 组 织 代 谢 和 再 生 的 一 种 功 能

性 标 志 酶 ，ALP 活 性 较 高 则 该 组 织 具 有 较 强 的 钙 化

及 成 骨 能 力 。 Kawase［2］研 究 表 明 ，HPLF 的 ALP 活 性

普 遍 高 于 其 他 软 组 织 细 胞 ， 甚 至 达 到 10 倍 于 牙 龈 成

纤 维 细 胞 。 Somerman ［3］ 也 证 实 HPLF 具 有 较 高 的

ALP 活 性 ， 同 时 在 钙 化 活 跃 的 牙 周 组 织 中 ，HPLF 的

ALP 活 性 显 著 高 于 正 常 水 平 。 Piche［4］则 报 告 牙 周 膜

细 胞 具 有 一 定 的 成 骨 细 胞 性 质 ， 其 ALP 与 成 骨 细 胞

的 ALP 具 有 相 同 性 质 。 这 些 研 究 表 明 ，HPLF 的 ALP
活 性 在 牙 周 组 织 的 钙 化 过 程 中 起 重 要 作 用 。

牙 周 膜 是 位 于 牙 槽 骨 和 牙 骨 质 两 种 硬 组 织 之 间

的 结 缔 组 织 膜 。 在 咀 嚼 过 程 中 ，牙 周 膜 对 咀 嚼 压 力 能

起 缓 冲 作 用 ， 同 时 将 所 受 力 的 一 部 分 传 递 到 牙 槽 骨

上 ，因 此 PLF 在 口 腔 环 境 中 经 常 受 到 压 力 作 用 。 压 力

是 否 对 HPLF 的 ALP活 性 产 生 影 响 进 而 调 控 牙 周 组

织 的 钙 化 ，以 及 这 种 影 响 的 程 度 有 多 大 ，国 内 外 尚 无

系 统 研 究 。体 外 研 究 机 械 压 力 对 培 养 细 胞 生 命 活 动 影

响 的 前 提 是 建 立 较 好 的 细 胞 加 载 装 置 ，目 前 相 关 试 验

大 多 是 采 用 Banes 等 ［5］推 出 的 Flexercell Strain Unit
细 胞 加 载 系 统 。 Yamaguchi 等 ［6］用 该 系 统 观 察 到 机 械

牵 张 力 作 用 使 PLF 前 列 腺 素 E 合 成 增 加 。 但 该 系 统

的 细 胞 受 力 情 况 受 弹 性 硅 橡 胶 膜 的 理 化 性 能 影 响 较

大 ，同 时 该 系 统 所 提 供 的 机 械 牵 张 力 不 能 很 好 地 模 拟

体 内 环 境 。 HPLF 在 体 内 的 外 环 境 为 组 织 液 ，组 织 液

可 传 递 和 缓 冲 细 胞 所 受 应 力 ，组 织 液 通 过 液 压 变 化 将

牙 齿 所 受 的 力 传 递 至 HPLF。 因 此 ， 液 压 对 HPLF 的

ALP 活 性 的 影 响 能 更 好 地 反 应 口 内 实 际 情 况 。

Yousefian 等 ［7］报 道 液 压 对 PLF 的 代 谢 活 动 有 明 显 影

响 。 本 试 验 所 采 用 的 加 载 装 置 为 自 行 设 计 ，通 过 精 密

的 自 动 控 制 系 统 对 细 胞 产 生 可 调 控 的 稳 定 液 压 ，建 立

了 较 好 的 细 胞 力 学 实 验 模 型 。

本 实 验 结 果 显 示 ，HPLF 本 身 具 有 较 高 的 ALP 活

性 ， 这 与 国 外 学 者 的 结 论 一 致 。 本 实 验 结 果 还 说 明

HPLF 具 有 一 定 的 压 力 耐 受 性 ，但 当 压 力 增 加 到 一 定

程 度 时 ，随 着 作 用 时 间 延 长 会 造 成 ALP活 性 降 低 ，压

力 继 续 增 大 则 在 短 时 间 内 就 会 造 成 ALP 活 性 显 著 降

低 。我 们 在 临 床 实 践 中 观 察 到 正 常 颌 力 有 助 于 牙 周 组

织 健 康 ，负 载 过 度 （咬 合 高 、义 齿 或 矫 治 器 的 作 用 力 过

大 等 ）均 可 导 致 牙 周 组 织 破 坏 ，致 使 牙 齿 松 动 。本 实 验

结 果 可 从 分 子 水 平 解 释 这 一 现 象 ： 过 大 颌 力 将 导 致

PLF 的 ALP 活 性 降 低 ，影 响 牙 周 组 织 钙 化 ，并 导 致 牙

齿 松 动 。 因 此 在 临 床 口 腔 修 复 治 疗 中 ，必 须 注 意 合 理

恢 复 颌 力 ，如 修 复 体 颌 力 恢 复 过 大 ，则 有 可 能 使 基 牙

牙 周 组 织 钙 化 受 到 影 响 ，致 使 基 牙 松 动 ，从 而 导 致 修

复 失 败 。

表 1 不 同 压 力 在 不 同 作 用 时 间 下 对 人 牙 周 膜 戍 纤 维 细 胞 碱 性 磷 酸 酶 活 性 的 影 响 （ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．１Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｒｉｅｄｐｒｅｓｓｕｒｅｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｎａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎ

ｈｕｍａｎ ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ（Ｍｅａｎ±ＳＤ）

*Ｐ<0.05ｖｓcontrol

Loadingtime Pressure(kPa)
100 200 300 400 500

Control(withoutloading) 0.174±0.012 0.184±0.003 0.190±0.005 0.183±0.020 0.192±0.019
20min 0.166±0.005 0.172±0.006 0.180±0.006 0.132±0.016* 0.126±0.006*
1 h 0.162±0.010 0.181±0.008 0.191±0.002 0.129±0.005* 0.116±0.008*
1 2 h 0.163±0.005 0.174±0.002 0.169±0.003* 0.138±0.003* 0.119±0.016*
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性 乱 人 群 中 单 纯 疱 疹 2 型 病 毒 感 染 情 况 及 丽 珠 威 的 疗 效 观 察
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摘 要 ：应 用 PCR 技 术 对 广 州 120 例 性 乱 者 进 行 单 纯 疱 疹 2 型 （HSV2-DNA）检 测 ，阳 性 者 用 丽 珠 威 治 疗 。 38 例 （31.6%）检 出

HSV2-DNA，治 疗 后 34 例 HSV2-DNA 转 阴 。

关 键 词 ：疮 疹 病 毒 2 型 ，人 ；阿 昔 洛 韦 ；性 传 播 疾 病
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为 了 解 性 乱 人 群 中 不 典 型 生 殖 器 疱 疹 症 状 者 单 纯 疱 疹 2
型 病 毒 （HSV2）感 染 的 情 况 ，我 们 利 用 PCR 技 术 对 广 州 地 区

120 例 性 乱 人 群 进 行 了 检 测 ，现 报 告 如 下 。

1 病 人 与 方 法

1.1 一 般 资 料

患 者 均 来 自 我 院 性 病 专 科 门 诊 ，共 120 例 ，其 中 男 49 例 、

女 71 例 ，年 龄 16~42 岁 ，平 均 27.1 岁 。 所 有 患 者 均 有 多 次 非 婚

性 交 史 ，均 无 典 型 的 生 殖 器 疱 疹 症 状 。

1.2 方 法

用 消 毒 棉 拭 子 取 病 损 处 分 泌 物 ， 无 病 损 患 者 男 性 取 尿 道

和 冠 状 沟 处 分 泌 物 ，女 性 取 阴 道 、宫 颈 分 泌 物 置 于 灭 菌 生 理 盐

水 中 ，离 心 弃 上 清 。沉 淀 物 用 生 理 盐 水 洗 2 次 ，加 50ml 裂 解 液

55 ℃ 、2 h，100 ℃ 煮 沸 10min，1500r/min 离 心 10min，取 上 清

待 用 。 HSV2 的 PCR 检 测 参 照 Piiparinen［1］公 布 的 位 于 HSV2-
DNA 聚 合 酶 内 的 一 段 基 因 序 列 合 成 引 物 ， 长 为 241 bp。
HSV2-DNA 阳 性 者 予 丽 珠 威 片 （批 准 文 号 ：96 卫 药 准 字

X-235-1）0 .3g，2 次 /d，口 服 ，连 服 7~10d。 2~3 周 复 诊 。

2 结 果

120 例 无 典 型 生 殖 器 疱 疹 症 状 的 患 者 HSV2 阳 性 者 38
例 ，占 31.6%。 治 疗 后 38 例 中 有 34 例 转 为 阴 性 。

3 讨 论

生 殖 器 疱 疹 的 临 床 表 现 变 化 多 样 ，常 不 典 型 或 无 症 状 ，且

可 造 成 潜 伏 感 染 ，易 被 人 们 忽 视 ，同 时 也 是 该 病 水 平 和 垂 直 传

播 的 重 要 因 素 ［2］。 目 前 国 内 诊 断 生 殖 器 疱 疹 主 要 依 据 典 型 临 床

表 现 ，对 非 典 型 病 损 者 极 易 造 成 误 诊 和 漏 诊 。 HSV2 与 生 殖 器

恶 性 肿 瘤 密 切 相 关 ，并 增 加 了 AIDS 的 感 染 机 会
［3、4］。 生 殖 器 疱

疹 感 染 仍 以 2 型 HSV 为 主 ，占 91.7%［5］。 本 次 调 查 中 阳 性 率 高

达 31.6%，提 示 本 地 区 性 乱 人 群 中 HSV2 的 感 染 率 较 高 。 因 性

传 播 HSV 感 染 无 症 状 排 毒 很 常 见 ［6］，所 以 本 组 38 例 阳 性 者 虽

无 典 型 临 床 症 状 ，但 仍 存 在 隐 性 排 毒 的 可 能 性 ，具 有 传 染 性 。

丽 珠 威 是 阿 昔 洛 韦 的 L- 缬 氨 酸 脂 ，为 阿 昔 洛 韦 的 前 体 药 ，

在 血 液 中 能 迅 速 转 变 成 阿 昔 洛 韦 ， 口 服 生 物 利 用 度 比 阿 昔 洛

韦 高 3~5 倍 ［7］。 应 用 丽 珠 威 治 疗 HSV2 感 染 ，38 例 中 有 34 例

转 阴 ，转 阴 率 89.4%，疗 效 确 切 ，且 用 药 量 小 、服 药 次 数 少 、疗 效

短 ，患 者 的 耐 受 性 好 ，未 发 现 明 显 的 副 作 用 。
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