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【摘) 要】目的：观察重组人骨形成蛋白#$（ B5SIO#$）明胶微

球（ B5SIO#$#LIH）对人牙周膜细胞（O@TNH）增殖和碱性磷酸

酶活性的影响, 方法：体外培养人 O@TNH，分别用不同浓度的

B5SIO#$ 和 B5SIO#$#LIH 作用，用四唑盐比色实验（I--）和

酶动力学方法进行观察, 结果：B5SIO#$ 和 B5SIO#$#LIH 均

可以明显促进人 O@TNH 增殖、提高碱性磷酸酶（UTO）活性，并

呈剂量依赖性，B5SIO#$#LIH 较单独应用 B5SIO#$ 的效应更

加显著, 结论：B5SIO#$#LIH 利用其对 B5SIO#$ 的缓释作用，

对人 O@TNH 增殖和碱性磷酸酶活性的作用效果优于单独应

用 B5SIO#$,
【关键词】明胶微球；重组人骨形成蛋白#$；牙周膜细胞；缓释

【中图号】V%+", $) ) ) 【文献标识码】U

KL 引言

牙周组织再生的细胞学基础是牙周膜细胞（A.B4#
;>;?C3/ /4E32.?C :.//H，O@TNH），O@TNH 是一组多能干

细胞，具有多向分化潜能，在一定条件下可分化为成

牙骨质细胞、成骨细胞［!］, 亦有研究表明，SIO 能够

诱导牙周组织中未分化间充质细胞分化为成牙骨质

细胞和成骨细胞［$］，但 SIO 单纯植入体内扩散太快，

也易被蛋白酶水解，因而不能在有效的时间内作用于

更多的靶细胞, 我们利用生物相容性好、无毒、可生

物降解的明胶作为载体材料，采用优化的双相乳化冷

凝聚合法制备重组人骨形成蛋白#$（ B5SIO#$）明胶

微球（ B5SIO#$#LIH），并探讨其对人 O@TNH 生物学

行为的影响，了解其在牙周组织工程中的应用前景,

ML 材料和方法

M, ML 材料 L 明胶（D4E23 公司）；L1I#$"""1Q 电子

显微镜（日本日立公司）；贝克曼 @J0*" 紫外分光光

度计（ 瑞典贝克曼公司）；@I1I 培 养 基（L4W:; 公

司）；B5SIO#$（第四军医大学生化教研室惠赠）；碱性

磷酸酶试剂盒（ 广州标佳科技有限公司）；四唑盐

（I--，D4E23 公司）；异丙醇、乙醚、丙酮均为分析纯

（西安化学试剂厂）,
M, ’L 方法

!, $, ! ) 空白微球的制备［(］) 液体石蜡置于三口瓶

中，’’X，+"" B Y 24? 条件下搅拌，!" 2T $’" 2T Y T 明

胶溶液中加入适量 HA3?#+" 充分混匀后逐滴加入石

蜡中，搅拌 !" 24? 后迅速改冰浴，!" 24? 后加入异丙
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醇 !" #$，"%& #$ ’ $ 戊二醛 " #$，继续在冰浴条件下

搅拌 " ( 后，依次以异丙醇、乙醚、双蒸水漂洗各 )
次，加入少许 "%& #$ ’ $ 戊二醛置于 *+冰箱固化 "*
(，乙醚清洗，真空干燥后过筛，) ,-. 剂量的 /01&!
线辐照消毒后备用2
!2 "2 "3 4(5678"8-69 的制备及性质检测3 称取适量

空白 -69，浸泡于 * #0: ’ $ 的 4(5678" 盐酸胍饱和溶

液 "* (，负压冻干，称质量，计算微球前后质量差，并

依此计算包封率2 同时将两份干燥的 -69 %& #; 置

放于 &2 ! #0: ’ $，<= >2 * 的磷酸盐缓冲液中，摇匀，置

)>+孵箱中，! ?,，" ?, 后分别取出微球，冻干，称质

量，按下列公式计算微球的降解率：降解率（@）A
B" ’ B! C !&&@，B! 为干微球的质量、B" 为已降解

微球的质量2
!2 "2 )3 人 7D$/9 的体外培养及来源鉴定 3 采用改

良组织块法，收集临床上因正畸需要拔除的牙周健

康、无龋的新鲜第一前磨牙，随即在无菌条件下用无

血清 "86E6 培养液冲洗 ) 遍，以除去血液2 刮取根

中 ! ’ ) 牙周膜组织，均匀铺于 1 孔培养板底面2 在饱

和湿度、%& #$ ’ $ /F"，G%& #$ ’ $ 空气、)>+ 标准环

境下静置孵育，1 ( 后待组织块帖壁牢固，再加入 *
#$ 培养液，继续培养2 待细胞从组织块周围游出并

铺满培养板底后，用 "2 % #$ ’ $ 胰蛋白酶消化传代，

取 * H I 代细胞用于实验2 波形丝蛋白及角蛋白免疫

组化染色2
!2 "2 * 3 4(5678"8-69 对 7D$/9 增殖和 J$7 细胞活

性的影响 3 取生长良好的第 % 代人 7D$/9，离心收

集，加入含 !& #$ ’ $ K/L 的 D6E6，调整细胞密度至

! C !&% ’ $，接种 ) 块 G1 孔培养板，分组如下：4(5678
"8-69 组，加入 4(5678"8-69，微球中所含 4(5678"
与溶液相对浓度分别为 !&，"&，*&，I& 和 !1& #; ’ $；

4(5678" 组，加入 4(5678" 浓度分别为 !&，"&，*&，

I& 和 !1& #; ’ $；对照组不加 4(5678"2 各浓度组 !I
孔，" M 换液一次2 标准环境下孵育 % M 后每组取 ) 孔

行细胞计数2
!2 "2 % 3 6NN 法检测细胞增殖情况 3 各浓度组取 1
孔分别在培养第 1 日弃培养基，每孔加入无血清培养

基 ! #$ 和 6NN !&& #$，标准环境下孵育 * ( 后弃上

清，加二甲基亚砜 ! #$，振荡 !& #OP，选择 *G& P# 波

长，酶联免疫检测仪测定 ! 值2
!2 "2 13 J$7 活性测定3 第 > 日行 J$7 活性检测，每

个浓度组 1 孔2 各孔弃上清，=QP,R9 液冲洗 ) 次，吸

干，每孔加入 %& #$ 的 ! #$ ’ $ N4OS0P T8!&& 置 *+冰

箱中过夜，用吸管反复吹打，镜下观察已无完整细胞

结构后每孔加入标准底物液（ 含对硝基苯酯二钠盐

和氯 化 镁）!&& #$，)>+，)& #OP，以 ! #0: ’ $ 的

UQF= 终止反应，在酶联免疫检测仪上选择 *!& P#
波长测定 ! 值2

统计学处理：实验结果以 " # $ 表示，组间差异比

较采用方差分析，% V &2 &% 为差异显著，% V &2 &! 为

差异特别显著2

!" 结果

!# $" %&’()*!*+(," 经图像分析仪检测，圆度为

!2 &" W &2 &&%，直径为 !" H "!& ##，平均直径为 1I2 1
##2 扫描电镜观 察 固 化 后 的 微 球 表 面 均 匀、圆 整

（KO; !）2 药 物 的 包 裹 率 >I2 %@，微 球 载 药 率 为

%2 I@，即每毫克微球中含 %I #;2 ! ?, 时微球的降解

率为 1%@，" ?, 时微球的降解率为 I1@ 2

KO; !3 LXQPPOP; Y:YXS40P #OX40;4Q<(9 0Z ;Y:QSOP #OX409<(Y4Y93 C
)&&
图 !3 明胶微球扫描电镜照片

!# !" )-./," 细胞呈放射状、漩涡状排列，呈长梭

形，胞体丰满，胞突细长，胞质均匀，中央可见椭圆型

或圆型的胞核，核仁清晰2 免疫组化实验显示细胞波

形丝蛋白染色阳性，角蛋白染色阴性，提示细胞来源

于外胚间充质2
!# 0" %&’()*! 和 %&’()*!*+(, 对人 )-./, 的增

殖作用" 对照组 ! 值为 &2 !I W &2 &)，实验组各浓度 !
值见 NQ[ !，4(5678" 组各浓度水平与对照组比较，

所含 4(5678" 浓 度 为 "& #; ’ $ 时，% V &2 &%，提 示

7D$/9 的增殖活性与对照组比较有显著差异，所含浓

度为 *&，I& 和 !1& #; ’ $ 时，% V &2 &!，有特别显著差

异，4(5678"8-69 与对照组比较，在各浓度水平对人

7D$/9 的增殖作用与 4(5678" 有相似的结果，NQ[ !
所示，4(5678" 和 4(5678"8-69 两组间相比较，所含

4(5678" 浓度大于 *& #; ’ $ 时后者的细胞增殖效果

更加显著2
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!" #$ %&’()*! 和 %&’()*!*+(, 对人 )-./, 0.)
活性的影响$ 对照组 ! 值为 !" #$ % !" !&，实验组各

浓度 ! 值见 ’() *，+,-./0# 组各浓度水平与对照组

比较，所含 +,-./0# 浓度为 #! !1 2 3 时，" 4 !" !5，

/6378 的 93/ 活性与对照组比较有显著差异，所含

浓度为 :!，;! 和 *$! !1 2 3 时，" 4 !" !*，有特别显著

差异，+,-./0#0<.8 与对照组比较，在各浓度水平对

人 /6378 93/ 活性的表达与 +,-./0# 有相似的结

果，’() * 所示，+,-./0# 和 +,-./0#0<.8 两组间相比

较，所含 +,-./0# 浓度大于 :! !1 2 3 时后者有更加显

著的效果"

表 * = +,-./0# 和 +,-./0#0<.8 对人 /6378 的增殖作用及

93/ 活性的影响（! 值）

’() *= /+>?@AB+(C@>D BAABEC (DF C,B 93/ (EC@G@CH >A +,-./0# (DF
+,-./0#0<.8 >D /6378 （# I $，$ % &）

7>DEBDC+(0

C@>D（!1 2 3）

/+>?@AB+(C@>D BAABEC

+,-./0#0<.8 +,-./0#

93/ (EC@G@CH

+,-./0#0<.8 +,-./0#

= !

*! !" #* % !" !: !" #! % !" !& !" &! % !" !& !" #; % !" !:

#! !" #& % !" !& !" ## % !" !: !" &J % !" !5( !" &* % !" !:

:! !" &5 % !" !:( !" #K % !" !: !" :$ % !" !:) !" &K % !" !&

;! !" :: % !" !5) !" && % !" !& !" 55 % !" !&) !" :J % !" !$

*$! !" :$ % !" !:) !" &$ % !" !: !" 5: % !" !:( !" 5* % !" !:

(" 4 !" !5，)" 4 !" !* ’& +,-./0#"

1$ 讨论

-./ 是目前所发现的唯一能在体内异位诱导成

骨与软骨的细胞因子，它能诱导未分化的间充质细胞

分化，表达骨与软骨细胞表型，还能刺激软骨细胞和

成骨细胞分化，并提高细胞 93/ 的活性［:］" 其跨种

诱导成骨的能力已被多次实验所证实［5，$］" +,-./0#
与骨组织中提取的 -./ 具有类似的理化性质，单纯

植入体内扩散太快，也易被蛋白酶水解，其优良的生

物黏附性适用于眼、口腔、鼻腔、肠道等［J］" 已有实验

证实 <.8 作用于上述部位能明显延长药物作用时

间［;］" <.8 的制备机制是明胶分子溶于水后伸展为

纤维状，在冷冻脱水的条件下卷曲，并由多个分子凝

聚成球状微粒，在固化剂的作用下，明胶分子形成三

维网状的稳定结构，因为药物分子与明胶分子之间有

一定的亲和力，从而使药物被明胶所吸附并被包裹于

微球中［K］" 国内目前尚无成熟的 <.8 制品，用于实

验的多为临时自制明胶颗粒" 本实验制备微球粒径

适当，平均粒径 $;" $ !L，5! M #!! !L 占 J;N，且制

备工艺成熟，具有可靠的重复性" 实验中发现 <.8

在水介质中固化易黏连，固化时可选择异丙醇0水系

统，固化好后用 #! L3 2 3 甘氨酸洗去过量固化剂，再

用异丙醇0乙醚洗，吹干，黏连现象有所缓解"
有研究表明，牙周膜组织及细胞中有 -./ 分布，

-./ 可促进 /6378 增殖和 6O9 合成，升高 /6378 的

93/ 活 性［*!］" 本 实 验 表 明，+,-./0# 和 +,-./0#0
<.8 均可以明显促进人 /6378 增殖、提高 93/ 活性，

并呈剂量依赖性" 鉴于 -./ 在体内容易被酶解，本

实验将 +,-./0# 包裹于 <.8 中，利用其对 +,-./0#
的缓释作用，持续作用于 /6378，对人 /6378 增殖和

93/ 活性的作用效果优于单独应用 +,-./0#" 体内

<.8 对 +,-./0# 的缓释作用尚需进一步证实"
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