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在现代口腔固定义齿修复过程中，排龈已成为

获取准确印模的必要条件，排龈药物的使用控制了

牙龈出血和组织液渗出，使印模更加准确，减少了

修复体不良边缘的发生，有利于固定义齿修复的成

功。但临床上常用的排龈药物会对牙龈局部甚至全
身产生潜在的危害 [1]。本实验在体外培养人牙龈成
纤维细胞（human gingival fibroblasts，HGF）的基础

上，检测6种不同体积分数的排龈药物（20%硫酸铝、
5%硫酸铝、15.5%硫酸铁、13.3%硫酸铁、0.1%盐
酸肾上腺素、0.01%盐酸肾上腺素）对HGF损伤及增
殖的影响，对药物进行毒性比较，以指导临床选择

合适的排龈药物。

1 材料和方法

1.1 主要试剂和仪器
高糖DMEM（Gibco公司，美国），胰蛋白酶

（Amresco公司，美国），胎牛血清（杭州四季青生物
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[摘要] 目的 评价6种常用的排龈药物对人牙龈成纤维细胞（HGF）毒性作用的大小，以指导临床选择最佳排龈
药物。方法 将6种不同体积分数的排龈药物（20%硫酸铝、5%硫酸铝、15.5%硫酸铁、13.3%硫酸铁、0.1%盐酸肾
上腺素、0.01%盐酸肾上腺素）分别作用于体外培养的HGF，MTT比色法测定细胞的损伤与增殖，透射电镜观
察细胞超微结构的变化。结果 所有实验药物均能引起细胞的直接损伤与增殖抑制，细胞毒性由小到大分别是
0.01%盐酸肾上腺素、0.1%盐酸肾上腺素、5%硫酸铝、20%硫酸铝、硫酸铁，2种体积分数的硫酸铁毒性比较差异
无统计学意义（P>0.01）。透射电镜显示2种体积分数的盐酸肾上腺素及5%硫酸铝可引起细胞器数量减少，线粒体及
内质网肿胀；20%硫酸铝造成细胞水肿明显，细胞核和染色质分布不均匀；硫酸铁可导致细胞变性。结论 0.01%
盐酸肾上腺素细胞毒性作用最小，硫酸铁毒性最大。
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[Abstract] Objective To choose the best retraction agent for the clinic by evaluating cytotoxic effects of six
chemical retraction agents on human gingival fibroblasts（HGF） in vitro. Methods HGF were treated with six chemical
retraction agents which included 20% Al2（SO4）3, 5% Al2（SO4）3, 15.5% Fe2（SO4）3, 13.3% Fe2（SO4）3, 0.1% HCl -
epinephrine and 0.01% HCl-epinephrine. The damage of direct contact and proliferation inhibit were observed by
methyl thiazolyl tetrazolium（MTT） colorimetric assay, the ultra structure was observed under transmission electron
microscope（TEM）. Results All of chemical retraction agents caused cell damage and proliferation inhibit. The
ability of cytotoxic effect increased in an order of 0.01% HCl-epinephrine<0.1% HCl-epinephrine<5% Al2（SO4）3<
20% Al2（SO4）3<Fe2（SO4）3. There was no statistically significant difference between 13.3% Fe2（SO4）3 group and 15.5%
Fe2（SO4）3 group. At HCl-epinephrine group and 5% Al2（SO4）3 group, the number of organelles were decreased,
mitochondria and endoplasmic reticulum were swollen. At 20% Al2（SO4）3 group, organelles swelling and decreased
number of organelles became more severe, the nuclear chromatin was unevenly distributed. Cell degeneration could be
made by Fe2（SO4）3. Conclusion 0.01% HCl -epinephrine was the least toxic gingival retraction agents, 13.3%
Fe2（SO4）3 and 15.5% Fe2（SO4）3 are found to have the strongest cytotoxic effect on cell cultures.
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工程材料研究所），噻唑蓝（methyl thiazolyl tetrazo-
lium，MTT）（Sigma公司，美国），二甲基亚砜（Solarbio
公司，美国），0.1%盐酸肾上腺素（天津金耀氨基酸
有限公司），超净工作台（苏州安康空气技术有限公

司），CO2培养箱（日本三洋电器株式会社），JEM-
1400透射电镜（日本电子株式会社）。
1.2 人牙龈成纤维细胞的培养
取临床上13～19岁正畸患者的因正畸减数拔除

的无龋病、无牙龈炎的前磨牙，采集其牙龈组织。
采用组织块培养法[2]将收集的牙龈组织块用含15%胎
牛血清的DMEM培养液在37 ℃、5%CO2饱和湿度条

件下进行原代培养，采用酶消化法和反复贴壁法纯

化HGF，利用免疫组化SP法进行波形丝蛋白和细胞
角蛋白单克隆抗体染色。若波形丝蛋白染色阳性而
角蛋白染色阴性，证明此细胞为HGF。取4～7代HGF
进行实验。
1.3 MTT比色法检测排龈药物对HGF数量的影响
取4代HGF进行消化，调整细胞密度为每毫升

2×104个，接种于2块96孔板上，每孔100 μL。将96
孔板放入5%CO2孵育箱37 ℃培养24 h，镜下见孔内
细胞大量贴壁后弃去孔内10%胎牛血清的DMEM和
未附着的细胞，并用无血清DMEM冲洗3次，加入
6种排龈药物（20%硫酸铝、5%硫酸铝、15.5%硫酸
铁、13.3%硫酸铁、0.1%盐酸肾上腺素、0.01%盐酸
肾上腺素），每种药物为一组，每组为8孔，每孔
100 μL。对照组加10%胎牛血清的DMEM，每孔
100 μL。作用细胞10 min后吸弃药物，使用无血清
DMEM冲洗4次，重新加入10%胎牛血清的DMEM。
将其中一块药物作用后的96孔板进行直接损伤实
验，即刻加入5 mg/mL MTT 20 μL，37 ℃、5%CO2

条件下继续培养4 h，吸弃孔内液体，每孔加入150μL
二甲基亚砜振荡10 min使结晶充分溶解，使用全自
动多功能酶标仪选择490 nm波长下测量各孔光密度
值。将另一块药物作用后的96孔板进行增殖抑制实
验，将其在37 ℃、5%CO2条件下培养5 d，使用相同
方法测量各孔光密度值。
1.4 透射电镜下观察细胞超微结构

HGF经排龈药物作用10 min后用无血清DMEM
漂洗3次，加10%胎牛血清的DMEM，用细胞刮刮取
成纤维细胞倒入尖底离心管，4 ℃固定，常规梯度
脱水、包埋、制备超薄切片、染色，透射电镜观察
细胞超微结构。
1.5 统计学分析
采用SPSS 13.0统计软件包进行分析，对各组排
龈药物和对照组的MTT检测结果进行方差分析，采
用q检验进行两两比较。

2 结果

2.1 不同排龈药物对细胞的直接损伤作用
20%硫酸铝组、5%硫酸铝组、15.5%硫酸铁组、

13.3%硫酸铁组、0.1%盐酸肾上腺素组、0.01%盐酸
肾上腺素组、对照组MTT检测结果分别为0.313±
0.003、 0.320 ±0.004、 0.328 ±0.005、 0.336 ±0.006、
0.358±0.004、0.357±0.007、0.411±0.011。统计学分
析表明，方差齐性检验显示P=0.005，方差不齐，校
正后分析，所有实验药物均会对HGF产生直接损伤
作用，6种排龈药物与对照组比较差异均有统计学
意义（P<0.01）。盐酸肾上腺素的直接损伤作用最小
（P<0.01），硫酸铝与硫酸铁比较差异无统计学意义
（P>0.01），同种药物2种浓度之间比较差异均无统计
学意义（P>0.01）。
2.2 不同排龈药物对细胞增殖的影响

20%硫酸铝组、5%硫酸铝组、15.5%硫酸铁组、
13.3%硫酸铁组、0.1%盐酸肾上腺素组、0.01%盐酸
肾上腺素组、对照组MTT检测结果分别为0.264±
0.109、 0.406 ±0.172、 0.191 ±0.058、 0.180 ±0.003、
0.549±0.088、0.632±0.132、0.758±0.080。方差齐性
检验显示P=0.016，方差齐，所有实验药物均会对
HGF产生增殖抑制作用，6种排龈药物与对照组比较
差异均有统计学意义（P<0.01）。抑制增殖能力由小
到大分别是0.01%盐酸肾上腺素、0.1%盐酸肾上腺
素、5%硫酸铝、20%硫酸铝、硫酸铁，除13.3%硫
酸铁与15.5%硫酸铁之间比较差异无统计学意义外，
其余各组比较差异均有统计学意义（P<0.01）。
2.3 透射电镜观察结果
透射电镜下观察可见，对照组细胞呈梭型，表

面有细胞突起，核膜清晰有切迹，细胞核内常染色

质均匀分布，异染色质边集于核膜下，细胞内可见

较多的粗面内质网和游离核糖体及线粒体（图1）。

图 1 对照组HGF的超微结构 透射电镜 × 6 000
Fig 1 The ultra structure of HGF in control group TEM

× 6 000

0.1%盐酸肾上腺素组与0.01%盐酸肾上腺素组
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细胞超微结构相似，细胞形态正常，细胞核和染色

质均匀分布，细胞质内可见大小不等的空泡，内质

网稍有扩张，细胞器减少（图2）。

图 2 盐酸肾上腺素作用HGF 10 min后的细胞超微结构 透射
电镜 × 25 000

Fig 2 The ultra structure of HGF which was treated by HCl-
epinephrine for 10 min TEM × 25 000

5%硫酸铝组细胞内细胞器明显减少，粗面内质
网显著减少，部分线粒体呈空泡状（图3）。

图 3 5%硫酸铝作用HGF 10 min后的细胞超微结构 透射电
镜 × 15 000

Fig 3 The ultra structure of HGF which was treated by 5%
Al2（SO4）3 for 10 min TEM × 15 000

20%硫酸铝组细胞出现肿胀，细胞核内异染色
质聚集成斑块状分布于常染色质中，核膜增宽，细

胞器显著减少，内质网扩张呈池状（图4）。

图 4 20%硫酸铝作用HGF 10 min后的细胞超微结构 透射电
镜 × 30 000

Fig 4 The ultra structure of HGF which was treated by 20%
Al2（SO4）3 for 10 min TEM × 30 000

13.3%硫酸铁组与15.5%硫酸铁组细胞超微结构
相似，部分细胞肿胀变性坏死，细胞膜破裂，细胞

器肿胀破坏，细胞核染色质稀疏成网状（图5）。

图 5 硫酸铁作用HGF 10 min后的细胞超微结构 透射电镜
× 10 000

Fig 5 The ultra structure of HGF which was treated by
Fe2（SO4）3 for 10 min TEM × 10 000

3 讨论

3.1 实验方法的选择
体外细胞培养是评价口腔材料及其他医用材料

生物安全性的一种主要方法，具有简单、可重复性
等特点[3]。与体内实验相比，本方法可以更好的进
行定量分析，并且不受体内其他因素的干扰[4]。

HGF参与调节牙周组织的新陈代谢，通过细胞
增殖与分泌胶原纤维来维持组织形态和修复损伤，

因此本研究选用HGF作为研究对象。在实验过程中，
模仿临床排龈过程，排龈药物作用于HGF 10 min，
充分冲洗药物后进行实验，使体外毒性研究对机体

内环境的模拟更趋真实, 结果更为准确与客观，更
具临床指导和实用价值。
3.2 排龈药物的临床选择
近年来研究显示，临床常用的排龈药物常造成

牙龈萎缩、附着丧失、牙龈变色等 [1]。本实验也证
实实验药物对HGF产生直接损伤与抑制增殖作用。
因此选择毒性小的排龈药物有利于固定修复。
本研究结果显示，盐酸肾上腺素的细胞毒性作

用最小，透射电镜显示细胞形态正常，细胞器仅有

轻度肿胀，细胞核与染色质正常。但许多研究表明
盐酸肾上腺素对机体存在着一定的系统性副作用，

可以引起机体血压升高、心率加快、心律失常、流
汗、焦虑等症状，特别是患有高血压等心血管疾病
的患者更应该谨慎使用。对0.001%、0.01%、0.1%盐
酸肾上腺素研究表明，含0.01%盐酸肾上腺素的排
龈线排龈效果最好，并且不会引起系统性损害 [5]。
Polat等[6]也认为如果患者牙龈组织健康、血压正常，
在排龈的过程中为了避免牙周组织的损伤，那么使
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用含肾上腺素溶液的排龈线排龈是安全的。对于健
康患者可使用毒性较小的0.01%盐酸肾上腺素进行
排龈。
近年来硫酸铁因其止血速度快，分离牙龈组织

维持时间长而应用越来越多。其止血原理为在酸性
环境下，血液同硫酸铁的铁离子和硫酸根离子反应

使血液蛋白凝聚，形成重金属蛋白凝聚物，该物质

作为栓子堵塞毛细血管口而止血，与传统血管收缩

剂的作用机制不同。本实验显示硫酸铁细胞毒性最
大，而且2种体积分数之间比较差异无统计学意义。
在直接损伤实验中硫酸铁组排龈药物细胞毒性大于

硫酸铝组，但分析后发现是铁离子所致，铁离子在

与DMEM接触后会产生褐色物质，使光密度值增大。
透射电镜证实硫酸铁组可导致细胞变性，其细胞毒

性作用大于硫酸铝组。硫酸铁不仅抑制细胞的增
殖，而且对细胞有持续损伤作用。最近的研究也表
明使用含15.5%硫酸铁溶液的排龈线排龈会引起牙
龈组织的明显炎症[7-8]。降低体积分数是否会减小细
胞毒性并能保持排龈效果有待于进一步研究。本实
验显示硫酸铝的细胞毒性作用小于硫酸铁，而且5%
硫酸铝效果较好，电镜显示细胞形态稍有肿胀，细

胞核正常，细胞器减少伴水肿。当患者患有心血管
系统疾病无法使用盐酸肾上腺素时建议使用5%硫酸
铝进行排龈。
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