
中国组织工程研究与临床康复  第 15卷 第 2期  2011–01–08出版 
Journal of Clinical Rehabilitative Tissue Engineering Research  January 8, 2011  Vol.15, No.2 

ISSN 1673-8225  CN 21-1539/R   CODEN: ZLKHAH                                                                         265

Second Affiliated 
Hospital of Liaoning 
Medical University, 
Stomatology Hospital 
of Liaoning Medical 
University, Jinzhou  
121000, Liaoning 
Province, China 
 
Lin Jing-guang, Chief 
physician, Professor, 
Second Affiliated 
Hospital of Liaoning 
Medical University, 
Stomatology Hospital 
of Liaoning Medical 
University, Jinzhou  
121000, Liaoning 
Province, China 
379311389@qq.com; 
linjg138@sohu.com 
 
Supported by: the 
Science and 
Technology Research 
Program of Education 
Department of 
Liaoning Province, 
No. 2008339* 
 
Received: 2010-07-14 
Accepted: 2010-08-28 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
辽宁医学院附属
第二医院暨附属
口腔医院，辽宁省
锦州市 121000 
 
林景广，男，1963
年生，辽宁省锦州
市人，汉族，1986
年中国医科大学
毕业，主任医师，
教授，从事牙体牙
髓及牙周方面的
研究。 
379311389@qq.
com； 
linjg138@sohu. 
com 
 
中图分类号:R318 
文献标识码:B 
文章编号:1673-8225 
(2011)02-00265-04 
 
收稿日期：2010-07-14   
修回日期：2010-08-28 
(20100714003/YJ·Z) 

 

血小板衍化生长因子β对体外人牙周膜细胞增殖分化的影响* 
林景广，亓  峰，葛一鸣，韩  杰 

Effect of platelet-derived growth factor beta on in vitro proliferation and differentiation of human 
periodontal ligament cells     

Lin Jing-guang, Qi Feng, Ge Yi-ming, Han Jie 

Abstract 
BACKGROUND: Periodontal supporting tissues destroy and attachment losses are the main reasons for tooth loss. Cytokine can 
promote periodontal tissue regeneration.  
OBJECTIVE: To research the effect of platelet-derived growth factor-β (PDGF-β) in the human periodontal ligament cells 
proliferation. 
METHODS: Human fibroblasts were cultured with tissue block method in vitro. The passaged cells were identified by Bosi protein, 
keratin immunohistochemistry for qualitative analysis. PDGF-β was added to induce periodontal ligament cells proliferation, and 
the absorbance value was measured by MTT method. 
RESULTS AND CONCLUSION: The cell proliferation was accelerated after adding 10 μg/L PDGF-β factor, the absorbance 
value of the experimental group was greater than that of the control group (P < 0.05). The findings demonstrated that PDGF-β 
can promote the proliferation of human periodontal ligament cells. 
 
Lin JG, Qi F, Ge YM, Han J. Effect of platelet-derived growth factor beta on in vitro proliferation and differentiation of human 
periodontal ligament cells .Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(2): 265-268.      
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摘要 
背景：牙周支持组织破坏及附着丧失是导致失牙的最主要原因，细胞因子能促进牙周组织再生形成新附着。 
目的：观察血小板衍化生长因子 β在人牙周膜成纤维细胞增殖过程中的作用。 
方法：体外利用组织块法培养人牙周膜成纤维细胞，对传代后细胞进行组织来源鉴定，通过波丝蛋白、角蛋白免疫组化染

色进行定性分析，并加入生物因子血小板衍化生长因子 β对人牙周膜成纤维细胞进行增殖诱导，采用 MTT法测定吸光度值。 
结果与结论：加入质量浓度为 10 μg/L的血小板衍化生长因子 β后，细胞增殖加速，在加入生长因子血小板衍化生长因子 β
后，实验组的吸光度显著高于对照组，说明血小板衍化生长因子 β对人牙周膜成纤维细胞的增殖具有明显的促进作用。 
关键词：人牙周膜成纤维细胞；血小板衍化生长因子 β；增殖；慢性牙周炎；分化 
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0  引言 
 

慢性牙周炎可造成牙周支持组织的破坏及

附着丧失的形成，是导致牙齿缺失的最主要原

因
[1-2]
。 
对于慢性牙周炎患者的治疗不应仅局限于

对其牙周炎症的控制，更应注重通过对已经破

坏的牙周组织形成新的附着
[3]
，恢复患者的美观

及咀嚼功能。探讨促进或阻碍被破坏牙周组织

的修复因素及其作用机制是当前所关注的课

题。 
近年来，随着组织工程学及其他相关科学

的迅速发展，发现碱性成纤维细胞生长因子、

骨诱导形成蛋白、釉基质蛋白、胰岛素样生长

因子、血小板衍化生长因子(platelet-derived 
growth factor，PDGF)等大量促进细胞增殖的
生物因子，并应用于临床治疗之中

[4-8]
，这些细

胞因子的应用为牙周病的治疗起到了辅助性作

用
[9]
。 
本实验旨在通过检测PDGF-β对体外培养

的人牙周膜成纤维细胞 (human periodontal 
ligament cells，hPDLFs)的增殖效应及PDGF-β
对hPDLFs DNA合成和细胞周期的影响，探讨
PDGF-β促进牙周组织再生的细胞生物学机制，
为PDGF-β在牙周病学领域的应用提供实验依
据。 
 
1  材料和方法 

 
设计：随机对照细胞学实验。 
时间及地点：于2009-03/2010-09在辽宁

医学院实验中心和免疫组化中心完成。 
对象：19岁男性患者，全身无系统性疾病，

全口无牙周病，因正畸需要而拔除4颗健康双
尖牙，经患者知情同意后，用于本次实验。 
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试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
方法： 
hPDLFs的培养：将拔除的4颗健康双尖牙立即投入

预冷的含体积分数15%胎牛血清双抗的DMEM培养液
中，刮取根中1/3处的牙周膜组织，将组织块以均匀间
距接种于25 mL培养瓶中

[10]
，待4 h细胞贴壁后，加入   

5 mL含体积分数10%胎牛血清的DMEM培养液放入孵

箱。细胞覆盖平底80%后按1∶ 2传代培养，传至3代后，

制成2×105/cm2 的细胞悬液并制备细胞爬片，并分别采

用鼠抗人波形丝蛋白单克隆抗体、鼠抗人角蛋白单克隆

抗体进行波丝蛋白，角蛋白免疫组化染色，链霉菌抗生

物素蛋白-过氧化物酶连结法[11]
，DAB显色，倒置相差

显微镜下观察染色结果。 
分组与干预：取生长良好的第3代hPDLFs，以含体

积分数10%胎牛血清的DMEM培养液调整细胞浓度至
2×107 L-1

，4块96孔板每孔接种细胞悬液200 μL，标准
环境下培养24 h后，更换含体积分数1%胎牛血清的
DMEM培养液培养24 h，使细胞相对同步化[12-13]

。按照

1∶2的浓度将细胞完全随机分组法选择实验组与对照
组，实验组加入质量浓度为10 μg/L的PDGF-β，对照组
每孔加入含体积分数1%胎牛血清的DMEM 200 μL。 

MTT检测：分别于培养后第1，3，5，7天完全随机
分组法取出1块培养板，MTT法检测细胞增殖[12]

，测定

吸光度值为490 nm。 
主要观察指标：波丝蛋白、角蛋白的表达及对加入

PDGF-β后对hPDLFs增殖的影响。 
设计、实施、评估者：实验的设计及干预实施为第

一作者，评估为第二、三作者，均经过正规培训采用盲

法评估。 
统计学分析：应用美国SPSS公司SPSS 12.0统计

软件进行组间t 检验，P < 0.05为差异有显著性意义。 
   

2  结果 

 
2.1  hPDLFs的原代细胞培养与形态学表现   原代
hPDLFs第4天从组织块中游出，以组织块为中心呈日光
状放射生长，镜下观察细胞胞体丰满，胞浆突2~4个，
胞浆均匀，呈长梭形。细胞核呈圆形或卵圆形，单核。

有时也可见少量呈扁平状的多角形上皮细胞，由于长梭

形的成纤维细胞生长速度很快，取材时混杂的上皮细胞

生长缓慢，形成生长速度上的明显差异。细胞传代后，

上皮细胞消失，hPDLFs得以纯化。 
 
 
  
 
 
 
 
 
 

2.2   hPDLFs 的组织来源鉴定  细胞为梭形，细胞核
为圆形或卵圆形，位于细胞的中心。波丝蛋白染色阳性，

细胞胞浆棕黄色染色，细胞核染成蓝色(见图 2a)；角蛋
白染色阴性，细胞胞浆阴性，细胞核染成蓝色(见图 2b)，
以上免疫组化染色特点均符合中胚层来源的成纤维细

胞样细胞的特征
[14-16]

。 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

2.3  MTT法检测PDGF-β对hPDLFs增殖影响  在加入
生长因子PDGF-β后，实验组的吸光度显著高于对照组
(P < 0.05或P < 0.01)，说明PDGF-β可以加速hPDLFs
的增殖，且增殖作用显著，见表1。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
随着分子生物学技术的飞速发展和对牙周病学诊

断和治疗技术的逐步深入，牙髓、牙周病的治疗在口腔

内科学中是一个重要的课题，而如何促进牙髓、牙体硬

组织以及牙周组织的生理性修复和再生是该课题的中

心环节。而牙周组织的再生已成为牙周病治疗的重点和

难点
[17]
。牙周组织的修复和重建，有赖于残余牙周膜中

Figure 1  Human periodontal ligament cells crawled out of 
tissue block at 4 d after culture (×100) 

图 1  hPDLFs第 4天由组织块爬出(×100) 

Figure 2  Immunohistochemistry of human periodontal 
ligament cells(×400) 

图 2  人牙周膜成纤维细胞免疫组化表现(×400) 

a: Positive vimentin staining       b: Negative keratin staining 

表 1  实验组与对照组人牙周膜成纤维细胞增殖比较 
Table 1  Comparison of human periodontal ligament cells 

proliferation in two groups                   (x
_

±s, A) 

Time after intervention (d) Group 1 3 5 7 
 

Control
 
0.358±0.031 

 
0.463±0.033 

 
0.665±0.036 

 
0.853±0.028 

Experi- 
mental 

0.383±0.029a 0.982±0.028b 1.322±0.038b 1.573±0.041b 

aP < 0.05, bP < 0.01, vs. control group 

试剂及仪器 来源 

DMEM培养液、胎牛血清 
鼠抗人波形丝蛋白单克隆抗体、

鼠抗人角蛋白单克隆抗体 
MTT 
倒置相差显微镜  

美国 Gibco公司 
北京中杉金桥有限公司 
 
河北博海生物有限公司 
日本 OLYMPUS公司 
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牙周韧带细胞在多种生物介质调控下，完成分裂、趋化、

分化和细胞外基质生物合成等一系列关键的细胞活  
动

[18]
。有研究发现，一些生物因子有助于牙周组织的重

建，其中PDGF对于碱性磷酸酶阳性和阴性的细胞均表
现出强大的趋化作用，并能刺激DNA以及胶原和非胶原
蛋白的合成

[19]
，从而促进组织的再生。 

牙周膜细胞(periodontal ligament cell，PDL-C)是
牙周组织再生的前提细胞，为一种复杂的细胞群，包括

成纤维细胞、成牙骨质细胞、成骨细胞和间充质细胞等，

这是形成新的牙周组织的基础。牙周组织的再生修复首

先要有一定数量的健康的牙周膜细胞，而生长因子恰能

增强这些细胞的增殖活性。Graves等[20]
认为牙周组织再

生过程中都有一种递质表达，把此种递质称为生长因

子，结果发现这种物质能刺激细胞的一系列活动，包括

促进趋化性、细胞的增殖分化及细胞外基质蛋白的表

达；而通过加入外源性生长因子的实验，结果表明这些

因子刺激了牙周膜细胞的增殖，加速了牙周组织新生。

这些因子包括PDGF、胰岛素样生长因子、转化生长因
子β、碱性成纤维生长因子、骨形态发生蛋白等。
Gestrelius等[21]

用含各类生长因子的釉质基质诱导剂在

体外研究对PDL-C增殖影响发现：①能促进PDL-C的增
殖。②增加PDL-C的蛋白产生量。③促进PDL-C矿化小
结形成。④但对牙周膜细胞的迁移和附着无显著影响。 

PDGF能显著增强人PDL-C分裂活性；诱导纤维连
接蛋白、Ⅰ，Ⅲ，Ⅴ型胶原及组织金属蛋白酶抑制剂因

子的合成；刺激成骨细胞活性，抑制胶原酶和纤维蛋白

酶原激活因子。PDGF为成纤维细胞和成骨细胞潜在的
丝裂和趋化因子，能刺激其DNA、胶原蛋白及非胶原蛋
白的合成，加速骨细胞代谢，促进牙骨质新生

[22]
。 

本实验采用MTT比色法观察PDGF-β对hPDLFs的增
殖效果。MTT法是利用活细胞线粒体中的脱氢酶使MTT
分子还原为不溶性蓝紫色结晶体，形成量与细胞数量和活

性呈正相关的关系，通过比色测定即可反映出活细胞数量

和活性。本实验结果表明，加入质量浓度为10 μg/L的
PDGF-β后，细胞增殖加速，在加入生长因子PDGF-β后，
实验组的吸光度显著高于对照组，说明PDGF-β对
hPDLFs的增殖具有明显的促进作用。对于牙周组织的再
生治疗，关键在于刺激剩余牙周膜细胞的增殖，使其活性

提高。本实验表明PDGF-β具有明显的促增殖的作用。
PDGF-β对hPDLFs代谢方面的报道已有不少，冯超[23]

体

外培养hPDLFs用不同浓度的PDGF-β作用，用MTT法测
定细胞增殖，结果发现PDGF-β可促进hPDLFs增殖。吉
建新等

[13]
发现PDGF-β对hPDLFs促增殖效应在1~     

50 μg/L，在5 d范围内呈浓度-时间依赖关系，最佳效应
时间为3 d，最佳质量浓度为10 μg/L。Tsuyoshi-Fuiita等[24]

用
3H-TdR掺入法测定PDGF-β对HPDLFsDNA合成的影

响，从而测定其它增殖效应，结果发现10 μg/L的PDGF-β

比对照组能明显促进hPDLFs增殖。 
本实验通过组织块法成功地培养了hPDLFs。组织

块法是培养牙龈成纤维细胞的经典方法
[25]
，其操作简

单，污染率低，对组织损伤小，故本实验采用组织块法

进行人牙龈成纤维细胞的原代培养。并通过波丝蛋白角

蛋白免疫组化染色对细胞进行组织来源的鉴定，鉴定结

果表明其来源于中胚层的成纤维细胞样细胞。因此，认

为PDGF-β对hPDLFs的增殖及趋化具有一定的潜在促
进作用

[16, 26]
。 

本实验采用PDGF-β对传代后的第3代细胞进行诱
导，通过MTT法对细胞不同时期的增殖情况进行测定。
发现在加入最适质量浓度为10 μg/L的PDGF-β因子后，
细胞增殖开始加速，实验组的增殖速度高于对照组，因

此说明PDGF-β作为成骨细胞和成纤维细胞潜在的分裂
繁殖和趋化因子对体外培养的hPDLFs具有促进增殖及
趋化的作用。 
慢性牙周炎治疗研究的热点是恢复牙周组织原有的

结构和功能，使已丧失的牙周膜、牙骨质和牙槽骨达到

协调一致的再生。应用外源性生长因子已成为一种有前

景的牙周治疗的手段。通过体外牙周膜细胞模型的构建，

发现在体外环境下PDGF-β对hPDLFs的增殖具有显著的
促进作用。但也有学者认为PDGF在作用于hPDLFs增殖
的过程中起双向调节作用

[27]
，在刺激增殖的同时还抑制

hPDLFs的生长[28]
，并认为任何一种生物因子都不是独立

作用于细胞，而是与其他因子共同协调，形成一个有机

整体，共同完成对牙周组织的修复作用
[29-30]
。生长因子

作为牙周组织再生修复的重要调节因子，它对牙周组织

再生修复的作用是比较肯定的。但是牙周组织再生修复

是一个复杂的过程，是受多种因素影响的，本实验也仅

仅是在体外的环境下完成，当各种生物因子作用于人体

复杂的环境中，其调节机制是否发生改变还尚不十分清

楚，但本实验证明了PDGF-β的存在对hPDLFs的增殖具
有诱导，为牙周组织再生的研究指明了一个方向。 
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occupy 
vt.占用, 占领, 从事, 使忙碌, 专心    
 
英英解释： 
①be present in; be inside of 
同义词：inhabit 
②keep busy with 
同义词：busy 
③live (in a certain place) 
同义词：reside, lodge in 
④occupy the whole of 

同义词：fill 
⑤be on the mind of 
同义词：concern, interest, worry 
⑥require (time or space) 
同义词：take, use up 
⑦march aggressively into another's 
territory by military force for the 
purposes of conquest and occupation 
同义词：invade 
⑧engage or engross wholly 
同义词：absorb, engross, engage 

本刊例句： 
Three distinct types of cells were 
observed among the cultured cells of 
sinoatrial nodes: spindle, spider and 
polygon. The spindle cells occupied 
the greatest proportion of the cultured 
cells.   
 

来自本文课题的更多信息--  

基金资助：辽宁教育厅科学技术研究项目(2008339)，
项目名称：血小板衍化生长因子 β 对体外人牙周膜细胞增
殖分化的影响。 

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

课题的意义：通过健康牙周膜利用组织块法，体外建立

了牙周膜成纤维细胞的模型，并利用血小板衍化生长因子 β
作为生物因子，促进其增殖，初步了解了血小板衍化生长因

子对牙周膜中成纤维细胞的增殖的影响。 

课题评估的“金标准” ：MTT法是国内检验细胞增殖
的常见方法，本文以 MTT法对实验及对照两组进行增殖的
检验，其结果可信度显著提高。 

设计或课题的偏倚与不足：本实验仅测定了一种生长因

子与牙周膜细胞的关系，但在牙周膜的重建过程中，生长因

子并非独立作用于牙周膜细胞，而是多个生长因子间互相协

调、互成体系，共同完成牙周膜的重建，所以，应该测定多

种细胞生长因子与牙周膜细胞增殖的关系及影响。 

提供临床借鉴的价值：为临床牙周病患者的生物因子治

疗提供理论依据和实验基础，并可以指导临床用药，对牙周

病的治疗提出了新的思路。 
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