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三种排龈线对体外培养人牙龈成纤维细胞毒性的比较*★ 

倪  莹1，张晓明2，惠  敏1，刘  健3 

 

Comparison of cytotoxicity among three gingival retraction cords on human gingival fibroblasts 

in vitro    

Ni Ying1, Zhang Xiao-ming2, Hui Min1, Liu Jian3 

文章亮点： 

3 种排龈线对牙龈成纤维细胞都有一定的毒性，肾上腺素排龈线毒性最大，硫酸铝排龈线毒性次之，不含药排龈线

毒性最小。 

 

Abstract 

BACKGROUND: In recent years, the gingival retraction effect of gingival retraction drugs is a hot topic for domestic and 

foreign scholars, while the biocompatibility of the commercial gingival retraction cord is less involved. 

OBJECTIVE: To evaluate the cytotoxicity effect of three kinds of gingival retraction cords on human gingival fibroblasts, 

and to provide theoretical basis for choosing proper gingival retraction cords in clinic. 

METHODS: Three kinds of gingival retraction cords (epinephrine-impregnated cord, aluminium sulphate-impregnated 

cord and non-drug-impregnated cord) were incubated in Dulbecco’s modified Eagle’s medium containing 10% fetal bovine 

serum for 24 hours, according to 1:1 and 1:4 dilution, and then the cords acted on gingival fibroblasts cultured in vitro. 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium containing 10% fetal bovine serum was used as negative control group. 

RESULTS AND CONCLUSION: The results of MTT assay demonstrated that the three kinds of gingival retraction cords 

all could inhibit human gingival fibroblasts growth and proliferation. The cytotoxicity of the three kinds of gingival retraction 

cords in the leaching liquor with 1:1 dilution was significantly higher than that of 1:4 dilution and control groups (P < 0.05). 

The cytotoxicity of epinephrine-impregnated cord in the leaching liquor with 1:4 dilution was significantly higher than that of 

the control group (P < 0.05). The results of transmission electron microscope showed that some cells in the 

epinephrine-impregnated cord group were found apoptosis. These findings suggest that the three kinds of gingival 

retraction cords all have certain cytotoxicity to gingival fibroblasts. The cytotoxicity of epinephrine-impregnated cord is the 

biggest, followed by aluminium sulphate-impregnated cord, and the cytotoxicity of the non-drug-impregnated cord is the 

smallest. 

 

Ni Y, Zhang XM, Hui M, Liu J. Comparison of cytotoxicity among three gingival retraction cords on human gingival fibroblasts in 

vitro. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(29): 5396-5400.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：近年来，国内外学者研究热点主要集中在排龈药物的排龈效果，而对商品化排龈线的生物相容性研究较少。 

目的：评价 3 种排龈线对人牙龈成纤维细胞的毒性作用，为指导临床选择理想的排龈线提供理论依据。 

方法：3 种排龈线(含肾上腺素排龈线、含硫酸铝排龈线、不含药排龈线)浸透在含体积分数为 10%胎牛血清的 DMEM

中 24 h，再按 1∶1 和 1∶4 浓度稀释，分别作用于体外培养的牙龈成纤维细胞，阴性对照组为含体积分数为 10%胎

牛血清的 DMEM。 

结果与结论：MTT 比色法结果显示，3 种排龈线均可抑制人牙龈成纤维细胞生长及增殖，3 种排龈线浸提液 1∶1 稀

释后的毒性明显大于 1∶4 稀释组和对照组(P < 0.05)，肾上腺素排龈线浸提液 1∶4 稀释后的毒性也明显大于对照组

(P < 0.05)。透射电镜观察显示肾上腺素组部分细胞出现凋亡。结果可见 3 种排龈线对牙龈成纤维细胞都有一定的毒

性，肾上腺素排龈线毒性最大，硫酸铝排龈线毒性次之，不含药排龈线毒性最小。 

 

关键词：排龈线；牙龈成纤维细胞；细胞毒性；肾上腺素；硫酸铝 
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0  引言 

 

冠边缘适合性直接影响到修复体的美观、

固位及牙周组织健康，不良修复体修复一段时

间后出现牙龈红肿、易出血、龈退缩及牙槽嵴

顶吸收等症状，其中，与其密切相关的因素包

括：牙体预备和排龈。排龈术通过游离龈短暂

退缩，暴漏龈下冠边缘终止线，以减少对龈沟

上皮的损伤，目前最常用的排龈方法为机械化

学法
[1]
，不合理的排龈会造成牙龈永久性退缩及

结合上皮向根方迁延，使修复体冠边缘外露，

继而导致微渗漏及继发龋的发生，影响修复效

果
[2]
，理想的排龈线应具备良好的生物相容性，

并且排龈效果良好。近年来，国内外学者研究

热点主要集中在排龈药物的排龈效果
[3-6]

，而对

排龈线的生物相容性研究较少。 

本实验在体外培养人牙龈成纤维细胞的基

础上，检测3种排龈线对人牙龈成纤维细胞增殖

活性及超微结构的影响，为临床选择理想的排

龈线提供理论依据。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机分组，对比观察实验。 

时间及地点：实验于2011-02/08在滨州医

学院临床医学实验中心完成。 

材料： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

实验分组：实验组为含肾上腺素排龈线浸提

液1∶1组、1∶4组、含硫酸铝排龈线1∶1组、1∶

4组、不含药排龈线1∶1组、1∶4组，阴性对照

组为含体积分数为10%胎牛血清的DMEM。 

排龈线浸提液制备：将上述3种排龈线(#00)各

10英寸分别放入盛有10 mL完全培养基(含体积

分数为10%胎牛血清的DMEM)的无菌小瓶中
[7]
，

按照GB/T 16886,12/ISO 10993-12浸提条件
[8]
，

24 h后取出排龈线，用含体积分数为10%胎牛血

清的DMED按1∶1和1∶4浓度稀释。 

人牙龈成纤维细胞培养：选取滨州医学院附属

医院就诊需正畸减数拔牙的12~20岁无牙周疾

病患者的牙龈组织进行原代培养。取材后即刻放

入含有3倍双抗(300 U/mL青霉素，300 mg/L链

霉素)的D-Hank’s液中，立即送回实验室，采用

组织块培养法
[9]
，在超净台内，尽量减去上皮层，

剪成1 mm
3
的组织小块，均匀分布于培养皿底

部，置入37 ℃，体积分数为5%CO2的培养箱中，

贴壁1 h，之后加入含有体积分数为20%胎牛血

清的DMEM，3 d换液1次，每天倒置显微镜下观

察，细胞爬满瓶底70%~80%，胰酶消化、分离

纯化，第3~6代细胞用于实验。 

细胞组织来源鉴定：取第4代人牙龈成纤维细

胞，以5×10
7
 L

-1
浓度接种到6孔培养板中的玻片

上，每孔500 μL， 24 h后PBS冲洗2遍，体积

分数为95%乙醇固定30 h，吹干按常规SP法操

作，进行波形蛋白和细胞角蛋白染色，光镜下

观察细胞染色情况。 

MTT检测细胞增殖：取第4代生长良好的人牙

龈成纤维细胞，调整细胞浓度至5×10
7
 L

-1
，每

孔100 μL接种到96孔板上，共7组，每组9个副

孔，放入37 ℃、体积分数为5%CO2培养箱中培

养24 h，弃孔内液体，PBS冲洗2遍清除不贴壁

的细胞，实验组加入6种不同浓度排龈线浸提

液，对照组加入含体积分数为10%胎牛血清的

DMEM，将96孔培养板放入37 ℃、体积分数为

5%CO2培养箱继续培养3 d，酶联免疫检测仪在

490 nm波长下检测吸光度值(A值)。 

透射电镜观察排龈线对人牙龈成纤维细胞的损

伤：取第5代生长良好的人牙龈成纤维细胞，均

以10
8
 L

-1
的浓度分别接种于7个10 cm培养皿

中，待细胞贴壁后加入不同浓度的浸提液，对

照组加含体积分数为10%胎牛血清DMEM培养

液，放入37 ℃、体积分数为5%CO2培养箱中培

养3 d，用PBS冲洗2遍，重新加入含体积分数

为10%胎牛血清的DMEM，用细胞刮收集细胞，

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。 

来源 试剂和仪器 

高糖 DMEM、胎牛血清 

胰蛋白酶 

噻唑蓝(methyl thiazolyl 

tetrazolium，MTT) 

二甲基亚砜 

含肾上腺素排龈线、含硫酸铝排龈

线、不含药排龈线 

RT-6000 酶标分析仪 

JEM-1400 透射电镜 

Hyclone，美国 

Amresco，美国 

Sigma，美国 

 

Solarbio，美国 

ULTRAPAK 公司， 

美国 

Kayto 

日本电子株式会社 
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统计学分析：实验数据由第一作者采用SPSS 13.0

软件进行统计学处理，对各组数据进行正态分布及方差

齐性检验，不同浓度的排龈线浸提液和对照组的MTT检

测结果进行单因素方差分析，采用q检验进行两两比较。 

   

2  结果 

 

2.1  原代培养人牙龈成纤维细胞形态  培养7~10 d可

见有细胞从组织块周围游出，以组织块为中心呈放射状

排列，倒置显微镜下观察细胞呈梭形或纺锤形，有多个

较长的细胞突起(2~4个)，胞浆丰满、均匀，核卵圆形或

圆形，有1~3个核仁。 

2.2  人牙龈成纤维细胞组织来源鉴定  免疫组化SP法

单克隆抗体鉴定细胞来源，波形蛋白阳性，细胞胞浆棕

黄色染色，胞核蓝染，见图1a；角蛋白阴性，细胞胞浆

不着色，细胞核蓝染，见图1b，符合中胚层来源的成纤

维样细胞特征。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  不同浓度的排龈药物对人牙龈成纤维细胞增殖的

影响  见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

经 正 态 性 检 验 P > 0.05 ， 方 差 齐 性 检 验           

P=0.013(P < 0.05)，方差不齐，应用单因素方差分析近

似法，P=0.000，说明组间均数差异有显著性意义，两

两比较结果显示，3组排龈线浸提液1∶1稀释与1∶4稀

释后比较差异有显著性意义(P < 0.05)，肾上腺素排龈

线浸提液1∶4稀释组与对照组比较差异有显著性意义

(P < 0.05)。 

2.4  透射电镜观察结果  见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

正常牙龈成纤维细胞呈梭形或不规则形，有多个较

长的突起，无基膜，核形不规则，核仁清晰可见，核内

染色质分布均匀，有较多粗面内质网，可见线粒体、高

Figure 1  Identification of the source of human gingival 
fibroblasts tissue 

图 1  人牙龈成纤维细胞组织来源鉴定 

a: Vimentin positive reaction in the 

cytoplasm of cultured human 

gingival fibroblasts 

(Immunohistochemistry staining, 

×400) 

b: Cytokeratin negative reaction in 

the cytoplasm of cultured human 

gingival fibroblasts 

(Immunohistochemistry staining, 

×400) 

表 1  不同浓度的 3 种排龈线对人牙龈成纤维细胞增殖的影响 
Table 1  Effect of the three kinds of gingival retraction cords in 

different concentration dilutions on the proliferation of 
human gingival fibroblasts                (x

_

±s, n=9) 

a
P < 0.05, vs. 1:4 concentration group; 

b
P < 0.05, vs. control group 

Group A 

Epinephrine-impregnated cord  

1:1 0.020±0.006
ab

 

1:4 0.252±0.033
b
 

Aluminium sulphate-impregnated cord  

1:1 0.155±0.025
ab

 

1:4 0.304±0.027 

Non-drug-impregnated cord  

1:1 0.220±0.028
ab

 

1:4 0.317±0.030 

Control 0.320±0.048 

 
 

Figure 2  The cell ultrastructure observed under 
transmission electron microscope 

图 2  透射电镜观察细胞超微结构 

a: Control group (×8 000) b: Alum-impregnated cords in 

dilution 1:4 (×25 000) 

c: Non-drug-impregnated cords in 

dilution 1:4 (×25 000) 

d: Alum-impregnated cords in 

dilution 1:1 (×25 000) 

e: Non-drug-impregnated cords in 

dilution 1:1 (×20 000) 

f: Epinephrine-impregnated cords 

in dilution 1:1 (×25 000) 

g: Epinephrine-impregnated cords 

in dilution 1:4 (×8 000) 
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尔基复合体、核糖体等细胞器，见图2a。 

含硫酸铝排龈线浸提液1∶4和不含药排龈线浸提

液1∶4稀释后，人牙龈成纤维细胞超微结构相似，细胞

形态正常，核内染色质分布均匀，线粒体肿胀、部分线

粒体嵴模糊不清，粗面内质网有轻微肿胀和脱颗粒，见

图2b，c。 

含硫酸铝排龈线浸提液1∶1和不含药排龈线1∶1

稀释后，人牙龈成纤维细胞超微结构相似，细胞器形态

改变明显，染色质分布不均匀，核周池轻微扩展。粗面

内质网肿胀，网池呈中度扩张，核糖体脱颗粒显著增加，

线粒体形态不规则，肿胀显著，所有的线粒体嵴均消失，

线粒体基质呈絮状，部分呈空泡状，见图2d，e。 

含肾上腺素的排龈线浸提液1∶1稀释后，人牙龈成

纤维细胞超微结构显示：大部分细胞凋亡，细胞膜表面

平滑，微绒毛消失，整个细胞浓缩，电子密度增大，细

胞器明显减少，细胞核异染色质增加，呈斑块状分布，

若进一步发展，导致核膜和细胞外膜皱折，核裂解，细

胞膜包绕其裂解碎片脱落后形成凋亡小体，见图2f。 

含肾上腺素的排龈线浸提液1∶4稀释后，人牙龈成

纤维细胞超微结构显示：染色质分布不均，细胞器明显

减少，线粒体肿胀，形态不规则，见图2g。 

 

3  讨论 

 

3.1  细胞培养与实验方法的选择  实验用人牙龈成纤

维细胞是通过人牙龈组织原代培养获得，常用的原代培

养方法有组织块法和酶消化法
[10]

，其中组织块培养法具

有操作简单、对组织损伤小、污染率低等优点，故本实

验选用原代组织块法培养。排龈材料在牙龈沟内与上皮

细胞接触，在牙龈沟底部与上皮细胞的连接区(结缔组织)

接触
[11]

，或者当牙龈组织退缩，上皮溃疡形成之后，排

龈线与牙龈成纤维细胞直接接触
[10]

，本实验选用人牙龈

成纤维细胞更具临床指导和实用价值。 

细胞毒性检测法是体外评价材料生物相容性方法

之一，体外方法简单、可重复性、高效，适合评价牙科

材料基本的生物学特性，该方法可以更好地进行定量分

析，而不受机体其他因素的影响。 

3.2  排龈线的选择  市场上可供选择的排龈线有多种

类型及型号，如：编织状排龈线，双股捻搓排龈线及棉

线等，选用最基本的要求是排龈线应具备一定的柔韧

性，使用专用的排龈器械较容易置入牙龈沟，取出时不

易粘着器械、分叉、松散，编织状排龈线因具备更好的

止血，扩张及干燥龈沟，易从牙龈沟内取出而不易变形

等特点而被广泛应用，而且编织状排龈线比双股捻搓排

龈线效果好
[12]

，临床上较常使用00号排龈线作为双线排

龈的底线，本实验3种排龈线(不含药排龈线；含硫酸铝

排龈线；含肾上腺素排龈线)均选用编织状及00号排龈

线更符合临床排龈。 

3.3  排龈线浸提液对人牙龈成纤维细胞增殖活性的影

响  人牙龈成纤维细胞是人牙龈固有层的主要细胞，能

够分泌白细胞介素1、白细胞介素6、白细胞介素8、前

列腺素E2和单核细胞趋化蛋白1，参与牙周炎的免疫破

坏过程，近年来通过体外培养人牙龈成纤维细胞来研究

牙周病的发病机制和治疗
[13-14]

。本实验MTT结果显示，

3种排龈线浸提液1∶1稀释后的毒性明显大于对照组，3

种排龈线均可抑制人牙龈成纤维细胞生长及增殖，这说

明排龈材料进入龈沟内发挥临床效应的同时，也会产生

一定的局部不良反应。 

各组排龈线经不同浓度稀释后细胞增殖活性明显

提高，各组排龈线浸提液经1∶1稀释的毒性明显大于

1∶4，肾上腺素排龈线1∶1稀释后透射电镜结果显示，

大部分细胞出现了凋亡现象，细胞核变化较为明显，核

染色质边集，而1∶4稀释后毒性也大于其他组。近年来

对使用肾上腺素的研究尚存在争议，因肾上腺素属于拟

交感血管收缩剂，对机体产生一定的系统性不良反应，

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，因此在使用时受到一定的限制。Polat等
[15]

等研究发现，肾上腺素排龈线能安全用于牙龈健康的患

者，如果患者紧张或牙龈损伤应尽量避免使用含肾上腺

素的排龈药物。而Csillag等
[16]

对0.1%，0.01%，0.001%

肾上腺素进行研究发现，0.01%肾上腺素既可预防移出

排龈线后导致的充血反应，又不影响血管变化。本实验

使用的排龈线中每英寸排龈线含(0.3±0.2) mg肾上腺

素，有研究表明健康成年人使用肾上腺素的量为    

0.2 mg，心血管疾病患者的最大剂量为0.04 mg，1英寸

长的排龈线放入牙龈沟内5~15 min，肾上腺素被吸收 

71 μg
[17]

，约为有心血管疾病患者推荐剂量0.04 mg的2

倍，所以建议伴有心血管疾病、高血压等患者避免使用

含肾上腺素排龈线。 

含硫酸铝排龈线经1∶1与1∶4稀释后，MTT及透射

电镜检测毒性较小，与肾上腺素比较，不会产生系统性

不良反应，其主要通过凝固蛋白、抑制血浆蛋白质从毛

细血管中游出而发挥血管收缩作用，从而产生止血及减

少龈沟液渗出等效果，提示临床应用较安全。 

本实验显示不含药排龈线出现一定的细胞毒性反

应，可以归于某些细胞毒性成分的析出，这一现象难以
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确定，因为商品化排龈材料成分描述不充分，考虑可能

此类排龈线中存在止血剂成分，止血剂的应用可以减少

对软组织损伤和出血，防止龈沟液和其他渗出液对术区

的污染。 

综上所述，以上3种排龈线均可对牙龈成纤维细胞

产生一定的细胞毒性作用，长时间残余在牙龈沟内的排

龈药物阻碍牙周组织的愈合及再生，可以导致牙龈萎

缩、附着丧失等。肾上腺素排龈线毒性最大，硫酸铝排

龈线次之，不含药排龈线也出现了一定的细胞毒性，稀

释后毒性明显减小，建议排龈后用大量清水冲洗以便移

除残留在牙龈沟内的药物，减少牙龈组织的损伤，从而

提高固定修复体修复成功率。 
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