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柚皮素干预人牙周膜干细胞的成骨分化能力

罗小玲 1，张  丽 1，杨茂桦 1，徐  洁 2，徐晓梅 2

文题释义：

柚皮素：是广泛存在于芸香科植物中的一种二氢黄酮类化合物，能促进成骨细胞的增殖和分化，抑制破骨细胞的活性和生成。

牙周膜干细胞：是存在于牙周膜中的一种未分化的间充质细胞，具有高增殖能力和多能性，能定向分化为成骨细胞，其成骨分化能力受细

胞因子、激素、药物等诸多因素的调节。

摘要

背景：柚皮素具有抗菌、抗炎、抗纤维化、抗氧化等多种生理活性，被广泛应用于医药和食品领域。近来有研究证明，柚皮素能有效促进

间充质干细胞成骨分化，但柚皮素是否有调节牙周膜干细胞的成骨分化能力尚不清楚。

目的：探究不同浓度柚皮素对人牙周膜干细胞成骨分化能力的影响。

方法：原代分离培养人牙周膜干细胞，分别用含浓度为10，100 nmol/L、1，10，100 μmol/L和1 mmol/L柚皮素的α-MEM培养基处理72 h
后，CCK-8法检测柚皮素对人牙周膜干细胞的细胞毒性。取第3代人牙周膜干细胞，分别用含0，1，10，100 μmol/L柚皮素的成骨诱导液培

养，诱导3，5，7 d后分别进行碱性磷酸酶染色和碱性磷酸酶活性检测，诱导7 d后Real-time PCR检测成骨相关因子RUNX2、骨桥蛋白和骨

钙素的表达，诱导14 d后进行茜素红染色和矿化结节的定量分析。

结果与结论：10 nmol/L-100 μmol/L柚皮素对人牙周膜干细胞没有细胞毒性，1 mmol/L柚皮素对人牙周膜干细胞有明显的细胞毒性； 

1-100 μmol/L柚皮素显著促进碱性磷酸酶活性和矿物质沉积，上调RUNX2、骨桥蛋白和骨钙素的基因表达。结果表明，柚皮素能显著促进

人牙周膜干细胞的成骨分化，100 μmol/L时促成骨分化能力最强。
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Abstract
BACKGROUND: Naringenin has various physiological activities such as anti-bacterial, anti-inflammatory, anti-fibrosis, and anti-oxidation, and is widely used in 
the fields of medicine and food. Recent studies have shown that naringenin can effectively promote the osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells, 
but it is unclear whether naringenin regulates the osteogenic differentiation of periodontal ligament stem cells.
OBJECTIVE: To investigate the effects of naringenin with different concentrations on the osteogenic differentiation of human periodontal ligament stem cells. 
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文章快速阅读：

细胞培养：
组织块法分

离培养人牙

周膜干细胞。

干预：
(1) 细胞毒性实验：用含 10，100 nmol/L、1，
10，100 μmol/L和 1 mmol/L柚皮素的 α-MEM
培养基培养；
(2) 成骨诱导分化：用含 1，10，100 μmol/L
柚皮素的成骨诱导培养液培养。

主要观察指标：
(1)CCK-8 法检测细胞活性；
(2) 碱性磷酸酶染色及活性检测；
(3) 茜素红染色及定量分析；
(4)RT-PCR 检测成骨相关因子的

表达。

文章特点—

△高浓度的柚皮素 (1 mmol/L) 具有细胞毒性，适宜浓度范围的柚皮素能显著促进人牙周膜干细胞的成

骨分化，且浓度为 100 μmol/L 时促成骨分化能力最强；

△实验从细胞及基因水平揭示柚皮素具有促进人牙周膜干细胞成骨分化的作用，为柚皮素用于牙周组

织修复工程提供实验依据。

→

→→
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0   引言   Introduction
牙周炎是菌斑生物膜引起的慢性炎症性疾病，其特征是

炎症对牙周组织的破坏 ( 附着丧失、牙周袋形成、牙槽骨吸

收 )，不及时治疗将导致牙齿松动脱落
[1]
，影响生活质量。

牙周炎的最佳治疗方法是改善炎症微环境，实现牙周组织的

再生
[2]
。实现骨再生有 3 个基本条件：种子细胞、细胞支架

和成骨诱导因子
[3]
，具有成骨分化能力的牙周膜干细胞作为

成体干细胞较其他来源干细胞在牙周组织再生方面具有更多

的优势，是最具应用前景的种子细胞。

干细胞的成骨分化能力受细胞因子、激素、小分子药

物等诸多因素的调节
[4-6]

，近年来越来越多的中药被发现能

够在体内外促进间充质干细胞成骨分化，且对动物骨质疏松

有一定的治疗作用
[7-8]

。柚皮素是中药骨碎补的主要活性成

分，广泛存在于桃叶、化橘红等天然植物中
[9]
，来源丰富。

柚皮素可通过酸水解法、酶解水法、超临界 CO2 萃取法提取

获得
[10]
，具有抗菌、抗炎、抗纤维化、抗氧化等多种生理

活性，被广泛应用于医药和食品领域
[11]
。近来有研究证明，

柚皮素具有类似雌激素的作用，能有效促进间充质干细胞的

成骨分化
[12-13]

，张同凯
[14]

实验发现柚皮素可促进人牙龈成

纤维细胞的成骨分化，但柚皮素是否具有调节牙周膜干细胞

的成骨分化能力尚不清楚。该研究在体外分离培养牙周膜干

细胞，探究柚皮素对牙周膜干细胞成骨分化的影响，为柚皮

素用于牙周炎临床治疗提供实验依据。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   细胞学体外观察实验。

1.2   时间及地点   实验于 2019 年 12 月至 2020 年 8 月在西南

医科大学口颌面修复重建和再生实验室完成。

1.3   材料   α-MEM 培养基 (Gibco，美国 )；胎牛血清 ( 四季青，

中国 )；0.25% 胰酶细胞消化液 (Hyclone，美国 )；青 / 链霉

素双抗 (Hyclone，美国 )；维生素 C(Sigma，美国 )；地塞米

松 (Sigma，美国 )；β- 甘油磷酸钠 (Sigma，美国 )；柚皮素

(Sigma，美国 )；油红 O 染液 ( 索莱宝，中国 )；CCK-8 细胞

活性检测试剂盒 (Dojindo，日本 )；碱性磷酸酶检测试剂盒 (碧
云天，中国 )；BCA 蛋白定量试剂盒 ( 碧云天，中国 )；碱性

磷酸酶活性检测试剂盒 ( 南京建成，中国 )；茜素红染色及

定量检测试剂盒 ( 上海生工，中国 )；RNA 提取试剂盒、反

转录试剂盒、SYBR qPCR Mix 试剂盒 (Takara，日本 )；Primer

引物 ( 上海生工，中国 )；RT-PCR 仪 (Bio-rad，美国 )；倒置

相差显微镜 (Olympus，日本 )；酶标仪 (Eppendorf，德国 )；
流式细胞仪 (Beckman-Coulter，美国 )。
1.4   实验方法   
1.4.1   成骨诱导液、成脂诱导液和柚皮素溶液的配制   ①成

骨诱导液的配制：精确称量 216 mg β-甘油磷酸钠和 5 mg 维

生素 C 于 1 mL 双蒸水中溶解，加入 20 μL 质量浓度为 0.2 g/L 

地塞米松母液，0.22 μm 滤器过滤后加入 100 mL 完全培养

基 (α-MEM 培养基 + 体积分数为 10% 胎牛血清 +1% 青 / 链霉

素双抗 ) 中配制成骨诱导液，4 ℃避光保存。②成脂诱导液

的配制：100 mL 完全培养基 +10 μmol/L 胰岛素 +0.5 mmol/L  
3- 异丁基 -1- 甲基 (IBMX)+0.5 μmol/L 地塞米松，0.22 μm 滤

器过滤后 4 ℃保存。③柚皮素溶液的配制：称取 272.26 mg

柚皮素溶解于 1 mL 二甲基亚砜中，配制成 1 mol/L 母液， 

0.22 μm 滤器过滤后分装，-20 ℃保存。用完全培养基将

柚皮素浓度稀释成 10，100 nmol/L，1，10，100 μmol/L 和 

1 mmol/L；用成骨诱导液将柚皮素浓度稀释成 1，10， 

100 μmol/L，现配现用。

1.4.2   人牙周膜干细胞体外分离培养及鉴定   西南医科大

学附属口腔医院颌面外科收集因正畸需要而拔除的 12-18 岁

青少年患者的前磨牙，要求牙齿无龋坏、裂纹、修复体，

牙髓活力正常，牙周组织完整。牙拔除后立即保存于含 3%

青 / 链霉素双抗的 α-MEM 培养基，放置于冰盒中并尽快带

回实验室，在超净工作台转移至无菌培养皿，用含 5% 青 /

链霉素双抗的 PBS 反复冲洗至表面无血迹，无菌手术刀片

轻轻刮取牙根中 1/3 牙周膜组织置于不含青 / 链霉素双抗

的 PBS 中，离心后将组织块均匀平铺在 25 cm2
细胞培养瓶

底部，倒置培养瓶后加入 3 mL 完全培养基 (α-MEM 培养 

基 + 体积分数为 10% 胎牛血清 +1% 青 / 链霉素双抗 )，放入

饱和湿度的培养箱中培养 (37 ℃，体积分数为 5%CO2)，待

三四小时后组织块完全贴壁翻转培养瓶，使组织块浸没在培

养基中，常规培养 7-14 d，每 4-6 d 更换 1 次培养基，显微

镜下观察到细胞从组织块边缘爬出后每 2 d 更换 1 次完全培

养基，待细胞生长融合至 80%-90% 消化传代，在倒置相差

显微镜下观察细胞形态，用于该实验研究的细胞均为第 3 代。

流式细胞仪检测细胞表面标志物的表达：取第 3 代生长

METHODS: The primary human periodontal ligament stem cells were isolated and cultured. After treatment with naringenin at concentrations of 10, 100 
nmol/L, 1, 10, 100 μmol/L and 1 mmol/L for 72 hours, the cytotoxicity of naringenin on periodontal ligament stem cells was measured via CCK-8 assays. The 
third generation of human periodontal ligament stem cells was cultured with osteogenic medium containing 0, 1, 10 and 100 μmol/L naringenin respectively. 
Alkaline phosphatase staining and activity detection were performed after 3, 5, and 7 days. Real-time PCR was used to detect the expression of osteogenic 
factors including Runx2, osteopontin and osteocalcin in human periodontal ligament stem cells after induction for 7 days. Alizarin red staining and quantitative 
determination of mineralized nodule were performed after induction for 14 days. 
RESULTS AND CONCLUSION: Naringenin at a concentration of 10 nmol/L-100 μmol/L has no cytotoxicity to human periodontal ligament stem cells, and 
naringenin at a concentration of 1 mmol/L has obvious cytandotoxicity to human periodontal ligament stem cells. An appropriate concentration of naringenin 
(1-100 μmol/L) significantly promotes the increase of alkaline phosphatase activity and mineral deposition and upregulates the gene expression of Runx2, 
osteopontin and osteocalcin. The results showed that naringenin can significantly promote the osteogenic differentiation of human periodontal ligament stem 
cells, and the ability to promote osteogenic differentiation is strongest at 100 μmol/L. 
Key words: stem cells; human periodontal ligament stem cells; naringenin; cytotoxicity; osteoggenesis; differentiation; factor
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状态良好的细胞，0.25% 胰酶消化后 PBS 洗涤 3 次，然后用

PBS 重悬制成单细胞悬液，调整细胞浓度为 1×108 L-1
，每个

流式管中加入 5 μL 细胞悬液，再分别向管中加入 50 μL PE 标

记的 CD44 和 FITC 标记的 CD45、CD90、CD105 单克隆抗体

以及阴性对照，轻轻摇晃混匀，4 ℃避光孵育 30 min；PBS

洗涤 3 次后用 PBS 重悬，流式细胞仪上机检测。

多向分化潜能鉴定：取第 3 代生长状态良好的细胞，以

每孔 2×103
个的细胞密度接种于 3.5 cm2

细胞培养皿中，待

细胞融合至 50% 时，换为成骨和成脂诱导培养液，每 3 d 更

换 1 次诱导液，成骨诱导培养液诱导 14 d 及成脂诱导培养液

诱导 21 d 后弃去培养液，PBS 冲洗 3 次，40 g/L 多聚甲醛固

定 30 min，采用茜素红染色和油红 O 染色鉴定培养细胞的成

骨和成脂向分化结果。

1.4.3   柚皮素的细胞毒性实验   取生长状态良好的第 3 代牙

周膜干细胞，以每孔 2×103
个的细胞密度接种于 96 孔板，

细胞贴壁后分别加入含浓度为 10，100 nmol/L、1，10， 

100 μmol/L 和 1 mmol/L 柚皮素的 α-MEM 培养基培养，以

α-MEM 培养基作为对照组，每组设置 4 个副孔，72 h 后弃

培养基，每孔加入 90 μL 标准培养基 ( 不含血清的 α-MEM 培

养基 )+10 μL CCK-8，将 96 孔板置于 37 ℃培养箱中孵育 2 h，
酶标仪测定 450 nm 处的吸光度值。

1.4.4   碱性磷酸酶染色   选取生长状态良好的第 3 代牙周膜

干细胞，以每孔 5×104
个的细胞密度接种于 6 孔板，24 h 后

更换培养基，对照组加入不含柚皮素的成骨诱导培养液，实

验组分别加入含 1，10，100 μmol/L 柚皮素的成骨诱导培养

液培养，随后每 3 d 更换 1 次培养基。培养第 3，5，7 天，

6 孔板中的细胞用 40 g/L 多聚甲醛固定 30 min，弃固定液，

PBS 洗涤 2 次，每次 3 min，每孔加入 0.5 mL One-StepTM NBT/
BCIP 溶液完全覆盖培养皿底部，在室温下避光孵育 1 h，双

蒸水洗去多余染液，于倒置显微镜下观察并拍照。

1.4.5   碱性磷酸酶活性检测   选取生长状态良好的第 3 代牙周

膜干细胞，以每孔 5×104
个的细胞密度接种于 24 孔板，每组

设置 3 个副孔，24 h 后更换培养基，分别加入含 0，1，10，
100 μmol/L 柚皮素的成骨诱导培养液培养，每 3 d 更换 1 次

培养基，培养后的第 3，5，7 天，弃去培养基，0.1%TritonX-100 
细胞裂解液裂解细胞，根据碱性磷酸酶活性测定试剂盒说明

书进行操作，检测各组细胞裂解液中的碱性磷酸酶活性，并

用 BCA 蛋白定量试剂盒测定总蛋白浓度进行校准，求得各组

牙周膜干细胞中碱性磷酸酶活性。

1.4.6   茜素红染色及矿化结节的定量分析   取生长状态良好

的第 3 代牙周膜干细胞，以每孔 5×104
个的细胞密度接种于

6 孔板，24 h 后对照组加入不含柚皮素的成骨诱导培养液，

实验组加入含 1，10，100 μmol/L 柚皮素的成骨诱导培养液

培养，每 3 d 更换 1 次培养基，于培养后的第 14 天，每孔加

入 40 g/L 多聚甲醛 1 mL 固定 30 min，吸弃固定液后 PBS 洗

涤 2 次，每次 3 min，每孔加入 2% 茜素红染液 1 mL，室温

避光染色 30 min，双蒸水反复洗去多余的染液，于倒置显微

镜下观察矿化结节并拍照，然后每孔加入 10% 氯化十六烷基

吡啶 1 mL 处理 15 min，吹打混匀后吸取适量液体加入 96 孔

板中，每组设置 4 个副孔，酶标仪检测 562 nm处的吸光度值。

1.4.7   Real-time PCR 检测成骨相关基因的表达   取生长状态

良好的第 3 代牙周膜干细胞，以每孔 5×104
个的细胞密度接

种于 6 孔板，24 h 后弃去原培养基，对照组加入不含柚皮素

的成骨诱导培养液，实验组加入含 1，10，100 μmol/L 柚皮

素的成骨诱导培养液培养，培养 7 d 后，PBS 冲洗 1 次，每

孔加 1 mL RZ 裂解液，采用 Trizol 法提取总 RNA，检测基因的

浓度和完整性，使用 PrimeScript® RTase 试剂盒合成 cDNA。
所用引物均由上海生工生物合成，以 GAPDH 为内参基

因，扩增片段长度 142 bp，上游引物 5'-CAA TGA CCC CTT CAT 
TGA CC-3'，下游引物 5´-GAC AAG CTT CCC GTT CTC AG-3'；成骨

转录因子 RUNX2 的扩增片段长度为 105 bp，上游引物 5'-GAA 
CCC AGA AGG CAC AGA CA-3'，下游引物 5'-GGC TCA GGT AGG 
AGG GGT AA-3'；骨桥蛋白 (OPN) 的扩增片段长度为 180 bp， 

上游引物5'-CAC CGA GAC ACC ATG AGA GC-3'，下游引物5'-CTG 
CTT GGA CAC AAA GGC TGC-3'；骨钙素 (OCN) 的扩增片段长度

为 113 bp，上游引物 5'-AGG GCA GCG AGG TAG TGA AGA-3'，
下游引物 5'-AAC TCG TCA CAG TCC GGA TTG-3'。根据 SYBR® 
Green PCR Master Mix 检测试剂盒说明配置 20 μL 反应体系：

SYBR Green PCR Master Mix 10 μL，上游引物 0.8 μL，下游引

物 0.8 μL，cDNA 2 μL，ddH2O 6.4 μL，加入定量 PCR 反应专用

八联管中，按如下条件进行 Real-time PCR 反应：95 ℃变性 

1 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，共 39 个循环，

同时做 65-95 ℃范围内的熔解曲线。重复 3 次并用 2-ΔΔCt
法

统计分析各组间内参基因 GAPDH 和成骨相关因子 Runx2、
OPN 和 OCN 的表达水平。 
1.5   主要观察指标   ①不同浓度柚皮素处理后牙周膜干细胞

的活性；②不同浓度柚皮素处理后碱性磷酸酶染色及活性分

析，茜素红染色及定量分析；③不同浓度柚皮素处理后成骨

相关因子的 mRNA 表达。

1.6   统计学分析   采用 SPSS 17.0 软件对所有数据进行单因素

方差分析，数据均用 x-±s 表示，P < 0.05 为差异有显著性意义。

2   结果   Results 
2.1   牙周膜干细胞的原代培养和鉴定结果   组织块法分离培

养原代细胞，在培养 7 d 左右可观察到原代细胞从组织块周

围贴壁爬出，倒置显微镜下观察细胞呈星形或长梭形，如图

人牙周膜干细胞的培养及鉴定

细胞来源： 因正畸需要拔除的 12-18 岁青少年患者的前磨牙

原代培养方法： 组织块贴壁法培养

基础培养基： α-MEM 培养基

添加材料： 体积分数为 10% 胎牛血清及 1% 青 / 链霉素双抗

原代培养时间： 原代细胞培养 5 d 后开始换液；细胞爬出后 3 d 换液 1 次，培

养 10-14 d 开始传代

细胞传代： 细胞融合至 80% 时用 0.25% 胰酶消化，按 1 ∶ 2 比例传至下 1

代，4-6 d 传 1 代，共传 3 代

细胞鉴定： 成骨诱导分化、成脂诱导分化和流式鉴定

伦理学批准： 该实验经西南医科大学附属口腔医院伦理委员会批准
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1A 所示。待细胞增殖融合至 90% 时可

进行传代培养，传代后 24 h 细胞基本

全部贴壁生长，生长状态良好，呈典型

的漩涡状生长，如图 1B 所示。

流式细胞仪检测发现，培养细胞高

表达间充质表面标志物 CD44(99.99%)、
CD90(99.81%)、CD105(98.95%)，低表达

造血干细胞表面标志物 CD45(0.04%)，
证实培养细胞为间充质来源，具有干细

胞特性，如图 2 所示。

细胞经成骨诱导培养 14 d 后，茜

素红染色可观察到大量矿化结节形成，

如图 3A 所示，证实了其成骨分化的潜

能。成脂诱导培养 21 d 后，油红 O 染

色可观察到明显的红色脂滴，如图 3B

所示，证实了培养细胞具有成脂分化的

能力。

2.2   不同浓度柚皮素对牙周膜干细胞的

细胞毒性   如图 4 所示：10，100 nmol/L 

及 1，10，100 μmol/L 柚皮素对牙周膜

干细胞没有细胞毒性，与对照组间差异

无显著性意义 (P > 0.05)；高浓度的柚皮

素 (1 mmol/L) 具有明显的细胞毒性，与

对照组间差异有显著性意义 (P < 0.05)。
2.3   不同浓度柚皮素对人牙周膜干细胞

成骨分化的影响    
2.3.1   碱性磷酸酶染色和碱性磷酸酶

活性检测结果   培养 3，5，7 d 后，柚

皮素对牙周膜干细胞碱性磷酸酶染色

和活性的影响如图 5 和图 6 所示。诱

导培养第 3 天，1 μmol/L 柚皮素组与

对照组碱性磷酸酶活性相比无明显差

异，10，100 μmol/L 柚皮素组碱性磷酸

酶活性显著高于对照组 (P < 0.05)；诱

导第 5 天，1，10，100 μmol/L 柚皮素

组碱性磷酸酶活性均显著高于对照组 

(P < 0.05)，且随着柚皮素浓度增高，牙

周膜干细胞的碱性磷酸酶活性越强，

呈剂量效应关系；诱导第 7 天，所有

组碱性磷酸酶活性均显著增强，1，
10 μmol/L 柚皮素组碱性磷酸酶活性与

对照组相比，差异无显著性意义，仅 

100 μmol/L 柚皮素组显著高于对照组 

(P < 0.05)。碱性磷酸酶染色结果与活性

测定结果一致。

2.3.2   茜素红染色及矿化结节定量分析

结果   诱导 14 d 后，茜素红染色结果显

示，与对照组相比，1，10，100 μmol/L 

柚皮素组具有更多的矿化结节 (P < 

0.05)，如图 7 所示。用酶标仪法对矿化

结节进行定量分析，统计结果显示，随

着柚皮素浓度增高，牙周膜干细胞形成

的矿化结节数量越多，呈剂量效应关系，

说明柚皮素能够促进牙周膜干细胞形成

矿化结节的能力，且各浓度间差异有显

著性意义 (P < 0.05)。
2.3.3   Real-time PCR 结果   以含不同浓

度 柚 皮 素 (0，1，10，100 μmol/L) 的
成骨诱导培养基培养牙周膜干细胞 7 d 

后，Real-time PCR 检测成骨相关因子

RUNX2、OPN和OCN的表达，结果显示：

与对照组相比，所有柚皮素组 RUNX2

的 表 达 均 增 强，1 μmol/L 柚 皮 素 组

RUNX2 的表达升高了 (1.251±0.005) 倍
(P < 0.05)，10 μmol/L 柚皮素 RUNX2 的

表达升高了 (1.424±0.197) 倍 (P < 0.05)， 

100 μmol/L 柚皮素组 RUNX2 的表达升

高了 (1.511±0.105) 倍 (P < 0.05)，随柚

BA
图注：图中 A 为原代培养 7 d 左右可观察到原

代细胞从组织块周围贴壁爬出，倒置显微镜下

观察细胞呈星形或长梭形；B 为第 3 代细胞，

呈典型的漩涡状生长

BA

皮素浓度的上升，RUNX2的表达量增高，

呈剂量效应关系，3 个不同浓度组间差

异有显著性意义 (P < 0.05)；与对照组相

比，低浓度 (1 μmol/L) 柚皮素对成骨分

化早期基因 OPN 的表达没有明显的促

进作用，仅浓度在 10，100 μmol/L 时

可显著上调 OPN 的表达 (P < 0.05)，两

组之间差异无显著性意义 (P > 0.05)，柚

皮素对牙周膜干细胞成骨基因 OPN 表

达的促进作用不具有浓度依赖性；与对

照组相比，不同浓度柚皮素均能上调成

骨相关因子 OCN 的表达，但 3 个浓度

间差异无显著性意义 (P > 0.05)，这一作

用也没有浓度依赖性，见图 8。

2.4   生物相容性   10，100 nmol/L 及 1，
10，100 μmol/L 柚皮素对人牙周膜干细

胞没有细胞毒性，与对照组间差异无显

著性意义 (P > 0.05)，具有良好的细胞相

容性。
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图 2 ｜流式细胞仪检测人牙周膜干细胞

表面标志物

Figure 2 ｜ Surface molecules of human 
periodontal ligament stem cells measured 
by flow cytometry

图注：图中 A 为成骨诱导 14 d 后，茜素红染

色可观察到大量矿化结节形成 (×100)；B 为成

脂诱导 21 d 后，油红 O 染色可观察到明显的

红色脂滴 (×200)

图 3 ｜人牙周膜干细胞成骨、成脂诱导分化能力

Figure 3 ｜ Osteogenic and adipogenic differentiation of human periodontal ligament stem cells

图 1 ｜人牙周膜干细胞的形态 (×40)
Figure 1 ｜ Morphology of human periodontal ligament stem cells (×40)
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100 μmol/L 柚皮素组

1 mmol/L 柚皮素组

图注：与 0 nmol/L 柚皮素组相比，
aP < 0.05

图 4 ｜不同浓度柚皮素处理 72 h 后人牙周膜干细胞的细胞活性

Figure 4 ｜ Cell viability of human periodontal ligament stem cells treated 
with different concentrations of naringenin for 72 hours

图注：A1，B1，C1为人牙周膜干细胞成骨诱导培养 3，5，7 d时的大体观；

A2，B2，C2 为人牙周膜干细胞成骨诱导培养 3，5，7 d 时的镜下观 (×40)
图 5 ｜柚皮素对人牙周膜干细胞碱性磷酸酶染色的影响

Figure 5 ｜ Effect of naringenin on alkaline phosphatase staining of human 
periodontal ligament stem cells 
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图 6 ｜不同浓度柚皮素对人牙周膜干细胞碱性磷酸酶活性的影响

Figure 6 ｜ Effect of naringenin at different concentrations on alkaline 
phosphatase activity of human periodontal ligament stem cells
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图注：图中 A 为茜素红染色大体观；B 为茜素红染色镜下观 (×40)；C 为

矿化结节定量检测，与 0 μmol/L 柚皮素组相比，
aP < 0.01

图 7 ｜不同浓度柚皮素对人牙周膜干细胞矿化结节形成的影响

Figure 7 ｜ Effects of naringenin at different concentrations on the 
formation of mineralized nodules in human periodontal ligament stem cells
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图 8 ｜不同浓度柚皮素对人牙周膜干细胞成骨相关基因表达的影响

Figure 8 ｜ Effects of naringenin at different concentrations on the 
expression of osteogenic related genes in human periodontal ligament 
stem cells

3   讨论   Discussion
牙周炎是导致牙齿松动脱落的最主要原因，治疗牙周炎

的最佳方法是实现牙周组织的再生。常规治疗依靠填充缺损

并替代缺失组织的合成材料，这些方法不能替代真正的组织

再生，干细胞的使用解决了这个难题
[15]
。牙周膜干细胞是一

种间充质来源的干细胞，具有自我更新和多向分化潜能，在

一定的刺激条件下，可以分化为成骨细胞、成软骨细胞等，

在牙周膜、牙槽骨、牙骨质等牙周组织的修复和再生中发挥

着重要作用
[16]
，其成骨分化是骨组织修复和再生的重要基础。

该实验通过流式鉴定和多向分化能力鉴定证实了所培养细胞

为间充质来源，具备成骨分化的潜能。

干细胞成骨分化受许多因素的调控，中药也在其中发挥

着重要作用。YU 等
[17]

发现不同浓度柚皮苷能促进骨髓间充

质干细胞的增殖和成骨分化，且这种作用在实验浓度内呈剂

量相关性。柚皮素是柚皮苷的苷元，是广泛存在于芸香科植

物中的一种二氢黄酮类化合物
[18]
，因其具有高效低毒和诱导

成骨的特性，近年来将柚皮素作为成骨诱导剂也是一个研究

热点。

YUE 等
[19]

研究发现柚皮素浓度高于 200 μmol/L 时具有

明显的细胞毒性。此次实验发现 10 nmol/L-100 μmol/L 柚皮
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素对牙周膜干细胞没有细胞毒性，高浓度柚皮素 (1 mmol/L)

对牙周膜干细胞有明显细胞毒性，与 YUE 等的研究结果一致。

WANG 等
[20]

发现柚皮素能够促进成骨细胞标志蛋白的表达，

促进成骨细胞的增殖分化，抑制破骨细胞的活性和生成，抑

制骨溶解。基于此研究背景，该实验设置对照组 (不加柚皮素 )

和实验组 ( 加入不同浓度柚皮素 )，研究柚皮素对牙周膜干

细胞成骨分化的作用。前期预实验发现浓度低于 100 nmol/L

的柚皮素无明显的促成骨分化作用，浓度在 1-100 μmol/L 才
具有促成骨分化作用，后续实验旨在此浓度范围内从不同层

面探究柚皮素对牙周膜干细胞成骨分化能力的影响。

碱性磷酸酶是成骨样细胞分化成熟的重要标志，其活性

高低能够反映细胞的矿化能力和成骨分化的趋势
[21]
。RUNX2

作为 RUNX 家族转录因子成员，其表达水平与一些编码骨基

质蛋白的重要基因呈正相关
[22]
；OPN 和 OCN 主要存在于骨

组织中，能够直接参与骨改建、吸收、矿化
[23]
。RUNX2、

OPN、OCN 是能够代表骨新陈代谢变化过程的标志性物质
[24]
。

该研究发现不同浓度柚皮素作用 7 d 后，Real-time PCR 检测

结果显示柚皮素作用于牙周膜干细胞后能上调成骨相关基因

RUNX2、OPN、OCN 的表达，且这一作用呈现浓度依赖性，

以 100 μmol/L 浓度最佳。同时，实验发现牙周膜干细胞内碱

性磷酸酶活性随柚皮素浓度的增高和作用时间的增加而显著

增强，呈浓度和时间依赖性，茜素红染色及定量检测结果进

一步证实了柚皮素对牙周膜干细胞矿化能力的促进作用。

综上所述，适宜浓度的柚皮素能够促进人牙周膜干细胞

的成骨分化作用，使其用于牙周支持组织的修复和重建成为

可能，这为柚皮素用于牙周炎的临床治疗提供了实验依据。

然而柚皮素调控牙周膜干细胞成骨分化的机制以及柚皮素对

炎性牙周膜干细胞的调控作用尚不清楚，在后续实验中将进

一步研究，为柚皮素在临床的应用提供更多依据。
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