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前言

牙周病是人类常见多发的口腔疾病之一，是导致失牙最主

要的原因。导致牙周病的始动因子是牙菌斑，故对局部感染的

控制是治疗牙周病的关键。本课题组根据牙周炎的特殊病理特

征研制了复方奥硝唑甲磺酸培氟沙星缓释制剂[1]，本制剂为局

部缓释药物，可以直接作用于牙周袋杀灭致病菌，有药物浓度

高，全身反应小等优点。前期已针对本药物的疗效以及毒性等

均做了检测，且取得较理想结果。本实验拟通过体外细胞培养

的方法检测本制剂对人牙周膜细胞（HPDLC）凋亡以及超微结

构的影响，判断本制剂对细胞的毒性[2]，为临床应用提供研究基

础。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

高糖 DMEM、胰蛋白酶（Gibco，美国），标准型胎牛血清

（FBS，HyClone，美国），复方奥硝唑 - 甲磺酸培氟沙星缓释制剂

（奥硝唑：湖南九典制药有限公司，批号 200905A05；甲磺酸培

复方奥硝唑 - 甲磺酸培氟沙星缓释制剂对人牙周膜细胞凋亡及超微结构
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摘要 目的：观察不同浓度复方奥硝唑 - 甲磺酸培氟沙星缓释制剂对人牙周膜细胞（HPDLC）凋亡与超微结构的影响。方法：用含有

不同浓度复方奥硝唑 - 甲磺酸培氟沙星缓释制剂 (0、1.25、2.5、5、10、20g/L)的培养液对人牙周膜细胞进行培养，流式细胞术检测

细胞凋亡指数；透射电镜下观察 HPDLC 超微结构的改变。结果：在 1.25、2.5 g/L 的浓度下对 HPDLC 的凋亡率和超微结构均与对

照组无显著性差异；而 5、10 g/L 的浓度组的细胞凋亡率较对照组小且超微结构显示细胞胞质内粗面内质网和线粒体增多 ,细胞

突起增多；而在高浓度药物 20 g/L 的作用下，凋亡率有所增加，细胞发生退变 ,溶酶体增多。结论：5、10 g/L 的复方奥硝唑甲磺酸培

氟沙星缓释制剂对体外培养的 HPDLC 的生长有一定促进作用，高浓度药物 20g/L 则对 HPDLC 生长有一定的抑制作用。
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图 2：原代 HPDLC 排列紧密(×100)

Fig.2 Original generation HPDLC(×100)

氟沙星：宜昌天仁药业有限责任公司，批号 090905）。
1.2 设备器材

单人双侧超净台（2GH280222B 型，苏州净化设备厂），二

氧化碳培养箱 （MCO21IAI 型，日本三洋公司），倒置显微镜

（Olympus，日本）流式细胞仪（型号：BD FACScan, Becton-Dick-
inson 公司），透射电镜及照相系统 (飞利浦公司 ,荷兰 )。
1.3 细胞体外培养及分组

取年龄 10～14 岁, 因正畸需要拔除的健康牙,拔除后立即

置含培养液的青霉素瓶中 , 在超净台内用 DMEM 培养液冲洗

牙齿数遍 , 用眼科剪刮取牙根中部 1/3 的牙周膜组织 [3],在
DMEM 培养液浸润下,将组织剪切成 1 mm3 大小的碎块 ,组织

块法获得人牙周膜成纤维细胞并传代[4] ,取第 5 代细胞用于实

验。将细胞接种于六个培养瓶内，分别加入含 1.25、2.5、5、10、
20g/L 药物制剂的培养液培养，单纯加培养液做空白对照。观察

细胞生长状态。
1.4 细胞凋亡检测

将 HPDLC 先用 0.25%的胰酶 (含 0.02%的 EDTA)消化 ,
1000 r/min× 5min 离心收集细胞 ,用 PBS 洗涤细胞 2 次 ,将细

胞重悬于 195μL 的 1×Binding Buffer 中 , 轻轻吹打混匀再转

移至 5mL 的流式管中 , 加入 5μL Annexin V - F ITC 染色液和

5μL 的质量浓度为 20μg/mL 的碘化丙啶 ( PI ) ,混匀 ,室温下避

光孵育 15min,每个样品以流式细胞仪采集约 10000 个细胞 ,半
小时内上机检测凋亡细胞百分比[5]。
1.5 对人牙周膜细胞超微结构的影响

取第 5 代生长良好的细胞 , 用 0 . 25%胰蛋白酶消化后离

心 ,按同种密度 6.0× 105/ml 接种细胞于 100ml 培养瓶 , 5% 普

通 CO2 孵箱中培养 24 h, 弃去培养液及未贴壁的细胞 , 分别加

入含 1.25、2.5、5、10、20g/L 药物制剂的培养液培养, 单纯加培

养液做空白对照,观察细胞生长在其对数生长期用 0.25% 胰蛋

白酶消化细胞 , 分别收集于离心管中 , 1000 r /min 离心 5 min,
弃上清 ,用 2.5% 戊二醛固定细胞呈团块 2 h,丙酮梯度脱水 ,真
空干燥 ,以环氧树脂 618 包埋 ,超薄切片 ,醋酸铀及枸橼酸铅双

重染色 ,透射电镜下观察细胞超微结构[6]。

2 结果

2.1 细胞培养及分组

成功分离培养人牙周膜细胞，牙周膜细胞成功分离培养[7]，

光镜下见细胞呈长梭形或星形，胞突细长，胞体丰满，细胞质均

匀，中央有圆形或椭圆型的胞核，细胞呈放射状、漩涡状排列

（图 1、2）。观察细胞生长状态在 3 天时达到对数生长期。

图 1：原代 HPDLC 游出(×200)

Fig.1 Original generation HPDLC(×200)

2.2 细胞凋亡检测结果

低浓度 1.25、2.5 g/L 的药物培养液对细胞生长没有明显影

响，与对照组没有明显差别；中浓度 5、10 g/L 的药物浓度培养

的细胞则有一定的增殖，在对数生长期的活细胞要多于对照

组；而高浓度组 20g/L 的药物浓度培养液则对细胞有一定的损

伤，其细胞凋亡比率有所增加(图 3)。
2.3 对 HPDLC 超微结构的影响

1.25、2.5 g/L 对细胞超微结构没有明显影响，其结果与对

照组相似。如图 4 可以看到，表面细小突起较多。细胞核较小，

位于一侧，核膜较清晰，核仁清晰，染色质结构较清晰。细胞质

内细胞器丰富，大量内质网及泡状结构，线粒体较为发达，略显

固缩。而 5、10 g/L 与对照组比较，表面突起较为粗大，内质网更

为发达。而高浓度组 20 g/L 则对细胞的超微结构的改变有一定

的作用，其与对照组比较细胞核形态结构及轮廓不清晰，染色

质异常聚集。细胞突起较少，胞质内大量内质网囊腔因水肿而

略显扩张，大量线粒体固缩[8]。

3 讨论

牙周炎的特殊病理特点[9]，导致牙周炎在治疗时的复杂性。
目前国内外治疗牙周炎的主要方法是通过洁治、刮治等基础治

疗后辅助药物治疗。对治疗效果不佳或病损严重者可采取手术

治疗，患者痛苦较大，部分患者不能耐受手术治疗。组织工程学

的发展为治疗牙周炎带来了理想的新途径，但目前尚在研究探

索阶段，临床应用较少，故药物辅助治疗牙周炎是现今牙周炎

治疗的主要方法。复方奥硝唑甲磺酸培氟沙星缓释制剂是一种

局部缓释用药，置于牙周袋内，直接作用于牙周组织。牙周炎的

最终治疗目的是停止病损的继续，使牙周组织达到再生从而恢

复牙周组织的功能[10]。目前已证实复方奥硝唑甲磺酸培氟沙星

缓释制剂可以有效的杀灭牙周致病菌，且对牙周组织达到一定

的恢复作用[11]。
通过流式细胞术对 HPDLC 凋亡的分析[12]，本研究发现在

细胞在 1.25、2.5 g/L 药物浓度时与空白对照组没有明显差别，

在 5、10 g/L 的药物浓时细胞的凋亡比率下降，本要无灾此浓度

对 HPDLC 的生长呈现一种促进状态，而高浓度组 20 g/L 的药

物浓度组则对细胞有一定的损伤，其细胞凋亡比率有所增加，
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图 4 透射电镜观察实验组和对照组细胞超微结构:A: 0 g/L 组 B: 1.25 g/L 组 C: 2.5 g/L 组 D: 5 g/L 组 E: 10 g/L 组 F: 20g/L 组

Fig. 4 Observation of the experimental group and control cells ultrastructure by TEM:A: 0 g/L group B: 1.25 g/L group C: 2.5 g/L group D: 5 g/L group E:

10 g/L group F: 20g/L group

图 3: 流式细胞技术检测实验组和对照组细胞凋亡:A: 0 g/L 组 B: 1.25 g/L 组 C: 2.5 g/L 组 D: 5 g/L 组 E: 10 g/L 组 F: 20g/L 组

Fig.3 Test the experimental group and control group cells apoptosis by flow cytometry:A: 0 g/L group B: 1.25 g/L group C: 2.5 g/L group D: 5 g/L group

E: 10 g/L group F: 20g/L group

呈现了一定的毒性作用。细胞凋亡是一个连续动态的过程，电

镜下观察细胞超微结构的变化是这一过程的重要证据。细胞的

形态结构是研究细胞生物学效应的最基本指标，其改形态改变

表明细胞的生长状态受到了影响。
本研究通过电镜观察发现经 1.25、2.5 g/L 药物浓组诱导的

细胞其超微结构美有明显改变，与空白对照组无明显区别表现

为细胞核较小，位于一侧，核膜较清晰，核仁清晰，染色质结构

较清晰。细胞质内细胞器丰富，大量内质网及泡状结构，线粒体

较为发达，略显固缩，表明本药物在此弄对对细胞的生长没有

明显影响。5、10 g/L 的药物浓度诱导的细胞生长旺盛，其表面
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凸起粗大，粗面内质网与线粒体明显增多，说明本药物在此浓

度时对细胞的生长哟一定的促进做用，使细胞生长代谢旺盛。
高浓度组 20g/L 则对细胞的超微结构的改变有一定的作用，其

与对照组比较细胞核形态结构及轮廓不清晰，染色质异常聚

集。细胞突起较少，胞质内大量内质网囊腔因水肿而略显扩张，

线粒体嵴稀疏、紊乱且固缩，表明细胞代谢受阻，生长受到抑制
[13]，此浓度药物对 HPDLC 有一定的损伤。

流式细胞法检测细胞的凋亡与电镜观察结果相同都是在

5、10 g/L 对细胞的增殖有一定的促进作用，而 20g/L 对细胞生

长有一定的抑制作用，此结果对临床用药时有一定指导作用。
可经进一步体内动物实验验证结果。
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