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不同浓度尼古丁对牙周膜成纤维细胞增殖及纤维结合蛋白合成的作用 *
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摘要目的：探讨不同浓度尼古丁对人牙周膜成纤维细胞（PDLFs）增殖及纤维结合蛋白（Fn）合成的作用。方法：不同浓度的尼古丁

（50 ng/ml，250 ng/ml，500 ng/ml，1 滋g/ml，2 滋g/ml，3 滋g/ml）作用于 PDLFs，MTT比色法检测细胞增殖活性，流式细胞仪检测细胞

周期，酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测 Fn合成含量。结果：不同浓度尼古丁作用下：人 PDLFs的增殖均被抑制，且呈浓度依赖

性。浓度为 250 ng/ml～ 3 ug/ml的尼古丁有明显抑制人 PDLFs增殖的作用（P<0.05），3 ug/ml尼古丁显示出最强的抑制增殖作用

（P<0.01）；人 PDLFs的 G0-G1期、S期、G2-M期与对照组相比，G0-G1期细胞周期分布比例逐渐增高，S期和 G2-M期逐渐降低，

差异均有统计学意义，呈浓度依赖性；人 PDLFs合成 Fn逐渐减少，呈浓度依赖性。浓度为 50 ng/ml～ 3 滋g/ml的尼古丁均有明显

抑制人 PDLFs合成 Fn的作用（P<0.05），其中 3 滋g/ml抑制作用最强。结论：尼古丁抑制牙周膜细胞的增殖及 Fn的合成，呈浓度依

赖性，并影响其细胞周期的进程，进而影响牙周新附着的形成,加重牙周病的病情。
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Study on the Effect of Nicotine of Various Concentrations on Periodontal
Ligament Fibroblasts Proliferation and Fibronectin Synthesis*

To explore the effect of nicotine of various concentrations on periodontal ligament fibroblasts (PDLFs)

proliferation and fibronectin (Fn) synthesis. Nicotine of different concentrations (50 ng/ml, 250 ng/ml, 500 ng/ml, 1 滋g/ml, 2

滋g/ml, 3 滋g/ml) were functioned on PDLFs. MTT colorimetry was used to detect the activity of cell proliferation, flow cytometry was

used to detect cell cycle and ELISA was applied to examine the content of Fn synthesis. On different concentrations, the

proliferation of human PDLFs was all inhibited under the effect of nicotine of different concentrations, and the inhibition was

concentration-dependent. Nicotine of 250 ng/ml～ 3 滋g/ml showed obvious inhibition of human PDLFs proliferation (P<0.05) with
3ug/ml reached maximum (P<0.01); FCM results showed that after the effect of nicotine of different concentrations, compared with

control group, the percentage of G0-G1 cell cycle of human PDLFs increased gradually and that of S and G2-M cell cycle decreased

gradually. The differences were statistically significant and concentration-dependent; Fn synthesis of human PDLFs gradually reduced

and concentration-dependent. Nicotine of 50 ng/ml～ 3 滋g/ml all showed clear inhibition of Fn synthesis (P<0.05) with 3 滋g/ml reached

the maximum. It is suggested that the nicotine could inhibit the periodontal ligament cells proliferation and the synthesis of
Fn, which affect the formation of tooth week attached, worsen the condition of periodontal disease.

Periodontal ligament fibroblasts; Nicotine; Cell cycle; Fibronectin

前言

牙周炎是一种侵犯牙周支持组织的慢性破坏性口腔疾病，

牙周致病菌和宿主的易感性均是其发生的必要条件，而吸烟是

高危因素，且起明显促进牙周炎发生和发展的作用[1,2]。近年来

尼古丁对牙周组织凋亡、增殖及修复的作用机制研究已引起广

泛的关注。牙周膜成纤维细胞（Periodontal ligament fibroblasts，
PDLFs）是牙周组织再生修复的过程中功能最重要的细胞群之

一，具有多种生物学功能和分化潜能 [3]。纤维结合蛋白（Fi-
bronectin，Fn）是一种较好的附着蛋白，与细胞的生长、迁移、分
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化过程有关，在组织修复及牙周基质的附着、增殖中具有重要

作用 [4,5]。本研究观察不同浓度尼古丁对体外培养的人 PDLFs

的增殖及 Fn合成的影响，探讨吸烟影响牙周病发生、发展和预

后的作用机制。

1 材料与方法

1.1主要试剂及仪器

人牙周膜成纤维细胞株（上海拜力生物科技有限公司）、尼

古丁（Sigma 公司，美国）、DMEM 培养基（Gibco 公司，美国）、

胎牛血清（江苏碧云天生物技术研究所）、流式细胞仪（Bec-

tonDickinson，BD，USA）、MTT（Biomol，USA）、纤维结合蛋白
ELISA检测试剂（Santa，美国）。
1.2 实验方法
1.2.1 人 PDLFs 的体外培养及鉴定 在口腔外科门诊收集

12～ 20岁患者因正畸拔除的健康前磨牙，无菌条件下用龈下

刮治器刮取牙根中 1/3的牙周膜组织，剪成约 1 mm的小块，放

入 DMEM培养液中，在 CO2恒温培养箱中培养。当细胞长满

培养瓶底 80%～ 90%时，即可用 0.25％的胰酶消化进行传代。

应用免疫组织化学 SP法进行抗波形丝蛋白、角蛋白染色，作细

胞来源鉴定。取第六代细胞用于实验。

1.2.2 尼古丁对人 PDLFs增殖的影响 细胞以 1× 106 mL接

种于孔板内，每孔 100 滋L，培养 24 h。实验组（各加入含浓度
50 ng/ml，250 ng/ml，500 ng/ml，1 滋g/ml，2 滋g/ml，3 滋g/ml 尼古

丁的 1％ FBS的 DMEM培养液 200 滋L）；对照组（加入含 1％

FBS的 DMEM培养液 200 滋l）。尼古丁组每种浓度 6孔。培养
48 h后，加入 20 滋L MTT，孵育 4 h，每孔加二甲基亚砜（MM-

SO）150 滋L，酶标仪 490 nm波长下测定每孔光密度值（OD），
计算细胞增殖抑制率进行细胞活性评价，细胞生长增殖抑制率

（％）=（1-尼古丁组 /正常对照组）× 100％。
1.2.3 尼古丁对人 PDLFs 细胞周期的影响 细胞以 1× 106

mL接种于孔板内，每孔 100 滋L，培养 24 h，尼古丁组（各加入

含浓度 50 ng/ml，250 ng/ml，500 ng/ml，1 滋g/ml，2 滋g/ml，3

滋g/ml尼古丁的 1％ FBS的 DMEM培养液 200 滋L）和对照组

（加入含 1 ％FBS的 DMEM培养液 200 滋L）。尼古丁组每种浓

度 6孔。孵育 24 h，冰乙醇固定，PI染色，流式细胞仪检测，应用

专用的 DNA拟合软件分析结果，并根据公式：增殖指数(PI)=

(S+G2M)/(G0Gl+S+G2M)× 100％测定细胞增殖指数。
1.2.4 尼古丁对人 PDLFs合成 Fn的影响 细胞以 1× 106 mL

接种于孔板内，每孔 100 滋L，培养 24 h，尼古丁组（各加入含浓

度 50 ng/ml，250 ng/ml，500 ng/ml，1 滋g/ml，2 滋g/ml，3 滋g/ml 尼

古丁的 1％FBS的 DMEM培养液 200 滋L）和对照组（加入含
1％ FBS的 DMEM培养液 200 滋L）。尼古丁组每种浓度 6孔。

孵育 24 h，ELISA法检测 Fn合成，酶标仪于 490 nm波长下测

定各孔 OD值。
1.3 统计学方法
采用 SPSS 13.0软件进行数据分析，计量资料以均数± 标

准差表示，组间均数比较采用单因素方差分析，以 P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度尼古丁对人 PDLFs细胞增殖的影响

实验组中，不同浓度的尼古丁对人 PDLFs增殖的抑制率
明显不同：① 250 ng/ml尼古丁：抑制率（28.54± 2.83）%；② 500

ng/ml尼古丁：抑制率（33.47± 3.52）%；③ 1 滋g/ml尼古丁：抑制

率（45.87± 4.65）%；④ 2 滋g/ml尼古丁：抑制率（47.29± 5.18）%；
⑤ 3 滋g/ml尼古丁：抑制率（47.81± 5.44）%。由此可见，随着浓

度的增高，尼古丁对人 PDLFs增殖的抑制作用随之增强，浓度

为 3 滋g/ml的尼古丁对人 PDLFs增殖的抑制作用最强，差异显

著且具有统计学意义（P<0.01）。此外，浓度为 50 ng/ml的尼古
丁对人 PDLFs增殖的抑制作用与对照组相当，两组差异无统

计学意义（P>0.05）。
2.2 不同浓度尼古丁对人 PDLFs细胞周期分布的影响

结果显示，与对照组相比，实验组细胞周期分布率在不同

浓度尼古丁作用下呈明显变化：① 50 ng/ml：G0-G1期（89.17±
0.53）%，S 期（3.84± 0.92）%，G2-M 期（10.37± 0.87）%；② 250

ng/ml：G0-G1期（91.25± 0.65），S期（3.37± 0.85）%，G2-M期

（8.47± 0.93）%；③ 500 ng/ml：G0-G1期（93.07± 0.72）%，S期

（2.75± 0.64）%，G2-M 期（7.15± 1.06）%；④ 1 滋g/ml：G0-G1 期

（95.09± 0.75）%，S期（1.76± 0.89）%，G2-M期（6.04± 0.83）%；
⑤ 2 滋g/ml：G0-G1 期（95.67± 0.82）%，S 期（1.04± 0.75）%，
G2-M期（5.41± 0.58）%；⑥ 3 滋g/ml：G0-G1期（96.43± 0.76）%，
S期（0.79± 0.28），G2-M期（5.28± 0.67）%。比较各组数据差异

显著，且均具有统计学意义（P<0.05）。
2.3 不同浓度尼古丁对人 PDLFs合成纤维结合蛋白的影响

在不同浓度尼古丁作用下，人 PDLFs合成纤维结合蛋白

呈明显变化：① 50 ng/ml：0.78± 0.05；② 250 ng/ml：0.65± 0.04；
③ 500 ng/ml：0.58± 0.05；④ 1 滋g/ml：0.52± 0.06；⑤ 2 滋g/ml：
0.47± 0.03；⑥ 3 滋g/ml：0.44± 0.05。浓度为 50 ng/ml-3 滋g/ml的

尼古丁对人 PDLFs合成 Fn均呈现明显的抑制作用，其中浓度

为 3 滋g/ml尼古丁的抑制作用最强，差异具有统计学意义（P<0.
05）。

3 讨论

尼古丁是烟草中主要的毒性生物碱，流行病学资料表明，

尼古丁的生物学毒性对牙周病的发生、病情发展及治疗效果均

有重要影响，但其致牙周病的病理机制研究仍有许多尚未明确
[6-10]。PDLFs被人们认为是牙周膜中最为重要的细胞，其数量和

其生物学活性的变化是牙周组织修复再生的基础，对牙周膜结

构修复、改建以及平衡牙周膜功能状态起极其重要的作用[11,12]。

因此，研究 PDLFs在牙周组织的生理和病理机制中所起的作

用越来越受到人们的重视。

本研究分析了尼古丁对体外培养的人 PDLFs 增殖的影

响，结果显示，在不同浓度的尼古丁作用下，人 PDLFs的增殖
均受到抑制，且呈浓度依赖性；当浓度增高至 3 滋g/ml时，尼古

丁对细胞增殖的抑制作用最强。随着尼古丁浓度的增高，其抑

制作用逐渐增强，对人 PDLFs增殖的抑制作用也逐渐增强，从

而导致牙周组织的新生胶原蛋白数量逐渐减少，细胞的修复功

能随之下降，最终造成患者的病情进一步加重。我们的研究进

一步证实了国内外相关研究的结果[13-15]，即烟草中含有高浓度
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的尼古丁，而尼古丁对人 PDLFs细胞增殖的抑制作用致使吸

烟人群患牙周疾病的比率逐年增高[8]。而本组中 50 ng/ml的尼
古丁作用下人 PDLFs增殖与对照组比较，差异无统计学意义

（P>0.05），说明低浓度（50 ng/ml）尼古丁对人 PDLFs增殖的抑
制作用不明显。

细胞周期分为：分裂间期和有丝分裂期，GO/G1期细胞分

布可反映处于分裂间期的细胞比例，S期和 G2期细胞分布可

反映处于分裂增殖期的细胞比例[16]。本研究结果显示，随着尼

古丁浓度的增加，人 PDLFs细胞分布率在 G0-G1期逐渐增高，

而在 S期和 G2-M期则明显降低，表明人 PDLFs细胞周期的

分布呈浓度依赖性，说明尼古丁的浓度对人 PDLFs细胞周期

的分布有明显影响。提示在不同浓度的尼古丁作用下，大多数

细胞阻滞在 GO/G1期，从而抑制人 PDLFs的增殖，这也将为深

入研究尼古丁抑制 PDLFs 增殖的作用机制提供新的研究方
向。

Fn是一种由成纤维细胞、血管内皮细胞、巨噬细胞等合成

和分泌的、与细胞间粘连有关的糖蛋白，研究资料发现 Fn具有

促进细胞增殖、迁移和分化的功能，能通过调控微丝的形成和

细胞的附着而促进 PDLCs的活力及其增殖，利于牙周新附着

的形成[17-20]。本研究结果显示，随着尼古丁浓度增高，人 PDLFs

合成纤维结合蛋白逐渐减少，呈浓度依赖性。结果说明，随着尼

古丁浓度增加，人 PDLCs合成 Fn的作用逐渐减弱。这提示我

们，尼古丁致牙周病的病理机制可能与尼古丁抑制合成 Fn作

用有关，但其具体机制仍有待我们深入研究和探讨。
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