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碱性成纤维细胞生长因子（basic fibroblast growth

factor，bFGF）是一种肝素黏合多肽，具有促进细胞

增殖、分化和黏附作用等多种细胞生物活性，bFGF

也是促进牙周膜成纤维细胞（periodontal ligament

fibroblasts，PLFs）趋化和分裂增殖的有效因子，酸

性或碱性成纤维细胞生长因子均存在于骨基质，并

且都能刺激DNA的合成和细胞的复制[1]。核心蛋白

多糖（decorin）是富含亮氨酸的间质蛋白多糖（small

leucine- rich proteoglycans，SLRP）的一种，decorin

核心蛋白由较短的原肽序列（14个氨基酸）组成。人

类decorin基因位于染色体12q23区。它广泛分布于

细胞外基质，如骨、软骨、肌腱、皮肤和牙龈。

decorin通过核心蛋白介导，与Ⅰ型胶原有很紧密的

联系。在软组织中，decorin位于Ⅰ型胶原的d带或e

带。本实验通过研究bFGF对体外培养的人牙周膜成

纤维细胞内decorin的作用，进一步探讨bFGF抑制Ⅰ

型胶原的作用机制。

1 材料和方法

1.1 材料和试剂

高糖DMEM培养基、Ⅰ型胶原酶（Gibco公司，

美国），胎牛血清（PAA公司，奥地利），青霉素（华

北制药集团有限责任公司），链霉素（大连美罗制药

厂），抗波形丝蛋白、角蛋白抗体、SP试剂盒、

bFGF（Cytolab公司，英国），焦碳酸二乙酯（diethy-

pyrocarbonate，DEPC）（Sigma公司，美国），TRIZOL

试剂（Invitrogen公司，美国），RT- PCR试剂盒、PCR

Marker、DNA回收试剂盒、T载体（Takara公司，日
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[摘要] 目的 研究碱性成纤维细胞生长因子（bFGF）对人牙周膜成纤维细胞内核心蛋白多糖（decorin）的影响，探

讨bFGF在牙周再生中的意义。方法 体外原代培养人牙周膜成纤维细胞，用外源性bFGF刺激细胞，半定量RT-

PCR法检测牙周膜成纤维细胞内decorin基因表达的变化。结果 电泳结果表明，bFGF抑制人牙周膜成纤维细胞内

decorin的mRNA合成，并且随着质量浓度的增加抑制作用减弱。结论 decorin具有很多生物学功能，bFGF对decorin

的抑制作用很可能是牙周炎损伤修复过程中一个重要的调节因素，为bFGF在牙周组织再生中的作用提供理论基础。
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[Abstract] Objective To study the effect of basic fibroblast growth factor（bFGF）on the gene expression of decorin

by periodontal ligament fibroblasts（PLFs） in culture，and discuss the effect of bFGF in periodontal regeneration.

Methods Human PLFs were cultured and stimulated by exogenous bFGF. Gene expression of decorin was assessed

by semi- quantitive RT- PCR. Results The mRNA expression of decorin was suppressed by bFGF and the effect was

dose- dependent. When the dose of bFGF increased, the inhibitive effect decreased. Conclusion Decorin has many

biological effects. The inhibitive effect may be one of important factors which participate in the healing process of

periodontitis, and provide partly theoretical basis of bFGF in periodontal regeneration.
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本）。

1.2 牙周膜成纤维细胞的培养和鉴定

1.2.1 细胞的培养 选取2例就诊于吉林大学口腔

医院口腔颌面外科的患者，年龄12～18岁，牙周膜

成纤维细胞来自其因正畸需要拔除的2颗前磨牙。

刮取前磨牙根中1/3的牙周膜组织，胶原酶消化组织

块法进行牙周膜成纤维细胞原代培养。用Ⅰ型胶原

酶消化12～15 h，离心收集消化后的组织块和细胞继

续培养48～72 h，待细胞和组织块贴壁后常规培养。

取第3代细胞用于鉴定，第6代细胞用于实验。

1.2.2 细胞的鉴定 采用免疫组化SP法进行波形丝

蛋白、角蛋白染色，波形丝蛋白阳性、角蛋白阴性

为牙周膜成纤维细胞。阴性对照组用PBS代替一抗。

1.3 外源性bFGF刺激牙周膜成纤维细胞

取第6代生长良好的牙周膜成纤维细胞，分为

实验组和空白组，每组3瓶细胞。实验组分别用0.1、

1、10 ng/mL的外源性bFGF刺激细胞，刺激时间为

24 h。空白组仅使用含20%胎牛血清、1 000 U/mL青

霉素和1 000 mg/mL链霉素的高糖DMEM培养液。

1.4 检测细胞内decorin mRNA的变化

1.4.1 引物设计 使用Primer Premer5.0软件设计

decorin和β-肌动蛋白（β- actin，内参照）的引物序列，

由北京赛百盛公司合成引物。decorin的上游引物序

列为：5′- GTCTGGACAAAGTGCCAAAGGA- 3′；下

游引物序列为：5′- ATCAGCAATGCGGATGTAGG-

AG- 3′。β- actin的上游引物序列为：5′- GGCATC-

GTGATGGACTCCC- 3′；下游引物序列为：5′- TCG-

CTGTCCACCTTCCAGC- 3′。

1.4.2 细胞内总RNA的提取和RT- PCR检测 按照

TRIZOL试剂说明书分别提取每瓶牙周膜成纤维细胞

的总RNA。按照RT- PCR试剂盒说明书进行逆转录

及cDNA的扩增。decorin的PCR扩增程序为94℃预变

性3 min，以后94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，

共30个循环，72 ℃ 10 min延伸终止反应。β- actin

的PCR扩增程序为94℃预变性3 min，以后94℃ 30 s，

55℃ 30 s，72℃ 30 s，共30个循环，72℃ 10 min

延伸终止反应。

1.4.3 PCR产物的检测 PCR产物用2%水平琼脂糖

凝胶电泳，电泳结束后取出凝胶，进行吸光度扫

描，得到各扩增带光密度值和面积值，然后用其表

达量与对应的β- actin表达量的比值进行比较。

1.4.4 PCR产物的测序 PCR产物用2%水平琼脂糖

凝胶电泳，电泳结束后用刀片将扩增带割下，按照

DNA回收试剂盒的说明书将扩增后的DNA产物回

收。将回收后的目的DNA连接至T载体上，按照T载

体说明书标识的方法操作，送至上海生工测序。

1.5 统计学分析

将测量后的各扩增带的数值代入公式，计算

decorin（光密度值×面积值）/β- actin（光密度值×面积

值），根据比值来比较各组间的差异。比值的变化

可以反映decorin量的变化。

2 结果

2.1 细胞的鉴定结果

对培养的细胞行免疫组化SP法染色，结果为波

形丝蛋白阳性，角蛋白阴性，证实为牙周膜成纤维

细胞。

2.2 PCR产物的电泳结果及分析

RT- PCR琼脂糖凝胶电泳结果见图1、2，图像

经GIS凝胶分析系统分析，测得decorin和β- actin的

光密度值和面积值，代入公式计算，0.1 ng/mL组、

1 ng/mL组、10 ng/mL组、空白组结果分别为0.60、

0.86、0.90、1.19。结果表明，bFGF对牙周膜成纤

维细胞内的decorin具有抑制作用，并且具有质量浓

度依赖性，随着bFGF质量浓度的增加其抑制作用减

弱。在3个实验组中，bFGF在0.1 ng/mL时抑制作用

最强，而在10 ng/mL时抑制作用最弱。

M：DNA Marker，DL- 2000；1：β- actin；2：decorin

图 1 空白组的电泳结果

Fig 1 Results of control group

M：DNA Marker，DL- 2000；1、2：分别为0.1 ng/mL组的β- actin

和decorin；3、4：分别为1 ng/mL组的β- actin和decorin；5、6：分别

为10 ng/mL组的β- actin和decorin

图 2 实验组的电泳结果

Fig 2 Results of experimental group
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3 讨论

decorin是SLRP的一种。SLRP是小的细胞外蛋白

多糖中的一个亚类，能粘接到其他基质分子上，辅

助胶原生成或在不同组织成分之间行使桥分子的功

能[2]。成熟的decorin（相对分子质量为1×105）由核心

蛋白、一条硫酸皮肤素或硫酸软骨素糖胺多糖单链、

靠近N-末端和C-末端的半胱氨酸结构和2个或3个天

冬氨酸结合的低聚糖组成。decorin的核心蛋白呈马

蹄形，内部的空腔可能为Ⅰ型胶原提供结合位点[3]。

decorin与Ⅰ型胶原纤维关系密切，它可以通过核心

蛋白结合不同类型的胶原纤维，如Ⅰ型胶原和Ⅵ型

胶原[4]。它们之间的相互作用在大量生物学过程中

都起到关键的作用，如在生长、发育和损伤修复过

程中细胞外基质胶原支架的维持和聚集等[5]。还有

研究表明decorin可以调节成纤维细胞对胶原的吞噬

作用。低浓度的decorin可以抑制成纤维细胞对胶原

的摄取[3]。decorin另外一个作用就是调节细胞增殖。

在细胞休眠期它的表达水平增高，而在细胞活跃增

殖的时候或者在变异的细胞内它的表达水平很低，

具有生长抑制的作用[5]。decorin在牙齿矿化过程中的

作用还不很清楚，但是它的糖胺多糖结构可以结合

钙离子并且和羟磷灰石相互作用，它还出现在矿化

前组织中，如类骨质和前期牙本质[6]。

bFGF具有多种生物学功能。它能明显促进牙周

膜成纤维细胞的增殖、移行[7]。bFGF在10 ng/mL质

量浓度时对牙周膜成纤维细胞的增殖作用最强 [8]。

对富含半胱氨酸的酸性分泌蛋白和碱性磷酸酶有抑

制作用 [9]。bFGF还能提高层粘连蛋白的mRNA水

平[8]。研究表明，bFGF抑制牙周膜成纤维细胞内Ⅰ

型胶原的合成[10]，decorin与Ⅰ型胶原合成和分解的

关系密切，提示bFGF抑制decorin的合成也许是bFGF

抑制Ⅰ型胶原合成的途径之一。bFGF抑制decorin的

合成也很可能参与细胞外基质的环境改变，也可能

是参与牙周炎炎症损伤修复过程的重要调节因素之

一。有研究认为bFGF也可能通过促进血管再生和诱

导未成熟牙周膜成纤维细胞的生长及抑制牙周膜成

纤维细胞转化为矿化组织形成细胞来促进牙周再

生[11]，bFGF对decorin的抑制作用是否是这个过程的

调节因素还不清楚，也许这种抑制作用参与到了

bFGF抑制牙周膜成纤维细胞转化为矿化组织形成细

胞的过程。bFGF能促进牙周膜成纤维细胞的增殖，

bFGF抑制decorin的合成很可能是bFGF促进牙周膜成

纤维细胞增殖的重要调节因素之一。

总之，牙周组织再生是一个十分复杂的过程，

而牙周膜成纤维细胞在牙周组织再生中的具体作用

还不甚清楚。对各种生长因子在牙周组织再生过程

中的作用机制和生长因子的综合作用的研究还需要

一个漫长的过程。通过研究bFGF对牙周膜成纤维细

胞中decorin基因表达的影响来探讨bFGF在牙周再生

中的作用，为牙周组织再生提供一定的理论基础。
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