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摘　要　目的:探讨白细胞介素-1β(IL-1β)对人牙龈成纤维细胞(HGF)培养液中可溶性细胞间粘附分子-1(sICAM-1)表达

的影响。方法:运用细胞培养技术 , 观察不同浓度的 IL-1β 诱发 sICAM-1 表达的情况 , 并采用 ELISA 法检测培养上清液中

sICAM-1 的含量。结果:正常 HGF 培养液中有微量 sICAM-1的表达 , 随着 IL-1β 浓度的增加 , sICAM-1 的表达量亦显著增加。结

论:HGF培养液中 , sICAM-1的表达与 IL-1β 浓度呈等级相关 , 其含量的改变可能在牙周炎症的病理过程中起着重要作用。
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Abstract　Objective:To evaluate the effect of interleukin-1β(IL-1β)on the expression of soluble intercellular ad-

hesion molecule-1(sICAM-1)in cultured human gingival fibroblasts(HGF).Methods:CulturedHGF were stimulated on

24-well culture plates with different concentration of IL-1β , expression of sICAM-1 in supernatant were analyzed with

ELISA methods.Result:sICAM-1 expression was slight in normal HGF , but markedly enhanced by exposure to IL-1β in

a dose-dependent manner.Conclusion:The findings suggest that the expression of sICAM-1 in HGF be up-regulated by

IL-1β , and may be involved in the pathogenesis of periodontitis.

Subject headings　interleukin-1/ analog &derivatives;intercellular adhesion molecule-1;gingiva;fibroblasts

　　国外对牙周组织局部膜型细胞间粘附分子-1

(intercellular adhesion molecule-1 , ICAM-1)的表达与

牙周疾病的发生 、发展 、愈合及复发的关系已进行

了研究 ,认为牙周炎病损区膜型 ICAM-1的表达水

平变化与牙周炎的病程发展阶段有关
[ 1]

,但对可溶

性细胞间粘附分子-1(soluble intercellular adhesion

molecule-1 , sICAM-1)与牙周疾病关系的研究尚未见

报道 。本研究采用体外细胞培养的方法 ,观察在不

同浓度的炎性因子白细胞介素-1β(interleukin-1β ,

IL-1β)作用下 ,人牙龈成纤维细胞(human gingival fi-

broblasts ,HGF)培养液中 sICAM-1表达的改变 ,分析

sICAM-1表达与 IL-1β 的相互关系 , 探讨牙周炎发

病的可能机制。

1　材料和方法

1.1　主要试剂

培养液 DMEM(Dulbecco' s Modified Eagle Medi-

um)、胎牛血清 FCS(Fetal calf serum)由中山医科大

学免疫学教研室提供;胰酶 、ICAM-1 试剂盒 、IL-1β

购自广州康润生物制品开发有限公司。

1.2　方　法

1.2.1　原代培养　无菌条件下 ,切取因正畸需要

而拔除的健康牙齿周围附着的新鲜牙龈组织 ,大小
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约为 3 mm×3 mm×2 mm ,用培养液反复冲洗后 ,将

组织块置于无菌器皿上修整 ,将剪切好的小块挟取

放置于 25 mL的培养瓶内 ,注入培养液 4 mL ,盖好

瓶盖 ,将其放入培养箱内培养 。培养液为含体积分

数为 0.1 的 FCS 的 DMEM , 每 mL 培养液中加 2

mmol/L谷氨酰胺 、100 IU 青霉素以及 100 μg 链霉

素。培养条件为 37 ℃、体积分数为 5%的 CO2 、饱

和湿度的培养箱 。

1.2.2　传代培养　原代培养后 ,每天在倒置显微

镜下观察细胞生长情况 ,待从组织块游出的细胞贴

壁生长达 1/3面积时 ,即可用 2.5 g/L胰酶进行消

化 、传代 ,传代比例为 1∶1 ,以后传代时机为细胞铺

满瓶底约 80%～ 90%,传代比例为 1∶2 ,细胞传代

至5 ～ 8代时进行实验。

1.2.3　细胞处理　将传代好的细胞调整浓度为 1

×107 个/L ,接种在 4个 24 孔的培养板中 ,每孔加

入细胞混悬液 200μL ,使得每孔含细胞 2×103 个 ,

37 ℃、体积分数为5%的CO2 、饱和湿度的培养箱培

养24 h ,镜下观察见细胞贴壁生长至单层细胞铺满

后 ,弃原液 ,将培养好的细胞分为 6 组 ,每组 8 孔 ,

在培养液中分别加入不同浓度的 IL-1β(0 、0.001 、

0.01 、0.1 、1 、10 μg/L 的 IL-1β),培养 24 h 。刺激完

成后 ,取各孔的培养上清液待测。

1.2.4　含量检测　采用 ELISA 法检测培养液中

sICAM-1的含量。

1.2.5　统计学处理　用 SPSS 统计软件包对数据

进行处理 ,两样本均数比较采用 t检验 , sICAM-1的

表达与 IL-1β浓度的相关分析采用Spearman等级相

关分析。

2　结　果

2.1　sICAM-1的表达与 IL-1β浓度的等级相关分析

随着 IL-1β浓度的增加 ,HGF 生成 sICAM-1 的

能力也相应增强 ,两者间存在着明显的等级相关关

系 ,其相关系数为 0.936(P <0.001)。

2.2　IL-1β对 HGF产生 sICAM-1的影响

HGF 经 IL-1β 作用后 ,培养上清液中 sICAM-1

的含量显著增加 ,当 IL-1β的浓度为0.001μg/L 时 ,

HGF产生 sICAM-1 的量为空白对照组的 5 倍;当

IL-1β的浓度增加为 0.01 、0.1 、1 、10 μg/L 时 , HGF

产生 sICAM-1的量分别为空白对照组的 8 倍 、16

倍 、28倍和 36倍。各浓度组与空白对照组间两两

比较 ,均存在着统计学差异(表 1)。

表 1　IL-1β 对HGF产生 sICAM-1 的浓度效应

Table 1　Dose response of sICAM-1 expression after stimulation

by different concentration of IL-1β

ρIL-1β　 /(μg.L-1)ρsICAM-1　　/(μg.L-1) 　 t 　 P

　　0 　0.3±0.4

0.001 1.5±0.5 　 7.1 　<0.001

0.01 2.5±0.8 5.0 <0.001

0.1 5.1±2.2 6.0 <0.001

1 8.8±1.4 16.8 <0.001

10 11.4±1.3 23.3 <0.001

　　 t 、P value:compared with first group;n =8 in each group

3　讨　论

细胞间粘附分子是介导细胞间粘附的重要功

能分子。它参与机体的免疫调节 ,促进白细胞在炎

症或损伤部位的聚集 ,影响 T 细胞 、B 细胞的活化

及其效应[ 2] 。它可以膜型表达于多种细胞表面 ,还

可以脱落或溶解的形式存在
[ 3]

。1991 年 Seth 和

Rothlein首先发现以溶解形式存在的 sICAM-1[ 4] ,这

种可溶性的 sICAM-1包含了膜型 ICAM-1胞外区的

绝大部分 ,能与膜型 ICAM-1竞争性地结合白细胞

膜表面的 LFA-1。由于 sICAM-1检测取样方便 ,它

在肿瘤 、自身免疫性疾病 、炎症以及移植物排斥反

应等多种疾病的发生 、发展及转归中的作用已引起

了人们的极大关注。牙周炎是牙周菌斑所引发的

炎症性病变 ,表现为牙周组织异常的炎症反应和免

疫反应 ,其中 ICAM-1介导的细胞与细胞间的粘附

对于病变区淋巴细胞的浸润有着重要作用[ 3] 。而

炎症因子 IL-1β 是牙周炎中的一种重要炎性介质 ,

它能诱导牙龈组织的主要细胞成分 HGF 表达膜型

ICAM-1[ 5 ,6] 。对于它是否能同时增强 sICAM-1的表

达 ,以加剧局部炎症反应和免疫损伤 ,并导致牙槽

骨的吸收目前尚不清楚 ,探讨这一问题对于从分子

生物学水平揭示牙周炎发病机理具有重要意义 ,并

为牙周炎的检测开辟新的途径 。

本实验发现 IL-1β能诱导 HGF 产生 sICAM-1 ,

且其产生 sICAM-1的能力与 IL-1β 浓度呈等级相

关 ,即HGF 培养液中 sICAM-1 的表达随炎症因子

IL-1β浓度的增高而加强。这说明在牙周病变过程

中 , IL-1β可能通过诱导 HGF 生成 sICAM-1 ,导致牙

周局部出现活性的淋巴细胞 、多核巨噬细胞 、中性
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粒细胞等的过多聚积 ,从而产生一系列生物学效

应。

研究还发现不同 IL-1β浓度组 sICAM-1的表达

水平存在着统计学差异 ,各实验组均显著高于对照

组。当HGF 未经 IL-1β 处理时 ,仅有微量 sICAM-1

的表达 ,而当 IL-1β 的作用浓度达 0.001 μg/L 时 ,

sICAM-1的表达显著增加 ,为对照组的 5倍 ,这说明

HGF 对炎症因子 IL-1β较为敏感 ,小剂量的 IL-1β就

能刺激 sICAM-1的大量生成。

本实验从细胞粘附信息传导的角度 ,探讨了牙

周炎症过程当中 sICAM-1的表达水平与炎症因子

IL-1β间的相互关系 ,认为 sICAM-1 可作为牙周炎

早期免疫反应的一个可靠指标。由于对牙周炎病

变过程中细胞粘附的研究尚处于初级阶段 ,对于细

胞间粘附分子在牙周组织的作用过程及其致病机

理尚有待进一步研究 。
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·简　讯·

博士后余谦的研究显示中药“胃康宁”具有
对抗大鼠实验性胃癌的作用

中山医科大学临床医学博士后余谦的研究工作报告显示中药“胃康宁”具有对抗大鼠实验性胃癌的作用 , 并通过对大鼠

实验性胃癌组织细胞 PCNA、p53 癌蛋白及 VEGF表达的抑制效应 ,能显著抑制胃癌发生 、发展过程中的自主生成 、浸润转移等

恶性生物学行为。

余谦博士在站期间在中西医结合研究所所长吴伟康教授及孙逸仙纪念医院李庆明教授指导下 ,用中医学理论结合现代

先进的分子生物学方法 ,开展《中药“胃康宁”防治实验性胃癌及对 PCNA、p53 蛋白 、VEGF表达影响的研究》 。中医学认为胃癌

的发生 、发展过程与气郁 、痰积 、脾虚 、瘀毒等病理因素密切相关 ,余博士根据此理论以具有健脾化痰 、清热解毒 、理气活血 、消

瘀散结功效的中药复方“胃康宁”开展防治大鼠实验性胃癌的研究。在细胞学水平观察中药阻止胃粘膜细胞恶性表型及促进

恶变的胃粘膜细胞逆转作用;在分子生物学水平观察与胃癌发生发展过程密切相关的 p53 癌蛋白及 VEGF 、PCNA等表达及中

药干预作用。光镜及电镜观察显示:“胃康宁”对大鼠实验诱导性胃癌的发生有不同程度的对抗作用 ,全程服用“胃康宁”组的

抗癌效果明显 ,提示预防性给予“胃康宁”具有良好的抑制大鼠胃粘膜细胞恶性表型的作用;后半程服用“胃康宁”组呈现一定

的抗癌效应 ,提示中药“胃康宁”具有一定的逆转胃粘膜细胞恶性表型作用。通过免疫组化显示:“胃康宁”具有显著抑制大鼠

实验性胃癌组织细胞中的 PCNA、p53 癌蛋白及 VEGF表达的效应 ,且全程服用的效应优于后半程服用的效应。研究结果表明

中药“胃康宁”具有抗大鼠实验性胃癌的作用。

(冯世容)
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