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［摘 要］ 目的：探讨黄芩苷对脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）促人牙周膜成纤维细胞炎症因子表达的影响。方法：培养后的

人牙周膜成纤维细胞用不同浓度的黄芩苷干预，CCK8实验观察黄芩苷对人牙周膜成纤维细胞的细胞增殖毒性。培养后的人

牙周膜成纤维细胞分为空白对照组、黄芩苷组、LPS组和LPS+黄芩苷组。空白对照组仅加入2%胎牛血清的培养液；黄芩苷组

分别加入黄芩苷 200、500 ng/mL；LPS组加入 100 μg/mL LPS；LPS+黄芩苷组加入 100 μg/mL LPS，同时分别加入黄芩苷 200、
500 ng/mL。24 h收集细胞，real⁃time PCR检测各组白介素（interleukin，IL）⁃6、IL⁃8、IL⁃1β mRNA表达的变化。结果：CCK8实验

结果显示，500 ng/mL浓度以下黄芩苷对细胞没有明显的增殖毒性。和空白对照组比较，黄芩苷组（200 ng/mL和500 ng/mL）IL⁃
6、IL⁃8、IL⁃1β的mRNA表达均无明显变化（P＞0.05），LPS组 IL⁃6、IL⁃8、IL⁃1β mRNA表达明显上升，差异有统计学意义（P <
0.05）；相比LPS组，LPS+黄芩苷（200 ng/mL）组 IL⁃6、IL⁃8、IL⁃1β mRNA表达明显下降，差异有统计学意义（P < 0.05），而LPS+黄
芩苷（500 ng/mL）组 IL⁃6、IL⁃1β mRNA表达明显上升，差异有统计学意义（P < 0.05）。结论：黄芩苷在低浓度时显示有抑炎作

用，而在浓度增加达到500 ng/mL时显示有促炎作用。
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［Abstract］ Objective：To investigate the effect of baicalin on the expression of inflammatory cytokines in human periodontal
ligament fibroblasts（HPDLFs）induced by lipopolysaccharide（LPS）. Methods：After the cultured HPDLFs were treated with different
concentrations of baicalin，the cytotoxicity of different concentrations of baicalin on HPDLFs was observed by CCK8. The cultured
HPDLFs were divided into the blank control group，the baicalin group，the LPS group，and the LPS + baicalin group. The blank control
group only added 2% fetal bovine serum culture solution；the baicalin group added 200 or 500 ng/mL baicalin，respectively；the LPS
group added 100 μg/mL LPS；the LPS + baicalin group added 100 μg/mL LPS，and 200 or 500 ng/mL baicalin，respectively. Cells were
collected 24 h later. The changes of IL⁃6，IL⁃8，and IL⁃1β mRNA expressions in each group were examined. Results：The results of the
CCK8 experiment show that the addition of baicalin to the cells at a concentration of 500 ng/mL had no significant cell proliferation
toxicity. There was no significant change in the expression of IL⁃6，IL⁃8 and IL⁃1βcompared with the baicalin group of baicalin 200 ng/
mL and 500 ng/mL（P＞0.05）. Compared with the blank control group，the expression of IL ⁃ 6，IL ⁃8 and IL ⁃1β in the LPS group
increased significantly（P < 0.05）. At the same time，when LPS + 200 ng/mL baicalin were added，the expression of IL⁃6，IL⁃8 and IL⁃
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牙周炎是口腔常见的慢性炎症性疾病，是成人

失牙的主要原因之一，也是某些全身性疾病的危险

因素［1］。黄芩为中国传统中药，黄芩苷等黄酮类有

效成分为其主要成分，具有抑菌、清热、降压、镇静、利

尿、利胆、抗炎、抗变态反应和解毒等多种作用［2-3］。

人牙周膜成纤维细胞（human periodontal ligament fi⁃
broblast，HPDLF）是牙周组织的主要细胞之一，在牙

周炎症产生发展中起重要作用。阻断炎症因子的产

生，将对阻断牙周炎症对牙周组织的过度破坏产生积

极作用［4-6］。内毒素作为革兰氏阴性厌氧菌细胞壁外

膜中的脂多糖（lipopolysaccharides，LPS）成分，是牙周

致病菌的主要毒力因子之一，可以诱导不同类型的细

胞产生各种细胞因子［6］。本研究通过体外培养HP⁃
DLF结合免疫学方法，探讨黄芩苷对牙龈卟啉单胞菌

内毒素诱导HPDLF产生炎症因子的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

HPDLF（上海信裕生物技术公司），小牛血清

（杭州四季青公司），StepOne Real⁃Time PCR System
（ABI公司，美国），Power Up SYBR Green Master Mix
（Thermo Fisher公司，美国），黄芩苷（成都曼思特生

物科技有限公司），LPS（Sigma公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

HPDLF复苏培养，置于25 mL的组织培养瓶内，

加入少量含10%胎牛血清、10 U/mL青霉素、100 U/mL
链霉素、20 mmol/L HEPES 液的高糖 DMEM 培养

液。培养于 37 ℃含 5% CO2的培养箱中，3 d换液 1
次，细胞长满瓶底后，0.5%的胰蛋白酶消化，按 1∶4
传代培养。

1.2.2 CCK8实验检测HPDLF活性

传代细胞以 5×105个/孔接种于 24孔细胞培养

板，培养 3 d，更换为 2%胎牛血清的培养液，在添加

LPS 100 μg/mL与不添加 LPS刺激的情况下分别加

入 1、10、100、500、1 000 ng/mL黄芩苷，24 h收集细

胞，CCK8实验检测HPDLF的活性。

1.2.3 Real⁃time PCR检测HPDLF中炎症因子的表达

HPDLF细胞以 5×105个/孔接种于 24孔细胞培

养板，培养 3 d，更换为 2%胎牛血清的培养液，分为

空白对照组、黄芩苷组、LPS组和 LPS+黄芩苷组。

空白对照组仅加入含 2%胎牛血清的培养液；黄芩

苷组分别加入黄芩苷 200、500 ng/mL；LPS组加入

100 μg/mL LPS；LPS+黄芩苷组加入100 μg/mL LPS，
同时分别加入黄芩苷 200、500 ng/mL。24 h后收集

细胞，抽提总mRNA，定量1 μg后65 ℃ 10 min，添加

dNTP 2 μL、Mix 5×Reaction Buffer 4 μL、RiboLock
RNase Inhibitor 1 μL、RevertAid Reverse Transcrip⁃
tase 1 μL后42 ℃ 60 min，72 ℃ 10 min灭活后收集模

板 cDNA，real⁃time PCR检测各组白介素（interleukin，
IL）⁃6、IL⁃8、IL⁃1β mRNA表达的变化。

Real⁃ time PCR 实验体系：2 × Power Up SYBR
Green Master Mix 5 μL，cDNA模板3 μL，上下游引物

1 μL。实验过程：UDG酶激活 50 ℃ 2 min；预变性

95 ℃ 2 min；变性 95 ℃ 15 s，退火 60 ℃15 s，延伸

72 ℃ 1 min，38个循环。引物由上海生工生物公司

合成，序列见表1。

1.3 统计学方法

采用SPSS统计软件进行数据分析，所有数据均

经正态性检验和方差齐性检验，多组间比较采用方

差分析，两两比较采用 LSD⁃t检验，P ≤0.05为差异

有统计学意义。

1β were significantly decreased compared with LPS alone（P < 0.05）. When LPS + 500 ng/mL baicalin were added，the expression of IL
⁃6，and IL⁃1β were significantly increased compared with LPS alone（P < 0.05）. Conclusion：Baicalin showed anti⁃inflammatory effect
at a low concentration，and showed pro⁃inflammatory effect when the concentration increased to 500 ng/mL.
［Key words］ baicalin；lipopolysaccharides；human periodontal ligament cells

［Acta Univ Med Nanjing，2019，39（01）：050⁃053］

表1 PCR引物序列

Table 1 PCR primer sequences
基因

IL⁃1β

IL⁃6

IL⁃8

GAPDH

引物（5′→3′）
上游ATGATGGCTTATTACAGTGGCAA
下游GTCGGAGATTCGTAGCTGGA
上游ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG
下游CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG
上游TTTTGCCAAGGAGTGCTAAAGA
下游AACCCTCTGCACCCAGTTTTC
上游GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT
下游GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG
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图2 处理组为200 ng/mL黄芩苷时各组 IL⁃1β（A）、IL⁃6（B）、IL⁃8（C）mRNA的表达

Figure 2 When the treatment group is added with 200 ng/mL baicalin，it shows the changes of IL⁃6，IL⁃8 and IL⁃1β were
compared with the blank control group and the non⁃treated group

2 结 果

2.1 黄芩苷对HPDLF活性的影响

CCK8实验证实，黄芩苷低于 500 ng/mL时刺激

细胞没有明显的细胞增殖毒性（图1）。

2.2 黄芩苷对LPS促HPDLF炎症因子表达的影响

200 ng/mL黄芩苷时，黄芩苷组和空白对照组比

较 IL⁃6、IL⁃8、IL⁃1β mRNA 表达无明显变化（P＞

0.05），LPS组 IL⁃6、IL⁃8、IL⁃1β mRNA表达明显升

高，差异有统计学意义（P < 0.05，图2），黄芩苷干预

后，LPS+黄芩苷组 IL⁃6、IL⁃8、IL⁃1β mRNA表达明显

下降，差异有统计学意义（P < 0.05，图2）。
500 ng/mL黄芩苷时，单独加入黄芩苷和空白对

照组比较 IL⁃6、IL⁃8、IL⁃1β无明显变化（P＞0.05），

LPS组，IL⁃6、IL⁃8、IL⁃1β mRNA表达明显上升，差

异有统计学意义（P < 0.05，图 3），黄芩苷干预后，

LPS+黄芩苷组 IL⁃6、IL⁃1β mRNA表达比 LPS组显

著上升，差异有统计学意义（P < 0.05，图 3），IL⁃8
无明显变化（P＞0.05）。
3 讨 论

牙周病是一组病因复杂的免疫炎症破坏性疾

病。菌斑细菌是其发生的始动因子，细菌的包膜成

分及产生的酶、毒素、代谢产物等可以直接引起牙

周组织的破坏。然而目前认为细菌对牙周组织的

直接破坏作用有限，而由细菌激发的宿主免疫反应

是造成牙周组织破坏的主要原因。牙周防御细胞在

抵抗细菌的同时释放大量炎性反应介质、细胞因子

（如 IL⁃6、IL⁃8、IL⁃1β），最终导致牙周组织损伤［7-9］。
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图1 CCK8实验测定HPDLF的增殖活性

Figure 1 CCK8 assay determines the activity of periodon⁃
tal ligament fibroblasts

两组比较，*P＜0.05，n=3。
图3 处理组为500 ng/mL黄芩苷时各组 IL⁃1β（A）、IL⁃6（B）、IL⁃8（C）mRNA的表达

Figure 3 When the treatment group is added with 500 ng/mL baicalin，it shows the changes of IL⁃6，IL⁃8 and IL⁃1β were
compared with the blank control group and the non⁃treated group
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因而除了进行常规的菌斑控制外，通过药物抑制或

阻断炎症因子产生的通路可能成为治疗牙周炎的

新途径。黄芩性寒苦，归肺、胆、脾、大肠、小肠经，

为常用中药，有清热泻火、解毒、止血、安胎等作用，

其有效成分为黄酮类［10］。目前从黄芩中提取并鉴

定出结构的黄酮类成分已有十多种，其中含量较

高、并有明确抗炎作用的有黄芩苷（baicalin，7⁃D⁃葡
萄糖醛酸⁃5，6⁃二羟基黄酮），其是从唇形科植物黄

芩的干燥根提取的黄酮类化合物［11］。黄芩甙作为

抗炎和抗感染药物，具有抑菌、清热、降压、镇静、利

尿、利胆、抗炎、抗变态反应和解毒等多种作用。已

在东方国家广泛应用，没有明显不良反应［12］。近来

研究发现，黄芩苷可通过抗氧化、抑制酶活性和调

节免疫等生物学活性发挥其药理作用。黄芩苷作

为一种黄酮类化合物，长期广泛应用于支气管炎、

肝炎、肾炎以及哮喘等炎性反应性疾病的治疗。有

研究表明，作为一种抗氧化剂，黄芩苷能够通过抑

制对氧化还原敏感的核转录因子NF⁃κB调节环氧

化酶 2和诱导型一氧化氮合酶的表达，进而减少前

列腺素E2（prostaglandin E2，PGE2）和一氧化氮（NO）
的产生［2］。而体外研究证实PGE2和NO能够诱导巨

噬细胞和成骨细胞产生胶原酶。这些研究提示除

了对基质金属蛋白酶（MMP）的直接抑制作用外，黄

芩苷还可能是通过环氧化酶2和诱导型一氧化氮合

酶通路抑制MMP。已经有报道证实黄芩甙能够选择

性地结合趋化因子 IL⁃8，并减少体内趋化因子诱导

的中性粒细胞浸润。但在牙周炎症体外细胞实验

中关于黄芩苷对牙周炎症因子的影响研究甚少。

以往有研究显示，黄芩苷抑制炎症的作用表现出浓

度依赖性［13］。本研究发现黄芩苷对人牙周成纤维细

胞没有明显毒性作用，不会刺激人牙周成纤维细胞产

生炎症因子，在低浓度时对牙周炎症表现出抑制炎症

的作用，而在高浓度（500 ng/mL）时，表现出促炎作

用，这与以往研究有所差异。但也明确表明黄芩苷在

低浓度时对牙周炎症的确有抑制作用，其相关分子机

制还有待进一步研究。
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