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摘要： 目的　 探究美洲大蠊提取物对脂多糖 （ＬＰＳ） 刺激人牙周膜成纤维细胞 （ＨＰＤＬＦｓ） 炎症的抑制作用。 方法　
采用原代培养法获得 ＨＰＤＬＦｓ 细胞， 经免疫组化鉴定为牙周膜成纤维细胞。 分别以 ６００、 ３００、 １５０、 ７５、 ３７􀆰 ５、 １８􀆰 ２５
μｇ ／ ｍＬ 美洲大蠊水提物和醇提物进行处理， 采用 ＭＴＴ 法检测 １２、 ２４、 ３６、 ４８ ｈ ＨＰＤＬＦｓ 细胞存活率， 选择合适的实

验时间及剂量。 建立 ＬＰＳ 诱导牙周膜成纤维细胞炎症模型， 相应剂量药物给药， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ
相对表达， ＥＬＩＳＡ 法检测 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ３８ 蛋白表

达。 结果　 与对照组比较， 在 ３６ ｈ、 １５０ μｇ ／ ｍＬ 剂量以下， 美洲大蠊水提物、 醇提物组细胞存活率随剂量升高而增加

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 ＬＰＳ 组比较， 美洲大蠊水提物和醇提物组细胞 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达， ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平，
ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ⁃ｐ３８、 ｐ３８ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 美洲大蠊提取物可能通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 活

化， 从而抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＨＰＤＬＦｓ 细胞释放 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 等炎症因子， 进而抑制炎症反应， 且美洲大蠊水提物效果优

于醇提物。
关键词： 美洲大蠊； 牙周膜成纤维细胞； 牙周炎； 脂多糖； 炎症； ＮＦ⁃κＢ
中图分类号： Ｒ２８５􀆰 ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２３）０４⁃１３１４⁃０６
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２３􀆰 ０４􀆰 ０４９

　 　 牙周炎是一种以牙周结缔组织破坏及牙槽骨吸收为特

点的慢性炎症性口腔疾病， 它也是造成牙齿缺失并影响口

腔健康的主要因素［１］ 。 牙菌斑生物膜中的细菌及其产物是

牙周病的始动因子， 细菌分泌的脂多糖 （ＬＰＳ） 激活宿主

的免疫炎症反应， ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 等表达升高， 并引起

ＭＭＰｓ 过度表达， 导致牙周软、 硬组织逐渐形成不可逆性

的破坏， 因此抑制炎症及促进牙周膜组织的再生是逆转牙

周炎的关键［２⁃３］ 。 有关文献及课题组前期研究发现， 美洲大

蠊乙醇提取物和水提物均有抗炎及促进口腔溃疡、 胃溃疡

和结肠黏膜损伤愈合的作用［４⁃６］ 。 本研究构建了人源性牙周

膜成纤维细胞的炎症模型， 进一步评价美洲大蠊提取物的

抗炎作用， 以期为美洲大蠊应用于口腔牙周炎疾病的原位

治疗提供一定的实验依据。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 人源性牙周膜成纤维细胞为原代培养细胞。
１􀆰 ２　 药物

１􀆰 ２􀆰 １　 美洲大蠊水提物 　 取美洲大蠊成虫的干燥全体

（１􀆰 ２ ｋｇ）， 粉碎后加 １０ 倍量纯水， ９５ ℃回流提取 ３ 次， 每

次２ ｈ， 收集提取液， 浓缩至 １􀆰 １５ ｇ ／ ｍＬ 左右， 加入 ９５％ 乙

醇， 调整含醇量为 ５０％ ～ ７０％ ， 搅拌 ３０ ｍｉｎ， 冷藏室中静
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置 ４８ ｈ， 过滤， 浓缩至 １􀆰 ０５ ～ １􀆰 １０ ｇ ／ ｍＬ， 冷藏室中静置

２４ ｈ， 弃去上层油脂， 下层溶液过滤， 减压浓缩至 １􀆰 ２０ ～
１􀆰 ３０ ｇ ／ ｍＬ， 冷冻干燥后即得美洲大蠊水提取物。 由大理大

学昆虫生物医药研究院刘衡老师提供， 批号 ２０２１０５１３。 取

水提物 ５􀆰 ００ ｍｇ， 加入适量 ＰＢＳ 充分溶解， 制备 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ
母液， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， 于 ４ ℃冰箱中保存， 临用

时配成实验所需浓度。
１􀆰 ２􀆰 ２　 美洲大蠊醇提物 　 取美洲大蠊成虫的干燥全体

（１􀆰 ２ ｋｇ）， 粉碎后加 ４ 倍量 ９５％ 乙醇， ７５ ℃回流提取 ３ 次，
每次 ２ ｈ， 收集提取液后过滤， 减压浓缩回收乙醇， 加入纯

水搅拌 ３０ ｍｉｎ， 冷藏室中静置 ２４ ｈ， 过滤， 浓缩至１􀆰 ０５～
１􀆰 １０ ｇ ／ ｍＬ， 冷冻干燥， 即得， 由大理大学昆虫生物医药研

究院刘衡老师提供， 批号 ２０２１０５１２。 取 ５􀆰 ００ ｍｇ， 加入适

量 ＰＢＳ 充分溶解， 制成 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 母液， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤

膜过滤， 于 ４ ℃冰箱中保存， 临用时配成实验所需浓度。
１􀆰 ３　 试 剂 　 ＤＭＥＭ 低 糖 培 养 基、 胎 牛 血 清 （ 批 号

８１２１４３６、 ２１５８７３８Ｐ， 美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）； ＲＮＡ 易分离试剂、
ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ Ｐｅｒｆｅｃｔ ｆｏｒ ｑＲＣＲ、 ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （批
号 ７Ｅ５０３Ｄ１、 ７Ｅ５９１Ｄ１、 ７Ｅ５０１Ｋ１， 南京诺唯赞生物科技股

份有限公司）； 胰蛋白酶、 ＰＢＳ 粉末、 胶原酶 Ｉ、 青⁃链霉素

混合液、 脂多糖、 甘氨酸、 三 （羟甲基） 氨基甲烷、 十二

烷基硫酸钠 （批号 ＰＢ１８０２２５、 Ｐ１０１０、 ２２５Ｖ０６１、 Ｐ１４００、
３２５Ｄ０３８、 １２６Ｘ０６２、 ２０３Ｔ０７２、 ５２６Ｋ０３１， 北京索莱宝科技

有限公司）； 小鼠抗人 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 ｐａｎ⁃ｃｙｔｏｋｅｒａｉｎ 抗体 （批号

ａｂ２５４０１５、 ａｂ２１３１３５， 英国 Ａｂｃａｍ 公司）； Ｅｎｖｉｓｉｏｎ 免疫组

化试剂盒 （批号 Ｚ２５３５５， 美国赛默飞世尔科技有限公司）；
脱脂奶粉 （批号 ０２５２０３８， 美国 ＢＤ 公司）； ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （批号 ２０２１０６０２， 南京建成生

物工程研究所有限公司）； 彩虹 １８０ 光谱蛋白 ｍａｒｋｅｒ、 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒、 ５×蛋白上样缓冲液 （批号 Ｐ００７１、
Ｐ００１２Ａ、 ７００６０１００， 上海碧云天生物技术有限公司）； ＥＣＬ
发光液、 ＰＶＤＦ 膜 （批号 Ｐ９０３１９、 ３２０３１６０２， 美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公 司 ）； ＮＦ⁃κＢ、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、 ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８、 ＧＡＰＤＨ、 ａｎｔｉ⁃
ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ 抗 体 （ 批 号 ８２４２Ｓ、 ３０３３Ｓ、 ８６９０、 ４５１１Ｓ、
５１７４Ｔ、 ７０７４Ｐ２， 美国 ＣＳＴ 公司）。 二甲基亚砜、 无水乙

醇、 异丙醇 ［批号 ２０２００５０１、 １７０３１１３６０１、 ２０２００７２０， 福

晨 （天津） 化学试剂有限公司］。
１􀆰 ４　 仪器　 ＨＣ⁃３０１８Ｒ 型高速离心机 （安徽中科中佳科学

仪器有限公司）； ＳＰｅｃｔｒａ Ｍａｘ Ｍ２ 型多功能酶标仪 ［美谷分

子仪器 （上海） 有限公司］； ＣＫＸ４１ＳＦ 型倒置生物显微镜

（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； ＨＶＥ⁃５０ 型自动高压灭菌器 （日本

Ｈｉｒａｙａｍａ 公司）； ＳＥＲＩＥＳ Ⅱ型二氧化碳恒温培养箱 （美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ＳＷ⁃ＣＪ⁃２ＦＤ 型超净工作台 （苏州

安泰空气技术有限公司）； 微量紫外分光光度计 （德国

Ｉｍｐｌｅｎ 公司）； ＧＥＴ９６⁃ＰＬＵＳ 型基因扩增仪、 ＣＦＸ９６ 型荧光

定量分析仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； Ｔａｎｏｎ ５２００ 型化学发光

成像分析仪 （上海天能科技有限公司）； ＷＩＸ⁃ｍｉｎｉＰＲ０２ 型

电泳仪 ［韦克斯科技 （北京） 有限公司］。

２　 方法

２􀆰 １　 牙周膜成纤维细胞的分离与培养 　 ２０２１ 年 ３ 月至

２０２１ 年 ５ 月收治于大理大学第一附属医院口腔科室的 １３～
２５ 岁正畸患者， 一般要求患者无全身系统性疾病， 牙齿牙

根发育完整， 无龋坏、 充填体、 修复体， 无牙周病、 根尖

病变等［７⁃９］ 。 牙齿拔除后， 先用生理盐水冲洗牙根上的血

渍， 于含 １％ 双抗的 ＰＢＳ 溶液中清洗 ２ ～ ３ 次。 从牙根 １ ／ ３
处刮取牙周韧带组织， 置于含 ０􀆰 ０４％ Ｉ 型胶原酶和 １％ 双抗

ＰＢＳ 溶液的离心管中， 于 ３７ ℃恒温水浴锅中消化 ３０ ｍｉｎ，
１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心， 弃上清， 加入适量含 ２０％ ＦＢＳ 的培养基

吹打混匀， 将其贴附在培养瓶底部， 放入 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２

培养箱中培养 ２ ｈ。 待组织贴壁后， 在培养瓶中加入 ３ ～
５ ｍＬ含 ２０％ ＦＢＳ 的培养基， 使液面没过牙周膜组织， 于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中继续培养。 每 ３ ｄ 更换 １ 次培养

基， 当细胞长至培养瓶底部 ８０％ 时可进行传代培养。
２􀆰 ２　 牙周膜成纤维原代细胞的鉴定

２􀆰 ２􀆰 １　 细胞形态学观察　 连续培养 ７ ｄ 后， 可观察到组织

周围有少量细胞爬出。 １４ ｄ 后， 待细胞长满时可进行消化

传代， 取第 ５ 代细胞接种在有玻片的板中， 待细胞长至

６０％ 时取出， 进行常规 ＨＥ 染色， 在光学显微镜下观察细

胞形态。
２􀆰 ２􀆰 ２　 免疫组化鉴定　 牙周膜成纤维原代细胞免疫组化鉴

定方法参考文献 ［７⁃９］ 报道， 将染色后的玻片置于显微镜

下观察染色情况， 并拍照记录。
２􀆰 ３　 ＭＴＴ 法检测细胞存活率 　 参考文献 ［１０］ 报道， 取

第 ５ 代处于对数生长期的细胞， 调整密度为 ２×１０５ ／ ｍＬ， 接

种于 ９６ 孔板中， 每孔 １００ μＬ， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中

培养 ２４ ｈ， 更换含 ２％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 低糖培养基培养１２ ｈ，
空白组、 阴性对照组加入等体积培养基， 美洲大蠊醇提物、
水提物组分别加入 １００ μＬ ６００、 ３００、 １５０、 ７５、 ３７􀆰 ５、
１８􀆰 ２５ μｇ ／ ｍＬ 美洲大蠊醇提物、 水提物， 分别培养 １２、 ２４、
３６、 ４８ ｈ 每孔加入 ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ 试剂 １０ μＬ， 孵育 ４ ｈ 后，
弃上清， 加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ 溶液， 振荡 ８ ～ １０ ｍｉｎ， 于

４９０ ｎｍ波长处测定光密度 （ＯＤ） 值， 计算细胞存活率， 重

复 ３ 次。
２􀆰 ４ 　 ＥＬＩＳＡ 法 检 测 ＨＰＤＬＦｓ 细 胞 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、
ｉＮＯＳ 水平　 参考文献 ［１１］ 报道， 取第 ５ 代处于对数生长

期的细胞， 调整密度为 ２×１０５ ／ ｍＬ， 接种于 １２ 孔板中， 每

孔 １ ｍＬ， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈ， 更换含 ２％
ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 低糖培养基培养 １２ ｈ， 随机分为空白组、
ＬＰＳ 组 （１００ ｎｇ ／ ｍＬ） 和美洲大蠊醇提物、 水提物组 （１５０、
７５、 ３７􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 美洲大蠊醇提物、 水提物预先孵育 １２ ｈ
后， 再用 ＬＰＳ 与药物共孵育 ２４ ｈ）， 按 “２􀆰 ３” 项下方法给

药， 每组 ３ 个复孔， 收集细胞上清， 根据 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说

明书检测 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ｉＮＯＳ 水平。
２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ＨＰＤＬＦｓ 细胞 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表

达　 收集 “２􀆰 ４” 项下各组细胞， 加入 ＲＮＡ⁃ｅａｓｙ 试剂， 冰

上裂解 ５ ｍｉｎ， 收集裂解液， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 加
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入等体积异丙醇静置 １０ ｍｉｎ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 弃

上清 （通常可见白色沉淀）， 加入预冷 ７５％ 乙醇， ８ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 重复洗 ２ ～ ３ 次， 晾干沉淀， 加入适量

ｄｄＨ２Ｏ 溶解 ＲＮＡ， 测定 ＲＮＡ 质量及浓度。 根据逆转录试剂

盒说明书， 使用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ ｃＤＮＡ 合成试剂逆转录为 ｃＤＮＡ，
然后进行扩增反应， 条件为 ９５ ℃预变性 ３０ ｓ， ９５ ℃变性

１０ ｓ， ６０ ℃退火 ３０ ｓ， 重复 ４０ 个循环。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，
采用 ２－ΔΔＣＴ 法计算 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达， 引物序列见

表 １。
表 １　 引物序列

基因 序列（５′→３′）

ＩＬ⁃１β 正向 ＧＣＧＧＣＡＴＣＣＡＧＣＴＡＣＧＡＡＴＣＴＣ

反向 ＧＣＧＧＣＡＴＣＣＡＧＣＴＡＣＧＡＡＴＣＴＣ

ＩＬ⁃６ 正向 ＧＧＣＡＣＴＧＧＣＡＧＡＡＡＡＣＡＡＣＣ

反向 ＧＣＴＣＴＧＧＣＴＴＧＴＴＣＣＴＣＡＣＴ

β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＣＡＴＧＧＡＧＡＡＡ

反向 ＣＴＧＧＡＴＡＧＣＡＡＣＧＴＡＣＡＴＧＧ

２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＨＰＤＬＦｓ 细胞 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、
ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８ 蛋白表达　 取对数生长期的细胞， 调整密度为

２×１０５ ／ ｍＬ， 接种于 ６ 孔板中， 每孔 ２ ｍＬ， 按 “２􀆰 ４” 项下

方法分组、 给药、 培养， 收集各组细胞， 加入蛋白裂解液

提取蛋白， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度， 加入 ５×蛋白上样缓冲

液， ９５ ℃水浴 １０ ｍｉｎ 进行变性。 蛋白样品上样 １０ μＬ， 凝

胶电泳分离后转移到 ＰＶＤＦ 膜上， 用 ５􀆰 ０％ 脱脂牛奶封闭

１ ｈ， 加 入 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、 ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８、 ＧＡＰＤＨ 一 抗

（１ ∶ １ ０００） ４ ℃ 摇床孵育过夜， 次日二抗山羊抗兔 ＩｇＧ
（１ ∶ ３ ０００） 孵育 １ ｈ， 显影， Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值，
用磷酸化蛋白与总蛋白的比值来反映目的蛋白活化水平。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行处理， 结果以

（ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示

差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 人牙周膜成纤维原代细胞的培养与鉴定

３􀆰 １􀆰 １　 细胞形态学观察　 牙周组织培养 ７ ｄ 时， 有少量细

胞爬出， 细胞呈长梭形和星形， 见图 １Ａ （×１００）， 胞体圆

满， 核仁清晰可见； 随着培养时间延长， 细胞数量不断增

加， 细胞呈放射状排列， 培养 １５ ｄ 时细胞长满， 似蜂窝

状， 则进行传代培养， 见图 １Ｂ （ × １００）。 ＨＥ 染色显示，
细胞形状呈长梭形， 细胞质为伊红， 细胞核为圆形或椭圆

形， 位于细胞中央， 内含有 １⁃２ 个核仁， 见图 １Ｃ （×２００）。
３􀆰 １􀆰 ２　 免疫组化染色　 抗波形蛋白染色阳性， 细胞质呈棕

色， 细胞核浅蓝色， 见图 １Ｄ （ × ２００）； 抗角蛋白染色阴

性， 细胞质无染色， 细胞核呈浅蓝色， 见图 １Ｅ （ ×２００），
表明细胞属于中胚层来源， 结合采集部位为牙根根中 １ ／ ３
部位， 可证明分离培养的细胞为牙周膜成纤维细胞。

图 １　 ＨＰＤＬＦｓ 原代细胞的分离、 培养和鉴定

３􀆰 ２　 美洲大蠊提取物对 ＨＰＤＬＦｓ 细胞存活率的影响　 如图

２ 所示， 美洲大蠊水提物、 醇提物各剂量对 ＨＰＤＬＦｓ 细胞均

无明显抑制作用。 美洲大蠊水提物给药 ３６、 ４８ ｈ 时， 在

３７􀆰 ５～１５０ μｇ ／ ｍＬ 质量浓度范围内促进细胞增殖 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）； 美洲大蠊醇提物各剂量组给药 １２、 ３６ ｈ 时， 有

促细胞增殖的作用 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ３　 美洲大蠊提取物对 ＬＰＳ 刺激 ＨＰＤＬＦｓ 细胞分泌 ＴＮＦ⁃
α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ｉＮＯＳ 炎症因子的影响 　 如图 ３ 所示， 与

空白组比较， ＬＰＳ 组细胞 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＬ⁃
６、 ＩＬ⁃１β、 ｉＮＯＳ 水平无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与 ＬＰＳ 组比

较， 美洲大蠊水提物、 醇提物各剂量组细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６
水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 美洲大蠊水提物 ７５、 １５０
μｇ ／ ｍＬ 组、 醇提物 １５０ μｇ ／ ｍＬ 组细胞 ＩＬ⁃１β 水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 美洲大蠊水提物 １５０ μｇ ／ ｍＬ 组 ｉＮＯＳ 水平

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ４　 美洲大蠊提取物对 ＬＰＳ 刺激 ＨＰＤＬＦｓ 细胞 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β
ｍＲＮＡ 表达的影响　 如图 ４ 所示， 与空白组比较， ＬＰＳ 组细

胞 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＬＰＳ 组比较，
美洲大蠊水提物和醇提物各剂量组细胞 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 美洲大蠊水提物各剂量组、 醇提
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注： 与空白组 （０ μｇ ／ ｍＬ） 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 美洲大蠊提取物对 ＨＰＤＬＦｓ 细胞存活率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 美洲大蠊提取物对 ＬＰＳ 诱导 ＨＰＤＬＦｓ 细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ｉＮＯＳ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 美洲大蠊提取物对 ＬＰＳ 诱导 ＨＰＤＬＦｓ 细胞 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

物３７􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ组细胞 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 美洲大蠊醇提物 ７５、 ３７􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 组 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表

达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
３􀆰 ５　 美洲大蠊提取物对 ＬＰＳ 诱导 ＨＰＤＬＦｓ 细胞 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ⁃
ＮＦ⁃κＢ、 ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８ 蛋白表达的影响 　 如图 ５、 表 ２ ～ ３ 所

示， 与空白组比较， ＬＰＳ 组细胞 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、 ｐ３８、 ｐ⁃
ｐ３８ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ＬＰＳ 组比较， 美洲大蠊水

提物 ７５、 １５０ μｇ ／ ｍＬ 组细胞 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ３８ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， ７５ μｇ ／ ｍＬ 组细胞 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、 ｐ⁃ｐ３８ 蛋白表达降

低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， ３７􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 组细胞 ｐ⁃ｐ３８ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而美洲大蠊醇提物各剂量组 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ３７􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 组细胞 ｐ３８ 蛋白表

达降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， １５０ μｇ ／ ｍＬ 组 ｐ⁃ｐ３８ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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注： ａ 为空白组， ｂ 为 ＬＰＳ 组， ｃ～ ｅ 为美洲大蠊水提物 ３７􀆰 ５、 ７５、 １５０ μｇ ／ ｍＬ 组， ｆ～ ｈ 为美洲大蠊醇提物 ３７􀆰 ５、 ７５、 １５０ μｇ ／ ｍＬ 组。

图 ５　 各组 ＨＰＤＬＦｓ 细胞 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、 ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８ 蛋白电泳图

表 ２　 美洲大蠊水提物对 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、 ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＮＦ⁃κＢ ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ⁃３８ ｐ⁃ｐ３８

空白组 １􀆰 １７±０􀆰 １７ ０􀆰 ３３±０􀆰 ２８ ０􀆰 ８１±０􀆰 ２６ ０􀆰 ３７±０􀆰 ３０
ＬＰＳ 组 １􀆰 ７１±０􀆰 ５１∗ ０􀆰 ６７±０􀆰 ３６∗ ０􀆰 ９４±０􀆰 ２５ ０􀆰 ５４±０􀆰 ４０∗

美洲大蠊水提物 ３７􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 组 １􀆰 ３８±０􀆰 ７３ ０􀆰 ４９±０􀆰 １２ ０􀆰 ７３±０􀆰 ４６ ０􀆰 ２７±０􀆰 ０４＃

美洲大蠊水提物 ７５ μｇ ／ ｍＬ 组 １􀆰 ２３±０􀆰 ５７＃ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０５＃ ０􀆰 ４８±０􀆰 １４＃ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０７＃

美洲大蠊水提物 １５０ μｇ ／ ｍＬ 组 １􀆰 ２４±０􀆰 ３５＃ ０􀆰 ５１±０􀆰 １３ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ４１±０􀆰 ２４

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＬＰＳ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ３　 美洲大蠊醇提物对 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、 ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＮＦ⁃κＢ ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ⁃３８ ｐ⁃ｐ３８

空白组 ０􀆰 ８１±０􀆰 ０９ ０􀆰 ９０±０􀆰 ６４ １􀆰 ２３±０􀆰 ６７ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０５
ＬＰＳ 组 １􀆰 １１±０􀆰 １９∗ １􀆰 ４６±０􀆰 ７５∗∗ １􀆰 ４１±０􀆰 １７∗ ０􀆰 ４９±０􀆰 ０６

美洲大蠊醇提物 ３７􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 组 ０􀆰 ９０±０􀆰 ３２ １􀆰 ０６±０􀆰 ３７＃ ０􀆰 ９８±０􀆰 ２４＃ ０􀆰 ４９±０􀆰 ３８
美洲大蠊醇提物 ７５ μｇ ／ ｍＬ 组 ０􀆰 ９０±０􀆰 １４ ０􀆰 ８５±０􀆰 ４０＃＃ １􀆰 １９±０􀆰 ７７ ０􀆰 ４７±０􀆰 ３３
美洲大蠊醇提物 １５０ μｇ ／ ｍＬ 组 ０􀆰 ８６±０􀆰 １８ １􀆰 ０７±０􀆰 ６６＃ １􀆰 １３±０􀆰 ６８ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０７＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

４　 讨论

牙周炎主要是由牙菌斑引起的牙周组织局部慢性炎症

口腔性疾病［１］ 。 脂多糖 （ＬＰＳ） 是革兰氏阴性菌， 具有高

度活性的致病物质， 是牙周炎的主要病因之一［１２］ 。 牙周膜

成纤维细胞在口腔发生炎症时， 会产生 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 等多

种促炎因子［１３］ ， 加剧牙周组织的破坏［１４］ 。 研究显示， 同时

抑制 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 的表达， 则可以有效减少由炎症因子诱

导生成的破骨细胞， 从而降低牙槽骨的吸收和破坏［１５⁃１６］ 。
本研究发现， 与 ＬＰＳ 组比较， 经美洲大蠊提取物干预后，
细胞 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达及 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ｉＮＯＳ
水平均下调， 提示美洲大蠊提取物可以缓解牙周炎产生的

炎症， 进而降低其对牙槽骨的吸收和破坏， 但是水提取物

和醇提物之间作用有所差别。 课题组前期研究发现， 美洲

大蠊不同溶剂提取后其主要成分含量有所差别， 美洲大蠊

水提物中多肽含量高于醇提物， 并且美洲大蠊水提物中多

肽含量占比相对较高， 推测美洲大蠊提取物中抗炎的主要

活性成分可能来自于多肽。
ＮＦ⁃κＢ 是细胞中重要的转录调节因子， 通过刺激因子

（病毒、 肿瘤坏死因子、 Ｂ 细胞活化因子、 淋巴毒素等）
的活化进而诱导多种基因的表达， 产生多种细胞因子参与

炎症反应， 是一种与炎症免疫反应密切相关的核因子。 牙

周炎的发生发展与 ＮＦ⁃κＢ 的持续或过度激活相关。 研究发

现， 牙周病变组织中大量 ＮＦ⁃κＢ 从胞浆移位进入细胞核

内， 诱导炎症和免疫相关基因的表达， 进而引起大量炎细

胞浸润， 最终导致炎症反应［１７］ 。 ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶

（ｐ３８ ＭＡＰＫ） 是一种 酪 氨 酸 磷 酸 化 蛋 白 激 酶， 属 于

ＭＡＰＫ 家族， 是参与炎症反应调控的重要信号通路。 在

利用炎症因子构建的体外诱导培养环境下， 牙周膜细胞

可表达基质金属蛋白酶 （ ＭＭＰ） ⁃１３， 同时 ｐ３８ ＭＡＰＫ
可负向调控 ＭＭＰ⁃１３ 的表达， ｐ３８ 还可调控间充质干细

胞的成骨分化 ［１８］ 。 本实验进一步研究发现， 美洲大蠊水

提物可降低 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、 ｐ３８、 ｐ⁃ｐ３８ 蛋白表达， 提

示牙周炎的发生与 ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路具有一定的联

系， 但该信号通路与牙周炎发生的关系还需要进一步

探究。
致谢　 本实验在大理大学昆虫生物医药研发重点实验

室完成， 感谢大理大学昆虫生物医药研究院刘衡老师对实

验的指导和帮助， 感谢席祖卫研究生对实验的帮助。
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群移植组， 采用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验评价学习记忆能力， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测脑组织 ＡＰＰ、 ｐ⁃Ｔａｕ、 ＢＤＮＦ、 ＴｒｋＢ、 ｐ⁃ＴｒｋＢ
蛋白表达， １６Ｓ ｒＤＮＡ 检测粪便菌群多样性。 结果　 人参蛋白、 菌群移植可缩短小鼠逃避潜伏期 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 增加穿

越平台次数 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 降低脑组织 ＡＰＰ、 ｐ⁃Ｔａｕ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 升高 ＢＤＮＦ、 ｐ⁃ＴｒｋＢ、 ｐ⁃ＴｒｋＢ ／ ＴｒｋＢ
蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 减少拟普雷沃菌属、 瘤胃球菌科＿ ＵＣＧ⁃０１４、 普雷沃氏菌科＿ ＵＣＧ⁃００１、 瘤胃球菌属＿ １
丰度 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 人参蛋白抗阿尔茨海默病的作用机制可能是调节肠道微生物多样性激活 ＢＤＮＦ ／
ＴｒｋＢ 信号通路。
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