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【摘要】 目的：体外培养正常人牙龈成纤维细胞并测定其生长曲线。初步了解该细胞生物学特性。方法：用改良组织块法培养人牙龈成 

纤维细胞。通过M1_r比色法研究细胞的生长曲线。结果：改良组织块法原代培养细胞成活率达80％。培养细胞呈梭形。从第 3天呈对 

数生长。第4—5天进入平台期。结论：改良组织块法能简便快速地获得人牙龈成纤维细胞。初步了解其生物学特性。 
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人牙龈成 纤维 细胞 (human gingival fibroblasts．HGFs)是 牙 

龈固有层结缔组织的主要组成细胞，不仅具有活跃的自身更新 

能力，而且具有合成和降解胶原、弹力纤维、糖蛋白等细胞外基 

质的功能『l1。本实验采用改 良组织块 培养 法进 行人 GFs的原代 

培养，研究其生物学特性，为进～步研究做好准备。 

1材料和方法 

1．1主要试剂和仪器 

DMEM培养液(Gibco，美国)，胰蛋白酶(Gibco，美国)，胎牛血 

清 FBS(天津灏洋生物公司)，超净工作台(上海力 申科学仪器有 

限公司)，CO。孵箱(Heraeus，德 国)，倒置相差显微镜(广州光学仪 

器厂)，Mr几 (Sigma，美国)，酶联免疫检测仪(Human德国) 

1I2方法 

1．2．1原代培养 

选取本 院需行阻生牙拔除的患者 ．在 征得患者 同意后 在术 

中切取小块牙龈组织。要求患者没有牙龈增生、炎症及使用过导 

致牙龈增生的药物。术前将拔牙器械及术 区周 围消毒灭菌 ．无菌 

条件下获取小块牙龈组织 (约 3mmx3mm)~1．立 即放 人装有无血 

清 DMEM培养 液的小瓶 中 ．在 超净工作 台 内用 含有抗 生素f青 

霉素 100u／ml，链霉素 100~g／m1)的 PBS反复冲洗．用锐利小剪刀 

尽量去除牙龈上皮 ，在玻璃皿上剪成 1nml3左 右的碎块 ．均匀铺 

于六孔 培养板底面 ，其上覆盖 20x20mm盖玻 片。沿盖玻片边缘 

缓慢加 入含 10％FBS的 DMEM 培养 液 4m1．在饱 和湿 度 、5％ 

CO：、37℃标准环境下孵育 。倒置显微镜下严密 观察 细胞 生长情 

况，培养最初 3天避免过多观察细胞，待细胞爬满培养板底 70％ 

后进行传代。 

1．2．2传代培养 

在倒置显微镜下观察，当从组织块游出的原代细胞爬满培 

养板底 70％后 ，揭开覆盖 的盖玻片 ，用 2．5g／L胰蛋 白酶+1 L乙 

二胺四乙酸混合消化液进行传代。将待传代的细胞培养孔中的 

旧培养液吸掉 ，PBS冲洗两遍后，加入 2ml消化液 ，1O分钟左 

右，在倒置相差显微镜下观察见胞质回缩．细胞由细长变为圆 

形，立即加入含 10％FBS培养液终止消化．反复吹打孔底细胞 ， 

使之脱离 ，并形成细胞悬液，首次传代比例为 1：1，待细胞长满 

后，以 1：4传代。再继续传代并扩传。 

1．2．3形态观察 

★福建省卫生厅医学创新课题项目编号：2003一CX一11。 

倒置相差显微镜下观察细胞形态。 

1．2-4生长曲线测定 

取生长良好的第四代细胞，消化后收集细胞 ．按每孑L细胞数 

8000个接种 于 96孑L培养板 ，于 37℃，5％C02细胞培养箱中培养 ， 

3d换一次培养液 。于培养 1d，2d，3d，4d，5d取 出培养板 ，各检测 

孑L内分别 加入 2O MTF液 ，放人细胞培养孵育 4h后取 出，轻 

轻 吸去上清 液 ，每孑L分别加入 二 甲基 亚砜 150~1，混匀 ，充 分振 

荡 10min，酶联免疫检测仪 490nm检测各孔吸光值 ，用平均 OD 

值与各时间点绘制细胞生长曲线。 

2 结果 

2．1细胞生长形态观察 

本实验共接种 细胞 五孔 ，四孔培养成功 ，成功率约为 80％。 

原代 细胞 于 8—1 1天从组织块游 出．以组织块为 中心呈放射状排 

列生长。倒置显 微镜下观察细胞呈 长梭形 ．胞体丰满 ．胞浆突 2— 

4个 ，胞浆 均匀 ，细胞核呈 圆形 (见图 1)。细胞生 }乏特点是贴壁生 

长 ．随着培养天数的增加 ，逐渐 向四周伸展。同时 ，也可见少量呈 

扁平 的多 角形细胞 ．在胞质 中央 处有 圆形的细胞核 ．此为上皮样 

细胞。传代后人牙龈成纤维细胞生长旺盛 ，状态良好．上皮样细 

胞 消失 。 

图 1 原代培养 的 HGFs。接种 8天后可见组织 

周围有细胞游出 (倒置显微镜，~200) 

2．2生长 曲线 

接种后第 2天开始细胞数 目开始增加，第 3天进入对数生 
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长期 ，第 4—5天细胞生长减缓 ，细胞生长曲线大致呈 S形(见图 

2)。 
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图 2 HGFs生长曲线 

3 讨 论 

人牙龈成纤维细胞是牙龈固有层的主要细胞，不仅具有活 

跃的自身更新能力．而且具有合成和降解胶原等细胞外基质的 

功能，在许多生理和病理过程中起着重要作用。近年来，牙龈成 

纤维细胞体外培养模型常常用来研究牙周发病机制和治疗口一。 

实验采用本实验室改良的组织块法进行人牙龈成纤维细胞 

的原代培养 ，培养成功率高御。由于实验中取得牙龈组织来源较 

丰富 ，在细胞培养 中组织块多的培养容易成功『句。细胞培养成功 

的前提是细胞附着于壁上 ．利用盖玻片轻压组织块的方法能有 

效 防止组织块漂起 ，培养板和玻片的组织面能形成更 多的细胞 

贴附面 ，更利于细胞更好的贴壁生长及繁殖 。而且 ，为提高培养 

成功率培养液应使用适当的血清浓度，大多数文献报道使用 

10％胎牛血清 ，本实验使用该浓度也取得较好 的效果口。 

在将组 织块进行剪切成小块 的过程中尽量 去除上皮组织 ， 

由于牙龈组织的结构特殊性．上皮钉突多而细长。较深地插入固 

有层中，并不能完全去除 ，因此在原代培养时细胞的成分较杂 ， 

随着消化和传代，上皮细胞减少而成纤维细胞大量繁殖。 

通过生长曲线测定，我们发现细胞在传代后第 1—2天生长 

较为缓慢，自第三天起细胞分裂增殖活跃，生长迅速 ，进入对数 

生长期 ，在第 4天时可达最高峰。当细胞生长接近饱和时，生长 

速度明显减缓，可见其生长呈现“滞缓一对数生长一平台”模式网。 

实验通过改良的体外培养方法．简便快速地获得人牙龈成 

纤维细胞并初步了解其生物学特性，为将来进行相关的研究奠 

定了基础 。 
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