
translation initiation factor 2α ( eIF2α ) ，activating transcription factor 4 ( ATF4 ) ，C /EBP-homologous protein
( CHOP) ，tribbles homolog 3 ( TＲIB3 ) ，inositol-requiring enzyme 1 ( IＲE1 ) ，spliced X-box binding protein1-S
( XBP1-S) ，non-spliced X-box binding protein 1-U ( XBP1-U) and activating transcription factor 6 ( ATF6) ; An-
nexin V-PE /7-AAD double staining was used to detect the apoptosis rate of cells in each group; The changes in the
cell proliferation ability were determined by the cell counting kit-8 assay; The relative contents of alanine amin-
otransferase ( ALT) ，aspartate aminotransferase ( AST) ，alkaline phosphatase ( AKP) ，total bilirubin ( TBIL) and
indirect bilirubin( IBIL) in the supernatant of cell culture were detected by kits． Ｒesults At the protein level，
ＲFP induced the protein expression of MANF，GＲP78，p-eIF2α，ATF4 and ATF6; at the gene level，ＲFP in-
duced the gene expression of MANF and UPＲ-related genes GＲP78，PEＲK，eIF2α，ATF4，CHOP and TＲIB3 in
HepG2 cells． After MANF knockdown，the protein expression levels of GＲP78，p-PEＲK，p-eIF2α，ATF4，ATF6
and the genes expression levels of UPＲ-related genes mentioned above were further up-regulated ( P ＜ 0. 05) ． Mo-
reover，it was also found that after MANF knockdown，the rate of apoptosis increased ( P ＜ 0. 01) ，the cell prolif-
eration ability decreased ( P ＜ 0. 01) ，and the levels of cell injury markers ALT，AST，AKP，TBIL and IBIL in the
supernatant of cell culture increased ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion ＲFP activates the UPＲ，which is further enhanced
by MANF knockdown，and cell injury is aggravated，indicating that MANF may play a protective role in ＲFP-in-
duced HepG2 cell injury by regulating the UPＲ．
Key words mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor; rifampicin; endoplasmic reticulum stress; cell
injury; mechanism
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芹菜素对人牙髓间充质细胞增殖和成骨分化的影响
汪芹芹1，徐 燕1，胡韶光1，刘珂珂1，桂双英2

摘要 目的 探讨芹菜素对人牙髓间充质细胞( hDPSCs) 增

殖与成骨分化的影响。方法 CCK-8 法检测不同浓度芹菜

素对 hDPSCs 增殖的影响; 碱性磷酸酶活性检测及碱性磷酸

酶染色( ALP) 和茜素红染色观察芹菜素对 hDPSCs 矿化能力

的影响; Ｒeal-time PCＲ 检测芹菜素影响下 hDPSCs 成骨向分

化相关基因表达情况。构建兔颅骨缺损模型( 4 个直径 8
mm 圆形缺损) ，分四组: 空白组、骨粉组、普通培养的 hDP-
SCs 复合骨粉组、含 5 μmol /L 芹菜素培养的 hDPSCs 复合骨

粉组。术后 4、8 周取标本行 Micro-CT 测量骨体积分数。结

果 CCK-8 检测显示 5 μmol /L 芹菜素对 hDPSCs 增殖影响

最优; 茜素红染色结果显示 5 μmol /L 芹菜素组钙结节的数

量明显增多，碱性磷酸酶活性显著提高( P ＜ 0. 001) ; PCＲ 结
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果显示 5 μmol /L 芹菜素组 ＲUNX2 和 OCN 表达上调。Mi-
cro-CT 显示在 4、8 周含 5 μmol /L 芹菜素培养的 hDPSCs 复

合骨粉组的新骨形成较普通培养的 hDPSCs 复合骨粉组多，

空白组与骨粉组成骨效果不明显。结论 芹菜素能促进

hDPSCs 的增殖和成骨分化，为临床治疗牙周骨缺损提供新

思路。
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牙周炎是导致牙周组织缺损的重要因素之一，

随着再生医学和牙周组织工程的发展，以自体来源

的种子细胞复合生物材料植入牙周病损部位，修复

牙周缺损受到越来越多学者的关注［1 － 2］。但是，如

何获取大量种子细胞仍是一个难题。芹菜素( 4'，5，

7，-三羟基黄酮) 是一种黄酮类化合物，无毒且无致

突变性，还有抗炎、抗氧化、抗病毒活性及抗肿瘤等

药理作用［3］。许周媚 等［4］证实了芹菜素可显著促

进 MC3T3-E1 细胞成骨分化和矿化。人牙髓间充质
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细胞( human dental pulp mesenchymal stromal cells，
hDPSCs) 来源丰富、取材方便、免疫排斥小［5］。该研

究通过观察黄酮类化合物芹菜素对 hDPSCs 增殖及

骨向分化的影响，探讨芹菜素用于辅助治疗牙周病

等骨缺损疾病的可能性。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂与仪器 芹菜素( 美国 MCE 公司) ;

胎牛血清( fetal bovine serum，FBS) ( 美国 Gibco 公

司) ; DMEM 培养基( 美国 Hylcone 公司) ; Countstar
细胞计数仪( 上海睿钰生物科技有限公司) ; 细胞培

养箱、JJT-900 超净台( 美国 Thermo 公司) ; 荧光倒置

显微镜( DMI3000B，德国 Leica 公司) ; Elx808U 酶标

仪、BCIP /NBT 碱性磷酸酯酶试剂盒( 上海碧云天生

物技术有限公司) ; 茜素红染液( 美国 Sigma 公司) ;

Bio-oss 骨粉( 瑞士 Geistlich 公司) ; 扫描电镜( Hita-
chi S-4800，日本日立公司) 。
1． 2 实验药物 将适量芹菜素粉末溶于 100 μl
DMSO 中获得 10 mmol /L 芹菜素溶液，0. 22 μm 过

滤除菌，－ 20 ℃保存。使用时用培养基稀释成实验

所需浓度。
1． 3 实验动物 普通级新西兰兔 10 只，雌雄不限，

2. 25 ～ 2. 75 kg，日龄 90 ～ 120 d。由安徽医科大学

动物中心提供并饲养。经安徽医科大学实验动物伦

理委员会批准( 编号: LLSC20190122) 。
1． 4 hDPSCs 分离培养与传代 从安徽省口腔医

院口腔颌面外科收集健康的离体第 3 磨牙，患者年

龄 18 ～ 35 ( 23. 4 ± 5. 10 ) 周岁。在超净工作台中用

无菌 PBS 冲洗离体牙后劈开牙冠，取出牙髓组织，

剪碎成 1 mm × 1 mm × 0. 5 mm 大小组织块移入 6
孔板中，每孔 3 ～ 5 小块组织。盖玻片盖于组织块

上，轻轻加压固定，防止气泡产生影响细胞的爬出。
于 37 ℃、5% CO2 条件下进行原代培养，当细胞从

组织块周围爬出并达孔底面积 60% 左右时，0. 25%
胰蛋白酶消化后进行传代培养。
1． 5 hDPSCs 的鉴定 倒置显微镜下观察细胞形

态。取第 2 代细胞，5 个流式管，每管 1 × 106 个细

胞。4 ℃下 1 000 r /min 离心 5 min 后去上清液，无

菌 PBS 溶液洗涤 1 次。每管用 100 μl PBS 重悬细

胞沉 淀，按 照 抗 体 说 明 书 分 别 加 入 CD34、CD45、
CD44、CD73 抗体，设置 1 个空白对照管，混匀后在 4
℃避光孵育 30 min。PBS 溶液洗涤 2 次后重悬，上

流式细胞仪检测。
1． 6 CCK-8 试剂盒检测细胞增殖情况 取第 3 代

细胞，接种于 3 个 96 孔板，细胞密度为 3 × 103 /孔。
分无芹菜素组及含不同浓度芹菜素( 0. 1、1、5、10、50
μmol /L) 的实验组，每组设 5 个复孔。于 37 ℃、5%
CO2 恒温培养箱内培养，24 h 后换液。分别在第 1、
2、3 天按照 CCK-8 试剂盒说明书操作，用酶标仪测

定 450 nm 处吸光度值( optical density，OD) 。使用

GraphPad Prism 6 作图。
1． 7 细胞成骨诱导及成骨能力检测

1． 7． 1 碱性磷酸酶( alkaline phosphatase，ALP) 活

性的测定 成骨诱导液配置: 10 μmol /L 地塞米松，

50 mg /L 维生素 C，10 mmol /L β-甘油磷酸钠。取第

3 代细胞，以 5 × 103 /孔的密度接种于 3 个 96 孔板，

每组设 5 个复孔，分为无芹菜素组，成骨诱导液组

( OIM) 及含不同浓度芹菜素( 0. 1、1、5、10、50 μmol /
L) 的成骨诱导液组，24 h 后换液，后每 3 d 换液，分

别在培养的第 1、4、7 天按照碱性磷酸酯酶试剂盒具

体流程进行检测。
1． 7． 2 ALP 染色 根据上述结果，选择浓度为 5
μmol /L 的芹菜素进行后续实验。实验分为 3 组: 对

照组为 DMEM 液组; 矿化组为成骨诱导液组; 实验

组为 5 μmol /L 芹菜素成骨诱导液组。取生长状态

良好的第 3 代细胞，以 5 × 103 /孔的密度接种于 6 孔

板，每组设 2 个复孔，24 h 后换成以上 3 组培养液，

后每 3 d 换液，培养至 14 d。按照 ALP 显色试剂盒

说明书进行染色。
1． 7． 3 茜素红染色 实验分为 3 组: 同 ALP 染色。
将细胞接种于 6 孔板，5 × 103 /孔，每组设 2 个复孔，

24 h 换成以上 3 组培养液，后每 3 d 换液，培养至 21
d; 用 4% 的多聚甲醛溶液固定 30 min; 弃固定液，

PBS 清洗后，加入茜素红染液，染色 30 min。
1． 8 Ｒeal-time PCＲ 取第 3 代细胞在 6 孔板中培

养，5 × 103 /孔，每组设 2 个复孔，7 d 后使用 TＲIzol
裂解细胞，收集并检测 ＲNA 浓度，浓度合适后使用

Prime-ScriptTM ＲT Master Mix 系统逆转录合成 cD-
NA。以 cDNA 作为模板，β-actin 为内参，上 PCＲ 仪

检测，全程严格按照试剂说明书操作。引物序列见

表 1。

表 1 Ｒeal-time PCＲ 引物及其序列

基因 引物序列 ( 5'-3')
OCN F: CCAGGCGCTACCTGTATCAATGG

Ｒ: GCCGATGTGGTCAGCCAACTC
ＲUNX2 F: CGCCACCACTCACTACCACAC

Ｒ: TGGATTTAATAGCGTGCTGCC
β-actin F: CTCCATCCTGGCCTCGCTGT

Ｒ: GCTGTCACCTTCACCGTTCC
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1． 9 动物实验

1． 9． 1 骨粉与 hDPSCs 复合物的制备 选用第 3
代 hDPSCs，以 1 × 106 /ml 细胞高浓度接种于骨粉支

架上，放在 50 ml 离心管，低速震荡，孵育 2 h 后转移

到 24 孔 板，分 别 加 入 普 通 DMEM 培 养 基 和 含 5
μmol /L 芹菜素的培养基，置于恒温培养箱培养，培

养 3 d 后扫描电镜观察复合物情况。
1． 9． 2 显微镜观察复合物 用 PBS 洗涤 2 次，

2. 5%戊二醛溶液固定 2 h 后弃固定液，再用 PBS 洗

涤 3 次，每次 20 min; 后续依次加入 50% 乙醇溶液、
60%乙醇溶液、70% 乙醇溶液、80% 乙醇溶液、90%
乙醇溶液，每个浓度各洗 20 min; 然后加入 100% 乙

醇溶液、洗 2 次，每次 20 min。使用临界点干燥仪干

燥样本，送样进行表面喷金，扫描电镜下观察。
1． 9． 3 动物模型的制备 实验兔称重后用 3% 戊

巴比妥钠行耳缘静脉麻醉( 1 ml /kg) ，将兔子俯卧位

固定在手术台，术前头部剃毛，消毒，铺巾，在颅顶正

中部位切开至骨膜，剥离骨膜，显露骨面。剥离范围

向前至鼻根点处，向后方至枕骨结节。沿冠状缝、矢
状缝将颅骨分成四个区域，每个区域造直径 8 mm
的圆形全层骨缺损; 随机分成 4 组: 空白组、骨粉组、
普通培养的 hDPSCs 复合骨粉组、5 μmol /L 芹菜素

培养的 hDPSCs 复合骨粉组。全程用灭菌生理盐水

降温。术后肌注抗生素 3 d，伤口涂抹红霉素软膏预

防感染。
1． 9． 4 Micro-CT 分析 术后 4、8 周处死实验兔，方

法为麻醉后空气栓塞处死，取出颅骨缺损处组织，范

围在缺损外 2 mm 处，进行 Micro-CT 扫描。扫描电

流 500 mA，电压 80 kv，扫描完成后将数据直接导入

系统中，进行骨体积分数分析，计算得出缺损区 BV /
TV 值，并使用 GraphPad Prism 6 作图。
1． 10 统计学处理 采用 SPSS 22. 0 软件进行数据

分析，多组间比较采用方差分析，两组间比较采用 t
检验，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 hDPSCs 的培养与鉴定 原代细胞 5 d 左右开

始爬出，12 d 左右达到孔底的 60% 左右。贴壁的

hDPSCs 大部分为长梭形，与成纤维细胞类似 ( 图

1) ，流式细胞仪对 hDPSCs 进行表面抗原的检测，结

果显示阳性表达 CD44( 93. 98% ) 、CD73( 97. 47% ) ;

阴性表达 CD34 ( 0. 01% ) 、CD45 ( 0. 00% ) 。符合间

充质来源的特征( 图 2) 。

图 1 显微镜下原代培养及传代培养的细胞

A: 原代细胞 × 40 B: 传代后细胞 × 100

2． 2 芹菜素对 hDPSCs 增殖的影响 CCK-8 结果

显示，0. 1 ～ 10 μmol /L 芹菜素对 hDPSCs 无明显的

毒性作用，48 h 时，与其他对照组比较，5 μmol /L 芹

菜素对 hDPSCs 增殖有显著促进作用，差异有统计

学意义( F = 14. 640，P ＜ 0. 001) ，72 h 时促进作用更

明显，差异有统计学意义( F = 33. 843，P ＜ 0. 001 ) 。
当剂量达到 50 μmol /L 时，芹菜素具有抑制 hDPSCs
增殖的趋势( 图 3) 。
2． 3 成骨诱导后成骨能力检测结果

2． 3． 1 ALP 活性表达情况 用 ALP 试剂盒检测培

养 1、4、7 d 后的 ALP 活性水平。4 d 时，与对照组比

较，5 μmol /L 芹菜素组细胞内 ALP 活性显著增高

( F = 310. 121，P ＜ 0. 001) ; 7 d 时，OD 值明显增高，

差异 有 统 计 学 意 义 ( F = 404. 063，P ＜ 0. 001 )

( 图 4) 。
2 ． 3 ． 2 茜素红染色 经过 21 d 的体外成骨诱导

图 2 流式细胞仪检测结果
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后，茜素红染色可见 5 μmol /L 芹菜素成骨诱导液组

形成的钙结节数量较矿化组多，对照组未见明显的

矿化结节形成( 图 5) 。

图 3 CCK-8 法检测细胞增殖情况

与 0 μmol /L 芹菜素组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

图 4 ALP 定量分析

与 0 μmol /L 芹菜素组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

图 5 茜素红染色

A: 对照组; B: 矿化组; C: 实验组

2． 3． 3 ALP 染色 经过 14 d 的体外成骨诱导后，

镜下可见 5 μmol /L 芹菜素组与矿化组较对照组均

有蓝紫色形成，且 5 μmol /L 芹菜素组颜色更深，范

围更大( 图 6) 。
2． 4 Ｒeal-time PCＲ 结 果 7 d 成 骨 诱 导 后，5
μmol /L 芹 菜 素 组 hDPSCs 成 骨 相 关 基 因 OCN 的

mＲNA 相对表达量较对照组均增加，差异有统计学

意义( F = 25. 747，P = 0. 005 ) ; ＲUNX2 mＲNA 相对

表达量 较 对 照 组 增 加，差 异 有 统 计 学 意 义 ( F =
46. 791，P = 0. 002) ( 图 7) 。

图 6 ALP 染色 × 100

A: 对照组; B: 矿化组; C: 实验组

图 7 芹菜素对 hDPSCs 成骨向分化相关基因 mＲNA 表达的影响

A: Ｒunx2; B: OCN; 与空白组比较: * P ＜ 0. 05; 与矿化组比较:
#P ＜ 0. 05

2． 5 细胞骨粉复合物扫描电镜观察 扫描电镜观

察到 hDPSCs 与骨粉复合培养 3 d，细胞可黏附于骨

粉存活并且伸出伪足( 图 8) 。

图 8 扫描电子显微镜下观察 hDPSCs /Bio － oss 复合物 × 6 130

2． 6 兔颅骨造模 4 个区域按照 8 mm 直径造 4 个

圆形全层骨缺损，用有刻度的探针测量直径，依次放

好移植物后缝合( 图 9) 。
2． 7 Micro-CT 结果 术后 4 周骨体积分数检测显

示，与普通培养的 hDPSCs 复合骨粉组比较，5 μmol /
L 芹菜素培养的 hDPSCs 复合骨粉组骨体积分数较

大，空白组及骨粉组无明显新骨形成，差异有统计学

意义( F = 94. 389，P ＜ 0. 01 ) ; 术后8周骨体积分数
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图 9 术区大体观

A: 颅骨缺损造模; B: 完整取出骨组织块; C: 放置细胞支架复合物; D: 缝合

检测显示，5 μmol /L 芹菜素培养的 hDPSCs 复合骨

粉组新骨形成较普通培养的 hDPSCs 复合骨粉组

多，差异有统计学意义( F = 38. 139，P ＜ 0. 01) ，空白

组及骨粉组形成少量新骨( 图 10) 。

图 10 兔颅骨缺损区骨体积分数( BV/TV)

与普通培养的 hDPSCs 复合骨粉组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

组织工程的原理是在体外培养种子细胞，使种

子细胞具有强大的增殖和分化能力，然后将它们与

生物材料复合植入病变区域，以恢复缺损组织的形

态和功能［6］。牙周再生组织工程同样如此，由于牙

周炎，牙周缺损暴露于口腔中复杂的微生物环境中，

不利于机体自身产生大量的种子细胞。因此体外刺

激细胞增殖和分化是必要的［7］。来源于牙髓的细

胞具有无创伤、易于分离、增殖率高等优势，可以从

第三恒磨牙、正畸牙或其他原因拔除的健康牙的牙

髓组 织 中 分 离 培 养 获 得，而 不 受 伦 理 问 题 的 影

响［8］。选用 hDPSCs，不仅有来源广泛、取材简便、体
外易培养等优点，且细胞来源于患者自身，更减少了

免疫排斥反应。有研究［9 － 10］显示芹菜素可以通过

产生膜孔诱导真菌凋亡发挥显著的抗真菌活性。也

有研究［11］表明芹菜素可通过减少氧化应激抑制过

度活跃的自噬和凋亡来缓解与年龄相关的骨骼肌的

萎缩。以上研究证明了芹菜素的抗菌抗氧化的药理

作用，对于牙周炎患者来说，抗菌抗炎治疗也是必不

可少的，因此，芹菜素的这些药理作用更能保障牙周

再生过程的顺利进行。
本实验探讨黄酮类化合物芹菜素对 hDPSCs 增

殖和成骨分化的影响。通过改良组织块法体外培养

人的健康牙髓组织，获得 hDPSCs。流式细胞仪检测

细胞表面抗原 CD34、CD45、CD44、CD73，证明培养

的细胞属于间充质来源。利用 CCK-8 法检测不同

浓度芹菜素( 0. 1、1、5、10、50 μmol /L) 对 hDPSCs 增

殖的影响，结果显示 5 μmol /L 的芹菜素对 hDPSCs
增殖影响最优，且与对照组差异有统计学意义( P ＜
0. 001) ; ALP 活性水平是成骨细胞分化成熟的早期

标志之一，ALP 活性测定结果显示 5 μmol /L 芹菜素

作用后活性显著提高( P ＜ 0. 001) ; 茜素红染色结果

显示 5 μmol /L 芹菜素组钙结节的数量明显增多，

ALP 染色镜下见 5 μmol /L 芹菜素组颜色明显加深。
Ｒeal-time PCＲ 结果显示 5 μmol /L 芹菜素组 ＲUNX2
和 OCN 的 mＲNA 表达明显上调。

以上实验室结果均证明 5 μmol /L 芹菜素可以

促进 hDPSCs 的增殖和成骨向分化，为了进一步证

明，将含有 5 μmol /L 芹菜素培养的 hDPSCs 与 Bio-
oss 骨粉复合，置于兔颅骨缺损区。4、8 周后取出缺

损区标本，测量骨体积分数，含 5 μmol /L 芹菜素培

养的 hDPSCs 复合骨粉组形成的新骨较其他对照组

更多。本实验选择 Bio-oss 骨粉复合细胞，是希望骨

粉能在新骨形成过程中起到支架的作用，为成骨过

程提供空间结构，能更好的促进成骨。
综上所述，芹菜素能促进 hDPSCs 的增殖和成

骨向分化，5 μmol /L 芹菜素培养的 hDPSCs 复合骨

粉能促进新西兰兔颅骨缺损的修复。但分子调控机

制有待进一步研究。此外，本研究可以为后续治疗
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牙周骨缺损等疾病及制备原位液晶缓释递药系统提

供思路。
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The effect of apigenin on the proliferation and osteogenic differentiation
of human dental pulp mesenchymal stromal cells

Wang Qinqin，Xu Yan，Hu Shaoguang，et al
( Dept of Periodontology，Stomatological College of Anhui Medical University，

Key Lab of Oral Disease Ｒesearch of Anhui Province，Hefei 230032)

Abstract Objective To explore the effect of apigenin on the proliferation and osteogenic differentiation of human
dental pulp mesenchymal stromal cells ( hDPSCs) ． Methods CCK-8 method was used to detect the effect of differ-
ent concentrations of apigenin on the proliferation of hDPSCs; Alkaline phosphatase activity detection，alkaline
phosphatase staining ( ALP) and alizarin red staining were used to observe the effect of apigenin on the mineraliza-
tion ability of hDPSCs; Ｒeal-time PCＲ was used to detect the expression of genes related to osteogenic differentiation
of hDPSCs under the influence of apigenin． A rabbit skull defect model ( 4 round defects with a diameter of 8 mm)

was constructed and divided into four groups: blank group，bone meal group，normal cultured hDPSCs composite
bone meal group，and 5 μmol /L apigenin cultured hDPSCs composite bone meal group． The specimens were taken
4 and 8 weeks after the operation，and the bone volume fraction was measured by Micro-CT． Ｒesults CCK-8
showed that 5 μmol /L apigenin had the best effect on the proliferation of hDPSCs; In the 5 μmol /L apigenin group，

the results of alizarin red staining showed a significant increase in the number of calcium nodules and a significant
increase in alkaline phosphatase activity ( P ＜ 0. 001) ; PCＲ results showed that the expression of ＲUNX2 and OCN
was up-regulated in the 5 μmol /L apigenin group． Micro-CT showed that the hDPSCs compound bone meal group
cultured with 5 μmol /L apigenin had more new bone formation than the normal cultured hDPSCs compound bone
meal group at 4 and 8 weeks，the effect of the blank group and bone meal to form bone was not obvious． Conclusion
Apigenin can promote the proliferation and osteogenic differentiation of hDPSCs，providing new ideas for the clin-

ical treatment of periodontal bone defects．
Key words apigenin; human dental pulp mesenchymal stromal cells; bone regeneration; periodontitis
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