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#摘要$

!

目的
!

研究丙氨酰谷氨酰胺"

M*(&K*-

%溶液对体外培养的人颊黏膜成纤维细胞的生长'蛋白合成和碱性磷酸酶

"

MDG

%活性的影响&方法
!

实验分为对照组"

B

组%'

M*(&K*-

组"

M

组%和
K*-

组"

K

组%!

M

'

K

组各设推荐浓度的
:

'

;

'

<

'

!

'

!

$

<

'

!

$

;

和
!

$

:

倍
9

个梯度浓度!在体外培养的人颊黏膜成纤维细胞中分别加入上述各组溶液&培养至
!<

'

<;

'

67

'

;:

'

75

和
9<,

!用流

式细胞仪计数细胞并绘制细胞生长曲线#用酶联免疫检测对应时段各自
MDG

水平!

9<,

时检测各组细胞蛋白水平&结果
!

B

组

在
9<,

内细胞数量并未明显变化!

MDG

水平随着时间推移有所增加!但变化幅度小于
M

'

K

组"

!

$

505#

%#

M

'

K

组在
<;,

以内都

能明显促进细胞生长!

MDG

的水平也明显提高"

!

$

505#

%!且以
!

$

<

倍推荐浓度组最为显著#各药物浓度组细胞蛋白水平均高于

B

组"

!

$
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%&结论
!

M*(&K*-

能促进颊黏膜成纤维细胞生长!浓度过高或过低可影响细胞持续生长!以
!

$

<

倍推荐浓度"即

M*(&K*-

浓度为
!70#'

C

$

'D

%时细胞生长情况最好&

#关键词$

!

口腔黏膜#成纤维细胞#碱性磷酸酶#丙氨酰谷氨酰胺#细胞生长
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口腔复发性阿弗他溃疡!

O21FOO2-/(

N

,/,.F+F*12O

#

IMd

"

是最常见的口腔黏膜病#是以口腔黏膜自发性+复发性溃疡为

特点的一种疾病#普通人群的发病率为
<5X

左右(

IMd

的局

部治疗目前以消炎+止痛+防止继发感染+促进愈合为原则)

!

*

$

谷氨酰胺!

K*F/(')-2

#

K*-

"是免疫细胞及成纤维细胞等快速增

殖细胞的主要能量来源)

<

*

#除了具有增加葡萄糖胺+氨基己糖+

黏蛋白的生物合成和促进溃疡组织再生等生物活性外#还具有

有效调节免疫应答+改善机体代谢状况+提高机体抗氧化能力

等药理作用)

6&;

*

$由于
K*-

在水溶液中溶解度低且不稳定)

#

*

#

目前临床使用具有化学稳定性好+水溶性强+能耐受高温消毒

等优点的丙氨酰谷氨酰胺!

M*(&K*-

"为
K*-

的供体#通过在细

胞外发生的水解#为机体提供稳定的
K*-

)

7

*

$本文就
M*(&K*-

对体外培养的人颊黏膜成纤维细胞!

P)TO.T*(+/

"的生长+蛋白合

成和碱性磷酸酶!

(*Y(*)-2

N

,.+

N

,(/(+2

#

MDG

"活性进行研究#并

与对应含量的
K*-

进行对比#以期为
M*(&K*-

治疗
IMd

的临

床研究及应用提供理论依据$
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材料与方法
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!

材料
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细胞来源
!

标本采自重庆市人民医院口腔科在颊黏膜

取送活检的组织中的正常组织#均征得患者本人及其家属同意

并签署知情同意书$
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!武汉千润生物工程有限公司赠送#批

号
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V&E(-Y+

缓冲液!自配#含
!55d

'
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青霉素#

!55

"

C

'

'D

链霉素"(

V=%=

培养基+

IG=@&!7;5

培养液+胰蛋白

酶+优等胎牛血清!
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"和
&

型胶原酶!美国
K)T1.

公司"(二

:<56

重庆医学
<5!7

年
:
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期

&
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甲基亚砜!
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#美国
=GW@̂

公司"(四甲基偶氮唑盐

!

=>>

#美国
M'O2+1.

公司"(二氧化碳细胞恒温培养箱!美国

A.O'(J1)2-/)1

公司"(

H]H&>I&<U

型倒置显微镜!日本
*̂

3

'&

N

F+

公司"(酶联免疫检测仪!芬兰
D(T+

3

+/2'+4O(

C

.-=]6

公

司"(

\c&:9#

型超净化工作台!苏州净化设备厂"(

"7

孔培养板

!北京中杉金桥生物技术有限公司"(波形丝蛋白+角蛋白一抗

及即用型
JMWH

试剂盒!武汉博士德生物工程有限公司"(二喹

啉甲酸!

WHM

"蛋白浓度测定试剂盒!上海美季生物有限公司"(

碱性磷酸酶试剂盒!南京建成生物公司"$
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!

方法

=0>0=

!

人颊黏膜成纤维细胞的原代培养+分离纯化及鉴

定)

9&:

*

!

无菌条件下取出颊黏膜组织#剔除坏死组织及血渍#磷

酸盐缓冲液!

GWJ

"冲洗
6

次#青霉素+链霉素浸泡
50#')-

#

GWJ

冲洗
<

次#剪成约
50#''`50#''

#加入
50<#X

胰蛋白酶

69a

孵箱消化
65')-

#加入
50<X

&

型胶原酶振荡消化
65

/

75')-

#至组织完全溶解#用含
!5X AWJ

的
V=%=

等体积中

和#

<55

目过滤#

!555O

'

')-

离心
#')-

#弃去上清#用含
!#X

AWJ

的
V=%=

培养基重悬细胞#接种至
<#1'

< 培养瓶$于

69a#X Ĥ

<

饱和温度培养箱中培养$

;:,

后去除未贴壁细

胞$此后每
9<

小时换液
!

次#倒置显微镜下观察细胞形态#用

机械刮出法及酶消化法去除成纤维细胞#细胞达到
:5X

/

"5X

汇合时#用
50<#X

的胰酶消化#按!

;

/

7

"

!̀5

6

'

1'

< 传代$

取第
6

代对数生长期成纤维细胞#用
JMWH

法进行波形蛋白+

角蛋白免疫组织化学染色#鉴定细胞来源$
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实验分组及处理
!

根据加药情况#将加入
M*(&K*-

溶

液的定为
M

组(加入
K*-

溶液的定为
K

组(含
<5X AWJ

的

IG=@&!7;5

培养基培养细胞作为对照#定为
B

组$根据
M*(&

K*-

产品使用说明书中的推荐浓度#结合预实验结果#将
M*(&

K*-

溶液的基础浓度定为
66'

C

'

'D

#折算
K*-

溶液的基础浓

度为
<<'

C

'

'D

#然后按加入溶质的量共设立
:

+

;

+

<

+

!

+

!

'

<

+

!

'

;

和
!

'

:

倍
9

个浓度梯度组#分别用
M:

+

M;

+

M<

+

M!

+

M!

'

<

+

M!

'

;

+

M!

'

:

和
K:

+

K;

+

K<

+

K!

+

K!

'

<

+

K!

'

;

+

K!

'

:

表示$

K*-

溶液的配制方法%按照上述浓度梯度的设置#称取
K*-

原料药适量#溶于灭菌
GWJ

!

N

E90;

"中#超声助溶#配制好的

储备液于
5a

冰箱中储存$

M*(&K*-

溶液的配制方法同
K*-

$

=0>0?

!

细胞生长情况的检测
!

取第
#

代传代的成纤维细胞#

胰蛋白酶消化贴壁培养的细胞#终止消化后添加
!#X AWJ

培

养基#用移液管反复轻轻吹打成单细胞悬浮液#按
!e6

的接种

比例传代培养$将长好的贴壁细胞消化后#以细胞密度为

509#̀ !5

7

'

'D

转入摇瓶进行扩大培养$待细胞形态良好#以

每瓶
!55'D

培养基均匀接入
<#5'D

三角瓶中!接种密度为

!05̀ !5

7

'

'D

"#按照
!0<0<

项的分组情况加入对应浓度的溶

液#置于
69a

培养箱内培养$每隔
!<,

取样#流式细胞仪计

数细胞#并将本实验重复进行
6

次$

=0>0@

!

细胞蛋白水平检测
!

细胞以
!`!5

#

'

'D

的密度接种

于
"7

孔板#每孔
!05'D

$血清饥饿
!<,

后#各浓度组加入
"7

孔板中#每种浓度加
7

孔(对照组加含
50#X AWJ

的
V=%=

$

"7

孔板置于
Ĥ

<

培养箱中培养
9<,

后#弃去孔内液体#用
N

E

90;

的
GWJ

冲洗
6

次#吸干#每孔加入
!#5

"

D50#X >O/.-?&

!55

裂解过夜后#取
<55

"

D

裂解液按蛋白浓度试剂盒说明用

酶联免疫检测仪于
;#5-'

波长测吸光度值#根据标准曲线将

吸光度值换算成蛋白水平!

"

C

'

'D

"$

=0>0A

!

细胞
MDG

活性检测
!

取第
#

代颊黏膜成纤维细胞#以

!̀ !5

#

'

'D

的细胞浓度接种于
"7

孔培养板#

!5X V=%=

培

养基共培养
;4

#弃孔内液体#加入
>O)/.-?&!55

#

;a

过夜#进

行如下实验%在
!<

+

<;

+

67

+

;:

+

75

和
9<,

时#取上述各孔液体

及空白对照的蒸馏水一并转入另一个
"7

孔板$按
MDG

试剂

盒说明依次按比例加入缓冲液+基质液#水浴#加入对硝基苯磷

酸二钠!

GBGG

"显色剂后在酶联免疫检测仪上于
;5#-'

波长

下测吸光度值#间接反映细胞
MDG

活性$根据标准曲线将吸

光度值换算成
MDG

水平!

d

'

'

CN

O./

"#并将
MDG

用蛋白水平

进行校正$
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!

统计学处理
!

采用
JGJJ!905

统计学软件进行分析#多

组均数的比较采用单因素方差分析#两两之间比较用
>('&

,(-2b+><

检验#以
!

$

505#

为差异有统计学意义$

>

!

结
!!

果

>0=

!

体外培养的人颊黏膜成纤维细胞情况
!

胞体呈梭型或不

规则三角形#中央有卵圆形核#胞质向外伸出
<

/

6

个长短不等

的突起#生长时呈放射状$经
JMWH

法染色鉴定培养细胞表现

为角蛋白染色阴性#胞质不着色#波形丝蛋白染色阳性#细胞胞

质棕黄色着色#说明细胞来源于中胚层#为结缔组织源性细胞$

见图
!

/

6

$

图
!

!!

体外培养的人颊黏膜成

纤维细胞(

;̀5

)

!!!!

图
<

!!

成纤维细胞波形丝蛋白

染色阳性(

!̀55

)

!!!!

图
6

!!

成纤维细胞角蛋白

染色阴性(

!̀55

)

!!!

>0>

!

细胞生长情况
!

B

组细胞的生长和凋亡处于一种平衡#

细胞数并未明显变化#在!

!055

/

!05!

"

!̀5

7

'

'D

(加入两种药

物后#特别是
<;,

以内#都能明显促进细胞生长!

!

$

505#

"(其

中#

M:

+

M;

和
K:

+

K;

从
<;,

后#细胞数目未明显变化(

;:,

后#

M<

和
K<

细胞数目增长开始逐渐减慢#而
M!

'

:

和
K!

'

:

细

胞数目开始下降(

75,

后#

M!

和
K!

细胞数目增长开始逐渐减

"<56
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慢$在整个
9<,

内#

M!

'

<

+

M!

'

;

和
K!

'

<

+

K!

'

;

细胞数目都能

保持持续增长的状态#特别是
M!

'

<

在
9<,

时达到了
;0<5`

!5

7

'

'D

#为本项实验数据最大值(无论是
M

组或者
K

组#

!

'

;

浓度组的生长曲线低于
!

'

<

浓度组#但
M

组和
K

组对应浓度

组之间#差异无统计学意义!

!

%

505#

"$见图
;

$

图
;

!!

各组颊黏膜成纤维细胞生长曲线

>0?

!

细胞蛋白水平
!

各药物浓度组细胞蛋白水平均高于
B

组!

79607:'

C

'

'D

"#

M!

'

<

和
K!

'

<

细胞蛋白水平为各自组别

最高#分别为
!;590#!

+

!6"606#'

C

'

'D

#而
M

组和
K

组同梯

度浓度的细胞蛋白水平比较#差异无统计学意义!

!

%

505#

"$

见图
#

$

图
#

!!

各组颊黏膜成纤维细胞蛋白水平比较

>0@

!

细胞
MDG

活性
!

B

组细胞的
MDG

水平随着时间推移有

所增加#但变化幅度不如
M

+

K

组明显#在加入
M*(&K*-

或
K*-

后#特别是
<;,

内#

MDG

的水平显著提高(其中#

M:

+

M;

和

K:

+

K;

从
<;,

后#

MDG

水平未明显变化(

;:,

后#

M<

和
K<

MDG

增长幅度开始逐渐减慢#而
M!

'

:

和
K!

'

:MDG

水平开始

下降#但仍较
B

组有显著升高(

75,

后#

M!

和
K!MDG

水平增

长开始逐渐减慢$

9<,

内
M!

'

<

+

M!

'

;

和
K!

'

<

+

K!

'

;MDG

水

平都能保持持续增长的状态#特别
M!

'

<

在
9<,

时达到了

#60;:d

'

'

CN

O./

(无论是
M

组或
K

组#

!

'

;

浓度组各时间点

MDG

的水平都低于
!

'

<

浓度组#但
M

和
K

组同梯度浓度组之

间#

MDG

水平差异无统计学意义!

!

%

505#

"$见图
7

$

图
7

!!

各组颊黏膜成纤维细胞
MDG

活性比较

?

!

讨
!!

论

!!

IMd

的治疗目前多采用口腔局部用药)

"

*

#常用的药物包

括生长因子+中药制剂+生物制剂+人工合成药物+免疫调节剂+

微量元素补充剂等#但由于病因复杂+药物价格及患者依从性

等原因#其疗效和推广应用都受到了很大的限制)

!5

*

$本研究

采用
M*(&K*-

#从促进溃疡愈合和增强黏膜局部免疫力等方面

治疗
IMd

#从而克服目前临床上
IMd

治疗方面的不足$这

一研究方案和初步研究成果已获得国家发明专利授权!专利号

fD<5!6!569##:<09

"$

!!

细胞增殖是生物生长+发育+繁殖的基础#目前常用
=>>

法检测细胞的增殖效应#但不能较好地反映细胞活性情况(而

流式细胞仪是对细胞进行自动分析和分选的装置#可以快速测

量+存贮+显示悬浮在液体中的分散细胞的一系列重要的生物

物理+生物化学方面的特征参量#并可以根据预选的参量范围

把指定的细胞亚群从中分选出来#经过设定#可以计数活细胞

和检测细胞活力)

!!

*

$蛋白水平的变化可反映细胞功能的活跃

程度#细胞增殖与蛋白合成呈正相关#活细胞数量增加#其蛋白

水平也应相应增多)

!<

*

$

MDG

是参与组织形成+代谢和再生的

一种重要物质#可作为评价细胞分化和成熟的一种指标#目前

已发现
MDG!

+

MDG<

+

MDG6

+

MDG;

+

MDG#

与
MDG77

种同工

酶#而其中
MDG#

来自上皮和成纤维细胞)

!6

*

#测定
MDG

活性

可以评价细胞分化情况$因此#本文确定了细胞总数+蛋白水

平+

MDG

活性
6

个指标综合考察
M*(&K*-

对人颊黏膜成纤维细

胞生物活性的影响$

!!

结果显示#

M:

+

M;

+

K:

和
K;

组#

!<,

内细胞数目和
MDG

水平均明显高于对照组#但
<;,

后二者几乎较
!<,

时无明显

变化#可能由于氨的生成较多#

K*-

的利用受到抑制#

K*-

在生

成谷氨酸后经过脱氢途径的量减少#更多地向转氨途径#与脱

氢途径相比#细胞通过转氨途径产生的氨较少#对细胞生长产

生的抑制作用也较小$这与高氨浓度抑制细胞生长+细胞需要

调整能量代谢的速率与生物合成的速率相协调的观点相符(而

在细胞培养过程中#氨对细胞的生长有明显的抑制作用#遵循

二级抑制模型#其模型常数
]

(

为
;0;7

!

''.*

'

D

"

<

)

!;

*

$本研究

中#

M<

和
K<

组在
;:,

后#以及
M!

和
K!

组在
75,

后出现细

胞生长和分化减缓#可能与
K*-

分解造成的氨浓度增高有关$

M!

'

<

+

M!

'

;

+

K!

'

:

和
K!

'

;

组
9<,

内一直保持较好的生长曲

线#

;:,

内细胞的生长和
MDG

水平与对照组比较差异有统计

学意义!

!

$

505#

"(

;:,

后#

K!

'

<

和
K!

'

;

组的细胞生长和

MDG

水平相对于
M!

'

<

和
M!

'

;

组稍偏低#但其差异无统计学

意义!

!

%

505#

"#推测原因为
K*-

在水溶液中不稳定#可能与

K*-

有效成分降低和
K*-

分解造成氨水平增高有一定关联#也

应予以综合考虑$

M!

'

:

和
K!

'

:

组从一开始就生长缓慢#

MDG

水平偏低#与其他浓度组的差异有统计学意义!

!

$

505#

"#

75,

后均停止生长并逐渐下降(而
M!

'

<

和
K!

'

<

组较

M!

'

;

和
K!

'

;

组的细胞生长好#

MDG

水平也较高#差异有统计

学意义!

!

$

505#

"#说明
M*(&K*-

和
K*-

对细胞生长和分化的

影响存在浓度依耐性$

在细胞蛋白水平方面#无论是
M

组还是
K

组#在
!

'

:

/

!

'

<

浓度#其蛋白水平呈浓度依赖性$

!

'

<

浓度组蛋白水平也明显

高于
!

倍浓度组#而
<

/

:

倍浓度组水平明显降低#可能是
K*-

代谢和分解产生了高浓度的氨#对细胞的生长有抑制作用$另

外#实验结果显示
M

组的细胞蛋白水平及!下转第
6566
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响$本研究发现#

>G

能够通过增加抑制素的转录#拮抗铝对睾

丸支持细胞的损伤效应#增加睾丸支持细胞活性$其机制可能

是提高
1M=G

活性#抑制一氧化氮合酶的产生#从而拮抗铝对

睾丸支持细胞的损伤$
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MDG

水平略高于
K

组#估计与
M*(&K*-

代谢过程中产生的丙

氨酸作为另一种氨基酸来源参与细胞生长有关$

综上所述#

M*(&K*-

可以提高人颊黏膜成纤维细胞的
MDG

和细胞蛋白水平#促进细胞生长#提高细胞活性#当
M*(&K*-

浓

度过高或过低可影响细胞持续生长#以
!

'

<

倍推荐浓度!即

M*(&K*-

浓度为
!70#'

C

'

'D

"时细胞生长情况最好$
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