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杜仲醇提取物通过 NF-B 信号通路改善大鼠牙周组织病的作用研究 
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摘要：目的  探讨杜仲醇提取物通过 NF-B 信号通路作用于牙周病破骨细胞活化因子(IL-1β)改善大鼠牙周组织病的疗效。

方法  选取 SPF 级 Wistar 大鼠 60 只，♂，随机数字表法分成 4 组，正常组，模型组，杜仲醇提取物低、高剂量组，各

15 只。除正常组外，其他大鼠制备牙周病模型，造模 1 周后杜仲醇提取物低、高剂量组分别在大鼠上颌右侧第一、第二

磨牙间腭、颊侧的龈沟底内注入 0.2 mL 0.1，1.0 g·mL1 的杜仲醇提取物，正常组与模型组大鼠注入等剂量生理盐水，

连续注入 5 d。Western-blot、荧光定量 PCR 检测大鼠牙周膜成纤维细胞内破骨细胞活化因子(IL-1β)蛋白、mRNA 表达状

况。结果  与正常组相比，模型组大鼠成纤维细胞内 IL-1β、NF-B mRNA 相对表达量显著上升(P<0.05)；与模型组相比，

杜仲醇提取物低、高剂量组大鼠成纤维细胞内 IL-1β、NF-B mRNA 相对表达量显著下降(P<0.05)。与正常组相比，模型

组大鼠血清 IL-6、IL-1β及 TNF-α 含量显著上升(P<0.05)；与模型组相比，杜仲醇提取物低、高剂量组大鼠血清 IL-6、IL-1β

及 TNF-α 含量显著下降(P<0.05)。与正常组相比，模型组大鼠上颌组织内 NF-B、IL-1β 蛋白表达显著上升(P<0.05)；与

模型组相比，杜仲醇提取物低、高剂量组大鼠上颌组织内 NF-B、IL-1β 蛋白表达下降 (P<0.05)。结论  杜仲醇提取通

过 NF-B 信号路径对牙周病破骨细胞活化因子(IL-1β)产生作用，降低牙周组织内炎症因子含量，对牙周病起到治疗作用。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To analyze the effect of Eucommiae Cortex alcohol extract on periodontal disease osteoclast 

activating factor (IL-1β) through NF-B signaling pathway to improve the periodontal disease of orthodontic tooth in rats. 
METHODS  Sixty Wistar male rats of SPF grade were randomly divided into four groups: the normal group, the model group, 
the low and high doses of Eucommiae Cortex group, 15 rats in each group. Except the normal group, other rat model of 
periodontal disease was prepared. After one week of modeling, the low and high dose groups of Eucommiae Cortex were injected 
into the bottom of the first and second molars of the right maxillary and the buccal side of the rat with dose of 0.2 mL 0.1, 

1.0 g·mL1 Eucommiae Cortex. Normal group and model group were injected with equal dose of normal saline for 5 d. The 
expression of osteoclast activating factor (IL-1β) protein and mRNA in rat periodontal ligament fibroblasts was detected by 

Western-blot and real-time PCR. RESULTS  Compared with the normal group, the relative expression of IL-1β and NF-B 
mRNA in the fibroblasts of the model group significantly increased(P<0.05). Compared with the model group, the relative 

expression of IL-1β and NF-B mRNA in the fibroblasts of low and the high dose of Eucommiae Cortex group 
decreased(P<0.05). Compared with the normal group, the serum IL-6 and IL-1β in the model group were significantly 
increased(P<0.05). Compared with the model group, the serum levels of IL-6, IL-1β and TNF-α in the low and the high dose 

group of Eucommiae Cortex(P<0.05). Compared with the normal group, the expression of NF-B and IL-1β protein in the 

maxillary tissue of the model group significantly increased(P<0.05); compared with the model group, the expression of NF-B 
and IL-1β protein in the maxillary tissue of the rats in the high and low dose of Eucommiae Cortex group was decreased(P<0.05). 
CONCLUSION  Eucommiae Cortex alcohol extraction has a role in the periodontal disease osteoclast activating factor (IL-1β) 

through NF-B signal pathway, which reduces the content of inflammatory factors in periodontal tissues and has a therapeutic 
effect on periodontal disease. 
KEYWORDS: periodontal disease; Eucommiae Cortex alcohol extract; osteoclast activating factor; periodontal ligament 

fibroblasts; NF-B signaling pathway 
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牙 周 病 为 临 床 多 见 疾 病 ， 发 病 率 为

4.3%~12.3%[1]，患者临床表现为牙龈组织病变及

深层牙组织发生坏死等。尤其是近些年来，随着

人们饮食习惯和生活方式的改变，临床牙周病患

者逐渐增加，对人们日常生活与工作带来了严重

影响。随着临床医疗手段不断提升，人们对于牙

周病探究有了实质性进展，但对牙周病治疗当前

没有特效药物 [2-3]。破骨细胞活化因子(osteoclast 

activating factor，OAF)在机体内可诱导形成破骨细

胞，白细胞介素-1β(interleukin-1β，IL-1β)为其主

要成分且能够加速软骨组织与骨组织吸收[4]。本课

题组所承担的国自然基金项目证实了破骨细胞分

化在细胞骨架形成中的作用，认为破骨细胞分化

在牙周病的发病过程中亦发挥重要调控作用。

NF-B 信号通路为机体内多种信号转导通路内主

要构成部分，参加机体炎症反应。陈铁楼等[5]研究

发现，健康牙龈组织成纤维细胞中 NF-B 处于非

激活状态，而给予脂多糖刺激后人枯否细胞中

NF-B 可被激活发生核转位，产生炎症因子破坏

牙周组织。林晓萍等[6]研究亦发现，NF-B 受体激

活蛋白配体-NF-B 受体激活蛋白-护骨因子这一

信号轴参与了牙周骨吸收的关键过程，在牙周病

的发生中发挥重要作用。因此，NF-B 信号通路

被认为是介导牙周病发生的关键通路。 

杜仲为我国传统中药材，现代药理显示杜仲

有广谱抗菌等作用。相关研究显示，杜仲醇提取

物有抗炎和抑制破骨细胞活性等特征。李艳红等[7]

研究发现，杜仲对 11 种牙髓根尖周炎和牙周病的

常见优势菌具有良好的抑制作用，同时，亦有研

究显示其药理影响和 NF-B 有联系，而牙周病与

NF-B 活性有联系[5]。目前关于杜仲醇提取物对牙

周病的作用鲜有研究，因此，本研究观察了杜仲

醇提取物通过 NF-B 信号通路作用于牙周病破骨

细胞活化因子(IL-1β)改善大鼠正畸牙牙周组织病

的影响，为临床患者治疗提供参考。 

1  资料与方法 

1.1  大鼠 

选取 SPF 级 Wistar 大鼠 60 只，♂，6 周龄，

购自北京维通利华实验动物公司，体质量

170~190 g ，平均 (181.06±4.31)g ，许可证号：

SCXK(京)2018-17。常规饲养 1 周后开始实验，大

鼠分笼饲养，每个笼内 5 只，室温维持在 22~26 ℃，

相对湿度为 55%~65%，昼夜循环，保持 12 h 光照，

大鼠灌胃、添加饲料及换水等都由专人进行。 

1.2  药物、试剂及仪器 

杜仲醇提取物(参考郭延伟等[8]报道的方法进行

制备，选取 2 g 盐杜仲，加入 15 mL 乙醇，室温下

震荡 1 h，过夜后离心机 15 000 r·min1离心 8 min，

取上清液，真空浓缩后加 15 mL 清水将剩余物溶解，

即为杜仲醇提取物，0.22 m 膜过滤后保存)。 

大肠杆菌 ATCC O55(美国 Sigma 公司)：B5 脂

多糖(E-LPS，美国 Sigma 公司，批号：16307)；多

聚甲醛(天津市进丰化工有限公司，批号：180864)；

PBS 缓冲液(北京中杉金桥公司，批号：20180731)；

二甲苯及无水乙醇(成都科龙公司，批号：180609、

171125)；鼠抗人免疫组化试剂盒(瑞士Roche公司，

批号：173050)；白细胞介素-6(IL-6)、IL-1β、肿瘤

坏死因子-α(TNF-α)试剂盒(上海西唐生物公司，批

号：F18942、F20741、F20874)。 

PHY-Ⅲ病理组织漂烘仪(常州中威电子仪器)；

莱卡-2016 转轮式切片机(德国莱卡公司)；BMJ-Ⅲ

包埋机(常州中威电子仪器厂)；TSJ-Ⅱ全自动封闭

式组织脱水机 (常州中威电子仪器厂 )；PE9600 

PCR 扩增仪(美国 PE 公司)；DHG-9023A 电热恒温

鼓风干燥箱、PYX-DHS 数字显示隔水式电热恒温

培养箱、XW-80A 漩涡混合器、TGL-168 离心机均

由美国 KIMBLE 公司生产。 

1.3  研究方法 

随机数字表法将大鼠分成 4 组：正常组，模

型组，杜仲醇提取物低、高剂量组，各 15 只。依

据瞿凤环等[9]报道的方法建立牙周炎模型，除正常

组外，其他各组大鼠腹腔注射剂量为 0.3 g·kg1 的

水合氯醛麻醉，而后注射 0.2 mL 剂量为 1 mg·mL1 

E-LPS 溶液于大鼠上颌右侧第一、第二磨牙间腭、

颊侧的龈沟底内，连续注射 3 d，每天 1 次，1 周

后大鼠形成牙周袋，牙龈红肿易出血则说明造模成

功。实验大鼠均造模成功，造模 1 周后杜仲醇提取

物低、高剂量组分别在大鼠上颌右侧第一、第二磨

牙间腭、颊侧的龈沟底内注入 0.2 mL 剂量为 0.1，

1.0 g·mL1 的杜仲醇提取物，正常组与模型组大鼠

注入等剂量生理盐水，连续注入 5 d，每天 1 次。 

1.4  观察指标 

1.4.1  各组大鼠牙周大体观察及组织病理状况  

给药期间观察各组大鼠牙周变化及饮食、活动、

毛色等一般情况。末次给药后各组大鼠富强注射

剂量为 0.3 g·kg1 的水合氯醛麻醉，断颈处死，快
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速截取右上颌(第一、第二磨牙与牙周组织)颌骨标

本，缓冲液冲洗，10%甲醛固定，而后行酒精梯度

脱水、透明，石蜡包埋后切片，厚度为 4 m，常

规行 HE 染色，在光镜下查看各组大鼠上颌组织的

病理状况。 

1.4.2  荧光定量检测大鼠牙周膜成纤维细胞内

NF-B mRNA、IL-1β mRNA 表达  Trizol 法提取

大鼠牙周膜成纤维细胞总 RNA 行 RT-PCR 扩增，

NF-B上游引物5’-GATTGAGATGATTTTGGAG-3’，

下游引物 5’-GTATGTTAAGTATATGATT G-3’，扩

增片段是 482 bp；IL-1β上游引物 5’-GCTCCAGG 

AATTCCTCGGTA-3’，下游引物 5’-GAGTCCTGC 

ATGCTAGCTAG-3’，扩增片段为 389 bp；内参

β-actin 上游引物 5’-CTTGATCGTACGTAGCCT 

GA-3’，下游引物 5’-GTGTAGTGTACTGTCATG 

CA-3’，扩增片段 482 bp。PCR 反应条件：94 ℃下

45 s，55 ℃下 50 s，72 ℃下 75 s，在 40 次循环以

后获取 NF-B mRNA、IL-1β mRNA 循环阈值(Ct)，

使用Ct(Ct=Ct目的基因Ct内参基因)分析，

算出 2Ct 目的基因相对表达量。 

1.4.3  大鼠外周血内炎性因子含量状况  选取大

鼠腹主动脉血清 6 mL，3 000 r·min1 离心后采集

上清液，ELISA 法检测血清 IL-1、IL-1β及 TNF-α

含量，标准品稀释后加入至酶标板标准品孔内，

样品加入到样品孔内，每个孔内 10 L，胶纸将反

应孔封住，37 ℃下孵育 2 h，洗板 5 次，在加入

10 L 生物素化抗体工作液，37 ℃下孵育 1 h，洗

板 5 次，加入 10 L 酶结合物工作液，37 ℃下避

光孵育 30 min，洗板 5 次，每孔加入 10 L 显色

液，37 ℃下避光孵育 20 min，最后加入终止液，

混匀后检测 OD450 数值。 

1.4.4  免疫组化检测大鼠牙周膜成纤维细胞 IL-1β

状况   石蜡切片脱蜡后将内源性过氧化物酶灭

活，热修复暴露抗原位点，置入孵育盒内，使用

PBS 溶液冲洗 3 次，每次 3 min，加入山羊血清，

孵育 10 min，再加入一抗兔多克隆抗体，在 4 ℃

下过夜。PBS 溶液冲洗 3 次，每次 5 min，滴入二

抗在室温下孵育 10 min，使用 PBS 溶液冲洗 3 次，

每次 3 min，在滴入辣根酶标记链酶卵白素，采用

DAB 显色，中性树胶封片。棕黄色为染色阳性，

一个视野内随机选取 100 个细胞观察。 

1.4.5  Western-blot 检测 NF-B 与 IL-1β蛋白表达  

选取大鼠上颌组织研磨，经过组织裂解后上样电

泳，起始电压 80 V，溴酚蓝染料前缘进入到分离

胶上缘后电压提升到 100 V，溴酚蓝泳出分离胶下

缘后电泳结束。半干电转移仪于 PVDF 膜内行蛋

白质电转移，恒流为 30 mA，连续 90 min。PVDF

膜取出后采用 5%TBST 脱脂奶粉封闭，震荡

60 min。结束封闭后采用 TNS-T 漂洗液洗膜

10 min，3 次，把膜转移到杂交袋内，加入适量漂

洗液稀释抗体，封口后在 4 ℃下孵育过夜；TBST

漂洗液洗膜 10 min，3 次，在加入漂洗液稀释的辣

根过氧化物酶标记二抗，震荡 60 min。PVDF 膜放

置在 ECL 显色液内震荡温育 5 min，暗室下曝光、

显影及定影。清水冲洗以后，晾干扫描，IPP 软件

对扫描图像目的条带行灰度分析。 

1.5  统计学分析 

采用 SPSS 19.0 统计软件进行数据分析，计量

资料以 sx  表示，t 检验，计数资料²检验，P<0.05

为差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1  各组大鼠大体状况观察 

正常组大鼠全身和牙周没有显著改变，饮食、

活动等均正常；模型组大鼠形成牙周袋，牙龈组

织肿胀、易出血，大便干燥，神态倦怠，饮水及

饮食量下降，活动量下降，毛色暗带无光泽；杜

仲醇提取物低、高剂量组大鼠牙周袋变浅，牙龈

水肿好转，饮水、饮食及活动量增大，毛色有光泽。 

2.2  各组大鼠牙周病理状况 

正常组大鼠牙龈上皮、下皮下的结缔组织完

整光滑，牙槽骨光滑，牙周膜纤维整齐排列，破

骨细胞与骨吸收未见陷窝；模型组大鼠形成牙周

袋，牙周纤维排列紊乱，牙龈上皮与下皮结缔组

织可看到局部坏死、溃疡，牙槽骨内骨吸收与破

骨细胞陷窝显著，牙槽嵴明显吸收。杜仲醇提取

物低、高剂量组大鼠牙槽骨与牙周膜结构趋向正

常，牙龈上、下皮结缔组织比较完整，牙周间隙

正常，牙槽嵴吸收程度低于模型组、且炎性细胞

降低成纤维细胞变多。见图 1。 

2.3  各组大鼠牙周膜内成纤维细胞内 IL-1β、

NF-B mRNA 相对表达量状况 

与正常组相比，模型组大鼠成纤维细胞内

IL-1β、 NF-B mRNA 相对表达量显著上升

(P<0.05)；与模型组相比，杜仲醇提取物低、高剂

量组大鼠成纤维细胞内 IL-1β、NF-B mRNA 相对

表达量下降，差异均有统计学意义(P<0.05)，见图 2。 
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图 1  各组大鼠牙周病理状况(HE，200×) 
A正常组；B模型组；C杜仲醇提取物低剂量组；D杜仲醇提取物高剂量组。 

Fig. 1  Periodontal pathological condition of rats in each group (HE, 200×) 
Anormal group; Bmodel group; CEucommiae Cortex low dose group; DEucommiae Cortex high dose group. 

 
图 2  各组大鼠牙周膜内成纤维细胞内 IL-1β、NF-B mRNA 相对表达量 
A正常组；B模型组；C杜仲醇提取物低剂量组；D杜仲醇提取物高剂量组；与正常组相比，1)P<0.05；与模型组对比，2)P<0.05。 

Fig. 2  Relative expression levels of IL-1β and NF-B mRNA in rats periodontal ligament fibroblasts 
Anormal group; Bmodel group; C Eucommiae Cortex low dose group; DEucommiae Cortex high dose group; compared with the normal group; 

1)P<0.05, compared with the model group, 2)P<0.05. 

2.4  各组大鼠血清炎性因子含量状况 

与正常组相比，模型组大鼠血清 IL-6、IL-1β

及 TNF-α 含量显著上升(P<0.05)；与模型组相比，

杜仲醇提取物低、高剂量组大鼠血清 IL-6、IL-1β

及 TNF-α 含量显著下降，差异均有统计学意义

(P<0.05)，结果见表 1。 

2.5  免疫组化检测各组大鼠牙周膜成纤维细胞

IL-1β表达 

与正常组相比，模型组大鼠阳性细胞比例显

著上升，阴性细胞比例显著下降(P<0.05)；与模型

组相比，杜仲醇提取物低、高剂量组大鼠阳性细

胞比例显著下降，阴性细胞比例显著上升，差异

均有统计学意义(P<0.05)，见表 2、图 3。 

表 1  各组大鼠血清炎性因子含量状况对比(n=15) 

Tab. 1  Comparison of serum inflammatory factors in rats of 
each group(n=15)                          

组别 IL-6/pg·mL1 IL-1β/ng·L1 TNF-α/pg·mL1

正常组 1.01±0.23 3.18±0.46 0.99±0.20 

模型组  2.10±0.241)  8.72±0.591)  2.18±0.191)

杜仲醇提取物低剂量组  1.26±0.202)  3.71±0.532)  1.34±0.232)

杜仲醇提取物高剂量组  1.18±0.212)  3.39±0.552)  1.17±0.212)

注：与正常组相比，1)P<0.05；与模型组对比，2)P<0.05。 

Note: Compared with the normal group; 1)P<0.05, compared with the 
model group, 2)P<0.05. 

表 2  成纤维细胞内 IL-1β阳性细胞计数状况 

Tab. 2  IL-1β positive cell counts in fibroblasts    

组别 细胞数/个 
阴性细胞数/ 

个(%) 

阳性细胞数/ 

个(%) 

正常组 100 86(86.00) 14(14.00) 

模型组 100 12(12.00)1) 88(88.00)1) 

杜仲醇提取物低剂量组 100 84(84.00)2) 16(16.00)2) 

杜仲醇提取物高剂量组 100 85(85.00)2) 15(15.00)2) 

注：与正常组相比，1)P<0.05；与模型组对比，2)P<0.05。 

Note: Compared with the normal group; 1)P<0.05, compared with the 
model group, 2)P<0.05. 

2.6  大鼠上颌组织内 NF-B、IL-1β 蛋白表达状况 

与正常组相比，模型组大鼠上颌组织内

NF-B、IL-1β 蛋白表达显著上升(P<0.05)；与模

型组相比，杜仲醇提取物低、高剂量组大鼠上颌

组织内 NF-B、IL-1β蛋白表达显著下降，差异均

有统计学意义(P<0.05)，见图 4。 

3  讨论 

革兰氏阴性厌氧菌为牙周组织发生感染的优势

菌，内毒素为菌体中主要有效结构，有高度生物学

活性物质，内毒素中主要成分是细胞壁 LPS，其包

含免疫学活性与细胞毒作用等生物学活性[10-11]。相

关研究显示，牙周病发病主要因素之一为细菌

LPS，经过结合细胞膜表层受体将机体内平滑肌细 
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图 3 大鼠牙周膜成纤维细胞 IL-1β表达(IHC，200×) 
A正常组；B模型组；C杜仲醇提取物低剂量组；D杜仲醇提取物高剂量组。 

Fig. 3  IL-1β expression in rat periodontal ligament fibroblasts (IHC, 200×) 
Anormal group; Bmodel group; CEucommiae Cortex low dose group; DEucommiae Cortex high dose group. 

 
图 4  各组大鼠上颌组织内 NF-B、IL-1β蛋白表达对比 
A正常组；B模型组；C杜仲醇提取物低剂量组；D杜仲醇提取物高剂量组；与正常组相比，1)P<0.05；与模型组对比，2)P<0.05。 

Fig. 4  Comparison of NF-B and IL-1β protein expression in maxillary tissue of rats in each group 
Anormal group; Bmodel group; CEucommiae Cortex low dose group; DEucommiae Cortex high dose group; compared with the normal group; 

1)P<0.05; compared with the model group, 2)P<0.05. 

胞、内皮细胞与单核巨噬细胞激活，诱导形成、

释放 IL-6、IL-1β、TNF-α 等炎症细胞因子，进而

激活淋巴细胞参加到局部免疫反应，介导炎症反

应对牙周病的发生与进展重要影响[12-13]。NF-B

信号通路为调节免疫反应与炎症的主要信号路

径，可对炎症因子 TNF-α 与 IL-1β 等下游目的基

因转录进行调控。在静息状况下，NF-B 在胞质

内结合抑制分子 IBβ或者 IBα。当受到细胞因子

或者 LPS 等刺激时，其抑制分子在 IB 酶影响下

发生磷酸化，泛素化降解，而后 NF-B p65 转位

进入到细胞核内，和黏附分子、炎症细胞因子及

酶等目的基因启动子区域结合，从而介导相应基

因表达。 

不同种类细胞内 LPS 毒性影响基本一致，所

以对内毒素探究多采用 E-LPS 当做其他细胞内

LPS 毒性对照物质。本研究依据瞿凤环[9]方法建立

牙周病模型，E-LPS 诱导建立牙周病模型优势为重

复性好、可比性强，和人类牙周病组织内病理学

变化近似。本研究显示，大鼠右上颌磨牙颊腭侧

龈沟底内注射 E-LPS，1 周后形成牙周袋、牙龈红

肿充血、探诊出血。病理组织显示，牙周纤维排

列紊乱，牙龈上皮与下皮结缔组织可看到局部坏

死、溃疡，牙槽骨内骨吸收与破骨细胞陷窝显著，

牙槽嵴明显吸收，说明牙周病大鼠成功造模。 

杜仲为杜仲科植物，药性温、甘，主要功效

为强筋骨、补肝肾，杜仲内主要有效成分为苯丙

素、木脂素类、杜仲胶及环烯醚萜类等[14-16]。相

关研究显示，杜仲醇提取物有抗炎和抑制破骨细

胞活性等特征，且多数研究显示其药理影响和

NF-B 有联系，而牙周病与 NF-B 活性有关[17-19]。

本研究以牙周动物模型作为研究对象，经 Western- 

blot 及实时荧光定量 PCR 确定杜仲醇提取物对牙

周病破骨细胞活化因子 IL-1β 蛋白与 mRNA 表达

及作用牙周膜成纤维细胞内 NF-B 路径分子靶

点。结果显示，和正常组相比，模型组大鼠成纤

维细胞内 IL-1β、NF-B mRNA 相对表达量上升；

和模型组相比，杜仲醇提取物低、高剂量组大鼠

成纤维细胞内 IL-1β、NF-B mRNA 相对表达量下

降；和正常组相比，模型组大鼠上颌组织内NF-B、

IL-1β蛋白表达上升；和模型组相比，杜仲醇提取

物低、高剂量组大鼠上颌组织内 NF-B、IL-1β蛋

白表达下降，差异均有统计学意义，说明杜仲醇

提取物能够在蛋白及 mRNA 水平上经过 NF-B 路

径抑制牙周病破骨细胞 IL-1β表达，从而抑制牙周

膜成纤维细胞增殖治疗牙周病。 

综上所述，杜仲醇提取物经过 NF-B 信号通

路对牙周病破骨细胞活化因子(IL-1β)产生作用，

降低牙周组织内炎症因子含量，对牙周病起到治
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疗作用。但由于本研究为初步研究，仅设立了杜

仲醇提取物高、低剂量组，未设立中剂量组，无

法观察药物的剂量-效应关系，同时，缺乏同类药

物的疗效比较，在下一步研究中，将补充相应实验

分组，进一步观察杜仲醇提取物对牙周病的疗效。 
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