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组织工程与细胞培养                                                               

牛黄对小鼠口腔成纤维细胞功能的调节作用 

代剑平, 陈钧, 韩邦兴, 贝宇飞, 周晓坤 
江苏大学食品与生物工程学院, 镇江 212013 

摘  要: 探讨牛黄对原代小鼠口腔成纤维细胞功能的影响, 揭示其在溃疡愈合过程中的作用及机制。本试验采用 MTT

法、氯胺-T 法、明胶酶谱分析和酶联免疫反应测定了牛黄对小鼠口腔成纤维细胞增殖、胶原沉积、金属蛋白酶-2、-9

活性和基质金属蛋白酶抑制因子-1 合成的影响。结果表明牛黄能显著抑制小鼠口腔成纤维细胞的增殖、胶原沉积和金

属蛋白酶-2 活性, 同时也极显著(P < 0.01)抑制基质金属蛋白酶抑制因子-1 的产生。结果提示牛黄在溃疡愈合过程中不

具生肌作用, 可能通过抗炎促进溃疡愈合; 其抑制胶原合成的机制可能与极显著抑制基质金属蛋白酶抑制因子-1 有关。 
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Regulation of calculus bovis on the function of mice oral 
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Abstract: To explore the influence of calculus bovis on the function of primary cultured mice oral fibroblasts, we determined the 
effects of calculus bovis on the fibroblast proliferation, collagen production, matrix metalloproteinases-2, -9 activities and tissue 
inhibitor of metalloproteinase-1 production by MTT assay, chloramine T method, gelatin zymography and enzyme-linked 
immunosorbent assays respectively. The results showed that calculus bovis could significantly inhibit the proliferation of fibroblasts 
and collagen synthesis in a concentration dependent manner, could significantly (P<0.05) suppress matrix metalloproteinases-2 
activity and very significantly (P<0.01) inhibit the production of tissue inhibitor of metalloproteinase-1. In conclusion, the major 
function of calculus bovis in the process of ulcer healing is not to promote tissue regeneration, the mechanism that calculus bovis 
inhibits collagen synthesis may be partly due to its ability to very significantly (P<0.01) suppress the production of tissue inhibitor of 
metalloproteinase-1. 
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牛黄为牛科动物牛  [Bos Taurus domesticus 
Gmelin (Bovidae) or Bubalus bubalis Linnaeus 
(Bovidae)]的干燥胆结石。味甘, 性凉, 归心、肝经。
功能清心、豁痰、开窍、凉肝、息风、解毒。主治

热病神昏、中风痰迷、惊痫抽搐、咽喉肿痛、口舌

生疮、痈肿疔疮。由牛黄遣方的珠黄散、牛黄生肌

散和锡类散等经典方可有效治疗口腔溃疡、烧伤和

溃疡性结肠炎等[1−3]。牛黄具显著的抗氧化活性, 可
明显减轻血吸虫病肝纤维化程度 , 抗肝纤维化 [4], 
其活性成分牛磺酸能促进 cAMP 生成 , 显著抑制
3T3细胞增殖、胶原和透明质酸合成[5]。但至今未见

有关牛黄对原代培养的口腔成纤维细胞增殖及胶原
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合成影响的报道, 更未见对胞外基质沉积起重要调
节作用的基质金属蛋白酶(MMPs)和组织金属蛋白
酶抑制因子(TIMPs)影响的报道。本试验建立原代小
鼠口腔成纤维细胞体外培养模型, 研究牛黄对原代
小鼠口腔成纤维细胞增殖、胶原合成、基质金属蛋

白酶-2、-9 (MMP-2、-9) 和组织金属蛋白酶抑制因
子-1 (TIMP-1)的影响, 揭示牛黄在溃疡愈合过程中
的作用及机制。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
牛黄购自江苏存仁堂有限公司 (批号 073), 经

江苏大学药学院韩邦兴博士鉴定且标本保存于本实

验室。DMEM培养基、胰蛋白酶、羟脯氨酸对照品、

MTT 等购自美国 AMRSCO 公司, 氯胺-T、SDS 等

购自中国国药集团化学试剂有限公司 , TIMP-1 

ELISA 试剂盒购自中国武汉博士德生物工程有限

公司。 

1.2  小鼠口腔原代成纤维细胞培养 
BALB/c 小鼠 (20 g±2 g)购自江苏大学试验动

物中心。小鼠脱颈处死, 无菌条件下取口腔粘膜, 采

用组织块法培养小鼠口腔成纤维细胞[6]。 

1.3  药物配制 
牛黄先溶于 DMSO中, 以 10%胎牛血清 (FCS)

的 DMEM 培养基稀释成 31.25、62.5、125、250、

500 μg/mL 系列浓度梯度, DMSO终浓度小于 0.5%

并且预试验显示对细胞生长无影响。 

1.4  细胞增殖试验 
采用 MTT 法检测牛黄对口腔成纤维细胞增殖

的影响[6]。含 10%胎牛血清 DMEM培养基 (含 0.5% 

DMSO)作为空白对照。培养 48 h 后与空白对照相比

出现显著性差异 (P < 0.05)的最小浓度作为最小有

效浓度。 

1.5  羟脯氨酸测定 
采用氯胺-T 法检测牛黄对口腔成纤维细胞胶原

合成的影响[7]。含 10%胎牛血清 DMEM培养基 (含

0.5% DMSO)作为空白对照。试验结果以 106个细胞

产生的胶原量  (mg)表示 , 并假定胶原的羟脯氨酸

含量为 13.5%。 

1.6  明胶酶谱分析 
成纤维细胞 (2×105)接种于 6 孔板, 加含牛黄 

(31.25 μg/mL)的 10%胎牛血清 DMEM 培养基, 以

10%胎牛血清 DMEM培养基 (含 0.5% DMSO)为空

白对照, 以 1%胎牛血清 DMEM 培养基和含冰片 

(18.75 μg/mL)10%胎牛血清 DMEM培养基为阴性和

阳性对照。培养 72 h, 超声破碎细胞并收集裂解液, 

12 000 r/min 离心 30 min, 贮藏于−70oC 冰箱。

MMP-2、-9活性用明胶酶谱试验测定并以电泳条带

的面积及灰度值的乘积表示[8]。 

1.7  TIMP-1ELISAs 测定 
细胞裂解液如上试验 (1.6)收集, TIMP-1 测定

根据 ELISAs试剂盒操作指南进行。 

1.8  统计学处理 
以 SPSS13.0 统计软件对试验数据进行独立样

本 t 检验或单因素方差检验, 结果以平均数±标准差

表示。 

2  结果 

2.1  原代细胞生长情况 
培养 7 d后, 组织块周围开始长出成纤维细胞。

培养 15 d 后, 培养瓶 80%瓶底长满细胞, 细胞呈长

纺锤状 (图 1A)。传代并以差速贴壁法自然纯化, 传

至第 2代细胞呈纺锤状或多边形 (图 1B)。传至第 3

代时 , 细胞多数呈纺锤状 , 少量细胞呈片状  (图

1C)。试验所用为 3~4代的细胞。 

 

图 1  小鼠口腔成纤维细胞的形态特征 
Fig. 1  Morphological appearance of mice oral fibroblasts.     
(A) Primary cultured fibroblasts (15 d). (B) Subcultured fibroblasts 
(the 2nd generation); (C) Subcultured fibroblasts (the 3rd generation). 
 
2.2  牛黄对成纤维细胞增殖的影响 

如图 2所示, 牛黄在 31.25~500 μg/mL浓度下可

浓度依赖性地抑制成纤维细胞生长。在 31.25 μg/mL

浓度下, 培养 48 h 后, 牛黄可显著(P<0.05)抑制成

纤维细胞生长 ; 培养 72 h 可达到极显著性水平   

(P<0.01)。 

2.3  牛黄对成纤维细胞胶原合成的影响 
如图 3 所示, 牛黄在 31.25~500 μg/mL 浓度下

可浓度依赖性地抑制成纤维细胞胶原的合成 ,  在 
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图 2  牛黄对成纤维细胞增殖的影响(μg/mL) 
Fig. 2  Effect of calculus bovis on fibroblast proliferation (μg/mL). (A) After 48 h. (B) After 72 h. n =5; *: P < 0.05; **: P < 0.01. 

 

 

图 3  牛黄对成纤维细胞胶原合成的影响  
Fig. 3  Effect of calculus bovis on the collagen production.   
n = 5; **: P < 0.01. 
 
31.25 μg/mL 浓度下, 培养 72 h 后可达到极显著性

水平 (P<0.01)。 

2.4  牛黄对成纤维细胞 MMP-2、-9 活性的影响 
如图 4 所示, 牛黄在 31.25 μg/mL 浓度下可显

著 (P<0.05)抑制成纤维细胞 MMP-2 的活性 , 对

MMP-9活性没影响。 

2.5  牛黄对成纤维细胞 TIMP-1 合成的影响 
如图 5所示, 牛黄在 31.25~125 μg/mL浓度下可

极显著 (P<0.01)抑制成纤维细胞 TIMP-1合成。 

3  讨论 

中医外科对溃疡治疗常采用祛腐生肌药, 以达

祛腐、解毒、生肌、收敛之功。现代医学认为溃疡

愈合可分炎症反应期、肉芽组织形成期 (主要为成

纤维细胞和内皮细胞游动、增殖)和组织改建期 3个

阶段。本研究显示牛黄能显著抑制小鼠口腔成纤维

细胞增殖和胶原合成, 故推测其在溃疡愈合中的主

要作用不是生肌, 由于牛黄有很强的抗炎作用, 因

此推测其在溃疡愈合中的主要作用可能是解毒。 

基质金属蛋白酶主要包括胶原酶  (MMP-1、

MMP-8、MMP-13等)、明胶酶(MMP-2、MMP-9等)

和基质溶素等。明胶酶主要有明胶酶 A (MMP-2)和

明胶酶 B (MMP-9), 作用底物为明胶、胶原 I、IV、

V型及弹性蛋白。TIMPs是 MMPs的内源性特异性

抑制因子 ,  维持胞外基质正常代谢的关键在于

MMPs 与 TIMPs 之间的动态平衡 [9]。TIMPs 有

TIMP-1、TIMP-2、TIMP-3和 TIMP-4四种类型, 而 

 

图 4  牛黄对成纤维细胞金属蛋白酶-2、-9 活性的影响 
Fig. 4  Effect of calculus bovis on MMP-2, -9 activities. (A) Results of gelatin zymography. 1: calculus bovis (31.25 μg/mL); 2: 
borneol (18.75 μg/mL); 3: 10% FCS control; 4: 1% FCS control. (B) Activity of MMP-2 quantified by scanning densitometry. n = 3;  
*: P < 0.05; **: P < 0.01. 
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图 5  牛黄对成纤维细胞金属蛋白酶抑制因子-1 的影响

(ng/mL) 
Fig. 5  Effect of calculus bovis on the production of TIMP-1 
(ng/mL). n = 3; **: P < 0.01. 
 
研究最多的是 TIMP-1和 TIMP-2。TIMPs可与MMPs
非共价结合而抑制大多数MMPs活性。本试验考察了
牛黄对小鼠口腔成纤维细胞MMPs和 TIMPs的影响。 

本试验显示牛黄能显著 (P<0.05)抑制 MMP-2
活性, 同时极显著 (P<0.01) 抑制 TIMP-1 的产生。
由于 TIMP-1 能与 MMPs 结合而抑制 MMPs 活性, 
因此 MMP-2和 TIMP-1活性同时被抑制的现象似不
合理。然而大量文献资料显示 MMP-2和 TIMP-1活
性可同时被显著抑制或促进[10−13], 这一现象可能与
TIMPs 特异性有关：TIMP-1 对 MMP-1、-3 和-9 有
较高的亲和力[14,15], 而 TIMP-2 对 MMP-2 有较高的
亲和力[16,17]。本研究中牛黄极显著抑制 TIMP-1合成
可能会相对增加胶原酶(MMP-1)活性, 故胶原沉积
被显著抑制。另外 MMP-2 活性下降也可能与
TIMP-2合成有关。 

本试验证实牛黄可抑制小鼠口腔成纤维细胞增

殖和胶原沉积, 其抑制胶原沉积的机制可能与极显
著抑制 TIMP-1有关。 
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