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[摘要]        目的   研究抑菌浓度的米诺环素对成骨细胞增殖、分化和矿化及Runt相关转录因子2（Runx2）、碱性磷

酸酶（ALP）、骨桥蛋白（OPN）mRNA表达的影响。方法   将米诺环素溶液（0、0.1、0.5、1、10 μg·mL-1）与

原代成骨细胞共培养，CCK-8检测增殖活性，通过ALP活性检测、茜素红染色、荧光定量聚合酶链反应检测探讨

米诺环素对成骨细胞分化、矿化的影响。结果   0.1、0.5、1 μg·mL-1的米诺环素可以促进细胞的增殖，上调ALP、

Runx2 mRNA的表达水平，增加钙含量及钙化结节的形成，其中1 μg·mL-1具有最大促进作用（P<0.05）；当浓度为

10 μg·mL-1时这种促进作用开始下降，并对ALP活性和OPN表达有显著抑制作用（P<0.01）。结论   适宜抑菌浓度

的米诺环素能促进成骨细胞增殖，上调Runx2、ALP、OPN的表达水平，促进成骨细胞分化和矿化。
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[Abstract]     Objective   To study the effect of the inhibitory concentration minocycline on the proliferation, differentiation, 

and expression of Runt-related transcription factor 2 (Runx2), alkaline phosphatase (ALP) and osteopontin (OPN) mRNA of 

osteoblasts. Methods   Primary osteoblasts were cultured in osteogenic induction medium containing 0, 0.1, 0.5, 1, 10 μg·mL-1 

minocycline. Cell counting kit-8 was used to observe cell proliferation. ALP activity assay, alizarin red S staining, and real-

time quantitative polymerase chain reaction (PCR) were used to determine cell differentiation and mineralization. Results   The 

groups with 0.1, 0.5, 1 μg·mL-1 minocycline promoted cell proliferation. The mRNA expression levels of ALP and Runx2 were 

up-regulated. Osteoblast-mediated mineralization was increased. The group with 1 μg·mL-1 showed maximal promotion effect 

(P<0.05). When the concentration increased to 10 μg·mL-1, 

the promoting effect began to decline, and the ALP activity 

and OPN expression were significantly inhibited (P<0.01). 

Conclusion   Appropriate concentration of minocycline can 

promote osteoblasts proliferation, up-regulate the expression 

levels of Runx2, ALP and OPN, and increase the differen-

tiation and mineralization of osteoblasts.
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牙周病是成人失牙最主要的原因，其特征是牙

槽骨的病理性吸收。菌斑微生物及其毒性产物是引

发牙周病必不可少的始动因子，消除细菌感染、促

进新骨形成是牙周再生治疗的重点。米诺环素（mi-
nocycline，又名二甲胺四环素）是一种半合成的盐

酸四环素族药物，给药后吸收迅速、完全，组织穿

透力强，生物利用度高[1]，对牙周致病菌有较强的

抑制作用，还可抑制基质金属蛋白酶的活性[2]，抑

制破骨细胞活性、减少骨吸收[3-4]，促进牙周组织再

生[5]等。但常规用药剂量较大，易产生耐药和菌群

失调等不良反应，亚抗菌剂量的四环素作为宿主免

疫调节剂治疗慢性牙周病在临床实验中显示出了良

好的治疗效果[6-7]。1 μg·mL-1是口服标准剂量米诺环

素后常见的血浆和龈沟液内药物浓度，具有一定的

抑菌作用。任蕾等[8]通过药物筛选试验发现：米诺

环素对牙龈卟啉单胞菌、中间普氏菌、具核梭杆菌

等的最小抑菌浓度（minimum inhibitory concentra-
tion，MIC）为0.25 μg·mL-1，对黏性放线菌的MIC为

1 μg·mL-1。国外研究表明，米诺环素对伴放线放线

杆菌的MIC为0.25 μg·mL-1[9]，对齿垢密螺旋体的MIC<
0.125 μg·mL-1[10]。口服标准用量米诺环素后，1 h血

浆药物浓度约1.37 μg·mL-1，2 h达峰值2.18 μg·mL-1，

相应的龈沟液内药物浓度分别为0.75、1.45 μg·mL-1，

唾液药物浓度分别为0.2、0.31 μg·mL-1[11]。 
牙周膜细胞（periodontal ligament cell，PDLC）

是牙周再生的主要细胞。研究[12]发现，一定浓度的

米诺环素可以促进PDLC的增殖和蛋白合成等生物活

性，促进牙周新附着的形成。葛少华等[13]还发现，

米诺环素可以提高PDLC的碱性磷酸酶（alkaline 
phosphatase，ALP）活性，促进其向成骨转化的趋

势。成骨细胞是骨形成的主要功能单位，其增殖和

分化等生物活性控制着骨的形成，促进成骨细胞的

增长是有效修复骨缺损的关键因素 [14]。研究 [15]发

现，在牙周骨缺损的修复过程中成骨细胞增生活

跃，紧密排列在骨小梁表面，并可见新骨和结缔组

织形成。由此可见，成骨细胞也参与了牙周骨缺损

的再生和修复过程。但是目前关于米诺环素和成骨

细胞的研究相对较少。如果米诺环素在维持有效抑

菌活性的同时对成骨细胞的功能活性也具有一定的

促进作用，对于牙周骨缺损的修复治疗效果将更加

理想。因此本实验拟通过米诺环素与成骨细胞共培

养，探讨抑菌浓度的米诺环素对成骨细胞的影响，

为牙周病引起的骨缺损修复治疗提供更多的参考和

依据。

1   材料和方法

 
1.1   实验动物

选取由重庆医科大学动物实验中心提供的新生

SD鼠（≤3 d）5只，雌雄不限，实验过程中对动物

的处置符合伦理学要求。

1.2   主要试剂和仪器

盐酸米诺环素、Ⅱ型胶原酶（Sigma公司，美

国），CCK-8试剂盒（日本同仁公司），0.1%TritonX-
100、ALP活性检测试剂盒（上海碧云天生物技术公

司），电解质分析仪（南京攀事达电子仪器有限公

司），荧光定量聚合酶链反应（polymerase chain 
reaction，PCR）检测试剂盒（Takara公司，日本），

α-MEM培养基、PBS（Hyclone公司，美国），β-甘
油磷酸钠、维生素C和茜素红S（北京索莱宝科技有

限公司），荧光定量PCR仪（Bio-Rad公司，美国），

酶联免疫吸附测定法（enzyme-linked immunosorbent 
assa，ELISA）试剂盒（北京Bioss公司），倒置相

差显微镜（Nikon公司，日本）。

1.3   实验方法

1.3.1   培养基的配置   基础培养基：α-MEM培养基+
10%胎牛血清+1%青-链霉素；成骨诱导培养基：基

础培养基+50 μg·mL-1维生素C+10 mmol·L-1 β-甘油磷

酸钠+10 nmol·L-1地塞米松；不同浓度的米诺环素：

用成骨诱导培养基将米诺环素配置为5个浓度组（0、

0.1、0.5、1、10 μg·mL-1）。

1.3.2    乳鼠颅顶骨成骨细胞原代培养    成骨细胞原

代培养方法参照文献[16]，结合组织块法和二次酶

消化法并稍作改进。5只SD大鼠在75%乙醇中浸泡

10 min，无菌条件下剪开头部皮肤，沿骨缝小心分

离、取出颅顶骨，置于盛有PBS缓冲液的培养皿漂

洗2~3次，小心去除附着的骨膜和结缔组织，剪碎

成1 mm×1 mm的碎骨块，加入1 mg·mL-1Ⅱ型胶原酶

37 ℃水浴消化1 h，加入0.25%胰酶继续消化30 min，

1 000 r·min-1离心4 min，弃上清，将碎骨块均匀接

种于T25培养瓶，加入基础培养基，37 ℃、5%CO2

孵箱孵育，1周换液2次，待细胞融合约80%时传代，

换用成骨诱导培养基。取第3代细胞通过ALP染色和

形态观察行成骨细胞鉴定，取生长良好的第4代细

胞用于实验。

1.3.3   细胞增殖活性检测   将生长良好的第4代成骨

细胞以每毫升2×104个接种于96孔板，每孔100 μL，

次日换液。将各浓度组含米诺环素的培养基分别加

[Key words]     minocycline;    osteoblast;    alkaline phosphatase;    proliferation
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入96孔板（0 μg·mL  -1为对照组，其余各组为实验

组），37 ℃、5%CO2条件下孵育，倒置相差显微镜

观察细胞形态，分别于培养的1、3、7 d按照试剂盒

操作说明每孔加入CCK-8检测液10 μL，37 ℃、5%
CO2条件下孵育3 h，于450 nm处测定各组光密度

（optical density，OD）值。

1.3.4   ALP活性检测   成骨细胞以每毫升2×104个接种

于24孔板，每孔1 mL，次日换液，分组同前。分别

于培养的3、7 d行ALP活性检测。ALP活性检测采用

0.1%TritonX-100获得细胞裂解液，按照ALP活性检

测试剂盒进行检测，于405 nm处测定各组OD值。

1.3.5   骨桥蛋白（osteopontin，OPN）含量检测    细
胞培养及分组同1.3.4，收集7 d的细胞上清液，按照

ELISA试剂盒操作说明，于450 nm处测定各组OD
值，根据标准品标准曲线计算出蛋白含量。

1.3.6    钙含量检测    细胞培养及分组同1.3.4，收集

21 d的细胞培养基，使用电解质分析仪检测细胞基

质总钙含量。

1.3.7    矿化结节染色    细胞培养及分组同1.3.4，于

21 d弃培养基，PBS漂洗2~3次，4%多聚甲醛室温固

定30 min，PBS振荡清洗5次，每次5 min，每孔加入

茜素红S染液200 μL，37 ℃摇箱孵育30 min，PBS清

洗2~3次，每次5 min，镜下观察拍照。

1.3.8   荧光定量PCR   成骨细胞以每毫升2×104个接种

于6孔板，次日换液。分组同前，于第7天按总RNA
提取试剂盒操作说明提取各组总RNA，按照cDNA
合成试剂盒将所得总RNA逆转录为cDNA，荧光定

量PCR反应参照试剂盒（TakaRa No.RR820A），目

的基因为ALP、Runt相关转录因子2（Runt-related 
transcription factor 2，Runx2）、OPN，内参为β-
actin。引物序列如下。ALP上游引物序列：5’-CTC
CATCTTTGGTCTGGCTCC-3’，下游引物序列：5’- 
CATTTTCCCGTTCACCGTCC-3’；Runx2上游引物

序列：5’-CCAACTTCCTGTGCTCCGTG-3’，下游引

物序列：5’- TCGTTGAACCTGGCTACTTGG-3’；
OPN上游引物序列：5’-TTCACTCCAATCGTCCCT-
ACAG-3’，下游引物序列：5’-TCCTTAGACTCAC-
CGCTCTTCAT-3’；β-actin上游引物序列：5’- AGA-
TTACTGCTCTGGCTCCTAGC-3’，下游引物序列：

5’- ACTCATCGTACTCCTGCTTGCT-3’。反应条件：

95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，40个循环；95 ℃ 
10 s；65 ℃ 5 s，95 ℃ 5 min。

1.4   统计学分析

采用SPSS 17.0软件对实验数据进行统计分析，

组间差异比较采用单因素方差分析，两两比较采用

LSD多重检验法。P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果

2.1   成骨细胞原代培养和鉴定

原代培养第3天，倒置相差显微镜下见成骨细胞

从碎骨块周围爬出，呈放射状贴壁生长，形态不规

则，呈多边形或三角形，有较多突起，单核卵圆形，

1~2个核仁，胞质丰富清晰，ALP染色呈阳性，蓝黑

色颗粒沉积在胞浆及细胞核ALP活性部位（图1）。

左：× 40；右：ALP染色，× 200。

图  1    成骨细胞原代培养和鉴定    倒置相差显微镜

        Fig  1    Primary culture and identification of osteoblasts  inverted

                         microscope

2.2   米诺环素对成骨细胞增殖的影响

成骨细胞的增殖活性随培养时间的增加而增高，

1、3 d时，0.5、1 μg·mL-1组的细胞增殖活性均高于

对照组（P<0.05）。7 d时，0.1、0.5、1、10 μg·mL-1

组的细胞增殖活性均高于对照组（P<0.01），其中

1 μg·mL-1为最大促增殖浓度，10 μg·mL-1组的细胞增

殖效应较1 μg·mL-1组有所下降（图2）。表明一定浓

度的米诺环素可以促进成骨细胞的增殖，而随着浓

度的增加这种促增殖作用开始下降。

图  2    米诺环素对成骨细胞增殖的影响

Fig  2    Effect of minocycline on the proliferation of osteoblasts

2.3   米诺环素对成骨细胞ALP活性的影响

3 d时，米诺环素对ALP活性有一定的抑制作用，

各浓度组ALP活性值均低于对照组，0.1 μg·mL-1和
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10 μg·mL -1组与对照组间差异有统计学意义（P<
0.01），0.5 μg·mL-1和1 μg·mL-1组与对照组间差异无统

计学意义（P>0.05）。7 d时，0.1 μg·mL-1和1 μg·mL-1

组ALP活性值均高于对照组且差异有统计学意义（P<
0.01），1 μg·mL-1时达最大促进效应，10 μg·mL-1组

ALP活性值低于对照组（P<0.01）（图3）。

图  3    米诺环素对成骨细胞ALP活性的影响

Fig  3    Effect of minocycline on osteoblasts ALP activity

2.4   OPN含量检测

0.1、0.5 μg·mL-1组OPN表达量与对照组差异无

统计学意义（P>0.05），1 μg·mL-1组蛋白表达量高

于对照组（P<0.01），10 μg·mL-1组蛋白表达量明显

低于对照组（P<0.01）（图4）。

2.5   钙含量检测

米诺环素处理21 d后0.1、0.5、1 μg·mL-1组钙含

量高于对照组（P<0.05），10 μg·mL-1组钙含量较对

照组明显降低（P<0.01）（图5）。

2.6   矿化结节染色

倒置显微镜下观察可见细胞呈多层重叠生长，各

组细胞间均可见橘红色矿化结节，与对照组相比，

0.1、0.5、1 μg·mL-1米诺环素可以促进成骨细胞钙盐

沉积和矿化，其中以1 μg·mL-1促进效果最佳，矿化

结节形成较多；10 μg·mL-1组则表现出一定的抑制作

用，形成的矿化结节少而散在（图6）。 
                           

图  4    OPN表达检测

Fig  4    Expression of OPN

图  5    钙含量检测结果

Fig  5    Results of calcium content

A：0 μg·mL-1组；B：0.1 μg·mL-1组；C：0.5 μg·mL-1组；D：1 μg·mL-1组；E：10 μg·mL-1组。

图  6    成骨细胞茜素红染色结果    茜素红染色    × 100

Fig  6    Alizarin red staining results of osteoblasts    alizarin red staining    × 100
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2.7   荧光定量PCR
1 μg·mL-1米诺环素可以上调成骨细胞相关基因

Runx2、ALP、OPN mRNA的表达，与对照组相比

差异有统计学意义（P<0.01）；0.1、0.5 μg·mL-1组

可以上调Runx2、ALP mRNA表达水平（P<0.01），

10 μg·mL-1组相较于对照组Runx2 mRNA表达水平上

调，ALP和OPN mRNA表达水平下调，其中OPN与

对照组相比差异有统计学意义（P<0.01）（图7）。

图  7    成骨细胞相关基因mRNA表达水平

Fig  7    Gene expression level of osteoblasts

3   讨论

研究[17]发现米诺环素可以有效减少牙松动度、

牙龈指数及牙槽骨吸收等。刘迪等[5]指出：米诺环

素脂质体控释凝胶能够改善牙周组织病变，制抑单

核细胞和破骨细胞的数量，并可促进新牙周纤维及

新骨的生成。近期有学者[18]提出米诺环素可以促进

间充质干细胞的增殖、迁徙、细胞外基质的附着以

及黏附因子、生长因子的释放等，从而调节其再生

能力。

成骨细胞是骨形成的主要功能单位，能合成有

机基质并调节矿化过程。刺激成骨细胞增殖并促进

其分化成熟是调节骨代谢、促进新骨形成、修复骨

缺损的重要方法。CCK-8法是检测细胞增殖的指标，

可以反映生活细胞的代谢水平。本研究采用CCK-8
法检测米诺环素对成骨细胞增殖活性的影响，结果

显示米诺环素在0.1、0.5、1 μg·mL-1时对体外培养的

成骨细胞有明显的促增殖作用，1 μg·mL-1时对成骨

细胞有最大促增殖作用，当浓度为10 μg·mL-1时，促

增殖效应开始下降。表明一定浓度的米诺环素能促

进成骨细胞的增殖，达到高浓度后具有一定细胞毒

性，具有抑制细胞增殖的趋势。

ALP是成骨细胞分泌的一组膜结合糖蛋白，是

成骨细胞早期分化的特异性标志，在硬组织的形成

及矿化中有重要作用。ALP活性的高低，能较客观

地反映成骨细胞分化成熟的程度。Runx2是调节成

骨细胞分化和骨形成的关键转录因子，是骨形成过

程中最具特征性的标志物。本实验中，通过ALP活

性检测及荧光定量PCR两种方法检测了米诺环素对

成骨细胞分化的影响，取得了一致的结果。在最初

的3 d，ALP活性值较低，分析可能与细胞正处于增

殖阶段，尚未分化有关。随后ALP活性值开始增加，

且ALP mRNA、Runx2 mRNA表达量和ALP活性值

均在1 μg·mL-1时具有最大值；而10 μg·mL-1组ALP活

性值及ALP mRNA水平均低于对照组。分析米诺环

素促进成骨细胞ALP活性的原因可能是：1）与促进

细胞增殖有关，成骨细胞数量的增加，分泌的ALP
也随之增加；2）上调ALP mRNA表达水平，促进

ALP的分泌，调节成骨细胞的分化；3）上调Runx2 
mRNA表达水平。有实验证明Runx2能调节多种成

骨细胞特异性标志物的表达[19]。OPN是成骨细胞分

化中晚期的主要功能蛋白和标志物，具有钙离子螯

合作用，是骨基质矿化中非常重要的非胶原蛋白。

本实验通过ELISA法和荧光定量PCR两种方法检测

了各组OPN的表达情况，结果显示1 μg·mL-1米诺环

素可以上调OPN mRNA和蛋白的表达，10 μg·mL-1

组蛋白和基因表达量较其他各组明显降低。

成骨细胞分化成熟后多层重叠生长形成结节样

结构，并不断分泌基质和矿物质，形成矿化结节。

茜素红染色等方法可以观察矿化结节的形成情况，

测定成骨细胞的钙化程度。由于本实验采用了成骨

诱导培养基，β-甘油磷酸钠经ALP的水解作用释放出

磷离子，有利于矿物盐的沉积和矿化结节的形成，

故对照组和各实验组均可见橘红色钙化结节形成。

其中0.1、0.5、1 μg·mL-1组的矿化结节和钙含量均多

于对照组；而10 μg·mL-1米诺环素形成的矿化结节少

而散在，钙含量也较对照组低。表明适宜浓度的米

诺环素对成骨细胞的矿化能力有一定的促进作用。

综上所述，本实验研究了抑菌浓度的米诺环素

对成骨细胞的影响，结果发现0.1、0.5、1 μg·mL-1的

米诺环素可促进成骨细胞的生物活性，其中1 μg·mL-1

具有最大促进作用，不仅可以增加成骨细胞的数量，

还能上调成骨相关基因Runx2、ALP及OPN mRNA
的表达，增加ALP活性和骨基质的矿化。由此推测

适宜浓度的米诺环素具有良好的抑菌作用和促进成

骨双重作用。研究[20]表明，米诺环素对多种牙周致

病菌有较强的抑菌作用，其抑菌作用随浓度增加而

增强。但本实验发现随着浓度的增加，米诺环素对

成骨细胞生物活性的促进作用开始下降，当浓度为

10 μg·mL-1时则出现了一定的抑制作用。这也为进一

步研究米诺环素用于牙周病导致的骨缺损的治疗奠

定了基础，后续本实验组将通过局部用药载体的研

究及动物模型进一步研究其机制和实用价值。
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