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人参皂苷Rb3对大鼠实验性牙周炎的疗效研究
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[摘要]  目的　探讨人参皂苷Rb3对大鼠实验性牙周炎炎症及骨吸收的疗效及作用机制。方法　体内实验将雄

性SD大鼠随机分为对照组、结扎组、Rb3组和多西环素（Dox）组，采用上颌第二磨牙结扎法建立牙周炎模型，

药物处理 3周处死取材。显微计算机断层扫描（Micro-CT）评估牙槽骨吸收情况；苏木精-伊红（HE）染色观察

牙周组织和内脏组织病理学改变；抗酒石酸酸性磷酸酶（TRAP）染色检测牙周组织破骨细胞形成；酶联免疫吸

附试验（ELISA）检测血清白细胞介素（IL） -6、IL-8、免疫球蛋白（Ig） M、IgG 水平；定量聚合酶链式反应

（qPCR）检测牙龈组织炎症和破骨形成相关因子表达；免疫荧光染色检测磷酸化胞外信号调节激酶（p-ERK）表

达；体外实验将RAW264.7细胞药物预处理后加入牙龈卟啉单胞菌（P.gingivalis）脂多糖（LPS）刺激。qPCR法

检测 IL-1β、IL-6 mRNA的表达；蛋白质免疫印迹（Western blot）检测Rb3对丝裂原活化蛋白激酶（MAPKs）信

号通路的影响。结果　与对照组相比，结扎组大鼠牙周炎症及骨吸收明显；与结扎组相比，Rb3组大鼠牙槽骨吸

收和破骨细胞形成数量减少，牙周组织 p-ERK/ERK比值、IL-1β、IL-6、活化T细胞核因子（NFATc1） mRNA及

破骨下游基因表达降低、血清 IL-6、IL-8、IgG、IgM的含量减少；Rb3降低P.gingivalis LPS刺激RAW264.7细胞

引起的 IL-8、IL-1β mRNA 表达及 p-ERK/ERK、p-p38 MAPK/p38 MAPK 比值。结论　Rb3抑制大鼠实验性牙周

炎炎症及骨吸收，且相较于 Dox，Rb3在抑制促炎症因子、破骨基因表达等方面效

果更佳，并可能通过激活MAPKs信号通路发挥抗炎作用。
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酶信号通路
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[Abstract]  Objective　This study aimed to explore the therapeutic effect and mechanism of ginsenoside Rb3 on ex‐

perimental periodontitis and bone resorption in rats. Methods　 Male SD rats were randomly divided into a control 

group, a ligation group, an Rb3 group, and a doxycycline (Dox) group for in vivo experiments. A periodontitis model was 

established by ligating the maxillary second molar, and samples were collected after 3 weeks of drug treatment. Micro-

CT assessment of alveolar bone resorption was performed, and hematoxylin-eosin (HE) staining was used to observe 

pathological changes in periodontal and visceral tissues. Tartrate resistant acid phosphatase (TRAP) staining was applied 

to detect the formation of osteoclasts in periodontal tis‐

sues, and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

was adopted to detect the serum levels of interleukin (IL)-

6, IL-8, immunoglobulin (Ig)M, and IgG. Quantitative 

polymerase chain reaction (qPCR) was employed to de‐
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tect the expression of factors related to gingival inflammation and osteoclast formation. Immunofluorescence staining 

was used to detect phospho-extracellular signal-regulated kinase (p-ERK) expression. In vitro experiments were conduct‐

ed by pretreating RAW264.7 cells with drugs and adding lipopolysaccharides (LPS) stimulation from Porphyromonas 

gingivalis (P. gingivalis). IL-1β and IL-6 mRNA expression was detected by qPCR, and Western blot was used to detect 

the effect of Rb3 on the mitogen-activated protein kinases (MAPKs) signaling pathway. Results　Compared with the 

control group, the ligation group showed significant periodontitis and bone resorption. Compared with the ligation group, 

the Rb3 group showed a decrease in alveolar bone resorption and osteoclast formation; p-ERK/ERK ratio, IL-1β, IL-6, 

and nuclear factor of activated T cells (NFATc1) mRNA levels and downstream gene expression in periodontal tissues; 

serum IL-6, IL-8, IgG, and IgM levels. Rb3 reduced IL-8 and IL-1β mRNA expression levels and p-ERK/ERK and p-p38 

MAPK/p38 MAPK ratios in RAW264.7 cells induced by P. gingivalis LPS stimulation. Conclusion　Rb3 inhibits in‐

flammation and bone resorption in experimental periodontitis in rats. Compared with Dox, Rb3 has better effects in inhib‐

iting pro-inflammatory factors and osteoclast gene expression and may exert anti-inflammatory effects by activating the 

MAPK signaling pathway.

[Key words]  ginsenoside Rb3; experimental periodontitis; inflammation; bone resorption; mitogen-activated 

protein kinases signaling pathway

牙周炎是一类以牙周组织炎症伴随牙槽骨逐

渐丧失为主要临床特点的慢性炎症性疾病[1-2]。近

年来的流行病学研究显示，牙周炎在人群中总体

患病率高达 45%~50%，是最常见的口腔疾病之一，

重度牙周炎更是困扰着全球约 10% 的人口，不仅

影响患者生活质量，也给当今社会健康发展造成

沉重负担[3-5]。

牙周炎的发病机制是易感宿主对口腔菌斑微

生物产生过度免疫反应[6-7]，细菌微生物及其代谢

产物刺激引起牙周组织中的相关细胞分泌促炎症

细胞因子，如白细胞介素（interleukin，IL） -1β、

IL-6、肿瘤坏死因子 -α （tumor necrosis factor al‐

pha，TNF-α）等，同时丝裂原活化蛋白激酶（mi‐

togen-activated protein kinases，MAPKs） /核因子 -

κB （nuclear factor-κB，NF-κB） 信号通路也会被

激活，参与牙周组织的炎症反应，长期异常的免

疫炎症反应最终造成成骨/破骨失衡，发生牙槽骨

吸收[8]。活化 T 细胞核因子（nuclear factor of acti‐

vated T cells，NFATc1）是一类经典破骨细胞生成

因子[9]，在破骨活动中发挥显著作用，MAPKs/NF-

κB信号通路被激活后细胞核中 NFATc1水平升高，

破骨细胞特异性基因的表达增强，包括基质金属

肽酶 -9 （matrix metalloproteinase-9，MMP-9）、组

织蛋白酶 K （cathepsin K，CTSK）、酸性磷酸酶 5

（acid phosphatase 5，ACP5）等，影响破骨细胞的

生成及成熟，促进牙槽骨破坏[10]。

目前临床上对牙周炎患者的治疗手段主要是

通过洁治、刮治等方法去除牙菌斑生物膜，后期

则对难以控制的严重病例采用牙周手术治疗，彻

底去除感染微生物并创造利于患者自我控制菌斑

的口腔环境[11-12]。然而，单纯通过物理方法去除菌

斑生物膜，在控制易感宿主炎症方面效果往往不

理想，即使定期进行专业干预的牙周炎患者也可

能出现继续进展的情况[13]。因此，除牙周炎常规

物理治疗外，辅助进行药物免疫调控治疗是十分

有必要的。目前有大量的基础研究尝试通过药物

调节宿主反应来治疗牙周炎，如非甾体抗炎药、

四环素类药物等[14-15]。迄今为止，仅有亚抗微生物

剂量的多西环素（Doxycycline，Dox）被批准用于

牙周治疗中宿主调节，在临床中辅助机械清创等

手段可以取得不错疗效[16-18]。

近年来，随着中草药的研究逐渐深入，中药

材中提取的活性成分成为研究热点。人参皂苷Rb3

（ginsenoside Rb3，Rb3）是我国传统中药人参中含

量最丰富、活性最强的成分之一，具有抗炎、抗

氧化、抗凋亡等诸多作用[19-21]。前期研究[22]发现

Rb3具有显著的抗炎和抗破骨作用，Rb3通过调控

MAPKs 信号通路，抑制脂多糖 （lipopolysaccha-

rides，LPS） 引起的人牙周膜干细胞 （human pe-

riodontal ligament stem cells，hPDLSCs）促炎因子

IL-6、IL-8、IL-1β 表达[10]；并通过调控 MAPKs 通

路中外源性信号调节激酶（extracellular regulated 

protein kinases，ERK） 的活化，抑制破骨细胞分

化。为了进一步明确 Rb3 的治疗效果，本研究在

体内实验和体外实验中，通过与 Dox 对比，分析

Rb3对牙周炎症和骨吸收的治疗作用并探讨作用机

制，以期为 Rb3 在牙周炎免疫调控方面的治疗应

用提供科学依据。
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1  材料和方法

1.1  动物和实验方案

选取 24 只 8 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠，体重

270~300 g，购于济南朋悦实验动物繁育有限公司，

动物生产许可证号：SCXK （鲁） 20190003。将 24

只大鼠随机分为 4 组，分别为对照组、结扎组、

Rb3组和Dox组。本研究在确定样本量时，充分考

虑了预实验数据和动物伦理原则。根据预实验结

果，各组间牙周炎症差异显著，效应量较大，且

实验条件稳定。同时，考虑到实验过程中可能出

现的自然损耗（如动物健康状况或意外情况），预

计每组损耗 1只大鼠。因此，最终确定每组设置 6

只大鼠。结扎组、Rb3组和 Dox组大鼠在 3% 异戊

巴比妥钠溶液腹腔注射麻醉下于双侧上颌第二磨

牙颈部结扎 3-0丝线，每隔 3 d检查丝线是否脱落。

牙周炎模型建立后，Rb3 组、Dox 组大鼠每隔 1 d

采用腹腔注射方式分别给予相应药物 1 mL （浓度

均为 1 mg/L），药物剂量及给药周期参考既往文

献[23]及预实验结果确定，预实验大鼠内脏苏木精-

伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色结果显示该浓

度药物无组织毒性。同时对照组及结扎组大鼠注

射等体积生理盐水，3 周后 4 组大鼠安乐死并取

材。动物实验方案经潍坊医学院伦理委员会批准

（实验动物伦理号：2021SDL488）。

1.2  酶联免疫吸附分析 （enzyme-linked immuno‐

sorbent assay，ELISA）

大鼠处死后取新鲜心脏血液，离心取血清，

按照 ELISA 试剂盒说明书提供的操作步骤进行实

验，在酶标仪 450 nm处读取光密度（optical densi‐

ty，OD） 值，计算得到小鼠血清 IL-6、IL-8、免

疫球蛋白（immunoglobulin，Ig） M、IgG的含量。

1.3  显微计算机断层扫描（micro-computed tomog‐

raphy，Micro-CT）

取各组大鼠牙齿-上颌骨标本作Micro-CT进行

三维重建并分析，以评估牙槽骨吸收情况。

1.4  HE 和抗酒石酸酸性磷酸酶 （tartrate resistant 

acid phosphatase，TRAP）染色

收集各实验组大鼠的肝脏、肾脏、肺脏和心

脏组织，进行固定、包埋和切片，作HE染色，观

察 Rb3 和 Dox 对大鼠内脏组织有无毒性；收集各

实验组大鼠上颌牙齿-牙周联合组织制作石蜡切片，

行 HE染色和 TRAP染色，分别观察组织病理学改

变和牙槽骨吸收情况。

1.5  免疫荧光染色

取大鼠上颌牙齿-牙周联合组织切片，5%山羊

血清封闭切片 1 h。分别以一抗磷酸化胞外信号调

节激酶 （phospho-extracellular signal-regulated kinase，

p-ERK）（1∶1 000） 4 ℃孵育过夜，荧光二抗（1∶

500） 37 ℃避光孵育 1 h，抗荧光衰减封片剂封片。

在倒置荧光显微镜下观察、拍照并统计分析各组

大鼠牙齿-牙周联合组织中p-ERK表达情况。

1.6  大鼠牙龈组织定量聚合酶链式反应（quantita‐

tive polymerase chain reaction，qPCR）

取大鼠上颌第二磨牙处牙龈组织，按照 RNA

提取试剂盒提供步骤操作，应用逆转录试剂盒进

行逆转录制备 cDNA。以磷酸甘油醛脱氢酶（gly-

ceraldehyde phosphate dehydrogenase， GAPDH） 为

内参进行荧光定量聚合酶链反应（polymerase chain

reaction，PCR） 扩增，以检测各组小鼠牙龈组织

中 IL-1β、IL-6、CTSK、ACP5、MMP-9、NFATc1 

mRNA 的表达水平。本实验引物序列见表 1。反

应条件按 PCR 试剂盒说明书设定，各组均设 3 个

复孔。检测各组大鼠牙龈组织中上述基因的表达

水平。

1.7  CCK-8测定

RAW264.7 细胞复苏扩增，分为 9 组进行细胞

毒性实验：对照组、50 μmol/L Rb3组、100 μmol/L 

Rb3 组、200 μmol/L Rb3 组、400 μmol/L Rb3 组、

25 μmol/L Dox组、50 μmol/L Dox组、100 μmol/L 

Dox 组、200 μmol/L Dox 组。使用配制好的对应

表 1　本实验用于qPCR的大鼠引物序列

Tab 1　Primer sequences of rats used for qPCR in this ex‐

periment

引物

GAPDH

IL-6

IL-1β

CTSK

ACP5

NFATc1

MMP-9

序列（5’-3’）

F：GACATGCCGCCTGGAGAAAC

R：AGCCCAGGATGCCCTTTAGT

F：ACTTCCAGCCAGTTGCCTTCTTG

R：TGGTCTGTTGTGGGTGGTATCCTC

F：AATCTCACAGCAGCATCTCGACAAG

R：TCCACGGGCAAGACATAGGTAGC

F：TGGCTGTGGAGGCGGCTATATG

R：CGGGTAAGCGTCTTCAGAGTCAATG

F：ATGACGCCAATGACAAGAGGTTCC

R：TTGTGCCGAGACATTGCCAAGG

F：TCCCTGCCTGCCCTTGACTG

R：TGAGCCCTGTGGTGAGACTTGG

F：CTCCTGGTGCTCCTGGCTCTAG

R：GCTGTGTGTCCGTGAGGTTGG

扩增

长度/bp

92

110

98

82

125

92

112

••713



2025-10 43（5）华西口腔医学杂志 West China Journal of Stomatology

Rb3和Dox浓度的培养基行细胞重悬，随后接种于

96孔细胞培养板，此步骤按照每孔 1×105个的细胞

浓度进行接种操作，每组设 6个复孔。24 h后每孔

加入 10 μL CCK8试剂，培养箱中孵育 1.5 h后检测

450 nm处OD值。分析确定上述药物对细胞的安全

浓度范围。

1.8  RAW264.7细胞RNA提取、逆转录和PCR

RAW264.7 细胞分为 10 组：对照组、LPS 组、

100 μmol/L Dox 组 、 200 μmol/L Rb3 组 、 LPS+

50 μmol/L Rb3 组 、 LPS+100 μmol/L Rb3 组 、

LPS+200 μmol/L Rb3 组、LPS+25 μmol/L Dox 组、

LPS+50 μmol/L Dox 组、LPS+100 μmol/L Dox 组。

细胞浓度调整为每毫升 1×106个，接种于 6孔板中，

每孔 1 mL，设 3 个复孔，5%CO2细胞培养箱中孵

育 12 h， 待 细 胞 充 分 贴 壁 后 对 不 同 分 组 的

RAW264.7 细胞加入对应浓度的药物进行预处理

2 h，随后对需 LPS 刺激的组加入 LPS，使得 LPS

的终浓度为 1 μg/mL，24 h后收样，后续PCR实验

步骤同 1.6，检测 Rb3 和 Dox 对牙龈卟啉单胞菌

（Porphyromonas gingivalis，P.gingivalis） LPS 刺激

RAW264.7 细胞引起的 IL-1β、IL-8 mRNA 表达的

影响。本实验引物序列见表2。

1.9  蛋白质印迹（Western blot）分析

RAW264.7 细胞分为 6 组：对照组、LPS 组、

LPS+50 μmol/L Rb3 组、LPS+100 μmol/L Rb3 组、

LPS+50 μmol/L Dox 组、LPS+100 μmol/L Dox 组，

按照细胞浓度为每孔 1×106个接种于 6孔板中，每

孔 1 mL，设 3个复孔，12 h后加入相应浓度的Rb3

和Dox预处理 2 h，加入LPS（终浓度为 1 μg/mL），

24 h 后裂解细胞，超声处理并离心。BCA 法检测

蛋白浓度并标准化，进行电泳处理，转膜后封闭，

p38、ERK、p-p38、p-ERK 和 GAPDH 蛋白的一抗

均 4 ℃孵育过夜，24 h后加入二抗室温下孵育 1 h，

洗膜，电化学发光 （electrochemiluminescence，

ECL），定量分析蛋白表达情况。

1.10  统计学分析

所 有 实 验 数 据 使 用 SPSS 23.0 和 GraphPad 

Prism 8.0.2 软件进行统计学分析，计量数据用均

数±标准差表示，组间比较使用独立样本 t检验进

行分析。P<0.05 表示有显著统计学差异。所有实

验均重复3次。

2  结果

2.1  Rb3和Dox对大鼠内脏组织的毒性检测

HE染色结果（图1）显示，Rb3组和Dox组大

鼠的心脏、肺脏、肾脏和肝脏组织表现正常，与

对照组相比差异无统计学意义，这说明 2种药物腹

腔注射治疗对实验性牙周炎大鼠的主要内脏无组

织毒性。

2.2  Rb3对实验性牙周炎大鼠牙周组织炎症和骨吸

收的影响

结扎组大鼠牙周组织 HE 染色 （图 2A） 显示

出明显的牙周炎症状。与对照组相比，牙龈乳头

正常结构被破坏，显示为低平状，更多的炎症细

胞浸润在牙龈上皮下方，结合上皮从釉牙骨质界

（cementoenamel junction，CEJ） 向根方迁移，形

成明显附着丧失和牙周袋。Rb3组与结扎组相比，

尽管牙龈乳头结构不明显，但炎症细胞浸润减轻，

附着丧失程度较对照组同样有所减轻。

TRAP染色结果（图 2B、C）显示，结扎组牙

周组织的破骨细胞单位面积内平均数量明显高于

对照组、Rb3组和Dox组。相较于结扎组，Rb3组

和 Dox 组破骨细胞数量显著降低 （P<0.05），且

Rb3组破骨细胞数量更接近对照组水平。Micro-CT

三维重建结果可更直观观察牙槽骨吸收状况（图

2D）。结扎组与对照组比较，牙槽骨不再紧贴牙

根，取而代之的是严重的骨缺损，牙槽骨边缘外

形连续性破坏，牙根暴露明显，切面图示上颌第

二磨牙近远中牙槽骨吸收严重，宽度和高度较对

照组均明显减少。Rb3组相较于结扎组，磨牙冠状

切面图中无论是相邻磨牙之间亦或者第二磨牙牙

根间牙槽骨的吸收情况较结扎组明显好转。进一

步的CEJ-牙槽嵴顶（alveolar bone crest，ABC）距

离分析结果（图 2E）显示，结扎组较对照组 CEJ-

ABC 距离显著增加，而 Rb3 组较结扎组 CEJ-ABC

距离降低明显（P<0.05），接近对照组水平。结果

表明，Rb3可抑制牙周组织炎症及炎症引起的牙槽

骨吸收，在抵抗牙槽骨吸收方面，Rb3可通过减少

破骨细胞形成数量发挥作用。

表 2　用于本实验的大鼠引物序列

Tab 2　Primer sequence information of mice used in this 

experiment

引物

GAPDH

IL-8

IL-1β

序列（5’-3’）

F：GGTTGTCTCCTGCGACTTCA

R：TGGTCCAGGGTTTCTTACTCC

F：GAGACTTCCATCCAGTTGCCTTC

R：TGTGTAATTAAGCCTCCGACTTGTG

F：TCGCAGCAGCACATCAACAAG

R：CCAGCAGGTTATCATCATCATCCC

扩增长度/

bp

183

151

190
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2.3  Rb3对实验性牙周炎大鼠牙周组织和外周血液

炎症因子表达的影响

牙周组织的 qPCR结果（图 3A）显示，Rb3和

Dox 抑制炎症因子 IL-1β、 IL-6 mRNA 表达水平

（P<0.05）。大鼠心脏血液离心后取上清，ELISA

法检测血清中炎症因子含量（图 3B），与对照组相

比，结扎组大鼠血清中 IL-6、IL-8 含量显著提高

（P<0.05）。与结扎组相比，Rb3组和Dox组均可下

调 IL-6、IL-8等炎症因子的表达，恢复到和对照组

接近或者更低的水平，但在下调 IL-8方面，Rb3相

较于 Dox 组表现更佳（P<0.05）。因此认为 Rb3 和

Dox可抑制实验性牙周炎大鼠牙周组织和外周血液

炎症因子的表达，两者在对不同炎症因子的降低

方面各有侧重。

2.4  Rb3对实验性牙周炎大鼠牙周组织破骨转化相

关基因的影响

qPCR 结果 （图 4） 显示，牙周炎建模使得转

录因子 NFATc1 mRNA的表达显著上调，Rb3组和

Dox 组则下调 NFATc1 mRNA 的表达 （P<0.05），

但 Rb3 组可下调恢复至更接近健康大鼠的水平。

结扎导致实验性牙周炎显著上调大鼠牙龈组织

CTSK、ACP5 和 MMP-9 mRNA 的表达，Rb3 和

Dox均能下调上述基因表达，相较于Dox组，Rb3

降低破骨因子CTSK、ACP5和MMP-9 mRNA水平

更显著（P<0.05）。上述结果说明 Rb3 和 Dox 两种

药物抑制破骨的机制可能是通过抑制破骨关键转

录因子NFATc1 mRNA表达进而抑制其下游基因实

现，达到抑制破骨细胞的产生，抑制牙槽骨吸收

的效果。

2.5  Rb3对实验性牙周炎大鼠外周血液中免疫球蛋

白水平的影响

ELISA 法结果 （图 5） 显示，与对照组相比，

结扎组大鼠血清中 IgG、IgM 含量显著增加，Rb3

组、Dox 组大鼠血清中 IgG、 IgM 水平显著下降

（P<0.05）。结果说明Rb3和Dox两种药物或可调节

免疫如通过降低外周血液中的 IgG、IgM等特定抗

体水平减轻牙周炎症。

2.6  Rb3对P. gingivalis LPS刺激RAW264.7细胞引

起的炎症因子表达的影响

CCK-8 结 果 （图 6 上） 表 明 ， 50、 100、

200 μmol/L Rb3 对 RAW264.7 细胞的活力相较于

对照组没有差别，浓度在 400 μmol/L 时细胞活力

下 降 （P<0.05）。 25、 50、 100 μmol/L Dox 对

RAW264.7 细胞活力相较于对照组没有差别，浓

度在 200 μmol/L 时细胞活力下降明显 （P<0.05）。

选 择 浓 度 为 1 μg/mL 的 P. gingivalis LPS 刺 激

RAW264.7 细胞建立炎症细胞模型。qPCR 结果

（图 6下）显示，P.gingivalis LPS上调 IL-8和 IL-1β 

mRNA 表达 （P<0.05）。Rb3 预处理呈浓度依赖性

下调 IL-8和 IL-1β的表达（P<0.05），但浓度在 100

和200 μmol/L时，差异无统计学意义。Dox组也可

下调 IL-8和 IL-1β mRNA的表达（P<0.05），但 IL-

1β mRNA 表达水平的降低与浓度无明显相关联趋

势呈现。

图 1 大鼠心脏、肺脏、肾脏和肝脏组织的HE染色结果

Fig 1 HE staining of rat heart, lung, kidney, and liver tissue sections
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A：牙周组织切片HE染色；B：牙周组织切片TRAP染色；C：破骨细胞数分析，**P<0.01；D：Micro-CT颊侧、冠状切面图像；E：

CEJ-ABC距离分析，**P<0.01。

图 2 Rb3抑制实验性牙周炎大鼠牙周组织炎症和牙槽骨吸收

Fig 2 Rb3 inhibits periodontal tissue inflammation and alveolar bone resorption in experimental periodontitis rats
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2.7  Rb3对MAPKs信号通路的影响

通过 Western blot 分析检测 Rb3 和 Dox 对 MA-

PKs 信号通路的影响。P.gingivalis LPS 刺激 RAW-

264.7细胞，结果显示，LPS刺激可以使得MAPKs

通路中的关键信号分子磷酸化 p38丝裂原活化蛋白

激酶 （phospho-p38 mitogen-activated protein kina-

se，p-p38 MAPK） /p38丝裂原活化蛋白激酶（p38 

mitogen-activated protein kinase，p38 MAPK）、p-

ERK/ERK 的比值显著增加，Rb3 处理降低了 p-

ERK，但在 100 μmol/L浓度下 p-p38 MAPK才出现

显著降低 （P<0.05）。 Dox 组未观察到对 p-p38 

MAPK、p-ERK 有影响（图 7 上）。为了验证 Wes-

tern blot分析结果，将各个组大鼠牙周组织的切片

进行MAPKs通路相关分子的免疫荧光染色。结果

显示，实验性牙周炎模型组大鼠的牙周组织中牙

龈乳头区及以下的结缔组织区细胞内 p-ERK 呈现

高表达，Rb3 组大鼠的同样区域的 p-ERK 表达水

平显著下降（图7下）。

3  讨论

目前越来越多的研究聚焦于中草药，并尝试

阐明药物在疾病进程中的具体分子机制。炎症和

牙槽骨吸收作为牙周炎的主要病理基础之一，往

往是衡量药物对牙周炎作用效果的指标。人参皂

苷Rb3作为中药材人参中的主要活性成分之一，在

一些疾病中证实具有抗炎、抗破骨、抗氧化、抗

内皮损伤等多种药理作用。而近年来研究[10,22,24-25]

发现 Rb3 在牙周炎治疗方面也具有显著作用，本

*P<0.05，**P<0.01。

图 4 Rb3和Dox抑制大鼠牙周组织破骨因子表达

Fig 4 Rb3 and Dox inhibit the expression of osteoclast factor in rat periodontal tissue

A：牙周组织相关炎症因子的qPCR结果；B：外周血相关炎症因子的ELISA结果。*P<0.05，**P<0.01。

图 3 Rb3和Dox抑制大鼠牙周组织和外周血液炎症因子表达

Fig 3 Rb3 and Dox inhibit the expression of inflammatory factors in rat periodontal tissue and peripheral blood

*P<0.05，**P<0.01。

图 5 Rb3和Dox抑制大鼠外周血液中 IgG、IgM水平

Fig 5 Rb3 and Dox inhibit IgG and IgM levels in peripheral 

blood of rats
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研究则探讨人参皂苷 Rb3 对大鼠实验性牙周炎骨 吸收及炎症的影响。

在大鼠的结扎诱导实验性牙周炎模型中，牙

周组织发生炎症和牙槽骨的快速丧失是最主要的

特征[26-27]，为了更好地观察Rb3对大鼠实验性牙周

炎的治疗效果，选择 HE 染色、TRAP 染色和 Mi‐

cro-CT 等方法更直观地综合评估 Rb3 在抑制炎症

和骨吸收的效果。Rb3组虽然局部炎症较健康大鼠

严重，但炎症细胞浸润可以观察到减轻，牙周炎

症状态较结扎组和 Dox 组明显好转。在抑制牙槽

骨吸收方面，Rb3 治疗同样显示出了更明显的效

果，牙周组织TRAP染色显示，在单位面积内Rb3

治疗可以显著降低实验性牙周炎导致的破骨细胞

数量，从而抑制破骨作用，显示出更好抑制牙槽

骨吸收效果。而 Micro-CT 结果也与 TRAP 染色结

果相一致，Rb3组牙槽骨吸收程度更低，牙槽骨连

续性更完整，更接近对照组骨量水平。

有学者[28]研究发现亚抗菌剂量Dox在结扎诱导

的大鼠牙周炎中可以显著下调PAR2、IL-17、TNF-

α和 IL-1β mRNA 表达。在本研究动物实验中也出

现了相似的结果，在结扎诱导大鼠实验性牙周炎

模型中，牙周组织中促炎症因子 IL-1β、 IL-6 

mRNA表达水平显著升高，Rb3和Dox组可显著下

调上述因子的表达水平；而大鼠外周血的 ELISA

检测结果显示，对比结扎组，Rb3 可明显降低 IL-

6、 IL-8 的蛋白表达水平，在 IL-8 表达降低方面

Rb3组较Dox组更为显著。因此认为，Rb3可抑制

实验性牙周炎大鼠牙周组织促炎症因子 mRNA 表

达并可降低外周血液循环中的炎症介质水平，从

而抑制牙周炎症进展。

在破骨细胞分化形成过程中，RANKL与受体

结合，激活 MAPKs/NF-κB 信号通路，启动 NFAT-

c1 的表达，进而促进下游破骨相关基因的转录增

加，导致骨破坏的发生[29-30]。本研究对大鼠牙周组

织中的破骨分化过程核心转录因子NFATc1及相关

特征基因 MMP-9、CTSK、ACP5的 mRNA表达进

行了检测。结果显示 Rb3 能显著降低因牙周炎导

致的 NFATc1 及 MMP-9、CTSK、ACP5 mRNA 表

达，且与Dox组相比，Rb3组降低上述基因表达的

作用更为明显，特别是抑制 CTSK、ACP5 mRNA

表达方面。TRAP 染色和 Micro-CT 结果与 PCR 结

果对应，无论是在破骨细胞量化数目的减少和牙

周骨量的保持方面，均显示 Rb3 在抑制牙周炎破

骨作用相较于Dox表现更出色。实验结果证明Rb3

或可通过抑制破骨基因表达在牙周炎治疗中发挥

重大作用，但尚需更具体的机制方面研究及进一

步实验结果支持。

上：细胞活性实验结果，*与对照组相比P<0.05；下：IL-1β、IL-8 mRNA表达情况，#与对照组相比P<0.05，*与LPS组相比P<0.05。

图 6 Rb3和Dox对RAW264.7细胞活性及炎症因子mRNA表达的影响

Fig 6 The effects of Rb3 and Dox on the activity and mRNA expression of inflammatory factors in RAW264.7 cells
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牙周炎的病理过程实际上是宿主机体对口腔

菌斑微生物产生的过度免疫反应[6]，在机体免疫调

节过程中，血清中的 IgG和 IgM等特定抗体水平可

以作为反映牙周炎程度的标志[31-33]。本研究进一步

讨论了大鼠实验性牙周炎模型中血清免疫球蛋白

水平和牙周炎的相关性及 Rb3 是否通过调节免疫

应答改善牙周状况。实验结果显示：结扎导致牙

周炎大鼠血清中的 IgG和 IgM含量显著提高，Rb3

给药可明显下调 IgG和 IgM水平，恢复到正常或接

近正常水平。

巨噬细胞在机体炎症过程中发挥重要作用，

其通过分泌炎性介质和炎性因子引发炎症级联反

应，从而导致局部稳态失衡和组织破坏[29]。P.gin‐

givalis LPS 可以导致细胞炎症因子的释放，因此

选择 P.gingivalis LPS 诱导 RAW 264.7 细胞作为炎

症模型细胞来研究炎症作用及相关机制[34-35]。和动

物实验部分结果相似，Rb3下调P.gingivalis LPS刺

激RAW 264.7细胞引起的促炎症因子mRNA表达。

MAPKs 信号通路包括磷酸化 C-Jun 氨基端激酶

（phospho-c-junn-terminal kinase，p-JNK） /C-Jun 氨

基端激酶 （c-junn-terminal kinase，JNK）、p-ERK/

ERK 和 p-p38 MAPK/p38 MAPK，参与调节机体

多种细胞活动，如细胞增殖、分化、凋亡、炎症

等[36-37]。有研究[38]证实 p38 MAPK 活化也会诱导

NF-κB活化，进一步促进炎症发生，NF-κB/MAPK

信号通路在炎症过程中扮演重要角色。为了验证

Rb3是否对该信号通路有影响，本研究在体内、体

外实验检测了相关指标，发现 Rb3 治疗可以降低

炎症细胞中 ERK 与 p38 MAPK 的磷酸化水平，而

大鼠牙周组织免疫荧光染色结果则显示 Rb3 治疗

可以显著降低大鼠牙周组织中 p-ERK 表达水平。

这提示 Rb3 减轻牙周炎症发生的机制之一可能是

上：Rb3抑制p38 MAPK、ERK的活化，#与对照组相比P<0.05，*与LPS组相比P<0.05；下：Rb3抑制大鼠牙周组织中p-ERK的表达。

图 7 Rb3对MAPKs信号通路的影响

Fig 7 The effect of Rb3 on the MAPKs signaling pathway
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通过抑制NF-κB/MAPK信号通路的激活实现。

综上所述，Rb3在牙周炎模型大鼠药物治疗中

可能通过激活MAPKs信号通路、降低牙周组织促

炎症因子 mRNA 表达、降低外周血炎症介质水平

及抑制破骨基因表达、减少破骨细胞生成发挥抗

炎、抗破骨作用。相较于经典用药Dox，Rb3在一

些炎症、破骨指标减少方面表现较好，展现了进

一步开发利用的潜力。后续将开展 Rb3 对 NF-κB/

MAPK 信号通路的具体调控机制及 Rb3 药物载体

方面的研究，以期为Rb3临床应用提供更多验证。

利益冲突声明：作者声明本文无利益冲突。
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