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目前研究[1]已证实，槟榔是世界第四广泛流

行的精神成瘾物质，仅次于咖啡因、尼古丁及酒

精，在亚洲地区，如中国湖南、台湾地区及印度

流行范围较广，并有扩展趋势。大量调查[2-3]显示

咀嚼槟榔不仅与口腔疾病紧密联系，如：口腔黏

膜下纤维性变（oral submucous fibrosis，OSF）、

白斑、口腔癌，还与食道癌、肝肾疾病等有关。

槟榔含有大量生物碱，其中槟榔碱是其主要成

分。大量研究[4-5]证实，槟榔碱重要的致病机制为

影响细胞增殖周期、刺激细胞分化、诱导细胞凋

亡，但也有研究[6-7]观察到槟榔碱对某些特定细胞

有促进其细胞增殖及迁移的作用。本研究以体外

原代培养的颊黏膜成纤维细胞为对象，观察不同

浓度槟榔碱导致颊黏膜成纤维细胞增殖、移行能

[摘要]   目的   通过观察槟榔碱诱发人颊黏膜成纤维细胞增殖、迁移能力以及微丝形态的改变，探讨槟榔碱在口腔

黏膜下纤维性变（OSF）的致病途径。方法   使用甲噻唑四唑氮（MTT）比色法、划痕法、激光共聚焦扫描显微

镜检测不同浓度槟榔碱（5、10、20、40、80 µg·mL-1）对成纤维细胞增殖、迁移、微丝形态的影响。结果   5、

10、20 µg·mL-1的槟榔碱可轻微提高颊黏膜成纤维细胞增殖迁移能力及微丝聚合（P<0.05）；40、80 µg·mL-1的槟

榔碱抑制颊黏膜成纤维细胞增殖、迁移能力及微丝解聚（P<0.05）。结论   槟榔碱改变颊黏膜成

纤维细胞增殖、迁移能力及微丝形态分布，可能在口腔黏膜下纤维性变病理过程中起着重要的

作用。
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Effects of arecoline on proliferation and migration of human buccal mucosal fibroblasts in vitro   Li Huili1, Fang 
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[Abstract]   Objective   The role of arecoline in the pathogenesis of oral submucous fibrosis (OSF) was explored by 

investigating the effects of arecoline on the cell proliferation, migration and filament actin of human buccal mucosal 

fibroblasts in vitro. Methods   The methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay, wound healing assay and laser scanning 

confocal microscopy were used to detect the effect of arecoline at different concentration (5, 10, 20, 40, 80 µg·mL-1) 

for human buccal mucosal fibroblasts proliferation, migration and filament actin. Results   Cell proliferation, migration 

and polymerization of filament actin of human buccal mucosal fibroblasts in vitro were enhanced by arecoline at lower 

concentrations (5, 10 µg·mL-1) (P<0.05), and inhibited by arecoline at higher concentrations (20, 40, 80 µg·mL-1) (P< 

0.05). Conclusion   Arecoline may change the proliferation and migration of human buccal mucosal fibroblasts through 

polymerization of filament actin.
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力及微丝形态的变化，为进一步探明OSF病理途

径改变提供实验依据。

1   材料和方法

1.1   主要试剂和仪器 
槟榔碱粉剂、改良伊格尔培养基（Dulbecco’s 

modification of Eagle’s medium，DMEM）、甲噻

唑四唑氮（methyl thiazolyl tetrazolium，MTT）

（Sigma公司，美国），二甲基亚砜（dimethyl 
sulfoxide，DMSO）（北京Solarbio公司），异硫

氰酸荧光素（fluorescein isothiocyanate，FITC）标

记鬼笔环肽（Fluka公司，瑞士），细胞刮刀

（Greiner bio-one公司，德国），6、24、96孔细

胞培养板（Costar公司，美国），激光共聚焦扫描

显微镜（ZEISS公司，德国）。

1.2   细胞培养鉴定及实验分组

经志愿者知情同意后，上皮组织取自无烟酒

及咀嚼槟榔习惯的健康自愿者颊黏膜，组织块法

培养颊黏膜成纤维细胞，细胞免疫组织化学法染

色进行细胞鉴定。

按照培养液槟榔碱的含量分为6组：对照组成

纤维细胞加入含10%胎牛血清DMEM完全培养

液，实验组成纤维细胞分别加入含5、10、20、

40、80 µg·mL-1槟榔碱的10%胎牛血清DMEM完全

培养液。

1.3   槟榔碱对颊黏膜成纤维细胞增殖的影响

MTT比色法：将第4代成纤维细胞制备成细

胞悬液后，以每毫升1×104的密度接种于96孔细胞

培养板中，每孔加入200 μL细胞悬液。

置于细胞培养箱继续培养24 h，吸除上清

液，分别加入6组培养液，每浓度槟榔碱设3个复

孔，分别在培养12、24、48、72 h时加入MTT溶

液（5 g·L-1，pH=7.4）20 μL继续孵育4 h，弃上清

液。每孔加150 μL DMSO液10 min，酶联免疫检

测仪测490 nm波长处各孔吸光度值。

1.4   槟榔碱对颊黏膜成纤维细胞迁移的影响

划痕试验：将第4代成纤维细胞制备成细胞悬

液后，以每毫升2.5×104的密度接种于24孔细胞培

养板中，每孔加入2 mL细胞悬液。置细胞培养板

于细胞培养箱24 h，单层细胞层融合至90%后换不

含血清的培养基培养24 h，细胞刮刀在板底制造横

行无细胞带，宽度为4 mm，磷酸缓冲液（pho-
sphate buffer saline，PBS）冲洗培养板2遍，每孔

分别加入6组培养液，每个浓度组设3个复孔。12 h
后在光学显微镜下（× 200）观察，每孔随机抽取

10个视野，计算迁移入划痕区的细胞数量，分别

取各组数量平均值。

1.5   槟榔碱对微丝形态及分布的影响

将第4代成纤维细胞制备成细胞悬液后，以每

毫升1×105的密度接种于6孔细胞培养板中（置有

多聚赖氨酸的灭菌盖玻片），每孔加入2 mL细胞

悬液。置于细胞培养箱继续培养24 h后，吸除上清

液，PBS冲洗2遍，加入6组培养液培养24 h。

取出细胞爬片后，使用4%的多聚甲醛固定

15 min，PBS冲洗2次，每次3 min，0.2%聚乙二醇

辛基苯基醚破膜10 min，加入FITC标记鬼笔环肽

工作液（5 μg·mL-1，含1% DMSO）每孔50 μL，

在室温下于湿盒内染色40 min，再用PBS冲洗2
次，每次5 min，50%缓冲甘油封固。激光共聚焦

扫描显微镜观察各组细胞，镜下显示绿色荧光

（激发波长为494 nm，发射波长为518 nm）。

1.6   统计学分析 
实验重复3次，采用SPSS 17.0统计软件，单

因素方差分析比较多组之间差异，Dunnett t检验比

较两组间差异，P<0.05记为差异有统计学意义。

2   结果

2.1   细胞鉴定结果

光镜下可见成纤维细胞呈长梭形或星形，伸

出细长胞质突，为典型成纤维细胞形态。免疫组

织化学法染色：抗波形丝蛋白染色呈阳性代表细

胞具有成纤维细胞特征，抗角蛋白染色阴性显示

未见上皮细胞成分，证实细胞为成纤维细胞（图

1、2）。

2.2  不同浓度槟榔碱对颊黏膜成纤维细胞增殖能

力的改变

各浓度槟榔碱作用颊黏膜成纤维细胞12 h，

相对于对照组来说，MTT值的差异无统计学意义

（P>0.05）。作用24 h后，浓度为10、20 µg·mL-1

的槟榔碱促进了细胞的增殖（P<0.05），而40、

80 µg·mL-1的槟榔碱则抑制细胞增殖（P<0.05）；

作用48 h后，浓度为5、10 µg·mL-1组的槟榔碱促

进细胞增殖（P<0.05），而20、40、80 µg·mL-1的

槟榔碱组明显抑制细胞增殖（P<0.05）；作用72 h
后，各实验组细胞增殖均受到了抑制（P<0.05）

（表1、图3）。
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图  1    抗角蛋白阴性    免疫组织化学染色    × 100

Fig  1   Negative expression of anti-keratin    immunohistochemical

              staining    × 100

   
图  2   抗波形丝蛋白阳性    免疫组织化学染色    × 100

Fig  2   Positive expression of anti-fibroin    immunohistochemical

               staining    × 100 

 
图  3   不同浓度槟榔碱对颊黏膜成纤维细胞增殖活性的影响

Fig  3   Effect of arecoline on the proliferation of human buccal

               mucosal fibroblasts

2.3   槟榔碱对颊黏膜成纤维细胞迁移能力的改变

各组移行细胞数分别为：对照组（12.07±3.56）

个，5 µg·mL-1组（19.47±5.58）个，10 µg·mL-1组

为（21.90±8.54）个，20 µg·mL-1组为（8.23±3.43）

个，40 µg·mL-1组为（5.70±2.42）个，80 µg·mL-1

组为（5.27±2.63）个（图4），各实验组与对照组

相比差异有统计学意义（P<0.05）。

 

图  4   不同浓度槟榔碱对颊黏膜成纤维细胞迁移能力的影响

Fig  4   Effect of arecoline on the migration of human buccal mucosal

             fibroblasts 

2.4   槟榔碱对颊黏膜成纤维细胞微丝形态的改变

通过激光共聚焦扫描显微镜，成纤维细胞微

丝呈现绿色荧光。对照组颊黏膜成纤维细胞呈现

多角形或星形，有长短不一伪足突出，应力纤维

呈束状平行排列，形成网格状结构，布满整个胞

浆、伸入伪足中（图5A）。5、10 µg·mL-1槟榔碱

孵育颊黏膜成纤维细胞24 h，细胞呈长梭形，极性

增强，胞体宽大，伪足明显增长，应力纤维粗

大，沿细胞及伪足长轴平行排列（图5B、C）。

20、40、80 µg·mL-1槟榔碱实验组，随着浓度增

大，细胞形态变圆形或椭圆形，伪足缩短或消

失，应力纤维紊乱，部分缺如。大量斑点样荧光

染色亮点聚集于细胞皮层（图5D、E、F）。

3   讨论

OSF是一种以胶原代谢紊乱为特征的纤维化

疾病，成纤维细胞是病变过程中主要细胞成分，

具有增殖，合成分解、黏附、迁移等功能。近年

来，关于槟榔碱影响成纤维细胞增殖活性存在较

多不同的说法：有学者[8-10]证实不同浓度的槟榔碱

可浓度依赖性抑制牙龈、牙周、颊黏膜成纤维细

胞生长、增殖及胶原合成；也有学者[11]发现较低

浓度的槟榔碱在较短的持续时间内，对成纤维细

胞具有促进增殖的作用；还有研究[12]证实，槟榔

碱对人成纤维细胞在72 h内增殖并无明显抑制。槟

表  1   不同浓度槟榔碱对颊黏膜成纤维细胞增殖活性

          的影响

Tab  1   Effect of arecoline on the proliferation of hu-

               man buccal mucosal fibroblasts

浓度/

 (µg·mL-1)

作用时间/h

12 24 48 72

0                 0.080±0.005 0.150±0.027 0.230±0.021 0.348±0.021

5 0.060±0.006 0.186±0.001 0.273±0.006* 0.312±0.021*

10 0.068±0.004 0.194±0.006* 0.275±0.021* 0.319±0.008*

20 0.070±0.003 0.178±0.003* 0.190±0.016* 0.330±0.009*

40 0.079±0.012 0.130±0.002* 0.186±0.004* 0.292±0.006*

80 0.073±0.018 0.078±0.016* 0.077±0.017* 0.218±0.036*

注：*与对照组相比差异有统计学意义（P<0.05）。
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榔碱改变成纤维细胞增殖能力的差异来自于药物

浓度区间、作用时间、细胞亚群、细胞分化程度

的差异。目前国内外对槟榔碱的研究多集中于高

浓度区间槟榔碱对细胞的毒性研究。Cox等[13]在检

测健康志愿者咀嚼槟榔时，唾液槟榔碱含量均超

过10 μg·mL-1，最高浓度介于5.66~97.39 μg·mL-1，

且在45 min之内降到1 μg·mL-1。故本研究所选取

实验组槟榔碱浓度主要集中于10~80 μg·mL-1，更

具有合理性。本实验结果显示：槟榔碱作用12 h，

各组细胞未发生明显增殖，推测细胞未达到倍增

时间；72 h后，各实验组细胞增殖均呈明显抑制状

态，应为槟榔碱长时间作用造成细胞毒性累积所

致细胞凋亡；24及48 h细胞增殖趋势相似，低浓度

组细胞增殖率轻微升高、高浓度组细胞增殖率明

显降低。提示在纤维化病变早期，槟榔碱促进成

纤维细胞增殖及胶原合成，造成胶原堆积；晚期

细胞毒性导致成纤维细胞数量减少，吞噬降解胶

原能力下降，进一步加剧胶原堆积。在纤维化病

变 过 程 中 ， 病 变 成 纤 维 细 胞 的 迁 移 有 促 进 作

用[14]。OSF患者的非咀嚼摩擦区，如前庭沟、软

腭及舌底常出现同等程度甚至更为严重的纤维化

病变，推测可能是由于病变成纤维细胞移行导

致。

曾有文献[10]报道，浓度大于62.4 μg·mL-1的槟

榔碱可显著抑制牙龈成纤维细胞移行能力，但对

于较低浓度槟榔碱对细胞迁移的研究较少见。

A：对照组；B：5 μg·mL-1；C：10 μg·mL-1；D ：20 μg·mL-1；E：40 μg·mL-1；F：80 μg·mL-1。

图  5   免疫荧光染色后的细胞微丝    × 200  

Fig  5   The filament actin of cells after immunofluorescence stain    × 200

在迁移实验中，为了避免细胞增殖的影响，

计算各组细胞在12 h迁移细胞数目。结果表明5、

10 μg·mL-1槟榔碱可以刺激颊黏膜成纤维细胞移

行，20、40、80 μg·mL-1槟榔碱明显抑制细胞移行

能力。这种改变和微丝的改变具有一致性。微丝

主要由肌动蛋白组成，广泛存在于各类细胞。微

丝通过聚合及解聚状态的转化，影响细胞内信号

通路、细胞周期及基因表达的改变，进而影响细

胞生长、分化、运动、吞噬能力[15]。已有报道[16]

显示，不同浓度槟榔碱作用肝癌细胞24 h可显著刺

激细胞形成应力纤维，但目前槟榔碱对于成纤维

细胞微丝影响的报道较少。本研究中低浓度槟榔

碱可刺激微丝聚合，出现束状应力纤维；而较高

浓度槟榔碱导致细胞变形，应力纤维紊乱消失，

细胞皮层出现大量荧光斑点，大量微丝解聚。推

测成纤维细胞微丝改变可能是OSF致病途径之

一。

综上所述，观察到槟榔碱对颊黏膜成纤维细

胞的增殖、迁移及微丝形态的影响具有双向性，

推测槟榔碱通过影响微丝状态、数量间接导致成

纤维细胞增殖、迁移能力发生变化，可能是OSF
的致病途径之一，但还需要进一步研究阐明具体

作用机制。
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