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中文摘要 

 

由流行病學研究報告指出吸煙會促進牙周病的進行及延遲牙周

治療的癒合反應，但從文獻回顧中發現鮮少有研究探討香煙對牙周組

織的破壞機轉，所以本研究以組織培養法，培養人類牙周韌帶造纖維

母細胞，測定尼古丁對細胞生長、細胞蛋白質合成、GSH 之含量、

加入一些自由基捕捉劑或抗氧化劑，以預防醫學的角度，試圖找到一

些解毒的藥物，達到化學預防(chemoprevention)的目的；另外以逆反

轉聚合媒鏈反應探討尼古丁對牙周韌帶造纖維母細胞所產生 cellular 

stress，是否會經由 c-fos之 pathway，從分子生物學的角色找到 early 

gene調控的機轉，探討香煙的主要成份尼古丁對牙周韌帶造纖維母細

胞的抑制機轉。牙周韌帶造纖帶母細胞係來自於矯正拔牙的牙齒。實

驗結果顯示：尼古丁會對人類牙周韌帶造纖帶母細胞產生細胞毒性作

用，此一現象會隨著濃度、作用的時間增加而增加 (p<0.05)；且尼古

丁也會明顯地抑制細胞增殖及降低蛋白質的合成，尼古丁的濃度在

50 µM及 200 µM時分別會抑制 48 % 及 86 % 人類牙周韌帶造纖維

母細胞的生長，在 10 mM濃度的尼古丁會明顯地抑制蛋白質合成量

約 為 控 制 組 的 44 % (p<0.05) ； 加 入 細 胞 外

2-oxothiazolidine-4-carboxylic acid (OTZ)可以保護細胞免於尼古丁誘
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發的細胞毒性，但在加入 50 µM BSO (buthionine sulfoximine) 後其

可加強尼古丁造成的細胞毒性；superoxide dismutase及 catalase並不

會影響由尼古丁引起的細胞毒性反應；尼古丁在 5 mM時會明顯地消

耗細胞內 glutathione (GSH) (p＜0.05)，同時 glutathione disulfide也一

起跟著減少，由這結果顯示是硫醇(thiol)的消耗，而非因氧自由基引

起尼古丁的細胞毒性機制。此外本實驗亦首次發現尼古丁會誘發人類

牙周韌帶造纖維母細胞 c-fos早期反應基因的表達，但事先加入OTZ

處理後會降低 c-fos基因的表達，並且細胞經由 BSO事先處理後會加

強 c-fos 基因的表達，這些結果顯示尼古丁在人類牙周韌帶造纖維母

細胞中是經由活化 c-fos 早期反應基因路徑，並且細胞內硫醇濃度的

高低可調節由尼古丁誘導 c-fos基因的表達。 

 

 

關鍵詞：牙周病、尼古丁、人類牙周韌帶造纖維母細胞、抑制機轉、

硫醇、c-fos基因 
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英文摘要 

 

The use of tobacco products significantly contributes to the 

progression of periodontal disease and poor response to healing 

following periodontal therapy. The purpose of this study was to 

determine the pathobiological effects of nicotine, a major component of 

cigarette smoking, on human periodontal ligament fibroblasts (PDLFs) 

to elucidate its role in periodontal destruction associated with its use. 

Human PDLFs were derived from healthy individuals undergoing 

extraction for orthodontic reasons. At a concentration higher than 

2.5mM, nicotine was found to exhibit cytotoxic to human PDLFs 

(p<0.05). Nicotine also significantly inhibited cell proliferation and 

decreased protein synthesis in a dose-dependent manner. At 

concentrations of 50 and 200 µM, nicotine suppressed the growth of 

PDLFs with 48% and 86% (p<0.05), respectively. A 10 mM 

concentration level of nicotine significantly inhibited the protein 

synthesis to only 44 % of these in the untreated control (p<0.05). 

Furthermore, the effects of anti-oxidants were added to search for the 

possible mechanism of action, as well as a method for the prevention, of 
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cigarette smoking-associated periodontal diseases. The addition of OTZ, 

a precursor of cysteine that metabolically promotes GSH synthesis, 

acted as a protective effect on the nicotine-induced cytotoxicity. 

However, superoxide dismutase and catalase did not decrease the 

nicotine-induced cytotoxicity. In contrast, the addition of BSO, a 

cellular GSH synthesis inhibitor, enhanced the nicotine-induced 

cytotoxicity. In addition, nicotine significantly depleted intracellular 

GSH in a dose-dependent manner (p<0.05). At a concentration of 5 mM 

and 20 mM, nicotine depleted about 22.2 % and 56 % of GSH, 

respectively. The exposure of quiescent human PDLFs to nicotine 

resulted in the induction of c-fos mRNA expression. The peak of c-fos 

mRNA levels induced by nicotine was 5 mM at 2 h incubation period. 

Kinetic investigations of c-fos mRNA expression in nicotine-treated 

cells revealed a rapid accumulation of the transcript, a significant signal 

first detectable after 30 min of exposure. This increase was transient and 

the level of c-fos mRNAs returned rapidly to that of control cells by 8 h. 

OTZ pretreatment drcreased in c-fos mRNA level and BSO pretreatment 

enhanced in c-fos mRNA level after exposure to nicotine. The levels of 

nicotine tested inhibited cell growth, proliferation, and protein synthesis 
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on human PDLFs. This suggests that nicotine itself might augment the 

destruction of periodontium associated with cigarette smoking. In 

addition, these inhibitory effects were associated with intracellular thiol 

levels. Factors that induce glutathione synthesis of human PDLFs may 

be used for further chemoprevention of cigarette smoking-related 

periodontal diseases. In addition, c-fos gene expression might be one 

signal transduction pathway linked to the induction of early response 

genes by cigarette smoking. These results suggest that the 

nicotine-dependent stress-specific expression of the c-fos gene correlates 

with cellular thiol levels in human PDLFs. 

 

Keywords: periodontal disease; nicotine; human periodontal ligament 

fibroblasts; inhibitory mechanisms; thiols; c-fos gene 
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前言 

 

牙周病是國人最常見之口腔疾病,也是引發成人牙齒脫落之主要

原因。許多研究報告指出牙周病與抽煙後產物有強烈的正相關性

(Bergstrom 1989; Ismail et al. 1990; Haber et al. 1993; Genco 1996)，吸

煙量與牙周附連喪失程度呈正相關，吸煙者有較多的齒槽骨喪失，且

重度吸煙會導致牙齒喪失；且吸煙者對牙周治療的成效較非吸煙者不

佳 (Preber & Bergstrom 1990; Ah MKB et al. 1994)；另外吸煙也會影

響牙周再生手術的成效(Jones & Triplett 1992)。近年文獻回顧就認為

吸煙對牙周病的影響是直接且具有累積性的，美國牙周病學會更將吸

煙視為牙周病的一項危險因子(AAP 1996)。 

在眾多的香煙產物中，目前被研究的最廣泛，而且被認為最可能

會影響牙周組織的物質，正是尼古丁(AAP 1996)。尼古丁是煙草中最

主要的生物鹼，約佔煙草中所含生物鹼的百分之九十至百分之九十

五。在口腔方面，學者曾指出抽煙者唾液中尼古丁的濃度可高達 1.56 

mg/ml，其值是血液中的 100,000倍(Hoffmann & Adams 1981)；另外

在體外實驗中曾證實在有牙周病的牙根表面可探測到尼古丁的存在

(Cuff et al. 1989)。 

吸煙對牙周組織的影響，可由免疫反應、微生物學及細胞生物學
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等方向來探討。從文獻回顧中發現鮮少有研究探討尼古丁對牙周韌帶

造纖維母細胞的抑制機轉，本研究以組織培養法，培養人類牙周韌帶

造纖維母細胞，探討尼古丁對牙周韌帶造纖維母細胞的抑制機轉，並

且分由下列三個方向來探討：(一) 尼古丁對牙周韌帶造纖維母細胞

所產生的毒理機轉，測定尼古丁對細胞生長、細胞蛋白質合成及GSH

之含量等以分析尼古丁對牙周韌帶造纖維母細胞可能的抑制機轉。

(二) 由於先前研究指出香煙代謝的產物可能會產生自由基攻擊細

胞，本實驗擬加入一些自由基捕捉劑或抗氧化劑，以預防醫學的角

度，試圖找到一些解毒的藥物，達到化學預防(chemoprevention)的目

的。(三) 探討尼古丁對牙周韌帶造纖維母細胞所產生 cellular stress，

是否會經由 c-fos之 pathway，從分子生物學的角色找到 early gene調

控的機轉。 
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 實驗方法 

(一)牙周韌帶造齦纖維母細胞之培養 

本實驗所用之細胞為牙周韌帶造齦纖維母細胞，係來自於矯正拔

牙病人之牙齒，並依張等人的方法製備(Chang et al. 1999a; Chang et al. 

2001d)，以 15 號刀片刮取小臼齒牙根中間之牙周韌帶，將牙周韌帶

組織切成碎片後，置入含有 10 % 胎牛血清(fetal bovine serum)及 1 % 

PSN之 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)培養液中，置入

37 ℃自動恆溫培養箱中培養，約在 7-10天後可見到造牙周韌帶造齦

纖維母細胞從組織塊中長出來，待細胞長滿後再做繼代培養，將細胞

接種於培養瓶，置於恆溫箱中培養，捨棄舊培養液，這時細胞成單層 

( monolayer ) 附著在培養液上。以 PBS 液(一) ( phosphate buffer saline

中不含 Ca2+ 及 Mg2+ ) 洗滌後，加入 0.25 % trypsin作用之，使細胞

剝離懸浮形成單一細胞懸浮液 ( single cell suspension )，再加入新的

培養液，中止 trypsin 之作用，並利用血球計數盤計數，稀釋至所需

之細胞數目為止，再置入新的培養瓶中，並加入新的培養液，再放入

37 ℃自動恆溫培養箱中繼續培養。而實驗所用之細胞代數介於第 3

代到第 8代間。 

 

(二)測試藥物之製備 
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將尼古丁溶入不含血清之培養液中，製備成0-20 mM之測試劑

量，並將 pH值調整至 7.4。 

 

(三)細胞存活率測定  

細胞存活率以 MTT 方法(Mosmann 1983)來測定，活細胞會將

MTT代謝產生藍紫色結晶，此藍紫色結晶可溶於 DMSO中，藉由測

定吸光度即可判斷細胞存活率之程度。將細胞種入 96孔培養皿內，

然後在各孔中植入 2×104個細胞，培養 24小時之後，將培養液抽掉

再換成含 2 % 胎牛血清之培養液，並加入各種不同濃度之尼古丁作

用 2、6、24 小時，在試驗終止前加入 MTT 作用，吸除培養液後，

加入 DMSO溶解藍紫色結晶，置於 ELISA reader測量吸光值，作為

細胞存活率判斷的依據。 

 

(四)細胞增殖試驗 

利用[methyl-3H]thymidine 標誌於細胞中 DNA，以作為測定尼古

丁影響細胞增殖的標的。並依張等人(Chang et al. 1999a; Chang et al. 

1999b)的方法製備，於 6孔培養皿內，在各孔中植入 2×104個細胞，

培養24小時之後，將培養液抽掉再換成含 2 % 血清的培養液與不同

濃度之尼古丁作用 4天，在實驗終了前24小時加入放射線同位素濃
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度為 0.5 µCi/ml/well 的[methyl-3H]thymidine測定 DNA合成量，以 4 

℃之生理食鹽水洗滌，並以 4 ℃ 5 % 之 trichloroacetic acid (TCA)固

定細胞，如此反覆三次，每次 30分鐘，再以蒸餾水洗滌兩次，然後

加 1 ml 0.1N NaOH在室溫下作用 15分鐘後，放入玻璃瓶中加入 3 ml

之閃爍液(aqueous scintillation counting fluid)，利用液體閃爍計數器

(liquid scintillation counter)測定細胞內所含之放射能。 

 

(五)蛋白質合成試驗 

依張等人(Chang et al. 2001c; Chang et al. 2001d)的方法製備，將

細胞種入 24孔培養皿內，然後在各孔中植入 5×104個細胞，培養 24

小時之後，將培養液抽掉再換成含 2 %胎牛血清之培養液，並加入各

種不同濃度之尼古丁作用 18小時，加入 3H-leucine測定蛋白質之合

成，而放射線同位素濃度為 0.5 µCi/ml/well，以 4 ℃之生理食鹽水洗

滌，並以 4 ℃ 5 % 之 TCA固定細胞，如此反覆三次，每次 30分鐘，

再以蒸餾水洗滌兩次，然後溶於 0.5 ml 2 M NH4OH，放入玻璃瓶中

加入 3 ml之閃爍液，利用液體閃爍計數器測定細胞內所含之放射能。 

 

(六)藥物對尼古丁細胞毒性的影響 

以MTT方法(Mosmann 1983)來測定，加入 SOD、catalase、BSO、
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OTZ 等化學製劑，探討抗氧化劑或自由基捕捉劑是否能有效抑制尼

古丁所產生的細胞毒性作用。 

 

(七)高效能液相層析儀分析 GSH/GSSG                                                      

依 Reed 等人(1980)的方法製備，其原理如下：細胞先利用 5 % 

perchloric acid (PCA)將蛋自質沉澱，如此酸溶解性的還原態及氧化態

GSH即溶於 PCA溶液中，此時將PCA溶液取出即可進行製備分析。

由於還原態 GSH在 PCA中較不易自行氧化成氧化態，所以 PCA被

選來做酸液；PCA 酸液中另外含有 phenanthroline，則可作為鐵螯合

劑，可以減少 GSH在樣品製備過程中氧化為 GSSG。 

酸液取出後，加入 iodoacetic acid (IAA)，IAA在與還原態麩胱

甘�結合後，使還原態 GSH多攜帶一負電荷，將可使還原態 GSH在

高效能液相層析儀中比氧化態 GSH(GSSG)先分離出來。在進行 HPLC

分析前利用 KHC03 將製備好的酸液先予以中和，成微鹼性。

2,2-dinitonuoro benzene (FDNB)與硫元素反應後生成黃色產物，可利

用 UV檢測器偵測 (λ=365nm)。 

樣本製備：將細胞種入直徑 6 cm培養皿內，各植入 1×106個細

胞，培養 24小時之後，將培養液抽掉再換成含 2 % 胎牛血清之培養

液，並加入各種不同濃度之尼古丁作用 6小時，將培養皿中培養液吸
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除後，以 PBS (4℃) 沖洗二次。加入 l ml 5 % PCA 後，靜置 30 分

鐘。取 400 µl酸液加入 40 µl iodoacetic acid (IAA) (120 mg/ml)，再緩

慢加入 potassium bicarbonate (KHCO3)中和酸液，直到不起泡為止，

然後將樣品置於暗處，靜置 15 分鐘。暗反應後，加入 440 µl 3 % 

2,4-dinitrofluro benzene (FDNB) (溶於 ethanol中)，震盪混合; 經 8

小時冷藏後，以 6,000 xg 離心 5分鐘，取上層液並以 0.45 mm過濾

膜過濾後，即可以高效能液相層析儀分析(HPLC)進行分析。GSH 與 

oxidized glutathione (GSSG) 的濃度以 nmol/mg protein 來表示之，

Total GSH= GSH + 2x GSSG。 

HPLC之條件設定: 

 偵測器波長                 365 nm  

 流速                       1.2 ml/min 

 移動相                 Solvent A - 80% Methanol 

Solvent B- 

80% Solvent A + 20% Stock solution B  

(272g CHsCOONa + 621ml CHaCOOH 

+189mlH20) 

 Stop time                30 min 

濃度梯度變換 

Gradient time (min)  Solvent A (%)  Solvent B (%)  

0     80     20 
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3     80     20 

12      5     95 

20      5     95 

22     80     20 

30     80     20 

 

(八)蛋白質濃度測定 

蛋白質的定量是採用 Bradford protein assay方法，其原理為蛋白

質可與 Coomassie billiant blue G-250形成藍色複合物，當藍色越深表

示蛋白含量越高。測試方法首先以一系列已知濃度 BSA加入五分之

一體積的 Bradford protein dye，以波長 595nm可見光之吸光度做一標

準曲線，再以同樣的方法測得樣品之 OD值，即可根據標準曲線求得

樣品蛋白之濃度。 

 

(九)RNA萃取 

將細胞種入 6 cm培養皿內，各植入 1×106個細胞，培養 24小時

之後，將培養液抽掉再換成含 0.5 % 胎牛血清之培養液作用 48 小

時，並加入各種不同濃度之尼古丁作用 2小時，將培養皿中培養液吸

除後，以 PBS (4℃) 沖洗二次。利用 TRIzol萃取細胞內RNA置入 1.5 

ml 離心管，混合均勻後在冰上靜置，再拿起來混合，重複冰上靜置
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及混合，再放到冰上靜置 5分鐘後，離心 (12,000 xg，2分鐘)，取離

心管的上層 (RNA 及水層 )到新的離心管，並加入等體積的

chloroform-phenol混合液混合均勻，再離心 (12,000 xg，2分鐘) ，

吸取上澄液到新的離心管，再加入等體積的 chloroform-phenol混合液

混合均勻，重複此步驟直到水層中看不見白色蛋白質沉澱後，把水層

吸到新的離心管並加入等體積的 isopropanol，混合均勻後放到-20℃

冰箱靜置，直到要使用時再拿去離心 (12,000 xg，4℃，30分鐘)，此

時 RNA會形成一白色沉澱，將 isopropanol倒掉後，以 75 % 乙醇洗

滌之後，將 75 % 乙醇倒掉並吸乾，加入適量的 DEPC-H2O 溶解

RNA，測量其 260 nm吸光值並計算 RNA濃度。 

 

(十)逆反轉聚合媒鏈反應 

取 2 µg的 RNA，加入適量的 DEPC-H2O後到 33 µl，以 70 ℃加

溫處理 5分鐘。再加入RNase inhibitor (40U/µl) 0.25 µl，再加入 5倍 RT 

buffer 10 µl及 dNTP (2.5 mM) 4 µl，和 Oligo dT 1µl (50 pmole/µl)及

RTase 1µl (200U/µl)，在 42℃反應 1小時之後，改以 99℃作用 5分鐘

後保存在 4℃。PCR (polymerase chain reaction)：取 5 µl cDNA加入適

量的DEPC-H2O 至 26µl，加入 primer-5'和 primer-3' 各 5µl，加入 3.2µl 

dNTP (2.5mM)及 5µl 10X PCR buffer最後再加入 DNA polymerase 
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1µl (2U/µl)，置於溫度循環機 94℃ 1分鐘之後，annealing溫度 1分

鐘，72℃ 2分鐘共 30個循環，最後再以 72℃反應 20分鐘，並於 4

℃保存。Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 是一種

housekeeping gene 用來當作 internal control。而各個基因的 PCR 

primers序列如下(Chatzistamou et al. 2000): 

 

Gene      Sequence       PCR product (bp) 

GAPDH  5’-TCCTCTGACTTCAACAGCGACACC-3’                 207 

5’-TCTCTCTTCCTCTTGTGCTCTTGG-3’ 

c-fos  5’-AAGGAGAATCCGAAGGGAAAGGAATAAGATGGCT -3’  612 

5’-AGACGAAGGAAGACGTGTAAGCAGTGCAGCT-3’ 

 

(十一)DNA電泳 

先配置 DNA gel，取 10 µl的 PCR產物加上 2 µl的 6倍 loading 

dye，加到 DNA gel。於電壓 100V，進行電泳 45分鐘之後，以 1µg/ml 

Ethidium bromide染色，再以 ddH2O退染，於 UV燈下分析並記錄之，

並以 AlphaImager 2000軟體作半定量分析 

 

五、統計分析 
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為求實驗的準確性，每一實驗至少重複三次，以 one way analysis of 

variance (ANOVA)來作分析，並 Duncan’s test以來測試處理組間顯著

差異效果(p＜0.05)。 
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實驗結果 

 

細胞存活率測定 

實驗結果顯示尼古丁對人類牙周韌帶造纖維母細胞有細胞毒性

（圖 1），尼古丁濃度在5 mM會抑制細胞去氫脢的活性(dehydrogenase 

activity) (Mosmann 1983)，使得細胞存活率降低，此一現象會隨著濃

度、作用的時間增加而增加，且具有統計學上的意義(p＜0.05)。 

 

細胞增殖試驗 

圖 2顯示尼古丁以[3H]-thymidine 標定法對於細胞增殖的影響，

在尼古丁濃度≧25 µM 時就被發現會抑制牙周韌帶造纖維母細胞的

DNA 合成，此一現象會隨著濃度的增加而增加，且具有統計學上的

意義(p＜0.05)。尼古丁的濃度在 50 µM時會抑制 DNA的合成至只有

控制組的 52 %；而升高尼古丁的濃度至 400 µM時會完全抑制 DNA

合成。 

 

蛋白質合成試驗 

尼古丁對人類牙周韌帶造纖維母細胞蛋白質合成的影響顯示在

圖3。尼古丁加入 3H-leucine作為標記時，在 5 mM濃度及更高濃度
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時會抑制蛋白質合成，且具有統計學上的意義(p＜0.05)。在 15 mM

濃度的尼古丁會明顯地抑制蛋白質合成為控制組的 23 %。 

 

藥物對尼古丁細胞毒性的影響 

加入三種抗氧化劑去研究是否它們可以保護細胞免於尼古丁之

細胞毒性影響，結果發現：SOD (10-100 µg/ml)、 catalase (5-50 µg/ml)

和 OTZ (0.5-10 mM)對人類牙周韌帶造纖維母細胞並不具有細胞毒性

(p>0.05) （表1-3）；尼古丁與OTZ對人類牙周韌帶造纖維母細胞之

綜合效應評估顯示在圖 4，由圖中發現加入細胞外 OTZ 可以保護細

胞免於尼古丁誘發的細胞毒性，當 OTZ的濃度達到 5 mM時，尼古

丁的細胞毒性可被幾乎完全阻斷(p＜0.05)。同時也發現BSO (5-50 µM) 

本身對人類牙周韌帶造纖維母細胞並不具有細胞毒性(p>0.05)（表

1），但在加入 50 µM BSO後則可加強尼古丁造成的細胞毒性，2.5 mM

尼古丁會造成 15 %細胞死亡，加入 50 µM BSO後會使得細胞死亡增

加至 35 %（圖5）。然而 SOD或catalase並未顯示對尼古丁引起的

細胞毒性具有保護機制（表1,2）。 

 

高效能液相層析儀分析 GSH/GSSG 

表4以HPLC方法來分析尼古丁對人類牙周韌帶造纖維母細胞硫
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醇值的影響。結果發現：尼古丁在特定的值之下會明顯地消耗細胞內

GSH (p＜0.05)，在 5 mM及 20 mM的尼古丁分別會消耗 GSH，其值

分別約為對照組的 22.2 % 及 56 %。在對照組的人類牙周韌帶造纖維

母細胞在培養期間都維持其原本 GSH的值，在 oxidative stress，GSH

過氧化�氧化還原 GSH 至氧化態 GSSG。然而，在此份研究硫醇的

消耗並不會伴隨 GSH氧化成 GSSG。 

 

c-fos 基因的表達與調控機轉 

為了瞭解尼古丁對 c-fos的效應，利用RT-PCR分析 m-RNA的表

達。結果發現：細胞曝露於 2.5 mM至 20 mM尼古丁 2小時之下用

RT-PCR 分析會誘導 c-fos m-RNA 的表現（圖 6）。結果係以

AlphaImager 2000軟體作半定量分析（圖7），在曝露於 2.5 mM及 10 

mM尼古丁 2小時小下，c-fos m-RNA增加約 2.5及 4.8 倍。在尼古

丁濃度超過 20 mM時，也許是細胞毒性增加的緣故，可偵測到的 c-fos 

m-RNA會降低，在2小時的培養時間下，由尼古丁誘導的c-fos m-RNA

之最高值是在 5 mM，依據此結果，接下來的實驗皆是在 5 mM濃度

下所得到的結果。 

在尼古丁處理的細胞誘發 c-fos mRNA呈現出緩慢累積，最先可

偵測到的訊息是在曝露於 30分鐘之後（圖8），這種增加是短暫的且
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c-fos mRNA 的值在 8 小時後即快速回復至與控制組相同，而 c-fos 

mRNA表達之最大值是在曝露 1小時後，以 AlphaImager 2000軟體

作分析 c-fos m-RNA增加約 6.9 倍（圖9）。。 

為了決定是否 GSH 的值會調節人類牙周韌帶造纖維母細胞中

c-fos的表現，先用 OTZ或 BSO處理，其可分別提高或降低細胞GSH

的值。如圖 10顯示，單獨加入OTZ或 BSO與未加尼古丁處理之控

制組比較並不會改變 c-fos mRNA的值，然而使用OTZ事先處理會降

低尼古丁對 c-fos mRNA的誘導，另外用 BSO事先處理會增加尼古丁

對 c-fos mRNA的誘導 c-fos（圖11）。因此，GSH 之增加對尼古丁誘

發的 c-fos 表現可以產生反作用的效果。 
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討論 

 

香煙的反應產物及其一些成分，例如尼古丁，也會直接對細胞作

用進而促進牙周組織的破壞。正常的牙齦和牙周韌帶造纖維母細胞對

維持牙周組織健康是相當重要的。近年來許多研究顯示與促進牙周組

織再生的主要細胞是牙周韌帶造纖維母細胞(Boyko et al. 1981 ; 

Egelberg 1987)，所以任何會抑制此細胞功能的因子，也會影響牙周

組織的修復及再生，因此本實驗選擇培養人類牙周韌帶造纖維母細胞

做為分析的對象。 

先前的研究曾指出尼古丁對從人類牙周組織培養的造纖維母細

胞而言是一細胞毒性物質(Peacock et al. 1993; Hanes et al. 1991; 

Tipton & Dabbous 1995; Alpar et al. 1998; James et al. 1999; 

Giannopoulou et al. 1999; Checchi et al. 1999; Chang et al. 2001)。本實

驗結果進一步發現尼古丁對牙周韌帶造纖維母細胞之細胞毒性是藉

由抑制細胞生長、增殖及蛋白質合成所造成的，由於造纖維母細胞的

生長、增殖及間質蛋白的合成對結締組織附連(connective tissue 

attachment)的再生是必須的(Boyko et al. 1981; MacNeil & Somerman 

1993)，所以抽煙者也許因此而更易於遭受牙周的破壞並對牙周治療

的再生手術反應較不佳，傷口癒合不如非吸煙者。 
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在本研究，我們發現 BSO 會加強尼古丁對牙周韌帶造纖維母細

胞的細胞毒性，這也許因為 BSO會不可逆地抑制GSH的合成，並且

尼古丁會造成GSH不斷的消耗，另外藉由加入 OZT 可有效地來對抗

尼古丁的細胞毒性。這些發現指出硫醇(thiols)的消耗也許是因尼古丁

誘導的細胞毒性一個重要的機制，另本研究亦直接證明在尼古丁濃度

大於 5 mM時會消耗細胞內之GSH活性，我們的結果也認同了Dubick

及 Keen (1991)的報告，他們指出尼古丁會導致肝中GSH濃度明顯的

降低；香煙水萃取物對 Swiss 3T3細胞的影響是與細胞內 GSH值有

關(Muller 1995)。而且最近本人的研究發現 peroxynitrite 會消耗人體

頰黏膜造纖維母細胞胞內 GSH的含量 (Chang et al. 2000)。所以香煙

產物的有害效應可能是經由 GSH的消耗所造成的。 

在氧化緊迫下，GSH 降低時並會使氧化態的 GSSG 形成，但在

本實驗中發現 GSH減少的同時 GSSG也一起跟著減少，這結果表示

尼古丁會消耗掉牙周韌帶造纖維母細胞中的硫醇，而且硫醇的消耗並

不會伴隨著氧化緊迫的產生，先前本研究也指出由尼古丁誘發的細胞

毒性可由提升細胞 GSH的活性來防禦，而非由加入自由基捕捉劑來

達到，這表示是因硫醇的消耗而造成尼古丁引起的細胞毒性，所以在

人類牙周韌帶造纖維母細胞中尼古丁的代謝並非透過自由基的代謝

系統。Duthie等人(1989)曾發現抽煙者紅血球在 SOD與 catalase間沒
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有明顯關係存在；此外先前的研究曾指出在抽煙者與不抽煙者之間自

由基並沒有明顯的不同(Leonard et al. 1995)，這些研究都說明香煙的

產物代謝與自由基捕捉較無關連。 

GSH 參與許多生物反應，包括�反應、分子傳輸、蛋白質及核

酸的合成、訊息傳遞、基因表現及保護細胞免於氧化傷害(Kosower & 

Kosower 1978)。由本篇研究顯示，尼古丁造成 GSH的消耗可能會使

得牙周細胞對抗牙菌斑的能力更顯脆弱，因此吸煙會減弱牙周組織修

復及再生的能力。 

真核細胞對於各種細胞壓力(cellular stress)會藉由 heat shock 及

stress-related 基因表現作出立即反應。本研究報告發現尼古丁會誘發

在休眠(quiescent)狀態的人類牙周韌帶造纖維母細胞 c-fos mRNA 基

因表現，在以 10 % 胎牛血清正常培養的環境之下，尼古丁亦會誘發

c-fos mRNA 基因表現，因此 c-fos基因可被選為當細胞面對外界刺激

時早期反應的指標，就我們所知，本研究是第一篇報告尼古丁能誘發

牙周韌帶造纖維母細胞 c-fos基因表現，c-fos mRNA基因的表達也許

是一條訊息傳遞路徑與由抽煙引起的早期基因反應有關。 

先前研究報告曾指出，當 Swiss 3T3細胞曝露於磷酸緩衝食鹽水

捕捉的香煙成分(cigarette smoke trapped in phosphate-buffered saline)

時，會導致壓力反應基因 c-fos的表現 (Muller 1995)；抽煙的反應產
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物 peroxynitrite也被發現會誘發 Swiss 3T3細胞及老鼠肺細胞 RF-L6 

c-fos基因的表現(Muller 1995; Muller et al. 1997)，這些報告皆認為抽

煙引起的有害反應是透過持續活化 c-fos早期反應基因路徑造成的。 

迄今由尼古丁誘導的 c-fos基因表現的機轉仍有待釐清，GSH能

藉由直接清除捕捉或間接經由 GSH 過氧化�/GSH 系統調節的細胞

內活性氧(reactive oxygen species)含量(Deneken & Fanburg 1989)。

GSH 是個主要的細胞抗氧化劑，且在細胞防禦許多外來化合物

(reactive foreign compounds)的攻擊上佔有重要的角色(Meister & 

Anderson 1983)。學者曾提出藉由各種環境壓力使得硫醇可扮演著調

控 c-fos的角色。為了瞭解 GSH含量是否會調節尼古丁引發人類牙周

韌帶造纖維母細胞的 c-fos 基因表現，我們將細胞先以 OTZ 或 BSO

事先處理，實驗結果顯示，與未事先處理的對照組比較，單獨加入

OTZ或 BSO並不會改變 c-fos mRNA的表現，然而以 OTZ事先處理

會降低尼古丁對 c-fos 基因的誘導，同樣的結果也曾被 Janssen 等人

(1995)所發現，雖然 BSO本身並不會誘發 c-fos反應，但在青石綿中

用 BSO事先處理過的細胞中會促進 c-fos基因表現，然而當石綿加入

N-acetyl-L-cysteine 會抑制 c-fos基因的表現；Muller (1995)曾報告指

出藉由加入 cysteine及 N-acetyl-L-cysteine可抑制 smoke-bubbled PBS

所誘發的 c-fos stress gene反應也可支持此種解釋。這些結果顯示硫
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醇也許扮演著對抗尼古丁誘導的早期反應基因(early response gene)的

細胞內緩衝液(buffer)的角色。 

綜合實驗結果，尼古丁會明顯地抑制細胞生長、增殖、蛋白質合

成與消耗硫醇來影響人類牙周韌帶造纖維母細胞之生長，而細胞硫醇

的消耗也許使細胞易於受抽煙中的牙菌斑的其他作用物質，這也可解

釋尼古丁對於發炎牙周疾病的病因、進行及治療結果上扮演一重要的

危險因子的角色，所以增加飲食中硫醇的攝取也許對抽煙引起的牙周

疾病有預防及降低的作用；另在抽煙者牙齦標本中可偵測在高量的

metallothionein，此現象為抵禦牙齦中的自由基的結果(Katsuragi et al. 

1997)，所以發展可以誘導細胞合成硫醇的物質也許對於由抽煙引起

牙周疾病的抵禦上是有效的方法。尼古丁會誘發人類牙周韌帶造纖維

母細胞 c-fos 早期反應基因，但經由加入 OTZ 會降低尼古丁誘導的

c-fos，並且細胞若經由 BSO事先處理會加強 c-fos mRNA，這些結果

顯示尼古丁在人類牙周韌帶造纖維母細胞中是經由活化 c-fos 早期反

應基因路徑。此外，細胞內硫醇值可調節由尼古丁誘導的 c-fos 基因

表現。因此，尼古丁在體外及體內的訊息轉換的研究是未來研究的目

標。 

香煙成分物質中含有數千種成分，包括各種致癌物及腫瘤趨化物

質(IARC 1986)。除了在此篇對尼古丁的細胞毒性的研究，對於其他
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香煙物質對牙周病的病理研究也是相當重要的。 
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