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咬合力改变对牙周膜成纤维细胞凋亡及其增殖细胞核抗原表达的影响
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［摘要］　目的：观察咬合力改变对大鼠牙周膜成纤维细胞凋亡及其增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）表达的影响，探讨牙周膜改建的可

能机制。方法：拔除健康雄性ＳＤ大鼠右上颌第一、二、三磨牙，建立左下颌磨牙咬合力改变动物模型，分别于拔牙后６、１２ｈ及１、

２、３、５、７、１４、２８ｄ处死大鼠（ｎ＝６），取牙槽骨组织，进行ＨＥ染色观察；ＴＵＮＥＬ法观测牙周膜成纤维细胞的凋亡情况，免疫组织

化学染色检测其ＰＣＮＡ表达。另设正常咬合力大鼠作为对照组（ｎ＝６）。ＴＵＮＥＬ法及免疫组织化学染色结果采用二级计分法，

根据染色强度及阳性细胞的数目进行计分取平均值。结果：成功建立咬合力改变雄性ＳＤ大鼠模型。ＨＥ染色结果显示与拔牙

大鼠相比，正常对照组大鼠牙周膜结构较致密，纤维排列有序，牙槽骨骨壁较平。ＴＵＮＥＬ法观察显示拔牙后１２ｈ牙周膜成纤维

细胞凋亡达峰值（２５２．６７±６．６２），明显高于正常对照组（７．１７±２．３２，Ｐ＜０．０１），其后开始下降，至２８ｄ基本恢复正常（８．５０±

１．８７）。免疫组化染色表明ＰＣＮＡ的表达也呈类似趋势，拔牙后３ｄ表达最高（２４６．００±７．２１），此后开始下降至正常（５．６７±２．１６，

Ｐ＜０．０１）。结论：咬合力改变可能通过加速牙周膜成纤维细胞的凋亡，促进细胞增殖，从而共同完成牙周膜的改建。
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［作者简介］　王国栋，硕士．Ｅｍａｉｌ：ｗｇｄ＿ｒｅｎ＠１６３．ｃｏｍ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：Ｊｅａｎｊｉａｎｇ＠２６３．ｎｅｔ

　　细胞凋亡（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）是基因调控下细胞主动而
有序的死亡过程，又称程序性细胞死亡，它在个体发
育和维持机体内环境稳定方面具有重要的生物学意

义［１］。增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒ
ａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）是一种高效的细胞蛋白质，可与细
胞增殖过程相整合来调节 ＤＮＡ的复制和修复［２］。
已有研究［１］发现，细胞凋亡和细胞增殖与人体许多
部位的组织改建有密切关系。

　　牙周膜组织在体内外环境理化因素的作用下，
需要不断进行改建，以适应环境和功能的变化［３，４］。
目前关于牙周膜组织的研究侧重于通过细胞牵张装

置对培养的细胞施加周期性牵张力来观察力对细胞

生长的影响，但关于咬合力改变下牙周膜成纤维细
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胞（ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＰＤＬＦ）凋亡和
增殖情况的研究较少。本实验通过建立咬合力改变
大鼠模型，探讨ＰＤＬＦ凋亡及增殖在牙周膜改建中
的作用。

１　材料和方法

１．１　咬合力改变动物模型的建立及动物分组　６０
只成年雄性ＳＤ大鼠（购自海军医学研究所实验动
物中心），体质量（２１０±２０）ｇ，定时、定量摄食，自由
饮水，喂养１周后开始实验。大鼠随机分为正常对
照组（正常咬合力组，ｎ＝６）和模型组（咬合力改变模
型组，ｎ＝５４）。模型组大鼠组用３％戊巴比妥钠

０．３８ｍｌ腹腔麻醉，充分麻醉后拔除右上颌第一、二、
三磨牙，建立左下颌磨牙咬合力改变的ＳＤ大鼠模
型。于拔牙后６、１２ｈ及１、２、３、５、７、１４、２８ｄ共９个
时相点处死动物（ｎ＝６）。

１．２　取材　动物处死前１２ｈ禁食，严格无菌条件
下，用３％戊巴比妥钠０．５ｍｌ经腹腔麻醉后放血处
死，迅速取出左侧下颌骨，仅保留磨牙区相应骨段，

０．９％生理盐水冲洗后，置于４％多聚甲醛缓冲液固
定２４ｈ，后将标本移至１０％ＥＤＴＡ中脱钙３～４周，
梯度乙醇脱水，二甲苯置换至石蜡包埋。常规石蜡
切片，厚５μｍ。行常规 ＨＥ 染色观察；ＴＵＮＥＬ
（ｔｅｒｍｉｎａｌｄＵＴＰＸｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ）法观测ＰＤＬＦ
细胞凋亡情况，免疫组织化学检测细胞ＰＣＮＡ表达
程度。

１．３　ＴＵＮＥＬ法测定细胞凋亡程度　按照美国

Ｒｏｃｈｅ公司细胞凋亡试剂盒的步骤操作：５μｍ切片
脱蜡至水，３％Ｈ２Ｏ２室温２０ｍｉｎ；滴加蛋白酶Ｋ（２０

μｇ／ｍｌ，３７℃２０ ｍｉｎ ），ＰＢＳ 洗 ３ ｍｉｎ×３ 次；加

ＴＵＮＥＬ混合液（３０μｌ／每片，３７℃１ｈ），ＰＢＳ洗３
ｍｉｎ×３次；滴加１∶２００ＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＨＲＰ（北京中
山生物技术有限公司；３７℃３０ｍｉｎ），ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×
３次；０．０４％ ＤＡＢ（Ｓｉｇｍａ）＋０．０３％Ｈ２Ｏ２显色１０
ｍｉｎ，水洗；苏木精衬染１ｍｉｎ，水洗蓝化；吹干后常
规树脂封片。阳性乳腺癌标本作为阳性对照；ＰＢＳ
代替ＴＵＮＥＬ混合液作为阴性对照。

１．４　免疫组织化学染色观察ＰＣＮＡ表达　按照丹
麦ＤＡＫＯ公司ＳＰ免疫组化试剂盒的步骤操作：切
片经二甲苯脱蜡后梯度乙醇水化，３％Ｈ２Ｏ２室温２０
ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次；微波法抗原修复（０．０１
ｍｏｌ／ＬｐＨ６．０柠檬酸盐缓冲液，微波炉加热至

９８℃并持续１５ｍｉｎ），自然冷却后ＰＢＳ洗３次；体积
分数１０％的正常山羊血清封闭（３７℃２０ｍｉｎ），滴加

１∶１００的 ＰＣＮＡ（ＤＡＫＯ，ｃｌｏｎｅＰＣ１０，Ｍ０８７９）；４℃

过夜后复温１ｈ，ＰＢＳ 洗３ｍｉｎ×３次；然后滴加

１∶２００的生物素化猪抗兔ＩｇＧ（北京中山生物技术
有限公司；３７℃３０ｍｉｎ），ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次；然后
滴加１∶２００ＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＨＲＰ（３７℃３０ｍｉｎ），ＰＢＳ
洗３ｍｉｎ×３次；０．０５％ＤＡＢ（Ｓｉｇｍａ）＋０．０３％Ｈ２Ｏ２
显色，８～１２ｍｉｎ后终止反应；苏木精复染，脱水，透
明，树脂封片。阴性对照：用ＰＢＳ代替一抗工作液。

１．５　结果判断　ＴＵＮＥＬ法和ＰＣＮＡ阳性染色为
淡黄色、棕黄色或棕褐色，均定位于细胞核。所有结
果由两位不知情的病理专家进行判断，采用二级计
分法统计结果，并取平均值。判断标准：根据染色强
度，将结果分为３级，分别表示为＋，，；根据阳
性细胞数，计算每１００个细胞中阳性细胞数，然后二
者相乘，即为最后评分。理论上结果的范围为０～
３００分［５］。

１．６　统计学处理 　采用ＳＰＳＳ１１．０软件包，将所
有实验结果进行方差齐性检验，对ＴＵＮＥＬ法采用
单因素方差分析，组间比较行ＬＳＤ 检验；对ＰＣＮＡ
免疫组化采用完全随机秩和检验，并对原始数据进
行排秩，用转化后的秩号进行单因素方差分析，组间
比较行ＬＳＤ检验，以Ｐ＜０．０５为差异显著。

２　结　果

２．１　动物模型的建立　５４只大鼠均成功拔除右上
颌磨牙，无牙根残留。术中、术后无明显出血，术后
正常进食、进水，拔牙创面愈合良好，无明显感染。
成功建立左下颌磨牙咬合力改变的ＳＤ大鼠模型。

２．２　ＨＥ染色结果　正常对照组大鼠牙周膜结构
致密，纤维排列有序，成纤维细胞核的方向与之一
致；牙槽骨骨壁较平，表面衬以连续排列的扁平成骨
细胞（图１Ａ）。拔牙３ｄ后，模型组牙周膜腔增宽，
结构疏松，纤维、细胞排列杂乱无序，尤以近牙槽骨
侧为重；牙槽骨骨壁凹凸不平，有活跃的骨吸收陷窝
（图１Ｂ）；１４ｄ时，模型组牙周膜宽度明显增加，近牙
根侧结构致密，但牙槽骨侧结构疏松，纤维及细胞排
列较前规则；牙槽骨骨壁凹凸不平，其内可见破骨细
胞（图１Ｃ）；２８ｄ时，模型组大鼠牙周膜宽度有所减
小但仍高于对照组，结构较前致密，细胞、纤维的排
列有序；牙槽骨骨壁仍凹凸不平，破骨细胞数量减少
（图１Ｄ）。

２．３　ＴＵＮＥＬ法凋亡检测及ＰＣＮＡ的表达结果　
正常对照组大鼠牙周膜组织中凋亡细胞及增殖细胞

核抗原染色均呈淡黄色，散在分布，数量较少；模型
组呈片状和（或）弥漫分布，且染色强度均高于对照
组（图２）。
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图１　各组大鼠牙周膜ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｒａｔｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×２００）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＢＤ：３，１４，２８ｄａｆｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｔｈｅｔｅｅｔｈ；Ｒ：Ｒｏｏｔ；ＰＬ：Ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔ；ＡＢ：Ａｌｖｅｏｌａｒｂｏｎｅ

图２　拔牙后不同时间点大鼠牙周膜成纤维细胞ＴＵＮＥＬ法及免疫组化染色结果

Ｆｉｇ２　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄＴＵＮＥＬｒｅｓｕｌｔｓｉｎｒａｔＰＤＬＦａｆｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｔｅｅｔｈ（×４００）

ＰＬ：Ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔ．ＡＤ：ＰＤＬＦｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＴＵＮＥＬｍｅｔｈｏｄ；ＥＨ：ＰＣＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓ

ｔｒｙ；Ａ，Ｅ：ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ，Ｆ：１２ｈａｆｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ；Ｃ，Ｇ：３ｄａｆｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ；Ｄ，Ｈ：２８ｄａｆｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ



第５期．王国栋，等．咬合力改变对牙周膜成纤维细胞凋亡及其增殖细胞核抗原表达的影响 ·４８７　　 ·

　　统计结果表明，拔牙后各时相点凋亡情况（除

２８ｄ外）及ＰＣＮＡ的表达均高于对照组（Ｐ＜０．０１）。
拔牙后６ｈ细胞凋亡逐渐增多，１２ｈ达峰值，３ｄ后
开始下降，５ｄ时与６ｈ细胞凋亡情况类似，２８ｄ后
逐渐恢复，与正常对照组无显著差异。ＰＣＮＡ的表
达也呈现类似表现，拔牙后３ｄ表达最高，此后开始
逐渐下降至正常，其中２ｄ时ＰＣＮＡ的表达与５ｄ
时无明显差异。具体数据详见表１。

表１　拔牙后不同时间点大鼠牙周膜成纤维

细胞凋亡情况和ＰＣＮＡ表达的比较

Ｔａｂ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄＰＣＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎｒａｔＰＤＬＦａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｔｅｅｔｈ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
ＭｅａｎＳｃｏｒｅ

Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ ＰＣＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ７．１７±２．３２ ５．６７±２．１６
Ｍｏｄｅｌ

　 ６ｈ １２８．５０±３．０８ ４６．８３±４．０２▲▲

　１２ｈ ２５２．６７±６．６２△△ ５７．００±５．８６▲▲

　 １ｄ ２３４．６７±７．００△△ ２０４．３３±８．５２▲▲

　 ２ｄ １５０．１７±５．９５△△ ２２２．５０±６．８３

　 ３ｄ １４１．８３±５．３０△△ ２４６．００±７．２１▲▲

　 ５ｄ １２５．１７±４．２２ ２１５．００±９．７８

　 ７ｄ １０９．６７±６．３８△△ ８９．６７±４．６３▲▲

　１４ｄ ４４．８３±４．５４△△ ２８．００±３．１６▲▲

　２８ｄ ８．５０±１．８７△△ １３．１７±２．８６▲▲

Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓ６ｈ；▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓ２ｄ

３　讨　论

　　牙周膜是一层富含细胞、纤维的致密结缔组织，
位于牙根和牙槽骨之间，起着支持牙齿，承担和分散
咬合力的作用。ＰＤＬＦ作为牙周膜中的主体细胞，
能将机械负荷转化为分子信号，调节细胞的功能，从
而发生组织的改建［６］。牙齿位于牙槽窝中始终承担
着咬合力的作用，关于咬合力对牙周组织影响的研
究，国外学者一般采用以下几种方法来模拟不同的
咬合力状态：（１）加高咬合［７］，通过自凝树脂在咬合
面形成高嵌体而使咬合力增大；（２）调 ［８］，通过磨
除一定的牙体组织，使其脱离咬合平面从而导致咬
合力改变；（３）拔牙［９］，通过拔除一个区的部分牙而
达到咬合力改变的目的。本实验也采用拔牙法建立
动物模型，不同在于拔除了一个区的所有磨牙，使咬
合力能均匀地分散于各个牙齿，且组织学研究发现，
拔牙后牙周膜组织表现为间隙的增宽及纤维、细胞
排列紊乱所致的结构疏松，同时破骨细胞的增多使
得牙槽骨骨壁凹凸不平，并出现了活跃的骨吸收陷
窝，说明牙周膜改建的同时牙槽骨也在进行适应性

变化；而随着实验周期的延长，疏松、排列无序的纤
维、细胞逐渐变得紧密、规则有序，提示牙周膜成纤
维细胞吞噬降解能力增强；同时破骨细胞的减少也
使牙槽骨的改建趋于完成。因此本实验所建立的动
物模型能较好地反映牙周膜组织在咬合力改变下发

生的组织和结构的变化。

　　细胞凋亡是细胞的正常死亡过程，和细胞的生
长、分化、增殖一样，在保持细胞再生和细胞死亡之
间的平衡，维持机体内环境稳定等方面发挥着重要
作用［１０，１１］。既往研究发现，细胞凋亡与组织的重建
有密切关系，尤其与力的参与密切相关，因此认为力
学因素的影响可促进组织的改建［１２］。Ｈａｔａｉ等［１３］

利用ＴＵＮＥＬ法在大鼠牙齿移动的实验中发现，牙
周膜中凋亡细胞于施力后１２ｈ明显增多，并于２４ｈ
达高峰后开始下降，４８ｈ后凋亡细胞已基本消失。
而本实验发现在咬合力改变后，牙周膜中细胞凋亡
的表达于拔牙后１２ｈ达峰值并明显高于正常组织
中的表达（Ｐ＜０．０１），说明细胞凋亡在牙周膜改建
的早期发挥主要作用；而３ｄ后开始下降，至２８ｄ时
仍能检测到凋亡细胞，这可能与力的作用强度和
（或）力的作用方式不同有关。这些结果提示由于咬
合力的改变加速了细胞凋亡，从而促进了牙周膜的
重建。

　　ＰＣＮＡ是细胞增殖的特异性标志之一，它在肿
瘤细胞研究中的生物学意义已被广大学者所认可。
而在牙周膜细胞的研究领域，尽管国外学者对其进
行了部分研究，但由于所采用的模型、力的施加方式
等均存在差异，使实验结果不尽相同。Ｍａｂｕｃｈｉ
等［１４］将橡皮块置入大鼠上颌磨牙之间而产生类似

于正畸力的作用，观察发现该力能明显促进ＰＤＬＦ
的增殖，且ＰＣＮＡ的作用呈现时间依赖性，尤以作
用后３ｄ最为明显。而 Ｋａｗａｒｉｚａｄｅｈ等［７］对大鼠的

牙齿施加０．１Ｎ的力持续作用８ｈ后，发现在实验
周期内ＰＣＮＡ的表达并没有明显变化。本研究发
现，ＰＤＬＦ的增殖出现于咬合力改变后１２ｈ，且在３
ｄ达最大值，此后逐渐降低至正常，这与 Ｍａｂｕｃｈｉ
等［１４］的研究结果一致，表明咬合力的改变对ＰＤＬＦ
的增殖活性起到了正性调节的作用，从而促进了牙
周膜的改建。

　　如同组织的发生是一个多因素参与的过程一
样，组织的改建也是多因素相互作用的结果。正常
的组织在行使功能时始终伴随着细胞的新老更替，
也就必然存在着凋亡和增殖的平衡［１５］。本研究结
果表明，在咬合力改变初期，牙周膜的改建呈现以凋
亡为主的变化，而后随着ＰＤＬＦ增殖活性的增强，又
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表现为以增殖为主的变化，进而达到凋亡与增殖相
对平衡的状态，直至牙周膜改建的完成。因此，可以
认为在牙周膜的改建中细胞凋亡与细胞增殖可能共

同发挥作用，但具体的调节改建机制还有待进一步
探讨。
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