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甲状旁腺素对大鼠正畸牙根吸收后修复期破骨细胞的影响
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　　摘　要：目的　探讨皮下间断注射少量甲状旁腺素（ＰＴＨ）（１３４）对大鼠正畸牙根吸收后修复期破骨细胞的影响。方法　６３

只雄性６～８周ＳＤ大鼠建立正畸牙根吸收动物模型后，随机分为空白对照组、阴性对照组和实验组。空白对照组大鼠不注射任

何药物，阴性对照组间断注射６μｇ／ｋｇ生理盐水，实验组皮下间断注射６μｇ／ｋｇＰＴＨ（１３４）（ＰＴＨ：１μｇ／ｍＬ）。分别在中断加力

０、７、１０、１４、１７、２１、２５ｄ处死大鼠取材，免疫组织化学测定牙根修复期压力侧牙周组织中核因子κＢ受体活化因子配体（ＲＡＮＫＬ）

表达变化，抗酒石酸酸性磷酸酶（ＴＲＡＰ）染色观察实验区破骨细胞变化。结果　中断加力后修复早期仍可见破骨细胞，实验组相

对于其他两组破骨细胞数目差异无统计学意义（犘＞０．０５）；实验组相对于其他两组破骨细胞分化因子表达早期增强，晚期减弱

（犘＜０．０５）。结论　皮下间断注射少量ＰＴＨ（１３４）对牙根修复期仍持续的牙根吸收不会产生抑制作用。
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　　研究认为正畸炎性牙根吸收可以达３％～１００％，但其可

以部分自行修复［１］。牙根修复是骨吸收与重建的平衡过程，机

制相对复杂：牙骨质吸收及重新沉积，牙周组织的修复均参与

其中［２］。甲状旁腺素（ＰＴＨ）是重要的骨代谢调节剂，研究证

明间断应用少量ＰＴＨ（１３４）利于骨组织的修复
［３］，但它能否

对牙根修复期持续进行的牙根吸收产生影响鲜有报道。因此本

实验以正畸诱导牙根吸收后的大鼠为研究对象，不同时间段皮

下间断注射少量ＰＴＨ（１３４）后，免疫组织化学测定牙根修复期

压力侧牙周组织中核因子κＢ受体活化因子配体（ＲＡＮＫＬ）表达

变化规律，特殊染色计数牙根吸收面破骨细胞的变化。

１　材料与方法

１．１　实验动物　选用６～８周雄性，体质量２００～２５０ｇＳＤ大

鼠６３只（属清洁级Ｉ级合格动物，由重庆滕鑫生物技术有限公

司实验动物中心提供）。

１．２　方法

１．２．１　实验大鼠正畸牙根吸收模型的建立　随机选取大鼠一

侧上颌第一磨牙为实验牙。在大鼠上颌前牙与第一磨牙之间

安装一个０．０１２英寸的镍钛拉簧，加载０．６Ｎ的力，使上颌第

一磨牙向近中移动１０ｄ，建立牙根吸收模型。实验牙移动１０ｄ

后拆除移动装置，对大鼠重新称体质量，应用随机数字表按体

质量随机分为空白对照组、阴性对照组、实验组，每组２１只。

体质量采用方差分析进行多个样本均数比较，结果表明３组动

物的体质量比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

１．２．２　ＰＴＨ（１３４）注射实验　拆除装置后做如下的实验处
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理：空白对照组不注射任何药品；阴性对照组自拆除装置当日

起在皮下注射６ｍＬ／ｋｇ生理盐水，以后隔日注射；实验组拆除

装置自当日起在皮下注射６ｍＬ／ｋｇＰＴＨ（１３４）和生理盐水，

以后隔日注射［５］。３组均在０７、１０、１４、１７、２１、２５ｄ分别处死３

只取材。

１．２．３　标本制备和染色　取实验侧上颌骨包括３个完整的磨

牙及牙根、牙槽骨的组织。固定，脱钙，石蜡包埋，沿牙体长轴，

按施力方向的近远作３～５ｍｍ厚的连续切片。免疫组织化学

检测ＲＡＮＫＬ的表达。本实验采用山羊ＲＡＮＫＬ多克隆抗体

（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），ＳＰ免疫组织化学试剂盒和ＤＡＢ显色

盒（北京中山生物技术有限公司）按说明书步骤进行免疫组织

化学染色。阳性标准：胞浆为特异性棕黄色，阳性细胞着色水

平明显高于背景水平。

１．２．４　ＲＡＮＫＬ免疫组织化学表达测定　光镜下在实验牙显

示中央根及远中根吸收面压力侧牙周组织１５个高倍镜视野

（×２００），经摄像后，Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ图像分析系统的计算机中

编辑处理，测得牙根吸收陷窝及临近牙周组织 ＲＡＮＫＬ表达

阳性染色区域的平均光密度值。

１．２．５　抗酒石酸酸性磷酸酶（ＴＲＡＰ）染色破骨细胞检测　采

用ＮｉｋｏｎＥＣＬＩＰＥＳＴＥ２０００Ｓ多功能全自动显微镜对大鼠

ＴＲＡＰ染色切片进行观察，并用 ＮｉｋｏｎＤＸＭ１２００Ｃ数码相机

在第一磨牙中央根与远中根牙根吸收面随机选取采集各时像

点１５个高倍镜视野（×２００），计数 ＴＲＡＰ阳性染色的破骨细

胞数，计算均数。以红色颗粒代表ＴＲＡＰ阳性的信号，ＴＲＡＰ

阳性染色胞核在３个或３个以上的且位于第一磨牙中央根与

远中根根中区及附近根尖区牙根吸收面的细胞计数为阳性破

骨细胞。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行数据分析，

计量资料以狓±狊表示，各组间比较采用单因素方差分析，两两

比较采用狇检验；同组不同时间比较采用单因素方差分析，两

两比较采用狇检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　组织学楞个木素伊红（ＨＥ）染色后光镜下观察结果　中

断加１０ｄ牙根吸收陷窝均未见修复性牙骨质沉积。１０ｄ时牙

根吸收陷窝边缘开始出现一层紫染的修复性牙骨质沉积线。

见图１。

　　Ｄ：牙本质；ＰＤＬ：牙周膜。蓝色箭头所示为修复性牙骨质，黑色箭

头指牙根吸收面。

图１　　１０ｄ牙根面牙骨质修复情况光镜检查（ＨＥ×２００）

２．２　ＲＡＮＫＬ免疫组织化学表达测定结果　实验组相对于空

白对照组、阴性对照组７、１０ｄＲＡＮＫＬ表达显著增强，２１ｄ起

表达显著减弱。见图２、３。比较３组０、７、１０、１４、１７、２１、２５ｄ

牙根面吸收陷窝及临近牙周组织中ＲＡＮＫＬ表达光密度值发

现，在实验组与空白对照组，实验组与阴性对照组组间比较７、

１０、２１、２５ｄ差异有统计学意义（犘＜０．０１）。见表１。

　　ＰＤＬ：牙周膜 Ｄ：牙本质；Ａ：牙槽骨。

图２　　实验组ＲＡＮＫＬ表达７ｄ（×２００）

　　ＰＤＬ：牙周膜 Ｄ：牙本质；Ａ：牙槽骨。

图３　　实验组ＲＡＮＫＬ表达２１ｄ（×２００）

表１　　牙根压力侧ＲＡＮＫＬ表达平均光密度值（狓±狊）

时间（ｄ） 空白对照组 阴性对照组 实验组

０ ０．１４６１±０．０００１ ０．１４６３±０．０００３ ０．１４６４±０．０００３

７ ０．１７２２±０．０００３ ０．１７２８±０．０００４ ０．２０６７±０．０００４ａｂ

１０ ０．２３６５±０．０００３ ０．２３６８±０．０００２ ０．２６６９±０．０００４ａｂ

１４ ０．１９４３±０．０００３ ０．１９４３±０．０００２ ０．１９４３±０．０００２

１７ ０．２３２８±０．０００１ ０．２３２２±０．０００４ ０．２３２４±０．０００３

２１ ０．２１１９±０．０００２ ０．２１２０±０．００１７ ０．１８７１±０．０００５ａｂ

２５ ０．２０２０±０．０００１ ０．２０３０±０．０００２ ０．１７８６±０．０００５ａｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与空白对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，与阴性对照组组

比较。

２．３　ＴＲＡＰ染色破骨细胞检测结果　ＴＲＡＰ染色０ｄ，压力侧

根面及牙周组织中可见大量阳性染色破骨细胞定位于破牙或

破骨细胞的胞浆内，见图４。０、７、１０、１４、１７、２１、２５ｄ牙根面吸

收陷窝及临近牙周组织中破骨细胞数发现，各时间点空白对照

组、阴性对照组、实验组组间对比差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。见表２。
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　　Ｄ：牙本质；ＰＤＬ：牙周膜。黑色箭头所示为牙根吸收面，蓝色箭头

所示为比较破骨细胞。

图４　　ＴＲＡＰ染色０ｄ破骨细胞（×２００）

表２　　牙根面吸收陷窝及临近牙周组织中

　　　破骨细胞数（狓±狊）

时间（ｄ） 空白对照组 阴性对照组 实验组

０ １１．００３±０．０２５ １１．０４０±０．０３４ １１．０５０±０．０２０

７ ５．３１０±０．０１７ ５．３４０±０．０５１ ５．３５０±０．０４４

１０ ３．１１０±０．０３５ ３．２６０±０．６０６ ２．９８０±０．０４６

１４ １．３５０±０．０３０ １．３７０±０．０３６ １．３６０±０．０５２

１７ ０．２６０±０．０３０ ０．２８０±０．０１０ ０．２６０±０．０３６

２１ ０．２３０±０．０１０ ０．２４０±０．０６５ ０．２５０±０．０２０

２５ ０．２４０±０．０２６ ０．２１０±０．０３６ ０．２３０±０．０２６

３　讨　　论

正畸过程中常见的牙根吸收是由牙齿移动引起的医源性

并发症，怎样减少牙根吸收是近年来正畸医生比较关注的焦

点。ＰＴＨ是重要的钙、磷调节因子，间歇给药有促进骨形成作

用［３］。据此，本实验选择皮下小剂量间断注射给药途径，以观

察在大鼠牙根修复期是否通过成骨作用抑制修复期仍持续的

牙根吸收。

本实验选用０．５Ｎ的力持续移动实验牙齿１０ｄ复制牙根

吸收模型。结果在实验的早期（即０～１４ｄ），３组均可见牙根

面有破骨细胞出现且都呈现递减趋势，说明牙根吸收模型复制

成功；去除加力装置后牙根吸收均未停止，这与文献［６７］的研

究结果相似，是因为正畸性压力停止后，透明样化组织区仍存

在持续吸收，以达到根吸收范围与透明样化区的最大范围一

致，证明随着中断加力时间的延长，牙根吸收是逐渐向修复转

变的。ＲＡＮＫＬ是破骨细胞活性标志物。实验结果发现全身

间断运用ＰＴＨ后大鼠压力侧牙周组织中 ＲＡＮＫＬ的表达相

对于未注射ＰＴＨ组的实验大鼠牙周组织中变化显著，呈现早

期升高晚期降低，证明小剂量间断应用ＰＴＨ（１３４）对牙周组

织中ＲＡＮＫＬ表达产生了影响。早期升高是因为ＰＴＨ 发挥

成骨作用需要破骨细胞的参与，刺激了破骨及破牙骨质细胞的

成熟和活性［８９］；后期ＲＡＮＫＬ表达减弱是因为ＰＴＨ 发挥了

成骨作用，这与Ｌｏｓｓｄｒｆｅｒ等
［１０］观点一致，其细胞实验证明间

断应用ＰＴＨ可以抑制牙周组织中破骨细胞的分化；本实验发

现ＰＴＨ对破骨细胞及破牙骨质细胞数目变化没能产生有效

影响，分析原因可能是体外细胞实验与体内实验有区别：牙周

组织对外源性ＰＴＨ（１３４）有清除作用
［１１］，体内实验时皮下注

射进入体内的ＰＴＨ（１３４）量很少导致早期ＰＴＨ（１３４）在牙周

组织中的剂量有限，作用较微弱，不能对吸收陷窝中破牙骨质

细胞及临近牙周组织中破骨细胞数量产生有效影响，因此对于

修复早期仍持续存在的牙根吸收未产生明显抑制作用；可是随

着时间的延长晚期ＰＴＨ（１３４）的量在牙周组织中大量积聚对

ＲＡＮＫＬ的表达产生了抑制作用，这可能利于打破骨平衡使得

其向成骨转化，有待后续研究。

本实验研究结果说明通过皮下间断少量运用ＰＴＨ 对修

复早期仍持续的牙根吸收不能产生抑制作用。
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