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不同来源致耐受ＤＣ对大鼠牙移植后牙根吸收及愈合影响的研究
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　　摘　要：目的　探讨不同来源致耐受树突细胞（ＤＣ）对大鼠同种异体牙移植后牙根吸收及愈合的影响。方法　用ＢＮ、Ｌｅｗｉｓ

大鼠分别作为供、受体建立动物实验模型，采用完全随机法分为４组，每组２０只：Ａ为同基因移植；Ｂ、Ｃ、Ｄ为同种异体移植；Ａ、Ｂ

组于术前７ｄ给大鼠输注ＰＢＳ缓冲液０．５ｍＬ，Ｃ、Ｄ组于术前７ｄ分别给大鼠输注１×１０６ 个／只的供、受体致耐受ＤＣ。各组于术

后第１、２、４、８周随机处死５只大鼠，进行移植牙病理学检查。结果　炎性细胞浸润Ｂ组最重，Ａ组最轻，Ｃ、Ｄ介于二者之间。牙

根吸收Ａ组最少，Ｂ组最多，Ｃ、Ｄ介于二者之间（犘＜０．０５）；２、４周时牙根吸收Ｃ、Ｄ组差异无统计学意义（犘＞０．０５），在８周时Ｄ

组低于Ｃ组（犘＜０．０５）。第８周时牙周膜愈合点数Ｃ、Ｄ组少于Ａ组，多于Ｂ组（犘＜０．０５）；炎性吸收 Ｂ组最高（犘＜０．０５）；替代

吸收Ａ组最低（犘＜０．０５）。结论　两种不同来源的致耐受ＤＣ都可以降低牙移植的排斥反应，减少牙根的吸收，促进牙周膜的愈

合；其受体致耐受ＤＣ更能减少牙根后期的吸收。
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　　牙移植能够有效修复缺失的牙齿，恢复咀嚼、发音、美观等

功能。牙根吸收是导致移植牙脱落，导致临床牙移植失败最主

要的原因。促使牙根吸收，减少同种异体移植牙存留时间的重

要因素就是移植后的免疫排斥反应。牙移植通常可以分为两

个免疫阶段：（１）急性移植免疫，主要是由抗原性比较强的牙周

膜、牙髓导致。（２）慢性移植免疫，主要是由抗原性比较弱的牙

骨质、牙本质导致。由慢性移植免疫导致的牙根吸收尚缺乏有

效的处理方法，是临床移植牙研究的棘手问题。树突细胞

（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）在免疫应答中起着举足轻重的作用
［１］。利

用ＤＣ诱导移植免疫耐受的形成是移植耐受诱导的新方法
［２］。

本研究希望通过利用ＤＣ诱导形成移植免疫低反应甚至免疫

耐受，以达到延长移植牙的保留时间和发挥功能的作用。

１　材料与方法

１．１　材料　动物：培养供、受体致耐受 ＤＣ分别为清洁级

ＢｒｏｗｎＮｏｒｗａｙ（ＢＮ）、Ｌｅｗｉｓ雄性大鼠，６～８周，体质量为

１２０～２００ｇ，共４只。牙移植：供体为６０只ＢＮ雄性大鼠，１０～

１２周，体质量１８０～２３０ｇ；受体为８０只Ｌｅｗｉｓ雄性大鼠，１０～

１２周，体质量２６０～３２０ｇ，均是清洁级，由北京维通利华实验
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动物技术有限公司提供。主要试剂：重组大鼠粒巨噬细胞集

落刺激因子（ｒｒＧＭＣＳＦ）、重组大鼠白细胞介素４（ｒｒＩＬ４）、重

组大鼠白细胞介素１０（ｒｒＩＬ１０）均为Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司产品。

１．２　方法

１．２．１　大鼠ＤＣ的培养及检测　无菌条件下收集大鼠股骨和

胫骨骨髓细胞悬液，用含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０加入

ｒｒＧＭＣＳＦ、ｒｒＩＬ４至终浓度分别为１０、８ｎｇ／ｍＬ进行培养。培

养至第５天时于培养液中加入ｒｒＩＬ１０到最终浓度是１０ｎｇ／

ｍＬ为止。第７天收集悬浮细胞。采用流式细胞术进行检测，

结果显示培养细胞中 ＯＸ６２表达较高，而 ＣＤ８０、ＣＤ８６与

ＭＨＣⅡ（主要组织相容性复合体Ⅱ）３种表达较低，是有致耐

受作用的树突状细胞。

１．２．２　牙移植模型的建立与分组　牙移植动物模型的构建参

考Ｋｉｍ等
［３］的方法。按随机数字表法分为４组，每组２０只

（其中一组为自体移植，不需要供体ＢＮ大鼠）。Ａ组为同基因

牙移植：取Ｌｅｗｉｓ大鼠的上颌右侧第一磨牙移植入Ｌｅｗｉｓ大鼠

上颌右侧第一磨牙拔牙窝内；Ｂ、Ｃ、Ｄ组是异体牙移植组：取出

ＢＮ大鼠的上颌右侧第一磨牙移植入Ｌｅｗｉｓ大鼠上颌右侧第

一磨牙拔牙窝内。在手术前７ｄ，将０．５ｍＬＰＢＳ通过尾静脉

输入Ａ、Ｂ组受体大鼠体内，Ｃ、Ｄ组将１×１０６ 个／只的供、受体

致耐受ＤＣ分别通过尾静脉输入受体鼠体内。

１．２．３　标本的采集　每组分别在移植术后第１、２、４、８周随机

处死５只大鼠，用４％多聚甲醛经心脏进行灌流内固定，取出移

植的牙齿和周围组织，然后用４％多聚甲醛固定２４ｈ，１０％ＥＤ

ＴＡ液脱钙处理，石蜡包埋。沿牙齿近中根的长轴，将标本矢状

面切为约４μｍ厚度的切片。从根尖开始切片，从第一张完整的

近中根切片开始计数，将第１０、３０刀切片进行常规ＨＥ染色。

１．２．４　牙根吸收与愈合的分析　通过切片牙根横断面中点均

匀星型画８条直线，８条直线与牙根表面相交获得１６个观察

点，每个标本选２张切片共获得３２个观察点。牙周愈合方式

分为牙周膜愈合、炎症性吸收和替代性吸收３种类型，牙根吸

收分为表面吸收、炎性吸收与替代吸收３种类型。

１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计。计量资料均

采用狓±狊表示，用狋检验进行组间比较；计数资料以率表示，

用χ
２ 检验进行组间比较，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＥ染色　显微镜下可见每组牙骨质周围、髓腔及周围

牙槽骨腔隙内均分布着大量炎症性细胞浸润，见图１。其中 Ａ

组最轻，Ｂ组浸润最明显，有些部位可见坏死浅染区。Ｃ、Ｄ组

浸润比Ａ组重，比Ｂ组轻。每组炎症细胞浸润情况最严重时

均在第１、２周，随着时间延长炎症浸润情况均逐渐减轻，第８

周Ｂ组仍可见极少的炎症细胞，另外３组均无明显浸润。

　　Ａ：Ａ组第２周；Ｂ：Ａ组第４周；Ｃ：Ｂ组第２周；Ｄ：Ｂ组第４周；Ｅ：Ｃ组第２周；Ｆ：Ｃ组第４周；Ｇ：Ｄ组第２周；Ｈ：Ｄ组第４周。

图１　　组织病理学检测结果（ＨＥ，×２００）

２．２　牙根吸收的点数　在第２周时每组均可见明显牙根吸

收，Ａ组牙根吸收只在第４周出现增多，而其余３组在第４、８

周均出现增多（犘＜０．０５）。其中 Ａ组最少，Ｂ组最多，Ｃ、Ｄ组

介于二者之间（犘＜０．０５）。第２和第４周时牙根吸收在Ｃ组

和Ｄ组没有差异，但在第８周吸收Ｃ组高于Ｄ组（犘＜０．０５）。

在第８周Ａ组牙骨质仅有浅表的小范围吸收。而Ｂ组可见重

度、较深的吸收，部分深至牙本质。Ｃ、Ｄ两组牙骨质吸收程度

位于Ａ、Ｂ两组间。各组牙根在２、４、８周吸收情况比较见图２。

２．３　牙根吸收分类　随着时间延长各组表面和替代吸收均增

多，炎性吸收均减少。Ａ组在２、４、８周多为表面吸收（分别为

６６．６７％、７２．５５％、６６．０７％），第２周时也观察到了比较多的炎

症性吸收（３０．５６％）和较少的替代性吸收（２．７８％），在第４周

替代性吸收增多（１３．７３％），炎症性吸收逐渐减少（１３．７３％），

到第８周时炎症性吸收仅占很少比例（３．５７％），替代性吸收增

加（３０．３６％）。Ｂ组在第２周时以炎症性吸收为主（５６．３６％），

表面吸收次之（３８．１８％），替代吸收最少（５．４５％），第４周则表

现为表面吸收为主（５５．０６％），炎症性吸收次之（３４．８３％），替

代性吸收最少（１５．７３％）。到第８周时则以表面吸收最多

（５６．６９％），替代性吸收次之（３３．０７％），炎症性吸收最少

（１０．２４％）。Ｃ、Ｄ组在各时间点均被观察到以表面吸收为主

（Ｃ分别为５２．２７％、４５．２１％、５８．１０％，Ｄ 分别为５３．１９％、

４２．２５％、５１．６５％），在第２周炎症性吸收也占了较大比例（Ｃ、

Ｄ分别为３８．６４％、４０．４３％），替代性吸收较少（Ｃ、Ｄ分别为

９．０９％、６．３８％），到第４周替代性吸收增多（Ｃ、Ｄ 分别为

２７．４０％、３０．９９％）超过炎症性吸收（Ｃ、Ｄ 分别为２７．４０％、

２６．７６％），第８周炎症性吸收仅占很少比例（Ｃ、Ｄ 分别为

２．８６％、２．２０％），替 代 性 吸 收 占 较 大 比 例 （Ｃ、Ｄ 分 别 为

３９．０５％、４６．１５％）。

２．４　第８周牙周愈合分类　牙周愈合结果：各组均以替代吸

收为主，牙周膜愈合次之，炎性吸收最少。各组相同愈合类型
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比较：牙周膜愈合 Ａ 组最多，Ｃ、Ｄ 组次之，Ｂ组最少（犘＜

０．０５）。炎症性吸收点数Ｂ组高于其余３组（犘＜０．０５）。替代

性吸收点数Ａ组低于其余３组（犘＜０．０５）。对组间炎性细胞

浸润、牙根吸收与愈合情况进行比较，结果提示：Ｃ、Ｄ两组炎

性细胞浸润、牙根吸收比 Ａ组重比Ｂ组轻。Ｃ、Ｄ组牙周愈合

情况差于Ａ组，但好于Ｂ组。在８周时Ｄ组牙根吸收点数低

于Ｃ组。第８周时各组牙周愈合类型，见图３。

　　ａ：犘＜０．０５，与Ａ组同时间点比较；ｂ：犘＜０．０５，与Ｂ组同时间点比

较；ｃ：犘＜０．０５，与Ｃ组同时间点比较；ｄ：犘＜０．０５，与同组２周位点比

较；ｅ：犘＜０．０５，与同组４周位点比较。

图２　　移植后不同时间段各组牙根吸收点数

　　ａ：犘＜０．０５，与Ａ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与Ｂ组比较。

图３　　第８周各组牙根愈合类型

３　讨　　论

解决移植免疫排斥反应的有效方法之一是可以通过诱导受

体产生特异性免疫耐受［４６］。器官移植前给予未成熟ＤＣ，它可

以诱导受者特异性地对供者抗原不应答，从而建立移植耐

受［７８］。有学者认为ＤＣ可诱导调节性Ｔ细胞扩增，来有效抑制

移植后发生的排斥反应［９］。受者Ｔ细胞识别同种移植物抗原

可通过直接和间接两种途径［１０］。有学者认为，要使同种移植长

期耐受不仅要阻断直接识别途径，阻断间接识别途径对移植耐

受的维持也很重要［１１］。因此，本研究同时采用供、受体两种不

同来源的ＤＣ对促进同种异体牙移植免疫耐受进行相关研究。

牙移植后牙根吸收同时在多个部位发生。牙周愈合方式

分为牙周膜愈合、炎症性吸收和替代性吸收３种类型，牙根吸

收分为表面吸收、炎性吸收与替代吸收３种类型，后两种牙根

吸收类型最终结果是牙根被完全吸收，从而使移植牙脱落。炎

症性吸收发展迅速，替代性吸收发展缓慢，可长达数年。从每

组炎症细胞浸润和牙根吸收点数可以看出：Ｃ、Ｄ组炎症细胞

浸润较Ｂ组明显减轻、牙根吸收减少，提示Ｃ、Ｄ组排斥反应较

Ｂ组减弱。说明两种致耐受ＤＣ均可以降低牙移植后的免疫

排斥反应，从而减少炎症细胞的浸润及牙根的吸收。在２、４周

时Ｃ、Ｄ组根吸收点数没有差异，在８周时Ｄ组低于Ｃ组，说明

受体致耐受ＤＣ通过间接识别对慢性排斥抑制作用更强，更能

减少牙根远期吸收。各组吸收类型提示：随着时间延长各组炎

性吸收减少，替代吸收增多，提示替代吸收逐渐替代炎性吸收。

随着时间延长各组表面吸收均增加，提示有新的牙根吸收出

现。各组牙周愈合类型提示：Ａ组愈合情况最好，Ｂ组最差，Ｃ、

Ｄ组介于二者之间。说明两种不同来源致耐受树突状细胞均

可以在一定程度上抑制免疫排斥反应，促进移植牙牙周膜的愈

合，从而可以延长移植牙在口腔内存留及行使功能的时间。

综上所述，牙移植后，牙根的吸收及愈合与免疫排斥反应

密切相关。排斥反应越弱，牙根吸收越少，牙周愈合情况越好，

排斥反应越强，牙根吸收越多，牙周愈合情况越差。输注供、受

体致耐受ＤＣ均可在一定程度上抑制免疫排斥反应的发生，诱

导免疫耐受的形成，从而减少炎症细胞浸润，减少牙根的吸收，

促进牙周膜的愈合，延长移植牙在口腔内存留及行使功能的时

间。受体来源致耐受ＤＣ通过间接识别途径对慢性排斥阶段

抑制作用更强，更能减少远期牙根的吸收。故利用致耐受ＤＣ

诱导移植牙免疫耐受的发生，减少及延缓牙根的吸收，是延长

移植牙存留时间的有效途径之一。

本研究探讨了供、受体致耐受ＤＣ对牙移植免疫排斥反应

的抑制作用，为利用树突状细胞抑制同种异体牙移植后的免疫

排斥反应，延长移植牙存留时间提供依据。相信随着对ＤＣ研

究的继续深入，利用ＤＣ对免疫排斥反应的抑制作用，使移植

牙的长期存留成为可能。
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ＡＳＸ是一种酮式类胡萝卜素，Ｃ４０Ｈ５２Ｏ４ 为其分子式，相

对分子质量达５９６．８６，最早在雨生红球藻类细胞在较长时间

环境胁迫影响下，应急产生的一种多种生物活性物质，抗氧化

活性极高，对细胞内氧化应激造成的损伤具有抑制作用［９］，ｔＢ

ＨＰ作为构建细胞氧化损伤模型的常用试剂，化学性质与过氧

化氢（Ｈ２Ｏ２）相似，但ｔＢＨＰ性能更为稳定，不易降解，能有效

模拟氧化应激损伤，对细胞膜结构直接破坏，最终达到破坏细

胞或线粒体膜的作用［１０］。

细胞凋亡是多基因、多种分子参与的复杂生命过程［１１］。

本研究使用ＤＡＰＩ检测发现ｔＢＨＰ能明显引发内皮祖细胞的

凋亡，单纯ＡＳＸ对内皮祖细胞不产生损伤作用，ＡＳＸ能有效

抑制ｔＢＨＰ诱导的内皮祖细胞凋亡。

线粒体是最重要的细胞凋亡调控靶点，同时，线粒体还是

ＲＯＳ的主要来源，并易受氧化应激损伤。研究表明，胞浆内

ＲＯＳ可作为信号诱导线粒体通透转换孔（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｅｒ

ｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｐｏｒｅ，ＭＰＴＰ）的开放、钙离子内流和线粒体

电子传递链解偶联，同时促进自身线粒体及其他线粒体产生

ＲＯＳ，ＲＯＳ升高又进一步诱导 ＭＰＴＰ开放，两者互为因果，形

成恶性循环［１２］。线粒体膜电位（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏ

ｔｅｎｔｉａｌ，ＭＭＰ）下降是 ＭＰＴＰ开放的表征，ＭＭＰ下降，氧化磷

酸化解偶联，线粒体基质肿胀，外膜破裂，导致各种凋亡因子包

括最重要的细胞色素Ｃ释放于胞质中，细胞线粒体途径凋亡

级联反应被启动，使细胞凋亡速度加快。本实验结果显示，与

空白对照组相比，经ｔＢＨＰ损伤的组细胞体内ＲＯＳ显著增加，

线粒体膜电位明显下降，而ＡＳＸ预处理的组内皮细胞内ＲＯＳ

水平较损伤组显著降低，线粒体膜电位明显增高，提示ｔＢＨＰ

增加细胞内ＲＯＳ，降低ＥＰＣｓ线粒体膜电位，诱导线粒体途径

细胞凋亡的发生，而ＡＳＸ能显著减少细胞体内ＲＯＳ的生成，

促使ＥＰＣｓ线粒体膜电位升高，发挥对ｔＢＨＰ诱导线粒体途径

细胞凋亡的抑制作用。

综上所述，本研究显示：通过提高线粒体膜电位，ＡＳＸ有

效抑制线粒体氧化应激损伤，从而减少细胞内ＲＯＳ生成，最终

抑制了ＥＰＣｓ凋亡的发生。本研究在实验层面证实了ＡＳＸ具

有抗氧化应激损伤，改善ＥＰＣｓ数量，提高细胞功能，促进损伤

血管再内皮化的作用。
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