
论著!基础研究
!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$)&'$&%%2

cRP

(

B4VŴ
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调节系统与大鼠慢性牙周炎之间的关系&方法
!

选取
0/

只雄性
5N

大鼠!采用结扎丝方法建立大鼠慢性牙周炎模型进行研究!

对比观察
cRP

'

B4VŴ

的免疫组化检测结果以及破骨细胞计数结果&结果
!

在第
2)

天时破骨细胞数量达到峰值!实验组从第

-

天开始
B4VŴ

蛋白平均光密度值高于对照组"

!

$

%&%2

%$从第
$0

天开始实验组细胞表面
cRP

的平均光密度值低于对照组

"
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%&%2

%!实验组
B4VŴ

(

cRP

比值也发生了明显改变&结论
!
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B4VŴ

和
B4VW

参与了大鼠慢性牙周炎的牙槽骨吸

收活动!

B4VŴ

与
cRP

比例的失调在慢性牙周炎的发生发展中起着重要的作用&
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牙周病是口腔中一种极为常见的疾病#该疾病在我国人群

中的发病率高达
-%&%A

'

$

(

*慢性牙周炎也是导致患者牙齿松

动和缺失的最主要原因#对患者的咀嚼功能产生不利影响#对

患者的生活质量以及生命健康造成了严重的威胁*因此#慢性

牙周 炎 是 目 前 牙 周 病 研 究 的 热 点*有 研 究 指 出#
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调节系统与牙周炎的发病有着密切的关

系'

1.'
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*为了进一步探讨研究骨保护素$
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&"细胞核因子
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受体活化因子配体$
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&调节系统与慢性牙周炎之间的关系#本研究建立了大

鼠慢性牙周炎模型进行研究#现报道如下*
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材料与方法
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材料
!

选取
0/

只
-

周龄雄性
5N

大鼠$购自重庆医科大

学动物实验中心&#体质量为$

$2%f$%

&

@

#将大鼠平均分为
/

组#每组
)

只#进行自身对照*

>&?
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方法

>&?&>

!

建立大鼠慢性牙周炎模型
!

采用结扎丝方法建立大鼠

慢性牙周炎模型#具体过程如下!在大鼠左侧上颌第一磨牙的

龈缘下用
%&12GG

正畸丝结扎作为实验组#右侧不作处理作

为对照组%分别在建立模型的第
-

)

$0

)

1$

)

1/
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'2

)

01

)

0(

)

2)

天

以
$%A

水合氯醛按照
'Ĝ

"

?

@

的比例对大鼠进行麻醉#以

0A

多聚甲醛灌注内固定#取双侧第一磨牙及其周围牙槽骨组

织#随后常规制作组织切片*

>&?&?
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3T

染色
!

$

$

&

$%&%A

乙二胺四乙酸$

TNC4

&将双侧标

本
0]

脱钙
02

$

)%!

#以针剌无阻力感为完成脱钙标准#随后

进行脱水)石蜡包埋%$

1

&平行于牙体长轴将标本以
2GG

厚度

做颊)舌向切片#出现第一磨牙颊侧牙根时开始收集组织切片%

$

'

&每个标本选取
$

张切片#进行常规脱蜡水化操作#常规染

色#显微镜下观察牙周组织情况*

>&?&@

!

CB4R

染色破骨细胞计数
!

每个标本选取
'

张切片随

后按照抗酒石酸酸性磷酸酶检测试剂盒具体步骤进行操作*

在显微镜下计数牙根周围牙槽骨表面的阳性染色破骨细胞个

数#重复
'

次取平均值*
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!

cRP

)

B4VŴ

免疫组化检测
!

采用
54SU

免疫组织

化学试剂盒进行免疫组织化学染色#将石蜡切片进行脱蜡水
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化#经内源性过氧化酶阻断#利用
2A

的牛血清清蛋白
S54

进

行封闭#随后分别加入稀释的一抗#进行
1E

的温室孵育后加

入二抗以及
N4S

显色液进行显色%使用苏木精进行复染#并常

规脱水#封片后观察*阳性强度用平均光密度值表示*染色条

件一致#拍照曝光由一个人完成#每个标本选用一张切片#在

0%%

倍高倍镜下随机选取
2

个不重叠视野#求平均值作为阳性

细胞平均光密度值*平均光密度值
g

累积光密度"测量面积*
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观察指标
!

对比观察破骨细胞计数结果以及
cRP

)

B4VŴ
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B4VW

的表达结果#计算
B4VŴ
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cRP

比值*
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统计学处理
!

采用统计学软件
5R55$-&%

对数据进行分

析和处理#计量资料用
-f;

表示#采用
7

检验%
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为差

异有统计学意义*
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结
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果
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动物模型以及
3T

染色结果
!

肉眼见
1/

$

2)!

时大鼠

左侧上颌第一磨牙牙龈红肿#软垢和牙结石堆积#探诊极易出

血#探及牙周袋深*组织学观察牙龈组织有大量炎症细胞浸

润#牙周胶原纤维排列紊乱#暴露的牙根表面和牙槽骨上有大

量吸收陷窝#随着时间延长#各种表现程度越重#表明慢性牙周

炎模型建立成功*对照组未见明显的牙龈红肿#探诊不易出

血#

3T

染色未见明显的炎症细胞#胶原纤维排列规则*

?&?

!

破骨细胞计数
!

阳性细胞标准!细胞核大于
1

个#胞质呈

酒红色#形状不规则*对照组偶见颜色较浅的阳性细胞*实验

组各时间点可见深染
CB4R

阳性染色破骨细胞#分布在牙槽

骨中*通过对比观察#实验组破骨细胞数量和对照组比较差异

有统计学意义$

!

$

%&%2

&*随后随着时间延长破骨细胞数量

开始升高#在第
2)

天时破骨细胞数量达到峰值#见图
$

)表
$

*

表
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慢性牙周炎模型破骨细胞计数对比%
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)个&

时间 实验组 对照组

第
-

天
)&1'f%&$)

=

%&1/f%&$/

第
$0

天
)&-'f%&0$

=

%&$/f%&(/

第
1$

天
-&$'f%&'-

=

%&12f%&$2

第
1/

天
-&'%f%&)1

=

%&12f%&%/

第
'2

天
-&02f%&'/

=

%&1-f%&$%

第
01

天
/&)/f%&0)

=

%&1'f%&$2

第
0(

天
(&1'f%&10

=

%&12f%&$2

第
2)

天
$$&1/f%&)%

=

%&1'f%&$%
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#与对照组比较*
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免疫组化检测
!

通过对比观察可以发现!对照组大鼠牙

周组织具有适量的
B4VŴ

蛋白淡黄色颗粒表达#但在实验

组中炎症明显的区域
B4VŴ

蛋白褐色颗粒的表达量明显增

加%对照组大鼠牙槽骨中具有适量的
cRP

棕黄色颗粒弥漫性

弱阳性表达#在实验组中慢性牙周炎明显的区域#

cRP

淡黄色

颗粒的表达相对较少*实验组从第
-

天开始
B4VŴ

蛋白平

均光密度值高于对照组$

!

$

%&%2

&%从第
$0

天开始实验组细

胞表面
cRP

的平均光密度值低于对照组$

!

$

%&%2

&#实验组

B4VŴ

"

cRP

比值第
-

天时开始升高#到第
2)

天达到峰值#

对照组
B4VŴ

"

cRP

比值一直比较平稳#未见明显升高或降

低#见表
1

*

表
1
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cRP

'

B4VŴ

免疫组化染色平均光密度值%

-f;

&

时间
实验组

B4VŴ cRP B

"

c

对照组

B4VŴ cRP B

"

c

第
-

天
%&%)10f%&%%$/

=

%&%0''f%&%%1' $&00 %&%012f%&%%$) %&%01(f%&%%1/ %&((

第
$0

天
%&%)'(f%&%%1'

=

%&%')$f%&%%$)

=

$&-- %&%0'/f%&%%1$ %&%0'%f%&%%$( $&%$

第
1$

天
%&%(12f%&%%2$

=

%&%''$f%&%%$2

=

1&-( %&%0'0f%&%%$0 %&%0')f%&%%$( $&12

第
1/

天
%&$$'%f%&%%-/

=
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=

'&)/ %&%00'f%&%%1$ %&%0'(f%&%%10 $&%%

第
'2

天
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=
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=

)&0- %&%0'$f%&%%12 %&%02(f%&%%1( %&(0

第
01

天
%&$))(f%&%%/$

=

%&%$()f%&%%$1

=

/&2$ %&%01%f%&%%$) %&%0'-f%&%%1( %&()

第
0(

天
%&$)%$f%&%%22

=

%&%$0(f%&%%10

=

$%&-0 %&%0'1f%&%%1' %&%01(f%&%%$- $&%$

第
2)

天
%&$%-%f%&%%/'

=

%&%%/$f%&%%$1

=

$'&1$ %&%0'2f%&%$0% %&%0'(f%&%%1) %&((
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#与对照组比较*
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!实验组第
-

天%

S

!实验组第
2)

天*

图
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破骨细胞抗酒石酸酸性磷酸酶染色%

1̀%%

&

@

!

讨
!!

论

cRP

是一种可溶性分泌蛋白#主要由成骨细胞分泌*

cRP

主要的生物学行为是作用于破骨细胞的分化末期#抑制

破骨细胞生成#诱导破骨细胞凋亡#并阻断破骨细胞的病理性

增生)活化'

0

(

*

B4VŴ

是破骨细胞分化因子#是一种骨保护

素配体#能刺激破骨细胞分化#促进破骨细胞骨吸收#能够通过

和破骨前体细胞膜上的
B4VW

结合来促进破骨细胞分化抑制

其凋亡'

2

(

*

B4VW

是一种缩氨酸#由成骨细胞及活性
C

细胞

分泌产生#目前被认为是已知的
B4VŴ

惟一的受体#主要与

B4VŴ

的
U

端结合产生信号#进而启动信号转导途径'

)

(

*

cRP

可以与
B4VŴ

竞争结合
B4VW

#从而阻断
B4VŴ

和

B4VW

的结合#抑制破骨细胞的成熟和分化#导致破骨细胞数

量减少#达到减少骨吸收#增加骨量的作用'

-

(

*

cRP

)

B4VŴ

)

B4VW

调节系统能调节破骨细胞的生物

学效应和骨的动态平衡#是各种通路诱导破骨细胞的分化成熟

最终因子'

/

(

*成骨细胞受到刺激之后膜表面表达的
B4VŴ

#

能够识别破骨细胞前体细胞并和其膜上的
B4VW

结合#刺激
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其分化成熟并产生破骨细胞#起到骨吸收的作用'

(

(

*此外#成

骨细胞也可以通过
cRP

的表达来抑制
B4VŴ

和
B4VW

的

作用机制'

$%

(

*

cRP

还可以和
B4VŴ.B4VW

结合体再次结

合来形成三聚体#起到直接抑制
B4VŴ.B4VW

的作用'

$$

(

*

有研究表明#去除小鼠的
cRP

基因会引起破骨细胞数量增多

导致严重的骨质疏松'

$1

(

*对去除
B4VW

基因片段的小鼠进

行研究后发现#小鼠会出现由于缺乏破骨细胞而形成骨质

硬化*

近年来有专家认为
B4VŴ

"

B4VW

"

cRP

系统可能是联

系骨代谢与免疫系统之间的桥梁#由免疫系统炎性反应导致的

骨吸收'

$'

(

*有研究表明激活的
C

淋巴细胞导致了牙周炎症组

织中
B4VŴ

的
GBV4

高表达#同时
cRP

的
GBV4

水平相

应下降'

$0

(

*因而可以通过选择性的调节机体的免疫反应来对

cRP

"

B4VŴ

进行调控#进而对牙槽骨的局部微环境进行调

控*本研究发现#与对照组比较#实验组大鼠慢性牙周炎活动

明显的每个观察点#

B4VŴ

在成骨细胞及其基质细胞表达更

明显#与对照组相比其水平明显增加%而
cRP

水平在成骨细胞

及其基质细胞的表达水平有所减少#与对照组相比其水平明显

减少*所以#

cRP

"

B4VŴ

"

B4VW

调节系统确实在慢性牙周

炎活动中发挥了极为重要的作用*

cRP

以及
B4VŴ

在牙槽骨中的表达受到多种因素的调

节和影响#本研究发现
B4VŴ

的水平升高#

cRP

的水平降

低#

B4VŴ

"

cRP

比 值 在 实 验 组 比 对 照 组 大#实 验 组

B4VŴ

"

cRP

比值从第
-

天开始一直持续升高#到第
2)

天达

到峰值#而对照组
B4VŴ

"

cRP

比值一直比较平稳#未见明

显升高或降低*因此可以推断
B4VŴ

和
cRP

及二者比值的

变化反映了牙周吸收情况#

cRP

和
B4VŴ

过多或过少对骨

代谢均产生不利影响#需要
B4VŴ

与
cRP

维持一定的比例

才能达到牙周骨代谢的平衡*牙周局部微环境
B4VŴ

"

cRP

比例的失调导致了实验组破骨活动活跃#牙槽骨组织发生了过

量吸收#因此可以得知#在对照组中#

B4VŴ

)

cRP

之间比例

正常#对照组牙周组织未发生明显的吸收和增长#处于平衡状

态*

B4VŴ

"

cRP

比值的改变在慢性牙周炎的发展中起着重

要的作用%

B4VŴ

"

cRP

比值与调节破骨细胞分化成熟密切

相关#在牙周组织破坏的发生)发展过程发挥了重要的作用#最

终影响牙槽骨的骨密度和骨强度*

B4VŴ

"

cRP

比值可以作

为衡量慢性牙周炎牙槽骨吸收严重程度的客观指标之一#牙槽

骨的吸收严重程度与牙周局部
B4VŴ

)

cRP

比例失调呈正

相关*

综上所述#

cRP

)

B4VŴ

和
B4VW

调节系统参与了大鼠

慢性牙周炎牙槽骨的吸收活动#

B4VŴ

和
cRP

是慢性牙周

炎的重要调节因子#其中
B4VŴ

"

cRP

比例的失调在慢性牙

周炎中起着重要的作用*通过改变牙周炎患者牙周组织中的

cRP

)

B4VŴ

含量#使
cRP

含量表达增加#减少
B4VŴ

含

量#改善牙周局部
B4VŴ

与
cRP

之间的比例来达到抑制骨

吸收)促进新骨生成的作用#使预防慢性牙周炎牙槽骨吸收的

发生成为可能*
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