
原因结构不同而诱导不同的 ZN 亚群!,\LFX主要诱导

产生 _̂5' D̂YC5

0

以及低水平的 _̂5.!而 ,\:FX主

要诱导产生 _̂5. 和少量的 ŶC5

0

!提示 ,\LFX优先

刺激 ZN" 样的细胞!,\:FX优先诱导 ZN' 样细胞"

4:MM>等
/.0

在急性乙肝患者的研究也发现!,\LFX特

异性淋巴细胞群及克隆细胞株分别有 $%1和 %%1表

达 ŶC5

0

" 本研究中用?,\LFX刺激4\9]!主要诱导

了急#慢性乙肝患者 ŶC5

0

的增高!而 _̂5. 增加较

少!似乎佐证了上述发现" 如此看来!基础血清中的检

测应该更加符合患者的真实细胞因子水平"

本研究对基础血清检测的结果显示!急性乙肝患

者血清 ŶC5

0

# _̂5. 水平显著高于健康对照组!但

ŶC5

0

D̂_5. 比值接近于健康对照!表明急性自限

性 ,\@感染时两类细胞因子的调高趋于平衡" 慢性

乙型肝炎患者血清中 ŶC5

0

# _̂5. 水平虽也显著高

于健康对照组!但 ŶC5

0

D̂_5. 比值显著低于健康

对照!表明慢性乙型肝炎患者的细胞因子调高可能存

在失衡"

本研究中无症状 ,\@携带者无论是血清还是培

养上清的 ŶC5

0

和 _̂5. 水平显著低于急#慢性乙

肝患者!4\9]培养上清的 ŶC5

0

和 _̂5. 水平虽

高于健康对照但差异无显著性" 该结果表明处在免

疫耐受期和非活动型病毒携带期的无症状 ,\@携带

者!机体的免疫状态与急性乙肝的免疫清除期和慢性

乙肝的活动期有所不同" 在本研究中!虽经 ?,\LFX

刺激!无症状 ,\@携带者培养上清的 ŶC5

0

增高并

不明显!这与有些研究报道的结果不同
/(0

" 可能与

添加刺激物的浓度不同以及是否使用共刺激抗体分

子等因素有关"

ZN" 样细胞分泌的 _̂5'# ŶC5

0

等细胞因子!

主要参与细胞免疫介导的炎症反应" ZN' 样细胞分

泌的 _̂5.# _̂5"* 等细胞因子!主要介导体液免疫

应答" 如 ZN" 类细胞亚群占优势!将促进细胞免疫反

应!增强 ]3&

d

Z细胞的细胞毒活性!从而清除细胞内

病毒!同时引起肝细胞损伤*如 ZN' 样细胞占优势!将

促进体液免疫反应!并抑制细胞免疫反应! ]3&

d

Z

细胞活性减弱!肝细胞损伤减轻" ZN"DZN' 失衡被认

为是 ,\@慢性感染发生和持续的原因
/)0

" 近年来!

人们对 ,\@感染时可能存在的非溶细胞机制清除肝

细胞内病毒颇为关注!多项研究提示其效应分子主要

为 ŶC5

0

/$0

" 因而 ,\@感染时 ŶC5

0

表达水平可

能与疾病转归密切相关"
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验组+.* 只,以推第 ) 磨牙向远中移动的方法建立渐进性咬合紊乱!其中 "* 只仅建立咬合紊乱!'* 只给予含硝苯地平的二甲基

亚砜+39E-,溶液!"* 只仅给予 39E-溶液*另外 "* 只为操作对照" 各组分别于实验开始后 " 周和 . 周取材!观察咬肌超微结

构!测定咬肌线粒体 ]>

' d

含量" 结果!各时间点的咬合紊乱组及咬合紊乱给予 39E-组双侧咬肌均出现超微结构紊乱及线粒

体 ]>

' d

含量的明显增加+'n*0**",*而咬合紊乱给予硝苯地平组与操作对照组之间无明显差异+'g*0*(,!超微结构未观察到

明显改变" 结论 渐进性咬合紊乱可导致大鼠咬肌运动性损伤!表现为线粒体 ]>

' d

超载及超微结构异常"

关键词!渐进性咬合紊乱!咬肌!超微结构!线粒体!钙离子

8.0>;@>=E2.1 !1

, Y

IK<2:>1E1=EQ:021/029;092<!@1=D</.=81//<0<289/;:<>?+10/V=E9;<EHC 3FS<2.A<=01:!2<10<E$./>2E<2<EI;;:9W
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&H/021;0!IHJ<;0.K<!ZA=WT;HWN::UU:LW=AUWN:̀ ]3-AM WN:TBW?>=W?TLWT?:>M; WN:POWALNAM;?O>]>
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ALLBT=OAM + ]̀3-, G>=:=W>VBO=N:; VHPA[OMXWN:B:UWP>IOBB>?H>M; ?OXNWP>M;OVTB>?WNO?; PAB>?=;O=W>BBH>VATW*0&PP0ZN:?>W=G:?:

?>M;APBH>==OXM:; WA. X?ATR=! GOWN "* UA?AR:?>WOAM LAMW?AB! "* UA?̀ ]3-! '* UA?̀ ]3- dCOU:;OROM:+OM ;OP:WNHB=TBRNAIO;:! 39E-,

OMJ:LWOAM >M; "* UA?̀ ]3- d39E-OMJ:LWOAM0ZN:TBW?>=W?TLWT?:AUP>==:W:?G>=AV=:?[:; VHW?>M=PO==OAM :B:LW?AM POL?A=LAR:+ Z̀ 9,

>M; WN:LAMW:MW=AUPOWALNAM;?O>]>

' d

OM P>==:W:?PT=LB:=G:?:W:=W:; OM >BBX?ATR=>WWN:WOP:RAOMW=AU" G::a >M; . G::a=>UW:?AR:?>Q

WOAM0+</9:0/! M̂ ]̀3->M; ]̀3- d39E-X?ATR=! WN:POWALNAM;?O>]>

' d

LAMW:MW=+'n*0**", OML?:>=:; =OXMOUOL>MWBH>M; WN:TBW?>Q

=W?TLWT?:LN>MX:; AV[OAT=BH0 M̂ ]̀3- dCOU:;OROM:X?ATR! NAG:[:?! WN:TBW?>=W?TLWT?:>M; POWALNAM;?O>]>

' d

LAMW:MW=+'g*0*(, G:?:

MAW;OUU:?:MWU?APWN:AR:?>WOAM LAMW?ABX?ATR0!>=;:9/.>=! ]̀3-LATB; B:>; WAWN:OMJT?HAU?>WP>==:W:?PT=LB:! R?:=:MWOMXGOWN WN:

LN>MX:=AUTBW?>=W?TLWT?:>M; ]>

' d

A[:?BA>; OM POWALNAM;?O>0

L<C B>2E/! ÌR:?OP:MW>BL?:>W:; ;O=A?;:?:; ALLBT=OAM*9>==:W:?PT=LB:*9OWALNAM;?O>*hBW?>=W?TLWT?:*]>BLOTP

!! 咀嚼肌功能紊乱是颞颌关节紊乱病 + W:PQ

RA?AP>M;OVTB>?;O=A?;:?=!Z93,的主要症状之一" 有

研究表明!降低和加高动物咬合!咬肌均会出现肌节

排列紊乱!线粒体肿胀!肌质网空泡化等超微结构改

变!肌细胞及线粒体内 ]>

' d

会明显增加!而在给予

3̀ZF#丹曲林等 ]>

' d

阻断剂后!肌细胞及线粒体内

]>

' d

含量以及肌纤维超微结构均与对照组无明显差

异
/" /)0

" 参考骨骼肌运动损伤的特征
/. /$0

!降低或加

高咬合所引起的咬肌异常应系运动损伤"

自 '*** 年以来本课题组先后报道了渐进性咬合

紊乱导致猕猴#新西兰大白兔和 E3大鼠髁突软骨退

行性变的实验结果
/% /")0

" 本研究拟采用该 E3大鼠

模型!研究咬合紊乱大鼠咬肌超微结构损伤状态及线

粒体 ]>

' d

含量变化!并与注射 ]>

' d

阻断剂硝苯地平

的实验组进行比较!观察其对咬肌超微结构及线粒体

内 ]>

' d

含量变化的影响!以期证明渐进性咬合紊乱

大鼠咬肌也存在着运动性损伤"

材料与方法

"0实验动物)& 周龄雌性 E3大鼠 (* 只!体重 "&* /'**X"

'0实验方法)+",分组情况见表 "" +',咬合紊乱模型建

立方法)咬合紊乱组)采用类似我们曾经报道的方法
/% /")0

!麻

醉大鼠后!将皮圈塞入左上#右下颌第 '#) 磨牙间!以第 "#'

磨牙为支抗!借助皮圈扩张力逐渐推第 ) 磨牙向远中移动!形

成约 *0&PP间隙!造成上下颌磨牙尖窝不吻合的咬合状态"

+),操作对照设计)模仿咬合紊乱组的分牙操作!但将皮圈塞

入牙间隙后立即取出!不滞留" +.,]>

' d

阻断剂硝苯地平溶剂

的制备与注射)咬合紊乱 d硝苯地平+MOU:;OROM:,组)称量每只

大鼠体重!按 (PXDaX体重称取硝苯地平 +C%$).! EOXP>5

FB;?OLN!美国,溶于 *0'PB二甲基亚砜 + ;OP:WNHB=TBRNAIO;:!

39E-,中!于分牙前 "N+上午 &q)*,开始!腹腔注射!之后同时

间#同剂量每天注射 " 次直到取材" 其他操作同咬合紊乱组"

咬合紊乱 d39E-组)所有操作同注射硝苯地平组!只是注射

*0'PB溶剂 39E-!每天 " 次直到取材"

)0透射电镜样本制备)于实验开始后 " 周#. 周分别处死

动物!快速取双侧咬肌后部深层的部分肌肉组织!以锋利的刀

片修整成 "PPo"PPo'PP大小!.1戊二醛固定 'N!"1四

氧化锇固定 'N!梯度丙酮脱水!浸透!包埋!超薄切片!电子染

色!透射电镜观察+8̀95"**Ef!8̀-_公司!日本,"

.0咬肌线粒体 ]>

' d

含量检测)于实验开始后 " 周#. 周分

别处死动物!快速取大鼠双侧咬肌后部的肌肉组织约 "**PX!

在 .r条件下以差速离心法采用组织线粒体分离试剂盒

+])$*$!碧云天!中国,尽快提取咬肌线粒体!之后部分样本

用原子吸收分光光度计+日立 i5'***!日立公司!日本,检测

]>

' d

含量!部分样品用 \]F蛋白定量试剂盒+4**"'!碧云天!

中国,检测线粒体蛋白含量!以两者比值+

"

XDPX,表示线粒体

]>

' d

含量"

(0统计学分析)应用 E4EE"'0* 统计软件对各组动物双侧

咬肌线粒体 ]>

' d

含量进行三因素析因分析!两两组间用 _E3

5"检验!'n*0*( 为差异有统计学意义"

(#'(
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结!!果

"0透射电镜观察)+",操作对照组)咬肌纤维结

构正常!肌原纤维排列整齐!线粒体大小均匀!排列整

齐!嵴较多 +图 " 中 >!图 ' 中 >#V," +',咬合紊乱

组)肌纤维的部分线粒体变大变圆!基质电子密度降

低!嵴断裂变短变少!甚至消失!伴随线粒体肿胀可见

肌质网空泡化+图 " 中 V#L!图 ' 中 L#;," +),咬合

紊乱 d硝苯地平组)肌纤维超微结构基本同操作对照

组+图 ' 中 :#U," +.,咬合紊乱 d39E-组)肌纤维

超微结构基本同咬合紊乱组+图 ' 中 X#N,"

表 '(各组动物样本量分布情况+%,

操作对照组 咬合紊乱组
咬合紊乱 d

硝苯地平组

咬合紊乱 d

39E-组

" 周 ( ( "* (

. 周 ( ( "* (

图 '( 咬肌纤维超微结构+Z̀ 9! o'****,

>0操作对照组!超微结构基本正常*V0咬合紊乱组!可见线粒体变大变圆!基质变清变浅!嵴断裂消失*L0咬合紊乱组!可见肌质网肿胀#空泡化

图 ,(各组咬肌超微结构+Z̀ 9! o"****,

图中箭头所示为肿胀的线粒体" >0" 周操作对照组*V0. 周操作对照组*L0" 周咬合紊乱组*;0. 周咬合紊乱组*:0" 周咬合紊乱 d硝苯

地平组*U0. 周咬合紊乱 d硝苯地平组*X0" 周咬合紊乱 d39E-组*N0. 周咬合紊乱 d39E-组

!

!!'0线粒体 ]>

' d

含量)左右两侧咬肌线粒体 ]>

' d

含量无明显差异+'k*0)($,!而不同实验组之间存

在明显差异+'n*0**",!时间因素无显著效应+'k

*0)#',*侧别与组间因素+'k*0)$.,#侧别与时间因

素+'k*0$*#,#组间与时间因素+'k*0&'",之间均

无交互效应" 咬合紊乱组线粒体 ]>

' d

含量明显高于

操作对照组 +'n*0**",!咬合紊乱 d39E-组与咬

合紊乱组间无明显差异+'k*0#'%,!也明显高于操

作对照组+'n*0**",!而咬合紊乱 d硝苯地平组与

操作对照组间无明显差异+'k*0#..,!见图 )"

讨!!论

本研究中大鼠渐进性咬合紊乱的建立!采取了推

第 ) 磨牙向远中移动的方法!破坏了原有的尖窝吻合

的咬合接触关系!逐渐形成不稳定咬合" 在本课题组

(*)(
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图 5(各组大鼠咬肌线粒体 !1

, Y含量比较

%

咬合紊乱组与操作对照组比较!'n*0*(*t咬合紊乱 d39E-组

与操作对照组比较!'n*0*(

前期实验中已证实!该类咬合变化可引起大鼠髁突软

骨的骨关节病样变
/% /")0

!其机制可能是生物力异常!

而这一异常的生物力应来自升颌肌异常收缩" 研究

表明!在运动中肌肉的异常收缩易产生运动性损

伤
/$0

" 本研究结果渐进性咬合紊乱大鼠咬肌出现明

显线粒体肿胀和肌质网空泡性变的超微结构改变!线

粒体 ]>

' d

含量显著增加!与骨骼肌运动损伤后的变

化相一致
/.!(0

!提示渐进性咬合紊乱可能因影响正常

咬合运动而导致了咀嚼肌损伤"

在骨骼肌运动损伤过程中!机械牵拉作用一方面

导致肌细胞膜通透性增加!另一方面使得肌细胞膜上

牵张性阳离子通道开放!细胞外 ]>

' d

大量进入胞内!

此时线粒体内 ]>

' d

的超载可以起到调节细胞内 ]>

' d

浓度的作用!因此线粒体内 ]>

' d

随之增加!从而影响

其代谢!导致线粒体功能和形态受到破坏!进一步影

响肌细胞的代谢功能"

那么本动物模型中咬肌 ]>

' d

的增加是导致咬肌

超微结构紊乱的原因还是一个伴随现象- 所增加的

]>

' d

源于何处- 祁冬等
/)0

加高兔单侧咬合后发现!

该侧咬肌线粒体内 ]>

' d

含量增加以及超微结构紊

乱!而给予 3̀ZF+]>

' d

阻断剂,的实验组线粒体内

]>

' d

含量与对照组无明显差别!证实咬肌超微结构紊

乱与线粒体 ]>

' d

含量的增加密切相关" \>MO等
/"!'0

在降低大鼠单侧咬合的模型中!也观察到了组织内

]>

' d

增加及超微结构紊乱!而予以丹曲林+骨骼肌松

弛药!可能机制为干扰钙从肌质网释放,后!组织内

]>

' d

含量及超微结构与对照组不再有差别!提示该动

物模型的咬肌组织内 ]>

' d

增加系肌质网 ]>

' d

过量释

放的结果"

硝苯地平是一种 ]>

' d

拮抗剂!其作用机制是阻

止细胞外 ]>

' d

进入细胞!避免因线粒体 ]>

' d

超载引

起的一系列反应" 本研究中注射硝苯地平的咬合紊

乱组大鼠!咬肌超微结构没有出现明显变化!线粒体

]>

' d

含量也无明显增加!而仅注射 39E-溶剂的咬

合紊乱大鼠!咬肌仍然出现了类似于咬合紊乱组的变

化!这说明硝苯地平具有抑制本大鼠模型中咬肌线粒

体 ]>

' d

增高的作用" 因此本研究结果提示)渐进性

咬合紊乱所致的大鼠咬肌细胞及线粒体内 ]>

' d

增

加!来源于胞外 ]>

' d

的内流"

总体上讲!本研究所观察到的咬肌超微结构变化

以及线粒体 ]>

' d

含量的增加!尚属于肌肉轻微损伤

的变化!为肌细胞内代谢紊乱性变化" 另外!本实验

观察期+实验后 . 周内,该影响持续存在" 更长实验

周期的观察应对进一步分析咬肌损伤的进展情况!以

及长期使用硝苯地平对咬肌是否具有持续保护作用

或不良影响!提供更加详实的资料"
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