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牙周炎大鼠 ＭＭＰ－２、ＢＧＰ及炎性细胞因子的
表达特点及低氧对于相关因子的影响

张丹丹　许晓虎

摘　要　目的　探讨牙周炎大鼠牙周组织中基质金属蛋白酶（ＭＭＰ－２）、骨钙素（ＢＧＰ）、炎性细胞因子的表达及低氧对牙

周炎及相关因子表达的影响。方法　选取健康雄性 ＳＤ大鼠 ４８只，采用数字表法随机分为正常组（正常大鼠，常规氧压下喂

养）、牙周炎组（建立牙周炎动物模型）、低氧组（低氧压条件下喂养）、联合组（建立牙周炎动物模型 ＋低氧压）各 １２只，各组大鼠

均在相应条件下喂养 ８周，对比两组的牙龈指数（ＧＩ）、牙周附着丧失（ＡＬ）、采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测牙周组织中 ＭＭＰ－２、ＢＧＰ

蛋白表达，采用免疫组化染色法检测白细胞介素 －６（ＩＬ－６）、白细胞介素 －１８（ＩＬ－１８）、肿瘤坏死因子 －α（ＴＮＦ－α）、白细胞介

素 －１β（ＩＬ－１β）蛋白表达。结果　牙周炎组、低氧组及联合组的牙周组织 ＧＩ、ＡＬ、ＩＬ－６、ＩＬ－１８、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β水平显著的高

于正常组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；联合组的 ＧＩ、ＡＬ、ＩＬ－６、ＩＬ－１８、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β水平显著的高于牙周炎组、低氧组，差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；牙周炎组、低氧组及联合组的牙周组织 ＭＭＰ－２蛋白水平显著的高于正常组（Ｐ＜０．０５），牙周炎组、

低氧组及联合组的牙周组织 ＢＧＰ蛋白表达水平低于正常组（Ｐ＜０．０５）；联合组的 ＭＭＰ－２蛋白显著的高于牙周炎组、低氧组

（Ｐ＜０．０５），联合组的牙周组织中 ＢＧＰ蛋白水平显著的低于牙周炎组、低氧组（Ｐ＜０．０５）。结论　牙周炎大鼠牙周组织中

ＭＭＰ－２、炎性因子表达增加，ＢＧＰ表达显著的降低，低氧条件将促进 ＭＭＰ－２、炎性因子表达增加，ＢＧＰ表达显著的降低从而加

重牙周炎病情。
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　　牙周炎是一种感染性疾病，主要感染源是龈沟内
龈下结合部分泌物黏稠，不易被唾液稀释，而与外界

细菌和食物残渣相融合后形成的龈下牙菌斑
［１］
。位

于龈下的牙菌斑不易被刷牙和漱口等操作去除而在

龈下进行堆积，作用于牙周组织，引起口腔中的免疫

应答反应。牙周炎首先引起病变的部位是牙龈
［２］
。

牙龈炎仅存在于牙龈上皮和附着龈结缔组织中，随牙

菌斑进一步进入而扩散到牙周组织中，引起牙周膜纤

维胶原组织发生变性溶解断裂，并进一步波及牙槽

骨，造成附着丧失、真性牙周袋形成
［３］
。

当牙周组织健康时，致病菌较少，仅存在少量的

需氧菌或革兰阳性菌。而在发生牙周炎时，微需氧菌

和革兰阴性厌氧菌比例增高至 ７８％，并使血清中炎
性因子含量增多。说明在低氧条件能增加牙周炎病

变的发生率
［４］
。本研究探讨低氧、牙周炎对大鼠牙

周组织中基质金属蛋白酶 （ＭＭＰ－２）、骨钙素
（ＢＧＰ）、炎性细胞因子的影响。现报道如下。

对象与方法

１．实验动物：选取５周龄 ＳＤ大鼠，体质量 １８０～
２２０ｇ，平均２００．０±１０．０ｇ。购买自北京大学医学部动
物实验研究中心，喂养在２３～２５℃、相对湿度 ４５％ ～
６０％、光照１２ｈ的环境中。

２．主要实验药品、实验仪器：Ｔｒｉｚｏｌ试剂、免疫荧
光制剂、无酶的 ＲＮＡ、龙胆紫溶液、聚丙烯酰胺、１５％
的过硫酸铵钠和 ＴＥＭＥＤ、牙周探针。

３．实验分组及造模：选取健康雄性 ＳＤ大鼠 ４８
只，采用数字表法随机分为正常组（正常大鼠，常规

氧压下喂养）、牙周炎组（建立牙周炎动物模型）、低

氧组（低氧压条件下喂养）、联合组（建立牙周炎动物

模型 ＋低氧压）各１２只，各组大鼠均在相应条件下喂
养８周。

４．免疫组化染色：将 ４组小鼠分别处死后，进行
病理钳取组织标本进行实验，采用组织免疫荧光法检

测标本中白细胞介素 －６（ＩＬ－６）、白细胞介素 －１８
（ＩＬ－１８）、肿瘤坏死因子 －α（ＴＮＦ－α）、白细胞介
素 －１β（ＩＬ－１β）蛋白表达情况。将钳取的活组织放
入 Ｔｒｉｚｏｌ试剂进行细胞分离，５０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３５ｍｉｎ
进行离心后，应用免疫荧光制剂对分离后的细胞沉浸

４０ｍｉｎ后，应用无酶的 ＲＮＡ冲洗液冲洗 １０ｍｉｎ，放入
龙胆紫溶液进行染色观察细胞显性程度。

５．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测：将 ４组小鼠分别处死后，
进行病理钳取组织标本进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法实验，将
组织 ５０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３５ｍｉｎ进行离心后得到分散的

组织细胞，将配制好的聚丙烯酰胺分离胶液体并脱

气，然后放入 １５％的过硫酸铵钠和 ＴＥＭＥＤ，轻轻搅
拌混匀。按所需分离的蛋白质分子大小选择合适的

丙烯酰胺百分比浓度，将以上两种材料进行充分混合

后将分离好的组织细胞与混合液一起水浴 ４０ｍｉｎ后
进行充分清洗，观察 ＭＭＰ－２、ＢＧＰ蛋白表达情况。

６．牙周 ＧＩ、ＡＬ检测方法：牙周指数（ＧＩ）测定方
法：用探针按照顺时针的方向，由远→颊→近→近→
颊→远，每个牙检查 ４个面，分别记分，即颊（唇）侧
乳头、颊（唇）远中乳头、颊（唇）侧龈缘、整个舌面

龈缘。附着丧失（ＡＬ）测定方法：应用牙周探针探测
龈沟，当探针超过组织学深度达到结合上皮后，正

常数值为 ２～３ｍｍ，当患有牙周炎时，探针深度超过
３ｍｍ时，用测量数据减去 ２～３ｍｍ即为附着丧失水
平。

７．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１６．０统计学软件进行
统计分析，采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）进行统计描述，３
组间比较采用单因素方差分析法，组间两两比较采用

ＬＳＤ－ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
结　　果

１．各组大鼠的 ＧＩ、ＡＬ水平比较：牙周炎组、低氧
组及联合组的牙周组织 ＧＩ、ＡＬ水平显著的高于正常
组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；联合组的 ＧＩ、ＡＬ
水平显著的高于牙周炎组、低氧组，差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５，表１）。

表 １　各组大鼠的 ＧＩ、ＡＬ水平比较 （ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＧＩ ＡＬ（ｍｍ）
正常组 １２ ０．１３±０．０５ ０．５１±０．１６
牙周炎组 １２ ０．３５±０．１１＃ ０．８２±０．１８＃

低氧组 １２ ０．２２±０．０９＃ ０．６８±０．１５＃

联合组 １２ ０．４４±０．１４ １．０８±０．１９

　　与正常组比较，Ｐ＜０．０５；与联合组比较，＃Ｐ＜０．０５

　　２．各组大鼠的 ＭＭＰ－２、ＢＧＰ表达水平比较：牙
周炎组、低氧组及联合组的牙周组织 ＭＭＰ－２蛋白水
平显著的高于正常组（Ｐ＜０．０５），牙周炎组、低氧组
及联合组的牙周组织 ＢＧＰ蛋白表达水平低于正常组
（Ｐ＜０．０５）；联合组的 ＭＭＰ－２蛋白显著的高于牙周
炎组、低氧组（Ｐ＜０．０５），联合组的牙周组织中 ＢＧＰ蛋
白水平显著的低于牙周炎组、低氧组（Ｐ＜０．０５，表２）。
　　３．各组大鼠牙周组织中炎性因子表达水平比较：
牙周炎组、低氧组及联合组的牙周组织 ＩＬ－６、ＩＬ－
１８、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β水平显著的高于正常组（Ｐ＜

·７７１·

　　医学研究杂志　２０１８年 ６月　第 ４７卷　第 ６期 ·论　　著·　



图 １　各组大鼠牙周组织变化观察
Ａ．正常组；Ｂ．牙周炎组；Ｃ．低氧组；Ｄ．联合组；可见联合组大鼠

的牙龈指数、牙周附着丧失程度较其他组显著增加

　

表 ２　各组大鼠的 ＭＭＰ－２、ＢＧＰ表达水平比较

（ｘ±ｓ，相对表达水平）

组别 ｎ ＭＭＰ２ ＢＧＰ

正常组 １２ ０．５３２±０．１５６ ０．４１６±０．０９４

牙周炎组 １２ ０．８１５±０．２２４＃ ０．２１１±０．０７５＃

低氧组 １２ ０．７６１±０．１８０＃ ０．３０４±０．０６１＃

联合组 １２ １．４４８±０．２６２ ０．１３３±０．０５２

　　与正常组比较，Ｐ＜０．０５；与联合组比较，＃Ｐ＜０．０５

００５）；联合组的牙周组织ＩＬ－６、ＩＬ－１８、ＴＮＦ－α、ＩＬ－
１β水平显著的高于牙周炎组、低氧组（Ｐ＜０．０５，表
３）。

讨　　论
由健康的牙周组织经致病菌侵袭后发展至牙周

炎是一个缓慢的过程，共分为４个阶段，分别是初期

表 ３　各组大鼠牙周组织中炎性因子表达水平比较 （ｘ±ｓ，Ａ）

组别 ｎ ＩＬ－６ ＩＬ－１８ ＴＮＦ－α ＩＬ－１β
正常组 １２ ０．１７３±０．０２６ ０．２１１±０．０５１ ０．１５２±０．０４８ ０．０９３±０．０６２

牙周炎组 １２ ０．２９３±０．０３７＃ ０．３１７±０．０７５＃ ０．３１１±０．０５７＃ ０．２２７±０．０９３＃

低氧组 １２ ０．２３８±０．０４２＃ ０．２６０±０．０８４＃ ０．２０４±０．０５１＃ ０．１５４±０．０８４＃

联合组 １２ ０．３６２±０．０８１ ０．４２８±０．０９５ ０．５２８±０．０９０ ０．３６２±０．１０１

　　与正常组比较，Ｐ＜０．０５；与联合组比较，＃Ｐ＜０．０５

病理损伤期，早期疾病缺损期，疾病确立期病损和晚

期病损期
［５，６］
。造成牙周病的始动因子是革兰阴性

厌氧菌，主要有牙龈卟啉单胞菌、伴放线放线杆菌和

福赛坦菌等或某些微需氧性细菌
［７］
。在低氧条件

下，可加速发生牙周疾病损害，在细菌沉积为牙菌斑

时仅发生牙龈炎症时，此时若机体抵抗力较足可不继

续发展且牙周病，此时为初期病理损伤期，在低氧状

态下，可诱使更多的厌氧菌和微需氧菌聚集，继而可

有大量的淋巴细胞和中性粒细胞浸润牙周组织，而发

生牙周炎的早期疾病缺损，而在低氧状态持续的情况

下可进入疾病确立期，此时牙龈呈现暗红色，出现附

着丧失等病理改变，而在不改变低氧的条件下，可使

附着丧失数值增加，而表现为晚期病损期，此时牙周

组织呈现不可逆的炎性反应，牙周组织遭到破坏，纤

维溶解变性，形成牙周炎。

发生牙周炎时牙周组织色形质均发生变化，此时

需要采用牙龈指数（ｇｉｎｇｉｖａｌｉｎｄｅｘ，ＧＩ）对病变的牙周
组织进行检测，以明确牙周炎进展程度，此指数在随

牙周炎的进展而逐渐增大
［８，９］
。本研究制造低氧环

境下牙周炎大鼠病变进展情况，在低氧环境下可加速

牙周炎的发生，本研究中表１显示低氧合并牙周炎组
大鼠其 ＧＩ指数较其他实验组为高，说明低氧状态下

存在较多的厌氧菌或微需氧菌有利于牙周炎的快速

进展，进而使牙周正常组织遭到破坏，使牙周更早的

出现颜色暗红、水肿、出血等症状。牙周炎较正常组

织另一个重要改变是附着丧失的形成，附着丧失指牙

周正常结合上皮本应附着于釉质牙骨质界处，而在牙

周发生炎症时，即使是处于初期病理损伤期的牙周组

织，其结合上皮也会向牙根方向增生，而牙冠与牙面

分离，使附着水平降低，造成附着丧失（ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ
ｌｏｓｓ，ＡＬ）形成牙周袋，牙周袋的形成是诊断牙周炎的
直观诊断依据

［１０～１３］
。因此，附着丧失的检测数值越

大，牙周炎的程度越严重
［１４～１６］

。本研究中表 １显示，
低氧合并牙周炎模型组大鼠进行 ＡＬ检查时发现其
附着丧失的程度较其他实验组较深，说明在低氧条件

下有利于牙周致病菌的繁殖，而加速牙周炎的进展，

进一步加提高着丧失程度，使牙周袋增宽。

牙周炎时，在炎性浸润的牙龈和牙周组织的结合

上皮牙根方向的胶原组织中，含有较多的炎性刺激因

子和渗出基质，单核 －吞噬细胞、中性粒细胞和成纤
维细胞可在炎性介质的作用下释放较多的溶酶体水

解酶，而且厌氧菌或微需氧菌还可产生胶原蛋白酶以

及透明质酸钠等，可使已经造成附着丧失的牙周袋底

周围的进胶原结缔组织中的胶原纤维和正常的牙基

·８７１·
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质进行细胞间桥粒松解，这些被松解的组织和其他基

质因子为小型肽链的酶被称为基质金属蛋白酶

（ＭＭＰ－２），可作为牙周炎发生时检测牙周组织破坏
程度的分子标志物，广泛存在于发生严重牙周炎后的

组织中
［１７～１９］

。由表２可知，低氧合并牙周炎模型组
大鼠 ＭＭＰ－２表达率较高，说明低氧环境加速小鼠
ＭＭＰ－２的表达，而加速牙周炎进展期中对牙周正常
组织的破坏。骨钙素（ＢＧＰ）是一种可促进正常牙周
支持组织特别是牙槽骨的再生与维护的物质，在牙周

炎时可发生牙槽骨的破坏，而使骨钙素含量下降，影

响正 常 牙 槽骨健康并能 加速牙槽骨的 吸 收 破

坏
［２０，２１］

。由表２显示，联合组大鼠骨钙素含量下降，
表明低氧环境能加速牙周炎的进展，加速对牙槽骨的

侵蚀破坏性吸收。

ＩＬ－６、ＩＬ－１８、ＩＬ－１β均属于白细胞介素，因其
主要分布在血清中和龈沟液中，因此当发生牙周炎

时，通过检测其含量的多少以检测炎症发生的程度。

ＴＮＦ－α在正常龈沟液中存在，但其表达效率并不
高，在牙周炎时出现表达增多，诱导糖环氧化酶 ２、磷
脂酶 Ａ２、ＮＯ合酶、干扰素 γ、黏附蛋白等效应蛋白的
表达，是一种血管抑制因子，促进牙周炎的进展。本

研究中表３显示联合组大鼠 ＩＬ－６、ＩＬ－１８、ＩＬ－１β
和 ＴＮＦ－α较之于其他３组含量最高，说明低氧条件
下能加速血清炎性因子含量增加，进而促进牙周炎的

发展。

本研究的创新点在于应用低氧环境合并已有牙

周炎大鼠模型对牙周炎进展进行研究后，能明确低氧

环境利于厌氧菌生长而加速牙周炎各项临床症状的

发生，加速牙周病变进程。综上所述，牙周炎大鼠牙

周组织中 ＭＭＰ－２、炎性因子表达增加，ＢＧＰ表达显
著的降低，低氧条件将促进 ＭＭＰ－２、炎性因子表达
增加，ＢＧＰ表达显著的降低从而加重牙周炎病情。
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３４（６）：１８４９－１８６１

１２　ＬｅａｌＲＦ，ＰｌａｎｅｌｌＮ，ＫａｊｅｋａｒＲ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

ｍｅｄｉａｔｏｒｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＣｒｏｈｎ′ｓｄｉｓｅａｓｅｕｎｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｔｏａｎｔｉ－

ＴＮＦβｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ｇｕｔ，２０１５，６４（２）：２３３－２４２

１３　ＢａｒｒｏｗＡＤ，ＰａｌａｒａｓａｈＹ，ＢｕｇａｔｔｉＭ，ｅｔａｌ．ＯＳＣＡＲｉｓａｒｅｃｅｐｔｏｒｆｏｒ

ＳｕｒｆａｃｔａｎｔＰｒｏｔｅｉｎＤ ｔｈａｔａｃｔｉｖａｔｅｓＴＮＦ－β ｒｅｌｅａｓｅｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ

ＣＣＲ２＋ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｍｏｎｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，２０１５，１９４（７）：

３３１７

１４　ＳｌａａｔｓＪ，ＴｅｎＯｅｖｅｒＪ，ｖａｎｄｅＶｅｅｒｄｏｎｋＦＬ，ｅｔａｌ．ＩＬ－１β／ＩＬ－６／

ＣＲＰａｎｄＩＬ－１８／ｆｅｒｒｉｔｉｎ：ｄｉｓｔｉｎｃｔｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｐｒｏｇｒａｍｓｉｎｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ

［Ｊ］．ＰｌｏｓＰａｔｈｏｇｅｎｓ，２０１６，１２（１２）：ｅ１００５９７３

１５　ＦａｎＮ，ＬｕｏＹ，ＸｕＫ，ｅｔａｌ．ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦ－

β，ＩＬ－６ａｎｄＩＬ－１８ａｎｄｓｃｈｉｚｏｐｈｒｅｎｉａ－ｌｉｋｅｓｙｍｐｔｏｍｓｉｎｃｈｒｏｎｉｃ

ｋｅｔａｍｉｎｅａｂｕｓｅｒｓ［Ｊ］．ＳｃｈｉｚｏｐｈｒｅｎＲｅｓ，２０１５，１６９（１－３）：１０－１５

１６　张增方，吕芳丽，陈莹，等．心理应激对大鼠实验性牙周炎及牙周

组织中低氧诱导因子 １α表达的影响［Ｊ］．中国病理生理杂志，

２０１１，２７（２）：３１５－３１９

１７　李松，宋忠臣，束蓉．低氧及低氧诱导因子 －１与牙周炎［Ｊ］．牙体

牙髓牙周病学杂志，２０１３，２３（１１）：７２９－７３３

１８　陈冬茹，吴莉萍．低氧诱导因子 －１α和反义低氧诱导因子 －１α的

研究进展［Ｊ］．国际口腔医学杂志，２０１６，４３（５）：５８９－５９３

１９　闫瑞欣，陈丹，闫奇，等．缺氧环境对牙周膜成纤维细胞增殖及凋

亡的影响［Ｊ］．北京口腔医学杂志，２０１６，２４（３）：１４６－１４９

２０　庞静雯，吴亚霖，徐婷，等．低氧激活 ＨＩＦ－１α对人牙周膜成纤维

细胞增殖与凋亡的影响［Ｊ］．中华老年口腔医学杂志，２０１７，１５

（３）：１７０－１７４

２１　葛超，杨冬茹，武明轩，等．槲皮素对实验性牙周炎大鼠牙周组织

的保护作用［Ｊ］．实用口腔医学杂志，２０１５，１５（５）：６１９－６２２

（收稿日期：２０１７－０８－１４）

（修回日期：２０１７－０９－２４）
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