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大鼠后牙牙槽骨吸收模型的建立

及破骨细胞的鉴定
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摘要：目的 建立大鼠后牙牙槽骨吸收模型并对破骨细胞（567）进行鉴定。方法 用 $8"丝线结扎
大鼠上颌第二磨牙牙颈部并喂以高糖软食，行 98%切片常规组织学观察结扎后牙周组织的变化；应
用抗 6:;抗体通过免疫组化的方法鉴定 567。结果 大鼠后牙结扎后第 $天，结扎部位上皮糜烂，结
缔组织见大量炎症细胞浸润，牙槽骨表面出现蚕食状吸收陷窝，第 #天以后，结扎部位牙槽骨高度降
低。在牙槽骨表面形成的骨吸收陷窝内及附近组织，可见 6:;阳性的多核和单核细胞。结论 丝线
结扎和高糖软食的局部刺激成功地诱导了大鼠牙槽骨破骨细胞性骨吸收。应用抗 6:;抗体通过免
疫组化的方法鉴定 567可用于探讨牙槽骨吸收机制的研究。
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牙周炎是口腔领域的常见病、多发病，主要病理

变化为牙龈炎症、牙槽骨吸收和牙周袋形成等［!］。

牙周炎发生发展过程中造成的牙槽骨吸收是牙齿松

动、脱落的直接原因。因此，研究牙槽骨吸收的机制

是防治牙周炎的重要课题。牙槽骨吸收机理和防治

的研究不可能首先在人体身上进行，因此，应建立合

适的动物模型，模拟牙槽骨吸收的过程。

根据局部因素是导致牙槽骨吸收的主要原因，

建立牙槽骨骨吸收动物模型主要分为两种方法：即

局部因素诱导和局部因素诱导加全身因素促进［K］。

局部因素诱导包括牙颈部结扎、局部涂菌和高糖食

料喂养等。我们选择大鼠为实验对象，采用丝线结

扎上颌第二磨牙并辅以高糖软食喂养，建立大鼠牙

槽骨吸收模型，通过常规组织切片对结扎后不同时

间牙龈组织的炎性变化和牙槽骨吸收情况进行了观

察，并应用抗降钙素受体（6’)4(2/<(< B,4,C2/B，6:;）抗
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体通过免疫组化的方法对牙周组织中的破骨细胞

（!"#$%&’("#"，!)"）进行了鉴定。

! 材料和方法

!"! 实验动物
雄性 *+,大鼠 -.只，重 /01 2左右，购自中国医

学科学院实验动物繁殖场。购买后，静养 - 3，以使
其适应新环境。

!"# 牙周局部丝线结扎
用 /4硫喷妥钠腹腔注射麻醉大鼠（56 7 61 829

:2体重），用小圆针带 ;<1 黑色丝线，穿过上颌第 -
与第 /磨牙、第 /与第 ;磨牙牙间隙，围绕上颌第二
磨牙颈部结扎。每只大鼠结扎一侧，对侧作为对照。

结扎手术后，用 -14蔗糖溶液浸软的饲料喂养
大鼠。每日检查结扎线，如有脱落，重新结扎。

!"$ 标本的制备和 =>染色
手术后第 ;，?、-5和 /-天，分别处死大鼠 5只，

切取两侧带 ;个磨牙的上颌骨块，浸入新鲜配制的
54多聚甲醛溶液中固定 -/ @。为加快脱钙速度，用
涡轮牙钻将 ;个磨牙牙冠的大部磨除，入 A%B8C&(’<5
脱钙液（,$&(’ )@$8C&(’ )%BD%B(#C%E）脱钙 /5 @，检查组
织变软后，经 ;14 7 -114梯度酒精脱水，二甲苯透
明，石蜡包埋。

经矢状面切 6!8左右厚连续切片，常规 =>染
色，光镜下观察。

!"% 抗 )FG抗体免疫组化染色
将组织切片裱于经 HI>* 处理的玻片上，应用

北京中山生物技术有限公司 =C"#%"#(CEFJ<I’K" LC#"免
疫组化染色试剂盒进行抗 )FG抗体（山羊抗鼠 )FG
多克隆抗体 *(E#( )BKM NC%#$&@E%’%2O P QE& P）免疫组化
染色。

# 结果

#"! 常规组织学观察
（-）炎症细胞浸润：切片 =<>染色显示，在结扎
术后第 ;天和第 ?天，结扎处上皮不完整，糜烂，下
方邻近牙槽嵴处的结缔组织可见大量炎症细胞浸润

和毛细血管扩张。浸润的炎症细胞主要是多型核白

细胞，有少量的单核细胞，结缔组织血管扩张，纤维

排列紊乱（图 -）；到第 -5 天，结缔组织炎性细胞浸
润减少，纤维成分增多（图 /）。到第 /- 天，炎症细
胞浸润明显减少，纤维排列更整齐。不结扎一侧，牙

龈上皮和沟内上皮规整，无明显炎症，结缔组织中的

纤维排列整齐。

图 ! 在结扎术后第 ;天，结扎处上皮不完整，

下方邻近牙槽嵴处的结缔组织可见大量炎症细

胞浸润，血管扩张。牙槽骨表面出现骨吸收陷

窝及多核巨细胞（=<>染色，R -11）

图 # 结扎第 -5天，牙周结缔组织炎症细胞浸

润减少，牙槽嵴顶低平（=<>染色，R -11）

（/）牙槽骨吸收：第 ;天时，在丝线结扎部位下
方，在牙槽嵴顶及牙槽骨的近中、远中面可见骨吸收

陷窝，呈蚕食状。在骨吸收陷窝内及周围有大量体

积较大的单核和多核巨细胞（图 -）。第 ? 天时，仍
可见骨吸收陷窝；在第 -5和第 /-天时，牙槽骨表面
单核和多核巨细胞的数量减少，但牙槽嵴顶变得低

平，牙槽嵴高度降低，有些区域可见不规则的骨沉积

线，说明有新骨形成（图 /）。
#"# 抗 )FG抗体免疫组化染色
抗 )FG抗体免疫组化染色显示，在结扎部位处

的牙槽骨表面骨吸收陷窝内的单核和多核细胞 )FG
阳性（图 ;），有的切片，牙槽骨表面吸收陷窝内虽未
见有细胞影像，但陷窝表面可见)FG阳性膜样结构。
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图 ! 结扎第 !天，牙槽骨骨吸收陷窝处的 "#$
阳性细胞（免疫组化染色，%&法，’()显色，

* +,,）

! 讨论

牙周炎是包括菌斑在内的局部刺激因素的直接

细胞毒作用、蛋白分解作用，以及宿主对持续存在的

菌斑微生物的免疫应答所引起间接损伤的结果。建

立动物实验性牙周炎模型有助于了解牙周炎的初起

和进展，便于探讨包括牙槽骨骨吸收在内的组织破

坏的机制［!］。

菌斑微生物是引发牙周病的始动因子，是造成

牙周破坏的必需因素，其他局部因素如牙石、创伤、

食物嵌塞等对疾病的发生发展有促进作用。牙周局

部结扎是建立动物实验性牙周炎模型的常用方法。

我们用 !-,丝线结扎大鼠上颌第二磨牙，并加以高
糖软料喂养，在第 !天时，结扎处上皮糜烂，下方结
缔组织可见大量炎症细胞浸润，其中以中性核白细

胞为主。在牙槽嵴顶和牙槽骨近、远中面可见骨吸

收陷窝和多核巨细胞。结扎 .+ /以后，炎症反应虽
减轻，并出现纤维性修复和不规则成骨，但牙槽骨高

度仍有降低。通过组织学观察可以认为，采用丝线

结扎同时喂以高糖软食，可诱导大鼠牙周组织出现

明显的炎症反应，发生严重的牙槽骨吸收。

追究大鼠牙周组织发生破坏的机理在于，用丝

线结扎时，对牙龈有机械创伤，同时丝线的存在对牙

龈不仅是一种异物刺激，还可增加菌斑的积聚。喂

高糖软食，有利于食物在局部沉积，促进细菌繁殖，

使其在局部的聚集加重。

由细菌感染或其产物等诱导产生的趋化因子对

白细胞、单核细胞和淋巴细胞等在局部聚集有重要

作用［+］。中性多形核白细胞组成是宿主抗感染的主

要因素，细胞内的蛋白酶可以消化吞噬的细菌，但

是，在牙周炎时，这些酶能够释放到细胞外，导致组

织的消化破坏，还能使上皮细胞分离，导致牙周袋内

衬上皮溃疡。中性多形核白细胞的渗出和移动能通

过机械破坏或通过释放溶酶体酶和胶原酶损伤组

织，抑制成纤维细胞的分化和胶原的更新并能增强

骨吸收。牙周炎症组织中的巨噬细胞也可释放溶酶

体酶和其他因子如胶原酶和前列腺素等，抑制成纤

维细胞的生长、分化及胶原的更新，使结缔组织降

解，并可使破骨细胞活化，促进骨吸收。

本研究显示，丝线结扎并辅以高糖软食，在第 !
天时牙槽骨表面出现大量的骨吸收陷窝，其内及周

围可见多核巨细胞。到第 0周时，牙槽骨高度降低。
国内外的研究都认为牙槽骨吸收是与 1" 相伴随
的，牙槽骨的吸收破坏是局部破骨细胞数量增多和

活性增强的结果。但对于破骨细胞募集于局部并活

化的机制并不明确。

破骨细胞参与骨吸收，它的数目和形成速度是

决定骨量多少的关键，牙周炎时的骨破坏是由于破

骨细胞数目增多和活性增强所至。尽管破骨细胞有

典型的形态学特征，但它们并不总是易于鉴定［2］。

"#$属于 3 次跨膜 4-蛋白偶联受体亚家族!
成员，在髓样单核细胞系中，破骨细胞是惟一表达

"#$的细胞。长期骨髓培养时，"#$的表达与骨吸
收有较好的相关性［5］，现一般认为 "#$的表达是体
内、外破骨细胞表型中一个可靠的标记物。降钙素

受体（"#$）的检测可以明确地鉴定破骨细胞并将其
与多核巨噬细胞区分［3］。

破骨细胞常位于骨表面、邻近或在 6789:;<=9陷
窝中。我们的观察也表明牙槽骨骨吸收陷窝内的多

核巨细胞 "#$阳性，这些细胞在 6->染色的组织切
片上比较容易判断是破骨细胞。但我们通过 "#$
免疫组化染色发现，骨吸收陷窝内的部分单核细胞

也表达 "#$，在邻近骨表面的结缔组织中，特别是骨
髓腔中，存在 "#$阳性单核和多核细胞，这部分细
胞在 6->切片不能肯定是破骨细胞，它们与巨噬细
胞很难区别，因为炎症性牙龈组织中存在激活的单

核和多核巨噬细胞。通过免疫组化染色可以认为这

些 "#$阳性的多核细胞就是破骨细胞，单核的 "#$
阳性细胞可能是破骨细胞前体细胞。

我们还观察到，有的骨吸收陷窝内并没有细胞

影像，但在骨表面可见 "#$阳性的膜样结构。这可
能是切片时未能切到细胞轮廓所致。所以，如仅以
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细胞的存在作为指标，可能低估骨吸收的发生。

用免疫组化方法检测 !"#表达，即可以区分破
骨细胞和巨噬细胞，也可以识别在形态学上很难判

断的破骨细胞，有助于对骨吸收作出准确、客观的评

估。单核破骨细胞前体细胞的鉴定对了解破骨细胞

的来源及其分化、融合、成熟的机制有重要的意义。
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