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荧光标记拔牙创口骨愈合过程中矿化沉积

速度的研究

李晓红 朱晓姝 赵献银 苏兴宇

摘要：目的 研究骨质疏松及雌激素替代治疗对拔牙创骨愈合的影响。方法 选用 "0 周龄雌性 78
大鼠，随机分为假手术对照组和实验组，实验组行双侧卵巢切除术，对照组行假去势手术。术后 9 周

将实验组随机分为骨质疏松组（:;）和雌激素治疗组，同时拔除所有大鼠左侧上颌第 " 磨牙。磨牙拔

除术后 !、3#、2# 天分 3 批处死大鼠。上颌拔牙创口处制作不脱钙切片，行组织学及荧光观察。结果

拔牙后 ! 天时，3 组荧光表现基本相似；拔牙后 3# 天及 2# 天骨质疏松组拔牙创骨矿沉积率明显低

于假手术对照组及雌激素治疗组，雌激素治疗组骨矿沉积率低于假手术对照组。结论 :; 对拔牙后

早期的新骨形成骨的矿化影响不大，但在拔牙创愈合中晚期可明显减少拔牙创新骨矿化。雌激素应

用可明显减缓 :; 对拔牙创内新骨骨矿化的影响。
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骨质疏松是否会影响成年大鼠拔牙创愈合过程

中新骨的矿化过程，以及雌激素的替代治疗是否会

对此产生一定的影响，此项研究报道甚少。本实验

旨在通过对拔牙创新骨的矿化过程进行观察以对此

进行阐述。

? 材料和方法

?@? 实验动物

将大鼠随机分为假手术对照组和实验组，全麻

下切除实验组大鼠双侧卵巢，假手术对照组切除卵

巢周围等体积脂肪组织，将实验组随机分为骨质疏

松（:;）组和雌激素治疗组，每组各 "R 只大鼠。雌

激素治疗组皮下注射苯甲酸雌二醇 0#!BSJB，3 天注

射 " 次。

?@A 实验方法
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去势后 ! 周，进行下颌骨骨组织形态计量学测

量，证明实验组造模成功后，即行各组大鼠左侧上颌

第 " 磨牙拔除术。拔除术后 #、$% 和 &% 天时分别每

组各取 ’ 只大白鼠给予口服四环素（()*+, 公司美

国），剂量为每日 -’ +*./*，连续服用 $ 天；相隔 # 天

后分别再次给予皮下注射钙黄绿素，每日 "’!*./*
连续注射 - 天。第 - 次注射钙黄绿素（()*+, 公司美

国）后 0! 1 乙醚过量麻醉处死。取大鼠拔牙创口侧

上颌骨，剔净软组织后，分别置入 !%2的乙醇液中，

放置固定 " 周。梯度乙醇脱水，甲基丙烯酸树酯包

埋，硬组织切片机（34)5,，(6 -’%% 7）于第 " 磨牙拔

牙创口处以冠状切面（颊、舌方向）切成约 ! 微米厚

的切片。

图 !"# 去势术后 ! 周，假手术对照组与实验组下颌骨骨组织切片光镜下结果

#$% 观察方法

荧光显微镜下，用紫外光观察切片，并拍摄照

片。

#$& 骨组织形态计量学测量

用 34)5, ’’% + 自动图像分析系统测量照片上

黄色荧光标记线外缘与绿色荧光标记线外缘之间的

最大距离。

#$’ 统计学处理

使用 (8(( "-9% 软件进行方差分析。

! 结果

!$# 去势后大鼠体重和骨形态计量学指标观察结

果（见表 -:" 和表 -:-）

表 !"# 造模 ! 周时假手术对照组及

模型组体重变化（!! ; "）（单位：*）

组别 造模时 动物数（只） 造模 ! 周时 动物数（只）

假手术对照组 "<!9# ; "$9’ -’ -’<9% ; "09" -$
实验组 -%%9$ ; "$9# 0% $""9$ ; "’9&"" $#

注：与假手术对照组比较，" # = %9%’；与假手术对照组比较，""#

= %9%"

从表 -:" 中可以看出，造模 ! 周时模型组平均

体重较假手术对照组平均体重明显增加，统计学上

差异有显著性。

表 !"! 造模 ! 周时假手术对照组及模型组

骨形态计量学变化（!! ; "）（!+，2）

组别 骨小梁宽度 骨小梁间距
骨小梁面积.

视野面积百分比

假手术对照组 #’9-$ ; --9%$ "$<9"# ; ""9- "<9& ; 09-
实验组 &"9’# ; -"9%$" -$"9"# ; ’!9&" "’9$ ; -9$

注：与假手术对照组比较，" # = %9%’；与假手术对照组比较，""# = %9%"

从表 -:"、-:- 及图 -:" 可见实验组骨小梁宽度

明显低于假手术对照组，骨小梁间距明显大于假手

术对照组，两组间差异有显著性；实验组骨小梁面积

.视野面积百分比较假手术对照组要低，但两组之间

差异无统计学意义。

!$! 荧光显微镜下大鼠上颌拔牙创口骨矿化沉积

率的结果（见图 -:-、-:-、-:0 及表 -:$）

镜下可见绿色背景上有亮黄及亮绿两条荧光标

记带，标记主要为平行线式排列，靠近骨内侧亮黄色

荧光标记带是四环素荧光标记线，靠近新生骨为亮

绿色荧光标记带是钙黄绿素荧光标记线。从亮黄荧

光带内侧到亮绿荧光带外侧之间为标记期间形成的

新骨。两条标记带则标记在服药期间骨矿化沉积情

况。

取各组拔牙创口处新生骨小梁，每组各取 ’ 处

拍摄照片。用计算机图像处理系统测量照片上荧光

标记带间距，计算各组各时间点骨矿沉积率（骨矿沉

积率 > 两条荧光标记线之间距离.标记间隔时间）。

结果见表 -:$。

从表 -:$ 可以看出在拔牙后 # 天各组拔牙窗口

处骨矿沉积率差异无显著性。拔牙后 $% 天、&% 天

时，拔牙创口处骨矿沉积率假手术对照组 ? 雌激素

治疗组 ? @8 组，统计学上雌激素治疗组和假手术对
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图 !"! ! 天组荧光染色显微镜下观察的结果

图 !"# "# 天组荧光染色显微镜下观察的结果

图 !"$ $# 天组荧光染色显微镜下观察的结果

照组骨矿沉积率与 %& 组差异有显著性。

表 !"# 各组大鼠不同时间上颌拔牙

创口骨矿化沉积率（象素’天）

组别 ! ( "# ( $# (
假手术对照组 )*$# )*+"! )*,)!

%& 组 )*$! #*-.!" #*!!!"

雌激素治疗组 )*/- )*,)" )*)""

注：各时间点同种符号间表明有显著性差异，与 %& 组相比! !

0 #*#)，与 %& 组相比" ! 0 #*#/

# 讨论

大鼠模型在 .# 年代就被美国 123 规定为治疗

妇女绝经后骨质疏松症的临床前研究模型。骨质疏

松模型复制成功现在公认的诊断标准为骨形态学指

标的变化。本实验观察到大鼠摘除卵巢后，体重较

假手术对照组明显增加。有研究认为去势后体重增

加可以在某种程度上弥补血清中雌激素的水平，因

此去势会导致雌性大鼠体重明显增加［)］。同时骨形

态学结果表明：造模组颌骨骨小梁宽度变窄，数量减

少，小梁间距变宽，骨小梁占视野面积比降低，髓腔

加大，破骨细胞增多等，肯定了骨质疏松所发生的活

跃的骨吸收与骨形成。另外骨计量学结果显示造模

组的骨小梁宽度、骨小梁占视野百分比较假手术对

照组降低；骨小梁间距较假手术对照组增宽。这些

都说明本实验绝经后高转换型骨质疏松动物模型复

制成功。

成骨细胞合成并分泌骨的有机成分后，在一定

条件下无机盐有秩序地沉积于其上，使钙和磷形成

羟基磷灰石，再与有机质相鳌合形成鳌合物，形成为

正常骨质的过程，称之为骨基质的矿化过程。

荧光标记是一种钙结合标记，标记的发生率和

标记间距离的组织形态学分析是确定骨生长的有效

方法，四环素沉积的关键取决于吸收量、成骨活性及

血流量，所以在拔牙创愈合牙槽嵴改建的研究中可

以用此法是评估成骨活性、成骨量。钙黄绿素标记
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骨的原理与四环素相同，钙黄绿素与骨矿化第一阶

段的无定形磷酸钙结合后在荧光显微镜下表现为亮

绿色的荧光标记带［!］。本实验结果发现在不同的时

间，各组大鼠拔牙创骨矿沉积速度不同。以拔牙后

" 天在 # 个时间组中的骨矿沉积率最大。表明在拔

牙后 " 天时有最大的骨形成活力。同时可见拔牙后

" 天时 $% 组骨矿沉积率较雌激素治疗组和假手术

对照组稍大，但统计学上 # 组间差异无显著性。究

其原因可能是由于大鼠去势和局部伤害都加速了骨

的翻转，并增加了骨的形成［#&’］。这种局部组织伤害

可加速骨翻转并已被 ()*+, 命名为“局部加速环境”。

-./01212 等［3］利用同位素标记技术，研究发现狗的

上颌拔牙创临近区域，平均的 -45 是增加的。此外

607879. 等［"］在对老龄大鼠去势造模成功后，进行上

颌磨牙拔除后发现：去势在拔牙窝愈合早期刺激骨

形成。而雌激素治疗组由于使用雌激素治疗，使 $%
状态下的骨形成率少量降低，所以其骨矿沉积率略

低于 $% 组，但两者之间差异并无显著性。

本次实验的研究还发现：各组大鼠的拔牙创口

的骨矿沉积率，拔牙后 #: 天的要较拔牙后 3: 天的

骨矿沉积率要大；同时在这两个时间点，假手术对照

组的骨矿化率要较 $% 组要大，统计学检验前者的

骨矿化沉积率与 $% 组差异有显著性。拔牙后 #:
天、3: 天时，雌激素治疗组拔牙创骨矿沉积率与假

手术对照组接近，但统计学检验与 $% 组差异有显

著性。究其原因笔者认为有以下几点：!在 $% 组

大鼠，骨形成与骨吸收均增加，而骨吸收大于骨形

成。大量的骨形成标记被破骨细胞吸收导致骨矿沉

积率的降低。;.)2<) 等［=］报道了去势大鼠四环素标

记骨的快速骨的吸收，影响了他们测量骨形成率。

因此 $% 组骨矿沉积率明显较低。"雌激素组的骨

矿沉积速率介于 $% 组与假手术对照组之间，其原

因可能是由于雌激素是抑制骨吸收的药物，但其同

时也轻微抑制骨形成［=］；其降低骨吸收，但只能使

$% 状态得到部分缓解，并不能增加骨的矿化。有学

者观察四环素标记的骨标本，其骨再塑状况显示，服

用雌激素者骨吸收表面减少，但类骨质及矿化表面

减少，骨形成率降低 !>#［?］。

以上研究结果表明，大鼠去势可影响拔牙创周

围及新生骨的骨矿沉积率：去势时间的不同对拔牙

创口的骨矿沉积率影响不同；雌激素的应用可明显

增加 $% 大鼠拔牙创愈合中晚期拔牙创口的骨矿沉

积率。

! 结论

$% 对大鼠拔牙创的愈合有很大的影响，其对拔

牙后早期的新骨形成骨的矿化影响不大，但在拔牙

创愈合中、晚期可明显减少拔牙创新骨的矿化。雌

激素的应用可明显减缓 $% 对拔牙创内新骨骨矿化

的影响。雌激素应用对拔牙创愈合早期骨形成的影

响不大，但在拔牙创愈合中晚期可增加 $% 大鼠的

新骨骨矿化沉积率。

【 参 考 文 献 】

［ @ ］ 郭世，罗先正，邱贵兴，等 A 骨质疏松&基础与临床 A 天津：天津

科学技术出版社，!::@A
［ ! ］ ;121B1 4，CD7)7 6，;*E**B1 C，<, 1F A CGG</,+ *G *H1)7</,*8E *2

,)1I</.F1) +,)./,.)<+ *G )1, 1FH<*F1) I*2<A J %<)7*K*2,1F L<+，!::!，#"
（!）：@3@&@3’ A

［ # ］ ;121B1 6，607879. 4，5<I1)7 MA N/.,< <GG</,+ *G *H1)7</,*8E *2

O*.2K 0<1F72P *G 1FH<*F1) I*2< 1G,<) 81Q7FF1)E 8*F1) <Q,)1/,7*2 72 1P<K

)1,+A N21, L</，!::@，!3!（!）：!:#&!@! A
［ R ］ CF+.I<707 C6，S<<)+/0< JTA U.12,7,1,7H< 1++<++8<2, *G V*+, W

<Q,)1/,7*2 0<1F72P 12K 1FH<*F1) )7KP< )<8*K<FF72P *G ,0< 812K7IF< 72

G<81F< )1,+A J N)/0 $)1F -7*F，!::R，R?（’）：R:@&R@! A
［ ’ ］ 61,* 5A 6*/B<, 0<1F72P 1G,<) )1, 812K7I.F1) 72/7+*) <Q,)1/,7*2A

M*B.IE* X1BB17 Y1++07，!::’，"!（@）：?=&@:’ A
［ 3 ］ -./01212 4，612K0. S6， N2K<)+*2 ZA Z012P<+ 72 I*2<

872<)1F791,7*2 V1,,<)2：1 )<+V*2+< ,* F*/1F +,78.F.+ 72 81Q7FF1 12K

812K7IF< *G K*P+AS7+,*F S7+,*V1,0，@?==，#：##@&##3 A
［ " ］ 607879. 4，61+1B7 ;，[+0701)1 N，<, 1F A -*2< O*.2K 0<1F72P 1G,<)

81Q7FF1)E 8*F1) <Q,)1/,7*2 72 *H1)7</,*879<K 1P<K )1,+A J CF</,)*2

47/)*+/（;*BE*），@??=，R"（’）：’@"&’!3 A
［ = ］ ;.)2<) L;，CH12+ X\，]1BF<E XMA 4</0127+8 *G 1/,7*2 *G <+,)*P<2

*2 /12/<FF*.+ I*2< I1F12/< 72 ,7I71< *G *H1)7</,*879<K P)*O72P )1,+：

7207I7,7*2 *G 72K7/<+ *G G*)81,7*2 12K )<+*)V,7*2A J -*2< 472 L<+，

@??#，=：#’?&#33 A
［ ? ］ \7. J712F7 A %)*P)<++ *G <+,)*P<2 )<+<1)/0 12K ,0<)1VE G*) V)<H<2,7*2 *G

*+,<*V*)*+7+A -1+7/ 8<K7/1F +/7<2/< 12K /F727/+，@??=，@=（3）：R:"&

RR@ A

（收稿日期：!::"&:#&:?）

?=R中国骨质疏松杂志 !::" 年 " 月第 @# 卷第 " 期 Z072 J $+,<*V*)*+，J.FE !::"，̂ *F @#，T*_"




