
牙周炎是一种常见的口腔疾病，以牙周袋形

成、牙槽骨吸收为特点，最终导致牙齿脱落［1］。有研

究表明活性氧簇（reactive oxygen species，ROS）参与

牙周炎的发生与发展，自由基产生和清除失衡介导

了牙周组织损伤［2-6］。为探讨牙周炎对骨髓ROS生

成的影响，我们建立了小鼠实验性牙周炎动物模

型，通过micro⁃CT、组织学检测以及流式细胞仪检测

小鼠骨髓ROS含量的变化情况，初步探讨ROS在牙

周炎中的作用。

1 材料和方法

1.1 材料

雌性C57BL/6J小鼠（南京大学动物模式中心），
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［摘 要］ 目的：研究实验性牙周炎对小鼠骨髓活性氧（reactive oxygen species ROS）生成的影响，初步探讨ROS在牙周炎中的
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骨进行micro⁃CT扫描、HE染色及TRAP染色；取小鼠四肢骨髓，通过流式细胞仪检测骨髓中ROS含量水平。结果：实验组术后

4周，上颌第二磨牙从釉牙骨质界到牙槽嵴顶的距离增大，近远中及根分叉处牙槽骨吸收明显，成骨细胞减少；单位长度破骨

细胞数显著增多（P < 0.001）；小鼠骨髓中ROS平均荧光强度显著高于对照组（P < 0.001）。结论：ROS含量在实验性牙周炎小

鼠骨髓中增加，可能影响成骨和破骨细胞的分化，参与牙周炎骨吸收。
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饲养条件：屏障环境，温度为22~26 ℃，湿度为45%~
75%。micro⁃CT（SkyScan 1072 scanner），5⁃0 无菌非

吸收丝线（强生医疗器材上海有限公司），TRAP染

色试剂盒、2′，7′⁃二氯荧光素二乙酸酯（2′，7′⁃dichlo⁃
rodihydrofluorescein diacetate，DCFH⁃DA）（Sigma 公

司，美国），流式细胞检测仪（FACSCalibur型，Becton⁃
Dickinson 公司，美国），图像采集系统（DP70 型，

Olympus 公司，日本）。

1.2 方法

1.2.1 实验性牙周炎模型建立

参照文献［7］，10%水合氯醛按0.1 mL/g体重的

剂量腹腔注射麻醉小鼠后，使用 5⁃0 无菌非吸收丝

线从腭侧近远中邻面的龈沟进入，并在颊侧打结，

结扎于上颌双侧第二磨牙牙颈部，建立牙周炎模

型。 20只 8周龄C57BL/6小鼠随机分为两组：假手

术组为对照组，实验性牙周炎组为实验组，每组小

鼠各 10只。假手术组小鼠全麻后实施上颌第二磨

牙丝线结扎手术，然后拆除丝线，实验组小鼠行建

立牙周炎手术，观察 4周。本项研究经过南京医科

大学动物实验伦理委员会批准。

1.2.2 标本制备和指标检测

实验性牙周炎模型建立 4周后取材，小鼠全麻

后，取其四肢骨髓，以检测ROS含量；取上颌第二磨

牙及其牙周组织，其中一侧上颌骨用 4％多聚甲醛

固定，进行Micro⁃CT扫描，用于测定牙槽骨吸收，进

而行组织学检测。

1.2.3 micro⁃CT扫描

将各小鼠上颌骨标本置于载物杯中，进行micro⁃
CT扫描，参数设定为：电压 100 kV，电流 98 mA，每

9 μm为一个层面，扫描后分别利用 NRecon、Data⁃
viewer、CTan、ANT软件进行三维重建，其中二维矢

状面选择包括上颌第一磨牙、第二磨牙近远中根根

尖孔及它们的根分叉的区域，测定上颌第二磨牙近

中、远中釉牙骨质界到牙槽嵴顶的距离，即为牙槽

骨吸收高度［8］。

1.2.4 组织学改变观察

小鼠上颌骨行 micro ⁃ CT 检测后，经 10％的

EDTA脱钙，石蜡包埋。每个标本做5 μm厚的近远

中向连续切片。选取包括上颌第一磨牙远中根、第

二磨牙近远中根及它们的根分叉的切片。37 ℃烤

片过夜后4 ℃保存。HE染色后，光镜下观察结合上

皮、沟内上皮、牙龈上皮、上皮下炎症细胞浸润。按

试剂盒说明进行TRAP染色，切片二甲苯脱蜡水化，

梯度酒精水化，用酒石酸盐缓冲液孵育标本20 min，

用TRAP染色液孵育15 min，甲基绿复染5 min，水溶

性封片剂封片。采集图像后用 Image⁃pro plus软件

进行图像定量分析，测量指标包括：即单位长度骨

小梁的破骨细胞数目。

1.2.5 ROS的测定

取小鼠四肢骨髓，收集在已加 5 mL 2% FBS⁃
DSB的6 cm培养皿中磨碎。将细胞悬液反复冲过筛

网，滤去颗粒杂质，再转入15 mL离心管，1 200 r/min
离心 10 min，弃上清。根据细胞量加适量 2% FBS⁃
DSB重悬细胞，制备成单细胞悬液，并调整细胞浓度

为1×106~1×107个/mL。 取1 mL单细胞悬液，加1 μL
浓度1 μg/mL的二氯荧光素二乙酸酯（DCFH⁃DA）工
作液，混匀，37 ℃避光孵育 30 min，再用 2% FBS⁃
DSB洗1遍。DCFH⁃DA可以顺利穿过细胞膜，进入

细胞内后，可以被细胞内的酯酶水解，生成DCFH，

而 DCFH不能通透细胞膜，从而使探针被留在细胞

内，细胞内各种形式的 ROS 可以氧化无荧光的

DCFH生成有荧光的DCF，因此，采用流式细胞术检

测DCF的荧光强度能够反映细胞内ROS的水平，所

用激发波长和发射波长均是488 nm。

1.3 统计学方法

用 SPSS15.0件进行统计分析，对照组及实验性

牙周炎组数据采用独立样本 t检验，检验水准α=0.05。
2 结 果

2.1 micro⁃CT扫描重建结果

牙周结扎 4周后，实验组出现明显牙槽骨吸收

（图1），实验组牙槽骨高度丧失高于对照组。

2.2 HE染色结果

对照组牙龈上皮完整，上皮下可见极少量的中

性粒细胞浸润，牙周膜纤维束排列整齐。实验性牙

周炎术后 4周，上颌第二磨牙牙龈上皮及结缔组织

可见大量炎性细胞浸润，结合上皮根方增生明显，

附着丧失，牙周膜纤维束排列紊乱，近远中及根分

叉处牙槽骨吸收明显，成骨细胞减少（图2）。
2.3 TRAP染色结果

实验性牙周炎小鼠牙槽骨区域可见大量破骨

细胞（图 3），术后 4周与对照组比较，实验组单位长

度破骨细胞数均显著增多（P < 0.001）。
2.4 实验性牙周炎对骨髓ROS含量的影响

小鼠骨髓ROS含量水平对照组较低，而实验组

含量升高。实验性牙周炎术后 4周与对照组比较，

实验组 ROS 平均荧光强度显著高于对照组（P <
0.001，图4）。
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图 3 实验性牙周炎对牙槽骨破骨细胞形成的影响

（TRAP，×400）
Figure 3 Effect of experimental periodontitis on osteo⁃

clast formation in alveolar bone（TRAP，×400）

3 讨 论

ROS 为生物体线粒体有氧代谢产生的一类活

性含氧化合物的总称，包含超氧阴离子、自由基（超

氧化物、羟自由基）和过氧化物等。细胞内的ROS
含量超过其抗氧化能力时可引起氧化应激，ROS水
平升高通过调节DNA损伤介导引起机体衰老［9-10］，

是细胞衰老的重要诱因之一。

以往研究显示，牙周炎与龈沟液、唾液和血液

中抗氧化水平过低以及脂质过氧化增高有关［10-13］。

血液活性氧代谢产物含量与牙周附着水平正相关，

并且在牙周炎患者中显著高于健康者，牙周治疗既

可以减轻局部炎症程度，也可以降低血液活性氧水

平［12，14-16］。在牙周炎情况下，牙周致病菌激发过度

宿主炎症反应，促使牙周组织内产生的ROS过多，

抗氧化防御系统不能将其及时清除，进而使 ROS

在牙周组织内蓄积，可造成牙周组织细胞损伤和

破坏［4］，全身氧化应激状态与牙周组织病变密切相

关［6，16］。

成骨细胞主要来源于骨髓间充质干细胞（bone
marrow mesenchymal stem cell，BMSC），是骨形成的

重要细胞学基础，牙周炎发生发展过程中的炎性因

子可以抑制BMSC分化和增殖能力，在成骨分化过

A：对照组；B：实验组；C：总ROS含量变化，与对照组比较，*P < 0.001。
图4 实验性牙周炎对小鼠骨髓ROS含量的影响

Figure 4 Effect of experimental periodontitis on the level of ROS in marrow of mice

1 000

0

SSC
⁃H

100 101 102 103 104

1 000

0

SSC
⁃H

100 101 102 103 104
对照组 实验组

*
1 000
800
600
400
200

0

总
RO

S水
平

（
平

均
荧

光
强

度
）

A B C

A：对照组3D图；B：实验组3D图；C：对照组2D图；D：实验组2D图

图1 Micro⁃CT扫描检查实验性牙周炎对小鼠牙槽骨吸收的影响

Figure 1 Effect of experimental periodontitis on alveolar bone resorption detected by Micro⁃CT scanning
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A：对照组；B：实验组。

图2 两组小鼠牙周组织学观察（HE，×200）
Figure 2 The histological examination of periodontal tis⁃

sue of the two groups（HE，×200）
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程中发挥调控作用［17］。骨髓具有较高氧化性的微

环境，ROS对骨髓中的各组成成分的功能有重要的调

控作用［18］。因此，本文推测牙周炎可能通过改变骨髓

中的氧化应激水平，从而影响骨细胞的形成。

为探讨牙周炎对骨髓ROS生成的影响，通过物

理机械刺激建立了小鼠实验性牙周炎动物模型，通

过micro⁃CT、组织学染色以及流式细胞仪检测小鼠

骨髓ROS含量的变化情况，初步探讨ROS在牙周炎

中的作用。结果显示，建模 4周后实验组较对照组

牙槽骨有明显吸收，出现附着丧失，牙周组织有大

量炎性细胞浸润，成骨细胞减少，而破骨细胞增加，

骨髓组织中ROS含量显著增高。

牙槽骨高度丧失是牙周炎的临床表现之一，主

要由于牙槽骨吸收增加和牙槽骨形成减少引起。

ROS是调控破骨细胞骨吸收作用的重要因子，有学

者发现在破骨细胞与骨的接触面间存在超氧化物，

抑制破骨细胞超氧化物的产生或利用可减少骨吸

收［19］。ROS可通过激活MAPK信号途径，促进破骨

细胞的生成，加重牙周病变［20］，而给予抗氧化剂后，

可减轻牙槽骨吸收［21］、降低血液中ROS水平及牙周

病变程度［20］。研究表明，当在骨髓培养时加入过氧化

氢，能显著增加破骨样细胞数量，并呈剂量依赖的关

系，并且，抗氧化剂能阻断破骨细胞形成作用［22］。低

剂量过氧化氢可抑制颅骨成骨细胞和兔骨髓基质

细胞分化标志物的表达，而高剂量的过氧化氢可诱

导成骨细胞凋亡［23］。ROS可能通过影响成骨细胞和

破骨细胞的形成和分化［22-24］，参与了牙槽骨的破坏和

吸收，进而影响骨重塑和骨形成。

抗氧化物具有干扰自由基生成，清除已生成的

自由基，调节细胞代谢活性的作用，通过清除体内

ROS而降低机体氧化应激水平，可能成为牙周炎辅

助治疗的重要方法之一［5，25］。
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