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［摘 要］ 目的：通过构建白介素⁃17A（interleukin⁃17A，IL⁃17A）基因敲除小鼠实验性牙周炎模型，初探 IL⁃17A参与调控牙周

炎骨破坏的机制。方法：选用雄性 IL⁃17A基因敲除（knock out，KO）的C57BL/6小鼠和相同基因背景的野生型（wild type，WT）
C57BL/6小鼠，通过结扎和喂菌诱导小鼠实验性牙周炎，WT小鼠及KO小鼠均分为正常对照组和牙周炎组。确认结扎4周后

处死小鼠收集上颌骨，进行Micro⁃CT断层成像、HE染色、抗酒石酸酸性磷酸酶（tartrate⁃resistant acid phosphatase，TRAP）染色、

免疫组化和组织病理学分析。结果：在喂菌和结扎诱导的小鼠实验性牙周炎模型中，在Micro⁃CT的三维重建及近远中向截面

上，KO小鼠较WT小鼠牙槽骨吸收减少，KO小鼠上颌第二磨牙牙槽嵴顶到釉牙骨质界的近中线性距离为（0.51 ± 0.11）mm，远

中为（0.45 ± 0.04）mm，显著低于WT小鼠的近中（0.61 ± 0.09）mm和远中（0.65 ± 0.08）mm（P < 0.05）；KO小鼠骨体积分数比为

41.88 ± 1.82，显著高于WT小鼠的36.55 ± 2.08（P < 0.05）；KO小鼠骨密度为84.39 ± 2.11，显著高于WT小鼠的76.90 ± 2.55（P <
0.05）；HE染色中可见牙槽骨吸收减少；TRAP染色中可见TRAP染色阳性细胞减少；免疫组化结果显示牙周组织核因子κB受

体活化因子配体（receptor activator of nuclear factor κB ligand，RANKL）的表达降低。结论：牙周炎中 IL⁃17A可能有促进牙周炎

发生发展及促进牙槽骨吸收的作用。
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［Abstract］ Objective：This study aimed to investigate the role of interleukin 17A（IL⁃17A）in the regulation of bone destruction in
experimental periodontitis model. Methods：Male IL⁃17A knockout C57BL/6 mice and C57BL/6 wild type mice induced with ligation
and Porphyromonasgingivalis infection were used to establish experimental periodontitis model in this study. Wild type mice and IL⁃17A
knockout mice were divided into the normal group and the periodontitis group，respectively. The experimental periodontitis model mice
were sacrificed 4 weeks after ligation to collect maxillary bones. Micro⁃computed tomography（Micro⁃CT），HE staining，TRAP staining，
immunohistochemistry and histopathological analysis were performed to reveal the role of IL ⁃ 17A on bone destruction and
inflammation. Results：In the experimental periodontitis mice model induced with Porphyromonasgingivalis infection and ligation，
IL⁃17A knockout mice showed less alveolar bone resorption in the three⁃dimensional reconstruction of Micro⁃CT than wild⁃type mice
did. The mesial and distal linear distance from the alveolar bone crest（ABC）to the cementoenamel junction（CEJ）of maxillary second
molars in the IL⁃17A knockout mice was（0.51 ± 0.11）mm and（0.45 ± 0.04）mm respectively，significantly less than those in wild⁃type
mice（P < 0.05），which was（0.61 ± 0.09）mm and（0.65 ± 0.08）mm respectively. In addition，compared to wild⁃type mice，the mean
bone volume fraction in IL⁃17A knockout mice was 41.88 ± 1.82，significantly higher than that in wild⁃ type mice（36.55 ± 2.08，P <
0.05），and the bone mineral density in IL⁃17A knockout mice was 84.39 ± 2.11，significantly higher than that in wild⁃type mice（76.90 ±
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牙周炎是发生于牙周支持组织的慢性炎症性

疾病，以牙周组织炎症、牙槽骨吸收为主要特征，是

导致我国成人失牙的主要原因。牙周炎的慢性炎

症多由菌斑微生物感染诱导，其中牙龈卟啉单胞菌

（Porphyromonasgingivalis，P. gingivalis）为其重要的

致病菌。牙周病的发病机制与宿主对感染的免疫

应答有关，牙周组织的破坏主要是由免疫应答时促

炎因子的过量表达引起，这些炎症反应导致破骨细

胞介导的骨破坏和失牙［1］。

白介素⁃17（interleukin⁃17，IL⁃17）为辅助性T细

胞 17（T helper cell 17，Th17）分泌的细胞因子，其主

要生物学活性与促进炎症相关，早期研究表明 IL⁃17
触发类风湿性关节炎患者的滑膜细胞产生白介素⁃6
（interleukin⁃6，IL⁃6），并且当与其他促炎细胞因子，

如肿瘤坏死因子⁃α（tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）
协同时，这种作用更强［2］。此外，慢性炎症组织中的

IL⁃17通过激活基质金属蛋白酶（matrix metallopro⁃
teinase，MMP），抑制软骨细胞和成骨细胞中的基质

产生，导致关节破坏和组织缺陷修复［3］。IL⁃17还增

加成骨细胞上核因子κB受体活化因子配体（recep⁃
tor activator of nuclear factor κB ligand，RANKL）的表

达，进而增加破骨细胞中的核因子κB受体活化因子

（receptor activator of nuclear factor⁃κB，RANK）的信

号传导［4-5］。这些研究将 IL⁃17活性与骨破坏联系起

来，说明 IL⁃17在骨代谢中有潜在作用。

有研究显示牙周炎炎症牙龈中可见 Th17 细

胞，并且在炎症牙龈及牙槽骨组织中可见 IL⁃17的

表达［6］；牙周炎活动期RANKL、IL⁃17水平较牙周炎

非活动期升高，并且RANKL与 IL⁃17呈正相关［7］；

Eskan等［8］发现 IL⁃17对牙周炎骨破坏具有促进作

用。上述结果均提示 IL⁃17参与牙周炎的发生发展，

且IL⁃17在牙周炎的骨代谢中也发挥着重要作用。

IL⁃17A是 6种 IL⁃17家族细胞因子（IL⁃17A至IL
⁃17F）的成员之一，是Th17细胞分泌的最重要的细胞

因子，可调节多种细胞因子，参与免疫调节及炎症损

伤反应。基于上述研究结论，本研究提出 IL⁃17A可

能促进牙周炎的发生发展及其骨破坏的假设，并通过

构建 IL⁃17A基因敲除（knock out，KO）小鼠实验性牙

周炎模型验证其在牙周炎症反应及骨代谢中的作用。

1 材料和方法

1.1 材料

P. gingivalis菌株（ATCC33277，南京医科大学

口腔疾病研究江苏省重点实验室提供）；Brain Heart
Infusion（BHI，Oxoid公司，英国），羧甲基纤维素钠

（sodium carboxymethyl cellulose，CMC）（上海沪试公

司）；抗酒石酸酸性磷酸酶（tartrate ⁃ resistant acid
phosphatase，TRAP）染色试剂盒（Sigma公司，美国），

兔抗小鼠RANKL抗体、兔抗小鼠 TNF⁃α抗体（Ab⁃
cam公司，英国），即用型快速免疫组化MaxVision试
剂盒、DAB显色试剂盒（福州迈新公司），正常山羊

血清封闭液（武汉博士德公司），甲基绿染色液（上

海碧云天公司）。

本实验选用6~8周龄雄性 IL⁃17A KO小鼠（南京

大学模式动物研究提供）和相同基因背景的C57BL/6
野生型（wild type，WT）小鼠（南京医科大学实验动

物中心提供），体重20~25 g，无龋病及牙周疾病。小

鼠饲养于南京医科大学SPF级实验动物房。本研究

方案经南京医科大学实验动物福利伦理审查委员

会审核通过。

1.2 方法

1.2.1 实验性牙周炎模型制备

通过结扎和喂菌诱导小鼠实验性牙周炎。用5⁃0
无菌丝线结扎小鼠上颌双侧第二磨牙，结扎丝环上

颌第二磨牙1周后，用持针器在颊侧结扎固定，置于

龈下，并保证丝线不脱落。羊血保存的P. gingivalis

接种于BHI血琼脂培养基上，厌氧环境下培养 5 d。
BHI液体增菌 24 h。收集培养的P. gingivalis，细菌

比浊仪测定细菌密度。以菌密度 1×109 CFU/mL将

P. gingivalis重悬于含 2%CMC的PBS液中。结扎后

将100 μL菌悬液涂抹于小鼠龈缘至整个口腔，连续

涂抹3 d。
1.2.2 实验分组

将实验小鼠分为4组，WT小鼠及 IL⁃17A KO小

2.55，P < 0.05）. On the other hand，IL⁃17A knockout mice exhibited significantly less alveolar bone resorption in periodontal tissue in
HE staining than wild⁃type mice；TRAP⁃positive cells and the expression of receptor activator of nuclear factor κB ligand（RANKL）in
periodontal tissue were reduced as well. Conclusion：IL⁃17A may promote the development of periodontitis and alveolar bone resorption.
［Key words］ IL⁃17A；experimental periodontitis；bone loss；mice model

［J Nanjing Med Univ，2019，39（09）：1376⁃1382］
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鼠均随机分为正常对照组和牙周炎组，每组 6只：

①WT正常对照组；②WT牙周炎组；③KO正常对照

组；④KO牙周炎组。牙周炎组用丝线结扎小鼠上

颌双侧第二磨牙，通过管饲方法给予P. gingivalis重

悬液；正常对照组不结扎不喂菌仅涂抹细菌重悬

液。造模后4周麻醉处死小鼠取材。

1.2.3 牙槽骨吸收情况检测

每只小鼠收集 2个样本，使用Micro⁃CT（vivaCT
80，SCANCO MEDICAL）在 55 kVp、144 μA、15.6 μm
条件下扫描，并用Skyscan（Kontich公司，比利时）进

行三维重建与数据测量，观察上颌骨颊、腭侧及近

远中向截面上牙槽骨吸收情况，计算牙槽骨密度

（bone mineral density，BMD）及骨体积分数比（bone
volume/tissue volume，BV/TV），并进行统计学分析。

1.2.4 形态学检测

参考文献报道方法［9］，将取下的新鲜组织置于

4%多聚甲醛固定24 h后，在20%的EDTA中进行为

期3~4周脱钙处理，石蜡包埋。石蜡块沿第二颗牙的

长轴在近远中方向上连续切成厚度为4 μm的切片，

按试剂盒说明书进行HE染色及TRAP染色。在正置

荧光显微镜DM4000（Leica公司，德国）下观察拍照。

1.2.5 免疫组织化学检测

使用TNF⁃α和RANKL抗体试剂盒说明书进行

免疫组织化学染色。使用免疫反应性评分（immu⁃
noreactive score，IRS）进行组织病理学分析，基于染

色强度和阳性细胞比例半定量评估免疫反应性［10］：

免疫反应性评分=强度评分×比例评分。染色强度

评分将阴性、弱、中、强分别计为0、1、2、3分；阳性细

胞比例评分将无、≤10%、>10%~50%、>50%~80%、

>80%分别计为 0、1、2、3、4 分。总分范围是 0~12
分。请病理科医师对每组 5张切片染色进行评分，

并进行统计学分析。

1.3 统计学方法

运用 SPSS17.0软件进行统计分析。所有计量

资料以均数±标准差（x ± s）表示；分别于造模后4周
时将牙周炎组与相应对照组、及牙周炎组中的WT
和 IL⁃17A KO小鼠的线性与容积Micro⁃CT的数据以

及 IRS评分行独立样本 t检验。P ≤ 0.05为差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 IL⁃17A KO牙周炎模型小鼠牙槽骨吸收量降低

Micro⁃CT检测造模后 4周的牙槽骨吸收情况。

结果（图 1）显示，在WT小鼠和 IL⁃17A KO小鼠中，

牙周炎组的骨吸收均比各自对照组多，证实小鼠实

验性牙周炎模型构建成功；KO牙周炎组的牙槽骨

吸收量与WT牙周炎组相比，明显减少。3D重建图

像显示，与各自对照组比较，牙周炎组颊、腭侧均可

以看到明显的骨吸收，KO牙周炎组颊、腭侧牙槽骨

吸收量均较WT牙周炎组明显减少（图 1A）。2D平

面图像结果显示同3D重建图像结果，即近远中向截

面可见牙槽骨吸收减少（图 1B）。测量各组上颌第

二磨牙釉牙骨质界（cemento⁃enamel junction，CEJ）到
牙槽嵴顶（alveolar bone crest，ABC）的距离（图1C），结
果显示在KO牙周炎组小鼠此距离在近中为（0.51 ±
0.11）mm，远中为（0.45 ± 0.04）mm，WT牙周炎组近中

为（0.61 ± 0.09）mm，远中为（0.65 ± 0.08）mm，KO牙

周炎组均低于WT，差异有统计学意义（P < 0.05，图
1D）。对各组上颌第二磨牙根周区域牙槽骨体积与

所选区域总体积的比值（BV/TV）指标进行定量分析，

结果显示 KO 牙周炎组根周区域 BV/TV（41.88 ±
1.82）显著高于WT牙周炎组（36.55 ± 2.08）（P < 0.05，
图1E）。对各组上颌第二磨牙根周区域牙槽BMD进

行定量分析，KO牙周炎组（84.39 ± 2.11）显著高于

WT牙周炎组（76.90 ± 2.55）（P < 0.05，图1F）。HE染

色分析根周区域牙槽骨面积所得结果与Micro⁃CT一

致（图2），KO牙周炎组的牙槽骨吸收较WT牙周炎组

减少，根周仍可见骨小梁组织存在，而WT牙周炎组

中骨小梁吸收较多。

2.2 IL⁃17A KO小鼠牙周组织中破骨细胞的TRAP
表达降低

对各组的石蜡切片做TRAP染色，KO牙周炎组

与WT牙周炎组均可见玫瑰红色的阳性颗粒表达，

但KO牙周炎组 TRAP染色阳性表达明显少于WT
牙周炎组（图3）。说明在牙周炎模型中沉默 IL⁃17A
影响破骨细胞的成熟与分化。

2.3 IL⁃17A KO小鼠牙周组织中RANKL表达降低

RANKL免疫组化染色（图4A、B）可见，KO牙周

炎组与WT牙周炎组切片均可见棕黄色的阳性表

达，但KO牙周炎组的表达少于WT牙周炎组，差异

有统计学意义（P < 0.05）。说明在牙周炎模型中沉

默 IL⁃17A后抑制了牙周组织RANKL的表达。

2.4 IL⁃17A KO小鼠牙周组织中的炎症因子表达降低

TNF⁃α免疫组化染色（4A、C）所示，KO牙周炎

组中特异性TNF⁃α阳性表达（棕黄色）较WT牙周炎

组明显减少，差异有统计学意义（P < 0.05）。表明在

牙周炎模型中，成功敲除 IL⁃17A，并在沉默 IL⁃17A
后抑制了牙周组织炎症因子TNF⁃α的表达。
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A：各组通过三维重建颊、腭侧的CT图像；B：各组上颌骨矢状面的剖面；C：从牙槽嵴顶（ABC）到釉牙骨质界（CEJ）的线性测量示意图；D：

造模4周各组上颌第二磨牙近中和远中牙槽嵴顶到釉牙骨质界的线性牙槽骨吸收情况。E：造模4周各组骨体积分数相对于总体积（BV/TV）；
F：造模4周各组骨密度（BMD）情况。两组比较，*P < 0.05，**P < 0.001，n=6。N：正常对照组，P：牙周炎组。

图1 各组上颌骨样本骨吸收情况比较

Figure 1 Comparison on alveolar bone asorption in each group

C D E F

WT正常对照组 KO牙周炎组KO正常对照组WT牙周炎组

KO牙周炎组WT牙周炎组 KO正常对照组WT正常对照组

（
×10

0）

图2 各组上颌第二磨牙近远中向切片的HE染色

Figure 2 Mesial and distal sections of maxillary second molars in each group by HE staining

（
×50

）
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A：RANKL和TNF⁃α在牙周组织中的免疫组织化学染色；B：RANKL表达的 IRS评分；C：TNF⁃α表达的 IRS评分。两组比较，*P < 0.05，**P <
0.001，n=5。N：正常对照组，P：牙周炎组。

图4 RANKL和TNF⁃α蛋白表达的免疫组化染色（×200）
Figure 4 Expression of RANKL and TNF⁃α proteins detected by immunohistochemical staining（×200）

3 讨 论

很多研究已证实 IL⁃17在类风湿性关节炎、多

发性硬化、脊椎关节炎等多种免疫炎症性疾病中的

促炎作用［11 ⁃12］。而 IL⁃17在牙周炎中的作用研究较

少，并缺少动物实验研究。本研究通过在敲除IL⁃17A

基因的小鼠中构建牙周炎模型，初探 IL⁃17A对牙周

组织炎症及骨吸收的作用。

本研究采用丝线结扎加P. gingivalis牙周接种

的方式构建小鼠牙周炎模型。由于性激素水平与

牙周炎症程度有密切关系，激素水平的变化会导致

牙周组织的明显改变，为排除激素对牙周炎的影

（
×10

0）

KO牙周炎组WT牙周炎组 KO正常对照组WT正常对照组

图3 各组上颌第二磨牙近远中向切片的TRAP染色

Figure 3 Mesial and distal sections of maxillary second molars in each group by TRAP staining

（
×20

0）
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响，本研究选用雄性小鼠进行实验。结扎后 4周即

形成了明显的牙周炎病变。结果显示，牙周炎组的

牙槽骨吸收程度较正常对照组显著增加，表明牙周

炎模型构建成功。而牙周炎组中，与WT鼠相比，

KO鼠的牙槽骨吸收程度有明显改善，Micro⁃CT结果

与HE染色结果一致。RANKL是牙周炎发展的主要

调节剂，调控破骨细胞分化和骨组织吸收［13-14］。敲除

IL⁃17A基因显著减少了RANKL表达（图4A），并且减

弱了牙槽骨的破坏（图1），与破骨细胞的TRAP染色

结果一致（图3）。结果显示 IL⁃17A KO小鼠比相同基

因背景的WT小鼠更不易感牙周炎。这提示 IL⁃17A
在牙周炎中可能起到了促进牙周炎及促进牙槽骨

吸收的作用。

促炎细胞因子如TNF⁃α促进了牙周炎的发展，

并能作为评估牙周治疗成功的指标［15-16］。在通过结

扎和喂菌诱导的小鼠实验性牙周炎模型中，检测到敲

除 IL⁃17A基因显著减少了TNF⁃α在牙周组织中的表

达（图4C）。这提示 IL⁃17A在免疫应答中可能影响其

他促炎细胞因子的分泌，从而协同促进炎症反应。

有文献表明可通过中和IL⁃17或其受体减轻炎症

反应，如减轻类风湿性关节炎骨破坏等症状［17-18］。

而过去几年中，已经开发了几种阻断 IL⁃17/IL⁃17受
体的抗体并在强直性脊柱炎患者中进行了临床试

验［19-20］。提示抗 IL⁃17抗体可用于治疗其相关炎症

并抑制炎症引起的骨破坏。

综上所述，在小鼠实验性牙周炎模型中通过敲

除 IL⁃17A，沉默 IL⁃17A的表达，有效抑制了牙槽骨

吸收，提示 IL⁃17A在牙周炎中可能起到了促进牙周

炎发生发展及促进牙槽骨吸收的作用。后期将继

续研究抗 IL⁃17抗体在小鼠实验性牙周炎中的作

用，进一步明确骨吸收的具体机制，以期为牙周炎

的治疗提供新靶点。
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伤口提供更长久的支撑有助于患者提前出院。

不考虑针孔处的结节和瘢痕，单纯从切口皮缘

愈合的瘢痕来比较，皮内缝合和皮肤钉合器缝合

的切口皮缘瘢痕评估结果大致相当。然而钉合器

钉合和丝线间断缝合一样全程刺穿皮肤导致针孔

处的“表皮钉”瘢痕，以至于切口皮缘两侧出现点

状排列的结节和色素沉着，影响了瘢痕外观。皮

内缝合则由于没有刺穿皮肤的针孔，术后不会出

现皮缘两侧点状排列的“表皮钉”，因此切口的瘢

痕外表更美观。

综上所述，对于腹部正中切口的胃肠道肿瘤手

术，在保证切口不被细菌污染的前提下，同时排除

肠梗阻、低蛋白血症等患者，进行皮内缝合不仅安

全有效，而且瘢痕较小，美容效果显著。皮内缝合

技术在胃肠道切口的应用值得在临床推广。
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