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［摘 要］ 目的：探讨慢性应激促进牙周炎的可能机制。方法：选择慢性不可预知应激大鼠模型（chronic unpredictable stress，
CUS）。将大鼠分为正常对照和慢性应激组（4周后根据糖水消耗实验将应激组又分为抑郁组和非抑郁组）。每周记录大鼠体

重，8周后称取肾上腺重量。分别使用糖水消耗实验、酶联免疫法、蛋白质印迹法（Western blot），实时荧光定量PCR（Real⁃time
PCR）检测各组大鼠抑郁样行为，血浆皮质醇和胰岛素水平，牙周组织总的及磷酸化胰岛素受体水平及白细胞介素1β（interleu⁃
kin⁃1β，IL⁃1β）和肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）含量。结果：慢性应激4周后，约59%的大鼠表现出明显的快

感缺失；与对照组相比，无论是否存在快感缺失，应激3周后所有大鼠均出现体重下降。与对照组相比，应激8周后大鼠肾上腺

重量明显增加、血浆皮质醇水平明显升高；应激大鼠血浆胰岛素水平下降，牙周组织内磷酸化的胰岛素受体底物1表达下降；

应激大鼠牙周组织内 IL⁃1β和TNF⁃α的mRNA表达增加，上述指标在应激组内（抑郁组和非抑郁组之间）无显著性变化。结论：

应激本身，而非应激引起的情绪障碍，引起了下丘脑⁃垂体⁃肾上腺（HPA）轴紊乱，从而导致胰岛素信号通路异常，牙周组织炎

性因子表达明显增加。这可能是慢性应激后易患牙周炎的可能原因。
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The effect of chronic stress on IL⁃1β and TNF⁃α expression in periodontal tissues of rats
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［Abstract］ Objective：To explore the mechanism of the chronic stress contribution to periodontitis. Method：Sprague⁃Dawley rats（2
months）were received chronic unpredicted mild stress（CUS）for eight weeks. Then，four weeks later，they were devided into susceptible
（depressive）or unsusceptible（resistant）groups according to sucrose preference test. Total body and adrenal weights of rats were
weighed weekly and at 8 week，respectively. The levels of plasma corticosterone and insulin，the total insulin receptor（IRS）and activity
⁃dependent phosphorylated IRS in the periodontal tissues，and the mRNA expression of IL⁃1β and TNF⁃α in the periodontal tissues
were detected by enzyme⁃linked immunosorbent assay（ELISA），Western blot and Real⁃time PCR，respectively. Results：After 4 weeks
of CUS，59% of rats showed a decrease of sucrose preference indicating anhedonic or depressive⁃like behavior（CMSA）. Compared with
controls，all the stressed rats showed decreased weight after three weeks；after eight weeks，they also exhibted increased corticosterone
and decreased insulin in plasma，decreased p⁃IRS and increased mRNA levels of IL⁃ 1β and TNF⁃α in the periodontal tissue. The
depressive andresitant groups showed no significant differences in above measures. Conclusion：The stress itself，rather than stress⁃
induced mood disorders，leads to HPA axis disorders，abnormality of insulin signal pathway，and increased expression of periodontal
tissue inflammatory factor. These changes may serve as the mechanism in contibuting to stress susceptible periodontal disease.
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牙周炎是一种多因素疾病，也是我国成年人牙

齿丧失的首要原因。其特点是炎症导致牙周结构破

坏［1］。越来越多的证据显示，基因和环境因素，如吸

烟、糖尿病、冠心病等都与牙周炎密切相关［2］。寻找

牙周炎的危险因素，并采取针对性措施将对于预防

牙周疾病起到及其重要作用。

流行病学研究显示，应激可能是导致牙周炎的

危险因素之一［3-4］。临床研究也证实，工作压力大、

失业及生活中的重大事件均与牙周炎发病密切相

关［5］。然而，慢性应激促进牙周炎发生发展的内在

机制尚不清楚。本研究旨在观察慢性不可预知性

应激对成年大鼠牙周组织炎性因子 IL⁃1β和TNF⁃α
表达的影响，来探讨慢性应激促进牙周炎发生发展

的可能机制。

1 材料和方法

1.1 材料

雄性Sprague⁃Dawley（SD）大鼠（180⁃220 g）36只
［清洁级，南京医科大学SCXK（苏）2008⁃00X］，在安

静、室温 22℃（± 2℃）的实验环境中饲养，昼夜节律

为12 h∶12 h。
按照随机数字表法分组，实验动物分组为：正

常对照（Control）、和慢性应激组，慢性应激4周后根

据行为学结果又分为抑郁组（chronic unpredictable
stress depressive，CUSA）、非抑郁组（chronic unpre⁃
dictable stress depressive resistant，CUSR）。抑郁组

和非抑郁组继续给予慢性应激4周。实验总周期为

8周。

1.2 方法

2月龄的雄性 SD大鼠给予慢性温和不可预知

性应激（包括夹尾 1 min、冰水游泳 5 min、束缚 1 h、
通宵照明、禁饮禁食24 h、斜笼12 h、湿笼18 h，每天

随机予以1种应激方式，1周循环1次）。

1.2.1 体重和糖水消耗实验

大鼠于实验开始前和每周应激结束时称量体

重并记录。糖水消耗实验是反映动物快感缺失的

重要实验。对动物进行蔗糖水消耗实验前，先给予

大鼠自来水和1%蔗糖水适应性喂养48 h，并于24 h
调换自来水和蔗糖水的位置，训练大鼠学习饮用糖

水。训练结束 24 h后，每只大鼠单笼喂养，进行蔗

糖水消耗实验基线值测量，同时给予每只大鼠事先

称重好的两瓶水：1瓶 1%蔗糖水，1瓶自来水，检测

时间为 24 h。中间更换蔗糖水和自来水的位置，结

束后取走瓶子并称重。计算大鼠的糖水消耗比例：

糖水消耗=蔗糖水消耗量/（糖水消耗量+自来水消耗

量）×100%。

1.2.2 蛋白免疫印迹（Western blot）
蛋白提取：将 2组大鼠（每组 3只）牙周组织和

匀浆液按每0.01 g牙周组织加100 μL匀浆液进行匀

浆。超声3 s ×10次；4 ℃ 12 000 g离心15 min；取出

上清，BCA法测蛋白浓度。加入 1/5体积 6×上样

buffer，沸水浴 10 min，进行后续检测总的及磷酸化

胰岛素受体表达检测，蛋白上样量为30 μg，蛋白质

经 SDS⁃PAGE凝胶分离后转移至 PVDF（polyvinyli⁃
dene fluoride，Millipore公司，美国）膜上。将 PVDF
膜用 5% BSA/TBST封闭液于室温振荡封闭 60 min，
分别加入总的胰岛素受体底物 1（insulin receptor
substrate 1，IRS⁃1）（1∶1 000；Cell Signaling公司，美

国），磷酸化的 IRS⁃1（Ser636/639）（1∶1 000；Cell Sig⁃
naling公司，美国）一抗，4 ℃孵育过夜，TBST缓冲液冲

洗 3次，滴加辣根过氧化物酶标记的二抗（1∶5 000，
Pierce公司，美国），37 ℃孵育1 h，TBST缓冲液冲洗，

ECL显色。

1.2.3 酶联免疫吸附实验（ELISA）
基于抗原与抗体竞争性结合来检测皮质酮水

平的。能特异性结合皮质酮的多克隆抗体结合到

包被在微型板驴抗羊抗体上。洗去多余的多克隆

抗体后，血浆中的皮质酮与辣根过氧化物酶标记的

有能够识别皮质酮的化合物与微型板上的多克隆

抗体竞争性结合。然后清洗掉多余的皮质酮与辣

根过氧化物酶标记的有能够识别皮质酮的化合

物。显色液加入微型板孔中来显示辣根过氧化物

酶的活性。加入终止液并读取 450 nm的吸光度。

吸光度的大小与样本中皮质酮的浓度呈反比。

1.2.4 实时荧光定量PCR检测（Real⁃time PCR）
牙周组织中 IL⁃1β和TNF⁃α mRNA检测按照试

剂盒说明进行［GoTaq® qPCR Master Mix（Promega公
司，美国）］引物序列如下：

IL ⁃ 1β 上游：5′ ⁃AATCTCACAGCACATCAA⁃
3′；下游：5′⁃AGCCCATACTTTAGGAAGACA⁃3′；

TNF⁃α 上游：5′⁃TTCGAGTGACAAGCCTGTAG⁃
C⁃3′；下游：5′⁃AGATTGACCTCAGCGCTGAGT⁃3′；

GAPDH 上游：5′⁃GCAGTGGCAAAGTGGAGA⁃
TTG⁃3′；下游：5′⁃TGCAGGATGCATTGCTGACA⁃3′
1.3 统计学方法

应用 SPSS 18.0统计学软件进行数据分析。计

量资料均以均数±标准差（x ± s）表示，多组平均的比

较采用单因素方差分析（one⁃way ANOVA），两组之
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间的比较采用Bonferroin检验。P ≤ 0.05为差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 慢性不可预知应激导致大鼠抑郁样行为改变

随着动物月龄增加，体重逐渐增加，各个组别

体重差异可反映应激对动物成长的影响。从应激

第3周开始，CUSA与CUSR大鼠体重显著低于对照

组大鼠，直至实验结束（图 1A）。
快感缺失是抑郁的一个核心症状，本研究采用

糖水消耗实验检测大鼠快感缺失的情况。各组动

物造模前糖水消耗水平没有差异，造模 4周后，有

59%的大鼠糖水消耗量低于 50%，剩余 41%大鼠为

糖水消耗量高于50%。据此将造模组动物分为CU⁃
SA和CUSR。糖水消耗实验结果显示，与对照组相

比，CUSA大鼠于实验第4周及第8周糖水消耗显著

下降（图1B）。CUSR大鼠第4、8周糖水消耗水平与

对照组无明显差别。

2.2 应激引起的大鼠HPA轴变化

与对照组相比，ELISA 检测发现应激引起的

CUSA和CUSR大鼠血浆皮质酮水平均明显增高（图

2A）。 而且，与正常对照组相比，CUSA和CUSR的

肾上腺的重量也明显增加（图2B）。

2.3 应激对大鼠胰岛素信号系统的影响

检测血浆胰岛素水平，结果发现，CUSA 和

CUSR 血浆的胰岛素水平均出现了明显下降（图

3A）。此外，CUSA和CUSR胰岛素受体底物1（是胰

岛素受体的活化形式）均明显减少（图3B）。而总的

胰岛素受体底物表达未发生明显改变（图3B）。
2.4 应激对牙周组织炎症因子表达的影响

通过RT⁃PCR方法检测牙周组织炎症因子 IL⁃
1β和TNF⁃α的mRNA表达，结果发现，与正常对照组

相比，CUSA 和 CUSR 牙周组织 IL⁃1β和 TNF⁃α的

mRNA表达均出现明显下降（图4）。
3 讨 论

慢性应激严重影响人类健康。研究显示，慢性

应激可以导致焦虑、抑郁、认知功能障碍等神经精

神系统疾病，也可以导致血压升高、糖尿病等系统

性疾病［6-8］。近年来研究发现，慢性应激与牙周疾病

也密切相关［3-4］。本文采用慢性温和不可预知性应

激对大鼠造模，将大鼠分为抑郁组及非抑郁组，研

究应激及应激导致的情绪障碍对大鼠牙周组织炎

症因子表达的影响，探讨应激促进牙周疾病的可能

机制。研究结果显示，应激本身，而非应激引起的

情绪障碍，可导致HPA轴紊乱，损害胰岛素信号通

路，导致牙周组织炎性因子 IL⁃1β和TNF⁃α表达明显

增加，这可能是应激人群易患牙周炎的可能原因。

慢性应激可以导致HPA轴激活，表现为糖皮质
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图1 慢性不可预知应激导致大鼠抑郁样行为改变

Figure 1 Chronic unpredictable stress induced depres⁃
sion like behavior in rats
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照组相比，*P < 0.01，#P < 0.05，##P < 0.001。
图 2 应激引起的大鼠HPA轴变化

Figure 2 Stress induced changes of HPA axis in rats
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图 3 应激对大鼠胰岛素信号系统的影响

Figure 3 Effects of stress on insulin signaling system in rats

#

激素分泌增加［9］。本研究发现，慢性应激可以导致

肾上腺重量明显增加、血浆糖皮质激素水平增高，

说明我们慢性应激模型是成功的。而且，在抑郁组

和非抑郁组都发现了血浆皮质激素水平增加，提示

无论在抑郁组还是非抑郁组，均存在HPA轴激活。

上世纪90年代提出了抑郁的炎症假说，基础及

临床研究均可提供大量证据来说明炎症与抑郁之

间存在密切关系。慢性应激是一种经典的动物抑

郁模型，既往研究发现慢性应激大鼠血及海马中，

均发现了 IL⁃6及TNF等炎症因子含量明显升高，而

降低炎症因子表达后，抑郁症状明显改善［10］；研究

发现抑郁患者的血及脑脊液中炎症生物标记物和

前炎症因子水平明显升高［11］。上述证据均提示应

激与机体慢性炎症密切相关。然而，应激对牙周组

织炎症因子表达影响，目前尚未见报道。在本研究

中，根据行为学结果，将应激大鼠进一步区分为抑

郁组及应激非抑郁组，发现无论是抑郁组还是非抑

郁组牙周组织内 IL⁃1β和TNF⁃α等炎症因子含量明

显增加，提示慢性应激可以通过诱导炎症因子产生

从而诱发牙周炎。

在研究中，尽管并没有发现血中存在高胰岛素

水平，然而，发现牙周组织内胰岛素受体底物明显

降低，与之相对应的血胰岛素水平下降，提示胰岛素

信号通路受损。近年来许多研究发现，胰岛素抵抗人

群中某些炎症标志物如 IL⁃1β、TNF⁃ α等血浆浓度明

显升高［12］。说明胰岛素信号通路损害可以导致炎症

因子含量增加。因此本文认为，应激导致胰岛素信号

通路损害可能是导致IL⁃1β、TNF⁃ α增高的原因。
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