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摘要 　目的 :初探 IL-6 mRNA在牙周组织改建中的分子机理。方法 :选用 Wistar 大鼠建立正常咬合力、咬合力丧失

的动物模型 ,采用原位杂交方法 ,观察牙周细胞中 IL-6 mRNA表达的动态变化。结果 :咬合力丧失引起牙周细胞中

IL-6 mRNA表达较正常咬合力时明显增强。结论 :咬合力丧失 ,促使 IL-6 mRNA明显增多 ,诱发了破骨过程 ,影响着

牙周组织的改建。
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Abstract
Objective :The aim of this study is to evaluate the expression of IL-6 mRNA in rat periodontal cells under normal bite force

and without bite force , and to explain periodontal remodeling from the molecular level. Methods :Animal models with normal bite

force and without bite force were established by using Wistar rats. In situ hybridization technique was applied to detect changes of

IL-6 mRNA expression in rat periodontal tissue. Results :Without bite force , the expression level of IL-6 mRNA increased signifi2
cantly in periodontal cells. Conclusion :This study initially investigates the molecular mechanism of periodontal remodeling , and

suggests that the histological morphology may be closely related to the mechanical stimulation.

Key words :　bite force 　　IL-6 mRNA 　　periodontium remodeling \ 　in situ hybridization

作者单位 :610041 　四川大学华西口腔医学院 (袁 　林 ,赵云

凤) ,第一军医大学珠江医院 (周伟东)

　　口腔修复临床观察到 ,咬合力减弱时 ,牙周组

织发生退行性变 ,牙槽骨骨小梁吸收 ,骨应力线不

明显。说明作用于牙的咬合力可传递至牙周组织

引起其改建。大量研究表明 ,改建过程中 ,局部代

谢因子对牙周组织本身的维持及代谢均起着重要

的作用。近年来随着对 IL-6 研究的不断深入 ,学者

们推测 IL-6 可能是牙周组织改建过程中关键的细

胞因子之一。本实验采用核酸原位杂交技术研究

咬合力丧失对牙周细胞 IL-6 mRNA 表达的影响 ,从

基因水平探讨 IL-6 对牙周膜及牙槽骨改建的分子

机理。

1 　材料和方法

1. 1 　动物模型

选用 80 只 250g ±20 g 成年雄性 Wistar 大鼠 ,随机等量

地分为对照组 (正常咬合力)和实验组。实验组拔除左侧上

颌所有磨牙。这样 ,实验组的左侧下颌磨牙因丧失对颌牙

而构成咬合力丧失的动物模型。两组动物分别在实验后

6h、1d、2d、3d、1 周、2 周、3 周和 4 周各处死 5 只 ,共 16 组。

1. 2 　组织标本制备

实验动物采用 4 %多聚甲醛心内灌注的方式行内固定。

取出下颌相应骨段 ,保留磨牙区 ,置于 4 %多聚甲醛中巩固

固定 6 h。将标本移至 EDTA 中脱钙 2 周。梯度乙醇脱水 ,

石蜡包埋。标本厚 5 mm ,裱于经硅化处理的玻片上。

1. 3 　实验方法

1. 3. 1 　探针的制备 　用 DNA 自动合成仪合成 48 个碱基的

寡核苷酸探针 ,其序列为 : 5’- GGT CTG TTG TGG GTG GTA
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TCC TCT GTG AAG TCT CCT CTC CGG ACT TGT-3’。参照地

高辛标记检测试剂盒 (Boehringer Mannheim 公司 ,德国) 说明

对探针进行标记与检测。

1. 3. 2 　原位杂交 　切片经梯度乙醇脱水后用 DEPC水及蛋

白酶 K(50mg/ L)处理 ,用 2 %的甘氨酸终止反应 ,4 %多聚甲

醛固定 ,经中性 PBS 洗后梯度乙醇脱水、室温干燥 ,探针处

理后杂交 ( 42 ℃,16h) 。切片分别用 2 ×SSC、012 ×SSC、buffer

1、buffer 3 洗 ,以标记碱性磷酸酶的地高辛检测系统检测。

实验设计 RNase 处理的阴性对照、去除探针的空白对照和

已知 IL-6 mRNA表达的应激大鼠脾组织作阳性对照。

1. 4 　图像分析与统计学处理

采用MIAS-2000 型图像分析仪 ,每个标本选择大鼠第一

磨牙牙根为观察对象。结果用 t 检验进行统计学分析。

2 　结 　　果

原位杂交具有特异性 ,用地高辛标记的 IL-6 寡

核苷酸探针进行杂交的大鼠脾组织和牙周膜成纤

维细胞 (periodontal ligament fibroblast , PDLF) 和成骨

细胞中均出现阳性信号。而阴性对照组和空白对

照组结果均为阴性。

对照组大鼠 PDLF 中有 IL-6 mRNA 表达 ,表达

无时间规律 ,变化不大。牙槽骨成骨细胞中未见

IL-6 mRNA 明显表达。

实验组 (咬合力丧失) PDLF 中 IL-6 mRNA 表达

阳性强度较对照组明显增强。

实验 1 d 后开始出现变化 ,强度逐渐增加 ,2 周

达最高值 ,随后逐渐减小 ,4 周时明显减弱 (表 1) 。

实验组与对照组比较 ,除 6 h 时 P > 0105 无显著性

差异外 ,其余各时间点均 P < 0101 ,有显著性差异。
表 1 　实验组和对照组不同时间牙周细胞

IL-6 mRNA原位杂交染色灰度差值

实验时间 　　对照组 　　实验组

6 h 　　8. 2316 　　9. 9310

1 d 8. 7894 18. 5979 3

2 d 8. 0116 26. 0843 3

3 d 8. 9857 35. 3816 3

1 周 8. 4392 42. 5246 3

2 周 11. 8337 57. 2623 3

3 周 9. 8782 41. 4192 3

4 周 8. 2507 18. 7373 3

3 两组比较 P < 0101

牙槽骨成骨细胞实验组 2 周时观察到成骨细

胞表达 IL-6 mRNA 明显增强。

3 　讨 　　论

本实验通过原位杂交的方法观察到大鼠牙周

膜成纤维细胞和成骨细胞能稳定表达 IL-6 mRNA ,

这与以往学者 1 的研究和笔者 2 采用 HE 染色和

免疫组化的方法对牙周组织形态学变化以及 IL-6

多肽在牙周组织中表达的研究结果一致。牙周膜

成纤维细胞和成骨细胞中存在 IL-6 mRNA ,所以它

们可以通过 IL-6 mRNA 进行翻译 ,自身合成 IL-6 多

肽 ,并通过自分泌或旁分泌途径 ,作用于牙周膜和

牙槽骨 ,影响其生长改建。

本实验结果表明 ,咬合力丧失能影响 PDLF 和

成骨细胞中 IL-6 mRNA 的表达 ,其阳性强度明显高

于对照组。从变化趋势看 , IL-6 mRNA 与 IL-6 多肽

在牙周膜成纤维细胞和成骨细胞中的变化规律基

本一致。这从基因水平证实了笔者在免疫组化研

究中发现的 IL-6 免疫阳性强度增加的现象 ,支持

IL-6 通过自分泌和旁分泌方式参与牙周组织改建

的结论。

本实验发现在正常咬合力情况下 (对照组) ,牙

槽骨成骨细胞未见 IL-6 mRNA 的明显表达。但实

验组 D 区 2 周时观察到成骨细胞表达 IL-6 mRNA

明显增强 ,提示咬合力丧失 ,除诱导牙周膜成纤维

细胞产生 IL-6 增多外 ,还诱导成骨细胞产生破骨因

子 IL-6 增多 ,促进了破骨功能 ,其改建是以破骨过

程为主。这与笔者用 HE 染色观察到的咬合力丧

失导致牙周膜结构紊乱、牙槽骨吸收的现象相符。

骨改建是一个复杂的过程 ,是通过骨不断吸收

和不断形成两者间达到一种平衡来实现的。自

1972 年 Horton 提出 IL-1 为破骨细胞活化因子后 ,近

年来 ,随着细胞因子的研究日益广泛和深入 ,许多

研究表明 ,破骨细胞活化因子并非单一的物质 ,而

是一组多源性、异质性生物活性因子。IL-1β、IL-6

以及 TNF-α等均有不同程度的破骨细胞活化因子

活性 ,参与骨的改建。

成骨细胞被认为是骨改建中重要的细胞 ,它能

影响破骨细胞前体的募集、增殖及分化。在这一作

用过程中 ,由成骨细胞分泌的 IL-6 起着重要作用。

成骨细胞在受到 IL-1β、TNF-α等作用后 ,其分泌

IL-6明显增多。IL-6 对破骨细胞的调控起着重要作
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用。IL-6 能显著促进破骨细胞的形成 ,影响破骨细

胞前体的募集和诱导成熟破骨细胞的增殖与分化。

同时 ,活化的破骨细胞本身又能产生 IL-6 3 ,4 。

关于 IL-6 促进骨吸收的机理 , 学者们 5 ,6 认为

是通过与破骨细胞膜上表达的特异性受体结合来

调控的。指出破骨细胞表面存在特异性 IL-6 受体

(IL-6R) ,此受体具有酪氨酸蛋白激酶的活性。当

IL-6 与 IL-6R 结合后 ,激活受体本身的酪氨酸蛋白

激酶 ,并依赖此激酶的活性完成信号的跨膜传递 ,

使细胞内靶蛋白酪氨酸残基磷酸化 ,从而引起破骨

细胞反应。

综上所述 ,咬合力丧失诱导了牙周膜成纤维细

胞和牙槽骨成骨细胞表达 IL-6 mRNA 明显增加。

它一方面参与了牙周膜的降解 ,调节牙周膜的改

建。另一方面 IL-6 明显促进了破骨细胞的形成和

活化 ,而活化的破骨细胞又能分泌 IL-6、IL-1β和

TNF-α,促进更多的破骨细胞形成。IL-6 通过自分

泌和旁分泌的方式参与牙槽骨的吸收 ,诱发牙槽骨

的改建。
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　　实验组 (戴功能矫治器) 大鼠功能矫形前伸下

颌后 ,引起翼外肌活动增强。翼外肌内胰岛素阳性

染色计数除具有对照组的一般分布规律外 ,且在各

个实验时段均高于对照组。提示实验组大鼠翼外

肌内胰岛素的增加 ,除与青春期生长发育有关外 ,

矫形治疗这一施加因素也发挥了重要作用。翼外

肌内胰岛素的增加 ,可能通过促进葡萄糖跨膜转运

进入肌细胞 6 ,促进葡萄糖的氧化利用产生高能

ATP ,增加糖元合成 ,为翼外肌功能活动增强、耗能

增加提供有力保证。胰岛素还可加强蛋白质合成 ,

促进肌纤维肥大 ,为翼外肌功能矫形后的适应性改

建奠定物质基础。功能矫形前伸下颌后 ,大鼠翼外

肌内胰岛素分布的增加 ,与翼外肌的功能和结构改

建有密切关系。

此外 ,实验组和对照组大鼠翼外肌内胰岛素阳

性染色均定位肌细胞膜上。由于组织中胰岛素只

能和胰岛素受体产生特异性结合 ,说明翼外肌细胞

膜上存在胰岛素受体。至于胰岛素与何种类型胰

岛素受体结合 ,如何进一步引起细胞内的一系列反

应 ,最终发挥胰岛素对翼外肌的作用 ,尚需进一步

研究。
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