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糖尿病是常见的代谢内分泌病，近年来糖尿病

的发生呈迅速上升趋势，且发病年龄趋于年轻化[1]。

糖尿病可影响胶原的合成、成熟和降解，甚至影响

胶原分子本身的结构，降低胶原的力度，增加骨脆
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[摘要] 目的 探讨糖尿病大鼠正畸牙齿移动过程中基质金属蛋白酶- 2（MMP- 2）的分布和表达变化，研究糖尿病

对牙周组织胶原代谢的影响。方法 选用80只雄性SD大鼠, 牵引左侧上颌第一磨牙近中移动。实验组以链脲佐菌

素腹腔注射制备1型糖尿病模型，3周后开始实验，分别于加力后0、3、7、14、21 d处死大鼠，应用两步免疫组化

法检测大鼠牙周组织MMP- 2的表达。结果 MMP- 2免疫组化结果显示牙齿移动后，牙周膜两侧MMP- 2表达增加，

破骨细胞、骨细胞、成纤维细胞和部分成骨细胞MMP- 2染色阳性。图像分析结果显示实验组变化较对照组小。平

均光密度表现动态变化，7 d最低，而后缓慢升高。加力后积分光密度逐渐升高，7 d达到顶峰，而后缓慢下降，21 d

时仍维持在较高水平。结论 未加力时，糖尿病大鼠颌骨胶原代谢增强。在正畸牙齿移动过程中，糖尿病大鼠骨

质反应能力降低，胶原代谢较弱，牙齿移动时MMP- 2呈规律性变化，与牙齿正畸骨改建关系密切，在牙齿移动中

起着重要的作用。
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[Abstract] Objective To observe the expression and distribution of matrix mentallproteinase- 2（MMP- 2） in the

periodontal tissues of diabetes mellitus（DM） rats during tooth movement, and to observe the affection of diabetes

mellitus on the collagen metabolism. Methods Eighty male Sprague- Dawley rats were used. Mesial force was applied

to pull the maxillary first molar. Forty rats were rendered diabetic by injection of streptozotocin. In 3 weeks after the

injection, rats were subjected to lateral tooth movement. The animals were sacrificed after 0, 3, 7, 14 and 21 days

respectively. Two- step immunohistochemical method was applied to localize and examine the expression of MMP- 2 in

periodontal tissue of rats. Results MMP- 2 immunohistochemical results indicated that the MMP- 2 expression in-

creased and was observed on both sides periodontium of movement tooth, osteoclast, cementoblast, osteocyte, fibroblast

and osteoblast appeared positive. According to the immunohistochemistry image analysis, experiment group changes

was less obvious than control group. Dynamic changes of OD occured, reaching the minimum on the 7th day and

then increasing slowly. IOD increased steadily, up to the peak on the 7th day, and then decreased, which still re-

mained a high level on the 21st day. Conclusion DM alveolar bone collagen metabolism increases. DM alveolar

bone reactive potency decreases in orthodontic tooth movement, weak collagen metabolism. MMP- 2′s activity changes

regularly, in close relation to bone remodeling, and plays an important role during the orthodontic tooth movement.

[Key words] diabetes mellitus； orthodontic； tooth movement； matrix metalloproteinase- 2
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性，还可使胶原溶解性增加，使明胶酶和胶原酶活

性增强[2]。基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinase，

MMPs）在正畸骨改建过程中发挥着不可替代的作

用，不仅直接参与骨基质降解，而且破骨细胞的迁

移和贴附也依赖于部分MMPs的活动[3- 4]。本研究旨

在通过建立糖尿病大鼠牙移动模型，观察糖尿病大

鼠正畸牙移动对牙周组织胶原代谢的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

链脲佐菌素（Sigma公司，美国），MMP- 2 Ab- 7

抗体（NuoMarkers公司，美国）， PV- 6001羊抗兔

IgG- HRP、DAB 5028BB DAB kit（北京中杉公司），

血糖仪（雅培公司，美国），显微镜（Olympus公司，

日本）。

1.2 实验动物和分组

选取由河北医科大学动物实验中心提供的健康

雄性SD大鼠80只，体重为200～220 g，6～8周龄。普

通块料分笼饲养，自由摄食饮水，12 h昼夜循环。

将SD大鼠随机分为对照组和实验组，每组40只；对

照组和实验组又随机分为0、3、7、14、21 d 5小

组，每小组8只。

1.3 方法

1.3.1 糖尿病模型的建立 实验组按照每公斤体重

50 mg剂量腹腔注射链脲佐菌素（溶于0.1 mol/L柠檬

酸缓冲液，pH为4.4），72 h后血糖大于13.8 mmol/L，

尿糖+++为成模；对照组注射等量柠檬酸缓冲液。3

周后进行牙移动实验。

1.3.2 牙移动模型的建立 3%戊巴比妥钠（每公斤

体重40 mg）和3%水合氯醛复合麻醉对照组和实验组

SD大鼠，使用牙科钻的细金刚砂车针在大鼠的左侧

上颌第一磨牙和左侧上颌切牙牙颈部磨沟，深约

0.5 mm，然后在两牙之间拴两端打结的弹力线，长

约0.5 cm，拉伸后产生0.294 N的力，0.2 mm不锈钢

钢丝结扎固定左侧上颌切牙，使左侧上颌第一磨牙

向近中移动。

1.3.3 免疫组化染色 取左侧上颌第一磨牙区牙及

牙周组织块，4%多聚甲醛固定48～72 h，7%EDTA

4℃脱钙2个月，将标本按磨牙近远中方向切片，片

厚约4μm，使用MMP- 2 Ab- 7抗体，采用两步法进

行免疫组化染色。37 ℃烤片1周，脱蜡至水。3%

H2O2封闭内源性过氧化物酶10 min，PBS冲洗3次，

每次5 min，滴加一抗（MMP- 2）1∶50，37℃孵育2 h，

PBS冲洗3次，每次5 min，滴加PV- 6001羊抗兔IgG-

HRP，37℃孵育30 min ，PBS冲洗3次，每次5 min，

DAB显色。蒸馏水充分冲洗，苏木素复染、脱水、

透明、封片。阴性对照以PBS代替一抗，阳性对照

为感染性结肠组织。MMP- 2阳性表达为棕黄色，定

位于细胞质，强阳性表达时也可见胞核着色。

1.3.4 图像分析 对免疫组化染色结果进行图像分

析，测量左侧上颌第一磨牙牙周组织压力侧和张力

侧各5个高倍视野的平均灰度和阳性面积值，计算

并比较平均光密度（OD）和积分光密度（IOD）。计算

方法为：T=投射光（物体平均灰度）/入射光（标定最

亮处平均灰度），物体平均光密度=lg（1/T），积分光

密度=物体平均光密度×阳性面积。

1.4 统计学处理

采用SPSS 13.0统计软件对所获取的数据进行统

计学处理，对各组数据进行正态性检验，对积分光

密度进行对数转换，采用两样本均数比较t检验，结

果用x±s表示。

2 结果

2.1 免疫组化染色结果

0 d时，实验组和对照组移动牙齿牙周组织中可

见少量破骨细胞、骨细胞细胞质中MMP- 2呈阳性着

色，牙周膜染色浅。随着牙齿受力移动时间增长，

实验组中阳性细胞数量增多，两侧牙周膜成纤维细

胞染色比0 d时染色加深。3 d时，实验组移动牙牙

根压力侧牙槽骨边缘有大量破骨细胞骨吸收陷窝，

破骨细胞细胞质中MMP- 2呈强阳性着色（图1），牙

槽骨中也可见大量MMP- 2染色阳性的破骨细胞；张

力侧也可见阳性破骨细胞。7 d时压力侧MMP- 2阳性

破骨细胞达到高峰，而后缓慢减少；张力侧也可见

阳性破骨细胞。14 d时压力侧牙本质吸收处破牙本

质细胞MMP- 2染色强阳性（图2）；张力侧MMP- 2阳

性破骨细胞减少。21 d时压力侧MMP- 2阳性破骨细

胞继续减少，张力侧牙槽骨边缘偶见呈MMP- 2阳性

着色的成骨细胞（图3）。

图 1 3 d时, 移动牙齿牙周组织大量破骨细胞MMP- 2染色阳性

PV ×200

Fig 1 More osteoclasts appear MMP- 2 positive in the periodontal

tissue of the moved tooth after 3 days PV ×200
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图 2 14 d时, 移动牙齿牙周组织压力侧破牙本质细胞MMP- 2染

色阳性 PV ×200

Fig 2 Cementoblasts appear MMP - 2 positive on the pressure

side of the moved tooth′s periodontal tissue after 14 days

PV ×200

2.2 图像分析结果

实验组和对照组中张力侧和压力侧的OD值见表

1。由表1可见，OD值表现为动态变化，先下降，至

7 d时达到最低，然后缓慢升高。0 d时，实验组两

侧OD值均小于对照组。3 d时，实验组压力侧和张

力侧OD值均小于对照组。7 d时，实验组压力侧和

张力侧OD值均大于对照组（P<0.05）。14 d时，实验

组压力侧OD值小于对照组（P<0.01）；实验组张力侧

OD值小于对照组。21 d时，实验组压力侧OD值大于

对照组（P<0.05），实验组张力侧OD值大于对照组。

实验组和对照组中张力侧和压力侧的IOD值见表2。

由表2可见，IOD逐渐升高，7 d达到顶峰，而后缓慢

下降，21 d时仍维持在较高水平。0 d时，实验组两

侧IOD值均大于对照组（P<0.05）。3 d时，实验组压

力侧IOD值大于对照组；实验组张力侧IOD值小于对

照组。7 d时，实验组压力侧和张力侧IOD值均小于

对照组（P<0.05）。14 d时，实验组压力侧IOD值小于

对照组（P<0.05）；实验组张力侧IOD值小于对照组。

21 d时，实验组压力侧和张力侧IOD值均大于对照

组。

图 3 21 d时，移动牙齿牙周组织张力侧成骨细胞MMP- 2染色

阳性 PV ×200

Fig 3 Osteoblasts appear MMP- 2 positive on the tension side of

the moved tooth′s periodontal tissue after 21 days PV

×200

表 1 实验组和对照组压力侧和张力侧的平均光密度( n=8, x±s)

Tab 1 OD of the exper iment group and control group in the pressure side and the tension side( n=8, x±s)

分组
压力侧OD值 张力侧OD值

0 d 3 d 7 d 14 d 21 d 0 d 3 d 7 d 14 d 21 d

实验组 0.51±0.05 0.40±0.07 0.36±0.07 0.42±0.02 0.51±0.02 0.51±0.05 0.41±0.08 0.35±0.05 0.41±0.02 0.47±0.06

对照组 0.56±0.02 0.43±0.06 0.28±0.02 0.47±0.02 0.49±0.01 0.56±0.02 0.43±0.07 0.28±0.02 0.44±0.04 0.44±0.05

表 2 实验组和对照组压力侧和张力侧的积分光密度( n=8, x±s)

Tab 2 IOD of the exper iment group and control group in the pressure side and the tension side( n=8, x±s)

分组
压力侧IOD值 张力侧IOD值

0 d 3 d 7 d 14 d 21 d 0 d 3 d 7 d 14 d 21 d

实验组 1.97±0.31 2.79±0.32 2.96±0.26 2.59±0.38 2.50±0.27 1.97±0.31 2.56±0.54 2.84±0.45 2.79±0.39 2.38±0.36

对照组 1.22±0.64 2.61±0.46 3.29±0.26 3.05±0.42 2.35±0.24 1.22±0.64 2.59±0.37 3.27±0.20 3.00±0.53 2.16±0.15

3 讨论

MMPs是一组结构上有Zn2+的内源性肽酶，主要

参与细胞外基质的降解。除在组织的生理性重建过

程中发挥重要作用外，MMPs在结缔组织的病理性

降解过程中也具有重要作用。明胶酶具有降解变性

的Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型胶原的特异能力，也可切割天然Ⅰ、

Ⅳ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅹ型胶原。对纤维粘结蛋白、骨粘结

蛋白、巨球蛋白、腱糖蛋白、肌原纤维蛋白也有一

定作用[5]。Creemers等[6]研究发现明胶酶的活性和体

内的结缔组织（牙髓、牙周膜、磨牙牙龈和皮肤）胶

原降解转换率之间有显著的关联。在组织中给予足

量的明胶酶特别是明胶酶A（MMP- 2），使用选择性

的明胶酶抑制剂CT1166，发现由于明胶酶的抑制导

致48 h内胶原降解减少90%，并与剂量相关。明胶

酶A降解胶原的能力表现为通过添加有活性的明胶
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酶诱导失去生机的分离块降解。因此由MMPs介导

结缔组织胶原降解过程中，明胶酶起着重要作用。

MMP- 2表达于破骨细胞、破牙骨质细胞、骨细

胞、成纤维细胞、成骨细胞。加力后阳性细胞增

多，压力侧破骨细胞、破牙骨质细胞MMP- 2呈强阳

性，即MMP- 2与骨吸收关系密切。结果还显示3 d和

7 d在张力侧牙周膜和牙槽骨中存在大量阳性的破骨

细胞，表明此时张力侧骨吸收和胶原代谢活跃。

Rice等[7]通过原位杂交观测到胚胎发育16 d的小鼠颅

骨中破骨细胞分泌大量MMP- 9，而且集中于骨形成

活跃的区域，MMP- 2与MMP- 9同为明胶酶，其作用

机制可能一致。

0 d时，MMP- 2的表达实验组较对照组强，表明

在未加力情况下实验组胶原代谢增强。MMP- 2的表

达增强可能与糖尿病骨吸收因子表达增多有关 [8]。

Kusano等[9]研究发现，用白细胞介素- 1、白细胞介

素- 6刺激培养的鼠头颅骨组织时可促进骨组织分泌

MMP- 2、MMP- 9，说明依赖MMP- 2、MMP- 9的骨

基质降解在白细胞介素- 1、白细胞介素- 6诱导的骨

吸收过程中起到重要的作用，白细胞介素- 1还可明

显提高培养的成骨细胞表达MMP- 2 mRNA的水平。

MMP- 2的表达增强可能与糖尿病骨质疏松有关[10]。

在对骨质疏松的研究中发现在骨质疏松大鼠骨组织

中MMP- 9 mRNA较正常小鼠高[11]。糖尿病甲状旁腺

素（parathyroid hormone，PTH）水平增强 [12]，PTH在

诱生MMP- 2中起了重要的作用。Kawashima- Ohya

等 [13]培养生长板软骨细胞，发现PTH/PTH- rp增加

MMP- 2的表达。这也可能是实验组MMP- 2表达增强

的原因之一。

加力后MMP- 2表达增强，呈规律性变化。表达

强度（OD）先下降后升高，7 d达到最低点，OD下降

可能与表达面积增加有关。平均光密度对照组变化

幅度较大，3、7、14、21 d时与0 d比较均有统计学

意义，而实验组3、7、14 d与0 d比较有统计学意

义，21 d与0 d比较无统计学意义，表明实验组组织

反应较弱，变化减少。牙齿移动后各个时段MMP- 2

表达数量（IOD）均较0 d高，在7 d达到顶峰，而后缓

慢下降，21 d时仍维持在较高水平，表明牙齿移动

过程中胶原代谢活跃。本实验结果与Redlich等[14]研

究基本一致。本实验结果显示，积分光密度在7 d和

14 d压力侧、7 d张力侧实验组明显小于对照组，表

明糖尿病在机械外力刺激下于骨吸收期胶原代谢较

弱，应激能力下降。

（致谢：感谢第四军医大学卫生统计学教研室徐

勇勇教授的指导和帮助! ）
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