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人乳牙牙根吸收过程中根面破骨细胞的观察

包向军1 ,梁　星2 ,陈　明2 ,王　航2 ,谢志刚2 ,杨晓喻2
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[摘要 ]　目的　观察人乳牙根吸收面的破骨细胞形态特点。方法　收集和固定人滞留乳牙 ,制备硬组织切片 ,经

苏木精 - 伊红、抗酒石酸酸性磷酸酶染色 ,在光镜和扫描电镜下观察破骨细胞。结果　在人乳牙根吸收面有多个

破骨细胞 ,呈重叠状态 ,细胞形态不规则 ,体积大 ,细胞周缘可见丝状突起 ,多核 ,被吸收的牙本质表面高低不平。

结论　人滞留乳牙牙根吸收面存在大量的破骨细胞 ,是研究人破骨细胞的一个来源。
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[ Abstract ]　Objective　To observe osteoclasts on the resorbing surface of human deciduous teeth. Methods　After fixing the

collected deciduous teeth , we prepared the tooth slices without decalcification , treated them with HE and TRAP dyestuff , and ob2
served the osteoclasts under light and scanning electron microscope. Results　There were large quantity of various forms of overlap2
ping and huge osteoclasts with many nuclei and silk - like protuberances on the resorbing surface of deciduous teeth. The multinu2
cleated osteoclasts align on the surface of coarse dentin. Conclusion　On the resorbing surface of human deciduous teeth there are

large amount of osteoclasts which can be used as a source of studying human osteoclast.
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　　对破骨细胞的研究 ,目前大多数是在体外培养的

基础上进行的 ,直接研究在生理状态下产生的牙槽骨

内破骨细胞的报道甚少 1 ,2 。研究生理状态下产生的

破骨细胞 ,有助于对应力作用下牙槽骨吸收机制进行

探讨。恒牙萌出过程中 ,可能对乳牙牙根施以生理压

力 ,表现为乳牙牙根吸收 ,吸收面呈蚕食状 ,说明乳牙

吸收面在生理状态下存在破骨细胞。但是 ,乳牙吸收

面的破骨细胞的数量、形态及结构特点尚不清楚。本

实验采用光学显微镜及扫描电镜观察拔除的乳牙根

面形态 ,为下一步进行牙槽骨破骨细胞吸收机制的探

讨奠定基础。

1　材料和方法

1. 1　仪器和试剂

1600SP打磨机 (Leica 公司 ,德国) , SP2600 切片

机 (Leica公司 ,德国) ,Amray-1000B型扫描电镜 (Am2
ray公司 ,美国) 。

1. 2　方法

经患者及其家长的同意 ,收集拔除的 8颗乳牙 ,

分别作以下研究。

1. 2. 1　离体乳牙硬组织切片的制备　用 4 %多聚甲

醛固定离体乳牙 5 min后 ,流水冲洗标本 24 h ,标本依

次经 70 %～100 %的乙醇梯度脱水 ;树脂包埋 ;硬组

织切片机制备厚度为 5μm的切片 ,裱片 ;置于 50～

60 ℃的恒温箱干燥 72 h ;浸于乙二醇乙醚乙酸酯中

30 min 2次 ,去除树脂。

1. 2. 2　苏木精 - 伊红染色观察　乳牙硬组织切片经

梯度乙醇水化 ,蒸馏水冲洗。依次将切片浸于 0. 5 %

苏木精染色液中 10 min ,1 %盐酸和 80 %乙醇混合液

中 1 min ,蒸馏水中浸 2次 ,0. 25 %氨水中浸 1 min ,1 %

伊红染色液中 10 min ,80 %～100 %乙醇梯度脱水 ,二

甲苯透明 30 min后 ,加拿大树胶封片。

1. 2. 3　离体乳牙的抗酒石酸酸性磷酸酶 (tartrate- re2
sistant acid phosphatase ,TRAP)染色观察 　用 4 %多聚

甲醛固定离体乳牙 5 min ,置于湿润的环境中 ;然后将

其浸入 TRAP染色孵育液 37 ℃,50 min ;最后 ,将经

TRAP染色的离体乳牙按硬组织切片方法制片。

1. 2. 4　光镜及扫描电镜观察 　用光镜观察上述切

片。将硬组织切片 2. 5 %戊二醛固定 ,梯度乙醇脱
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水 ,临界点干燥 ,镀金 ,扫描电镜观察乳牙根表面破骨

细胞的形态、大小及与相邻细胞之间关系。

2　结果

2. 1　离体乳牙的苏木精 - 伊红染色观察

在每颗滞留乳牙吸收面 ,可见多个典型的破骨细

胞 ,呈分散或重叠状态 ,边界清晰 ,细胞核呈圆形或卵

圆形 ,染色较深 ,数目多 (5～20个) ,细胞与牙本质紧

密接触或者有一定距离 ,每个核可见深染的 1～2个

核仁 ,染色质淡红色 ,颗粒细小 ,分布均匀。牙本质因

被吸收 ,可见其表面高低不平 (图 1) 。

图 1　左边的深色部分是牙本质 ,其上可见多核破骨细胞　HE　

×400

Fig 1　The left deep- stained part showed dentin and there were multinu2

cleated osteoclasts on its surface　HE　×400

2. 2　离体乳牙的 TRAP染色及其硬组织切片观察

牙根吸收面可见红色染色 ,散在 ,呈点状或片状 ,

或者呈广泛弥散的红色染色 (图 2) ,说明在乳牙吸收

面有大量破骨细胞。近牙本质区有大量多核巨细胞 ,

可见细胞酶活性部位呈红橙色 ,分布于胞质内 ,细胞

质内可见大小不等、形状不规则的空泡 (图 3) 。

图 2 　离体乳牙根吸收面的 TRAP染色 ,散在分布的红染区域

(左) ;全部呈阳性染色 (右)

Fig 2　In TRAP stain of deciduous tooth in vitro ,there were scattered red

regions (left) and wholly positive- stained (right) on the resorbing

surface of the root

图 3　离体乳牙的硬组织切片 ,图中蓝色部分为牙本质 ,其表面可

见阳性染色的破骨细胞　TRAP染色　×100

Fig 3　Among hard tissue slice of deciduous tooth in vitro the blue part

showed dentin and on its surface there were many positive- stained

osteoclasts　TRAP　×100

2. 3　离体乳牙的扫描电镜观察

扫描电镜下可见多个破骨细胞 ,呈重叠状态 ,细

胞的形态不规则 ,细胞体积大 ,伪足形态多样且不规

则 ,细胞周缘可见丝状突起 (图 4) 。

图 4　乳牙根吸收面有许多带有突起的破骨细胞　SEM　×1 990

Fig 4　On the resorbing surface of deciduous tooth were many osteoclasts

with protuberances　SEM　×1 990

3　讨论

破骨细胞的研究热点之一是获得数量多、纯度

高、具有骨吸收功能的破骨细胞。Chambers等 3 首先

报道了破骨细胞的体外培养 ,其方法为经典的方法 ,

即机械分离肱骨、股骨和胫骨的骨细胞和骨髓细胞进

行培养。目前已对大鼠、小鼠、兔、鸡、鸟等多种动物

的破骨细胞进行了培养。其他体外培养的方法还有

机械加酶法、骨髓或脾组织诱导法、加细胞因子等方

法。这些方法培养的破骨细胞可表现骨吸收 ,对刺激

因素有反应 ,但有学者 4 认为 ,这些细胞也不能表现

出破骨细胞的全部特性 ,因此使破骨细胞的研究受到

一定影响。
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学者们正从事从人体直接获得破骨细胞的研究。

有报道 2 ,5 表明从破骨细胞瘤获得的多核巨细胞 ,与

从长骨中分离的破骨细胞有很多相同之处 ,但是也存

在区别。也有学者 6～8 采用人外科手术后刚分离的

骨标本 ,进行人破骨细胞的研究。Weidema等1 首先

报道了对滞留乳牙破骨细胞的获取。目前研究认

为 2 ,9 ,10
,人乳牙上的破骨细胞在很多方面与典型的

破骨细胞一样 ,TRAP染色阳性 ,表达整合素 ,存在皱

襞缘 ,吸收矿物质及两种细胞在微观方面也有很多相

近之处。

本实验对替牙期的人滞留乳牙根吸收面的破骨

细胞研究的结果表明 ,在乳牙的任意一个切片平面内

至少含有 8个典型的多核细胞 ,分布于牙本质吸收陷

窝的内表面 ;在苏木精—伊红染色的切片上 ,可见多

于 10个细胞核的巨细胞多与牙本质相邻 ,吸收区牙

本质染色深 ;多核细胞 TRAP染色阳性 (胞质红色 ,核

无染色 ,多核 ,可见伪足) ;在扫描电镜下观察到乳牙

破骨细胞成重叠状态进行吸收 ,细胞胞体大 ,含有多

个细胞核。本实验观察到的乳牙根吸收面破骨细胞

特征明显 ,且数量多。在方法学方面 ,如果采用脱钙

法制备组织切片 ,周期长 ,组织容易丧失 ,不利于进一

步的研究。由于乳牙破骨细胞位置表浅 ,本实验对位

于乳牙牙根表面的破骨细胞先进行酶组织化学染色 ,

再制备硬组织切片 ,减少脱钙和制备硬组织切片过程

中对细胞的损伤及细胞内酶活性丧失 ,且周期短 ,树

脂包埋材料不易与细胞和组织内的成分发生反应 ,组

织不易脱落 ,保存时间长。
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第六次全国青年口腔医师学术研讨会征文通知

经中华口腔医学会批准 ,由广东省口腔医院承办的第六次全国中青年口腔医师学术研讨会将于 2004年 11

月 19日至 22日在广州召开。此次会议将突出年轻人思想活跃的特点 ,针对口腔医学领域的热点课题安排专

题讨论 ;会议将设英文报告专场 ,为年轻医师走向国际学术舞台提供训练机会。真诚欢迎全国中青年口腔医师

踊跃参加。

征文要求 :论文必须是未正式发表的原始论文 ,内容可涉及口腔医学领域的各个学科 ,来稿须论文全文 ,

500字以内的中英文摘要打印稿及含全文、摘要的软盘 (Word文档格式) ,研究性论文摘要应为结构式 ,包括 :目

的、材料和方法、结果和结论。

截稿日期 :2004年 8月 30日 (以邮戳为准) ,投稿地址 :广州市江南大道南 366号 (510280) ,广东省口腔医院

第六次全国中青年口腔医师学术研讨会筹备组收 ,电话 : 020-84427043 , 84233792 , 13902259129 (叶先生) ,

13903008733 (江小姐) , 传真 :020-84433177 ,E-mail :Liak @yeah. net。

广东省口腔医院

第六次全国中青年口腔医师学术研讨会筹备组
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