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摘要 　目的 :研究功能矫形治疗后翼外肌内胰岛素的分布规律和定位。方法 :采用免疫组化 ABC法 ,对青春生长期

雄性 SD 大鼠功能矫形前伸下颌后翼外肌内胰岛素的分布和规律进行定位和半定量研究。结果 :翼外肌内胰岛素

定位于肌细胞膜上 ;功能矫形前伸下颌后 ,大鼠翼外肌内胰岛素的分布增加。结论 :胰岛素在功能矫形前伸下颌后

翼外肌的适应性改建中有重要作用。
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Abstract
Objective :The aim of this study is to investigate the effects of insulin on the lateral pterygoid muscle of growing rats after the

functional mandibular protrusion. Methods :An immunohistochemical (the ABC method) method was used to detect the location

and distribution of insulin in the lateral pterygoid muscle of rats. Results :1. Insulin located in the cell membrane of the lateral

pterygoid muscle. 2. The distribution of insulin in the lateral pterygoid muscle of rats was enhanced after the functional mandibular

protrusion. Conclusion :Insulin may play an important role in adaptive remodeling of the lateral pterygoid muscle after the treat2
ment of functional mandibular protrusion.
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　　功能矫形前伸下颌后 ,髁突和翼外肌的功能和

结构发生了适应性改建 1 ～3 。许多内源性激素和

生长因子 ,如雌激素、甲状旁腺素、胰岛素样生长因

子 Ⅰ( IGF2Ⅰ) 等在其生长改建中的作用已有较多

研究 ,为功能矫形治疗提供了理论实验基础。研究

发现 4 ,5 功能矫形前伸下颌后 ,青春期大鼠髁突和

翼外肌内胰岛素含量增加 ,且翼外肌内胰岛素的含

量变化具有规律性。这说明胰岛素在翼外肌的适

应性改建中可能发挥重要作用。然而 ,胰岛素在翼

外肌内的分布和定位 ,目前尚未见报道。本文为功

能矫形系列研究的一部分 ,采用免疫组织化学方

法 ,对青春生长期雄性 SD 大鼠功能矫形前伸下颌

后翼外肌胰岛素的分布和规律进行定位、定性和半

定量分析 ,探讨胰岛素在翼外肌适应性改建中的作

用 ,丰富功能矫形治疗的理论基础。

1 　材料和方法

1. 1 　实验设计

选用 5 周龄、体重 90g 左右的雄性 SD 大鼠 32 只 ,编号 ,

查随机数字表 ,随机等量地分为实验组和对照组。实验组

大鼠戴自制活动上颌斜面导板式功能矫治器 ,引导下颌前

伸 ,每日戴 10～12 h。对照组大鼠不戴矫治器。两组动物

均在同一条件下饲养 ,分别于实验 3 d、1 周、2 周、3 周断颈

处死 ,立即取下右侧翼外肌 ,用冰 0. 01 %PBS 缓冲液洗净 ,

置 10 %中性福尔马林固定液中固定 ,脱水 ,常规石蜡切片 ,

进行组织学 (HE)和免疫组织化学 (ABC)分析。

1. 2 　实验方法

1. 2. 1 　主要试剂及仪器 　一抗 :小鼠抗胰岛素单克隆抗体

(北京中山公司) ,二抗 :豚鼠抗小鼠生物素标记 IgG,ABC复
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合物 (北京中山公司) ,冰箱、恒温箱等。

1. 2. 2 　翼外肌胰岛素免疫组化染色 (ABC 法) 　烘片、二甲

苯脱蜡 ,酒精梯度脱水 ,0. 3 %过氧化氢封闭内源性过氧化

酶 ,PBS 洗 ,0. 1 %胰酶消化 ,2 %羊血清孵育 10 min ,不洗。

直接加一抗 ,37 ℃湿盒内孵育 ,4 ℃冰箱过夜 ,再分别加二抗

和 ABC复合物。新鲜配制的 DAB (0. 5mg/ ml) 液 ,光镜下控

制显色 ,自来水终止显色反应 ,苏木素复染。自来水洗 ,酸

酒精分化 ,酒精梯度脱水 ,二甲苯透明 ,封片。

1. 2. 3 　阳性对照和阴性对照 　阳性对照采用正常胰岛组

织石蜡切片 ;阴性对照采用同一翼外肌石蜡切片 ,以 PBS代

替一抗操作。阴性对照在各次实验中均呈阴性结果。

1. 2. 4 　翼外肌胰岛素的阳性细胞标准 　细胞形态完整 ,结

构明确 ,背景清晰 ,棕黄色颗粒特异地定位于胞膜上 ,着色

水平明显高于背景平均水平。

1. 2. 5 　阳性率的半定量计数法 　横切面时 ,阳性细胞数占

连续切片的 HE染色切片内细胞数的百分比 ,为阳性率。

2 　结 　　果

2. 1 　翼外肌的胰岛素免疫组化观察

2. 1. 1 　对照组 　胰岛素阳性染色颗粒定位于肌细

胞膜上 ,棕黄色 ,呈点、线、片状不均匀分布。3 d 组

有阳性染色出现 ,1 周、2 周阳性染色细胞数增多 ,

着色增强 ,3 周时下降 (图 1) 。

图 1 　对照 2 周组大鼠翼外肌内胰岛素的分布 ,棕黄色沉

淀物为阳性染色　ABC　×400

2. 1. 2 　实验组 　胰岛素阳性染色同样定位于肌细

胞膜上 ,阳性染色呈点、线、片、团状。实验组阳性

染色变化与对照组时段有类似变化 ,但实验组在各

个时段阳性染色细胞数均多于对照组 (图 2) 。

2. 2 　翼外肌胰岛素阳性染色半定量计数

两组 SD 大鼠翼外肌胰岛素阳性染色细胞占细

胞总数的百分比见表 1。

图 2 　实验 2 周组大鼠翼外肌内胰岛素的分布 ,棕黄色沉

淀物为阳性染色　ABC　×400

表 1 　两组 SD 大鼠翼外肌内胰岛素细胞染色阳性率( %)

实验时间 实验组阳性率 对照组阳性率

3 d 31 26

1 周 85 80

2 周 95 88

3 周 70 65

3 　讨 　　论

功能矫形前伸下颌后 ,翼外肌的功能和结构发

生了适应性改建。在影响翼外肌生长改建的许多

因素中 ,胰岛素占有重要地位。它可促进肌肉糖、

蛋白质代谢 ,促进骨骼肌肌纤维增殖和肥大。功能

矫形时翼外肌内胰岛素含量在大鼠青春生长初期、

矫形治疗开始时较少 ;高峰期增加 ;随生长发育基

本完成 ,矫形治疗结束 ,胰岛素含量逐渐降低至一

般水平。然而 ,青春生长期大鼠功能矫形前伸下颌

后翼外肌内胰岛素的分布及其在细胞上定位的研

究 ,目前国内外尚未见报道。本文采用免疫组化

ABC法研究发现 ,对照组 (不戴功能矫治器) 大鼠在

青春期生长过程中翼外肌内胰岛素的分布及定位

有规律性。胰岛素阳性染色 3 d 组出现 ,1 周、2 周

组阳性染色细胞数逐渐增多达高峰 ,3 周时开始下

降。这可能与大鼠 3 d 组时 ,翼外肌功能活动较

弱 ,胰岛素分布较少有关 ;1 周、2 周组大鼠翼外肌

功能活动增加 ,所需能量增加 ,因而翼外肌内胰岛

素分布增多 ;3 周组 (此时大鼠已 8 周龄) ,胰岛素分

布减少 ,可能与大鼠青春期生长基本完成 ,翼外肌

适应下颌运动有关。
(下转第 154 页)
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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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