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吸烟是牙周疾病一项重要的危险因素[1]。长期
暴露于烟草烟雾中的大鼠牙槽骨矿化组织的比例

明显降低[2]，但其影响机制尚不清楚。研究显示，
硬组织的矿化受控于多种因素：1）碱性磷酸酶
（alkaline phosphatase，AKP）；2）碱性成纤维细胞

生长因子；3）力学刺激；4）磷酸化非胶原蛋白等[3-4]。
牙本质基质蛋白（dentin matrix protein，DMP）1作为
磷酸化非胶原蛋白成员之一，参与骨和牙本质的

矿化[4]。
功能性 DMP1 主要以 N末端和 C末端[5]的形

式存在于骨和牙本质中，其中 DMP1 C末端是磷
灰石成核剂，可以促进骨和牙本质矿化[6-7]。本研
究以大鼠为研究对象，观察烟草烟雾对其牙槽骨

内 DMP1 C末端表达的影响，探讨烟草烟雾对牙
槽骨矿化的影响机制。

烟草烟雾对大鼠牙槽骨内牙本质基质蛋白1
C末端表达的影响
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[摘要] 目的 观察烟草烟雾对大鼠牙槽骨内牙本质基质蛋白（DMP）1 C末端表达的影响。方法 建立试验大鼠
吸入烟草烟雾模型，免疫组织化学法检测 DMP1 C末端在大鼠牙槽骨内的表达。结果 阳性对照组：DMP1 C
末端深棕黄色连续线形表达于固有牙槽骨的钙化前缘，形成明显的矿化条带；棕黄色颗粒状密布于骨细胞周

围，浅棕黄色颗粒状散布于矿化区域；上述表达由牙槽嵴顶至根尖方向逐渐上调。试验组：DMP1 C末端表达
部位同对照组，表达强度下调且随试验时间的延长下调加重。结论 吸入烟草烟雾可下调大鼠牙槽骨内 DMP1
C末端的表达；在试验周期内，DMP1 C末端的表达下调呈时间依赖性。
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The effect of tobacco smoke on the expression of the dentin matrix protein 1 C-terminal in rat alveolar
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[Abstract] Objective To observe the effect of tobacco smoke on the expression of the dentin matrix protein
（DMP）1 C-terminal in rat alveolar bone. Methods The model of the test rats inhaled tobacco smoke was estab-
lished. The expression of the DMP1 C-terminal in the alveolar bone was detected by immunohistochemistry. Re-
sults Control group: DMP1 C-terminal continuous linear expressed in the calcification front of the proper alveolar
bone and it is dark brown yellow, apparent mineralization strap was formed; DMP1 C-terminal brown granular
dense clouded around the bone cells and light brown yellow fine granules scattered in the mineralized zone; the
expression of the DMP1 C-terminal gradually increased from the alveolar ridge crest to root tip. Experimental
group: DMP1 C-terminal parts of the same expression in the control group, decreased intensity of expression, this
change increased with prolonged test time. Conclusion Inhalation of tobacco smoke can decrease the expression
of the DMP1 C-terminal in rat alveolar bone. The effect presents time dependent in this study period.
[Key words] tobacco smoke； alveolar bone； mineralization； dentin matrix protein
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1 材料和方法

1.1 药物和仪器
哈德门牌香烟：含焦油 15 mg、烟碱 1.2 mg、

一氧化碳 15 mg；小鼠抗大鼠 DMP1 C末端，即
DMP1 C-clone8G10.3单克隆抗体（美国得克萨斯
A&M 大学贝勒牙学院生物医学系秦春林教授赠
送）；免疫组织化学检测试剂盒和二氨基联苯氨显

色试剂盒（武汉博士德生物工程有限公司）。有机
玻璃箱：80 cm×60 cm×40 cm，带 2个排气孔，自
制；Leica DM2500光学显微镜（德国徕卡公司）；
Nikon ECLIPSE 80i 显微镜、Nikon DS-Ri1 采集
系统、NIS-Elements BR3.0图文处理系统（日本尼
康公司）。
1.2 动物的选择分组和建模

6周龄雄性威斯塔大鼠 30只（哈尔滨医科大
学附属第一医院实验动物中心提供），体质量

160～180 g，随机分为试验组（20只）和对照组（10
只）。根据吸入烟草烟雾时间，将试验组随机等分
为吸入烟草烟雾 1个月和 2个月组。每日将试验
组大鼠置于有机玻璃箱内 2次，每次将 10支香烟
的烟雾注入箱内，每次 1 h，间隔 4 h，每周 6 d，
建立吸入烟草烟雾动物模型；对照组分为阴性对

照组和阳性对照组，两组均不做任何处置。所有
大鼠正常水食饲养。

1.3 组织病理学检测
按试验设计处死各组大鼠：体积分数 10%的

水合氯醛腹腔注射麻醉，解剖并暴露心脏，体积

分数 0.9%的生理盐水和 4%的多聚甲醛经心脏灌
注内固定。取其下颌磨牙区牙周-牙体联合组织
块，外固定 24 h，置于体积分数 10%乙二胺四乙
酸脱钙液中 4 ℃下脱钙。以下颌磨牙颊侧面为包
埋面制作常规蜡块，5 μm厚近远中向连续切片。
选择下颌磨牙颊舌面中点处组织切片 2张，分别
行苏木精-伊红染色和免疫组织化学（immunohisto-
chemistry，IHC）染色。免疫组织化学染色操作严
格按照试剂盒说明书进行。
1.4 结果判定

DMP1 C末端呈棕黄色颗粒为染色阳性。

2 结果

2.1 DMP1 C末端在对照组大鼠牙槽骨内的表达
图 1A1、B1示 DMP1 C末端在阴性对照组大

鼠牙槽骨内无表达的情况。图 1A2、B2阳性对照
组示 DMP1 C末端深棕黄色连续线形表达于固有
牙槽骨的钙化前缘，形成明显的矿化条带；棕黄

色密集颗粒状密布于骨细胞周围，浅棕黄色细小

颗粒状散布于矿化区域；由牙槽嵴顶至根尖方向，

DMP1 C末端表达强度逐渐增强，矿化条带逐渐
增宽。

A：牙槽嵴部位；B：牙根尖部位；A1、B1：阴性对照；A2、B2：阳性对照；A3、B3：吸入烟草烟雾 1个月；A4、B4：吸入烟草烟雾 2
个月。

图 1 大鼠牙槽骨内 DMP1 C末端表达 IHC × 200
Fig 1 Express of DMP1 C-terminal in rat alveolar bone IHC × 200

2.2 DMP1 C末端在试验组大鼠牙槽骨内的表达
DMP1 C末端表达部位同对照组，但其表达

强度下降。吸入烟草烟雾 1个月组：DMP1 C末
端连续线形表达于固有牙槽骨的钙化前缘，形成

矿化条带，颗粒状分布于骨细胞周围和矿化区域；

相对于对照组，其表达强度轻度下降；由牙槽嵴

顶至根尖方向，DMP1 C末端的表达颜色逐渐加
深，矿化条带增宽（图 1A3、B3）。吸入烟草烟雾
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2 个月组：DMP1 C末端连续线形表达于固有牙
槽骨的钙化前缘，矿化条带不明显，颗粒状散布

于骨细胞周围和矿化区域；相对于 1个月组，其
表达颜色明显变浅，矿化条带明显变窄；由牙槽

嵴顶至根尖方向，DMP1 C末端的表达颜色逐渐
加深，矿化条带增宽（图1A4、B4）。

3 讨论

3.1 动物模型的建立
大鼠骨骼的解剖结构和骨代谢与人类有众多

相似之处，故常被用于骨代谢的研究 [8]。César-
Neto等[2]采用单纯烟熏法，即将 5只 300～400 g的
雄性威斯塔大鼠放入 45 cm×25 cm×20 cm的带有
一个抽气泵和两个流入和流出管的有机玻璃箱内，

每周 6 d，每天 2次，每次给予 10支香烟的烟雾
8 min，两个月后成功地建立了吸入烟草烟雾致大
鼠牙槽骨矿物质减少的动物模型。本研究为缩短
建模时间，并考虑烟草烟雾体积分数对动物全身

耐受的影响，将建模条件作了如下适当改变。1）
鼠龄小：雄性威斯塔大鼠于出生后 40～50 d性成
熟，80～90 d身体成熟[9]，身体成熟前骨骼仍处于

生长发育阶段，成骨及矿化比较活跃，钙质量增

长较快，骨代谢旺盛，可观察其快速和明显的代

谢变化数据，故本研究选用 6周龄 160～180 g的
雄性威斯塔大鼠为研究对象。2）延长吸入烟草烟
雾的时间：Grossi等[10]检测出吸入烟草烟雾时间与

牙槽骨附着丧失呈剂量依赖性关系，吸入烟草烟

雾时间越长，附着丧失越严重，故本研究延长吸

入烟草烟雾时间为 1 h来建立动物模型。
3.2 DMP1 C末端在健康大鼠牙槽骨内的表达及
意义

骨是一种独特的矿化组织，骨的矿化过程是

指成骨细胞合成分泌有机基质，继而钙、磷沉积
的过程。骨的矿化受多种因素的调控，其中磷酸
化的非胶原蛋白可结合在胶原纤维孔隙内，促进

羟磷灰石晶体成核[4]。DMP1作为磷酸化非胶原蛋
白成员之一，可以促进骨的矿化 [6]。在骨细胞外
基质中，DMP1主要以 N末端和 C末端两种形式
存在，其中 DMP1 C末端是磷灰石成核剂[5-7]。体
内研究[7]显示，低血磷性佝偻病小鼠下颌骨的骨

外板较少且矿化降低，出现类骨质样结构，这些

类骨质样结构中的 DMP1 C末端信号较弱，故认
为 DMP1 C末端可促进骨的矿化。
本研究结果显示：在对照组大鼠牙槽骨内，

DMP1 C末端深棕黄色连续线形表达于固有牙槽
骨钙化前缘，形成明显的矿化条带；棕黄色密集

颗粒状密布于骨细胞周围，浅棕黄色细小颗粒状

散布于矿化区域。即 DMP1 C末端主要表达于健
康大鼠牙槽骨的钙化前缘和骨细胞周围，这暗示

DMP1 C末端可促进大鼠牙槽骨的矿化。该结果
与 Zhang等[7]的研究结果相一致。
适当的咀嚼压力可直接作用于牙槽骨的成骨

细胞和破骨细胞，影响牙槽骨的改建，促进牙槽

骨中成纤维细胞的活跃和未分化间充质细胞的分

化增殖，参与牙槽骨的代谢与改建 [11]。根尖区牙
槽骨位于牙根尖周围，承受来自各个方向的咀嚼

力，此处矿化和改建活跃。定量研究[12]显示，机

械负载可使骨细胞中 DMP1 增加 2～3.7 倍。在本
研究中，健康大鼠牙槽骨内 DMP1 C末端表达由
牙槽嵴顶至根尖方向逐渐增强增宽，暗示此处因

生物机械力的作用导致牙槽骨矿化活跃。
3.3 DMP1 C末端在吸入烟草烟雾大鼠牙槽骨内
的表达及意义

体外研究[13]显示，烟草中的尼古丁可通过降

低 AKP 的活性和Ⅰ型胶原的表达来降低骨的钙
化。体内研究仅从组织学水平阐述了吸入烟草烟
雾可导致大鼠牙槽骨矿化组织的比例降低[2]，但其

机制尚不清楚。DMP1 C末端可促进骨矿化[7]，但

吸入烟草烟雾对其在大鼠牙槽骨内表达的影响目

前尚缺乏报道，故本研究观察吸入烟草烟雾对大

鼠牙槽骨内 DMP1 C末端表达的影响，拟探讨吸
入烟草烟雾对牙槽骨矿化的影响机制。
本研究结果显示：吸入烟草烟雾，大鼠牙槽

骨内 DMP1 C末端的表达部位同健康对照鼠，但
表达强度（颜色和范围）下调，且下调随试验时间

的延长而加重，即大鼠牙槽骨内 DMP1 C末端的
表达下调可能缘于吸入的烟草烟雾抑制了牙槽骨

矿化，且在本试验周期内此影响呈时间依赖性。
故推测这可能与流行病学调查及临床上看到的，

吸烟者牙槽骨破坏程度较重、附着丧失水平较高
有关；但吸烟对牙槽骨矿化的具体影响机制仍不

清楚，尚需进一步的研究。
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标准影像涉及标准口内牙列影像、口内软组
织影像和口外影像，ADA对这些标准影像拍摄的
部位和患者状态、涉及的牙位、拍摄时相机与中
线的角度以及牙齿的咬合状态都有非常详细的规

定。
美国美容牙科学会（American Academy of

Cosmetic Dentistry，AACD）2011年颁布了口腔医
生入会的标准试用条款，主要针对美容牙科领域，

需要申请者提交一定数量的五大类前牙美容治疗

的病例图片。对于图片的要求也有一个指南，这
个指南更有针对性，从 5个方面判断照片的质量，
分别是：正确的颜色、正确的曝光、景深、良好
的色调梯度和图像的锐度。指南对于摄影器材也
有一定的要求，相机参数设置涉及图像格式、镜
头放大率和光圈大小。需要强调的是，提交的前
牙美容病例图片必须包含治疗前和治疗后完整的

影像资料，必须同时提交 RAW格式和 JPEG格式
的文件，完整的资料包括 12张照片（图13）[3]。
口腔医学摄影是口腔医务工作者需要掌握的

基本技术，可以为日常口腔临床医疗带来很多便

利，其涉及到的摄影技巧并不太复杂，只要装备

必需的基本摄影器材和辅助工具，掌握基本的摄

影技能和相应的拍摄要求以及合乎规范的流程，

一般都可以拍摄出规范的口腔数码影像。和其他
类型的摄影艺术一样，口腔数码摄影需要摄影者

大量的操作实践和及时的经验总结，同时需要对

助手进行一定的培训，拍摄出的影像质量才能得

到不断提高。
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