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[摘要]暋目的:探究组织蛋白酶 K抑制剂对大鼠正畸牙移动阶段牙周组织改建的影响。方法:42只 Wistar雄性大

鼠,建立正畸牙移动模型,在牙移动第0天时处死6只大鼠作为基线,其余随机分为实验组和对照组,分别给予同

剂量的组织蛋白酶 K抑制剂和生理盐水局部注射,牙移动后第3、7、14天处死,取上颌骨第一磨牙远中根周围的牙

周组织,进行 HE染色、组织蛋白酶 K及I型胶原免疫组织化学染色。结果:组织蛋白酶 K主要在压力区表达,实
验组组织蛋白酶 K的阳性表达少于对照组,第7、14天时的表达量差异性显著(P<0.05)。I型胶原主要在张力区

表达,实验组I型胶原的阳性表达多于对照组,第7、14天时的表达差异显著(P<0.05)。结论:组织蛋白酶 K抑制

剂影响正畸牙移动过程牙周组织的改建,可抑制牙周组织中组织蛋白酶 K的表达,促进I型胶原的分泌。
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[Abstract]暋Objective:ToinvestigatetheeffectofcathepsinKinhibitoronremodelingofperiodontiumduringor灢
thodontictoothmovement.Methods:Forty-twoWistarratsweresubjectedorthodontictoothmovementfor3,7
and14days.Sixratsweresacrificedimmediatelyasinitialcontrol,therestofratswererandomlydividedintoODN

groupreceivedlocalinjectioneverythirddaywithODNandcontrolgroupwithsalineofthesamedose.Samples
werecollectedatthe14thdayaftertoothmovementperiod.TheresultswereassessedbyHEandIHCofCat灢Kand
COLI.Results:Cat灢K mainlyexpressedinthepressureareaandthepositiveexpressionofODNgroupwasless
thanthecontrolgroup.COLImainlyexpressedinthetensionareaandthepositiveexpressionofODNgroupwas
morethanthecontrolgroup.TheIHCresultsofCat灢KandCOLIbothhadstatisticalsignificantdifferenceonthe
7thand14thday.Conclusion:TheCat灢Kinhibitorodanacatibplayedaroleinremodelingduringorthodontictooth
movement.ItcouldinhibittheexpressionofCat灢KandpromotethesecretionofCOLI.
[Keywords]暋Othodontictoothmovement暋CathepsinKinhibitor暋Cat灢K暋COLI

暋暋正畸牙移动的生物学基础是正畸力作用于牙周

组织后,激活一系列相关的信号传导途径,引起牙周

膜与牙槽骨的改建。组织蛋白酶 K(cathepsinK,

Cat灢K)主要在破骨细胞中表达,除此之外还存在于

骨吸收表面、细胞溶酶体内和胞转囊泡[1],在骨骼正

常的生理结构及功能起到重要作用,因此近年来成

为备受关注的靶向蛋白酶,其抑制剂也成为治疗骨

代谢疾病的研究目标[2]。栺 型 胶 原 (collagenI,
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COLI)是牙周膜固有纤维的主要成分,在稳定牙-
牙槽骨连接,承担咀嚼力中扮演着重要的角色[3]。

Odanacatib(ODN)是组织蛋白酶 K 抑制剂的代表

性药物,其药效学不同于其它抑制骨吸收的药物,其
特点是抑制骨吸收,但不影响骨形成。本研究通过

在正畸牙移动大鼠右侧上颌第一磨牙近中腭侧黏骨

膜下注射组织蛋白酶 K 抑制剂 ODN,探讨其对牙

移动时牙周组织中 COLI及 Cat灢K 表达变化的影

响,并初步探讨其作用机制。

1暋材料与方法

1.1暋实验主要器材及试剂暋硬组织切片机(Leica,
德国);数码三目摄像显微摄像系统(BA200Digital,
麦克奥迪公司,厦门);Image-ProPlus6.0图像分
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析系统(MediaCybernetics,美国);0.012英寸正畸

NiTi拉簧(有色金属公司,北京);0.20mm 结扎丝

(新亚齿科公司,杭州);测力计(unitek,深圳);Cat灢
K、COLI兔多克隆抗体(abcam,英国)。

1.2暋实验动物及分组暋Wistar大鼠42只,雄性,8
周龄,体重(220暲10)g,由四川大学基础医学院实

验动物中心提供。在大鼠左侧上颌磨牙和中切牙间

使用光固化树脂粘接固定一段正畸镍钛拉簧,施加

40g力,见图1。实验组从加力后零天起每隔2d于

大鼠右侧上颌第一磨牙近中腭侧黏骨膜下注射

ODN(Selleck公司,美国),对照组给予相同容量生

理盐水(普济医疗用品有限公司,成都),于实验第

3,7,14天处死(n=6)。

图1暋牙移动装置

Fig.1暋Toothmovementdevice

1.3暋HE染色观察牙周

改建的组织学变化暋动

物处死后,取其上颌第

一磨牙周围牙槽骨段,
常规固定,脱水,包埋,
沿牙槽骨组织矢状方向

切片,切片厚度5毺m,进
行 HE染色,光镜下 HE

染色观察组织结构变化,牙槽骨形态结构,牙周膜组

织形态结构,细胞种类。

1.4暋免疫组化法检测Cat- K 和 COLI暋石蜡切

片梯度脱蜡至水,PBS洗冲洗,分别用 EDTA 和柠

檬酸盐抗原修复,冷却后 PBS 冲洗,双氧水避光

30min,PBS 冲 洗;滴 加 稀 释 的 一 抗 Cat灢K(1暶
500),COLI(1暶200)、磷酸盐缓冲液(PBS)做阴性

对照,4曟过夜,PBS冲洗;滴加生物素化山羊抗兔

IgG 二抗,37曟30min,PBS冲洗;滴加辣根过氧化

酶标记链霉素卵蛋白试剂30min(37 曟),PBS冲

洗;使用 DAB显色试剂盒,苏木素轻度复染,脱水,
透明,中性树胶封片。

1.5暋图像分析与统计学处理暋组织观察及统计区

域均为第一磨牙远中颊根近根尖1/2。免疫组织化

学结果采用 BA200Digital数码三目显微摄像系统

对切片进行图像采集,随机选取3个区域400倍采

集图像。染色结果采用Image-ProPlus6.0图像

分析系统测定所采集全部图像的平均光密度值

(meanopticaldensity,MOD)。应用SPSS17.0统

计分析软件对数据进行t检验,数据以煀x暲s表示,P
<0.05为有显著性差异。

2暋结果

2.1暋HE染色观察结果暋第3天时,实验组和对照

组均可见压力区局部牙周韧带有玻璃样变,破骨细

胞形成,但未见有骨吸收。第7天时,实验组和对照

组破骨细胞数量明显增多,可见骨吸收。第14天

时,实验组及对照组压力区牙周膜间隙缩窄,胶原纤

维排列紊乱,牙槽骨呈蚕食状的吸收陷窝。实验组

破骨细胞、破骨细胞陷窝数量,骨吸收量少于对照

组。拉力区牙周膜宽度增加,对照组拉力区牙周膜

宽度大于实验组,可见新骨沉积,骨面覆盖一层呈淡

红色的类骨质,靠近类骨质边缘的牙周膜中见排列

整齐的一层柱状成骨样细胞,见图2。

2a~2c:苏木精-伊红染色;2d~2f:免疫组织化学染色检测 Cat灢K;

2g~2i:免疫组织化学染色检测 COLI。R:牙根 ,AB:牙槽骨(暳

400),图2b黑色箭头示吸收陷窝,图2c方框内示可观察到的成骨样

细胞。图2e、2f黑色箭头示破骨细胞

图2暋观察区域的组织染色

Fig.2暋Tissuestainingoftheobservedarea

* P<0.05
图3暋不同时间点Cat灢K 在暋暋图4暋不同时间点COLI在 ODN

暋暋 ODN组和对照组的暋暋暋暋暋暋组和对照组的平均光

暋暋 平均光密度值暋暋暋暋暋 暋暋暋密度值

Fig.3暋MODofCOLIinODN暋暋Fig.4暋MODofCOLIinODN

暋暋暋 groupandthecontrol暋暋暋暋暋暋groupandcontrolgroup

暋暋暋 groupatdifferenttime暋暋暋暋 暋atdifferenttime

暋暋暋 points暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋 暋暋points
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2.2暋牙周膜中 Cat灢K 的表达,见表1、图2、图3暋
Cat灢K主要表达在细胞浆或间质等。阳性染色为浅

黄色或棕黄色,阴性表达为蓝色,底色为白色。第3
天时,实验组和对照组压力区的 Cat灢K 阳性表达都

增加,第7天时实验组的有所表达减少,对照组的表

达继续增加,第14天时,两组Cat灢K的表达都减少,
第7、14天时两组有显著性差异(P<0.05)。在整

个牙移动过程中,实验组与对照组张力区 Cat灢K 的

阳性表达少于压力区。

2.3暋牙周膜中 COLI的表达,见表2、图2、图4暋
COLI蛋白主要表达在成骨细胞胞浆和类骨质中,
阳性染色为棕黄色,在骨细胞胞浆中亦有少量表达。
实验组和对照组压力区COLI阳性表达较少,染色

不均匀,随时间呈减少趋势。实验组和对照组张力

区COLI阳性表达在第3天时稍有减少,第7、14
天时,实验组和对照组 COLI的阳性表达都增多,
两组之间有显著性差异(P<0.05)。

表1暋不同时间点Cat灢K在 ODN组和对照组的平均光密度值

Table1暋MODofCat灢KbetweenODNgroupandcontrolgroupatdifferenttimepoints 煀x暲s

分组 0d 3d 7d 14d

ODN组
0.187暲0.199

0.212暲0.004 0.193暲0.006* 0.181暲0.027*

对照组 0.223暲0.014 0.230暲0.018 0.193暲0.024

暋暋注:* P<0.05

表2暋不同时间点COL栺在 ODN组和对照组的平均光密度值

Table2暋MODofCOLIbetweenODNgroupandthecontrolgroupatdifferenttimepoints 煀x暲s

分组 0d 3d 7d 14d

ODN组
0.181暲0.010

0.158暲0.006 0.170暲0.008* 0.180暲0.010*

对照组 0.141暲0.002 0.150暲0.010 0.162暲0.005

暋暋注:* P<0.05

3暋讨论

暋暋正畸牙移动的本质是牙周组织中破骨细胞和成

骨细胞共同参与的骨改建,即:压力侧牙槽骨发生吸

收,张力侧形成新骨[4]。施加适宜的正畸力之后,压
力区的牙周组织破骨活动增强,牙周组织改建活

跃[5]。破骨细胞参与的骨吸收包括骨无机成分的去

矿化和骨有机成分的降解。吸收陷窝是破骨细胞紧

密贴附在骨骼表面上形成的一个封闭微环境[6],激
活的破骨细胞在这个微环境中几乎特异地表达成熟

的组织蛋白酶 K[7],能有效地降解骨细胞外基质,
在破骨细胞源性骨吸收中起决定性作用[8]。

暋暋组织蛋白酶 K主要表达在破骨细胞中,另有研

究表明组织蛋白酶 K也存在于成纤维细胞,在成纤

维细胞降解胶原过程中也起重要作用[9]。组织蛋白

酶K在pH 值约为6的酸性环境中可降解栺型胶原

蛋白,破坏三螺旋结构和端态结构,产生大小约70
~80ku的多肽片段[10]。本研究中,加力0d,Cat灢K
在在骨基质、纤维基质及成纤维细胞中呈阳性表达;
加力3d,实验组和对照组Cat灢K阳性表达的破骨细

胞在压力侧的牙槽骨吸收部位开始集中。以往有研

究表明:在正畸牙移动的牙槽骨改建过程中,成纤维

细胞形成分泌的Cat- K 可能作用于牙周韧带的胶

原重建,而破骨细胞形成分泌的 Cat灢K 则在降解胶

原纤维中发挥作用[11]。本实验中,实验组Cat灢K阳

性表达在第3天时达到峰值后逐渐下降,对照组在

第7天时达到峰值,两组在第14天时阳性表达有所

下降。在整个正畸牙移动过程中,实验组比对照组

阳性的表达少且在第7、14天时两组有显著性差异,
这说明 ODN能够有效抑制牙槽骨改建过程中破骨

细胞中Cat灢K的表达,与组织学上观察到的破骨细

胞的表达规律一致。

暋暋栺型胶原蛋白是主要的骨结构蛋白,占骨基质

有机成分的95%,通过其受体整合素毩2毬1对成骨

细胞发挥促分化和促细胞间的粘附作用使其在成骨

细胞的发育、分化中起重要作用,增强其成骨的能

力[12]。本实验中,实验组和对照组中拉力侧COLI
的阳性表达第3天时较加力0d有所减少,但随着

时间推移而逐渐增多。I型胶原蛋白的含量在加力

的初期降低,可能是由于外力的刺激作用于胶原,促
进了胶原的吞噬和降解,此后由于修复过程的开始,
牙周膜改建的逐渐完成,I型胶原蛋白的含量又逐

渐增加。整个实验过程中,实验组比对照组的阳性

表达相对较多且两组在第7、14天有显著性差异,提
示着 ODN具有促进成骨细胞分泌 COLI,减少胶

原蛋白丢失的作用。

暋暋ODN 为组织蛋白酶 K 的特异性抑制剂[13],作
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用特点为诱导破骨细胞产生浅表陷窝,导致吸收面

积减少,从而使骨吸收减少;另一方面,还使组织蛋

白酶 K、抗酒石酸酸性磷酸酶及分解的基质蛋白蓄

积细胞内囊泡,阻碍囊泡的正常转运,进一步抑制骨

吸收。值得注意的是,不同于其他药物,ODN 可以

在不影响破骨细胞的活性及存活状态下抑制骨的吸

收[14],同时血清中骨形成标志物-TRAP5b的水平

依然保持衡定[15]。本研究显示:局部注射组织蛋白

酶 K抑制剂 ODN可影响正畸牙移动时牙周组织中

牙槽骨的改建,导致压力区Cat灢K阳性表达减少,拉
力区 COLI阳性表达增多,其作用机制 可 能 是

ODN上调了成骨细胞中栺型胶原蛋白的分泌,下调

了破骨细胞中组织蛋白酶 K的表达,抑制骨基质中

I型胶原的降解活动。
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