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[摘要]暋目的:构建一个具有科学性、重复性、相似性、可靠性、标准化的口腔角化软组织缺损动物模型,并对其形

态学和组织学特征进行评估。方法:12只3月龄雄性日本大耳白兔,随机分为3、7、14d和21d组(n=3)。在硬腭

中1/3中份,距上颌牙10mm 和两侧黏膜边缘2.5mm 处制备10mm 角化黏膜缺损。术中随机挑选三块切取下

来的组织块作为对照组。测量各组缺损组织块的平均厚度,排除因其厚度不同所带来的误差。分别于术后3、7、

14、21d进行大体观察和创面愈合率分析,并于术区取材后行 HE染色和 VG染色,观察其炎症反应、上皮的修复

和胶原纤维的合成状况。结果:大体观察:3d炎症最重,随后炎症逐渐减轻,缺损组织逐渐恢复。组织学观察:3d
炎症细胞最多,术后7d,细胞不断增殖,肉芽组织大量形成,角化上皮和纤维结缔组织开始逐渐恢复。各组缺损的

平均厚度无统计学差异。愈合率:3d<7d<14d<21d(P<0.01)。炎症等级评分:3d和7d分别都高于对照组

(P<0.05)。上皮平均厚度:14d小于对照组和21d(P<0.05)。胶原纤维的密度评分:3d和7d都低于对照组

(P<0.05),21d高于对照组(P<0.05)。结论:成功建立了口腔角化软组织缺损动物模型,为后续研究促进口腔

角化软组织修复的方法、材料和机制奠定了基础。
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EstablishmentandEvaluationofARabbitModelofOralKeratinizedSoftTissueWound.WANGLei1,FANGYa-
wei2* .1.SchoolofStomatology,ShanxiMedicalUniversity,Taiyuan030001,China;2.DepartmentofSto灢
matology,FirstHospitalofShanxiMedicalUniversity,Taiyuan030001,China.
[Abstract]暋Objective:Toestablishananimalmodeloforalkeratinizedsofttissuewoundwithscientificalness,re灢
peatability,comparability,reliability,andstandardization,andtoevaluateitsmorphologyandhistology.Methods:

3-month-oldmaleJapaneserabbitsweredividedrandomlyinto4groups:3d,7d,14dand21dgroups(n=3).
Keratinizedsofttissuewoundwasgeneratedbyusingapunch-biopsyinstrument(diameter10mm)atthemiddle
thirdofhardpalate,respectivelyfarfrombilateralmucosalmargin2.5mm,andawayfrom maxillaryteeth10mm.
Threesofttissueswererandomlychosenandcutascontrolgroup.Grossobservationandwoundhealinganalysis
wereperformedafter3,7,14,and21days.HEstainingandVGstainingwereusedtoobserveinflammatoryreac灢
tion,healingoftheepithelialthickness,andcollagenformation,aftercollectedthespecimenonthesurgeryarea.
Results:Grossobservation:theinflammatoryreactionafter3dayswasthemostsevere.Astimewentby,the
woundwasgraduallyhealed.Histologicalobservation:thenumberofinflammatorycellswasthemostafter3days.
Keratinizedepitheliumandfibrousconnectivetissueweregraduallyhealedafter7days,withcellproliferationand
formationofgranulationtissue.Thewoundthicknessineachgrouphadnostatisticaldifference.Thewoundhealing
rate:3d<7d<14d<21d(P<0.01).Thegradesofinflammatoryreactionofboth3dand7dgroupswerehigher
thanthoseofcontrolgroup,14d,and21dgroups(P<0.05).Theaverageepithelialthicknessof14dgroupwas
narrowerthanthoseofcontrolgroupand21dgroup(P<0.05).Thegradesofthedensityofcollagenfibresofboth
3dand7dgroupswerelowerthanthatofcontrolgroup(P<0.05),andthatof21dgroupwashigherthanthatof
controlgroup(P<0.05).Conclusion:Ananimalmodeloforalkeratinizedsofttissuewoundwassuccessfullyest-
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暋暋在临床种植的过程中,种植术区角化软组织量

不足会导致软组织-种植体生物学封闭的破坏,而
后外源性有害物质趁机侵入,进而造成牙龈退缩、附
着丧失和骨质暴露,最终导致种植手术的失败[1~3]。
传统的腭黏膜移植术可以解决种植区角化软组织不

足,但其创伤较大、易发生感染且需要第二术区[4]。
为此众多学者开始探索实现种植区软组织增量的新

技术和新材料。因此本实验旨在为该领域的研究构

建一个具有科学性、重复性、相似性、可靠性、标准化

的标准化动物模型。

暋暋本实验首次选用10mm 的标准造模工具在日

本大耳白兔硬腭区制备了直径为10mm 的圆形角

化软组织缺损,既保证了造模工具的标准一致性又

克服了角化软组织缺损量不足、观察时间不充分和

大型动物资金昂贵、难以管理的难题。该模型的成

功建立,为后续研究促进口腔角化软组织修复的方

法、材料和机制奠定了基础。

1暋材料与方法

1.1暋实验动物及分组暋3月龄雄性日本大耳白兔

12只,体重2.5~3kg,由北京市昌扬西山养殖场提

供。实验动物生产许可证号SCXK(京)2016-007。
根据处死时间点将动物分为3、7、14d和21d组

(n=3)。术中随机挑选3块切取下来的组织块作为

对照组。

1.2暋主要实验材料与试剂暋10mm 皮肤环形切取

器(圣诺图公司)、牙周探针(上海康桥)、单反(Can灢
on70D)、VG染色试剂盒(福州迈新生物技术开发

有限公司)。

1.3暋建模及组织处理暋1%戊巴比妥钠按3ml/kg
的剂量经耳缘静脉实施麻醉。待麻妥后固定于兔

台。每只兔的口周和口内常规碘伏消毒,拉钩打开

口角,充分暴露硬腭(图1a)。在硬腭中1/3中份

处,距上颌门齿10mm,左右硬腭黏膜边缘2.5mm
位置,用直径为10mm 皮肤环形切取器制备角化黏

膜缺损(图1b和图1c)。术中纱布压迫止血半小

时。术前2h和术后连续3d肌肉注射青霉素钠

(10万 U/kg),1次/d,预防感染。术后3、7、14、21
d切取缺损处及2mm 范围内正常硬腭角化黏膜组

织。所有组织块常规固定和包埋后以3毺m 厚度切

片,之后行 HE染色和 VG染色。

1.4暋模型建立的标准暋10mm 直径的圆形黏骨膜

瓣缺损完整地从兔硬腭上剥离。

1a:正常兔硬腭黏膜;1b:角化软组织缺损模型;1c:10mm 皮肤环形

切取器

图1暋动物模型建立

Fig.1暋Establishmentofananimalsofttissuewoundmodel.

1.5暋软组织缺损平均厚度的测定暋游标卡尺测量

建模时切下来的圆形硬腭黏膜的左右、内外和中心

的厚度,取平均值作为各组的硬腭黏膜的厚度。

1.6暋大体观察和创面愈合率的测定暋肉眼观察创

面愈合情况。各组实验兔处死后,在给定标准长度

(牙周探针)的前提下,利用三脚架和水平仪保证单

反垂直与组织创面进行拍摄。ImagePlus6.0软件

测量愈合率。R=(S初 -S末 )暵S初 。R为愈合率,S
初为初始创面面积,S末为未愈合的创面面积。

1.7暋组织学观察

1.7.1暋炎症等级暋HE染色切片40倍、100倍及

400倍镜下对炎症细胞计数后给予炎症评分测定。

0分:无炎症;1分:少量炎细胞浸润;2分:介于1和

3分之间;3分:大量炎细胞浸润。

1.7.2暋上皮平均厚度的测定暋HE染色切片100倍

镜下,用ImagePlus6.0软件测量软组织缺损的上皮

厚度。每张切片采集3张图像,每张图像在10个不

同部位测量并取平均值。

1.7.3暋胶原纤维密度的评分暋VG染色切片400倍

镜下对胶原纤维密度进行评分测定。1分:基本无

胶原纤维;2 分:稀疏;3 分:介于 2 和 4 分之间;

4分:致密;5分:非常致密。

1.8暋统计分析暋用SPSS19.0软件对各项指标进

行统计和分析。炎症等级和胶原纤维密度评分采用

Mann-Whitney秩和检验,其他指标采用单因素方

差分析。毩=0.05,P<0.05差异有统计学意义。

2暋结果

2.1暋软组织缺损平均厚度测定暋各组间软组织缺

损平均厚度均无统计学差异(P<0.05),见表1。说

明模型建立中各组间软组织缺损厚度基本一致,可
以进行后续实验。
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表1暋软组织缺损的平均厚度

Table1暋Theaveragethicknessofsofttissuewound

mm,煀x暲s

组别 平均厚度

3d 1.94暲0.17
7d 1.88暲0.40
14d 1.91暲0.43
21d 1.85暲0.18

2.2暋大体观察暋正常兔硬腭角化黏膜颜色粉红偏

白,中后份腭皱欠发达(图1a)。3d组,创缘红肿,炎
症明显,有黄色渗出物(图2a)。7d组,创缘稍红,
炎症减轻,创面进一步缩小,可见较多肉芽组织(图

2b)。14d组和21d组,创面黏膜与周围正常黏膜

颜色近似,创面凹陷不断填平,创缘周围可见一定的

瘢痕挛缩(图2c和图2d)。

2a~2d分别为3、7、14d和21d缺损处黏膜状态

图2暋各组口腔角化软组织缺损愈合情况

Fig.2暋Healingoforalkeratinizedsofttissuewoundineachgroup.

2.3暋创面愈合率暋缺损组织3d愈合率较低,从7d
开始创面愈合速度加快,14d近2/3创面已经愈合,
但21d仍有少部分未愈合。各组间愈合率统计学

差异显著(P<0.01),见表2。

表2暋各组角化软组织缺损愈合率

Table2暋Thehealingrateofkeratinizedsofttissuewoundineach

group %,煀x暲s

组别 愈合率

3d 12.92暲2.47
7d 30.55暲4.46
14d 67.63暲5.19
21d 90.64暲0.95

暋注:各组间愈合率统计学差异显著,P<0.01

2.4暋组织学观察

2.4.1暋正常兔硬腭中1/3处黏膜上皮被覆复层鳞

状上皮,以正角化为主,上皮钉突长而突,固有层由

纤维结缔组织构成(图3e)。3d 组,基本全部为坏

死组织,无完整的上皮及固有层形态,结缔组织松弛

呈网状,伴有组织水肿、血管充血、炎症细胞大量浸

润(图3a)。7d组,大部分仍为坏死组织,炎症浸润

明显,少量上皮及固有层开始形成,可见新生血管和

肉芽组织(图3b)。14d 组,黏膜基本完整,炎症反

应明显减轻,角化明显,固有层纤维增粗变密。(图

3c)。21d组,组织改建继续进行,上皮增厚,固有

层纤维粗大而致密,排列杂乱无章(图3d)。7d 和

14d都残留有未完全修复的上皮和结缔组织。

表3暋炎症等级评分

Table3暋Thegradeoftheinflammatoryreaction

组别 0分 1分 2分 3分 P 值

对照组 3 0 0 0 -
3d 0 0 0 3 0.025
7d 0 0 1 2 0.034
14d 2 1 0 0 0.317
21d 2 1 0 0 0.317

2.4.2暋炎症等级暋3d组和7d组分别都大于对照

组(P<0.05),14d和21d组与对照组无统计学差

异,其他组间无统计学差异,见表3、图3。

**代表14d与21d统计学差异显著(P<0.01),曶代表14d与对

照组相比差异有统计学意义(P<0.05)

图4暋上皮平均厚度

Fig.4暋Theaverageepithelialthickness.

3a~3e分别为3、7、14、21d和对照组的兔硬腭黏膜组织学结构

图3暋各组兔硬腭角化黏膜组织学结构(苏木精-伊红染色,暳100,200毺m)

Fig.3暋Histologicalstructureofkeratinizedmucosaineachgroup(HEstaining,暳100,200毺m)
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5a~5e分别为3、7、14、21d和对照组的兔硬腭黏膜组织学结构

图5暋各组兔硬腭角化黏膜组织学结构(VG染色,暳400,50毺m)

Fig.5暋Histologicalstructureofkeratinizedmucosaineachgroup(VGstaining,暳400,50毺m)

2.4.3暋上皮的平均厚度暋3d组和7d组无完整上

皮结构,故上皮厚度记为0。对照组、14d和21d上

皮平均厚度分别为(273.74暲38.75)、(191.80暲
29.41)、(333.43暲32.48)毺m。14d组小于对照组

和21d组(P<0.05)。21d组与对照组相比无统计

学差异,见图3、图4。

2.4.4暋胶原纤维密度的评分暋3d组和7d组都小

于对照组(P<0.05)。21d组大于对照组(P<
0.05)。14d与对照组无统计学差异,见表4、图5。

表4暋胶原纤维密度的评分

Table4暋Thegradeofthecollagenfibresdensity

组别 1分 2分 3分 4分 5分 P 值

对照组 0 0 0 3 0 -
3d 3 0 0 0 0 0.025
7d 1 2 0 0 0 0.034
14d 0 0 1 2 0 0.317
21d 0 0 0 0 3 0.025

3暋讨论

3.1暋实验动物的选择暋国内外建立口腔角化软组

织缺损模型的方法不尽相同。张亚军等[5]在大鼠硬

腭黏膜上制备3mm 软组织缺损。Rinastiti等[6]用

4mm 标准皮肤环形切取器,切取兔颊侧牙龈黏膜。
罗恩等[7]在羊硬腭处制备18mm暳16mm 的大块

黏膜缺损。还有外国学者选用猴作为实验对象[8]。

暋暋国内外相关动物模型的建立存在诸多问题。形

成较大面积的角化软组织缺损,通常采用量尺划线

加外科手术的方式直接切除[7],这不符合模型建立

原则中的造模工具标准化的原则[9]。有些学者借助

标注化造模工具来进行模型建立[5,6],但却忽视了

缺损的软组织量不足(<10mm)、观察时间不足及

各项指标不灵敏的问题。选择大型动物作为实验对

象,资金消耗过大,饲养困难,管理不便。灵长类动

物虽然与人类相似性好,但数量稀少且价格昂贵。

暋暋实验使用日本大耳白兔的硬腭主要有以下几点

原因:1)经济实惠,易于管理;2)兔的牙龈组织量少,
位置靠后,不便于观察和操作,而硬腭软组织量充

足,位于口腔中前部,术野清晰,易于操作;3)硬腭软

组 织 组 织 学 结 构 与 人 类 口 腔 内 角 化 软 组 织 类

似[6,10]:上皮都被覆复层鳞状上皮,以正角化为主,
上皮钉突明显,固有层由致密的纤维结缔组织构成。

3.2暋创伤愈合过程的分析暋创伤愈合是一个多种

炎症细胞和因子共同参与的动态变化过程。大致包

含炎症期、细胞增值期、组织重建3个时期。建模

3d黏膜炎症和红肿明显,炎症评分最高。这可能与

创伤后中性粒细胞、单核细胞及淋巴细胞吞噬坏死

组织有关。7d开始血管内皮细胞和成纤维细胞迁

移至创面,血小板衍生生长因子、转化生长因子和成

纤维细胞合成胶原纤维[11]。21d胶原纤维异常致

密,可能与转换生长因子毬1促进瘢痕愈合有关[12]。
本研究中,兔硬腭角化黏膜缺损从7d开始至21d出

现再上皮化,这可能是生发层细胞不断增殖的结

果[10]。随着角化上皮和结缔组织的不断形成,组织

发生改建,其过程中可能有瘢痕挛缩产生。

3.3暋模型建立的评估及意义暋动物模型建立需要

符合相似性、重复性(标注化)、可靠性、易行性和经

济性这5项原则[9]。兔的硬腭黏膜与人类口腔角化

软组织的组织学结构,实验术区与腭黏膜移植术的

供区,实验观察指标与评价人类软组织缺损后的恢

复指标均具有相似性。本实验通过大体观察、组织

学观察、炎症等级和胶原纤维密度的评分以及上皮

平均厚度的测定,证明了该动物模型的建立与人类

软组织缺损后的愈合规律相似。根据模型建立的时

间点设计的相似性原则结合创伤愈合的3个时期,
将实验的时间点选择为3、7、14d和21d,分别代表

炎症早期、炎症晚期和细胞增殖早期、细胞增殖晚期

和组织重建期。

暋暋理想的动物模型应具备可重复和标注化的特

性[9]。本实验首次采用10mm 的标准造模工具,既
保证了缺损组织量的需求又保证了模型建立的标准

一致性。避免了因手术刀片、量尺划线等操作所产

生的误差。
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暋暋实验所模拟的角化软组织缺损并非实验兔自发

出现,实验兔也没有与该病症相混淆的疾病和症状,
因此该模型的建立完全符合可靠性原则的要求。经

过病历切片证实实验可以可靠地反映角化软组织缺

损症状及病理过程。另外日本大耳白兔价格实惠、
管理方便、易于实验,这完全符合易行性和经济性原

则。

暋暋综上所述,本实验从形态学和组织学两方面入

手,成功建立了口腔角化软组织缺损模型,并反过来

通过对创面愈合率和上皮厚度的定量研究以及对炎

症和胶原纤维密度的定性研究,验证了模型建立的

可行性和可靠性。为后续研究促进口腔角化软组织

修复的方法、材料和机制奠定了基础。
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