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三七总皂苷在兔牙齿移动过程中对牙周组织中
破骨细胞及BMP-2表达的影响
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[摘要]暋目的:通过建立兔子牙移动的模型,研究三七总皂苷(panaxnotoginsengsaponin,PNS)对正牙过程中牙槽

骨改建及牙周组织中BMP-2表达的影响。方法:选取32只3~6月龄的新西兰白兔随机分成PNS组和生理盐水

(normalsaline,NS)组,通过肌肉注射血栓通[40mg/kg·d-1]和 NS。每组各16只,又分为7、14、21、28d4个亚

组,分别于正畸牙移动1周、2周、3周、4周4个时间点分别处死各组动物取材,使用苏木精-伊红(HE)染色观察

牙周膜及牙槽骨的变化,抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)染色检测破骨细胞,免疫组织化学染色(immunohistochemi灢
cal,IHC)检测骨形态发生蛋白-2(bonemorphogeneticprotein-2,BMP-2)的表达变化。结果:PNS组破骨细胞

数目在第1周达到高峰,显著高于 NS组(P<0.05),然后持续下降,至第3周时下降至 NS组水平,无统计学差别。

从第1周开始,PNS组BMP-2的表达高于 NS组(P<0.05),在第2周达到高峰,显著高于对照组(P<0.05),然
后持续下降,第3周、第4周时PNS组与 NS组相比无显著差异。结论:三七总皂苷能在给药初始时期使牙周组织

中破骨细胞的数量得到提升,还能提高牙周组织中BMP-2抗体蛋白的表达量,提示PNS在正畸牙齿移动的骨组

织改建过程中具有积极作用。
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[Abstract]暋Objectives:Tostudytheeffectofpanaxnotoginsengsaponins(PNS)onthealveolarboneremodeling
andtheexpressionofBMP-2inrabbitperiodontaltissuesduringorthodonticteethmovement.Methods:Thirty-
two3-6-month-oldmaleNewZealandwhiterabbitswerecasuallydividedintotwogroups:PNSgroupandcon灢
trolgroup,whichwereinjectedwithxueshaungtongandnormalsalinebyintramuscularinjection.Eachgroupwas
dividedinto7,14,21,and28daysfoursubgroups,respectively.Therabbitsineachgroupweresacrificedtoob灢
tainmandibulartoothspecimensafter1,2,3,and4weeks.Thechangesofperiodontalligamentandalveolarbone
wereobservedbyhematoxylin-eosin(HE)staining.Tartrate-resistantacidphosphatase(TRAP)stainingwas
usedtodetectosteoclastsnumbers.Immunohistochemical(IHC)stainingwasusedtodetecttheexpressionof
BMP-2inperiodontaltissuesoftheteeth.Results:ThenumbersofosteoclastsinthePNSgroupreachedapeakat
the1stweek,andthendeclinedinthe2ndweek.TherewasnosignificantdifferencebetweenPNSgroupandNS

groupinthe3rdweek.TheexpressionofBMP-2inPNSgroupwashigherthanthatinNSgroup(P<0.05)in
the1stweek,andreachedthepeakinthe2ndweek.TheexpressionofBMP-2wascontinuedtodeclineinthe3
rdand4thweek,andtherewasnosignificantdifferencebetweenPNSgroupandNSgroup.Conclusion:Panaxnot-
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暋暋牙齿正畸时经过牙槽骨的不停改建,实现牙齿

在牙槽骨内移动。在正牙过程中如果能活化牙槽

骨,加快牙槽骨的改建速度和过程,将有可能加快牙

齿在牙槽骨内的移动速度,从而缩短整个牙齿的矫

正医治进程,减少病人的痛苦和医疗费用。三七应

用于治疗创伤及骨折已有数千年历史,主要成分是

三七总皂苷。张磊等[1]等研究发现 PNS使血管内

皮生长细胞数量增多,PNS组胶原合成比较讯速,
比对照组更早出现Sharpey纤维,进而加快腱骨愈

合速度。杜汶希等[2]发现 PNS可以增加骨髓干细

胞的增殖,在治疗骨愈合不良,骨质疏松和骨坏死方

面有一定的效果,有益于骨折的愈合和恢复功能。
骨形态发生蛋白-2是调节骨及软骨发育的关键因

子,李娜等[3]研究发现,BMP-2在早期的骨诱导中

作用重大,能够参与牙槽骨的改建,对于牙槽骨的缺

损和牙损伤修复有促进作用。刘东宁等[4]通过体外

实验认为,PNS或许是通过BMP-2表达水平的提

高,在成骨细胞分化中起着关键作用。本实验通过

建立兔子正畸牙移动模型,观察肌肉注射三七总皂

苷 对 破 骨 细 胞 的 影 响 以 及 对 正 畸 牙 牙 周 组 织

BMP-2蛋白的表达变化,以期为PNS加速正畸牙

齿的移动提供理论依据。

1暋材料与方法

1.1暋主要试剂暋注射用血栓通(冻干,成分为三七

总皂苷)(广西梧州制药集团股份有限公司)、兔抗

BMP-2单克隆抗体(北京博奥森生物技术有限公

司)、超敏二步法免疫组化检测试剂、浓缩型 DAB
试剂盒、胰蛋白酶消化液(北京中杉金桥生物技术有

限公司)、抗酒石酸酸性磷酸酶染液(北京索莱宝生

物科技有限公司)、HE染色试剂盒(上海碧云天生

物技术有限公司)。

1.2暋实验分组,建模及给药暋选用3~6月龄雄性

新西兰兔32只(由徐州医科大学实验动物中心提

供,合格证编号:NO.201603253)。观察1周后用于

实验,随机分为实验组和对照组,每组分为1周、2
周、3周、4周4个亚组,每亚组4只。戊巴比妥钠溶

液经耳缘静脉注射进行全身麻醉后,在下颌左右第

一前臼齿和门牙之间安放力值为80g的正畸镍钛

拉簧,并将2颗门牙结扎在一起作为一个整体,以下

颌前牙为支抗建立下颌双侧第一前磨牙近中移动的

模型。根据给药剂量(每日40mg/kg)和体重把每

天所注射的PNS量计算出来,然后肌注给药,1次/

日,空白对照组则依照等体积生理盐水的量注射。
自开始正畸治疗起,每天肌注用药,一直用药到兔子

处死前1d。

1.3暋标本制备,牙周组织观察及破骨细胞数目分析

分别于正畸牙移动1周,2周,3周,4周4个时间点

分别处死各组动物取材。把兔移动的第一前臼齿连

同骨组织一并截取,用4%多聚甲醛浸泡,经10%
EDTA(pH=7.4)溶液脱钙6~10周。石蜡包埋,
组织切片,HE染色光镜下察看张力侧,压力侧牙周

组织,牙髓组织。TRAP 染色观察光镜下破骨细

胞,每个标本随机选取4张切片,计算4个视野下破

骨细胞数目总和的平均数为该样本的最终结果。

1.4暋BMP-2免疫组织化学染色暋选取石蜡切片,
常规脱蜡和复水,胰蛋白酶修复,3%H2O2 去离子

水孵育10min,PBS缓冲液冲洗,5min暳3次,先加

一抗,4曟过夜,复温,再加二抗,室温孵育30min,
滴加DAB显色,用不同梯度的乙醇脱水,二甲苯透

明,封片,镜下观察切片,在牙根的张力侧和压力侧

除根尖1/3以外的区域取4个视野(暳100),必须随

机。然后采用Image-proplus6.0图像分析系统

计算各组牙周组织中阳性染色区域的A 值。

1.5暋统计学处理暋采用SPSS16.0统计软件包进

行统计学处理,若满足正态性和方差齐性,数据采用
煀x暲s进行相关的统计学描述,同一组不同时间点结

果的比较用单因素方差分析,同一时间点两组间结

果比较采用两独立样本t检验;检验水准均为毩=
0.05,当P<0.05认为差异有统计学意义。

2暋结果

2.1暋HE染色结果暋压力侧牙周膜间隙变窄,牙周

膜纤维受压变形,紊乱,牙槽骨出现蚕食状吸收,破
骨细胞出现在压力侧牙槽骨表面。实验组牙周纤维

排列更加紊乱,牙槽骨骨吸收陷窝更加明显,距牙槽

窝较远处的牙槽骨也出现大量骨吸收陷窝。实验组

的破骨细胞体积也显著大于对照组,牙槽骨改建呈

活跃状态,见图1。

暋暋张力侧牙周膜间隙增宽,沿着牙槽骨表面可见

成骨细胞线性排列,实验组相比于对照组牙周膜更

宽,牙周韧带受牵拉,可以看到部分血管膨胀,成骨

细胞与成纤维细胞更加活跃,胶原纤维排列更加疏

松,见图2。

2.2暋TRAP染色结果暋破骨细胞通常在牙槽窝的

表面,牙周韧带或 Howship陷窝内,下图显示的是
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经 TRAP染色后的牙周组织检测结果,在光镜下

(暳100)计算不同时期实验组与对照组压力侧破骨

细胞的数目。其中黑色箭头所示的即是特异性染色

的破骨细胞,细胞的体积大,含有2~50个紧密堆积

的核,细胞核不着色,细胞浆呈红染,见图3、表1、图

4。

b代表牙槽骨,p代表牙周膜,r代表牙根

图1暋对照组(1a~1d)和实验组(1e~1h)在7、14、21、28d时移动牙齿压力侧牙周组织的变化(苏木精-伊红染色暋暳100)

Fig.1暋Boneresorptionatthecompressivesideofcontrolgroup(1a-1d)andexperimentalgroup(1e-1h)onday7,14,21,and28,respec灢
tively.

b代表牙槽骨,p代表牙周膜,r代表牙根

图2暋对照组(2a~2d)和实验组(2e~2h)在7、14、21、28d时移动牙齿张力侧牙周组织的变化(苏木精-伊红染色暋暳100)

Fig.2暋Boneformationatthetensionsideofcontrolgroup(2a-2d)andexperimentalgroup(2e-2h)onday7,14,21,and28,respectively.
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b代表牙槽骨,p代表牙周膜,r代表牙根,黑色箭头所指为破骨细胞

图3暋对照组(3a~3d)和实验组(3e~3h)在7、14、21、28d时移动牙齿压力侧破骨细胞的表达变化(TRAP染色暋暳100)

Fig.3暋TRAP+osteoclasts(blackarrow)atthecompressivesideofcontrolgroup(3a-3d)andexperimentalgroup(3e-3h)onday7,14,

21,and28,respectively.

表1暋破骨细胞数目的比较

暋暋Table1暋Comparisonofthenumberofosteoclasts 煀x暲s

分组 1周 2周 3周 4周

对照组 9.00暲1.291 8.00暲0.82 8.75暲0.96 5.75暲0.50
实验组 19.50暲1.291* 15.25暲1.71* 10.00暲0.82 6.00暲1.41

暋注:* P<0.05,每组每批次n=4

暋暋表1显示的是对照组和实验组在4个观测点破

骨细胞计数结果,由表可以看出实验组的破骨细胞

数量在第1周时候达到高峰,红染面积在第1周时

最大,实验组与对照组相比破骨细胞数量更多,二者

具有统计学差异(P<0.05),随着时间的推移,从第

2周开始破骨细胞的数目逐渐下降,但实验组破骨

细胞数目仍然大于对照组,二者具有统计学差异

(P<0.05),从第3周开始实验组破骨细胞数量大

幅度减少,第3周和第4周之后实验组和对照组破

骨细胞数目相近,无统计学差异。

2.3暋BMP-2的表达变化暋牙周膜区BMP-2表

达较强,细胞质大面积染成棕黄色且呈带状分布,免
疫组化阳性表达区域主要集中于张力侧的牙周膜及

牙槽骨区。BMP-2的表达随加力时间的不同呈现

一 定的变化规律。实验组在第1周时BMP-2表

达量高于对照组,且差异具有统计学意义 (P<
0.05),在实验第2周时达到高峰,实验组与对照组

具有统计学差异(P<0.05),随后 BMP-2的表达

逐渐降低,第3周和第4周开始BMP-2的表达趋

于平衡,实验组和对照组之间差异无统计学意义。
对照组内随着时间的变化,BMP-2的表达量并无

明显增强或减少,差异无统计学意义,证明三七总皂

苷确实能促进牙周组织中BMP-2的蛋白表达,见
图5、表2。

图4暋对照组与实验组4个时间点压力侧破骨细胞数目计数

Fig.4暋Thenumberofosteoclastsonthecompressivesidesbetween

controlgroupandexperimentalgroupatfourtimepoints.
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b代表牙槽骨,p代表牙周膜,r代表牙根

图5暋对照组(5a~5d)和实验组(5e~5h)在7、14、21、28d时移动牙齿张力侧BMP-2的表达变化(IHC暋暳100)

Fig.5暋ExpressionofBMP-2atthetensionsideofcontrolgroup(5a-5d)andexperimentalgroup(5e-5h)onday7,14,21,and28,re灢
spectively.

表2暋BMP-2表达的平均光密度值的比较

Table2暋ComparisonoftheaverageopticaldensityofBMP-2 煀x暲s

组别 1周 2周 3周 4周 P 值

对照组 0.059暲0.004 0.067暲0.003 0.056暲0.015 0.055暲0.0016 0.066
实验组 0.093暲0.002* 0.149暲0.017* 0.073暲0.051 0.061暲0.002 0.000
t值 -12.641 -8.038 -1.883 -0.632
P 值 0.001 0.001 0.133 0.562

暋暋注:* P<0.05,每组每批次n=4

3暋讨论

暋暋正畸牙齿移动,即外力作用于牙齿下,压力侧的

牙槽骨不停地吸收,张力侧的牙槽骨不停地沉积,引
起牙齿的移动。通过口腔相关实验的结果表明,

PNS在牙周膜干细胞[5]及牙髓干细胞[6]成骨分化

中起着促进作用;PNS能促进骨髓机制干细胞向成

骨细胞的增殖、分化,在骨重建和促成骨中发挥重要

作用[7]。

暋暋BMP-2在诱导间充质干细胞分化为软骨细胞

和成骨细胞的过程中起着关键作用,同时还可以加

快成骨细胞的增殖和分化,在破骨细胞的凋亡过程

中也 起 着 调 节 作 用[8,9]。此 外 一 些 研 究 也 支 持

BMP-2对于牙周组织的再生修复以及牙槽骨的改

建有积极的效果[3]。本实验结果显示实验组从第1
周开始BMP-2蛋白的表达高于对照组,第2周时

达到高峰,随后蛋白的表达下降,第3周和第4周时

与对照组持平。BMP-2被激活、释放之后,BMP
-2通过调节细胞的基因表达,促使成骨细胞的旁

分泌与自分泌,张力区的成骨细胞也开始活跃起来,
并且启动负反馈调节机制。故当牙周膜中 BMP-2
达到一定浓度后,BMP-2刺激成骨源细胞分泌抑

制剂,调控 BMP-2的信号途径,减少了 BMP-2
的激活,使得从第3周开始BMP-2的表达开始下

降[10,11]。

暋暋三七总皂苷对破骨细胞的表达有何影响,国内

外尚少见文献报道。本实验的研究表明,在应用三

七总皂苷后,第1周时因机械力刺激导致压力侧为

主的破骨过程活跃起来,第2周时破骨细胞数目下

有所降,但仍然高于对照组,第3周和第4周时候,
实验组的破骨细胞数目和对照组相近。我们的猜测

是因为机械作用力的刺激,从而在牙齿移动的前期,
使得压力侧的破骨细胞积极起来,随着三七总皂苷
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的持续用药,药物或其代谢产物会不断的增加,2周

后三七总皂苷对破骨细胞的抑制作用开始占主导地

位,因此,初始的2周是三七总皂苷加速牙齿移动的

关键。

暋暋另外,刘嵘[12]和Pradhan等[13]通过体外研究得

出BMP-2和破骨细胞的形成也有着重要的的关

系,BMP-2通过介导 RANKL/OPG 信号途径参

与破骨细胞性骨吸收,且BMP-2对破骨细胞的促

进作用是随着 BMP-2处理浓度的增加而增强。
从本实验的结果来看,BMP-2的表达与破骨细胞

的数目确实存在着某种相关关系,BMP-2表达量

高时,破骨细胞数目也多。

暋暋综上,该实验表明PNS对成骨细胞介导的骨形

成和破骨细胞介导的骨吸收都有一定的促进作用。
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书讯

暋暋《现代牙槽外科新技术》由武汉大学口腔医学院口腔外科赵吉宏教授主编、上海交通大学附属第九人民

医院口腔外科汪湧教授担任副主编,人民卫生出版社出版。本书介绍近年来用于牙槽外科临床的新技术、新
业务,体现在诊疗理念和模式的更新、多种技术的联合应用以及学科间的交叉融合,具有技术新、范围广、学
科交叉三大特色。主要包括现代影像技术在牙槽外科的应用、无痛麻醉技术、镇静镇痛技术、微创化拔牙及

超声刀、显微镜等辅助器械在牙拔除中的应用、阻生牙牵引拔除术;第三磨牙牙胚预防性拔除术、拔牙后即刻

种植术、拔牙后牙槽骨保存和增量术、埋伏牙外科-正畸联合治疗、根尖周病变的牙体-外科联合治疗、颌骨

囊肿内牙齿的袋形导萌术等,共十七章。

暋暋本书技术新、实用性强,既对相关理论或理念作了较全面的阐述,又有大量的临床病例佐证,全书配有

500幅临床病例及临床操作实景图片,文字与图片相得益彰。因此本书特别适合于口腔外科青年医师、口腔

通科医生、本科生、研究生、进修医生等人员学习和参考。
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