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[摘要] 目的:建立大鼠股骨微螺钉种植体周围炎模型,检测其外周血中Foxp3+ 调节性T细胞水平的变化。方

法:12只雄性SD大鼠分为正常组、炎症组、空白组(n=4),正常组和炎症组单侧股骨远心端植入微螺钉种植体

1枚,炎症组在植入种植体后用丝线环扎种植体颈部并使种植体上端暴露于体表外;正常组在植入种植体后严密缝

合,植体不外露;空白组仅进行麻醉、切开及缝合等对照处理,未植入种植体。术后第4周取样、采血,拍摄X线片

并采用流式细胞术检测外周血中Foxp3+ 调节性T细胞(CD4+CD25+Foxp3+)在T淋巴细胞(CD4+)中的比例。

结果:炎症组大鼠种植体周围出现炎性肉芽组织,X线片显示植体颈部周围皮质骨有角形吸收,其外周血中

Foxp3+调节性T细胞占CD4+T淋巴细胞的比例为(0.66±0.32)%,显著低于正常组(2.69±1.19)%和空白组

(4.06±1.34)%,差异有统计学意义(P<0.05);正常组和对照组之间差异无统计学意义。结论:大鼠股骨远心端

微螺钉种植体周围炎模型造模成功;该动物模型外周血中Foxp3+调节性T细胞在数量上存在异常,可能与种植体

周围炎的发生有关。
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[Abstract] Objective:

 

To
 

establish
 

a
 

peri-microscrew
 

implantitis
 

model
 

in
 

the
 

femur
 

of
 

rats,
 

and
 

investigate
 

the
 

change
 

of
 

proportion
 

of
 

Foxp3+
 

regulatory
 

T
 

cells
 

in
 

peripheral
 

blood.
 

Methods:
 

Twelve
 

male
 

SD
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

normal
 

group,
 

peri-implantitis
 

group,
 

and
 

blank
 

group
 

(n=4).
 

The
 

normal
 

group
 

and
 

peri-implantitis
 

group
 

accepted
 

an
 

implantation
 

of
 

microscrew
 

implant
 

in
 

the
 

distal
 

end
 

of
 

the
 

femur,
 

while
 

the
 

later
 

one
 

underwent
 

cervical
 

ligation
 

immediately
 

around
 

the
 

implants
 

whose
 

upper
 

part
 

was
 

exposed
 

in
 

vitro.
 

The
 

normal
 

group
 

had
 

no
 

events
 

after
 

the
 

implantation,
 

and
 

the
 

blank
 

group
 

only
 

accepted
 

a
 

“fake”
 

operation
 

without
 

implantation.
 

Four
 

weeks
 

after
 

the
 

operation,
 

the
 

abdominal
 

blood
 

was
 

collected
 

and
 

the
 

femur
 

of
 

each
 

group
 

was
 

taken
 

an
 

X-ray
 

ex-
amination

 

and
 

detected
 

the
 

the
 

ratio
 

of
 

Foxp3+
 

regulatory
 

T
 

cells
 

(CD4+CD25+Foxp3+)
 

in
 

T
 

lymphocytes
 

(CD4+)
 

using
 

flow
 

cytometry.
 

Results:
 

The
 

peri-implantitis
 

group
 

showed
 

an
 

inflammatory
 

granulation
 

tissue
 

around
 

the
 

implants,
 

whose
 

X-ray
 

film
 

indicated
 

an
 

angular
 

absorption
 

of
 

cortical
 

bone
 

and
 

had
 

a
 

lower
 

proportion
 

(0.66±
0.32)%

 

of
 

Foxp3+
 

regulatory
 

T
 

cells
 

in
 

the
 

peripheral
 

blood,
 

significantly
 

lower
 

than
 

normal
 

group
 

(2.69±1.
19)%

 

and
 

blank
 

group
 

(4.06±1.34)%
 

(P<0.05).
 

There
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

between
 

nor-
mal

 

group
 

and
 

the
 

control
 

group.
 

Conclusion:
 

The
 

model
 

of
 

peri-microscrew
 

implantitis
 

in
 

rats’
 

distal
 

end
 

of
 

fe-
mur

 

can
 

be
 

established.
 

Rats
 

with
 

peri-microscrew
 

implantitis
 

have
 

a
 

decrease
 

in
 

the
 

number
 

of
 

Foxp3+
 

regul-
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atory
 

T
 

cells
 

in
 

peripheral
 

blood,
 

which
 

may
 

be
 

associ-

ated
 

with
 

the
 

pathogenisis
 

of
 

peri-microscrew
 

implan-

titis.
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  近年来,随着支抗技术及颌间牵引技术的逐渐

发展和进步,
 

微螺钉型支抗种植体在口腔正畸及颌

面外科领域内被广泛开展[1~3],其稳定性是获得良

好治疗效果的基础。微螺钉种植体周围炎是导致种

植体松动的主要原因[4],尤其好发于骨质疏松、糖尿

病等患者群体[5],其具体的发病机制仍未阐明,机体

的免疫功能失调也有可能参与其病理过程[6~8]。调

节性T细胞(regulatory
 

T
 

cells,
 

Treg)是具有免疫

抑制功能的T细胞亚群,在调节免疫反应、防止自

身免疫病发生以及预防移植物抗宿主反应等方面具

有重要作用和应用潜能[9~11]。Foxp3是
 

Fox转录

因子家族的一员,在外周组织中,主要表达于
 

CD4+

T
 

细胞,它能通过调控
 

CD4+CD25+调节性T细胞

的转录和蛋白表达参与机体稳态,在感染免疫、肿瘤

免疫及自身免疫病中发挥重要作用[12~14]。本次实

验采用大鼠股骨微螺钉种植体模型[15],通过破坏其

颈部微生态环境模拟种植体周围炎的病理状态,检
测其外周血中Foxp3+ 调节性T细胞水平的变化,
初步探讨机体免疫功能的改变在微螺钉种植体周围

炎发病机制的作用。

1 材料与方法

1.1 动物与药品 健康成年SD大鼠,雄性,12只,
体重250~300

 

g,SPF级,由温州医科大学实验动

物中心提供,许可证号:SCXK(浙)2015-0001。分

笼饲养,正常饲料和饮水饲养于温州医科大学附属

第一医院动物房。水合氯醛粉剂(北京索莱宝科技

有限公司),FITC-大鼠 CD4抗体,APC-大鼠

CD25抗体,PE-小鼠/大鼠Foxp3抗体及同荧光的

同型对照抗体(eBioscience,美国),红细胞裂解液

(MultiScience,美国),破膜试剂盒(eBioscience,美
国),流式染色缓冲液(MultiScience,美国)。

1.2 材料与仪器 微螺钉种植体(自攻自钻型,直
径1.5

 

mm,长度9
 

mm,上海昊申医疗器械有限公

司)、流式细胞仪(BD
 

FACSCalibur,美国)。

1.3 造模和分组 大鼠适应性喂养1周后,按随机

数字表法分为正常种植组(A组)、种植体周围炎组

(B组)和空白对照组(C组),每组4只。3组大鼠均

用10%水合氯醛腹腔注射(0.3
 

ml/100
 

g体重)行
全身麻醉,达效后于A、B组大鼠单侧股骨近心端植

入微螺钉种植体1枚,C组则仅行切开、预备种植窝

以及缝合等处理,不植入种植体。B组在植入种植

体后用3-0慕丝线环扎种植体颈部,并将非螺纹部

位暴露于体表外,术后第4周取样拍摄X线平片以

证实微螺钉种植体周围炎造模成功。A组植入种植

体后分层严密缝合创口,种植体不暴露于体外。

1.4 检查项目

1.4.1 临床观察 术后定期(每周2~3次)监测各

组大鼠体重变化、创口愈合情况及种植体稳定性,并
随时做好记录。

1.4.2 微种植体X线片检查 术后第4周处死各

组大鼠,将A、B组种植体所在股骨完整取样,垂直

种植体长轴拍摄等距离X线平片,评估A、B两组种

植体周围是否存在骨吸收。

1.4.3 检测外周血Foxp3+调节性T细胞占CD4+

T细胞比例 种植体植入术后第4周,采集各组大

鼠下腔静脉外周血1
 

mL,肝素抗凝。取静脉血

100
 

μL,加入藻红蛋白标记的CD4抗体和异硫氰酸

荧光素标记的CD25抗体各20
 

μL,设阴性和空白对

照。4
 

℃冰箱避光孵育30
 

min,加入2
 

mL稀释好

的红细胞裂解液(1×),迅速混匀,观察溶液透亮后

用预冷PBS溶液洗涤细胞,离心去上清,漩涡震荡

重悬 细 胞 后 加 入1
 

mL 破 膜 工 作 液,避 光 孵 育

30
 

min,然后加入2
 

mL破膜缓冲液,离心洗涤细胞

并弃上清,用100
 

μL
 

PBS重悬细胞后加入适量的

Foxp3抗体,对照管中加入适量的同型对照,避光

4
 

℃孵育30
 

min,加入2
 

mL破膜工作液离心洗涤

细胞并弃去上清后用适量体积的流式染色缓冲液重

悬细胞,并上流式细胞仪检测并分析。

1.5 统计学方法 采用SPSS
 

19.0软件包进行

ANOVA 方 差 分 析 和 q 检 验(student
 

Newman
 

Keuls
 

test),以P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 临床观察结果 植入种植体2周后,A组及C
组大鼠手术部位创口愈合良好(图1a);B组大鼠则

出现以种植体为中心的炎性肉芽组织,表面有溃烂

灶,触之易出血(图1b),切除肉芽组织后可见种植

体周围结扎丝线暴露(图1c)。各组体重生长曲线

无明显差异。

1a:创口愈合;1b:种植体周围炎性肉芽组织;1c:切除炎性肉芽组织

可见种植体

图1 种植术后2周大体观察

Fig.
 

1 General
 

observation
 

2
 

weeks
 

after
 

the
 

implantation.
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2.2 微种植体骨结合情况影像学检测结果 术后

4周X线片显示,正常种植组(A组)微螺钉种植体

与股骨之间无纤维结缔组织长入,影像学上达到骨

结合标准,种植体颈部未见骨吸收;种植体周围炎组

(B组)颈部以下部位与股骨之间能达到骨结合,但
颈部可见角型骨吸收(图2)。

2a:正常种植组;2b:种植体周围炎组,箭头所示为骨吸收

图2 术后4周X线片检查

Fig.
 

2 X-ray
 

examination
 

4
 

weeks
 

after
 

the
 

operation.

2.3 外周血中Foxp3+ 调节性T细胞检测结果 
流式细胞仪检测发现,正常种植组(A组)、种植体周

围炎组(B 组)和 空 白 对 照 组(C 组)外 周 血 中

Foxp3+ 调节性 T 细胞(CD4+CD25+Foxp3+)占

CD4+T细胞的比例:A组为(2.69±1.19)%,B组

为(0.66±0.32)%,C组为(4.06±1.34)%,B组显

著低于 A 组 和 C 组,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05);A组和C组之间差异无统计学意义,见图3。

3 讨论

  作为绝对支抗,微螺钉种植体在口腔正畸及颌

间牵引等领域发挥着重要作用,但微螺钉支抗周围

组织的炎症会严重影响其稳定性,进而导致治疗失

败。牙周致病菌是牙周炎及种植体周围炎的始动因

子,但过度的机体免疫应答所产生的组织破坏远远

大于病原菌产生的破坏效应[6]。因此,探索免疫应

答在微螺钉种植体周围炎发生发展中的作用,能够

为其诊断和治疗提供一条新途径。调节性
 

T
 

细胞

(Treg
 

细 胞)属 于
 

CD4+T 细 胞 亚 群,主 要 分 泌

IL-10、TGF-β,可通过抑制效应
 

T细胞的增殖分

化来发挥免疫抑制作用,维持机体的免疫耐受,在调

节免疫反应、防止自身免疫病发生以及抗感染、抗肿

瘤免疫等方面具有重要作用和应用潜能[16]。转录

因子Foxp3作为Treg特异性敏感的标志,特异性

表达于CD4+CD25+ 调节性
 

T细胞,在Treg细胞

的发育和功能上是必需的[17]。目前研究发现Treg
细胞与多种疾病有关,包括自身免疫性疾病、炎症性

疾病、移植耐受及肿瘤等,同时在口腔疾病中的研究

也在逐步深入[18~20]。有研究表明,IL-10、TGF-β
与牙周炎的发展进程及活动期呈负相关,在牙周炎

症较轻的区域,TGF-β
 

升高,Treg
 

细胞数量增

多[21],而侵袭性及重度牙周炎患者中外周血中的

CD4+CD25+Treg占CD4+T细胞的比例显著低于

牙周健康者和CP患者[22,23]。王琳源等[24]通过建

立小鼠的牙周炎模型,发现牙周炎小鼠外周血中

CD4+
 

Foxp3+细胞在CD4+T细胞中的比例下降,
提示在牙周炎的发病过程中,Treg细胞介导的免疫

应答减弱。本实验的研究结果表明,大鼠微螺钉种

植体周围炎外周血中的CD4+CD25+
 

Foxp3+T细

胞所占CD4+T细胞的比例较正常及空白对照组显

著下降,提示微螺钉种植体周围炎的疾病状态下,机
体内Treg细胞介导的免疫应答减弱,与上述研究

结果一致。

  目 前 常 见 的 支 抗 种 植 体 动 物 模 型 以 犬 为

主[25,26],其存在价格昂贵、饲养周期长、样本量小等

问题,本实验采用SD大鼠异位种植模型,虽然与真

实口腔环境存在较大差异,但能基本模拟支抗种植

体周围炎的临床状态,且具有操作简便、重复性好,
样本量充足等优点,能初步探讨微螺钉支抗种植体

周围炎导致的外周血中调节性T细胞水平的变化,
为进一步的大型动物实验或临床试验提供理论支

持。

  综上所述,本研究表明大鼠微螺钉支抗种植体

周围炎外周血中Foxp3+调节性T细胞在数量上存

3a:正常种植组;3b:种植体周围炎组;3c:空白对照组

图3 CD4+
 

CD25+
 

Foxp3+
 

T细胞/CD4+
 

T细胞散点图

Fig.
 

3 Plot
 

maps
 

of
 

CD4+
 

CD25+
 

Foxp3+
 

T
 

cells/CD4+
 

T
 

cells.
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在异常,提示了Treg细胞介导的免疫应答减弱在

种植体周围炎的发病过程中起到了一定的作用。但

因本实验采用了异位种植模型,其结果只是提示性

的,仍需后续进一步的大样本或大体积动物模型进

行系统性研究。
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