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[摘要] 目的:通过活体动物实验观察人胰岛素样生长因子-1(insulin-like
 

growth
 

factor,IGF-1)
 

与Sonic
 

hedgehogxinh
 

(Shh)介导的信号通路促进了髁突过度生长的作用。方法:制备IGF-1高表达表型转基因小鼠模

型。将转基因鼠随机分为为5组:Cyclopamine刺激组;NVP-AEW541刺激组;IGF-1刺激组;Cyclopamine+
IGF-1刺激组;生理盐水刺激组:空白对照,每组3只。随机选取一侧关节腔自31

 

d起隔天连续进行上述药物注

射,共14
 

d,注射结束后收获实验侧髁突,固定,比较两侧髁突大小,分析差异性。结果:Cyclopamine刺激组及生理

盐水刺激组实验侧与对照侧髁突大小比较差异无统计学意义。NVP-AEW541刺激组、IGF-1刺激组以及Cy-
clopamine+

 

IGF-1刺激组实验侧髁突小于对照侧髁突(P<0.05)。结论:IGF-1介导的信号通路促进了髁突肥

大髁突的过度生长。
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[Abstract] Objective:

 

To
 

investigate
 

the
 

combination
 

effect
 

of
 

Shh
 

and
 

IGF-1
 

in
 

promoting
 

the
 

mandible
 

condylar
 

cartilage
 

overgrowth.
  

Methods:
 

Transgenic
 

rats
 

with
 

IGF-1-over
 

expression
 

in
 

condylar
 

cartilage
 

were
 

construc-
ted

 

to
 

allow
 

the
 

local
 

administration
 

of
 

IGF-1
 

and
 

its
 

specific
 

inhibitor
 

NVP-AEW541,
 

and
 

Cyclopamine,
 

the
 

specific
 

inhibitor
 

of
 

Shh.
 

All
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

five
 

experiment
 

groups
 

by
 

different
 

stimulating
 

additions
 

:(1)

Cyclopamine;(2)NVP-AEW541;(3)IGF-1;(4)Cyclopamine+
 

IGF-1;(5)physiological
 

saline.
 

Unilateral
 

con-
dyle

 

was
 

randomly
 

chosen
 

to
 

make
 

the
 

intra-capsule
 

injection,
 

and
 

then
 

its
 

size
 

was
 

compared
 

to
 

the
 

control
 

con-
dyle.

  

Results:
 

Compared
 

with
 

control
 

condyle,
 

the
 

sizes
 

of
 

the
 

condyle
 

which
 

were
 

local
 

injected
 

with
 

NVP-
AEW541,

 

IGF-1,
 

and
 

Cyclopamine+
 

IGF-1
 

were
 

significantly
 

smaller
 

(P<0.05).
 

There
 

was
 

no
 

difference
 

on
 

the
 

size
 

of
 

the
 

condyle
 

between
 

cyclopamine
 

and
 

physiological
 

saline
 

stimulation
 

groups
 

(P<0.05).
 

Conclusion:
 

IGF-1
 

promotes
 

human
 

TMJ
 

cartilage
 

overgrowth
 

in
 

the
 

developing
 

process
 

of
 

condylar
 

hyperplasia.
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  髁突肥大(condylar
 

hyperplasia)是一种好发于

青少年的单侧髁突过度生长性疾病[1],其生长具有

自限性,可引发面部偏斜和咬合紊乱等症状[2],其发

病机制未明。患侧髁突的生长活跃是其过度生长的

主要原因[3]。在本课题组前期研究中,髁突肥大软

骨 高表达人胰岛素样生长因子-1(insulin-like
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表1 IGF-1高表达转基因鼠的注射期内相应的体重变化

Table
 

1 The
 

variety
 

of
 

rats'
 

weight
 

during
 

the
 

injection (单位:g)

鼠龄/d 生理盐水 NVP-AEW541
人胰岛素样生长

因子-1(IGF-1)
环杷明(CYCL
OPAMINE)

CYCLOCYCLO
+IGF-1

正常雄性 正常雌性

31 19.0 22.7 22.2 20.4 22.8
33 19.2 22.9 22.7 20.7 23.1 24.7 20.4
35 20.0 23.6 23.1 20.7 23.4
37 20.3 23.8 23.8 21.4 23.8
39 20.8 24.1 24.6 21.7 24.9
41 21.7 23.9 25.4 21.6 25.7 25.3 20.7
43 21.8 24.7 25.5 21.8 25.9
45 21.7 25.7 24.9 21.3 25.9

growth
 

factor
 

,IGF-1)及其受体[4],同时,Sonic
 

sedgehog
 

(Shh)也在患侧髁突高表达[5],而局部髁

突浓聚的IGF-1促进了髁突肥大软骨细胞的高增

殖[6],Shh信号通路在上述过程中抑制髁突软骨细

胞凋亡[5]。因此,本研究拟通过动物实验观察验证

存在串话机制的IGF-1与Shh信号促进活体髁突

的过度生长,论证上述信号通路在髁突肥大病理发

生发展中的作用。

1 材料与方法

1.1 动物模型的制备 本研究由第四军医大学口

腔医院动物实验伦理委员会审核批准。转基因小鼠

由赛业(广州)生物科技有限公司制作并提供,
 

具体

流程为:构建IGF-1
 

转基因载体(软骨特异性启动

因子—IGF-1
 

DNA—内部核糖体进入位点(inter-
nal

 

ribosome
 

entry
 

site,
 

IRES)—增强绿色荧光蛋

白(enhanced
 

green
 

fluorescent
 

protein,EGFP);质
粒大提及线性化约1

 

周;再于鼠受精卵发育前期(即

2个原核时期:卵母细胞和精子)将外源DNA
 

通过

显微注射的方法注射到代孕母鼠体内受精卵的原核

内,注射
 

DNA
 

整合到小鼠受精卵的基因组中,19d
后子鼠出生,1周后行鼠软骨

 

IGF-1
 

的DNA鉴定

及表型确定。获得IGF-1高表达表型转基因小鼠

F0,与野生型鼠进行杂交,获取F1代进行鉴定,获
取获得IGF-1高表达表型转基因小鼠共20只(图

1a,表1)。

1.2 分组 将转基因鼠随机分为为5组:1)Cyclo-
pamine刺激组:阻断Shh信号通路,反向验证Shh
在软骨过度生长中的作用,注射浓度为10

 

mg/kg;

2)NVP-AEW541刺激组:阻断IGF-1信号通路,
反向验证IGF-1在软骨过度生长中的作用;3)

IGF-1刺 激 组:增 强IGF-1 通 路,正 向 验 证

IGF-1在软骨过 度 生 长 中 的 作 用,注 射 浓 度 为

100
 

μg/L;4)Cyclopamine+IGF-1刺激组:先注射

Cyclopamine,
 

30min后在注射IGF-1,验证Shh
与IGF-1这两条通路的上下游关系;5)生理盐水

刺激组:空白对照,每组3只。由第四军医大学动物

实验中心饲养。

1a:IGF-1高表达转基因鼠;1b:关节腔内注射

图1 IGF-1高表达转基因鼠的关节腔内注射

Fig.
 

1 Local
 

administration
 

of
 

IGF-1-over
 

expressed
 

transgenic
 

rats.

1.3 注射方法 每个实验组随机选转基因鼠各

3只,从第31天起,随机选取一侧关节腔为实验侧,
另一侧为个体对照侧,以15

 

μL微量注射针,每隔1
 

d分别往单侧的关节腔内注入刺激因子,比照体重,
直至鼠体重稳定不再有明显增长为止。处死实验

鼠,小心剥离软组织,收获下颌骨,甲醛固定。

1.4 髁突生长情况的判定与比较 参考文献[7]研
究方法,通过图像分析软件Quick

 

Measuring,调整

比例尺,测量同一下颌骨实验侧与对照侧髁突的前

后径、颈部上端与髁突顶部的各自最长距离(图2),
比较两组前后径的距离×颈部上端与髁突顶部距离

的积,取平均值,进行比较。

1.5 统计学方法 采用SPSS
 

13.0软件对数据进

行统计分析。首先用 W-test
 

(
 

Shapiro-Wilk
 

test)
 

法检验数据是否服从正态分布,若服从正态分

布,两个独立样本间数据的比较则采用t检验;
 

若

不服从正态分布,两个独立样本间数据的比较则采

用 ManneWhitney
 

非参数检验,检验水准α=0.05。
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图2 鼠髁突样本大小的测量方法

Fig.
 

2 The
 

method
 

to
 

measure
 

the
 

size
 

of
 

lateral
 

condyle.

2 结果

  所有实验组自出生后第31天起开始实验,经动

态测量体重,基本于第41天起体重增长趋于平稳或

无增长,除 Cyclopamine+IGF-1刺激组中途有

1只实验鼠于实验过程中死亡外,所有实验均于鼠

出生后第46天结束,历时14
 

d,每只实验用鼠共计

接受药物注射9次。实验侧髁突表现了明显的过生

长或生长抑制表现(图3)。Cyclopamine刺激组:实
验侧髁突大小为(2.84±0.07)

 

mm2,对照侧髁突大

小为(3.16±0.43)
 

mm2,两者比较差异无统计学意

义(P=0.358);NVP-AEW541刺激组:实验侧髁

突[(2.42±0.10)
 

mm2]小于对照侧髁突[(2.91±
0.19)

 

mm2,P=0.033];IGF-1刺激组:实验侧髁

突[(3.89±0.24)
 

mm2]大于对照侧髁突[(2.96±
0.20)

 

mm2,P=0.015];
 

Cyclopamine+IGF-1刺

激组:实验侧髁突[(4.42±0.17)
 

mm2]显著大于对

照侧髁突[(2.74±0.05)
 

mm2,P=0.000];生理盐

水刺激组:实验侧[(3.22±0.19)
 

mm2]与对照侧

[(3.62±0.46)
 

mm2]髁突大小比较差异无统计学

意义(P=0.332)。

3a:髁突过度生长;3b:髁突生长抑制

图3 髁突的过生长或生长抑制表现

Fig.
 

3 Overgrowth
 

or
 

growth
 

inhibitory
 

of
 

condyle.

3 讨论

  本研究通过动物实验证实了Shh及IGF-1在

髁突过生长中的作用。在本课题组前期的研究中发

现了髁突肥大患侧髁突的IGF-1及其受体的以自

分泌的形式于局部高度浓集,也通过免疫组化染色

证实了Shh
 

信号通路在髁突肥大软骨中异常高表

达。因此,尽管不能等同于髁突肥大的动物模型,但
通过制作转基因鼠IGF-1过表达模型,可模拟患

侧髁突的IGF-1及其受体高表达的活体环境。小

鼠为杂食性动物,其颞颌关节结构与人类有较大的

相似性,且其青春发育期较短,选择其实验动物,有
利于动态观察干预条件下的髁突生长变化。选择鼠

产后第31天开始,以体重增加变化直至基本稳定为

参照,作为判断鼠的青春发育期的开始以及结束,适
时调整干预刺激的剂量以及时间和次数,可模拟髁

突肥大发生于青春期内的病理性生长进程。

  本实验结果显示,通过关节腔局部注射生理盐

水,其注射侧与对照侧髁突大小比较差异无统计学

意义,表明关节腔注射刺激本身并不形成髁突生长

的干扰因素。而单侧髁突局部增加IGF-1刺激,
其注射侧髁突在发育结束后明显大于对照侧髁突,
证实IGF-1可促使髁突的过生长,且其体重增长

期与其他刺激组无明显差异,表明IGF-1促进髁

突过生长的方式是通过加强其生长速率而非延长其

发育时间来实现的,Fukaya等[8]的研究也有相似的

结论。甚至在成年鼠中也有促进髁突尤其是髁突软

骨生 长[9]及 软 骨 内 骨 化 的 作 用。相 应 的 通 过

NVP-AEW541阻断IGF-1信号通路即可使注射

侧髁突发育迟缓于对照侧髁突,表明IGF-1在髁

突生长过程中,与其生长速率有重要的关联,国内外

目前尚未见类似的实验研究报道,但有实验证实阻

断IGF-1受体可抑制局部活跃组织(如癌组织)的
生长[10,11]。Cyclopamine刺激组试图通过关节腔内

注射Cyclopamine阻断Shh信号通路,反向验证

Shh在软骨过度生长中的作用,却未出现预想中的

髁突生长受抑制,有类似研究表明Cyclopamine阻

断Shh通路可抑制生长活跃的组织如(胰腺癌组

织)[12,13]的生长,却有研究表明相反的结论:Cyclo-
pamine在 骨 关 节 炎 鼠 中 可 以 减 少 软 骨 细 胞 凋

亡[14],从而减少软骨破坏,这与本课题组前期研究

中Shh可抑制软骨细胞凋亡的结论不符,这表明

Shh同样活跃的参与炎症的进程。也有研究表明,

Cyclopamine不能抑制Shh促进斑马鱼鱼鳍骨形成

中的作用[15],而另外的抑制剂,BMS-833923却有

该作用,
 

这表明Shh-SMO的信号通路可能在不

同的组织生长中存在不同的分支通路,因此本研究

的结果原因需实验髁突标本需进一步深入实验探

讨。Cyclopamine与 IGF-1 组 连 用 未 能 抑 制
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IGF-1对髁突生长的促进作用,表明存在信号交联

的Shh与IGF-1介导的信号通路不能证实其具有

上下游关系。

  本 研 究 首 次 以 基 于 本 课 题 组 前 期 构 建 的

IGF-1为节点的髁突肥大病理发生发展的理论为

指导,成功地在活体动物体内诱导单侧髁突的过生

长,模拟了髁突肥大在青春发育期的髁突生长过程

中,动态重现了髁突肥大的发生、发展的病理进程,
论证了该理论的正确性,即在髁突肥大的病理进程

中,IGF-1信号通路促使髁突生长加快,最终形成

过生长。该实验方法将继续深入了解髁突肥大的病

理机制提供了有力的动物模型,最后,由本实验方法

发展出基于局部组织的核心信号因子生长调控技

术,为广泛开展组织、器官生长的研究提供了新的技

术和思路。
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