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IL-1β、MMP-2在大鼠牙根吸收组织中的表达及意义
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[摘要] 目的:分析白介素-1β(IL-1β)、基质金属蛋白酶-2(MMP-2)与大鼠牙根吸收组织吸收程度的相关性。方

法:30只 Wistar
 

大鼠随机分为
 

3组,每组10只。A组为空白对照组,不做处理,B组于右侧上颌切牙和第一磨牙间

置持续性压低重力作用装置施以
 

40
 

g力,C组于相同位置施以100
 

g力。组织学观察牙根吸收程度,并于加力前、

加力
 

1、7、14、21、28
 

d后,采用酶联免疫法检测三组龈沟液IL-1β、MMP-2。结果:HE染色显示A组未见明显牙根

吸收,牙周膜纤维致密,排列规则;B组直接骨吸收,牙槽骨边缘可见成骨细胞呈立方状排列,成骨活跃;C组牙周纤

维排列较紊乱,根分叉处牙根吸收,牙根吸收达牙本质层。施力前,3组IL-1β、MMP-2水平比较差异无统计学意义

(P>0.05);施力1
 

d后,A组IL-1β、MMP-2水平分别为(108.7±7.25)
 

mg/L、(658.3±28.9)
 

μg/L,B组分别为

(165.2±12.4)
 

mg/L、(702.3±30.4)
 

μg/L,C组分别为(225.7±16.4)
 

mg/L、(845.7±46.4)
 

μg/L,差异均有统

计学意义(P<0.05),其中C组显著高于B组、A组,且于第7天达到高峰。结论:IL-1β、MMP-2水平参与牙根吸

收,对其进行监测有利于对牙根吸收诊断及防治工作提供新思路。
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[Abstract] Objective:

 

To
 

analyze
 

the
 

expression
 

of
 

interleukin-1β
 

and
 

matrix
 

metalloproteinase-2
 

in
 

the
 

periodontal
 

tissues
 

of
 

rat
 

during
 

root
 

resorption.
 

Methods:
 

Thirty
 

Wistar
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

three
 

groups,
 

each
 

with
 

ten
 

rats.
 

Group
 

A
 

was
 

the
 

blank
 

control
 

group,
 

and
 

no
 

treatment
 

was
 

done.
 

Group
 

B
 

was
 

applied
 

40g
 

force
 

on
 

the
 

right
 

upper
 

incisor
 

and
 

the
 

first
 

molar,
 

and
 

group
 

C
 

was
 

applied
 

100g
 

force
 

at
 

the
 

same
 

position.
 

The
 

degree
 

of
 

root
 

absorption
 

of
 

the
 

teeth
 

was
 

observed
 

by
 

histologically.
 

Before
 

and
 

after
 

1,
 

7,
 

14,
 

21,
 

and
 

28
 

days,
 

interleukin-
1β

 

and
 

matrix
 

metalloproteinase-2
 

of
 

gingival
 

crevicular
 

fluid
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunoassay.
 

Results:
 

HE
 

staining
 

showed
 

no
 

obvious
 

root
 

absorption
 

in
 

group
 

A,
 

with
 

dense
 

periodontal
 

membrane
 

fibers
 

and
 

regular
 

ar-
rangement

 

and
 

bone
 

resorption
 

in
 

group
 

B,
 

and
 

the
 

osteoblasts
 

were
 

cubic
 

arranged
 

at
 

the
 

margin
 

of
 

alveolar
 

bone.
 

In
 

group
 

C,
 

periodontal
 

fibers
 

were
 

disordered,
 

and
 

the
 

root
 

was
 

absorbed
 

at
 

the
 

bifurcation
 

point
 

and
 

absorbed
 

to
 

the
 

dentin
 

layer.
 

Before
 

applying
 

the
 

force,
 

there
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

expression
 

of
 

interleu-
kin-1β

 

and
 

matrix
 

metalloproteinase-2
 

among
 

three
 

groups
 

(P>0.05).
 

After
 

1
 

day
 

of
 

force
 

application,
 

interleukin-
1β

 

and
 

matrix
 

metalloproteinase-2
 

levels
 

in
 

group
 

A
 

were
 

(108.7±7.25)mg/L
 

and(658.3±28.9)μg/L,
 

(165.2±
12.4)mg/L,

 

and
 

(702.3±30.4)μg/L
 

in
 

group
 

B,(225.7±16.4)mg/L
 

and(845.7±46.4)μg/L
 

in
 

group
 

C.
 

The
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05),
 

and
 

group
 

C
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

group
 

B
 

and
 

group
 

A,
 

reaching
 

peak
 

on
 

the
 

7th
 

day.
 

Conclusion:
 

The
 

levels
 

of
 

nterleukin-1β
 

and
 

matrix
 

metalloproteinase-2
 

are
 

in-
volved

 

in
 

root
 

resorption,
 

and
 

monitoring
 

them
 

can
 

provide
 

new
 

ideas
 

for
 

root
 

resorption
 

diagnosis
 

and
 

prevention.
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  牙根吸收是正畸治疗过程中由于局部牙周膜

(根的保护组织)受到机械或化学的破坏压缩产生根

吸收,其会导致成纤维细胞增殖,成骨细胞分化,最
终导致组织无菌坏死,引起牙齿冠根比例失调,甚至
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松动脱落[1]。目前,X线检查是牙根吸收的检查、诊
断的主要方法,但是其只能提供二维的信息来判断

根尖变化,并且只有在矿化组织丧失
 

60%~70%时

才能发现牙根吸收,因此,如何早期发现牙根吸收成

为临床亟待解决的问题[2]。研究表明,正畸力所导

致的牙根吸收具有炎症反应的所有特征,而基质金

属蛋白酶(MMPs)家族是一组二价金属阳离子依赖

性的细胞外蛋白溶解酶,其表达和活性的增加与炎

症、氧化应激有关[3],基于这一点,本次研究主要对

IL-1β、MMP-2与大鼠牙根吸收组织吸收程度的相

关性进行研究,旨在为牙根吸收早期诊断提供依据。
现报道如下。

1 材料与方法

1.1 试剂及仪器 南京德铁 HBS-1096C酶标仪、
北京普天PT-9602全自动洗板机,试剂盒由上海博

湖生物科技发展有限公司;日本 OLYMPUS光学

株 式 会 社 光 学 显 微 镜。人 结 肠 腺 癌 细 胞 株

LS174T、人结肠癌细胞SW480由中国科学院上海

细胞库提供。

1.2 动物分组及模型构建 SPF级 Wistar
 

大鼠,
雌雄各半,体重(200±20)

 

g,由实验中心提供。实

验前至少饲养一周以适应环境。随机分为
 

3组,每
组10只,雌雄各半,3组大鼠一般资料无明显统计

学差异,可进行分组比对。A组为空白对照组,不做

处理,B组于右侧上颌切牙和第一磨牙间置持续性

压低重力作用装置施以40
 

g力,C组于相同位置施

以100
 

g力。

1.3 观察指标 于加力前(0
 

d)、加力
 

1、7、14、21、

28
 

d后,根据Lamste描述的滤纸条称重法收集龈

沟液样本后,采用酶联免疫吸附试验进行IL-1β、

MMP-2检测。比较3组不同时间点龈沟液IL-1β、

MMP-2水平。于加力28
 

d后,取3组上颌磨牙区

及其周围牙槽骨组织,立即放入足够适量的10%中

性甲醛溶液固定室温下固定48
 

h,用
 

10%EDTA
 

脱

钙液进行脱钙
 

60
 

d,常规石蜡包埋切片,采用二甲

苯各10
 

min、100%、85%、70%的乙醇各3
 

min将石

蜡切片脱蜡至水化,DAB显色,苏木素复染,1%盐

酸酒精分色30
 

s,自来水冲洗反蓝,酒精和二甲苯梯

度脱水,透明后使用中性树胶封片观察。

1.4 统计学处理 使用统计软件SPSS
 

17.0
 

对本

研究的相关指标数据进行分析处理,计量资料且呈

正态分布,以􀭺x±s表示,3组及以上比较采用F 检

验,两组间的比较采用Post-Hoc检验;计数资料采

用四表格卡方(χ2)检验,以P<0.05为差异具有统

计学意义。

2 结果

2.1 3组组织学结果分析 A组未见明显牙根吸

收,牙周膜纤维致密,排列规则;B组直接骨吸收,牙
槽骨边缘可见成骨细胞呈立方状排列,成骨活跃;C
组牙周纤维排列较紊乱,根分叉处牙根吸收,牙根吸

收达牙本质层。3组HE染色结果见图1。

2.2 3组不同时间点IL-1β水平分析 施力前,

3组IL-1β水平比较差异无统计学意义(P>0.05);
施力后,3组IL-1β水平比较差异有统计学意义

(P<0.05),其中C组显著高于B组、A组,且于第

7天达到高峰。见表1。
表1 3组不同时间点IL-1β水平分析

Tab.
 

1 Analysis
 

of
 

IL-1β
 

levels
 

at
 

different
 

time
 

points
 

in
 

three
 

groups mg/L,􀭺x±s

组别 第0天 第1天 第7天 第14天 第21天 第28天

A组 109.1±7.46 108.7±7.25 109.2±7.50 108.2±7.84 108.5±7.55 109.4±7.12
B组 110.2±7.94 165.2±12.4*1*3 216.6±19.8*1*3 207.4±15.7*1*3 204.2±16.4*1*3 205.9±15.8*1*3

C组 108.9±7.69 225.7±16.4*1*2*3315.0±21.6*1*2*3286.9±18.4*1*2*3287.3±17.5*1*2*3285.2±18.3*1*2*3

F 值 0.443 12.030 19.875 11.476 10.287 9.793
P 值 0.517 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

  注:与A组比较,*1
 

P<0.05,与B组比较,*2
 

P<0.05;与同组第0天比较,*3
 

P<0.05

1a:A组(×100);1b:B组(×400);1c:C组(×200)
图1 3组苏木精-伊红染色结果

Fig.
 

1 HE
 

staining
 

results
 

of
 

three
 

groups.
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表2 3组不同时间点 MMP-2水平分析

Tab.
 

2 Analysis
 

of
 

MMP-2
 

levels
 

at
 

different
 

time
 

points
 

in
 

three
 

groups mg/L,􀭺x±s

组别 第0天 第1天 第7天 第14天 第21天 第28天

A组 659.5±29.4 658.3±28.9 657.6±29.5 656.9±28.1 657.1±28.6 656.5±29.1
B组 662.3±28.1 702.3±30.4*1*3 847.6±45.3*1*3 816.9±39.4*1*3 817.1±39.0*1*3 816.5±38.2*1*3

C组 660.1±28.7 845.7±46.4*1*2*3984.2±60.7*1*2*3876.3±52.8*1*2*3872.9±53.5*1*2*3874.3±52.9*1*2*3

F 值 0.102 15.023 20.398 12.774 10.245 11.781
P 值 0.784 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

  注:与A组比较,*1
 

P<0.05,与B组比较,*2
 

P<0.05;与同组第0天比较,*3
 

P<0.05

2.3 3组不同时间点 MMP-2水平分析 施力前,

3组 MMP-2水平比较差 异 无 统 计 学 意 义(P>
0.05);施力后,3组 MMP-2水平比较差异有统计学

意义(P<0.05),其中C组显著高于B组、A组,且
于第7天达到高峰。见表2。

3 讨论

  牙颌畸形是口腔科常见的病种之一,随着饮食

结构的改变,牙齿拥挤、深覆盖等牙颌畸形发生率逐

渐升高,而正畸治疗采用矫治器等各种矫正装置以

最小范围地移动牙齿能够改善患者咀嚼功能及颜面

部美观备受临床及患者青睐[4]。研究表明,正畸治

疗患者由于遗传、个体敏感性、牙根解剖外形、年龄、
性别、口腔不良习惯以及牙齿发育情况等因素影响,
当正畸力作用于牙齿压迫牙周膜使其产生透明样

变,牙周膜的变化会使牙骨质受到影响,张力侧牙槽

骨的内面成骨细胞活动,有新骨沉积,诱发变短性的

牙根吸收,其是正畸治疗后常见并发症[5],流行病学

调查显示,其发生率高达22%~100%,2%~5%的

患者发生严重的根尖吸收(超过5
 

mm)[6]。牙根吸

收使牙周组织的微循环被扰乱,进而导致组织无菌

坏死,可导致牙根尖变钝变短,引起牙齿冠根比例失

调,甚至松动脱落,对于发生牙根吸收的患者,主要

采用暂停治疗,将牙齿被动结扎2~3个月或者给予

低强度的脉冲超声治疗进行修复干预,但是如何早

期诊断牙根吸收成为亟待解决的问题。

  目前,牙根吸收的诊断主要采用影像学检查,如
疗程长者及拔牙病例每6个月则需拍摄1次X线

片,但是其只有在矿化组织丧失
 

60%~70%时才能

发现牙根吸收,耽误了最佳治疗时机。IL-1β基因

调控的IL-1β属于非特异性免疫的组成机制部分,
在炎症反应中具有重要作用,与炎症反应程度呈正

相关性,其主要由巨噬细胞、T细胞、B细胞等多种

细胞产生,作为机体出现急性炎症反应的标志物,其
对巨噬细胞等炎性细胞具有调理诱导作用,可诱导

巨噬细胞完成吞噬功能,并刺激单核细胞以及相关

炎性因子表达并完成免疫诱导功能,能够调控破牙

骨质细胞前体分化、成熟的破骨细胞分化因子和破

骨细胞活化因子、巨噬细胞集落刺激因子,参与矿化

的启动,作为调节因子在前期牙本质向牙本质的转

化过程中的某些方面发挥作用[7-10]。研究表明,

IL-1β基 因 对 于 牙 根 吸 收 有 一 种 重 要 的 诱 惑 作

用[11],本研究结果显示施力前,3组IL-1β水平比较

差异无统计学意义(P>0.05);施力后,3组IL-1β
水平比较差异有统计学意义(P<0.05),其中C组

显著高于B组、A组,且于第7天达到高峰,表明

IL-1β作为炎症因子参与了牙根吸收的发生过程,
随着施加压力的增大而升高,对于牙根吸收程度具

有指示作用,可能与其调控破骨细胞/破牙骨质细胞

的激活,导致相对低的骨代谢吸收而增加牙根吸收,
进而参与骨改建、根吸收紧密相关。

  MMPs家族是参与细胞外基质转化的重要成

分,近些年来,基质金属蛋白酶,尤其是 MMP-2在

牙根吸收中作用日益受到重视。牙根吸收是一个组

织降解、
 

吸收的过程,MMP-2存在于成纤维细胞、
成骨细胞和成牙骨质细胞,MMP-2与结缔组织的降

解和重建有关,对胞外基质的降解起着主导作用,被
认为是牙根吸收发生、发展过程中重要的因子,牙周

膜的生长与分化受其影响[3,12-14]。本研究结果显示

施力前,3组 MMP-2水平比较差异无统计学意义

(P>0.05);施力后,3组 MMP-2水平比较差异有

统计学意义(P<0.05),其中C组显著高于B组、A
组,且于第7天达到高峰,表明定量检验 MMP-2作

为诊断牙根吸收的标准,且 MMP-2可能反映牙周

病大鼠牙根吸收的程度。此外,HE染色结果显示,
第28天,A组未见明显牙根吸收,牙周膜纤维致密,
排列规则,B组直接骨吸收,牙槽骨边缘可见成骨细

胞呈立方状排列,成骨活跃,C组牙周纤维排列较紊

乱,根分 叉 处 牙 根 吸 收,牙 根 吸 收 达 牙 本 质 层,

IL-1β、MMP-2水平与其相一致。目前,临床上对于

牙根吸收模型众多[15],本研究对大鼠上颌前牙施加

持续性压低重力,组织学结果证实引起直接性骨吸

收或者不同程度的牙根吸收,提示该模型有助于纵
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向研究牙根吸收的发生机制和发展变化。

  综上所述,IL-1β、MMP-2水平参与牙根吸收,
对其进行监测有利于对牙根吸收诊断及防治工作提

供新思路。
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