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[摘要] 目的:研究β-隐黄素对大鼠实验性牙周炎炎症因子的影响并探讨其相关作用机制。方法:30只雄性SD
大鼠随机分为正常组(N组)、牙周炎组(P组)、β-隐黄素干预组(E组),每组10只。采取结扎双侧上颌第二磨牙颈

部联合注射脂多糖(lipopolysaccharide,LPS)诱导牙周炎模型。E组同时于相同位点注射β-隐黄素(每只12
 

μL),

每48
 

h注射1次,共3次。实验第7天采血并立即分离双侧上颌骨,右侧颌骨行组织学分析,血清及左侧分离的牙

龈组织以酶联免疫吸附试验(enzyme
 

linked
 

immunosorbent
 

assay,ELISA)法检测细胞白介素-1β(interleukin-1β
 

,

IL-1β)、肿瘤坏死因子-α(tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)、前列腺素E2(prostaglandin
 

E2,PGE2)含量。结果:E组

和P组大鼠IL-1β、TNF-α、PGE2 水平明显高于N组,且炎症细胞浸润较多,牙槽骨吸收明显。与P组比较,E组中

IL-1β、TNF-α、PGE2 水平明显降低(P<0.05),炎症细胞浸润较少,牙槽骨吸收减轻。结论:β-隐黄素可能通过降低

组织中的炎症因子水平,减少炎症细胞浸润,从而减轻牙周组织的炎症反应,减少牙槽骨吸收。
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[Abstract] Objective:

 

To
 

study
 

the
 

effect
 

of
 

β-cryptoxanthin
 

on
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

rats
 

with
 

experimental
 

pe-
riodontitis

 

and
 

to
 

explore
 

its
 

mechanism.
  

Methods:
 

30
 

male
 

Sprague-Dawley
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

normal
 

group
 

(group
 

N),
 

periodontitis
 

group
 

(group
 

P),
 

and
 

β-cryptoxanthin
 

intervention
 

group
 

(group
 

E),
 

with
 

10
 

rats
 

of
 

each.
 

Experimental
 

periodontitis
 

model
 

was
 

induced
 

by
 

ligation
 

of
 

bilateral
 

maxillary
 

second
 

molars
 

cervix
 

and
 

in-

jection
 

with
 

lipopolysaccharide
 

(LPS).
 

At
 

the
 

same
 

time,
 

β-cryptoxanthin
 

(12μl/each)
 

was
 

injected
 

in
 

group
 

E
 

at
 

the
 

same
 

site.
 

All
 

groups
 

were
 

treated
 

every
 

48
 

hours
 

for
 

three
 

times.
 

Blood
 

was
 

collected
 

and
 

the
 

bilateral
 

maxilla
 

were
 

immediately
 

separated
 

on
 

day
 

7,
 

the
 

right
 

part
 

of
 

the
 

tissues
 

were
 

subjected
 

to
 

histological
 

analysis,
 

serum
 

and
 

the
 

left
 

gingival
 

tissues
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA
 

for
 

IL-1β,
 

TNF-α,
 

and
 

PGE2.
  

Results:
 

The
 

levels
 

of
 

IL-1β,
 

TNF-
α

 

and
 

PGE2 in
 

group
 

E
 

and
 

group
 

P
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

group
 

N,
 

the
 

infiltration
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

was
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increased
 

and
 

the
 

alveolar
 

bone
 

absorption
 

was
 

obvi-

ous.
 

Compared
 

with
 

group
 

P,
 

the
 

levels
 

of
 

IL-1β,
 

TNF-α,
 

and
 

PGE2 in
 

group
 

E
 

were
 

significantly
 

lower,
 

the
 

infiltration
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

was
 

less,
 

and
 

the
 

absorption
 

of
 

alveolar
 

bone
 

was
 

mild.
  

Conclusion:
 

β-

cryptoxanthin
 

can
 

decrease
 

the
 

level
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

and
 

the
 

inflammatory
 

cells
 

infiltration
 

in
 

tis-

sues,
 

thereby
 

reducing
 

the
 

inflammation
 

of
 

periodontal
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tissues
 

and
 

alleviating
 

alveolar
 

bone
 

resorption.
[Keywords] β-

 

cryptoxanthin Periodontitis Inflammatory
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resorption

  牙周炎是发病率较高的牙周组织的慢性感染性

炎症性疾病,主要特征是牙龈炎症和牙槽骨吸收,最
终会导致牙齿松动甚至脱落,严重危害口腔健康。
众所周知,细菌是牙周炎的始动因子,感染发生后,
由炎症介质如白细胞介素(interleukin,IL)、前列腺

素(prostaglandin,PG)等导致的组织破坏途径随之

发生[1]。β-隐黄素是一种从柑橘和热带水果中分离

的类胡萝卜素。Ciccone等[2]研究发现β-隐黄素可

改善动脉粥样硬化的症状和发生率,有抗炎和抗氧

化的作用。Nishigaki等[3]对人牙周膜细胞进行体

外研究发现β-隐黄素可抑制牙周致病菌诱导的牙周

膜细胞中炎症因子的产生。笔者前期研究发现,β-
隐黄素可降低牙周组织中的核因子κB受体活化因

子配体/骨保护素(receptor
 

activator
 

of
 

nuclear
 

fac-
tor-kappa

 

B
 

ligand/osteoprotegerin,RANKL/

OPG)比值,减少成熟的破骨细胞数目[4]。所以推

测β-隐黄素可能通过抗炎作用抑制炎症因子释放,
从而调控RANKL和 OPG的表达,阻止牙周炎导

致的牙槽骨吸收,用于牙周炎及全身炎症性疾病的

预防和治疗。本实验旨在研究β-隐黄素干预下牙周

炎大鼠牙周组织及血清中炎症因子的水平,探讨其

对牙周炎的影响及作用机制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂及器械 β-隐黄素(美国Sigma公

司)溶于玉米油中,配成1
 

g/L溶液;脂多糖(lipopo-
lysaccharide,LPS,北京索莱宝科技有限公司)溶于

生理盐水中,配成1
 

g/L溶液;酶联免疫吸附试验

(enzyme
 

linked
 

immunosorbent
 

assay,
 

ELISA)试
剂盒(武汉伊莱瑞特生物科技有限公司);兔抗鼠白

细胞介素-1β(interleukin-1β,
 

IL-1β)、肿瘤坏死因

子-α(tumor
 

necrosis
 

factor-α,
 

TNF-α)多克隆抗体

(武汉博士德生物工程有限公司);二氨基联苯胺

(diaminobenzidine,DAB)试剂盒(北京中杉生物技

术有限公司);Bio-Rad
 

iMark酶标仪(北京友华照

钦医疗器械有限公司);低速离心机(湖南赫西仪器

装备有限公司);日本Olympus显微照相系统(北京

新华腾达科技有限公司);LEICA
 

SM2000R组织切

片机(德国莱卡 Microsystems
 

Nussloch公司);显
微外科器械等。

1.2 实验动物及分组 30只8周龄雄性SD大鼠

(山东省济南朋悦实验动物繁育有限公司提供),许

可证号:SCXK(鲁)20140007,无特定病原体(specif-
ic

 

pathogen
 

free,SPF)级,体重280~300
 

g,于河南

省中医药研究院实验动物中心进行分笼饲养,自由

摄取食物和水。大鼠适应性喂养1周后,随机分为

3组,每组10只:空白对照组(N组);牙周炎组(P
组):牙周炎模型+玉米油;β-隐黄素干预组(E组):
牙周炎模型+β-隐黄素。本研究已通过本院动物伦

理委员会批准。

1.3 方法

1.3.1 建 立 牙 周 炎 模 型  7% 水 合 氯 醛 以

3
 

mL/kg的剂量对大鼠麻醉后,P组和E组分别选

取直径为0.2
 

mm的正畸结扎丝线于双侧上颌第二

磨牙牙颈部进行结扎,同时在龈沟内注射LPS(每
只30

 

μL)
[5],每48

 

h注射1次,共3次。

1.3.2 分组处理 β-隐黄素干预组(E组)每次注

射LPS的同时在相 同 位 点 注 射β-隐 黄 素(每 只

12
 

μL)
[6],每48

 

h注射1次,共3次。P组于相同

位点注射等量的玉米油作为对照。注射后第7天,
腹主动脉采血后室温下静置30

 

min~1
 

h,低温离心

取血清于-20
 

℃冰箱中保存,处死大鼠,取右侧上

颌组织(含牙齿、牙龈、牙槽骨)于福马林溶液中固

定,左侧上颌分离牙龈组织于-20
 

℃冰箱中保存备

用。

1.3.3 组织学和免疫组织化学分析 固定后的右

侧上颌组织于10%乙二胺四乙酸(Ethylene
 

diam-
ine

 

tetraacetic
 

acid,EDTA)脱钙液中脱钙4~6周

后,梯度乙醇脱水,二甲苯溶液透明,石蜡包埋,沿近

远中方向切成4
 

μm 厚的切片,苏木精-伊红溶液

(haematoxylin
 

and
 

eosin,HE)染色,观察组织形态

学变化。免疫组织化学染色分析IL-1β和 TNF-α
的特异性表达。一抗用兔抗鼠IL-1β、TNF-α多克

隆抗体(稀释浓度为1∶100),操作步骤严格按照说

明书进行,显微镜下观察拍照。免疫组织化学染色

呈棕黄色、棕褐色或褐色区域为阳性表达。每张切

片于牙槽嵴顶附近选取3个区域,Image
 

Pro
 

Plus
图像分析系统检测总光密度值及所选区域总面积。
平均光密度值为总光密度值/区域总面积。

1.3.4 ELISA检测 将牙龈组织称重,按比例加

入生理盐水,放入组织匀浆器中制备匀浆,离心取上

清液,ELISA法测定牙龈组织中IL-1β、TNF-α、前
列腺素E2

 

(prostaglandin
 

E2,PGE2)的含量。同样
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采用ELISA法检测血清中3种炎症因子的含量,均
严格按说明书操作,操作如下:(1)将样品从冰箱取

出,平衡至室温,按比例配制洗涤液和各工作液;(2)
将每个浓度的工作液并列加入前两列孔中,待测样

品加入到其他孔中,每孔100
 

μL,给酶标板覆膜,

37
 

℃孵育90
 

min;(3)弃液甩干,加入生物素化抗体

工作液100
 

μL,覆膜后37
 

℃温育1
 

h;(4)甩尽液体

后加入洗涤液浸泡1~2
 

min,吸取液体,重复洗涤

3次。(5)每孔加酶结合物工作液100
 

μL,覆膜后

37
 

℃温育30
 

min;(6)弃液甩干,洗涤5次后每孔加

入底物溶液90
 

μL,覆膜后37
 

℃避光孵育15~
30

 

min;(7)每孔加入终止液50
 

μL,终止反应后立

即用酶标仪在450
 

nm波长处测定各孔A 值;(8)以

A 值作为纵坐标,各标准品浓度作为横坐标,绘制

标准曲线,再根据标准曲线及各样品的A 值计算牙

龈组织和血清中各炎症因子浓度。

1.4 统计学分析 采用SPSS
 

21.0统计软件进行

分析,计量资料以x±s表示,3组间比较采用单因

素方差分析;方差齐时,组间比较采用Bonferroni’s
检验;方差不齐时,组间比较采用Dunnetti’s检验;
两两比较采用LSD-t检验,以P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

  在整个实验过程中未见大鼠出现死亡,健康状

况良好,结扎丝未脱落,所有大鼠牙周炎模型建立成

功。

2.1 体重变化 实验后,每组大鼠体重均较实验前

增加,实验前以及实验后3组大鼠之间体重差异均

无统计学意义(P>0.05),见表1。

2.2 组织学分析 HE染色可见,N组龈乳头充满

邻间隙,结合上皮最顶端附着于釉牙骨质界处。P
组结合上皮向根方迁移,牙周袋形成,牙槽骨明显吸

收。E组结合上皮略向根方迁移,牙周袋较浅,牙槽

嵴顶少量吸收。N组和E组牙龈组织中炎症细胞

浸润较少,牙周膜纤维排列正常。而P组牙龈组织

中大量炎细胞浸润,牙周膜增宽,牙周膜纤维排列紊

乱,可见较多成熟破骨细胞,见图1。
 

表1 实验前后大鼠体重

Tab.
 

1 Weight
 

of
 

rats
 

before
 

and
 

after
 

the
 

experiment

g,x±s

组别 实验前体重 实验后体重

N组 321.80± 9.85 381.00±11.53
P组 328.90±11.03 379.90± 7.53
E组 321.10±11.54 375.80±11.27

G:牙龈结缔组织;D:牙本质;C:牙骨质;AB:牙槽骨;PL:牙周韧带;

CEJ:釉牙骨质界;OC:破骨细胞

图1 大鼠牙周组织苏木精-伊红染色

Fig.
 

1 HE
 

staining
 

of
 

rat
 

periodontal
 

tissues.

2.3 IL-1β、TNF-α的免疫组织化学分析 牙周组

织中炎症因子的免疫组织化学染色结果见图2。与

图2 大鼠牙周组织免疫组织化学染色(×400)

Fig.
 

2 Immunohistochemistry
 

staining
 

of
 

rat
 

periodontal
 

tissues
 

(×400).
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表3 大鼠牙龈组织中炎症因子含量

Tab.
 

3 The
 

level
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

gingival
 

tissues
 

of
 

rats ng/L,x±s

组别 IL-1β TNF-α PGE2

N组 30.71±10.59 210.24±25.51 26.61±6.39
P组 208.66±126.10*2 511.75±111.87*2 109.95±21.47*2

E组 70.41±38.22*1*2 338.42±65.88*1*2 53.53±8.37*1*2

  注:与N组比较,*1
 

P<0.001;与P组比较,*2
 

P<0.001

表4 大鼠血清中炎症因子含量

Tab.
 

4 The
 

level
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

serum
 

of
 

rats ng/L,x±s

组别 IL-1β TNF-α PGE2

N组 38.41±9.11 89.87±30.08 34.43±14.19
P组 168.26±86.55*2 418.20±106.98*2 113.24±21.92*2

E组 76.22±38.57*1*2 183.33±46.89*1*2 80.09±15.26*1*2

  注:与N组比较,*1
 

P<0.001;与P组比较,*2
 

P<0.001

表2 大鼠牙周组织中炎症因子的表达

Tab.
 

2 The
 

expression
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

rat
 

periodontal
 

tissues x±s

组别 IL-1β的 MOD TNF-α的 MOD

N组 36.80±1.66 38.10±1.08
P组 93.17±3.02*1 94.96±2.18*1

E组 43.69±2.42*1*2 61.50±3.03*1*2

 注:MOD,平均光密度值。与N组相比,*1
 

P<0.001;与P组相

比,*2
 

P<0.001

N组比较,E组和P组中IL-1β和TNF-α的表达均

增加(P<0.05);与 P组比较,
 

E组中IL-1β和

TNF-α的表达均显著减少(P<0.05),见表2。

2.4 ELISA检测结果分析 E组和P组牙龈组织

和血清中IL-1β、TNF-α、PGE2 水平均显著高于 N
组(P<0.05);而 E组牙龈组织和血清中IL-1β、

TNF-α、PGE2 水平均显著低于P组(P<0.05),但
高于N组(P<0.05)。

3 讨论

  有研究报道,炎症因子在牙周炎的发生发展中

发挥重要作用。牙周组织的破坏除了致病菌的直接

作用外,宿主免疫炎症反应也是造成或加重组织破

坏的重要原因。在宿主反应过程中,一系列的炎性

介质起到了至关重要的作用,尤以IL-1β、TNF-α及

PGE2 与牙周炎关系最为密切,它们不仅可以直接

导致牙周结缔组织损伤及牙槽骨的吸收,还可以进

一步影响宿主炎症和免疫反应进程。因此,目前认

为,控制炎症反应的发生是治疗此类炎症性疾病的

关键。牙周致病菌定植后,产生大量毒性物质如脂

多糖和蛋白酶直接刺激牙龈成纤维细胞,同时还可

以激 活 和 趋 化 单 核 细 胞、巨 噬 细 胞,分 泌IL-8、

TNF-α、PGE2 、IL-1、IL-6、基质金属蛋白酶(matrix
 

metalloproteinase,MMP)等炎症介质,这些炎症介

质又反过来激活血管平滑肌细胞、成纤维细胞、单核

细胞、巨噬细胞,导致活化蛋白-1(activator
 

protein-
1,AP-1)蛋白和核因子-κB(nuclear

 

factor-kappa-
binding,NF-κB)通路活化,使PGE2 及 MMP等产

生进一步增加,RANKL表达增加,激活破骨细胞

(osteoclast,OC),从而导致组织损伤和骨吸收[1,7]。
因此,寻找一种能够降低全身及局部组织炎症反应

并且安全、不良反应小、成本低的天然化合物预防及

治疗牙周炎尤为重要。

  既往研究结果表明,β-隐黄素具有抗氧化和提

高免疫力的作用,可抑制全身炎症反应[8]。本实验

采取结扎联合注射LPS的方法进行造模,诱导牙周

组织炎症反应。造模后牙龈红肿,牙齿轻微松动,牙
龈出现不同程度退缩。组织学检查结果显示,牙周

炎组结合上皮向根方迁移,炎性细胞浸润增加,牙槽

骨明显吸收。而实验组牙龈红肿明显减轻,炎细胞

浸润明显减少,结合上皮附着于釉牙骨质界稍根方,
骨吸收减少。表明β-隐黄素对牙周炎的组织破坏有

一定的抑制作用。

  β-隐黄素对各种疾病的预防和治疗并不是单一

作用结果,其作用机制十分复杂。β-隐黄素可通过

抑制炎症细胞的活化,减少炎症因子释放,抑制

RANKL的表达。前期研究发现,β-隐黄素可使

OPG表达增加,RANKL表达下降,RANKL/OPG
比值降低,抑制实验性牙周炎破骨细胞的产生。本

实验通过对牙龈组织进行检测发现,P组和E组牙

龈中IL-1β、TNF-α及PGE2 水平均显著高于N组。

β-隐黄素干预组中,牙龈组织中IL-1β、TNF-α及

PGE2 水平均显著低于P组,表明β-隐黄素可能通

过减少牙周组织中炎症因子的释放,抑制NF-κB活

化,下调RANKL/OPG比值,进而抑制破骨细胞的
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活化,减少成熟破骨细胞数目,从而减少炎症性骨吸

收。

  牙周组织炎症状态下,常表现为袋内壁上皮水

肿、白细胞密集浸润,并常有表面糜烂或溃疡,牙周

袋内产生的促炎症反应免疫介质通过弥漫性溃疡进

入循环系统,导致全身炎症介质水平升高,引起系统

性疾病。如PGE2 水平升高可增加早产低体重儿的

风险;IL-1β、TNF-α等升高可增加胰岛素抵抗;此外

血清中炎症因子水平升高还可增加类风湿性关节

炎、慢性阻塞性肺疾病[9]及肾脏疾病患病风险。此

外,大量研究已证实牙周病患者的血液中可测得较

高水平的IL-1β、TNF-α等炎症介质,能够增加血管

通透性及趋化炎症细胞聚集。IL-1β、TNF-α、IL-6
等多种急性期反应炎症因子与动脉粥样硬化的形

成、发展和斑块破裂相关[10]。本实验通过对外周血

检测发现,β-隐黄素干预组中,血清IL-1β、TNF-α及

PGE2 水平高于正常组,但均显著低于牙周炎组,说
明β-隐黄素在降低牙龈组织中炎症因子水平的同

时,也可以降低血清中炎症因子水平。Linden等[11]

通过流行病学调查发现,血清中β-隐黄素的水平与

牙周炎患病率相关,牙周炎患者血清中β-隐黄素水

平明显较低。以上研究结果表明,β-隐黄素可能通

过降低血清中IL-1β、TNF-α、PGE2 等炎症因子水

平,抑制全身或局部组织炎症反应。因此,β-隐黄素

可能用于预防和治疗与全身炎症性疾病相关的牙周

疾病。

  综上所述,β-隐黄素对牙周组织发挥保护作用,
可减轻局部和全身的炎症反应和氧化应激,从而减

少骨吸收。同时,本实验为β-隐黄素可能应用于牙

周疾病及全身炎症性疾病的预防和治疗提供了有力

的证据,但其具体作用机制还尚未明确,有待于进一

步研究。
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