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[摘要] 目的 通过检测高咬合状态下小鼠牙龈组织中血管内皮细胞生长因子(VEGF)及β-catenin表达的

变化,探讨VEGF及 Wnt/β-catenin信号通路在牙龈组织改建中的作用。方法 选取4周龄昆明种雄性小鼠30
只,随机分为对照组和实验组,每组15只小鼠。通过拔除小鼠右侧上颌全部磨牙的方法建立实验组小鼠高咬合模

型。分别于术后第3、7、14、28、56天,每组每次随机选取3只小鼠麻醉后处死,分离左侧下颌第一磨牙及牙龈组

织,使用苏木精-伊红(HE)染色观察牙龈组织结构的变化,使用免疫组化染色方法检测牙龈组织中 VEGF以及

β-catenin表达的变化。结果 HE染色显示,实验组拔牙后第14天牙龈组织明显增厚,血管数量增多。免疫组化

检测结果显示,对照组不同时间点牙龈组织中 VEGF、β-catenin表达比较,差异无显著性(P>0.05)。实验组不同

时间点牙龈组织中VEGF、β-catenin表达比较,差异有显著性(F=250.4、343.9,P<0.01)。除拔牙后第56天外,两
组其余时点牙龈组织VEGF、β-catenin表达比较差异均有显著性(F=5.7~38.4,P<0.05)。结论 高咬合状态下,

牙龈组织中VEGF及β-catenin表达的变化影响牙龈组织的改建。
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[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheroleofvascularendothelialgrowthfactor(VEGF)andtheWnt/β-cateninsigna-

lingpathwayingingivaltissuesremodelingbymeasuringthechangesinVEGFandβ-cateninexpressioninmousegingivaltissues

underhyperocclusion. Methods ThirtymaleKunmingmiceagedfourweekswererandomlydividedintocontrolgroup(n=15)

andexperimentalgroup(n=15).Alltherightmaxillarymolarsofmiceintheexperimentalgroupwereextractedtoestablishahy-

perocclusionmodel.Onthe3rd,7th,14th,28th,and56thdaysafteroperation,threemiceineachgroupwererandomlyselected

andsacrificedunderanesthesia.Theirleftmandibularfirstmolarswiththegingivaltissueswereisolated.Hematoxylin-eosin(HE)

stainingwasperformedtoobservethehistologicalchangesofthegingiva,andimmunohistochemicalstainingwasusedtomeasure

thechangesinVEGFandβ-cateninexpressioninthegingivaltissues. Results TheHEstainingshowedthatintheexperimental

group,thethicknessofgingivaltissuesandthenumberofbloodvesselsincreasedonday14aftertoothextraction.Theresultsof

immunohistochemicalexaminationshowedthatinthecontrolgroup,therewerenosignificantdifferencesintheexpressionof

VEGFandβ-catenininthegingivaltissuesbetweendifferenttimepoints(P>0.05);whileintheexperimentalgroup,therewere

significantdifferencesinthatbetweendifferenttimepoints(F=250.4,343.9,P<0.01).Atalltimepointsexceptthe56thdayaf-

tertoothextraction,thereweresignificantdifferencesintheexpressionofVEGFandβ-catenininthegingivaltissuesbetweenthe

twogroups(F=5.7-38.4,P<0.05). Conclusion Underhyperocclusion,changesintheexpressionofVEGFandβ-cateninin

gingivaltissuesaffecttheremodelingofgingivaltissues.
[KEYWORDS] Biteforce;Gingiva;Vascularendothelialgrowthfactors;Wntsignalingpathway;betacatenin;Models,

animal;Mice

  咬合力是维持牙周内环境稳态的主要因素,对
牙周膜(PDL)的发育、成熟、形态和功能的维持以及

牙槽骨的改建等起重要作用[1-2]。然而,临床上也常

常观察到导致咬合力异常增高的情况,如牙齿早接

触、磨牙症等。咬合力异常对PDL和牙槽骨的影响

已有大量报道[3-6],但是对牙龈组织改建的影响却鲜

有研究。血管内皮细胞生长因子(VEGF)是一种重

要的促血管生成因子,其表达与咬合力的刺激密切

相关[7-8]。研究证实VEGF在机械力刺激的牙周组

织改建中起重要作用[9]。Wnt/β-catenin信号通路

是一条高度保守的信号通路,对于维持牙周组织内

环境稳态有重要意义[10-12]。我们在前期研究中发

现,咬合力的改变可以引发PDL以及牙槽骨的一系

列适应性改建,而 Wnt/β-catenin信号通路在这一
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过程中发挥着重要的调节作用[13-14]。本研究通过建

立小鼠高咬合模型,观察高咬合状态下小鼠牙龈组

织中VEGF和β-catenin表达的变化情况,并进一步

探讨 Wnt/β-catenin信号通路在小鼠牙龈组织改建

中的作用。

1 材料和方法

1.1 主要试剂及设备

DAB显色试剂盒、SABC试剂盒(北京中杉金

桥生物技术有限公司),兔抗人EBNA-1单克隆抗

体以及兔抗人EBNA-2单克隆抗体(北京博奥森生

物技术有限公司),光学倒置显微镜(日本Olympus
公司)。

1.2 实验分组以及动物模型的建立

4周龄雄性昆明种小鼠(购买自青岛大学动物

实验室)30只,体质量(25±5)g,无龋坏,无牙周组

织疾病,牙列完整。所有动物均常规饲养于青岛大

学动物实验室内,保持室温25℃,室内湿度56%,

12-12h明暗交替环境,标准饮食,自由饮水。将小

鼠随机分为对照组和实验组,每组15只小鼠。小鼠

适应性喂养1周后,麻醉状态下拔除实验组小鼠右

侧上颌3颗磨牙。对照组仅进行麻醉处理。

1.3 标本制备

分别于拔牙后第3、7、14、28、56天,每组每次随

机选取3只小鼠麻醉下处死小鼠。以40g/L多聚

甲醛行心脏灌注固定。取出左侧下颌骨磨牙区骨段

(含牙龈组织),浸泡于40g/L多聚甲醛缓冲液中,
于4℃环境中加强固定24h;然后将标本移至ED-
TA中脱钙3~4周,梯度乙醇脱水,石蜡包埋,沿左

侧下颌第一磨牙近远中方向连续5μm厚切片,切
片行苏木精-伊红(HE)染色及免疫组织化学染色。

1.4 HE染色

牙龈组织切片行常规二甲苯脱蜡,梯度乙醇脱

水,切片置于苏木精中染色5min,氨水中返蓝30s,
然后置于伊红溶液中染色2min;随后切片行梯度

乙醇脱水,二甲苯透明,用中性树胶封片,将切片置

于显微镜下观察。

1.5 免疫组织化学染色检测牙龈组织中VEGF及

β-catenin的表达

牙龈组织切片行常规二甲苯脱蜡,梯度乙醇脱

水,室温下将稀释的一抗滴加到切片上,孵育12h。
用含卵白蛋白的PBS稀释二抗,滴加到切片上,在
室温下孵育30min。将切片置于DAB溶液中孵育

1~5min,然后苏木精复染,中性树胶封片。于显微

镜下观察下颌第一磨牙舌侧牙龈结缔组织,以细胞

质中出现棕黄色或棕褐色颗粒定义为阳性细胞。光

镜下,每张切片随机选取3个高倍视野(1000倍),
计数视野内阳性细胞总数,并计算阳性细胞表达率。
阳性细胞表达率=阳性细胞总数/细胞总数。

1.6 统计学分析

使用Image-ProPlus6.0图像分析软件包处理

数据,阳性细胞率以􀭺x±s表示,组间比较采用重复

测量设计的方差分析,以P <0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 高咬合状态对牙龈组织形态学的影响

HE染色结果显示,拔牙后第14天实验组小鼠

牙龈组织较对照组明显增厚,血管数量增多(图1)。

A、B分别为对照组、实验组拔牙后第14天;je:结合上皮,e:牙

釉质;红色箭头指示血管;HE染色,200倍

图1 牙龈组织HE染色结果

2.2 高咬合状态对牙龈组织中VEGF表达的影响

时间、组别、时间与组别交互作用对两组牙龈组

织VEGF表达有明显的影响(F时间=184.8,F组别=
844.7,F交互 =188.2,P<0.01)。对照组不同时间点

牙龈组织VEGF阳性表达率相比较差异无显著性

(P>0.05)。实验组不同时间点牙龈组织VEGF阳

性表达率比较差异有显著性(F=250.4,P<0.01)。
除拔牙后第56天外,两组其余时点牙龈组织VEGF
阳性表达率比较差异均具有显著性(F=5.7~20.8,
P<0.05)。见图2A~F、表1。

2.3 高咬合状态对牙龈组织中 Wnt/β-catenin信号

通路的影响

时间、组别、时间与组别交互作用对两组牙龈组

织β-catenin的阳性表达率具有明显的影响(F时间=
204.4,F组别=379.7,F交互=206.0,P<0.01)。对照
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组不同时间点牙龈组织β-catenin阳性表达率比较

差异无显著意义(P>0.05)。实验组不同时间点牙

龈组织β-catenin阳性表达率比较差异具有显著意

义(F=343.9,P<0.01)。除拔牙后第56天,两组

其余时间点牙龈组织β-catenin阳性表达率均差异

显著(F=5.9~38.4,P<0.05)。见图2G~L、表2。

A~F:VEGF免疫组化染色;G~L:β-catenin免疫组化染色。A、G:对照组,B、H:实验组拔牙后第3天,C、I:实验组拔牙后第7天,D、J:实

验组拔牙后第14天,E、K:实验组拔牙后第28天,F、L:实验组拔牙后第56天。免疫组织化学染色,400倍

图2 牙龈组织VEGF及β-catenin免疫组化检测结果

表1 不同时间点两组小鼠牙龈组织中VEGF阳性表达率比较(χ/%,􀭵x±s)

分组 第3天 第7天 第14天 第28天 第56天

对照组 5.33±0.93 5.26±0.56 5.14±0.76 5.68±0.45 5.10±0.77
实验组 9.69±0.54 24.56±1.39 39.85±2.23 11.91±0.76 4.61±0.51

表2 不同时间点两组小鼠牙龈组织中β-catenin阳性表达率比较(χ/%,􀭵x±s)

分组 第3天 第7天 第14天 第28天 第56天

对照组 5.84±1.09 5.88±0.49 5.52±0.70 5.42±0.66 5.61±0.80
实验组 11.07±0.64 18.26±0.58 27.93±0.43 11.88±0.50 5.52±0.97

3 讨  论

3.1 高咬合状态对牙龈组织中VEGF表达的影响

在牙周组织中,VEGF主要表达于血管内皮细

胞、成骨细胞、破骨细胞以及成纤维细胞的细胞质

中,参与牙周组织的改建与修复。VEGF是主要的

血管生成因子,能够以自分泌因子的形式,作用于血

管内皮细胞,促进新生血管的形成;同时,VEGF也

能够以旁分泌因子的形式,作用于成骨细胞、破骨细

胞以及成纤维细胞,增强细胞活性,促进细胞的增殖

和分化,从而生成新生骨组织及胶原纤维[15-19]。研

究发现,在正畸牙移动过程中,受压的PDL细胞能

够产生VEGF,促进血管生成,同时,在骨吸收陷窝

的破骨细胞中也可观察到VEGF的表达,VEGF通

过调节局部血液循环和骨代谢来促进PDL内在平

衡,在牙周改建中发挥关键作用[20]。通过构建咬合

功能恢复的动物模型,MOTOKAWA等[21]发现咬

合刺激可调节PDL细胞中 VEGF的表达,从而诱

导破骨细胞增殖,导致牙槽骨吸收。本研究在牙龈

组织中也发现了类似的改变,高咬合状态下,牙龈组

织中的VEGF表达增加,从而促进了血管生成,建
立了有效的血液循环,为牙龈改建提供充足的营养

物质。VEGF的增加意味着血管及组织的新生,这
与本研究观察到牙龈组织的增厚相一致。本研究实

验组VEGF的表达在拔牙后第14天时达峰值,然
后逐渐下降,第56天时与对照组比较无明显差异,
提示在高咬合状态作用下,牙龈组织通过一系列的

改建作用,最终适应了高咬合状态,达到了新的生理

平衡。

3.2 高咬合状态对牙龈组织中 Wnt/β-catenin信号

通路的影响

Wnt/β-catenin信号通路可以通过介导机械信

号转导调节细胞的增殖和分化,对维持PDL和牙槽

骨稳态具有重要意义[22-26]。研究发现,经典的 Wnt
通路能够介导PDL细胞中的压力信号转导,通过其

下游靶点调控成骨分化,并在体外通过平衡成骨细

胞核因子κB受体活化受体和骨保护素的表达参与

破骨形成[27]。牙龈成纤维细胞是牙龈组织中的主

要应力细胞,静压力通过影响牙龈成纤维细胞中的

糖原合成酶激酶-3β/β-catenin信号轴与α-平滑肌肌

动蛋白的表达,将机械信号转变为生物信号,引发一

系列生理活动,从而参与牙龈组织的改建过程[28]。
在本研究中,高咬合状态下,牙龈组织中β-catenin
表达增加,并持续升高至拔牙后第14天,然后下降。
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这一结果与本课题组之前在PDL中观察到的结果

相一致[13]。提示高咬合状态可能是通过调控 Wnt/

β-catenin信号通路来影响牙龈组织的改建。

3.3 Wnt/β-catenin信号通路对牙周组织改建影响

本课题组前期的研究观察到,在高咬合状态下,

PDL和牙槽骨初期表现为组织的破坏和细胞的凋

亡,然而随着时间推移,组织的修复和细胞的增殖显

示优势,最终呈现为PDL纤维增粗、排列致密和牙

槽骨密度的增加,这些结果提示牙周组织通过改建

来适应高咬合状态。课题组进一步利用转基因小鼠

体内细胞系追踪技术,证明了 Wnt/β-catenin信号

通路对PDL和牙槽骨中的一系列组织和细胞学的

改变起调控作用[13]。本实验中,高咬合状态的刺激

引发牙龈组织中β-catenin和VEGF的表达增强,两
者都呈现出先升高后降低的变化趋势,提示在牙龈

组织中,增强的咬合力可能同样通过 Wnt/β-catenin
信号通路调控VEGF的表达,从而影响牙龈组织的

改建,以适应新的咬合状态,维护牙周组织的健康。
这一研究结果与其他学者所报道的 Wnt/β-catenin
信号通路在 VEGF表达和血管生成过程中发挥重

要作用的结论相一致[29-30]。
综上所述,高咬合状态可能通过 Wnt/β-catenin

信号通路调节牙龈组织中VEGF的表达,影响牙龈

组织的改建,具体机制尚待进一步研究。
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