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限制性应激在实验性牙周炎牙槽骨吸收中的作用
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　　摘　要：目的　通过建立大鼠在限制性应激条件下实验性牙周炎动物模型，探讨限制性应激在实验性牙周炎发展过程中的作

用。方法　４８只雄性ＳＤ大鼠用０．０１２ｍｍ不锈钢丝线结扎左上颌第一磨牙后，随机分为两组，一组为应激组（给予限制性应

激），另一组为非应激组（单纯结扎），结扎后１、２、３、４周后检测牙龈指数。每组大鼠分别在施加应激后第２、３、４、５周随机各取６

只处死，应激指标促肾上腺皮质激素（ＡＣＴＨ）、皮质酮激素（ＣＯＲＴ）在血清中的含量，以及牙槽骨丧失程度（ＡＬ）。结果　大鼠结

扎后的左上颌第一磨牙牙龈指数均高于未结扎的右上颌第一磨牙，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；应激组 ＡＣＴＨ和ＣＯＲＴ含量

均高于非应激组（犘＜０．０１）；应激组结扎区ＡＬ明显高于非应激组，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；应激组前４周ＡＬ与时间成正

比，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　应激可以加重牙槽骨的吸收，并且随着应激时间的增加，牙槽骨吸收的程度也会有所

增加。
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　　牙周炎（ｐｅｒｉｏｄｏｎｔｉｔｉｓ）是人类最常见的口腔感染性疾病之

一，是造成牙槽骨吸收、牙松动脱落的主要原因，对口腔组织的

健康有很大的危害。大量研究发现，牙周微生物在牙周病的发

病中是必需的始动因素，但单纯的细菌因素不足以解释疾病的

复杂性和严重性。易感的宿主及某些能增加宿主易感性的因

素是影响牙周病发生、发展和对治疗反应的重要因素［１］。应激

指机体在遭受各种有害刺激时所处的一种状态，此状态的基础

是体内出现一系列神经内分泌反应［２４］。许多心理免疫学和流

行病学研究证实，免疫系统作为牙周病的调节因素，可被心理

应激反应通过神经内分泌系统影响并调节牙周炎的发生［５６］。

本研究拟通过建立大鼠应激牙周炎实验动物模型，探讨限

制性应激在实验性牙周炎发生、发展过程中的作用，从而为进

一步阐明应激在牙周炎发生过程中的作用提供实验依据和理

论基础。

１　材料与方法

１．１　建立大鼠实验性牙周炎动物模型　清洁级雄性ＳＤ大鼠

４８只，６周龄，体质量１６０～１８０ｇ，购于重庆医科大学实验动物

中心。无特殊致病菌的环境中适应性饲养１周后实验。这项

研究中所有大鼠的处理得到中国重庆医科大学动物伦理委员

会同意。

实验性牙周炎模型的建立：参照 Ｋｉｍｕｒａ等
［７］的方法，选

定大鼠左上颌第一磨牙为实验牙，在其颈部用浸有牙周致病菌

的０．０１２ｍｍ不锈钢结扎丝进行结扎，并使结扎丝尽量位于龈

沟内，结扎丝在整个实验过程中一直保留作为口腔微生物的滞

留装置（图１）。右上颌第一磨牙不做任何处理，作为阴性

对照。

１．２　实验分组　结扎后随机分为应激组和非应激组，每组分

２个亚组，各１２只。空白组（Ｇ１组）：非应激大鼠右上颌第一

０１６ 重庆医学２０１３年２月第４２卷第６期
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磨牙；单纯性牙周炎组（Ｇ２组）：非应激大鼠左上颌第一磨牙；

限制性应激组（Ｇ３组）：应激大鼠右上颌第一磨牙；限制性应

激＋牙周炎组（Ｇ４组）：应激大鼠左上颌第一磨牙。应激刺激

方案执行后第２、３、４、５周，在应激大鼠和非应激大鼠中随机处

死６只。

１．３　牙龈指数的测量　参照文献［８］报道对牙龈情况进行分

级。０表示牙龈健康；１表示牙龈轻度炎症：牙龈的颜色有轻度

改变并轻度水肿，探诊不出血；２表示牙龈中等炎症：牙龈色

红，水肿光亮，探诊出血；３表示牙龈严重炎症：牙龈明显红肿

或有溃疡，并有自动出血倾向。栓丝后１、２、３、４周后，使用钝

头牙周探针检查大鼠牙周情况，探诊检查实验牙牙龈的颊侧中

部、颊侧远中和腭侧中部、腭侧远中，这４个点的均值代表该牙

的分数。

图１　　结扎左上颌第一磨牙

１．４　应激刺激方案　牙周炎实验动物模型建立成功后，随机

选取２４只大鼠进行限制性应激刺激：将大鼠用自制的大鼠制

动器（图２）固定身体，动物不能随意移动，不能进食，可以进

水，每天制动１２ｈ。

图２　　大鼠制动器

１．５　促肾上腺皮质激素（ＡＣＴＨ）、皮质酮（ＣＯＲＴ）的测定　

各组大鼠处死前于非麻醉状态下取尾部末梢血０．５ｍＬ置于

肝素抗凝管，冰冻保存待测；麻醉后心脏穿刺取血２ｍＬ置于

肝素抗凝管，３７℃恒温水浴２ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取

上清液（血浆），冰冻保存待测；将血液和血浆标本采用放射免

疫分析法分别测定ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ。

１．６　检测牙槽骨丧失程度（ＡＬ）　各组大鼠处死后取上颌骨，

去净软组织，用１％亚甲基蓝液显示牙槽嵴顶的位置。测量上

颌第一磨牙颊侧中部、颊侧远中、腭侧中部、腭侧远中的釉牙骨

质界至牙槽嵴顶的距离，这４个位点测量值的均值作为该牙

的ＡＬ。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行数据处理，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大鼠牙周炎动物模型牙龈指数　在各个时间段，牙周结

扎侧牙龈指数明显高于未结扎侧（犘＜０．０１）。证实牙周结扎能

造成大鼠实验性牙周炎，见表１。

表１　　牙龈指数（狓±狊）

组别 第１周 第２周 第３周 第４周

牙周未结扎侧 ０．３３±０．１１ ０．４４±０．１４ ０．４１±０．２１ ０．３８±０．１７

牙周结扎侧 ０．６４±０．１４１．２２±０．２２１．７６±０．２５２．３８±０．１７

　　：犘＜０．０１，与牙周未结扎侧比较。

２．２　ＡＣＴＨ和ＣＯＲＴ检测结果　应激组大鼠体内的 ＡＣＴＨ

和ＣＯＲＴ水平明显高于同时期非应激组大鼠（犘＜０．０１），见表

２。在前３周，应激组大鼠 ＡＣＴＨ 水平呈递增趋势，但第５周

ＡＣＴＨ水平含量较第４周有所下降。从第２周开始，应激组

大鼠ＣＯＲＴ含量逐渐增高，并且第５周应激组大鼠ＣＯＲＴ含

量与非应激组相比差距最明显（犘＜０．０１），见表３。

表２　　ＡＣＴＨ含量比较（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 第２周 第３周 第４周 第５周

非应激组 ４０．６２±６．９８ ４６．１８±９．８０ ４６．１２±８．８４ ４９．６２±４．４０

应激组 ６６．７２±７．０８ ９１．４４±４．５９ ９６．４８±１４．０１８５．９４±５．９９

　　：犘＜０．０１，与非应激组比较。

表３　　ＣＯＲＴ含量比较（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

分组 第２周 第３周 第４周 第５周

非应激组 ２０７．３８±１９．４９ ２１７．７６±５２．２８ ２１５．９０±１１．０１ ２４１．６２±３２．８３

应激组 ３７０．１８±２８．１５３４７．８８±４０．３３３８３．１０±３１．５８４１１．６６±９．７８

　　：犘＜０．０１，与非应激组比较。

２．３　ＡＬ检测结果　通过对Ｇ１组和Ｇ２组大鼠上颌第一磨牙

ＡＬ的比较可以发现，栓丝后的Ｇ２组大鼠的 ＡＬ均高于未栓

丝的Ｇ１组大鼠（犘＜０．０１）。从第２周开始，ＡＬ逐渐增高，证

明牙周炎大鼠的模型建立成功。与Ｇ２组比较，在给予限制性

应激处理后的Ｇ４组大鼠的ＡＬ均明显高于在同一时间检查的

Ｇ２组大鼠（犘＜０．０１），并且第５周两组间差距最大。通过对

Ｇ４组大鼠不同时间内检测的 ＡＬ数据进行分析可以发现，从

第２周开始，随着应激时间的增加，ＡＬ也会有所增加（犘＜

０．０１）。Ｇ１组和Ｇ３组之间没有明显差异（犘＞０．０５），见表４。

表４　　各组ＡＬ检测结果（狓±狊，ｍｍ）

组别 第２周 第３周 第４周 第５周

Ｇ１组 ０．０６±０．０２ ０．０７±０．０２ ０．０８±０．０４ ０．１０±０．０５

Ｇ２组 ０．８３±０．１４ １．０６±０．２０ １．１７±０．１９ １．４２±０．２６

Ｇ３组 ０．０８±０．０５ ０．１０±０．０４ ０．０７±０．０５ ０．０９±０．０４

Ｇ４组 １．９０±０．１４ ２．３９±０．２２ ２．６８±０．１９ ２．９８±０．２２

３　讨　　论

３．１　模型建立的评价　国外有研究结果证明，大鼠是啮齿类

动物，其牙槽骨、牙龈及牙周组织学特征与人类相似，适合作为

牙周炎动物模型。ＳＤ大鼠的生物学特性还包含：（１）是昼伏夜

动杂食动物；（２）喜啃咬，性情较温顺，抗病力强；（３）大鼠汗腺

不发达；（４）嗅觉灵敏；（５）对噪声敏感；（６）垂体、肾上腺功能发

达，应激反应敏感，行为表现多样等。基于上述这些特性，ＳＤ

大鼠非常适合建立牙周炎应激模型［９］。牙颈部结扎是诱发大

鼠牙周炎的传统方法，通过结扎促进局部菌斑、牙石堆积形成，

从而引发牙周组织的破坏，已是一种较成熟的方法。本实验通

过对大鼠结扎侧和未结扎侧牙龈指数及 ＡＬ结果的对比可以
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证明，牙颈部结扎可以有效导致大鼠结扎区牙周炎的发生。

３．２　 限制性应激牙周炎的影响　任何躯体或心理的刺激，只

要达到一定强度，除了引起与刺激因素直接相关的特异性变化

外，还可以引起一组与刺激因素非直接关系的全身非特异反

应，这种反应就是应激。关于应激对牙周炎影响的临床研究已

有很多报道，但基于动物实验的研究不多，尤其是在国内，很少

有相关研究。

从目前的研究结果可以得知，应激反应通过神经和神经

内分泌调节免疫系统的途径至少有３条
［１０１２］。（１）下丘脑下

垂体肾上腺素（ＨＰＡ）轴：应激使 ＨＰＡ加强了促进促进脑垂

体分泌ＡＣＴＨ，从而使糖皮质激素产生并释放进入体循环
［１３］。

糖皮质激素的增多不仅使血糖升高，并且抑制从 Ｔｈ１到 Ｔｈ２

的炎症反应。（２）交感神经系统：应激激活了支配免疫系统的

交感神经纤维，释放儿茶酚胺导致肾上腺分泌去甲肾上腺素和

肾上腺素。（３）感觉肽能神经途径：应激促进感觉神经纤维释

放Ｐ物质、生长激素抑制素及神经生长因子等神经肽，从而介

导神经源性的炎症反应，并调节免疫系统的活性和细胞素的释

放。因此，应激可以通过这３条途径对牙周病发挥各种不同的

作用。在以往的国内外研究中［１４１５］，尝试构建心理应激的方

式有很多，如冰敷法、减尾法、高温刺激等不同方式来尝试使实

验样本产生并达到预期的心理应激反应。但是，通过制动来引

发的限制性应激在强度、频率、持续的时间等方面便于控制，所

以目前被国内外广大学者所采纳。

本实验所采用的制动器是根据限制性应激所需要的条件

自制的一个制动器。它在不会过分加压的情况下，可以限制大

鼠的自由活动（力量可以调节），同时不会影响到大鼠呼吸和进

水。在将大鼠从制动器放回笼中后方便对其进行冲洗保持里

面环境的清洁，完全符合限制性应激制动的要求。ＡＣＴＨ 和

ＣＯＲＴ是提示机体是否发生应激反应的最重要、最经典的指标

之一。本实验在对大鼠牙周炎模型加入限制性应激后，检测出

大鼠体内应激指标ＡＣＴＨ和ＣＯＲＴ含量在应激组均增高，表

明实验动物内分泌系统对应激刺激发生了反应，证明应激牙周

炎动物模型建立成功。再通过对本实验中各组 ＡＬ的测量和

比较，可以发现在加入限制性应激这一条件后，应激组大鼠结

扎侧ＡＬ明显高于非应激组大鼠结扎侧 ＡＬ，说明限制性应激

会加重已发生牙周炎的大鼠牙周组织的牙槽骨吸收，而应激组

大鼠未结扎侧ＡＬ与非应激组大鼠未结扎侧 ＡＬ无明显差异，

这说明应激这一因素对未发生牙周炎的大鼠牙周组织没有影

响。通过对应激组大鼠结扎侧前４周的 ＡＬ进行比较可以发

现，随着应激时间的增加，ＡＬ也会增加，证明应激时间的长短

与大鼠牙周组织的ＡＬ呈正相关。而应激加重牙周炎的原因

可能在于在应激状态下，宿主的免疫机制发生改变，各种炎症

介质释放增加，使得宿主对局部菌斑等不良刺激更加敏感，从

而加重了炎症进程。

很显然，大鼠适合用牙颈部结扎的方法建立限制性牙周炎

模型来研究应激与牙周炎的关系。应激对没有发生牙周炎的

牙周组织无任何影响，但对已发生了牙周炎的牙槽骨吸收有促

进作用，可以加重牙周炎的发展。随着应激时间的增加，牙槽

骨的吸收程度也会加重。但是，目前关于应激与牙周组织炎症

的联系在分子生物学水平上的解释仍然是模糊不清的，还需对

其进行更加深入的研究。
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