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目的
!

研究缺氧对人牙周膜细胞骨保护素"

ZB6

%和核因子
.

@

受体活化因子配体"

C9EF̂

%基因表达的影响!揭示

缺氧在正畸牙移动压力侧骨吸收中的作用'方法
!

采取酶消化法结合组织块法培养人牙周膜细胞'取
'

&

2

代细胞!分别在常氧

"

Z

1

浓度为
1%X

!对照组%和缺氧"

Z

1

浓度为
1X

%状态下培养
'

(

)

(

$1

(

10J

!采用
C5.B<C

检测
ZB6

(

C9EF̂ DCE9

的表达情

况'采用
:B::$2&%

软件包!对
C5.B<C

数据进行单因素方差分析'结果
!

在培养
'

(

)J

时!缺氧组和对照组
ZB6

(

C9EF̂ DC.

E9

的表达水平比较差异无统计学意义"

!

&

%&%2

%$在培养
$1

(

10J

时!缺氧组
ZB6DCE9

表达水平低于常氧组!而缺氧组

C9EF̂ DCE9

的表达水平高于常氧组!缺氧组
C9EF̂

&

ZB6

的比值较常氧组升高!差异有统计学意义"

!

$

%&%2

%'结论
!

缺

氧可以影响人牙周膜细胞
ZB6

(

C9EF̂ DCE9

的表达!在正畸牙移动压力侧骨吸收中起促进作用'
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JBŶ <+

&

I,!4">P

M

A"?>4J>?"A>"KJ

OM

"P#I#,4J>

"?4J"!",4#L@",>?>+"?

M

4#",#,

M

?>++Q?>+#!>&=#%0&7,

!

5J>

M

?#DI?

O
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正畸力作用下牙周组织的改建是正畸治疗的生物学基础)

牙周组织如何将机械刺激转化为组织的生化反应#何种控制因

子在机械应力促发细胞反应的过程中发挥了关键的作用#目前

的研究还没有完全明了)在正畸力作用下压力侧牙周膜发生

血管受压*管壁断裂等血管反应#导致血供减少#形成了缺氧的

微环境)有学者推测#氧分压的改变可能是牙周组织改建中潜

在的扳机点)牙周膜细胞$

M
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ID>,4L>AA+

&是牙周

组织中最主要的细胞成分#有研究表明#应力刺激可以调节其

骨保护素$
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破骨细胞分化调控蛋白的表达'

$.0

(

#影响牙槽骨吸收进程#而缺

氧环境是否能改变该细胞
ZB6

*

C9EF̂

的表达#在国内外少

见报道)本实验通过检测缺氧条件下体外培养的人牙周膜细

胞$

JQDI,
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C9EF̂ DCE9

表

达的变化#为揭示缺氧在正畸牙移动压力侧骨吸收中的作用提

供实验依据)
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资料与方法
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一般资料
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选取
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岁因正畸拔除的健康前磨牙#用

加有双抗$
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"
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青霉素#

$%%
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"

D̂

链霉素&的
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缓冲

液冲洗
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次#去除残留血迹及附着的牙龈软组织#
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型胶原酶$

6#@L"

&消化
'- _

#

$J

#吸取消化液#离心#去上清

液#将牙周膜碎片均匀放置于培养瓶底#加入含
$%X 7W:

$

6#@L"

公司&的
Y;=;

$

6#@L"

公司&培养基#置于
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1

培养箱

$
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#

2X <Z

1

#

(2X

空气&中培养
0J

#待组织块贴壁后翻转

培养瓶继续培养)当原代细胞生长到覆盖培养瓶底
/%X

时#

去除组织碎片#使用
%&$X =Y59

*

%&12X

胰酶$

:#

H

DI

公司&消

化收集细胞#传代培养)取
'

&

2

代人牙周膜细胞#将细胞接种

于
)

孔板中#在
<Z

1

培养箱中培养
0/J

后#将实验细胞置于三

气培养箱中#
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浓度设定为
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$缺氧状态&#对照组细胞仍置

于
<Z

1

培养箱中#
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浓度为
1%X

$常氧状态&)在培养
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和
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#下游引物设
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作
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琼脂糖凝胶电泳#运用

W#".CI!

凝胶扫描及图像分析系统#采集
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*

C9EF̂

和
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IL4#,

条带灰度值#计算同次电泳所得
ZB6

"
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.IL4#,
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C9EF̂

"
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.IL4#,

的比值#并计算
C9EF̂

"

ZB6

的比值)各实验样本重

复
'

次#取平均值)

@&B

!

统计学处理
!

采用
:B::$2&%

统计软件对数据进行分析

处理#所有计量资料以
.d;

表示#组间比较行
'

检验#计数资

料以率比较#采用
!

1 检验#以
!

$
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为差异有统计学意义)
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结
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果
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缺氧$

1X Z

1

浓度&培养
'

*

)

*

$1

和
10J

后#细胞贴壁生长

情况和细胞形态与对照组比较无明显变化)由
ZB6

的
C5.

B<C

产物电泳条带可见#缺氧环境可以抑制人牙周膜细胞的

ZB6

基因表达#随着缺氧处理时间的延长#人牙周膜细胞的

ZB6

基因表达水平逐渐降低$图
$9

&)电泳条带灰度值计算

显示!缺氧培养
'

*

)J

后#人牙周膜细胞的
ZB6

基因表达轻度

减少#但与对照组比较差异无统计学意义$

!

&

%&%2

&#缺氧培

养
$1J

和
10J

后#人牙周膜细胞的
ZB6

基因表达进一步减

少#明显低于对照组$

!

$

%&%2

&#见图
$<

)由
C9EF̂

的
C5.

B<C

产物电泳条带可见#缺氧环境可以促进人牙周膜细胞的

C9EF̂

基因表达#随着缺氧处理时间的延长#人牙周膜细胞

的
C9EF̂

基因表达水平逐渐升高$图
$W

&)电泳条带灰度值

计算显示!缺氧培养
'
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)J

后#人牙周膜细胞的
C9EF̂

基因

表达轻度增加#但与对照组比较差异无统计学意义$
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&#缺氧培养
$1J

和
10J

后#人牙周膜细胞的
C9EF̂

基

因表达进一步增加#明显高于对照组$

!

$
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&#见图
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计算
C9EF̂

"

ZB6

比值可见#缺氧环境可以升高人牙周

膜细胞的
C9EF̂

"

ZB6

比值#随着缺氧处理时间的延长#人

牙周膜细胞的
C9EF̂

"

ZB6

比值逐渐升高$图
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&)缺氧培养
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)J

后#人牙周膜细胞的
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"

ZB6

比值轻度增加#但与

对照组比较差异无统计学意义$
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&#缺氧培养
$1J

和

10J

后#人牙周膜细胞的
C9EF̂

"

ZB6

比值显著增加#明显

高于对照组$

!

$

%&%2
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的
C5.B<C

产物电泳条带%

W
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的
C5.B<C

产物

电泳条带%
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ZB6

和
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基因表达的相对分子质量)
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与对照组比较)

图
$

!!

缺氧对人牙周膜细胞
ZB6

'

C9EF̂

基因表达的影响
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图
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正畸力作用下牙周组织的改建是正畸治疗的生物学基础)

其中#牙槽骨的改建是牙周组织改建的中心环节#由成骨细胞

介导的骨形成以及破骨细胞介导的骨吸收是骨改建的
1

个基

本过程)牙周膜细胞是牙周组织中最主要的细胞成分#有研究

表明#牙周膜细胞在受到应力刺激后#可以向成骨细胞分化'

2

(

)

另外#牙周膜细胞也可表达与破骨细胞相关的各种调控蛋

白'

)

(

#由此可见#牙周膜细胞在牙槽骨的改建中有着不可忽视

的作用)

氧是生命活动所必需的环境因素#其浓度对机体细胞*组

织的功能活动具有重要影响)在正畸力作用下压力侧牙周膜

发生血管受压*管壁断裂等血管反应#导致血供减少#形成了缺

氧的微环境)近年来#学者们对牙周膜细胞在缺氧刺激下的生

物学效应及相关机制进行了较多研究)

;"4"J#?I

等'

-

(对缺氧

环境下牙周膜细胞骨吸收相关蛋白的表达进行了研究#发现缺

氧促进牙周膜细胞
b=67

*

T̂.)

*

T̂.$

!

基因和蛋白的表达)

9D>D#

O

I

等'

/

(对缺氧环境下牙周膜细胞成骨能力进行了研

究#发现缺氧可以上调牙周膜细胞
9̂ B

*

W:B

*

b=67

等
DC.

E9

的表达)侯超等'

(

(研究发现缺氧可以上调人牙周膜细胞

8T7.$

#

蛋白表达水平#同时促进
b=67

基因和蛋白的表达)

<JI>

等'

$%

(研究发现缺氧可以促进牙周膜细胞
T̂.$

!

*

T̂.)

*

T̂.

/

和
b=67

的
DCE9

表达#并且缺氧与机械压应力对牙周膜

细胞基因表达的调节有协同作用)

F#4I+>

等'

$$

(利用基因芯片

技术对缺氧条件下牙周膜细胞基因表达变化进行了研究#共发

现
$$

种基因表达发生显著性变化)

在多种破骨细胞分化调控蛋白中#

C9EF̂

被认为是介导

破骨细胞分化*活化的关键因子'

$1.$'

(

)它能刺激破骨细胞的

分化*活化#抑制破骨细胞凋亡#而
ZB6

则通过阻断
C9EF̂

的功能#抑制破骨细胞的分化和活化#诱导破骨细胞凋

亡'

$0.$2

(

)

ZB6

与
C9EF̂

的比值决定破骨细胞的成熟及功能

状态)应力刺激下#牙周膜细胞
ZB6

和
C9EF̂

的表达变化

已被较多文献证实'

$.0

(

#而在缺氧环境下#牙周膜细胞
ZB6

和

C9EF̂

的表达变化#在国内外少见报道)

本实验中作者采用
1X

氧浓度作为实验条件#研究缺氧条

件下人牙周膜细胞
ZB6

*

C9EF̂

基因表达的变化)在缺氧

对细胞增殖和功能影响的体外研究中#采用何种氧浓度最为合

适#目前还没有定论)国内外学者使用较多的氧浓度常为

2X

*

1X

或
$X

)本实验中
1X

氧浓度处理
10J

后#细胞贴壁

生长情况和细胞形态与对照组比较无明显变化#未出现细胞大

面积脱落*坏死等现象#细胞缺氧处理模型建立成功)研究结

果显示#

1X Z

1

浓度培养
$1J

和
10J

后#人牙周膜细胞的

ZB6

基因表达降低#而
C9EF̂

基因表达升高#

C9EF̂

"

ZB6

的比值升高#说明缺氧环境可以促进牙周膜细胞介导的破骨细

胞分化#这与有的研究者等'

-

#

$%

(发现缺氧促进牙周膜细胞
T̂.

)

*

T̂.$

!

等骨吸收促进因子的表达所反映的规律一致#即缺氧

)2(0

重庆医学
1%$2

年
$1

月第
00

卷第
'2

期



可以促进牙周膜细胞表达破骨细胞分化调控蛋白#进而影响破

骨细胞的成熟和功能状态#这与临床上观察到的正畸牙移动压

力侧骨吸收的情况一致)正畸牙移动的骨机械化学学说认为#

牙齿受力时局部牙周组织血氧张力会发生改变#张力侧血氧张

力上升有利于成骨细胞分化#压力侧血氧张力下降可引起破骨

细胞分化#本研究结果与该理论相符#由此推测氧分压的改变

在正畸应力促发细胞反应的过程中发挥了重要的作用)在后

续研究中#作者将进一步探讨不同氧浓度对牙周膜细胞
ZB6

*

C9EF̂

表达的影响#以及缺氧影响
ZB6

*

C9EF̂

表达的分

子机制#以期更深入地揭示缺氧在正畸牙槽骨改建中的重要作

用#为丰富正畸牙移动的理论提供实验基础)
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