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[摘要]     目的   探究正畸牙压力区牙周膜细胞自噬相关蛋白Beclin-1与微管相关蛋白2轻链3（LC3Ⅱ）的表达。方法   

将60只雄性SD大鼠随机分为空白对照组和9个实验组，实验组正畸加力0.392 N近中移动右上第一磨牙，加力时间分

别为15 min、30 min、1 h、2 h、4 h、12 h、1 d、3 d、7 d，空白对照组不做任何处理。处死大鼠后，行苏木精-伊红

（HE）染色观察压力区牙周膜形态学变化、免疫组织化学染色检测Beclin-1与LC3Ⅱ的表达、抗酒石酸酸性磷酸酶

（TRAP）染色计数破骨细胞。结果   HE染色显示，加力1 d后压力区牙周膜透明样变出现，并随加力时间延长逐渐

加重。免疫组织化学染色显示，实验组Beclin-1和LC3Ⅱ表达均上调，1 h达峰值，随后逐渐降低，1 d时再次增强达

一小峰值，后又回降，7 d时降低至基线水平。破骨细胞中也可见Beclin-1和LC3Ⅱ的表达。TRAP

染色提示，加力1 d后破骨细胞数量开始增加。结论   自噬或许通过介导牙周膜透明样变发生和影

响破骨细胞生物学作用参与正畸牙压力区牙周膜改建的过程。
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[Abstract]     Objective   To investigate the expression of autophagy-related protein Beclin-1 and microtubule-associated 

protein 2 light chain 3 (LC3Ⅱ) in periodontal ligament cells in orthodontic tooth pressure areas. Methods   Sixty male SD 

rats were randomly divided into a blank control group and nine experimental groups. In the experimental groups, 0.392 N 

orthodontic force was used to move the first right upper molars for 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 12 h, 1 d, 3 d, or 7 d. The 

blank control group did not receive any treatment. The rats were euthanized. Changes in the morphology of the periodontal 

membrane in the pressure areas were observed through hematoxylin and eosin (HE) staining. The expression levels of Beclin-1 

and LC3Ⅱ were detected by immunohistochemical staining, and tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) staining was 

performed for the counting of osteoclasts. Results   The HE stains showed that the hyalinization of the periodontal ligament 

appeared in the pressure areas after 1 day of exertion and was gradually aggravated. The immunohistochemical stains showed 

that the expression levels of Beclin-1 and LC3Ⅱ in the experimental groups gradually increased, peaked after 1 h, and then 

gradually decreased. The expression levels peaked again after 1 d, then decreased to baseline levels at 7 d of exertion. Beclin-1 

and LC3Ⅱ were expressed in the osteoclasts. The TRAP 

stains indicated that the number of osteoclasts started to 

increase after 1 day. Conclusion   Autophagy may partici-

pate in the process of periodontal ligament reconstruction 

in orthodontic tooth pressure areas by mediating the hyalini-
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牙周膜（periodontal ligament）是正畸力作用下

牙周组织发生改建的基石，正畸力通过牙齿传导至

牙周膜，并且在牙根两侧形成对应的压力区和张力

区。牙周膜细胞因周围微观环境的改变而激活一系

列力学—生物化学信号转导系统，促使包括牙周膜

和牙槽骨在内的牙周组织发生改建从而实现牙齿移

动[1]。正畸力作用下，压力区牙周膜被压缩形变，

并出现微循环障碍而使细胞处于受压的机械环境和

缺血缺氧的“饥饿”环境。研究[2-4]表明，多种刺激

因素如机械力、营养饥饿等作用可以快速诱发真核

细胞特有的一种生理现象——自噬（autophagy），

其既维持细胞生存又介导细胞死亡，在机体的生长

发育和组织改建过程中起着重要的作用[2]。当细胞

感知内外环境的改变，牙周膜细胞自噬相关蛋白

Beclin-1参与启动自噬[5]，胞浆型微管相关蛋白1轻链

3（microtubule-associated protein 1 light chain 3，LC3
Ⅰ）转化为膜型微管相关蛋白2轻链3（microtubule-
associated protein 2 light chain 3，LC3Ⅱ）后联合内

质网或高尔基体等膜性成分构成双层膜结构[6]，该

结构包裹细胞内大分子等形成自噬体（autophago-
some），自噬体结合溶酶体将其中包裹的成分分解

为小分子实现物质再循环。这种精妙的分解过程能

够“以旧换新”和提供能量以维持细胞的新陈代谢

和内部环境稳态，但自噬超过一定的阈值也将引起

细胞凋亡[3,7-8]。

正畸牙压力区牙周膜细胞受机械压力和“饥

饿”的双重刺激，其代谢与生存的维持及后期透明

样变的发生是否有自噬的参与？自噬与压力区牙周

膜的改建存在何种联系？本研究通过建立SD大鼠正

畸牙移动模型，用苏木精-伊红（hematoxylineosin，

HE）染色、免疫组织化学染色和抗酒石酸酸性磷酸

酶（tartrate-resistant acid phosphatase，TRAP）染

色，观察大鼠正畸牙移动过程中不同时间段压力区

牙周膜细胞自噬相关蛋白Beclin-1和LC3Ⅱ的表达情

况，初步探究自噬在正畸牙压力区牙周膜改建中的

作用。

1   材料和方法

1.1   实验主要器材及试剂

0.12 mm镍钛螺旋拉簧（上海埃蒙迪材料科技股

份有限公司），0.20 mm正畸结扎丝、测力计（杭

州西湖生物材料有限公司），LC3Ⅱ、Beclin-1兔多

克隆抗体（Abcam公司，英国），DAB显色液、免

疫组织化学试剂盒（北京博奥森生物技术有限公

司），TRAP染色液（北京索莱宝科技有限公司），

显微摄像系统（Olympus公司，日本）。

1.2   实验动物的分组和处理

6~8周龄雄性SD大鼠60只，体重（247±33）g，

由西南医科大学实验动物中心提供，动物许可证号：

SCXK（川）2013-17。遵循随机原则分为空白对照

组和9个实验组（分别加力15 min、30 min、1 h、

2 h、4 h、12 h、1 d、3 d、7 d），每组各6只。空

白对照组不做任何处理。实验组大鼠于切牙与右上

第一磨牙间放置镍钛拉簧，以两颗切牙为支抗，施

加0.392 N力近中移动上颌第一磨牙（图1）。每天

检查1次大鼠加力装置，若脱落或损坏，则排除并重

新选择大鼠建模。根据分组，按时注射过量水合氯

醛处死大鼠并做相关检测。本研究通过西南医科大

学伦理委员会审查批准（审批号：201703026）。

图  1    正畸加力装置

Fig  1    Orthodontic device

1.3   HE染色观察压力区牙周膜形态学变化

取大鼠右上第一磨牙及周围组织行常规固定、

脱钙、脱水、包埋，并平行牙长轴行近远中向4 μm
连续切片。选取第一磨牙牙根及周围组织完整的切

片常规HE染色，中性树胶封片。光镜观察和记录第

一磨牙远中根的近中压力区冠1/3处牙周膜（观察

区）形态学改变。

1.4   免疫组织化学染色检测Beclin-1和LC3Ⅱ在压力

          区牙周膜细胞中的表达

按照免疫组化试剂盒步骤进行操作，苏木素复

染，中性树胶封片。对每张切片观察区域随机选取

3个不重叠视野进行图像采集，Image Pro-Plus 6.0图

像分析软件分析Beclin-1和LC3Ⅱ的平均光密度（mean 
optical density，MOD）。

zation of periodontal ligament and affecting the biological effects of osteoclasts.

[Key words]     orthodontic tooth movement;    periodontal ligament;    pressure;    autophagy
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1.5   TRAP染色计数压力区破骨细胞

按TRAP试剂盒步骤进行操作，苏木素复染，

中性树胶封片。按Rody等[9]的方法计数观察区TRAP
阳性破骨细胞。

1.6   统计学处理

所有测量和计数等均由同一位有经验的实验者

重复3次后取平均值。采用SPSS 17.0统计学软件对

多组计量资料进行方差分析（LSD法），各实验组

与空白对照组进行比较后，实验组组间再进行两两

对比，检验水准α=0.05。

2   结果

2.1   HE染色

随加力时间延长，局部压力区牙周膜纤维呈皱

褶样不规则排列，牙周膜间隙逐渐变窄，1 d时牙周

膜开始出现透明样变，之后逐渐加重，7 d时透明样

变面积最大（图2）。

       a为对照组，b~j分别为实验组加力15 min、30 min、1 h、2 h、4 h、12 h、1 d、3 d、7 d。A：牙槽骨，R：牙根。图中黄色箭头示透明样

变。

图  2    各组压力区牙周膜观察    HE     × 400

Fig  2    Observation of periodontal ligament of the pressure areas of every group    HE    × 400

2.2   免疫组织化学染色

Beclin-1和LC3Ⅱ主要存在于胞质中，阳性染色

为浅棕色或棕色。各组牙周膜细胞中均可见Beclin-1
和LC3Ⅱ表达。对照组Beclin-1、LC3Ⅱ的MOD分别

为0.019±0.002 4、0.020±0.002 8。实验组Beclin-1和

LC3Ⅱ表达随着加力时间变化而出现波动，二者变

化趋势类似，加力后表达均上调，在1 h时达到峰值

（Beclin-1、LC3Ⅱ的MOD分别为0.057±0.003 6、

0.052±0.002 7），后逐渐降低，加力至1 d时再次增强

达一小峰值（Beclin-1、LC3Ⅱ的MOD分别为0.033±
0.004 2、0.030±0.001 9），后又回降，7 d时降低至

基线水平（Beclin-1、LC3Ⅱ的MOD分别为0.019±
0.002 3、0.019±0.002 0）（P>0.05）（图3~6）。破

骨细胞中也可见Beclin-1和LC3Ⅱ表达。

       a为对照组，b~j分别为实验组加力15 min、30 min、1 h、2 h、4 h、12 h、1 d、3 d、7 d。A：牙槽骨，R：牙根。图中红色箭头示破骨细

胞。

图  3    各组压力区牙周膜中Beclin-1观察    免疫组织化学染色    × 400

Fig  3    Observation of Beclin-1in periodontal ligament of the pressure areas of every group    immunohistochemical staining    × 400

2.3   TRAP染色

加力1 d后压力区破骨细胞数量开始增加（P<
0.05），7 d达到最高（P<0.01）。破骨细胞主要出

现在透明样病变区域周围近牙槽骨处（图7、8）。
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        a~f表示实验组组间两两对比的同类子集，＊P<0.05，＊＊P<0.01。

        图  4    实验组不同加力时间压力区牙周膜中Beclin-1的MOD

        Fig  4    MOD of Beclin-1 in periodontal ligament of the pressure areas 

                      of experiment groups at different time

3   讨论

牙周膜细胞是由成纤维细胞、成骨细胞、破骨

细胞等组成的混合细胞群，处于三维微观机械环境

中，其必须适应各种内外环境变化，才能正常发挥

功能和维持生存。自噬是细胞应对应激时的一种生

理反应，正常情况下自噬维持在较低的基线水平，

而一旦生存环境发生改变，如受机械刺激、营养“饥

饿”等作用，细胞自噬水平将发生变化[2-4]。本研究

中各组牙周膜细胞中均有自噬蛋白的表达，但空白

组自噬水平较低，而正畸力作用使牙周膜细胞所处

的复杂三维环境发生改变，压力区牙周膜细胞受机

械压力刺激的同时也处于缺血缺氧的环境中，受压

力与“饥饿”的双重作用，实验组自噬水平出现波

动。

King等[2]认为持续性压力才能诱发自噬，给予

细胞1 min的压力时，未见自噬水平的明显变化；当

压力持续30 min时自噬大量诱发，即刻卸载压力，

可见自噬水平在10 min内逐渐恢复至正常。本研究

中正畸加力后，压力区牙周膜细胞所处的微观机械

环境快速改变，自噬相关蛋白Beclin-1及LC3Ⅱ的表

达随压力作用时间延长而逐渐增强，可见正畸力诱

导了压力区牙周膜细胞的自噬。但随时间推移，压

力区牙周膜细胞自噬水平1 h达峰值后又逐渐回落，

至加力3 d期间Beclin-1及LC3Ⅱ的值都一直维持在

基线水平以上。King等[2]对持续受压应力刺激后发

生自噬的哺乳动物细胞应用激光共聚焦方法观测，

提出自噬水平的降低过程可能是缘于受力后细胞骨

架重排对压力所产生的适应。故笔者推测正畸力持

续加载1 h后，牙周膜发生相应形变的同时，牙周膜

细胞的细胞骨架可能发生了适应性改变，故自噬表

达到达峰值后逐渐降低，但由于机械压力的一直存

在使得1 h后Beclin-1及LC3Ⅱ的表达仍无法回落到正

常水平。这点在Ma等[3]的研究中得到验证，细胞持

续性受到机械刺激，自噬长时间高于基线水平。

a为对照组，b~j分别为实验组加力15 min、30 min、1 h、2 h、4 h、12 h、1 d、3 d、7 d。A：牙槽骨，R：牙根。图中红色箭头示破骨细胞。

图  5    各组压力区牙周膜中LC3Ⅱ观察    免疫组织化学染色    × 400

Fig  5    Observation of LC3Ⅱ in periodontal ligament of the pressure areas of every group    immunohistochemical staining    × 400

研究[4]表明，缺氧缺血条件下，细胞能量供给

不足，自噬激活，分解细胞成分以提供能量，利于

细胞的代谢和生存。持续正畸压力将使牙周膜内的

血管受压、管径变小甚至破坏溶解，从而引起牙周

膜细胞营养—废物代谢障碍，导致压力区牙周膜细

胞处于营养“饥饿”的环境中。本研究中长时间压

力作用使牙周膜细胞所处“饥饿”环境愈发恶劣，

那么在牙周膜形变适应压力而自噬水平降低的过程

中，“饥饿”刺激不断加重，持续诱发自噬，由此

笔者认为“饥饿”可能也是压力区牙周膜细胞自噬

水平无法恢复到正常水平的缘由之一。

Ma等[3]的体外研究表明，细胞受持续性应激时，

一旦自噬过度则引发细胞凋亡。Chen等[8]研究发现，

持续应激条件下自噬水平达峰值时，凋亡蛋白明显

表达并随时间延长而逐渐增多。本研究中，加力至

1 d时压力区牙周膜开始出现透明样变，加力3~7 d

对照组
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时牙周膜细胞数量明显减少，7 d时Beclin-1及LC3Ⅱ

蛋白表达减少至基线水平，提示压力区牙周膜细胞

凋亡发生。因此笔者推测大鼠正畸牙移动过程中，

持续的机械压力刺激诱发自噬，自噬1 h达峰值时可

能已有少量凋亡因子的表达。而在长时间正畸压力

刺激和逐渐加重的“饥饿”刺激的双重作用下，牙

周膜细胞可能自噬过度引起凋亡反应扩大，最终介

导牙周膜透明样变的发生。

缺氧条件下，破骨细胞生物学作用的正常发挥

也需要自噬参与[10]，自噬不仅能提供破骨细胞分化

成熟所需的能量[11]，还能通过促进炎症因子的激活

和释放[12]而介导破骨细胞的成熟和功能发挥[13]。本

研究中可见自噬相关蛋白在破骨细胞中表达，这在

一定程度上验证了自噬与破骨细胞之间存在某些联

系。Mariño等[7]提出，自噬能介导吞噬细胞的聚集

并消化死细胞，而透明样变可募集破骨细胞以吸收

相邻的骨质和坏死性透明组织，当破骨细胞将坏死

组织清除后，牙齿移动[1]。本研究中，自噬水平在

1 d时又小幅上升，此时破骨细胞也开始在透明样变

区域周围聚集，且数量不断增多，可见自噬积极介

导了透明样变区域附近的破骨细胞募集。

        a~f表示实验组组间两两对比的同类子集，＊P<0.05，＊＊P<0.01。

      图  6    实验组不同加力时间压力区牙周膜中LC3Ⅱ的平均光密

                       度值

        Fig  6    MOD of LC3Ⅱin periodontal ligament of the pressure areas 

                        of experiment groups at different time

       a为对照组，b~j分别为实验组加力15 min、30 min、1 h、2 h、4 h、12 h、1 d、3 d、7 d。A：牙槽骨，R：牙根。图中红色箭头示破骨细

胞。

图  7    各组压力区破骨细胞观察    TRAP染色    × 200

Fig  7    Observation of osteoclasts in pressure area of every group    TRAP staining    × 200

a~f表示实验组组间两两对比的同类子集，＊P<0.05，＊＊P<0.01。

图  8    各组压力区破骨细胞的数目

Fig  8    Number of osteoclasts in pressure area of every group

综上，自噬参与了大鼠正畸牙移动压力区牙周

膜改建过程，可能介导牙周膜细胞代谢生存的维持

和透明样变的发生，并影响破骨细胞生物学作用。

但因体内研究的条件限制，机械压力刺激与“饥饿”

刺激各自诱导牙周膜细胞的自噬变化效应叠加，无

法明确区分，二者激活牙周膜细胞自噬的分子机制

还有待体外细胞研究的进一步阐明。本研究周期较

短，压力区牙周膜细胞自噬水平的远期变化、自噬

与透明样变的后期转归和破骨细胞三者之间的相关

性也需进一步深入研究。
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