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骨膜蛋白在小鼠牙周炎进程中的时空表达规律研究

李钺  许春梅  谢旭东  施培磊  王骏  丁一

口腔疾病防治全国重点实验室  国家口腔医学中心  国家口腔疾病临床医学研究中心  

四川大学华西口腔医院牙周病科，成都 610041

[摘要]  目的　研究小鼠牙周炎进程中骨膜蛋白表达的时空变化规律。方法　采用丝线结扎法构建小鼠牙周炎

模型。设置对照组、栓丝 4 d 组、栓丝 7 d 组、栓丝 14 d 组、自愈组（栓丝 14 d 再去除丝线 14 d），通过 Micro-

CT、组织学染色观察各组小鼠牙周组织的动态变化特征，利用 RNAscope、免疫组织化学染色分析牙周膜内骨

膜蛋白在牙周炎进程不同阶段的变化规律。培养人牙周膜细胞并随机分为对照组、脂多糖 （LPS） 刺激组

（LPS 处理 12 h）、去除 LPS 刺激组（LPS 处理 3 h 后再用培养基培养 9 h），实时定量聚合酶链反应（qRT-PCR）

检测骨膜蛋白、转化生长因子 β1 （TGF-β1）、基质金属蛋白酶 2 （MMP2）的表达。结果　栓丝 7 d组可见明显

的牙槽骨吸收，栓丝 14 d组牙周组织破坏加重，表现为破骨细胞增多、牙周膜间隙增宽、牙槽骨高度降低，而

自愈组见一定程度的牙周组织修复。与对照组相比，栓丝 4 d组、栓丝 7 d组牙周膜内骨膜蛋白表达降低，栓丝

14 d组骨膜蛋白表达相较于栓丝 4 d组及栓丝 7 d组增加，自愈组骨膜蛋白表达与对照组相似。qRT-PCR结果显

示，LPS 刺激组与对照组相比骨膜蛋白、TGF-β1 的表达均下降，而去除 LPS 刺激组与 LPS 刺激组相比骨膜蛋

白、TGF-β1的表达均升高。结论　小鼠牙周膜内骨膜蛋白表达随炎症进展呈先下

降后回升的趋势，去除炎症刺激后骨膜蛋白表达的恢复可能与 TGF-β1 表达上调

有关。
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[Abstract]  Objective　This study aimed to investigate the temporal and spatial changes in the expression of perios‐

tin during periodontal inflammation in mice. Methods　

A periodontitis model was constructed using silk thread 

ligation. Mice were randomly divided into five groups in‐

cluding control group, 4-day ligation group, 7-day liga‐

tion group, 14-day ligation group, and self-healing group 

(thread removal for 14 days after 14-day ligation). Mi‐

cro-CT and histological staining were performed to char‐

acterize the dynamic changes in the mouse periodontal 
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tissue in each group. RNAscope and immunohistochemical staining were used to analyze the pattern of changes in peri‐

ostin at various stages of periodontitis. The cell experiment was divided into three groups: control group, lipopolysac‐

charide (LPS) stimulation group (treated with LPS for 12 h), and LPS stimulation removal group (treated with LPS for 

3 h followed by incubation with medium for 9 h). Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) was 

used to detect the expression of periostin, transforming growth factor- β1 (TGF- β1), and matrix metalloproteinase 2 

(MMP2). Results　Significant alveolar bone resorption was observed 7 days after ligation. With increasing duration of 

ligation, the damage to the mouse periodontal tissue was aggravated, which manifested as increased osteoclasts, widen‐

ing of the periodontal membrane space, and decreased alveolar bone height. Some degree of periodontal tissue repair 

was observed in the self-healing group. Periostin expression decreased at 4 and 7 days compared with the control group 

and increased at 14 days compared with 4 and 7 days. A significant recovery was found in the self-healing group. The 

qRT-PCR results showed that the expression of periostin and TGF-β1 in the LPS stimulation group decreased compared 

with that in the control group but significantly recovered in the LPS removal group. Conclusion　Periostin expression 

in the PDL of mice showed a downward and upward trend with inflammation progression. The significant recovery of 

periostin expression after removing inflammatory stimuli may be related to TGF-β1, which is crucial to maintain the in‐

tegrity of the PDL.

[Key words]  periodontitis; periostin; periodontal regeneration; alveolar bone; animal model

牙周炎是一种以菌斑微生物为始动因子的炎

症性疾病，会导致牙齿支持组织的破坏吸收，是

成人失牙的主要原因，严重影响口颌系统功能[1-3]。

骨膜蛋白（periostin）是一种细胞外基质蛋白，主

要表达于骨膜、牙周膜组织中[4-6]，对细胞外结构

的构建和稳定至关重要。骨膜蛋白具有众多结合

位点，既可与其他细胞外基质蛋白（如Ⅰ型、Ⅳ
型胶原蛋白）结合，还可与催化它们共价交联的

酶结合，这些结合位点将相互作用的蛋白组装成

细胞外结构，这些结构决定了结缔组织的机械化

学性质[7]。

骨膜蛋白不仅与牙齿及骨组织的矿化、重建

有关，还在牙周组织的发育和稳态维持中起着重

要作用[8]。研究[9-11]表明，骨膜蛋白可以促进牙周

膜来源干细胞的增殖、迁移和分化功能，具有促

牙周组织再生的潜能，并且对出生后牙发育及矿

化有直接作用[12]。相反，骨膜蛋白基因表达缺陷

小鼠出现早期牙体及牙周组织破坏，表现为釉质

和牙本质发育缺陷、牙槽骨创伤性破坏、细菌侵

袭性增强导致的炎症和免疫反应[13-14]，并且在正畸

牙移动过程中矿物质沉积率显著降低[15]。但是，

目前对牙周炎进程中骨膜蛋白的表达变化尚有争

议：一方面，研究[5,16]报道牙周炎患者的龈沟液中

骨膜蛋白水平相比健康人明显降低。在小鼠牙周

炎模型中，牙周膜内骨膜蛋白表达减少[17]；另一

方面，研究[18]发现在牙周炎患者来源的牙周膜干

细胞中，骨膜蛋白的表达明显高于非牙周炎患者。

对牙周炎进程中骨膜蛋白表达规律的认知不足一

定程度上限制了骨膜蛋白在牙周炎治疗中的应用。

为了进一步探究骨膜蛋白在牙周炎症环境下的表

达特点和规律，本研究观察并分析了体内环境下

牙周炎症进展不同时间点牙周膜中骨膜蛋白的表

达变化和规律，以期为进一步探索牙周炎发病机

制和治疗策略提供思路。

1  材料和方法

1.1  实验动物分组及动物模型建立

本实验自成都恩斯维尔生物科技有限公司购

买 6~8 周龄的健康雄性 C57 小鼠，体重 20 g±4 g。

小鼠饲养在四川大学华西医院动物实验中心，室

内温度 25 ℃±2 ℃，食物及水源充足。在正常昼夜

节律下饲养 3 d，待适应环境后进入实验。本实验

共使用了 25 只小鼠，随机抽取 5 只作为对照组，

再随机将剩余 20只分为 4组，每组 5只，进行双侧

下颌第一磨牙丝线结扎。按照 0.25 mg/g体重的剂

量经由腹腔注射1.25%阿佛丁溶液麻醉小鼠，将小

鼠仰面固定在手术台上，使用开口器打开小鼠上

下颌。在体式显微镜下，采用 5-0丝线结扎双侧下

颌第一磨牙，根据分组，相应的处理为栓丝 4 d

（栓丝 4 d 组）、栓丝 7 d （栓丝 7 d 组）、栓丝 14 d

（栓丝 14 d 组）、栓丝 14 d 再去除丝线 14 d （自愈

组）。相应处理结束时处死小鼠。

1.2  样本收集和处理

通过脊椎脱臼法处死小鼠，取小鼠下颌骨置

于 4%多聚甲醛中，常温固定 24 h，进行Micro-CT
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（SCANCO Medical公司，瑞士）扫描后转入 10% 

EDTA 中脱钙 （4 ℃，低温脱钙），每日更换脱钙

液。待脱钙完全后脱水处理进行石蜡包埋和切片，

切片厚度为 5 μm，收集切片置于 4 ℃冰箱保存

备用。

1.3  苏木精-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色

挑选切片后置于 65 ℃孵箱中 1 h，待切片冷却

至室温后，按以下步骤脱蜡至水：二甲苯 5 min，

2次；100%乙醇 3 min，2次。双蒸水 3 min，苏木

素 3 min，双蒸水冲洗，伊红 30 s，冲洗后 100%乙

醇泡后晾干、封片。光学显微镜下观察第一磨牙

根分叉区域的牙槽骨、牙周膜形态学变化。

1.4  抗酒石酸酸性磷酸酶 （tartrate-resistant acid 

phosphatase，TRAP）染色

挑选切片按前述步骤脱蜡至水。含吐温-20的

磷酸盐缓冲液（phosphate-buffered saline with tween-

20，PBST） 洗 10 min，磷酸盐缓冲液 （phospha-

te-buffered saline，PBS） 洗 2 次，每次 5 min，滴

加 TRAP 染色液于切片上，置于 37 ℃蒸箱中静置

10 min，蒸馏水洗 3 min，甲基绿复染 3 min，流水

冲洗至清澈后 100%乙醇脱水、晾干、封片。光学

显微镜下观察第一磨牙根分叉区域的牙槽骨内破

骨细胞数量变化。

1.5  天狼猩红染色

挑选切片按前述步骤脱蜡至水。滴加苏木素

染色液，静置 8 min。自来水漂洗至清亮，天狼猩

红染色液浸染 1 h，依次放于 0.5% 酸化水Ⅰ、Ⅱ
液 （乙酸∶水=1∶200） 中漂洗各 3 min。再依次

经 75%、95% 乙醇、无水乙醇进行梯度脱水，各

2 min，室温晾干、封片，进行偏振光图像采集。

1.6  RNAscope

挑选切片按前述步骤脱蜡至水。滴加 RNA‐

scope®过氧化氢，室温避光孵育 10 min。蒸馏水洗

2 次，每次 1 min，将玻片转移至盛装 RNAscope® 

1×Target Retrieval Reagent 的片盒中，置于沸水中

水浴 15 min。蒸馏水漂洗 30 s，将玻片置于 100%

乙醇中脱水 3 min，室温下晾干。滴加 RNAscope® 

Protease Plus，40 ℃孵箱中孵育 10 min。蒸馏水洗

2次，每次 1 min，滴加 CTNNB1探针，40 ℃孵箱

中孵育 2 h 后，将玻片转移至 1×RNAscope® Wash 

Buffer中。蒸馏水洗 2次，每次 2 min，滴加 RNA‐

scope® 2.5 AMP1，40 ℃孵箱中孵育 30 min，Buffer

洗 2 次，每次 2 min。后续再按顺序滴加 AMP2、

AMP3、AMP4并分别在 40 ℃孵箱中孵育 15、30、

15 min，滴加 AMP5、AMP6并分别在常温下孵育

30、15 min，每次孵育后用上述 Buffer洗 2次，每

次 2 min。滴加 RNAscope® 2.5 DAB 工作液进行显

色，湿盒内避光反应 10 min，蒸馏水洗 2次，每次

2 min。50%苏木素染液复染细胞核 3 min，自来水

漂洗至背景透亮。0.02%氨水浸泡 10 s至细胞核呈

蓝紫色，自来水漂洗 30 s。最后梯度乙醇脱水：

70% 乙醇 2 min；95% 乙醇 2 min，2 次；100% 乙

醇，3 min，室温晾干、封片。光学显微镜下观察

第一磨牙牙周膜内骨膜蛋白 RNA的表达变化。根

据每个细胞边界内存在的斑点数量分为 0~4级，进

行RNAscope分析[19]。

1.7  免疫组织化学染色

挑选切片按前述步骤脱蜡至水。3%过氧化氢

避光浸 10 min，PBST 及 PBS 各洗 5 min，滴加 3%

牛血清蛋白（bovine serum albumin，BSA）（溶于

20% 山羊血清），室温封闭 1 h。滴加骨膜蛋白抗

体（AF2955，1∶100），湿盒中 4 ℃冰箱过夜。次

日将切片置于 37 ℃孵箱中复温 30 min，PBST 及

PBS 各洗 5 min，滴加兔抗羊多克隆抗体 IgG （1∶

200），室温孵育 1 h，PBST 和 PBS 各洗 5 min。滴

加ABC溶液（A液∶B液∶山羊血清∶PBS=1∶1∶

2∶96），室温孵育 1 h，PBST 和 PBS 各洗 5 min。

滴加 DAB 显色剂，甲基绿复染核 10 min，10% 乙

醇冲洗 3 min，晾干、封片。光学显微镜下观察第

一磨牙牙周膜内骨膜蛋白的表达变化。使用 Image 

J软件对牙周膜内骨膜蛋白阳性区域的面积、第一

磨牙总牙周膜面积进行计数，计算骨膜蛋白阳性

细胞占比。

1.8  人牙周膜细胞原代培养及实验分组

牙周膜细胞取自就诊于四川大学华西口腔医

院口腔外科门诊的 18~25岁患者因正畸减数而拔除

的健康前磨牙，告知取牙用途并取得患者及家属

知情同意，符合伦理学标准。拔下后用含青链霉

素（青霉素 100 U/mL，链霉素 100 μg/mL）的PBS

液冲洗牙根表面，用锋利刀片刮取牙根中 1/3的牙

周膜组织，再将其均匀铺于培养瓶底部，加入含

20% 胎牛血清的 DMEM 细胞培养液，于细胞培养

箱孵育，待原代细胞密度达80%更换为完全培养基

（10%胎牛血清的DMEM细胞培养液）进行传代培

养，传至 4~6代用于细胞实验。将细胞随机分为对

照组、脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）刺激组

和去除 LPS刺激组，其中 LPS 刺激组用 1 μg/mL 

LPS （Invitrogen 公司，美国） 处理细胞 12 h 后收

样，去除LPS刺激组用1 μg/mL LPS处理3 h后更换

为完全培养基，再培养9 h（共计12 h）后收样。
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1.9  实时定量聚合酶链反应（quantitative real-time 

polymerase chain reaction，qRT-PCR）

采用 TRIzol 试剂 （上海碧云天生物技术有限

公司）提取细胞总 RNA，利用 Takara 试剂盒按照

说明书进行逆转录，再用 SYBR Premix Ex TaqTM 

Ⅱ （Bio-Rad公司，美国）与目标基因引物在Light-

Cycler 96实时荧光定量聚合酶链反应（polymerase 

chain reaction，PCR） 仪 （Roche 公司，瑞士） 进

行目标基因骨膜蛋白、转化生长因子 β1 （transfor-

ming growth factor-β1，TGF-β1）、基质金属蛋白酶

2 （matrix metalloproteinase 2，MMP2） 的检测，

引物序列见表1。

1.10  统计分析

采用 SPSS 22.0软件进行统计分析，所有实验

至少重复 3次，数据用均数±标准差表示。采用方

差分析及独立样本 t检验进行数据分析，检验标准

为α=0.05，P<0.05为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  牙周炎不同阶段牙周组织变化及特点

Micro-CT 扫描（图 1）显示，与对照组相比，

栓丝 4 d 组第一磨牙周围牙槽骨出现轻微骨吸收；

栓丝 7 d组牙槽骨高度降低，骨吸收破坏明显，骨

体积分数以及骨密度降低；栓丝 14 d 组骨破坏进

一步加重。与栓丝 14 d 组相比，自愈组牙槽骨相

关骨参数有改善，但仍差于对照组（P<0.05）。

TRAP染色（图 2）显示，随着结扎时间延长，

破骨细胞增多（P<0.05），自愈组破骨细胞数量减

少至接近对照组水平（P>0.05）。

HE 染色 （图 3） 显示，与对照组相比，栓丝

4 d 组、栓丝 7 d 组根分叉区域牙周膜间隙增宽，

其中可见细胞排列紊乱、胶原纤维破坏、大量炎

性细胞浸润；栓丝 14 d 组，虽然牙槽骨高度进一

步降低，但根分叉区域牙周膜细胞排列较有序，

胶原纤维致密，炎性细胞浸润较少；自愈组牙槽

骨高度得到一定恢复，牙周膜成纤维细胞排列与

对照组相似。

表 1　引物序列

Tab 1　Primer sequences

基因

GAPDH

TGF-β1

MMP2

骨膜蛋白

引物序列

Forward：5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’

Reverse：5’-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3’

Forward：5’-GCCTTTCCTGCTTCTCATGG-3’

Reverse：5’-TCCTTGCGGAAGTCAATGTAC-3’

Forward：5’-ACCCATTTACACCTACACCAAG-3’

Reverse：5’-TGTTTGCAGATCTCAGGAGTG-3’

Forward：5’-CAACGGGCAAATACTGGAAAC-3’

Reverse：5’-TCTCGCGGAATATGTGAATCG-3’
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上：Micro-CT图像；下：骨参数统计分析。*P<0.05；**P<0.01；***P<0.001。

图 1 各组下颌牙槽骨Micro-CT图像及骨参数统计分析结果

Fig 1 Micro-CT images and statistical analysis results of bone parameters of mandibular alveolar bone in each group
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天狼猩红染色偏振光扫描（图 4）显示，栓丝

14 d组牙周膜被致密的胶原纤维替代，与HE染色

结果一致；自愈组牙周膜胶原纤维排布与对照组

相似。表明去除炎症刺激后牙周组织存在一定的

修复再生。

2.2  牙周炎不同阶段牙周膜内骨膜蛋白 RNA 的

表达

与对照组相比，栓丝 4 d 组及栓丝 7 d 组骨膜

蛋白 RNA 的表达降低（P<0.001）。栓丝 14 d 组骨

膜蛋白 RNA的表达相较于栓丝 4 d组及栓丝 7 d组

增加，但仍低于对照组。自愈组牙周膜中骨膜蛋

白 RNA 的表达相比栓丝 14 d 组明显增加 （P<

0.001），与对照组相似，二者差异无统计学意义

（图5）。

2.3  牙周炎不同阶段牙周膜内骨膜蛋白的表达

与 RNAscope 结果相似，免疫组织化学染色

结果（图 6）显示，栓丝 4 d组及栓丝 7 d组骨膜蛋

白表达水平与对照组相比降低，而栓丝 14 d 组骨

膜蛋白的表达回升，但仍低于对照组（P<0.001）。

自愈组骨膜蛋白表达进一步增多，与对照组相似

（P>0.05）。结果表明，在牙周炎症进展过程中，

骨膜蛋白的表达先降低后升高，去除炎症刺激后

出现明显恢复。

2.4  牙周炎不同阶段牙周膜内骨膜蛋白表达机制

初探

细胞实验结果（图 7）显示，LPS刺激组与对

照组相比骨膜蛋白、TGF-β1 mRNA表达下降，去

除 LPS 刺激组与 LPS 刺激组相比骨膜蛋白、TGF-

β1 mRNA表达升高（P<0.05）。对照组、LPS刺激

组、去除 LPS 刺激组的 MMP2 表达差异均无统计

学意义（P>0.05）。

3  讨论

骨膜蛋白在牙周膜内特异性高表达，对于牙

周组织功能稳定及修复有着重要作用。探究炎症
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A、B、C图为TRAP染色，其中B、C图分别是A图中B、C方框内容的放大图。D图为统计分析，ns：P>0.05；*P<0.05；**P<0.01；

***P<0.001。

图 2 各组小鼠下颌第一磨牙TRAP染色及统计分析结果

Fig 2 TRAP staining and statistical analyses results in the first mandibular molar of mice in each group
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进展不同阶段骨膜蛋白的表达规律对于进一步揭

示牙周炎治疗和牙周组织再生中骨膜蛋白的作用

有重要意义。本研究发现，随着炎症的进展，小

鼠牙周膜内骨膜蛋白的 mRNA 和蛋白表达呈现出

先减少而后回升的趋势，但其相对表达量仍低于

对照组；去除炎症刺激后随着牙周组织的修复骨

膜蛋白的表达也恢复至接近对照组水平。

组织学结果显示，栓丝 4 d 和 7 d 时，牙周膜

中出现类似急性炎症的反应，包括大量炎性细胞

浸润、成纤维细胞退变、胶原破坏等，与既往研

究[20]结果一致，而牙槽骨破坏相对轻微，此时牙

周膜内骨膜蛋白的表达减少可能与急性期炎症浸

润及胶原破坏有关。随着炎症进展，栓丝 14 d 时

破骨细胞数目显著增多，牙槽骨吸收明显加重，

牙周膜间隙增宽明显，而增宽的牙周膜间隙中出

现明显纤维性修复，伴随牙周膜内骨膜蛋白表达

回升。研究[21-22]发现，在其他一些慢性病理条件
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50 μm50 μm50 μm50 μm50 μm
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B图是A图中B方框内容的放大图，虚线表示牙周膜和牙槽骨的界限。

图 4 各组小鼠下颌第一磨牙天狼猩红染色偏振光扫描

Fig 4 Polarized light scanning images of Sirius red staining in the first mandibular molar of mice in each group
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B、C图分别是A图中B、C方框内容的放大图，虚线表示牙周膜和牙槽骨的界限。

图 3 各组小鼠下颌第一磨牙HE染色

Fig 3 Images of HE staining in the first mandibular molar of mice in each group
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下，骨膜蛋白表达增加与组织纤维化有关，而本

研究中栓丝 14 d 组牙周膜中炎性细胞浸润明显减

少且增宽牙周膜间隙充满密集排布的胶原纤维。

基于此，本研究中栓丝 14 d 组骨膜蛋白表达上调

可能与牙周炎引起的牙周组织炎性损伤向慢性纤

维化转归有关。骨膜蛋白与牙周膜中胶原纤维束

的规律排列密切相关[23-24]，而后者这种慢性纤维化

的过程可能是机体在炎性刺激下维持组织完整性

的保护性措施。

牙周膜内的骨膜蛋白主要由成纤维细胞分泌

于细胞外基质中[25-26]，与牙周膜纤维束的规律排列

密切相关，将牙骨质与牙槽骨连接起来，形成牙

齿的支持结构[27]。基于此，骨膜蛋白与牙周膜内

的纤维化对牙周膜完整性的保持具有重要作用。

在本研究中，炎症条件下的骨膜蛋白表达是炎症

早期减少而后期增多，结合骨膜蛋白与牙周膜组

织变化的密切联系，推测骨膜蛋白是牙周炎症环

境中的一种维持牙周膜组织完整性的重要保护性

蛋白。此外，在一些研究[4,28]中，骨膜蛋白已经被

用作一种成功的牙周再生标志物。

TGF-β1作为 TGF-β超家族的一员，参与炎症

反应、细胞生长、免疫反应等过程，是一种多功

能细胞因子[29-31]，在牙周炎病因学及牙周再生领域

有重要地位。研究[12]报道，TGF-β1 可以直接调节

骨膜蛋白的表达，从而维持牙周组织完整性。本

研究细胞实验证实，牙周膜细胞在炎症条件下降
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图 5 各组小鼠下颌第一磨牙牙周组织中骨膜蛋白RNA表达变化

Fig 5 Changes of RNA expression of periostin in the periodontal tissue of the first mandibular molar of mice in each group
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低了TGF-β1的表达，且在炎症改善时又增加，这

一趋势与骨膜蛋白在不同炎症状态下的改变一致。

另有研究[32-33]报道骨膜蛋白可通过增强MMP2表达

来促进损伤组织中血管生成过程，但本研究中骨

膜蛋白下游调控分子 MMP2 的表达水平尽管呈现

相似趋势，但组间差异无统计学意义。

综上，骨膜蛋白在牙周组织损伤的应答以及

重建中发挥着重要作用，对牙周再生有潜在的价

值，在未来需要进一步探索其在炎症下的表达调

控机制和在牙周组织修复中的作用。
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图 6 各组小鼠下颌第一磨牙的牙周组织中骨膜蛋白表达变化

Fig 6 Changes in periostin expression in the periodontal tissue of the first mandibular molar of mice in each group
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图 7 各组牙周膜细胞中骨膜蛋白及其相关因子的mRNA表达变化

Fig 7 Changes of mRNA expression of periostin and related factors in periodontal ligament cells in each group
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书配有免费故事音频，由专业动画片配音演员朗读，绘声绘色，

可以边看边听，让孩子认为看牙是非常有趣好玩的事情，以便每

次都可以积极配合医生和护士完成牙齿检查和治疗。
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