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美沙拉嗪对 RAW264.7细胞中促炎因子和过氧化物的抑制作用

及其对牙周炎模型大鼠的治疗作用
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［［摘 要］］   目的目的：：探讨美沙拉嗪 （MSZ） 在 RAW264. 7 细胞模型中的抗炎和抗氧化作用，阐明其对

大鼠牙周炎的治疗效果。方法方法：：采用 CCK-8 法检测不同浓度 （0、62. 5、125. 0、250. 0、500. 0、1 000. 0
和 2 000. 0 mg·L-1） MSZ 刺激的 RAW264. 7 细胞增殖率，确定 MSZ 处理细胞的最佳浓度。采用牙龈

卟啉单胞菌脂多糖 （P. g-LPS） 和 MSZ 处理 RAW264. 7 细胞，并将细胞分为对照组、P. g-LPS 组和

MSZ＋P. g-LPS 组。采用 DCFH-DA 荧光探针法检测各组细胞中活性氧 （ROS） 水平，采用酶联免疫

吸附试验 （ELISA） 法检测各组细胞中丙二醛 （MDA） 和还原型谷胱甘肽 （GSH） 水平及超氧化物

歧化酶 （SOD） 活性，采用实时荧光定量 PCR （RT-qPCR） 法检测各组细胞中炎症因子白细胞介素

1β （IL-1β） 和白细胞介素 8 （IL-8） mRNA 表达水平。采用结扎法结合 P. g 菌液注射建立牙周炎大鼠

模型，18 只大鼠随机分为对照组 （不作处理）、模型组 （构建牙周炎模型） 和给药组 （构建牙周炎模型并

给予 MSZ），每组 6 只。采用微型 CT 评估各组大鼠牙槽骨破坏情况，采用 HE 染色观察各组大鼠牙周组

织病理形态表现。结果结果：：与对照组比较，500. 0 mg·L-1 MSZ 组细胞增殖率明显升高 （P<0. 01），因此

后续选用 500. 0 mg·L-1 MSZ 处理细胞。与对照组比较，P. g-LPS 组细胞中 ROS 和 MDA 水平明显升高

（P<0. 01），GSH 水平和 SOD 活性明显降低 （P<0. 01），IL-1β 和 IL-8 mRNA 表达水平明显升高 （P<
0. 01）；与 P. g-LPS 组比较，MSZ＋P. g-LPS 组细胞中 ROS 和 MDA 水平明显降低 （P<0. 01），GSH
水平和 SOD 活性明显升高 （P<0. 01），IL-1β 和 IL-8 mRNA 表达水平明显降低 （P<0. 01）。微型 CT
检测，与对照组比较，模型组大鼠釉牙骨质界到牙槽嵴顶的距离 （CEJ-ABC） 明显升高 （P<0. 01），骨体积

分数 （BV/TV） 明显降低 （P<0. 05）；与模型组比较，给药组大鼠 CEJ-ABC 明显降低 （P<0. 01），

BV/TV 明 显 升 高 （P<0. 05）。 HE 染 色 ， 与 模 型 组 比 较 ， 给 药 组 大 鼠 牙 周 组 织 炎 症 细 胞 浸 润 减 轻 ，

上皮附着恢复。结论结论：：MSZ 能有效抑制 P. g-LPS 诱导的 RAW264. 7 细胞中促炎因子和过氧化物的产

生，提高细胞抗炎和抗氧化能力，在牙周炎大鼠模型中抑制牙槽骨吸收，缓解牙周组织炎症。

［［关键词］］   美沙拉嗪； 牙龈卟啉单胞菌脂多糖； 牙周炎； 炎症因子； 氧化应激
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ABSTRACT  Objective：To discuss the anti-inflammatory and antioxidant effect of mesalazine （MSZ） 
in the RAW264. 7 cell model ，and to elucidate its therapeutic effect on periodontitis in the rats.  
Methods：The proliferation rates of RAW264. 7 cells stimulated by different concentrations （0， 62. 5， 
125. 0， 250. 0， 500. 0， 1 000. 0， and 2 000. 0 mg·L-1）of MSZ were detected by CCK-8 method to 
determine the optimal concentration of MSZ for cell treatment.  Porphyromonas gingivalis 
lipopolysaccharide （P. g-LPS） and MSZ were used to treat the RAW264. 7 cells ， and the cells were 
divided into control group ， P. g-LPS group， and MSZ+P. g-LPS group.  The levels of reactive oxygen 
species （ROS） in the cells in various groups were detected by the DCFH-DA fluorescent probe assay； the 
malondialdehyde （MDA） levels， glutathione （GSH） levels and superoxide dismutase （SOD） activities in 
the cells in various groups were detected by ELISA method； the expression levels of inflammatory factors 
interleukin-8 （IL-8） and interleukin-1β （IL-1β） mRNA in the cells in various groups were detected by 
real-time fluorescence quantitative PCR （RT-qPCR） method. The periodontitis rat model was established 
by the ligation method combined with the injection of P. g bacterial fluid.  A total of 18 rats were randomly 
divided  into  control  group （without  treatment），  model  group （making periodontits model），  and  drug 
administration group（making periodontits model and given MSZ）， and there were 6 rats in each group.  
Micro-CT was used to assess the alveolar bone destruction of the rats in various groups； HE staining was 
used to observe the morphology of periodontal tissue of the rats in various groups.  Results：Compared with 
control group， the proliferation rate of the cells in 500. 0 mg·L-1 MSZ group was significantly increased 

（P<0. 01）， so 500. 0 mg·L-1 MSZ was subsequently selected to treat the cells.  Compared with control 
group， the levels of ROS and MDA in the cells in P. g-LPS group were significantly  increased （P<0. 01）， 
and the level of GSH and activity of SOD were significantly decreased （P<0. 01）， and the expression levels 
of IL-1β and IL-8 mRNA were significantly increased （P<0. 01）； compared with P. g-LPS group， the 
levels of ROS and MDA in the cells in MSZ+P. g-LPS group were significantly decreased （P<0. 01）， the 
level of GSH and activity of SOD were significantly increased （P<0. 01）， and the expression levels of 
IL-1β and IL-8 mRNA were significantly decreased （P<0. 01）.  The micro-CT assay results showed that 
compared with control group， the distance from the cemento-enamel junction to alveolar bone crest 

（CEJ-ABC） of the rats in model group was significantly increased（P<0. 01）， and the bone volume fraction 
（BV/TV） was significantly decreaced （P<0. 05）； compared with model group； the CEJ-ABC of the rats 
in drug administration group was decreased（P<0. 01）， and the BV/TV was increased （P<0. 05）.  The HE 
staining results showed that the inflammatory cell infiltration in periodontal tissue of the rats in drug 
administration group was reduced， and epithelial attachment was restored. Conclusion：MSZ effectively 
inhibits the production of pro-inflammatory factors and peroxides in the P. g-LPS-induced RAW264. 7 
cells， improves the cellular anti-inflammatory and antioxidant capacity， inhibits the alveolar bone 
resorption， and alleviates the inflammation of periodontal tissues in the periodontitis rats.
KEYWORDS Mesalazine； Porphyromonas gingivalis lipopolysaccharide； Periodontitis； Inflammatory 
factor；Oxidative stress

牙周炎是一种由口腔微生物群引起的炎症性疾

病，也是最常见的口腔疾病之一 ［1］，可导致牙龈和

牙 周 膜 中 的 胶 原 纤 维 溶 解 和 牙 槽 骨 吸 收 ， 最 终 导

致牙齿松动。牙周炎也与多种全身系统性疾病，包

括 心 血 管 疾 病 、 糖 尿 病 、 类 风 湿 关 节 炎 、 癌 症 和

阿 尔茨 海 默 病 等 有 关 联 ［2］。 目 前 认 为 牙 周 炎 的 致

病 因 素 是多方面的，包括细菌、病毒、免疫反应、

不 良 环 境 和 遗 传 易 感 性 等 。 牙 龈 卟 啉 单 胞 菌

（Porphyromonas gingivalis， P. g） 是 一 种 厌 氧 杆

菌，能在血琼脂上形成黑色菌落，与牙周炎的严重

程度有关，已被确定为牙周炎主要病原体之一 ［3］，

可以诱导巨噬细胞分泌多种炎性因子进而调节宿主
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免 疫 反 应 ［4］。 此 外 有 研 究 ［5-6］ 显 示 ： 炎 症 性 肠 病

（inflammatory bowel disease， IBD） 与 牙 周 炎 有 密

切关联，IBD 患者的牙周炎患病率升高，牙周炎也

可 诱 发 肠 道 菌 群 失 调 和 肠 道 上 皮 细 胞 屏 障 功 能

障 碍，二者发病机制均与局部微生物和免疫稳态失

衡 有 关 ， 即 致 病 菌 产 生 致 病 因 子 如 脂 多 糖

（lipopolysaccharide， LPS）， 激 活 宿 主 产 生 炎 症 反

应，募集巨噬细胞和 T 淋巴细胞等炎性细胞分泌炎

症 细 胞 因 子 ， 并 产 生 过 量 活 性 氧 （reactive oxygen 
species，ROS）［7-8］。目前治疗 IBD 的常规药物是美

沙 拉 嗪 （mesalazine，MSZ）。 该 药 具 有 多 种 作 用 ，

如抗氧化、抗炎、抗细菌、抗真菌、抗淀粉样蛋白

和 胃 保 护 作 用 等 ［9］。 同 时 ， MSZ 作 为 一 种 非 甾 体

类 抗 炎 药 （nonsteroidal anti-inflammatory drugs，

NSAIDs） 能够抑制环氧合酶 2 （cyclooxygenase-2，

COX-2）  产  生。COX-2 能  催  化  花  生  四  烯  酸

（arachidonic acid， AA） 转 化 为 前 列 腺 素 E2
（prostaglandin，PGE2）［10］，而 PGE2 已被证明是促

进 牙 槽 骨 吸 收 的 重 要 炎 症 介 质 ［11］。 白 细 胞 介 素

（interleukin，IL） -8 与牙周炎严重程度呈正相关关

系 ， 在 牙 周 组 织 破 坏 阶 段 有 加 重 炎 症 作 用 。 MSZ
对牙周炎的治疗效果尚未见报道。基于 IBD 和牙周

炎 发 病 机 制 的 相 似 性 及 MSZ 良 好 的 药 理 学 特 性 ，

本 课 题 组 采 用 P. g-LPS 诱 导 的 RAW264. 7 细 胞 模

型和结扎诱导的牙周炎大鼠模型，探讨 MSZ 对牙

周炎的疗效，为牙周炎的治疗提供新思路。

1 材料与方法  

1. 1　　细胞细胞、、动物和主要试剂动物和主要试剂　　小 鼠 RAW264. 7 巨

噬细胞 （上海市中国科学院上海生命科学研究院细

胞 生 物 学 研 究 所）。 雄 性 SD 大 鼠 （辽 宁 长 生 生 物

技 术 股 份 有 限 公 司）， 动 物 生 产 许 可 证 号 ： SCXK
（辽） 2022-0001。动物实验经吉林大学动物实验伦

理 委 员 会 批 准 ， 动 物 使 用 许 可 证 号 ： SYXK （吉）

2018-0001。 CCK-8 细 胞 计 数 试 剂 盒 （cell counting 
kit-8，CCK-8）（苏 州 新 赛 美 公 司），MSZ （上海

Aladdin 公 司）， DMEM 培 养 基 （北 京 亿 奥 邦 公

司）， 超 氧 化 物 歧 化 酶 （superoxide   dismutase，

SOD）、丙二醛 （malondialdehyde，MDA） 和谷胱

甘肽 （glutathione，GSH） 检测试剂盒 （南京建成

生 物工程研究所），胎牛血清 （fetal  bovine  serum，

FBS）  （武 汉 普 诺 赛 公 司）， P. g-LPS （美  国
InvivoGen 公  司），2，7-二  氯  荧  光  素  二  乙  酸  酯

（2， 7-dichlorodihydrofluorescein diacetate， DCFH-

DA）（北京百奥莱博科技有限公司），总 RNA 提取

试 剂 盒 （成 都 福 际 生 物 技 术 有 限 公 司）， 0. 9% 生

理盐水 （辽宁民康制药有限公司），乙二胺四乙酸

（ethylene diamine tetraacetic acid， EDTA） 脱 钙 液

（合肥白鲨生物科技有限公司），4% 多聚甲醛溶液

（北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司）， P. g-ATCC33277
（美 国 Med Chem Express 公 司）。 倒 置 荧 光 显 微 镜

（Ⅸ71，日本奥林巴斯公司），微型 CT （瑞士 Scanco
医 疗 股 份 公 司），实 时 荧 光 定 量 PCR （real-time 
flourescence  quantitative  PCR，RT-qPCR） 仪，酶

标仪 （美国佰乐公司），培养箱 （美国赛默飞世尔

科技公司）。

1. 2　　不同浓度不同浓度 MSZ 作用后作用后 RAW264. 7 细胞增殖细胞增殖

率率　　为 了 确 定 P. g-LPS 刺 激 前 RAW264. 7 细 胞 的

MSZ 预  处  理  浓  度 ， 将  处  于  对  数  生  长  期  的

RAW264. 7 细 胞 以 每 孔 5×103 个 的 密 度 接 种 于

96 孔 细 胞 培 养 板 ， 将 细 胞 分 为 对 照 组 （不 进 行 任

何 处 理 ） 和 不 同 浓 度 （62. 5、 125. 0、 250. 0、

500. 0、1 000. 0 和 2 000. 0 mg·L-1） MSZ 组，同时

设置空白孔。培养 24 h 后每孔加入 10 μL CCK-8 试

剂，37 ℃孵育 2 h 后采用酶标仪检测波长 450 nm 处

的各孔吸光度 （A） 值，计算各组细胞增殖率。细

胞增殖率= （样本孔 A 值-空白孔 A 值） / （对照

孔 A 值-空白孔 A 值） ×100%。

1. 3　　 DEFH--DA 荧光探针法荧光探针法检测各组检测各组 RAW264. 7

细胞中细胞中 ROS 水平水平　　将 细 胞 以 每 孔 5×105 个 的 密 度

接种于 6 孔细胞培养板，分为对照组、P. g-LPS 组

和 MSZ+P. g-LPS 组。MSZ+P. g-LPS 组细胞先采

用 500 mg·L-1 MSZ 预处理 2 h，随后在 P. g-LPS 组

和 MSZ+P. g-LPS 组细胞中加入 5 mg·L-1 P. g-LPS
处理 24 h。每组 3 个复孔 ， 弃去孔板内培养液，采

用磷酸盐缓冲液 （phosphate buffered saline， PBS）

洗 涤 后 加 入 10 μmol·L-1 DCFH-DA 荧光探针 1 mL 
置于 37 ℃避光孵育 30 min，PBS 缓冲液洗涤后在荧

光显微镜下观察细胞并获得图像。采用 Image J 软

件 分 析 各 组 细 胞 中 ROS 水 平 ， 以 荧 光 显 微 镜 下

ROS 荧光强度作为各组细胞中 ROS 水平。

1. 4　　 酶 联 免 疫 吸 附 试 验酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （（enzyme--linked 

immunosorbent  assay，， ELISA）） 法法  检检  测测  各各  组组

RAW264. 7 细胞中细胞中 MDA 和和 GSH 水平及水平及 SOD 活活性性　　

 分 组 和 处 理 同 “1. 3”。 培 养 24 h 后 采 用 PBS 缓

冲液洗涤细胞，随后采用巴氏吸管将细胞吹下，在

冰 浴 状 态 下 超 声 破 碎 ， 充 分 裂 解 后 12 000 r·min-1 
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离 心 10 min。 取 上 清 ， 按 照 相 应 ELISA 试 剂 盒 说

明书检测细胞中 MDA 和 GSH 水平及 SOD 活性。

1. 5　　RT--qPCR法检测法检测各组各组 RAW264. 7细胞中细胞中 IL-1β

和和 IL-8 mRNA 表达水平表达水平　　 分 组 和 处 理 同 “1. 3”，

引 物 序 列 见 表 1。 采 用 总 RNA 提 取 试 剂 盒 从 细 胞

中 提 取 RNA， 逆 转 录 合 成 cDNA， 采 用 Magic 
SYBR Mixture 进行 RT-qPCR 反应。总反应体系为

20 µL， 在 冰 上 操 作 。 反 应 程 序 为 95 ℃ 、 30 s，

95 ℃、 5 s， 60 ℃、 30 s， 共 计 40 个 循 环 。 以 β-肌

动蛋白为内参，采用 2-ΔΔCt 法计算各组细胞中 IL-1β
和 IL-8 mRNA 表达水平。

1. 6　　实验动物分组实验动物分组、、造模和干预造模和干预　　选取 18 只 8 周龄

健康 SD 雄性大鼠，饲养于光暗交替暗循环的温控

室 （23 ℃~25 ℃），每日供水。将大鼠随机分为对

照 组 、 模 型 组 和 给 药 组 ， 每 组 6 只 。 采 用 异 氟 烷

吸 入 麻 醉 ， 对 照 组 大 鼠 不 进 行 手 术 以 排 除 麻 醉 的

影 响，其余 2 组大鼠均手术构建牙周炎模型。麻醉

后 在 大 鼠 上 颌 第 一 和 第 二 磨 牙 之 间 将 正 畸 结 扎

丝 （直径为 0. 2 mm） 穿过颊侧到腭侧围绕第一磨

牙 ， 打 结 ， 使 其 完 全 进 入 龈 沟 内 。 将 密 度 为 1×
109 CFU·mL-1 的 20 μL P. g 菌 液 接 种 于 造 模 区 周

围，隔日 1 次。此后，每 3 d 检查 1 次，如有松动脱

落，及时重新结扎。结扎期为 6 周。通过牙周探诊

深度判断牙周炎模型是否造模成功，造模成功后拆

除结扎丝。模型组大鼠不作处理，给药组大鼠采用

胰岛素注射器将 20 μLMSZ （500. 0 mg·L-1） 分别

从上颌第一磨牙颊侧和腭侧中点处注射到黏骨膜下

组织中，注射过程中黏膜呈白色，无明显渗出。每

周 给 药 3 次 ， 疗 程 3 周 。 3 周 后 将 大 鼠 全 部 处 死 ，

分 离 上 颌 牙 槽 骨 ， 冲 洗 后 固 定 于 4% 多 聚 甲 醛 溶

液中。

1. 7　　微型微型 CT 评估各组大鼠牙槽骨吸收情况评估各组大鼠牙槽骨吸收情况　　取

出固定后的各组大鼠上颌骨组织块，采用生理盐水

冲洗，随后进行微型 CT （70 kV，114 mA，0. 3 s）
扫 描 ， 层 厚 18 μm， 采 用 图 像 处 理 语 言 （image 
processing language， IPL） 软件三维重建图像，调

整图像三维位置，使大鼠上颌牙的牙尖均处于同一

平 面 ， 确 保 测 量 标 准 的 一 致 性 ［12］。 选 择 不 同 角 度

具有代表性的矢状位微型 CT 三维重建图像，且尽

可能包含上颌第二磨牙近中根和上颌第一磨牙远中

根 。 随 后 测 量 每 个 样 本 的 釉 牙 骨 质 界 （cemento-

enamel junction， CEJ） 到 牙 槽 嵴 顶 （alveolar bone 
crest， ABC） 的 距 离 （CEJ-ABC）。 采 用 Image J
软件分别测量上颌第一磨牙腭侧近端、中部和远端

3 个点，并取其平均值。将上颌第一磨牙周围的牙

槽骨选定为感兴趣区域，采用 Skyscan 软件评价此

区 域 内 骨 体 积 分 数 （bone volume/tissue volume，

BV/TV）。

1. 8　　HE 染 色 观 察 各 组 大 鼠 牙 周 组 织 病 理 形 态染 色 观 察 各 组 大 鼠 牙 周 组 织 病 理 形 态

表现表现　　将 各 组 大 鼠 上 颌 骨 组 织 块 置 于 10% 多 聚 甲

醛固定 48 h，10%EDTA 脱钙 3 个月，1 周更换 3 次

脱钙液，脱钙后在流动水下清洗 20 min，去除多余

的组织并切成适当大小的块，常规脱水和石蜡包埋

后，沿 牙 齿 长 轴 在 近 中 和 远 中 侧 均 匀 切 片 ， 厚 度

约为 5 mm，最后采用中性树胶封片，HE 染色，显

微镜下观察各组大鼠第一磨牙和第二磨牙处牙周组

织病理形态表现。

1. 9　　统计学分析统计学分析　　 采 用 Graphpad Prism 9. 0 统 计

软 件 进 行 统 计 学 分 析 。 MSZ 处 理 后 各 组 细 胞 增 殖

率 ， 各 组 细 胞 中 ROS 水 平 ， 各 组 细 胞 中 MDA 和

GSH水平及SOD活性，各组细胞中IL-1β和IL-8 mRNA
表 达 水 平 ， 各 组 大 鼠 CEJ-ABC 和 BV/TV 值 ， 均

符 合 正 态 分 布 ， 以 x±s 表 示 ， 多 组 间 样 本 均 数 比

较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 SNK-q
检验。以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　各组细胞增殖率各组细胞增殖率　　与对照组比较，62. 5、125. 0
和 2 000. 0 mg·L-1 MSZ 组细胞增殖率差异无统计学

意义 （P>0. 05），250. 0、500. 0 和 1 000. 0 mg·L-1

组细胞增殖率升高 （P<0. 05 或 P<0. 01）。见图 1。

根据细胞增殖率的变化，后续实验选用 500. 0 mg·L-1 
MSZ 处理细胞。

2. 2　　各组细胞中各组细胞中 ROS水平水平　　对照组细胞中几乎未检

测到绿色荧光。与对照组比较，P. g-LPS 组细胞中

产 生 大 量 ROS， 绿 色 荧 光 强 度 明 显 增 强 ， 细 胞 中

ROS 水平明显升高 （P<0. 01）；与 P. g-LPS 组比较，

表表 1　　RT--qPCR 引物序列引物序列

TabTab.. 11　　Primer sequences of RTPrimer sequences of RT--qPCRqPCR

Gene
IL-1β

IL-8

β-actin

Sequence of primer (5 ′-3 ′)
F: GTTGACGGACCCCAAAAGAT
R: CCTCATCCTGGAAGGTCCAC
F: TTGGCAGCCTTCCTGATTTC
R: TCTTTAGCACTCCTTGGCAAAAC
F: GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA
R: GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG
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MSZ＋P. g-LPS 组细胞中荧光强度明显降低， 细 胞

中 ROS 水平明显降低 （P<0. 01）。见图 2 和 3。

2. 3　　各组细胞中各组细胞中 MDA 和和 GSH 水平及水平及 SOD 活性活性　　

 与对照组比较，P. g-LPS 组细胞中 MDA 水平明

显升高 （P<0. 01），GSH 水平和 SOD 活性明显降低

（P<0. 01）；与 P. g-LPS组比较，MSZ+P. g-LPS组

细 胞 中 MDA 水 平 明 显 降 低 （P<0. 01）， GSH 水

平和 SOD 活性明显升高 （P<0. 01）。见表 2。

2. 4　　 各 组 细 胞 中各 组 细 胞 中 IL-1β 和和 IL-8 mRNA 表 达 水 平表 达 水 平　　 

 与  对  照  组  比  较，P. g-LPS 组  细  胞  中  IL-1β 和

IL-8 mRNA 表 达 水 平 明 显 升 高 （P<0. 01）； 与

P. g-LPS 组比较，MSZ+P. g-LPS 组细胞中 IL-1β
和 IL-8 mRNA 表 达 水 平 明 显 降 低 （P<0. 01）。

见图 4。

2. 5　　各组大鼠牙槽骨吸收情况各组大鼠牙槽骨吸收情况　　微 型 CT 测 量 结

果显示：与对照组比较，模型组大鼠 CEJ-ABC 值

升 高 （P<0. 01）， 表 明 大 鼠 上 皮 附 着 丧 失 ， 牙 槽

骨吸收，牙周炎模型建立成功。与模型组比较，给

药组大鼠 CEJ-ABC 值明显降低 （P<0. 01）。与对

照 组 比 较 ， 模 型 组 大 鼠 BV/TV 明 显 降 低 （P<
0. 01）； 与 模 型 组 比 较 ， 给 药 组 大 鼠 BV/TV 明 显

升高 （P<0. 05）。见图 5 和 6。

2. 6　　各组大鼠牙周组织病理形态表现各组大鼠牙周组织病理形态表现　　HE 染色结

果显示：对照组大鼠牙龈乳头完整，结合上皮与釉

质表面紧密黏附，无糜烂、溃疡和炎性细胞浸润，

牙周膜内纤维排列整齐，一端嵌入牙槽骨，另一端

嵌入牙骨质，纤维完整无破坏，牙骨质表面光滑，

表明无骨吸收。模型组大鼠牙龈乳头糜烂，结合上

皮向根方增殖，牙槽骨吸收，牙骨质中可见吸收陷

窝，牙周组织中可见大量炎症细胞，类似于人类慢

性牙周炎，表明牙周炎模型成功建立。与模型组比

较，给药组大鼠牙槽骨破坏程度减弱，牙周组织中

仅见少量炎症细胞浸润，牙周组织破坏有所减轻。

见图 7。

3 讨  论  

牙周炎是一种慢性炎症性疾病，可造成牙齿软
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图图 1　各组细胞增殖率　各组细胞增殖率

Fig. 1　　Proliferation rates of cells in various groups

A B C

20 μm 20 μm 20 μm

A: Control group； B: P.g-LPS group； C: MSZ＋P.g-LPS group.
图图 2　　DCFH--DA 荧光探针法检测各组细胞中荧光探针法检测各组细胞中 ROS 荧光强度荧光强度

Fig. 2　　ROS fluorescence intensities in cells in various groups detected by DCFH--DA fluorescence probe method

L
ev

el
 o

f 
R

O
S

60

40

20

0
Control P.g-LPS MSZ+P.g-LPS

*

△

*P<0.01 vs control group； △P<0.01 vs P.g-LPS group.
图图 3　各组细胞中　各组细胞中 ROS 水平水平

Fig. 3　　Levels of ROS in cells in various groups
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硬 组 织 的 损 伤 ［13］。 目 前 ， 口 腔 健 康 指 导 、 龈 上 洁

治和龈下刮治仍然是治疗牙周炎最重要的方法。然

而，受限于牙齿解剖条件，牙根分叉病变和牙周袋

深 度 ， 单 独 使 用 这 些 方 法 通 常 无 法 消 除 菌 斑 微 生

物 ， 治 疗 失 败 也 很 大 程 度 上 源 于 无 法 控 制 相 关 炎

症 ［14-15］。 因 此 ， 药 物 降 低 炎 症 反 应 和 ROS 水 平 可

能是减轻牙周炎引起的牙周组织破坏，最大限度保

存牙齿的有效途径。在众多抗炎药物中，NSAIDs
可 通 过 抑 制 PGE2 合 成 和 调 节 机 体 免 疫 应 答 反 应 ，

控 制 牙 周 炎 症 ［16］。 MSZ 作 为 NSAIDs 的 一 种 ， 是

IBD 的临床一线用药，具有良好的抗氧化和抗炎活

性 ［17］。本研究尝试将 MSZ 用于牙周炎的体内和体

外模型，观察其对牙周炎的治疗效果。

巨噬细胞在先天免疫中起重要作用，是宿主抵

御 微 生 物 的 第 一 道 防 线 。 在 P. g-LPS 诱 导 的 牙 周

炎 中 ， 巨 噬 细 胞 通 过 产 生 多 种 促 炎 介 质 如 IL-8 和

IL-1β 等来调节炎症反应，上述细胞因子对于加剧

牙 周 炎 症 反 应 至 关 重 要 ［18］。 IL-8 在 多 形 核 白 细 胞
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图图 4　各组细胞中　各组细胞中 IL--1β（（A））和和 IL--8（（B）） mRNA 表达水平表达水平

Fig. 4　　Expression levels of IL--1β（（A）） and IL--8（（B）） mRNA in cells in various groups

表表  2　　各组细胞中各组细胞中 MDA 和和 GSH 水平及水平及 SOD 活性活性

TabTab..   22　　Levels of MDA and GSH and activities of SOD in cells in various groupsLevels of MDA and GSH and activities of SOD in cells in various groups

Group
Control
P.g-LPS
MSZ+P.g-LPS

MDA[mB/(μmol·g-1)]
5.504±0.841

16.167±1.35*

8.711±0.472△

GSH[wB/(mg·g-1)]
24.935±1.947
11.619±1.579*

19.396±1.543△

SOD[λB/（U·mg-1)]
20.491±3.044

9.051±1.706*

14.496±2.626△

*P<0.01 vs control group； △P<0.01 vs P.g-LPS group.

A B C

D E F

2 mm 2 mm 2 mm

2 mm 2 mm 2 mm

A，D： Control group； B，E： Model group； C，F： Drug adminstration group. M1： Maxillary first molar.
图图  5　各组大鼠上颌牙槽骨微型　各组大鼠上颌牙槽骨微型 CT 矢状位图像矢状位图像（（A~C））与三维重建图像与三维重建图像（（D~F））

Fig. 5　　 Sagittal images (A-C) and three--dimensional reconstruction images (D-F) on micro--CT of maxillary 

alveolar bone of rats in various groups
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的募集和功能激活中发挥作用，与牙周炎严重程度

呈正相关关系，在牙周组织破坏阶段具有加重炎症

的作用 ［19］。IL-1β 是一种有效的炎症介质和促进骨

吸 收 的 细 胞 因 子 ， 一 旦 在 组 织 累 积 就 会 触 发 一 系

列 炎 症 反 应 ， 导 致 白 细 胞 募 集 和 中 性 粒 细 胞 浸

润 ［20］。本研究结果显示：P. g-LPS 可明显提高 IL-8
和 IL-1β mRNA 表 达 水 平 ， 说 明 P. g-LPS 能 促 进

RAW264. 7 细 胞 炎 症 ； MSZ 处 理 后 细 胞 中 IL-8 和
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*P<0.01 vs control group； △P<0.05 vs model group； △P<0.05 vs adminstration group.
图图  6　各组大鼠　各组大鼠 CEJ--ABC（（A））和和 BV/TV（（B））

Fig. 6　　CEJ--ABC(A) and BV/TV(B) of rats in various groups

A B C

D E F

G H I

200 μm 200 μm 200 μm

100 μm 100 μm 100 μm

10 μm 10 μm 10 μm

A，D，G：Control group； B，E，H：Model group； C，F，I： Drug administration group. Black arrows indicated inflammatory cells.
图图 7　　HE 染色观察各组大鼠牙周组织形态表现染色观察各组大鼠牙周组织形态表现

Fig. 7　　Morphology of periodontium tissue of ras in various groups detected by HE staining
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IL-1β mRNA 表 达 水 平 明 显 降 低 ， 说 明 MSZ 能 在

一定程度上抑制炎症进展，发挥抗炎作用。

牙 周 炎 患 者 的 牙 龈 组 织 中 会 产 生 大 量 ROS，

导致局部氧化还原失衡，最终引起牙龈组织破坏。

P. g-LPS 可 引 起 细 胞 中 ROS 和 自 由 基 大 量 积 累 ，

引发氧化应激。细胞产生氧化应激会加重炎症反应

并 扰 乱 细 胞 内 环 境 ， 导 致 细 胞 病 变 或 危 及 细 胞 存

活。MDA 是不饱和脂肪酸脂质过氧化的产物，也

是确定氧化应激最常用的指标 ［21］；GSH 可以直接

或间接有效地清除自由基，是细胞中主要的非酶抗

氧化剂，在抗氧化防御过程中起重要调节作用 ［22］；

SOD 是 一 种 具 有 抗 氧 化 作 用 的 活 性 酶 ， 可 将 有 害

的超氧自由基转化为毒性较低的过氧化氢，进而被

分解，具有重要的生理意义 ［23］。ROS 是巨噬细胞

经 典 的 促 炎 介 质 ， 未 被 清 除 的 ROS 加 剧 细 胞 炎 症

反应，降低细胞中 GSH 水平和 SOD 活性。本研究

结  果  显  示：  MSZ 能  明  显  提  高  P. g-LPS 刺  激  的
RAW264. 7 细胞中 GSH 水平和 SOD 活性，降低细

胞中 ROS 和 MDA 水平，减弱细胞氧化应激反应，

缓解细胞损伤。

HE 染 色 和 微 型 CT 结 果 显 示 ： 模 型 组 大 鼠 牙

槽骨吸收，结合上皮向根方增殖，炎症细胞浸润，

牙周膜纤维结构紊乱，说明牙周炎大鼠模型成功建

立；局部注射 MSZ 能够部分恢复上皮附着，减少

炎症细胞浸润，对牙周破坏有一定的改善作用，牙

槽骨丢失减少可能与 PGE2 合成受到抑制有关。本

研 究 结 果 表 明 ： MSZ 可 以 改 善 牙 周 炎 大 鼠 模 型 中

局 部 炎 症 微 环 境 ， 抑 制 牙 槽 骨 吸 收 。 MSZ 治 疗 牙

周炎的作用机制和给药方式还需要进一步探索。此

外，本研究为动物实验，未来尚需临床试验进一步

验证。

综上所述，MSZ 在 P. g-LPS 诱导的 RAW264. 7
细胞模型中具有抗氧化和抗炎作用，定期局部注射

MSZ 减 少 牙 周 炎 大 鼠 模 型 的 上 皮 附 着 丧 失 和 炎 症

细胞浸润，对牙槽骨吸收具有一定的抑制作用。
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