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［摘　 要］　 目的　 探讨过表达Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３对急性牙髓炎模型大鼠牙髓组织炎症反应的作用及其机制。方法　 选取４０只健康
雄性ＳＤ大鼠，其中１０只作为对照组，其余３０只建立急性牙髓炎大鼠模型，随机分为模型组、抑制组、过表达组，每组１０只。采用
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法检测核因子κＢ（ＮＦκＢ）、细胞外调节蛋白激酶（ＥＲＫ）、ｐ３８蛋白激酶（ｐ３８ＭＡＰＫ）、Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３、Ｓｏｍ、Ｓｈｈ、Ｐｔｃ、Ｇｌｉｌ蛋白
相对表达量，采用酶联免疫吸附法检测趋化因子（ＣＸ３ＣＬ１）、血红素加氧酶１（ＨＯ１）、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、白细胞介素８
（ＩＬ８）、白细胞介素６（ＩＬ６）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）水平。结果　 过表达组Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３表达高于模型组和抑制组，低于对照组
（Ｐ ＜ ０． ０５）。过表达组大鼠ＮＦκＢ、ＥＲＫ蛋白表达均低于模型组和抑制组，高于对照组；ｐ３８ＭＡＰＫ表达高于模型组和抑制组，低于
对照组（Ｐ ＜ ０． ０５）。过表达组大鼠ＣＸ３ＣＬ１、ＨＯ１、ＶＥＧＦ水平均低于模型组和抑制组，高于对照组（Ｐ ＜ ０． ０５）。过表达组大鼠ＩＬ８、
ＩＬ６、ＴＮＦα水平均低于模型组和抑制组，高于对照组（Ｐ ＜ ０． ０５）。过表达组大鼠Ｓｏｍ、Ｓｈｈ、Ｐｔｃ、Ｇｌｉｌ表达均低于模型组和抑制组，高
于对照组（Ｐ ＜ ０． ０５）。结论　 过表达Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３能够减少急性牙髓炎模型大鼠牙髓组织炎症因子，有效抑制大鼠牙髓组织炎症反
应，促进大鼠牙髓的损伤修复。
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　 　 牙髓组织位于牙齿内部的牙髓腔内，主要由神经
和血管组成，牙齿抵御外界损害与刺激时会对牙髓产

生重要影响［１２］。急性牙髓炎是由细菌感染引起的牙
髓组织急性炎症，是临床较为常见的疾病，其特点是发
病急，并伴随剧烈疼痛，如果治疗不及时可引起牙髓坏
死、牙根尖周围组织炎症、牙缺损、咀嚼障碍等，影响患
者的正常生活［３５］。Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３存在于机体牙齿、骨组
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织、滑膜成纤维细胞中，有研究发现，其在急性牙髓炎
中呈现异常表达，但尚无靶向调控Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３对急性
牙髓炎干预效果的研究［６］。基于此，本研究建立急性
牙髓炎大鼠模型，通过对Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３表达进行靶向调
控，探讨过表达Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３对急性牙髓炎模型大鼠牙
髓组织炎症反应的作用及其机制。
１　 材料与方法
１． １　 材料及试剂

选取４０只健康雄性ＳＤ大鼠，由重庆精准生物技
术有限公司提供，使用许可证号：ＳＹＸＫ（渝）２０１７
００１８，月龄８ ～ １０个月，平均（８． ９ ± ０． ５）个月；体质量
２１２ ～ ２３０ ｇ，平均（２２１． ３ ± ７． ５）ｇ。在相对湿度４５％ ～
５５％、温度（２３． ８ ± １． ５）℃的环境中喂养１周，光照
１２ ｈ ／ ｄ。本研究获我院伦理委员会批准。

主要试剂：兔抗小鼠核因子κＢ（ＮＦκＢ）、细胞外
调节蛋白激酶（ＥＲＫ）抗体购自ＢＤ公司；兔抗大鼠
ｐ３８蛋白激酶（ｐ３８ＭＡＰＫ）抗体购自Ｇｉｂｃｏ公司；大鼠
抗小鼠趋化因子（ＣＸ３ＣＬ１）、血红素加氧酶１（ＨＯ１）
抗体购自Ｓｉｇｍａ公司；小鼠抗大鼠血管内皮生长因子
（ＶＥＧＦ）抗体购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；兔抗大鼠白细胞介
素８（ＩＬ８）、白细胞介素６（ＩＬ６）、肿瘤坏死因子α
（ＴＮＦα）抗体购自Ｄａｋｏ公司；小鼠抗兔Ｓｏｍ、Ｓｈｈ抗体
购自Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；大鼠抗兔Ｐｔｃ、Ｇｌｉｌ抗体购自Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司。
１． ２　 方法
１． ２． １　 建模及分组　 　 随机选取１０只大鼠作为对照
组，对其余３０只大鼠进行建模。将大鼠成功麻醉后进
行仰卧固定，用乙醇对实验牙进行消毒，在实验牙中心
钻孔至深层牙本质近髓透红处，用扩孔器打开牙髓腔
并用无菌生理盐水清洗，棉球止血、擦干。在大鼠牙髓
腔内放置用含有３ μＬ完全弗氏佐剂ＣＦＡ处理后的棉
球３０ ｍｉｎ，然后用生理盐水冲洗，擦干。大鼠牙髓组织
出现水肿、充血、脓肿等视为建模成功。３０只大鼠全
部建模成功，于２４ ｈ后将３０只大鼠随机分为模型组、
抑制组、过表达组，每组１０只，抑制组大鼠尾部静脉注
射３０ ｍｇ ／ ｋｇ ａｎｔａｇｏ Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３进行干预，过表达组大
鼠尾部静脉注射３０ ｍｇ ／ ｋｇ ａｇｏ Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３。对照组、模
型组大鼠尾部静脉注射等量生理盐水。
１． ２． ２　 标本采集　 　 干预２４ ｈ后，取各组大鼠尾部
静脉血２ ｍＬ，２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心处理１５ ｍｉｎ后分离上清
液，在－ ８０ ℃环境中保存待检。
１． ２． ３　 免疫组化染色　 　 对待测标本进行脱蜡、水化

等处理之后将其置于０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ、９５ ℃的枸橼酸缓冲
液中浸泡１５ ｍｉｎ，并进行热修复，３％Ｈ２Ｏ２环境下培育
１０ ｍｉｎ，滴入山羊血清，２６ ℃环境中培养３０ ｍｉｎ，抽离
封闭液，添加Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３抗体（１∶ ２００），将其置于５ ℃
的环境中培养，次日加入二抗，３７ ℃恒温箱中培养
３０ ｍｉｎ，清洗后进行ＤＡＢ显色、封片。
１． ２． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测　 　 使用ＰＢＳ缓冲液冲洗标
本３次，每次１０ ｍｉｎ，取１５０ ℃ Ｒｉｐａ裂解液裂解３０ ｍｉｎ，
１． ５ ℃ ＰＭＳＦ冰中孵育３０ ｍｉｎ，４ ℃条件下１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心１５ ｍｉｎ，取上清。取每孔２０ μｇ蛋白质，添加蛋白
缓冲液后进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，转入ＰＤＶＦ膜，
１０ ｍｉｎ后将电转膜置于１０％的牛奶中浸泡，常温环境
下封闭９０ ｍｉｎ。之后结合一抗、稀释（１ ∶ ５００），孵育
１ ｄ，取出后使用ＴＢＳＴ 液冲洗３ 次，结合二抗
（１∶ １ ０００），６０ ｍｉｎ 后清洗、显色，对ＮＦκＢ、ＥＲＫ、
ｐ３８ＭＡＰＫ、Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３、Ｓｏｍ、Ｓｈｈ、Ｐｔｃ、Ｇｌｉｌ条带灰度值
进行检测，并计算其相对表达量。
１． ２． ５　 酶联免疫吸附法检测　 　 取５０ ｍｍ碳酸盐缓
冲液对抗原进行稀释，将其加入聚苯乙烯的反应孔中，
加盖处理，随后在４ ℃条件下放置２４ ｈ，次日洗涤３次
后抛干，在每孔中均加入稀释后的待测标本０． １ ｍＬ，
并加入阳性和阴性对照标本，４２ ℃放置６０ ｍｉｎ，将液
体移除并洗涤３次后抛干，每孔加入ＣＸ３ＣＬ１、ＨＯ１、
ＶＥＧＦ、ＩＬ８、ＩＬ６、ＴＮＦα 抗体０． １ ｍＬ，再次放置
６０ ｍｉｎ，将液体移除并洗涤３次，抛干，并在每孔中加
入低物液混匀，加入０． １ ｍＬ邻苯二胺，遮光２０ ｍｉｎ，各
孔内加入０． ０５ ｍＬ浓度为２ ｍｏｌ ／ Ｌ的Ｈ２ＳＯ４，终止反
应。使用酶标仪检测Ａ４５０值，测定ＣＸ３ＣＬ１、ＨＯ１、
ＶＥＧＦ、ＩＬ８、ＩＬ６、ＴＮＦα水平。
１． ３　 统计学处理

采用ＳＰＳＳ ２１． ０软件进行统计学分析，计量资料
用均数±标准差（ｘ ± ｓ）表示，多组间对比行单因素方
差分析，组间比较行ＬＳＤｔ检验，Ｐ ＜ ０． ０５为差异具有
统计学意义。
２　 结果
２． １　 大鼠牙髓组织Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３表达比较

模型组大鼠牙髓组织Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３表达（１． ２１ ± ０． １８）
低于对照组（１． ７４ ± ０． ３２），差异具有统计学意义
（Ｐ ＜ ０． ０５）；抑制组Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３表达（０． ９５ ± ０． １２）低
于模型组，过表达组Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３表达（１． ４７ ± ０． ２５）高
于模型组和抑制组，低于对照组，差异具有统计学意义
（Ｐ ＜ ０． ０５），见图１、２。
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ａ：Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３蛋白表达电泳图；ｂ：各组Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３相对表达量
比较图　 ：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与模型组比较，
Ｐ ＜ ０． ０５；△：与抑制组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图１　 大鼠Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３表达比较

ａ：对照组；ｂ：模型组；ｃ：抑制组；ｄ：过表达组
图２　 Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３表达免疫组化染色图（×４０）

２． ２　 大鼠ＮＦκＢ、ＥＲＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ水平比较
模型组、抑制组大鼠ＮＦκＢ、ＥＲＫ水平高于对

照组，ｐ３８ＭＡＰＫ水平低于对照组，且抑制组大鼠
ＮＦκＢ、ＥＲＫ水平均高于模型组，ｐ３８ＭＡＰＫ水平低
于模型组，差异均具有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）；过
表达组大鼠ＮＦκＢ、ＥＲＫ水平均低于模型组和抑制
组，高于对照组，ｐ３８ＭＡＰＫ水平高于模型组和抑制
组，低于对照组，差异均具有统计学意义
（Ｐ ＜ ０． ０５），见图３。
２． ３　 大鼠ＣＸ３ＣＬ１、ＨＯ１、ＶＥＧＦ水平比较

模型组、抑制组大鼠ＣＸ３ＣＬ１、ＨＯ１、ＶＥＧＦ水平
高于对照组，且抑制组大鼠ＣＸ３ＣＬ１、ＨＯ１、ＶＥＧＦ水
平均高于模型组，差异均具有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）；
过表达组大鼠ＣＸ３ＣＬ１、ＨＯ１、ＶＥＧＦ水平均低于模型
组和抑制组，高于对照组，差异均具有统计学意义
（Ｐ ＜ ０． ０５），见图４。

ａ：ＮＦκＢ、ＥＲＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达电泳图；ｂ：各组ＮＦκＢ、
ＥＲＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ相对表达量比较　 ：与对照组比较，Ｐ ＜０． ０５；
＃：与模型组比较，Ｐ ＜０． ０５；△：与抑制组比较，Ｐ ＜０． ０５

图３　 大鼠ＮＦκＢ、ＥＲＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达

：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与模型组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；
△：与抑制组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图４　 大鼠ＣＸ３ＣＬ１、ＨＯ１、ＶＥＧＦ水平比较
２． ４　 大鼠ＩＬ８、ＩＬ６、ＴＮＦα水平比较

模型组、抑制组大鼠ＩＬ８、ＩＬ６、ＴＮＦα水平均高于
对照组，且抑制组大鼠ＩＬ８、ＩＬ６、ＴＮＦα水平均高于模
型组，差异均具有统计学意义（Ｐ ＜０． ０５）；过表达组大鼠
ＩＬ８、ＩＬ６、ＴＮＦα水平均低于模型组和抑制组，高于对
照组，差异均具有统计学意义（Ｐ ＜０． ０５），见图５。

：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与模型组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；
△：与抑制组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图５　 大鼠ＩＬ８、ＩＬ６、ＴＮＦα水平比较
２． ５　 大鼠Ｓｏｍ、Ｓｈｈ、Ｐｔｃ、Ｇｌｉｌ表达比较

模型组、抑制组大鼠Ｓｏｍ、Ｓｈｈ、Ｐｔｃ、Ｇｌｉｌ表达高于
对照组，且抑制组大鼠Ｓｏｍ、Ｓｈｈ、Ｐｔｃ、Ｇｌｉｌ表达均高于
模型组，差异均具有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）；过表达
组大鼠Ｓｏｍ、Ｓｈｈ、Ｐｔｃ、Ｇｌｉｌ表达均低于模型组和抑制
组，高于对照组，差异均具有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），
见图６。
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：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与模型组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；
△：与抑制组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图６　 大鼠Ｓｏｍ、Ｓｈｈ、Ｐｔｃ、Ｇｌｉｌ表达比较

３　 讨论
泛连接蛋白家族包括泛连接蛋白１（Ｐａｎｎｅｘｉｎ １）、

泛连接蛋白２（Ｐａｎｎｅｘｉｎ ２）、泛连接蛋白３（Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３），
Ｐａｎｎｅｘｉｎ １和Ｐａｎｎｅｘｉｎ ２主要存在于中枢神经内，
Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３主要存在于牙齿、皮肤、骨组织、滑膜成纤
维细胞中，并且与牙齿、皮肤、骨组织、滑膜成纤维细胞
的生长和分化有密切关系［７９］。有研究表示，Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３
可通过调节半通道促进细胞增殖与分化［１０］。本研究
建立急性牙髓炎大鼠模型，靶向调控Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３表达，
结果显示，过表达Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３可有效抑制牙髓组织炎
症反应，促进牙髓组织修复。

ＮＦκＢ主要参与细胞对外界刺激的响应，在细胞
炎症反应、免疫应答等过程中起关键作用［１１１３］。
ｐ３８ＭＡＰＫ是一种应激激活蛋白激酶，与多种肿瘤凋亡
的启动密切相关［１４１５］。有研究显示，ｐ３８ＭＡＰＫ信号通
路激活也可加重炎症反应的程度。本研究结果显示，
相比正常大鼠，急性牙髓炎大鼠ＮＦκＢ、ＥＲＫ水平相
对较高，ｐ３８ＭＡＰＫ水平相对较低，过表达Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３
的牙髓炎大鼠ＮＦκＢ、ＥＲＫ水平较低，ｐ３８ＭＡＰＫ水平
较高，这说明过表达Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３能够下调ＮＦκＢ、ＥＲＫ
水平，提升ｐ３８ＭＡＰＫ水平，抑制牙髓炎大鼠炎症反应。

有研究提出，ＣＸ３ＣＬ１、ＨＯ１、ＶＥＧＦ水平可反映牙
髓炎临床症状的改善程度［１６］。ＣＸ３ＣＬ１可参与外周炎
症和疼痛的发展，其主要功能是在炎症和体内平衡过
程中引导白细胞向各自的位置迁移［１７１８］。ＨＯ１在牙
髓的抗炎、抗氧化及牙髓细胞的分化中有重要意义，也
可与其他因子一起调节牙髓细胞的生长和发育［１９］。
ＶＥＧＦ是一种血管细胞生长因子，在炎症发生时有着
重要的参与作用［２０］。本研究结果显示，相比正常大
鼠，急性牙髓炎大鼠ＣＸ３ＣＬ１、ＨＯ１、ＶＥＧＦ水平相对
较高，过表达Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３ 的牙髓炎大鼠ＣＸ３ＣＬ１、
ＨＯ１、ＶＥＧＦ水平较低，这说明过表达Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３能够
下调ＣＸ３ＣＬ１、ＨＯ１、ＶＥＧＦ水平，促进牙髓炎大鼠临
床症状的改善。

牙髓炎作为一种炎症反应会释放大量炎症因子，
促进牙髓炎症的发展［２１２２］。ＩＬ８、ＩＬ６、ＴＮＦα是常见
的炎症因子检查指标［２３］。ＩＬ８可趋化中性粒细胞至
炎症部位，加重炎症反应［２４２５］。ＩＬ６可刺激肝细胞合
成急性期蛋白，参与炎症反应［２６］。ＴＮＦα又称恶液
素，可诱发机体发生恶液质，加重炎症反应［２７］。本研
究结果显示，相比正常大鼠，急性牙髓炎大鼠ＩＬ８、
ＩＬ６、ＴＮＦα水平相对较高，过表达Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３牙髓炎
大鼠ＩＬ８、ＩＬ６、ＴＮＦα 水平较低，这说明过表达
Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３能够下调ＩＬ８、ＩＬ６、ＴＮＦα水平，减少炎症
因子。

牙髓组织在轻度受损时会进行自我修复，而在急
性牙髓炎时则需要进行干预处理才能够完成修
复［２８３０］。有研究显示，牙髓受损后Ｓｏｍ、Ｓｈｈ、Ｐｔｃ、Ｇｌｉｌ
表达会显著升高［３０］。本研究结果显示，相比正常大
鼠，急性牙髓炎大鼠Ｓｏｍ、Ｓｈｈ、Ｐｔｃ、Ｇｌｉｌ表达相对较高，
过表达Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３牙髓炎大鼠Ｓｏｍ、Ｓｈｈ、Ｐｔｃ、Ｇｌｉｌ表达
较低，这说明过表达Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３能够下调Ｓｏｍ、Ｓｈｈ、
Ｐｔｃ、Ｇｌｉｌ表达，促进牙髓修复。

综上所述，过表达Ｐａｎｎｅｘｉｎ ３可有效抑制急性牙
髓炎模型大鼠牙髓组织的炎症反应，改善大鼠牙髓炎
临床症状，减少大鼠牙髓组织炎症因子，促进大鼠牙髓
的损伤修复，效果显著。
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