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人牙髓中基质金属蛋白酶 一9受正畸力作用影响的初步分析 
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属口腔医院正畸科，重庆 400015) 

【摘 要】目的：采用免疫组织化学方法，研究接受正畸力作用影响的人牙髓中基质金属蛋白酶 一9(Matrix metalloproteinase一9， 

MMP一9的表达。方法：选取接受正畸治疗的患者 l0名，于正畸治疗前确定应拔除的正畸牙，对其一侧选用常规正畸加力，另一 

侧健康同名牙不施加任何正畸力，作为同源对照，加力 1d后至 7d内拔除该正畸牙，各 20颗，共 40颗，分为加力组和对照组；选 

取临床诊断有牙髓炎症且无保留价值的第 3磨牙 20例，分为炎症组；对标本进行处理后制成切片，采用 sP法，对其中MMP一9 

的表达进行图像分析和半定量分析。结果：对照组 、加力组和炎症组牙髓均可见 MMP一9的表达；在接受正畸力的牙髓组织，成 

牙本质细胞和牙髓成纤维细胞可见 MMP一9表达，加力组牙髓中MMP一9为表达增强，并且两者表达强于同源对照正常的牙髓， 

但弱于炎症牙髓，3组差异具有统计学意义(尸<0．05)。结论：MMP一9在人牙髓中主要表达于成牙本质细胞和牙髓成纤维细胞的 

胞质中；生理条件下 MMP～9的水平较低，在接受正畸治疗时，由于受正畸力影响，牙髓处于应激状态，MMP一9表达增强，应引起 

口腔医师的高度重视。 
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【Abstract]Objeetive：To Study the expressions of Matrix metalloproteinase一9(MMP一9)in human dental pulps in patients under the effects 

of orthodontic forces．Methods：10 orthodontic patients were selected，the orthodontic teeth to be extracted were decided before orthodontic 

treatments had started．One side of the orthoodontic tooth underwent routine orthodontic forces．The teeth were extracted within 1 to 7 days 

after orthodontic forces had been used．There were 20 teeth as under—forces group．The other side of the pre-extracted teeth did not receive 

any orthodontic forces．There are also 20 teeth as homologized control group．20 third molares clinically diagnosed with endodontitis and 

without worth of remaining were as inflamed group．Iimmunohistochemieal streptavidin peroxidase method (SP method)was used．The 

expression of MMP一9 was analyzed by analysing images and haft-quantitative analysis．Results：There was expression of MMP一9 in 

control，under—forces and inflamed groups．In under—forces pulpal tissues，MMP-9 was mainly expressed in odontoblasts and fibroblasts．In 

under—forces pulps，the expression of MMP-9 was manifestly stronger than that of controls，but weaker than that of the inflamed one．The 

differences among the three groups had statistical significance (P<0．05)．Conclusions：MMP一9 is mainly expressed in cytoplasts of 

odontoblasts and fibroblasts in human dental pulps．In physiological conditions，the expression level of MMP一9 is low．During orthodontic 

treatments，effeeted by the orthodontic forces，the dental pulps are in stringent state．The expression of MMP一9 is strengthened which 

should arouse the attention of the dentists． 
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牙髓 中细胞外基质 (Extracellular matrix，ECM) 

是由牙髓成纤维细胞和成牙本质细胞等合成并分 

泌到细胞外的生物大分子所构成的网络状物质，分 

布于细胞之间或细胞表面，其化学成分的动态变化 

是一个窗口，通过它可以窥测牙髓细胞的代谢活性 
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和功能 ]。基质金属蛋 白酶 (Matrix metalloproteinas— 

es，MMPs)在牙髓组织 ECM代谢过程中发挥着关键 

性作用，是牙髓病过程中组织损伤机制中的重要因 

子，其基因表达、蛋白质合成以及活性的表达受到 

多种因素的调节，对 MMPs的研究可以为牙髓病的 

治疗提供新思路[21。正畸力适宜时，牙髓组织并不出 

现显著的牙髓炎症改变 ，但可以引起牙髓血流量减 

少，一些牙髓中神经递质、酶、细胞因子表达改变[31。 

对正 畸力作用下牙髓 中 MMPs的活性及表 达的研 

究 目前依然比较少。本文就人牙髓中MMP一9在正畸 

力作用影响下的表达进行免疫组化研究。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

收集重庆医科大学附属口腔医院口腔外科门诊拔牙病 

例，通过以下临床检查确定牙髓健康状况 ：冷诊 、热诊 、电活 

力、疼痛史 、牙周探诊及叩诊。其中，接受正畸治疗的患者 10 

名(男女各 5名 )，告知详情 ，获得同意，于正畸治疗前确定应 

拔除的正畸牙 ，对其一侧选用常规正畸加力 ，力值约每牙 

20 25 g，另一侧健康同名牙不施加任何正畸力 ，作为同源对 

照，加力 1 d后至 7 d内拔除该正畸牙，各 2O颗，共 4O颗，分 

为加力组和对照组。选取临床诊断有牙髓炎症且无保留价值 

的第 3磨牙 20颗，分为炎症组。所有研究对象为 l2～37岁， 

无全身系统性疾病及关节炎病史。 

1．2 主要试 剂 

兔抗人基质金属蛋白酶 2多克隆抗体 ，兔抗人基质金属 

蛋白酶 9多克隆抗体，兔 sP检测试剂盒，DAB显色试剂盒， 

以上试剂均为北京中杉金桥生物技术有限公司提供。 

1．3 实验 方法 

牙齿拔除后立即穿通髓角，在40g／L中性缓冲甲醛液、4℃ 

下先固定 24 h，均匀磨除牙釉质及牙骨质以缩短脱钙时间， 

4cC下再固定 24 h后，以 100玑 EDTA溶液4~C下脱钙 4周， 

常规脱水，石蜡包埋，制成 5 in切片。 

采用链霉素抗生素蛋白—过氧化酶免疫组化法(sP法)。 

多聚赖氨酸防脱片，60％烤片 2 h，二甲苯脱蜡 ，梯度乙醇至 

水，30 ml／L过氧化氢溶液室温下孵育 10rain以阻断过氧化 

物酶，微波抗原修复 20 min，PBS洗 5 min X 3次，100 ml／L正 

常羊血清37℃孵育20 rain，滴加一抗，PBS代替第一抗体作 

为阴性对照，4℃过夜。生物素标记二抗 37℃孵育30 rain，滴 

加辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素，每步骤问均用 PBS洗 

5 min X 3次。DAB显色，苏木精复染 ，分色，脱水，透明，中性 

树胶封片。 

1．4 结果判定标准 

采用半定量积分法 ，MMPs染色阳性为细胞浆淡黄至棕 

黄色。每张切片随机选取 5个不同的视野(×400)，分别计数 

阳性细胞数并计算其算术平均值。分级标准如下： 

阳性细胞数评分：阳性细胞数 <5％，0分；6％～25％，1分； 

26％～50％，2分；>50％，3分。 

着色程度评分：无，0分；淡黄，1分；棕黄，2分；棕褐，3分。 

将每张切片阳性细胞数与着色程度的得分相乘为最后 

得分，即以下公式： 

阳性细胞数评分 X着色程度评分 =半定量最后得分 

半定量最后得分 0—1分为阴性 (一)，2—3分为弱阳性 

(+)，4～5分为中度阳性(++)，6分以上为强阳性(+++)。由 

高年资免疫组化实验员在多头显微镜下阅片并打分。 

1．5 统计学方法 

采用 SPSS13．0统计软件对数据进行统计分析 ，对各表 

达情况的例数进行 Wilcoxon秩和检验 ，检验水准 =0．05。 

2 结 果 

2．1 图像分析 

通过 PBS阴性对照(图 1)，可发现对照组 、加力 

组和炎症组牙髓均可见 MMP一9的表达。对照组牙 

髓组织 内MMP一9阳性细胞数较加力组的牙髓组织 

少。染色阳性部位定位于胞质 ，呈棕黄色颗粒；从阳 

性染色强度来 看 ，在牙髓 中央区域表达弱 于外 周 

(图2)。在接受正畸力的牙髓组织，成牙本质细胞和 

牙髓成纤维细胞可见 MMP一9表达 ，从 阳性染色强 

度来看 ，在牙髓 中央区域表达弱于外周 ；其表达明显 

强于作为同源对照的正常牙髓组织中的表达，却弱 

于炎症牙髓中的表达 (图 3)。在炎症牙髓组织，成牙 

本质细胞 、牙髓成纤 维细胞和血 管 内皮细胞可见 

MMP一9表达 ，炎细胞浸润区表达呈阳性 (图 4)。 

3组 中炎症牙髓 中 MMP一9的表达最强 ，接受正 

畸力的牙髓组织次之 。同源对照的正常牙髓组织中 

最弱。 

2．2 半定量积分分析 

3组 MMP一9的半定量积分分析见表 1。 

由表 1可见，MMP一9在 3组中均为阳性表达； 

加力组牙髓 中 MMP一9的表达 明显强于对照组牙 

髓，但其表达又弱于炎症组，经 Wilcoxon秩和检验， 

其差异具有统计学意义(P<0．05)。 

3 讨 论 

3．1 正畸力对牙髓的影响 

正畸力对牙髓的影响是复杂的生物学反应，正 

畸力适宜时牙根尖部血管受轻压，牙髓组织可发生 
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图 1 对 照 组 牙 髓 中 M M P ～ 9 的表 达 ( P B S 阴 性

对 照 ， S P ， x 4 0 0 )
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图 2 对 照 组 牙 髓 中 M M P 一 9 的表 达

( S P 。 x 4 0 0 )

接 受 正 畸 力 后 牙 髓 中 M M P 一 9 的表 达 图 4 炎 症 牙 髓 中 M M P 一 9 的表 达

( S P 。 x 4 0 0 ) ( S P ， x 4 0 0 )

表 l 三 组 M M P 一 9 的半 定 量 积 分 分 析 情 况 表 ( 单位 ：颗 )

轻 度 充 血 、 对 温 度 的 变 化 敏 感 ， 有 时 可 出 现 牙 髓 活

力 下 降 ， 但 并 不 出 现 显 著 的 牙 髓 炎 症 改 变 ， 由 于 髓

腔 的 特 殊 解 剖 生 理 结 构 ， 可 因 髓 腔 内 压 力 增 大 而 造

成 牙 髓 疼 痛 ，

一 般 可 在 矫 治 完 成 后 恢 复吲
。 在 牙 髓 组

织 的 防 御 性 炎 症 反 应 中 ， 包 括 局 部 组 织 的 非 特 异 性

炎 症 反 应 和 特 异 性 免 疫 反 应 ， 不 可 避 免 地 会 造 成 组

织 的 损 伤 和 破 坏 [6 1
， 这 对 正 畸 力 致 牙 髓 炎 性 反 应 的

发 生 、 发 展 具 有 重 要 的作 用 。 口 腔 正 畸 的 过 程 是 牙

齿 颌 骨 接 受 各 种 矫 治 力 的 过 程 ， 正 畸 治 疗 的 基 础 在

于 临 床 上 熟 知 正 畸 力 对 患 者 机 体 的 影 响 和 正 确 运

用 生 物 力 学 原 理 。 牙 髓 组 织 内 血 运 丰 富 ， 但 血 循 环

和 淋 巴 循 环 都 只 能 通 过 狭 小 的 根 尖 孔 ， 为 终 支 循 环 ，

因 此 牙 髓 对 外 界 刺 激 而 产 生 的 病 理 变 化 往 往 发 展

为 难 以 恢 复 的情 况 _7 _
。 持 续 的 正 畸 力 可 引 起 牙 髓 血

流 量 的 显 著 减 少 。 若 进 一 步 发 展 ， 则 可 引 起 牙 髓 组

织 不 可 逆 的损 伤 ， 甚 至 使 牙 髓 组 织 陷 于 坏 死 口1
。

3 ． 2 M M P s 与 牙 髓 病

M M P s 是 一 种 依 赖 二 价 金 属 阳 离 子 的 内肽 酶 家

族 。 因 含 有 Z n
2 +

、 C a
。’ 金 属 离 子 而 得 名 ， 通 过 降 解

E C M 参 与 多 种 生 理 病 理 过 程 191
。 它 们 在 一 系 列 生 理

过 程 如 胚 胎 发 育 、 组 织 重 塑 、 牙 齿 萌 出 、 伤 口 愈 合 等

生 理 现 象 中 发 挥 关 键 作 用 [ 1 1
。 同 时 也 在 一 系 列 由

E C M 分 解 而 导 致 的 疾 病 如 牙 周 病 、 关 节 病 、 肿 瘤 转

移 扩 散 以 及 某 些 炎 症 性 自身 免 疫 病 的 发 生 发 展 中

起 重 要 作 用 110 1
。 在 牙 髓 组 织 中 ， 牙 髓 细 胞 、 成 牙 本 质

细 胞 是 M M P s 的 主 要 合 成 细 胞 ， 其 中 牙 髓 细 胞 可 产

生 大 部 分 M M P s ． 到 目前 为 止 所 发 现 的 成 牙 本 质 细

胞 合 成 的 M M P s 有 ：M M P 一 2 、 M M P 一 3 、 M M P 一 8 、 M M P 一

9 、 M T l 一 M M P 和 M M P 一 2 0 t ” J
。 M M P s 在 牙 髓 组 织 E C M

代 谢 过 程 中发 挥 着 关 键 性 作 用 ， 是 牙 髓 病 过 程 中组

织 损 伤 机 制 中 的 重 要 因 子 ， 其 基 因 表 达 、 蛋 白质合成

以 及 活 性 的 表 达 受 到 多 种 因 素 的 调 节 【” l
， 生 理 条 件

下 ， M M P s 的 水 平 较 低 ， 其 与 基 质 金 属 蛋 白酶 特 异 性

组 织 抑 制 剂 ( T i s s u e i n h i b i t o r s o f m e t a l l 0 p r o t e i n a s e
，

T I M P s ) 的 平 衡 维 持 着 牙 髓 组 织 的 健 康 l “
。 M M P s 在

牙 髓 炎 症 中作 用 的 探 索 近 年 来 受 到 普 遍 关 注 ， 已 经
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证实 MMPs的激活 和表 达参 与牙髓炎症 过程 ．同 

时，炎症牙髓 中 MMP一9增高，而且在某种程度上与 

牙髓炎患者的疼痛等主观症状相关 

本实验中，MMP一9在正常和炎症牙髓 中表达均 

为阳性 ，且炎症牙髓 中表达 明显强于正常牙髓 ．该 

结果与冯谨等㈣的研究结果一致，表明MMP一9参与 

了牙髓炎症 的病 理过程 ，且 可以反应 出炎症 的水 

平；接受正畸力的牙髓组织中，MMP一9表达明显强 

于正常牙髓组织，表明两者在牙髓出现应激状态时 

即有表达增强，但表达水平弱于炎症牙髓 ，说明接 

受正畸力的牙髓还未发展至牙髓炎状态。而 MMP一9 

在不同状态、不同部位表达不同，表明其表达水平 

可以反映出炎症的水平和进程 。 

3-3 实验设计分析 

免疫组化是利用抗原与抗体特异性结合的原 

理，通过化学反应使标记抗体的显色剂显色来确定 

组织细胞内抗原 ，对其进行定位 、定性及定量 的研 

究 。本实验除 了对免疫组化染 色切 片进行 图像分 

析 ，还应用 了目前较常用的对 MMP一9免疫组化研 

究的半定量积分分析[41，将宏观染色情况判定与显 

微阳性细胞计数联系起来，可以较好的减少偏倚。 

大多数学者认为，最适的矫治力以不引起牙周 

膜血运障碍的力值为度ll5]。不同牙齿都存在一定承 

载的阈值，当力量大于矫治牙的阂值而小于支抗牙 

的阈值时，可以使牙齿产生差动效应。当压力增加 

时，牙齿移动加大，但当压力达到一定力值后，增加 

压力 ，牙移动的速度和距离并不加大。这一压力范 

围称为正畸有效压力的平衡区。当矫治力大于最适 

力时，被矫治牙虽然产生同样的移动效果 ，但也会 

出现不必要的损害。因此本研究采用的正畸力大小 

为 20～25 g，在最适矫治力范围内。而正畸患者一般 

在加力 l d后出现牙周和牙髓疼痛，7 d左右后逐步 

缓解[51。因此，本研究选取加力后拔牙时间为 1—7 d。 

MMPs作为 ECM主要降解酶之一，是一把双刃 

剑，对牙髓既有保护性作用，又有引起损伤性作用。 

这种差异可能是 由于牙髓病发 病机制及不 同的发 

病阶段所引起。所以如何确切判断 MMPs对牙髓 的 

影响，以及如何依此采取相应的促 MMPs表达或抑 

制 MMPs的过表达的措施 ，从而使 MMPs／TIMPs比 

例协调发挥正常的生理作用有可能成为牙髓病治 

疗 的重要手段之一。正 畸治疗的时间大约 2年左 

右 ，疗程延长的原因很多，但其中部分原因是矫正 

治疗过程中产生的副作用131。如果在治疗中了解正 

畸力对牙髓 中 MMPs的影响，并正确运用生物力学 

原理，适当辅以 MMPs的调节 ，不但可以缩短治疗 

时间 ，而且可以为不同个体设计 出最佳治疗方案 ， 

提高治疗效率，并为患者提供更好的医疗服务。 
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