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低强度超声对大鼠牙槽骨改建过程中 

血管内皮生长因子表达的影响 

杨 梅 ，向学熔 ，叶 国 ，潘兰兰，，范小平 z，晏 莺 

(重庆医科大学附属口腔医院 1．牙周科；2．正畸科；3．口腔疾病与生物医学重庆市重点实验室、 

重庆市高校市级口腔生物医学工程重点实验室，重庆 401 147) 

【摘 要】目的：探讨低强度脉冲超声(1ow—intensity pulsed ultrasound，LIPUS)对大鼠正畸牙移动过程中牙槽骨改建中血管内皮 

生长因子 vascular endothelial growth fact'or，VEGF)表达的影响。方法：健康6-8周雄性sD大鼠3O只，采用左右对照实验，分为 

单纯加力组(对照组)以及 LIPUS+~I力组(实验组)，两组各又完全随机分为 1、3、5、7、14 d 5个亚组，每组 6只大鼠。建立正畸 

牙移动动物模型，每只大鼠实验侧加力后第 2天行 LIPUS刺激(频率 1．5 MHz、强度 30 mW／cm2、脉冲宽度200 s、重复频率 

1 kHz)。20 min／(次·d)，对照侧行不开功率的假刺激，于相应时间点处死实验鼠取上颌第一磨牙及周围牙槽骨用于免疫组织化 

学染色和TRAP染色。结果：免疫组织化学染色结果显示实验组 VEGF的表达均高于对照组，其差异具有统计学意义(p=-0．000)； 

TRAP染色结果显示 ：实验组压力侧破骨细胞数均高于对照组 ，差异具有统计学意义(e=-0．000)。结论：LIPUS能有效促进牙槽骨 

改建过程中VEGF和破骨细胞的表达，其可能通过增加 VEGF的表达促进正畸牙移动过程中的牙槽骨改建。 
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Change of VEGF in alveolar bone remodeling stimulated 

by lOW—intensity pulsed ultrasound 
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【Abstract]Objective：To inuestigate the effect of low-intensity pulsed ultrasound(LIPUS)therapy on the change of vascular endothe— 

lial growth factor(VEGF)in the process of the alveolar bone remodeling．Methods：Thirty male sprague—dawley(SD)rats were ran— 

domly divided into orthodontics group(control group)and LIPUS+orthodontics group(experimental group)．From the second day fol- 

lowing animal models of orthodontic teeth movement，the fight maxillary took LIPUS(frequency 1．5 MHz，intensity 30 mW／cm ， 

pulsewidth 200 Ixs，repetition frequency 1 kHz)by 20 minutes per day，and the left maxillary took sham LIPUS treatment．The sam— 

ples were collected on the 1st day，3rd day，5th day，7th day and 14th day respectively．Immunohistochemistry and TRAP staining at 

each time point were performed to evaluate the effects of LIPUS on the change of VEGF and osteoclasts in the process of the alveolar 

bone remodeling．Results：Th e expressions of VEGF in the experimental groups were significantly higher than those in the control 

groups(P=O．ooo)and the numbers of osteoclast in the experimental groups were significantly higher than those in the control groups 
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(P=0．000)．Conclusion：LIPUS can effectively increase the 

expression of VEGF to promote alveolar bone remodeling． 

【Key words]low—intensity pulsed ultrasound；alveolar bone re— 

modeling；vascular endothelial growth factor；osteoclast 
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为了缩短成人正畸治疗的周期。加速正畸牙移动 

成为近年的研究热点。低强度脉冲超声(1ow—inten— 

sity pulsed ultrasound。LIPUS)是一种非侵人性机械． 

能，可在生物组织内传播并促进细胞因子的表达【”。 

近年来，由于 LIPUS无创、安全、价廉、使用方便等 

优点受到广大研究者关注。大量研究表明 LIPUS能 

有效促进各种骨折的愈合，并已用于临床治疗[2-31。 

由于牙槽骨改建过程与骨折愈合过程相似，也有学 

者研究表明LIPUS能促进牙槽骨改建，进而加速正 

畸牙移动[41。但目前对LIPUS促进牙槽骨改建的潜 

在机制的研究有限。研究表明，骨改建与血管形成 

是密不可分的。血管内皮生长因子(vascular endothe— 

lial growth factor．VEGF)是一种重要的促血管生成因 

子，由成骨细胞、淋巴细胞和巨噬细胞等分泌，其具 

有促进血管形成、增加血管通透性、诱导骨形成以 

及改变细胞外基质等生物学效应【5】。近年研究发现， 

VEGF不仅与生理或病理过程中的血管新生有关， 

在骨组织的改建过程中也起重要作用闾。本研究拟 

通过构建正畸牙移动动物模型，检’狈4 LIPUS对正畸 

牙移动过程中牙槽骨改建中VEGF及破骨细胞表 

达的影响．探讨LIPUS促进牙槽骨改建可能的潜在 

机制 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 动物与分组 健康清洁级sprague—dawley(SD)大鼠， 

雄性，6~8周龄，体质量(200±20)g(由重庆医科大学实验动 

物中心提供．本研究得到作者所在单位实验动物伦理委员会 

的审查批准(SYXK(渝)2012—0001))。本实验采用大鼠上颌 

左右对照实验．30只实验大鼠分为单纯加力组(对照组)以及 

LIPUS+~II力组(实验组)，其各又随机分为 1 d、3 d、5 d、7 d、 

14 d 5个亚组 ，每组 6只大鼠。 

1．1．2 主要试剂与设备 10％水合氯醛(由重庆医科大学附 

属儿童医院提供)；便携式慢机、尖头金刚砂车针(由重庆医 

科大学附属I：1腔医院晶美义齿加工中心提供)。正畸用结扎 

丝(0．2 mm)、镍钛拉簧(O．008 mm×9．000 mm，浙江普特医疗 

器械有限公司)、测力计，低强度脉冲超声仪(频率 1．5 MHz、 

强度 30 mW／cm2,脉冲宽度 200 s、重复频率 1 kHz，重庆医 

科大学超声影像研究所研制)，鼠板(自制)，正置荧光显微镜 

(Olympus Bx4i，日本)，VEGF一抗(Abcam生物实验材料有 

限公司)，兔二抗(中杉生物实验材料有限公司)，DAB显色试剂 

盒(碧云天生物实验材料有限公司)，TRAP染色试剂盒(Sigma 

公司，美国)。 

1．2 方 法 

1．2．1 动物模型的建立 大鼠行 10％水合氯醛(3—5 mL／kg) 

腹腔注射全麻，待其进入平稳麻醉状态后，将其固定于鼠板 

上。用便携式慢机和尖头金刚砂针在大鼠上颌双侧切牙的远 

中轴角 唇面、舌面以及第一磨牙近中面与轴角平齐龈缘处 

分别磨出约0．2 mm浅凹。镍钛拉簧均在口外进行长度测量 

及力量校对后备用，拉伸后长度一致，并在口内再次进行力 

值测量。保证其准确性。用0．2 mm结扎丝将拉簧固定于第一 

磨牙及同侧切牙已磨好的沟内，两侧同时加力 50 g，以切牙 

为支抗拉第一磨牙向近中移动。 

1．2．2 超声的刺激 实验鼠于加力后第 2天开始 LIPUS刺 

激，LIPUS参数为频率 1．5 MHz、强度 30 mW／cm：、脉冲宽度 

200 p,s、重复频率 1 kHz，恒定不变，LIPUS工作头涂抹耦合 

剂，将其紧贴实验侧第一磨牙腭侧对应粘膜，保持探头稳定， 

20 mird(次·d)。对照侧以同样的方式行不开功率的假刺激。 

1．2．3 标本的制取 分别于超声刺激后第 1、3、5、7、14 d分 

批处死实验大鼠，每组6只，快速取下第一磨牙及周围牙槽 

骨后立即放入 4％多聚甲醛中固定 24 h。流水冲净，放入 10％ 

EDTA溶液中于4℃冰箱里常规脱钙，每2 d换 1次EDTA溶 

液，直到大头针能无阻力穿过标本 ，大约共 45—50 d，常规脱 

水、包埋。 

1．2．4 免疫组织化学染色、TRAP染色及观察 沿磨牙长轴 

行近远中向连续切片，每张厚度 5 m，可以观察到牙根冠方 

的近中区域牙周膜受压，形成压力侧；牙根冠方的远中区域 

牙周膜被牵张．形成张力侧。切片行常规免疫组织化学染色 

和抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)染色。取染色后的切片用正 

置荧光显微镜在400倍镜下观察每张切片牙周膜中的VEGF 

表达情况(VEGF的免疫组织化学染色以细胞浆内分布有棕 

黄色者确定染色阳性)和破骨细胞的表达情况(TRAP染色以 

细胞红染且细胞核大于 3个者为阳性细胞)。并采集图像。从 

每张切片的染色阳性区域各随机选取 3个400倍视野用 

image—proplus 6．0图像分析软件对切片进行半定量分析，检 

测各组免疫组织化学染色标本的平均光密度值，并将免疫组 

织化学染色切片各组的结果分别与 PBS代替一抗的空白对 

照进行对比观察 ；TRAP染色切片行压力侧破骨细胞计数分 

析。 

1．3 统计学分析 

所有实验数据采用SAS 9．3统计分析软件进行处理，所 

得数值均以均数 ±标准差( ±s)表示，数据比较采用裂区 

设计方差分析，检验水准为 =0．05。 

2 结 果 

2．1 LIPUS刺激对VEGF表达的影响 

免疫组织化学染色显示，染色越深，其平均光密度值越 

大。细胞浆内分布有棕黄色者确定为VEGF表达阳性细胞， 



重庆医科大学学报 2017年第 42卷第9期 (Journal of Chongqing Medical Univers 2017．Vo1．42 No．9) 一 1 057 一  

VEGF主要表达在血管内皮细胞(图 1)。实验数据统计结果 

显示 ：①分组效应具有统计学差异 ，说明压力侧实验组的 

VEGF表达强于对照组：张力侧实验组的 VEGF表达也强于 

对照组，且差异具有统计学意义：②时间效应具有统计学差 

异，LIPUS刺激后第 l、3、5、7天压力侧和张力侧 VEGF的表 

达逐渐增加，到第 7天达到高峰，第 14天 VEGF的表达有所 

降低；③压力侧和张力侧的组问×时间效应均无统计学差异， 

说明分组和时间无交互效应(表 1)。 

实验组 

对照组 

2．2 uPUS刺激对压力侧破骨细胞数的影响 

镜下 400倍观察 TRAP染色结果显示破骨细胞被染成 

酒红色，多核、体积较大，主要位于压力侧牙槽骨骨吸收陷窝 

表面(图2)。实验数据统计结果显示：①分组效应具有统计学 

差异，说明实验组破骨细胞的表达多于对照组，且差异具有 

统计学意义；②时间效应具有统计学差异，LIPUS刺激后第 

1、3、5、7天压力侧破骨细胞数逐渐增加，第 7天达到高峰，第 

l4天明显降低；③组间×时间效应无统计学差异，说明分组 

和时间无交互效应(表 2)。 

1 d 3 d 5 d 7 d l4d 

图 1 不同组牙周膜中 VEGF免疫组织化学染色观察(SP。400×) 

Fig．1 VEGF expression in parodontium of rats by immunohist0chemistry(SP．400×J 

表 1 不同组别牙周膜中VEGF免疫组织化学染色平均光密度比较 ( ±s。n=6) 

Tab．1 MOD of VEGF in parodontium of rats by immunohistochemistry(x± ，n=6) 
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A 验组第5天 力f{J!lj B．实验组第 7天ni力侧 

}_}：：箭 所示为破骨细胞 

图2 不同组压力侧牙周膜中TRAP染色观察(TRAP，400 X) 

Fig．2 Osteoclasts expression in parodontium of rats by TRAP 

(TRAP，400×) 

3 讨 论 

错颔畸形的成年患者用传统的矫治方法，牙齿 

移动速度一般为 1 ram／月，治疗时间2年以上，周期 

过 长大大增加了患者牙根吸收 、患牙周病以及龋病 

的风险 ．．如何安全有效地加速正畸牙的移动、缩短 

疗程，一 [[是国内外研究的热点。正畸牙的移动过 

程实质是其牙周组织的改建过程，其中以牙槽骨改 

建为主 当正畸力作用于牙齿时，牙周组织中的成 

骨细胞与破，目 细胞在多种细胞因子和信号通路的 

渊节下进行牙槽骨改建l 】，其中压力侧 现牙槽骨 

吸收，张力侧 现纤槽骨再生，从而实现牙齿移位。 

此，促进牙槽骨改建的方法便能加速正畸牙移动， 

缩短治疗周期。日前已有大量学者研究报道了促进 

牙槽， 改建的方法如基因疗法、骨皮质切开 、低强 

度激光 以及 LIPUSI i等。以上方法中，LIPUS由于 

其无创、安全、价廉、使用方便且在正畸治疗过程中 

促进正畸牙牙根吸收的修复⋯l等优点受到口腔医学 

界广大学者关注，Xue等I I学者用 LIPUS刺激大鼠 

止畸 牙动物模 的上颌 ，研究表明相同时间内， 

IJPUS刺激组牙齿移动较对照组快 。且研究表 明 

LIPUS nr能通过影响 BMP一2的表达促进牙槽骨改 

建。水课题组前期研究表明，LIPUS可通过影响COX一 

2和 PGE2的表达促进牙槽骨改建、加快正畸牙移 

动，但牙槽骨改建的过程是一个十分复杂的过程， 

本课题组对 LIPUS加快正畸牙移动的潜在机制做 

r进一步研究．． 

LIPUS~<J生物学效应包括热效应和非热效应 ， 

研究表叫 IJPUS强度在 1～50 mW／cm：范闱内产热 

微弱 ， 会引起组织损伤或变性 ，但其作为一种机 

械刺激_rI『影响细胞 子的表达，从而促进组织伤口 

愈合和骨改建[12I。肖惟雄等学者I”J在 LIPUS对骨治 

疗的生物学机制的综述中谈到 LIPUS可通过影响 

骨改建过程中的细胞因子影响骨折的愈合 ，包括 

VEGF、BMPs以及转化生长因子等。国外有学者用 

LIPUS辐照延迟性愈合骨折患者或骨折动物模型， 

均发现 IJPUS可通过增加 VEGF的表达促进骨折 

愈合I14．-151。 

VEGF是一种特异性促进血管生长的因子 ，其 

能与J舡管内皮细胞上的受体结合，促进细胞的有丝 

分裂和增殖，实现强大的促血管生成作川，其它促 

血管生成的因子部分或全部通过 VEGF起作用I16-171。 

近年研究发现，VEGF不仅与生理或病理过程巾的 

血管新生有关．在骨组织的改建过程巾也起重要作 

用I I。正畸牙的移动过程就是一个以牙槽骨改建为 

主的过程．而骨组织的改建离不开血管的形成，大量 

研究表明VEGF参与了正畸牙的牙槽骨改建过程， 

对牙槽骨改建具有双向调节作用，其存促进血管生 

成的同时，通过旁分泌作用也可促进成骨细胞的成 

骨以及破骨细胞的骨吸收作用15,17】。Kohno等I I学者 

将人重组血管内皮生长因子(rhVEGF)注入大鼠正 

畸牙牙龈内，实验组正畸牙移动速度明 快于对照 

组，并且注射了 rhVEGF大鼠乐力侧破骨细胞数明 

显增加 结果提示 rhVEGF可通过促进破骨细胞的 

表达加快压力侧牙槽骨的吸收速度，进而促进正畸 

牙的移动速率。 

基于国内外大量学者的研究成果提示 LIPUS 

对骨改建的影响、血管化对骨改建的重要作用以及 

LIPUS对 VEGF在 哥折愈合过程中的表达的影响， 

本实验推测 LIPUS能通过影响 VEGF的表达促进 

牙槽骨的改建。本实验通过 LIPUS刺激大鼠正畸力̈ 

力模型．通过观察 VEGF免疫组织化学染色以及破 

骨细胞 TRAP染色来探讨 LIPUS促进牙槽骨改建 

可能的潜在机制。查阅相关文献，由于大鼠口腔较 

小，其它实验为了可操作性 ，基本上均是通过口外 

刺激实验鼠正畸牙，但是超声波在穿过外皮软组织 

和毛发的传播过程中会有衰减，易引起误差。本实 

验根据大鼠的口腔大小研制了超声仪的作用探头， 

直接将探头伸人大鼠口内。通过口内粘膜刺激实验 

牙的牙槽骨，这样大大减少了超声波传播过程中的 

衰减，一定程度上提高了实验的精确性。整个实验 

过程中，实验鼠自由摄食水 ，精神状态佳 每天用 

LIPUS刺激实验组正畸牙并检查或重置加力装置 ， 

避免因加力装置移位或脱落引起的实验误差。 
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VEGF免疫组织化学染色结果显示 ，随着时间 

的增加，牙周膜中VEGF的表达先增加后降低。第7 

天达到高峰。实验组 VEGF的表达明显高于对照 

组，差异具有统计学意义。本实验结果提示。VEGF 

参与了正畸牙移动过程中的牙槽骨改建。并且LIPUS 

对牙槽骨改建过程中VEGF的表达具有促进作用。 

有研究表明缺氧是诱导VEGF表达的一个关键性 

因素，暴露于缺氧的环境下，VEGFmRNA可迅速增 

加表达，促进 VEGF的表达 ，从而促进血管的生成， 

以改善缺氧旧。实验组和对照组 VEGF的表达在第 

1天便开始增多，相同组内，压力侧 VEGF的表达均 

多于张力侧，这可能是由于正畸牙移动过程中压力 

侧血管受压导致的缺血缺氧引起的。但差异是否具 

有统计学意义 ，这还需扩大样本量进一步实验 ，探 

讨其差异性。 

所有组压力侧 TRAP染色结果显示 。压力侧的 

牙槽骨表面第 1天便有少量破骨细胞产生，但牙槽 

骨表面无明显吸收。随着时间的增加，第 3、5、7天 

牙槽骨表面的破骨细胞量增多，牙槽骨表面出现骨 

吸收陷窝 ，第 14天明显减少 ，实验组较对照组多， 

差异具有统计学意义，其变化规律与VEGF免疫组 

织化学染色变化规律一致。有文献报道显示 。外源 

性和内源性的VEGF均能促进牙槽骨改建过程中 

破骨细胞的生成 ，进而促进牙槽骨改建【埘。本实验结 

果也显示，VEGF表达增加的同时，破骨细胞的数量 

也相继增加，这与其他学者的研究结果一致。 

综上所述。牙周组织在受到正畸力刺激下的改 

建是一个非常复杂的过程，通过多种因子和信号通 

路的相互调节实现的o VEGF是重要的促血管生长 

因子，同时对骨改建具有重要作用，本实验结果显 

示 uPuS刺激组 VEGF的表达以及破骨细胞数均 

大于对照组 ．提示 LIPUS可能通过促进 VEGF的表 

达加快牙槽骨改建 ，为 LIPUS促进正畸牙移动的可 

能潜在机制提供实验基础，为后期 LIPUS应用于临 

床提供了实验依据。但是牙槽骨改建过程是个十分 

复杂的过程，为了更完善阐明LIPUS促进牙槽骨改 

建的潜在机制，尚还需大量实验进一步研究。 
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