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摘要 目的 评估 β-隐黄素对大鼠牙槽骨吸收的影响并探
讨其在体内的作用机制。方法 30 只雄性 SD 大鼠随机分
为三组:正常组( N 组) 、牙周炎组( P 组) 、β-隐黄素干预组
( E组) 。P组、E组双侧上颌磨牙用结扎加注射内毒素的方
法诱导牙周炎模型。E组用 β-隐黄素( 12 μg /大鼠) 进行干
预，每 48 h注射一次，共 3 次。动物在第 8 天被处死，取双侧
上颌骨。右侧样本进行形态学分析，测量釉牙骨质界到牙槽
嵴顶的距离。左侧样本进行组织学和免疫组织化学分析，检
测牙槽嵴顶附近核因子 κB受体活化因子配体( RANKL) ，骨
保护素( OPG) 的表达。用抗酒石酸酸性磷酸酶( TRAP) 检
测破骨细胞( OC ) 。结果 E 组与 P 组相比牙槽骨丧失
( ABL) 减少，炎症细胞浸润减少，RANKL 免疫标记细胞及
TRAP阳性多核细胞减少 ( P ＜ 0. 05 ) ，OPG 表达增加 ( P ＜
0. 05) 。而 E组与 N组相比，ABL 值和 OC 数目差异无统计
学意义。结论 β-隐黄素可通过上调 OPG/RANKL的比值，

减少成熟 OC的数目从而预防牙槽骨的吸收。
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牙周炎的主要症状是牙周袋形成和牙槽骨吸
收。牙槽骨吸收是导致牙齿松动和脱落的主要原
因。预防牙槽骨的吸收，促进牙槽骨的修复和再生
是治愈牙周炎的关键。

β-隐黄素，一种发现于水果和蔬菜中的类胡萝
卜素，可以在体内转化成维生素 A。其有一些重要
的生理功能: 通过促进成骨细胞骨形成，抑制破骨
细胞( osteoclast，OC) 功能来预防骨质疏松; 在体外
是一种抗氧化剂［1］; 有可能用于预防肺癌［2］。近年
来，一些关于 β-隐黄素与牙周炎关系的研究开始出
现。Nishigaki et al［3］发现 β-隐黄素可以抑制牙周致

病菌或脂多糖( lipopolysaccharide，LPS) 诱导的牙周
膜细胞中炎症因子的产生，上调骨保护素 /核因子-
κB受体活化因子配基( osteoprotegerin / receptor acti-
vator of nuclear factor-κB ligand ，OPG /RANKL) 的比
值。Matsumoto et al［4］发现注射 β-隐黄素可以抑制
LPS诱导的小鼠牙槽骨密度的降低。这些研究表
明，β-隐黄素可能有望用于牙周疾病的预防和治疗。
该研究的目的是通过检测 β-隐黄素对实验性牙周
炎牙周组织、牙槽骨、OC 及 OPG /RANKL 比值的影
响，探讨其体内作用的机制。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂及器械 β-隐黄素、LPS ( 美国 Sigma
公司) ; 抗酒石酸酸性磷酸酶 ( tartrate resistant acid
phosphatase，TRAP) 、RANKL、OPG 抗体、DAB 试剂
盒( 北京中杉金桥生物技术有限公司) ; 显微照相系
统( 日本 Olympus公司) ; 显微外科器械。β-隐黄素
溶于玉米油中，配成 1 mg /ml的溶液，LPS 用生理盐
水稀释成 1 mg /ml。
1． 2 实验动物及分组 SD 大鼠 30 只购自河南省
实验动物中心，SPF 级，8 周龄，雄性，体质量 300 g
左右，分笼饲养，自由摄食、饮水。室温保持在 22 ～
24℃，湿度 50% ～ 60%，每 12 h 变换昼夜节律。实
验开始前，动物适应性喂养 1 周。随后，随机分为 3
组，每组 10 只: ① 正常组 ( N 组) ; ② 牙周炎组 ( P
组) ;③ β-隐黄素干预组( E 组) 。P 组大鼠诱导牙
周炎，E组大鼠诱导牙周炎同时用 β-隐黄素进行干
预。
1． 3 实验操作 7%的水合氯醛按 3 ml /kg 体重的
剂量对大鼠进行麻醉。P 组，E 组实验性牙周炎的
诱导:选取  0. 2 mm的正畸结扎丝环绕在双侧上颌
第二磨牙牙颈部，并在腭侧打结压向牙齿舌面防止
钩挂舌及口腔其他软组织。同时在颊侧牙龈龈沟内
注射 LPS( 30 μl /鼠) ［5］，每 48 h 注射 1 次，共 3 次。
作为对照，N 组注射等量的生理盐水。E 组在注射
LPS后在相同位点注射 β-隐黄素( 12 μl /鼠) ［4］，每
48 h一次，共 3 次。N组、P组注射等量的玉米油代
替 β-隐黄素。实验第 8 天，大鼠腹腔注射过量的
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10%水合氯醛处死，取双侧上颌组织 ( 含牙齿、牙
龈、牙槽骨) 。
1． 4 形态学分析 右侧上颌骨去除结扎丝，固定在
10%的福尔马林中 48 h。机械方法去净牙槽骨上的
软组织，浸泡在 1%的亚甲蓝溶液中 5 min［6］。用连
接光学显微镜的数码相机在图像放大 40 倍的情况
下进行拍照。在图像上选择上颌第二磨牙颊舌侧近
中、中央、远中 6 个位点，测量釉牙骨质界到牙槽嵴
顶，取 6 个位点的平均值作为样本的最后值，数值精
确到 mm。
1． 5 组织学和免疫组织化学分析 左侧上颌骨去
除结扎丝，脱钙，脱水，二甲苯清洗，石蜡包埋。沿近
远中方向切成 4 μm的切片［7］，每个样本收集 12 张
切片。3 张用 HE 溶液染色，进行组织学和形态学
的分析。9 张用于免疫组织化学分析，检测
RANKL、OPG及 TRAP的特异表达。一抗分别选用
山羊抗鼠 RANKL、OPG、TRAP 多克隆抗体，抗体以
1 ∶ 100 的浓度稀释，按试剂盒的说明进行操作。以
PBS代替一抗做阴性对照。
1． 5． 1 标准判读 免疫组织化学阳性着色为棕黄
色颗粒。

1． 5． 2 定量测量 使用显微镜和相机在每张切片
的牙槽嵴顶附近选取 5 个区域。应用 Image Pro
Plus 6. 0 图像分析系统，将图像变为灰度数码图像，
检测总的光密度及区域的面积。然后用总光密度 /
区域面积得出平均光密度值 ( mean optical density，
MOD) 。应用 PhotoshopCS6 软件计算区域内 TRAP
阳性，细胞核≥3 的总细胞数目，总细胞数目 /区域
面积得出成熟 OC数目 /mm2［8］。
1． 6 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 统计软件包进
行分析，计量资料以 珋x ± s 表示，三组间数据对比采
用方差分析，两两比较采用 LSD-t 检验，以 P ＜ 0. 05
为差异有统计学意义。

2 结果

整个实验过程中，实验动物健康状况良好，未出
现死亡; 结扎丝未脱落。三组样本之间的牙槽骨丧
失量，OC数目，RANKL与 OPG MOD值的比较见表 1。
2． 1 形态学分析 亚甲蓝染色图片如图 1。三组
ABL值不全相等( P ＜ 0. 05) 。N 组和 P 组差异有统
计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，牙周炎造模成功。E 组和 P
组差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，β-隐黄素可以预

表 1 三组样本之间的比较( n = 10，珋x ± s)

项目 N组 P组 E组 F值 P值
牙槽骨丧失( mm) 0． 78 ± 0． 12 1． 50 ± 0． 14* 0． 80 ± 0． 12# 110． 61 ＜ 0． 001
细胞核≥3，TRAP +细胞个数( 个) /mm2 1． 90 ± 1． 85 8． 50 ± 2． 22* 2． 60 ± 2． 22# 29． 62 ＜ 0． 001
RANKL平均光密度值 49． 76 ± 6． 00 93． 70 ± 7． 42* 74． 33 ± 5． 28* # 122． 31 ＜ 0． 001
OPG平均光密度值 37． 96 ± 17． 55 58． 71 ± 7． 38* 71． 35 ± 5． 47* # 83． 64 ＜ 0． 001

与 N组比较: * P ＜ 0. 05; 与 P组比较: #P ＜ 0. 05

图 1 牙齿和牙槽骨的亚甲蓝染色 × 40

A: N组; B: P组; C: E组; 1:颊侧牙槽骨; 2:舌侧牙槽骨
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防牙周炎牙槽骨的吸收。
2． 2 组织学分析 图像放大 40 倍，可以看到 N 组
龈乳头充满邻间隙，结合上皮最顶端位于釉牙骨质
界。P组结合上皮向根方迁移，有深牙周袋形成，牙
槽骨吸收明显。E 组结合上皮略向根方迁移，有浅
牙周袋，牙槽嵴顶未见明显吸收。图像放大 100 倍，
可以看到 N 组和 P 组牙龈组织有少量炎症细胞浸
润，牙周膜纤维排列正常。P 组牙龈组织有大量炎
症细胞浸润，牙周膜纤维排列紊乱，并可见大量成熟
的 OC。HE染色图片如图 2。

图 2 牙齿和牙周组织 HE染色
A: N组; B: P组; C: E组; 1: × 40; 2: × 100

2． 3 TRAP 染色分析 TRAP 表达阳性且细胞核
≥3 是成熟的 OC，其位于牙槽骨表面，靠近吸收陷
窝。如图 3 所示。N 组、E 组可见少量的 TRAP 阳
性的多核细胞，P 组 TRAP 阳性多核细胞数量显著
增加( P ＜ 0. 05) 。
2． 4 RANKL 和 OPG 的免疫组织化学分析 N
组、P组及 E 组牙周组织均可看到 RANKL 和 OPG
特异性免疫标记( 棕黄色) ，N 组 RANKL 和 OPG 表
达呈弱阳性，P组 RANKL 表达呈强阳性，OPG 表达
呈阳性。E 组 RANKL 表达呈阳性，OPG 表达呈强
阳性。免疫标记的光学显微照片如图 4、5。三组
RANKL、OPG 数值不全相等 ( P ＜ 0. 05 ) ，P 组
RANKL的表达明显高于 E组( P ＜ 0. 05) ，OPG表达
显著低于 E组( P ＜ 0. 05) 。

3 讨论

本研究用大鼠进行牙周炎模型的诱导，因为大
鼠易于操作、成本低、且生物学反应与人类相似。实
验中采用结扎联合注射 LPS 的方法建立牙周炎模
型。正畸结扎丝结扎及注射 LPS 可以促进菌斑堆
积，诱导炎症反应，导致牙槽嵴顶渐进性骨丢失，此
反应类似于人类牙周炎的发生发展。本实验形态学
及组织学结果都显示，联合造模的方法成功诱导了
牙周炎的发生。

牙周炎发展过程中结合上皮根方迁移，结缔组
织和牙槽骨被破坏。本研究组织学及形态学结果显
示，与N组相比，P组牙槽骨丧失明显，牙周组织炎

图 3 TRAP免疫组织化学染色
A: N组; B: P组; C: E组; 1: × 200; 2: × 400 注:箭头所指即为 OC
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图 4 免疫组化染色检测 RANKL在牙周组织中的表达
A: N组; B: P组; C: E组; 1: × 200; 2: × 400

图 5 免疫组化染色检测 OPG在牙周组织中的表达
A: N组; B: P组; C: E组; 1: × 200; 2: × 400

症反应程度重。而 E组，用 β-隐黄素干预后炎症反
应减轻，牙槽骨丧失量及结合上皮根方迁移距离都
明显减少。此结果与 Matsumoto et al［4］的研究结果
一致，进一步表明注射 12 μg 的 β-隐黄素可以有效
抑制牙周炎牙槽骨的吸收。

众所周知，RANKL 与 OC 前体细胞表面的
RANK受体结合，可以刺激 OC 分化从而导致骨吸
收。另一方面，OPG 对 RANKL有高度的亲和性，可
以作为一种可溶性的饵受体，抑制 RANKL与 RANK
的结合。RANKL /OPG比值已成为骨吸收的重要参
数。RANKL / OPG 比值升高，促进 OC 的产生和活

化，导致骨吸收。在当前的研究中，与 P 组相比，E
组牙周组织中 OPG的表达升高，RANKL 表达下降，
RANKL /OPG比值降低。此发现与 Nishigaki et al［3］

的研究结果一致，其先前在体外探索了 β-隐黄素防
止骨丢失的机制，发现了 β-隐黄素对牙周膜细胞中
RANKL和 OPG表达的影响。这些发现表明 β-隐黄
素可通过下调 RANKL /OPG 的比值，减少成熟 OC
的数目来预防牙槽骨的吸收。

牙周炎发生过程中脂质过氧化物水平升高，氧
化应激反应增强。近来，Liu et al［9］又发现应用 β-
隐黄素可以显著抑制镉诱导的脂质过氧化物及丙二
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醛水平的升高。β-隐黄素是否可以通过抑制脂质过
氧化物的产生及氧化应激反应来抑制牙周炎的发生
发展需要进一步的实验来探索。

β-隐黄素在体内有很高的生物利用度，作为食
物来源的成分，其生物安全性已被认证。β-隐黄素
未来有望用于牙周炎的预防和治疗中，但仍需更多
的实验来进一步验证。
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Effect of β-cryptoxanthin on alveolar bone resorption in rats
Xuan Yaru1，Wei Xiaoxia2，Cui Xiaoyu1，et al

( 1Dept of Periodontal，2Dept of Orthodontic，The First Affiliated Hospital of
Zhengzhou University，Zhengzhou 450000)

Abstract Objective To evaluate whether β-cryptoxanthin interferes with the alveolar bone resorption of induced
periodontitis in rat and explore its possible mechanism in vivo． Methods Thirty sprague dawley male rats were ran-
domly divided into three groups: normal ( N) ，periodontitis ( P) ，β-cryptoxanthin intervention ( E) ． Periodontitis
was induced by ligature placement combined with injection of lipopolysaccharide in bilateral maxillary molars in
group P and group E． β-cryptoxanthin ( 12 μg / rat) was administered once every 48 hours in group E，a total of
three times． The animals were sacrificed on the eighth day and bilateral maxillary bone were removed． Morphologi-
cal analysis was performed to evaluate the distance between alveolar bone crest ( ABC) and enamelo-cemental junc-
tion on right maxillary specimens． On left maxillary samples，histological and immunohistochemical analyses were
performed for the detection of the expression of receptor activator of nuclear factor-kappa B ligand( RANKL) and
osteoprotegerin( OPG) nearby the ABC． The osteoclast ( OC) was detected by tartrate-resistant acid phosphatase
( TRAP) ． Results Group E presented reduced alveolar bone loss ( ABL) ，inflammatory cells，RANKL immunola-
beling and TRAP-positive multinucleated cells compared to group P ( P ＜ 0. 05 ) ． β-cryptoxanthin treatment in-
creased the genic expression of OPG ( P ＜ 0. 05) ． Meanwhile，there were no differences about ABL and number of
OC between group E and group N． Conclusion β-cryptoxanthin may prevent the absorption of alveolar bone by
decreasing the number of mature OC by increasing the ratio of OPG /RANKL．
Key words periodontitis; rat; bone resorption; β-cryptoxanthin
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