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功能矫形前伸下颌后大鼠髁突软骨细胞
睾酮的分布变化规律

李小兵 , 陈开云 , 周 　征 , 罗颂椒
(四川大学华西口腔医院 　正畸科 ,四川 　成都 610041)

[摘要 ] 　目的 　研究快速生长期大鼠髁突软骨细胞睾酮的表达 ,并探讨功能矫形对髁突软骨细胞睾酮表达的影

响。方法 　实验组戴自制模拟的功能矫治器引导大鼠下颌前伸 ,在实验第 3 天、1、2、3 及 4 周处死大鼠 ,应用免疫

组织化学 SP法检测睾酮在髁突软骨细胞上的表达特点。结果 　①实验组、对照组大鼠髁突软骨细胞各层都有睾

酮的阳性免疫染色 ,大鼠各层细胞中以成熟层及移行层阳性强度较高 ,明显高于生发层及过渡层 ,其中成熟层染色

强度最高 ; ②随着大鼠的青春期生长发育 ,髁突软骨细胞各层睾酮染色强度出现不同的变化特点 ; ③实验第 2 及第

3 周组大鼠髁突成熟层软骨细胞睾酮染色强度明显高于对照各组 ,差异具有统计学意义 ( P < 0105) 。结论 　睾酮参

与了大鼠髁突软骨细胞成熟的调控 ,并介导了功能矫形的机械刺激作用 ,使髁突软骨细胞的增生分化功能增强 ,髁

突软骨增生。
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Expression of Testosterone in the Rapid Growing Rat Condylar Cartilage and the Expression Changes after the Function

Mandibular Advacement　LI Xiao-bin , CHEN Kai-yun , ZHOU Zheng , LUO Song-jiao. ( Dept . of Orthodontics , West China

College of Stomatology , Sichuan University , Chengdu 610041 , China)

[ Abstract ] 　Objective 　To investigate the expressions of Testosterone in the condylar cartilage of rapid growing rats.Methods 　

The mimic functional appliances were used in experiment groups and rats were killed after 3 days , 1week , 2weeks , 3weeks and

4weeks. Immunohistochemical technique was used to detect the expression of T. Results 　T was expressed throughout the condy2
lar cartilage. The Highest expressions were in mature layers of both experiment and control groups. Along with the maturation , the

expressions of T in the condylar cartilage were changed respectively , and the immunostain levels in the mature layer of experiment

groups 2 and 3 weeks were higher than those of control groups ( P < 0105) . Conclusion 　①T is a member of cartilage growth and

development control system. ②The orthopedic mechanism of functional appliance may be conducted by T.
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　　近年来对性激素的研究发现 ,雌激素和雄激素

是骨代谢的重要调节因子 :体内缺乏性激素会引发

骨质疏松症。体外研究证明生理剂量的雌激素可刺

激软骨的细胞增生和基质合成 1
;而睾酮能增加骨

小梁及骨皮质的密度2
,并通过 IGF- Ⅰ的介导刺激

髁突软骨的增生3 。体内研究 4 发现雌激素参与了

生长发育期雌性大鼠髁突软骨细胞的调控。但对于

生长期大鼠髁突软骨中有无雄激素的分布及其在髁

突增生分化调控中的作用 ,目前的研究较少。本研

究采用具有代表性的雄激素 ———睾酮 (testosterone)

进行研究 ,用免疫组织化学法检测其在生长发育期

大鼠髁突软骨细胞的表达情况 ,以期了解睾酮对髁

突软骨分化成熟的作用 ;并对功能矫形前伸下颌后

大鼠髁突软骨上睾酮的含量进行半定量分析 ,以初

步探讨睾酮在功能矫形中的作用 ,为完善功能矫形

的分子生物学理论提供实验依据。

1 　材料和方法

1. 1 　主要试剂和仪器

兔抗睾酮 ( T) 多克隆抗体、生物素化羊抗兔 IgG

和 SP 试剂盒 (Santa Cruz ,美国) ;自制上颌斜面导板

式功能矫治器 3
;Mias 2000 图像分析软件系统 (四川

大学图形图像研究所) 。

1. 2 　实验方法

采用 50 只 5 周龄处于快速生长初期的 SD 雄性

大鼠 ,体重 90 g 左右 ,随机等量地分为对照组和实验

组 ,其中实验组大鼠白天戴自制上颌斜面导板式功

能矫治器 12 h 以前伸下颌 ,对照组不戴。实验共 4
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周 ,直至大鼠快速生长期结束。全部动物自由饮水 ,

定时、定量摄食。分别在实验第 3 天、1、2、3、4 周处

死大鼠各 5 只。取下颌髁突 ,固定、脱钙、石蜡包埋、

切片 ,进行免疫组化染色。

1. 3 　免疫组织化学 SP 法染色

按 SP 试剂盒说明书步骤进行免疫组化染色 ,阳

性对照 :大鼠胫骨近端软骨。阴性对照 :用封闭血清

(10 %羊血清)代替一抗。将睾酮免疫组化染色强度

分为四级 :

阴性 :髁突软骨细胞内无棕色阳性染色 ;

Ⅰ级 :部分髁突软骨细胞胞浆内有少量的浅棕

色粉尘状颗粒 ;

Ⅱ级 :部分髁突软骨细胞浆胞内有较多的棕色

颗粒 ;

Ⅲ级 :多数髁突软骨细胞胞浆及核内有密集的

团块状深棕色颗粒。

1. 4 　睾酮免疫组化染色强度差异分析

用 Mias 2000 图像分析软件系统测定各组髁突

睾酮染色强度半定量数值 ,结果用 Stata 4. 0 软件单

因素方差分析进行处理。

2 　结果

对照组大鼠髁突软骨细胞各层都有睾酮的阳性

表达 (图 1 ,表 1) ,染色强度弱的细胞阳性表达集中

在胞浆中 ;染色强的细胞 ,其阳性表达不仅定位在胞

浆中也定位在胞核中。大鼠各层细胞中以成熟层及

移行层阳性强度较高 ,明显高于生发层及过渡层 ,其

中成熟层染色强度最高。随着大鼠的生长发育 ,髁

突软骨细胞各层睾酮染色强度出现不同的变化特

点。生发层及过渡层细胞在实验第 3 天时无睾酮染

色 ,实验第 1、2、3 周时睾酮的表达增强 , 在实验第 4

周时又无睾酮的表达。成熟层细胞同样在实验第 3

天时无睾酮表达 ,但从实验第 2 周开始 ,睾酮的表达

增强 ,强度超过髁突其余各层 ,并且较强的睾酮表达

持续至实验结束。而移行层睾酮从实验最开始就有

表达 ,表达持续整个实验过程 ,睾酮表达强度的变化

不大。

实验各组大鼠髁突软骨细胞睾酮的表达规律与

对照组相似 ,但染色强度均高于对照各组 (图 2) ,在

成熟层第 2 及第 3 周组 ,其差异具有统计学意义

( P < 0105) (表 2) 。用已知睾酮免疫阳性的大鼠胫

软骨作阳性对照 ,结果胫软骨中有睾酮的表达 ,而在

阴性对照中为阴性。

图 1 　实验第 2 周 ,对照组大鼠髁突软骨细胞各层都有睾酮的阳

性表达 ,其中成熟层染色强度最高　SP 　×400

Fig 1 　Week 2 , testosterone expressed thronghout the condylar cartialge

and the most tensive showed in the mature layer 　SP 　×400

表 1 　对照组大鼠髁突各层软骨细胞中睾酮的表达

Tab 1 　Testosterone is expressed in control group

实验分组 生发层Π过渡层 成熟层 移行层

第 3 天 阴性 阴性 Ⅱ

第 1 周 Ⅰ Ⅱ Ⅱ～Ⅲ

第 2 周 Ⅰ～Ⅱ Ⅲ Ⅲ

第 3 周 Ⅰ～Ⅱ Ⅲ Ⅲ

第 4 周 阴性 Ⅱ Ⅱ

图 2 　实验组 (左)大鼠髁突各层软骨细胞睾酮的阳性表达高于

对照组 (右) 　SP 　×400

Fig 2 　Testosterone expressed in experimental groups is higer than in

control groups 　SP 　×400

表 2 　实验组与对照组大鼠髁突各层软骨细胞睾酮免疫

组化染色平均黑度值

Tab 2 　The averages of gray ludexes of testosterone are

expressed both in experimental and control groups

实验
分组

实验组

生发层Π
过渡层

　成熟层　移行层

对照组

生发层Π
过渡层

　成熟层　移行层

第 3 天 阴性 阴性 66. 99 阴性 阴性 64. 32

第 1 周 55. 37 70. 36 68. 00 53. 0 65. 94 64. 88

第 2 周 57. 48 71. 76 3 68. 10 55. 0 66. 44 3 64. 76

第 3 周 57. 76 70. 82 3 66. 64 55. 0 64. 93 3 64. 43

第 4 周 阴性 65. 43 64. 76 阴性 64. 92 64. 12

注 :平均黑度值 = 225 - 平均灰度值 ,平均黑度值越高 ,免疫染色
强度越强 ; 3 P < 0105
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3 　讨论

3. 1 　髁突软骨细胞睾酮的分布

近年来大量的研究证实 :雄激素有助于骨的发

育及骨量的维持 ;骨细胞上有雄激素的受体 ,说明骨

组织细胞是雄激素的靶组织细胞 ;雄激素也可直接

作用于处于不同分化阶段的成骨细胞。睾酮是由睾

丸Leydig 细胞分泌的、循环全身并主要起作用的雄

性激素 ,它与人体绝大多数的组织系统的生长代谢

有关 ,如 :生殖系统、中枢神经系统、造血系统、免疫

系统及脂肪组织、肌肉组织、骨组织等。检测睾酮在

青春生长期大鼠髁突软骨细胞上的表达 ,能初步了

解雄激素与髁突软骨生长发育的关系。本实验首次

证实了大鼠髁突软骨细胞各层有睾酮分布 ,在成熟

层及移行层中 ,分化的成软骨细胞和软骨细胞的染

色明显高于生发层及过渡层细胞中低分化的软骨祖

细胞和前成软骨细胞。其表达具有特异性 ,说明睾

酮参与了髁突软骨生长发育的调控。

3. 2 　生长发育期髁突的发育与性激素的关系

青春期是由性激素、生长激素以及通过自、旁分

泌的局部生长因子等的协同 ,共同作用在骨生长板

上而发生的 5 。以前的研究发现 :在雌性 SD 大鼠髁

突上可检测到雌激素及其受体 3 ,5
,并证实髁突软骨

的生长发育特别是髁突的增生与雌激素有关。本研

究发现 :雄性大鼠髁突软骨睾酮的染色主要以成熟

的软骨细胞为主 ,其染色强度从生长高峰期开始时

(即实验开始时第 5 周龄大鼠) 就高 ,并在整个生长

高峰期持续较强表达 ,至实验结束。而低分化的软

骨祖细胞、前成软骨细胞染色明显较成熟的软骨细

胞弱 ,在生长高峰期开始时几乎无表达 ,进入高峰期

后表达达到最高 ,在高峰末期又迅速降低 ,这说明睾

酮对髁突软骨细胞的增生及分化都有作用 ,但其对

分化的作用较对增生的作用更明显。Maor 等 6 ,7 在

研究中发现 :睾酮能明显刺激体外培养的大鼠髁突

软骨的体积增加、DNA 合成增加 ;过量的睾酮还能使

髁突软骨骨化 ,说明睾酮能刺激软骨的增生及分化 ,

并明显促进软骨的成熟 ,本研究结果与其研究一致。

3. 3 　功能矫形对睾酮在各层髁突软骨细胞上表达

的影响

本研究发现 ,睾酮在各层髁突软骨上的表达与

生长发育的程度有关 ,在低分化的软骨祖细胞、前成

软骨细胞与成熟的软骨细胞 ,随生长发育而呈现明

显不同 ,表明了睾酮对软骨内成骨作用的特点 ,即在

青春生长的高峰期 ,睾酮对软骨细胞的增生及分化

均有作用 ,但在青春快速生长的后期 ,睾酮主要参与

细胞分化的调控而对增生的作用减小。
功能矫形后 ,大鼠髁突软骨上睾酮的表达表现

出与对照组相似的分布特点 ,但在实验第 2、3 周组

大鼠髁突成熟层软骨细胞的睾酮的表达与对照组有

显著性差异 ( P < 0105) 。这说明功能矫形前伸大鼠

下颌的作用刺激了睾酮的表达 ,从而促进了髁突软

骨细胞的增生分化 ,说明睾酮在功能矫形前伸大鼠

下颌后髁突软骨的适应性生长改建过程中介导机械

力刺激的生物效应。但睾酮如何介导功能矫形力的

作用 ,以及睾酮与其他激素和局部生长因子在髁突

生长发育中的相互关系 ,有待进一步的研究。
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