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[摘要] 目的:检测Janus蛋白酪氨酸激酶2/信号转导和转录激活子3(Janus
 

kinase
 

2/signal
 

transducer
 

and
 

acti-
vator

 

of
 

transcription
 

3,JAK2/STAT3)信号转导通路在人慢性根尖周炎中的表达并推测其在慢性根尖周炎中的作

用,为研究慢性根尖周病的致病机制提供理论基础。方法:选取健康牙齿牙周膜为对照组,患有根尖周囊肿及根尖

周肉芽肿标本分别为实验组1、实验组2,每组各20例,对各组标本分别进行苏木精-伊红(hematoxylin-eosin
 

stai-
ning,HE)染色并采用免疫组织化学法检测JAK2、磷酸化Janus蛋白酪氨酸激酶2(phosphorylation-janus

 

kinase
 

2,

p-JAK2)、STAT3及磷酸化信号转导和转录激活子3(phosphorylation-signal
 

transducer
 

and
 

activator
 

of
 

transcrip-
tion

 

3,p-STAT3)在各组中的表达。结果:JAK2、p-JAK2、STAT3、p-STAT3在正常牙周组织中均有少量表达,在
根尖周囊肿及肉芽肿组织中表达量增加,实验组1、实验组2与对照组比较差异均有统计学意义(P<0.05)。实验

组1与实验组2比较,JAK2及p-JAK2的表达差异有统计学意义(P<0.05),STAT3及p-STAT3的表达差异无

统计学意义(P>0.05)。对根尖周炎标本中的JAK2和STAT3以及p-JAK2和p-STAT3进行相关性分析,结果

显示JAK2和STAT3以及p-JAK2和p-STAT3之间有相关性。结论:JAK2、p-JAK2、STAT3及p-STAT3在慢性

根尖周炎中表达量增加,推测JAK2/STAT3信号通路与根尖周炎的炎症过程有关,可能在其发展过程中有重要意

义。
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[Abstract] Objective:

 

To
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

JAK2/STAT3
 

signal
 

transduction
 

pathway
 

in
 

chronic
 

apical
 

peri-
odontitis

 

in
 

human
 

and
 

speculate
 

its
 

role
 

in
 

chronic
 

periapical
 

diseases.
 

Methods:
 

Twenty
 

healthy
 

periodontal
 

mem-
branes,

 

20
 

periapical
 

cysts,
 

and
 

20
 

periapical
 

granuloma
 

specimens
 

were
 

stained
 

by
 

HE.
 

Immunohistochemistry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

JAK2,
 

p-JAK2,
 

STAT3,
 

and
 

p-STAT3
 

in
 

different
 

groups.
 

Results:
 

JAK2,
 

p-
JAK2,

 

STAT3,
 

and
 

p-STAT3
 

were
 

slightly
 

expressed
 

in
 

normal
 

tissues,
 

and
 

increased
 

in
 

periapical
 

cysts
 

and
 

gran-
uloma.

 

The
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).
 

The
 

difference
 

between
 

JAK2
 

and
 

p-JAK2
 

was
 

sta-
tistically

 

significant
 

(P<0.05).
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

STAT3
 

and
 

p-STAT3
 

between
 

periapical
 

cyst
 

group
 

and
 

periapical
 

granuloma
 

group
 

(P>0.05).
 

Tere
 

was
 

a
 

correlation
 

between
 

JAK2
 

and
 

STAT3
 

and
 

p-JAK2
 

and
 

p-STAT3.
 

Conclusion:
 

The
 

expressions
 

of
 

JAK2,
 

p-JAK2,
 

STAT3,
 

and
 

p-STAT3
 

were
 

increased
 

in
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chronic
 

periapical
 

diseases.
 

We
 

speculate
 

that
 

JAK2/

STAT3
 

signaling
 

pathway
 

is
 

involved
 

in
 

the
 

inflamma-
tory

 

process
 

of
 

periapical
 

perioditis
 

and
 

may
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

its
 

development.
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  Janus蛋白酪氨酸激酶/信号转导和转录激活

子(Janus
 

kinase
 

/signal
 

transducer
 

and
 

activator
 

of
 

transcription,JAK/STAT)信号转导通路是近年来

发现的一条由细胞因子刺激的信号转导通路,其作

用广泛,涉及细胞增殖、分化、凋亡以及机体的生长

发育和炎症的发生发展等方面[1]。正常牙周组织中

存在磷酸化Janus蛋白酪氨酸激酶2(phosphoryla-
tion-janus

 

kinase
 

2,p-JAK2)及磷酸化信号转导和

转录 激 活 子3(phosphorylation-signal
 

transducer
 

and
 

activator
 

of
 

transcription
 

3,p-STAT3),且

p-JAK2和p-STAT3参与了牙周组织改建的过程,
对大鼠进行加力后,其牙周膜受压力侧以及受张力

侧的p-JAK2、p-STAT3的表达量均较未加力的对

照组明显升高[2]。JAK2激酶抑制剂 AG490通过

下调Ser727-STAT3磷酸化水平可以抑制核因子-
κB受体活化因子配体(receptor

 

activator
 

of
 

NF-κB
 

ligand,RANKL)诱导的 RAW264.7细胞增殖,从
而导致转录因子活化T细胞核因子(nuclear

 

factor
 

of
 

activated
 

T
 

cells
 

c1,NFATc1)表达水平下降,达
到抑制RANKL诱导RAW264.7细胞向破骨细胞

分化的目的,从而证明了JAK2/STAT3是破骨细

胞前体细胞分化成熟过程中的关键信号通路[3]。

  慢性根尖周炎是由牙髓来源的病原体引起的牙

周组织的炎症和破坏,属于炎症性骨破坏疾病。从

受感染的根管系统侵入根尖区域的细菌或细菌毒素

最初导致炎症细胞的浸润和促炎性细胞因子反应的

产生[4,5]。尽管有文献报道JAK2/STAT3在根尖

周急性炎症期骨破坏过程中发挥了重要作用[6]。然

而,目前关于JAK2/STAT3信号通路与人慢性根

尖周炎关系的研究鲜见报道。因此,本实验通过免

疫组 织 化 学 方 法 检 测 JAK2、p-JAK2、STAT3、

p-STAT3在人慢性根尖周炎标本中的表达情况,探
讨其在慢性根尖周炎过程中可能发挥的作用,以期

为根尖周炎的治疗提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器 抗兔JAK2、p-JAK2、STAT3及

p-STAT3抗体(伊莱瑞特);抗兔链霉菌抗生物素蛋

白-过氧化物酶(streptavidin-perosidase,SP)免疫组

织化学试剂盒(中杉金桥);双花扁豆凝集素(doli-
chos

 

bifows
 

agglutinin,DBA)染色试剂盒(中杉金

桥);乙 二 胺 四 乙 酸(ethylene
 

diamine
 

tetraacetic
 

acid,EDTA,中杉金桥)。

1.2 组织标本的收集 选取2017年3月~2017
年8月于青岛大学附属医院口腔外科就诊患者

60例,女26例,男34例。排除标准:(1)妊娠期;
(2)有系统性或传染性疾病者;(3)近3个月内有过

抗生素治疗史。本实验经青岛大学附属医院伦理委

员会同意,在标本收集前,患者均签署知情同意书。
根据X线片及术中观察以及病理表现将标本分为

健康对照组、根尖周囊肿组、根尖周肉芽肿组,每组

标本各20例。健康组标本:取自因智齿或正畸拔牙

患者的健康牙周膜,标准:健康有活力的牙齿;X线

片显示牙体及牙周组织无过高或过低密度影像;组
织学观察显示没有明显的炎症细胞浸润及毛细血管

增生。根尖周肉芽肿组标本:取自不可治愈根尖周

炎患牙的根尖周组织,标准:患牙已无保留价值;X
线片显示根尖区低密度影,圆形,边界清,直径一

般<1
 

cm;组织学观察见肉芽组织、明显的炎症细

胞浸润及毛细血管增生。根尖周囊肿组:取自不可

治愈根尖周炎患牙的根尖周组织。标准:无保留价

值的牙齿;X线片显示圆形或卵圆形低密度X线透

视阴影,边缘有一圈阻射白线围绕;手术中发现含有

液体或半固体囊性组织的根尖固体软组织病变;组
织学观察结果显示,根尖周组织中含有大量胶原纤

维,囊肿或组织完全或部分被非角化分层鳞状上皮

覆盖。标本取出后置于福马林溶液中4
 

℃下固定

24~48
 

h。梯度乙醇脱水后石蜡包埋,包埋后厚4
 

μm切片以备苏木精-伊红(hematoxylin-eosin
 

stai-
ning,HE)染色和免疫组织化学染色。

1.3 HE染色 切片二甲苯脱蜡,梯度乙醇处理后

用清水冲洗,然后用苏木精染色10
 

min,于流水下

冲洗,1%盐酸乙醇分化数秒后再用流水冲洗,温水

返蓝。用伊红染液染色2
 

min后,梯度乙醇脱水,使
用二甲苯透明,最后用橡胶封片,以备观察。

1.4 免疫组织化学染色 用SP法进行免疫组织

化学染色,二甲苯脱蜡处理切片,常规梯度乙醇醇化

后于流水下冲洗,然后用磷酸盐缓冲液(phosphate
 

buffered
 

saline,PBS)冲洗,过氧化氢灭活内源性

酶,室温孵育10
 

min,然后用PBS冲洗,抗原修复液

微波修复2
 

min,然后用PBS冲洗,将非免疫动物血

清滴加到切片上,室温孵育20
 

min,甩去多余液体。
使用兔抗人多克隆抗体JAK2

 

(elabscience,E-AB-
15734)、STAT3

 

(elabscience,E-AB-15734)、

p-JAK2(elabscience,E-AB-21017)、p-STAT3
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箭头示阳性细胞(×400)

图2 JAK2、STAT3、P-JAK2
 

and
 

P-STAT3在各组表达情况(×400)

Fig.
 

2 The
 

expression
 

of
 

AK2,
 

STAT3,
 

P-JAK2,
 

and
 

P-STAT3
 

in
 

different
 

groups.

(elabscience,E-AB-32981)
 

and
 

SCOS3
 

(Abcam,

16030)作为一抗,阴性对照采用
 

PBS代替一抗,

4
 

℃过夜。滴加二抗,室温下静置1h,PBS冲洗,

DAB显色,每个步骤需要用自来水充分洗涤载玻

片,并且使用二氨基联苯胺作为色原。载玻片用苏

木精复染2
 

min,盐酸乙醇分化。用自来水冲洗

10
 

min,脱水、透明、封片。
 

在显微镜下分析载玻片

上的染色标本切片。

1.5 细胞计数及统计学分析 免疫组织化学染色

后,阳性细胞呈棕色。在高倍镜下(×400)对每个切

片进行JAK2、p-JAK2、STAT3及p-STAT3阳性

细胞计数。细胞计数由两位研究者在双盲条件下随

机选取5个视野进行计数。计数每100个细胞里的

阳性细胞数。

1.6 统计学分析 数据用均数±标准差表示。采

用单因素方差分析进行统计学分析,采用 SPSS
 

21.0软件进行统计学分析。以P<0.05为差异有

统 计 学 意 义。另 外 对 JAK2 和 STAT3 以 及

p-JAK2和p-STAT3进行相关性分析。
 

其中|r|绝

对值<0.2为极弱相关或不相关,0.2<|r|<0.4为

弱相关,0.4<|r|<0.6为中等相关,0.6<|r|<0.

8为强相关,0.8<|r|<1为显著性相关。

2 结果

2.1 HE染色 镜下显示正常组有少量炎症细胞

浸润;根尖周囊肿中含有大量胶原纤维,囊肿或组织

完全或部分被非角化分层鳞状上皮覆盖。根尖周肉

芽肿标本中有大量炎症细胞浸润,可见巨噬细胞和

毛细血管增生,见图1。

1a:正常组织;1b:根尖周肉芽肿;

1c:根尖周囊肿

图1 慢性根尖周炎组织的苏木

精-伊红染色(×200)

Fig.
 

1 HE
 

staining
 

of
 

chronic

periapical
 

periodontitis

tissues
 

(×200).

2.2 免疫组织化学结果 JAK2、p-JAK2、STAT3

68 Journal
 

of
 

Oral
 

Science
 

Research,Jan.
 

2019,Vol.
 

35,No.
 

1 



表1 每组高倍视野下JAK2、p-JAK2、STAT3、p-STAT3阳性细胞数(/100个细胞)
 

Tab.
 

1 JAK2,
 

p-JAK2,
 

STAT3,
 

and
 

p-STAT3
 

positive
 

cells
 

(/100
 

cells)
 

in
 

each
 

high
 

power
 

field. x±s

分组 JAK2 p-JAK2 STAT3 p-STAT3

对照组 3.00±0.73 2.85±0.75 3.20±0.70 3.30±1.53
根尖周肉芽肿组 59.85±4.36*1 79.65±5.30*1 68.55±5.21*1 69.50±5.84*1

根尖周囊肿组 70.30±4.14*1*2 84.10±6.12*1*2 69.50±5.89*1 70.30±5.28*1

F 2146.22 1892.53 1391.85 1380.13
P 0.000 0.000 0.000 0.000

  注:与对照组比较,*1
 

P<0.05;与根尖周肉芽肿组比较,*2
 

P<0.05

及p-STAT3阳性细胞呈深棕色,在各组都有表达,
多为形态各异的炎症细胞,见图2。其中JAK2、

p-JAK2、STAT3及p-STAT3阳性细胞表达量均为

正常组(对照组)<根尖周肉芽肿组及根尖周囊肿

组,正常组与根尖周囊肿组及根尖周肉芽肿组对比

JAK2、p-JAK2、STAT3及p-STAT3阳性细胞的表

达量比较差异均有统计学意义(P<0.05),根尖周

囊肿与根尖周肉芽肿间JAK2及p-JAK2比较差异

有统计学意义(P<0.05),STAT3及p-STAT3比

较差异无统计学意义(P>0.05),见表1。分别对

JAK2和STAT3、p-JAK2和p-STAT3进行相关性

分析,JAK2和STAT3间为中等相关(r=0.662),

p-JAK2和p-STAT3间为强相关(r=0.907)。

3 讨论

  根尖周病是一种常见的炎症性骨破坏疾病,其
主要病理改变为大量炎症细胞浸润及骨吸收。牙髓

受到细菌侵袭导致牙髓炎的发生,随着牙髓组织的

破坏,最终导致根尖周组织的病变,牙槽骨的破

坏[7]。目前关于根尖周炎致病机制的研究很多,许
多炎性细胞因子和骨破坏因子,如白细胞介素-27、

RANKL和肿瘤坏死因子受体相关因子6参与根尖

周炎的炎症及骨破坏过程[8,9]。现阶段已有采用药

物或其他治疗方法干预大鼠根尖周炎症模型的文献

报道[10,11]。然而目前关于根尖周炎的致病机制尚

无明确结论。

  JAK2参与多种I类细胞因子的调控,如生长激

素、促红细胞生成素、白细胞介素-3、干扰素-γ以及

瘦素等[12-14]。如果机体缺乏生长因子,免疫系统就

会受到影响,同时骨密度会降低[15]。瘦素可以增加

CD25的表达以及人类白细胞抗原DR,同时能够通

过激活JAK2/STAT3途径激活B细胞分泌细胞因

子,这些都有助于机体免疫调节以及炎症活动[16]。
转录因子STAT家族有7个成员,包括STAT1、

STAT2、STAT3、STAT4、STAT5a、STAT5b、

STAT6。STATs是一种潜在的细胞质转移因子,
被细胞因子和生长因子激活后可以将信号从细胞表

面传 递 到 细 胞 核 内。STATs的 C 端 附 近 有 被

JAKs磷酸化的保守的酪氨酸残基。这种磷酸化使

得2 个 STAT 间 发 生 二 聚 化。STATa通 过 和

STATb的保守的SH2区域相互作用,STATb也可

以与STATa的SH2结构域相互作用,从而发生二

聚化[17]。研究表明,IL-6可通过
 

STAT3信号通

路上调成骨细胞RANK的表达,说明IL-6/STAT3
 

信号通路通过成骨细胞间接调控了破骨细胞的分

化[18]。

  本研究的结果显示根尖周肉芽肿以及根尖周囊

肿标本中的JAK2、p-JAK2、STAT3及p-STAT3
阳性细胞数的表达量均比正常组明显升高,根尖周

囊肿 组 与 根 尖 周 肉 芽 肿 组 比 较JAK2、p-JAK2、

STAT3及p-STAT3阳性细胞数的表达量均高,其
中JAK2、p-JAK2 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义,但

STAT3及p-STAT3比较差异无统计学意义。

  JAK2与STAT3及p-JAK2与p-STAT3的表

达量之间存在相关性,结果提示在慢性根尖周炎的

炎症发展过程中,JAK2与STAT3共同作用,参与

了根尖周疾病的病变过程。猜测JAK2/STAT3信

号通路抑制剂可以作为治疗根尖周炎的潜在靶点。
本研究只是在免疫学水平上检测了JAK2、p-JAK2、

STAT3及p-STAT3的表达量,进而预测其对根尖

周炎的作用,其对根尖周炎的具体作用机制仍未明

确,将在后期的研究中对其进行进一步完善。
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