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[摘要]   目的   通过检测大鼠正畸牙移动过程中转化生长因子（TGF）-β/Smad信号通路相关蛋白质在Malassez上皮

剩余细胞（ERM）中的表达情况以及ERM的功能变化，探讨TGF-β/Smad信号通路调控ERM参与正畸牙移动的作

用机制。方法   30只雄性8周龄健康Sprague-Dawley（SD）大鼠，在上颌右侧第一磨牙与切牙间安装镍钛拉簧，加

载50 g力，作为实验组，上颌左侧作为对照组。于加力前以及加力后1、4、7、10、14 d处死大鼠，取下双侧包括

上颌第一磨牙及周围牙槽骨在内的组织块，采用免疫组织化学染色方法，通过Image-Pro plus图像分析系统软件对

实验组和对照组切片进行分析，在同一光强度下测量染色阳性信号的积分光密度（IOD），观察ERM表达的

TGF-β1、Smad2、Smad3、增殖细胞核抗原（PCNA）的IOD值表达变化，并且比较实验组和对照组第一磨牙牙颈

部和根分叉区ERM数量以及ERM集群表面积变化。所有数据使用SPSS 17.0软件进行t检验和秩和检验统计分析。

结果   加力1 d后，TGF-β1、Smad2、Smad3免疫组织化学染色阳性增强，7 d后达到高峰，随后呈下降趋势；加力

1、4、7、10、14 d组，TGF-β1、Smad2、Smad3的IOD值与对照组比较差异有统计学意义。加力4 d后，PCNA免

疫组织化学染色阳性增强，加力7 d后明显增强，在第10 d达到高峰，随后呈下降趋势；加力4、7、10、14 d组，

PCNA的IOD值与对照组比较差异有统计学意义。加力4、7、10、14 d组，ERM数量和ERM集群表面积与对照组

比较差异有统计学意义。结论   在力学刺激的作用下，ERM的数量增多，ERM集群表面积也增大，TGF-β/Smad信

号通路相关分子TGF-β1、Smad2、Smad3在ERM内表达，并且随加力时间的增加而呈现趋势性

变化，表明ERM在机械力作用下通过TGF-β/Smad信号通路来调控其在正畸牙移动过程中的作

用。
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Malassez上皮剩余细胞（epithelial rests of 
Malassez，ERM）是牙根发育完成后Hertwig’s上

皮根鞘发生分裂残留下的上皮细胞，是存在于牙

周膜中唯一的牙源性上皮细胞，位于邻近牙骨质

的牙周膜中，以小的上皮条索或上皮团与牙根表

面平行。通过光学显微镜观察，ERM较小，呈立

方形或卵圆形，细胞质少，嗜碱染色；通过电子

显微镜观察，上皮剩余有基底膜，将细胞与牙周

膜的基质分开，相邻细胞有桥粒相连，细胞质含

有张力微丝和大量的核糖体[1]。

过去通常认为ERM是没有功能的静止上皮团

簇，现在越来越多的研究发现ERM具备重要的生

理和病理作用。研究[2]发现，ERM在预防根骨粘

连、维持牙周膜间隙、防止牙根吸收、促进牙骨

质的形成和修复以及胶原纤维的更新等方面发挥

重要作用，表明ERM是可用于修复和再生的牙周

上皮组分。体外研究[3]显示，培养的ERM能够分

泌基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinase，

MMP），从而降解胶原纤维，推测ERM的活性增

强可能与其能够加速胶原纤维更新有关，从而促

进牙周膜的新陈代谢。在正畸牙移动过程中，

ERM加速胶原纤维更新，进而促进正畸牙移动。

有文献[4-5]发现，ERM可通过以下2种途径参

与牙骨质的形成与修复：1）通过分泌牙骨质形成

相关蛋白质直接参与；2）通过上皮-间充质转化

（epithelialm-msenchymal transition）间接参与。

上皮-间充质转化是指在一些特定的生理或病理状

态下，上皮细胞转化为间充质细胞的现象[6]。近年

来的研究[7]发现，上皮-间充质转化是多细胞生物

胚胎发育与器官形成中的基础过程，与胚胎发

育、肿瘤转移等过程密切相关。至今发现已有许

多信号分子可以诱导上皮-间充质转化，其中包括

肝细胞生长因子（hepatocyte growth factor，

HGF）、胰岛素样生长因子（insulin-like growth 
factor，IGF）、表皮生长因子（epidermal growth 
factor，EGF）以及转化生长因子（transforming 
growth factor，TGF）-β[8]。大部分信号分子的诱

导作用都有赖于不同的细胞环境，而TGF-β则被认

为是几乎所有上皮组织发生上皮-间充质转化所必

不可少的诱导因子。

TGF-β信号网络主要包括2种信号转导通路，

即Smad依赖通路和非Smad依赖通路，其中Smad
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是TGF-β/Smad信号通路的核心转导物质。在Smad
依赖通路中，由TGF-β1启动细胞信号转导，首先

与细胞膜上的TGF-βⅡ型受体（TGF-β receptor 
Ⅱ，TGF-βRⅡ）结合，然后激活TGF-βⅠ型受体

（TGF-β receptor Ⅰ，TGF-βRⅠ）形成受体复合

物，活化的TGF-βRⅠ反过来磷酸化Smad2和

Smad3，磷酸化的Smad2和Smad3（pSmad2/3）与

Smad4形成异聚体，然后转运至细胞核，与DNA
结合转录因子相互作用，激活上皮-间充质转化相

关基因的表达而介导上皮-间充质转化[9]。

笔者猜想，通过TGF-β/Smad信号通路的调控

作用，ERM可能发生上皮-间充质转化，从而参与

正畸牙移动过程。ERM在牙周膜内及其在正畸牙

移动过程中具有重要作用，但ERM在感受力学刺

激后的功能变化和对正畸牙移动过程中牙槽骨改

建的影响及作用机制尚不清楚。本实验通过建立

大鼠牙齿移动模型，运用免疫组织化学染色的方

法，检测牙移动过程中TGF-β/Smad信号通路相关

蛋白质在ERM的表达情况以及ERM的功能变化情

况，探讨ERM是否通过TGF-β/Smad信号通路调控

ERM参与正畸牙移动过程及其作用机制。

1   材料和方法

1.1   实验动物

取30只健康雄性8周龄Sprague-Dawley（SD）

大鼠（重庆医科大学动物实验中心提供），平均

质量 200~250 g，随机分为6组（0 d组，1 d组，4 d
组，7 d组，10 d组和14 d组），每组5只；选取上

颌右侧第一磨牙与切牙间安装镍钛拉簧，作为实

验组，加载50 g力，上颌左侧作为对照组。

1.2   建立正畸牙齿移动模型

使用10%水合氯醛，按300~350 mg·kg-1剂量

对大鼠进行腹腔注射麻醉，在上颌右侧第一磨牙

近中轴面角龈缘和上颌切牙牙颈部用低速金刚砂

车针磨出深约0.2 mm的浅凹，用0.020 in结扎丝将

镍钛螺旋拉簧分别固定于同侧的上颌切牙与第一

磨牙之间，用正畸测力计加载50 g的初始力值。

1.3   标本制备

模型建立后，分别于加力前以及加力后l、
4、7、10、14 d，在深度麻醉下通过断头法处死

大鼠，取双侧包括上颌第一磨牙及周围牙槽骨在

内的组织块，使用4%多聚甲醛固定12 h，然后在

4 ℃恒温条件下，用10%乙二胺四乙酸（elhylene 

diamine tetraacetic acid，EDTA）脱钙约8周，常规

系列乙醇脱水，石蜡包埋，沿上颌第一磨牙近中

根长轴做近远中向连续切片（厚约5 μm）。

1.4   免疫组织化学染色

标本用二甲苯脱蜡，梯度乙醇脱水，每张切

片加入体积分数3%过氧化氢去离子水以阻断内源

性过氧化物酶，以防止标本中的内源性过氧化物

酶使二氨基联苯胺发生显色反应。胰酶消化法抗

原修复，使用磷酸盐缓冲液（phosphate buffered 
solution，PBS）冲洗。山羊血清封闭后，滴加一

抗：兔抗TGF-β1多克隆抗体工作浓度1：2 000
（Cell Signaling Technology公司，美国）、兔抗

Smad2多克隆抗体工作浓度1：1 000（Bioworld公

司，美国）、兔抗Smad3多克隆抗体工作浓度1：
1 000（Bioworld公司，美国）、兔抗PCNA多克隆

抗体工作浓度1：1 000（Bioworld公司，美国）。

抗体与目的蛋白质结合后，滴加二抗：兔抗羊多

克隆抗体工作浓度1：2 000（Bioworld公司，美

国）。二抗与一抗结合后，再滴加辣根酶标记链

霉卵白素工作液，二氨基联苯胺显色液显色，苏

木精复染，中性快干胶封片。

切片观察和图像采集采用Olympus显微病理

分析系统。阳性标准为细胞形态完整，细胞质呈

特异性棕黄色。阳性细胞着色水平明显高于背景

水平。细胞内无棕黄色或与背景着色一致的细胞

为阴性细胞。

1.5   图像分析

采用Image-Pro plus图像分析系统软件进行处

理。在组织切片上确定测量部位：在上颌第一磨

牙牙颈部和根分叉区，随机选取3个ERM团块，在

同一光强度下测量TGF-β1、Smad2、Smad3、

PCNA阳性信号的积分光密度（integrated optical 
density，IOD）以及ERM集群表面积。在光学显

微镜下计数上颌第一磨牙牙颈部及根分叉区的

ERM数量。

1.6   统计学处理

采用SPSS 17.0软件对相关数据采用t检验和秩

和检验，P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果

2.1   TGF-β1、Smad2、Smad3、PCNA免疫组织化

学染色阳性强度检测

对照组TGF-β/Smad信号通路相关蛋白质
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TGF-β1、Smad2、Smad3免疫组织化学染色呈阴

性（图1）；加力后1 d，TGF-β1、Smad2、Smad3
免疫组织化学染色阳性增强（图2）, 7 d后达到高

峰（图3），之后逐渐下降，14 d后免疫组织化学

染色仍为阳性（图4）。加力后1、4、7、10、14 d
实验组TGF-β1、Smad2、Smad3免疫组织化学染

色与对照组的差异有统计学意义（P<0.01）。相

关数据见表1。

A：TGF-β1；B：Smad2；C：Smad3。PDL：牙周膜；R：牙根；AL：牙槽骨。箭头示ERM。

图  1   对照组ERM的TGF-β1、Smad2、Smad3表达情况    免疫组织化学染色    × 40

Fig  1   Expression of TGF-β1, Smad2 and Smad3 in ERM of control group    immunohistochemical staining    × 40

A：TGF-β1；B：Smad2；C：Smad3。PDL：牙周膜；R：牙根；AL：牙槽骨。箭头示ERM。

图  2   加力1 d实验组ERM的TGF-β1、Smad2、Smad3表达情况    免疫组织化学染色    × 40

Fig  2   Expression of TGF-β1, Smad2 and Smad3 in ERM of 1 d group    immunohistochemical staining    × 40

注：数据为IOD值平均值±标准差。

表  1   正畸牙移动大鼠ERM的TGF-β1、Smad2、Smad3、PCNA表达

Tab  1   Expression of TGF-β1, Smad2, Smad3 and PCNA in rat ERM during orthodontic tooth movement

时间/d 分组 TGF-β1 Smad2 Smad3 PCNA

0 实验组 47.7±7.0 38.0±10.0 38.2±9.7 23.0±2.6

对照组 43.8±3.2 34.4±1.5 37.2±1.5 21.2±1.5

1 实验组 72.8±4.8 68.6±4.2 69.3±4.9 22.8±2.4

对照组 48.0±2.4 42.2±2.4 39.0±2.1 21.5±1.4

4 实验组 136.2±6.4 142.9±4.9 143.5±5.2 41.2±7.7

对照组 53.4±0.7 45.1±3.1 43.1±1.4 25.1±1.2

7 实验组 276.0±5.9 253.6±11.3 248.2±8.6 76.2±7.1

对照组 52.9±1.6 43.7±4.0 52.8±2.0 32.5±1.5

10 实验组 201.7±5.9 178.9±1.5 179.8±2.0 155.0±5.3

对照组 52.9±1.6 51.1±2.6 38.6±1.0 30.4±2.1

14 实验组 135.9±5.0 123.8±6.7 122.2±5.2 127.6±3.0

对照组 55.6±1.9 41.2±1.6 44.1±1.3 35.8±2.1

R

R R

PDL PDL

PDL

AL

AL AL

ERM ERM

ERM

A B C

A B C

R

R

R

PDL

PDL

PDL

AL AL

AL

ERM

ERM
ERM
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加力4 d后，PCNA免疫组织化学染色阳性增

强，加力7 d后明显增强，加力10 d后达到高峰

（图5），然后开始下降。加力后1、4、7、10、

14 d实验组PCNA免疫组织化学染色阳性强度与对

照组的差异有统计学意义（P<0.05）。

A：TGF-β1；B：Smad2；C：Smad3。PDL：牙周膜；R：牙根；AL：牙槽骨。箭头示ERM。

图  4   加力14 d实验组ERM的TGF-β1、Smad2、Smad3表达情况    免疫组织化学染色    × 40

Fig   4   Expression of TGF-β1, Smad2 and Smad3 in ERM of 14 d group    immunohistochemical staining    × 40

A：对照组；B：加力4 d实验组；C：加力10 d实验组。PDL：牙周膜；R：牙根；AL：牙槽骨。箭头示ERM。

图  5   ERM的PCNA表达情况    免疫组织化学染色    × 40

Fig  5   Expression of PCNA    immunohistochemical staining    × 40

A：TGF-β1；B：Smad2；C：Smad3。PDL：牙周膜；R：牙根；AL：牙槽骨。箭头示ERM。

图  3   加力7 d实验组ERM的TGF-β1、Smad2、Smad3表达情况    免疫组织化学染色    × 40

Fig  3   Expression of TGF-β1, Smad2 and Smad3 in ERM of 7 d group    immunohistochemical staining    × 40

2.2   ERM数量和ERM集群表面积

加力前和加力后1 d，实验组和对照组ERM数

量和ERM集群表面积的差异无统计学意义。加力

后4、7、10、14 d，实验组ERM数量和ERM集群

表面积明显高于对照组，差异具有统计学意义

（详见表2）。

A B CR R

R

PDL

PDL

PDL

AL AL
AL

ERM

ERM

ERM

A B CR
R
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3   讨论

近年来的研究[10-11]证实，作用于ERM的力学

刺激能够促进该细胞增殖，促使ERM特征性地表

达热休克蛋白（heat shock protein，HSP）70、血

管内皮生长因子（vascular endothelial growth 
factor，VEGF）、骨桥蛋白（osteopontin）等因

子。此外研究[5,12-13]显示，体外培养的ERM在TGF- 
β、粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor，GM-CSF）

作用以及成骨诱导条件下均可发生上皮-间充质转

化，而TGF-β则被认为是几乎所有上皮组织发生上

皮-间充质转化所必不可少的诱导因子。然而关于

机械力作用下ERM发生上皮-间充质转化进而参与

正畸牙移动的机制并不清楚。探讨TGF-β/Smad信

号通路在正畸牙移动过程中对ERM的调控机制，

不但有助于了解TGF-β超家族信号传导对ERM的

调控功能，而且也对探讨其他信号通路在信号转

导过程中的作用有重要意义。

本实验通过对大鼠牙齿进行正畸加力处理

后，采用免疫组织化学染色方法，观察到对照组

中TGF-β/Smad信号通路相关蛋白质TGF-β1、

Smad2、Smad3免疫组织化学染色呈阴性，实验组

从加力后1 d开始，TGF-β1、Smad2、Smad3免疫

组织化学染色阳性增强，7 d后达到高峰，之后逐

渐下降，加力后1、4、7、10、14 d组TGF-β1、

Smad2、Smad3的表达与加力前的差异有统计学意

义，说明ERM受机械力刺激诱导了TGF-β1、

Smad2、Smad3的表达，并且随加力时间的增加呈

现出趋势性变化，提示ERM通过TGF-β/Smad信号

通路的调节活动来发挥其在正畸牙移动过程中的

作用。

在Talic等[14]的研究中，观察到在正畸牙移动

刺激下，ERM增殖，细胞数量增加、体积增大，

表明ERM通过增加细胞活性，加速牙周膜内的胶

原更新，进而促进正畸牙移动。Hasegawa等[4]建

立大鼠正畸牙根吸收模型，在牙骨质修复期间观

察到牙周膜内的ERM分布发生了变化，并且位于

牙根吸收陷窝附近的ERM表达骨形态发生蛋白

（bone morphogenetic protein，BMP）2、骨桥蛋

白以及成釉蛋白，同时牙根吸收处的ERM还表达

PCNA，其免疫组织化学染色呈强阳性，提示

ERM增殖，然而并没有检测到ERM细胞数量的增

加，吸收陷窝附近结缔组织也未观察到ERM，提

示ERM有可能通过上皮-间充质转化间接参与牙骨

质修复。本实验加力4 d后，发现PCNA免疫组织

化学染色阳性增强，加力7 d后明显增强，加力10 d
后达到高峰；同时在加力4、7、10、14 d组，

ERM数量明显高于对照组，ERM集群表面积也明

显大于对照组，这与上述研究结果一致。与此同

时，TGF-β/Smad信号通路相关蛋白质在ERM内表

达，提示机械力作用下的ERM活性增加，能够通

过直接分泌牙骨质相关蛋白质和上皮-间充质转化

间接参与正畸牙移动过程。

Smad分子是TGF-β超家族信号分子在细胞内

信号转导的始动因子，在将TGF-β信号从细胞膜受

体传导至细胞核的过程中发挥着关键作用。以往

研究 [15]已经阐明，Smad家族由多种细胞因子构

成，按照结构和功能，大体上可以分为3个亚族：

1）受体调节的Smad（receptor-regulated Smad，

R-Smad），包括Smad1、Smad2、Smad3、Smad5
和Smad8一共5个成员；2）共同通路型Smad
（common partner Smad，Co-Smad），包括了

Smad4；3）抑制性Smad（ inhibitory Smad，

I-Smad），包括Smad6和Smad7。R-Smad作为

TGF-βR激酶的底物被磷酸化后，与Co-Smad结合

形成复合物，进入细胞核内调节特定基因的表

达。其中Smad1、Smad5、Smad8主要被骨形态发

生蛋白受体（bone morphogenetic protein receptor，

表  2   正畸牙移动大鼠ERM数量和ERM集群表面积

Tab  2   The number of ERM and the surface area of

            ERM cluster in rat ERM during orthodontic

               tooth movement

时间/d 分组 ERM细胞数量 ERM细胞集群表面积

0 实验组 5.3±0.6 525.4±6.2

对照组 5.0±0.0 518.4±3.9

1 实验组 5.0±1.0 566.3±5.2

对照组 4.7±1.2 536.4±5.2

4 实验组 7.3±0.6 803.2±11.3

对照组 5.3±0.6 542.5±2.7

7 实验组 10.0±1.0 1 071.3±41.9

对照组 6.0±1.0 565.4±7.9

10 实验组 9.3±1.5 1 141.5±55.8

对照组 5.7±0.6 559.4±6.2

14 实验组 8.0±1.0 947.4±11.3

对照组 5.3±0.6 569.0±4.2
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BMPR）磷酸化激活，介导BMP信号通路的生物效

应；Smad2、Smad3被TGF-βR磷酸化激活，介导

TGF-β/Smad信号通路的效应；Smad4为TGF-β和

BMP信号通路所共享[16]。可以认为Smad2、Smad3
决定着TGF-β/Smad信号通路在细胞中的传导。因

此，如果对以TGF-β1、Smad2、Smad3为代表的

TGF-β/Smad信号通路关键因子进行调控，进而调

节TGF-β超家族分子信号传递，从而影响ERM在

正畸牙移动中的作用。

综上所述，在正畸牙移动过程中，TGF-β/
Smad信号通路相关分子TGF-β、Smad在ERM内表

达，且随加力时间的增加而呈现趋势性变化，说

明ERM在机械力作用下通过TGF-β/Smad信号通路

来调控其在正畸牙移动过程中的作用。本研究为

进一步研究ERM在正畸牙移动中的功能和作用提

供依据，对于从新的角度更好地探索牙移动时牙

周组织的改建机制及牙移动后牙周组织的恢复具

有深远的意义。对于通过调控TGF-β/Smad信号通

路相关蛋白质在ERM的表达，影响ERM的功能状

态，进而调控正畸过程中的牙齿移动，仍然需要

进一步研究。
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