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功能性矫治器引导下颌前伸后咀嚼肌中基质金属蛋白酶抑制因子及Ⅳ型胶原
参与咀嚼肌的适应性变化*☆
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Abstract

BACKGROUND: Rat masticatory muscle presented with adaptability and remodeling during functional mandibular protrusion,
and matrix metalloproteinases was involved in this process.
OBJECTIVE: To investigate tissue inhibitor of matrix metalloproteinases (TIMPs) and collagen type Ⅳ changes in growing rat
masticatory muscle after functional mandibular protrusion.
METHODS: Healthy male Sprague Dawley rats, aged 4 weeks, were randomly divided into the experimental and control groups.
Rats in the experimental group wear appliance 10-12 hours per day. The expressions of TIMP-1, TIMP-2 and type Ⅳ collagen in
growing rat masticatory muscle were measured at 3, 7, 14 and 21 days by immunohistochemistry.
RESULTS AND CONCLUSION: TIMP-1, TIMP-2 and type Ⅳ collagen were expressed in digastric muscle in all groups.
However, compared with the control group, the expression of TIMP-1, TIMP-2 and type Ⅳ collagen was enhanced in the
experimental group, which suggested that, TIMP-1, TIMP-2 and collagen type Ⅳ involve changes in growing rat masticatory
muscle after functional mandibular protrusion.
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masticatory muscle after functional mandibular protrusion.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(41
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摘要

背景：功能性矫治器引导大鼠下颌矫形治疗中，咀嚼肌也会发生适应性变化和改建，基质金属蛋白酶参与其中变化。

目的：观察功能性矫治器引导大鼠下颌前伸后咀嚼肌中基质金属蛋白酶抑制因子及其底物作用蛋白Ⅳ型胶原表达。

方法：4 周龄健康雄性 SD 大鼠随机分为实验组和对照组。实验组每日白天戴矫治器 10~12 h。采用免疫组织化学方法观

察戴矫治器后 3，7，14，21 d大鼠二腹肌前腹中基质金属蛋白酶抑制因子 1，2及Ⅳ型胶原的表达。

结果与结论：实验组和对照组大鼠二腹肌前腹中基质金属蛋白酶抑制因子 1，2及Ⅳ型胶原均有表达。但实验组 IV 型胶原、

基质金属蛋白酶抑制因子 1，2表达明显增强，表明功能性矫治器引导大鼠下颌前伸后咀嚼肌中 基质金属蛋白酶抑制因子 1，
2及Ⅳ型胶原参与了咀嚼肌的适应性变化。

关键词：咀嚼肌；基质金属蛋白酶抑制因子 1；基质金属蛋白酶抑制因子 2；Ⅳ型胶原；下颌前伸
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0 引言

下颌骨的功能性矫形治疗，是在生长发育

期通过刺激患者的下颌骨生长，以达到矫治下

颌骨发育不足的目的。在引导下颌前伸的过程

中，除了骨组织在肌张力的作用下发生改建和

生长外，咀嚼肌也会发生相应的变化和改建，

以保持和稳定下颌骨生长的结果[1-5]。但近些年

来，功能性矫治器的研究多集中在下颌骨的改

建和生长上，特别是髁状突的适应性改建及其

影响因素，而对咀嚼肌功能的适应性变化研究

较少。课题前期的研究工作表明，基质金属蛋

白酶(matrix metalloproteinase，MMPs) 在咀

嚼肌的适应变化中发挥了一定的作用，本实验

进一步观察基质金属蛋白酶抑制因子(tissue
inhibitor of matrix metalloproteinases，TIMPs)
及其作用底物Ⅳ型胶原也在这一过程中的作

用。

1 材料和方法

设计：随机对照动物实验。

时间及地点：实验于2009-03/2010-04在
西安交通大学医学院实动物验中心、人体解剖

组织胚胎学实验室完成。

动物：清洁级4周龄健康雄性SD大鼠80
只，体质量(70±5) g，由西安交通大学医学院实

验动物中心提供。饲养温度(22±2)℃，光照时

间12 h(7：00~19：00)，自由饮水，定时摄食。
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实验过程中对动物的处置符合中华人民共和国

科技部2006年颁布的《关于善待实验动物的指

导性意见》标准[6]。

试剂及仪器：

方法：

分组：大鼠随机分为对照组和实验组，各40
只。

模型的建立：矫治器参照文献[7]使用的矫治

器并加以改良，由塑料底板、斜面导板和口外

固位臂三部分组成。斜面导板为6 mm×8 mm带

环片，斜面导板与上颌咬合平面成20°~25°。矫

治器戴于实验组大鼠上切牙，为防止矫治器脱

落，用橡皮圈固位于大鼠鼻上颌复合体。当大鼠

闭口进行功能运动时，下切牙咬在斜面导板上，

下颌被引导前伸。实验组大鼠每日白天戴矫治器

10~12 h。
标本制备：分别于建模后3，7，14，21 d，

每组各取10只大鼠颈部脱臼处死。

取右侧二腹肌前腹浸于现配的40 g/L多聚

甲醛液固定12 h，常规脱水，透明，石蜡包埋。

每块组织作连续切片7张，片厚5 μm，1张
作苏木精-伊红染色，其他6张作免疫组化染色。

免疫组化：取上述标本，常规脱蜡至水、灭

活内源性酶、微波修复、滴加胎牛蛋白5%封闭

液、一抗4℃过夜孵育、二抗室温孵育、滴加

SABC，室温孵育。DAB显色液显色。常规脱水

透明封片。

图像分析：利用图像信号采集与分析系统对

大鼠二腹肌中TIMP-1，TIMP-2，Ⅳ型胶原阳性

部位的透光强度进行灰度值的测定。每张组织

片随机选3个视野进行测量，结果取其平均值。

主要观察指标：免疫组化法测定实验组和

对照组二腹肌前腹中TIMP-1，2，Ⅳ型胶原的

表达情况。

设计、实施、评估者：设计为第二作者，

实施为第一、第三作者，评估为第一、第二作

者，经过正规培训，采用盲法评估。

统计学分析：采用SPSS 16.0 统计软件(美
国SPSS公司)对灰度值进行方差分析及独立样

本t 检验。

2 结果

2.1 实验动物数量分析 大鼠80只全部进入

最终分析。

2.2 咀嚼肌中TIMP-1的表达 在建模后14，
21 d，实验组明显比对照组TIMP-1表达增强

(P < 0. 05)，见图1，表1。

2.3 咀嚼肌中TIMP-2的表达 建模7 d后，实

验组比对照组TIMP-2表达明显增强(P < 0.05)，
见图2，表2。

试剂及仪器 来源

兔抗人/小鼠/大鼠 TIMP-1抗体，

兔抗人/小鼠/大鼠 TIMP-2抗体，

兔抗人/小鼠/大鼠Ⅳ型胶原抗体，

即用型 SABC 试剂盒，DAB显

色试剂盒

多聚甲醛

多聚赖氨酸

DM4000B普通光学显微镜，

Qwin500cw图像信号采集与分析

北京中杉金桥生物

技术有限公司

西安化学试剂厂

分析纯

美国 Sigma公司

德国 Leica公司

表 1 各组大鼠不同时间咀嚼肌基质金属蛋白酶抑
制因子 1表达结果

Table 1 Expression of tissue inhibitor of matrix
metalloproteinases-1 in masticatory muscles
at different time points

(
_

x±s, n=10, gray scale)

Time after
modeling (d)

Experimental
group Control group P

3 168.59±2.60 169.61±7.37 0.757
7 166.31±5.31 171.49±3.07 0.066
14 168.72±3.49 175.13±3.38 0.009
21 168.11±2.26 173.62±4.11 0.016

Figure 1 Expression of tissue inhibitor of matrix
metalloproteinases-1 in digastric muscles at
21 d after modeling (Immunohistochemistry,
×40)

图 1 建模后 21 d，各组大鼠二腹肌前腹基质金属
蛋白酶抑制因子 1的表达(免疫组化，×40)

a: Control group

b: Experimental group
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2.4 咀嚼肌中Ⅳ型胶原的表达 见图3，表3。

建模7 d后，实验组比对照组Ⅳ型胶原表达明显增

强(P < 0.05)。

3 讨论

骨骼肌适应性是以改变形态、生化特性和分子变化

而改变骨骼肌肌纤维的功能属性为特征的[7]。在众多的

分子变化中，目前研究较多的是MMPs/TIMPs系统。本

课题组的前期工作已经表明MMPs(MMP-1，MMP-2)无
论在mRNA水平还是在蛋白水平参与了功能矫治器前

伸下颌过程中咀嚼肌改建的过程。而TIMPs是MMPs活
性的重要内源性调节因子。

本实验发现，在正常大鼠咀嚼肌(二腹肌前腹)肌纤

维细胞Ⅳ型胶原、TIMP-1，TIMP-2均阳性表达，证明

咀嚼肌在生理状态下处于不断改建的动态平衡之中，而

ECM 的正常代谢是维持咀嚼肌形态的基础。当下颌功

能性前伸后，这种平衡被打破。当戴功能性矫治器Ⅳ型

胶原、TIMP-2，TIMP-1表达增强，表明TIMP-1，TIMP-2
及Ⅳ型胶原参与咀嚼肌重塑改建过程，影响细胞外基质

的代谢。这与文献[8-12]的观察一致。同时也与作者前

期研究中MMP-2，MMP-9的变化趋势一致[13-15]，说明

MMPs/ TIMP这个平衡体系在此过程中发挥了作用，并

且其作用底物Ⅳ型胶原也参与了这个变化过程。
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Figure 2 Expression of tissue inhibitor of matrix
metalloproteinases-2 in digastric muscles at 21 d
after modeling (Immunohistochemistry, ×40)

图 2 建模后 21 d，各组大鼠咀嚼肌基质金属蛋白酶抑制因子
2的表达(免疫组化，×40)

a: Control group

b: Experimental group

表 2 各组大鼠不同时间咀嚼肌基质金属蛋白酶抑制因子 2表
达结果

Table 2 Expression of tissue inhibitor of matrix
metalloproteinases-2 in masticatory muscles at
different time points (

_

x±s, n=10, gray scale)

Time after modeling (d) Experimental group Control group P

3 167.44±10.18 173.45±7.15 0.226
7 169.18±6.65 177.45±0.94 0.016
14 168.72±3.49 174.56±2.78 0.035
21 165.30±4.93 176.18±2.21 0.002

Figure 3 Expression of type Ⅳ collagen in digastric muscles
at 21 d after modeling (Immunohistochemistry, ×40)

图 3 建模后 21 d，各组大鼠咀嚼肌Ⅳ型胶原的表达(免疫组
化，×40)

a: Control group

b: Experimental group

表 3 各组大鼠不同时间咀嚼肌Ⅳ型胶原表达图像分析灰度值
结果

Table 3 Expression of type Ⅳ collagen in masticatory muscles
at different time points (

_

x±s, n=10, gray scale)

Time after modeling (d) Experimental group Control group P

3 148.84±9.05 154.18±6.35 0.226
7 150.38±5.91 157.74±0.83 0.016
14 149.98±3.10 155.17±2.47 0.035
21 146.94±4.38 156.60±1.96 0.002
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来自本文课题的更多信息--

基金资助：陕西省科技攻关项目

(2006k11-G6(2))，功能矫形前伸下颌后大鼠

咀嚼肌 TIMPs及 IV胶原表达变化研究。

致谢：感谢西安交通大学医学院人体解

剖组织胚胎实验室李明老师在免疫组织化

学实验过程中提供的技术性帮助；感谢西安

交通大学医学院统计教研室王全丽老师给

予的指导；感谢西安交通大学口腔医院病理

科齐红提供的方便。

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关

雇主或其他经济组织直接或间接的经济或

利益的赞助。

课题的意义：课题提供下颌前伸过程中

咀嚼肌适应性变化的生物学机制的理论依

据，以便指导临床应用，并因此得到陕西省

科技攻关项目的基金资助。

课题评估的“金标准” ：本次实验应

用免疫组化方法定量蛋白质表达相对准确。

设计或课题的偏倚与不足：课题设计还

应观察中枢相关核团的变化。实施过程中未

完成半定量的蛋白分析如 Western blot，
mRNA水平的变化实验，后续工作还要继续

完成。

提供临床借鉴的价值：本课题成果为临

床的治疗提供了理论依据。

中文 润色前 润色后

轴突末端 axonal terminal axon terminal

问句的处理 Whether the astrocytes abundant in the
dopaminergic neuronal body and neuronal
axonal endings in the ventral tegmental area
(VTA) and SNC have the same reactivity in a
mouse model of MPTP-induced Parkinson’s
disease (PD)?

It is unknown whether the astrocytes surrounding
dopaminergic neuronal cell bodies and axon
terminals in the ventral tegmental area (VTA)
show the same reactivity as those in the SNC in
mouse models of MPTP-induced Parkinson’s
disease (PD).

具有自身分化增殖能力的 Neural stem cells have been shown capable to
self-differentiate and self-proliferate and
primarily residing in the subependymal region
and the dentate gyrus of adult brains.

Neural stem cells, with the capacity to
proliferate and differentiate into neurons and
glia, primarily reside in the subependymal region
and the dentate gyrus of the adult mammalian
brain

适量的 for instance, proper amount of bFGF can
maximize the proliferation effects, contributing
to post-ischemic neural repair

For instance, appropriate amounts of bFGF can
maximize neural stem cell proliferation and
contribute to post-ischemic neural repair.
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