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不同质量浓度阿仑膦酸钠干预牙槽骨吸收模型兔牙周组织破骨细胞分化因子

和骨保护素的表达★ 
施  健1，张  健2   

Expression of receptor activator of nuclear factor-kappa B ligand/osteoprotegerin in periodontal 
tissues in rabbits with periodontitis in response to alendronate    

Shi Jian1, Zhang Jian2  

Abstract 
BACKGROUND: Studies have shown that alendronate can prevent and treat osteoporosis, but there are few reports about 
alendronate application for alveolar bone absorption. 
OBJECTIVE: To build an animal model of alveolar bone absorption so as to evaluate the expression of receptor activator of 
nuclear factor-kappa B ligand (RANKL)/osteoprotegerin (OPG) expression in periodontal tissues with periodontitis in response to 
different concentrations of alendronate. 
METHODS: Rabbit models were divided into five groups: collagen+0.5 g/L alendronate group, collagen+1 g/L alendronate group, 
collagen+2 g/L alendronate group, collagen group and control group. The expression of RANKL and OPG in the periodontal 
tissues was detected with immunohistochemistry method. 
RESULTS AND CONCLUSION: RANKL and OPG were localized in osteoblasts, osteoclasts and fibroblasts. RANKL/OPG ratio in 
the control and collagen groups was significantly greater than that in the other three groups (P < 0.05). RANKL/OPG ratio in the 
collagen+1 g/L alendronate group was higher than that in the collagen+0.5 g/L alendronate group at 2 and 4 weeks after 
medication (P <0.05). The results indicated that alendronate, especially at a concentration of 1 g/L could decrease RANKL/OPG 
ratio and inhibit alendronate alveolar bone absorption. 
 
Shi J, Zhang J. Expression of receptor activator of nuclear factor-kappa B ligand/osteoprotegerin in periodontal tissues in rabbits 
with periodontitis in response to alendronate.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(20): 3666-3669.     
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：有研究表明阿仑膦酸钠能够防治骨质疏松症，但其应用到口腔牙周组织干预牙槽骨吸收较为罕见。 
目的：建立兔牙槽骨吸收模型，观察不同质量浓度阿仑膦酸钠干预下炎症牙周组织破骨细胞分化因子和骨保护素的表达。 
方法：将大耳白兔建立牙槽骨吸收模型，建模成功后随机分成 5组，胶原+0.5 g/L阿仑膦酸钠组、胶原+1 g/L阿仑膦酸钠组、
胶原+2 g/L阿仑膦酸钠组、胶原组、对照组。各组分别于用药后 2和 4周用免疫组织化学方法检测破骨细胞分化因子和骨保
护素表达情况，并进行药效评价。 
结果与结论：破骨细胞分化因子和骨保护素阳性细胞在 5组成骨细胞、破骨细胞、成纤维细胞中均有表达，胞浆呈棕色或棕
褐色颗粒状着色。对照组和胶原组牙槽嵴吸收区破骨细胞分化因子和骨保护素比率明显大于其他 3组(P < 0.05)，胶原+1 g/L
阿仑膦酸钠组在用药后 2和 4周均高于胶原+0.5 g/L阿仑膦酸钠组(P < 0.05)。结果证实，阿仑膦酸钠能够降低牙槽骨破骨细
胞分化因子和骨保护素的比率，应用含 1 g/L 阿仑膦酸钠胶原海绵载体更适合抑制牙槽骨吸收。 
关键词：阿仑膦酸钠；破骨细胞分化因子；骨保护素；骨组织构建；兔 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.20.014 
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0  引言 
 
阿仑膦酸钠是第3代的二膦酸盐，它具有强

力抑制骨吸收、防止骨丢失、增加骨量等调节

骨代谢作用。牙周炎是口腔常见疾病，牙槽骨

吸收是其主要病理变化，易致牙松动或脱落。

破骨细胞分化因子 (receptor or activator of 
NF-KB ligand ， RANKL) 和 骨 保 护 素

(osteoprotegerin，OPG)为调节骨代谢的核心
因子和最终效应系统，此两者表达量的相对比

值决定着骨代谢的方向和骨吸收的程度，两者

比值上升骨吸收增加，而两者比值降低则骨吸

收抑制
[1]
。阿仑膦酸钠可以调节成骨细胞系分

泌各种细胞因子间接地抑制骨吸收，目前阿仑

膦酸钠对牙槽骨吸收区RANKL和OPG的影响
研究较少，实验通过牙槽骨吸收实验动物模型，

探索不同浓度阿仑膦酸钠对实验性牙周炎牙槽

骨吸收的局部辅助性药物治疗作用及对

RANKL和OPG及两者比值的影响。 
 
1  材料和方法 

 
设计：随机对照动物实验。
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时间及地点：于2010-06/09在辽宁医学院实验室完
成。 
材料： 
实验动物：选用20只出生后150~180 d健康大耳白

兔，雌雄不限，体质量2.2~3.0 kg，由辽宁医学院动物
中心提供。动物许可证号：SCXK(辽)2003-0007。 

主要试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
实验方法： 
牙槽骨吸收模型的建立：全部兔全身麻醉，用0.25 mm

结扎丝环绕第一磨牙牙颈部结扎。喂软食并以高浓度糖

水喂食10 d。牙周炎形成后将含药胶原海绵载体塞入用
药组兔患牙的牙周袋内，最后牙龈缝合。兔分别于植入

药物后的2和4周采用耳缘静脉空气栓塞法处死各组动
物，迅速游离下颌骨，将标本放入40 g/L多聚甲醛溶液
中(4 )24 h℃ 外固定

[2-3]
。兔牙槽骨出现Howship陷窝、

骨密度下降，牙槽骨高度降低即为建模成功。 
分组及干预：实验动物适应性静养1周后，均建立牙

槽骨吸收模型，去除结扎丝及高糖水后，随机分为5组，
选择下颌双侧第一磨牙为受试牙，共40个同名受试牙
(每组用药后2周和4周各2只，4个受试牙)。下颌双侧第
一磨牙牙周炎形成后，胶原+0.5 g/L阿仑膦酸钠组，胶
原+1 g/L阿仑膦酸钠组，胶原+2 g/L阿仑膦酸钠组于牙
周分别植入含0.5，1，2 g/L阿仑膦酸钠的Ⅰ型胶原海绵
载体。胶原组牙周植入不含阿仑膦酸钠的胶原海绵，对

照组牙周不植入任何药物，每组4只。 
免疫组织化学检测：取全部实验动物下颌骨修剪成约

2 cm长的包括下颌第一磨牙的整段下颌骨，经固定、脱
钙，流水冲洗过夜，脱水，石蜡包埋，沿颌骨及牙长轴

矢状切片制作5 μm厚石蜡切片。按RANKL和OPG两组
分别采用各自的SABC免疫组织化学试剂盒进行免疫组
织化学染色，一抗采用鼠抗兔RANKL多克隆抗体和鼠抗
兔OPG多克隆抗体，抗体滴度1∶100，二抗采用羊抗
鼠多克隆抗体。应用CIAS-1000细胞图像分析系统按各
组的不同时间段随机选取经免疫组织化学染色的切片

RANKL组和OPG组各5张，在每张切片的下颌第一磨牙
牙槽骨吸收区的阳性着色的细胞处分别随机选取5个不
重复、不重叠的高倍视野按RANKL组和OPG组分别分
析RANKL和OPG表达的阳性细胞数。  

 

 

结果判定：阳性染色为细胞胞浆内有棕黄色颗粒，随

机选取10个高倍视野(×400)，计算阳性细胞数百分比，
阳性细胞数 < 5% 为阴性(-)，阳胜细胞数5%~25% 为
(+)，25%~70%为(++)，> 70%为强阳性(+++)。 
主要观察指标：各组RANKL/OPG比值。 
统计学分析：计量资料用x

_

±s表示，应用SPSS 13.0
统计学软件进行数据分析，组间数据差异比较采用单因

素方差分析法，P < 0.05为差异有显著性意义。 
   

2  结果 
 
2.1  实验动物数量分析  大耳白兔20只均进入结果分
析，无死亡和感染，无脱落。 
2.2  RANKL和OPG在牙周组织的表达  应用阿仑膦
酸钠干预的大鼠牙周组织RANKL弱阳性表达，仅表达在
少量破骨细胞、成骨细胞及成纤维细胞胞浆中。破骨细

胞少见，可见部分成骨细胞，OPG在成骨细胞及其前体
细胞、牙周膜成纤维细胞胞浆中呈阳性染色。其中胶原+    
0.5 g/L阿仑膦酸钠组和胶原+1 g/L阿仑膦酸钠组表达的
较多。用药2周胶原+1 g/L阿仑膦酸钠组RANKL弱阳性
染色，见图1(其余时间点图片未展示)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
用药 4周胶原+0.5 g/L阿仑膦酸钠组 RANKL呈弱

阳性染色。用药 2周胶原+1 g/L阿仑膦酸钠 组 OPG阳
性染色，用药 4周胶原+1 g/L阿仑膦酸钠组 OPG阳性
染色，见图 2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

试剂及仪器 来源 

阿仑膦酸钠，Ⅰ型胶原 
RANKL，OPG的 SABC 
免疫组织化学试剂盒 
组织切片机  

石家庄制药公司 
武汉博士德生物公司 
 
德国 LEICA公司 

Figure 1  Collagen+1 g/L alendronate group at 2 wk after 
medication: weak-positive expression of receptor 
activator of nuclear factor-kappa B ligand (RANKL) 
(Immunohistochemistry staining, ×400) 

图 1  胶原+1 g/L阿仑膦酸钠组用药 2周 RANKL弱阳性染
色(免疫组织化学染色，×400) 

Figure 2  Collagen+1 g/L alendronate group at 4 wk after 
medication: positive expression of osteoprotegerin 
(OPG) (Immunohistochemistry staining, ×400) 

图 2  胶原+1 g/L阿仑膦酸钠组 4周OPG阳性染色(免疫组
织化学染色，×400) 

RANKL/OPG比值=RANKL阳性细胞数/OPG阳性细胞数
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用药4周胶原+2 g/L阿仑膦酸钠组OPG阳性染色，
见图 3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

未用阿仑膦酸钠干预的大鼠牙周组织中RANKL在
牙槽嵴顶破骨细胞表达最强，以及骨边缘的成骨细胞及

成纤维细胞中均出现胞浆阳性，OPG表达的有限很微
弱，靠近牙槽嵴顶的成骨细胞及成纤维细胞的胞浆中有

较强的阳性表达。胶原组牙槽骨吸收模型建立2周后
RANKL强阳性染色，对照组牙槽骨吸收模型建立2周后
RANKL阳性染色，见图4。对照组牙槽骨吸收模型建立
4周后RANKL呈阳性染色(其余时间点图片未展示)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2  不同时间段各组RANKL和OPG阳性细胞百分率
比值统计结果  不同时间段各组RANKL和OPG阳性细
胞百分率比值统计结果见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

对照组和胶原组牙槽嵴吸收区RANKL/OPG比率明
显大于其他3组(P < 0.05)，在同一时间下，应用含1 g/L
阿仑膦酸钠Ⅰ型胶原海绵载体组较应用含0.5 g/L阿仑
膦酸钠Ⅰ型胶原海绵载体组更为适合抑制牙槽骨吸收

(P < 0.05)。 
 

3  讨论 
 
建立稳定、可靠的实验性牙槽骨吸收动物模型，有

助于了解牙周炎的初起和进展机制，是药物研究的重要

条件之一
[4-5]
。钢丝结扎为主的多因素致牙周炎法是目前

最常用的实验动物牙周炎建模方法
[3, 6]
。实验通过在兔

下颌第一磨牙颈部结扎正畸结扎丝同时喂食高糖水诱

导牙周炎形成，其机制在于用丝线结扎时对牙龈有机械

创伤，同时丝线的存在对牙龈不仅是一种异物刺激，还

可增加菌斑的积聚。喂高糖软食，有利于食物在局部沉

积，促进细菌繁殖，使其在局部的聚集加重。 
有研究认为二膦酸盐除了抑制破骨细胞的活性外，

还作用于细胞因子
[7]
，从而减少破骨细胞活化，阻断骨

吸收过程。Pan等[8]
研究发现，含氮二膦酸盐唑来磷酸

不仅可增加骨保护素的基因表达，且可减少RANKL的基
因表达，同样使RANKL/OPG比率明显降低。 

实验在牙槽骨吸收区局部用药并改以往实验的促

骨增生为抑制骨吸收，且同时对RANKL和OPG两项指
标比值进行检测分析。两者是多种上游细胞因子调控活

性破骨细胞的最终效应系统。骨组织微环境中RANKL
与OPG比例的变化，最终调节破骨细胞的分化、激活和
凋亡，RANKL/OPG比率的降低在骨吸收中发挥着重要
作用

[9]
。 
实验结果显示，在用药后的不同时期，牙槽骨吸收

区的成骨细胞中均存在OPG的表达，OPG在成骨细胞
及其前体细胞胞浆中呈阳性染色，其中胶原+0.5 g/L阿
仑膦酸钠组和胶原+1 g/L阿仑膦酸钠表达的较多，
RANKL仅表达在少量破骨细胞、成骨细胞及成纤维细胞
胞浆中，使RANKL/OPG比率明显降低。而未用药的两
组RANKL在牙槽嵴顶破骨细胞表达最强，以及骨边缘的
成骨细胞、成纤维细胞中均出现胞浆阳性，OPG表达的
影响有限，靠近牙槽嵴顶的成骨细胞及成纤维细胞的胞

浆中有较强的阳性表达，使RANKL/OPG比值明显升高，
阿仑膦酸钠可通过影响RANKL/OPG比值而调节骨吸
收，从而在预防、抑制牙槽骨吸收中发挥作用。阿仑膦

酸钠对牙槽骨吸收的抑制作用有一定程度的浓度依赖

性，不仅可进入破骨细胞直接抑制破骨细胞内的信号传

导，干扰其骨吸收作用，而且可通过调节成骨细胞系分

泌各种细胞因子间接地抑制破骨细胞的骨吸收功能，从

而在预防抑制牙槽骨吸收中发挥作用。 
本次实验中由于条件所限只设计了3个浓度组，结

表 1  各组牙槽骨吸收区 RANKL/OPG比值变化 
Table 1  RANKL/OPG ratios in each group      (x

_

±s, n=5, %)

RANKL/OPG: receptor activator of nuclear factor-kappa B ligand 
/osteoprotegerin, aP < 0.05, vs. control and collagen groups; bP < 0.05, vs. 
collagen+0.5 g/L alendronate group 

Time after medication (wk) 
Group 

  2 4 
 
Collagen+0.5 g/L alendronate   

 
1.19±0.39a 

 
1.21±0.43a 

Collagen+1 g/L alendronate 0.61±0.22ab 0.65±0.32ab 
Collagen+2 g/L alendronate  0.63±0.11a 0.68±0.25a 
Collagen 2.53±0.36 2.40±0.22 
Control 2.40±0.41 2.36±0.29 

Figure 3  Collagen+2 g/L alendronate group at 4 wk after 
medication: positive expression of osteoprotegerin 
(OPG) (Immunohistochemistry staining, ×400) 

图 3  胶原+2 g /L阿仑膦酸钠组 4周 OPG阳性染色(免疫
组织化学染色，×400) 

Figure 4  Control group at 2 wk after medication: positive 
expression of receptor activator of nuclear 
factor-kappa B ligand (RANKL) 
(Immunohistochemistry staining, ×400) 

图 4  对照组 2 周 RANKL 阳性染色(免疫组织化学染色，
×400) 
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果表明含1 g/L阿仑膦酸钠Ⅰ型胶原海绵载体浓度组抑
制骨吸收在用药后2周即可收到明显效果。因此，根据
本实验结果，应用含1 g/L阿仑膦酸钠Ⅰ型胶原海绵载体
组较应用含0.5 g/L阿仑膦酸钠Ⅰ型胶原海绵载体组更
为适合抑制牙槽骨吸收。 
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