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文题释义： 

杜仲：杜仲是中国传统的中药药材，其具有增加机体免疫性、强身健骨的疗效，研究表明杜仲可以促进成骨

细胞的增殖并且可以促进骨组织的愈合。近年来对于杜仲的研究主要集中于其有效成分的提取及分析。 

杜仲醇：是杜仲的主要有效成分之一，可以增强关节炎大鼠骨组织的强度，并且具有降血压以及促进伤口愈

合的能力。 

 

摘要 

背景：目前关于杜仲的研究主要集中于其治疗骨关节炎能增强骨组织的愈合能力，但是关于杜仲对根尖周炎

骨破坏的修复作用尚未见报道。 

目的：探讨杜仲醇提取物对根尖周炎大鼠组织蛋白酶 K 的影响。 

方法：选取 24 只 SD 大鼠随机分为根尖周炎组 20 只及对照组 4 只，根尖周炎组于右侧下颌第一磨牙开髓

后建立根尖周炎模型，对照组不做任何处理。饲养 4 周后，取根尖周炎组及对照组各 4 只拍摄 MICRO-CT，

计算根尖周炎骨破坏量，确认大鼠根尖周炎动物模型构建成功。饲养第 5 周，将剩余 16 只根尖周炎大鼠随

机分为杜仲醇提取物组及生理盐水组，每组 8 只，每天灌胃杜仲醇提取物 5 mL/kg 或等量生理盐水。灌胃 4

周后，每组取 4 只大鼠拍摄 MICRO-CT，分析杜仲醇提取物对根尖周骨组织的修复能力，另外取 4 只大鼠

采用免疫组化染色观察右下颌第一磨牙牙槽骨组织蛋白酶 K 的表达。 

结果与结论：①MICRO-CT 结果显示，对照组骨吸收体积为(0.223±0.009) mm3，根尖周炎组骨吸收体积为

(0.945±0.037) mm3，两组骨吸收量比较差异有显著性意义(P=0.00)，说明大鼠根尖周炎模型构建成功；②

灌胃 4 周后，MICRO-CT 结果显示杜仲醇提取物组骨吸收体积较灌胃前减小，差异有显著性意义(P < 0.05)；

③灌胃 4 周后，免疫组化结果显示杜仲醇提取物根尖周炎骨破坏标志因子组织蛋白酶 K 的表达较灌胃前降

低，差异有显著性意义(P < 0.05)；④结果表明，杜仲醇提取物可以抑制骨破坏标志因子组织蛋白酶 K 的表

达，并且可以促进大鼠根尖周炎骨组织的愈合。 
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文章特点— 

(1)研究促进根尖周炎骨修
复的相关分子机制，增强
药物对骨修复的促进作
用，对提高临床治疗效果
具有重要意义； 

(2)杜仲醇提取物可以抑制
骨破坏标志因子组织蛋
白酶 K 的表达，促进大鼠
根尖周炎骨组织的愈合，
为根尖周炎的治疗提供
一定的实验室依据。 
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Abstract 

BACKGROUND: Current research on Eucommia ulmoides Oliv. mainly focuses on its use in the treatment of osteoarthritis that Eucommia 

ulmoides Oliv. can enhance the healing ability of bone tissue. However, research on its bone repair ability in periapical periodontitis has not 

been reported. 

OBJECTIVE: To study the effect of alcohol extract of Eucommia ulmoides Oliv. on cathepsin K expression in periapical periodontitis rats. 

METHODS: Twenty-four Sprague-Dawley rats were divided into normal control group (n=4) and apical periodontitis group (n=20). In the 

periapical periodontitis group, a periapical periodontitis model was established after exposure of the dental pulp in the first molar of the right 

mandible. The normal control group did not deal with any treatment. After 4 weeks of feeding, four rats from each group were taken for micro-CT 

detection. Bone destruction was quantified to confirm whether the rat model of periapical periodontitis was successfully constructed. After 5 weeks 

of feeding, the remaining 16 rats with periapical periodontitis were equally randomized into alcohol extract group (given alcohol extract of 

Eucommia ulmoides Oliv. via intragastric administration, 5 mL/kg per day) and normal saline group (given the same dose of normal saline via 

intragastric administration every day). After 4 weeks of gavage, four mice from each group were selected to perform micro-CT examination. The 

ability of alcohol extract of Eucommia ulmoides Oliv. to repair periapical bone tissue was analyzed. First molars of the right mandible from the 

other four rats in each group were extracted to detect the expression of cathepsin K in the alveolar bone using immunohistochemical staining. 

RESULTS AND CONCLUSION: Micro-CT results showed that the rat model of periapical periodontitis was successfully constructed as there was 

a significant difference in the bone resorption volume between the normal control and apical periodontitis groups [(0.223±0.009) mm
3
 vs. 

(0.945±0.037) mm
3
, P=0.00]. After 4 weeks of gavage, the micro-CT results showed that the alcohol extract of Eucommia ulmoides Oliv. 

significantly reduced the bone resorption volume in the rat model of periapical periodontitis (P < 0.05). Immunohistochemistry results showed that 

the alcohol extract of Eucommia ulmoides Oliv. significantly inhibited the expression of cathepsin K, a marker of bone destruction, in the rat model 

of periapical periodontitis. Therefore, these findings indicate that the alcohol extract of Eucommia ulmoides Oliv. can inhibit the expression of 

cathepsin K and promote the healing of bone tissue in the rats with periapical periodontitis. 

Key words: Eucommia ulmoides Oliv; periapical periodontitis; animal model; cathepsin K; micro-CT; immunohistochemistry 
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0  引言  Introduction 

慢性根尖周炎是由病原体引起的根尖周围组织的炎症

和牙槽骨破坏，是机体对根管内感染物质的免疫应答在牙

髓根尖周组织的局部表现[1-3]。免疫炎症反应长期持续性作

用于机体，会发生氧化应激信号传导通路的变化，使骨改

建的平衡失调，成骨细胞增殖受到抑制，出现大量的凋亡

细胞，造成根尖周软硬组织的损伤和丧失[4-6]。慢性根尖周

炎骨破坏的修复，对于保留牙齿并良好行使咀嚼功能至关

重要。深入研究其骨修复相关分子机制，增强药物对骨修

复的促进作用，对提高临床治疗效果具有重要意义[7]。 

杜仲在传统医学中已有两千多年的历史，具有良好的

安全性，杜仲一直被认为是具有多种功能的高档草药，具

有强化骨骼、肝脏功能和肾脏功能的作用[8-11]。现代药理学

和分子生物学研究证实从杜仲中分离的粗提物可以安全并

有效治疗骨质疏松症等骨疾病，并具有降低血压、提高机

体免疫力、抗衰老、预防炎症与抑制肿瘤的功能[12-14]。研

究表明，杜仲醇提取物可以改善小鼠关节炎动物模型的骨

破坏，促进成骨细胞的增殖[15-18]，但是关于杜仲对根尖周

炎骨破坏的修复作用尚未见报道，该实验探讨杜仲醇提取

物对大鼠根尖周炎组织中蛋白酶K表达的影响，为根尖周

炎的治疗提供一定的实验室依据。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  随机对照动物实验。 

1.2  时间及地点  2018年5月至2019年5月在大连医科大

学附属第二医院完成。 

1.3  材料  杜仲(北京同仁堂有限责任公司)；甲醇、生理

盐水(上海生工)；电动牙钻机(日进齿科材料有限公司)；

MICRO-CT(RATOC Systems，Inc.)；ULtraSensitive
TM

 SP

试剂盒(福州迈新生物技术开发有限公司)；CM3050S冰冻

切片机(Leica公司)；DAB显色试剂盒(北京中杉金桥生物技

术有限公司)；组织蛋白酶K多克隆抗体(Santa Cruz公司)；

BX-43显微照相系统(Olympus公司)。 

实验动物：24只雄性SD大鼠，6周龄，体质量180-220 g，

由大连医科大学SPF动物实验中心提供。该实验经过大连医

科大学伦理委员会批准，动物实验伦理审批号为

L20180229。 

1.4  实验方法 

1.4.1  实验分组和造模  24只SD大鼠随机分为根尖周炎

组20只及对照组4只。采用腹腔注射10%水合氯醛(1 mg/kg)

对大鼠实施全麻，采取仰卧位消毒右侧下颌第一磨牙，取

小号球钻开髓其近中窝，探及穿髓点后去除冠髓，直接暴

露开髓孔。术后2 h禁水，术后第2天正常饲养。对照组不

做任何处理。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

组织工程实验动物造模过程的相关问题 

造模目的： 构建根尖周炎动物模型 

选择动物的基本资料： 24 只雄性 SD 大鼠，6 周龄，体质量 180-220 g，由大

连医科大学 SPF 动物实验中心提供 

造模技术描述： 腹腔注射 10%水合氯醛(1 mg/kg)对大鼠实施全麻，采

取仰卧位消毒右侧下颌第一磨牙，取小号球钻开髓其近

中窝，探及穿髓点后去除冠髓，直接暴露开髓孔。术后

2 h 禁水，术后第 2 天正常饲养 

动物数量及分组方法： 24只SD大鼠随机分为根尖周炎组20只及对照组4只，

在模型建立第 5 周，将 16 只根尖周炎大鼠随机分为杜

仲醇提取物组及生理盐水组 

造模成功评价指标： MICRO-CT 扫描确认大鼠根尖周炎模型构建成功 

造模后取材及观察指

标： 

MICRO-CT 扫描分析杜仲醇提取物对根尖周骨组织的

修复能力，免疫组化染色观察组织蛋白酶 K 的表达 

伦理委员会批准情况

及批号： 

该实验经过大连医科大学伦理委员会批准，动物实验伦

理审批号为 L20180229 
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1.4.2  MICRO-CT  模型建立4周后，取根尖周炎组及对

照组各4只拍摄MICRO-CT。乙醚麻醉后处死大鼠，40 g/L

多聚甲醛进行心脏灌流，分离右侧下颌骨，进行MICRO-CT

扫描，扫描条件为0.060 mm/Pix像素、90 kV及110 mA，

扫描厚度：SOD：97 mm，SID：37.2 mm，扫描分辨率

为20 μm，导入Mimics软件使用high quality计算根尖周炎

骨破坏的体积，观察模型构建情况。 

1.4.3  杜仲醇提取物制备及干预  甲醇15 mL加入2 g杜

仲，震荡过夜，离心10 min取上清，采用三蒸水定容上清

至15 mL后过滤(0.22 μm)，-20 ℃保存。在模型建立第5

周，将剩余16只根尖周炎大鼠随机分为杜仲醇提取物组及

生理盐水组，每组8只，杜仲醇提取物组每天灌胃杜仲醇提

取物(10 mL/kg)，生理盐水组每天灌胃等量生理盐水，灌

胃4周。灌胃4周后每组各取4只大鼠进行MICRO-CT扫描，

分析杜仲醇提取物对根尖周骨组织的修复能力，另外取4

只大鼠进行免疫组化染色观察组织蛋白酶K的表达。 

1.4.4  免疫组化染色  乙醚麻醉后处死大鼠，40 g/L多聚

甲醛进行心脏灌流，分离右侧下颌骨，固定，EDTA常温脱

钙24 d，加入20%Sucrose 4 ℃过夜，OCT低温包埋，组

织平行牙长轴矢状面制备冰冻切片，37 ℃烘干2 h，PBS

清洗10 min，滴加体积分数为3%H2O2(80%甲醇)室温1 h

以灭活内源性过氧化物酶活性，滴加正常山羊血清封闭  

60 min，加入组织蛋白酶K多克隆抗体(1∶250) 4 ℃过夜，

加入生物素化兔抗山羊IgG 60 min，DAB显色，苏木精-

伊红复染，显微镜下观察下颌第一磨牙根尖周病变区域组

织蛋白酶K的表达，计数组织蛋白酶K阳性细胞数，记录每

个标本的连续3张切片的均值。 

1.5  主要观察指标  ①MICRO-CT扫描确认大鼠根尖周

炎模型构建成功；②MICRO-CT扫描确认根尖周炎骨组织

的恢复情况；③免疫组化检测根尖周炎骨破坏标志因子组

织蛋白酶K的表达。 

1.6  统计学分析  采用SPSS 8.0 for Windows软件进行

单因素方差分析，P < 0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  实验动物数量分析  选取24只SD大鼠，随机分为根

尖周炎组20只及对照组4只，造模后第4周取根尖周炎组及

对照组各4只大鼠拍摄MICRO-CT确认根尖周炎动物模型

构建成功。在第5周，将剩余16只大鼠根尖周炎动物模型

随机分为杜仲醇提取物组及生理盐水组，每组8只，均进入

结果分析，中途未出现脱落。 

2.2  大鼠根尖周炎动物模型的构建  MICRO-CT结果显

示，对照组牙周膜正常未出现明显阴影，根尖周炎组下颌

第一磨牙牙周膜出现破坏，根尖周炎骨组织出现吸收，对

照组骨吸收体积为(0.222 5±0.009 0) mm
3，根尖周炎组骨

吸收体积为(0.945 0±0.036 9) mm
3，两组骨吸收量比较差

异有显著性意义(P=0.00)，见图1。 

2.3  杜仲醇提取物促进根尖周炎骨组织的修复能力  杜

仲醇提取物灌胃4周后，MICRO-CT结果显示，生理盐水组

大鼠根尖骨吸收体积增加，但是与灌胃前相比差异无显著

性意义(P > 0.05)，杜仲醇提取物组骨吸收体积较灌胃前减

小，差异有显著性意义(P < 0.05)。结果说明杜仲醇提取物

可以促进根尖周炎骨组织的愈合，见图2。 

2.4  杜仲醇提取物抑制根尖周炎骨破坏标志因子组织蛋

白酶K的表达  免疫组化结果显示，生理盐水组在第4周时

组织蛋白酶K表达增高，但是与灌注前相比差异无显著性

意义(P > 0.05)，第4周时杜仲醇提取物组组织蛋白酶K表

达较灌注前减少，差异有显著性意义(P < 0.05)。说明杜仲

醇提取物可降低根尖周炎组织蛋白酶K的表达，见图3。 

 

3  讨论  Discussion 

杜仲是一种常用的中草药，其使用历史可以追溯至

2000年前，杜仲提取物可以显著抑制骨质破坏、滑膜炎症

和全身性炎症[19-22]。杜仲可通过促进MC3T3-E1成骨细胞

增殖与分化成熟，并上调OPG/RANKL的比值，间接抑制

破骨细胞的分化和成熟，从而抑制骨吸收，可达到预防与

治疗骨质疏松症的目的[21，23-26]。此外，杜仲具有一定的抗

炎作用，可以通过NF-κB通路进而抑制多种炎性细胞因子。

杜仲可以调节Wnt信号通路进而促进成骨细胞的增殖与分

化[23-24]。根尖周炎是一类由细菌引起的口腔感染性疾病，

最终导致牙槽骨的丧失，临床上针对于根尖周炎的治疗不

仅仅只是治疗其细菌感染，还需要对其骨组织的愈合进行

治疗[27-29]。目前关于杜仲治疗根尖周炎骨破坏的文章尚无

报道指出。与其他提取方法相比，醇提取法可以明显减少

杂质，并且已有体外实验表明杜仲醇提取物与水提取物相

比更具成骨功能，该实验观察杜仲醇提取物对大鼠根尖周

炎组织蛋白酶K的影响。 

实验通过髓腔暴露法将牙髓直接暴露在口腔环境中模

拟临床根尖周炎发生发展的过程，预实验中分别在1，2，

3，4，5周通过MICRO-CT确定动物模型骨破坏情况[30-31]，

结果发现在4周及5周时根尖部位出现明显的骨组织破坏，

通过统计学分析显示4周及5周差异无显著性意义，因此在

正式实验中选取4周作为实验组。在确定根尖周炎动物模型

构建成功后，将16只大鼠根尖周炎动物模型随机分为生理

盐水组及杜仲醇提取物组，每组8只。灌胃4周后每组各选

取4只拍摄MICRO-CT，分析杜仲醇提取物对根尖周骨组织

的修复能力。结果表明，杜仲醇提取物促进根尖周炎骨组

织的恢复，差异有显著性意义(P < 0.05)；生理盐水组灌

胃4周后，大鼠根尖周炎骨组织的破坏虽然有所增加，但

是相对于灌胃前差异无显著性意义。组织蛋白酶K属于半

胱氨酸蛋白酶家族成员，它被认为是骨破坏的标志蛋白之

一[32-38]。实验结果发现杜仲醇提取物可以抑制骨破坏标志

因子组织蛋白酶K的表达，说明骨组织破坏的程度降低，

进而说明杜仲醇提取物可以促进小鼠根尖周炎骨组织的愈 
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合，其结果与MICRO-CT观察一致。 

综上所述，杜仲醇提取物可以抑制根尖周炎大鼠组织

蛋白酶K的表达，促进根尖周炎骨组织的愈合，但是其具

体机制仍需进一步验证。由于杜仲的种类不同，并且其提

取物中有效成分较多，在以后的实验中需要通过体外细胞

实验鉴定其最佳有效成分，并通过分子生物学确定其促进

根尖周炎骨修复的机制。 
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