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文章证实白细胞

介素 10 可起到与

高糖拮抗的作用，

调控机械刺激下

人牙周膜细胞中

骨保护素及核因

子 κB 受体活化因

子配体的表达，

使其趋于正常。

压力组分为 4 组

低糖型 DMEM

低糖型 DMEN+
白细胞介素 10

高糖型 DMEM

高糖型 DMEM+
白细胞介素 10

张力组分为 4 组

分别用不同

培养基培养

文章特点
检测：

人牙周膜细胞骨保

护素、RANKL 蛋白

的表达。

结果提示：

在牙周组织局部应

用白细胞介素 10
有可能改善糖尿病

正畸时牙周高糖环

境所致的牙槽骨吸

收。

白细胞介素 10 对高糖环境下牙槽骨在正畸力作用下骨改建的影响

韩  瑜，李文静，吴  洁，崔占琴

文题释义：

球冠模型：球面被平面所截得的一部分叫做球冠，截得的圆叫做球冠的底，垂直于截面的直径被截得的一段叫做球冠的高。球冠也可以看

成一段圆弧绕经过它的一个端点的直径旋转所成的曲面。球冠不是几何体，而是一种曲面，是球面的一部分，是球面被一个平面截成的，

球冠的任何部分都不能展开成平面图形。

信号通路：是指当细胞里要发生某种反应时，信号从细胞外到细胞内传递了一种信息，细胞要根据这种信息来做出反应的现象。1980年，

M. Rodbell在一篇综述中提到信号转导(signal transduction)，此后这个概念被广泛使用。信号通路是指能将细胞外的分子信号经细胞膜传入

细胞内发挥效应的一系列酶促反应通路。这些细胞外的分子信号(称为配体，ligand)包括激素、生长因子、细胞因子、神经递质以及其他

小分子化合物等。

摘要

背景：在正畸矫治力的作用下牙周组织中各种细胞因子水平发生变化，促使牙槽骨压力侧骨吸收和张力侧骨形成。而糖尿病患者体内的高

糖水平及其他炎症因子水平的变化使其骨的代谢表现为吸收大于形成的不平衡状态。

目的：观察高糖环境下白细胞介素10与机械刺激对人牙周膜细胞中骨保护素、核因子κB 受体活化因子配体表达的影响，探究白细胞介素

10对糖尿病患者牙槽骨在正畸力作用下骨改建的影响。

方法：组织块法培养人牙周膜细胞并鉴定。根据人牙周膜细胞所受机械刺激分为压力组(又分为A，B，C，D组)和张力组(又分为E，F，G，
H组)，两组中的4个小组按字母顺序分别用低糖型DMEM、低糖型DMEN+白细胞介素10、高糖型DMEM、高糖型DMEM+白细胞介素10培养

基培养，在0，12，24，48，72 h 5个时点收集细胞培养上清。采用ELISA法检测各组细胞培养上清液中骨保护素、核因子κB 受体活化因子

配体蛋白的表达。

结果与结论：①压力可使人牙周膜细胞骨保护素蛋白表达减少，核因子κB 受体活化因子配体蛋白表达增多，骨保护素/核因子κB 受体活化

因子配体比值减小，高糖可促进此过程，白细胞介素10与高糖作用相反；张力可使人牙周膜细胞骨保护素蛋白表达增多，核因子κB 受体

活化因子配体蛋白表达减少，二者的比值升高；说明高糖抑制此过程，白细胞介素10与高糖作用相反；②结果提示，高糖环境可使机械刺

激下的人牙周膜细胞中骨保护素表达减少，核因子κB 受体活化因子配体表达增多，骨保护素/核因子κB 受体活化因子配体比值减小，白细

胞介素10可拮抗高糖的作用。

关键词：高糖环境；白细胞介素10；骨保护素；RANKL；人牙周膜细胞

缩略语：核因子κB 受体活化因子配体：receptor activator of  NF-κB ligand，RANKL；核因子κB 受体活化因子：receptor activator of NF-κB，
RANK；骨保护素：osteoprotegerin，OPG
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0   引言   Introduction
牙周组织的改建是正畸治疗的生物学基础，牙齿受到正

畸力后压力侧骨吸收、张力侧骨形成，从而达到牙齿移动的

目的。而许多影响骨代谢的疾病如牙周炎、糖尿病、骨质疏

松、佝偻病等骨代谢的病理状态会影响正畸治疗牙周组织改

建的过程，出现牙齿移动速度减慢、牙齿松动等问题
[1-3]

。

其中糖尿病炎症学说认为，糖尿病患者体内高水平的炎症因

子所引起的一系列信号转导等生物学作用会使糖尿病患者骨

吸收与骨形成过程的平衡被打破
[4]
，最终导致骨质丢失

[5-7]
。

因此如何避免糖尿病正畸患者骨代谢的紊乱受到了口腔正畸

医师的广泛关注。

骨保护素 (osteoprotegerin，OPG)/ 核因子 κB 受体活化因

子 (receptor activator of NF-κB，RANK)/ 核因子 κB 受体活化因

子配体 (receptor activator of NF-κB ligand，RANKL) 系统是近年

来发现的一条调控破骨细胞分化、形成和成熟的重要通路。

骨保护素是一种分泌型糖蛋白，其主要作用是抑制破骨细胞

的形成及其活性，从而抑制骨吸收活性；RANKL 为能向破骨

细胞的前体细胞传递信息使之分化成破骨细胞的Ⅱ型跨膜蛋

白，其主要作用是诱导破骨细胞的前体细胞形成破骨细胞，

进而使骨吸收活动增加；RANK 是Ⅰ型跨膜蛋白，是 RANKL

的信号受体，RANKL 与 RANK 结合可促进破骨细胞的分化，

激活破骨细胞活性
[8-9]

。

白细胞介素 10 作为一种抗炎因子，参与机体的免疫调

节
[10]
，可上调骨保护素的表达并下调 RANKL 的表达

[11-12]
，

抵抗炎症因子导致的 OPG/RANKL 下降出现的骨质疏松等临

床表现
[13]
。以往研究证实糖尿病患者的血清及龈沟液中白细

胞介素 10 的含量明显比正常人减少
[14-16]

。糖尿病患者的高

血糖水平和各种炎症因子水平的变化通过影响 OPG/RANKL/

RANK 系统的生物学作用，使糖尿病患者的骨质改变，影

响牙齿移动和正畸治疗进程
[17-19]

；同时该系统还参与正畸

骨改建的过程
[20-21]

，且在人牙周膜细胞 (human periodontal 

ligament cells，hPDLCs) 中表达
[22-23]

。

此次研究旨在观察高糖环境与白细胞介素 10 对机械刺

激下人牙周膜细胞中骨保护素、RANKL 表达的影响，以探究

白细胞介素 10 对高糖环境中正畸力作用下牙周组织改建过

程的影响。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   细胞学实验观察，采用方差分析进行各组间的比较。

1.2   时间及地点   实验于 2020 年 9 月至 2021 年 3 月在河北

医科大学第二医院科研楼完成。

1.3   材料

1.3.1   实验用主要试剂和仪器   低糖DMEM培养基 (C11885500BT)、

高糖DMEM培养基 (C11995500BT)、0.25%胰蛋白酶 (25200056)

均为美国 Gibco 公司产品；青霉素 / 链霉素溶液 (RC1002，

河北瑞帕特生物科技有限公司 )；FBS(P30-3301，德国 PAN-

Biotech 公司 )；PBS(02-024-1ACS，以色列 Biological Industries

公司 )；VIM(ET1610-39)、CK19(ER1803-79) 均为杭州华安生物

技术有限公司产品；通用型 SP 试剂盒 (SP-9000，北京中杉金

桥生物技术有限公司 )；人骨保护素 ELISA试剂盒 (ARG81418，

杭州联科生物技术股份有限公司 )；人 RANKL ELISA 试剂盒

(RK00341，武汉爱博泰克生物技术有限公司 )。

超净工作台 (Class II BSC，新加坡 ESCO 公司 )；CO2 细胞

培养箱 (371，美国赛默飞世尔科技公司 )；倒置相差显微镜

及摄像系统 (Axio Vert A1)、光学显微镜 (Imager.D2)( 均为德

国 ZEISS 公司 )；低速离心机 (SC-04，安徽中科中佳科学仪器

有限公司 )；多功能酶标仪 (Synergy-H1，河北正皓医疗器械

有限公司 )。
1.3.2   人牙周膜细胞   取自河北医科大学第二医院口腔正畸

科 12-20 岁因正畸治疗需要而拔除的健康前磨牙，取材前向

患者及家属说明用途，并获取患者及家属知情同意，同时研

究也已得到河北医科大学第二医院伦理委员会批准。

1.4   实验方法

1.4.1   人牙周膜细胞原代培养   人牙周膜细胞取正畸治疗

Abstract
BACKGROUND: Orthodontic treatment can change the levels of various cytokines in periodontal tissue, which promotes bone resorption on the tooth pressure 
side and bone formation on the tooth tension side. Changes in high glucose level and other inflammatory factor levels in diabetic patients induce an imbalance 
in bone metabolism where absorbed bone tissue is more than that formed.
OBJECTIVE: To observe the effects of interleukin-10 and mechanical stimulation on the expressions of osteoprotegerin and receptor activator of nuclear factor 
kappa B ligand in human periodontal ligament cells under high glucose environment, and to explore the effect of interleukin-10 on bone remodeling of alveolar 
bone in diabetic patients under orthodontic force. 
METHODS: Human periodontal ligament cells were cultured by tissue explant method. According to the mechanical stimulation the cells received, the cells 
were divided into stress group (A, B, C, D subgroups) and tension group (E, F, G, H subgroups). Both stress and tension groups included four subgroups (low-
glucose DMEM group, low-glucose DMEM group+interleukin-10 group, high-glucose DMEM group, high-glucose DMEM+interleukin-10 group). Cell supernatant 
was collected at 0, 12, 24, 48, and 72 hours after culture. The expressions of osteoprotegerin and receptor activator of nuclear factor kappa B ligand in the 
supernatant were detected by ELISA. 
RESULTS AND CONCLUSION: Pressure could decrease the expression of osteoprotegerin and increase the expression of receptor activator of nuclear factor kappa 
B ligand in human periodontal ligament cells, and decreased their ratio. High glucose could promote this process, while the effect of interleukin-10 was opposite 
to that of high glucose. Tension could increase the expression of osteoprotegerin, decrease the expression of receptor activator of nuclear factor kappa B ligand in 
human periodontal ligament cells, and increase their ratio. High glucose could inhibit this process, and interleukin-10 had an effect that was opposite to high glucose. 
To conclude, high glucose environment can reduce the expression of osteoprotegerin, increase the expression of receptor activator of nuclear factor kappa B ligand 
in human periodontal ligament cells, and decrease their ratio under mechanical stimulation. Whereas, interleukin-10 can antagonize the effect of high glucose. 
Key words: high glucose environment; interleukin-10; osteoprotegerin; receptor activator of nuclear factor kappa B ligand; human periodontal ligament cells
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需要而拔除的健康前磨牙，拔牙前嘱患者含漱氯己定 1.0-
2.0 min，用乙醇棉球仔细擦拭待拔除牙齿的牙面。牙离体

后，牙冠朝下，牙根朝上在无菌条件下用 PBS 冲洗牙根部，

冲去血污后立即置入 4 ℃预冷含双抗 (100 U/mL 青霉素、 

100 U/mL 链霉素 ) 无血清的低糖型 DMEM 培养基中，于

0.5 h 内送至超净工作台进行处理。

在超净工作台中将标本移入培养皿中，使用含双抗的

PBS 反复冲洗直至牙根表面无血污及其他杂质，冲洗液清亮，

之后用低糖型 DMEM 培养液漂洗 2 次。更换培养皿，在含

有双抗和体积分数 20%FBS 的低糖型 DMEM 培养基润湿的条

件下，用手术刀片刮取牙根中 1/3 的牙周膜组织。取 0.5 mL

含有双抗和体积分数 20%FBS 的低糖型 DMEM 培养基润湿培

养瓶底，将获取的牙周膜组织块均匀铺于无菌的 50 mL 细胞

培养瓶底，瓶底向上反放入 CO2 细胞培养箱内培养。2.5-3 h

后翻转培养瓶缓慢加入含双抗和体积分数 20%FBS 的低糖型

DMEM 培养基至 3 mL，继续培养。3 d 后换液，之后两三天换

液 1次，并每天在倒置显微镜下观察细胞生长情况，拍照记录。

牙周膜细胞所受机械刺激不同将细胞分为压力组和张力组，

分组时以细胞浓度 1×108 L-1
接种于培养皿中，每皿 2 mL 培养

基。细胞接种后 24 h 全部换液，待细胞接近单层铺满培养皿

底时，全部换液，同时根据实验分组进行相应干预。两组各

分为 4 个小组，分别用低糖、低糖 + 白细胞介素 10、高糖、

高糖 + 白细胞介素 10 培养基培养。具体操作如下：

压力组的 4 个小组，记为 A，B，C，D。A，B 组使用含双

抗和体积分数 20%FBS 的低糖型 DMEM( 含 D-glucose 1 100 mg/L)

培养基模拟体外正常血糖环境；C，D 组使用含双抗和体积分数

20%FBS 的高糖型 DMEM( 含 D-glucose 4 500 mg/L) 培养基模拟体

外高糖环境；A，C 组不加白细胞介素 10 干预
[24]
；B，D 组加

入白细胞介素 10(25 μg/L) 进行干预。张力组的 4 个小组，记为

E，F，G，H。E，F 组使用含双抗和体积分数 20%FBS 的低糖型

DMEM 培养基模拟体外正常血糖环境；G，H 组使用含双抗和

体积分数 20%FBS 的高糖型 DMEM 培养基模拟体外高糖环境；

E，G 组不加白细胞介素 10；F，H 组加入白细胞介素 10(25 μg/L)

进行干预。分别在 0，12，24，48，72 h 5 个时点收集细胞培

养上清，每个时点设 3 个样本。

1.4.4   人牙周膜细胞机械刺激装置

(1) 细胞静态压力刺激装置：人牙周膜细胞静态加压装

置见图 1。该装置主要由平底六孔板和圆形玻璃片组成。加

力时，直接将已消毒的玻璃片置于接近铺满单层人牙周膜细

胞的平底六孔板中，细胞即受玻片的单向压力。细胞所受压

力计算公式：P=ρh(P 指细胞所受压力，ρ 为玻璃密度，h 为

玻璃厚度 )，此次实验选择 2 g/cm2
压强值

[25-27]
。

(2) 细胞静态张力刺激装置：人牙周膜细胞静态拉伸装

置见图 2。该装置主要由弹性培养皿、球冠底座和橡皮圈组

成。加力时，将接近铺满单层人牙周膜细胞的弹性培养皿置

于球冠模型上并用橡皮圈将两者扎紧固定，使培养皿的弹性

底面与模具充分接触发生形变，从而可将培养皿底面所受拉

伸力传递给生长于其表面的细胞。拉伸应变量计算公式为：

设 r= 球半径，R= 球冠半径，h= 球冠高度，细胞所受的拉伸

应变 =( 变形后的球冠表面积 -变形前的球冠表面积 )/ 球冠底

面积 =(2πrh-πR2)/πR2=2rh/R2
-1，已知 R=1.75 cm，改变 r 及 h

即可得出所需要的拉伸应变量，此次实验选择的弹性膜形变

量为 12%[28-29]
。

1.4.5   ELISA 法检测各组骨保护素、RANKL 的表达   ①准备

所有的试剂和梯度稀释的标准品。酶标板加入 300 μL 1× 洗

液静置浸泡 30 s；②标准品孔加入 100 μL 2 倍倍比稀释的

标准品；空白孔加入 100 μL 标准品稀释液；③样本孔加入   

100 μL 细胞培养上清；④每孔加入 50 μL 1 ∶ 100 稀释的检

测抗体；⑤封板膜封板，室温孵育 2 h；洗涤 6 次；⑥每孔

加入 100 μL 1 ∶ 100 稀释的辣根过氧化物酶标记的链霉亲和

素；⑦封板膜封板，室温孵育 45 min，洗涤 6 次；⑧每孔

加入 100 μL 显色底物，避光，室温孵育 5-30 min；⑨每孔

加入 100 μL 终止液；⑩ 5 min 内，在 450 nm 波长检测 A 值

并记录数据。

1.4.2   细胞鉴定   取培养所得第 3 代细胞制作细胞爬片。

(1) 苏木精 -伊红染色：制备好的细胞爬片苏木素染液染

色 1.0-2.0 min，流动水冲洗；浸入伊红染液染色 2.0-3.0 min，

流动水冲洗；自然晾干后中性树胶封固。

(2) 免疫组织化学染色：用 SP 法对人牙周膜细胞进行 CK

和 VIM 染色。取制备好的细胞爬片，滴加适量封闭用山羊血

清工作液，室温孵育 10-15 min，倾去血清；滴加适量的一

抗 (CK 1 ∶ 100 稀释，VIM 1 ∶ 200 稀释 )，PBS 做阴性对照，    

37 ℃孵育 60 min，PBS 冲洗 3 次，3 min/ 次；滴加适量生物

素标记山羊抗小鼠 / 兔 IgG，室温孵育 10-15 min，PBS 冲洗

3 次，3 min/ 次；滴加适量辣根霉标记链霉卵白素工作液，

室温孵育 10-15 min，PBS 冲洗 3 次，3 min/ 次；加入适量新

鲜配置的 DAB 显色液，室温孵育，同时在显微镜下观察，显

色后流动水冲洗，苏木素染色液染色数秒，流动水冲洗。将

细胞爬片梯度乙醇脱水、二甲苯透明，自然晾干后中性树胶

封固。

1.4.3   人牙周膜细胞分组   人牙周膜细胞分组前全部用含双

抗和体积分数 20%FBS 的低糖型 DMEM 培养基培养。根据人

人牙周膜细胞原代培养及鉴定

细胞来源 人牙周膜细胞取自因正畸治疗需要而拔除的健康前磨牙

培养基介绍 含有双抗和体积分数 20%FBS 的低糖型 DMEM 培养基 

添加材料 100 U/mL 青霉素、100 U/mL 链霉素；体积分数 20%FBS

培养时间 将牙周膜组织块均匀铺于无菌的 50 mL 细胞培养瓶底，培养

2.5-3 h 后翻转培养瓶缓慢加入含双抗和体积分数 20%FBS 的低

糖型 DMEM 培养基至 3 mL，继续培养 3 d

细胞传代 两三天换液 1 次，取第 3 代细胞进行细胞鉴定

细胞鉴定 通过苏木精 -伊红染色和免疫组织化学染色进行细胞鉴定

伦理学批准 研究方案的实施符合河北医科大学第二医院的相关伦理要求

( 医院伦理批件号：2021-R244，审批时间：2021-03-22)
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1.4.6   ELISA 结果计算   取标准品、空白对照和待测样本的 A

值平均值，所有标准品和待测样本的平均 A 值减去空白对照

的 A 值后，根据标准品 A 值绘制标准曲线，X 轴为标准品的

浓度，Y 轴为标准品的平均 A 值，得到曲线后根据待测样本

的 A 值算出相应的浓度。

1.5   主要观察指标   ①人牙周膜细胞的原代培养及鉴定；②

压力刺激下高糖与白细胞介素10对人牙周膜细胞骨保护素、

RANKL 蛋白表达的影响；③张力刺激下高糖与白细胞介素 10

对人牙周膜细胞骨保护素、RANKL 蛋白表达的影响。

1.6   统计学分析   各组实验结果以 x-±s 表示，采用方差分

析进行各组间的比较，使用 SPSS 19.0 软件统计，检验水准

α=0.05，P < 0.05 表示差异有显著性意义。

2   结果   Results 
2.1   人牙周膜细胞培养及鉴定结果  

2.1.1   倒置显微镜观察    培养 2.5-3 h 后，组织块基本紧贴培

养瓶底；培养 5-8 d 后可见组织块周围有细胞游出，胞体为

短梭形或多角形，透明度大，胞质丰满，细胞核呈圆形或椭

圆形，位于细胞中央，内含两三个核仁，见图 3A；培养 10-
14 d 后可见大量细胞围绕组织块生长，向四周呈放射状分布，

见图 3B；待细胞生长面积达培养瓶底 80% 左右时，即可对

细胞进行传代；传代后的细胞分布均匀，生长速度增快，呈

束状、旋涡状或放射状分布，镜下可见细胞呈长梭形，胞浆

均匀，胞体丰满，核圆，核仁清晰，见图 3C，D。

图 1 ｜人牙周膜细胞静态机械

加压装置示意图

Figure 1 ｜ Static mechanical 
pressure sketch map of human 
periodontal ligament cells

图注：r 为球半径；R 为球冠

半径；h 为球冠高度

图 2 ｜人牙周膜细胞静态机械拉伸装置示意图

Figure 2 ｜ Static mechanical stretch sketch map of human periodontal 
ligament cells

2.1.2   苏木精 -伊红染色光镜下观察   胞体为长梭形或星形，

胞质嗜伊红，胞核嗜碱性，为圆形或椭圆形，位于细胞中央，

内含两三个核仁，见图 4A。
2.1.3   免疫组化染色光镜下观察   VIM 染色阳性，细胞胞浆

呈棕黄色，CK(19) 染色阴性，见图 4B，C。培养的细胞符合

间充质来源的细胞特征，结合取材部位，判定所培养细胞为

人牙周膜细胞。

表1 ｜ELISA检测压力组各组人牙周膜细胞骨保护素蛋白质量浓度 (x-±s，μg/L)                                              
Table 1 ｜ The levels of osteoprotegerin detected by ELISA in different 
pressure subgroups

加力时间 压力组

A 组 ( 低糖 ) B 组 ( 低糖 + 白
细胞介素 10)

C 组 ( 高糖 ) D 组 ( 高糖 + 白
细胞介素 10)

0 h 7.836 8±0.584 3 7.712 0±1.006 4 7.836 7±0.584 3 7.682 1±1.309 0
12 h 8.357 8±0.704 0 8.485 4±1.003 5a 8.031 1±0.165 3a 8.376 9±0.840 7b

24 h 8.906 0±0.512 3 9.862 4±0.403 1a 8.159 2±0.453 4ac 8.684 0±0.414 1b

48 h 8.541 3±0.344 5 9.622 7±0.568 0a 7.047 3±0.937 9ac 7.879 0±0.398 6b

72 h 7.960 3±0.372 4 9.315 1±0.590 3a 6.355 7±0.559 5ac 7.379 6±0.791 9b

表注：与 A 组比较，
aP < 0.05；与 C 组比较，

bP < 0.05；组内与 12 h 比较，
cP < 0.05

图 5 ｜压力组各组人牙周膜细胞骨保护素、核因子 κB 受体活化因子配

体 (RANKL) 蛋白水平及二者比值变化

Figure 5 ｜ The protein levels of osteoprotegerin (OPG), receptor activator 
of nuclear factor kappa B ligand (RANKL) and OPG/RANKL ratio in different 
pressure subgroups

图注：图 A 为原代培

养第 8 天；B 为原代培

养 第 14 天；C 为 第 4
代细胞传代 1 d；D 为

第 4 代细胞传代 4 d

图 3 ｜人牙周膜细胞原代和传代培养结果 ( 标尺 =100 μm)
Figure 3 ｜ The primary and passage culture of human periodontal 
ligament cells (scale bars=100 μm)

图注：图 A 为苏木精 - 伊红染色；B 为 VIM 染色阳性；C 为 CK(19) 染色

阴性

图 4 ｜人牙周膜细胞苏木精 -伊红染色及免疫组化染色结果 ( 标尺 = 100 μm)
Figure 4 ｜ Hematoxylin-eosin staining and immunohistochemical staining 
of human periodontal ligament cells (scale bars=100 μm)

2.2   压力刺激下高糖与白细胞介素 10 对人牙周膜细胞骨保

护素、RANKL 表达的影响   各组骨保护素蛋白质量浓度在  

0-24 h 呈上升趋势，随后下降，见图 5A；RANKL 蛋白质量

浓度随时间呈上升趋势，见图 5B；各组 OPG/RANKL 比值随

时间呈下降趋势，见图 5C。各组骨保护素、RANKL 蛋白质量

浓度变化见表 1，2。

平底六孔板

玻璃片

人牙周膜细胞

弹力橡皮圈

弹性培养皿

球冠模型

人牙周膜细胞

A B

C D

A B C

图注：图A为骨保护素水平；

B 为 RANKL 水平；C 为骨保

护素 /RANKL 比值变化
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3   讨论   Discussion
人牙周膜细胞是牙周膜中数量最多、功能最重要的细胞，

也是正畸过程中的主效应细胞
[30]
。在正畸治疗的过程中，牙

齿受到正畸力后将机械应力传递给牙周膜，人牙周膜细胞首

先感受到正畸力并将所受到的力学信号转变为化学信号，引

发牙周组织一系列生物学改变与牙槽骨改建，可见人牙周膜

细胞是牙周组织改建的生物学基础。因此作者通过体外培养

人牙周膜细胞探究在高糖环境下机械刺激合并白细胞介素 10

干预能否影响人牙周膜细胞中骨保护素、RANKL 的表达，以

探讨白细胞介素 10 能否对糖尿病患者正畸治疗过程中骨改

建产生有利的调控作用。

此次实验发现，人牙周膜细胞受到压力刺激后骨保护素

先小幅上升后下降，RANKL 则随时间逐渐上升，OPG/RANKL

比值随时间逐渐下降，符合正畸治疗压力侧骨吸收的理论。

人牙周膜细胞受到张力刺激后骨保护素随时间逐渐上升，

RANKL 则在小幅度上升后下降，OPG/RANKL 比值随时间逐渐

上升，符合正畸治疗张力侧骨形成的理论。高糖环境可加速

压力刺激下人牙周膜细胞中骨保护素的下降及 RANKL 的上

升，同时减缓张力刺激下人牙周膜细胞中骨保护素的上升，

加速 RANKL 的下降，且各时间点 OPG/RANKL 比值较正常明

显降低。说明高糖环境中牙槽骨压力侧的骨吸收活动更明

显，张力侧的骨形成活动更微弱，提示在正畸临床上对于糖

尿病患者应予以轻力矫治，避免矫治力过大引起牙槽骨的异

常骨吸收及牙齿松动，影响正畸进程及患者牙齿、牙周的健

康。实验中加入白细胞介素 10 进行干预后发现白细胞介素

10 可上调骨保护素下调 RANKL，使骨保护素、RANKL 的表达

及 OPG/RANKL 比值趋近于正常，说明高糖环境中白细胞介

素 10 可调控人牙周膜细胞受机械刺激后骨保护素及 RANKL

的表达。

实验中所用的自制压力及张力装置结构简单易于获取，

使用前进行高温高压消毒或环氧乙烷消毒即可，能反复使用，

与其他细胞加力装置相比价格低廉易于获取且使用方法简单

易于掌握。其中压力装置在加力时将玻璃片直接放入平底六

孔板的培养皿中，玻璃片的质量使细胞受单向压力，与正畸

临床加力后压力侧细胞受力情况相近，此次实验选择 2 g/cm2

表 2 ｜ ELISA检测压力组各组人牙周膜细胞RANKL蛋白质量浓度 (x-±s，ng/L)                                          
Table 2 ｜ The levels of receptor activator of nuclear factor kappa B ligand 
detected by ELISA in different pressure subgroups

加力时间 压力组

A 组 ( 低糖 ) B 组 ( 低糖 + 白
细胞介素 10)

C 组 ( 高糖 ) D 组 ( 高糖 + 白
细胞介素 10)

0 h 0.425 0±0.018 2 0.396 2±0.084 8 0.441 9±0.005 0 0.394 9±0.049 7
12 h 0.776 7±0.032 0 0.698 2±0.041 0a 0.878 3±0.033 5a 0.685 6±0.170 7b

24 h 1.613 1±0.198 5 1.220 4±0.293 9a 1.877 2±0.051 6a 1.867 3±0.097 1b

48 h 3.704 1±0.222 2 2.220 2±0.299 3a 4.380 5±0.424 9a 3.635 1±0.287 5b

72 h 5.032 1±0.547 1 3.100 1±0.468 0a 6.542 9±0.501 5a 4.608 7±0.377 9b

表注：与 A 组比较，
aP < 0.05；与 C 组比较，

bP < 0.05；各组组内各时点间两两比较，

均 P < 0.05。RANKL：核因子 κB 受体活化因子配体

2.3   张力刺激下高糖与白细胞介素 10 对人牙周膜细胞骨保护

素、RANKL 表达的影响   各组骨保护素质量浓度随时间呈上

升趋势，见图 6A；E，F 组 RANKL 质量浓度 0-24 h 呈上升趋

势，后随时间逐渐下降；G，H 组 RANKL 质量浓度 0-48 h 呈

上升趋势，后随时间开始下降，见图 6B；E，F 组 OPG/RANKL

比值随时间呈上升趋势，G，H 组 OPG/RANKL 比值 0-48 h 呈

下降趋势，后随时间开始上升，见图 6C。各组骨保护素、

RANKL 质量浓度变化见表 3，4。

图 6 ｜张力组各组人牙周膜细胞骨保护素、核因子 κB 受体活化因子配

体 (RANKL) 蛋白水平及二者比值变化

Figure 6 ｜ The protein levels of osteoprotegerin (OPG), receptor activator 
of nuclear factor kappa B ligand (RANKL) and OPG/RANKL ratio in different 
tension groups

表 3 ｜ ELISA 检测张力组各组人牙周膜细胞骨保护素蛋白质量浓度 
                                                     (x-±s，μg/L)                                              
Table 3 ｜ The levels of osteoprotegerin detected by ELISA in different 
tension subgroups

加力时间 张力组

E 组 ( 低糖 ) F 组 ( 低糖 + 白细
胞介素 10)

G 组 ( 高糖 ) H 组 ( 高糖 + 白
细胞介素 10)

0 h 7.809 5±0.890 6 7.858 3±0.969 1 7.454 3±0.740 5a 7.586 7±1.136 3bg

12 h 8.166 4±0.665 1 8.875 7±0.790 1ad 7.701 9±0.089 6a 8.021 2±0.946 5bg

24 h 9.189 4±1.016 8 10.499 1±0.556 4ade 7.735 8±0.559 0a 8.970 1±0.518 5bg

48 h 10.051 1±0.045 8c 11.939 4±0.842 9ade 7.972 9±0.294 4a 3.635 1±0.287 5bg

72 h 10.870 9±0.366 4c 12.872 4±0.971 3ade 8.238 8±0.122 5af 10.814 0±0.374 9b

表注：与 E 组比较，
aP < 0.05；与 G 组比较，

bP < 0.05；E 组内与 0 和 12 h 比较，
cP < 0.05；F 组内与 0 h 比较，

dP < 0.05；与 12 h 比较，
eP < 0.05；G 组内与 12 h 比较，

fP < 0.05；H 组内与 72 h 比较，
gP < 0.05

表 4 ｜ ELISA检测张力组各组人牙周膜细胞RANKL蛋白质量浓度 (x-±s，ng/L)                                                          
Table 4 ｜ The levels of receptor activator of nuclear factor kappa B ligand 
detected by ELISA in different tension subgroups

加力时间 张力组

E 组 ( 低糖 ) F 组 ( 低糖 + 白细

胞介素 10)
G 组 ( 高糖 ) H 组 ( 高糖 + 白

细胞介素 10)

0 h 0.433 9±0.071 3 0.397 6±0.066 8a 0.429 9±0.010 4 0.385 3±0.084 3b

12 h 0.449 7±0.124 3 0.403 0±0.045 8a 0.510 5±0.050 4a 0.450 2±0.123 7b

24 h 0.500 6±0.168 3 0.414 6±0.019 5a 0.621 3±0.022 8ad 0.497 0±0.011 2b

48 h 0.476 3±0.095 7 0.342 8±0.058 5a 0.733 4±0.014 5ade 0.594 4±0.017 2bg

72 h 0.366 4±0.057 8 0.293 9±0.029 0ac 0.682 4±0.018 8adef 0.5684±0.0165bg

表注：与 E 组比较，
aP < 0.05；与 G 组比较，

bP < 0.05；F 组内与 24 h 比较，
cP < 0.05；

G 组内与 0 和 12 h 比较，
dP < 0.05；与 24 h 比较，

eP < 0.05；与 48 h 比较，
fP < 0.05；

H 组内与 0，12，24 h 比较，
gP < 0.05。RANKL：核因子 κB 受体活化因子配体

图注：图 A为骨保护素水平；

B 为 RANKL 水平；C 为骨保

护素 /RANKL 比值变化
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研究原著

压强值
[25-27]

。张力装置加力时用橡皮圈将弹力培养皿和球冠

模型扎紧固定，弹力培养皿底部随球冠模型发生形变，使位

于皿底的细胞受到拉伸力发生相应形变，与正畸临床加力后

拉力侧细胞受力情况相似。球冠的高度和底面积不同，细胞

受到的拉伸力也不同，拉伸应变量通过计算球冠表面积的变

化得出，此次实验选择的弹性膜形变量为 12%[28-29]
。

结论：综上所述，在人牙周膜细胞受到机械刺激的条

件下，高糖环境可使人牙周膜细胞中骨保护素表达减少，

RANKL 表达增多，OPG/RANKL 比值减小。而白细胞介素 10

则可拮抗高糖的作用，使人牙周膜细胞中骨保护素表达增多，

RANKL 表达减少，OPG/RANKL 比值增大。结果提示在牙周组

织局部应用白细胞介素 10 有可能对糖尿病患者正畸治疗中

的骨改建产生有利的调控作用。因此次实验为细胞实验，所

得结果有一定的局限性，相关的动物及临床试验仍需进一步

研究。
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