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【摘要】　目的　研究基质金属蛋白酶-3 (MMP-3)和金属蛋白酶组织抑制因子-1 (TIMP-1)在下颌骨牵张后形成

的新骨组织中的定位表达。方法　对 8只成熟大耳白兔按每天 1 mm的牵张速率延长双侧下颌骨 6 mm ,在牵张结

束后第 4周处死动物 ,取牵张区新骨标本作组织学和免疫组化检测。结果　MMP-3与 TIMP-1在牵张骨痂中均呈高

水平表达 ,MMP-3阳性信号主要定位于新生骨小梁边缘的成骨细胞和埋入新骨基质中的骨细胞 ,TIMP-1则定位于

成骨细胞。结论　MMP-3及 TIMP-1可协同调节胞外基质的降解来影响牵张成骨的改建过程。
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【Abstract】　Objective　To observe the expression patterns of matrix metalloproteinase-3 and its inhibitor , tissue inhibitor

metalloproteinases (TIMP)-1 , in remodeling phase of mandibular distraction osteogenesis.Methods　Bilateral mandibular osteot2
omies were performed in 8 mature rabbits. The mandibles were lengthened 6 mm using a custom-made distractor with a rate of

1 mmΠd. All animals were killed in 4 weeks after completion of distraction. The distracted calluses were harvested and processed

for histology and immunohistochemistry of MMP-3 and TIMP-1. Results　 Elevated expression of both MMP-3 and TIMP-1 was

found in the distracted calluses resulting from mandibular lengthening. Positive staining for MMP-3 was seen in the osteoblasts and

osteocytes , and TIMP-1 was mainly localized in osteoblasts. Conclusion　MMP-3 and TIMP-1 appear to play important roles in

the remodeling of new bone created by mandibular distraction osteogenesis.
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　　牵张成骨 (distraction osteogenesis , DO)最早由矫

形外科用于延长四肢长骨 ,近年来该技术在颅面骨发

育不足和缺损畸形的整复中显示出独特的优势。由

于牵张力的刺激 ,牵张成骨的新骨成积速率是正常儿

童快速骨生长率的 4～6 倍1 。DO是通过一系列复

杂细胞和分子生物学行为完成的 ,其中细胞外基质

(extracellular matrix , ECM)的降解和合成是调控新骨

组织改建过程的关键环节。过去的研究发现 ,基质金

属蛋白酶 (matrix metalloproteinases ,MMPs)和金属蛋白

酶组织抑制因子 ( tissue inhibitor metalloproteinases ,

TIMPs)系统在骨生长过程的胞外基质的更新重建中

起着至关重要的作用 2 ,3 。本研究通过兔下颌牵张成

骨动物模型 ,观察MMP-3与 TIMP-1在其新骨改建时

期的表达模式并探讨其生物学意义。

1　材料和方法

1. 1　材料

健康成熟大耳白兔 (四川大学华西动物实验中心提供) 10

只 ,雌雄各半 ,体重 310～312 kg。兔下颌牵张器由设在四川大

学华西口腔医学院的教育部口腔生物医学工程重点实验室研

制。SP免疫组化试剂盒、MMP-3及 TIMP-1多克隆抗体 (Santa

Cruz公司 ,美国) ,生物素化羊抗 IgG ( Ⅱ抗) (Sigma 公司 ,美

国)。

1. 2　方法

全麻下经颌下切口对其中 8只动物行下颌骨切开术 ,并

安置下颌牵张器。经 7 d 间歇期后 ,按每天 1 mm (2 次Πd ,

015 mmΠ次)的牵张速率向前逐渐延长双侧下颌骨 6 mm。在牵
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张结束后第 4周处死动物 , 取牵张区骨痂用 10 %中性福尔马

林液固定 7 d。EDTA 脱钙 ,乙醇逐渐脱水 ,石蜡包埋后作

4μm连续切片。随机抽取 5张切片作苏木精—伊红染色 ,10

张切片按说明书要求和步骤采用 SP免疫组化法检测 MMP-3

及 TIMP-1表达情况。MMP-1 和 TIMP-1抗体工作浓度分别为

1∶100和 1∶80 ,以棕色颗粒代表这两种因子的阳性信号。以未

进行下颌骨切开术和下颌骨牵张术的 2只动物为对照组 ,按

上面相同的方法获取正常下颌骨组织切片。

2　结　　果

所有手术组动物的下颌骨均被成功延长。X线

检查显示牵张区有新骨生成和钙化 (图 1) 。苏木精

—伊红染色显示牵张间隙内有大量沿牵张力方向排

列的新生骨小梁生成 ,骨改建活动明显 (图 2) 。

图 1　X线检查显示下颌牵张后有新骨形成

Fig 1 　Mandibular radiography showed bone formation in the distracted

area

图 2　组织学观察见许多沿牵张力方向排列的新生骨小梁形成　

HE　×100

Fig 2 　Histological examination showed the newly formed trabecular

boneparallel to the distraction forces　HE　×100

在下颌骨牵张后形成的新骨组织中均可检测到

MMP-3和 TIMP-1的高水平表达。MMP-3强阳性表达

主要定位于新生骨小梁边缘的成骨细胞和埋入新骨

基质中的骨细胞 (图 3) 。TIMP-1 强阳性表达主要定

位于成骨细胞 (图 4) 。对照组正常骨组织中 ,这两种

因子几乎没有或仅有微弱表达。

图 3　MMP-3阳性染色定位于围绕新生骨小梁的成骨细胞和埋入骨基

质的骨细胞　SP　×200

Fig 3　Strong staining for MMP-3 was seen in the osteoblasts around the

newly formed trabecular bone and the osteocytes entombed in the

bone matrix　SP　×200

图 4　TIMP-1阳性信号主要定位于新生骨小梁边缘的成骨细胞

　SP　×200

Fig 4　Positive expression of TIMP-1 was detected in the osteoblasts at

the edge of the newly formed trabecular bone　SP　×200

3　讨　　论

用牵张成骨矫治各种颌骨发育不足畸形是 20世

纪 90年代发展起来的一种新的外科—正畸联合治疗

技术 , 全过程包括间歇期、牵张期和固定期 , 固定期

一般为 6～8 周。本实验设计是为了观察 MMPs 和

TIMPs系统在 DO后新骨改建时期的表达模式 ,选择

牵张结束后第 4周作为观察点 ,是因为这个时间正处

于牵张力刺激形成的新生骨组织改建的活跃期。

MMPs是一族锌离子依赖性蛋白酶 ,在正常的 pH

环境中几乎参与所有 ECM的降解过程 ;MMP-3属于

MMPs家族中基质溶解素 ( stromelysins)类的一种 ,因

此又称为基质溶解素-1。MMP-3的作用底物广泛 ,可

以单独降解构成胞外基质的主要成分 ,同时还可以激

活其他种类的MMPs共同参与 ECM的降解 4 。MMPs

降解基质的活性要受一组特殊的称为 TIMPs 的

因子调节 , TIMP- 1是其中一种重要因子 ,可以抑制
(下转第 363页)
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甲硝唑根管消毒控释系统。该制剂具有根管消毒和

根管充填双重作用。为弥补药物本身渗透压的不足 ,

在制备药物贮库时加入渗透活性物质葡萄糖等 ,外包

控释膜由 PEG-1500 与醋酸纤维素等组成 , PEG-1500

遇到水分子溶解 ,在控释膜上致孔 ,水分子通过控释

膜进入药物贮库内 ,使药物与葡萄糖溶解成饱和溶

液 ,形成高渗透压 ,因贮库内外存在渗透压梯度 ,故有

渗透泵样作用。通过调节控释膜中 PEG-1500含量 ,

可以调节持续释药的时间。

离体牙根周释药的实验表明 ,CDGMC在离体牙

中 1～8 d释药量基本稳定 ,以后虽然释药量减少 ,但

到第 10天根周环境的甲硝唑和环丙沙星的释药量仍

远远大于两者的最低抑菌浓度 (MIC) 3 ,4
,这有利于

保持根管内的药物浓度 ,对根管内牙本质小管、侧枝

根管的细菌产生持续性抑菌作用 ,防止根管再感染。

文献报道 5
,口服 200 mg甲硝唑 1 h后平均血清浓度

为 419 mgΠL ,而 CDGMC的用药量可大大减少 ,因此 ,

具有安全可靠的优点 ,可减少全身毒副作用的发生 ,

并可延长复诊时间 ,减少复诊次数。可见 ,CDGMC作

为一种新型的根管消毒材料 ,在牙髓病和根尖周病的

治疗方面具有良好的应用前景。
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MMP-3的活性 ,从而影响整个MMPs和 TIMPs系统。

在机体生理状态下 ,组织的正常更新和改建有赖于

MMPs与 TIMPs之间的动态平衡 ,否则可能导致病理

状态的产生。过去的研究显示MMPs能介导软骨成

骨 (endochondral ossification)的基质降解过程 3 ,5 ,但

近年有文献 2 报道MMPs和 TIMPs也参与了膜内成

骨 (intramembranous ossification)过程。牵张成骨是以

膜内成骨为主 ,其新骨的改建和塑形是通过细胞—

基质交互作用和胞外基质的降解和合成交替进行而

完成的。本研究发现 MMP-3 在牵张间隙内新生骨

小梁周围的成骨细胞和埋入骨基质内的骨细胞中有

强烈表达 ,表明由成骨细胞分泌的MMP-3积极参与

了新骨改建过程 ,高水平表达的MMP-3介导胞外基

质的局部降解以提供生存空间给不断增殖的各种活

性细胞。有研究6 认为基质主要成分之一的蛋白多

糖 (proteoglycan)能够阻止钙化进程 , MMP-3 可以促

进蛋白多糖的降解使得牵张后形成的新骨组织的钙

化得以顺利进行。但过多的 MMP-3 有可能激活潜

在的 TIMP-1基因 ,引起 TIMP-1在成骨细胞中的高

水平表达 ,从而达到 MMP-3 与 TIMP-1 之间的动态

平衡 ,防止新骨基质的过度降解和病理状态的发生。

笔者通过兔下颌牵张成骨动物模型 ,用免疫组

化技术观察了MMP-3与 TIMP-1在牵张成骨固定期

表达模式 ,结果显示这两种因子在新生骨组织改建

过程中均呈高水平表达 ,从而保证胞外基质的有序

降解和新生骨段的改建塑形以适应要承受的力学负

荷和功能环境。
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