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[摘要]     目的   研究S100A9蛋白在糖尿病大鼠牙周组织中的表达，探讨其在糖尿病诱发的牙周病变中可能的作用机

制。方法   本实验通过对SD大鼠腹腔注射链脲佐菌素（STZ）构建糖尿病大鼠模型，通过苏木精-伊红（HE）染色

观察糖尿病大鼠牙周结构的变化，免疫组织化学染色观察糖尿病大鼠牙周组织中S100A9的表达与分布，同时检测其

配体Toll受体4（TLR4）和核转录因子κB（NF-κB）/p-P65蛋白的表达。通过分析上述蛋白的表达规律，探讨S100A9

蛋白在糖尿病诱发的牙周病变中的作用机制。结果   糖尿病大鼠的牙槽骨骨小梁结构稀疏，硬骨板消失；免疫组织

化学染色显示牙周膜、牙槽骨及牙龈上皮中S100A9的表达水平比对照组明显上调，TLR4在牙槽骨、牙周膜、牙龈

中的表达水平相较于对照组也显著增强；p-P65在对照组中没表达，但在糖尿病组中牙周膜和牙槽骨中呈阳性表达。

结论   糖尿病导致大鼠牙周组织结构病变，其原因可能与S100A9介导的TLR4和NF-κB信号通路的活化有关。

[关键词]     S100A9；  牙周病变；  糖尿病；  Toll受体4；  核转录因子κB

[中图分类号]      R 781.4     [文献标志码]     A     [doi]     10.7518/hxkq.2016.04.020

 

Expression and effect of S100A9 in the periodontium of diabetic rats   Sun Wenhua1,2,3, Chen Guoqing2,3, Tian Weidong2,3.   

(1. College of Life Science, Sichuan University, Chengdu 610065, China; 2. State Key Laboratory of Oral Diseases, West 

China Hospital of Stomatology, Sichuan University, Chengdu 610041, China; 3. National Engineering Laboratory for Oral 

Regenerative Medicine, Sichuan University, Chengdu 610041, China)

Supported by: The National Natural Science Foundation of China (81271119); Basic Research Program of Sichuan Province 

(2013JY0019). Correspondence: Tian Weidong, E-mail: drtwd@sina.com.

[Abstract]     Objective   The study seeks to investigate the expression of S100A9 and its potential role in periodontal diseases 

induced by diabetes. Methods   A diabetic SD rat model was established through intraperitoneal injection of streptozotocin 

(STZ). Hematoxylin-eosin (HE) staining was performed to study the structure of the periodontium of diabetic rats. Using 

immunohistochemical staining, the distribution of S100A9 expression was detected in the periodontium of diabetic rats. Ex-

pressions of Toll-like receptor 4 (TLR4) (ligands of S100A9) and p-P65/nuclear factor κB (NF-κB) were also measured. 

Results   The trabecular structure of alveolar bone was sparser, and lamina dura was disappeared in diabetic rats. Obviously 

higher expressions of S100A9 were observed in the periodontal ligament, alveolar bone, and gingival epithelial of diabetic 

rats than in the control rats. TLR4 expressions in the periodontal ligament, alveolar bone and gingival epithelial of the diabetic 

rats were also higher as compared to the control rats. p-P65 expression was not detected in the control rats, but was detected 

in the periodontal ligament and alveolar bone of the diabetic rats. Conclusion   Periodontium lesions in diabetes mellitus may 

be induced by the activation of TLR4 and NF-κB signaling pathway meditated by S100A9. 

[Key words]     S100A9;    periodontal lesion;    diabetes;    Toll-like receptor 4;    nuclear factor κB

糖尿病是一类以高血糖为特征的代谢性疾病，

主要的病理生理基础为两种，胰岛素分泌缺陷和胰

岛素抵抗。牙周炎同样属于多发高发的慢性疾病，

是一类由细菌引起的慢性牙周感染，导致牙周组织

破坏、牙槽骨吸收、牙周袋内形成溃疡等症状的疾
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病。糖尿病患者出现牙周炎的概率比正常人要高出

3~5倍。研究[1]发现糖尿病会导致因牙周微生物群引

起的过度炎性反应，使牙周组织修复功能受损，进

而导致牙周组织的进一步破坏。牙周炎也会影响糖

尿病患者的血糖调控机制[2]，促发糖尿病的多种并

发症发生，但两者间的相互关系尚未完全明确。

S100A9是S100蛋白家族的一员，在体内可和

S100A8形成异源二聚体，S100A9自身也能形成同源

二聚体，临床中大多数炎症患者血清中S100A9及其

同源二聚体和形成的异源二聚体的表达量都呈明显

的升高[3]。S100A9和S100A8结合形成的异源二聚体

是S100A9在体内最稳定的生理结构[4]，有推测S100A9
的生理活性形态是在和S100A8结合后，也有研究[5]

发现S100A8/A9二聚体可调控细胞的凋亡，且具有

一定的抗菌能力[6]。然而，目前就S100A9在糖尿病

导致的牙周病变中的表达和作用机制的研究甚少。

S100A9蛋白功能多样，可高亲和性地结合Ca2+、

Zn2+等离子，参与细胞迁移、骨髓细胞成熟[7]、酪蛋

白激酶抑制、免疫调节等生物学过程[8]。该蛋白主要

表达于中性粒细胞和单核细胞的胞质中，少量表达

于细胞核、细胞骨架和质膜上。体内S100A9大概分

为分泌型和胞内型两种，胞内主要以钙离子依赖的

方式调节细胞活性，分泌型S100A9蛋白则位于胞外

通过结合晚期糖基化终末产物受体（advanced glyca-
tion end products receptor，RAGE）和Toll受体（Toll-
like receptor，TLR）发挥生物学功能。研究[9]发现

S100A9蛋白通过RAGE作用于P38、P42/44和c-Jun氨

基末端激酶（c-Jun N-terminal kinase，JNK）信号通

路，以激活核转录因子κB（nuclear factor κB，NF-
κB）进而导致一系列的生物学反应。本课题旨在研

究分泌型S100A9蛋白在糖尿病大鼠牙周组织中的高

表达和牙周组织病变的关联，以及S100A9蛋白对

TLR、NF-κB信号通路的作用。

1   材料和方法

1.1   主要试剂

S100A9（稀释比例为1︰200，Thermo公司，美

国），TLR4（稀释比例为1︰200，Abcam公司，美

国），p-P65（稀释比例为1︰200，Santa Cruz公司，

美国），链脲佐菌素（streptozotocin，STZ）（Sigma
公司，美国）。

1.2   方法

1.2.1   糖尿病大鼠模型建立   选取8周龄雄性SD大鼠

30只，体重250~300 g，随机选取20只作为糖尿病模

型组（实验组），10只为对照组。现配0.1 mol·L-1 pH

为4.5的柠檬酸缓冲液溶解STZ，22 μm孔径滤器过滤

除菌，注射用量以60 mg·kg-1体重为准，腹腔注射一

次；正常对照组以0.1 mol·L-1柠檬酸缓冲液作为对照。

在腹腔给药前12 h严格禁食，给药后可自由取食。模

型组分别在给药48 h、1周后取尾静脉血测定血糖，

血糖值≥16.5 mmol·L-1视为造模成功。此后每周检测

血糖，饲养过程中一旦发现血糖恢复正常者或死亡

者均视为造模失败。按照标准实验动物规定饲养。 
1.2.2   组织固定和切片制作   对照组和实验组大鼠在

以STZ注射12周后取材，实验组和对照组分别注射

10%水合氯醛2 mL麻醉致死后取下颌组织，立即置

于4%多聚甲醛中4 ℃固定24 h，PBS缓冲液清洗2~3
次，置于10%乙二胺四乙酸（ethylenediamine tetraa-
cetic acid，EDTA）中进行脱钙处理12周。组织脱钙

完成后，进行梯度乙醇脱水，70%、80%、90%乙醇

各1 h，100%乙醇2 h2次，组织置于二甲苯中1 h 2次，

进行浸蜡包埋，制作8 μm切片。

1.2.3    苏木精-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色   
石蜡切片经脱蜡、水化处理后，依次PBS缓冲液清

洗5 min×2次，苏木素染色5 min，双蒸水清洗5 min×
2次，伊红染色10 min，双蒸水清洗5 min×2次，梯

度乙醇脱水、二甲苯透明后中性树脂封片。

1.2.4    免疫组织化学染色    免疫组织化学染色采用

ABC法进行，详细步骤如下：石蜡切片经脱蜡、水

化处理后，以3%H2O2室温处理20 min灭活内源性过

氧化物酶；切片经PBS漂洗后进行抗原修复、羊血清

封闭；随后切片滴加相应一抗后37 ℃孵育2 h，4 ℃
过夜；二抗37 ℃孵育1 h，室温下DAB显色，显微镜

下观察显色效果，PBS漂洗终止显色，苏木素复染

30 s，梯度乙醇脱水、二甲苯透明后封片。

1.2.5   免疫组织化学染色半定量分析   染色结果的半

定量分析以多数细胞的阳性染色程度进行评分：从

阴性到强阳性分为4个等级：0分为阴性（-），1分

为弱阳性（+），2分为阳性（++），3分为强阳性

（+++）。切片置于高倍镜下观察，每张切片至少

选取4个视野进行综合评分。

1.3   数据处理和统计

采用SPSS 17.0软件对实验数据进行分析，对实

验组和对照组的血糖和体重等计量资料进行正态性

检验，用均数±标准差进行统计描述，采用t检验进

行统计学分析，以P<0.01为差异显著。

2   结果

2.1   糖尿病大鼠模型构建

实验组和对照组大鼠血糖分别为（29.22±4.47）、
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（5.41±0.96） mmol·L-1，实验组大鼠血糖水平显著

高于对照组（P<0.001）。实验组和对照组大鼠体重

分别为（241.08±46.23）、（332.54±34.39） g， 实
验组大鼠体重显著下降（P<0.001）。由此表明糖尿

病大鼠模型建立成功。

2.2   大鼠下颌牙周组织结构的改变

通过组织形态学观察发现，实验组大鼠牙槽骨

中骨小梁结构稀疏并且散乱，骨吸收明显增加，在

牙周膜与牙槽骨相衔接的一层硬骨板被完全破坏（图

1），表明糖尿病导致大鼠牙周炎性病变或外伤。

A：正常大鼠牙槽骨，× 100；B：糖尿病大鼠牙槽骨，× 100；C：正常大鼠硬骨板，× 400；D：糖尿病大鼠硬骨板，× 400。

图  1    糖尿病大鼠和正常大鼠牙周组织形态学观察    HE

Fig  1    The histomorphology observation of diabetic and control rats’ periodontium    HE

2.3   S100A9在糖尿病大鼠下颌牙周组织中的表达

免疫组织化学染色结果显示，S100A9在糖尿病

大鼠牙槽骨、牙周膜和牙龈组织中均有表达，且主

要集中于细胞质中表达。与对照组相比，S100A9在

牙周膜中的表达增强；在牙龈组织中的表达明显增

强，且主要集中于牙龈上皮中；在牙槽骨中出现显

著上调（图2）。通过半定量分析对染色组织进行评

分，S100A9蛋白在正常大鼠牙周膜、牙龈、牙槽骨

中的表达评分分别为1、2、1；在糖尿病大鼠牙周

膜、牙龈、牙槽骨中的表达评分分别为2、3、2。

上：正常组；下：实验组。左：牙周膜；中：牙龈上皮；右：牙槽骨。

图  2    S100A9蛋白在糖尿病和正常大鼠牙周中的表达    免疫组织化学染色    × 400

Fig  2    The expression of S100A9 in the periodontium of diabetic and control rats    immunohistochemical staining    × 400

2.4   TLR4和p-P65在糖尿病大鼠牙周组织中的表达

TLR4在牙周膜、牙龈上皮和牙槽骨中均有阳

性表达。与对照组相比，TLR4在糖尿病大鼠牙周膜

中的表达更强；在牙龈中TLR4的表达仅局限于牙龈

上皮中，相比于对照组表达明显上调；在对照组牙

槽骨中TLR4的表达较低，而在糖尿病大鼠牙槽骨中
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TLR4的表达明显增强且更为广泛（图3）。通过半

定量分析对染色组织进行评分，TLR4蛋白在正常大

鼠牙周膜、牙龈、牙槽骨中的表达评分均为1。在糖

尿病大鼠牙周膜、牙龈、牙槽骨中的表达评分分别

为2、3、3。

p-P65在对照组的牙周组织中均无表达，在糖尿

病大鼠牙周膜和牙槽骨中均出现较为明显的表达，

而在糖尿病大鼠牙龈组织中不表达（图4）。通过半

定量分析对染色组织进行评分，p-P65蛋白在正常大

鼠牙周膜、牙龈、牙槽骨中的表达评分均为0，在糖

尿病大鼠牙周膜、牙龈、牙槽骨中的表达评分分别

为1、0、2。

上：正常组；下：实验组。左：牙周膜；中：牙龈上皮；右：牙槽骨。

图  3    TLR4蛋白在糖尿病和正常大鼠牙周中的表达    免疫组织化学染色    × 400

Fig  3    The expression of TLR4 in the periodontium of diabetic and control rats    immunohistochemical staining    × 400

上：正常组；下：实验组。左：牙周膜；中：牙龈上皮；右：牙槽骨。

图  4    p-P65蛋白在糖尿病和正常大鼠牙周中的表达    免疫组织化学染色    × 400

Fig  4    The expression of p-P65 in the periodontium of diabetic and control rats    immunohistochemical staining    × 400
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3   讨论

本研究发现，在糖尿病大鼠的牙周组织中，牙

槽骨吸收明显增加，骨小梁稀疏，且与牙周膜结合

的硬骨板破坏；免疫组织化学染色结果显示S100A9
表达显著上调，TLR4和NF-κB信号活化水平显著增

加。研究[10]发现S100A9/A8复合物激活NF-κB信号

通路，而本实验组检测到的TLR4和NF-κB/p-P65在

糖尿病大鼠牙周组织中激活，推测S100A9蛋白高表

达可能通过激活NF-κB和TLR4信号通路促进牙周炎

症的发生，增加牙槽骨的骨吸收。

以往研究表明，糖尿病会引起成骨细胞的分化

功能障碍[11]，导致下颌骨骨密度降低[12]，糖尿病引

起的S100A9表达水平增加与炎症密切相关[13]，并且

可能通过TLR4[14]和NF-κB[5]信号通路发挥作用。已有

研究[15]发现在S100A9敲除的小鼠体内，通过抗原诱

导形成的骨关节炎模型中骨吸收明显被抑制，据此

推测糖尿病导致的牙周结构的改变可能是与S100A9
介导的炎症反应和S100A9对骨吸收的促进有关。在

目前的临床案例中，糖尿病和牙周炎关系密切，而

且糖尿病患者会有更高的概率患牙周炎。有研究[16]

表明高血糖会诱导骨髓髓系祖细胞的增殖和扩增，

释放单核细胞进入血液循环，并且会促进中心粒细

胞分泌S100A8/A9蛋白。本研究糖尿病大鼠模型中，

单是从牙周组织来看，牙周被严重破坏，推测糖尿

病大鼠牙槽骨骨髓腔单核细胞会被激活分泌S100A9
蛋白，并释放到牙周组织中，促使牙周组织中细胞

炎性发生，促进破骨细胞分化，加强牙槽骨中破骨

性骨吸收，而糖尿病大鼠的牙龈上皮中S100A9高表

达是组织被细菌侵入，S100A9表达的增强有着微生

物抵抗的作用[6]，实验中S100A9在牙龈上皮中的表

达很高，可能预示着糖尿病大鼠的牙龈已被微生物

感染；S100A9的内源性配体TLR4，作为牙周炎中牙

龈上皮表达的信号蛋白[17]，检测到的TLR4在牙龈中

的高表达也有文献证实，高糖的环境会促使牙龈中

TLR4的表达上调，在局部的炎症环境中TLR4的表达

增强还会促进糖尿病患者更容易患上牙周炎[18]。通

过对S100A9、TLR4、p-P65在牙周膜、牙龈和牙槽

骨中表达的半定量分析发现，在实验组动物中三者

的表达有明显相似的趋势，推测S100A9蛋白可能通

过激活TLR4表达使牙槽骨的破骨性吸收加重。

本研究通过构建糖尿病大鼠模型，研究糖尿病

对牙周结构的影响，并检测牙周组织中S100A9蛋白

的表达，以及TLR4和NF-κB/p-P65在牙周组织中的

表达。本研究结果表明，S100A9可能通过激活TLR4

的表达增强牙槽骨的破骨性骨吸收，同时通过激活

NF-κB信号通路促进牙周炎症的发生，本研究结果

可为糖尿病导致的牙周病变的临床治疗提供药物靶

点，可能会为改善糖尿病导致的牙周病变提供新的

治疗靶点。
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法国艾龙集团超声骨刀Piezotome Solo全新上市

法国艾龙集团专为骨外科精心设计的超声骨切割系统Piezotome Solo全新上市了，它集赛特力最先进的

电子技术于一体，并紧密切合临床需要，提高了患者的舒适度，是一款功率强大、切割准确的用于种植前

骨处理的利器。

Piezotome®超声骨刀在外科领域的优势已经被广泛证实：切割安全，骨损失少，手术视野佳，促进伤口

愈合，减轻术后疼痛；这些功能无论对于患者还是医生都是非常有益的。ACTEON®艾龙集团积累了大量的

口腔外科临床经验，选取并整合最可靠、安全和功能强大的配件到Piezotome Solo超声骨刀中。

Piezotome Solo手柄的6个陶瓷环大大增强了发生器的功率，同时又降低了软组织损伤的风险；创新的蠕

动泵提供稳定、持续、精准的冲洗流量控制，操作过程中无明显噪音。此外，独家专利NEWTRON®技术保

证治疗中对软组织的保护，并使骨损失非常少。在操作过程中，Piezotome Solo骨刀始终保持在高效运转状

态，这得益于先进的电子技术，可将频率和功率调节到最高性能，工作尖自动调整到最佳状态，轻松应对

不同质地的骨组织，实现舒适治疗，同时减轻医生的操作疲劳。

法国艾龙集团外科手术工作尖以经久耐用而闻名，工作尖采用医疗级外科不锈钢，表面经特殊处理，可

以耐受高温高压灭菌处理。Piezotome Solo超声骨刀提供外科手术基本套装，精选最常用的6支外科手术工作

尖，可以实现基本的外科治疗，如：骨切开术、骨整形术、骨皮质切开Piezocision术、拔牙术及上颌窦提升

术等。所有ACTEON®外科手术工作尖都与Piezotome Solo手柄相互兼容，包括了所有临床解决方案工作尖套

装：二代骨外科套装、Piezocision骨皮质切开套装、二代上颌窦提升套装、二代Intralift上颌窦内提升套装、

二代拔牙套装、牙槽嵴劈开套装、二代冠延长套装。

法国艾龙集团Piezotome Solo超声骨刀，以强大的功率、可靠的性能、精巧简约的设计为您的外科手术

保驾护航!
更多产品信息请联络艾龙集团公司北京办事处，电话：010-64657012，网址：www.acteongroup.com；

www.cn.acteongroup.com。
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