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正畸力作用于牙齿后可激活牙周组织内的成骨

细胞、破骨细胞，从而导致牙齿支持组织———牙槽
骨的吸收和沉积。在此过程中伴随着细胞的生长及
胶原蛋白的更新，蛋白质合成在细胞生长中起重要

正畸力作用下兔牙周组织中雷帕霉素靶蛋白
和核糖体蛋白S6激酶的表达

刘 奕1， 郭亚峰2

（1.中国医科大学口腔医院 正畸科， 辽宁 沈阳 110002；
2.大庆市人民医院 口腔科， 黑龙江 大庆 163311）

[摘要] 目的 探讨正畸牙移动过程中雷帕霉素靶蛋白（mTOR）和核糖体蛋白S6激酶（p70 S6K）在牙周组织改建
中的作用。方法 选用24只日本大耳白兔建立正畸牙移动的动物模型，将实验动物上颌右侧戴矫治器，作为实验
侧；左侧未戴矫治器，作为对照侧。分别在戴矫治器后3、5、7、14 d各处死6只实验动物。采用苏木精-伊红染
色、逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）及Western blot免疫印迹分析方法观察牙周组织形态学变化及mTOR和p70 S6K
表达的变化。结果 组织形态学观察可见，实验侧牙周组织较对照侧有明显改建，牙槽骨由致密变得疏松，细胞
的排列由有序变得紊乱，牙槽骨的骨壁由平整变得凹凸不平，出现了破骨细胞及骨陷窝。RT-PCR结果显示，加
力3 d后牙周组织中p70 S6K mRNA表达增强，7 d后牙周组织中p70 S6K mRNA明显增强，随后缓慢下降，与对照
侧相比，其差异有统计学意义（P＜0.01）。Western blot免疫印迹分析与RT-PCR结果一致。结论 在正畸牙移动过
程中，兔牙周组织中mTOR和p70 S6K的表达明显增强，提示mTOR和p70 S6K参与牙周组织改建，并在牙周组织改
建中起重要作用。
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Expression of mammalian target of rapamycin and p70 S6 kinase in rabbit periodontal tissues remodeling
during orthodontic tooth movement LIU Yi1, GUO Ya-feng2. （1. Dept. of Orthodontics, School of Stomatology,
China Medical University, Shenyang 110002, China; 2. Dept. of Stomatology, The People′ s Hospital of Daqing,
Daqing 163311, China）
[Abstract] Objective To study the role of mammalian target of rapamycin（mTOR） and p70 S6 kinase（p70
S6K） in periodontal tissues remodeling during orthodontic tooth movement. Methods Twenty -four rabbits were
chosen to establish rabbit models for the study. The right maxillary teeth of each animal treated by orthodontics
were the test sides, and the untreated left teeth were the control sides. The animals were sacrificed at 3, 5, 7, 14 d,
respectively. The prepared tissue specimens were processed for the study of the change in the histologic morphology
with HE staining and the expression of p70 S6K in periodontal tissues by reverse transcription-polymerase chain
reaction（RT-PCR） and Western blot techniques. Results In the test side, the tranecula of bone became porous
and cells arrayed disorderly, resorption of alveolar bone was observed in histological study. There were many holes
in the alveolar bone, osteoblasts were occasionally observed. RT-PCR showed that the expression of p70 S6K mRNA
dramatically changed at 3 d. The expression of p70 S6K mRNA in treating periodontal tissues was higher than the
control side, especially at 7 d, and then decreased. Compared with the control side, there was significant difference
in statistical analysis（P＜0.01）. The expression of Western blot was same as the RT -PCR. Conclusion Higher
expression of mTOR and p70 S6K during orthodontic tooth movement especially plays an important role in the pro－
cess of periodontium remodeling.
[Key words] orthodontics； mammalian target of rapamycin； p70 S6 kinase； periodontium remodeling
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作用[1]。研究表明哺乳动物的雷帕霉素靶蛋白（ma-
mmalian target of rapamycin，mTOR）为细胞生长的
中心调控因子，核糖体蛋白S6激酶（p70 S6 kinase，
p70 S6K）为其下游底物之一，对细胞骨架的生长起
决定作用，是蛋白质合成的正调控信号 [2]。本研究
通过建立实验性兔正畸牙移动模型，观察mTOR和
p70 S6K在牙周组织中的表达变化，探讨其在牙周
组织改建中的作用。

1 材料和方法

1.1 主要试剂
RNA提取液Trizol试剂（Sigma公司，美国），逆转

录聚合酶链反应（reverse transcription -polymerase
chain reaction，RT-PCR）试剂盒（大连宝生物公司），
琼脂糖（上海生工生物工程技术有限公司），p70
S6K引物、β-actin由蓝天公司赛百盛设计并合成，
mTOR抗体（CST公司，美国），HRP标记羊抗兔IgG、
ECL试剂盒（Santa Cruz公司，美国），考马斯亮蓝蛋
白定量试剂盒（南京建成生物工程公司）。
1.2 实验分组和动物模型的建立
选取由中国医科大学附属第二医院实验动物中

心提供的日本大耳白兔24只，体重为（2.0±0.2）kg，
雌雄不限。所有实验动物均定时、定量摄食，自由
饮水。实验动物上颌右侧戴矫治器进行加力，作为
实验侧；上颌左侧未戴矫治器，作为对照侧。喂养
1周后，2％戊巴比妥钠经耳缘静脉麻醉（2 mL/kg），
使用牙科细金刚砂车针在实验动物右侧上颌第一磨

牙和左、右侧上颌切牙牙颈部磨沟，深约0.5 mm，
然后将左、右上颌切牙连扎，并在其与第一磨牙间
放置镍钛螺簧，以左、右侧上颌切牙为支抗，牵引
右侧上颌第一磨牙向近中移动，力值为0.784 N。分
别在戴矫治器后3、5、7、14 d经耳缘静脉空气栓塞
后处死6只实验动物。
1.3 组织标本的制备
实验动物采用40 g/L多聚甲醛心内灌注的方式

行内固定，取出上颌磨牙区骨段，仅保留牙槽嵴顶

至牙根部的牙槽嵴，置于RNA提取液Trizol试剂中，
放置在－70 ℃冰箱中保存。提取蛋白标本直接放入
EP管中，置于－70 ℃冰箱中保存。
1.4 方法
1.4.1 总RNA的提取和质量控制 依据RNA提取液
和试剂盒说明提取冻结组织中的总RNA，去除骨胶
原等杂质，在260 nm和280 nm波长紫外光下测定光
密度（A）值，计算A260 nm/A280 nm值，检测其纯度。
1.4.2 引物设计 p70 S6K上游引物为：5′-TTTT-
GCGGAACAATAGAATACA-3′；下游引物为：5′-

TGAAGAATGGGTGAGCTTGA-3′，扩增片段长度为
301 bp。β-actin为参照，其上游引物为：5′-TTC-
CAGCCCTCCTTCCTG-3′；下游引物为 : 5′-GCCC-
GACTCGTCATACTCC-3′，扩增片段为315 bp。
1.4.3 RT-PCR产物检测 RT-PCR产物用2％琼脂
糖凝胶电泳后，溴化乙锭染色，Biolmage凝胶摄像
分析系统进行分析，以p70 S6K与β-actin的条带密
度比值为评定p70 S6K mRNA的相对表达量。应用
SPSS 12.0统计软件进行统计学分析。
1.4.4 Western blot免疫印迹分析 将组织块剪碎，
悬于500 μL冰冷缓冲液A（含有20 mmol/L Tris-HCl、
0.1 mmol/L正钒酸钠、25 mmol/L氟化钠、2 mmol/L乙
二胺四乙酸、 2 mmol/L EGTA、 1 mmol/L DDT、
1 mmol/L苯甲基磺酰氟化物、2 μg/mL丝氨酸蛋白酶
抑制剂、1 μmol/L钙蛋白酶抑制剂）中，冰浴中将组
织匀浆粉碎，4 ℃下18 000 r/min离心30 min，吸取
上清，弃沉淀，考马斯亮蓝法测定样品中蛋白浓

度。mTOR、p70 S6K的上清分别用15%、10%十二
烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，然后转移
到聚偏二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）膜
上，经50 V转印2 h后，用TTBS洗PVDF膜3次，每次
5 min。用含5%牛血清白蛋白的TTBS封闭，4 ℃过
夜，再与抗mTOR、p70 S6K抗体室温孵育2 h，与
相应的HRP标记的羊抗兔二抗（1 ∶5 000）室温孵育
1 h，电化学发光法系统显影。分别测量对照侧和加
力3、5、7、14 d时mTOR、p70 S6K的表达量，并
行灰度值分析。采用SPSS 12.0 For Windows统计分
析软件，配对t检验分析Western blot结果。

2 结果

2.1 组织形态学观察结果
对照侧牙周膜结构致密，纤维排列有序，成纤

维细胞核的方向与细胞长轴一致，牙槽骨骨壁平整

（图1）。

图 1 对照侧牙周组织的观察结果 HE × 200
Fig 1 The observation of periodontal tissue in the control sides

HE × 200
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实验侧在3 d后牙周组织即有改变，在7 d时改
变最为明显，光镜下可见骨小梁结构稀疏，细胞排

列明显紊乱，牙槽骨骨壁凹凸不平，有很多吸收陷

窝，其内有破骨细胞存在（图2）。

图 2 实验侧加力7 d后牙周组织的改建情况 HE × 200
Fig 2 The periodontal remodeling of the experimental sides after

located appliances in 7 days HE × 200

2.2 RT-PCR检测结果
p70 S6K和β-actin的凝胶电泳图像见图3、4。

施力3 d后，p70 S6K mRNA表达增强，7 d出现高
峰，14 d呈下降趋势。对照侧和加力3、5、7、14 d
时，p70 S6K的灰度值分别为68.39、87.78、97.11、
127.25、 70.03； β -actin的灰度值分别为 189.56、
191.05、202.41、191.52、204.04。7 d时，实验侧与
对照侧灰度值比为1.86 ∶1，差异有统计学意义（P＜
0.01）。

1：Marker；2：对照侧；3：加力3 d；4：加力5 d；5：加力
7 d；6：加力14 d
图 3 RT-PCR检测p70 S6K mRNA在牙周组织中的表达

Fig 3 Expression of the p70 S6K mRNA in the periodontal tis－
sue by RT-PCR

1：Marker；2：对照侧；3：加力3 d；4：加力5 d；5：加力7 d；
6：加力14 d

图 4 RT-PCR检测β-actin的表达
Fig 4 Expression of β-actin by RT-PCR

2.3 Western blot免疫印迹分析结果
p70 S6K和mTOR的免疫印迹分析结果见图5、

6。实验侧p70 S6K和mTOR的表达量明显高于对照
侧，尤其在7 d时，p70 S6K的表达量为对照侧的2.3
倍，mTOR的表达量为对照侧的2.65倍。

图 5 p70 S6K Western blot免疫印迹结果的灰度值分析
Fig 5 Prey scale analysis of Western blot determined the ex－

pression of p70 S6K

图 6 mTOR Western blot免疫印迹结果的灰度值分析
Fig 6 Prey scale analysis of Western blot determined the ex－

pression of mTOR

3 讨论

mTOR具有蛋白激酶的活性，属于一种丝/苏氨
酸蛋白激酶。作为PI3K/Akt信号通路下游的一个效
应分子，在调节细胞生长、细胞周期进程、蛋白质
合成与降解、参与膜蛋白转运、蛋白激酶C信号转
导等生理和病理过程中发挥作用，可以被看作是细

胞生长的中心调控因子[3-4]。
mTOR在体内可磷酸化多种底物蛋白，p70 S6K

为mTOR最直接的下游底物，是核糖体40S小亚基S6
蛋白激酶，它通过磷酸化S6蛋白激酶，进而调控5′
TOP mRNA翻译蛋白的起始。5′TOP mRNA占细胞
总mRNA的20%，它的主要翻译产物包括许多翻译
元件成分如核糖体蛋白、延伸因子1α、延伸因子2
和多聚腺嘌呤核苷酸结合蛋白等[5]。

mTOR主要通过两种信号通路调控细胞的生长
和增殖：1）PI3K/Akt/mTOR/S6K通路：PI3K/Akt信号
途径现被认为是真核细胞生长和增殖的关键信号途

径[6-8]。可通过Akt直接磷酸化mTOR的Ser 2 448位点，
激活mTOR和它的下游途径，控制细胞增殖和转化
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所需特殊蛋白质的翻译。2）PI3K/Akt/TSC1-TSC2/
mTOR/S6K通路：TSC是肿瘤抑制因子，TSC基因发
生突变或缺失时会引起细胞黏附、生长和迁移，导
致大脑及肾脏结节性硬化损坏。哺乳动物细胞中
TSC1-TSC2复合物是mTOR的上游抑制因子，因此
在TSC1-TSC2异常的细胞中，mTOR和它下游的效
应分子被激活，使得细胞可以不断生长 [9]。这两条
信号途径被外界刺激激活后，作用于下游靶目标，

即p70 S6K和翻译起始因子4E-结合蛋白，调控多个
基因转录和蛋白质翻译，影响细胞周期进程，并最

终调节细胞生长、细胞分化、细胞增殖与凋亡。
目前认为，促有丝分裂生长因子、营养成分、

细胞能量水平和应力状态等激活mTOR信号通路是
通过PI3K/Akt途径来实现的。应用PI3K抑制剂沃曼
青霉素和mTOR抑制剂雷帕霉素建立了一种信号转
导模型，根据这一模型，生长因子通过与其受体结

合激活细胞内PI3K，进而激活Akt，活化的Akt直接
磷酸化mTOR，控制细胞增殖和转化所需特殊蛋白
质的翻译。

mTOR能够加快细胞周期G1-S期的转换，促进
细胞增殖[10-11]。Thomas[12]在对果蝇的研究中发现，敲
除S6K的细胞，其周期可明显延长，为正常的2倍。
表明S6K对细胞骨架的生长起决定性作用[13]。在前期
研究中，检测到mTOR及p70 S6K在口腔黏液表皮样
癌、口腔鳞癌及腮腺腺癌中表达较正常组织明显增
强。证明mTOR/p70 S6K信号通路在黏液表皮样癌、
口腔鳞癌及腮腺腺癌的发生中起重要调控作用，同

时也进一步表明其与细胞生长和增殖间的联系[14-17]。
正畸治疗的一个基本现象就是牙齿受力后牙周

组织发生改建，压力侧牙槽骨吸收，牵张侧牙槽骨

沉积，从而使牙齿移动。正畸力作为一种外源性机
械力，影响牙齿的移动和牙槽骨的改建。许多实验
都提示在机械力作用下牙周组织会产生多种细胞激

肽和细胞因子，如转化生长因子β1、骨形态发生蛋
白、胰岛素样转化生长因子、血小板衍化生长因
子、成纤维细胞生长因子等，这些细胞因子大都能
影响成骨细胞的活化和增殖。国外已有报道，在大
鼠扩大切牙中缝早期注射外源性转化生长因子β1能
促进新骨的形成[18]。Pavlin等[19]建立老鼠牙齿移动模

型来研究正畸力对成骨细胞增殖的影响，加力2 d
后，受力牙齿周围成骨细胞数量开始轻微增加，6 d
后细胞开始显著增殖。这一阶段牙周组织积极改
建，成骨细胞功能活跃，新骨沉积明显，牙周组织

改建逐渐完成。在本实验中也检测到mTOR、p70
S6K的蛋白表达在正畸施力3 d后增强，7 d达高峰，
而14 d后有下降趋势，可以推测：正畸力激活成骨

细胞，成骨细胞自身产生激肽和生长因子，正反馈

激活自身活化，通过生长因子调控mTOR/p70 S6K
信号通路，最终影响成纤维细胞、成骨细胞及破骨
细胞蛋白的合成、转录过程，产生一系列的生物效
应，最终引发正畸牙齿移动。
正畸牙移动依赖于牙槽骨的改建，这一改建过

程存在一个多因素的调控体系。本研究的一个重要
发现是：RT-PCR和Western blot免疫印迹分析结果
表明，p70 S6K和mTOR在矫治力作用下的牙周组织
改建过程中表达明显增强。证明了p70 S6K和mTOR
参与正畸牙齿移动的牙周组织改建过程。牙周组织
改建过程中需要合成更多的蛋白，p70 S6K和mTOR
的表达增强就是为大量合成蛋白质打基础。总之，
对mTOR/p70 S6K信号通路与正畸力作用下牙周组
织改建关系的研究，将会提高对mTOR/p70 S6K信
号通路与正畸牙移动分子机制的认识，并为临床加

速正畸牙移动提供有效的理论依据。
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荷下。但有学者提出：应力过低与应力过高同样值
得注意，应力不能低于生理极限，这种过低的应力

是否会造成骨的费用性萎缩还有待于进一步研究[8]。
模型B各项应力均明显高于其他3种模型，应力主要
集中于皮质骨和松质骨交界、螺纹起始处，此种螺
纹设计不可取。模型A垂直载荷下种植体颈部Von-
Mises应力、压应力高于模型C和D组，斜向载荷下
种植体、皮质骨的Von-Mises应力、压应力稍高于模
型D。理想的应力分布状况：应力在界面上均匀分
布，界面应力值是一条平滑的曲线，各部位应力差

值小。综合比较分析，两种载荷下模型A、D应力分
布比较均匀。应力集中主要出现在种植体颈部、皮
质骨上缘与种植体接触处和种植体底部最下一个螺

纹。以往常见的颈部骨边缘性丧失可能与这一区域
的高应力集中有关。综合以上分析笔者建议：种植
体螺纹设计为全螺纹分布较佳，从中1/3开始对螺纹
行截齿处理，向种植体末端移行，牙高逐渐降低，

从而减少种植体底部的应力集中。
本研究的定性分析结果表明，螺纹位置影响种

植体-骨界面的应力分布，模型A和D应力分布较均
匀，表现出可接受的生物力学行为。为了达到对于
种植义齿理想的生物力学环境，种植体设计和选择

时谨慎考虑螺纹位置与分布十分必要。
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