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功能矫形前伸青春期大鼠下颌后浅层嚼肌细胞凋亡的研究 *
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摘要 目的：研究功能矫形前伸大鼠下颌后浅层嚼肌细胞凋亡的变化规律，探讨功能矫形的肌肉改建机理。方法：选用 50 只 5 周

龄 Sprague-Dawley(SD)雄性大白鼠，随机分为实验组和对照组各 25 只。实验组大鼠戴自制上颌功能矫治嚣，引导下颌前伸，并打

开咬合。利用 RT-PCR 方法检测两组大鼠浅层嚼肌 Bcl-2 和 Bax 基因表达情况，利用 TUNEL 方法检测浅层嚼肌细胞凋亡情况。
结果：①Bcl-2 和 Bax 基因表达随大鼠戴用矫治器时间的延长而升高，至第 3 周开始下降但仍高于对照组，但 Bax 的表达高于

Bcl-2。Bax/Bcl-2 比值随大鼠戴用矫治器时间的延长而升高，至第 4 周开始下降。②TUNEL 实验结果显示浅层嚼肌细胞在戴用矫

治器 1 天后，开始出现凋亡，随着时间延长而增加，至第 3 周达到顶峰，第 4 周开始下降。结论：①Bax/Bcl-2 比值升高促进浅层嚼

肌细胞凋亡。②功能矫形可引起浅层嚼肌细胞凋亡，导致肌肉的结构和功能发生适应性改建。
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ABSTRACT Objective: To investigate the relationship of the apoptotic superficial masseter muscle cells after functional mandibular
advancement on juvenile rats. Methods: Fifty 5-week-old male Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divided into experimental and
control groups. The mimic functional appliances were used in experimental groups, and the rats of two groups were killed on 1st, 7th,
14th, 21th, 28th day. The erminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine 5-triphosphate nick and labeling (TUNEL) and
Hoechst 33258method was used to detect superficial masseter muscle cells apoptosis. Bax and Bcl-2 expression was detected by PCR.
Results:① Bax and Bcl-2 expression and the value of Bax/Bcl-2 increased after insertion of the appliance, and reach the peak on the 21st
day then decreased. ② The apoptotic cells increased after insertion of the appliance, and reach the peak on the 21st day then decreased.
Conclusion:① The increased value of Bax/Bcl-2 promoted superficial masseter muscle cells apoptosis. ② Superficial masseter muscles
cells appeared apoptosis and rebuilt after functional mandibular advancement.

Key Words: Functional orthopedics; Superficial masseter muscles; Apoptotic
Chinese Library Classification: R783.5 Document code: A
Article ID:1673-6273(2011)06-1048-04

* 基金项目：国家自然科学基金（30770528）资助; 青岛市科技局科技支撑计划(10-3-3-4-4-nsh)

作者简介：杜衍晓（1983-），男，硕士研究生，主要研究方向：口腔正畸学 E-mail:yanxiaodu@126.com

△通讯作者：袁晓，电话：0532-88905346，E-mail：yuanxiaoqd@163.com

（收稿日期：2010-12-05 接受日期：2010-12-31）

前言

功能矫形导下颌向前作为一种行之有效的方法，矫治骨性

II 类错颌畸形，已经在临床上得到广泛应用，是口腔正畸学中

早期治疗儿童骨性或功能性下颌后缩畸形的主要方法，其中，

浅层嚼肌是前伸下颌的主要肌肉之一。Graber 曾指出：肌肉功

能与面颌形态相关。当骨骼与肌肉相互有冲突时，骨骼会产生

适应性的改变。同时，肌肉也会对骨骼产生适应性改建[1]。近年

来，许多学者对功能矫形下的髁突改建及激素和生长因子在功

能矫形中的调控机制做了深入研究[2-3]。细胞凋亡在功能矫形中

肌肉适应性改建过程中起着重要作用，目前关于这方面的研究

较少。本研究采用功能矫形方法前伸青春期大鼠下颌，观察浅

层嚼肌细胞的凋亡变化规律，探讨功能矫形状态下肌肉改建的

机制。

1 材料与方法

1.1 动物

实验组：选用 5w 周龄，雄性 Sprague-Dawley(SD)大白鼠

（SPF 级）50 只，体重 130±5g。随机分为实验组和对照组，每组

大鼠 5 只。
1.2 实验方法与步骤

1.2.1 大鼠前伸下颌模型的建立 对照组大鼠不戴用矫治器，实

验组大鼠佩戴可摘式上颌斜面导板功能矫治器 [4]，每天戴用

12h，8:00- 20:00。斜面导板与牙合平面呈 30°- 40°，当大鼠闭
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合时，下切牙咬在斜面导板上，下颌前伸约 3mm，咬合打开约

3mm，引导下颌前伸并打开咬合。实验组大鼠分别戴用矫治器

1d、1w、2w、3w、4w。实验组大鼠自由供给饮食，对照组大鼠限

制饮食，自由饮水，以保证两组动物体重增加量相当。
1.2.2 标本取材 各实验组及其相应对照组动物分别于第 1d、
1w、2w、3w、4w，采用断颈法相继处死，取双侧浅层嚼肌。分别

留取部分组织用于 RNA 提取，另将部分组织置于 4％多聚甲

醛中固定 12h，常规石蜡包埋切片，连续切片，3μm/ 片，用于

免疫组化和细胞凋亡的检测。
1.2.3 RT-PCR 采用北京百泰克生物技术有限公司的高纯总

RNA 快速提取试剂盒 （离心柱型） 提取新鲜浅层嚼肌组织总

RNA，经核酸蛋白分析仪（Eppendof BioPhotometer plus）测定

RNA 浓度，逆转录反应体系为 0.5 μg 总 RNA，1 μL Oligo
(dT), 1μL dNTP Mixture, 加 RNA Free H2O 至总体积 14μL。
置于 PCR 仪（MultiGene）上，65℃ 5 分钟，置于冰上急冷。在上

述 PCR 管中加入以下反应液：4 μL 5×first-strand Buffer, 1
μL M-Mulv Reverse Transcriptase, 1 μL Rnase Inhibitor 至总

体积 20μL。PCR 反应体系包括 2μL cDNA，上下游引物[5-7]

（表 1）（10μmol/L）各 1μL，2×Master Mix 10μL, RNA-Free
H2O 6μL，共 20μL。以β-actin 做内参照，反应步骤如下：①
β-Actin 和 Bax：95℃预变性 5 分钟；95℃变性 30 秒，55℃退火

30 秒，72℃延伸 40 秒，40 个循环；72℃钟末延伸 10 分钟。②
Bcl-2：95℃预变性 5 分钟；95℃变性 30 秒，62℃退火 30 秒，

72℃延伸 40 秒，40 个循环；72℃钟末延伸 10 分钟。各取 5μL
目的基因和内参照 PCR 产物 2.5％琼脂糖凝胶 （50 μL /2.5
μL Goldview 核酸染料液）电泳（100V，30min，北京六一公司

水平电泳仪）。利用凝胶成像分析系统（Gel Doc 2000 BioRad 公

司），测定目的基因 PCR 产物条带与β-actin 产物条带的吸光

度（A），计算两者比值作为目的基因的相对表达量。

表 1 Bcl-2、Bax 和β-actin 引物序列及预期扩增产物长度

Table.1 Sequence of Primers Bcl-2,Bax andβ-actin

Substance Primer Sequence Expanded product (bp)

Bcl-2 Forward Primer 5'-GGAGGATTGTGGCCTTCTTTGAG-3' 271bp

Reverse Primer 5'-TATGCACCCAGAGTGATGCAGGC-3'

Bax Forward Primer 5'-GAGCTGCAGAGGATGATTG-3' 186bp

Reverse Primer 5'-GATGGTTCTGATCAGCTCG-3'

β-actin Forward Primer 5'-GCCCTAGACTTCGAGC-3' 217 bp

Reverse Primer 5'-CTTTACGGATGTCAACGT-3'

1.2.4 TUNEL 法检测细胞凋亡 实验步骤按试剂盒（罗氏）说明

书操作。结果判定：高倍镜下观察，凋亡细胞核呈棕黄色或棕褐

色，正常细胞核呈蓝色。每例标本随机取 10 个高倍视野（400
倍），至少计数 1000 个细胞中凋亡细胞所占的百分比，即凋亡

指数（apoptosis index，AI），计算公式为：骨骼肌细胞凋亡率 =
凋亡细胞核／(凋亡细胞核 + 正常细胞核)×100％。
1.3 统计学分析

各分组所得计量数据采用均数±标准差(X±S)表示，采用

SPSS17. 0 统计软件分别针不同时间段进行实验组与对照组之

间的独立样本 t 检验分析，以及针对不同组别进行各时间段之

间的单因素方差分析。检验水准α=0.05，p<0.05 为具有统计学

意义。

2 结果

2.1 浅层嚼肌组织 Bax、Bcl-2 mRNA 水平的表达

各组大鼠浅层嚼肌组织提取总 RNA，RT-PCR 后电泳结果

（图 1）.目的基因 Bax/Bcl-2 灰度值比值结果（图 2）。对照组内，

各试验天数之间无显著性差异；实验组内各不同时间段，除 1
周组和 4 周组、2 周组和 3 周组之间无显著性差异外，其他各

组间均有显著性差异。Bax/Bcl-2 比值自第 1 天开始上升至 21
天达到高峰，开始回落。不同时间段，实验组和对照组之间比较

除 1 天组外，其余各组之间均有显著性差异。

图 1 Bcl-2,Bax,β-actin PCR 产物电泳图

Figure1 Expression of Bcl-2,Bax,β-actin mRNA in superficial masseter

muscle by RT-PCR

图 2 Bax/bcl-2 比值的变化

Figure 2 The expression of myogenin mRNA in superficial masseter

muscles
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2.2 浅层嚼肌细胞凋亡的发生

大鼠浅层嚼肌组织石蜡切片，凋亡检测 TUNEL 法 DAB
染色。显微镜下显示凋亡细胞的胞核呈棕黄色颗粒状，散在分

布（图 3）。分析结果如图 4, 对照组内，各试验天数之间无显著

性差异；实验组内各不同时间段之间均有有显著意义。不同时

间段，实验组和对照组之间比较均有显著性差异。

图 3 A、B、C、D、E、F 依次为对照组、1 天组、1 周组、2 周组、3周组、4 周组。→为凋亡细胞（400×）

Figure 3 From A to F is group control, group 1 day,1w, 2ws, 3ws and group 4ws.→ means apoptotic cells（400×）

图 4 TUNEL 法检测细胞凋亡率(AI)

Figure 4 The detection of apoptosis index(AI) by TUNEL.

3 讨论

3.1 生长发育对浅层嚼肌细胞凋亡的影响

生长发育高峰期和高峰前期是临床功能矫治的最佳时机，

故本实验选用生长发育前期的雄性 Sprague-Dawley(SD)大鼠

为研究对象。结果表明，对照组大鼠自 5 周龄开始，1 天，1 周，2
周, 3 周, 4 周, 浅层嚼肌细胞凋亡未发生显著性变化。虽然有研

究表明，哺乳动物，包括人类，在胎儿肌肉发育的早期，高于

40%的肌细胞要通过凋亡来清除[8]。但本研究表明自生长发育

高峰前期的第 5 周开始，在骨骼肌的成熟过程中，细胞凋亡未

有显著性变化，自第 5 周到第 9 周，Wistar 大鼠的生长发育高

峰期阶段，骨骼肌的生长发育对浅层嚼肌细胞凋亡并无显著影

响。
3.2 功能矫形对浅层嚼肌细胞凋亡的影响

功能矫形通过矫治器持续牵张咀嚼肌及口周肌，使其产生

的收缩力传递到牙、牙周膜、颌骨等部位，促进软硬组织发生适

应性改建，重建新的功能形态平衡。其中，浅层嚼肌是参与咀嚼

和功能矫形治疗的主要肌肉，功能矫形治疗中前伸下颌及打开

咬合均与浅层嚼肌的功能状态有关。故浅层嚼肌细胞的在肌收

缩力的调控下发生的适应性改建在功能矫治以及疗效的维持

和稳定中起着重要作用。
王昕等研究证明在功能矫形力作用下，浅层嚼肌肌小节数

增多，肌小节长度减少．提示在功能矫形力的作用下，大鼠浅

层嚼肌在功能和结构上都产生了相应的适应性变化[9]。宋锦璘

等通过对大鼠翼外肌成肌细胞施加交变应力观察对其形态学

改建的影响，发现不同的交变应力对大鼠翼外肌成肌细胞形态

学改建具有一定的影响，在一定范围内的交变应力可以促进成

肌细胞在二维方向的排列[10]。
凋亡可能是一个被骨骼肌所利用的生理性机制，以适应其

被改变的结构和形态的功能需要。Donatella B 等的结果证明凋

亡并不限于病理性肌肉，也可以发生在正常成熟的骨骼肌纤

维[11]。袁晓等的体外细胞研究表明成肌细胞在周期性张应力下

可以发生凋亡，提示应力是引起成肌细胞凋亡的重要因素[12]。
但动物实验不同于细胞实验，调控途径非常复杂，不仅受力学

刺激的影响，还受到神经体液的调节。本实验在 m-RNA 水平

检测了浅层嚼肌细胞 Bcl-2 和 Bax 的表达结果。随着大鼠戴用

矫治器时间的延长，浅层嚼肌处于持续收缩状态，Bcl-2 和 Bax
基因的表达均增高，但 Bcl-2 基因的表达强度比 Bax 要弱。
Bax／BcL-2 比值随着大鼠戴用矫治器的时间延长而升高，至

第 3 周到达顶峰，第 4 周开始降低，但仍高于对照组。大鼠戴用

矫治器 1 天，实验组和对照组之间无显著性差异，可能与大鼠

戴用矫治器后刚开始激活基因启动表达，处于表达的早期阶段

有关。1 周组和 4 周组、2 周组和 3 周组之间没有显著性差异，

可能与大鼠戴用矫治器 1 周后，激活基因，其表达处于上升期，

但第 2 周和第 3 周表达差异不明显，第 3 周达到峰值后，到第
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4 周时基因表达产生适应，处于下降期有关。在众多凋亡相关

基因中, Bcl-2x 基因家族成员是主要的调控因子。Bcl-2 能够抑

制细胞的凋亡,Bax 的作用则正好相反[13]。Bax／BcL-2 比值大

小决定了促进凋亡还是抑制凋亡。Bax／BcL-2 比值升高则促

进凋亡。Tews DS 发现大鼠面肌失去神经支配后凋亡相关蛋白

Bcl-2、Bax 表达处于高水平，恢复神经支配 7 周后 Bcl-2 表达

增高，Bax 表达下降，认为大鼠面肌失去神经支配后 Bcl-2 的高

表达有助于维持肌细胞的存活，持续增加的 Bcl-2 的表达可以

对抗 Bax 促进凋亡的作用[14]。本实验结果表明，在功能矫形力

的作用下，Bcl-2x 家族基因表达发生了相应变化，参与调控了

浅层嚼肌细胞的凋亡。
TUNEL 法检测细胞凋亡，具有灵敏性和特异性高的优点，

且可定量，适合于机制的研究。TUNEL 法是用生化方法特异地

标记凋亡细胞，因此可以将凋亡细胞与坏死细胞、活细胞区分

开，凋亡细胞表现增强的荧光，而坏死细胞和活细胞均不着染

荧光。对于从形态上难以区分的细胞，如晚期凋亡细胞与坏死

细胞，凋亡小体与具有小核的正常细胞，用 TUNEL 可以将其

准确区分。TUNEL 还可用于只有极少的细胞发生凋亡的情况，

特别是在正常组织中。TUNEL 与 DNA 水平同时进行检测，可

以分析估计凋亡的动态变化[15]。故本实验用 TUNEL 法并结合

PCR 检测浅层嚼肌细胞凋亡，使实验更加严密。结果显示：在功

能矫形过程中，随着大鼠戴用矫治器时间的延长，浅层嚼肌细

胞处于长期的被动收缩状态，为适应这种持续的张力活动，浅

层嚼肌发生适应性改建，肌细胞的凋亡也随着时间的延长出现

增加，实验组细胞凋亡指数各时间段间均有显著性差异。到第

21 天组到达峰值后开始下降，这可能与嚼肌细胞产生了功能

和结构上的适应，处于增殖和分化状态的细胞增多，肌细胞发

生改建有关，从而引起凋亡指数的降低。可见经过矫形治疗，浅

层嚼肌从一个稳态改建过渡到另一个稳态，为了适应新的位

置，从而发生了适应性改建。
功能矫形治疗骨性 II 类错颌畸形是正畸临床常用的方法。

通过矫治器引导下颌前伸，促进髁状突的生长发育，打开咬合，

改变原有异常的肌功能，在经过软硬组织间的适应性改建，建

立新的肌功能平衡。本实验浅层嚼肌的变化与治疗目的相一

致，可能参与建立新的肌功能平衡，为临床巩固和维持疗效奠

定功能结构基础。
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