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静态压力对人牙周膜干细胞凋亡相关蛋白表达的影响 *
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摘要 目的：探讨体外模拟正畸牙移动过程中机械压力对人牙周膜干细胞(HPDLSC)凋亡相关蛋白表达的影响。方法：将体外培养

的 HPDLSC分别在自行研发的加压力装置中进行 100、200 Kpa加压 1、6和 12 h后，检测和比较其凋亡相关蛋白 caspase-3和
caspase-8的表达；流式细胞仪检测其凋亡状态。结果：100 Kpa加压 1 h的 HPDLSCs中 caspase-3和 caspase-8的蛋白表达及其凋

亡水平均显著高于对照组(P<0.05)，而加力 12 h的 HPDLSCs中 caspase-3和 caspase-8的蛋白表达和凋亡水平与对照组比较无统

计学差异(P>0.05)。200 Kpa加力 1 h的 HPDLSCs中 caspase-3和 caspase-8的蛋白表达和凋亡水平均显著低于对照组(P<0.05)，而

加力 12 h的 HPDLSCs中 caspase-3和 caspase-8的蛋白表达和凋亡水平与对照组比较无统计学差异(P>0.05)。结论：在体外模拟
正畸牙移动过程中，不同强度静态压力作用不同时间对人牙周膜干细胞的凋亡作用不同，100 Kpa静态加力加压 1 h可更有效地

促进人牙周膜干细胞的凋亡，而 200 Kpa静态加力加压 1 h可抑制人牙周膜干细胞的凋亡。
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Effect of Static Pressure on the Expression of Apoptosis Related Protein in
HPDLSC*

To investigate the effect of static pressure on the expression of apoptosis related protein in HPDLSCs.

HPDLSCs cultured in vitro were incubated under continuous static pressure of 100 Kpa and 200 Kpa for 1 h, 6 h and 12 h. The

expression of apoptosis related protein caspase-3 and caspase-8 in HPDLSCs were tested by Western Blot. The apoptosis level of

HPDLSCs was determined by Flow cytometry. Under the static pressure of 100 Kpa for 1 h, both the expressions of the apoptosis
related protein caspase-3 and caspase-8 and the level of apoptosis increased more significantly than that of the controls (P<0.05), but no

statistical significance was found when the static pressure continued for 12 h (P>0.05). Under the static pressure of 200 Kpa for 1 h, both

the expressions of the apoptosis related protein caspase-3 and caspase-8 and the level of apoptosis were lower than that of the controls

(P<0.05), but no statistical significance was found when the static pressure continued for 12 h (P>0.05). Continuous static
pressure of 100 kpa for 1 h promotes apoptosis, while continuous static pressure of 200 kpa for 1 h inhibits apoptosis.
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前言

细胞凋亡(apoptosis)是基因调控下细胞主动而有序的死亡

过程，又称程序性细胞死亡，在个体发育和维持机体内环境稳

定方面具有重要的生物学意义[1]。在牙周组织生长发育和正常

改建过程中，牙周膜细胞不断进行新陈代谢，自我更新，存在大

量的细胞增殖和细胞凋亡，而后者在此过程中具有重要作用。

研究发现细胞凋亡与组织的重建密切相关，而力学因素可促进

组织的改建[2]。

在正畸牙移动过程中，牙齿在机械力的作用下不断在牙槽

骨中发生移动，进而实现牙周组织的适应性改建。而这种压力

环境是否会增强牙周膜细胞凋亡？这个问题与牙周组织的改

建、牙槽骨吸收等问题的产生机制直接相关。本研究通过体外

模拟正畸牙齿移动过程，观察压力环境下人牙周膜成纤维细胞

凋亡相关蛋白表达水平的变化，旨在为正畸牙移动生物力学机

制和牙周组织重建提供实验和理论基础。
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图 1原代和传代培养的 HPDLSCs

Fig.1 Primary culture and subculture of HPDLSCs

1 材料与方法

1.1 材料、试剂和仪器

琢-MEM培养基胰蛋白酶(Gibco，美国)；体视显微镜，倒置

相差显微镜(OLYMPUS，日本)；酶标仪(BIO-TEC，美国)；6孔板
(Thermo，美国)；12孔板(Thermo，美国)；细胞培养箱(Thermo，

美国)；25 cm2培养瓶；75 cm2培养瓶；Annexin V PE 细胞凋亡

检测试剂盒(BD，美国)；胎牛血清(杭州四季青)；茁-Actin、cas-

pase-3、caspase-8、PPAR- 、lpl、ALP 和 sp7 单克隆抗体(abcam，

美国)；YJ-875型超净工作台 (苏州净化设备厂)；流式细胞仪
(Beckman-Couher，美国)；离心机(Kubota2100，日本)。
1.2 HPDLSC的分离培养和干细胞特性鉴定
1.2.1 HPDLSC的分离培养 第四军医大学口腔医院门诊颌

面外科取因正畸需要而拔除的前磨牙，采用全牙消化法进行原

代培养牙周膜干细胞，37 ℃，50 mL/L CO2培养箱中培养，待细

胞贴壁达 80%后，再经低密度接种法筛选出人牙周膜干细胞，

取第 3-5代 HPDLSC细胞备用。
1.2.2 HPDLSC的多向分化能力鉴定 将 HPDLSC接种于六

孔板和 75 cm2培养瓶中，分别进行成骨和成脂诱导，并采用

Western Blot检测 PPAR-、lpl、ALP和 sp7的蛋白表达。
1.3 HPDLSC压力加载

取生长良好的第 3代 hPDLSC，以 1× 105个 /mL接种在 6

孔板中，培养 24 h后进行加力。实验组分为 100 Kpa/1 h、100

Kpa/6 h 和 100 Kpa/12 h 组；200 Kpa/1 h、200 Kpa/6 h 和 200

Kpa/12 h组；设置对照组：培养板置加压箱内，不加压作为对

照。实验组加力采用专为本系列研究自行设计制作的可控液压

细胞加载系统，类似于 Yousefian系统。采用国产元件设置高压

舱，加压气流量调控器和气流量调控器，进出加压舱的气流量

可调且较恒定。本系统的加压范围在 0-300 Kpa，可任意调节加
载值，误差 <1 kpa，系统密闭性好，可对细胞加以恒定载荷。
1.4 凋亡相关蛋白 caspase-3和 caspase-8的检测

分别取加载 100 Kpa/1 h，100 Kpa/6 h和 100 Kpa/12 h；200
Kpa/1 h，200 Kpa/6 h和 200 Kpa/12 h的 hPDLSC，用细胞裂解

液提取样品细胞蛋白；超生机震荡后，进行离心 12000 r/ min，
10 min；BCA法测定蛋白浓度后，定量，利用制胶板配置好后进

行加样, SDS-PAGE电泳，转膜，封闭，利用免疫反应化学发光

剂上机检测 caspase-3和 caspase-8蛋白的表达，以 茁-Actin作
为内参。

1.5 凋亡水平的检测

分别取加载 100 Kpa/1 h、100 Kpa/6 h和 100 Kpa/12 h；200

Kpa/1 h、200 Kpa/6 h和 200 Kpa/12 h的 hPDLSC，胰酶消化后
将细胞重悬于含 30 mL/L胎牛血清的 PBS，调整细胞密度至每

组 1× 106个 /mL，按照 Annexin V PE细胞凋亡检测试剂盒说

明检测各组细胞的凋亡水平。

1.6 统计学分析

使用 SPSS19.0软件进行统计分析，多组间计量资料的比

较采用单因素方差分析，两组间比较采用 snk-q检验，以 P<0.

05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 人牙周膜干细胞的培养与鉴定

纯化后的人牙周膜干细胞呈长梭形生长，见图 1。经成骨

成脂诱导结果显示其 PPAR-、lpl、ALP和 sp7的蛋白表达均显
著增加，提示具有多向分化能力，符合干细胞特性，见图 2。

2.2 不同程度静态压力对 HPDLSCs中 caspase-3 和 caspase-8

蛋白表达的影响

100 Kpa 加力 1 h 的 HPDLSCs 中 caspase-3 和 caspase-8

的蛋白表达均显著高于对照组 (P<0.05)，而加力 12 h 的
HPDLSCs中 caspase-3和 caspase-8的蛋白表达与对照组比较

无统计学差异(P>0.05)，见图 3。200 Kpa加力 1 h的 HPDLSCs

中 caspase-3 和 caspase-8 的蛋白表达均显著低于对照组(P<0.

05)，而加力 12 h的 HPDLSCs中 caspase-3和 caspase-8的蛋白
表达与对照组比较无统计学差异(P>0.05)，见图 4。100 Kpa加

力 1h 的 HPDLSCs中 caspase-3 和 caspase-8 的蛋白表达均显

著高于对照组 (P<0.05)，200 Kpa加力 1 h的 HPDLSCs中 cas-

pase-3和 caspase-8的蛋白表达均显著低于对照组(P<0.05)，见

图 5。
2.3 不同程度静态压力对 HPDLSCs凋亡的影响

人牙周膜干细胞在体外静态加压组 100 Kpa加力 1 h的凋

亡水平明显高于对照组(P<0.05)，而加力 12h的 HPDLSCs的凋
亡水平与对照组比较无统计学差异(P>0.05)，见图 6。200 Kpa

加力 1h的 HPDLSCs凋亡水平显著低于对照组(P<0.05)，而加
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图 2 HPDLSCs中成骨成脂诱导后相应蛋白的表达(*P<0.05)

Fig.2 Expressions of related proteins in the HPDLSCs after osteogenesis and adipogenesis induction(*P<0.05)

图 3 100 Kpa静态压力加力 1、6和 12 h对 HPDLSCs中 caspase-3和 caspase-8蛋白表达的影响(*P<0.05)

Fig.3 Effect of 100 Kpa static pressure on the expressions of the apoptosis related protein caspase-3 and caspase-8(*P<0.05)

图 4 200 Kpa静态压力加力 1、6和 12 h对 HPDLSCs中 caspase-3和 caspase-8蛋白表达的影响(*P<0.05)

Fig.4 Effect of 200 Kpa static pressure on the expressions of the apoptosis related protein caspase-3 and caspase-8(*P<0.05)
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图 5 100Kpa和 200 Kpa静态压力加力 1 h对 HPDLSCs中 caspase-3和 caspase-8蛋白表达的影响(*P<0.05)

Fig.5 Effect of 100Kpa and 200 Kpa static pressure on the expressions of the apoptosis related protein caspase-3 and caspase-8(*P<0.05)

图 6 100 Kpa静态压力加力 1、6和 12 h对 HPDLSCs凋亡水平的影响(*P<0.05)

Fig.6 Effect of 100 Kpa static pressure on the apoptosis (*P<0.05)
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图 7 200 Kpa静态压力加力 1、6和 12 h对 HPDLSCs凋亡水平的影响(*P<0.05)

Fig.7 Effect of 200 Kpa static pressure on the apoptosis (*P<0.05)

力 12h 的 HPDLSCs 凋亡水平与对照组比较无统计学差异
(P>0.05)，见图 7。

3 讨论

正畸牙齿移动是在正畸矫治力的作用下，牙齿在牙槽骨内

按照预定的方向移动，从而治疗各种错颌畸形，而牙齿移动的

生物学机制在于牙周组织的改建。当正畸矫治力传递到牙周膜

上时，牙周膜发生一定的损伤，尤其是其压力侧的牙周膜纤维

被压缩，血管受压血流量减少，胶原纤维和细胞基质降解吸收，

细胞凋亡[3]，进而促使牙周膜细胞合成分泌多种细胞因子[4]，并

分化出破骨细胞；张力侧的牙周膜纤维被拉伸，胶原纤维和细

胞基质增生，成纤维细胞增殖，成骨细胞分化[5]。因此正畸牙齿

的移动过程就是压力侧骨吸收和张力侧骨形成的动态平衡过

程[6]。它并不是从一个位置到另一个位置的简单性机械移位，而

是一个生物 -机械移位过程，其中伴随着复杂的牙周组织改

建，牙周组织吸收和增生的交替是其生物学基础 [6]。

Rana[7]等通过体外加力装置，模拟牙齿移动过程中牙周膜

细胞的受力方式，研究发现细胞凋亡参与了牙周组织改建。研

究认为凋亡可能在压力侧牙周膜细胞的消亡，胶原纤维的减少

以及透明样变形区域的形成过程中发挥了一定的作用.Schwarz
[8]认为在牙齿移动过程中，压力侧的静压力接近或略低于毛细

血管的内压力（20-25 g/cm2）时，能够使毛细血管被轻微压迫，

血流量减少，毛细血管轻微堵塞，胶原纤维和基质降解吸收，牙

槽骨表面出现直接性骨吸收；而当压力侧的静压力大于毛细血

管的内压力时，就会使毛细血管完全闭塞，从而使局部的牙周

膜血供丧失，最终导致牙周膜细胞的破坏、牙周膜组织发生透

明样变性，发生间接性骨吸收。

本实验通过分离培养人牙周膜干细胞，探讨体外加载静态

压力后，其生物学特性的改变。结果显示体外加载静态压力

100 Kpa/1h后，HPDLSC 的 caspase-3 和 caspase-8 蛋白的表达

明显高于对照组。Caspase家族与细胞凋亡关系密切，主要通过

激活核酸内切酶来实现介导细胞凋亡。Caspase-3位于凋亡环

节的核心部位，在细胞凋亡过程中发挥重要作用[9]。因此该结果

提示体外加载 100 Kpa/1 h后 HPDLSC的凋亡水平明显增强。

说明在正畸牙移动过程的早期轻力作用下细胞凋亡水平增强,

细胞代谢活动增强，胶原纤维和基质降解吸收，牙周组织不断

的更新与改建，最终得以维持其内环境的稳态[6]。而在静态压力

100 Kpa/12 h作用下凋亡不明显。从细胞生物力学的角度分析，

牙周膜干细胞具有生物膜性材料的特征，属粘弹性材料，具有

蠕变和应力松弛的特征[10]。在静压力的作用下，细胞发生形变，

细胞的增殖和代谢在短时间内会受到影响，但形变发生在一段

时间后细胞会趋向稳定，对应力失去敏感性，从而出现凋亡不

明显的现象。但其具体分子调控机制并不清楚，因此需要进一

步研究探讨[11]。

本实验另一结果表明，人牙周膜干细胞在静态压力 100

Kpa/1 h作用下凋亡增强，200 Kpa/1 h 作用下细胞凋亡减弱。
Garant[12]研究发现在轻力作用下破骨细胞周围的成纤维细胞胶

原蛋白大量增加，牙周膜改建非常活跃。当牙周膜局部受到重

力作用后破骨细胞的分化受到抑制，被无菌坏死性物质所取代
[13]，发生潜掘性吸收，当巨噬细胞侵入坏死组织中，并将之清除

后，才会发生牙齿的移动，使得牙齿移动延迟[14]。Hatai[15]研究发

现在正畸力作用下牙齿发生潜掘性吸收过程中，细胞凋亡减

弱，而本实验研究结果与其相符。说明持续轻力可以刺激细胞

活性，不完全阻塞牙周膜内血管，通过直接骨吸收，牙齿发生连

续移动[16]；而重力作用使细胞活性降低，血管完全阻塞，切断了

牙周膜某一区域的血液供应[17]，发生潜掘性吸收，牙齿移动延

迟[18]。因此本实验研究结果可以解释临床上在一定范围内，矫

治力增加，牙齿移动快速，超出这个范围牙齿移动反而受阻这

一现象[20]。但其具体分子调控机制并不清楚，因此需要进一步

研究探讨。

总之，本实验研究发现在体外模拟正畸牙移动过程中，不

同加力力值和不同加力时间对人牙周膜干细胞的凋亡作用不

同。同一加压力值不同加压时间时，100 Kpa加压 1 h更有效的
促进 HPDLSC 的凋亡；同一加压时间不同加压力值时，100
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Kpa/1 h促进细胞凋亡，200 Kpa/1 h抑制细胞凋亡。
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