
l临床口腔医学杂志 2008年7月第 24卷第7期 J Clin StornatolJul，2008，Vo1．24．No．7 

体外牵张新生大鼠颅骨缝组织 

培养液一氧化氮的表达变化木 
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(1上海市口腔病防治院正畸科 上海 2~31；2南京医科大学口腔医学院正畸科) 

[摘要] 目的：探讨一氧化氮 (nitric oxide，NO)在机械力调节骨缝生长改建过程中早期表达变化的意义。方法： 

取实验组和对照组体外器官培养的培养液，用 NO试剂盒，检测牵张实验组和对照组新生大鼠颅骨骨缝组织在 1 h、6 

h、24 h、48 h生成 NO的表达变化。实验组和对照组标本进行常规 HE染色和组织形态学观察。结果：实验组的骨缝被 

显著扩宽，缝细胞计数结果显著高于对照组。实验组在受力 1 h后，NO含量开始明显增加，到48 h最为明显。生成的 

NO量明显高于对照组。结论：NO在机械力促进颅骨缝组织改建中具有重要的作用。 
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The r~ ang effect oftensile stress on producing NO in cranial suture of neonatal tats in vitro e．alv~ria cllI— 

ture ZHONG Wei--jie，ZHANG Wei—bing，WANG Lin．The Orthodontic Department of鼬彻 Stomatologicol Disease 

Center，Shanghai 200031，China． 

[Abstract] Objective．-To study the mechanism of NO in regulating the early growth of cranial suture under tensile 

stress．M ethod．The level of NO in the culture medium of experimental and control groups was calculated．HE stain was 

used to observe the sutural morphology change of the experimental and control groups．Result：The width of suture in the 

experimental groups is than that of the control groups．The number of suture cells of experimental groups is obviously 

larger than that of control groups，especially osteoblast and mesenchymal cells．The level of NO in expe rimental group was 

higherthan that of control group ㈣ ．05)．Th e level of NO increased after lh in experimental group，and it kept inereas- 

ing with the time．It increased remarkably at 48h CP<0．01)．Conclusion：NO plays an important role in mechanical 

force-induced suture remodeling 

['Key words] the level Of NO；cranial suture；in vitro model system：tensile stress 

正畸临床上常应用机械力调节骨缝生长来矫治颅 

面错耠畸形，但是机体细胞是如何将力学信号转变为 

生化信号从而引发细胞增殖分化，蛋白合成分泌及新 

骨沉积反应的机制并不清楚n ]。有研究显示：一氧化 

氮(Nitric oxide，NO)是一种可高度弥散的自由基。作 

为第二信使和神经递质，是细胞一细胞间信息传递的重 

要调节因子，NO在转导机械应力对骨组织的刺激、促 

进骨形成中具有重要的作用b]。有关机械张力对颅骨 
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缝组织生成 NO调节作用的研究尚未见报道。本研究 

拟通过检测机械张力作用下新生大鼠颅骨缝组织生成 

NO的动态表达变化，探讨 NO在张应力调节骨缝生长 

中的作用。 

材料和方法 

1 颅骨缝体外牵张模型的建立 

按照本课题组报道的实验方法Ⅲ建立新生大 鼠颅骨缝体外 

牵张模型，分别于培养 1 h、6 h、24 h、48 h时收获组织标本。 

2 NO含量的测定 
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收 集 1 h 、 6 h 、 2 4 h 、 4 8 h 各 个 时 间 点 培 养 后 的 D M E M 培 养

液 于 E p 管 中 ， 每 个样本 收集 0 ． 3 m l ， 标记 后 置 于 一 2 0 ℃ 冻存 。

采用 硝 酸 还 原酶 法 ， 用 N O 试 剂 盒 (南 京 聚 力 生 物 医 学 工 程

研 究所提 供) 按 说 明书 的操 作 步骤进 行 测 定 。

3 组织 学观 察

培 养 结束 时 ， 颅骨 缝 组 织 标本 于 10 ％ 中性福 尔 马林 中固 定

10 h ， 常规 脱 水 、 采 用 10 ％ E D T A 脱 钙 、 包 埋 ， 每 个标 本 均 沿 牵 张

力方 向作冠 状 切 片 ， 将 颅 骨 矢状 缝 组 织 石 蜡 块 切 片制 成 4 Ix m 连

续 切 片 。 行 H E 常 规 染 色 ， 光 镜 下 观 察颅 骨 矢 状 缝 形 态 学 改 变 ，

进 行 计 算机 辅 助 组 织 形 态 学测 量 分 析 。 采 用 Ol y m p u s 研 究显 微

镜对 切 片进 行观 察 ， 用 S P OT C O D C C D 摄像 头进 行 图像 采 集 ， 并

用 L u z e x F 型 多功 能 图像分 析仪进 行 分析 。 每组 选 用
一

张切 片 ，

在 高倍 镜 下 ( 2 0 X ) 进 行 分 析 ， 每 张 切 片在 骨 棘 交 错 相 对 处 测量

颅骨 缝 宽度 ， 按标准 方 格 (3 0 0 斗m × 5 0 0 斗m ) 对 骨 缝 间细 胞 进 行

缝 细 胞 计 数 ( 不 分细 胞 的类 型) ， 如 图 l 所 示 。 以 3 次测 量值 的均

值 作 为该 组 在 该 时 间段 的 实测 值 。

4 统 计 学 分析

应 用单 因素 方差 分析 (o n e - w a y A N O V A ) 比较 对 照 组 与 实验

组 N O 有 无 差 别 ， q 检验 分别 比较 两 组 不 同 时段 N O 的生 成 有无

差 别 。

(+ _ 一 指缝扩 张 受 力 方 向)

图 1 颅骨缝组 织形 态测 量 ( × 2 0 0 )

结 果

1
一

般观 察

对 照 组 和 实验 组 均 未 见 培 养液浑浊 ， 培 养液显 微 镜 下 观 察

证 实无 细菌污 染 。 实验 组 培养液 比对 照 组 培养 液颜 色 略深 暗 ， 提

示 实验 组 代 谢产 物较 多 。

2 N O 测 定

实验 组 及 对 照 组 大 鼠颅 骨 缝 的培 养基 中均 能检 测 到 N O 的

表达 。 骨 缝 组 织 受 到牵 张 力 后 生 成 的 N O 明显 高于 对 照 组 ( P <

0 ．0 5 ) ( 见表 1 ) 。 与对 照 组 相 比 ， 实验 组 细 胞 在受 力 1 h 后 ， N O 含

量 即 开 始 明显 增 加 (P < 0 ． 0 5 ) ， 并 随着 时 间延 长 而 进
一

步 增 加 ， 以

4 8 h 最 为 明显 ( P <0 ． 0 1 ) 。

表 1 机械张 力作用不 同时间对 大 鼠颅骨缝组 织 生成 N O 的影 响

( tx m o l ／L ， x ±s )

�
：与对 照 组 相 比 ， P ( 0 ．0 5

� 4 0 7 �

3 组 织 学观 察结果

实验 组骨 缝扩 宽 ， 缝细 胞 数 目显 著增 加

H E 染色 观 察显 示 ： 实验 组 可 见 骨 缝 显 著 扩 宽 ， 周 围成 骨 细

胞 活 跃 ， 毛细 血 管增 生 。 实验 4 8 h 组 骨缝 宽度 (2 9 1 ． 9 9 ~ 2 ． 8 1 ¨m ，

n = 4 ) 与 同 期 对 照 第 4 8 h 组 (2 1 5 ． 9 0 + 4 ． 7 9 I． L m ， n
-

- - 4 ) 相 比 显 著 增

加 qo < 0 ． 0 1 ) 。 缝细 胞 计 数 结 果显 示实验 组 ( 1 8 4 ~ 3 ， n = 4 ) 显 著高于

对 照 组 ( 1 0 6 ~ 4 ， n _ 4 ) Q < 0 ． 0 1 ) 。 对 照 组 和 实验 组 均 未 见 组 织坏

死 。 ( 见 图 2 )

对照 组 实验组

图 2 组 织 学观 测 结果

讨 论

一

氧 化 氮 (N i t r i c o x i d e ， N O ) 是
一

种 可 高度 弥 散 的

自由基 。 作为第 二 信使和 神经 递质 ， 是 细 胞 一 细 胞 间信

息 传 递 的重 要 调 节 因 子 ， 是
一

种 细 胞 间信 息 交换 载 体 。

N O 参与广 泛 的生 理 功 能 调 节 ， 如 免 疫 和 细 胞毒性 、 感

受 神经 传 导 及 免疫 防御 机 制等 [5]
。 目前 的研 究证 实 ， N O

也 与骨 组 织 细 胞 的功 能关系 密 切 ， 在 骨 改 建 过 程 中具

有 重 要 的 自分 泌 或 旁分 泌 功 能 []]
。 细 胞 因 子 、 机械应 力

和 雌激 素 的刺激作 用 ， 将 促进 N O 的生 成 ‘“
。 N O 通 过 调

节 破 骨 细 胞 的吸 收 活 性 和 成骨 细 胞 的增 殖 功 能 ， 在维

持骨 形 态 和 骨 改建 中起着重 要作 用 [7 3
。 但 是 N O 在机械

应 力 调 节骨 缝 生 长 改建 过 程 中 的作 用 未 得 到 明 确 的 认

识 。

N O 是
一

种 不 稳 定 、 易 扩 散 、 半 衰 期 极 短 (3 ～ 5 s ) 、

化 学性质极为 活 泼 的 自由基 。 L 一 精氨酸 (L — A r g ) 和 活 性

氧分 子 在
一

氧化 氮 合 酶 (n i t ri c o x i d e s y n t h a s e ， N O S ) 催

化 ， 还 原 型 辅酶 E (N A D P H ) 、 黄 素 单 核苷 酸 (蹦 N ) 、 黄
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素腺嘌呤二核苷酸(FAD)、四氢生物喋呤(BH)等因子 

辅助下，生成 L一瓜氨酸 (L—Cit)，同时释放 NO。依据 

NOS对 Ca ／CaM 的依赖性不 同，NOS分为原生型 

NOS(cNOS)和诱导型 NOS(iNOS)。cNOS存在于内皮 

细胞、中枢和外周神经等细胞中，又分为脑型 NOS 

(nNOS)和内皮细胞型NOS(eNOS)[5]。NO没有专门的 

贮存及释放机制，生成后直接向四周扩散，透过细胞膜 

进入靶细胞发挥作用晦]。NO半衰期极短，会迅速与水、 

氧、超氧自由基反应生成亚硝酸盐和硝酸盐，亚硝酸盐 

的总量是反应 NO产量最好的指标。所以检测组织或 

体液内的 NO含量，可以通过测定亚硝酸盐含量来间 

接测定。 

本研究结果表明骨缝组织细胞受到机械牵张力后 

促进了NO的生成。机械牵张力对NO的调节作用在受 

力 1 h后即出现，并随着时间延长而进一步增加，以48 

h最为明显。机械张力对新生大鼠颅骨缝组织生成 NO 

调节作用的机理可能是：机械张力致使插入颅骨缝两 

端骨缘的纤维受到张力牵拉，缝组织发生变形，产生流 

动剪切应力作用于骨缝细胞，通过刺激可溶性鸟苷酸 

环化酶，促进 cGMP的合成来促进 NO的生成[9]。机械 

应力刺激生成的NO又与细胞内可溶性鸟甘酸环化酶 

的亚铁原卟啉上的铁离子结合，促进 GTP生成 cGMP， 

升高的cGMP刺激依赖 cGMP的蛋白激酶，调节磷酸 

二酯酶和离子通道，导致细胞内Ca 增加和阳离子通 

道的开放，C 由细胞外内流达到一定浓度，使 Ca结合 

cNOS，cNOS随即被激活，数分钟内引起 NO释放，从而 

引起机械生物信号转导通路的活化，调节细胞的生理 

功能[．o-。本实验中48 h时NO含量最高，可能是随着受 

力时间的延长，各种细胞因子逐渐产生 TNF一仅，IL-l， 

IFN一 等引起 iNOS的活性增强所致。机械应力作用下 

NO的早期快速大量释放，可能是骨缝组织细胞将机械 

应力刺激转导入细胞，生成促进细胞增殖分化的生化 

信号分子的关键步骤。实验组 NO的生成显著高于对 

照组，机械张力作用下实验组的缝组织细胞计数显著 

高于对照组的结果，两者高度相关。表明NO在骨缝组 

织的成骨细胞及成纤维细胞等的增殖及功能分化过程 

中起了重要的调控作用。在机械刺激作用下，NO合成 

迅速增高，外力在诱导骨生长过程中，NO起到了信号 

转导作用 n ]。机械力诱导 NO合成是机械力诱导 

PGE2合成的必要条件。而 PGE2是参与力转导的重要 

的第二信使体系，同时PGE2参与骨的代谢作用，促进 

骨的形成。NO可能是机械力引起骨反应的重要媒介 
[7l

。 

NO与骨缝组织细胞功能关系密切。多种细胞因 

子、机械应激和激素等因素均可影响 NO的生成。NO 

具有双重作用：生理情况下，广泛参与包括运动等系统 

的生理功能，但生成过多过长时间的NO则可产生细 

胞毒效应，成为自由基，造成多种损害。机械张应力产 

生的一氧化氮含量到底受何种因素影响?在怎样的范 

围内促进骨缝的生长?这些问题仍有待进一步研究。 
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生智齿拔出方法及并发症的防治，共 29章，60余万字，400余幅 
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