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SD大鼠髁状突颈部骨折对大鼠髁状突软骨细胞增殖与凋亡的影响

夏英杰 １），陈建中 ２）

（1）景洪市人民医院口腔科，云南景洪 666100；２）昆明医科大学口腔医学院，云南昆明 650031）

［摘要］目的 研究发育期 SD大鼠髁状突颈部骨折对下颌髁状突软骨细胞增殖和凋亡活性的影响．方法

18只 4周龄 SD大鼠，分为髁状突骨折组及空白对照组，分别于术后 1周、3周、5周时脱颈处死，取骨折组手

术侧、非手术侧及空白对照组髁状突软骨，分别采用免疫组织化学染色和 TUNEL染色，观察髁状突软骨细胞中

增殖细胞核抗原（PCNA）阳性细胞数和凋亡细胞数．结果 在各时间点，手术侧、非手术侧的 PCNA阳性细胞

数存在统计学差异（ ＜0.01）．术后 3、5周，空白组与手术侧 PCNA阳性细胞数有统计学差异（ ＜0.01）；术

后 3周，非手术侧大鼠髁突软骨中凋亡细胞数明显增多，手术侧凋亡细胞数随时间推移明显降低；术后 1周，手

术侧的凋亡细胞数明显多于非手术侧（ ＜0.01）；术后 3 周，非手术侧的凋亡细胞数明显多于手术侧（ ＜

0.01）；术后 1、5周，空白组与手术侧凋亡细胞数有显著性差异（ ＜0.01）．结论 一侧髁状突颈部骨折导致两

侧髁状突所受应力失衡，影响两侧髁状突软骨细胞增殖与凋亡的平衡，进而影响下颌骨及颌面部的发育．
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Effect of Unilateral Condylar Neck Fracture on the
Proliferation and Apoptosis of Condylar Cartilage Cells in SD

Rats
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［Abstract］ Objective To investigate the effect of unilateral condylar neck fracture on the proliferation and

apoptosis of condylar cartilage cells in SD rats．Methods Eighteen 4 weeks old rats were randomly divided into two

groups: experimental group（unilateral condylar neck fracture），and control group（no operation）．The rats were

killed at 1，3，5 weeks after surgery，condylar cartilages were obtained in the operating side，non-operating side

of rats in experimental group and control group. Immunohistochemical staining was used to qualitively examine the
PCNA positive cell，TUNEL was chosen to detect the apoptotic cell．Results There was significant difference in

PCNA positive cell number between operating side and non-operating side in experimental group at different time（

＜0.01）．There was significant difference in PCNA positive cell number between operating side and non-operating

side in control group at 3 and 5 weeks after surgery．There was significant difference in apoptotic cell number

between operating side and non-operating side at 1 and 3 weeks after surgery. There was significant difference in

apoptotic cell number between operating side and non-operating side in control group at 1 and 5 weeks after

surgery．Conclusion The unbalanced stress caused by unilateral condylar neck fracture breaks the balance of cell

proliferation and apoptosis，and affects the development of mandible and oralsurface.
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下颌髁状突软骨与四肢生长板软骨生长方式同

为软骨内成骨，而目前认为，四肢生长板软骨主要

受遗传因素影响，而髁状突发育主要受到局部应力

及相关生长因子的影响，其中应力的作用尤为重要
[1-4]．国内外对应力作用下髁状突软骨细胞功能改

变和分子信号的转导做了大量研究，结果显示：应

力可影响髁状突软骨细胞的增殖、分化和基质形

成，对髁状突的早期发育起着重要作用[4-7]，但这

些研究多数是通过软骨细胞体外培养进行研究，但
体外培养环境和体内情况不同，不能直观研究．故

本实验通过建立4周龄 SD大鼠下颌髁状突颈部骨

折动物模型来研究体内髁状突应力改变对髁状突生

长发育的影响．

1 材料与方法

1.1 材料

选择 4周龄雄性 SD大鼠 18只（昆明医科大

学动物试验中心），要求体重相近.
1.2 分组与手术方法

1.2.1 随机分组 分为 3组：第 1 组：髁状突手

术侧（右侧），第 2组：髁状突非手术侧（右侧），

第 3组：空白对照组.

1.2.2 手术方法 取左侧卧位固定大鼠，常规消

毒，右耳前 1 cm纵切口，切开皮肤、皮下组织．

拉开腮腺，从颞肌、咬肌及外耳道之间的凹陷处入

手．钝剥离暴露髁突颈部，用眼科剪于关节囊外，

乙状切迹水平髁突颈部剪断髁突颈．最后，分层缝

合创口．

1.2.3 切片制作 在术后 1、3、5 周时分别处死

大鼠，取出骨折组手术侧（右侧）、非手术侧（左

侧）、空白对照组（右侧）的髁状突软骨，多聚甲

醛溶液固定，10％ EDTA溶液脱钙 2周．梯度乙

醇脱水，石蜡包埋，行 4 滋m厚的连续矢状切片．

1.2.4 增殖细胞核抗原 （proliferating cell
nuclear antigen, PCNA）免疫组织化学染色检测
增殖细胞 石蜡切片常规脱蜡至水；枸橼酸盐缓冲

液微波炉抗原修复；3％过氧化氢处理，以消除内

源性过氧化物酶活性；非免疫性动物血清孵育 10
min，甩去；滴加一抗（PCNA抗体，工作浓度 1:

100），4℃过夜，PBS冲洗 3×3 min/次；滴加生

物素化山羊抗小鼠 IgG，37℃，10 min，PBS冲洗

3×3 min/次；滴加 SABC复合液，37℃，10 min，

PBS冲洗 3 ×3 min/次；滴加 DAB 显色液，显微

镜下观察呈色，呈色约 1 min，见到明显棕黄色颗

粒为止；蒸馏水漂洗，梯度酒精脱水，二甲苯透

明，中性树胶封片．对照组：采用空白对照，以

PBS代替一抗，其余程序与正常染色相同．

1.2.5 原位末端标记法（TUNEL法）检测凋亡细
胞 检测凋亡细胞切片脱蜡至水；蛋白酶 K孵化

37℃，15 min；PBS洗 2×3 min/次；TUNEL反应

液孵育，50 滋L/片，37℃， 60 min；PBS洗 3×3

min/次；辣根过氧化酶孵育，50 滋L/片，37℃，
30 min，PBS洗 3×3 min/次，DAB显色剂室温孵

育 5～10 min，PBS洗 3×3 min/次，苏木素复染，

酒精脱水，干燥，中性树胶封片．对照组：采用

空白对照，以 TUNEL染色试剂盒中的标记液代替

反应液，其余程序与正常染色相同．

1.3 结果判定

光学显微镜下，PCNA免疫组化染色阳性细胞

的棕黄色阳性反应颗粒位于细胞核内，着色水平

明显高于背景色的平均水平．各样本在 40×10高

倍镜下，在髁状突软骨的增殖层和肥大层，连续

计数 3个视野中的 PCNA阳性细胞数，取均值．

光学显微镜下，TUNEL染色阳性细胞的细胞

核呈蓝黑色．各样本于 40×10高倍镜下，在髁状

突软骨的肥大层和软骨成骨层，连续计数 3 个视

野中的阳性细胞数，取均值．

1.4 统计学方法

应用 SPSS统计分析软件对实验数据进行双因
素方差分析，两两比较采用 LSD 法．检验水准
α＝0.05．

2 结果

2.1 PCNA阳性细胞表达
PCNA阳性细胞集中分布于髁状突软骨的增殖

层和浅肥大层，在纤维层和软骨钙化层也有少量

表达．手术侧及非手术侧术后 3周均较术后 1、5

周高，空白组呈现递减的趋势．术后 1、3、5周

手术侧及非手术侧 PCNA阳性细胞数有显著性差

异（ ＜0.01）．空白组在术后 3、5周与手术侧有

显著性差异（＜0.01）．术后 3周，手术侧与非手

术侧均与术后 1周有显著性差异（＜0.01），见表

1，图 1～4．

2.2 TUNEL阳性细胞表达
TUNEL阳性细胞胞核主要见于成软骨细胞层、

肥大层．手术侧、非手术侧及空白组均有下降趋

势，但手术侧下降趋势明显．术后 1周，非手术

侧、空白组与手术侧有统计学意义（ ＜0.01）．术

后5周，空白组与手术侧有统计学意义（ ＜0.01）．

术后3周，手术侧、非手术侧及空白对照组均与术后
1周有统计学意义（ ＜0.01），见图 5～8，表 2．
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与同一时间点骨折侧比较，** ＜0.01；与同一组前一时间点比较，△△ ＜0.01.

组 别 术后 1周 术后 3周 术后 5周

手术侧（右）组 12.33±1.155 17.00±1.000△△ 14.67±1.155

非手术侧（左）组 5.67±0.577** 10.67±2.082**△△ 2.67±1.155**△△

空白对照组 11.33±4.163 9.33±2.082** 4.33±0.577**△△

表 1 大鼠髁突软骨中 PCNA阳性细胞数（x±s）
Tab. 1 The number of PCNA positive cells in condylar cartilage of rats（x±s）

图 1 术后 3周手术侧 PCNA（20×10）

Fig. 1 PCNA positive cells in the operating side at 3

weeks after operation（20×10）

图 2 术后 3周手术侧 PCNA（40×10）

Fig. 2 PCNA positive cells in the operating side at 3

weeks after operation（40×10）

图 3 术后 3周非手术侧 PCNA（40×10）

Fig. 3 PCNA positive cells in the non-operating side

at 3 weeks after operation（40×10）

图 4 术后 3周空白对照组 PCNA（40×10）

Fig. 4 PCNA positive cells in the non-operating side

at 3 weeks after operation（40×10）

图 5 术后 1周手术侧 TUNEL阳性细胞（20×10）

Fig. 5 TUNEL positive cells in the operating side at 1

week after operation（20×10）

图 6 术后 1周手术侧 TUENL阳性细胞（40×10）

Fig. 6 TUNEL positive cells in the operating side at 1

week after operation（40×10）



图 7 术后 1周非手术侧 TUNEL阳性细胞（40×10）

Fig. 7 TUNEL positive cells in the non-operating side

at 1 week after operation（40×10）

图 8 术后 1周空白对照组 TUNEL阳性细胞（40×10）

Fig. 8 TUNEL positive cells in the non-operating side

at 1 week after operation（40×10）

与同一时间点骨折侧比较，** ＜0.01；与同一组前一时间点比较，△△ ＜0.01.

组 别 术后 1周 术后 3周 术后 5周

手术侧（右）组 15.67±5.508 3.00±1.000△△ 3.33±0.577

非手术侧（左）组 3.33±0.577** 12.00±2.000**△△ 1.67±0.577

空白对照组 9.33±0.577** 1.67±0.577△△ 0.67±0.577**

表 2 大鼠髁突软骨中凋亡细胞数（x±s）
Tab. 2 The number of PCNA positive cells in condylar cartilage of rats（x±s）

3 讨论

在髁状突软骨中，软骨细胞的数量和功能对于

关节软骨的正常发育和生理功能都具有十分重要的

意义．髁状突软骨细胞的总数量受软骨细胞增殖和

凋亡数量的影响，进而影响软骨内成骨及髁状突发

育[8，9]．髁状突软骨细胞增殖与凋亡在颞下颌关节的
发育过程中起着重要的作用，维持二者的动态平衡

是保证其正常发育的条件，在髁状突软骨发育过程

中，应力变化对髁状突软骨细胞增殖与凋亡是否产

生影响尚待深入研究.

国内外对髁状突软骨细胞增殖与凋亡的表达研

究主要分为体内动物模型和体外细胞及器官培养两

方面．Hajjar[10]等发现给大鼠戴功能性矫治器可促

进髁状突软骨细胞增生，PCNA的表达强度增加，

但 Teramoto M[11]等给大鼠带矫治器对髁状突实施持

续性的压力发现软骨细胞增殖及基质合成减少．

Pirttiniemi P[12]通过给大鼠喂食软硬食及磨短前牙发

现软食组及限制切牙活动将使髁状突软骨细胞增殖

活性和基质蛋白合成明显降低．Yamamot[13]等对体

外培养的髁状突软骨细胞施加 50 g/cm2静压力 20 h

后发现细胞增殖、分泌活性下降．Jiao K [14]等通过

建立大鼠实验性错 ，发现错 可引起髁状突软

骨的退变及凋亡细胞的增多．Kim J Y[15]通过对大鼠
咬肌注射肉毒素 A发现注射侧髁状突软骨增殖层

细胞凋亡增加影响髁状突软骨发育进而抑制下颌骨

发育．李松[16]等通过对第 3代新生 SD大鼠髁状突

软骨细胞加力，发现细胞增殖指数在 36 kPa加力
结束时减幅最大，细胞凋亡指数则在 12 kPa加力

结束时减幅最大，软骨细胞增殖、凋亡与应力值存

在一定的关系．以上体内外实验均提示应力变化可

影响髁状突软骨细胞成熟分化及基质的合成，且应

力过强或过低都可能会引起髁状突的病理性变化．

颞下颌关节是左右联动关节，而髁状突是下颌

骨的生长区，通过影响下颌骨的生长量和生长方

向，进而进一步影响颌面部的生长发育．本实验通

过建立 SD大鼠髁状突颈部骨折动物模型，研究骨

折组手术侧、非手术侧及空白对照组软骨细胞增殖

与凋亡情况．结果显示在各时间点，手术侧、非手

术侧的 PCNA 阳性细胞数存在统计学差异 （ ＜

0.01）．术后 1、5周手术侧 PCNA阳性细胞数明显

多于非手术侧．术后 3、5 周，空白组与手术侧

PCNA阳性细胞数有统计学差异．术后 3周，非手

术侧大鼠髁突软骨中凋亡细胞数明显增多，手术侧

凋亡细胞数随时间推移明显降低．术后 1周，手术
侧的凋亡细胞数明显多于非手术侧（ ＜0.01），术

后 3周，非手术侧的凋亡细胞数明显多于手术侧

（ ＜0.01）．术后 1、5周，空白组与手术侧凋亡细
胞数有显著性差异．空白组随时间增加，细胞增殖

与凋亡数量都在减少．提示一侧髁状突颈部骨折导

致的两侧髁状突所受应力失衡打破了两侧髁状突软

骨细胞增殖与凋亡的平衡，而软骨细胞的数目会影
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响到髁状突的形态，进而影响下颌骨及颌面部的发

育．
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