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不对称咀嚼力作用下 CTGF在髁突软骨中的表达
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［摘要］目的 探讨不对称咀嚼肌力对 SD大鼠髁突软骨改建的影响．方法 通过手术切除一侧颞肌和肉毒

神经毒素 A注射一侧咬肌，建立不对称咀嚼肌力 SD大鼠动物模型，每组 6只，分别于建模后 3、6、9周处死动

物，免疫组织化学检测 CTGF在大鼠髁突软骨中的表达．结果 CTGF在髁突软骨增殖层、成软骨细胞层和肥大

层表达；实验组 CTGF 的表达均较空白对照组增强（ ＜0.05）；实验组双侧髁突 CTGF 表达无明显差异 （ ＞

0.05）；实验组术后 6周 CTGF表达强于术后 3周，术后 9周强于术后 6周（＜0.05）．结论 不对称咀嚼肌力可

上调髁突软骨细胞 CTGFmRNA的表达，CTGF介导了应力对髁突软骨的改建.
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The Expression of CTGF in Condyle Cartilage under
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［Abstract］ Objective To investigate the effect of the asymmetric of masticatory force on the remodeling of

bilateral mandibular condylar cartilage of SD rats. Methods The animal models were established respectively by

excising the unilateral temporalis， and injecting botulinum toxin A into the unilateral masseter. Dividing three batch

processing 3 weeks，6 weeks， and 9 weeks after the animal modeling， six rats were killed in each group. The

expression of CTGF in condylar cartilage was observed by immunohistochemical staining. Results CTGF expressed in

proliferative layer，chondroblast layer and hypertrophic layer of the condylar cartilage. The expression of CTGF in the

experimental groups was increased than control groups （ ＜0.05） . There was no significant difference between the

left and right side in the experimental groups（ ＞0.05）， the expression of CTGF after 6 weeks of operation was

stronger than the group after 3 weeks of operation， the expression of CTGF after 9 weeks of operation was the

strongest than all of other groups（ ＜0.05） . Conclusions The asymmetric of masticatory force can up-regulate

the expression of CTGF mRNA in rat mandibular condylar chondrocytes. CTGF induces the effect of stress-mediated

on the mandibular condylar cartilage remodeling.
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颞下颌关节 （temporomandibular joint，TMJ）

作为人体的特殊关节，左右联动，与咀嚼肌、血

管神经等构成了一个完整的口颌系统，左右对称

的咀嚼肌形成均衡的应力作用于颞下颌关节．适

当的应力作用有利于颞下颌关节的正常发育，以及

形态和功能的保持，而异常的应力则可导致颞下颌

关节生长、发育畸形，甚至导致颞下颌关节的退行

性疾病的发生．而结缔组织生长因子（connective
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tissue growth factor，CTGF）是一种可刺激成纤维细

胞增殖和胶原沉积生长因子，可由成纤维细胞、平

滑肌细胞和内皮细胞合成分泌．CTGF广泛表达于

人类多种组织器官中，在病理情况下，其过度表达

与颞下颌关节的某些增生性或纤维化疾病发生发展

密切相关．

双侧咀嚼肌动力失衡将直接影响 TMJ及下颌

骨应力的分布，使其应力异常增大或分布不平衡．

以往的研究主要集中在可见因素及体外实验应力变

化对髁突软骨细胞改建影响的方面．本研究通过建
立 SD 大鼠颞肌和咬肌功能失衡动物模型，检测

CTGF表达的时空变化，探讨咀嚼肌力对髁突软骨

改进的影响．

1 材料与方法

1.1 试剂和仪器

生物组织脱水机，生物组织冷冻包埋机，组织

切片机，摊片烤片机，光学显微镜，图像采集系

统；CTGF羊抗大鼠多克隆抗体（Santa Cruz）、山

羊超敏二步法免疫组化检测试剂盒（中杉金桥）；

A型肉毒毒素制品 BOTOXA（兰州生物制品研究所

提供）．

1.2 实验动物的选择与分组

选用 4周龄雄性 SD大鼠 54只，由昆明医科

大学实验动物中心提供，许可证号：SCXK（滇）

2005-0008．无明显全身疾患、牙周健康、无失牙

及进食异常．随机分组：颞肌切除组、肉毒神经毒

素 A注射咬肌组（咬肌阻断组）和空白对照组．
1.3 动物模型的建立

颞肌切除组：手术切除其右侧喙突并切断颞

肌．咬肌注射组：分别于其下颌骨升支中央和下颌

骨下缘中点上约 5 mm注射 A型肉毒毒素 0.5 U．

空白对照组不作处理．分别于术后 3、6、9周麻醉

处死动物，每组 6只．

1.4 免疫组化检测 CTGF

免疫组化染色采用山羊超敏二步法，石蜡切片

经烤片、水化后滴加 3%过氧化氢去离子水室温闭

光孵育 10 min，以阻隔内源性过氧化物酶的活性．

PBS冲洗，滴加一抗（CTGF）工作液，室温孵育

120 min．PBS冲洗，试剂 1（Polymer Helper），室

温孵育 15 min．PBS 冲洗， 滴加试剂 2（poly－

HRPanti-Goat IgG），室温孵育 15 min．PBS冲洗，

加 DAB溶液显色，自来水充分冲洗、复染、脱水、

透明、封片．

1.5 统计学分析

应用 SPSS统计软件进行统计学分析，采用方

差分析进行统计分析，结果以均数±标准差（x±
s）表示， ＜0.05为差异有统计学意义．若有差

异，则进一步进行两两比较，多组与对照组间的比

较用 Dunett 检验，两两比较用 SNK法.

2 结果

CTGF 免疫组化染色以胞浆棕黄色着色为阳

性．所有切片均在相同放大倍数（×200）、相同光

强度下随机取 6个视野拍照，用 HPIAS-1000高清

晰度彩色图文分析系统分析处理，测定每个视野的

平均灰度值．平均灰度值介于 0～255之间，平均

灰度值越大，阳性表达越弱．CTGF蛋白在各组大

鼠髁突软骨成软骨细胞层及肥大层均有表达，将颞

肌切除组和咬肌注射组统归为实验组，并对各组大

鼠髁突软骨层 CTGF表达的平均灰度值进行比较．

统计分析结果表明， ＝7.759， ＝0.005＜0.05，

差异有统计学意义，可认为术后 9周表达强度强于

术后 6 周，术后 6 周强于术后 3 周 （图 1～2）；

＝0.545， ＝0.382＞0.05，差异无统计学意义，

可认为实验组在同一时间点手术侧与非手术侧比较

无统计学差异； ＝1.276， ＝0.000＜0.05，差异

有统计学意义，可认为实验组及空白对照组在同组

不同时间点间有差异； ＝6.424， ＝0.000＜0.05，

差异有统计学意义，可认为实验组和空白组比较，

在同一时间点有统计学差异见表 1．3 个组的

CTGF免疫组化染色见，图 3～5.

3 讨论

髁突是颞下颌关节的重要组成部分，处于一个

十分复杂的生物力学系统中，髁突软骨的生长在直

接受咀嚼力影响的同时又与肌肉的活动密切相关．

髁突软骨是颞下颌关节髁突的应力敏感区，作为继

发性软骨，其正常生长发育需要功能负荷的刺激．

在正常生理情况下，这一功能负荷主要是由咀嚼时

加在牙合面的咀嚼力传导至髁突软骨所产生的，所

以正常的咀嚼力对于维持和促进髁突的生长、发育

十分必要，而咀嚼力的改变将影响髁突的生长方

式．本研究造成一侧咀嚼肌功能不全，致使整个口

颌系统应力紊乱，实验组双侧关节应力均发生不良

改变，因此双侧髁突软骨均出现病理改变．

Aila Poikela[1]提出，在生长发育期，髁突软骨

基质对咀嚼力的刺激很敏感，咀嚼力降低抑制了下

颌髁突的生长．Basdra[2]的研究显示，在压力下培
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与空白对照组比较，* ＜0.05；同组，与前一时间比较，△ ＜0.05.

时 间
颞肌切除组 咬肌阻断组

空白对照组
手术侧（R） 手术侧（R） 非手术侧（L）

术后 3周 142.83±13.04* 145.37±6.00* 144.63±11.43* 150.60±4.30* 166.26±4.27

术后 6周 149.08±3.47*△ 149.70±7.81*△ 138.72±6.24*△ 134.28±7.23*△ 158.06±4.08△

术后 9周 134.85±16.90*△ 149.90±5.20*△ 137.72±4.52*△ 138.47±8.82*△ 161.66±2.36△

非手术侧（L）

表 1 术后 3周、6周和 9周大鼠髁突软骨层 CTGF表达的平均灰度值比较（x±s）
Tab. 1 Comparison of the average grey degree of CTGF in condylar cartilage layer 3 weeks, 6 weeks and 9 weeks

after operation between three groups（x±s）

图 1 颞肌切除组 CTGF平均灰度值

Fig. 1 The average grey degree of CTGF in the group

of excising the unilateral temporalis

与空白对照组比较，* ＜0.05.

图 2 咬肌阻断组 CTGF平均灰度值

Fig. 2 The average grey degree of CTGF in the group

of injecting the unilateral masseter

与空白对照组比较，* ＜0.05.

粤 月 悦

D E F

图 3 颞肌切除组 CTGF免疫组化染色（×200）

Fig. 3 CTGF immunohistochemical staining in the group of excising the unilateral temporalis（×200）

A:非手术侧术后 3周；B:非手术侧术后 6周；C：非手术侧术后 9周；

D：手术侧术后 3周；E：手术侧术后 6周；F：手术侧术后 9周.

* * * * ** ** * * * *
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养，软骨细胞的伸展受到抑制，表达为软骨形成，

同时还有蛋白磷酸化状态的改变，并伴有不同的

表现型．这些变化可能使软骨细胞进入更成熟的

状态，即肥大状态，以加速分化、成熟的过程，



并最终影响组织的整体生长．Hu Y等[3]的研究发现

髁突骨折可导致下颌骨和髁突的不对称改建，手

术侧与非手术侧髁突软骨中 CTGF和Ⅱ型胶原表达

不一致．Sugiyama等[4]造成 4周龄大鼠后牙咬合升

高后，观察到 TMJ髁突软骨增殖层和肥大层明显

变薄、软骨细胞体积减小．Tav对长期习惯性单侧

咀嚼患者面形进行研究，观察到长期习惯性单侧
咀嚼可使非咀嚼侧的下颌支和下颌体发育异常，

而咀嚼侧的髁突相对生长过度，导致单侧下颌骨

拉长，颏部偏斜，并形成对侧的牙反 或同侧牙

开 畸形[5]．由此可见，咀嚼力降低对髁突软骨发

育影响的途径并不是单一的，可能存在多种已知和

未知的途径，将力学信号进行传递和转导，对软骨

细胞的代谢活动产生影响．

生理状态下， 、咀嚼肌、颞下颌关节在功

能上协调一致，两侧颞下颌关节无论是在结构上还

是运动时都是对称一致的，而两侧咀嚼肌的收缩在

时间和强度上彼此保持同步，协调对称，施力于两
侧颞下颌关节上的负荷也基本对称．而当一侧咀嚼

肌功能不全时，打破了口颌系统原有的平衡，导致

另一侧咀嚼肌功能发生相应改变，这样双侧髁突及

下颌骨所受应力均发生变化．Ikuo Yonemitsu等[6]通

图 5 空白对照组 CTGF免疫组化染色（×200）

Fig. 5 CTGF immunohistochemical staining in the blank control group（×200）

A:SD大鼠 7周龄；B: SD大鼠 10周龄；C：SD大鼠 13周龄.

A B C

D E F

图 4 咬肌阻断组 CTGF免疫组化染色（×200）

Fig. 4 CTGF immunohistochemical staining in the group of injecting the unilateral masseter（×200）

A:非手术侧术后 3周；B:非手术侧术后 6周； C：非手术侧术后 9周；

D:手术侧术后 3周; E:手术侧术后 6周；F：手术侧术后 9周.

A B C
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过切除大鼠双侧咬肌建立咀嚼力降低模型，经 X

线观察发现其下颌角变大，提示咀嚼力与下颌骨形

态密切相关.Tae-Geon Kwon等[7]还发现家兔单侧咬
肌萎缩将导致同侧下颌支高度、颧弓长度的降低.

结缔组织生长因子 （connective tissue growth

factor，CTGF）是软骨细胞生长分化过程中的关键

性生长因子，作为一种软骨特异性基因表达产物，

在促进软骨细胞的增殖、分化以及骨骼的生长、改

建方面发挥重要作用．研究发现生理状态下 CTGF

在静息组织中仅少量表达[8]，但在本研究中，由于

口颌系统咀嚼肌力的平衡被打破，双侧髁突软骨处

于不对称的应力状态下，软骨细胞 CTGF的表达可

显著上调．对体外培养细胞的研究发现，物理性、

化学性刺激因素均可快速诱导细胞 CTGF和 Cyr61

的高表达，并对细胞产生持久的影响，导致细胞的

表型特征和合成分泌功能的改变[9，10]．Nakanishi等[11]

发现处于生长期体外培养兔软骨细胞可高水平的表

达 CTGFmRNA，而处于休眠期的软骨细胞和成骨

细胞则几乎不表达．CTGF 的过表达，可促进

HCS-2/8细胞的增殖，促进软骨聚集蛋白多糖分泌
和 X型胶原的表达．同样，重组的 CTGF蛋白可

促进 HCS-2/8 细胞和兔生长板软骨细胞的增殖，

促进蛋白聚糖的合成，促进Ⅱ型胶原和软骨聚集蛋

白多糖的表达．这些研究说明，CTGF可促进生长

软骨细胞增殖、分化，并形成软骨内成骨．Nishi-

da等[12]将 CTGFmRNA导入兔关节软骨细胞，研究

发现 CTGF可促进关节软骨细胞的增殖和分化，而

不促进其肥大或矿化．CTGF对兔生长软骨细胞和

关节软骨细胞的不同作用可能与取决于这两种类型

的软骨细胞的分化特征差异有关，说明 CTGF可能

介导了压应力对髁突软骨的改建过程．

正常的咀嚼肌力维持着生长发育期髁突软骨中

细胞增殖和细胞凋亡的平衡，这对于髁突软骨的改

建是十分必要的．当咀嚼力降低，髁突软骨中的细

胞感知功能负荷的改变，并通过诱导与凋亡相关蛋

白及基因的表达改变，调控髁突软骨中细胞的凋

亡，加速了软骨中细胞的分化、成熟，打破了细胞
增殖和细胞凋亡之间的平衡，从而影响了髁突软骨

的正常发育．本研究结果显示：手术切除一侧颞肌

和肉毒神经毒素 A注射一侧咬肌，实验组双侧髁

突软骨中 CTGF的表达均较空白对照组上调，手术

侧与非手术侧髁突软骨 CTGF表达无明显差异，提

示双侧咀嚼肌力的对称与协调作用是髁突正常生长

发育的重要生物学基础，咀嚼肌收缩力对髁突改建

影响的力学信号转导机制有待进一步研究．

本实验对临床中常见的深覆 、深覆盖、反

牙合等咬合畸形，以及牙列缺损、缺失等导致的咀

嚼肌力发生改变进而引起的颞下颌关节紊乱病的发

生发展有一定的临床指导意义．
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