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【摘要】 目的 观察不同强度咬合干扰去除前后，大鼠三叉神经脊束核内星形胶质细胞及小胶质细胞活化

的变化情况，探讨星形胶质细胞及小胶质细胞与咬合干扰致大鼠咀嚼肌机械痛觉敏感的关系。方法 选用

雄性 Sprague Dawley 大鼠（200～220 g），通过在大鼠右上第一磨牙粘固不同厚度金属冠的方法建立咬合干扰

模型。实验分为假干扰组、0.4 mm咬合干扰组、0.4 mm咬合干扰 6 d去除组、0.2 mm咬合干扰组、0.2 mm咬合

干扰 6 d去除组，共 5组，每组 12只大鼠。分别于建模后 3、5、7、14 d各取 3只脑干组织切片进行免疫荧光检

测，胶质纤维酸性蛋白（Glial fibrillary acidic protein，GFAP）标记星形胶质细胞；III型补体受体（Complement re⁃
ceptor type 3，OX⁃42）标记小胶质细胞，半定量方法评价星形胶质细胞和小胶质细胞的形态变化。结果 ①假

干扰组中星形胶质细胞和小胶质细胞均未见明显活化；②0.4 mm咬合干扰组 3～7 d星形胶质细胞和小胶

质细胞表现为轻至中度活化；14 d时星形胶质细胞活化有所减弱，与假干扰组相比仍有轻度活化，而小胶

质细胞活化不明显。0.2 mm 咬合干扰组星形胶质细胞和小胶质细胞活化变化趋势与 0.4 mm咬合干扰

组相似，但是相同时间点 0.4 mm咬合干扰组胶质细胞活化程度较 0.2 mm咬合干扰组强；③0.4 mm咬合干

扰 6 d去除组咬合干扰去除后胶质细胞活化即减弱，14 d时星形胶质细胞仍有明显活化，而小胶质细胞活

化不明显；0.2 mm咬合干扰 6 d去除组胶质细胞活化变化的趋势与 0.4 mm咬合干扰 6 d去除组相似。结论

咬合干扰可以引起星形胶质细胞和小胶质细胞的活化，星形胶质细胞的活化持续时间较长。胶质细胞活化

程度与咬合干扰强度之间具有一定的关系。
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【Abstract】 Objective To investigate the morphological changes in microglia and astroglia before and after the re⁃
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moval of occlusal interferences in rats and to further understand whether astroglia and microglia activation is involved in
experimental occlusal interference⁃induced masticatory muscle pain. Methods Male Sprague⁃Dawley rats (200⁃220 g)
were used. Crowns of two heights (0.2 mm and 0.4 mm) were bonded to the right maxillary first molars to establish ex⁃
perimental rat models of occlusal interference. The rats were randomly assigned to one of five groups of twelve rats each:
sham⁃occlusal interference control group, 0.4 mm occlusal interference group, 6⁃day removal of 0.4 mm occlusal interfer⁃
ence group, 0.2 mm occlusal interference group, and 6⁃day removal of 0.2 mm occlusal interference group. The rats
were sacrificed by transcardiac perfusion after deep anesthetization on days 3, 5, 7, and 14. Brain stem sections were ob⁃
tained and processed for immunofluorescence staining of GFAP and OX⁃42. Expression levels were semiquantitatively
analyzed. Results ① Based on the markers OX⁃42 and GFAP, trigeminal⁃spinal nucleus (Vsp) microglia and astroglia
showed no activation in the sham⁃occlusal interference control group. ② In the 0.4 mm and 0.2 mm occlusal interfer⁃
ence groups, Vsp microglia and astroglia showed mild to moderate activation after 3⁃7 days of occlusal interference. Vsp
astroglia remained activated on day 14, but Vsp microglia did not. At the same time point, the 0.4 mm occlusal interfer⁃
ence group had greater activation than the 0.2 mm occlusal interference group. ③ In the 6⁃day removal of 0.4 mm and
0.2 mm occlusal interference groups, microglia and astroglia activation decreased after removal of the occlusal interfer⁃
ence. Vsp astroglia remained activated on day 14, but microglia showed no activation. Conclusion Microglia and astro⁃
cyte activation is induced in the Vsp after experimental occlusal interference. The astrocytes remained activated for lon⁃
ger than the microglia. The glia activation level is closely related to the intensity of occlusal interference.
【Key words】 Occlusal interference; Microglia; Astrocyte; Pain; Mechanical hyperalgesia

疼痛是当今困扰人类的一大难题，流行病学

研究结果表明，成年人中慢性疼痛的发病率高达

30%左右［1⁃3］，人群中约 22%的人在过去半年内至

少出现过一次口颌面疼痛［4］，而咀嚼肌疼痛是口

颌面疼痛中较常见的一种。有学者研究发现咬合

干扰与咀嚼肌疼痛之间具有密切的关系［5⁃7］，但具

体的机制尚不完全清楚。其中胶质细胞在慢性疼

痛的产生和维持中的作用是近年来研究的热点之

一。1994年 Garrison 等［8］通过实验最早发现了胶

质细胞参与疼痛的过程，他在外周神经损伤模型

中发现了胶质细胞的活化，给予拮抗剂抑制胶质

细胞的活化后痛敏也得到了抑制。随后越来越多

的研究表明，胶质细胞主导的神经炎症和神经免

疫反应在病理性疼痛的发生和维持中发挥着重要

的作用［9⁃ 10］。进一步研究发现临床上大部分能够

缓解神经痛的药物均具有阻断胶质细胞活化的作

用，并且胶质细胞活化抑制剂也具有对抗痛觉过

敏和痛觉超敏的作用［11］。然而目前大部分关于

慢性疼痛的研究都来自于躯体疼痛模型中脊髓水

平的研究。虽然三叉神经脊束核（trigeminal⁃spi⁃
nal nucleus，Vc）在口颌面疼痛中的作用与脊髓背

角在躯体中疼痛中的作用非常类似。但是不能直

接将脊髓水平的研究结果直接应用于口腔颌面

部。本课题组前期研究发现咬合干扰可以导致大

鼠三叉神经脊束核内小胶质细胞和星形胶质细

胞的活化，并推测三叉神经脊束核小胶质细胞和

星形胶质细胞的持续活化可能是咬合干扰致大鼠

咀嚼肌慢性疼痛的中枢机制之一［12⁃13］。但是咬合

干扰去除后胶质细胞的活化情况变化如何？不同

程度咬合干扰引起的胶质细胞的活化程度是否存

在差异?这些都尚未见研究。

本研究主要通过免疫荧光染色的方法标记星

形胶质细胞和小胶质细胞的形态和表型的变化，

观察不同强度咬合干扰（0.2 mm和 0.4 mm）6 d去

除前后，不同时间点胶质细胞的活化情况，进一步

探讨胶质细胞在咬合干扰致大鼠咀嚼肌机械痛觉

敏感中的作用。

1 材料和方法

1.1 实验动物及试剂

健康雄性 SD（Sprague⁃Dawley）大鼠，初始体质

量为 200～220 g，饲养条件：24 h昼夜，室温25 ℃，自

由饮水、饮食，由北京大学医学部实验动物科学部提

供。胶质纤维酸性蛋白（Glial fibrillary acidic pro⁃
tein，GFAP）（Abcam，美国）；Ⅲ型补体受体（Comple⁃
ment receptor type 3，OX⁃42）（Abcam，美国）；异硫氰
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酸荧光素 (Fluorescein isothiocyanate, FITC)（北京中

杉金桥生物技术有限公司，中国）。

1.2 方法

1.2.1 实验动物分型 实验动物随机分为①假干

扰组：进行假干扰操作，全麻下于大鼠右上第一磨

牙粘接不影响咬合的金属带环；②0.4 mm咬合干

扰组：全麻下于大鼠右上第一磨牙粘接 0.4 mm厚

度金属冠，整个实验过程不去除；③0.4 mm咬合干

扰 6 d 去除组：全麻下于大鼠右上第一磨牙粘接

0.4 mm 厚度金属冠，粘接后 6 d 去除咬合干扰；

④0.2 mm咬合干扰组：全麻下于大鼠右上第一磨

牙粘接 0.2 mm厚度金属冠，整个实验过程不去除；

⑤0.2 mm咬合干扰 6 d 去除组：全麻下于大鼠右

上第一磨牙粘接 0.2 mm 厚度金属冠，粘接后 6 d
去除咬合干扰；共 5组，每组12只大鼠。分别于建

模后3、5、7、14 d取脑干组织切片行免疫荧光检测。

1.2.2 实验动物灌流取材 实验动物以 1%（质量

分数）戊巴比妥钠溶液过量麻醉后，剪开胸腔后迅

速进行左心室灌注。先用 250 mL 温热 0.1 mol/L
PBS溶液快速灌流，冲净血液，待右心房流出液体

变清后，用 4 ℃下保存的 4% 多聚甲醛固定液

（PFA）溶液约 100 mL进行快速灌流，使 PFA能迅

速渗透到全身组织，最后用约 200 mL 4% PFA溶液

缓慢灌注固定组织，时间约 30 min。取脑干及颈髓

以 obex为中心头向 2 mm，尾向 5 mm组织块，放入

4% PFA溶液后于摇床上振荡固定 4～6 h，转移至

组织保护液中置于4 ℃冰箱内保存过夜。组织冰冻

包埋剂固定后于-20 ℃下冰冻切片，厚度为 30 μm，

每隔 3片取一片置于 0.1 mol/L PBS溶液多孔皿中，

4 ℃冰箱内保存组织漂片备用。

1.2.3 免疫荧光染色标记 取出 4 ℃冰箱内保存

的组织漂片进行洗片（0.1 mol/L PBS浸泡 3次，其

中前 2次 5 min，第 3次 10 min），置于 4%山羊血清

室温下封闭 60 min，然后OX⁃42、1∶300、4 ℃下孵育

过两夜或GFAP、1∶800、4 ℃下孵育过两夜，再次

洗片后 FITC⁃羊抗小鼠 IgG 1∶200室温孵育90 min
后洗片，再用0号勾线笔挑取切片贴于载玻片上，自

然风干，最后滴加防淬灭荧光封片剂后放置盖玻片，

荧光显微镜下观察，留取照片。

1.2.4 评价方法 免疫荧光染色切片于显微镜下

观察，确定 obex 水平切片（图 1）。参考 Colburn
等［14］对脊髓胶质细胞活化的分级标准，对各组实

验动物 obex水平切片中星形胶质细胞和小胶质细

胞的活化程度分别进行评价：基础染色（0）：胶质

细胞分布均匀，分枝细长广泛；轻度活化（+）：胶

质细胞数量稍增多或染色轻度增强，细胞分枝状

均匀分布；中度活化（++）：胶质细胞胞体增大，染

色增加，突起变短增粗，部分细胞出现交叠；重度

活化（+++）：胶质细胞胞体肥大，染色较强，突起

短而粗，细胞间重叠分布，成团块状。

2 结 果

2.1 不同时间点星形胶质细胞形态学变化

假干扰组：星形胶质细胞的胞浆和突起内可

见 GFAP阳性表达，细胞轮廓清楚，细胞周围可见

散在突起。低倍镜下 GFAP染色阳性细胞广泛均

匀分布，三叉神经脊束核背侧可见染色相对明

sp5
Vc

Vi

LRt
ROb

CC CC

Gr AP
NTS

LRt
Pya b

a：定位图，示咬合干扰侧 obex水平脑干切片图像（× 40），黄色矩形框内为图 2～3范围；b：（引自Olszewski［15］）示该层面各个

核团解剖定位；Vc ：尾侧亚核；Vi：极间亚核；sp5：三叉神经脊束；LRt：延髓腹外侧网状核；AP：最后区；Gr：薄束核；NTS：孤
束核；CC ：中央管；Rob：中缝核；Py：锥体束

图 1 Obex水平脑干切片定位图及示意图

Figure 1 Localization and schematic diagram of brainstem sections at the obex level
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假干扰组

A组

B组

C组

D组

3 d 5 d 7 d 14 d

A组：0.4 mm咬合干扰组；B组：0.2 mm咬合干扰组；C组：0.4 mm咬合干扰 6 d去除组；D组：0.2 mm咬合干扰 6 d去除组

图 2 免疫荧光染色显示各组三叉神经脊束核内Vi/Vc交界区中星形胶质细胞活化的变化（×100）
Figure 2 Changes in astroglia activation in the Vi/Vc junction by immunofluorescence staining（×100）

显。活化程度评价为基础染色（0）。

0.4 mm咬合干扰组：咬合干扰后 3～7 d，Vi/Vc
交界区星形胶质细胞染色明显增强，与假干扰组相

比，细胞胞体明显肥大，突起增多变粗，部分细胞发

生重叠（图 2），大部分表现为中度活化（++）。14 d
时活化有所减弱，与假干扰组相比仍有轻度活化。

0.2 mm咬合干扰组：咬合干扰后星形胶质细

胞的活化状况的变化趋势与 0.4 mm咬合干扰组类

似，但相同时间点 0.4 mm咬合干扰组活化程度较

0.2 mm咬合干扰组强，染色更深。

0.4 mm咬合干扰6 d去除组：咬合干扰后3～7 d，
与假干扰组相比，可见Vi/Vc 交界区中星形胶质细

胞染色增强，部分星形胶质细胞表现为活化型，与

基础状态相比，细胞胞体增大，突起增多变粗，偶

尔可见细胞重叠分布。咬合干扰去除后（7 d）与咬

合干扰去除前（5 d）相比，染色有所减弱，细胞重叠

减少，活化程度有所减轻。14 d时星形胶质细胞活

化程度进一步减弱，但与假干扰组相比仍有明显

的活化。

0.2 mm咬合干扰 6 d去除组：与 0.4 mm咬合干

扰 6 d 去除组类似，咬合干扰后星形胶质细胞出

现活化，逐渐增强，6 d咬合干扰去除后活化程度

开始减弱，14 d 时仍有轻度活化。相同时间点

0.4 mm咬合干扰 6 d去除组星形胶质细胞活化程

·· 769



口腔疾病防治 2018年 12月 第 26卷 第 12期

度较 0.2 mm咬合干扰 6 d去除组强。

2.2 不同时间点小胶质细胞形态学变化

假干扰组：OX⁃42染色阳性细胞广泛均匀分布

于脑干组织切片中，小胶质细胞由细小的胞体向

周围伸出爪样突起，表现为分枝状，呈基础状态

（图 3）。

假干扰组

A组

B组

C组

D组

3 d 5 d 7 d 14 d

A组：0.4 mm咬合干扰组；B组：0.2 mm咬合干扰组；C组：0.4 mm咬合干扰 6 d去除组；D组：0.2 mm咬合干扰 6 d去除组

图 3 免疫荧光染色显示各组三叉神经脊束核内Vi/Vc交界区中小胶质细胞活化的变化（×100）
Figure 3 Changes in microglia activation in the Vi/Vc junction by immunofluorescence staining （×100）

0.4 mm咬合干扰组：咬合干扰后 3～7 d三叉

神经脊束核 Vi/Vc交界区小胶质细胞可见染色增

强，与基础状态相比，可见胞体增大，突起变粗增

多，染色加深。14 d时小胶质细胞形态及染色强度

与假干扰组相比类似，活化不明显。

0.2 mm咬合干扰组：小胶质细胞活化情况变

化趋势与 0.4 mm咬合干扰组相似，但相同时间点

0.4 mm咬合干扰组小胶质细胞活化程度较 0.2 mm
咬合干扰组稍有增强。

0.4 mm咬合干扰 6 d去除组：咬合干扰去除前

小胶质细胞活化情况的变化与 0.4 mm咬合干扰组

类似，咬合干扰去除后小胶质细胞活化强度有所

减弱，14 d时小胶质细胞活化程度与假干扰组相

似，大部分细胞处于基础状态。
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时间

3 d
5 d
7 d
14 d

A
1#
+
+
++
+

2#
+
++
++
++

3#
+
++
++
+

B
1#
+
+
++
+

2#
+
++
++
+

3#
+
+
+
+

C
1#
+
++
++
+

2#
+
+
+
+

3#
+
++
+
+

D
1#
+
+
++
+

2#
+
++
+
+

3#
+
++
+
0

表 1 各组大鼠不同时间点星形胶质细胞GFAP表达半定量分析

Table 1 Semiquantitative analysis of GFAP expression in astrocytes at different time points in each group

注 1#、2#、3#：动物编号；A：0.4 mm咬合干扰组；B：0.2 mm咬合干扰组；C：0.4 mm咬合干扰 6 d去除组；D：0.2 mm咬合干扰 6 d去除组

时间

3 d
5 d
7 d
14 d

A
1#
+
+
++
+

2#
+
+
+
0

3#
+
++
++
+

B
1#
+
+
+
0

2#
+
+
++
+

3#
+
+
+
0

C
1#
+
++
+
0

2#
+
+
++
0

3#
+
+
+
+

D
1#
0
+
+
0

2#
+
+
+
+

3#
+
+
+
0

表 2 各组大鼠不同时间点小胶质细胞OX⁃42表达半定量分析

Table 2 Semiquantitative analysis of OX⁃42 expression in microglia at different time points in each group

注 1#、2#、3#：动物编号；A：0.4 mm咬合干扰组；B：0.2 mm咬合干扰组；C：0.4 mm咬合干扰 6 d去除组；D：0.2 mm咬合干扰 6 d去除组

0.2 mm咬合干扰 6 d 去除组：小胶质细胞活

化情况变化趋势与 0.4 mm咬合干扰 6 d去除组类

似，但相同时间点 0.4 mm 咬合干扰 6 d 去除组较

0.2 mm咬合干扰 6 d去除组有所增强，而 14 d时两

组小胶质细胞大部分表现为基础状态。

2.3 不同时间点星形胶质细胞及小胶质细胞形态

学变化的半定量分析结果

假干扰组不同时间点星形胶质细胞及小胶质

细胞的活化状态为基础染色（0）。其余各组胶质

细胞形态学变化结果见表 1和表 2。

3 讨 论

近年来越来越多关于脊髓内胶质细胞的研究

表明其在慢性疼痛产生和维持过程中发挥着重要

的作用［16⁃17］。Garrison等［18］发现星形胶质细胞活化

程度的标志分子胶质纤维酸性蛋白（GFAP）的免疫

反应活性与痛觉敏化成正比。活化状态下的小胶

质细胞其表面特异性分子 OX ⁃ 42 表达显著增

加［19］。大部分研究结果主要来源于躯体性疼痛研

究模型。Vc在口腔颌面疼痛中的作用与脊髓背角

在躯体疼痛中的作用非常类似。Vc是接受口腔颌

面部组织刺激的主要部位，并且来自肌肉的伤害性

刺激可以投射到Vi/Vc交界区。实验中选取了具有

代表性的 obex水平切片进行分析，正是Vi/Vc交界

区的部位［20］。实验中发现单侧咬合干扰后双侧胶

质细胞均出现活化，与咬合干扰模型中行为学研究

结果相符合［5］。

本实验中发现咬合干扰后 3 d开始，双侧胶质

细胞出现活化，咬合干扰去除后活化程度减轻。

与前期研究双侧咀嚼肌机械反应阈值随咬合干扰

时间的变化相符合［5］。星形胶质细胞和小胶质细

胞的活化变化存在差异。小胶质细胞咬合干扰去

除后出现减轻，至 14 d观察结束时基本恢复至假

干扰组水平，而星形胶质细胞咬合干扰去除后虽

然活化程度也有所减轻，但至 14 d观察终点时仍

保持活化状态，推测星形胶质细胞在慢性疼痛的

维持中发挥更重要的作用［10，21］。但是具体的机制

有待进一步实验研究进行探索。

实验中比较发现，相同时间点胶质细胞的活

化程度 0.2 mm 咬合干扰组比 0.4 mm 咬合干扰组

轻，其中星形胶质细胞活化程度的差异较为明

显。提示不同咬合干扰强度对胶质细胞活化的程

度具有一定的影响。本课题组前期 Cao等［12］发现

咬合干扰模型中大鼠咀嚼肌机械刺激反应阈值与

咬合干扰严重程度具有相关性。Oda等［22］也发现

不同程度咬合干扰（0.5 mm和 0.75 mm）可以引起

人大脑不同程度的激活。
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胶质细胞的活化指的是在外周组织或神经受

到伤害性信息刺激后，胶质细胞在结构和功能上发

生显著的变化，并表达各种分子物质，由生理状态

下的“静息状态”转变为主动发挥各种功能的“活化

状态”［23］，利用GFAP 和 OX⁃42免疫荧光标记染色

可以观察到胶质细胞形态和表型的变化，提示活化

的持续时间和恢复时间，而 GFAP和 OX⁃42的受体

与刺激引起的基因转录和胞内信号通路没有直接

的关系，他们只是细胞内级联的产物，能在一定程

度上代表细胞曾经出现过功能活化，但不能完全代

表其功能活性，并且实验中采用免疫荧光染色标记

的方法不能定量分析胶质细胞的活化程度，具有一

定的局限性。
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