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【摘要】 目的 探讨牙周炎对胰岛素靶组织中脂肪细胞因子受体表达的调控及其在骨骼肌胰岛素抵抗中的

作用。方法 将 40只新出生的雄性 SD大鼠随机分为 4组：肥胖合并牙周炎组（OB + CP），肥胖组（OB），牙周

炎组（CP）和正常对照组（C）。通过皮下注射谷氨酸钠建立肥胖模型；丝线结扎联合局部接种牙周致病菌建

立牙周炎模型。采用免疫组化染色法检测 4组大鼠骨骼肌组织中瘦素受体的表达。结果 瘦素受体在C组

和CP组的骨骼肌中广泛表达，组间差异无统计学意义（P > 0.05）；而在OB组和OB + CP组骨骼肌组织中表达

量减少，OB + CP组中瘦素受体的表达量低于OB组，差异有统计学意义（P < 0.05）。肥胖和牙周炎对骨骼肌

中瘦素受体的表达存在交互效应（P < 0.05）。结论 牙周炎的局部感染不能直接影响大鼠骨骼肌组织中瘦

素受体的表达，但牙周炎可使肥胖机体骨骼肌中瘦素受体的表达下调。
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【Abstract】 Objective To invesitgate the protein expression for leptin receptor in skeletal muscle in periodontitis
and obese rat models, with the aim of exploring the effect of experimental periodontitis on adipokines receptors in insulin⁃
targeting tissues and underlying mechanisms of skeletal muscle insulin resistance. Methods Forty natal SD male rats
were randomly divided into four groups, respectively: obese rats with periodontitis (OB+ CP group), obese rats without
periodontitis (OB group), normal rats with periodontitis (CP group) and normal rats without periodontitis (C group).
Obese rat model was established by subcutaneous injection of sodium glutamate. Experimental periodontitis was in⁃
duced by ligation and inoculation of periodontal pathogens. Immunohistochemical analysis of leptin receptor expression
in skeletal muscle of four groups was employed. Results In the skeletal muscle, the protein for leptin receptor in the C
group and CP group were popular and strong positive, and there was no statistically significant difference between the
groups (P > 0.05). The protein expressions in the OB + CP group and OB group were decreased. Fewer protein expres⁃
sion was detected in the OB + CP group when compared with OB group (P < 0.05). A synergistic interaction between
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牙周炎是由菌斑微生物引起的以牙周局部软组

织的破坏和骨组织的吸收为主要特征的慢性炎症

性疾病［1］。流行病学研究证实牙周炎与肥胖有关，

并且影响糖尿病患者糖化血红蛋白的控制［2⁃3］。肥

胖机体内贮存的大量脂肪组织是具有活跃分泌功

能的内分泌器官［4］，可以分泌大量的脂肪细胞因子，

作为炎症介质和信号分子参与机体的能量代谢，免

疫调控和炎症介导［5⁃6］。其中，瘦素与胰岛素抵抗的

关系尤为密切，对胰岛素的合成、分泌发挥着负反馈

调节的作用，在2型糖尿病的发病中扮演了重要的角

色［7］。而骨骼肌是瘦素受体的主要靶器官之一，它们

参与葡萄糖的摄取，转运和利用，当这些靶器官组织

对胰岛素反应性减低时，机体降血糖效应受损，发生

胰岛素抵抗［8⁃9］。研究证实牙周炎这一局部慢性感

染，在单独存在或联合肥胖的状态下，可造成脂肪

组织炎症状态的加重，关键脂肪细胞因子表达失

调，血清中瘦素和脂联素水平升高，并且这种改变

与机体的胰岛素抵抗有关［10］。但牙周炎是否能造

成骨骼肌中这些脂肪细胞因子的受体表达异常，目

前尚未明确。本研究通过注射谷氨酸钠（Monosodi⁃
um Glutamate，MSG）和结扎法诱导实验性肥胖和牙

周炎模型，观察大鼠骨骼肌组织中瘦素受体的表

达，探讨在肥胖机体胰岛素抵抗的发生发展过程

中，牙周炎可能参与炎症调控的机制。

1 材料和方法

1.1 实验分组

40 只新出生的雄性 Sprague⁃Dawley（SD，由中

山大学实验动物中心提供，实验动物使用许可证

号：SYXK（粤）2007⁃0081）大鼠在 SPF环境中饲养，

随机分为 4组（n＝10），分别为肥胖合并牙周炎组

（OB + CP）、肥胖组（OB）、牙周炎组（CP）和正常对

照组（C），每组 10只。

1.2 肥胖合并牙周炎动物模型的建立

粉剂的谷氨酸钠经生理盐水溶解，高温高压消

毒后备用。OB组和OB + CP组大鼠在出生后第 2、
4、6、8、10天分5次给药。给药前用75%的医用乙醇

消毒仔鼠背部皮肤，使用1 mL注射器按照0.3%的给

药剂量抽取MSG溶液从背部皮下缓慢、匀速推注。

待药物在皮下均匀分散无自行溢出后，拔出针头，棉

球擦拭注射部位，压迫止血，放回笼中由母鼠喂养。

出生第21天时大鼠离乳，单笼饲养，常规饮食饮水，

实时观察大鼠的发病状态。于12周龄时将OB + CP
组与CP组的大鼠共20只一起进行牙周丝线结扎和

涂布包括牙龈卟啉单胞菌（Porphyromonas gingivalis，
P. gingivalis）ATCC33277，伴放线放线杆菌（Actino⁃
bacillus actinomycetemcomitans，Aa）ATCC 29522，中
间普雷沃菌（Prevotella intermedia，Pi）ATCC 25611
和具核梭杆菌（Fusobacterium nucleatumFn）ATCC
25586四种牙周致病菌的混悬液，以诱导实验性牙周

炎。采用10%水合氯醛溶液，麻醉剂量为3 ml/kg，经
腹腔注射麻醉大鼠，将大鼠的四肢和上颌固定于手

术板上，丝线结扎上颌双侧第一，第二磨牙共4颗后

牙。自制扁头探针分别分离近远中，颊舌向 4个方

向的牙龈造成人造牙周袋，将结扎好的丝线压入深

牙周袋内，以完全没入牙龈为准，以四种菌的混悬液

滴入牙周袋，浸满丝线。术后常规分笼饲养，定期观

察，诱导实验性牙周炎8周。

1.3 肥胖合并牙周炎大鼠模型的验证

1.3.1 肥胖模型的验证 经MSG诱导的大鼠从6周
龄（成年期）至 12周龄期间，每周定期观测体质量

（BW），体长，腹围，血压，血糖的变化。大鼠的体长

为鼻⁃肛长，测量大鼠静息俯卧状态下，从鼻尖到肛

门的距离（BL）。根据体质量和体长，计算 Lees指
数，Lees index = BW（g）0.33/BL（cm）× 1000，判定大鼠向心

性肥胖程度。采用无创型大鼠血压仪测定尾动脉血

压的变化。空腹血糖的测定采用尾静脉血。大鼠禁

食 12 h，放入大鼠固定器中，取鼠尾静脉血 2 mL，室
温静置 2 h，3 000 r/min转速离心 5 min，取上清液检

测血糖浓度。根据大鼠的外观特征，Lees指数，血

压和空腹血糖指标综合判断MSG诱导的大鼠肥胖

模型是否成功建立。

1.3.2 牙周炎模型的验证 Micro⁃CT检测：4组大

鼠的颌骨样本固定 48 h后，采用Micro⁃CT扫描，三

obesity and periodontitis was evident to the expression for the leptin receptor (P < 0.05). Conclusion Local infection
induced by experimental periodontitis can barely down⁃regulate the protein expression for leptin receptor in the skeletal
muscle. However, periodontitis can significantly down⁃regulate the protein expressions with the presence of obesity.
【Key words】 Periodontitis; Leptin receptor; Skeletal muscle; Insulin resistance
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维重建，测量双侧后牙结扎区的牙槽骨吸收后的

剩余骨量，并进行统计学分析。

1.4 骨骼肌中瘦素受体的免疫组化及半定量测定方法

采用 SABC法分别标记 4组大鼠骨骼肌组织中

瘦素受体的蛋白表达。以 PBS代替一抗做空白对

照，以非免疫性兔血清代替一抗做阴性对照，以自

身对照做阳性对照。显微镜下观察，瘦素受体的

阳性结果判定为骨骼肌细胞的胞膜和胞浆的棕黄

色染色，阴性结果为切片无黄染。显微镜显影系

统采集图像。选择每只大鼠 1张组织切片，每张切

片在高倍镜（400 ×）下随机选取 5个视野，Image⁃
ProPlus软件测量并计算阳性信号积分光密度值。

1.5 统计学分析

应用 SPSS 13.0统计软件进行数据分析，数据

采用均数 ± 标准差表示，各组数据经 one⁃Sample
Kolmogorov⁃Smirnov 检验是否服从正态分布，Levene
检验是否满足方差齐性，P < 0.05认为差异有统计

学意义。两组数据比较采用独立样本 t检验；四组

之间的整体比较采用析因设计资料的方差分析，同

一处理因素两个不同水平之间以及同一水平不同

处理因素之间的比较采用独立样本的 t检验。

2 结 果
2.1 肥胖模型成功建立

MSG诱导的大鼠与正常对照组的大鼠其 Lees
指数、血压和血糖值数据见表 1。

MSG诱导的大鼠，其 Lees指数高于正常对照

组（P < 0.000 1），血压较正常对照组大鼠的血压高

（P = 0.001）。MSG诱导的大鼠空腹血糖也明显高

于正常对照组（P < 0.000 1）。说明经MSG诱导，

大鼠表现出明显的向心性肥胖体征。大鼠在血压

和血糖方面出现调控异常，这些均与人类糖尿病

的病变特征类似。

OB（+）
OB（-）
合计

F/t值

P值

CP（+）
0.385 ± 0.009
0.386 ± 0.012
0.386 ± 0.010

-0.136
0.893

CP（-）
0.438 ± 0.007
0.438 ± 0.010
0.438 ± 0.009

-0.558
0.586

合计

0.411 ± 0.028
0.412 ± 0.029
0.412 ± 0.028

0.0331）

0.8581）

F/t值

-11.918
-10.152
224.2931）

（F值 = 0.033，P值 = 0.858）2）

P值

< 0.000 1
< 0.000 1
< 0.000 11）

表 2 结扎 8周后各组大鼠牙槽骨体积剩余量的比较

Table 2 Alveolar bone volume fraction of different groups at 8 weeks after ligation n = 10，x ± s

注 OB：肥胖组；CP：牙周炎组；1）主效应值；2）交互效应值。

MSG诱导组

对照组

t值

P值

Lees指数

298.39 ± 13.68
275.53 ± 5.65

8.523
< 0.000 1

血压（mmHg）
124 ± 11.06
118 ± 7.12

3.725
0.001

血糖（mmol/L)
6.0 ± 0.58

4.14 ± 0.4
-6.600
< 0.000 1

注 MSG：注射谷氨酸钠。

表 1 肥胖的指标检测结果

Table 1 Data of obesity examination n = 20，x ± s

2.2 牙周炎模型成功建立

CP组与OB + CP组大鼠口内检查见结扎区磨

牙牙龈红肿、探诊出血；OB组和C组大鼠牙龈色粉

红、质韧、探诊出血阴性。Micro⁃CT检测结果如表 2
所示，牙槽骨剩余体积量在OB组与 C组明显多于

CP组与OB + CP组，差异有统计学意义（P < 0.01），

但CP组和OB + CP组（P＝0.893）以及OB组和C组

（P＝0.586）之间差异无统计学。说明牙周结扎联

合涂菌造成 CP 组及 OB + CP 组牙槽骨的明显丧

失，牙周炎模型成功建立。统计学分析也表明，牙

周结扎联合涂菌与MSG所诱导的肥胖，对大鼠牙

槽骨丧失无交互效应（F＝0.033，P＝0.858）。

2.3 骨骼肌中瘦素受体的表达

四组大鼠骨骼肌中瘦素受体的蛋白表达，OB
+ CP组（图 1a）的蛋白表达较弱，染色为浅棕色，且

只有部分肌细胞表达；OB组（图 1b）的表达比OB +
CP组稍广泛，但染色亦较浅；相比之下，CP组（图

1c）和C组（图 1d）的骨骼肌中普遍表达该蛋白，且

染色较深，表达呈强阳性。经蛋白半定量分析，如

表 3所示，OB组瘦素受体的表达高于OB + CP组，

但低于 C组，差异有统计学意义（P < 0.05）；CP组

与 C组之间瘦素受体的表达量差异无统计学意义

（P > 0.05）。但肥胖和牙周炎对骨骼肌中瘦素受体

的表达存在交互效应（F＝4.341，P＝0.039）。

3 讨 论

以往对瘦素和炎症反应的相关性研究［11］表

明，瘦素可以参与身体多种功能的调节，并且在免

疫和炎症反应中起关键作用。在比较不同牙周状

态下龈沟液瘦素水平时，学者发现瘦素的表达水
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OB（+）
OB（-）
合计

F/t值

P值

CP（+）
0.119 ± 0.009
0.159 ± 0.021
0.139 ± 0.026

-10.565
< 0.001

CP（-）
0.126 ± 0.008
0.157 ± 0.015
0.142 ± 0.019

-11.567
< 0.001

合计

0.122 ± 0.010
0.158 ± 0.018
0.140 ± 0.023
239.050 1）

< 0.001 1）

F/t值

-3.490
0.272
1.731 1）

（F值 = 4.341，P值 = 0.039）2）

P值

0.001
0.786
0.190 1）

表 3 四组大鼠骨骼肌中瘦素受体蛋白表达半定量分析

Table 3 Semi⁃quantitative analysis of leptin receptor protein in different groups n = 10，x ± s

注 OB：肥胖组；CP：牙周炎组；1）主效应值；2）交互效应值。

a：OB + CP 组；b：OB 组；

c：CP组；d：C组。OB：肥胖

组；CP：牙周炎组；C：对

照组。

图 1 大鼠骨骼肌组织

免疫组织化学染色（ ×
200）
Figure 1 Immunohisto⁃
chemical staining of
leptin receptor in skeletal
muscle（× 200）

a b

c d

平随着牙周炎症的加重而降低［12］。这提示我们牙

周炎可以下调局部牙周组织中表达的脂肪细胞因

子水平。另外，骨骼肌、肝脏和脂肪组织作为外周

胰岛素的主要的靶器官，它们参与机体糖代谢的

调控［13］，瘦素受体在这 3种组织中均有表达，并对

胰岛素信号通路发挥直接调控作用［14⁃16］。瘦素通

过与靶器官组织中瘦素受体的结合发挥其调控作

用，瘦素受体属于 1型细胞因子受体，其细胞外领

域提供瘦素结合的位点，通过构象的改变来活化

与其相关的 Jak2酪氨酸激酶［17］。肥胖状态下，外周

组织可发生慢性低度炎症和内质网应激，炎症信号

通路的激活，可使肥胖动物的瘦素信号受损，造成外

周组织的胰岛素抵抗［18⁃20］。慢性牙周炎或者肥胖所

处的慢性低度炎症状态下、一些炎症因子可能参与

调控瘦素⁃瘦素受体信号通路，介导细胞内的瘦素抵

抗和胰岛素抵抗，但其中的机制尚不明确。

本实验中发现，单纯牙周感染并未造成骨骼

肌中瘦素受体表达的明显下调，说明牙周炎引起

的机体低度慢性炎症状态在早期不足以影响骨骼

肌中的炎症信号通路。而本课题组前期的研究曾

发现，牙周炎能促进脂肪组织的炎症反应，瘦素因

子表达失调及血清中炎症因子水平的升高［10，21］，提

示我们脂肪组织相比骨骼肌组织对牙周炎的炎症

调控更为敏感。这可能与脂肪组织本身属于内分

泌器官，在组织内部易于聚集大量炎症调控因子

有关。相比之下，骨骼肌主要通过这些细胞因子

受体和其配体作用激活组织内的炎症信号，才能

引起炎症反应和胰岛素抵抗的发生。因此，牙周

炎对骨骼肌的炎症调控作用存在滞后效应。

本研究结果显示，在肥胖机体内，牙周炎可明

显下调骨骼肌中瘦素受体的表达。这可能与肥胖

状态下机体本身的免疫机制受损和炎症信号活化
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有关，从而使局部组织对叠加的炎症刺激表现出

高反应性。已有研究证实，机体的肥胖状态可直接

造成骨骼肌中瘦素⁃瘦素受体的信号通路受损，骨骼

肌组织处于炎症激活状态［22］，这与本研究结果相一

致。本研究中单纯肥胖大鼠骨骼肌内瘦素受体的表

达相对于正常对照组明显下调，瘦素⁃瘦素受体的结

合受到抑制。而牙周炎在骨骼肌已有的炎症状态

下，有可能进一步减弱瘦素⁃瘦素受体的结合反应，

促进炎症的“瀑布效应”。研究发现，内毒素LPS可

调控人肌管细胞中的炎症信号和胰岛素信号通路，

造成骨骼肌细胞中 JNK磷酸化增加，促炎因子 IL⁃6
和粘附分子MCP⁃1表达上调，同时下调胰岛素受体

底物 1和蛋白激酶Akt 及其底物AS160的表达，使

葡萄糖转运受损，最终导致胰岛素的敏感性降

低［23］。在前期的实验研究中，我们证实，以 LPS为

主要毒性产物的牙周感染可造成血清中瘦素水平

的明显升高，并且这种高瘦素水平与大鼠机体的胰

岛素抵抗指数呈正相关［21］，说明牙周感染对机体的

瘦素水平具有调控作用。而骨骼肌是瘦素发挥作

用的重要的外周靶器官，牙周炎可能通过影响骨骼

肌中瘦素受体的表达，降低瘦素受体与瘦素的结

合，从而造成血清中的瘦素水平升高，使肥胖启动

的炎症信号级联放大，并通过复杂的相关机制促进

外周组织胰岛素抵抗的发生发展。

综上所述，本研究认为，牙周炎的局部感染并

不能直接影响外周组织的瘦素⁃瘦素受体结合；然

而在肥胖已启动骨骼肌中炎症活化状态的前提

下，牙周的低度慢性炎症可能在这条激活的信号

通路上，进一步抑制瘦素⁃瘦素受体的结合，从而参

与外周组织胰岛素抵抗的发生发展，但其具体影

响机制尚需进一步深入研究。
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