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摘要 目的：明确心理应激对大鼠牙周炎组织局部病损以及抗氧化酶活性和丙二醛（MDA）含量变化的影响。方法：40只健康

Sprague-Dawley大鼠随机分为对照组（C）、实验性牙周炎组（EP）、实验性牙周炎 +心理应激组（EP+PS）以及实验性牙周炎 +心理

应激 +药物组（EP+PS+DR），每组 10只。分别采用丝线结扎法和慢性不可预知性应激法建立大鼠实验性牙周炎模型和心理应激

模型。EP组动物仅用丝线结扎右上颌第二磨牙颈部，EP+PS组动物同时接受丝线结扎和心理应激刺激，EP+PS+DR组动物除上

述处置外，按 5 mg/kg/日剂量腹腔注射氟西汀，而 C组大鼠无任何干预措施。4周后对所有动物进行糖水偏爱度测试、行为学观

察和血清学检测，并计算牙槽骨丧失和附着丧失情况，同时测量牙龈组织中抗氧化酶活性以及MDA含量。结果：慢性不可预知性

应激导致大鼠旷场实验中央区移动距离减少（P<0.05）、中央区停留时间增加（P<0.05）、糖水偏爱度降低（P<0.05）、血清皮质酮与
促肾上腺皮质激素浓度升高（P<0.05）；并且应激大鼠的牙槽骨丧失和附着丧失明显大于单纯牙周炎组（P<0.05）；同时，心理应激
状态下大鼠牙龈组织的氧化还原代谢异常，表现为超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）和过氧化氢酶（CAT）

活性明显低于单纯牙周炎组（P<0.05），而MDA含量明显高于单纯牙周炎组（P<0.05）。氟西汀在拮抗心理应激的同时，可以明显
改善动物牙周炎组织局部降低的抗氧化酶活性以及升高的脂质过氧化产物含量（P<0.05）。结论：心理应激可以导致牙周炎组织
的氧化损伤加重，有效拮抗心理应激有助于减轻牙周炎性组织病损。
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The Animal Experiment of the Effect of Psychological Stress on the Redox
Reaction in Periodontitis Tissue*

To confirm the influences of psychological stress on the local lesion of periodontitis tissue as well as the an-

tioxidant enzymes activities and malonyldialdehyde (MDA) content of periodontitis tissue in rats. Forty Sprague-Dawley rats

were randomly divided into four groups equally as follows: 1) control rats (C); 2) rats with experimental periodontitis (EP); 3) rats with

ED and psychological stress (EP+PS), and 4) rats with EP and PS that were treated with diazepam (EP+PS+DR). EP was induced by

placing silk ligatures around the cervix of the maxillary second molars, and PS was induced by chronic unpredictable mild stress (CUMS)

which contains seven different mild psychological stressors. Specifically, the EP rats were operated by placing the silk ligature only. The

EP+PS rats were operated by placing the silk ligature and exposing the psychological stress simultaneously. The EP+PS+DR rats were

intraperitoneally injected with 5 mg/kg fluoxetine every day along with the treatments of EP and PS during the experimental period. The

C rats did not receive any treatments. Four weeks later, the stress level of all the animals was estimated by sucrose preference test, behav-
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ioral observation and hormonal assays. Then, they were euthanized, and the alveolar bone loss and attachment loss were evaluated. In

addition, the gingival tissue was used for the analysis of the activities of antioxidant enzymes (SOD, CAT and GSH-Px) and the content

of MDA. CUMS could result in altered behavior, decreased sucrose preference and increased serum corticosterone and corti-

cotrophin in rats (P<0.05). Additionally, more alveolar bone loss and attachment loss were found in the EP+PS group comparing with

those in EP group (P<0.05). Moreover, psychological stress led into abnormal redox in the gingival tissue of EP+PS group more obviously

than that in the EP group, with the evidences of decreased activity of SOD, CAT and GSH-Px (P<0.05) as well as increased MDA content

(P<0.05) which could be reversed by the administration of fluoxetine accompanied by the antagonistic effect against psychological stress
(P<0.05). The results indicate that psychological stress could aggravate periodontitis by exacerbating abnormal redox reaction,

and antagonizing psychological stress effectively is beneficial to alleviate periodontitis tissue lesion.

Psychological stress; Periodontitis; Redox reaction

前言

众所周知，牙周疾病的出现和演变受到许多因素的影响，

心理应激被认为是其中之一[1,2]。尽管许多临床实验与流行病学

研究证实了心理应激与牙周炎之间存在关联[3,4]，但潜在的调控

机制仍不清晰，这一问题已逐渐成为口腔医学领域的研究热点。

心理应激可以引起机体的氧化损伤[5]；而牙周炎发生时，局

部大量活性氧产生能够造成牙周组织损伤[6]。本课题组前期研

究也已明确，心理应激加重牙周组织破坏、延缓了牙周炎的愈

合进程[7]。然而到目前为止，心理应激是否是通过影响牙周炎组

织的氧化还原反应状态来参与牙周病病损尚无研究报道，亟需

我们明确。

本研究通过建立大鼠牙周炎模型和心理应激模型，观察心

理应激状态下牙周炎局部病损、牙周组织中抗氧化酶活性以及

丙二醛（MDA）含量的变化，探讨心理应激对大鼠实验性牙周

炎牙周组织氧化还原反应的影响。

1 材料与方法

1.1 实验仪器和试剂

4-0医用编织丝线（强生医疗器材有限公司）；氟西汀注射

液（国药准字 H12020957，天津金耀氨基酸有限公司）；

RD1412-OF旷场实验箱（上海 Mobile-datum公司）；Epoch超

微量微孔板分光光度计（BioTek USA）；大鼠皮质酮（Corticos-

terone）、促肾上腺皮质激素（ACTH），ELISA试剂盒（上海西唐

生物科技有限公司）；超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化

物酶（GSH-Px）、过氧化氢酶（CAT）试剂盒以及丙二醛（MDA）

测定试剂盒（沈阳万类生物科技有限公司）。

1.2 实验动物与分组

40只同源雄性 SD大鼠（体重 200-220 g，第四军医大学动

物实验中心），随机分为对照组（C）、实验性牙周炎组（EP）、实

验性牙周炎 +心理应激组（EP+PS）以及实验性牙周炎 +心理

应激 +药物组（EP+PS+DR），每组 10只。

1.3 动物模型建立

建立大鼠实验性牙周炎模型[7]，即对大鼠施行 10 g /L戊巴

比妥钠 3.5 mg /kg腹腔注射麻醉后，仰卧位固定，4-0医用无菌

丝线结扎大鼠右上颌第二磨牙颈部，丝线保留 4周。参照 Cui

等人的方法[8]建立大鼠心理应激模型，即将禁食（24 h）、禁水

（24 h）、45℃强迫浸水（5 min）、4℃强迫浸水（5 min）、潮湿垫料

（24 h）、昼夜颠倒（24 h）、束缚（1 h）7种应激因子以随机方式施

加于动物，每日早晨 9时开始施加应激，每日只施加 1种应激

因子，1周内每种应激因子施加 1次，相同的应激不可连续施

加 2天，共进行 4周。其中 EP组动物仅用丝线结扎右上颌第二

磨牙颈部，EP+PS组动物同时接受丝线结扎右上颌第二磨牙颈

部和心理应激刺激，EP+PS+DR 组动物除上述处置外，按

5 mg/kg/日剂量腹腔注射氟西汀，C组大鼠无任何干预措施。

所有动物均于第四军医大学口腔医院实验动物中心（SPF级）

统一饲养，环境温度（22± 1）℃，相对湿度（60± 5）%。

1.4 测试方法

1.4.1 糖水偏爱度实验 于实验结束时，参考Willner的方法[9]，

测试大鼠对 1%蔗糖溶液的偏爱度。实验前 3天先进行试饮，训

练结束后大鼠禁食禁水 24 h，后给予 1%蔗糖水及正常饮用纯

净水各一瓶，记录 1%蔗糖水在 24 h内的消耗量以及总液体消

耗量，计算蔗糖水占总液体消耗量的百分率并进行分析。

1.4.2 旷场实验 旷场实验箱（100 cm× 100 cm× 80 cm）为不

透明树脂玻璃材料制成，侧壁为白色，箱底为黑色。将大鼠由旷

场正中放入，仪器上方的摄像机立即自动记录大鼠在旷场中的

移动距离（cm）以及中央区的活动时间（s）。每只大鼠的测试时

间为 15 min。

1.4.3 血清学检测 各组大鼠完成糖水偏爱度实验和旷场实

验后，经 10 g/L戊巴比妥钠 3.5 mg/kg腹腔注射麻醉，心脏取血

1.5 mL，于 4℃下 12000 rpm离心 15 min，取上清，-80℃保存。

采用 ELISA法测定血清皮质酮、促肾上腺皮质激素含量，具体

步骤按照试剂盒说明书操作。

1.4.4 组织学测量 实验结束时，采用脱颈法处死大鼠，用

100 g/L多聚甲醛固定左侧磨牙区上颌骨 48 h，150 g/L EDTA

脱钙，石蜡包埋，制备牙长轴近中远中方向连续切片 5 滋m，并
确保第二磨牙近中远中根同时包含于切片内，HE染色。其中牙

槽嵴顶冠方至釉牙骨质界距离为牙槽骨丧失，结合上皮冠方至

釉牙骨质界距离为附着丧失[7]（如图 1）。

1.4.5 氧化应激水平检测 取右上侧第二磨牙区域牙龈组织，

称重，冰浴速剪置于组织匀浆器中，加入预冷的匀浆介质（pH

7.4，0.01 mol/L 蔗糖，0.01 mol/L Tris-HCl，0.0001 mol/L ED-

TA2Na溶液）按组织块重量：匀浆介质体积为 1：9制备 10%的

组织匀浆，4℃、3000 r/min离心 15 min，取上清液。严格遵守试
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图 1牙周组织学测量示意图

M1，第一磨牙；M2，第二磨牙；M3，第三磨牙；CEJ，釉牙骨质界；JEA，

结合上皮附着；AB，牙槽骨；a，附着丧失；b，牙槽骨丧失

Fig.1 Schematic diagram of periodontal histological measurement

M1, first molar; M2, second molar: M3, third molar; CEJ, cemento-enamel

junction; JEA, junctional epithelium attachment; AB, alveolar bone;

a, attachment loss; b, alveolar bone loss

剂盒说明书检测牙龈组织中的 SOD、CAT 和 GSH-Px的活性

以及MDA含量。

1.5 统计分析

采用 SPSS 17.0统计软件对所得数据进行 one-way ANO-

VA分析，两两比较采用 LSD检验，检验水准 琢=0.05。

2 结果

2.1 糖水偏爱度结果

糖水偏爱程度结果显示，实验动物接受心理应激刺激后，

糖水偏爱程度明显低于对照组和单纯实验性牙周炎组（P＜0.05），

而给予有效的抗应激药物治疗后，大鼠的糖水偏爱度恢复到正

常水平（P＜0.05）（图 2）。

2.2 行为学结果

旷场实验结果显示，与对照组和单纯实验性牙周炎组动物

比较，心理应激后大鼠的中央区停留时间明显延长（P＜0.05），

总移动距离明显缩短（P＜0.05）。而应用氟西汀后上述指标恢

复到正常水平（P＞0.05）（图 3）。

图 2 糖水偏爱度

*P<0.05，与 C组、EP组、EP+PS+DR组比较

Fig.2 Sucrose preference

Note: Data are expressed as x± SD, n=10. *P<0.05, compared with C
group, EP group and EP+PS+DR group

图 3 旷场实验

A，中央区停留时间；B，移动距离

*P<0.05，与 C组、EP组、EP+PS+DR组比较

Fig.3 Open field test

A, Time spent in the center zone ; B, Total moved distance

Note: Data are expressed as x± SD, n=10. *P<0.05, compared with C group、EP group and EP+PS+DR group

2.3 血清学结果

ELISA实验检测结果如图 4所示，心理应激可以导致动物

血清中两种典型的应激激素水平的显著升高（P＜0.05），而氟

西汀可有效逆转这种升高的趋势（P＞0.05）。

2.4 牙槽骨吸收和附着丧失

对动物牙槽骨吸收和附着丧失测量后发现，单纯实验性

牙周炎大鼠的牙槽骨吸收高度和附着丧失量明显高于对照组

（P＜0.05），而心理应激会加重这一现象（P＜0.05）。有效的心理

应激药物治疗后，动物牙槽骨吸收和附着丧失有所下降，与实验

组无统计学差异（P＜0.05），但仍高于对照组（P＜0.05）（图 5）。
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2.5 氧化还原反应状态

氧化应激检测结果显示，牙周炎导致牙龈组织中超氧化物

歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）和过氧化氢酶

（CAT）三者的活性降低，脂质过氧化产物丙二醛（MDA）含量

上升（P＜0.05）。在心理应激作用下，三种抗氧化酶活性下降更

为明显，脂质过氧化产物丙二醛（MDA）含量继续升高。经过心

理应激拮抗治疗后，炎性牙龈组织的抗氧化酶活性逐渐回升，

MDA 含量逐渐下降，与单纯牙周炎组无明显统计学差异

（P＜0.05），但仍高于对照组（P＜0.05）（图 6）。

3 讨论

牙周炎是一种常见牙周支持组织疾病，其特征表现为牙齿

支持结构的破坏，最终表现为牙齿丧失。牙周微生物被医学界

广泛认为是牙周炎发生的始动因素，但是单纯的菌斑微生物因

素尚不足以解释慢性牙周炎的严重性和复杂性。伴随现代医学

模式由传统的生物医学模式向生物 -心理 -社会医学模式的转

变，近年来，心理应激因素在牙周炎的发生发展过程中发挥的

重要作用逐渐引起学者们的关注[1]。

本研究选取七种应激因子以随机的方式刺激大鼠，建立慢

性不可预知性心理应激动物模型，并探讨心理应激对牙周炎组

织氧化还原反应的影响。该模型已在国际上被广泛应用[2,10]，并

被认为可有效避免大鼠对重复应激产生的耐受性以及对实验

结果的影响。经过分析，本研究中应激动物的糖水偏爱程度、自

发性活动较对照组和实验性牙周炎组明显下降。并且，应激激

素水平明显高于对照组和单纯牙周炎组，与之前的研究结果相

似[11]。在进行有效的药物治疗后，大鼠上述变化指标恢复至对

照水平。同时，本研究发现结扎诱导的大鼠牙周炎在心理应激

的状态下表现出更严重的附着丧失和牙槽骨丢失。Gomes EP[12]

等人就观察到暴露于条件性应激恐惧的动物不仅表现出活动

减少，还伴有牙槽骨丧失加重。当我们给予动物氟西汀治疗后，牙

槽骨吸收和丧失得到了有效控制。这说明心理应激模型成功建立

的同时，也说明拮抗心理应激还可以减轻牙周炎组织的病损。

脂质过氧化物和抗氧化酶活性反映了机体抗氧化能力，也

间接反映组织过氧化损伤程度。Shilpa Trivedi等人[13]认为牙周

炎与氧化应激的增加和抗氧化能力下降有高度相关性，抗氧化

酶可作为牙周疾病的一种生物标志。还有其他学者通过临床牙

图 4血清学检测

A，促肾上腺皮质激素；B，皮质醇

*P<0.05，与 C组、EP组、EP+PS+DR组比较

Fig.4 Assays of serum corticotropin and ACTH

A, ACTH; B, CORT

Note: Data are expressed as x± SD, n=10. *P<0.05, compared with C group, EP group and EP+OS+DR group

图 5牙槽骨吸收和附着丧失测量结果

A，牙槽骨吸收；B，附着丧失

*P<0.05，与 C组、EP组、EP+PS+DR组比较；#P<0.05，与 C组比较

Fig.5 Measurement of the alveolar resorption and attachment loss

A, Alveolar resorption; B, Attachment loss

Note: Data are expressed as x± SD, n=10. *P<0.05, compared with C group, EP group and EP+PS+DR group; #P<0.05, compared with C group
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图 6 氧化应激指标检测

A，SOD活性；B，CAT活性；C，GSH-Px活性；D，MDA含量

*P<0.05，与 C组、EP组、EP+PS+DR组比较；#P<0.05，与 C组比较

Fig.6 Detection of the oxidative stress index

A, SOD activity; B, CAT activity; C, GSH-Px activity ; D, MDA content

Note: Data are expressed as x± SD, n=10. *P<0.05, compared with C group, EP group and EP+PS+DR group; #P<0.05, compared with C group

周检查和唾液生物标志物分析，发现牙周炎患者抗氧化能力较

之健康对照组明显减少[14]。本实验结果显示，大鼠牙周炎症组

织超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）和

过氧化氢酶（CAT）活性明显低于对照组，脂质过氧化物丙二醛

（MDA）含量明显高于对照组，当牙周炎动物受到心理应激后，

氧化应激更加明显，从而从基础研究的角度为临床发现提供了

实验佐证。事实上，活性氧与抗氧化的平衡对于牙周健康的维

护有着至关重要的意义，过量活性氧可导致炎症加重，自噬溶

酶体活性失调和细胞凋亡，从而导致牙周功能障碍[15]。结合本

研究牙周组织病损结果，我们得到提示，牙周炎情况下局部组

织出现了氧化损伤，心理应激会加重炎症组织氧化还原反应的

失衡，进一步引起牙槽骨吸收和附着丧失的加重。

长期以来，学者们一直致力于通过控制氧化损伤治疗牙周

炎。相较于牙周健康受试者，慢性牙周炎患者谷胱甘肽浓度下降，

维持稳定的还原型谷胱甘肽（GSH）与氧化型谷胱甘肽（GSSG）

比例对于牙周健康有重要意义，这说明恢复牙周组织氧化还原

的平衡在牙周治疗中具有重要意义[16]。并且，谷胱甘肽本身就

是一种主要的抗氧化剂，在牙周炎治疗中辅助使用可减少氧化

应激引起的组织损伤[17]。除此之外，植物抗氧化剂白藜芦醇也

被证实能通过激活 e Sirt1/AMPK and the Nrf2/抗氧化防御途

径，减少氧化应激和炎症反应，反过来刺激抗氧化物生成而保

护牙周组织[18,19]。在一组对照试验中，布洛芬联合甲硝唑可有效

降低氧化应激水平，加速受损牙周组织重建[20]。本研究从牙周

炎的加重因素之一 --心理应激角度出发，发现使用氟西汀后，

动物牙周炎症组织的抗氧化酶活性明显回升，脂质过氧化物含

量显著下降，说明心理应激治疗通过纠正牙周局部氧化还原反

应失衡状态，能够在很大程度上减少氧化应激对牙周组织的损

害。然而，心理应激的拮抗并未完全逆转牙周炎症组织失衡的

氧化损伤，这也提示我们牙周炎的发生发展是一个复杂的病理

过程，牙周炎症局部环境仍存在其他影响氧化还原平衡态的因

素。Almerich-Silla JM等人通过对 86名受试者进行横断面研

究，就发现牙周炎患者的唾液中氧化应激指标水平明显升高，

而牙周袋中牙周致病菌（如牙龈卟啉单胞菌、放线菌聚合菌等）

的数目与类型与升高的氧化应激指标密切相关[21]。

综上所述，心理应激在牙周炎的发生发展中扮演了十分重

要的角色，它通过进一步降低牙周炎局部抗氧化酶活性、升高

脂质过氧化产物含量，达到破坏氧化还原反应平衡的效果，引

起牙槽骨吸收和附着丧失增多，从而加重牙周炎病损。当拮抗

心理应激后，其负性影响能够得到有效逆转。这些结果为临床

工作中牙周疾病的有效心因性防治提供了新的治疗思路。
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