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硝酸盐通过调控 ＥＧＦＲ⁃ＡＫＴ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路预防咬肌萎缩
刘　 围１，２， ３，刘小郁１，２，３，吴婷婷１，２，３

（ １ 安徽医科大学口腔医学院，合肥　 ２３００３２；２ 安徽医科大学附属口腔医院，合肥　 ２３００３２；
３ 安徽省口腔疾病研究重点实验室，合肥　 ２３００３２）

摘要　 目的　 探究施加过载荷拉力后， 位变化对咬肌萎缩的影响以及预防性补充硝酸盐在防治咬肌萎缩中的作用及机制。
方法　 ８ 周龄的 ＳＤ 雄性大鼠被选作实验对象。 将过载荷拉力装置置于大鼠口腔中获取大鼠 位变化模型，加力后不同时间

点通过咬肌称重、咬肌组织 ＨＥ 染色以及对萎缩因子（ＭＡＦｂｘ 和 ＭｕＲＦ１）的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和免疫组化检测咬肌萎缩状态，通过

对 ＨＩＦ⁃１α 的免疫荧光染色检测咬肌缺氧状态，通过血小板 － 内皮细胞黏附分子（ＣＤ３１）的免疫荧光和血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）的免疫组化染色检测血管生成状况。 预防性补充硝酸盐并加力 ２８ ｄ 后，通过上述方法检测咬肌萎缩、组织缺氧以及

血管生成状况，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）、蛋白激酶 Ｂ（ＡＫＴ）、细胞外信号调节激酶 １ ／ ２（ＥＲＫ１ ／ ２）蛋白及其

对应磷酸化蛋白表达水平，并通过一步法 ＴＵＮＥＬ 细胞凋亡检测试剂盒（绿色荧光）检测咬肌细胞凋亡情况。 结果　 大鼠过载

荷拉力带来的 位变化可导致咬肌萎缩并伴随咬肌组织内缺氧及血管生成标志蛋白表达降低；预防性补充硝酸盐可预防咬

肌萎缩、解除咬肌组织内缺氧状态并促进血管新生；机制上，硝酸盐通过激活 ＥＧＦＲ⁃ＡＫＴ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路发挥抗细胞凋亡作

用，从而参与预防咬肌萎缩的过程。 结论　 鼠过载荷拉力带来的 位变化可能导致咬肌萎缩，而预防性补充硝酸盐可通过

ＥＧＦＲ⁃ＡＫＴ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路介导的抗细胞凋亡作用来促进血管生成并缓解咬肌组织缺氧及萎缩。
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　 　 咀嚼肌萎缩是骨骼肌萎缩的一种特殊形式，会
严重损害口腔功能、咀嚼功能和整体生活质量［１］。
然而，咀嚼肌萎缩的潜在机制仍未充分阐明，预防和

管理的研究也很少。 有证据［２］ 表明硝酸盐代谢与

骨骼肌健康之间存在生理关联［３ － ４］。 因此，硝酸盐

在肌肉疾病，尤其是咀嚼肌萎缩中的作用，值得进一

步研究。 该研究旨在验证正畸过载牵引力是否会导

致咬肌萎缩，并通过此咬肌萎缩模型进一步探讨硝

酸盐在预防咬肌萎缩中的作用及机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 实验动物 　 ４５ 只 ＳＰＦ 级 ７ 周龄雄性 Ｓｐｒａ⁃
ｇｕｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠，体质量（２５０ ± ２０） ｇ，在安徽

医科大学动物实验中心购买和饲养。 所有大鼠在实

验开始前 １ 周置于（２２ ± ４） ℃左右环境下饲养，湿
度控制在 ４０％ ～６０％ ，光 ／暗周期各 １２ ｈ，且可自由

获取水和食物。 所有动物实验与操作均经安徽医科

大学实验动物伦理委员会批准［实验动物使用许可

证编号 ２０２２（皖）⁃００４， 伦理批号： ＬＬＳＣ２０２４２５２６］。
１． １． ２　 试剂　 ２％戊巴比妥钠和硝酸钠由安徽医科

大学实验中心提供； ＢＣＡ 蛋白测定试剂盒（货号

Ｐ００１２）、苏木精 － 伊红 （ ＨＥ） 染色试剂盒 （货号

Ｃ０１０５Ｓ）、含 ＤＡＰＩ 的抗荧光淬灭封片液 （货号

Ｐ０１３１）、一步法 ＴＵＮＥＬ 细胞凋亡检测试剂盒（货号

Ｃ１０８８）购自上海碧云天生物科技有限公司；ＰＢＳ 缓

冲液（货号 ＺＬＩ⁃９０６１）、枸橼酸盐缓冲液（货号 ＺＬＩ⁃
９０６４）购自北京中杉金桥生物技术有限公司；山羊

血清（货号 ＢＬ１０９７Ａ）购自北京兰杰柯科技有限公

司；ＰＡＧＥ 凝胶快速制备试剂盒（货号 ＰＧ１１２）购自

上海雅酶生物医药科技有限公司；聚偏氟乙烯

（ＰＶＤＦ）膜（货号 ＩＰＶＨ０００１０）购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公

司；肌肉特异性 ＲＩＮＧ 指蛋白（ｍｕｓｃｌｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＲＩＮＧ
ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＭｕＲＦ１）（货号 ｓｃ⁃３９８６０８）和肌肉萎缩

盒蛋白 （ ｍｕｓｃｌｅ ａｔｒｏｐｈｙ Ｆ⁃ｂｏｘ， ＭＡＦｂｘ） （货号 ｓｃ⁃
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１６６８０６）购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司；缺氧诱导因子⁃
１α（ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ １⁃ａｌｐｈａ，ＨＩＦ⁃１α） （货号

ａｂ１７９４８３） 、 ｐ⁃ＡＫＴ （ 货号 ａｂ３８４４９ ）、 ＡＫＴ （ 货号

ａｂ８１２８３）购自美国 Ａｂｃａｍ 公司；血小板 － 内皮细胞

黏附分子（ｐｌａｔｅｌｅｔ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ⁃
１， ＰＥＣＡＭ⁃１ ／ ＣＤ３１）（货号 １５５８５Ｓ）、磷酸化表皮生

长因子受体（ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ｐ⁃ＥＧＦＲ） （货号 ３７７７Ｔ）、表皮生长因子受

体（ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＥＧＦＲ） （货号

２２３２Ｓ）和 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６４７（货号 ８９４０Ｓ）偶联二抗购

自美国 ＣＳＴ 公司；血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏ⁃
ｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ） （货号 ＥＲ３０６０７）、磷酸

化细胞外信号调节激酶 １ ／ ２（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｅｘｔｒａｃｅｌ⁃
ｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅｓ １ ／ ２，ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２） （货号

ＥＴ１６０３⁃２２）、 ＥＲＫ１ ／ ２ （货号 ＥＴ１６０１⁃２９）、 ＧＡＰＤＨ
（货号 Ｒ１２１０⁃１）和 ＨＲＰ 偶联二抗（货号 ＨＡ１００１、
ＨＡ１００６）购自杭州华安生物技术有限公司。
１． １． ３ 　 实验仪器 　 研磨机（型号 ＵＮＩＰＯＬ⁃８１０）购

自沈阳科晶自动化设备有限公司；高速低温离心机

（规格 ５８１０Ｒ）购自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｌｆ 公司；切片图像

分析系统（正置荧光显微镜）（型号 ＤＭ６ Ｂ）、石蜡切

片机（型号 ＲＭ２２５５）购自德国 Ｌｅｉｃａ 公司；全景组织

细胞定量分析系统（玻片扫描仪）（型号 ＴｉｓｓｕｅＦＡＸＳ
Ｐｌｕｓ Ｓ） 购自奥地利 ＴＧ 公司；电泳仪 （型号 ＥＰＳ⁃
３００）、多功能成像仪（型号 ５２００）购自上海天能科技

有限公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 实验分组　 第 １ 批 ２５ 只雄性大鼠随机分为

５ 组：造模 ０ ｄ 组、３ ｄ 组、７ ｄ 组、１４ ｄ 组和 ２８ ｄ 组，
实验第 ２８ 天统一安乐死并取大鼠咬肌进行检测分

析。 第 ２ 批 ２０ 只雄性大鼠随机分成 ４ 组：空白对照

组（Ｃｔｒｌ 组）、过载荷正畸拉力组（ＯＴ 组）、过载荷正

畸拉力 ＋预防性补充硝酸盐组（ＯＴ ＋ Ｎｉｔｒａｔｅ 组）、预
防性补充硝酸盐组（Ｎｉｔｒａｔｅ 组），实验第 ２８ 天统一

安乐死并取大鼠咬肌进行检测分析。
１． ２． ２　 模型制备　 大鼠为口腔无前磨牙、左右切牙

远端中段距离内无牙齿结构的啮齿动物，此间隙内

骨和表面黏膜平坦，左右 远端中间有 ３ 颗磨牙排

列，在施加正畸拉力之前，对口腔进行消毒，然后使

用 ０􀆰 ２０ ｍｍ 的正畸结扎丝将正畸拉簧的一端固定

在左上颌骨第一磨牙的牙颈部，拉簧的另一端通过

正畸结扎丝固定于上切牙的牙颈部。 由于镍钛螺旋

弹簧的记忆效应，对第一磨牙施加了（１２０ ± １０）ｇ 的

恒定近内侧牵引力。 为防止正畸矫治器过早脱落或

移位，在上切牙上涂一层薄薄的可流动复合树脂，用
３７％磷酸酸蚀 １２０ ｓ，冲洗 １５ ｓ，干燥后光固化 ２０ ｓ，
使树脂完全覆盖缠绕在牙齿颈部的结扎线，帮助固

定。
１． ２． ３　 预防性补充硝酸盐　 对于预防性补充硝酸

盐组的大鼠，参照相关研究，在实验开始前 ７ ｄ 起在

大鼠饮水中额外添加 ２２􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 硝酸盐 ［５］，以增

加硝酸盐摄入量。
１． ２． ４　 组织样本的处理和收集　 大鼠咬肌完全解

剖并称重，一部分咬肌经 ４％ 多聚甲醛固定 ２４ ～ ４８
ｈ，石蜡包埋组织并用切片机制成 ４ μｍ 厚的咬肌组

织横截面切片，用于组织学分析。 另一部分咬肌放

入冷冻管中， － ８０ ℃保存以备 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测分

析。
１． ２． ５　 ＨＥ 染色 　 切片经脱蜡、水合后，使用苏木

精和伊红（ＨＥ）进行染色并进行图像采集。 肌肉纤

维横截面通过 ＩｍａｇｅＪ 软件分析，测量肌纤维大小。
１． ２． ６ 　 免疫组化染色（ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）
　 切片常规脱蜡、水合后在枸橼酸盐缓冲液中通过

微波热诱导抗原修复，３％过氧化氢避光处理 １５ ｍｉｎ
以阻断内源性过氧化物酶活性，随后用 ５％ 山羊血

清在室温下封闭 ３０ ｍｉｎ。 切片分别与以下一抗共同

孵育并置于 ４ ℃ 过夜： ＭｕＲＦ１ （１ ∶ １００）、ＭＡＦｂｘ
（１ ∶ １００）和 ＶＥＧＦ（１ ∶ １００）。 第 ２ 天切片复温 １ ｈ、
清洗后与 ＨＲＰ 偶联二抗（１：５００）孵育 １ ｈ，用 ３，３′⁃
二氨基联苯胺（３，３′⁃ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ， ＤＡＢ）显影，
并用 Ｍａｙｅｒ 苏木精复染。 常规封片并采集图像，并
使用 ＩｍａｇｅＪ 软件量化 ＩＨＣ 的阳性面积。
１． ２． ７　 免疫荧光染色（ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，ＩＦ） 　 切

片在 ６０ ℃ 恒温器中烘烤至少 ２ ～ ６ ｈ 后，脱蜡、水
合、抗原修复和 ５％ 山羊血清封闭后。 滴加 ＣＤ３１
（１ ∶ １００）和 ＨＩＦ⁃１α（１ ∶ １００）过夜孵育。 第 ２ 天室

温复温后，切片与 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６４７ 偶联二抗（１ ∶
２００）孵育 １ ｈ，ＰＢＳ 洗涤后，使用含 ＤＡＰＩ 的抗荧光

淬灭封片液封片，采集图像后使用 ＩｍａｇｅＪ 软件量化

ＩＦ 的相对荧光强度。
１． ２． ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 咬肌样品在含有蛋白酶

抑制剂的 ＲＩＰＡ 缓冲液中研磨以提取蛋白质，通过

ＢＣＡ 法测定蛋白质浓度后，制备样品。 然后经电

泳、转膜，并于室温下在含 ５％ＢＳＡ 脱脂奶粉的 ＴＢＳ⁃
Ｔ 中封闭膜 １ ｈ，在 ４ ℃ 下与一抗 ＧＡＰＤＨ （１ ∶
７ ０００）、ＭｕＲＦ１ （１ ∶ １ ０００）、ＭＡＦｂｘ （１ ∶ １ ０００）、 ｐ⁃
ＥＧＦＲ（１ ∶ １００）、ＥＧＦＲ（１ ∶ １００）、ｐ⁃ＡＫＴ（１ ∶ １００）、
ＡＫＴ （ １ ∶ １００ ）、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ （ １ ∶ １００ ）、 ＥＲＫ１ ／ ２
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（１ ∶ ５０）一起孵育过夜。 次日，将膜与 ＨＲＰ 结合山

羊抗兔 ／鼠 ＩｇＧ 二抗（１ ∶ ５０ ０００）在室温下孵育 １ ｈ，
洗涤后显影并使用 ＩｍａｇｅＪ 软件对印迹图像进行定

量。 磷酸化蛋白被归一化为各自的总蛋白信号，其
他蛋白水平被归一化为 ＧＡＰＤＨ 信号的水平。
１． ２． ９　 细胞凋亡检测　 通过一步法 ＴＵＮＥＬ 细胞凋

亡检测试剂盒检测。 切片经二甲苯脱蜡、梯度乙醇

复水、蒸馏水冲洗后，滴加 ２０ μｇ ／ ｍＬ 不含 ＤＮａｓｅ 的

蛋白酶 Ｋ 在 ３０ ℃恒温箱中作用 １５ ～ ３０ ｍｉｎ，然后用

ＰＢＳ 将蛋白酶 Ｋ 洗涤干净。 按照对应比例（ＴｄＴ 酶 ／
荧光标记液 ＝ １ ／ ９）配制适当量的 ＴＵＮＥＬ 检测液滴

加覆盖于样品上，３７ ℃恒温箱中避光孵育 ６０ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 洗涤后用封片液封片。 图像采集后使用 ＩｍａｇｅＪ
软件对 ＦＩＴＣ 荧光相对表达量进行量化。
１． ３ 　 统计学处理 　 数据分析使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
９􀆰 ５ 软件完成。 所有数据均以 􀭰ｘ ± ｓ 表示，多组间比

较采用单因素方差分析，随后进行 Ｔｕｋｅｙ 事后检验

以成对比较。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 位变化可导致咬肌萎缩　 大鼠口腔内构建

过载荷正畸拉力模型（图 １ Ａ），在构建模型 ０、３、７、
１４、２８ ｄ 后大鼠体质量随时间无明显变化（图 １Ｂ），

位变化随时间加重，咬肌重量随时间呈下降趋

势，且在第 １４ 天起与对照组（第 ０ 天）相比，差异有

统计学意义（Ｆ ＝ ５􀆰 ０１３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 １Ｃ）。 对咬肌

组织进行切片染色，ＨＥ 染色观察肌细胞形态，ＩＨＣ
检测肌萎缩因子的蛋白表达水平，ＩｍａｇｅＪ 用于分析

ＨＥ 染色单位肌纤维面积和 ＩＨＣ 阳性表达区域。
ＨＥ 结果显示与对照组相比，施加过载荷正畸拉力

组的肌细胞质变得稀疏，染色较浅，部分可以看到细

胞质内出现空泡化现象，同时纤维间质增多，肌纤维

排列紊乱，单位肌纤维横截面积随时间减小，差异在

第 ７ 天起较对照组有统计学意义（Ｆ ＝ １３􀆰 ９５， Ｐ ＜
０􀆰 ０５）（图 １Ｄ）。 ＩＨＣ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，施加

过载荷正畸拉力 ＭＡＦｂｘ 和 ＭｕＲＦ１ 蛋白表达随时间

上调，差异在第 ７ 天较对照组有统计学意义，ＩＨＣ：
ＭＡＦｂｘ（Ｆ ＝ ４９􀆰 ６６， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ＭｕＲＦ１（Ｆ ＝ ４８􀆰 ８５，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ：ＭＡＦｂｘ （Ｆ ＝ ４０􀆰 ５７， Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；ＭｕＲＦ１（Ｆ ＝ ３４􀆰 ７２，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），表明过载荷正

畸拉力引发的 位变化可能会导致咬肌萎缩的发

生。 见图 １Ｅ － Ｇ。
２． ２　 位变化伴随组织低氧状态 　 ＩＦ 检测 ＨＩＦ⁃
１α 的蛋白表达水平，ＩｍａｇｅＪ 用于阳性区域定量分

析。 结果显示，施加过载荷正畸拉力后，ＨＩＦ１⁃α 蛋

白表达水平随时间逐渐增加，自第 ３ 天起与对照组

相比，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ６􀆰 １７２，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见

图 ２。 说明增加正畸过载力所带来的 位变化可能

伴随着咬肌组织低氧的发生，并且组织低氧的发生

早于咬肌萎缩的发生，提示组织低氧可能是引起咬

肌萎缩的重要原因。
２． ３　 咬肌萎缩过程中伴随血管生成的抑制　 咬肌

的萎缩不仅表现在咬肌细胞本身的变化，血管生成

相关指标如 ＣＤ３１ 和 ＶＥＧＦ 也可能发生变化。 通过

ＩＦ 和 ＩＨＣ 检测 ＣＤ３１ 和 ＶＥＧＦ 的蛋白表达水平，使
用 ＩｍａｇｅＪ 对阳性区域进行定量分析。 结果显示，正
畸拉力施加后 ＣＤ３１ 和 ＶＥＧＦ 的蛋白表达水平随时

间逐渐下降，在第 ７ 天显著低于对照组，差异有统计

学意义（ＣＤ３１： Ｆ ＝ １９􀆰 ０９， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；ＶＥＧＦ： Ｆ ＝
５２􀆰 ２８， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 该结果提示，在 位变化引起

的咬肌萎缩过程中伴随着血管生成的抑制。 见

图 ３。
２． ４　 预防性补充硝酸盐可抵抗因 位变化带来的

组织低氧　 通过 ＩＦ 检测 ＨＩＦ⁃１α 蛋白的表达水平，
使用 ＩｍａｇｅＪ 对阳性区域进行定量分析。 结果显示，
施加过载荷正畸拉力 ＋ 预防性补充硝酸盐组的

ＨＩＦ１⁃α 表达水平低于单纯施加过载荷正畸拉力组，
差异有统计学意义（Ｆ ＝ １０􀆰 ４８，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 表明预

防性补充硝酸盐可有效缓解咬肌的低氧状态。 见

图 ４。
２． ５　 预防性补充硝酸盐可预防因 位变化带来的

咬肌萎缩 　 ＨＥ 结果显示，施加过载荷正畸拉力 ＋
预防性补充硝酸盐组的单位肌纤维横截面积大于单

纯施加过载荷正畸拉力组，差异有统计学意义（Ｆ ＝
１３􀆰 ７９，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 ＩＨＣ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，施
加过载荷正畸拉力 ＋预防性补充硝酸盐组的肌萎缩

因子 ＭＡＦｂｘ 和 ＭｕＲＦ１ 蛋白表达也明显低于单纯施

加过载荷正畸拉力组，差异有统计学意义。 ＩＨＣ：
ＭＡＦｂｘ（Ｆ ＝ ４６􀆰 ２６，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＭｕＲＦ１（Ｆ ＝ ４９􀆰 ６，Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ：ＭＡＦｂｘ（Ｆ ＝ ３８􀆰 ９３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
ＭｕＲＦ１（Ｆ ＝ １２􀆰 １９，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 表明预防性补充硝

酸盐对因 位变化引起的咬肌萎缩具有显著的保

护作用。 见图 ５。
２． ６ 　 预防性补充硝酸盐可促进血管新生 　 ＩＦ 和

ＩＨＣ 结果显示，施加过载荷正畸拉力 ＋ 预防性补充

硝酸盐组的 ＣＤ３１ 和 ＶＥＧＦ 表达水平高于单纯施加

过载荷正畸拉力组，差异有统计学意义（ＣＤ３１： Ｆ ＝
３４􀆰 ３１， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； ＶＥＧＦ： Ｆ ＝ ９􀆰 ５９， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 这
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图 １　 过载荷正畸拉力装置获取的

位变化对咬肌萎缩状态的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｖｅｒｌｏａｄｅｄ ｏｒｔｈｏｄｏｎｔｉｃ
ｔｅｎｓｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ

ｏｎ ｔｈｅ ａｔｒｏｐｈｉｃ ｓｔａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｓｓｅｔｅｒ ｍｕｓｃｌｅ
Ａ： Ｏｒｔｈｏｄｏｎｔｉｃ ｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ； Ｂ： Ｂｏｄｙ
ｗｅｉｇｈｔ； Ｃ： Ｍａｓｓｅｔｅｒ ｗｅｉｇｈｔ； Ｄ： Ｃｒｏｓｓ ｓｅｃｔｉｏｎｓ
ｏｆ ｍａｓｓｅｔｅｒ ｍｕｓｃｌｅｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＨＥ； Ｅ， Ｆ：

Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ＩＨＣ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＭＡＦｂｘｓ ａｎｄ ＭｕＲＦ１ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｉｏｎｓ （ｂｒｏｗｎ）； Ｇ： ＭＡＦｂｘ ａｎｄ ＭｕＲＦ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉ⁃
ｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｂａｎｄ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ； ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｖｓ ０ ｄ ｇｒｏｕｐ．

些结果表明，硝酸盐的预防性补充在一定程度上抵

消了过载荷正畸拉力所诱导的咬肌萎缩过程中血管

的抑制，有助于促进血管新生。 见图 ６。
２． ７ 　 预防性补充硝酸盐可通过 ＥＧＦＲ⁃ＡＫＴ ／
ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路的抗凋亡作用预防咬肌萎缩 　

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＥＧＦＲ、ＡＫＴ 和 ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白及其

磷酸化蛋白的表达水平，使用一步法 ＴＵＮＥＬ 细胞凋

亡检测试剂盒检测咬肌组织细胞凋亡情况，ＩｍａｇｅＪ
用于定量分析。 结果显示，施加过载荷正畸拉力 ＋
预防性补充硝酸盐组的磷酸化蛋白表达水平高于单
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图 ２　 位变化过程中组织低氧状况

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｉｓｓｕｅ ｈｙｐｏｘｉａ ｄｕｒｉｎｇ
ｏｃｃｌｕｓａｌ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ

　 　 ∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｖｓ ０ ｄ
ｇｒｏｕｐ．

图 ３　 咬肌萎缩过程中血管相关指标变化

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｉｎｄｉｃｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｍａｓｓｅｔｅｒ ｍｕｓｃｌｅ ａｔｒｏｐｈｙ
Ａ： Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＣＤ３１ （ｒｅｄ） ａｎｄ ＤＡＰＩ （ｂｌｕｅ） ｓｔａｉｎｉｎｇ； Ｂ： Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ＩＨＣ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＶＥＧＦ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｉｏｎｓ （ｂｒｏｗｎ）； ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｖｓ ０ ｄ ｇｒｏｕｐ．

纯施加过载荷正畸拉力组，差异有统计学意义（ ｐ⁃
ＥＧＦＲ： Ｆ ＝ ２１􀆰 ２７， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； ｐ⁃ＡＫＴ： Ｆ ＝ ４７􀆰 ８５，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２： Ｆ ＝ ４５􀆰 ０３， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 同时，
施加过载荷正畸拉力 ＋预防性补充硝酸盐组的细胞

凋亡率低于单纯施加过载荷正畸拉力组，差异有统

计学意义（Ｆ ＝ ２３􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 这表明硝酸盐的

抗咬肌萎缩作用可能通过 ＥＧＦＲ⁃ＡＫＴ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 信

号通路的抗凋亡效应发挥。 见图 ７。
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图 ４　 预防性补充硝酸盐可以抵抗组织低氧　 　
Ｆｉｇ． ４　 Ｐｒｏｐｈｙｌａｃｔｉｃ ｎｉｔｒａｔｅ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ 　 　

ｒｅｓｉｓｔｅｄ ｔｉｓｓｕｅ ｈｙｐｏｘｉａ
ａ： Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＯＴ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＯＴ ＋ Ｎｉ⁃

ｔｒａｔｅ ｇｒｏｕｐ； ｄ： Ｎｉｔｒａｔｅ ｇｒｏｕｐ； ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｖｓ
Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ； ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｖｓ ＯＴ ｇｒｏｕｐ．

图 ５　 预防性补充硝酸盐对咬肌萎缩的影响

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｏｐｈｙｌａｃｔｉｃ ｎｉｔｒａｔｅ
ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｎ ｍａｓｓｅｔｅｒ ｍｕｓｃｌｅ ａｔｒｏｐｈｙ

Ａ： Ｃｒｏｓｓ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍａｓｓｅｔｅｒ ｍｕｓｃｌｅｓ
ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＨＥ； Ｂ，Ｃ： Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ＩＨＣ ｉｍａ⁃
ｇｅｓ ｏｆ ＭＡＦｂｘ ａｎｄ ＭｕＲＦ１ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｉｏｎｓ （ ｂｒｏｗｎ ）； Ｄ： ＭＡＦｂｘ ａｎｄ
ＭｕＲＦ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

ｒｅｌａｔｉｖｅ ｂａｎｄ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ； ａ： Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＯＴ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＯＴ ＋ Ｎｉｔｒａｔｅ ｇｒｏｕｐ； ｄ： Ｎｉｔｒａｔｅ ｇｒｏｕｐ； ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｖｓ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｖｓ ＯＴ ｇｒｏｕｐ．
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图 ６　 预防性补充硝酸盐对血管生成的影响

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｏｐｈｙｌａｃｔｉｃ ｎｉｔｒａｔｅ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｎ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ
Ａ： Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＣＤ３１ （ｒｅｄ） ａｎｄ ＤＡＰＩ （ｂｌｕｅ） ｓｔａｉｎｉｎｇ； Ｂ： Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ＩＨＣ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＶＥＧＦｓ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａ⁃

ｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｉｏｎｓ （ｂｒｏｗｎ） ； ａ： Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＯＴ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＯＴ ＋ Ｎｉｔｒａｔｅ ｇｒｏｕｐ； ｄ： Ｎｉｔｒａｔｅ ｇｒｏｕｐ； ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｖｓ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ；
＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｖｓ ＯＴ ｇｒｏｕｐ．

３　 讨论

　 　 本研究显示，现实施加过载荷正畸力导致 位

变化所带来的组织低氧早于咬肌萎缩的发生，这一

发现提示组织低氧可能是咬肌萎缩的重要诱因。 据

报道［６］，组织低氧通过多种机制影响骨骼肌的健

康，包括能量代谢障碍、氧化应激、蛋白质合成与分

解失衡［７］、信号通路的改变以及循环系统［８］ 的改

变［９］。 ＨＩＦ⁃１α 表达增加会调控与能量代谢、血管生

成和细胞凋亡相关的基因，进而影响肌肉细胞的生

存和功能，最终促进肌肉萎缩。 低氧还会影响循环

系统，导致血液供应不足，进一步加剧肌肉组织的缺

氧状况，形成恶性循环。 长期的低氧和血液供应不

足可引起肌肉组织的慢性损伤和退化，加速肌肉萎

缩。
鉴于硝酸盐和一氧化氮在组织低氧中的密切联

系［１０］，有研究［１１ － １２］ 证明硝酸盐可能在对抗组织低

氧及促进血管生成方面发挥重要作用，进一步说明

了预防性补充硝酸盐对于防止咬肌萎缩的潜在效

益。 然而，硝酸盐如何调控缺氧诱导因子 ＨＩＦ⁃１α 的

表达还有待进一步研究。 骨骼肌是体内硝酸盐的最

大储存库［１３］，肌细胞可以通过硝酸盐转运体（ Ｓｉａ⁃
ｌｉｎ）将硝酸盐主动摄取到肌细胞内储存［１４］，本研究

中，硝酸盐激活 ＥＧＦＲ 及其下游的 ＡＫＴ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 信

号通路，而 ＡＫＴ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路的激活有助于细

胞周期进程、代谢调节及应激反应，提示硝酸盐可能

在肌细胞内直接发挥重要生理作用。
考虑到 Ｓｉａｌｉｎ 在转运硝酸盐中具有的重要作

用，其转运功能来自电位（Δψ）或 ｐＨ 梯度（ΔｐＨ）或
两者兼有之的贡献［１５］，而组织低氧会带来组织电位

和 ｐＨ 的变化，那么 位变化所带来的组织低氧或

其本身是否会影响 Ｓｉａｌｉｎ 的转运功能进而影响硝酸

盐代谢也有待进一步探讨。 总之，组织低氧、硝酸盐

代谢、ＥＧＦＲ⁃ＡＫＴ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 信号和咬肌萎缩之间具

有密切的联系，对其相互影响机制的进一步研究对

于揭示咬肌萎缩机制及预防具有重要意义。
本研究证明了施加过载荷正畸拉力这一操作带

来的 位变化是导致咬肌萎缩的原因之一，但未能
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图 ７　 预防性补充硝酸盐对 ＥＧＦＲ⁃ＡＫＴ ／
ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路及凋亡状态的影响

Ｆｉｇ． ７　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｏｐｈｙｌａｃｔｉｃ ｎｉｔｒａｔｅ
ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｎ ＥＧＦＲ⁃ＡＫＴ ／ ＥＲＫ１ ／ ２

ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｓｔａｔｕｓ
Ａ： ｐ⁃ＥＧＦＲ， ＥＧＦＲ， ｐ⁃ＡＫＴ， ＡＫＴ， ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２

ａｎｄ ＥＲＫ１ ／ ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｂａｎｄ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ； Ｂ： Ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｏｎｅ⁃ｓｔｅｐ ＴＵＮＥＬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｓｓａｙ ｋｉｔ； ａ： Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＯＴ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ＯＴ ＋ Ｎｉｔｒａｔｅ
ｇｒｏｕｐ； ｄ： Ｎｉｔｒａｔｅ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｖｓ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｖｓ ＯＴ ｇｒｏｕｐ．

将正畸过程中其他操作如拔牙、扩弓等也纳入研究，
这些操作可能通过改变咬肌的负荷、张力或血流等

途径对肌肉产生影响，有待进一步的完善性研究。
综上所述，正畸过程中施加过载荷正畸力这一

操作所带来的 位变化会伴随组织低氧状态，导致

咬肌萎缩的发生，通过预防性补充硝酸盐可以促进

血管生成、解除组织低氧状态以及预防咬肌萎缩，并
且此作用可通过 ＥＧＦＲ⁃ＡＫＴ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 信号通路的

抗细胞凋亡来发挥，这些发现为咬肌萎缩乃至其他

肌肉萎缩的防治提供了新的思路。
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