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摘要 目的 探讨慢性束缚应激诱导的焦虑对小鼠实验性牙周炎病理进程的影响。方法 将 40 只

C57BL/6J 小鼠随机分为正常对照组（Ctrl 组）与慢性束缚应激组（CRS 组），每组 20 只小鼠。

通过连续 7 d 慢性束缚应激建立焦虑模型，应激结束后次日（第 8 天）及第 9 天分别进行旷场

实验（OFT）和高架十字迷宫实验（EPM）以评估实验动物的焦虑样行为。行为学评估结束后，

从两组中各随机抽取 10 只小鼠，于右侧上颌第 2 磨牙牙颈部结扎丝线建立牙周炎模型，最终分

为 4 组（每组 10 只小鼠）：正常对照组（Ctrl 组）、单纯牙周炎组（PD 组）、慢性束缚应激

组（CRS 组）及慢性束缚应激合并牙周炎组（CP 组）。牙周炎建模后第 7 天取材，通过 Micro-CT

量化牙槽骨破坏；采用 HE、Masson 及 TRAP 染色观察牙槽骨吸收、牙周纤维排列及破骨细胞

数量；流式细胞术分析牙龈局部中性粒细胞比例；采用 ELISA 检测血清皮质酮（CORT）及牙

龈组织中性粒细胞胞外陷阱（NETs）表达水平；采用糖皮质激素受体拮抗剂米非司酮（RU-486）

阻断糖皮质激素信号，观察其对焦虑牙周炎小鼠模型病理进程的影响。结果 慢性束缚应激成功

诱导小鼠出现焦虑样行为，并加重牙周炎进展。Micro-CT 及组织学染色显示，与 PD 组相比，

CP 组牙槽骨吸收加剧、纤维结构破坏更显著、破骨细胞数量增多。流式细胞术检测显示，与

PD 组相比，CP 组牙龈组织中性粒细胞比例显著升高。ELISA 结果表明，与 PD 组相比，CP 组

血清 CORT 水平显著上升，且牙龈组织 NETs 表达水平升高。RU-486 干预可下调牙龈组织中

NETs 表达，并缓解焦虑加重型牙周炎的进展。结论 慢性束缚应激诱导的焦虑通过激活下丘脑-

垂体-肾上腺轴，促进糖皮质激素释放，进而上调 NETs 形成，最终加剧实验性牙周炎的牙槽骨
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焦虑症终身患病率达 33.7%，已成为全球公共卫生的重要负担[1]。研究[2]表明此类创伤与压

力事件暴露可导致下丘脑-垂体-肾上腺（hypothalamic-pituitary-adrenal axis, HPA）轴功能失调，

促进免疫系统激活，并提升循环炎症因子水平。应激诱发的焦虑与多种疾病进程密切相关，包

括脑部疾病、肠道炎症及心血管疾病等[3-4]。 

牙周炎作为一种慢性炎症性疾病，可逐步破坏牙周支持组织，最终导致牙齿丧失，且与糖

尿病、不良妊娠结局、心血管疾病等系统性疾病存在密切关联[5-6]。免疫细胞在牙周炎的启动、

进展及组织破坏过程中发挥关键作用。研究[7-8]表明，在重度牙周炎中，口腔黏膜屏障内广泛的

纤维蛋白沉积可招募并过度激活免疫细胞，进而触发活性氧生成及中性粒细胞胞外陷阱

（neutrophil extracellular traps, NETs）形成等炎症级联反应。然而，焦虑对牙周炎发生发展的影

响及其免疫学机制尚不明确。为此，该研究旨在探讨焦虑状态下牙周局部免疫微环境中关键免

疫细胞群体的动态变化，为阐明焦虑加重牙周炎的免疫调控机制提供实验依据。 

 



1 材料与方法 

1.1 主要实验材料 

1.1.1 实验动物 

    40 只 6～8 周龄 SPF 级 C57BL/6J 雄性小鼠，体质量 20～22 g，购自斯贝福（北京）生物技

术有限公司，每笼 5 只，饲养温度（23±1）℃，湿度 40%～70%，12 h 昼夜交替（光照时间 8∶00

—20∶00），自由饮水摄食。动物实验及相关操作得到中国人民解放军军事科学院军事医学研究

院实验动物伦理委员会批准(批号: IACUC-DWZX-2025-617)。 

1.1.2 主要试剂与仪器 

    4%多聚甲醛通用型组织固定液（货号：G1101）、PBS 缓冲液（货号：G4202）和 EDTA

脱钙液（货号：G1105）购自武汉赛维尔生物技术有限公司；皮质酮（corticosterone, CORT）测

试盒（货号：H205-1-2）购自南京建成生物工程研究所有限公司；髓过氧化物酶-DNA 复合物

（myeloperoxidase-DNA, MPO-DNA）测试盒（货号：JM-12706M1）购自江苏晶美生物科技有

限公司；糖皮质激素受体拮抗剂米非司酮（mifepristone, RU-486）（货号：S2606）购自美国 Selleck

公司。小鼠旷场箱（型号：XR-XZ301）和小鼠高架十字迷宫（型号：XR-XG201）购自上海欣

软信息科技有限公司；高速离心机(型号：5425R，德国 Eppendorf 公司)；多功能酶标仪（型号：

FLX800，美国 BioTek 仪器有限公司）。 

1.2 方法 

1.2.1 小鼠焦虑模型的建立 

    C57BL/6J 雄性小鼠适应性饲养 7 d 以后，将 40 只小鼠随机分为正常对照（Ctrl）组和慢性

束缚应激（CRS）组，每组 20 只。接受束缚应激的小鼠，需要每日束缚在 50 mL 的 EP 管中，

每日 6 h，持续 7 d[9]。 

1.2.2 行为学实验 

    束缚应激结束后次日（第 8 天），进行旷场实验（open field test, OFT）。测试时，将小鼠

置于装置中央，任其自由活动。测试时间为 5 min，记录小鼠中央区域活动时间和活动路程。每

次行为学实验测试完成后，清理小鼠的尿液粪便，用 75%乙醇擦拭实验装置以消除气味。第 9

天进行高架十字迷宫测试（elevated plus maze，EPM），将小鼠置于中央平台处，记录 5 min 内

小鼠在开放臂和闭合臂的运动轨迹，然后分析开放臂停留时间和运动距离。 



1.2.3 小鼠牙周炎模型的建立 

    第 10 天，从 Ctrl 组和 CRS 组各挑选 10 只小鼠进行牙周炎手术。小鼠用 2%三溴乙醇(0.1 

mL/10 g)腹腔注射麻醉后固定于操作板上，用 5-0 外科丝线结扎双侧上颌第 2 磨牙牙颈部，定期

检查结扎丝线在位情况，松脱者及时重新结扎。于实验第 17 天处死小鼠，实验流程如图 1 所示。 

1.2.4 小鼠牙周组织取材 

    牙周炎建模结束后，麻醉处死小鼠，完整剥离右侧上颌骨。在体视显微镜下，精细分离并

收集牙周牙龈软组织，置于 1.5 mL 无菌 EP 管中，立即转入-80 ℃超低温冰箱保存，用于后续

分子生物学检测。剩余上颌骨样本则置于 4%多聚甲醛溶液中，于 4 ℃条件下固定 24~48 h，以

备后续 Micro-CT 扫描及组织学分析使用。 

1.2.5 Micro-CT 分析小鼠牙槽骨组织破坏情况 

    采用 Micro-CT 技术对小鼠上颌骨进行扫描（扫描参数：层厚 25 μm，电压 70 kV，电流 114 

μA），选取右侧上颌第 2 磨牙近中根分叉至远中根分叉区域作为感兴趣区，并进行三维重建以

分析牙槽骨形态。定量测量釉牙骨质界至牙槽嵴顶距离（cementoenamel junction to alveolar bone 

crest, CEJ-ABC）及骨体积分数（bone volume per total volume, BV/TV），以评估牙槽骨吸收程

度与骨量变化。 

1.2.6 小鼠牙周组织染色 

    右侧上颌骨样本经 4%多聚甲醛固定 48 h 后，以 PBS充分漂洗。随后依次经梯度乙醇（30%～

100%）脱水、二甲苯透明、浸蜡，最后进行石蜡包埋。使用石蜡切片机连续切片，厚度控制在

4～7 μm，展片后于 60 ℃烘片机中烘干备用。HE 染色：切片经二甲苯脱蜡、梯度乙醇水化后，

依次进行苏木精染色与伊红染色，常规脱水、透明，中性树胶封片，用于观察牙周组织整体形

态结构。Masson 染色：切片脱蜡水化后，按试剂盒说明书依次浸染苏木精、丽春红酸性品红、

磷钼酸及苯胺蓝溶液，以区分胶原纤维（呈蓝色）与肌纤维（呈红色）。染色完成后脱水透明、

封片，于光学显微镜下观察并采集图像。TRAP 染色：切片预处理同上，按抗酒石酸酸性磷酸酶

(tartrate resistant acid phosphatase, TRAP)染色试剂盒说明书，于 37 ℃避光条件下孵育 20～60 min，

蒸馏水洗涤后以苏木精复染细胞核，经分化、返蓝后脱水封片。TRAP 阳性破骨细胞胞质呈红

色或红紫色。于显微镜下计数单位视野内破骨细胞数量并进行统计分析。 

1.2.7 ELISA 检测小鼠血清中 CORT 和牙龈组织中 NETs 的表达水平 

    采用摘除眼球法采集小鼠全血，室温静置 2 h 后，于 4 ℃、3 500 r/min 条件下离心 15 min，



收集上层血清，-80 ℃保存备用。血清 CORT 及牙龈组织 NETs 标志物 MPO-DNA 均采用 ELISA

测定，严格按试剂盒说明书操作。 

1.2.8 流式细胞术 

    无菌分离小鼠牙龈组织，剪碎后经胶原酶 IV 与 DNase I 于 37 ℃消化 45 min。研磨过滤后，

裂解红细胞，制备成单细胞悬液。取 1×106 个细胞，进行 Fc 受体封闭后，加入荧光标记抗体组

合，冰上避光孵育 30 min，洗涤备用。使用流式细胞仪采集数据，通过 FSC/SSC 圈定活细胞，

依据荧光设门分析各免疫细胞亚群百分比。 

1.3 统计学处理 

所有数据采用 Graped Prism 9.4 软件进行统计分析。数值表示为 sx  ，符合正态分布的两

组之间的比较采用 t 检验。P < 0.05 示差异有统计学意义。 

 

图 1 时间轴线图 

Fig. 1 Timeline diagram 

 

2 结果 

2.1 慢性束缚应激对小鼠焦虑样行为的影响 

为验证慢性束缚应激诱导的焦虑表型，采用 OFT 与 EPM 评估小鼠焦虑样行为。OFT 结果

显示，与 Ctrl 组相比，CRS 组小鼠进入中央区域的运动时间（t = 3.368, P < 0.001）及运动距离

（t = 3.842, P < 0.001）均减少（图 2A、2B），提示其对空旷环境的新颖性探索行为降低。EPM

测试中，CRS 组小鼠于开臂停留时间(t = 2.789, P < 0.01)及运动距离（t = 2.740, P < 0.001）亦低

于 Ctrl 组（图 2C、2D），表明其趋避冲突情境下的焦虑水平升高。上述行为学数据一致证实，

7 d 慢性束缚应激成功诱导小鼠焦虑样行为。 



 

图 2 小鼠在 OFT和 EPM 中的行为学表现 

Fig. 2 Behavioral performance of mice in the OFT and EPM 

注：A: OFT trajectory; B: Time and distance traveled in the central zone of the OFT; 

C: EPM trajectory; D: Time and distance traveled in the open arms of the EPM; ** P < 0.01, *** P < 

0.001 vs Ctrl group. 

. 

2.2 慢性束缚应激诱导的焦虑对实验性牙周炎小鼠牙槽骨吸收的影响 

为评估焦虑是否加重牙周炎的发展，行为学检测结束后，从 Ctrl 组与 CRS 组小鼠中各随机

选取 10 只，通过结扎法建立为期 7 d 的实验性牙周炎模型，分别设为 PD 组与 CP 组。Micro-CT

定量分析结果表明，与 PD 组相比，CP 组小鼠上颌第 2 磨牙的牙槽骨 BV/TV 降低（t = 3.888, P 

< 0.01），CEJ-ABC 增大（t = 3.636, P < 0.01）。HE 及 Masson 染色结果显示，与 PD 组相比，

CP 组牙槽骨吸收程度加重，牙周软组织退缩明显，且牙周胶原纤维结构破坏加剧。TRAP 染色

显示 CP 组破骨细胞数量显著高于 PD 组（t = 2.640, P < 0.05）。值得注意的是，CRS 组与 Ctrl

组在牙周组织形态学指标上未见显著差异。见图 3。以上结果表明，慢性应激本身并不直接损

伤牙周组织，但其诱导的焦虑样状态可显著加剧实验性牙周炎过程中的牙槽骨吸收及软组织炎

症反应。 



 

图 3 焦虑状态对实验性牙周炎小鼠牙槽骨的影响 

Fig 3 Impact of anxiety on alveolar bone destruction in mice with experimental periodontitis 

注：A: Three-dimensional reconstruction of the right maxilla (upper panel: buccal view of the alveolar 

bone and molar; lower panel: sagittal section) at ×10 magnification, scale bar = 1 mm; B: HE staining 

(upper panel) and Masson staining (lower panel) of the right maxilla at ×15 magnification, scale bar = 

200 μm; C: TRAP staining of the right maxilla at ×15 magnification, scale bar = 200 μm; D: BV/TV 

and CEJ-ABC distance of the right maxilla; E: Quantification of TRAP-positive osteoclasts; * P < 0.05, 



*** P < 0.001 vs Ctrl group; # P < 0.05, ## P < 0.01 vs PD group. 

2.3 焦虑状态下牙周炎小鼠中免疫细胞的变化 

流式细胞术分析显示，与 PD 组相比，CP 组小鼠牙龈组织中 CD3+ CD4+T 细胞比例无显著

变化（t = 1.463, P > 0.05）(图 4A、4B)，而 CD11b+ Ly6G+中性粒细胞比例显著升高（t = 5.145, P 

< 0.01）(图 4C、4D)。上述结果提示，焦虑状态下牙周组织中性粒细胞浸润增加。 

 

图 4 焦虑状态对实验性牙周炎小鼠牙龈组织免疫细胞的影响 

Fig. 4 Impact of anxiety on immune cell populations in gingival tissues of mice with 

experimental periodontitis 

注：A: Representative flow cytometry plots of CD4⁺ T cells in gingival tissue; B: Quantitative changes 

in T cell numbers; C: Representative flow cytometry plots of neutrophils in gingival tissue; D: 

Quantitative changes in neutrophil numbers; ** P < 0.01 vs PD group. 

2.4 焦虑通过促进 NETs 形成对牙周组织的影响 

为阐明慢性束缚应激如何调控牙龈局部中性粒细胞的募集、活化或功能极化，进而加剧牙

周炎的进展，本研究首先验证慢性心理应激模型中关键神经内分泌通路的激活状态。CORT 为

HPA 轴的核心应激标志物。ELISA 结果表明，CP 组小鼠血清 CORT 水平较 PD 组显著升高（t = 

4.182, P < 0.001），见图 5A。同时，与 PD 组相比，CP 组牙龈组织中 NETs 表达水平显著上升

(t = 3.489, P < 0.01)，见图 5B。为进一步探究糖皮质激素是否通过直接调控中性粒细胞参与牙



周炎进展，实验采用糖皮质激素受体拮抗剂 RU486 进行干预。Micro-CT 分析表明，与 CP 组相

比，RU-486 干预显著改善了焦虑牙周炎小鼠上颌第 2 磨牙的牙槽骨结构参数：BV/TV 明显升

高（t = 4.725, P < 0.01），CEJ–ABC 显著缩短（t = 4.216, P < 0.01），表明阻断糖皮质激素受体

信号传导可有效缓解焦虑诱导的牙周炎骨破坏，见图 5C、5D。此外，ELISA 检测结果显示，

RU-486 处理显著下调焦虑牙周炎小鼠牙龈组织中 NETs 的表达水平（t = 2.760, P < 0.05），见

图 5E。综合上述数据，糖皮质激素对中性粒细胞的直接调控作用可能是其促进牙周炎进展的重

要机制之一。 

 

图 5 糖皮质激素对焦虑状态实验性牙周炎小鼠牙龈组织中性粒细胞的影响 

Fig. 5 The Effects of glucocorticoids on neutrophils in gingival tissues of anxiety-like mice with 

experimental periodontitis 



注：A: Expression levels of CORT in serum; B: Expression levels of MPO-DNA complexes in 

gingival tissues; C: Three-dimensional reconstruction of the right maxilla (upper panel: buccal view of 

the alveolar bone and molar; lower panel: sagittal section) at ×10 magnification, scale bar = 1 mm; D: 

BV/TV and CEJ-ABC distance of the right maxilla; E: Expression levels of MPO-DNA complexes in 

gingival tissues of mice in each group after RU-486 injection; a: PD group; b: CP group; c: 

PD+RU-486 group; d: CP+RU-486 group; * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 vs PD group; # P < 

0.05, ## P < 0.01 vs CP group. 

 

3  讨论 

牙周炎作为一种由菌斑生物膜引发、宿主免疫反应介导的慢性炎症性疾病，其发生发展与

全身系统状态密切相关。近年来，心理应激作为牙周炎的重要风险因素日益受到关注，但其通

过何种具体生物学途径影响牙周局部病变进程，尚未完全阐明。本研究通过构建慢性束缚应激

诱导的焦虑合并实验性牙周炎小鼠模型，系统探讨了焦虑情绪对牙周组织破坏的影响及潜在机

制。 

慢性束缚应激作为经典的心理应激模型，通过限制动物活动空间诱发焦虑样行为并激活

HPA 轴[9]。本研究通过 OFT 及 EPM 实验证实，慢性束缚应激成功诱导小鼠出现焦虑样行为，

与既往研究结果一致。更为重要的是，本研究发现焦虑状态可显著加重实验性牙周炎的病理进

程，为理解心理因素与牙周疾病之间的关联提供了直接的实验证据。 

中性粒细胞是牙周组织中的主要炎症效应细胞，在牙周炎的发生发展中发挥关键作用[10]。

本研究发现，焦虑状态下牙龈组织中性粒细胞比例显著升高，提示心理应激可促进中性粒细胞

向牙周组织的募集与浸润。这一现象可能与糖皮质激素诱导的炎症介质表达上调及血管内皮细

胞黏附分子表达增强有关。此外，中性粒细胞在牙周局部微环境中释放的蛋白水解酶及活性氧

可直接参与牙周支持组织的破坏。NETs 是由 DNA 纤维骨架及镶嵌其上的颗粒蛋白组成的网状

结构，在捕获病原体的同时亦可放大炎症反应。然而，过度形成的 NETs 可造成组织损伤，并

参与多种炎症性疾病的病理进程[7]。本研究发现，焦虑状态下牙龈组织中 NETs 表达水平显著升

高，且与血清 CORT 水平呈正相关，提示 HPA 轴激活所致的高糖皮质激素环境可促进 NETs 形

成。NETs 可通过激活多种信号通路促进破骨细胞分化，并直接损伤牙周膜细胞及成骨细胞，因

此焦虑加重型牙周炎模型中牙槽骨破坏的加剧可能与 NETs 过度形成密切相关。 

糖皮质激素作为 HPA 轴的终末效应激素，通过与糖皮质激素受体结合调控多种免疫细胞功

能[11]。既往研究[12]表明，糖皮质激素可延长中性粒细胞寿命、抑制其凋亡，并通过激活 PAD4

等关键酶促进 NETs 形成。本研究发现，焦虑状态下血清 CORT 水平显著升高，且采用糖皮质

激素受体拮抗剂 RU-486 干预后，NETs 表达水平下调，焦虑加重型牙周炎的病理进程得到明显

缓解。这一结果直接证实糖皮质激素信号通路在焦虑加重牙周炎中的关键作用，提示 NETs 可

能是连接心理应激与牙周组织破坏的重要分子桥梁。 

综上所述，本研究证实慢性束缚应激诱导的焦虑可通过激活 HPA 轴，促进糖皮质激素释放，

进而上调 NETs 形成，最终加剧实验性牙周炎的牙槽骨破坏与组织炎症。这一发现揭示了心理



因素加重牙周疾病的潜在分子机制，为临床干预心理应激相关牙周炎提供了新的靶点。 
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