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葛根素联合Ag-HA涂层植入对种植体周围炎
大鼠炎症水平和骨矿物质密度的影响*
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摘要 ： 目的　探讨葛根素联合银-羟基磷灰石（Ag-HA）涂层植入对种植体周围炎大鼠的炎症水平、骨矿物

质密度及骨生物学参数的影响。通过比较不同治疗组的临床表现、炎症因子水平、基因和蛋白表达及骨密度指标，为

种植体周围炎的治疗提供新的思路和实验依据。方法　选取雄性大鼠50只为研究对象复制牙周炎模型。模型复制

成功后将牙周炎模型大鼠随机分为牙周炎组10只、Ag-HA组20只、联合组20只。牙周炎组大鼠不接受干预，Ag-

HA组大鼠接受Ag-HA涂层种植体治疗，联合组大鼠接受葛根素联合Ag-HA涂层种植体治疗。检测并比较术前及

术后1、2、4、8周大鼠龈沟出血指数、牙龈指数、探诊深度、血清炎症因子水平、骨结合能力。收集3组大鼠术后8周牙

周组织，采用实时荧光定量聚合酶链反应检测相关mRNA的表达，Western blotting检测相关蛋白的表达。对大鼠模

型进行micro CT三维重建后统计并比较骨生物学参数。结果　牙周炎组、Ag-HA组、联合组术前及术后1、2、4、8

周的龈沟出血指、牙龈指数、探诊深度、人肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、人白细胞介素-6（IL-6）、人白细胞介素-1β
（IL-1β）、碱性磷酸酶（ALP）、骨结合率比较，结果：①不同时间点龈沟出血指、牙龈指数、探诊深度、TNF-α、IL-6、

IL-1β、ALP、骨结合率比较，差异均有统计学意义（P <0.05）；②牙周炎组、Ag-HA组、联合组龈沟出血指、牙龈指数、

探诊深度、TNF-α、IL-6、IL-1β、ALP、骨结合率比较，差异均有统计学意义（P <0.05），联合组龈沟出血指、牙龈指数、

探诊深度、TNF-α、IL-6、IL-1β水平较低，ALP、骨结合能力较高，相对治疗效果较好；③3组龈沟出血指、牙龈指数、

探诊深度、TNF-α、IL-6、IL-1β、骨结合率变化趋势比较，差异均有统计学意义（P <0.05）；3组骨ALP变化趋势比较，

差异无统计学意义（P >0.05）。联合组大鼠牙周组织IL-1β、CXCL12、CXCR4 mRNA和蛋白相对表达量均低于

Ag-HA组（P <0.05），OPG mRNA和蛋白相对表达量均高于Ag-HA组（P <0.05）。联合组大鼠组织矿物质密度、骨

体积分数、骨小梁厚度均高于Ag-HA组（P <0.05），联合组大鼠骨矿物质密度、上颌第一磨牙釉牙骨质界至牙槽嵴顶

的距离均低于Ag-HA组（P <0.05）。结论　葛根素联合Ag-HA涂层植入能显著改善种植体周围炎大鼠的炎症水

平、牙龈指数、探诊深度及骨结合能力。联合治疗较单独治疗在抑制炎症反应、提高骨密度及改善牙周组织修复方面

效果更显著。特别是在OPG蛋白表达和骨生物学参数方面，联合治疗表现出较高的优势，提示其在种植体周围炎治

疗中的潜在应用价值。
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Abstract:  Objective To investigate the effects of puerarin combined with silver-hydroxyapatite (Ag-HA) 

coating implantation on inflammations, bone mineral density (BMD), and bone biological parameters in rats with 

peri-implantitis, and to provide new insights and experimental evidence for the treatment of peri-implantitis by 

comparing the clinical manifestations, gene and protein expression of inflammatory cytokines, and BMD across 

different treatment groups.  Methods Fifty male rats were selected for this study and induced with peri-implantitis. 

After successful modeling, the rats were randomly divided into three groups: the peri-implantitis group (10 rats), the 

Ag-HA group (20 rats), and the combination group (20 rats). The peri-implantitis group received no intervention, the 

Ag-HA group was treated with Ag-HA coating implantation, and the combination group received both puerarin and 

Ag-HA coating implantation. The rats were evaluated preoperatively and at 1, 2, 4, and 8 weeks postoperatively for 

sulcus bleeding index (SBI), gingival index (GI), probing depth (PD), serum levels of inflammatory factors, and 

osseointegration capacity. Periodontal tissues were collected from all three groups of rats at 8 weeks postoperatively, 

and mRNA levels of relevant genes were detected using real-time quantitative PCR. Western blotting was performed 

to assess the expression of associated proteins. Micro-CT 3D reconstruction was carried out on the rat models, and 

bone biological parameters were statistically analyzed and compared.  Results Comparisons were made on the SBI, 

GI, PD, levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin (IL)-6, IL-1β, and alkaline phosphatase (ALP), and 

the bone-implant contact rate among the three groups preoperatively and at 1, 2, 4, and 8 weeks postoperatively. The 

results exhibited that these indicators were statistically significant different across the time points (P < 0.05) and 

among the groups (P < 0.05), where the SBI, GI, PD, and levels of TNF-α, IL-6, and IL-1β were lower and the ALP 

level and the bone-implant contact rate were higher in the combination group, indicating better therapeutic outcomes. 

The change trends of all these indicators (P < 0.05) but ALP  were significantly different among the groups (P > 

0.05). The relative mRNA and protein expression levels of IL-1β, CXCL12, and CXCR4 in the periodontal tissues of 

rats in the combination group were lower than those in the Ag-HA group (P < 0.05), while the relative mRNA and 

protein expression levels of osteoprotegerin (OPG) in the combination group were higher than those in the Ag-HA 

group (P < 0.05). The tissue mineral density, bone volume-to-total volume ratio (BV/VT), and trabecular thickness 

(Tb.Th) of rats in the combination group were higher than those in the Ag-HA group (P < 0.05), whereas the BMD 

and distance from cementoenamel junction to alveolar bone crest (CEJ-ABC) were lower in the combination group 

than those in the Ag-HA group (P < 0.05).  Conclusion Puerarin combined with Ag-HA coating implantation 

significantly improves inflammation levels, GI, PD, and osseointegration capacity in peri-implantitis rats. The 

combination treatment demonstrates more pronounced effects in suppressing inflammation, enhancing bone density, 

and promoting periodontal tissue repair compared to Ag-HA coating implantation alone. Notably, the combination 

therapy exhibits superior effects on OPG protein expression and bone biological parameters, suggesting their 

potential applicability in the treatment of peri-implantitis.

Keywords:  peri-implantitis; periodontitis; puerarin; silver-hydroxyapatite; rat; inflammatory cytokine; bone 

biological parameters

种植体周围炎是口腔种植修复后常见的并发

症，病理特征包括种植体周围软硬组织炎症、骨

吸收及微生物生物膜形成，严重时可导致种植体

失败。流行病学研究表明，种植体周围炎的发病

率高达 28%～56%，且与吸烟、糖尿病及口腔卫生

不良等因素密切相关[1]。目前临床治疗多依赖机械

清创、抗生素应用及局部抗炎药物，但存在疗效

有限、易复发及耐药性等问题。因此，开发兼具

抗菌、抗炎及骨再生协同作用的治疗策略具有重

要临床意义。银-羟基磷灰石 （Ag-hydroxyapatite，

Ag-HA） 涂层作为一种新型骨植入材料，通过释放

银离子 Ag＋抑制细菌生物膜形成，并通过羟基磷灰

石 （silver-hydroxyapatite, HA） 的骨传导性促进骨结

合，在骨科及牙科领域展现出应用潜力。研究表

明，Ag-HA 涂层可显著降低种植体周围金黄色葡

萄球菌和铜绿假单胞菌的黏附密度，减轻炎症反

应[2]。然而，其对宿主免疫微环境的调控作用及长

期骨再生效能仍需进一步验证。葛根素是从豆科

植 物 葛 根 中 提 取 的 异 黄 酮 类 化 合 物 ， 具 有 抗 炎 、

抗氧化及免疫调节特性。其作用机制涉及抑制核

因子 κB （nuclear factor-κB, NF-κB）、丝裂原活化

蛋 白 激 酶 （mitogen-activated protein kinase, MAPK）

及信号转导和转录激活因子 （signal transducers and 

activators of transcription, STAT） 信号通路，减少促
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炎因子释放，并促进调节性 T 细胞分化。动物实验

结 果 显 示 ， 葛 根 素 可 通 过 调 控 白 细 胞 介 素 -23

（Interleukin-23, IL-23） /辅助性 T 细胞 17 （T helper 

cell 17, Th17） 轴抑制破骨细胞活性，改善牙槽骨

吸 收 ， 并 促 进 成 骨 细 胞 分 化 及 骨 矿 物 质 沉 积[3-4]。

此外，葛根素与纳米材料联合应用可增强生物利

用度及靶向性，提示其在骨组织工程中的潜在协

同价值。尽管 Ag-HA 涂层和葛根素在抗炎及骨修

复方面均表现出一定优势，但目前尚无研究探讨

两 者 联 合 应 用 对 种 植 体 周 围 炎 的 综 合 调 控 作 用 。

本研究通过构建大鼠种植体周围炎模型，系统评

估 葛 根 素 联 合 Ag-HA 涂 层 植 入 对 炎 症 因 子 表 达 、

骨代谢标志物及骨微结构的影响，旨在揭示多靶

点联合干预的协同机制，为临床优化种植体周围

炎治疗方案提供实验依据。

1  材料与方法 

1.1　实验动物　

50 只 SPF 级雄性 Sprague-Dawley 大鼠[实验动物

生产许可证号：SCXK （京） 2022-0012]，由斯贝福

（北京） 生物技术有限公司提供。实验在康复大学

青岛中心医院 SPF 级动物实验中心完成[实验动物

使用许可证号：SYXK （鲁） 2022-0053]，所有操

作遵循 《实验动物护理与使用指南》，并经康复大

学实验动物伦理委员会批准。大鼠 5～8 周，体重

225～255 g。大鼠在稳定环境常规饲养 1 周后进行

实验，温度 22～25 ℃，相对湿度 40%～60%。

1.2　主要试剂及仪器　

HA粉末（瑞士Sulzer Metco公司，粒径15～50 μm），

人 肿 瘤 坏 死 因 子 - α （tumor necrosis factor, TNF- α）

酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （enzyme linked immunosorbent 

assay, ELISA） 试剂盒 （上海酶联生物科技有限公

司），人白细胞介素-6 （Interleukin-6, IL-6） 和人

白 细 胞 介 素 -1β （Interleukin-1β, IL-1β） ELISA 试

剂盒 （上海纪宁生物科技有限公司），RIPA 裂解液

（上海康朗生物科技有限公司），蛋白酶/磷酸酶抑

制剂、BCA 蛋白浓度检测试剂盒、SDS-PAGE 凝胶

配制试剂盒 （上海碧云天生物技术股份有限公司），

转膜缓冲液 （上海万生昊天生物技术有限公司），

PVDF/NC 膜 （上海迈博瑞生物膜技术有限公司），

脱脂奶粉 Oxoid™ Skim Milk Powder （美国赛默飞世

尔 科 技 公 司），一 抗 [C-X-C 基 序 趋 化 因 子 配 体 12

（C-X-C motif chemokine ligand 12, CXCL12）、C-X-C

趋 化 因 子 受 体 4 （CXC chemokine receptor 4, 

CXCR4）、骨保护素 （Osteoprotegerin, OPG）、IL-1β]

（上海艾博抗贸易有限公司），HRP 标记二抗 （美

国赛默飞世尔科技公司，1∶2 000 稀释），ECL 超

敏发光液 （北京百奥莱博科技有限公司）。

垂直电泳系统电泳仪 （北京六一生物科技有

限公司），凝胶成像系统 （上海嘉鹏科技有限公司，

JP-2880 全自动系统），硬组织切片机 （德国 Exakt

公司，E30OCP 型），硬组织磨片机 （德国 Exakt 公

司，E400CS 型），美国西门子 Inveon MM CT 系统，

Eppendorf 低温离心机 （德国艾本德股份公司），恒

温孵育摇床 （上海智城分析仪器制造有限公司）。

1.3　牙周炎大鼠模型复制方法　

通 过 丝 线 结 扎 配 合 10% 高 糖 饮 食 进 行 诱 导 。

具体操作如下：采用 5% 水合氯醛腹腔注射后将其

固定于仰卧位。轻轻撑开大鼠的上下切牙，清晰

暴露出下颌第一与第二磨牙之间的空间。在确保

该 空 间 被 适 当 扩 张 后 ， 使 用 0.2 mm 正 畸 结 扎 丝 ，

巧妙地穿过第一磨牙腭侧的远中邻间隙，再从颊

侧穿出，并将其牢固地安置在龈沟内，防止其脱

落。饲养过程中，为大鼠提供含 10% 高糖水的饮

食，并确保每天更换新鲜的食物和水源。为维护

结扎丝的稳定性，每 3 d 检查 1 次，并在发现脱落

时立即进行重新结扎。经过 8 周的结扎饲养后，对

大鼠进行牙周探针检查。该检查包括龈沟出血指

数、牙龈指数、探诊深度，每项指标均进行了 3 次

重复测量，以确保数据的准确性。所有测量均由

同一名操作员完成，以消除个体差异对结果的影

响。最后根据牙龈炎症的严重程度及牙槽骨的破

坏情况来评估模型复制是否成功。

1.4　分组方法　

确认模型复制成功后，移除结扎丝并恢复常规

饮食，采用随机数字表法将模型复制成功大鼠分

为 3 组：牙周炎组 （10 只，无额外干预）、Ag-HA

涂层组 （20 只） 和联合组 （20 只）。Ag-HA 涂层组

和联合组大鼠禁食、禁饮 12 h 后，肌内注射 1.5 mL

速眠新进行初步麻醉，10 min 后按 1 mL/kg 剂量肌

内注射 30 g/L 戊巴比妥钠进行深度麻醉。麻醉生效

后，对大鼠进行消毒并固定，分别植入 Ag-HA 涂
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层种植体或葛根素联合 Ag-HA 涂层种植体，缝合

伤口，并术后给予头孢唑啉钠肌内注射预防感染。

1.5　Ag-HA涂层制备方法　

将高质量的 HA 粉末与 3% Ag 粉充分混合，混合

时长 2 h，以确保两种成分均匀分布。利用瑞士 Sulzer 

Metco 真空等离子喷涂技术，在 30 mm×30 mm×2 mm

的钛合金基材上喷涂形成 HA 涂层及含有 Ag 抗菌剂

的 Ag-HA 涂 层 。 喷 涂 参 数 ： 等 离 子 气 体 Ar 流 量

40 L/min，等离子气体 H2 流量 10 L/min，喷涂距离

300 mm，涂层目标厚度 200 μm，真空室气压维持

在 100 Pa， 送 粉 载 气 Ar 流 量 2.0 L/min， 送 粉 速 率

20 g/min，电流强度 650 A，电压 60 V。根据 ASTM C-

633 标准检测，HA 涂层与 Ag-HA 涂层的结合强度

分别达到 20.1 和 23.4 MPa，显示出优异的涂层附着

力。Ag-HA 涂层由 HA、磷酸三钙、氧化钙及 Ag＋

组成，其中磷酸三钙和氧化钙是在 HA 喷涂过程中

自 然 分 解 产 生 的 。 为 了 进 一 步 优 化 涂 层 的 性 能 ，

采 用 电 化 学 沉 积 技 术 ， 在 特 定 的 电 解 液 条 件 下

（Ag＋浓度 0.5 mmol/L，溶液温度 40 ℃，pH 4.0，脉

冲电位-2 V，沉积时间 2 h），将 Ag＋沉积于 HA 涂

层表面。沉积完成后，样品在马弗炉中高温处理，

升温速率控制在 5 ℃/min，以达到所需的热处理效

果。随后用大量去离子水 （5 L） 洗涤沉淀物，并

在 70 ℃高温箱中干燥以获得 Ag-HA 颗粒。通过玛

瑙研磨器研磨至所需粒度。

1.6　葛根素联合Ag-HA涂层制备方法　

在 Ag-HA 涂层的基础上，引入葛根素。按照上

述 Ag-HA 涂层制备方法，在钛合金基材上形成均

匀的 Ag-HA 涂层。将葛根素 （纯度≥90%） 溶解在

乙醇中，浓度控制在 1～10 mg/mL，具体浓度可根

据所需负载量来调整。将葛根素溶液喷涂在 Ag-HA

涂层表面，采用喷雾枪或静电喷涂方法，确保均

匀 覆 盖 。 喷 涂 时 应 保 持 适 当 的 喷 涂 距 离 和 速 率 ，

以确保涂层均匀，不出现过度堆积。葛根素的浓度

控制在 1～10 mg/mL，根据涂层表面生物活性的需

求调整。喷涂可分为 2 或 3 层进行，每层喷涂后应

在室温下静置 10～15 min，待溶剂挥发后再进行下

一层的喷涂。喷涂完毕后，应将涂层放置在 50～

60 ℃条件下干燥 1 h，以确保溶剂挥发完毕并固定

葛根素。固化温度为 120～150 ℃，持续 30～60 min。

1.7　种植体植入方法　

选择大鼠下颌第一磨牙缺失区作为植入位点

（模拟人类后牙区咬合力需求），该区域牙槽骨高度

充 足（≥8 mm），骨 质 致 密（皮 质 骨 厚 度 ≥1.5 mm），

符合骨结合稳定性要求。通过术前影像学 （Micro-

CT） 确认植入区无残留牙根或牙槽骨吸收 （骨高

度≥6 mm），确保为纯骨缺损修复模型。定制钛合

金种植体 （直径 1.8 mm，长度 3.0 mm），表面经喷

砂酸蚀处理以增强骨结合。使用种植导板将种植

体 垂 直 植 入 骨 缺 损 区 ， 确 保 顶 端 位 于 皮 质 骨 下

0.5 mm （避免穿破上颌窦或下牙槽神经）。通过扭

矩控制仪施加 15 N·cm 的植入扭矩，达到骨结合所

需机械稳定性。种植体完全埋入骨内，颈部无暴

露，缝合龈瓣覆盖 （使用 4-0 可吸收缝线）。术后

肌内注射青霉素 （8×104 u/kg，连续 3 d） 预防感

染。术后 24 h 禁食，逐步恢复饮水及标准饲料。

1.8　评价指标　

1.8.1 　 牙周指标 　分别于术前及术后 1、2、4、8 周

对 3 组大鼠牙周指标进行检测。①龈沟出血指数采

用 6 级分级标准：0 级表示牙龈健康，无炎症或出

血迹象；1 级表示牙龈有轻度炎症改变，但探诊时

未见出血；2 级为探诊后出现点状出血；3 级为线

状出血；4 级为出血溢满并有可能流出龈沟；5 级

则表现为牙龈自发性出血。②牙龈指数的测量同

样采用 4 级分级标准：0 级代表牙龈正常；1 级为

轻度炎症，牙龈颜色略有改变并伴有水肿；2 级为

中度炎症，牙龈呈现红肿并有出血反应；3 级为重

度炎症，牙龈出现红肿或溃疡，且自发性出血明

显。牙周探诊深度的测量涵盖了颊侧（近中、中央、

远中）和舌侧（近中、中央、远中）共 6 个部位。

1.8.2 　 ELISA检测炎症因子水平 　分别于术前及术

后 1、2、4、8 周抽取大鼠眦静脉血制备血清，采用

ELISA 试剂盒检测血清 TNF-α、IL-6、IL-1β 水平。

1.8.3 　 ALP、骨结合能力 　检测术后 1、2、4、8 周

3 组 大 鼠 血 清 碱 性 磷 酸 酶 （alkaline phosphatase, 

ALP） 水平。选取 Ag-HA 组和联合组大鼠种植体及

紧邻 3 mm 内骨组织作为样本；牙周炎组则选取牙

周炎病灶周边 3 mm 内的骨组织。采用美国西门子

Inveon MM CT 系统扫描样本。完成扫描后，将种植

体周围 1 mm 的区域设定为感兴趣区域，以便深入

探究种植体与骨组织的结合状态。采用德国 Exakt
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公司 E30OCP 型硬组织切片机与 E400CS 型硬组织磨

片机，以及相应的平行黏合压片装置，制备厚度

为 30 μm 的硬组织切片。每个样本选取 2 张切片以

备后续分析。切片制备完毕后，进行亚甲基蓝–

酸 性 品 红 染 色 ， 以 增 强 样 本 结 构 的 可 视 化 效 果 。

利用 Image-ProPlus 6.0 图像处理软件，对染色后的

切片进行图像分析，通过计算得出种植体与骨组

织的结合率，以此评估种植体的骨结合效果。

1.8.4 　 实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative real-

time polymerase chain reaction, qRT-PCR） 检 测

mRNA表达 　术后 8 周处死大鼠，收集大鼠牙周组

织，使用总 RNA 提取试剂盒 （北京天根生化科技

有限公司，DP419） 提取总 RNA。利用 FastKing 一

步法除基因组 cDNA 第一链合成预混试剂 （北京天

根 生 化 科 技 有 限 公 司 ， KR118） 获 得 cDNA 模 板 。

采 用 qRT-PCR 检 测 IL-1β、 OPG、 CXCL12、

CXCR4 mRNA 相对表达量。反应程序为：95 ℃预

变性 5 s，升温速率 4.4 ℃/s。PCR 扩增阶段共 40 个

循环，每循环包含 3 步：95 ℃变性 5 s，升温速率

4.4 ℃/s；55 ℃退火 30 s，升温速率 2.2 ℃/s；72 ℃

延伸 30 s，升温速率 2.2 ℃/s。熔解曲线分析阶段：

95 ℃维持 5 min，升温速率 4.4 ℃/s；60 ℃维持 1 min，

升 温 速 率 2.2 ℃/s； 再 升 温 至 95 ℃ ， 升 温 速 率

0.11 ℃/s。降温终止阶段：50 ℃维持 30 s，升温速

率 2.2 ℃/s。引物序列信息见表 1。使用 2-ΔΔCt 法计

算 mRNA 相对表达量。

1.8.5 　 Western blotting 检测蛋白表达 　利 用 RIPA

试剂裂解各组大鼠的牙周组织，提取其中的蛋白

质。对提取的蛋白质进行定量处理，确保在进行

Western blotting 检测时各组样本的蛋白质浓度一致。

进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，将蛋白质样本分离成不

同 的 组 分 。 电 泳 完 成 后 ， 将 蛋 白 质 转 移 到 膜 上 ，

以便进行后续的抗体孵育。转膜后使用脱脂乳对

膜进行封闭，以减少非特异性结合。4 ℃条件下过

夜 孵 育 一 抗 ，一 抗 包 括 针 对 CXCL12、CXR4、OPG、

IL-1β 的 特 异 性 抗 体 ，所 有 抗 体 均 以 1∶1 000 比例

稀释。一抗孵育完成后，将膜在室温下孵育二抗，

二 抗 以 1∶2 000 比 例 稀 释 ，孵 育 时 间 为 1 h。 使 用

ECL 试剂对膜进行显色，以便观察特异性蛋白的结

合情况。利用凝胶成像系统捕捉并保存显色后的

图像。通过 Image J 软件对图像中的蛋白灰度值进

行分析，从而量化各组大鼠牙周组织中各蛋白相

对表达量。

1.8.6 　 骨生物学参数 　将已固定的上颌骨样本使

用生理盐水进行全面冲洗，确保其表面无残留物，

随后将清洗干净的样本妥善放置于专用的扫描容

器内。设置 Micro CT 扫描参数：电压 70 kV，电流

200 mA，曝光时间 300 ms，以获取高质量的扫描图

像。完成扫描后，利用专业软件进行三维图像重

建 。 在 三 维 重 建 的 图 像 中 ， 精 确 记 录 以 下 参 数 ：

组织矿物质密度 （tissue mineral density, TMD）、骨

矿物质密度 （bone mineral density, BMD）、骨体积分

数 （bone volume-to-total volume ratio, BV/TV）、骨小

梁厚度 （trabecular thickness，Tb.Th）、骨小梁骨分

离 度 （trabecular separation, Tb.Sp）。 利 用 ImageJ 图

像分析软件进一步测量上颌第一磨牙釉牙骨质界

表 1　引物序列表 

基因

GAPDH

IL-1β

OPG

CXCL12

CXCR4

序列（5´-3 ）́

正向：TTAAATTACACACCACCCAT

反向：ACATCGAGTCGGTGTGTCAT

正向：AAATGCCTCGTGCTGTCTGA

反向：GGATTTTGTCGTTGCTTGTCTC

正向：GGGACCCCAGAGCGAAAC

反向：GCAGGAGGCCAAGTGAGC

正向：CCCCTGCCGATTCTTTGA

反向：TGTTGTTGCTTTTCAGCCTTG

正向：CTTCTGGGCAGTGGACGC

反向：TGCTGTAAAGGTTGACGGTGTA

引物长度/bp

20

20

20

22

18

18

18

21

18

22

序列号

AF261085.1

NM_031512.2

U94330.1

NM_001033883.1

NM_022205.3
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（cemento-enamel junction, CEJ） 至 牙 槽 嵴 顶

（alveolar bone crest, ABC） 的距离 （CEJ-ABC）。这

一测量有助于了解牙周炎对牙周组织的影响程度。

1.9　统计学方法　

数据分析采用 SPSS 26.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差 （x±s） 表示，比较用方差分析或

重复测量设计的方差分析，两两比较用 LSD-t 检

验。P <0.05 为差异有统计学意义。

2  结果 

2.1　3组牙周指数的变化　

牙周炎组、Ag-HA 组、联合组术前及术后 1、

2、4、8 周的龈沟出血指、牙龈指数、探诊深度比

较，采用重复测量设计的方差分析，结果：①不

同时间点龈沟出血指、牙龈指数、探诊深度比较，

差 异 均 有 统 计 学 意 义 （F =4 340.652、 7 635.652、

762.759， 均 P =0.000）； ② 牙 周 炎 组 、 Ag-HA 组 、

联 合 组 龈 沟 出 血 指 、 牙 龈 指 数 、 探 诊 深 度 比 较 ，

差 异 均 有 统 计 学 意 义 （F =3 277.279、 4 101.346、

759.460，均 P =0.000），联合组龈沟出血指、牙龈

指数、探诊深度较低，相对治疗效果较好；③3 组

龈沟出血指、牙龈指数、探诊深度变化趋势比较，

差 异 均 有 统 计 学 意 义 （F =676.317、 815.183、

156.973，均 P =0.000）。见表 2。

2.2　3组炎症因子水平的变化　

牙周炎组、Ag-HA 组、联合组术前及术后 1、

2、4、8 周的 TNF-α、IL-6、IL-1β 比较，采用重

复 测 量 设 计 的 方 差 分 析 ， 结 果 ： ① 不 同 时 间 点

TNF-α、IL-6、IL-1β 比较，差异均有统计学意义

（F =9.777、13.909、9.908，均 P =0.000）；②牙周炎

组、Ag-HA 组、联合组 TNF-α、IL-6、IL-1β 水平

比 较 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （F =17.524、 6.379、

26.361， 均 P =0.000）， 联 合 组 TNF- α、 IL-6、 IL-

1β 水平较低，相对炎症水平缓解效果较好；③3 组

TNF-α、IL-6、IL-1β 水平变化趋势比较，差异均

有统计学意义 （ F=3.489、4.116、4.703，P =0.001、

0.000、0.000）。见表 3。

2.3　3组骨结合能力的变化　

牙周炎组、Ag-HA 组、联合组术后 1、2、4、

8 周的 ALP、骨结合率比较，采用重复测量设计的

方差分析，结果：①不同时间点 ALP、骨结合率比

较，差异均有统计学意义 （F =31.312、1 941.408，

均 P =0.000）； ② 牙 周 炎 组 、 Ag-HA 组 、 联 合 组

ALP、骨结合率比较，差异均有统计学意义 （F =

90.924、249.306，均 P =0.000），联合组 ALP、骨结

合 能 力 较 高 ， 相 对 牙 周 组 织 的 骨 再 生 能 力 较 强 ；

③3 组 骨 ALP 变 化 趋 势 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义

（F =2.024，P=0.066）；骨结合率变化趋势比较，差

表2　3组不同时间点龈沟出血指数、牙龈指数、探诊深度比较 （x±s）

组别

牙周炎组

Ag-HA 组

联合组

n

10

20

20

龈沟出血指数

术前

4.30±0.16

4.29±0.15

4.31±0.18

术后 1 周

4.36±0.18

4.12±0.16

3.98±0.17

术后 2 周

4.33±0.20

2.56±0.12

1.89±0.15

术后 4 周

4.29±0.19

1.02±0.11

0.74±0.07

术后 8 周

4.36±0.18

0.26±0.05

0.21±0.04

组别

牙周炎组

Ag-HA 组

联合组

牙龈指数

术前

2.85±0.09

2.86±0.08

2.88±0.08

术后 1 周

2.83±0.10

2.45±0.11

2.40±0.07

术后 2 周

2.82±0.11

1.92±0.05

1.81±0..06

术后 4 周

2.84±0.12

1.05±0.04

0.98±0.06

术后 8 周

2.83±0.10

0.15±0.01

0.12±0.02

组别

牙周炎组

Ag-HA 组

联合组

探诊深度/mm

术前

1.33±0.05

1.32±0.06

1.35±0.07

术后 1 周

1.29±0.06

1.26±0.07

1.25±0.06

术后 2 周

1.30±0.07

1.18±0.05

1.13±0.04

术后 4 周

1.32±0.08

0.80±0.03

0.75±0.06

术后 8 周

1.31±0.05

0.56±0.01

0.53±0.01
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异有统计学意义 （F =75.438，P=0.000）。见表 4。

2.4　 3 组 大 鼠 牙 周 组 织 IL-1β、OPG、CXCL12、

CXCR4 mRNA相对表达量比较　

牙周炎组、Ag-HA 组、联合组大鼠牙周组织 IL-

1β、OPG、CXCL12、CXCR4 mRNA 相对表达量比较，

经方差分析，差异均有统计学意义（P <0.05）；联合

组大鼠牙周组织 IL-1β、CXCL12、CXCR4 mRNA 相对

表达量均低于 Ag-HA 组（P <0.05），OPG mRNA 相对

表达量高于 Ag-HA 组（P <0.05）。见表 5 和图 1。

2.5　 3 组 大 鼠 牙 周 组 织 IL-1β、OPG、CXCL12、

CXCR4蛋白相对表达量比较　

牙 周 炎 组 、Ag-HA 组 和 联 合 组 大 鼠 牙 周 组 织

IL-1β、OPG、CXCL12、CXCR4 蛋白相对表达量比较，

经方差分析，差异均有统计学意义（P <0.05）；联合

组 大 鼠 牙 周 组 织 IL-1β、CXCL12、CXCR4 蛋 白 相 对

表达量低于 Ag-HA 组（P <0.05），OPG 蛋白相对表达

量高于 Ag-HA 组（P <0.05）。见图 2 和表 6。

表3　3组不同时间点TNF-α、IL-6、IL-1β水平比较 （pg/mL， x±s）

组别

牙周炎组

Ag-HA 组

联合组

n

10

20

20

TNF-α
术前

7.28±2.16

7.25±2.56

7.29±2.33

术后 1 周

7.82±2.37

7.13±2.16

7.10±2.31

术后 2 周

8.02±2.65

6.87±1.98

6.89±1.88

术后 4 周

8.11±2.98

5.12±1.16

4.53±1.03

术后 8 周

8.23±2.45

4.23±1.05

3.65±0.98

组别

牙周炎组

Ag-HA 组

联合组

IL-6

术前

5.98±2.02

6.02±2.13

5.97±2.34

术后 1 周

6.12±1.98

6.11±1.97

6.20±2.15

术后 2 周

6.55±2.16

6.42±1.48

6.39±1.94

术后 4 周

6.67±2.35

4.35±1.21

4.44±1.35

术后 8 周

6.59±2.48

3.12±0.97

2.55±0.88

组别

牙周炎组

Ag-HA 组

联合组

IL-1β
术前

3.35±1.20

3.37±1.21

3.29±1.19

术后 1 周

3.55±1.55

3.60±1.14

3.36±1.11

术后 2 周

3.86±1.59

2.68±1.02

2.36±1.06

术后 4 周

4.02±1.54

1.78±0.98

1.87±0.84

术后 8 周

3.97±1.35

1.60±0.39

1.33±0.28

表4　3组不同时间点ALP、骨结合率比较 （x±s）

组别

牙周炎组

Ag-HA 组

联合组

n

10

20

20

ALP/（IU/L）

术后 1 周

1.77±0.18

2.30±0.21

2.25±0.25

术后 2 周

1.79±0.19

2.35±0.18

2.34±0.35

术后 4 周

1.89±0.20

2.41±0.16

2.56±0.24

术后 8 周

2.11±0.21

2.88±0.21

2.69±0.35

骨结合率/%

术后 1 周

6.85±0.82

11.26±0.69

11.38±0.77

术后 2 周

8.36±0.94

15.64±0.86

14.98±0.87

术后 4 周

10.17±1.26

20.68±1.52

28.46±1.67

术后 8 周

12.43±1.65

33.64±2.48

41.06±2.65

表 5　3组IL-1β、OPG、CXCL12、CXCR4 mRNA相对表达量比较 （x±s）

组别

牙周炎组

Ag-HA 组

联合组

F 值

P 值

n

10

20

20

IL-1β mRNA

1.57±0.19

1.42±0.15

1.11±0.10†

42.521

0.000

OPG mRNA

1.35±0.22

1.45±0.25

1.68±0.31†

6.124

0.004

CXCL12 mRNA

2.23±0.24

1.60±0.18

1.23±0.14†

104.252

0.000

CXCR4 mRNA

1.98±0.20

1.44±0.18

1.15±0.12†

86.438

0.000

注 ： †与Ag-HA组比较，P <0.05。
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2.6　3组骨生物学参数比较　

牙周炎组、Ag-HA 组和联合组大鼠 TMD、BMD、

BV/VT、Tb.Th、CEJ-ABC 比较，经单因素方差分析，

差异均有统计学意义（P <0.05）；联合组大鼠 TMD、

BV/VT、Tb. Th 均 高 于 Ag-HA 组（P <0.05），BMD、

CEJ-ABC 均低于 Ag-HA 组（P <0.05）。见表 7。

3  讨论 

种植体周围炎是种植牙术后影响长期疗效的

主要并发症，以种植体周围骨进行性吸收和软组

织炎症为特征，可导致种植体松动甚至脱落，严

重影响患者口腔功能与生活质量[4-6]。牙菌斑生物

膜尤其是革兰阴性厌氧菌如牙龈卟啉单胞菌、具

核梭杆菌在种植体表面定植，通过释放毒素激活

宿 主 免 疫 反 应 ， 引 发 炎 症 。 种 植 体 - 基 台 微 间 隙

（0.5～1.5 μm） 形成的“死腔效应”进一步促进致

病菌富集，加速骨吸收[7]。细菌刺激导致巨噬细胞

极化失衡 （M1 促炎型占比>85%），释放过量促炎

因子 （如 IL-1β、TNF-α），激活破骨细胞并抑制

成骨活性。钛颗粒磨损产物还可激活 NLRP3 炎症

小体，加剧局部组织破坏[8]。种植体表面粗糙度过

高 、 粘 结 剂 残 留 、 修 复 体 设 计 不 良 （如 咬 合 过

载）；牙周炎病史 （风险增加 2.5～5 倍）、糖尿病

（糖化血红蛋白水平与骨吸收正相关）、吸烟 （血

管收缩及免疫抑制） [9]。

  IL-1β              OPG            CXCL12           XCR4
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图1　3组IL-1β、OPG、CXCL12、CXCR4 mRNA

相对表达量比较
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图2　3组IL-1β、OPG、CXCL12、CXCR4蛋白的表达

表 6　3组IL-1β、OPG、CXCL12、CXCR4蛋白相对表达量比较 （x±s）

组别

牙周炎组

Ag-HA 组

联合组

F 值

P 值

n

10

20

20

IL-1β 蛋白

0.88±0.09

0.67±0.07

0.51±0.07†

84.241

0.000

OPG 蛋白

0.23±0.07

0.30±0.04

0.37±0.06†

22.563

0.000

CXCL12 蛋白

1.39±0.11

0.78±0.08

0.56±0.04†

417.145

0.000

CXCR4 蛋白

1.50±0.11

0.97±0.11

0.53±0.10†

286.017

0.000

注 ： †与Ag-HA组比较，P <0.05。

表 7　3组骨生物学参数比较 （x±s）

组别

牙周炎组

Ag-HA 组

联合组

F 值

P 值

n

10

20

20

TMD/mm3

498.56±53.26

688.65±68.98

832.05±64.89†

90.420

0.000

BMD/mm3

987.35±86.09

989.98±75.15

921.35±68.51†

4.923

0.011

BV/VT

0.51±0.15

0.68±0.22

0.79±0.34†

3.725

0.032

Tb.Th/mm

0.15±0.03

0.20±0.04

0.26±0.05†

23.828

0.000

Tb.Sp/mm

0.16±0.07

0.14±0.07

0.11±0.03†

2.863

0.067

CEJ-ABC/mm

1.15±0.12

0.88±0.13

0.76±0.20†

19.705

0.000

注 ： †与Ag-HA组比较，P <0.05。
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本研究从临床表现来看，联合组大鼠在龈沟

出血指数、牙龈指数和探诊深度上的改善均优于

牙周炎组和 Ag-HA 组。这表明葛根素与 Ag-HA 的

联合应用能够更有效地减轻种植体周围炎引起的

牙龈炎症和牙周袋形成，从而改善牙周组织的健

康状况[10]。葛根素具有促进血管生成和细胞增殖的

能力，这有助于牙周组织的修复和再生[11]。在种植

体周围炎的治疗中，促进牙周组织的修复是恢复

其功能的关键[12]。这一结果与 ICONARU 等[13] 关于

葛根素和 Ag-HA 各自具有抗炎和促进组织修复作

用的研究相一致，但联合应用的效果更显著。联

合组大鼠 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 水平均显著低于牙

周炎组和 Ag-HA 组。葛根素通过阻断 NLRP3 炎症

小 体 活 化 ， 显 著 抑 制 Caspase-1 的 切 割 及 IL-1β、

IL-18 的成熟释放[14]。实验结果显示，联合组 IL-1β
蛋白表达较 Ag-HA 组降低，这与巨噬细胞极化表

型转换密切相关——葛根素促使 M1 型促炎巨噬细

胞 （CD86＋） 向 M2 型 抗 炎/修 复 型 （CD206＋） 转

化。同时，葛根素通过抑制 NF-κB 核转位，下调

TNF-α、IL-6 等促炎因子转录，减少中性粒细胞浸

润及基质金属蛋白酶分泌，从而减少结缔组织降

解[15-17]。这一发现进一步支持了葛根素联合 Ag-HA

涂层植入在牙周炎治疗中的抗炎作用。在骨生物

学参数方面，联合组大鼠的 ALP 活性、骨结合能力

及 TMD、BV/VT 和 Tb.Th 等指标均优于牙周炎组和

Ag-HA 组。ALP 是成骨细胞分化和骨形成的重要标

志物，其活性提高表明联合治疗能够促进牙周组

织的骨再生[18-20]。同时，骨结合能力增强也验证了

联合治疗在促进牙周组织与种植体之间稳定结合

方面的优势。此外，TMD、BV/VT 和 Tb.Th 等指标

提高进一步证明了联合治疗在改善牙周组织骨结

构和提高骨密度方面的效果。低剂量 Ag＋（<2 ppm）

可 刺 激 成 骨 细 胞 增 殖 ， 而 HA 提 供 骨 基 质 矿 化 模

板。因此联合组 BV/TV 和 Tb.Th 分别较 Ag-HA 组增

加，Tb.Sp 降低，证实其可显著改善骨微结构。虽

然联合组大鼠 BMD 略低于 Ag-HA 组，但考虑 BMD

的变化可能受多种因素的影响，且联合组在其他

骨生物学参数上的优势更为显著，因此可以认为

这一差异并不影响联合组在牙周炎治疗中的整体

效果。CEJ-ABC 在联合组中较低，这可能反映了

联合治疗在促进牙周组织修复和重建方面的积极

作用，使牙周组织更加接近正常状态[21-24]。联合组

大鼠牙周组织中 IL-1β 表达显著降低，而 OPG 表达

显著提高。同时，CXCL12 和 CXCR4 的表达也发生

了变化，这些趋化因子在牙周组织的修复和再生

过程中起着重要作用，其表达水平的变化可能反

映联合治疗在促进牙周组织细胞迁移和归巢方面

的效果[25-26]。

综上所述，葛根素联合 Ag-HA 涂层植入能够

显著改善种植体周围炎大鼠的炎症水平、牙龈指

数、探诊深度及骨结合能力。联合治疗在抑制炎

症反应、提高骨密度和改善牙周组织修复方面效

果更明显。未来的研究可进一步深入研究葛根素

联合 Ag-HA 涂层植入的机制，并探索其在临床中

的应用价值。
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