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咱摘 要暂 目的院通过检测牙科常用金合金及镍铬合金的细胞毒性及两种金属材料浸提液对小鼠成纤维细胞 蕴怨圆怨凋亡相关蛋
白 月葬曾和 月糟造鄄圆表达的影响袁来研究金属离子与 蕴怨圆怨细胞凋亡的关系袁探讨在分子水平上评价材料生物相容性的方法遥 方法院
应用金合金渊粤组冤及镍铬合金渊月组冤的浸提液培养小鼠成纤维细胞 蕴怨圆怨袁以含 员园豫胎牛血清的 砸孕酝陨员远源园培养基做为阴性对
照渊悦组冤袁采用四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法渊酝栽栽法冤 评价 圆种金属材料的细胞毒性袁采用免疫组化法及 耘蕴陨杂粤法渊酶联
免疫吸附实验冤检测 圆种金属材料对 蕴怨圆怨细胞 月葬曾和 月糟造鄄圆蛋白表达的影响遥结果院圆种材料的细胞毒性均为 园级曰镍铬合金组
月葬曾 辕 月糟造鄄圆表达的比值高于阴性对照组及金合金组袁差异有统计学意义遥结论院镍铬合金浸提液可引起小鼠成纤维细胞 蕴怨圆怨凋
亡相关蛋白 月葬曾表达及 月葬曾 辕 月糟造鄄圆比值增高袁这一结果可能为将来在分子水平上建立评价生物材料生物相容性的方法提供新
的思路遥
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表 1 牙科金属材料的成分及表型

Table 1 Dental cast alloys used in the experiment
分组

Ａ

B

成分及其质量浓度

86.2％Au、11.5％Pt、1.5％Zn、0.4％Ru、0.3％Ta、0.1％Mn

(60～64)％Ni、(19～23)％Cr、(9～11)％Mo

合金

金合金

镍铬合金

生产厂家

Heraeus

Stellite

产地

德国

上海

响袁探讨在分子水平上寻找评价材料生物相容性的
可能方法遥
员 材料和方法

员援员 材料

小鼠成纤维细胞 蕴怨圆怨袁由天津塞尔生物技术有
限公司细胞所提供遥 牙科金属材料见表 员遥
精密铸造规格为直径 员园 皂皂尧 厚 员 皂皂的金合

金及镍铬合金试件各 愿个袁打磨抛光后袁超声清洗
员缘 皂蚤灶遥去离子水冲洗数遍后置于玻璃小瓶中袁将金
属片于 员圆员益高压灭菌后置于 圆源孔板中遥每孔加 圆
皂造含 员园豫胎牛血清的 砸孕酝陨员远源园培养液作为浸提

介质袁在 猿苑益尧缘豫悦韵圆条件下连续浸提 苑 凿袁制备浸
提液待用咱员暂袁以含 员园豫胎牛血清的 砸孕酝陨员远源园培养
基做为阴性对照渊悦组冤遥

砸孕酝陨员远源园培养基渊郧蚤遭糟燥 公司袁美国冤袁胎牛血
清渊栽月阅公司袁天津冤袁细胞培养箱渊匀耘砸粤 悦藻造造 员缘园袁
匀藻则葬藻怎 公司袁德国冤袁倒置相差显微镜渊韵造赠皂责怎泽公
司袁日本冤袁胰蛋白酶渊郧蚤遭糟燥公司袁美国冤袁兔抗鼠 月糟造鄄圆
多克隆抗体尧兔抗鼠 月葬曾多克隆抗体尧辣根过氧化物
酶标记羊抗兔 陨早郧渊博奥森公司袁北京冤尧免疫组化试
剂盒渊孕灾远园园员袁天津冤尧小鼠 月糟造鄄圆 耘蕴陨杂粤 试剂盒渊耘鄄
耘蕴鄄酝园员苑缘袁 上海冤尧 小鼠 月葬曾 耘蕴陨杂粤试剂盒渊耘鄄耘蕴鄄
酝园员苑愿袁上海冤尧细胞裂解液渊杂蚤早灶燥泽蚤泽公司袁美国冤遥

员援圆 方法

员援圆援员 蕴怨圆怨细胞的生长代谢曲线
用 园援圆缘豫胰蛋白酶消化对数生长期的 蕴怨圆怨细

胞袁分别以渊员耀员园冤伊员园苑 个 辕 蕴的细胞浓度接种于 怨远
孔板袁每个浓度接种 愿个孔袁然后将培养板置于孵
箱中袁在 猿苑益尧缘豫悦韵圆尧怨缘豫湿度的培养箱中袁孵育 苑圆
澡遥加入 缘 早 辕 蕴四甲基偶氮唑盐渊酝栽栽冤溶液渊每孔 圆园
滋造冤继续培养 源 澡袁倒掉原液袁孕月杂清洗后加入二甲亚
砜渊每孔 员缘园 滋造冤室温下振荡 圆园 皂蚤灶遥 在 源怨园 灶皂波
长下用酶联检测仪检测吸光度遥 实验重复 猿次遥
员援圆援圆 酝栽栽实验检测两种牙科金属材料细胞毒性
根据细胞生长代谢曲线确定 蕴怨圆怨细胞浓度袁

接种于 怨远孔板袁每组 愿个孔遥 培养 圆源 澡袁待细胞贴
壁后袁倒掉原培养液分别加入金合金尧镍铬合金及
阴性对照组的浸提液遥 培养 源愿 澡后袁用酶联检测仪
在波长 源怨园 灶皂条件下测各组吸光度渊粤冤值袁计算细
胞相对增殖率 渊则藻造葬贼蚤增藻 早则燥憎贼澡 则葬贼藻袁砸郧砸冤袁 公式院
砸郧砸越渊实验组 粤值均值 辕阴性对照组 粤值均值冤伊
员园园豫遥 根据毒性分级法评分院园级院 细胞增殖率为
愿园豫耀员园园豫曰员级院远园豫耀愿园豫曰圆级院源园豫耀远园豫曰猿级院
圆园豫耀源园豫曰源级院园豫耀圆园豫咱圆暂遥
员援圆援猿 免疫组化反应检测 月葬曾尧月糟造鄄圆蛋白表达
将对数生长期的小鼠成纤维细胞 蕴怨圆怨 以 远伊

员园苑个 辕 蕴的浓度接种于放有盖玻片的 远孔板中袁加
入含 员园豫胎牛血清的 砸孕酝陨员远源园培养液培养 圆源 澡遥
待细胞贴壁后弃去原培养基袁 分别加入金合金尧镍
铬合金及阴性对照组的浸提液培养 源愿 澡遥 弃去上清

液袁以 园援员 皂燥造 辕皂造 孕月杂清洗 猿次袁各 缘 皂蚤灶曰怨缘豫乙醇室
温固定 员园 皂蚤灶袁以 园援员 皂燥造 辕皂造 孕月杂清洗 猿次袁各 缘 皂蚤灶曰
将细胞爬片取出后晾干袁 用中性树胶粘于载玻片
上袁孕月杂冲洗细胞爬片袁猿豫双氧水室温静止 员园 皂蚤灶
以阻断内源性过氧化物酶的活性袁园援员 皂燥造 辕皂造 孕月杂清
洗 猿次袁各 缘 皂蚤灶曰加入 园援猿豫栽则蚤贼燥灶鄄员园园袁室温 猿园 皂蚤灶袁
增加细胞的通透性袁园援员 皂燥造 辕 皂造 孕月杂清洗 猿次袁各 缘
皂蚤灶曰加 缘园 滋造一抗渊员颐圆园园冤袁阴性对照用 孕月杂代替一
抗袁置于湿盒中 源益过夜袁园援员 皂燥造 辕 皂造 孕月杂清洗 猿次袁
各 缘 皂蚤灶曰 加 缘园 滋造的二抗袁 室温孵育 源园 皂蚤灶袁园援员
皂燥造 辕 皂造 孕月杂清洗 猿次袁 各 缘 皂蚤灶曰 加 阅粤月溶液袁于
猿苑益显色 猿 皂蚤灶后自来水冲洗袁苏木素复染 猿 皂蚤灶袁盐
酸酒精分化袁自来水冲洗 员园 皂蚤灶曰梯度酒精脱水干
燥袁二甲苯透明袁中性树胶封片袁镜下观察并拍摄照
片遥 每张切片随机选取 猿个视野袁月葬曾及 月糟造鄄圆在细
胞质中呈棕黄色染色为阳性表达袁以细胞未着色为
阴性遥 在高倍镜渊伊源园园冤下拍摄照片袁并采用 陨皂葬早藻
责则燥 责造怎泽 远援园医学图像分析系统对 月葬曾及 月糟造鄄圆蛋白
表达强度进行半定量分析遥月葬曾尧月糟造鄄圆阳性反应为胞
浆染成黄到棕黄颗粒和弥漫成片袁阴性反应为细胞
胞浆未着色遥
员援圆援源 耘蕴陨杂粤检测 月葬曾尧月糟造鄄圆蛋白表达

将对数生长期的小鼠成纤维细胞 蕴怨圆怨以 远 伊
员园苑个 辕 蕴的浓度接种于 远孔板中袁 加入含 员园豫胎牛
血清的 砸孕酝陨员远源园培养液培养 圆源 澡遥 待细胞贴壁后
弃去原培养基袁分别加入金合金尧镍铬合金及阴性对照
组的浸提液培养 源愿 澡遥 弃去细胞培养上清液袁园援圆缘豫胰

孟 贺等院两种牙科金属材料细胞毒性及对 蕴怨圆怨细胞 月葬曾和 月糟造鄄圆表达的比较
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蛋白酶消化袁收集细胞袁愿园园 则 辕皂蚤灶离心 员园 皂蚤灶袁弃上
清遥 冷 孕月杂重悬后离心袁弃上清袁加入 造 皂皂燥造 辕 蕴细胞
裂解液 员缘园 滋造遥混匀裂解袁员源 园园园 则 辕皂蚤灶离心 员园 皂蚤灶袁
取上清袁严格按照 耘造蚤泽葬试剂盒说明书进行操作袁于
酶标仪 源缘园 灶皂处测吸光度值遥
员援猿 统计学方法

采用 杂孕杂杂员苑援园 统计软件对数据进行处理袁数
据以均数 依 标准差渊x 依 s冤表示袁对金合金尧镍铬合
金组与阴性对照组的 月葬曾尧月糟造鄄圆 蛋白的表达及
月葬曾 辕 月糟造鄄圆 的比值分别进行单因素方差分析及最
小显著差异渊蕴杂阅鄄贼冤检验袁以 孕 臆 园援园缘 为差异有
统计学意义遥
圆 结 果

圆援员 蕴怨圆怨细胞的生长曲线
对 猿次细胞生长曲线的实验结果进行相关性分

析发现袁在 蕴怨圆怨细胞的接种浓度为 渊员耀苑冤伊员园苑个 辕 蕴
时袁细胞的增值率与浓度呈正的直线相关渊贼 越 猿缘援源怨袁
孕 约 园援园缘冤袁根据生长曲线的实验结果袁在酝栽栽实验中
选取细胞的接种浓度为 远伊员园苑个 辕 蕴袁接种于 怨远孔板遥
圆援圆 酝栽栽实验结果
在 酝栽栽实验中发现 粤尧月两组的细胞毒性均为

园级渊表 圆冤遥
圆援猿 免疫组化实验结果

采用 陨皂葬早藻 责则燥 责造怎泽 远援园 医学图像分析系统对
月葬曾和 月糟造鄄圆表达强度进行半定量分析遥粤尧月尧悦 猿组的
月葬曾尧月糟造鄄圆表达情况及 月葬曾 辕 月糟造鄄圆光密度比值见表 猿袁
图 员遥月组月葬曾的表达高于粤组及 悦组袁月组月葬曾平均
光密度值及 月葬曾 辕 月糟造鄄圆平均光密度值比值高于其他

两组袁 统计学差异显著袁云值分别为 远援怨远愿及 圆园援园愿圆渊孕
约 园援园缘冤袁而粤组与 悦组间无统计学差异遥各组月糟造鄄圆平
均光密度值无统计学差异 渊云越 园援怨苑苑袁孕跃 园援园缘冤遥

圆援源 月葬曾及 月糟造鄄圆蛋白的 耘蕴陨杂粤实验结果
采用 耘蕴陨杂粤 对 月葬曾 和 月糟造鄄圆 表达进行定量分

析遥粤尧月尧悦 猿组的 月葬曾尧月糟造鄄圆表达情况及 月葬曾 辕 月糟造鄄圆
比值见图 圆遥月组 月葬曾的表达高于 粤组及 悦组袁统计
学差异显著渊 云 越 苑援远缘袁孕 约 园援园缘冤袁月组 月葬曾 辕 月糟造鄄圆的
比值也高于其他两组袁统计学差异显著渊云 越 圆圆援苑怨袁
孕 约 园援园缘冤袁粤组与 悦组 月葬曾 辕 月糟造鄄圆的比值表达无统
计学差异遥 各组 月糟造鄄圆的表达量无统计学差异渊云 越
园援员远愿袁孕 跃 园援园缘冤遥
猿 讨 论

目前袁关于生物材料生物相容性的评价方法主
要包括体内实验和体外实验遥 最常见的是通过 酝栽栽
法检测材料对细胞增殖的影响而在细胞水平上评

尹院阳性表达细胞曰尹院阴性表达细胞 遥
图 员 各组 月葬曾及 月糟造鄄圆蛋白的表达情况

云蚤早怎则藻员 栽澡藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 月葬曾 葬灶凿 月糟造鄄圆 蚤灶 藻葬糟澡 早则燥怎责

月糟造鄄圆

月葬曾

粤组 月组 悦组

表 圆 MTT实验中各组吸光度值
Table 圆 OD value of each group in the MTT test
组别

A

B

C

增殖率(%)

098.65

097.86

100.00

样本量

8

8

8

吸光度值

1.401± 0.062

1.425± 0.078

1.392± 0.084

毒性分级

0

0

0

渊x 依 s冤

表 猿 Bax及 Bcl鄄2的光密度值及 Bax/Bcl鄄2比值
Table 猿 The OD value of Bax and Bcl鄄2

组别

A

B

C

Bax

0.139± 0.035

0.189± 0.063*

0.128± 0.027

Bcl-2

0.119± 0.016

0.106± 0.028

0.115± 0.015

Bax / Bcl-2

1.171± 0.221

1.764± 0.208*

1.133± 0.308
与 粤组尧悦组比较袁鄢孕 约 园援园缘遥

渊x 依 s冤
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月葬曾

猿缘园
猿园园
圆缘园
圆园园
员缘园
员园园
缘园
园 月糟造鄄圆

粤 月 悦 圆援缘
圆援园
员援缘
员援园
园援缘
园援园月葬曾 辕 月糟造鄄圆

图 圆 各组 月葬曾及 月糟造鄄圆蛋白的 耘蕴陨杂粤定量表达情况
云蚤早怎则藻圆 栽澡藻 择怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 月葬曾 葬灶凿 月糟造鄄圆 蚤灶 藻葬糟澡

早则燥怎责 遭赠 耘蕴陨杂粤
价材料的生物相容性遥 本研究采用酝栽栽实验的方法袁
发现金合金及镍铬合金对 蕴怨圆怨细胞的增殖无明显影
响袁两种金属材料的细胞毒性均为 园级袁具有良好的生
物相容性遥 戴建国等咱猿暂研究发现袁细胞周期检测可为生
物材料的生物相容性评价提供新的思路和方法袁并有
望成为生物材料生物相容性评价研究的重要指标之

一曰洪岩松等咱源暂研究发现在时间梯度辅助下用 糟葬泽责葬泽藻鄄
猿活化度评价 源种齿科合金生物相容性袁 其结果与
酝栽栽法一致袁可作为评价生物相容性的指标之一遥 从
分子水平评价医用生物材料的安全性与有效性将成

为未来生物材料领域的研究重点和前沿课题咱缘暂遥
随着对细胞凋亡研究的深入袁发现线粒体凋亡

通路和死亡受体凋亡通路是细胞凋亡中两条主要

的信号转导通路咱远暂遥 月糟造鄄圆蛋白能够阻遏细胞凋亡袁
延长细胞的寿命袁参与调控细胞增殖与凋亡的动态
平衡袁同细胞分化尧成熟尧组织器官的发育及肿瘤的
发生有着密切的关系遥 月葬曾与 月糟造鄄圆相反袁能促进线
粒体促凋亡因子的释放袁 诱导细胞凋亡遥 月葬曾 与
月糟造鄄圆的比值可能是调节细胞凋亡与增殖的关键遥
研究发现袁牙科金属材料腐蚀析出的金属离子及其
衍生物可引起机体组织的毒性反应袁并可引起细胞
凋亡咱苑暂遥 本研究分别应用免疫组化及酶联免疫吸附
试验检测 蕴怨圆怨细胞 月葬曾与 月糟造鄄圆的表达遥 结果显
示袁与阴性对照组和金合金组相比袁镍铬合金浸提
液组培养的小鼠成纤维细胞 蕴怨圆怨 凋亡相关蛋白
月葬曾表达增高袁月葬曾 辕 月糟造鄄圆表达的比值增高袁镍铬合
金诱导小鼠成纤维细胞 蕴怨圆怨凋亡相关蛋白 月葬曾表
达增加袁有诱导细胞凋亡增加的趋势遥
本研究首先通过 酝栽栽实验发现金合金及镍铬

合金的细胞毒性均为 园级袁在细胞水平上并未发现

金合金与镍铬合金的细胞毒性有差别袁 两者均具有
良好的生物相容性遥 然后袁在分子水平上通过免疫组
化实验及酶联免疫吸附试验检测发现金合金组凋亡

相关蛋白 月葬曾尧月糟造鄄圆的表达及 月葬曾 辕月糟造鄄圆的比值与阴
性对照组无显著差异袁可能是因为贵金属材料化学性
能稳定袁耐腐蚀性能好袁在唾液和龈沟液中的离子析
出较少袁具有较好的生物相容性咱愿暂遥在镍铬合金组 月葬曾
的表达及 月葬曾 辕月糟造鄄圆的比值高于金合金组与阴性对
照组袁可能是因为镍铬合金较易腐蚀袁释放较高比例
成分的镍元素袁镍离子可以抑制 阅晕粤的合成与复制袁
使 阅晕粤结构改变袁 降低蛋白质的合成及影响碱性磷
酸酶的活性袁增加 蕴怨圆怨细胞的凋亡咱怨暂遥 据遥
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