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前言

常用的口腔修复材料可以分为金属、牙科用复合树脂、陶
瓷材料三大类。每一类包括多种材料，如金属材料里常用的有

镍铬合金、钴铬合金、钛合金、纯钛、金合金等[1-4]。其中，非贵金

属价格相对低、强度高、结实，临床使用时间长、工艺简单。但金

属缺点也很多，如不美观、有腐蚀性、影响磁共振成像、有的人

对其过敏等 [5, 6]。在临床使用非贵金属材料进行口腔修复治疗

时，临近修复材料的牙龈位置常出现异常的增生、肿痛、龈沟处

分泌增等现象[7, 8]。修复后牙周组织损伤有多种原因，其机制尚

未完全明了，可能与口腔修复材料的毒性有关，也可能与组织

免疫的异常有关，目前尚无明确论断。
口腔上皮存在多种细胞，口腔修复材料固定在口腔后其毒

性使细胞的凋亡水平发生改变。在收集的病例中检测不同的口

腔非贵金属材料对机体细胞凋亡水平的影响，可以有效地评价

口腔修复材料的生物相容性，从而判断这些材料的安全性。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器

纯钛(上海有色金属研究所)、钛合金(无锡市赛思博钛材)、
钴铬合金(德国)、镍铬合金(德国)、NE-PER 蛋白抽提试剂盒、胎
牛血清(FBS，Hyclone)、RPMI 1640 培养基(Invitrogen)、胰蛋白

酶(Sigma，日本)、AnnexinV-FITC 凋亡检测试剂盒(Sigma)、流式

细胞仪 FACSCalibur(BD)、超净工作台(苏州净化设备厂)、CO2

细胞培养箱(Thermo)、倒置相差显微镜(Olympus)。
1.2 试样及浸提液制备

将各种非贵金属材料制备成半径 4 mm，厚 1.5 mm 的小圆

片。打磨并抛光金属片，用无水 ethanol 浸泡清洗脱脂，超声波

清洗 15 min，ddH2O 冲洗 3 遍，热风烘干，然后在 121℃下高压

蒸汽灭菌 20 min 备用。牙科金属材料生物相容性评价的浸提

标准参照 ISO 10993-5(0.5~6.0cm2/mL)，将各材料金属片静置于

玻璃培养瓶中，加入 serum-free 的 RPMI 1640 培养液，在 37℃、
5% CO2 的条件下浸提 7d。用 0.22 μm 微孔滤膜过滤除菌，所得

的培养液即为相应的不同金属材料浸提液。
1.3 细胞凋亡水平的测定
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图 1 各组 L-929 细胞经血清饥饿后使用 AnnexinV-FITC 凋亡检测试剂盒进行凋亡水平测定

Fig. 1 Apoptosis analysis using AnnexinV-FITC apoptosis kit after serum starvation treatment of L-929 cells

L-929 细胞生长至 90%后，PBS 洗涤，置于不含胎牛血清

的材料浸提液中朋培养，37℃、5%CO2 培养箱中培养 2～3d。将

培养瓶中的培养液移入离心管，加 1mL 胰酶于培养瓶中，消化

细胞约 1~2 min。加 5 mL PBS 于培养瓶，并用吸管轻轻吹打使

细胞脱壁。将细胞悬液转移到 1.5mL 离心管，1500 rpm 离心

3min。弃上清后加 4ml PBS 重悬，用 70%冰乙醇固定，4℃冰

箱保存过夜。细胞悬液经 1500 rpm 离心 3 min，弃上清，按照

AnnexinV-FITC 凋亡检测试剂盒的使用说明对细胞进行染色，

避光孵育 20 min 后上流式细胞仪检测，设置不含胎牛血清的

RPMI 1640 培养液为对照。
1.4 Western blot 检测

细胞经材料浸提液培养 5 天后。收集上述各组浸提液浸泡

过的细胞，按照 NE-PER 蛋白抽提试剂盒说明提取细胞的总蛋

白，按每泳道加 30 μg 蛋白样品进行 SDS-PAGE 凝胶电泳后电

转移至硝酸纤维素滤膜上，室温封闭 2 h 后，加入相应的鼠抗

人 Caspase3、BCL-2 和 PARP 单克隆抗体，4℃孵育过夜，洗膜

3 次，加入相应的辣根过氧化物酶标记的鼠二抗(1：3000)，ECL
增强化学发光显色系统显色。每组重复 3 次，运用扫描仪以及

Adobe Photoshop7.0 图像分析系统进行蛋白条带分析处理。
1.5 统计方法

所有计量资料以 x±s 表示，用 SPSS11.5 软件对结果进行

统计学分析。采用方差分析进行统计学分析。

2 结果

2.1 细胞凋亡水平比较

L-929 细胞经不同的无血清培养基浸提液处理 48h 后，按

照 AnnexinV-FITC 凋亡检测试剂盒说明书对细胞进行 Annex-
inV-FITC PI 双染，再经流式细胞仪检测。结果如图 1 所示，纯

钛和钛合金浸提液组凋亡水平与对照组 （纯无血清培养基组）

比较没有统计学差异，而钴铬合金和镍铬合金浸提液组处理细

胞后，细胞凋亡水平较对照组有明显升高（P<0.01）。

2.2 Western Blot 检测

L-929 细胞经不同的无血清培养基浸提液处理 48h 后，提

取细胞总蛋白后行 Western blot 检测凋亡相关蛋白。如图 2 所

示，纯钛组合钛合金浸提液组与对照组（无血清培养基组）相比

没有明显差异；钴铬合金和镍铬合金浸提液组处理细胞后，

Bcl-2、Caspase-9 裂解片段和 Caspase-3 裂解片段的表达水平有

所增加，而 Bax 蛋白的水平则有所下降。这些结果表明了钴铬

合金和镍铬合金浸提液对细胞毒性较其他两者材料高，更容易

引起 L-929 细胞的凋亡。

3 讨论

金属类型口腔修复材料在口腔内引起的各类副作用大多

因为材料中金属离子的释放引起。本研究所使用方法是通过将

各金属合金浸泡于细胞培养液中一定时间（一周），使金属离子

充分释放，并用该浸提液用于细胞培养，从而模拟金属材料对

机体组织的影响。这是目前比较公认的实验方法。本实验浸提

条件符合 ISO 10993-5 的标准，所得的实验结果表明钴铬合金

和镍铬合金材料所释放的金属离子对 L-929 细胞的毒性作用

要略大于纯钛和钛合金材料，为口腔材料的选用提供了新的实

验依据。

本研究通过 AnnexinV-FITC 凋亡检测试剂盒与凋亡相关

蛋白的检测鉴定不同金属浸提液对 L-929 细胞凋亡水平的影

响。AnnexinV-FITC PI 双染法是目前广泛使用的同时检测细胞

早期凋亡和晚期凋亡的方法[9, 10]，其中 AnnexinV 染色主要检测
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图 2 各组 L-929 细胞经血清饥饿后使用 Western blot 检测凋亡相关蛋白的表达水平

Fig. 2 Western blot analysis of apoptosis-related proteins after serum starvation treatment of L-929 cells

细胞的早期凋亡[11]。细胞凋亡早期改变的一个重要特点就是细

胞 膜 表 面 的 异 常 ， 其 中 改 变 之 一 是 磷 脂 酰 丝 氨 酸（phos

phatidylserine, PS）从细胞膜内面翻转到细胞膜表面。PS 是一种

带负电荷的磷脂 [12-14]，Annexin V 是一种 Ca+ 依赖的磷脂结合蛋

白，易于结合 PS 等磷脂类分子，对 PS 有亲和性高。因此，该蛋

白可以充当探针检测暴露在细胞膜表面的 PS，而且该反应十

分灵敏，从而反映细胞早期凋亡的水平[15, 16]。PI 则可以进入死亡

细胞的细胞核与染色体结合染色，反映细胞的晚期凋亡水平。
本研究中结果显示，血清饥饿与金属离子诱导细胞早期凋亡和

晚期凋亡的水平没有明显差异。
在凋亡相关蛋白的检测中，Bcl-2 和 Bax 是凋亡诱导因子

作用细胞后调节细胞凋亡水平的重要调控基因，前者抑制细胞

凋亡，后者促进细胞凋亡，Bcl-2 与 Bax 表达的比值（Bcl-2/Bax）
增高时促进细胞存活，反之则诱导细胞凋亡[17, 18]。本研究中钴铬

合 金 和 镍 铬 合 金 浸 提 液 作 用 L-929 细 胞 后 ， 细 胞 蛋 白 中

Bcl-2/Bax 的比值明显降低，提示这两种材料相较其他材料更

易于产生毒性而使细胞趋于凋亡。半胱氨酸蛋白酶（Caspase），

也称 ICE 样蛋白酶，被认为是细胞凋亡过程中最重要的蛋白

酶，它直接水解激活与阅晕粤断裂等凋亡特征性改变密切相关

的蛋白，又称为死亡蛋白酶。在正常情况下 Caspase-3 和 Cas-
pase-9 蛋白是以活性很低的酶原形式合成，通过蛋白酶水解去

除氨基酸的一段序列而被激活。活化的 Caspase-9 激活 Cas-
pase-3 裂解，通过破坏、激活某些酶，或破坏细胞骨架蛋白等方

式，最终导致特征性 DNA 断裂，也是鉴别细胞凋亡与坏死的主

要依据之一[19-22]。本研究中钴铬合金和镍铬合金无血清浸提液

作用 L-929 细胞后，细胞蛋白中的 Caspase-3 和 Caspase-9 的水

解活性片段较对照组和钛组有所增加，同样提示了其对细胞的

毒性作用高于纯钛材料和钛合金材料。
综上所述，在本研究所采用几种非贵金属口腔修复材料

中，纯钛和钛合金材料对机体细胞的毒性要低于钴铬合金和镍

铬合金，具有更高的安全性。
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SpO2 (%) HR(次 /min) 时间(s)

T1 group 96±2.32 82±1.69 604±19.27(t1)

T2 group 97±1.92 80±3.69 813±21.90(t2)*

表 3 模拟海拔 5000m 的环境下 T1、T2 组受试者供氧后 SpO2 与 HR 以及 t1、t2 的对比（n=40）
Table 3 After the supplement of oxygen, the comparison of SpO2, HR and t1, t2 at the simulated altitude of 5000m (n=40)

器官对氧的需求，机体代偿性的增加心率，使心脏负荷加重，导

致心肌肥大，心脏功能异常。这些都是引起高原适应不全的最

主要原因，也是高原病的主要病因[10]。
高原医学工作者经过长期的研究发现，在海拔 3000m 以

上的高原环境中，氧气浓度每上升 1%，相当于海拔高度下降

300m[11]。因此，为初入高原的人群进行氧疗，是缓解机体不适和

预防高原病的主要方法。我们研制成功的负离子化学制氧机，

为机体供给带有负离子的氧气，使氧气分子与负离子结合，形

成带有负电荷的氧气分子，在电荷的驱动作用下，能够更快的

与血红蛋白相结合，快速随血液输送至机体的各组织器官，缓

解机体缺氧症状。从本次实验的结果来看，负离子化学制氧机

抗缺氧效率高，效果好，能快速改善机体的缺氧状态，是一种可

靠的高原抗缺氧设备。相信随着对负离子进一步更深入的研

究，它必将为解决更多的高原医学问题做出新的贡献。
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