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目的
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薄膜托槽的细胞生物相容性#并探讨掺氮含量与薄膜厚度对其生物相容性的影响(

方法
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制备
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薄膜托槽试样#将
G̀!G

细胞分成薄膜托槽组和对照组#其中薄膜托槽组分成不同氮含量组$氩气"氮气

比分别为
%"g#
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%"g#=$
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%"g!

%和不同厚度组$溅射时间分别为
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%(通过对
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细胞进行细胞黏附实验)

6SS

实验和乳酸脱氢酶$
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%释放实验评价
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薄膜托槽的细胞生物相容性(采用
5D55#G="

统计软件#通过单因素方差

分析对实验数据进行统计学分析(

结果
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G̀!G

细胞在薄膜托槽组和对照组托槽表面的黏附和伸展状态均良好(不同氮含

量组$
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%和厚度组$
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%的细胞相对增殖率与对照组之间差异均有统计学意义$
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%#所有组别的相对增殖

率均在
E"[

以上(随着氮含量的增加#细胞相对增殖率降低&随着厚度的增加#细胞相对增殖率增加(

?̀Q

实验结果显示#随

着氮含量的增加
?̀Q

活性增加#随着厚度的增加
?̀Q

活性降低#所有组别之间差异均无统计学意义$
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结论
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薄膜托槽细胞毒性为
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级#掺氮含量和薄膜厚度因素与
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细胞生物相容性有关(
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正畸托槽&
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&生物学效应&生物相容性
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随着固定矫治技术的不断进步#错颌畸形患者

存在的美观及功能问题得到有效解决#随之也出现

了一些并发症#如釉质脱矿*

#

+

)牙龈炎及牙周疾

病*

!FC

+等(牙釉质脱矿是固定矫治过程中最常见的

,
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并发症之一#托槽周围釉质脱矿的发病率从
![

"
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不等*

$FB

+

(托槽周围菌斑形成是导致釉质脱矿

的主要原因#因此#控制托槽周围菌斑形成是预防釉

质脱矿的关键(纳米
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!

具有良好的光催化性能#

被广泛应用于大气净化)除臭)净水)防雾)自清洁等

各个方面*
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等*
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+和
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+在托槽表面制

备了
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薄膜#体外抗菌实验结果均显示#在紫外

光作用下#对口腔主要致龋菌具有良好的抗菌性(

本课题组通过射频磁控溅射法在不锈钢金属托槽表

面成功制备了
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薄膜#该薄膜在可见光下对

嗜酸乳杆菌及白假丝酵母菌具有良好的抗菌性

能*
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尽管
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薄膜托槽的体外抗菌实验取得

了良好的结果#但临床应用前的安全性评价不可或

缺#而且有关纳米
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薄膜的生物相容性研究

鲜有报道(因此#本实验通过
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纤维细胞
G̀!G

的毒性效应#探讨掺氮含量与薄膜厚

度因素对
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细胞黏附)增殖)凋亡的影响#为
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薄膜托槽的临床应用提供依据(
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材料和方法
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薄膜托槽试样的制备及表征
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采用
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直丝弓金属托槽原材料
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不锈钢作为基

材#将其制备成直径为
E,,

)厚度为
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的试样#

于
GG=$[

丙酮)

GG[

乙醇)去离子水中分别超声清

洗
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#干燥后备用(

利用
.HNdF$E"

高真空多功能磁控溅射设备在

试样表面沉积不同掺氮含量和不同薄膜厚度的
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薄膜(不同氮含量组为通入氩气和氮气两

种气体#氩"氮气体流量比分别设定为
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$

<#

组%)

%"g#=$

$
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组%)

%"g!

$
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组%#溅射相同的时

间
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&不同厚度组为在相同的氩"氮气体流量

比$
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%的条件下#分别溅射
%"

$

S#

组%)
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组%)
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薄膜放

入含氮气的高温管式炉中进行退火#退火温度为
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采用
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型
\

射线衍射仪)

扫描电子显微镜$
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#日立
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#日本
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司%分别对
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薄膜的晶相和表面形貌进行表

征#并采用椭偏仪$
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#美国
)̂+172+1

公司%测量

不同厚度组
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薄膜的厚度(

将不锈钢金属基片$对照组%和
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量的
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薄膜试样和$或%
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组不同厚度的
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薄膜试样在去离子水中超声清洗
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然后用
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乙醇浸泡
#$,-2

#去离子水冲洗#自然

干燥后在
#!#h

下高温高压灭菌
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#备用(
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G̀!G

小鼠成纤维细胞的培养%传代与接

种
!

小鼠成纤维细胞
G̀!G

$购自中国科学院典型培

养物保藏委员会细胞库%复苏后常规接种于含体积

分数为
#"[

胎牛血清的
ID6A#&C"

培养液$含青霉

素
#""A9

"

,̀

#链霉素
#""

$
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"

,̀

%中#置于
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!

)

%Bh

饱和湿度的孵箱中培养#隔天换液#待细

胞长至
E$[

"

G"[

时传代#第
%

代细胞用于实验(

将灭菌后的
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薄膜托槽试样分别置于

CE

孔培养板$

<]#CE%#

#

N/12-2

P

#

95'

%中#并分别

设置为对照组$

55

组%)薄膜托槽组*
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组$
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组$
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%+和阴性对照组$聚

苯乙烯培养板%#每组设
%

个复孔(然后将传至第
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代的
G̀!G

细胞$

!=$f#"
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%接种于试样表面#每

孔
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#放置于孵箱培养相应的时间(
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细胞黏附实验观察细胞附着形态
!

G̀!G

细胞

培养
!CO

后#将试样取出#

Dc5

冲洗
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次#室温下以
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的戊二醛固定
CO

后#使用
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C"[

)
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的梯度乙醇依次脱水
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#
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锇酸固定
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#真空冷冻干燥
#!O

#表面

喷金#扫描电镜下观察细胞附着形态(

#=C
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实验测定细胞相对增殖率
!

G̀!G

细胞

分别培养
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后#每孔添加
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溶液
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#继续培养
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溶

液#充分震荡#溶解过夜#采用酶标仪在
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波长

处测定各孔的光密度$

D

%值(实验重复
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次#计算

细胞相对增殖率#求得平均值(
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#实验测定活性
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的离心力条件下离心
#",-2

(吸出上清液#根据
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试剂盒$南京建成生物工程研究所%的操作说

明检测
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释放#采用酶标仪在
C$"2,

波长处测

定各组上清液的
D

值#并通过公式计算
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活性(
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统计学处理
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采用
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统计软件分析

数据定量数据采用
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表示#组间比较采用单因素
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射线衍射分析

>*

?

!

!

W'0(

=

,*330(.&*$2(2(/

=

)*)$3&5+B*7

A'G

N

G

&5*23*/D)

'

!

'((/1*-2

P

7/7O+)1

P

/2

"

2-71/

P

+2

P

);43/a1)7-/

#

7O+2-71/

P

+2(/27+27

P

1/0

K

a);*-:-*+*-27/<#

$

%"g#

%#

<!

$

%"g#=$

%#

)2*<%

$

%"g!

%

P

1/0

K

;

&

c

!

'((/1*-2

P

7/7O+;

K

077+1-2

P

7-,+

#

7O+7O-(b2+;;

P

1/0

K

a);*-:-*+*-27/S#

$

%",-2

%#

S!

$

&",-2

%#

)2*S%

$

G",-2

%

P

1/0

K

;

图
A

!

B*7

A'G

N

G

薄膜试样的扫描电镜图像

>*

?

A

!

C.(22*2

?

+/+.&0$2D*.0$).$

-

+

#

CL:

$

*D(

?

+)$3&5+B*7

A'G

N

G

&5*23*/D)

'

!

'((/1*-2

P

7/7O+)1

P

/2

"

2-71/

P

+2

P

);43/a1)7-/

#

7O+2-71/

P

+2

(/27+27

P

1/0

K

a);*-:-*+*-27/<#

$

%"g#

%#

<!

$

%"g#=$

%#

)2*<%

$

%"g!

%

P

1/0

K

;

&

c

!

'((/1*-2

P

7/7O+;

K

077+1-2

P

7-,+

#

7O+7O-(b2+;;

P

1/0

K

a);*-:-*+*-27/S#

$

%",-2

%#

S!

$

&",-2

%#

)2*S%

$

G",-2

%

P

1/0

K

;=@1-

P

-2)3,)

P

2-4-()7-/2

!

f$""""

!=!

!

细胞黏附实验结果
!

G̀!G

细胞在对照组和薄

膜托槽组表面培养
!CO

后#扫描电镜图$图
%

%结果

显示#所有试样表面的
G̀!G

细胞均呈现梭形或三

角形#有的细胞发出丝状伪足黏附于试样表面#胞膜

表面可见大量的胞质突起#可从周围摄取更多的营

养成分#胞质丰满#黏附和伸展状态良好(

!=%

!

6SS

实验测定细胞相对增殖率结果
!

图
C

结

果表明#不同氮含量组和不同厚度组随着培养时间

的延长#各组的
D

值均上升(不同氮含量组和不

同厚度组的
D

值均比对照组低$

:

&

"="$

%#所有组

的细胞相对增殖率均在
E"[

以上#根据细胞毒性分

级标准*

#%

+

#所有组的细胞毒性分级均为
"

级(不同

氮含量组中#随着氮含量的增加其细胞相对增殖率

逐渐下降#统计学分析结果显示#

!C

)

CE

和
B!O

时各

氮含量组和对照组之间差异均有统计学意义$

:

&

"="$

%&

!CO

时
%

个氮含量组之间差异均无统计学意

义$

:

%

"="$

%#

CEO

时
%

个氮含量组之间差异均存

在统计学意义$

:

&

"="$

%#

B!O

时除
<#

和
<!

组之

间差异无统计学意义$

:

%

"="$

%以外#

<#

)

<%

组和

<!

)

<%

组之间差异均存在统计学意义$

:

&

"="$

%(

不同薄膜厚度组中#随着薄膜厚度的增加#其细胞相

对增殖率逐渐增加#结果显示
!CO

时所有组别之间

差异均无统计学意义$

:

%

"="$

%#

CEO

和
B!O

时
%

个厚度组与对照组之间差异均存在统计学意义

$

:

&

"="$

%&

CEO

时
%

个厚度组之间差异均无统计

学意义#

B!O

时除
S!

和
S%

组之间差异无统计学意

义$

:

%

"="$

%以外#

S#

)

S!

组和
S#

)

S%

组之间差异

均存在统计学意义$

:

&

"="$

%(

,

G"!#

,
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图
E

!

接种
A"5

后扫描电镜观察
IXAX

成纤维细胞在各组试样表面的黏附生长情况

>*

?

E

!

CL:D*.0$

?

0(

-

5)$3IXAX.+//).;/&;0+,$2&5+)(D

-

/+)3$0A"5

'

!

'((/1*-2

P

7/7O+)1

P

/2

"

2-71/

P

+2

P

);43/a1)7-/

#

7O+2-71/

P

+2(/27+27

P

1/0

K

a);*-:-*+*-27/<#

$

%"g#

%#

<!

$

%"g#=$

%#

)2*<%

$

%"g!

%

P

1/0

K

;

&

c

!

'((/1*-2

P

7/7O+;

K

077+1-2

P

7-,+

#

7O+7O-(b2+;;

P

1/0

K

a);*-:-*+*-27/S#

$

%",-2

%#

S!

$

&",-2

%#

)2*S%

$

G",-2

%

P

1/0

K

;=55

!

57)-23+;;;7++3L1)(b+7;

图
"

!

不同培养时间点各组细胞相对增殖率

>*

?

"

!

#+/(&*9+

-

0$/*3+0(&*$20(&+)$3.+//)*2+(.5

?

0$;

-

(&,*33+0+2&.;/&;0+&*D+

-

$*2&)

55

!

57)-23+;;;7++3L1)(b+7;='

!

'((/1*-2

P

7/7O+)1

P

/2

"

2-71/

P

+2

P

);43/a1)7-/

#

7O+2-71/

P

+2(/27+27

P

1/0

K

a);*-:-*+*-27/<#

$

%"g#

%#

<!

$

%"g#=$

%#

)2*<%

$

%"g!

%

P

1/0

K

;

&

c

!

'((/1*-2

P

7/7O+;

K

077+1-2

P

7-,+

#

7O+7O-(b2+;;

P

1/0

K

a);*-:-*+*-27/S#

$

%",-2

%#

S!

$

&",-2

%#

)2*S%

$

G",-2

%

P

1/0

K

;=

#

:

&

"="$:;55

P

1/0

K

&

"

:

&

"="$:;<#

$

'

%

/1S#

$

c

%

P

1/0

K

&

)

:

&

"="$:;<!

P

1/0

K

=,j#"

#

'

<X(

!=C

!

?̀Q

实验结果
!

G̀!G

细胞生长在不锈钢和

薄膜试样表面
!CO

和
B!O

后#细胞培养液中
?̀Q

的活性如图
$

所示(结果表明随着氮含量的增加#

?̀Q

活性相应增加#随着厚度的增加#其
?̀Q

活性

相应降低#所有组别之间差异均无统计学意义$

:

%

"="$

%(

图
R

!

不同培养时间点各组细胞乳酸脱氢酶活性

>*

?

R

!

IKH(.&*9*&

=

$3+(.5

?

0$;

-

(&,*33+0+2&.;/&;0+&*D+

-

$*2&)

55

!

57)-23+;;;7++3L1)(b+7;='

!

'((/1*-2

P

7/7O+)1

P

/2

"

2-71/

P

+2

P

);43/a1)7-/

#

7O+2-71/

P

+2(/27+27

P

1/0

K

a);*-:-*+*-27/<#

$

%"g#

%#

<!

$

%"g#=$

%#

)2*<%

$

%"g!

%

P

1/0

K

;

&

c

!

'((/1*-2

P

7/7O+;

K

077+1-2

P

7-,+

#

7O+7O-(b2+;;

P

1/0

K

a);*-:-*+*-27/S#

$

%",-2

%#

S!

$

&",-2

%#

)2*S%

$

G",-2

%

P

1/0

K

;=,j#"

#

'

<X(

,

"#!#
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期
=

樊伶颖#等
=S-@

!FV

<

V

薄膜托槽的体外生物相容性

E

!

讨
!

论

近年来#随着纳米
S-@

!

应用的逐渐增加#有关纳

米
S-@

!

毒性的研究也引起了学者们的广泛关注(目

前#关于
S-@

!

纳米颗粒生物毒性方面的研究*

#CF#$

+一

致认为纳米
S-@

!

颗粒能够诱导大鼠体内产生炎症反

应#引起上皮损伤#影响肺泡细胞间隙功能的吞噬和

趋化#粒径
&

!"2,

的
S-@

!

颗粒作用于纤维原细胞

导致细胞核核仁消失#细胞膜起泡#形成小体#

?<'

呈现梯状随机断裂#引起细胞凋亡(

Q+-23))2

等*

#&

+研

究认为#当纳米
S-@

!

悬液的浓度低于
!"

P

"

`

时对大

型蚤和仙女虾是无毒的(而
_)2

P

等*

#B

+研究发现#

S-@

!

纳米颗粒对离体人淋巴细胞有显著的细胞毒性

作用#可以剂量效应和时间效应的方式杀死细胞(

-̀

等*

#E

+通过测定和比较
<FS-@

!

和
S-@

!

在光动力疗法

$

K

O/7/*

8

2),-(7O+1)

K8

#

D?S

%下处理
Q+̀)

细胞后细

胞参数的变化#如线粒体膜电位$

,-7/(O/2*1-)3

,+,L1)2+

K

/7+27-)3

#

66D

%)细胞内
N)

!Y和
<@

浓度#

结果显示
<FS-@

!

导致了比
S-@

!

更多的
66D

损失#

胞内
N)

!Y和
<@

的浓度增加更多#并显示出了更加严

重的失真和破膜(

纳米
S-@

!

颗粒存在着一定的生物学毒性#而纳

米
S-@

!

薄膜生物相容性的研究则出现了不同的结

果#研究者们普遍认为#

S-@

!

薄膜能够促进成骨细胞

和类成骨细胞的黏附*

#GF!#

+

(

_)2

P

等*

!!

+在纯
S-

基片

表面制备出
S-@

!

纳米管并对其进行类成骨细胞

$

5)@5!(+33;

%的生物相容性评价#结果显示黏附于

S-@

!

纳米管的细胞数量明显高于纯
S-

基片#并且伸

展更充分#伪足也更长(

?O)

8

)3

等*

!%

+体外研究结果

表明#

<-

掺杂的
S-@

!

薄膜有利于提高
6N%S%

细胞

的黏附)伸展)增殖)分化和迁移的能力(然而#

D)1b

等*

!C

+在
S-@

!

薄膜中
62

$原子百分比为
C=B[

%的掺

杂却使成骨细胞株
6N%S%FT#

的细胞黏附)伸展和增

殖水平均比纯
S-

组明显降低#且成骨细胞分化迟钝(

d)2

P

等*

!$

+指出#掺
N3

*$

$=CX"=G

%

[

+

S-@

!

薄膜表面

细胞活性显著低于对照组(由此可以看出#纳米
S-@

!

薄膜的生物相容性结果存在着争议(

细胞形态代表细胞的健康状态*

!&

+

(特别是丝

状伪足#是细胞活性的重要标志#在细胞黏附的早期

阶段即可看到*

!B

+

(

5T6

结果显示
G̀!G

细胞在对

照组和所有
S-@

!FV

<

V

薄膜托槽表面的黏附状态良

好#细胞伸展充分#表面有大量的细胞突起#胞质丰

满(

)̀2

等*

!E

+通过掺
'

P

FS-@

!

纳米管的生物学

5T6

研究观察到了一致的结果#电镜观察显示粒径

!$2,

掺
'

P

FS-@

!

纳米管表面细胞黏附更好#伸展

更充分#原因是其表面提供了一个高度不规则的纳

米量级的表面#为整合素聚集提供了更多合适的纳

米量级位点#从而增强了细胞黏附(而
D)1b

等*

!C

+

的研究结果与之相反#

S-@

!

薄膜中
62

的掺杂降低

了细胞的黏附数量#这可能与金属阳离子本身存在

一定的细胞毒性有关*

!G

+

(

6SS

实验结果显示#首先除不同厚度组在
!CO

时所有组别之间差异均无统计学意义$

:

%

"="$

%以

外#薄膜托槽组和对照组之间在
%

个时间点时差异

均存在统计学意义$

:

&

"="$

%#表明在该掺氮含量

$

<#

"

<!

"

<%

%和薄膜厚度$

S#

"

S!

"

S%

%范围内#相对

于不锈钢金属托槽而言#

S-@

!FV

<

V

薄膜对细胞有一

定的毒性效应(其次根据
%

个氮含量组和
%

个薄膜

厚度组之间差异的统计学分析结果表明#掺氮含量

和薄膜厚度对
S-@

!FV

<

V

薄膜的生物学效应有一定

的影响#特别是掺氮含量尤为明显(

?O)

8

)3

等*

%"

+将

-

族元素$铁)镍)钌)钯%掺入
S-@

!

薄膜后出现了与

本研究相似的
6SS

实验结果#结果显示
<-

掺杂的

S-@

!

表面对于成骨细胞来说有最好的生物学反应#

其中未掺杂
S-@

!

和掺杂
M+

)

<-

的
S-@

!

显示了
%

E"[

的细胞活性#但是掺杂
I0

和
D*

的
S-@

!

薄膜

却显示了
&

$"[

的细胞活性#说明掺
M+

)

<-

后增加

了其细胞活性#而掺
I0

)

D*

后降低了
S-@

!

薄膜的

细胞活性(

d)2

P

等*

!$

+将
N3

掺入
S-@

!

薄膜后

6SS

结果显示#除
N%

$

<)N3

溶液浓度为
!,/3

"

`

%

组具有显著的细胞毒性$相对增殖率低于
E"[

%外#

其余组别细胞相对增殖率均在
E"[

以上(由此可

以看出#掺杂元素的不同引起了
S-@

!

薄膜生物相容

性结果的不同#而且掺杂元素含量的差异也导致了

S-@

!

薄膜细胞相对增殖率的差异(从总体趋势来

看#随着掺氮含量的增加#其生物学活性逐渐降低#

这可能与氮含量的增加增强了其光催化作用)产生

的活性氧逐渐增多有关(而随着薄膜厚度的增加其

生物学活性逐渐增加#与
\-)2

P

等*

!B

+的研究结果一

致(在该研究中分别制备了
#

)

!

)

%

)

CF

层
S-@

!

薄膜#

随着
S-@

!

薄膜层数的增加#生物学差异也更加明

显#其中#生物学活性最强的是
CF

层纳米
S-@

!

薄膜&

,

##!#

,
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与此结果相似的还有
HO0

等*

%#

+通过复合电化学氧

化法制备梯度
S-@

!

涂层#细胞与该涂层的相互作用

研究表明#

G̀!G

细胞接种和培养在梯度涂层上的黏

附良好#增殖率最大#体内实验结果表明梯度涂层具

有良好的生物相容性#这可能是由于致密氧化物薄

膜是金属材料在体内析出金属离子的有效化学屏

障*

%!

+

(

?̀Q

是一种与细胞呼吸相关的重要蛋白质#由

于
?̀Q

的释放与细胞膜的破坏相关#因此被作为

是细胞损伤和$或%死亡的一个可靠的指标*

%%

+

(本

研究
?̀Q

实验表明#随着掺氮含量的增加#

S-@

!FV

<

V

薄膜表面细胞
?̀Q

活性逐渐增强#表明生

物相容性逐渐降低&而随着厚度的增加其
S-@

!FV

<

V

薄膜表面细胞
?̀Q

活性逐渐降低#表明其生物活

性随薄膜厚度的增加而增强(这也与
6SS

试验结

果相一致(统计学分析结果表明掺氮含量和薄膜厚

度对
S-@
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