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型胶原蛋白"
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$的表达%结果
!

不同低氧分压对
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细胞增

殖活性有明显促进作用"
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低氧微环境可促进

E?F3

的增殖活性!但对细胞的成骨向分化起到抑制作用%
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骨髓间充质干细胞$
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于其特有的成骨分化潜能!因而在骨组织工程领域中备受关
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"但是在组织工程实际应用中!做为种子细胞移植入缺

损处后!因为没有血管化的同步形成!最初处于一相对低氧环

境中!因此研究
E?F3

的增殖和分化是否受缺氧或低氧环境影

响具有重要的意义"近年有研究也发现!间充质源性细胞均属

于氧感应细胞"本实验通过建立低氧
6

细胞培养模型!探讨不

同低氧分压微环境对
E?F3

增殖及成骨向分化的影响!为后续

的进一步研究提供理论依据"
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细胞来源和培养
!

取雄性
!
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大鼠!引颈法处

死!无菌条件下取大鼠股骨!切除两侧的股骨端!用针管吸取

(AU

含
')G

胎牛血清的
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培养基!冲出骨髓!将其接种

于
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* 培养瓶中!用巴氏吸管吹散细胞!然后置于
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#饱和湿度条件的
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培养箱中静置培养"第
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天换液!

弃悬浮细胞"以后每
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!
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天换液
'

次!待原代细胞生长融合

达到
")G

以上进行传代培养!取第
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代细胞作为实验细胞"

进行免疫荧光染色!证实获得
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不同低氧分压下
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细胞增殖率的
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法检测
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实验分为低氧组和常氧组$
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孔

板中!每孔加入
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细胞悬液!每组每个时间点设
(

个复

孔"按照分组情况!将实验组细胞放置于预先设置好氧分压的

三气培养箱中!常氧组细胞放置于
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*

孵箱中静置培养"
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天换液
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个时间点!取出
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孔板!

采取
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波长下测定其调

零后的光吸收度值$
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不同低氧分压下
E?F3

细胞
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活性检测
!
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代
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消化后!配制成
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( 个(
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的细胞悬液!接种于
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* 培养瓶里!每瓶加入
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细胞悬

液!每组每个时间点设
0

个复瓶"按照分组情况!将实验组细

胞放置于预先设置好氧分压的三气培养箱中!常氧组细胞放置

于
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*

孵箱中静置培养"
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个时间点收集需要检测的细胞!待样品全部收集完成后

送检"送检前!反复冻融
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次!形成冻融液"按试剂使用说明

处理收集的样本!用酶联免疫检测仪在
!)(4A

波长下测定其
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值!再乘以系数
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求出样本中
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活力$
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相同办法计算出细胞内总蛋白含量$
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蛋白含量的相对
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相对
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活性$

Â

(

A

N

%

g

&U@

活性$

^

(

U

%

细胞总蛋白$

A

N

(

AU

%

!!

$

'

%

!/"/$

!

不同低氧分压下
E?F3

细胞
F%U

(

的检测
!

实验分

组同
'/*/*

"取第
!

代
E?F3

消化后!配制成
'Z')

( 个(
AU

的细胞悬液"将细胞接种于
+

孔板中的玻璃片上!每张加入

'AU

细胞悬液!每组每个时间点设
(

张复片"按照分组情况!

将实验组细胞放置于预先设置好氧分压的三气培养箱中!常氧

组细胞放置于
(GF%

*

孵箱中静置培养"

0

!

!

天换液
'

次"

在
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个时间点!取出
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孔板!采用
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法%对
E?F3

进行免疫

细胞化学染色"第一抗体为
F%U

(

兔抗鼠多克隆抗体!第二

抗体为链酶亲和素化山羊抗兔
>

N

f

"设置阴性对照$用
@b?

液

代替一抗!其余条件不变%"采用图像分析系统对染色切片进

行检测"在
*))

倍显微镜下将每张切片按系统抽样法随机选

择
!

个视野测定棕黄色阳性颗粒的总面积及平均透光度"然

后!通过计算平均积分光密度值$
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N
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L

8.D9:,743.8

<

!

>%=

值%得出阳性染色强度!试算公式为'

平均
>%=

值
g

平均透光度
Z

平均阳性面积
!!!!

$

*

%

!/#

!

统计学处理
!

采用
?@??'0/)

统计软件进行分析!数据

用
CI:

表示!用双侧
2

检验分析!以
D

%

)/)(

为差异有统计学

意义"

"

!

结
!!

果

"/!

!

EJJ

法检测
E?F3

细胞增殖率结果
!

E?F3

在低氧微

环境中生长时!

%=

值均较其在常氧微环境中生长的
%=

值高!

其中低氧
*

组最明显"在第
'

#

0

天各低氧组的
%=

值变化幅

度较小!至第
(

天各组的
%=

值变化幅度开始增加!第
5

#

1

天

各低氧组
%=

值增加明显!而常氧组
%=

值增加较平缓"各低

氧组的
%=

值与常氧组比较!在第
(

#

5

#

1

天均差异有统计学意

义$
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%!显示低氧微环境能促进
E?F3

的增殖活性"其

中!在
!G

氧分压为微环境中!

E?F3

增殖活动最为活跃!但与

其他各低氧组比较其
%=

值差异无统计学意义$

D

&

)/)(

%!见

表
'

"

"/"

!

E?F3

细胞
&U@

活性定量检测结果
!

培养第
'

天时各

低氧组与常氧组的
E?F3

细胞内
&U@

表达活性均较弱!随着

培养时间的延长!各低氧组与常氧组
E?F3

细胞内
&U@

表达

活性逐渐增强!常氧组的
&U@

表达活性变化幅度较大!而各低

氧组升高较平缓"第
0

#

(

#

5

#

1

天时各低氧组与常氧组比较!差

异有统计学意义$

D

%

)/)(

%&在各个低氧组内!第
5

#

1

天时低

氧
'

组与低氧
!

组间差异有统计学意义$$

D

%

)/)(

%!见表
*

"

表
'

!!

各低氧组与常氧组
E?F3

细胞的
%=

值

!!!!

比较&

CI:

'

%g(

)

组别
', 0, (, 5, 1,

常氧组
)/()I)/)0 '/')I)/)( '/()I)/)0 '/5)I)/)( */0)I)/)!

低氧
'

组
)/()I)/)( '/!)I)/)5 */()I)/)"

#

0/!)I)/')

#

!/()I)/')

#

低氧
*

组
)/1)I)/)! */))I)/)1 0/0)I)/')

#

!/0)I)/')

#

(/5)I)/')

#

低氧
0

组
)/(0I)/)! '/!)I)/)5 0/))I)/')

#

!/!)I)/')

#

(/0)I)/')
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低氧
!

组
)/()I)/)* '/))I)/)( */()I)/)5

#

0/5)I)/')
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(/*)I)/')

#

!!

#

'

D
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!与常氧组比较"

表
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各组
E?F3

细胞
&U@

活性比较&
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Â

(

A
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)

组别
', 0, (, 5, 1,

常氧组
0+/5!I!/"' +*/)(I(/(+ 51/5'I+/1" "1/)'I5/+5 10/0)I+/*'
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组
*)/)(I*/1' 0)/'"I0/""

#

0!/0!I(/5*

#

!)/')I*/)+

#$

!+/00I!/)*

#$

低氧
*

组
*"/!(I!/1"

00/)'I(/)*

#

!'/"5I0/0(
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!+/)0I!/1!

#

("/'(I0/*5
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低氧
0

组
0)/)(I(/*' 0+/(*I!/)0

#

!+/'5I0/)"
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(*/5*I!/**
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+*/"5I*/)0
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#
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!与常氧组比较&
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!

组同时间点比较"

表
0
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各组
E?F3

细胞内
F%U
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的
>%=

值比较&

CI:
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'0"+/))I'+!/)) '!"+/))I*('/)) '++"/))I0("/)) '"!(/))I0*(/)) *)"1/))I*15/))

低氧
'

组
')*"/))I*+'/)) ')"0/))I0!'/)) '')"/))I0*!/))

''0!/))I0*)/))

#

'0)1/))I*'*/))

#

低氧
*

组
')(*/))I*("/)) ''15/))I0*+/)) '*)'/))I0"5/)) '*(!/))I0*+/))

#

'!!"/))I*0(/))

#

低氧
0

组
''+5/))I*'0/)) '*)"/))I*)'/)) '*!1/))I*'(/))

'0+*/))I0*'/))

#

'(*5/))I*"1/))

#

低氧
!

组
''1'/))I'*+/)) '**'/))I**!/)) '0*'/))I*+"/)) '!)(/))I0*+/))

#

'+(0/))I*5+/))

#

!!

#

'

D

%

)/)(

!与常氧组比较"
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"/#

!

各组
E?F3

细胞
F%U

(

免疫细胞化学染色结果
!

各低

氧组
E?F3

细胞内
F%U

(

表达均较弱!常氧组
F%U

(

表达相

对较强"随着时间延长!各低氧组
E?F3

细胞内
F%U

(

增加

较平缓!常氧组
F%U

(

表达变化幅度相对较大"第
5

#

1

天

时各低氧组与常氧组比较!差异有统计学意义$

D

%

)/)(

%&但

各时间点各低氧组内的差异均无统计学意义$

D

&

)/)(

%!见

表
0

"

#

!

讨
!!

论

在骨组织工程学应用上!通常采用的方法是从体内获得一

定数量的种子细胞!然后在体外进行扩增!之后将其附于一生

物相容性以及力学性能良好的支架材料上!移植入体内相应组

织缺损处进行修复)

'60

*

"但是!以往通常忽略了一个这样的问

题!在体外扩增时!细胞处于一个常氧$

*'G

%状态之下!而移植

入体内组织缺损处后!因为缺损组织血管化过程需要一定时

间!所以种子细胞一开始是处于一个相对低氧的微环境中!以

后随着血管化的逐渐形成!微环境的氧分压逐渐回升!但就骨

组织而言!始终无法达到
*'G

氧分压的环境中)

!65

*

"因此!常

常在体外实验中研究种子细胞$如
E?F3

%的增殖以及成骨向

分化的生物学行为!这与将种子细胞置于低氧微环境中生长时

的生物学行为相比!可能会有很大的出入"而研究低氧微环境

下种子细胞增殖#成骨向分化的生物学行为!对于以后的相关

实验动物研究以及临床应用更有实际意义"因此本课题以此

为出发点!设计研究
E?F3

在
*G

#

!G

#

+G

#

"G

#

*'G

氧分压

环境下的增殖活性以及成骨向分化能力!为将其作为种子细胞

应用于牙周骨组织工程学上提供实验依据"

对于实验所选择的氧分压!本课题尽量模拟种子细胞移植

入骨缺损处所经历的一个氧分压变化"但是这个影响因素很

多!如骨缺损的大小势必会影响细胞所处的氧环境!缺损较大!

相应组织血管化就会减慢!多数细胞会较长时间处于低氧环境

中!反之!缺损小!组织血管化进程快!血管化面积大!相应细胞

就会处于一较高氧分压的环境中&而且移植处组织的血流受阻

情况也存在各种差异!这些也会影响到移植种子细胞所处的氧

环境"有研究表明!骨髓组织为一相对缺氧组织!其氧分压范

围为
'G

!

5G

"本课题选择了氧分压为
*G

#

!G

#

+G

#

"G

#

*'G

作为细胞生长的微环境!一方面希望选择的这个范围能尽

可能真实反映种子细胞移植到缺损处所经历的一个氧分压变

化范围&另一方面也希望通过这几个氧分压的选择!能研究出

E?F3

在不同氧分压下生物学行为的一个变化规律!为以后的

进一步研究提供实验依据"

本实验中采取
EJJ

比色试验用于检测细胞的增殖率"

EJJ

法的检测原理是活细胞线粒体内的琥珀酸脱氢酶能够

使外源性的
06

$

!

!

(6

二甲基噻唑
6*

%

6*

!

(6

二苯基四氮唑嗅盐$商

品名噻唑蓝!简称
EJJ

%还原为难溶性的蓝紫色结晶物甲
%

!

沉积在细胞中!用二甲基亚砜溶解细胞中的甲
%

!最后用酶联

免疫检测仪在
!1)4A

波长处测定其
%=

值!因为
EJJ

结晶

物形成的量与细胞数成正比关系!所以该检测方法可以间接反

映活细胞的数量"本实验中
EJJ

法检测结果显示!各低氧组

对
E?F3

的增殖活性有明显的促进作用!在
!G

氧分压时!其

促进作用最为明显"这与国外有关研究结果一致!即低氧环境

促进
E?F3

的增殖)

+

!

"6')

*

"从细胞增殖活性上看!低氧预处理

的
E?F3

细胞作为种子细胞是相当有利的"但是!也要考虑到

的就是
E?F3

细胞处于低氧环境下的分化情况!特别是成骨向

分化的情况!这也是本研究选用其作为种子细胞的重要原因"

众所周知!成骨细胞早期分化的指标之一就是
&U@

活性

的增加"

&U@

可以水解有机磷酸酯!进而释放出磷酸盐!使得

游离的磷酸盐与钙发生结合!形成磷酸钙!磷酸钙再沉积在细

胞周围基质的胶原中!最终形成了新生骨"众多实验证实!没

有
&U@

的生成!骨组织钙化就不会发生"从骨组织结构来看!

是由
*

(

0

的无机物和
'

(

0

的有机物构成!其中
F%U

(

就占到

了有机物中的
")G

!

1)G

!对骨组织结构的完整##生物力学

的维持起着重要的作用"

F%U

(

构成骨组织的框架!其合成和

分泌是骨组织形成的前提条件!加速它的合成分泌!可以明显

促进骨组织的矿化进程"因此!本实验选取
&U@

和
F%U

(

作

为检测指标!用于观察
E?F3

细胞在不同低氧分压下成骨向分

化的情况"从本实验的数据可以看出!低氧微环境抑制
E?F3

细胞
&U@

活性和细胞内
F%U

(

的表达!也抑制
E?F3

细胞成

骨向分化!而且这种抑制作用与氧分压有关!氧分压越低其抑

制作用越明显"这与有关研究结果一致!即认为低氧环境抑制

E?F3

内
&U@

以及
F%U

(

的表达!抑制
E?F3

成骨向分

化)

''6'0

*

"但也有研究却认为低氧环境能促进
E?F3

内
&U@

以

及
F%U

(

的表达)

'!6'(

*

"其研究结果的差异性可能为细胞模型

不同!或培养条件不同所造成"

以上实验说明在运用组织工程学方法修复牙周骨缺损中!

通过低氧预处理的
E?F3

细胞仅能增加其增殖活性但不利于

E?F3

细胞
&U@

活性和
F%U

(

的表达!也极不利于
E?F3

细

胞的成骨向分化"以后的研究应该进一步明确其抑制成骨向

分化的作用机制!以期在体外细胞培养中加以干预!使其移植

入缺损后更有利于骨组织的形成"
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全菊等)

5

*的调查研究表明同辈教学法应用于临床护理教学既

能使同辈施教者和受教者得到能力的提升!还能全面培养护士

的综合素质!减轻护士在临床工作中的压力"同时!同辈教育

要求同辈施教者和受教者之间充分的交流!易于提高护士的人

际交往能力)

"

*

"

#/#

开展口腔专科护士培训应重视四手操作
!

进行口腔专科

护士的培训必须与时俱进!新技术新方法的引进不可或缺"因

此!开展口腔专科护士培训时!对于四手操作的培训必不可少"

但由于四手操作目前在中国并不普及!临床采用率低"四手操

作技术从
*)

世纪
+)

年代诞生后一直备受关注!现已成为国外

的常规诊疗模式!甚至已有关于六手操作的研究"资料表明四

手操作技术在提高治疗质量#降低医生的工作强度#避免交叉

感染以及增加患者治疗中的舒适度和安全感方面具有明显的

作用)

1

*

!且运用四手操作技术能够显著提高临床口腔诊疗效

率)

')

*

"

b9KA

)

''

*研究表明生物学基础知识以及重视实践操作

对于口腔诊疗工作很重要"但四手操作在重庆市未得到充分

的临床应用!而
1+/(+G

的护士希望采用四手操作模式!且

(5/*(G

的护士接受过四手操作的培训"相关研究表明口腔专

科护士缺乏!口腔专科护士专业知识薄弱!医护人员对四手操

作的认识不够深入是四手操作难以开展的原因)

'*

*

"因此!要

普及推广四手操作在临床口腔诊疗工作中的应用并做到真正

意义上的四手操作!就要有一支掌握专业理论和技术的口腔医

疗护理队伍!而护理队伍的专业培训则显得尤为迫切和需要"

四手操作的临床口腔诊疗模式需要口腔专科护士的主动参与!

因此!在开展四手操作专业培训的过程中!要求口腔专科护士

除了具备一般的护理知识外!还应具备相应的口腔专业知识和

对口腔医疗器械设备的熟悉)

'0

*

!以完成治疗过程中与口腔医

生的规范配合!提高临床口腔诊疗效率"本调查表明仅
(5/

*(G

的护士接受过四手操作的培训!这对于四手操作在本地区

的普及是远远不够的!因此!应加大四手操作基础知识与操作

技术的培训力度及覆盖面!让四手操作的观念深入到每一位口

腔医疗工作者心中"
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