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目的
!

将制备的羟基磷灰石*壳聚糖
.

转化生长因子
.
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缓释微球复合涂层种植体运用于糖尿病兔胫骨!探讨其周围

8C,Z.1

*

4HB

*

GY

基因表达的改变!从分子水平评估该种植体的成骨性%方法
!

制备复合涂层种植体!运用扫描电镜"

?FA

$分析

其表面形貌%并建立
?B3

级新西兰兔
1

型糖尿病模型!分别在其胫骨干骺端植入种植体!分别于术后
0
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$1

周!取出带种植体

周围骨组织!采用实时荧光定量
BY8

"

85.BY8

$分别检测普通图和糖尿病兔在不同种植体植入后
8C,Z.1

&碱性磷酸酶"

4HB

$&骨

钙素"

GY

$&晚期糖基化终末产物"

4̀ F+

$的表达量%结果
!

8C,Z.1
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4HB
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GY

在改性涂层种植体表面的
7824

表达在同一时间

点上!改性种植体组的表达量高于普通种植体组#不同时间点上!使用改性种植体的
8C,Z.1

&

4HB

&

GY

的基因表达量增加高于普

通种植体!正常兔改性种植体基因表达最高%结论
!

复合涂层种植体能促进高糖环境下
8C,Z.1

*

4HB

*

GY

基因表达!具有一定的

临床运用前景%
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种植义齿是目前治疗牙列缺损或缺失的较为理想的修复

方式#而糖尿病$

JA

&作为一种全身性疾病成为种植手术的相

对禁忌证#如何提高
JA

患者种植体的骨结合是目前一个急

需解决的问题*本实验在前期实验'

$

(的基础上#对羟基磷灰

石"壳聚糖
.

转化生长因子
.

+

$

缓释微球复合涂层种植体进行进

一步的研究#将其运用于
JA

兔上#验证其成骨效能#为今后

的临床运用提供一定的实验依据*

B

!

材料与方法

B&B

!

材料
!

实验动物!

)

月龄健康雄性新西兰大白兔$西南医

科大学实验动物中心&*实验试剂与材料!纳米羟基磷灰石

$

K4?#

=

7:

#美国&%明胶粉剂$

?#

=

7:

#美国&%

5̀ 3.

+

$

及
FHE?4

试剂盒$

YQ"C!.@Q",;

#美国&%四氧嘧啶$

?#

=

7:

#美国&%精蛋白长

效胰岛素$

'%8

诺和诺德中国制药有限公司&%血糖仪及配套血

糖试纸$罗氏卓越血糖仪&%自行设计种植体$

'&'77b0&%

77

&*实验仪器!

Ŝ42541%%

扫描电子显微镜$

?FA

#

3FE

#

荷兰&%微弧氧化电源$中南民大等离子体研究所&%低温离心机

$

Y16%%

#湖南湘仪实验仪器厂&热循环仪$

5Y4%%()5N;<7"

3#+N;<

#美国&%实时荧光定量
BY8

$

85.BY8

&仪$

BELG8;!(

#

5N;<7"3#+N;<

#美国&*

B&C

!

方法
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重庆医学
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'

月第
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卷第
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B&C&B
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Y?.5̀ 3.
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缓释微球复合涂层种植体的制备
!

K4

"

Y?.5̀ 3.

+

$

缓释微球复合涂层的制备见前置实验#运用

此方式#将复合涂层加载于种植体表面'

$

(

*

B&C&C

!

动物建模及分组
!

选取雄性的新西兰大白兔共
1(

只#

体质量为$

1&-(e%&10

&

X

=

*以
$%%7

=

"

X

=

的计量计算并经耳

缘静脉缓慢注射新鲜配制的
6[

四氧嘧啶溶液*于药物注射

后的
1

)

0

)

)N

分别于新西兰兔的皮下注射
6[

葡萄糖溶液
'

7H

*建模期间#每天检测血糖
$

次#待实验动物血糖稳定后每

'

天检测血糖
$

次*以平均每日血糖稳定于
$'&(77"Q

"

H

$

16

7

=

"

H

&以上为建模成功*将建模成功的实验动物
10

只分为如

下
0

组#

4

组$正常兔普通种植体&#

9

组$正常兔改性种植体&#

Y

组$

JA

普通种植体&#

J

组$

JA

改性种植体&%当兔仰卧平躺

时#每只兔右脚为普通种植体#左脚为改性种植体*

B&C&D

!

种植体植入
!

用戊
'[

巴比妥钠$

0%7

=

"

X

=

&#耳缘静

脉注射以麻醉动物*将实验动物术区备皮消毒#沿胫骨上端内

侧平面切开#分离肌肉及筋膜完全暴露胫骨面%用生理盐水让

术区冷却#使用种植机于胫骨平面中央逐级预备种植窝#并植

入复合涂层种植体$图
$

&#深度约
177

#分层严密缝合*术后

每日肌内注射
0%

万
S

的硫酸庆大霉素#观察实验动物愈合

情况*

B&C&E

!

85.BY8

检测特定基因

B&C&E&B

!

824

的提取与转录
!

于术后第
0

)

/

)

$1

周#普通兔

组)

JA

兔组各处死
0

只新西兰兔#取双侧胫骨$图
1

&种植体周

%&/@7b%&/@7b$&%@7

的骨块#经锡箔纸双侧包裹并编号

后#温度于
/%d

保存*待
'

批样本收集齐后#液氮下无菌研

磨)离心)振荡)静置)提取含有
824

的上清液#将提取出的

824

于
_1%d

保存*最后按照说明书依次加入各试剂#置

BY8

仪上进行反应#完成逆转录*

图
$

!

免胫骨植入
!!

图
1

!

免胫骨改性种植体

!!!!!!

改性种植体
!! !!

骨结合情况

B&C&E&C

!

引物设计与
85.BY8

反应
!

所有引物均交由上海

生工生物工程技术服务有限公司设计合成#所用引物及碱基序

列如表
$

*按照说明书相关使用要求#应用
?7:<>Y

U

@Q;<?

U

+.

>;7 85.BY8

*

扩增仪进行实验*使用
5N;<7"?@#;,>#I#@

B#X"8;:Q

软件$

5N;<7"

公司&分析
BY8

过程各检测样本的
Y5

$

5N<;+N"Q!@

U

@Q;

&值#本实验室通过
1

.

##

Y5计算
f

相对
7824

表达水平#

4̀BJK

为内参*

表
$

!!

BY8

引物及碱基序列%

'R

!

6R

&

引物名称 上游 下游

4̀BJK 4̀5KY5̀ 5̀̀ YỲ 4̀ 54Y Ỳ5̀ 4̀ 45̀ 45̀ 4YYY5555̀ `

4̀ F+ 5̀ 4̀̀ YY4̀ 44̀ 5̀̀ 4̀̀ Y4̀ 54̀ Y 4̀ 55Y5̀ 5̀ Ỳ 55YY5YY5Ỳ 5YY5Y

4HB Ỳ4Ỳ 5̀̀ 5YY4Ỳ 4̀ Y4̀ 44Y54Y Y44Y5̀ 5YY5̀ `̀ Y55̀ 5̀ `̀ 5̀ 5Y

GY 4Ỳ Y4Y4̀ 4̀ Ỳ 4Y4̀ Y45̀ 4̀ 5̀ YYY5YYY5Y55̀ 4̀Y4Ỳ 44

8S2f1 Ỳ5YỲ 4445̀ YY5Y5̀ Y5̀ 5545̀ 4 Ỳ55Y5̀ 5Y5̀ 5̀ YY55Y5̀ `̀ 55Y

B&D

!

统计学处理
!

采用
?B??1%&%

软件进行统计分析#符合

正态分布的计量资料以
JeB

表示#不符合正态分布的定量资

料采用中位数及其四分位数间距表示%定量资料的组间比较采

用单因素方差分析#重复测量资料组间差异性比较采用重复测

量方差分析*检验水准
&

g%&%6

#以
!

%

%&%6

为差异有统计学

意义*

C

!

结
!!

果

C&B

!

种植体的表面形态
!

由扫描电子显微镜$

?FA

&分别扫

描微弧氧化后种植体和加载蛋白后改性种植体表面#可知种植

体表面存在大量加载
5̀ 3.

+

$

蛋白的明胶微球#明胶微球表面

可见蛋白吸附#测得该微球球径为
/

!

'%

'

7

#见图
'

)

0

*

!!

箭头!微孔*

图
'

!!

微弧氧化后种植体的表面微孔扫描电镜观察%

b$%%%%

&

!!

箭头!加载蛋白*

图
0

!!

微弧氧化后种植体的表面微孔扫描电镜观察%

b6%%

&

C&C

!

JA

模型的建立
!

除两只动物建模时死亡#其余动物建

模成功*建模后#模型组新西兰兔空腹血糖由$

6&('e%&))

&

77"Q

"

H

增高到$

$/&)$e0&/-

&

77"Q

"

H

#稳定于
$'&/77"Q

"

H

以上*而对照组血糖为$

)&$1e%&)1

&

77"Q

"

H

#差异有统计学

意义$

!

%

%&%6

&*

C&D

!

1

.

##

Y5法转换后不同时间点上各基因表达比较
!

使用改

性种植体的兔子$

9

)

J

组&#

8C,Z.1

)

4HB

)

GY

的
7824

表达

在同一时间点上高于普通种植体的兔子$

4

)

Y

组&#差异有统计

01%$

重庆医学
1%$-

年
'

月第
0)

卷第
/

期
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表
1

!!

1

.

##

Y5法转换后不同时间点上各基因表达比较%

JeB

'

'g0

&

组别 时间
4̀ F+ 4HB GY 8C,Z.1

4

组 第
$

个月
%&($e%&%0 %&('e%&$$ %&(/e%&1( $&%/e%&$'

第
1

个月
$&%)e%&1- %&(/e%&10 $&%-e%&$- $&$0e%&$$

第
'

个月
$&')e%&$1 $&6)e%&6% $&'$e%&1- $&0%e%&%/

9

组 第
$

个月
%&/(e%&1% $&%1e%&$$ $&'1e%&00 $&6-e%&1'

第
1

个月
$&%1e%&$/ $&16e%&$$ $&6$e%&1% $&-)e%&''

第
'

个月
$&1(e%&1' $&/'e%&$6 $&(6e%&$- 1&'1e%&'-

Y

组 第
$

个月
)&))e$&11 %&)%e%&%( %&/-e%&%0 $&%$e%&$'

第
1

个月
'&/%e%&$0 %&--e%&$$ %&//e%&$6 $&%6e%&$$

第
'

个月
1&1-e%&6$ %&/1e%&$$ %&($e%&$) $&%-e%&$$

J

组 第
$

个月
'&6)e%&-) %&/'e%&1$ %&(6e%&$( $&$%e%&1$

第
1

个月
1&6$e%&10 %&(%e%&%6 $&%1e%&$' $&11e%&1-

第
'

个月
$&6(e%&'/ $&'/e%&%( $&'0e%&'% $&66e%&$1

学意义$

!

%
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&#正常兔子改性种植体基因表达最高#

JA

兔

改性种植体率与正常兔子正常种植体的基因表达差异无统计

学意义$
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&

%&%6

&#

JA

兔正常种植体最低*而随着时间的增

加#使用改性种植体的
8C,Z.1

)

4HB

)

GY

的基因表达量增加高

于普通种植体$

!

%

%&%6

&*

4̀ F+

的表达在普通兔子上#使用

普通种植体随时间递增比改性种植体较快$

!

%

%&%6

&#而在

JA

兔上#使用改性种植体后#

4̀ F+

递减较快#普通种植体不

变#见表
1

)图
6

*

图
6

!!

各组不同时间点上各基因表达比较

图
)

!!

部分基因的扩增曲线和溶解曲线

D

!

讨
!!

论
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JA

是一种常见的慢性全身性疾病#

]KG

发布/全球糖

尿病报告0来看#目前
JA

已成为重大的公共卫生问题*以往

的研究表明#

JA

患者的种植体成功率远低于健康人#因此对

于
JA

患者种植体周围健康状况#不仅应该及时进行治疗#更

应该提前预防#以达到更好的修复效果'

1.-

(

*

早期更好的骨整合与结合强度是口腔种植材料研究的热

点*本实验对种植体进行表面改性#使其表面紧密吸附一层均

匀的复合涂层#使种植体具有生物功能性#另一方面表面积增

加了的种植体具有更高的骨结合率'

/.(

(

*由电镜来看#种植体

表面存在大量的载蛋白微球#这与以往的实验结果相似'

$

(

*扩

大了种植适应证#尤其是全身性疾病$如
JA

)骨质疏松等&的

患者时#单一钛种植体表面改性已不能满足目前的临床要求#

结合理)化)生物方法及材料优点的改性技术以后必然的发展

方向'

$%

(

*

本实验同时选取了
8C,Z.1

)

4HB

#

4̀ F+

和
GY

这几个在

糖尿病成骨中有标志性的基因进行检测#由实验结果可知

8C,Z.1

)

4HB

)

GY

的
7824

表达在同一时间点上改性种植体

的成骨性要高于普通种植体#

JA

兔改性种植体率与正常兔子

正种植体的基因表达相近*这说明使用复合涂层种植体后#对

兔的成骨细胞增殖有促进作用#这可能与复合涂层中存在的

5̀ 3.

+

有关*

H#C

等'

$$

(研究表明#

9AB

信号和
8C,Z.1

存在相

关性#这一级联反应在成骨细胞分化过程中有着十分重要的作

用*而在加入
5̀ 3.

+

后细胞
8C,Z.1

)

9AB17824

表达增

加#表明细胞分化成骨能力增加#

?C,

等'

$1

(发现转化生长因子

信号通路是一个重要的信号通路调节成骨细胞的矿化#加入

5̀ 3.

+

将影响
4HB

和
GY

的表达*这都与本实验结果基本相

符*同时#改性种植体组中的
4HB

基因的表达量在动物实验

的早期都维持在一个较高的水平#且远远大于普通种植体组#

这可说明在成骨的早期#该复合涂层种植体提供羟基磷灰石对

动物骨的矿化过程有较强的促进作用#复合涂层种植体能有效

的促进成骨细胞
4HB

的基因的表达和其钙离子的释放#从而

对成骨细胞的活性和矿化有一定作用*与此同时#在使用同种

类型种植体时
JA

组的
8C,Z.1

)

4HB

和
GY

表达量少于正常

兔子组#说明
JA

确实会引起实验动物的成骨能力下降*这可

能
JA

的骨代谢有关系密切#

JA

动物存在着钙磷及维生素
J

代谢异常#高血糖#糖基化终末产物#细胞因子与
],>

信号途

径异常等问题#这些都可能造成糖尿病骨代谢异常从而诱发病

理改变如骨愈合不良和骨再生能力受损等问题从而影响标志

性基因的表达'

$'.$0

(

*

与上述基因不同#

4̀ F+

是一种与
JA

有密切关系的产

物#是在非酶促条件下#蛋白质)氨基酸)脂类或核酸等大分子

61%$

重庆医学
1%$-

年
'

月第
0)

卷第
/

期

This is trial version
www.adultpdf.com



物质的游离氨基与还原糖的醛基经过缩合)重排)裂解)氧化修

饰后产生一组稳定的终末产物'

$6.$)

(

*组织中
4̀ F+

水平在一

定程度上能反映
JA

肾病的严重程度#同时
4̀ F+

可与成骨细

胞表面的受体
84̀ F

结合#抑制成骨细胞分化#使成骨细胞成

骨能力下降'

$-

(

*本实验中#图通
4̀ F+

的表达量在普通兔子

使用普通时种植体随时间递增较快#而使用改性种植体递增较

慢#但二者间差异无统计学意义$

!

&

%&%6

&#说明在普通兔上#

4̀ F+

表达改变不明显#而在
JA

兔上#使用改性种植体后#

4̀ F+

递减迅速#普通种植体不变*这说明复合涂层种植体在

可抑制
4̀ F+

的表达#从而促进
JA

动物的成骨#可能原因是

与
4̀ F+

与
5̀ 3.

+

$

呈负相关#而复合涂层种植体通过
5̀ 3.

+

$

的过表达来抑制
4̀ F+

从而在
JA

中起到骨保护作用*

本实验使用的复合涂层改性种植体#在
JA

动物体内对

于成骨具有明显的促进作用#该材料有望进一步研究以期以后

的临床运用*
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