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目的 :观察 4种含有不 同成分 的牙科复合树脂 的细胞毒 性 通过 高效 液相 色谱 法分析其浸 出的成分 。材料和

方法 :将复合树脂 (2100 so lito.re 2 Filtek尸60 ，Syne「gY )制备成 圆盘状 测试试样 ，采用 Balb/C 3T3 成纤维 细

胞进行细胞毒 性实验 。在 37
O
C条件下 实验 第

一
部 分 为细胞 与树脂 接触 72h (直接法 )，第二部 分则是细胞 与树

脂 的乙醇浸泡提取 液接触 24h (间接法 )。用 M丁丁法 {【3(4 5二 甲基唾哩 2) 25二苯基」四氮 哩 嗅盐 法 }检测 细胞

存活率 。结果 :牙科复合树脂 及其 乙醇浸泡提取 液对 8a 出/C 3T3 成纤维 细胞 有毒 性作 用 。单 因素方 差分析 显示

直接接触 和 间接接触各组 间的差异均 有统计 学意义 (P <0.001 )。组 间比较 (丁ukey 检验 ，a=。.05 )显示直接 法

检测 S丫ne「gy 的毒 性显著低于其他树脂 ，So fit。。re Z毒 性显 著高于其他树脂 。但是 .间接法检测则 为 Synergy 的浸

泡提取 液毒性显著高于其他树脂 的提 取液 。采用高效液相 色谱法检测各树脂 中 Bis
一GMA 丁EG oMA uoMA 匕.。-

EMA以及双酚 A的含量 结果显示上述成分存在与否和其 浓度各不相 同。结论 :牙科树脂 的细胞毒 性水平与其化

学成分 、浸泡介 质 以及浸 出的成分 和量相 关 。

细胞毒性 ;浸渍成分 ;复合树脂

I陆床 上 ，多种 牙 科 修 复 材 料 用 于 患者 牙齿 充

填 。因为这些材料直接接触 牙眼 、牙本质 、牙周组

织 、口腔赫膜和体液 ，因此 由材料释放 到 口腔 中的

浸 出物成为临床 关注 的 问题 。

因为患者对修复体的要求是与天然牙列颜色相

匹配 ，所 以复合树 脂在 临床上 的应用越 来越普遍 。

在临床工作 中，复合树脂不仅用作充填材料 ，还可
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以作为牙本质粘接剂或者嵌体 、冠 、正畸托槽 的粘

固剂。近 10 年来 ，随着复合树脂修复材料 的应用增

多 ，人们对其局部和全身的副作用的关注也在增加。

任何树脂均可在 日腔环境 中释放数种成分 ，这些物

质可能会分布到全身并引起全 身的副反应 。 另外 ，

很多体外研究也指出牙科复合树脂及其成分有细胞

毒性 、遗传毒性或致突变作用。 因为有细胞毒性 的

材料可导致相邻软组织的破坏 ，含潜在遗传毒性 的

材料可引起 DNA突变 ，最终到导致细胞的恶变。因

此 ，这些材料 的生物学性 能显得尤为重要 。
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本研究假设各种树脂的化学组成不同可影响其

成分释放和细胞毒性质。本研究的 目的是观察 4种

牙科复合树脂的细胞毒性并检测这些树脂材料的可

浸出的成分。

材料和方法

本 研 究 所 用 的 4种 牙 科 复 合 树 脂 为 :21 00 ，5011
-

taire Z， Filtek P6O和 Synergy (表 l)。

表 1 测试的牙科复合树脂
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材料试样准备

采 用 环 形 玻 璃 模 具 将 复 合 树 脂 制 备 成 直 径

smm、厚 度 Zmm 的 圆盘 ，操 作 如 下 :把模 具 放 置 于

玻璃 板上 ，从模 具 上 方填 人 树 脂 ，表 面应 用 聚酷 薄 膜

成 形条 ，固化灯 头 (Coltolux 4，Coltene/W llaledent)

于 材料 上 方 Zmm 处进 行 光照 ，照射 强度 为 600 mw /

cmZ，依 据 各 厂 家说 明照 射 的 时 间不 同 (21 00 、5011
-

taireZ:405;Syflergy:305;P60:205)。所 有 步 骤 均 为

无 菌 操 作 。

每 种 材 料 制 作 30 个 试 样 ，随机 分为 3组 ，每 组

10 个 ，进 行 细 胞 毒 性 评 价 。第
一
组 (10 个试 样 )为

直 接 法 ，第 二 组 (10个 试 样 )为 间接 法 ，第 三 组 的

10 个 样 本 又 分 为 两 组 ，每 组 5个 样 本 ，分 别 为 复 合

树 脂 的墙 养 液 浸 泡提 取 液 和 乙醇 浸 泡 提 取 液 ， 采 用

高 效 液 相 色 谱 法 分 析 浸 出成 分 。

耐 )没 过 试 样 。对 照 组 为 聚 四氟 乙烯 试 样 (10个 )。

在 37 ℃ 、 10%CO。条 件 下 孵 育 72 h后 ，用 无 菌 镊 小

心 取 出 圆盘 试 样 ，用 MTT法 {!3 (4，5二 甲基 鹰 哇 2)

2，5 二 苯 基 」四氮 哩 嗅 盐 法 }测 定 材 料 的 细 胞 毒 性 。以

培 养 液 10%的 体 积 加 人 MTT (smg/ml溶 于 Hanks

平 衡 盐 溶 液 )，继 续 于 37 ℃孵 育 细 胞 3h，之 后 ，再

加 入 与 培 养 液 初 始 体 积 相 等 的 溶 解 液 (0.lmol/L盐

酸 溶 于 异 丙 醇 ) 以溶 解 甲攒 结 晶 。将 溶 液 反 应 产 物

移 人 96孔 板 ，用 酶 标 仪 (Multiskan PlusEFIAB，

Titrek)于 580nm 波 长 读 取 吸 光 度 值 。 不含 细 胞 的

DMEM (Dulbecco
’
5 Modification ofEagle

’
s

Medium ，Life Technologies)培 养 液 作 为对 照 。

细胞培养和细胞毒性试验

采用 Balb/C 3T3 小 鼠成纤维细胞 A31 克隆

(欧洲细胞保藏 中心 )对复合树脂进行细胞毒性试

验 ，按照以往描述的方法维持细胞。成纤维细胞是

国际标准组织批准用作牙科材料生物相容性检测的

细胞种类。

复合树脂试 样 的细胞毒性试 验

将各材料 的圆盘试样置于 24 孔板 内，每孔 中央

放
一
个试样 ，加人 lml的细胞悬液 (1x10

，
细胞 /

复 合 树 脂 乙醇 浸 泡 提 取 液 的细 胞 毒 性试 验

将 每 种 材料 的 10 个试样 置 于含 1ml的 96 % 乙

醇 的玻璃小 瓶 中 ，声 波处理 Zh后 ，再 在 乙醇 中继 续

37℃孵 育 24h。 然 后 ，将 试 样 移 出玻 璃 小 瓶 ，在

70℃ 一80℃水浴 条件 下将 可 能含有 浸 出成 分 的 乙醇

液 蒸 发 Zh，向玻璃 小 瓶 中加人 lml蒸馏 水 ，声 波处

理 30 min ，以保 证 浸 出成分 得 以充分 溶 解 。

采用 Balb/C 3T3 小 鼠成 纤 维 细胞做 材料 浸

泡提 取 液 的细胞 毒性检 测 。在 96 孔板 的各 孔 中加人

100尽L细胞悬 液 ，在 37oC、10%CO。条件 下孵育 Zh

待 细胞 贴 壁 。结 束孵 育 后 ，再 向每 孔分 别加 人各 材

料 浸泡提 取 液 100 协L。实验对 照采用 以相 同方法 获

取 的聚 四氟 乙烯 浸 泡液 ，在 37 ℃、10%COZ条件 下

孵 育 细 胞 24h后 ，用上述 MTT法 检 测材料 浸 泡 液

。、，.腔医学继续教育杂志 刀
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结果

高 效 液 相 色 谱 法 分 析

采 用 Lachro m 系 统 进 行 高 效 液 相 色 谱 分 析 ，该

体 系 由梯 度 泵 (L
一7150)、自动 进 样 器 (L

一7200)、二

极 管 检 测 器 (L
一7455)、 色 谱 工 作 站 (D

一7000)

(M er ck一Hitac hi ) 组 成 。 在 室 温 条 件 用 色 谱 柱

(Merck) 分 离 检 测 成 分 ，色 谱 柱 的 条 件 为 Lichroca rt

(125mm x4mm )PurosPher Star RP
一Ise s 尽m ;

检 测 波 长 为 280nm ;数 据 用 D一7000 HSM 软 件

(Merck)分 析 。

使 用 下 列溶 液 :溶 液 A，乙睛 :水 (20: 100 ，V/V)，

溶 液 B，1(X男乞乙睛 。溶 液 经 过 0.45 抖m滤 膜 (肋 tc〕rious )

除 菌 并 在 使 用 前 排 气 。 从 溶 液 A 到 溶 液 B采 用 线 性

梯 度 (O
一 100%)过 柱 30min，流 速 为 lml/min。

复 合 树 脂 圆盘 试 样 的细 胞 毒 性

图 l显 示 细 胞 与树 脂 材 料 试 样 直 接 接 触 后 的存

活率 。Synergy与 细胞接触 后对 其存 活率 影 响最 小 ，

与对 照相 比 ，73 % 的细 胞 仍 然存 活 。 当细 胞 与 P60

和 2100接触 后 ，其存 活率 较低 (分 别 为 50%和 48 %)。

细胞存 活率 下 降最 多 的为 Solitaire Z，仅 39%细胞

存 活 。 因此 ，这 组材料 中 Solitaire Z毒性 最 大 。

单 因素方 差 分析 显示 各 组 复 合树 脂 细胞 毒性 间

的差异有 统计学 意 义 (尸<0.001)。组 间 比较 Tuke y

检 验 显示 Syne rgy毒性 小 于 其他树 脂 ，差异 有 统计

学 意 义 。21 00 和 P60 之 间的差 异 没有 统 计学 意义 。

︵
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高 效 液 相 色 谱 分 析 用 水 浸 泡 提 取 液 的 制 备

每 种 复 合 树 脂 材 料 制 作 5个 圆盘 试 样 ，将 其 置

于 0.5耐 不含 血 清 DMEM 培 养 液 中 ，37 ℃ ，10%CO，

条件 下 孵育 72h。取 出样 本 ，加人 等体 积 乙睛 (HPLC

梯 度 )。用 漩 涡 混 悬 器 彻 底 混悬 样 本 ，100 rpm 离 心

Slnlll。最 后 ，色谱 分析仪进样 分析 ，进样量 为 100 林L，

每 样 本 进 3次样 。

2100 Solitaire2 P60 Synergy

高效液相色谱分析用乙醇浸泡提取液的制备

用于高效液相色谱分析的乙醇浸泡提取液的制

备方法同上。

图 1 与测试树脂材料直接接触后的存活细胞百分比 (均数

士标准差) 对照组细胞存活率 =100%

高 效 液 相 色 谱 分 析 参 比标 准 液 的 制 备

参 比标 准 耶 采 用 浓 度 为 10 林g/ml、20抖g/ml、

50 协g/ml乙 睛 和 水 (50:50)。标 准 液 采 用 :BPA (双

酚 A;异 亚 丙 基 双 酚 );bis
一GMA(双 酚 A一甲基 丙 烯 酸

甘 油 醋 );TEGDM A(Sigma Chemical);bis
一EM A 和

UDM A (Rohm )。 用 参 比标 准 液 绘 制 标 准 曲 线 。

数据处理和统计 分析

通过测量细胞 内唬拍酸脱氢酶的活性(MTT法 )

获得细胞存活率 ，计算所得数据与对照组 的百分 比

(100%=没有毒性 )，以此衡量复合树脂材料的细胞

毒性 。用单 因素方差分析和组 间 比较 (Tukey检验 )

进行统计学分析 (95%可信区间 ， a二0.05 )。

复合树脂 乙醇 浸泡提取液的细胞毒 性

图 2显示细胞与树 脂材料 乙醇浸泡提取 液接触

后 (间接法 )的存活细胞百分 比。各组树脂 的乙醇

浸浸泡提取液的细胞毒性均大于直接接触法 。细胞

与 2100的浸泡提取液接触后存活率最高 (40%)，然

后为P6o(38%)和 solitaireZ(37%)，以及 Synergy

(31%)。

单 因素方差分析显示各组 复合树脂浸泡提取液

的细胞毒性 间的差异有统计学意 义 (尸<0.001)。组

间 比较 Tukey检验显示 Synergy浸泡提取液细胞毒

性高于其他树脂 的浸泡提取液 ，差异有统计学意义 。

其他各组之 间差异没有统计学 意义 。
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2100 SolitaireZ P60 Synergy

图2 与测试树脂材料的乙醇浸泡提取液接触后的存活细胞

百分比 (均数 士标准 差 )，对照组细胞存活率 =100%

高 效 液 相 色 谱 对 复 合 树 脂 浸 出成 分 的 分 析

表 2显 示 树 脂 材 料 用 培 养 液 (DMEM )和 乙醇

浸 泡 后 浸 出成 分 的含 量 ，所 有 树 脂 试 样 在 这 两 种 浸

泡 液 中的成 分 均 含 有 bis一GMA 和 TEGDMA。5011
-

taire Z，Filtek P6o和 synergy树 脂 试 样 的两 种提

取 液 均 可 检 测 到 bis一EMA。在 Solitaire Z的两 种 提

取 液 、 以及 Filtek P60和 Synergy的 乙醇 提 取 液 中

发 现 UDMA。在 Solltaire Z的 两 种 提 取 液 中可检 测

到 双 酚 A，而 Filtek P60 的培 养 液提 取 液 中也 含 少

量 双 酚 A。综 上 所 述 ，乙醇 提 取 液 中浸 出成 分 的 浓

度 高 于 培 养 液 。

本研 究 的 目的是 在体 外评价 不 同复 合树 脂材料

的生 物 相 容性 ，并用 高 效液 相 色谱 法 分析 复 合树 脂

的可释放 成分 。细胞毒性 采用 有 150确认 的细胞 类

型
—

成纤 维 细胞 ，细胞 存 活率 由 MTT法 测定 。此

法快 捷 ，易于 操 作 ，适 合 大样 本量 的检 测 ， 以往用

于 牙科 修 复 材料 细胞 毒性 检 测 的许 多研 究均 采用 的

是 该 方 法 。

直 接法 细胞 毒性结 果显示 Solitaire Z对 细胞存

活率 的影 响最 大 ，Synerg y最 小 。这 个差异 可 能和

材料 的化学 组 成 以及 材料 所 释放 成 分有 关 ，本研 究

证 实 ，Solitaire Z是 唯
一
能浸 出所 有 5种成分 的材

料 ，这 可 能意 味着 由于 这 些化 学 成 分 (bi s
一GMA，

TEGDMA，UDMA，bis
一EMA，双酚 A)在 复合

树 脂 中的状 态 或各 成分 之 间 的连接 方 式不 同 ，使 得

它 们 更容 易释放 出来溶 人 介 质 。 以往 曾有 报道 ，这

些 浸 出成 分 对各 种 细胞 系均有 很 高 的细胞 毒性 ，所

以 ，这 些成 分 的集合 效应 可 能是 Solitaire Z细胞毒

性 高 于 其 他 复合树 脂 的原 因 。这
一
结 果 与 以往研 究

的结 果 相
一
致 。

另
一
方 面 ，Synergy细胞毒性 最 小 ，这 可 能与

表 2 牙科复合树脂材料浸出成分含量 (似g/m门
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l荀 床 病 夺 报 告 牙科复合树 脂 及其浸 出成分 的细 胞毒 性

其在 水 中的 浸 出成 分 (bis
一GMA，TEGI〕MA，bis

-

EM A)的 浓 度 比其 他 复 合 树 脂 的 浸 出成 分 低 有 关 ，

，叮能 这 些 量 还 不 足 以造 成 对 细 胞 的 毒 性 作 用 。

本研 究 的结 果 也 显 示 Synergy的 乙醇 浸 出液 对

Halb/C 3T3 小 鼠成 纤 维 细 胞 的毒性 最 大 ，这 可 能

与该 树 脂 浸 出 人量 的 bis
一EMA (1695 pg)有 关 ，其

含量 远 高 于 其它 复合 树 脂 材 料 的 浸 出量 。

高 效 液 相 色谱 分 析 结 果 撇示 这 些 材 料 均 释 放 高

含量 的 TEGDMA和 少量 的 bis一GMA。这 与 其 他 的

研 究 结 果 相 符 ，他 们 的结 果 显 示 两 种 市 售 复 合树 脂

材 料 的培 养 液 浸 泡 液 中含 有 较 大量 的 TEGI )M A 和

微 量 的 bis一GMA18。bis
一GMA和 TEGDMA均 已被

报 道 对 原 代 或 者永生 化 细 胞 有 高 细 胞 毒 性 ， 所 用 细

胞 有 来源 于 人 类 牙髓 、 牙周 膜 、或 者 牙鳅 的 成 纤 维

细 胞 。另 外 ，Tl乙GDMA 可 与谷肤 甘 肤 形 成 加 合物 ，

这 可 能对 其 细 胞 毒性 有 显 著 影 响 。 谷 耽 甘 肤 具 有 防

御 和 解 毒 作 用 ，是
一
种 调 节 细 胞 死 亡 的 重 要 蛋 白质

成 分 ，而 TEGI )M A 可 能 会干 扰 这 种 防 御 功 能 ，牙

科树 脂所 释 放 的 TEGDM A 单体 可 导 致 与牙髓 炎症

和坏 死 。

本研 究 中 ，
一
些 复 合树 脂 的 乙醇 浸 泡 液 和 培 养

基 浸 泡 液 中均 可检 测 到 t)is一EMA，这 与 Spahl 等 的

研 究 结 果 相 反 ，他 们 报道 受 检 的各 种 复 合树 脂 在 培

养 基 的 浸 泡 液 中均 未 查 出 bis一EM A。 另 外 ， 只有

Solitaire Z的培 养基 浸 泡 液 释放 UDMA，Solitair。

2和 P60的 乙醇 浸 泡 液 中该 成 分 含量 更 高 ，而 Syn
-

ergy则较 少 。这 些 结 果 与 Spahl 的结 果 相 符 ，他 们

的研 究 发现 Ul)MA 可 以在 培 养 基 和 甲醉 凌 泡 液 中

释 放 。

综 上 所述 ，本 研 究 所 有 受 检 材 料 的 乙醇 浸 泡 液

(间接 法 )与 直接接 触 相 比 ，问接 法对 细胞 存 活率 的

影响更大 。以往研究报道广泛用于 牙科 的复 合树脂单

体的细胞毒性排序 为 bis
一GMA>UI)MA> T1亏GI)MA。

基 于 此 ，2100 乙醇 浸泡 液 与细胞 接 触 后 的细胞 存活

降低 可 能与 其 bis
一GMA的含 址 比在培 养基 浸泡 液 中

的含量 高 出 45 倍 有 关 ;P6O乙醇 浸 泡 液
‘
J细胞 接 触

后的细胞存活降低 可能也 与1)15
一GMA( 164 倍)、UDMA

(776倍 )、bis
一l乙MA (175了音)的含量 比培 养基 浸 泡

液 中含量 高有 关 ;而Synergy的浸泡 液 与细 胞接 触 后

细胞存活率最低 ，这 与其 [)js
一GMA (18倍 )、Tl峪DMA

(48 倍 )、UDMA (74 倍 )含 ;赶怜加有 关 ，尤其 与bis
-

EMA (565 倍 )的 含量 增 加有 关。

所 有 受 试 牙 科 复 合 树 脂 及 其 乙 醉 浸 泡 液 对

Balb/C 3T3 小 鼠成纤 维 细胞 均 有毒性 作 川 ，lfli且 ，

材料 的细 胞 毒性 与化学 组 成 、浸 出成 分的 类型 和 含

堵 、 以及 浸 泡 所 川 介质相 关 。

结论

1.复合树脂材料的细胞 介性 与其浸 出成分的种

类和含量 有 关。

2.复合树脂材料 乙醉没泡液的浸出成分含量高

寸
1
培 养基 浸泡液 中的含量 。
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