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Ｒ０ＸＤＹＥ

丨 丨
０ ．４ 、上下游

州净化设备厂 ） ； 酶标仪 （ 美 国 Ｂ ｉ ｏ
－

ｔｅ ｋ 公 司 ） ；
荧光引物各 ０ ． ８

 ｜

Ｊ
，
ＣＤＮＡ ２

 （

Ｊ
、
ｄ ｄＨ

２

０６
 ｜

ｘ ｌ
。

倒置显微镜 （ 德 国 Ｌｅ ｉ ｃａ 公 司 ） ；
荧光定 量 ＰＣＲ 仪１ ． ３ 统计学处理 采用 ＳＰＳＳ１ ６ ．０ 统计软件进行

（ 美国 Ａ Ｂ Ｉ 公司 ） ； 移液器 （ 德 国 Ｅ
ｐ ｐ

ｅｍ ｌ ｏ ｌ〖 公司 ） 等 。 分析 ， 实验数据用 ＊表示 。 组 间 比较采用单 因素

１ ． ２ 方法方差分析 ， 进一步分析采用 ＬＳＤ 法进行多重 比较 。

１ ． ２ ． １ 细胞培养 人烦骨成骨细胞株购于上海抚１

生实验有限公 司 ，

１ ０％ｒａ ｓ 的 ａ
－ＭＥＭ 培养基常规

培养 ， 细胞融合约 ８０％￣ ９０％ 时 ，

１ ：２ 比例传代 ， 每２ ． １ＭＴＴ 法检测成骨细胞增值 第 ４
、
７ 天

， 实验

３ｃ ｌ 换液一次 。组 ０Ｄ 值均高于对照组 ， 差异均有统计学意义 （
Ｆ＝

１ ． ２ ． ２ＭＴＴ 法检测 细 胞增 殖 实验组 ： 特异性多３ ．３ ６ ８
、
６〇 ．７７ ８ ，＜ ０ ． ０５

） ，
且第 ７ 天实验组浓 度为

肽用 １ ０％ＦＢ Ｓ 的 ａ
－ＭＥＭ 培养基配成 ５ 个浓度组 ， １ 〇

５

ｍ〇 ｌ／ Ｌ 时 ，

０ Ｄ 值最高 ， 并与其他实验组差异有

即１ ０
４

、
ＫＴ

５

、
１ ０

６

、
ＫＴ

７

、
１ ０

８

ｍ〇 ｌ／Ｌ
。 对 照 组 ：统计学意义 （

尸＜ ０ ＿ ０５
） 〇见表

１
０

１ ０％ＦＢＳ 的 ａ
－ＭＥＭ 培养基培养 。 细胞消化后 ，

８ｘ２ ． ２ＡＬＰ 相 对活性检测 结果 第 ４ 天
， 实验组与

１ ０
４

个／ｍ ｌ 的细胞密度接种于 ９６ 孔板 中 ，

２４ｈ 后实对照组 比较 ， 差异无统计学意义 （
Ｆ＝ ２ ．７０４

） 。 第 ７

验组更换含多肽培养液继续培养 ， 于 ４
、
７ｄ 取 出 ９６天 ， 实验组与对照组 比较 ， 差异有统计学意 义 ＝

孔板 ， 进行 ＭＴＴ 检测 ， 酶标仪 ４９０ｎｍ 波长下测各孔３ ２ ．４４９
，

Ｐ＜ ０ ．０５
） ，且实验组浓度为 ＫＴ

４

ｍ （ ） ｌ／ Ｌ 时 ，

吸光度 （
ｏｐ

ｔ ｉ ｃ ａ ｌｄ ｅｎ ｓ ｉ ｔ

ｙ ，

ＯＤ
） 值 。 ＡＬＰ 相对活性最高 ， 并与其他实验组差异有统计学

１ ． ２ ． ３減性鱗酸酶 （
ａｌｋ ａ ｌ ｉｎｅ

ｐ
ｈｏｓ

ｐ
ｈａｔａｓｅ

，ＡＬＰ ）
活意义 （

Ｚ
３

＜ 〇 ．〇５
 ） 。 见表１

。

性检测 分组 同上 。 细胞消化后 ，

８ｘ ｌ Ｏ
４

个／ｍ ｌ 的２ ． ３ 茜素红染色及半定量分析 第 １ ４
、
２ １ 天 ， 实验

细胞密度接种于 ６ 孔板 中 ，
２４ｈ 后实验组更换含 多组 钙盐沉积量多于对照组 ， 见 图 １

、
２

。 半定量分析

肽培养液继续培养 ， 于 ４
、
７ｄ 取 出 ６ 孔板 ， 按照 Ａ ＬＰ，．，，，

＾ 对照组 １ ０ｍｏ ｌ ／Ｌ １ ０ｒａｏ ｌ ／Ｌ １ ０ｍｏ ｌ ／Ｌ １ ０ｍｏ ｌ ／Ｌ １ ０ｍｏ ｌ ／Ｌ

检测试剂盒步骤检测 将 ａ ｌｐ 活性除 以 细胞总 蛋

白 即可得到单位蛋 白 含量的相对 ＡＬＰ 活性 。

１ ． ２ ． ４ｇ 素红祕及半 ；ｔ量分析检靡魏化程

度 分组 同 上 。 细胞消化后 ，

８ｘ １ ０
４

个／ｍ ｌ 的 细胞 图 １ 第 １ ４ 天茜素红染 色扫描照片

密度接种于 ２４ 孔板 中 ，

２４ｈ 后实验组更换含 多肽培对照组 丨 ０、〇 １／Ｌ 丨 〇

５

通 丨心‘ 丨 〇

７

ｍ〇 １ ／ Ｌ 丨心‘

养液继续培养 ， 于 １ ４
、

２ １ｄ 取 出 ２４ 孔板 ，
Ｐ Ｂ Ｓ 冲洗 ，

４
％ 多聚帽酿 ，

１ ％ 茜雜純 ，挪肋觀

片 。 每孔加 人氯化 十六烷基 吡 啶 ， 室温下放置 ３０

ｍ ｉ ｎ
 １ 待茜素红溶解后 ，酶标仪 ５６２ｎｍ 波长下测 ０ 丨 ） 图 ２ 第 ２ 丨 天茜素红染色扫描照片
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；

５１
（
３

）
？

３ ３ ９
？

表 １ 实验组与对照组吸光度值及 ＡＬＰ 相对活性 （ ｘ
＝

３
）

＾ｎ ｔ Ｊ
ｌ ｌ ／ １ ／ Ｔ ， ＯＤ

＾
ｇ Ａ ＬＰ

相对活性
』 另 削

第 ４ 天 第 ７ 天 第 ４ 天


第 ７ 天


对照组 ０ ． ４３７± ０ ． ０ １ ２ ０ ． ５ １ ５± ０ ． ０ １ ３ ０ ． １ ５０ ± ０ ． ００９ ０ ． １ ９７ ± ０ ． ００ ８

１ 〇
４ ０ ． ４６８± ０ ． ００４ 

＊

 ０ ． ６ ５ ５ ± ０ ． ０２０
＂

 ０ ． １ ９６ ± ０ ． ０２ １ ０ ． ３０ ］± ０ ． ０ １ ６ 

＊ ＊ ＃

１ 〇
５ ０ ． ４８６ ± ０ ． ０２２

“

 ０ ． ７ ８ ２ ± ０ ． ０ １ ６ ０ ． １ ８ １± ０ ． ０２７ ０ ． ２２ ３土 ０ ． ００２
＊

１ 〇
６ ０ ． ４８２ ± ０ ． ０２７

＊ ＊

 ０ ． ６０８ ± ０ ． ０２５
“

 ０ ． １ ６４± ０ ． ０ １ ４ ０ ． ２４４土 ０ ． ０ １ ３ 

＊ ＊

１ ０
７ ０ ． ４７９ ± ０ ． ００９

＊

 ０ ． ７２３ ± ０ ． 〇ｎ

＊ ＊

 ０ ．  １ ８６ ± ０ ． ０ １ ６ ０ ． ２５ ０ ± ０ ． ０ １ ４ 

＊ ＊

１ ０
８



０ ． ４７ １土 ０ ． ０ １ ６
＊



０ ． ６０２ ± ０ ． ０ ３ ３
＊ ＊



Ｑ ．  １ ７４± ０ ． ００ ８


０ ．  １ ８９± ０ ． ０ １ ６

与对照组 比较 ：
１ ＜ 〇 ． ０ ５

，

ｍ

Ｐ ＜ ０ ． ０ １
； 与 同

一

指标其他实验组 比较 ＜ ０ ． ０５

表 ２ 第 １４ 、
２１ 天实验组与对照组茜素红半定量结果及骨钙素 ｍＲＮＡ 表达水平 Ｕ＾ 

＝
３

）

茜素红半定量结果骨钙素 ｍＲＮＡ 表达水平
组别 （

ｍ〇 ｌ／Ｌ
）第 ！ ４ 天第 ２ １ 天第 〗 ４ 天

． …

第 ２ １ 天

对照组 ０ ． ４６７± ０ ． ００９ ０ ． ５４０ ± ０ ． ０２７ １ ． ０００ １ ． ０００

】 〇
４ ０ ． ４６９ ± ０ ． ０４５ ０ ． ５６ ８ 

＋ ０ ． ０３４ ５ ． ０７２ ± １ ． ４５ ５
＊

 ９ ． １ ３２± １ ． ３ ５０
＊

１ ０ 

５ ０ ， ５ ２９ ± ０ ． ０４ ８ ０ ． ６０ ３土 ０ ． ０ ３０ １ ０ ． ８ １ ２ ±  １ ． ９ １ ６ 

＊  ＊

 ２８ ． ０ ３ ８ ± ２ ． ０５ ３ 

＊ ＊

］ 〇
６ ０ ． ５０６ 土 ０ ． ０４ ５ ０ ． ５ ７ ］土 ０ ． ０ １ ０ ５ ． ２４６ ± １ ． ７ ８９

“

 ３３ ． ７ １ ５± ３ ． ５ ６０ 

＊

１ 〇
７ ０ ． ４７７± ０ ． ０ １ ９ ０ ． ５ ５ ３± ０ ． ０ ３７ ６ ． １ ３９ ± ２ ． ２３

＂

 １ ５ ． ４６２±  １ ． ３９０
＂

１ Ｑ
８



０ ． ４８ ８± ０ ． ０ １ ３


０ ． ５ ５０ ± ０ ． ０ １ ３



５ ． ７６６ ±  １ ． ５ ７９ 

＊ ＊



１ ６ ‘ ０６４ ± ２ ． ６００
＊ ＊

与对照组 比较 ：

７ ＜ 〇 ． ０５
 ，

“

Ｐ＜ 〇 ． 〇 〗
； 与 同

一指标其他实验组 比较 ：

化 ＜ 〇 ． ０５

结果 ， 实验组浓度 为 ＨＴ
５

ｒｎｏ ｌ／Ｌ 时 ，
ＯＤ 值最高 ， 但缺损后的骨愈合以及牙种植的骨结合均具有特别重

可能 由 于样本 量过 小 ， 差 异 无 统计学 意 义 （
ｆ ＝要的意义

［

６
］

。 本研究采用 的成骨细胞特异性识别

１ ．４９９
、
２ ．０４４

） ， 见表 ２
。 多肽 ，是基于噬菌体展示技术 ， 对噬菌体展示十二肽

２ ． ４ＲＴ －

ＱＰＣＲ 法检测骨钙素 （
ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ

，

ＯＣＮ
）库进行全细胞差减筛选 ， 获得的与人成骨细胞特异

ｍＲＮＡ 的表达水平 第 １ ４
、
２ １ 天 ， 实验组成骨细胞性结 合 的 弱 亲 水 性 多 肽 结 构 ， 氨 基 酸 序 列 为

骨钙素 ｍＲＮＡ 的表达量约是对照组 的 ５￣ １ ３ 和 １ ０ＶＬＡＶＰＷＳＥＰＧＹＬ
，其结构简单 、易消毒储存 、较蛋 白

？ ３ ５ 倍 ，差异有统计学意义 （
Ｆ
＝１ ０ ．７２

、
９４ ．８７ １

，

Ｐ＜质更易设计和修饰 、具有 良好的生物相容性
［
７ ９

］

。

０ ． ０５
） 。

２ １ｄ 实验组浓度 为 １ （Ｔ
６

ｍｏ ｌ／Ｌ 时 ， 与其他成骨细胞表型是逐步形成 的 ， 各种成骨标志物

实验组差异有统计学意义 （
＾ ＜ 〇 ． 〇５

） 。 见表 ２
。在 细 胞 增 殖 矿 化 的 各 个 时 期 有 不 同 程 度 的 表

达
［
２ ４

］

。 本研究通过体外细胞学实验来检测该特异
＾性多肽在促进成骨方面的生物学性能 ， 分别从细胞

成骨细胞是参与骨生成 、生长 、 吸收 、代谢的关增殖实验 、成骨细胞增殖早期 ＡＬＰ 的表达 、 细胞茜

键细胞 ，骨组织的形成主要是 由 成骨细胞分泌类骨素红染色以及 〇ＣＮ 的 ｍＲＮＡ 的表达几方面进行研

质 ， 类骨质再进
一步成熟并继发矿化形成新骨 ， 在整究 ，结果显示 ：

ｈｔ
８
￣

ｎｒ
４

ｍ〇 ｌ／Ｌ 浓度范围 的特异性

个过程中经历细胞增殖 、胞外基质成熟 、矿化和细胞多肽能够显著促进成骨细胞增 殖 和矿化 。 其 中 ，

凋亡 四个阶段
Ｕ ４ ］

。 骨的代谢过程受到体 内许多 因 １ （Ｔ
５

ｍｄ／Ｌ 浓度的多肽对成骨细胞增殖及矿化的促

素的调节 ， 如钙 、磷 、镁 、 内分泌激素和维生素等 ， 其进作用最为显著 。 由 上可知 ，

一

定浓度 的特异性识

中 ，存在于骨基质中的各种生长因子在骨形成 、吸收别多肽在成骨细胞生长各阶段对其骨形成的生物学

和重建中发挥着至关重要 的作用 ， 历来备受广大学功能皆具有促进作用 。

者关注 。 目前 ， 国 内外学者对各种骨代谢相关生长临床上 ， 任何形式骨缺损后 的骨愈合 以及牙种

因子对成骨细胞和骨髓基质细胞增殖 、分化的影 响植体植人领骨后骨整合的形成 ， 皆需要进行 以成骨

做了大量的研究 ，也取得 了一定的进展 ， 但是这些生为主的组织修复 ， 而新骨的形成主要是 由成骨细胞

长因子在免疫原性 、修饰易变性 、体 内易酶解等方面完成 ， 因此 ，促进成骨细胞的增殖 、矿化能力 ，

一直是

存在着各 自 的不足
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。 因此 ， 获得
一种生物学性该领域研究的 中心问题 。 研究
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表 明 ， 种植体周骨

能更加优越 的 生物 活性分子 ， 成 为 当前研究热点 。 细胞向种植体表面迁移 、募集 、吸附的效率会直接影

而成骨细胞的早期趋化 、增殖的性能 ， 对于临床上骨响骨结合的发生 、发展及最终效果 。 本研究证实 ，课
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