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Comfort 义齿粘附剂的体外细胞毒性评价
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[摘要 ] 　目的 　评价作者自行研制的新型 Comfort 义齿粘附剂 (Comfort-DA) 的体外细胞毒性。方法 　Comfort-DA 置

于细胞培养液 72 h 制备出材料的浸提液 ,用同一培养液再稀释为 50 %、75 %浓度后分别加入含人口腔成纤维细胞

悬浮液的培养板中 ,其中空白对照组仅加入新鲜培养液。3 块培养板分别继续在 5 % CO2 、37 ℃培养箱内开放培养

2 d、3 d 和 4 d 后 ,四唑盐比色法观察细胞的活性以研究细胞增殖率 ,用分光光度计以 490 nm波长测光密度值 (OD) ,

组间方差分析并评定该材料的毒性级。结果 　空白对照组、Comfort-DA 的 50 %和 75 %浓度组间 OD 值的差别有显

著性意义 ( P < 0105) ;各组浓度 Comfort-DA的毒性程度为“0～2”级。结论 　作者所研制的新型 Comfort-DA仅有较轻

微的细胞毒性。
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[ Abstract ] 　Objective 　The purpose of this study was to evaluate the in vitro cytotoxicity of novel Comfort denture adhesive

(Comfort-DA) , which was developed by the authors , to human oral fibroblasts (HOFs) . Methods 　A sample of Comfort-DA was

prepared and extracted in culturing medium to prepare the eluate. Then the eluate was diluted by culturing medium to 50 % and

75 % concentration for the assessment of cytotoxicity by tetrazolium bromide (MTT) colorimetric assay. Wells containing fresh me2
dium alone were served as control. Cell viability was recorded by optical density after culturing in an atmosphere of 5 % CO2 and

95 % air at 37 ℃for 2 , 3 and 4 days , respectively. The viability of HOF cells was evaluated by MTT assay to investigate cell pro2
liferation. Optical density (OD) was measured by a spectrophotometer at 490 nm. Then evaluating the cytotoxicity grade in test

groups according to the means of cell proliferation. ANOVA was used to test the statistical significance. Results 　The statistical

analysis of the results of MTT cytological assay indicated significant difference ( P < 0105) in OD (indicate cell viability) between

all concentrations of Comfort-DA and the control at all incubation times. The results of cell proliferation percentage also showed

that the cytotoxicity grade of tested material only displayed“0～2”. Conclusion 　The generally favorable in vitro cytotoxicity of

the Comfort-DA formulations indicates that this product may be an efficacious denture adhesive.
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　　目前临床常采用种植式固定全口义齿、种植式覆

盖全口义齿和使用义齿粘附剂 (denture adhesive , DA)

等方法改善全口义齿的固位和稳定 ,提高无牙颌患者

的咀嚼功能。DA 是一种由粘合材料制成的非处方类

牙科制剂 ,涂布于义齿基托组织面后可在基托与承托

区粘膜间产生粘附力 ,暂时性提高全口义齿的固位和

稳定 ,具有便利、实用和易于推广等特点 1 ,2 。目前 ,

DA 已被国外多数牙科医生和患者接受 ,但仍有部分

牙医将它视为不良义齿或失败修复体的一种补救措

施 ,且对能否提高患者的咀嚼效能仍存有疑问 1 。

DA 国内鲜见使用 ,仅有关于明胶类和高分子聚合物

类粘附剂的报道 3
,因实际使用效果不理想未能普

及。笔者参考国外文献 1 ,2 ,4 并优选配方 ,研制出一种

黄色膏状的高分子合成树脂类义齿粘附剂 : Comfort-

DA ,主要成分是聚醋酸乙烯酯、羧甲基纤维素钠、纤

维素醚和乙醇等 5 ,6 。

四唑盐比色法 (tetrazolium bromide colorimetric as2
say , MTT assay)被称为“细胞毒性检测的标准方法”,

是一种能快速评定细胞增殖和细胞毒性的比色分析

法。目前 ,该实验方法已被广泛应用于免疫学、肿瘤

学研究和医用材料的生物相容性评价 7 。本实验目

的在于以 MTT 法评价 Comfort-DA 的细胞毒性 ,为后
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续的临床研究提供执行依据。

1 　材料和方法

1. 1 　主要试剂

四唑盐 (tetrazolium bromide , MTT) ( Gibco ,美国) ,

试验前用磷酸盐缓冲盐 (phosphate-buffered saline ,

PBS)溶液新鲜配制 ,过滤除菌 ;Dulbecco′s Modified Ea2
gle′s Medium 培养基 (DMEM) (加入 10 %小牛血清、青

霉素 G每毫升 100 单位 ,链霉素 100μgΠml) (Sigma ,美

国) ;二甲基亚砜 (dimethyl sulfoxide , DMSO) (Sigma ,美

国) 。

1. 2 　主要仪器

Microplate Reader (Bio- Tek Instruments Inc , USA)

1. 3 　样品制备5 ～7

称取 4 g Comfort-DA ,紫外线照射 24 h 消毒试样

表面。置于无菌试管 ,加入 DMEM 培养液 20 ml ,于

37 ℃下静置浸渍 72 h 后得到该材料的浸提液。用

DMEM 将浸提液分别稀释成浓度为 50 %、75 %的溶液

备用。

1. 4 　人口腔成纤维细胞 ( human oral fibroblasts ,

HOFs)的培养

取 13 岁男孩因正畸治疗拔除的右上颌第一前磨

牙 ,随即在无菌条件下用 DMEM 培养液冲洗 2 次 ,刮

取根中 1Π3 部位的牙周组织 ,切成 1 mm ×1 mm ×

1 mm大小后置于含抗生素的预冷 DMEM 中 ,贴于培

养瓶底 , 翻转 , 于 CO2 培养箱进行原代培养。在

37 ℃、5 % CO2 和饱和湿度条件下培养 2 h 后再翻转 ,

继续培养。当从组织块中游出的细胞铺满培养瓶底

约 80 %时进行首次传代 ,取第 3 代细胞用于实验。

1. 5 　四唑盐比色法 7

用微量移液器以 50 微升Π孔将细胞悬液置于 3

块 96 孔培养板中 ,在含 5 % CO2 、95 %空气、37 ℃培养

箱内开放培养 24 h ,使细胞贴壁并使其浓度至 6125 ×

10
4 个Π孔。每孔舍弃原培养液 ,实验组分别用 50 %、

75 %浓度浸提液进行交换 , 50 微升Π孔 ,每组 5 孔

(50 %组设为 Ⅱ组 ,75 %浓度组设为 Ⅲ组) 。空白对照

组 ( Ⅰ组) 仅用新鲜培养液交换。3 块培养板继续在

5 % CO2 、95 %空气、37 ℃培养箱内分别开放培养 2 d、

3 d、4 d。每一时间段后取出 1 块培养板 ,加入 015 %

MTT溶液 100 微升Π孔 ,继续培养 5 h。吸除每孔内溶

液并用双蒸水冲洗 3 遍 ,加入 DMSO 100 微升Π孔以溶

解细胞核内蓝色结晶 ,摇震 10 min。

用分光光度计以 490 nm 波长测光密度值 (optical

density , OD) ,DMSO 为空白对照。吸光度值 OD 均以

其平均值 ±标准差 (�x ±s) 表示。再按下式计算出细

胞的增殖率 (proliferation percentage , P %) :

P % =
实验组吸光度值

对照组吸光度值
×100 %

以实验组 OD 值占对照组 OD 值的百分比评价细

胞毒性 (100 %表示细胞毒性为零 ,百分比越低其细胞

毒性越大) ,最后根据细胞增殖率的均值按表 1 所示

评分标准评定该材料的毒性程度。
表 1 　细胞增殖率( %)与细胞毒性级的对应关系

Tab 1 　Grades of cytotoxicity corresponding to cell prolif2
eration percentage( %)

细胞增殖率 细胞毒性级

80～100 0

60～80 1

40～60 2

20～40 3

0～20 4

1. 6 　统计学分析处理

OD 值以统计分析软件 SPSS 1010 进行方差分析

(analysis of variance , ANOVA)及 t 检验。

2 　结果

2. 1 　细胞生长观察

牙周膜原代细胞在第 8 天从组织块游出 ,呈放射

状排列生长。细胞呈长梭形 ,胞体丰满 ,胞浆均匀。

传代后细胞生长旺盛 ,性状稳定。

2. 2 　四唑盐比色法检测

采用四唑盐比色法所测对照组及不同浓度 Com2
fort-DA 的 OD 值见表 2。对表 2 数据进行方差分析 ,

F = 51637 , P = 01042 , P < 0105 ,说明 Ⅰ组、Ⅱ组和 Ⅲ

组间 OD 值的差别有显著性意义 ,再进一步作两两比

较 ,其比较结果见表 3。
表 2 　对照组及不同浓度 Comfort-DA的 OD 值( �x ±s)

Tab 2 　MTT cytotoxicity assay : Optical density of controls

and all groups of concentrations of Comfort-DA

( �x ±s)

分组 2 d 3 d 4 d

Ⅰ组 0. 529 ±0. 109 0. 609 ±0. 158 0. 599 ±0. 151

Ⅱ组 0. 376 ±0. 077 0. 605 ±0. 153 0. 499 ±0. 149

Ⅲ组 0. 336 ±0. 078 0. 323 ±0. 102 0. 297 ±0. 158

由表 3 见 ,培养至第 4 天时 Ⅲ组的 OD 值较对照

组呈明显下降 ,其差别具有非常显著性意义 ( P <

0101) ; Ⅲ组的 OD 值明显低于 Ⅱ组 ,其差别具有非常

显著性意义 ( P < 0101) 。第 2 天时 , Ⅲ组与 Ⅱ组的OD

值均明显低于 Ⅰ组 ,二者间的差别具有显著性意义

( P < 0105) 。仅在第 3 天时 ,3 组之间 OD 值的差别无

显著性意义 ( P > 0105) 。Comfort-DA 的细胞增殖率及

细胞毒性见表 4。
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表 3 　Ⅰ组、Ⅱ组与 Ⅲ组间两两比较的方差分析结果

Tab 3 　Results of ANOVA for comparison of the control ( Ⅰ) , 50 % ( Ⅱ) and 75 % ( Ⅲ) group

2 d

　( Ⅰ)与 ( Ⅱ) 　　　( Ⅰ)与 ( Ⅲ) 　　　( Ⅱ)与 ( Ⅲ) 　
3 d

4 d

　( Ⅰ)与 ( Ⅱ) 　　　( Ⅰ)与 ( Ⅲ) 　　　( Ⅱ)与 ( Ⅲ) 　

P 值 0. 046 3 0. 019 3 0. 529 0. 082 0. 097 0. 001 33 0. 007 33

注 : 3 表示 P < 0. 05 　33 表示 P < 0. 01

表 4 　Comfort-DA的细胞增殖率( %)及细胞毒性级

Tab 4 　Cell proliferation percentage ( %) and cytotoxicity

grade of Comfort-DA

分组
2 d

细胞增殖率 毒性级

3 d

细胞增殖率 毒性级

4 d

细胞增殖率 毒性级

Ⅰ组 100. 0 0 100. 0 0 100. 0 0

Ⅱ组 71. 1 1 99. 3 0 83. 3 0

Ⅲ组 63. 5 1 53. 1 2 49. 6 2

由表 4 可知 ,以 Ⅰ组为基准 , Ⅲ组样品在分别培

养 3 d、4 d 后细胞相对增长率在 40 %～60 %以上 ,毒

性程度为 2 级 ;而该浓度在第 2 天的细胞增殖率为

60 %以上 ,毒性程度 1 级。Ⅱ组浸提液在第 2 天的细

胞增殖率大于 60 % ,毒性程度 1 级 ;而在 3 d、4 d 的细

胞增殖率均大于 80 % ,毒性程度为 0 级。依据国际

牙医联盟 (FDI)牙科制品委员会制定的 ISO7406 技术

报告9
,所研制的 Comfort-DA 材料仅显示出较轻微的

细胞毒性。

3 　讨论

生物材料应用于人体之前必须经过严格的检验 ,

不仅应具有临床要求的物理、化学性能 ,还必须具有

良好的生物安全性。依据 ISO7406 技术报告 8
,DA

为修补和衬垫材料 ,应进行急性毒性试验、溶血试验、

细胞毒性试验、致敏试验、口腔粘膜刺激试验等生物

学检测 ,评价 Comfort-DA 的生物安全性。体外细胞毒

性实验是其中的一个重要环节 ,其结果可能与体内试

验没有较大的相关性 ,但是可以认为 ,如果一种牙科

材料在体外细胞培养中显示了较强的毒性 ,它很可能

对活体组织也具有一定的毒性。

MTT法是基于对细胞线粒体脱氢酶的测定而间

接地判定细胞的生活状况 ,测定的是细胞代谢活性和

细胞数量的变化。因为维持细胞本身生存的代谢过

程 ,或是细胞的分裂增殖过程都需要能量 ,所需的

95 %来自线粒体 ,而线粒体产生能量的过程有赖于其

呼吸链上的各种酶 ,脱氢酶就是其中之一 7 。MTT法

也有不足之处。MTT 结晶物被溶解后培养板内颜色

会很快消失 ,实验结果不易存留 ,但仍可以通过照像

来弥补 ;另一缺点是必须使用材料的浸提液 ,而非该

剂型本身。这一点也许非常重要 ,因为将原本粘稠的

DA 溶解稀释可能会影响细胞毒性评定的准确性。

MTT法中 OD 值的变化反映了活细胞数量和细

胞的活性 (cell viability) ,细胞相对增殖率和材料毒性

评级也是多数学者采用的一种评定材料细胞毒性的

参数。本实验中 Comfort-DA 的 75 %浓度浸提液在培

养至第 3、4 天时细胞相对增长率均在 40 %～60 % ,毒

性程度为 2 级 ,这可能是由于在浸渍液浓度较大、培

养时间较长时 ,该材料会显示轻微的细胞毒性。但从

整个试验看 ,试验材料组毒性级别仅为“0～2”,据

ISO7406 技术报告 9 的标准可以认为该材料仅有较轻

微的细胞毒性。

为进一步评价所研制的 Comfort 义齿粘附剂 ,笔

者在完成理化性能和其它生物安全性试验的基础上 ,

将其初步用于临床 ,对患者使用粘附剂前后全口义齿

最大咬合力及患者的咀嚼效能进行测定。结果表明 ,

Comfort-DA 可显著提高旧义齿的最大咬合力 ,但对新

义齿效果不显著 ;患者的咀嚼效能也得到了明显改

善 9 。
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