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缩略语表  
 
 
缩略词  英文全称  中文全称  

ARE Antioxidant response element 抗氧化反应原件 

ATR-FTIR Attenuated total reflection fourier 

transform infrared spectroscopy 

衰减全反射-傅立叶红外光谱

仪 

Bax Bcl-2 Associated X Protein Bcl-2 相关 X 蛋白 

Bcl-2 B-cell lymphoma-2 B 细胞淋巴瘤因子 2 

Bis-GMA bisphenol A diglycidyl methacrylate 双酚 A-二甲基丙烯酸缩水甘

油酯 

BPO benzoyl peroxide 过氧化苯甲酰 

caspase cysteinyl aspartate specific proteinase 含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水

解酶 

CAT catalase 过氧化氢酶 

CQ camphoroquinone 樟脑醌 

CTR carboxyl-terminal region C 端结构域 

Cyto C Cytochrome C 细胞色素 C 

DMAEMA N,N-Dimethylaminoethyl acrylate N,N-二甲胺基甲基丙稀酸乙醋 

ELISA enzyme linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附测定 

ERK extracellular regulated protein kinases 细胞外调节蛋白激酶 

FBS fetal bovine serum 胎牛血清 

GCL Glutamate cysteine ligase 谷氨酸半胱氨酸连接酶 
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GC/MS gas chromatography/mass spectrometry 气相色谱/质谱 

GPx glutathione peroxidase 谷胱甘肽过氧化物酶 

GR glutathione reductase 谷胱甘肽还原酶 

GSH glutathione （还原型）谷胱甘肽 

GSSG oxidized glutathione 氧化型谷胱甘肽 

GST glutathione S-transferase 谷胱甘肽 S-转移酶 

HEMA 2-hydroxyethyl methacrylate 甲基丙烯酸-2-羟乙酯 

hDPCs human dental pulp cells 人牙髓细胞 

HO-1 heme oxygenase-1 血红素氧合酶 

HPLC high performance liquid chromatography 高效液相色谱法 

IL interleukin 白介素 

IR infrared 红外 

IVR Intervening Region 干预区 

JNK c-Jun N-terminal kinase c-Jun 氨基末端激酶 

Keapl Kelch-like ECH-associated protein 1 Kelch样环氧氯丙烷相关蛋白1 

LD50 50% lethal dose 半数致死浓度 

LPS lipopolysaccharide 脂多糖 

MAPK mitogen-activated protein kinases 促分裂素原活化蛋白激酶 

MDA malondialdehyde 丙二醛 

MMA methyl methacrylate 甲基丙烯酸甲酯 

MMP mitochondrial membrane potential 线粒体膜电位 

NAC N-acetyl-L-cysteine N-乙酰半胱氨酸 
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Neh double glycine repeat 双甘氨酸重复区 

NQO1 quinone oxidoreductase 1 NAD(P)H:醌氧化还原酶 1 

Nrf2 NF-E2-related factor 2 核因子 E2 相关转录因子 2  

NTR N-terminal region N 端结构域 

OD Optical density 光密度 

OS oxidative stress 氧化应激 

PBS Phosphate-buffered saline 磷酸盐缓冲溶液 

PGE2 ProstinE2 前列腺素 E2 

PI3K phosphatidylinositol 3-kinase  磷脂酰肌醇 3-激酶 

PKC protein kinase C 蛋白激酶 C 

PMMA polymethyl methacrylate 聚甲基丙烯酸甲酯 

RNS reactive nitrogen species 活性氮 

ROS reactive oxygen species 活性氧 

RT-PCR real time PCR 实时荧光定量 

SOD superoxide dismutase 过氧化物歧化酶 

tBHQ tertiary butylhydroquinone 特丁基对苯二酚 

TEGDMA triethylene glycol dimethacrylate 双甲基两稀酸二缩三乙二醇酯 

TEM transmission electron microscope 透射电镜 

TEMED  tetramethylethylenediamine  四甲基乙二胺  

UDMA urethane dimethacrylate 氨基甲酸酯双甲基丙烯酸酯 

UV ultraviolet 紫外线 

wt.% weight percent 质量百分比 
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4-META 4-methacryloxyethyl trimellitate anhydride 4-甲基丙烯酰乙氧基苯三酸酐  

10-MDP 10-methacryloxydecyl dihydrogen 

phosphate  

10-甲基丙烯酰氧癸基磷酸酯 
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中文摘要  
 

1. 背景  

    树脂基材料是目前口腔临床工作中最常用、最重要的一类材料。临床最常见的

树脂基牙科材料包括复合树脂、自凝及热凝树脂、树脂水门汀、核树脂、窝沟封闭

剂、树脂类根管充填材料以及粘接剂等。然而，由于树脂材料聚合不完全以及其在

口腔中的生物降解，树脂单体可以释放到口腔中，从而对相关组织产生损伤。已有

许多学者证实，常用的牙科单体都具有细胞毒性，而单体诱导的细胞内氧化应激是

其细胞毒性的重要机理之一。 

    树脂单体可以导致细胞内非酶类抗氧化剂谷胱甘肽的耗竭和活性氧的增多，同

时影响细胞内抗氧化酶的活性，导致细胞发生氧化应激。过量的活性氧对细胞内重

要的细胞器以及 DNA、蛋白质和脂质等生物大分子造成氧化损伤，导致细胞周期阻

滞、细胞凋亡和坏死。然而目前关于树脂单体导致细胞凋亡的机制并不清楚。因此，

阐明树脂单体导致细胞凋亡的具体分子机制对于提高牙科树脂基材料的生物相容

性、进一步改善其临床效果具有重要的意义。 

Nrf2（NF-E2-related factor 2）信号通路是细胞针对氧化损伤的主要防御机制。
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在正常条件下，Nrf2 被其胞浆伴侣蛋白 Keapl（Kelch-like ECH-associated protein 1）

所抑制，二者以结合的形式存在于细胞质中；而当氧化应激时，Nrf2 与 Keap1 解

偶联，在多种蛋白激酶的磷酸化作用下，Nrf2 与 Keap1 解离，转移到细胞核中，

与抗氧化反应元件 ARE（Antioxidant response element）结合，诱导下游的对氧化损

伤具有保护作用的酶类发生转录和表达。这些酶类包括过氧化物歧化酶（superoxide 

dismutase，SOD）、过氧化氢酶 （catalase，CAT）、谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione 

peroxidas，GPx）、血红素氧合酶（heme oxygenase-1，HO-1）、NAD(P)H:醌氧化还

原酶1（quinone oxidoreductase 1，NQO1）、谷胱甘肽  S-转移酶（glutathione 

S-transferase，GST）、谷氨酸半胱氨酸连接酶（glutamate cysteine ligase，GCL）等，

他们可以催化 ROS 转变成其它物质，从而缓解这些物质引起的细胞毒性作用从而

缓解这些物质引起的细胞毒性作用。因此，我们猜测 Nrf2 信号通路在保护细胞抵

抗牙科树脂单体引起的氧化损伤中可能发挥重要作用。 

 

2. 研究目的  

2.1 以常用的树脂单体 HEMA、MMA 和 TEGDMA 为研究对象，对它们的细胞毒

性进行较为系统的评价和比较，并在此基础上在细胞水平探索其细胞毒性的分子机

制，为提高其生物安全性提供理论及实验支持。 

2.2 探讨在临床常用的 PMMA（Polymethyl methacrylate，PMMA）自凝树脂中添加

N-乙酰半胱氨酸（NAC）对其生物相容性以及机械性能的影响。 

2.3 分析 Nrf2 信号通路在正常细胞和暴露于树脂单体的细胞中的表达差异，探讨人

为干预 Nrf2 信号通路的表达后树脂单体毒性以及细胞抗氧化系统的变化。 

 

3. 主要研究方法：  

3.1 利用不同浓度的树脂单体处理人牙髓细胞 hDPCs，CCK-8 实验检测细胞增殖情

况，明确树脂单体对 hDPCs 的毒性作用。利用 NAC 与树脂单体共同处理细胞，

探讨 NAC 对树脂单体毒性的可能缓解作用。 

3.2 利用相关试剂盒检测树脂单体处理后细胞内 ROS 和 MDA 水平以及非酶类抗

氧化剂 GSH 含量和抗氧化酶 SOD、GPx 和 CAT 的活性，同时我们利用氧化剂 
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NAC 与树脂单体共同处理 hDPCs，从而研究 NAC 对单体毒性可能的缓解作用。 

3.3 通过流式细胞术、免疫印迹实验和免疫荧光实验探索树脂单体对细胞内 Bcl-2、

Bax、细胞色素C以及 Caspase-3 等内源性凋亡通路的相关分子的表达及分布的影

响，明确内源性凋亡通路在树脂单体引起的细胞死亡中的作用，并研究能否通过添

加 NAC 保护细胞，减少或抑制细胞凋亡的发生。 

3.4 通过酶联免疫标记仪、流式细胞术、酶联免疫吸附测定（enzyme linked 

immunosorbent assay，ELISA）以及透射电镜（transmission electron microscope，TEM）

检测树脂单体对线粒体结构和功能的影响，并研究 NAC 对线粒体可能的保护作用。 

3.5 制备含不同比例 NAC 的 PMMA 实验自凝树脂试件，制取浸提液培养人牙髓细

胞，通过 CCK-8 细胞增殖实验和细胞粘附实验探讨 NAC 能否提高 PMMA 自凝树

脂的生物相容性。 

3.6 分别利用衰减全反射-傅立叶红外光谱仪、电子万能实验机、显微硬度仪、三维

非接触式光学轮廓仪和扫描电镜检测添加NAC对 PMMA自凝树脂机械性能的影响。 

3.7 利用 Nrf2 信号通路的激活剂特丁基对苯二酚（tertiary butylhydroquinone，tBHQ）

和 HEMA 共同处理细胞，CCK-8 实验检测细胞增殖情况，随后检测细胞内 ROS 和

MDA 水平以及 GSH 含量和 SOD、GPx、CAT 的活性，探索通过药物干预 Nrf2 信号

通路的表达后单体毒性以及抗氧化系统的变化。 

3.8 利用外源性药物认为上调 Nrf2 通路后，检测细胞的凋亡坏死情况，同时通过实

时定量定量 PCR（RT-PCR）、酶联免疫标记仪、流式细胞术和 ELISA 检测 NRF2、

BCL-2、BAX 和 CASPASE-3 细胞内源性凋亡通路相关基因的表达以及细胞色素 C、

Caspase-3 的活性和线粒体膜电位的变化，探索通过药物干预 Nrf2 信号通路的表达对

树脂单体引起的细胞内源性凋亡的影响。 

 

4. 结果：  

4.1 CCK-8 实验结果显示，树脂单体对细胞的增殖呈现浓度以及时间依赖性的抑制作

用，树脂单体的毒性大小与其化学结构有关。分别采用 1.0 mM HEMA，5.0 mM MMA

和 1.0 mM TEGDMA 处理 24 h 是体外人牙髓细胞牙科单体细胞毒性模型的最佳条

件。 
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4.2 与对照组相比，暴露于树脂单体的细胞中 ROS、MDA 水平和 CAT 活性升高、

SOD 和 GPx 活性及总 GSH 和 GSH 含量降低，说明牙科单体可以引起细胞氧化应激。 

4.3 与对照组相比，暴露于树脂单体后, 活细胞的百分比减少而早期凋亡和晚期凋亡

／坏死细胞的增加；同时免疫印迹实验结果显示内源性凋亡通路中 Bcl-2 表达下调，

而 Bax，p53 和激活型 Caspase-3 的表达上调。免疫荧光双标实验结果显示，树脂单

体处理后 Bax 和细胞色素 C 的表达分别转移到线粒体和胞浆中。提示树脂单体激活

了内源性凋亡通路。 

4.4 透射电镜观察发现树脂单体处理后，细胞出现核边聚，核染色体固缩等细胞凋亡

的标志，线粒体内外膜和线粒体嵴结构的完整性被破坏。同时细胞内的 ATP 水平降

低，而线粒体膜电位丧失的细胞比例和胞浆中细胞色素 C 的含量显著增高，说明树

脂单体可引起线粒体结构和功能的破坏。 

4.5 NAC 可以缓解树脂单体引起的氧化应激，从而保护细胞，降低树脂单体引起的毒

性作用和内源性凋亡，并一定程度上保护线粒体的结构和功能。 

4.6 CCK-8 实验结果显示，PMMA 自凝树脂浸提液对细胞增殖具有显著的抑制作用，

添加 NAC 可显著降低 PMMA 自凝树脂的细胞毒性，且该保护作用呈剂量依赖性。

细胞粘附实验结果显示，对照 PMMA 树脂组细胞生长不良，呈圆形。而含 NAC 的

实验 PMMA 树脂组，细胞生长良好，呈典型的长梭形形或多角形。同时，在 PMMA

树脂中加入 NAC 量越多，粘附的细胞数目也越多。这说明添加 NAC 可以显著提高

PMMA 树脂的生物相容性。 

4.7 添加 NAC 可以剂量依赖性地降低 PMMA 树脂的双键转化率、挠曲强度和表面

硬度，增加其表面粗糙度。同时，对试件折断面的扫描电镜观察发现，添加过多的

NAC 导致 PMMA 树脂中产生气泡，从而影响其机械性能。将 NAC 的添加量限制在

0.15 wt.% 能够在不影响 PMMA 自凝树脂机械性能的前提下降低其毒性作用。 

4.8 采用Nrf2信号通路的激活剂 tBHQ与HEMA 共同处理细胞可以显著减少HEMA

引起的细胞死亡，同时缓解细胞氧化应激。 

4.9 上调 Nrf2 通路可抑制 HEMA 引起的细胞凋亡。RT-PCR 结果表明, Nrf2 信号通

的激活剂 tBHQ 提高了 NRF2 基因和具有抑制凋亡作用的 BCL-2 基因的表达，同时

降低了具有促进凋亡的 BAX 基因以及下游  CASPASE-3 基因的表达，降低了

Caspase-3 的活性，线粒体膜电位丧失细胞所占的百分比以及胞浆中细胞色素 C 的含
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量，从而抑制细胞内源性凋亡的发生。 

 

5. 结论：  

5.1 树脂单体具有细胞毒性作用且其细胞毒性与氧化应激有关。树脂单体可以破坏细

胞内的氧化还原平衡，导致线粒体的结构和功能损伤，进而激活细胞内源性凋亡通

路，导致细胞凋亡的发生。 

5.2 NAC 可以缓解树脂单体的细胞毒性，减轻氧化应激，减少内源性凋亡的发生并一

定程度上保护线粒体的结构和功能。 

5.3 添加 NAC 可以拮抗 PMMA 自凝树脂的细胞毒性。虽然加入过多的 NAC 会影响

PMMA 树脂的机械性能，但限制 NAC 的添加量在 0.15 wt.％既可以提高树脂的生物

相容性，同时又不显著影响其机械性能。 

5.4 利用药物上调 Nrf2 信号通路可以降低 HEMA 的细胞毒性，缓解氧化应激并减少

凋亡细胞。 

 

    综上所述，树脂单体可以打破细胞内的氧化还原平衡，进而激活内源性凋亡通

路。添加 NAC 可缓解树脂单体及 PMMA 自凝树脂的细胞毒性。利用药物上调 Nrf2

信号通路可以拮抗树脂单体其细胞毒性。 

 

关键词：树脂单体；细胞毒性；氧化应激；抗氧化剂；Nrf2信号通路 
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Abstract 
 

1. BACKGROUND: 

    Resin-based materials are widely used in clinical practice of restorative dentistry. 

Diverse resinous materials, such as composite resin, self-curing and heat-curing resin, 

resin cements, pit and fissure sealants, resinous root canal filling materials, dental 

adhesives (primer and bonding agents), are available for clinical applications. However, it 

has been found that unpolymerized resin monomers may leach out from resinous 

restorations due to the insufficient monomer-polymer conversion and biodegradation of 

resin materials by wear and enzymatic degradation. Leached dental monomers could cause 

adverse biological effects on adjacent oral tissues. Several principal dental monomers have 

been identified as cytotoxic molecules that can disrupt the intracellular redox balance and 

result in oxidative stress. 

    Prior reports have suggested that resin monomers could cause disturbances in 
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intracellular redox equilibrium due to induction of reactive oxygen species (ROS) and 

depletion of anti-oxidative glutathione (GSH). The overproduced ROS can attack 

important intracellular organelles and react with cellular macromolecules, such as lipids, 

proteins, and DNA, resulting in cell cycle arrest, cell apoptosis and necrosis. However, the 

exact and detailed mechanism underlying dental monomer-induced apoptosis is still 

largely unknown. In order to improve the biocompatibility of dental materials, it is of 

great significance to clarify the molecular mechanism underlying dental monomer-induced 

apoptosis. 

    The nuclear factor-erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) signaling pathway plays a key 

role in the cellular defense system against oxidative stress. Under basal conditions, Nrf2 is 

kept transcriptionally inactive when bound to Keap1. When cells are exposed to oxidative 

stress, modification of cysteine residues in Keap1 induces Nrf2 dissociation from Keap1 

and subsequent nucleus translocation. Consequently, Nrf2 accumulates in the nucleus, 

where it induces the expression of its antioxidant response element (ARE)-regulated phase 

II detoxifying and antioxidant enzymes, which include NADH quinone oxidoreductase 1 

(NQO1), glutamyl-cysteine ligase (GCL), heme oxygenase-1 (HO-1), superoxide 

dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), and Glutathione-S- 

transferase (GST). These enzymes could help enzymatically catalyze the activated forms 

of xenobiotics and transform them to larger, less active forms that can be excreted more 

easily, and therefore restore redox homeostasis. We hypothesized that Nrf2 signaling 

pathway may play an important role in protecting cells against oxidative damage induced 

by dental monomers. 

 

2. AIM: 
2.1. To evaluate and compare the cytotoxicity of three commonly used dental monomer 

HEMA, MMA and TEGDMA and to explore the molecular mechanisms underlying their 

cytotoxicity; 

2.2. To investigate the influence of N-acetyl cysteine (NAC) on the cytotoxicity and 

mechanical properties of Poly-methylmethacrylate (PMMA)-based dental resin; 
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2.3. To analyze expression and functional changes expression and functional changes in 

human dental pulp cells (hDPCs) and hDPCs exposed to dental monomers, and to explore 

the changes of dental monomer cytotoxicity and intracellular antioxidant system after the 

intervened expression of Nrf2 signaling pathway. 

 

3. METHODS 

3.1. Firstly, hDPCs were treated with different concentrations of dental monomers, and the 

cell proliferation was detected by CCK-8 assay. Accordingly, the optimal concentrations 

were determined which would lead to a consistent and high degree of cytotoxicity. 

3.2. Then, after 24 h treatment with optimal concentrations of dental monomers without or 

with NAC in hDPCs, the intracellular levels of ROS, malondialdehyde (MDA) and GSH 

content as well as SOD, GPx and CAT activities were determined with commercial assay 

kits.  

3.3. Flow cytometry, western blot were performed to study the activity of Caspase 3, the 

expression pattern of Bcl-2, Bax, cleaved Caspase-3 (cysteinyl aspartate specific 

proteinase 3) and p53 in hDPCs exposed to dental monomers without or with NAC. In 

addition, the expression of Bax and Cytochrome C (Cyto C) and their distribution position 

have been studied by laser confocal scanning microscopy. 

3.4. Next, the morphologies and functions of mitochondria were studied with transmission 

electron microscope (TEM) and commercial assay kits in hDPCs treated with dental 

monomers without or with NAC. 

3.5.Experimental PMMA resin was prepared by incorporating various concentrations of 

NAC (0, 0.15, 0.3, 0.6 and 0.9 wt.%). CCK-8 assay was performed to investigate viability 

of human dental pulp cells after exposure to extract of PMMA resin with or without NAC. 

Cell adhesion on resin specimens was examined with scanning electron microscopy.  

3.6. Degree of conversion of experimental PMMA resin with various concentrations of 

NAC was studied with attenuated total reflection fourier transform infrared spectroscopy 

(ATR-FTIR). Flexural strength, microhardness and surface roughness were evaluated 

using a universal testing machine, microhardness tester and optical profilometer, 
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respectively. 

3.7. The apoptosis and necrosis of the treated cells were detected by flow cytometry, and 

the intracellular levels of ROS, MDA and GSH content as well as SOD, GPx and CAT 

activities were determined with commercial assay kits in hDPCs exposed to dental 

monomers without or with Nrf2 activator tBHQ. 

3.8. After co-treatment of hDPCs with dental monomers and Nrf2 activator tBHQ, the 

expression of three main downstream genes (BCL-2、BAX nd CASPASE-3) of Nrf2 

pathway was determined by real-time PCR (RT-PCR). The cytosolic Cyto C was 

quantified with an ELISA kit. The activity of Caspase-3 and disruption of mitochondrial 

membrane potential (MMP) were analyzed using commercial assay kits. 

 

4. RESULTS 

4.1. The CCK-8 assay results revealed that treatment of hDPCs with dental monomers for 

24 h decreased cell viability in a dose-dependent and time-dependent manner. Compared 

with the control group, groups that were treated with HEMA (≥1 mM), MMA (≥5 mM), or 

TEGDMA (≥1 mM) exhibited significantly lower cell viability. In subsequent experiments 

to investigate influences of dental monomers on intracellular redox balance and apoptosis, 

hDPCs were treated with dental monomers at the lowest concentrations that can induce 

significant difference on cell viability.  

4.2. Compared with the control group, the intracellular ROS and MDA levels as well as 

CAT avctivity were increased in hDPCs after treatment with dental monomers, whereas 

SOD and GPx activities as well as total GSH and GSH contents were decreased, 

indicating that dental monomers caused intracellular oxidative stress. 

4.3. According to the results of Annexin V/PI staining, a dose-dependent decrease in the 

percentage of viable cells was observed in hDPCs exposed to dental monomers. Dental 

monomers dose-dependently increased the percentage of cells in early apoptosis as well as 

in late apoptosis/necrosis. Western blot analysis revealed that in the presence of dental 

monomers, the expression of Bcl-2 was down-regulated, while the expression of Bax, p53 

and cleaved Caspase-3 were up-regulated. Immunofluorescence analysis revealed that Bax 
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translocated to mitochondria after dental monomer treatment, while Cyto C redistributed 

diffusely in the cytoplasm. 

4.4. The transmission electron microscope observation showed that after monomer 

treatment, some cells showed nuclear and cytoplasmic signs of apoptosis, including 

condensed/peripheralized nuclear chromatin and/or cytoplasm, cytoplasmic vacuolization. 

In addition, the mitochondria became larger and elongated with less number of cristae or 

deformed cristae as well as altered integrity of mitochondrial membrane (inner and outer 

membranes).  

4.5. The antioxidant NAC could alleviate dental monomer-induced oxidative stress and 

thus protected the cells from intrinsic apoptosis and their destructive effects on the 

structures and functions of mitochondria. 

4.6. CCK-8 assay revealed that incorporation of NAC into PMMA resin reduced its 

cytotoxicity in a concentration-dependent manner. Scanning electron microscope showed 

that NAC could enhance cell adhesion on the surface of PMMA resin specimens. These 

results indicated that NAC could improve the biocompatibility of PMMA resin. 

4.7. NAC induced negative influences on the mechanical and physical properties of 

PMMA resin in a dose-dependent manner. Scanning electron microscope showed that the 

addition of NAC produced internal defects in PMMA resin specimens. However, when the 

concentration of NAC added to PMMA resin was limited to 0.15 wt%, it could enhance 

cell viability without posing significant negative influences on the mechanical properties 

of the carrying PMMA resin. 

4.8. The presence of tBHQ in dental monomer-treated cell cultures significantly raised the 

percentage of viable cells, and alleviated HEMA-induced oxidative stress.  

4.9.Up regulation of Nrf2 pathway using tBHQ could reduce the percent of apoptotic cells. 

Real-time PCR results showed that the presence of tBHQ in dental monomer-treated cell 

cultures caused higher expression of NRF2 and BCL-2 whereas lower expression of BAX 

and CASPASE-3. In addition, tBHQ reduced Caspase-3 activity and reversed dental 

monomer-induced disruption of MMP as well as the increased cytosolic Cyto C level.  

 



第四军医大学博士学位论文 

-15- 

5. CONCLUSIONS 

5.1.Dental monomers caused disturbance of intracellular redox balance, which is 

characterized by depletion of GSH, over-production of ROS, and differential changes of 

anti-oxidative enzymes. The oxidative stress subsequently impaired mitochondria 

structures and functions, and eventually initiated the intrinsic apoptosis pathway.  

5.2. NAC remarkably relieved dental monomer- induced oxidative stress and subsequently 

protected the cells against apoptosis.  

5.3.The incorporation of NAC reduced the cytotoxicity of dental PMMA resin. Although 

adding too much NAC to PMMA resin resulted in compromised DC, flexural strength, 

microhardness and surface roughness, limiting the concentration of NAC within 0.15 

wt.% remarkably improved biocompatibility of PMMA resin without exerting significant 

negative influence on mechanical properties.  

5.4.Nrf2 pathway is involved in the cytotoxic process of dental monomers. The 

up-regulation of Nrf2 signaling pathway could inhibit dental monomer-induced oxidative 

stress and intrinsic apoptosis, on the other hand, down-regulation of Nrf2 pathway could 

exacerbate dental monomer-induced cytotoxicity and oxidative stress. 

 

In conclusion, our work laid the foundation for the further understanding of the 

mechanisms underlying dental monomer-induced cytotoxicity. Meanwhile, The results of 

our study not only enriches and improves the oxidative stress pathogenesis in dental 

monomer-induced cytotoxicity, but also provides a promising strategy to improve the 

biocompatibility of resin-based dental materials. 

 

Key words: dental monomers; oxidative stress; cytotoxicity; antioxidant; Nrf2 signaling 

pathway 
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前     言  
 

 

树脂基材料是目前口腔临床工作中最常用、最重要的一类材料。然而，由于树

脂基材料聚合不完全以及其在口腔中的生物降解，使树脂单体释放到口腔中，从而

对口腔中的相关组织产生不利影响。已有许多学者证实，常用的牙科树脂单体都具

有细胞毒性，而单体诱导的细胞内氧化应激是其细胞毒性的重要机理之一。 

树脂单体可以导致细胞内非酶类抗氧化剂谷胱甘肽的耗竭和活性氧的增多，同

时影响细胞内抗氧化酶的活性，导致细胞发生氧化应激。过量的活性氧对细胞内重

要的细胞器以及 DNA，蛋白质和脂质等生物大分子造成氧化损伤，导致细胞凋亡和

坏死。然而目前关于树脂单体导致细胞凋亡的机制并不清楚。 

Nrf2 信号通路是细胞对抗过氧化损伤的主要防御机制。细胞的氧化应激可激活

该通路，使 Nrf2 与胞浆伴侣蛋白 Keap1 解偶联，在多种蛋白激酶的磷酸化作用下，

Nrf2 进入细胞核中与抗氧化反应元件 ARE 的 DNA 序列结合，诱导下游的抗氧化

酶转录和表达，发挥强大的抗氧化作用，促进对细胞内的 ROS 灭活，恢复体内氧

化-抗氧化平衡，缓解这些物质引起的细胞毒性作用。 

本课题首先以常用的牙科单体 HEMA、MMA 和 TEGDMA 为研究对象，对它们

的细胞毒性进行较为系统的评价和比较，在细胞水平探索其细胞毒性的分子机制，

并在此基础上探究降低其细胞毒性的可能途径，为提高牙科树脂材料的生物相容性

提供新的理论及实验依据。 



第四军医大学博士学位论文 

-17- 

 

 

文献回顾  
 

 

1 树脂基牙科材料  

树脂基材料是目前口腔临床工作中最常用、最重要的一类材料[1, 2]。单就复合树

脂而言，自上世纪 60 年代被首次引入牙科修复领域（图1）, 其因具有优良的美学

性能，良好的物理化学性能和方便的临床操作等特点而被广泛地被应用于窝洞的直

接充填[3, 4]。 
 

 
 

图1 树脂基牙科修复材料的演变 [3] 

 

    目前临床常用的树脂基牙科材料除了用于直接充填治疗的复合树脂外，还包括

自凝及热凝树脂、树脂水门汀、核树脂、窝沟封闭剂、树脂类根管充填材料以及粘

接剂等。上述这些树脂基材料的组成都类似，都包括：可聚合的有机树脂基质，有

机或无机增强填料，引发体系、偶联剂和其他成分[5]。 
 

1.1 树脂基牙科材料的组成  

1.1.1 复合树脂的基本组成  
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1.1.1.1 有机树脂基质  

有机树脂基质是复合树脂的主体成分。目前绝大多数的商业用树脂基牙科修复

材料的有机树脂基质多由两部分组成。一部分是做为主体的一类高黏度的甲基丙烯

酸酯类树脂单体，包括氨基甲酸酯双甲基丙烯酸酯（urethane dimethacrylate，UDMA）、

双酚A-二甲基丙烯酸缩水甘油酯（bisphenol A diglycidyl methacrylate, Bis-GMA）等。

这些单体结构中含有两个或两个以上的甲基丙烯酸酯官能团，可用于交联聚合。其

中，UDMA 的聚合收缩度及黏稠度较 Bis-GMA 略低。除上述交联单体外，复树脂

基质中还包含一类是低黏度的稀释性单体，如双甲基两稀酸二缩三乙二醇酯

（trielhylene glycol dimethacrylate, TEGDMA）等。而 Bis-GMA 的聚合收缩度相对

较小，但由于其分子较长，同时含有苯环结构，因此它较为黏稠，不利于填料的加

入[6, 7]（图2）。而这些稀释性单体分子较小，相对稀薄，可以有效降低有机树脂基

质的黏度，从而提高填料的添加量，但其具有聚合收缩大的缺点，因此必须与 

Bis-GMA 等交联单体配合使用[8]。 
 

 

图2 常用的甲基丙烯酸酯类树脂单体  
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在这一树脂基质体系中，Bis-GMA 和 UDMA 是发生交联的主要单体，而

TEGDMA 作为稀释单体，一方面可以有效降低有机树脂基质的黏度，另一方面可以

提高填料的添加量[9-12]。有学者发现，Bis-GMA 和 UDMA 的转化率与 TEGDMA 

的添加比例呈正相关。但是当 TEGDMA 的添加比例过大时，就会导致聚合后的树

脂发生较大的聚合收缩。这是主要是由于 TEGDMA 是分子量较小的柔性小分子，

其过多存在于树脂体系，使树脂的硬度和弹性模量都降低。而随着 TEGDMA 的添

加比例的降低，树脂基质会变得黏稠，转化率也会随之降低，从而影响空间三维结

构的形成，单体的释出也会随之增加。因此，在树脂基质体系中，添加合适比例的

稀释单体对于树脂的机械性能有十分重要的意义。通常控制添加的 TEGDMA 的摩

尔比例在 37.5-62.5％ 的范围内，对树脂的性能不会造成较大影响[13]。 

1.1.1.2 增强填料  

    固化后的树脂基质强度较低，而添加增强填料可以显著改善其机械性能[2]。常见

的复合树脂中填料的比例一般介于 70-85 wt.%。填料的组成一般包括石英颗粒、硼

硅酸盐、玻璃粉、陶瓷粉以及高度分散的无定型二氧化硅。另外，某些含有钡、锶、

锌等金属元素的填料还可以赋予复合树脂 X 射线阻射等性能，方便临床观察修复体

充填的情况[14]。 

增强填料对复合材料的各方面性能影响较大。一般说来，填料量与复合材料的

机械强度呈正相关。填料量一方面与其硅烷化处理有关，另一方面也与其粒度的大

小以及其在树脂材料中的分布有关。目前常用复合树脂材料中填料的粒径介于 0.04 

µm（超微颗粒填料）到 0.6-3.0 µm（大颗粒填料）之间[15]。早期的填料主要是大颗

粒型的石英，为了降低填料的表面粗糙度，而改用更容易抛光的超微二氧化硅颗粒。

但超微二氧化硅颗粒的表面积较大，不利于填料的添加，因此添加量较少。为了改

善填料自身的物理性能，提高增强填料的添加量，又产生了混合型复合树脂。而近

年来，人们开始尝试将纳米颗粒作为增强填料来改善复合树脂的性能，目前粒径介

于 5-100 nm 的纳米填料已经开始被用于复合树脂中[15]。研究表明，纳米填料的应

用一方面可以通过减少复合树脂的聚合收缩，降低微渗漏和继发龋发生的概率，另

一方面可以显著改善复合树脂的物理机械性能，提高其耐磨性[16]。 

1.1.1.3 引发体系  

复合树脂充填材料通常为光固化引发体系，由光引发剂和促进剂组成[17]。其中，
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樟脑醌（camphoroquinone, CQ）是目前最常用的光引发剂[18]。其在 440-500 nm 的

蓝光以及促进剂如 N,N-二甲胺基甲基丙稀酸乙醋（N,N-Dimethylaminoethyl acrylate，

DMAEMA）的作用下，发生分解产生活性自由基引发树脂基质单体聚合。除光固化

引发体系外，树脂水门汀等双固化材料通常还含有化学固化引发体系，由化学引发

剂和促进剂构成。常用的化学引发剂包括过氧化苯甲酰（benzoyl peroxide, BPO），

促进剂有芳香叔胺等。当分别含有二者的双组份复合树脂混合后，发生化学反应引

发树脂基质单体聚合。 

1.1.1.4 偶联剂  

树脂基质与无机填料之间需要通过硅烷偶联剂进行联接。硅烷偶联剂通常含有

硅-巯基团和甲基丙烯酰基团，其中硅-巯基团能够与无机填料的表面发生结合，而其

甲基丙烯酰基团则能与树脂基质发生交联反应。不同组分的填料需要不同的硅烷偶

联剂以实现与树脂基质的化学结合[19, 20]。 

1.1.1.5 其他成分  

复合树脂中的其他成分包括为了匹配天然牙颜色的着色剂和遮色剂，防止复合

树脂自发反应的阻聚剂等[21]。 

 

1.1.2 粘接剂的主要组成   

与复合树脂类似，粘接剂中最重要的成分为树脂基质。其中 HEMA、TEGDMA 

等小分子亲水性单体可渗透入脱矿的牙本质胶原网中，改善牙本质的润湿性，进而

促进 BisGMA 及 UDMA 等大分子量的疏水性单体渗透进入牙本质胶原网中，并与

之形成相互缠绕的、有一定机械强度的混合层[22]。除了上述与复合树脂中类似的单

体外，自酸蚀粘接剂中还可能含有一类特殊的、弱酸性的功能单体，例如10-甲基丙

烯酰氧癸基磷酸酯（10-methacryloxydecyl dihydrogen phosphate，10-MDP）及4-甲基

丙烯酰乙氧基苯三酸酐（4-methacryloxyethyl trimellitate anhydride，4-META）[23]。

这类单体对牙体硬组织具有酸蚀作用，能够在不去除玷污层的条件下与其共同形成

混合层，提供物理嵌合作用。另外，10-MDP 及 4-META 等功能单体还能够与羟基

磷灰石中的钙发生化学反应，进而为自酸蚀粘接剂提供化学粘接。与复合树脂相比，

粘接剂中还含有一类特殊的成分，那就是溶剂。最常见的溶剂有水、乙醇和丙酮，

它们可以降低粘接剂的黏稠度，提高其亲水性，进而促进粘接剂在脱矿牙本质中的
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渗透。通常，粘接剂中是不含填料的，但是，也有个别厂商为了提高粘接剂的机械

强度或赋予其一定的释氟性能而在其中添加填料。与复合树脂不同，粘接剂中的填

料一般都是纳米级别的，且添加量有限，否则会导致粘接剂过于粘稠并影响粘接剂

对脱矿牙本质胶原网及牙本质小管的渗透。 

 

1.1.3 其它树脂基牙科材料  

    自凝及热凝树脂、树脂水门汀、核树脂、窝沟封闭剂等其他树脂基牙科材料的

基本组成均与复合树脂类似，其主要树脂基质成分、填料含量及引发体系因材料的

用途而不同。 

 

1.2 树脂基材料的降解及单体的释放  

    牙科树脂基材料是由聚合物的网状结构组成的，这种结构容易吸水。这种吸水

效应不但影响修复体的物理机械性能，也会导致树脂基材料的降解以及其中未聚合

单体的释放。树脂单体的自由基聚合可以产生一个高度交联的聚合物网络，但也会

产生未反应的单体和低聚物。在实际情况下，单体的聚合度并不能达到 100%。比如，

对于大多数树脂基材料，利用卤光灯或 LED 灯光直接照射固化后其聚合度在 55％ 

到 75% 之间，而在实验室条件下，利用各种高强度的光，热等条件，可使聚合度达

到 80%。而如果在材料聚合的过程中，过多的氧气接触到树脂表面形成氧气层，其

聚合度只能达到在 25-35%。较低的转化率会导致大量的残余单体释放到口腔中。学

者们采用了紫外线（Ultraviolet，UV）和红外（Infrared，IR）辐射、气相色谱/质谱

（gas chromatography/mass spectrometry，GC/MS）、高效液相色谱法（high performance 

liquid chromatography，HPLC）等技术对残余单体进行了定性与定量分析。研究结果

表明树脂基牙科材料可以释放出 30 多种物质[24]。这些物质包括单体，添加剂，聚

合反应体系的化合物（共引发剂，稳定剂或抑制剂），以及填料颗粒中释放的离子。

其中，未聚合的单体成分，包括 TEGDMA、Bis-GMA 和 HEMA 的释放量最多。

有文献证实，自凝树脂和热凝树脂可以在人唾液中释放未固化的 MMA 单体[25]，而

含有酯酶的人工唾液可以加速树脂材料的降解[26]。Baker等人对复合树脂的定量的分

析了显示约有占整个修复体 0.05 wt.% 到 2.0 wt.% 的残余单体渗出到水溶液中。其

中，亲水性单体如  TEGDMA 的渗出量最多，其质量分数达到0.04-2.3%，而 
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Bis-GMA 的质量分数达为 0.03-0.07%[24]。与复合树脂类似，牙本质粘接材料的老化

过程中也伴随有单体的释放，研究发现 HEMA 的释放浓度可以达到 1.5-8 mmol/L，

而 TEGDMA 的浓度可以达到 4 mmol/L[27, 28]。各种树脂基材料所释放的单体一方面

可能随唾液到达口腔环境中，另一方面也可能通过牙本质小管渗透到深部牙本质，

甚至牙髓腔中。已有研究表明，毫摩数量级的亲水性单体 HEMA 和 TEGDMA 可

以通过牙本质小管渗透到牙髓腔，而当牙本质的厚度降低或牙本质经酸蚀脱矿后后，

渗透到牙髓腔中的单体量会进一步增加[27, 28]。这些高浓度的单体足以对牙髓的健康

造成不利影响。 

    树脂材料中未聚合单体的渗出通常在聚合后的几小时或几天内完成，其释放受

到许多因素的影响，包括复合材料的化学性质（主要是单体的溶解度和分子量）、

聚合物网络的交联度、填料颗粒的表面处理以及溶剂的性质等。在临床环境下，树

脂修复体暴露在一个十分复杂的环境中。口腔中各种复杂的环境因素，如唾液、咀

嚼、热学、化学、饮食习惯、微生物因素等, 会加速树脂修复体发生降解，使单体释

放到口腔中[27, 28]。 

 

1.3 引起树脂基牙科材料降解的因素  

1.3.1 唾液因素  

    水是唾液中最丰富的成分，是引起树脂基牙科材料降解的主要因素之一。树脂

修复体一种极性材料，易于从口腔环境中吸收水分。水分子可以轻易地穿透树脂基

材料的高分子网状结构，使未聚合的树脂单体和各种填料从材料中扩散出来。有学

者证实，水扩散的过程遵循 Fickian 扩散动力学[29]。因此，通常在修复后 1-2 个月

内，树脂基材料达到吸水饱和的状态。有学者还认为树脂材料在吸水的同时，一部

分水分还会从材料中释放出来，这种反复的循环导致微裂纹的形成，加速聚合物降

解以及残余单体的释放[30]。此外，在唾液中发生的水解和酶促反应也是树脂高分子

结构生物降解的主要原因[31]。唾液酶可以通过攻击高分子网状结构的侧链，从而促

进网状结构降解，而发生降解的主要产物是各种单体。有研究证实，唾液中的多种

酶类都会参与到这一过程中。这些酶解反应会显著减低树脂基材料的表面硬度和耐

磨性。此外，口腔中的微生物也会与树脂基材料发生反应。Willershausen 等人发现，

在体外环境下细菌可以定植在牙科树脂材料的表面，使材料的表面粗糙度增加，这
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些结果表明在微生物的作用下，修复体的表面发生了降解[32]。 

 

1.3.2 咀嚼因素  

    在口腔内，材料的疲劳可以导致生物降解。持续的机械和环境负荷会导致树脂

材料的逐步退化以及裂纹产生和扩展，最终导致了树脂破坏。而材料加工过程中

产生的气泡可以进一步加速这一过程。此外，咀嚼力也可以导致在咀嚼面的修复

体发生磨损。Graham 等人发现树脂材料在临床条件下会比体外条件下释放更多的

单体[33]。 

 

1.3.3 热学和化学因素  

    日常饮食会引起口腔内的温度变化。由于修复材料内部各部分的聚合度并不完

全相同使其在温度变化的过程中，形变量也不同，这导致了材料内部微裂纹的产生

[34]。此外，由于修复材料和牙体组织的热膨胀系数也不同，口腔内的温度变化导致

修复体和牙体组织的粘接界面产生裂痕，增加了修复体从牙体组织上脱落的几率[35]。 

 

2 树脂基材料的生物相容性  

2.1 树脂基材料的系统毒性  

急性系统毒性通常用半数致死浓度（50% lethal dose，LD50）来反映，即被检测

化学物质引起半数实验动物死亡的浓度。大量研究表明，树脂基材料中最主要的成

分-树脂单体-的 LD50 均大于 2000 mg/kg 体重，因此不能被归于“毒性物质”[36]。考

虑到实际上从树脂基材料中释放出的单体浓度一般较小，因此目前认为树脂单体及

树脂基材料不会引起急性系统毒性。 

 

2.2 树脂基材料引起的过敏反应  

树脂基材料中的单体、引发剂、阻聚剂等多种成分都可能引起过敏反应。有患

者在牙科树脂材料修复后出现口腔疼痛、烧灼感，累及部位包括腭、舌、口腔黏膜

和咽部。一项纳入 16000 名患者的研究发现，MMA 是最易引起过敏反应的牙科材

料成分，而 HEMA 及 TEGDMA 等也被归为“有高度致敏风险”的成分[37-39]。对于
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牙科医师而言，也有约 2% 的医师对树脂及材料过敏。一项瑞典的研究发现，约 2% 

牙科医师在用手直接接触复合树脂或粘接剂后产生湿疹[40]。另外，近年一项对 1632 

名牙科医师及患者的研究发现 2.3% 的患者及 5.8% 的医师对甲基丙烯酰类树脂单

体产生了阳性反应[39]。 

 

2.3 树脂基材料引起的局部反应  

    研究表明，树脂基材料具有一定的细胞毒性作用[41]。固化后的复合树脂细胞毒

性较小，然而未固化或刚刚固化的复合树脂则具有较强的细胞毒性作用[41]。除此以

外，与机械去除表面氧阻聚层复合树脂试件相比，未去除阻聚层的的实验组细胞毒

性作用更强[42]。另外，复合树脂的细胞毒性作用还与材料的聚合度有关，光照试件

短、聚合度低的材料较光照时间长、聚合度高者细胞毒性更为显著[43]。填料的含量

也对复合树脂的细胞毒性有影响，填料比例低的流动树脂的细胞毒性要高于成分类

似的填料比例较高的常规复合树脂[44]。与复合树脂类似，粘接剂也有细胞毒性。不

同的商品粘接剂对多种检测细胞都表现出细胞毒性作用[43, 44]。牙本质能够一定程度

上阻挡粘接剂中毒害物质的渗透，但是当牙本质厚度较低时，HEMA、TEGDMA 等

小分子、亲水性成分可在数分钟内穿透剩余牙本质，进而引起牙髓反应[44]。 

树脂基材料引起的牙髓反应与剩余牙本质的厚度密切相关。对于较浅或中等的

龋洞，复合树脂和粘接剂一般不会引起牙髓反应。对于较深的龋洞，剩余牙本质厚

度小，复合树脂及粘接剂可引起牙髓的炎症反应。关于复合树脂能否用于直接盖髓，

目前的研究略有争议。一些学者对灵长类动物的研究发现，在穿髓模型中用粘接剂

及复合树脂进行直接盖髓不会或仅引起轻度的炎症反应，在无细菌感染的情况下也

不影响牙本质桥的形成。然而，一些对犬、羊和大鼠的研究却发现使用树脂基材料

直接盖髓会引起轻到中度牙髓炎症反应，并阻碍牙本质桥的形成[43]。大多数以人为

研究对象的结果也发现树脂基材料直接盖髓会引起牙髓炎症反应并阻碍牙本质桥的

形成[44]。虽然目前仍没有关于树脂基材料用于直接盖髓的长期临床实验结果，但是

基于大部分研究结果，大部分厂家不推荐将树脂基材料用于直接盖髓。 

 

2.4 树脂单体的细胞毒性  

    树脂修复体中释放的残余单体可以对口腔中的组织产生不利影响，这主要是由
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于牙科单体的细胞毒性。已有许多学者利用多种细胞模型，包括 L929 成纤维细胞，

成骨细胞，牙龈成纤维细胞、牙髓、牙周膜和上皮细胞等，研究了树脂单体的细胞

毒性。研究发现，同一细胞对不同单体的敏感性不同。这主要是由于单体的化学结

构不同。一般来说，单体的疏水性越强，聚合基团越多，细胞毒性越大。此外，不

同细胞对同一种单体的敏感性不同[45, 46]。例如，小鼠来源的细胞对牙科单体的敏感

性低于人来源的细胞。尽管这些测试的条件不尽相同，但所有的细胞毒性测试都证

实了树脂单体的细胞毒性。多种细胞体外实验的结果证实树脂单体可以特异性地干

扰细胞的多种重要功能[45, 46]。例如，有研究发现 TEGDMA 和 HEMA 可以影响细

胞的固有免疫应答，下调脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导的巨噬细胞细胞因

子的产生，抑制 CD14 分子等表面抗原的表达[47]。树脂单体还能够抑制牙髓干细胞

的成牙本质功能，影响牙本质的修复和恒牙的发育[48]。此外，低浓度的 TEGDMA 和 

MMA 可以抑制成骨细胞的增殖、成骨分化及矿化功能[49]。另外，树脂单体还可以

引起 DNA 分子的单链和双链断裂，通过相关蛋白激活细胞细胞周期检查点引起细

胞周期的阻滞[50]。 

    目前 TEGDMA 是在树脂单体生物相容性方面被研究最广泛的树脂单体，这主

要是由于渗出的残余单体大部分是 TEGDMA[51, 52]。TEGDMA 是目前树脂基牙科修

复材料中最常用的稀释单体；而且在牙科粘接材料中，TEGDMA 的比例达到

25-50%[53]。由于其亲脂性，TEGDMA 可以轻易穿透细胞膜进入细胞中[54]。TEGDMA 

可以对多种细胞产生时间依赖性和浓度依赖性的细胞毒性作用，其毒性浓度范围是

0.5-5 mM[55]。此外，有文献报道，TEGDMA 在体内的代谢产物也可以引起类似的

细胞毒性作用[56]。在低浓度 TEGDMA 可以诱导细胞凋亡（程序性细胞死亡），而

在高浓度其细胞毒性以坏死为主[57]。最新研究证据提示，TEGDMA 还具有引起遗

传毒性，且能够干扰细胞的固有免疫应答[58]。 

    HEMA 的生物相容性也已被广泛的研究。HEMA 是牙科粘接材料最常见的成

分，其含量约占 30-55%。由于其高亲水性，HEMA 可以渗透到牙本质有机基质胶

原网络包裹胶原纤维，从而有利于粘接材料的渗透，防止牙本质胶原的降解[59]。此

外，由于 HEMA 具有低分子量和高亲水性，它可以扩散穿透剩余牙本质，影响成

牙本质细胞活力[60]。根据 Spagnuolo 等人的研究，从牙科粘接材料中渗出的HEMA 

的浓度可以达到 1.5-8 mmol/L[61]。与其它双聚合基团的单体相比，HEMA的细胞毒
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性较弱 [62]。根据细胞系的不同和细胞来源的不同，HEMA 的  LC50 在  3.6-10 

mmol/L[55]。近年的研究结果提示，HEMA 能够引起 DNA 单链和双链的破坏[63]，

导致遗传毒性，并能够引起多种细胞发生凋亡。动物实验还发现，低浓度的 HEMA 

的长期作用会引起牙髓组织的炎症反应，干扰牙髓成纤维细胞正常分化为成牙本质

细胞的过程，影响牙髓组织的稳态和修复[48]。  

    在复合树脂中，芳香族树脂单体 Bis-GMA 或 UDMA 的含量可高达 70-75％。

因此其细胞毒性也是许多学者关注的重点。尽管这类单体的疏水性限制了它们释放

到水环境中发挥毒性作用，但是研究表明，与 HEMA 及 TEGDMA 等仅含一个甲

基丙烯酰基团的单体相比，含有两个甲基丙烯酰基团的 Bis-GMA 和 UDMA 对各

种细胞的半数致死浓度更低。当 BisGMA 的浓度大于 0.001 mM 而 UDMA 浓度

大于 0.05 mM 时，其就会对多种细胞产生时间依赖性和浓度依赖性的细胞毒性作用

[64, 65]。 

 

2.5 树脂单体引起细胞毒性的可能机制  

    树脂单体作为应激因素可以干扰了细胞内正常的生命活动和信号转导途径。详

细地了解细胞对于单体的特异性应答机制有助于预测牙科治疗相关的后果和开发具

有更好生物相容性的牙科材料。因此，研究各种牙科单体引起细胞毒性作用的机理，

并以此为依据寻找缓解牙科单体细胞毒性的策略成为近年来口腔材料领域研究的热

点之一。围绕这一问题，许多学者进行了大量的体外细胞学和动物体内研究。目前

的研究结果表明，树脂单体诱导的细胞内氧化应激（oxidative stress，OS）是其细胞

毒性的重要机理之一[66, 67]。 

 

2.5.1 细胞内的氧化还原平衡  

    在生物的代谢过程中，会产生超氧阴离子自由基、羟自由基和过氧化氢等一系

列的活性氧（ROS）[68]。为了抵抗 ROS 对细胞以及组织的损伤，生物发展了完善

的抗氧化防御系统[68, 69]。通过生物的代谢作用，可以将细胞内过量的将 ROS 转变

活性较低的物质，从而保护细胞避免受到伤害[68]。正常情况下，防御系统能够维持

细胞内的氧化-还原系统处于一种动态平衡状态。然而，当活性氧大量产生，超越防

御系统的保护能力时，或者当过氧化防御系统被破坏，不能发挥正常的保护作用时，
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细胞内的氧化还原平衡就会被打破，进而对细胞的正常功能造成不利影响。 

 

2.5.2 抗氧化防御系统的组成  

    抗氧化防御系统包括非酶类抗氧化剂和抗氧化酶两大组成部分[70, 71]。 

2.5.2.1 非酶类抗氧化剂  

    谷胱甘肽（glutathione，GSH）是抗氧化防御系统最主要的非酶类抗氧化剂，它

广泛分布于机体各器官内，在维持细胞内氧化-还原平衡中起重要作用。GSH 是一种

含γ-酰胺键和巯基的三肽，由半胱氨酸、谷氨酸以及甘氨酸组成[67, 72]。其组成中的

半胱氨酸含有巯基 -SH，能够与 ROS 发生氧化脱氢反应，进而消除 ROS。此外，

GSH 还可以作为谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）的底物，将过氧化氢还原成水，同时

其自身转变成为氧化型谷胱甘肽（GSSG）。此后，GSSG 在谷胱甘肽还原酶

（glutathione reductase，GR）的作用下，再次转变为 GSH，从而使体内 ROS 的清

除反应能够持续进行。在正常的氧化-还原平衡中 GSH 和 GSSG 的比例保持在 

100：1[73]。 

    除 GSH 外，细胞内的α-硫辛酸、维生素C、维生素D、维生素E、类胡萝卜素、

微量元素硒、铜、锌等小分子物质也是细胞内重要的非酶类抗氧化剂。此外，近年

来有学者发现细胞内存在着一类小分子多肽，它们具有强大氧自由基清除能力，并

将其命名为“第三类抗氧化系统”[74]。  

2.5.2.2 抗氧化酶  

    除了非酶抗氧化剂，细胞内的抗氧化酶通过代谢特定的 ROS 可以直接参与到

细胞的氧化还原稳态。在 ROS 的第一步代谢中，超氧化物岐化酶（SOD）能催化

超氧化物阴离子发生岐化作用，生成过氧化氢和氧气[75]，在抵御氧自由基导致的细

胞损伤中起关键作用。此后，过氧化氢酶（CAT）和谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）等

抗氧化酶可以通过催化过氧化氢产生水和氧气来消除过量的 ROS [76]。此外，GPx 可

以催化 GSH 产生 GSSG，从而保持细胞内 GSH 和 GSSG 的比例[77]。这些酶类通

过不同的方式来发挥清除 ROS 的作用，从而维持细胞内氧化-还原的平衡，保护细

胞免受氧自由基的攻击。 
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2.5.3 氧化应激  

    氧化应激是指机体内氧化作用与抗氧化作用失去平衡，导致 ROS 和活性氮

（Reactive nitrogen species, RNS）在细胞内发生过量积聚，从而引起机体内的应激反

应[78]。过量的 ROS 可对细胞内重要的细胞器以及 DNA，蛋白质和脂质等生物大分

子造成氧化损伤。有文献报道，ROS 的作用与其浓度有关，纳摩尔水平的 ROS 可

以促进细胞增殖，而微摩尔级别的 ROS 会导致细胞程序性死亡，毫摩尔水平的 

ROS 则会直接引起细胞坏死。在各种 ROS 中，过氧化氢的危害最大[79]。过氧化氢

能够自由地穿过细胞膜和核膜，对细胞内的物质和结构产生作用。过氧化氢在机体

内可转变为羟自由基，而羟自由基可以与 DNA、蛋白质和脂质等发生反应，导致诱

发基因突变、蛋白质变性和脂质过氧化等严重后果[80]。 

  

2.5.4 氧化应激与凋亡相关信号通路  

细胞凋亡的过程受到细胞内相关信号通路的严格控制，其激活机制一旦已经

开始，细胞会不可避免地发生死亡。细胞凋亡是一种细胞的程序性死亡，一般分

为外源性凋亡通路和内源性凋亡通路[81]。而其中，内源性凋亡通路与细胞的氧化

应激状态相关。细胞内过量的 ROS 可以攻击线粒体。而线粒体在细胞内源性调

亡途径中起着关键作用，它是内源型细胞凋亡的控制中心。在细胞氧化应激后，线

粒体外膜的通透性改变，导致线粒体膜电位丧失，释放线粒体内细胞色素C到胞浆

中，活化含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶（cysteinyl aspartate specific proteinase，

Caspase）家族的酶类，进而通过 Caspase 依赖性或 Caspase 非依赖型途径引起细

胞发生凋亡。 

 

2.5.5 树脂单体引起细胞毒性与氧化应激  

树脂单体的细胞毒性作用与氧化应激有关。有研究发现，HEMA、TEGDMA 等

单体处理会导致细胞内 GSH 水平显著下降，而 GSSG 水平却基本不发生改变，

同时伴随有 GSH-GSSG 比例的显著下降，以及 ROS 水平的上升[82]。这一研究结

果提示，树脂单体引起的 GSH 水平下降不是 ROS 过量产生引起的继发反应，因

为 GSH 对 ROS 的灭活应伴有 GSSG 水平的上升。最新研究发现树脂单体的甲
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基丙烯酰基团能够与 GSH 的巯基直接发生麦氏加成反应，生成单体-GSH 复合

物，进而直接引起 GSH 的耗竭[83, 84]。单体-GSH 复合物可以被谷胱甘肽转移酶

（GST）催化，最终排出细胞。上述结果提示，单体引起的 GSH 耗竭是由于其与

单体的直接发生反应引起。而细胞内 GSH 的耗竭会继发性引起 ROS 发生聚积，

产生氧化应激，进而导致细胞发生凋亡和坏死。过量的 ROS 还可与细胞内的蛋白

发生反应，通过相关的分子信号通路，干扰正常的细胞生命活动。促分裂素原活化

蛋白激酶（mitogen-activated protein kinases，MAPK）是细胞应对来自细胞内部和

外界的刺激的重要信号分子，其作用包括调节炎症反应，调控细胞分化等。有文献

报道，牙科单体 HEMA、TEGDMA 等可以改变 MAPK 分子的活性，上调炎症介

质释放信号分子 NF-kB（nuclear factor B），同时释放炎症因子白介素6（interleukin 

6，IL-6）、IL-8 及前列腺素E2（prostinE2，PGE2）[58, 85-87]。此外，牙科单体在较

低浓度下可以改变 MAPK 分子的表达，进而抑制成骨细胞的分化和矿化功能[88]。

过量的 ROS 的还可以与细胞内的 DNA 分子发生反应。有文献报道，用牙科单体 

HEMA、TEGDMA 等刺激细胞后，细胞内的 ROS 水平迅速升高，进而发生氧化 

DNA 损伤，激活与 DNA 修复相关的一系列分子，导致细胞周期阻滞，细胞凋亡

和坏死[89]。 

 

2.6 抗氧化剂对树脂单体细胞毒性的保护作用  

    树脂单体耗竭细胞内的 GSH，细胞内过量的 ROS 积蓄，导致细胞内氧化-还

原的动态平衡被打破，进而引起细胞的氧化应激状态[67]。而过量的 ROS 一方面通

过相关的信号通路影响细胞正常的生理功能，导致细胞的凋亡坏死的发生；另一方

面，ROS 可以和细胞内的生物大分子包括 DNA、蛋白质和脂质等发生反应，导致

相关分子的变性。基于这些研究结果，为了拮抗牙科单体的细胞毒性作用，许多学

者研究了抗氧化剂对牙科单体的细胞毒性作用。研究发现，抗氧化剂如N-乙酰半胱

氨酸（NAC）、维生素C和维生素E对牙科单体的细胞毒性具有保护作用[66, 82]。其中，

关于 NAC 保护作用的研究最多也最为深入。目前，对于NAC对牙科单体细胞毒性

保护作用机制的认识包括：第一，NAC 分子结构中的巯基可以直接与 ROS 反应；

第二，细胞可以利用 NAC 合成 GSH 作用于 ROS；第三，NAC 可以激活 NF-kB 
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等信号通路，抑制牙科单体引起的炎症反应，促进细胞增殖[90]；第四，NAC 是一种

亲电物质，可以通过麦氏加成反应，与牙科单体发生反应，生成低毒性的物质，同

时降低细胞内单体的浓度，从而保护细胞[67, 91-93]。 

 

3 Nrf2抗氧化应激信号通路  

    氧化应激产生的 ROS 直接或间接地损伤细胞内蛋白质、脂质、DNA等生物大

分子，导致许多疾病的发生[94]。针对过氧化损伤及亲电物质的毒性作用，细胞内存

在一套精细的“防御系统”，当细胞暴露于活性氧的刺激时，能调控一系列的保护性

蛋白的表达，从而缓解细胞所受的损害。Nrf2（NF-E2-related factor 2）通路在细胞

这一抗氧化防御系统中发挥着重要的核心作用[94]。 

 

3.1 Nrf2与Keap1的结构  
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图3 Nrf2和Keap1的结构 [98] 

 

3.2 Nrf2 信号通路的激活机制  

在正常条件下，Nrf2 被其胞浆伴侣蛋白 Keapl 所抑制，二者以结合的形式存在

于细胞质中；而当氧化应激时，Nrf2 与 Keap1 解偶联，在多种蛋白激酶的磷酸化

作用下，Nrf2 与 Keap1 解离，转移到细胞核中，与抗氧化反应元件 ARE（Antioxidant 

response element）结合，诱导下游的对氧化损伤具有保护作用的酶类发生转录和表

达[97]。这些酶类包括过氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、过氧化氢酶 

（catalase，CAT）、谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidas，GPx）、血红素氧

合酶（heme oxygenase-1，HO-1）、NAD(P)H:醌氧化还原酶1（quinone oxidoreductase 

1，NQO1）、谷胱甘肽 S-转移酶（glutathione S-transferase，GST）、谷氨酸半胱氨

酸连接酶（glutamate cysteine ligase，GCL）等。这些酶类对过氧化损伤具有保护作

用，可以促进细胞对 ROS 的灭活和外源性亲电化合物的清除，从而缓解这些物质

引起的细胞毒性作用（图4）。此外，许多细胞信号通路参与 Nrf2 系统的调节，MAPK 

通路中各种分子包括细胞外调节蛋白激酶（extracellular regulated protein kinases，

ERK）、c-Jun 氨基末端激酶（c-Jun N-terminal kinase, JNK）和 p38，以及蛋白激酶

C（protein kinase C，PKC）和磷脂酰肌醇3-激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）

都参与 Nrf2-Keap1 激活。研究发现，ERK 和 JNK 能促进 ARE 介导的效应，Nrf2 

被 p38 磷酸化则可加强 Keap1/Nrf2 结合，抑制 Nrf2 活性。PKC 可以直接磷酸化 
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Nrf240 位丝氨酸，PI3K 可促进 Nrf2 核转位。MAPK 虽然也可直接磷酸化 Nrf2，

但对 Nrf2 的核转位和活性影响较小。 

 

图4 Nrf2信号通路的激活机制 [98] 

 

3.3 Nrf2信号通路与树脂单体细胞毒性  

大量的研究发现，众多疾病发生、发展的病理生理过程都与活性氧导致的氧化

应激有关。因此，如何有效地缓解细胞氧化应激成为医学研究的热点之一，而 Nrf2 

信号通路是机体针对过氧化损伤最重要的机制，因此，通过多种途径内源性调节该

通路可为抗氧化治疗开辟新途径[76, 98-103]。虽然目前没有关于牙科单体对细胞内 Nrf2 

通路影响的研究报道，但根据文献回顾树脂单体引起的氧化应激是其细胞毒性的最

主要原因，而 Nrf2 信号通路是机体针对过氧化损伤最重要的机制。因此，我们推

测 Nrf2 通路在拮抗牙科单体的细胞毒性中具有重要作用，通过人为上调 Nrf2 通

路，可能提高细胞对牙科单体的细胞毒性的抵抗力，可能是缓解牙科单体及树脂基

牙科材料细胞毒性的新策略。  
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正     文  
 
 

第一部分、树脂单体引起细胞毒性的可能机理  
 

树脂基牙科材料修复后，未聚合单体会渗出到口腔中。此外，口腔中各种复杂

的环境因素，如唾液、咀嚼、热学、化学、饮食习惯、微生物因素等, 会导致树脂修

复体发生降解，使降解出的单体释放到口腔中。这些单体的释放都会对口腔组织造

成伤害。HEMA、MMA 和 TEGDMA 均为树脂基牙科材料单体，但是其分子结构

和用途有所区别。本部分实验拟以 HEMA、MMA 和 TEGDMA 为研究对象，对它

们的细胞毒性进行较为系统的评价和比较。近年研究显示，含有丙稀酰或甲基丙烯

酰基团的牙科单体可以引起细胞内氧化应激，进而导致发生细胞凋亡，而目前关于

其引起细胞凋亡的机理尚不明确。鉴于前期有文献报道称线粒体内源性凋亡通路与

细胞的氧化应激状态相关，本部分实验还将探讨 ROS 及内源性凋亡通路在树脂单

体细胞毒性中的作用。 
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实验一、树脂单体对细胞增殖及细胞内氧化还原

平衡的影响  
 

渗出到口腔中的树脂单体会对口腔组织造成伤害。HEMA、MMA 和 TEGDMA

均为树脂基牙科材料单体，但是其分子结构并不相同。本实验将探讨不同树脂单体

对细胞增殖可能的抑制情况以及能否导致细胞内氧化应激的发生。 

1 材料  

1.1 主要试剂  

Ø α-MEM培养液（Gibco BRL，美国） 
Ø 青霉素（Gibco BRL，美国） 
Ø 链霉素（Gibco BRL，美国） 
Ø 胎牛血清（四季青，中国） 
Ø PBS缓冲液（Sigma，美国） 
Ø I型胶原酶（Sigma，美国） 
Ø 0.25%胰蛋白酶（Sigma，美国） 
Ø HEMA（Sigma，美国） 
Ø MMA（Sigma，美国） 
Ø TEDGMA（Sigma，美国） 
Ø NAC（Sigma，美国） 
Ø CCK-8检测试剂盒（碧云天，中国） 
Ø ROS检测试剂盒（碧云天，中国） 
Ø BCA蛋白浓度测定试剂盒（碧云天，中国） 
Ø MDA检测试剂盒（南京建成，中国） 
Ø 总谷胱甘肽/氧化型谷胱甘肽测定试剂盒（南京建成，中国） 
Ø SOD检测试剂盒（南京建成，中国） 
Ø GPx检测试剂盒（碧云天，中国） 
Ø CAT检测试剂盒（碧云天，中国） 

1.2 主要仪器  

Ø 超净细胞实验台（SPEG，中国） 
Ø 倒置相差显微镜（Olympus，日本） 
Ø 图像采集系统（Olympus，日本） 
Ø 台式离心机（湖南湘仪仪器厂，中国） 
Ø 细胞刮刀（Thermo，美国） 
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Ø GL20A 低温高速离心机（湖南湘仪仪器厂，中国） 
Ø CO2恒温细胞培养箱（Thermo，美国） 
Ø 6孔、96孔培养板（Falcon，美国） 
Ø 玻璃粗、细滴管、25/75 cm2玻璃培养瓶（Thermo，美国） 
Ø 玻璃培养皿、10 mL玻璃离心管（Thermo，美国） 
Ø 各种微量移液器（Eppendorf，德国）  
Ø 移液器枪头/Eppendorf 管（Axygen，美国） 
Ø 水平摇床（北京六一厂，中国） 
Ø 全自动酶标仪（BIO-RAD，美国） 
Ø 流式细胞仪（Beckman-Coulter，美国） 
Ø 去离子水过滤仪（Millipore，美国） 
Ø 原代培养工具盒 

2 方法  

2.1 人牙髓细胞（hDPCs）的原代培养  

2.1.1 临床样本采集  
本实验中所需牙齿临床样本采集自第四军医大学口腔医院因正畸需要而完整拔

除的健康前磨牙，并在样本收集之前均已征得患者同意[104]。临床问诊时排除患者药

物过敏史、全身疾病史及遗传病史，临床口内检查时检查牙齿松动度。拔除牙齿前

使用碘酊棉球擦洗牙冠及牙龈消毒，拔除时小心使用拔牙钳，以免损坏牙冠、吸收

期牙根或损伤牙髓，尽量完整拔出。牙齿拔出后立即置于装有 4°C 预冷的含胎牛血

清的 α-MEM 的离心管中，并用封口膜将管口封好。来自不同患者的牙齿样本分别

使用不同的离心管，同一患者的牙齿样本可置于同一离心管内。将采集好的牙齿样

本带到细胞学实验室进行后续操作。 

2.1.2 消化法原代培养 hDPCs 
在超净工作台中用 PBS 冲洗手机的新鲜离体牙 2-3 遍，直至牙根表面无血块

或其他异物附着。75% 乙醇对牙齿表面消毒灭菌，并无菌包装袋包裹牙齿样本，敲

击暴露髓腔，取出牙髓，PBS 浸泡、洗涤 3-4 遍。用无菌眼科剪将牙髓剪碎至不大

于 1mm3 大小的碎块，将 I 型胶原酶（0.3%）和 dispase 酶（0.4%）等体积混合，

置于 37°C、5% CO2 孵箱中内消化准备好的牙髓碎块 1-2 h。待消化结束后，加入等

体积含 10% 胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）的 α-MEM 培养液终止消化，充

分混匀，并用移液器轻轻吹打组织细胞沉淀，800 r/min 离心 5 min，倒弃上清液，
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用并含胎牛血清的 α-MEM 重悬，吹打均匀后接种至 6 孔培养板内，置于 37°C、

5% CO2 孵箱中培养。每 3 天更换 1 次培养液，当原代细胞培养生长至 80-90% 汇

合时，使用胰酶消化，进行传代培养。 

2.1.3 细胞冻存备用及解冻  
细胞传代培养至 2-3 代时如细胞多于目前实验所需，则将多余细胞冻存备用。

倒弃废液，胰酶消化 3 min 左右，加入 α-MEM 中止消化，吹打后转移至离心管，

800 r/min 离心 5 min，使用 4°C 预冷的细胞冻存液（二甲基亚砜：胎牛血清=1:9）

重悬细胞，转移至细胞冻存管内，封口膜封口，置于冻存盒内 -80°C 下缓降温度，

至少 24 h 后转移至液氮罐中，并记录细胞冻存的信息。待需要解冻细胞时，将细胞

冻存管从液氮罐中取出，放入 37°C 恒温水浴中，快速摇晃解冻，在超净实验台内

打开冻存管，将液体转移至离心管 800 r/min 离心 5 min，使用新鲜的含 10% 胎牛

血清的 α-MEM 重悬，接种至 75 cm2 培养瓶内，之后常规换液培养。 

2.2 CCK-8 实验  
    调整 hDPCs 细胞悬液的浓度为 5×103 个/mL，接种于 96 孔培养板，每孔 100 

µL，置于 37°C、5% CO2 孵箱中培养约 24 h 使细胞贴壁并达到 80％ 融合。弃去

培养液后，每孔加入 100 µL 的单体溶液（HEMA:1, 2.5, 5, 7.5, 10 mM; MMA: 1, 2.5, 

5, 7.5, 10 mM; TEGDMA: 1, 2.5, 5, 7.5, 10 mM），培养 24 h 后每孔加入 10 µL  

CCK-8 溶液。继续培养 4 h 后，用酶联免疫标记仪在吸收波长为 450 nm 处测定吸

光度值。根据以下公式：相对增殖率＝(OD实验组－OD空白对照)/(OD阳性对照－OD

空白对照)，计算细胞的相对增殖率，其中空白对照组只含有正常细胞和标准培养液，

空白对照组只含有标准培养液。 

根据上一实验结果，找到各树脂单体引起细胞存活率发生显著改变的最小浓度，在

这一浓度下探讨NAC是否可以减小各种树脂单体的毒性作用。实验分组如表1-1所示： 

表 1-1 CCK-8 实验分组  

对照组 实验组1 实验组2 实验组3 实验组4 实验组5 实验组6 实验组7 
 

－ 
10mM 
NAC 

1mM 
HEMA 

5mM 
MMA 
 

1mM 
TEGDMA 
 

1mM 
HEMA 
+10mM 
NAC 

5mM 
MMA 
+10mM 
NAC 

1mM 
TEGDMA 
+10mM 
NAC 
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各组细胞培养 24 h、48 h 和 72 h 后进行 CCK-8 实验，检测各组细胞存活情

况。倒置相差显微镜观察各组细胞形态。 

2.3 细胞内  ROS 水平检测   
将 hDPCs 细胞悬液以 5×104 个/mL 的浓度接种于 6 孔板中，在 37°C、5% CO2

的孵箱中孵育 24 h 使细胞贴壁并达到 70-80%融合。实验分组同实验 2.2.1，培养 6 h

后，按照相关试剂盒说明书检测各组细胞内 ROS 水平。具体方法如下：用无血清

α-MEM 培养液将探针 DCFH-DA 以 1:1000 的比例稀释，配制成 10 µM 的染色工作

液。在细胞孵箱中用染色工作液培养细胞 20 min，消化并收集细胞，用不含胎牛血

清的 α-MEM 培养基重悬细胞后用流式细胞仪检测，设置流式细胞仪的参数为激发波

长 488 nm，发射波长 525 nm。其中对照组只含有正常细胞和标准培养液。 

2.4 各种生化指标检测   

2.4.1 丙二醛（MDA）检测  
    细胞样品准备同表 1-1。实验操作步骤如下： 

1) 样本前处理: 

2) 弃去细胞培养上清，用细胞刮将细胞刮下，用移液器将细胞转移到塑料离心管中，

加提取液 0.5 mL，混匀 2 min，将细胞破碎制成悬液，取样 0.1 mL 于 1.5 mL 离

心管中。 

3) 细胞裂解液的上清采用 BCA 法进行蛋白定量： 

a) 将 BCA 标准品倍比稀释（2000、1000、500、250、125、62.5、31.25 及 15.625 

µg/µL ）； 

b) 将 BCA 试剂盒中的 A、B 液（50：1）混合配制成 BCA 工作液，在 96 孔板每孔

分别加入 BCA 工作液 200 µL 与标准液 25 µL 或待测样品，用移液器将其充分混

匀；  

c) 将 96 孔板放置于 37°C、5% CO2 孵箱中孵育 30 min；  

d) 用酶标仪在吸收波长 570 nm 处测定各孔的吸光度值（A570），同时绘制标准曲

线，从而计算出相应的蛋白浓度[105]。 

4) MDA 的测定步骤如表 1-2 所示： 
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5) 盖上盖，旋涡混匀器混匀，95°C 以上水浴 40 min，取出后流水冷却，4000 r/min

离心 10 min，每管吸取 0.25 mL 反应液加入到新的 96 孔板中, 置酶标仪中波长

530 nm 处进行扫描，计算时要减去空白管读数。  

6) 计算公式： 

 

2.4.2 总谷胱甘肽（T-GSH）和氧化型谷胱甘肽（GSSG）检测   
    细胞分组，细胞裂解液制取同实验 2.4.1。实验操作步骤按照细胞内总谷胱甘肽

和氧化型谷胱甘肽检测试剂盒说明书说明书进行: 

1) 总谷胱甘肽（T-GSH）的测定步骤如表 1-3 所示:  

 
 
    加试剂三的同时开始计时，轻轻摇动酶标板使试剂充分混匀，置酶标仪波长 405 

nm 处, 30 s 时准时读取 A1 值，室温 25°C 下静置 5 min，5 分 30 秒时准时读取 A2
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值。  

2) 氧化型谷胱甘肽（GSSG）的测定步骤:  

a) GSSG 的测定前处理步骤如表 1-4 所示: 

 
b) GSSG 含量测定步骤如表 1-5 所示: 

 
3) 计算公式： 
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2.4.3 氧化物歧化酶（SOD）检测   
    细胞分组，细胞裂解液制取同实验 2.4.1。实验操作步骤如下: 

1) SOD 的测定步骤如表 1-6 所示： 

表 1-6 SOD 的测定步骤  

试剂名称(µL) 对照孔 对照空白孔 测定孔 测定空白孔 

待测样本 － － 20 20 

双蒸水 20 20 － － 

酶工作液 20 － 20 － 

酶稀释液 － 20 － 20 

底物应用液 200 200 200 200 

 
    将以上试剂分别加入到 96 孔板中混匀，在室温 37°C 下孵育 20 min，450 nm 处

酶标仪读数。实验样品蛋白浓度采用 BCA 法进行蛋白定量，步骤同实验 2.4.1。 

2) 计算公式： 

 

 
 

2.4.4 谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）检测  
    细胞分组，细胞裂解液制取同实验 2.4.1。实验操作步骤如下: 

1) 试剂工作液盒准备：分别配制 10 mM NADPH 溶液，84 mM GSH 溶液，GPx 检

测工作液以及 15 mM 过氧化物试剂溶液，使用前所有试剂工作液水浴到 25°C。 

2) GPx 的测定步骤如表 1-7 所示： 
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表 1-7 GPx 的测定步骤  

试剂名称（µL） 空白对照 样品本底对照 样品 

谷胱甘肽过氧化物酶检测缓冲液 186 180 176 

待测样品 － 10 10 

GPx 检测工作液 10 10 10 

15mM 过氧化物试剂溶液 4 － 4 

总体积 200 200 200 
 
    将以上试剂分别加入到 96 孔板中混匀，在 25°C 下，在 340 nm 处酶标仪连续 3 

min 读数（A340），每隔 30 s 记录 A340 值，获得 6 个点的数据。测定出来的 A340/min 

的最佳值应控制在 0.03 至 0.15 范围内。实验样品蛋白浓度采用 BCA 法进行蛋白定

量，步骤同实验 2.4.1。 

3) 计算公式：  

 

2.4.5 过氧化物酶（CAT）检测  
细胞分组，细胞裂解液制取同实验 2.4.1。实验操作步骤按照细胞内 CAT 检测试

剂盒说明书说明书进行: 
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样品的测定步骤如表 1-8 所示： 

表 1-8 CAT 的测定步骤  

试剂名称（µL） 空白对照 样品 

样品体积 0 10 

过氧化氢酶检测缓冲液 40 30 

250 mM过氧化氢溶液 10 10 

总体积 50 50 
 
    用移液器充分混匀，25°C 反应 1-5 min 后，加入反应终止液 450 µL 以终止反应。

在 1.5 mL EP 管中加入 10 µL 上述反应体系，再加入 40 µL CAT 检测缓冲液，充分混

匀，10 µL 加入到 96 孔板，再加入 200 µL 显色工作液，在 25°C 下孵育 15-40 min，

在吸收波长 520 nm 处用酶标仪测定吸光度值（A520）。 

计算公式：  
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2.5 数据统计分析   
    采用 SPSS13.0 软件对实验结果进行统计学分析，使用 Graphpad Prism 6 软件绘

图，数据表现形式为均数±标准差（mean ± SD），以 one-way ANOVA 进行分析，P < 

0.05 认为具有统计学意义。 

3 结果  

3.1 树脂单体对 hDPCs 细胞增殖和细胞形态的影响  
我们用不同浓度的树脂单体处理 hDPCs，24 h 后 CCK-8 法检测细胞增殖。 三

种树脂单体对 hDPCs 的体外细胞毒性试验结果如图 1-1 所示，所有检测浓度的单体

组均对 hDPCs 的增殖呈现剂量依赖性的抑制作用 (P < 0. 05)。与对照组相比，当

HEMA 浓度为 1.0 mM，MMA 浓度为 5.0 mM，TEGDMA 的浓度为 1.0 mM 时出现

统计学差异。因此，我们选择这些浓度用于后面的实验，以保证不会因细胞过多死

亡而影响实验的准确性。 

 

 

图1-1 树脂单体对  hDPCs 细胞增殖的抑制作用  

（*表示与对照组相比有显著性差异，P<0.05，N=3）  

 

用选定浓度的树脂单体和 NAC 共同处理细胞 24 h、48 h 或 72 h 后，CCK-8 法

检测细胞增殖，结果如图 1-2 所示。在所有检测时间点，各种单体处理组的细胞增殖

均显著低于对照组 (P < 0. 05)，此外，单体对细胞增殖的抑制作用呈现时间依赖性，

随着处理时间的增加存活细胞比例显著降低。当用 NAC 和单体共同处理细胞时，存

活细胞百分比与对照组之间无显著性差异 (P > 0. 05)。 
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图1-2 NAC 对细胞增殖的保护作用  

（*表示与树脂单体处理组相比有显著性差异，P<0.05，N=3）  

 

如图 1-3 所示，暴露于不同树脂单体 24 h 后对照组细胞密度较高，呈现出正常

的、典型的长梭形形态。单独用 NAC 处理，细胞密度和形态无明显变化。当用单体

处理细胞后，细胞密度明显降低，部分细胞变为圆形。用 NAC 和单体共同处理细胞

后，虽然细胞数目仍然少于对照组，但与单体组相比，细胞数目显著增加，且大部

分细胞呈现正常的长梭形形态。 

 

图1-3 细胞暴露树脂单体和  NAC 24 h 后形态的改变  
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3.2 树脂单体对氧化还原平衡的影响及 NAC 对细胞的保护作用  

为了检测树脂单体处理后，细胞内氧化还原平衡的变化，我们首先检测了细胞内

的 ROS 水平和 GSH 的含量（图 1-4）。我们发现，与对照组相比，单体处理细胞 6 h

后，细胞内的 ROS 水平显著升高（P < 0. 05）。单独用 NAC 处理细胞对 ROS 水平无

显著影响。与单体处理组相比，NAC 与单体共同处理后，ROS 水平显著降低（P < 0. 

05）。而用 NAC 与树脂单体共同处理后，总 GSH 含量和 GSH 含量与对照组无显著

差异，提示 NAC 可缓解齿科单体引起的 GSH 耗竭。 

 

 

图1-4 树脂单体和NAC对ROS水平 (A)和GSH的含量 (B-D)的影响  

（*表示与对照组相比有显著性差异，#表示与树脂单体处理组相比有显著性差

异，P<0.05，N=3）  
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如图 1-5 所示暴露于树脂后，MDA 的含量显著升高（P < 0. 05），提示细胞内有

较多脂质发生氧化，而 NAC 可以拮抗这一过程。在抗氧化酶活性水平研究中，我们

发现，单体处理后，细胞内的主要抗氧化酶的活性都发生了变化。SOD、GPx 活性

均显著低于对照组（P < 0. 05），而 CAT 的活性显著高于对照组（P < 0. 05）。NAC

可以拮抗树脂单体对细胞内抗氧化酶活性的影响。 

 

图1-5 树脂单体和  NAC 对  MDA 含量 (A)和抗氧化酶的活性 (B-D)的影响  

（*表示与对照组相比有显著性差异，#表示与树脂单体处理组相比有显著性差异，P<0.05，

N=3）  

 

4 讨论  
    在本实验中，通过 CCK-8 细胞增殖实验我们发现，树脂单体对细胞增殖呈现剂

量依赖性的抑制作用。同时，不同的单体对细胞增殖的抑制作用也不同，其中 MMA

的毒性最低，其次是 HEMA，毒性最大的是 TEGDMA，这一结果与之前的研究结果

类似[108, 109]。有学者发现，树脂单体的毒性大小，与其化学结构有关。一般来说，单
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体的疏水性越强，甲基丙烯酸聚合基团越多，细胞毒性越大。这可能是因为一方面

甲基丙烯酸基团可以导致细胞膜溶解，另一方面可以与细胞内的 GSH 直接发生加成

反应，导致细胞发生氧化应激[110, 111]。此外，我们还发现，NAC 可以有效缓解树脂

单体对细胞增殖的抑制作用，恢复细胞形态。 

    本研究结果提示树脂单体的细胞作用毒性与细胞内 ROS 的过量产生和 GSH 的

耗竭有关，这与以往学者所提出的氧化应激是树脂单体引起细胞毒性的主要机制这

一观点一致[112, 113]。GSSG 是 GSH 与 ROS 反应的产物[114]，如果细胞内过量的 ROS

与 GSH 直接反应，那么会导致 GSSG 含量的增加。然而在实验中我们发现，树脂单

体可以引起 GSH 含量的降低，但细胞内 GSSG 的含量却未发生显著变化。这提示我

们树脂单体所引起的 GSH 含量的降低，并不是由于过量的 ROS 耗竭 GSH 产生的继

发性变化，而可能是树脂单体与 GSH 发生化学反应，直接引起细胞内 GSH 的耗竭。

事实上，有学者发现，含甲基丙烯酸的牙科单体可以与 GSH 发生麦氏加成反应，生

成单体-GSH 复合物，从而导致 GSH 含量的降低[83, 84, 115]。细胞内正常含量的 ROS

对于生命活动的维持和细胞内的信号转导过程起到重要的作用。正常情况下，为了

防御氧化应激对细胞的损伤，细胞内的抗氧化防御系统可以消除过量产生的 ROS，

维持细胞内的氧化-还原动态平衡[70]。但是当细胞内最重要的非酶类抗氧化剂 GSH

被树脂单体所耗竭，抗氧化防御系统瓦解，会继发性引起细胞内 ROS 水平的升高，

进而影响细胞的增殖等生理功能。此外，过量的 ROS 可以和细胞内的生物大分子包

括 DNA、蛋白质和脂质等发生反应，导致相关分子的变性。MDA 是多不饱和脂肪

酸的发生脂质氧化作用的产物，是细胞发生氧化损伤的指标[116]。我们发现，单体处

理后细胞内 MDA 的含量显著增加，提示树脂单体确实可以引起细胞的过氧化损伤。 

    除了非酶抗氧化剂，细胞内的各种抗氧化酶通过代谢特定的 ROS 直接参与到氧

化还原平衡的维持中。本实验中，我们发现，单体处理后，细胞内 CAT 的活性明显

升高，而 SOD 和 GPx 的活性明显降低。在功能上，在 ROS 的第一步代谢中，SOD

能催化超氧化物阴离子生成过氧化氢和氧气，此后， GPx 和 CAT 可以催化过氧化

氢产生水和氧气，从而消除过量的 ROS[77, 78]。最近的一项研究发现，过氧化氢是树

脂单体处理细胞后细胞内产生的主要 ROS[89]。GPx 催化过氧化氢的反应需要 GSH 作

为底物，而树脂单体会消耗细胞内的 GSH，降低 GPx 的反应底物 GSH 的浓度，进

而限制了 GPx 的活性。升高的过氧化氢含量会反馈性引起 CAT 活性的升高，并抑制
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了 SOD 活性。NAC 可缓解树脂单体引起的细胞内 SOD、CAT 及 GPx 活性的紊乱，

维持细胞的氧化还原平衡状态。NAC 的保护作用可能主要通过一下三方面机制实现：

第一，NAC 作为一种具有强效抗氧化作用的小分子物质，能够穿过细胞膜进入细胞

内，发挥有效抗氧化作用，直接灭活细胞内过量的 ROS，维持氧化还原平衡；第二，

NAC 能够为细胞内 GSH 的合成提供巯基，促进 GSH 的合成，进而补充被树脂单体

耗竭的 GSH；第三，NAC 中的巯基可能直接与树脂单体中的甲基丙烯酰基团发生麦

氏加成反应，消耗具有毒性作用的甲基丙烯酰基团，进而缓解树脂单体对细胞的毒

害作用。 

    综上所述，我们的研究发现，尽管化学结构不同，不同的树脂单体都具有细胞

毒性。 而它们的细胞毒性与细胞氧化应激有关。树脂单体可以导致细胞中氧化应激

水平升高和抗氧化能力降低，使细胞易于受到过氧化损伤。NAC 可以缓解树脂单体

的细胞毒性作用，维持细胞的氧化还原平衡。 
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实验二、内源性凋亡通路在树脂单体引起的细

胞毒性中的作用  
 

当细胞内的烟花还原平衡被打破，细胞处于氧化应激状态时，过量的 ROS 会

攻击细胞内 DNA，蛋白质和脂质等生物大分子。其中当 DNA 损伤过于严重而无法

被修复时，会导致细胞凋亡的发生。实验一发现树脂单体可以引起细胞内 ROS 水

平的上升以及细胞内抗氧化应激系统的改变，但是这些改变是否会引起细胞凋亡的

发生目前尚不明确。由于大量文献报道称线粒体内源性凋亡通路与细胞的氧化应激

状态相关，因此本实验旨在探索树脂单体是否通过激活内源性凋亡通路导致细胞凋

亡，同时探究能否通过添加 NAC 抑制凋亡的发生。 

1 材料  

1.1 主要试剂  

Ø Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒（碧云天，中国） 
Ø Caspase-3 活性检测试剂盒（碧云天，中国） 
Ø 抗Bcl-2、Bax、p53、cleaved caspase-3、actin抗体（CST，美国） 
Ø RIPA蛋白裂解液（碧云天，中国） 
Ø PMSF蛋白酶抑制剂（碧云天，中国） 
Ø β-巯基乙醇（Sigma，美国） 
Ø 30%丙烯酰氨（碧云天，中国） 
Ø 过硫酸铵（西安化学试剂厂，中国） 
Ø Tris碱（华美，中国） 
Ø PVDF膜（Millipore，美国） 
Ø 预染蛋白Marker（碧云天，中国） 
Ø Tween-20（碧云天，中国） 
Ø ECL 发光试剂盒（碧云天，中国） 
Ø 多聚甲醛（Sigma，美国） 
Ø 苦味酸（Sigma，美国） 
Ø Triton X-100（Sigma，美国） 
Ø BAX抗体（博士德，中国） 
Ø Cytochrome C抗体（碧云天，中国） 
Ø Alexa Fluor 594 donkey-rabbit（Life，美国） 
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Ø Alexa Fluor 488 donkey-mouse（Life，美国） 
Ø DAPI（Sigma，美国） 
Ø 其余主要试剂同第一部分。 

1.2 主要仪器  

Ø 制冰机（Scotsman，意大利） 
Ø 紫外分光光度计（BioTek，美国）      
Ø 电泳仪，转膜仪（BIO-RAD，美国） 
Ø JS-860A 自动凝胶成像仪（上海培清，中国） 
Ø 激光共聚焦扫描显微镜（Olympus，日本） 
Ø FLUOVIEW Viewer图像处理软件（Olympus，日本） 
Ø 其余主要仪器同第一部分。 
 

2 方法  

2.1 细胞凋亡检测   

    细胞样品准备同实验一测试 2.4.1。各组细胞处理 24 h 后按照 Annexin V-FITC

细胞凋亡检测试剂盒说明书检测细胞凋亡情况 ： 

1) 样本前处理: 弃去细胞培养上清，用细胞刮将细胞刮下，加入 α-MEM 培养液，

收集到 1.5 mL 的 EP 管中; 

2) 1000 r/min，离心 5 min，弃去培养液； 

3) 弃去上清液，加入 195 µL Annexin V-FITC 结合液重悬细胞； 

4) 分别加入 5 µL Annexin V-FITC 染色液和 10 µL 碘化丙啶染色液，用移液器混匀； 

5) 25°C 室温下避光孵育 20 min，使用铝箔进行避光，上流式细胞仪分析。 

2.2 Caspase-3 活性检测  

    细胞样品准备同实验一测试 2.4.1。各组细胞处理 24 h 后按照 Caspase-3 活性检

测试剂盒说明书说明书进行 Caspase-3 活性的检测: 

1) 将 pNA 标准品用标准品稀释液稀释为 0、10、20、50、100 和 200 µM，每个浓

度取 100 µL 用酶标仪测定 A405，计算标准曲线。 

2) 样品测量与计算如表 1-9 所示： 
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表 1-9 Caspase-3 活性的测定步骤  

试剂名称 (µL) 空白对照 样品 

检测缓冲液 40 40 

待测样品 － 50 

裂解液 50 － 

Ac-DEVD-pNA (2 mM) 10 10 

总体积 100 100 

 

    37°C 下孵育 60 min，测定 A405，将测出的 A405（样品）扣除空白对照的 A405

得出的数值代入到标准曲线方程中，计算出样品 Caspase-3 的活性。实验样品蛋白浓

度采用 BCA 法进行蛋白定量，步骤同实验一 2.4.1。 

2.3 免疫印迹实验  
    细胞样品准备同实验一。各组细胞处理 24 h 后通过 Western blot 检测 Bcl-2、 

BAX、p53 和 Caspase-3 等凋亡相关分子的表达情况。 

2.3.1 总蛋白的提取及蛋白浓度测定  
    实验分组及细胞处理同实验一测试 2.4.1。将蛋白样品加至 1.5 mL EP 管中，根据

蛋白含量，加入 5×上样缓冲液及生理盐水至终浓度为 1×，将 EP 管在沸水中煮 5 min

使蛋白变性待用。 

2.3.2 蛋白电泳   
1) 先配制 10 %的分离胶（表 1-10），用蒸馏水封口。放置约 30 min 分离胶凝固后，

倒掉蒸馏水，用滤纸吸干，灌注 6 %的浓缩胶（表 1-11），插入 0.75 mm 的成孔

器，待浓缩胶凝固 20 至 30 min，拔出成孔器，上样； 

2) 加入足量电泳液，每孔加入 20 µL 准备好的蛋白样品，留一个泳道加入 marker； 

3) 组装好电泳仪，先在 80V 电压下电泳约 25 min 至蛋白跑至分离胶时，将电压改

为 120V。约 120 min 后，溴酚蓝刚跑到分离胶底部即可终止电泳。 
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表 1-10 10%的分离胶配方  

材料 使用量 

去离子水 1.6 mL 

30%丙烯酰胺溶液 2 mL 

1.5M Tris (pH 8.8) 1 mL 

10% SDS 0.05 mL 

过硫酸铵溶液 0.05 mL 

TEMED 2 µL 
 

表 1-10 6 %的浓缩胶配方  
材料 使用量 

去离子水 1.4 mL 

30%丙烯酰胺溶液 0.33 mL 

1.5M Tris (pH 6.8) 0.25 mL 

10% SDS  0.02 mL 

10% 过硫酸铵溶液 0.02 mL 

TEMED 2 µL 
 

2.3.2 转膜  
1) 将胶块大小的 PVDF 膜在 100 %甲醇中震荡 10 s，再用蒸馏水冲洗干净； 

2) 按照阳极-海绵-滤纸-PVDF 膜-凝胶-滤纸-海绵-阴极的顺序，组装成“三明治”的结构； 

3) 组装半干转膜仪，加入转膜缓冲液，并加入冰袋降温； 

4) 恒流模式下 200 mA 转膜约 2 h； 

5) 5％的脱脂奶粉的封闭液中待用。 

2.3.3 抗体标记及曝光   
1) 25°C 室温下，用 TBST 缓冲液清洗 3 至 4 次，每次 5 min； 

2) 根据目的蛋白的不同分子量，裁剪 PVDF 膜； 

3) 用 TBST 缓冲溶液适量稀释一抗，将配制好一抗工作液及相应 PVDF 膜放到塑料

袋中，封口，4°C 摇床孵育过夜； 

4) 次日，取出 PVDF 膜，用 TBST 缓冲液清洗 3 至 4 次，每次 5 min，用含 5％的脱

脂奶粉的封闭液适量稀释二抗，用配制好二抗工作液孵育 PVDF 膜，25°C 室温

下摇床孵育 1 h； 
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5) 取出 PVDF 膜，用 TBST 缓冲液清洗 3 至 4 次，每次 5 min； 

6) 在避光条件下, 配制发光工作液（A 液：B 液=1：1）2 mL。用滤纸吸干 PVDF

膜，滴加发光工作液，然后放置在扫描仪工作台上，启动系统，扫描仪采集图像，

用 Quantity One 软件半定量分析。 

2.4 免疫荧光实验  
    实验分组及细胞处理同实验一测试 2.4.1。各组细胞处理 24 h 后通过免疫荧光染

色检测 BAX 和 Cyto C 在细胞内的表达及分布情况。实验步骤如下： 

1) 细胞爬片：将盖玻片用浓硫酸过夜浸泡，洗净后再用无水乙醇过夜浸泡，之后高

压消毒干燥。在超净实验台内用无菌镊子将盖玻片置于 24 孔培养板孔内，每孔

放 1 片。选取第 3-6 代细胞，以 1×105/孔的密度接种，培养 1-2 天，细胞汇合至

约 80%时，按照实验分组对细胞进行处理,。24 h 后终止培养，开始免疫荧光染

色。吸弃废液，PBS 洗 3 遍，每次 3 min;  

2) 固定：细胞经 4% 多聚甲醛和 0.19%苦味酸室温下固定 30 min。PBS 洗 3 次，每

次 5 min。 

3) 通透：0.3% TritonX-100 室温通透 15 min。PBS 洗 3 次，每次 5 min。 

4) 一抗孵育：用 10%山羊血清将两种一抗 Bax（rabbit，1:200）和 Cyto C（mouse，

1:50）稀释到工作时的浓度，4°C 过夜。 

5) 二抗孵育：第二天，吸去一抗，用 PBS 洗 3 次，每次 5 min。滴加二抗工作液（用

2 %山羊血清将两种二抗 Alexa Fluor 594 donkey-rabbit，1:400 和 Alexa Fluor 488 

donkey-mouse，1:200 稀释到工作时的浓度），37°C 下避光孵育 30 min。 

6) 复染：吸去二抗，用 PBS 洗 3 次，每次 5 min。滴加 DAPI 染细胞核。置于滴有

甘油（丙三醇）的盖玻片上，封片。 

7) 分析：在激光共聚焦扫描显微镜下以20×的放大倍率，用同一曝光度观察不同组

别的细胞样本，使用 Olympus FLUOVIEW Viewer 软件采集并处理荧光照片。

蓝色代表细胞核，红色荧光代表 BAX 蛋白，绿色荧光代表 Cyto C 蛋白。 

2.5 统计学分析  
    采用 SPSS13.0 软件对实验结果进行统计学分析，使用 GraphPad Prism 6 软件绘

图，数据表现形式为均数±标准差（mean ± SD），以 one-way ANOVA 进行分析，P < 
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0.05 认为具有统计学意义。 

3 结果  

3.1 树脂单体导致细胞凋亡及 NAC 对细胞的保护作用  
不同浓度的树脂单体和 NAC 共同处理细胞 24 h 后， Annexin V-FITC/PI 双

标法检测各组细胞凋亡情况。如图 1-6 所示：暴露于树脂单体后，活细胞的百分比

呈剂量依赖性的减少（P > 0.05），早期凋亡和晚期凋亡/坏死细胞的百分比升高（P > 

0.05）。单独用 NAC 处理细胞对细胞存活情况无显著影响。与数字单体单独处理组

相比，NAC与单体共同处理细胞时可显著提高存活细胞的百分比（P > 0.05），同时

降低早期凋亡和晚期凋亡／坏死细胞的比例（P > 0.05）。 

 

图1-6 树脂单体和  NAC 对细胞凋亡和坏死的影响  
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（*表示与对照组相比有显著性差异，#表示与树脂单体处理组相比有显著性差异，P<0.05，

N=3）  

 

 

Caspase-3 在细胞凋亡的过程中起着重要的作用[117, 118]。我们发现，单体处理细

胞 24 h 后，细胞内的 Caspase-3 活性显著升高，具有统计学意义（P < 0.05；图 1-7）；

而 NAC 可以抑制 Caspase-3 的激活（P < 0.05）。 

 

 

图1-7 树脂单体和  NAC 对细胞  Caspase-3 活性的影响  

（*表示与对照组相比有显著性差异，#表示与树脂单体处理组相比有显著性差异，P<0.05，

N=3）  

 

3.2 树脂单体导致细胞发生内源性凋亡  
Bcl-2 蛋白家族在内源性凋亡通路中起着重要作用，其中 Bcl-2 和 Bax 分别具

有抑制调亡和促进调亡的作用[119]，而 p53 是内源性凋亡通路一个关键的调控分子

[120]。Western blot 实验发现，单体处理后，细胞内Bcl-2的表达水平下调（P < 0.05；

图1-8），而 Bax，p53 和激活型 Caspase-3 的表达上调（P < 0.05）。而用 NAC 与

单体共同处理细胞可以拮抗单体的上述作用。 
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图1-8 树脂单体和  NAC 对细胞内源性凋亡通路调控分子表达的影响  

（*表示与对照组相比有显著性差异，#表示与树脂单体处理组相比有显著性差异，P<0.05，

N=3）  

 

我们用细胞免疫荧光检测 Bax 和 Cyto C 蛋白表达及分布情况。如图 1-9 所

示，在对照组里，点状的 Bax 的绿色荧光出现在细胞质中，而红色的 Cyto C 出现

在线粒体里。单体处理后，Bax 的绿色荧光转移到线粒体上，而 Cyto C 的红色荧

光弥漫地分布在细胞质中。NAC 可以抑制这两种蛋白的移位。 
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图1-9 树脂单体和NAC对细胞Bax和Cyto C蛋白表达及分布情况的影响  

4 讨论  
    本实验中，我们发现，树脂单体剂量依赖性的减少存活细胞的百分比，同时增

加早期凋亡和晚期凋亡／坏死细胞的百分比。此外，树脂单体增强细胞内 Caspase-3

的活性。这些结果都与之前文献的结果相一致[121]。然而，尽管目前公认牙科单体可

以引起细胞凋亡，但具体的途径尚未完全知晓。细胞凋亡是指为维持内环境的稳态，

细胞自主的有序性死亡。细胞凋亡是一个复杂的过程，其主要表现包括细胞皱缩，

染色质浓缩和染色体DNA的降解[122]。单体引起的过量 ROS 可以攻击 DNA 分子，

导致 DNA 双链破坏，进而激活 p53 蛋白。因此，我们猜想单体引起的细胞凋亡可

能与 p53 蛋白相关。Western blot 的结果发现牙科单体处理后 p53 的表达显著增
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高，这证实了我们的猜想。p53 在内源性凋亡通路中起着重要的作用，它通过转录

依赖和转录非依赖的机制调节 Bcl-2 家族的蛋白[123]。我们发现单体下调了抑凋亡蛋

白 Bcl-2 的表达，而上调了促凋亡蛋白 Bax 的表达。同时，下游的 Caspase-3 活

性增强，激活型 Caspase-3 的表达上调。Bcl-2 家族的抑凋亡蛋白 Bcl-2 和促凋亡

蛋白凋亡蛋白Bax在内源性凋亡中起着重要的作用。细胞接受凋亡信号后，Bcl-2 家

族蛋白改变其定位和表达，引起线粒体功能障碍，Cyto C 释放和 Caspase 家族成员

的激活性，并最终导致细胞发生凋亡[124]。事实上，细胞免疫荧光检测发现，单体使 

Bax 从胞浆转移到线粒体，而 Cyto C 从线粒体转移到胞浆。综上所述，我们的研

究发现，牙科单体导致细胞发生内源性凋亡，而导致这一现象的根源是 ROS 的过

量产生。 
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实验三、树脂单体对线粒体结构和功能的影响  
 
    在实验二中，我们发现，树脂单体产生的过量 ROS 能够引起细胞发生内源性凋

亡。线粒体是内源性细胞凋亡的控制中心。那么，树脂单体处理细胞是否会引起线

粒体的结构和功能发生变化？对于这一问题，目前仍没有确切的答案。因此，在本

实验旨在以 HEMA、MMA 和 TEGDMA 为代表，探讨树脂单体对线粒体结构和功能

的影响。  

 

1 材料  

1.1 主要试剂  
Ø Mito-Cyto Buffer（普利莱，中国） 

Ø 细胞色素C ELISA试剂盒（西唐，中国） 

Ø ATP检测试剂盒（碧云天，中国） 

Ø 线粒体膜电位检测试剂盒(碧云天，中国) 

Ø 其余主要试剂同实验一和实验二。 

1.2 主要仪器  
Ø 透射电镜 JEOL JEM-1230 及成像系统（JEOL，日本） 

Ø 其余主要仪器同实验一和实验二。 

2 方法  

2.1 ATP 水平检测  
    细胞分组，胞裂解液制取同实细验一测试 2.4.1。按照分组处理细胞，24 h 后按

照 ATP 检测试剂盒说明书中步骤评价细胞内 ATP 水平: 

1) 绘制测定标准曲线: 在冰浴上，把 ATP 标准溶液用 ATP 检测裂解液稀释成 0.01、

0.03、0.1、0.3、1、3 和 10 µmol/L; 

2) 配制 ATP 检测工作液: 在冰浴上，按照 1:9 的比例用 ATP 检测试剂稀释液稀释
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ATP 检测试剂; 

3) 测定样品 ATP 浓度： 

a) 加 100 µL ATP 检测工作液到检测孔内。室温下，放置 3-5 min；  

b) 在检测孔内加 20 µL 样品或标准品，迅速混匀， 

c) 根据标准曲线计算出样品中 ATP 的浓度，根据测定样品中的蛋白浓度将 ATP 的

浓度换算成 nmol/mg 蛋白的形式。 

2.2 透射电镜观察  
    按照细验一测试 2.4.1 的分组情况对细胞进行相应处理，24 h 后常规制备透射电

镜样本，观察细胞内线粒体的超威形态 

1) 样品准备与固定: 细胞处理 24 h 后，弃掉细胞培养液，用 PBS 清洗后，胰酶消

化，终止后 800 r/min 离心 5 min，弃上清，再用 PBS 清洗 1 遍，加入 1 %锇

酸固定，4°C 固定 2-3 h； 

2) 样品脱水：4°C 下 50%的酒精处理样本 15-20 min；弃掉 50%的酒精，再用 70%

的酒精处理 15-20 min；弃掉 70 %的酒精，再用 90% 的酒精处理 15-20 min；弃

掉 90%的酒精，再用 90%乙醇和 90 %丙酮的混合液（1:1）处理 15-20 min；再

用 90% 的丙酮处理 15-20 min；最后在室温 25°C 下，用 100% 丙酮处理 3 次，

每次 15-20 min。 

3) 样品包埋：弃掉脱水液，用 100%丙酮和包埋液的混合液（2:1）在室温 25°C 下

处理样品 3-4 h；再用 100 %丙酮和包埋液的混合液（1:2）在室温 25°C 过夜；

最后用 100 %的包埋液在 37°C 下处理样品 2-3 h；  

4) 样品固化，切片与染色：37°C 下，样品在烘箱内过夜；次日，在 45°C 烘箱内干

燥 12 h，在 60°C 烘箱内干燥 48 h。用超薄切片机将样品切片，设定切片厚度为

70 nm。用 3% 醋酸铀和枸橼酸铅的混合液对样品染色。 

5) 用透射电镜观察并照相。  

2.3 胞浆细胞色素 C 检测  
    按照实验一 2.4.1 的分组情况对细胞进行相应处理，24 h 后利用 ELISA 试剂盒检

测细胞内 Cyto C 水平。具体操作步骤如下： 

1) 细胞处理 24 h 后，弃掉培养液，PBS 清洗后，胰酶消化，终止后 800 r/min 离
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心 5 min，弃上清，再用 PBS 清洗1遍，加入 Mito-Cyto Buffer，处理 5 min 后，

800 r/min 离心 5 min，收集上清（细胞质）后再次 4°C 下 1200 r/min 离心 10 

min 待用。 

2) 配制标准浓度：将标准品用稀释液稀释成以下浓度5000、2500、1250、625、312.5、

156.25、78.125、0 pg/mL，每个浓度取 0.5 mL 加入到 1.5 mL EP 管中； 

3) 分别配制洗涤液工作液，生物素化抗体工作液，酶结合物工作液和发光底物工作

液。 

4) 加样，在酶标板中分别设定空白孔、标准孔、待测样品孔。空白孔加样品稀释液 

100 µL，其余孔分别加入标准品或待测样品 100 µL，轻轻晃动混匀。用膜覆盖

酶标板，在 37°C 下孵育 90 min； 

5) 弃去孔内液体，每孔中加入生物素化抗体工作液 100 µL，再次用膜覆盖酶标板，

在 37°C 下孵育1 h； 

6) 弃去孔内液体，甩干，用洗涤液工作液洗板 3-5 次，每次浸泡 1-2 min，用吸水

纸吸干孔内液体； 

7) 每孔中加入酶结合物工作液，用膜覆盖酶标板，在 37°C 下孵育 30 min； 

8) 弃去孔内液体，甩干，用洗涤液工作液洗板 3-5 次，方法同步骤 6； 

9) 每孔中加入发光底物工作液 100 µL，用膜覆盖酶标板，在 37°C 下避光孵育 5 min； 

10) 立即用化学发光免疫分析仪测定各孔的化学发光值。 

2.4 线粒体膜电位检测  

    按照实验一 2.4.1 的分组情况对细胞进行相应处理，24 h 后按照线粒体膜电位检

测试剂盒（JC-1）说明书检测各组线粒体膜电位情况。具体操作步骤如下：  

1) 取适量 JC-1（200×），按照试剂盒说明书配制 JC-1 染色工作液。 

2) 弃去细胞培养上清，用细胞刮将细胞刮下，将其收集到 1.5 mL 的 EP 管中，1000 

r/min，离心 5 min，弃去上清； 

1) 37°C 细胞培养箱中用 JC-1 染色工作液孵育细胞 20 min； 

2) 孵育结束后，1000 r/min，离心 5 min，加入适量 JC-1 染色缓冲液（1×）重悬细

胞，1000 r/min 离心 5 min，上流式细胞仪分析。 
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2.5 统计学分析  
    采用 SPSS13.0 软件对实验结果进行统计学分析，使用 GraphPad Prism 6 软件绘

图，数据表现形式为均数±标准差（mean ± SD），以 one-way ANOVA 进行分析，P < 

0.05 认为具有统计学意义。 

3 结果  

3.1 树脂单体对线粒体结构的影响  

TEM 观察结果如图 1-10 所示显示，对照组和 NAC 处理组的细胞形态正常，线

粒体内外膜完整，线粒体嵴连续。单体处理后，部分细胞出现核边聚，核染色体固

缩等细胞凋亡的标志。同时，线粒体内外膜和线粒体嵴的完整性被破坏。用 NAC 与

树脂单体共同处理组尽管仍有少量细胞的线粒体嵴的形态一场，但线粒体内外膜完

整性得到保存。 

 

图1-10 树脂单体和  NAC 对细胞线粒体形态的影响  
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3.2 树脂单体对线粒体功能的影响  
我们发现，暴露于单体 24 h 后，细胞内的 ATP 水平明显低于对照组，且具有统

计学差异（P < 0.05；图 1-11A）。而 NAC 共处理可以恢复 ATP 水平。线粒体膜电位

的丧失是内源性凋亡通路的重要生物指标。如图所示，单体处理细胞 24 h 后，与对

照组相比，线粒体膜电位丧失的细胞比例显著增高（P < 0.05；图 1-11B），同时胞浆

中 Cyto C 的水平也显著增高（P < 0.05；图 1-11C）。用 NAC 共处理后，可以部分恢

复升高的线粒体膜电位丧失的细胞比例同时减少胞浆中 Cyto C 的水平。同时线粒体

膜结构的破坏还会导致蛋白的表达及分布情况发生改变。在实验二中我们发现，单

体处理后，原本表达在细胞质中的 Bax 转移到线粒体上，而 Cyto C 从线粒体转移

到细胞质。 

 

 

图1-11 树脂单体和  NAC 对线粒体功能的影响  

（*表示与对照组相比有显著性差异，#表示与树脂单体处理组相比有显著性差异，P<0.05，

N=3）  
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4 讨论  

在实验一及实验二中，我们发现树脂单体能够引起细胞内氧化还原平衡的破坏，

进而导致细胞发生内源性凋亡。鉴于线粒体是细胞内源性凋亡的控制中心，我们猜

想，树脂单体可能对线粒体的形态和功能也会造成损害。我们首先通过透射电镜观

察树脂单体处理后细胞和线粒体的形态，发现单体可以导致线粒体内外膜和线粒体

嵴的破坏。这一结果与之前学者的研究结果相一致。Lefeuvre等发现树脂单体

TEGDMA 可以导致线粒体的损伤[125]。线粒体是真核生物进行有氧代谢，产生 ATP 

的主要场所[126]。线粒体结构的破坏不可避免的会影响到它的功能。我们发现树脂单

体处理后，细胞内 ATP 水平明显明显降低，线粒体参与能量代谢的功能受到抑制。

线粒体内外膜结构的破坏会导致线粒体膜电位丧失。通透性升高。这一过程受到内

源性调亡途径 Bcl-2 家族蛋白的调控。促调亡亚家族成员 Bax 表达的升高会引起细

胞内 Bcl-2 与 Bax 比例的失恒，同时Bax重新分布，有细胞浆内的弥散分布状态转

变为在线粒体外膜的集中分布，进而进一步增加线粒体外膜的通透性。与 Bax 相反，

生理状态下 Cyto C 分布于线粒体内外膜间的膜间隙中，而当细胞发生内源性凋亡、

线粒体外膜通透性升高时，Cyto C 会从线粒体膜间隙释放到胞浆，进而激活 Caspase 

家族的蛋白，通过 Caspase 依赖性或 Caspase 非依赖型途径引起细胞最终发生死

亡。NAC 可能通过中和 ROS、补充 GSH 及减少活性甲基丙烯酰基团等机理拮抗

树脂单体对线粒体结构和功能的破坏，进而保护细胞。本实验证实树脂单体引起细

胞发生内源性凋亡的同时，会导致线粒体结构和功能的破坏。 
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图 1-12 树脂单体导致细胞氧化应激和细胞凋亡以及 NAC 对细胞的保护作用（RM：

树脂单体；GSH-RM: 树脂单体和谷胱甘肽的反应产物）  

 

如图 1-12 所示，结合实验一和实验二的结果，我们发现，牙科单体的细胞毒性

与细胞氧化应激有关，牙科单体可以导致细胞中氧化应激水平升高和抗氧化能力降

低，导致线粒体的结构和功能受到影响，进而激活了牙科单体内源性凋亡通路，导

致细胞凋亡的发生。而抗氧化剂 NAC 可以通过消除牙科单体产生的过量 ROS，抑制

牙科单体引起的细胞氧化应激和内源性凋亡以及其对线粒体结构和功能的破坏，从

而保护细胞。 
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第二部分、添加 NAC 对 PMMA 牙科树脂

生物相容性及机械性能的影响  

 
自凝树脂是牙科临床常用的生物医学材料。它由两部分组成的：粉剂和液剂。

其中粉剂又叫牙托粉，其主要成分是聚甲基丙烯酸甲酯（PMMA）；液剂又叫牙托

水，其主要成分甲基丙烯酸甲酯单体（MMA）。临床应用时，将二者按照商品说明

书上的比例混合均匀，通过内部的化学反应在室温下能够固化。自凝树脂主要用于

制作暂时冠桥、暂时冠桥正畸活动矫正器以及个别托盘等。 

    然而，有研究发现，在佩戴临时冠直接将自凝树脂放置在基牙上时，释放出来

树脂单体可通过牙本质小管刺激牙髓，导致牙齿敏感、牙痛等症状[127-129]。材料的生

物相容性，是其应用于临床最基本的前提条件。生物医学材料不仅需要满足临床所

需要的物理机械性能，还要保证对人体无害。因此，提高材料的生物相容性，是保

证其临床广发应用的前提。 

    上一部分中在细胞水平证实树脂单体的细胞毒性与 ROS 的过量产生有关，而

NAC 可以拮抗牙科单体的细胞毒性，保护细胞。那么在临床常用的 PMMA 树脂中

添加NAC是否能够降低材料的细胞毒性？又是否会影响材料体本身的机械性能？本

部分将对这两个问题进行回答。 
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实验四、添加 NAC 对 PMMA 牙科树脂生物相容

性的影响  
 

本实验将不同比例的 NAC 加入 PMMA 自凝树脂中，旨在探讨 NAC 对 

PMMA 自凝树脂生物相容性的影响。 

 

1 材料  

1.1 主要试剂  
Ø 自凝PMMA树脂（GC，日本） 

Ø 其余主要仪器同第一部分。 

1.2 主要仪器  

Ø 高效液相色谱仪（Shimadzu，日本） 

Ø 扫描电子显微镜（Hitachi，日本） 

Ø 其余主要仪器同第一部分。 

2 方法  

2.1 实验树脂的制备  
1) 将 NAC 用去离子水溶解，配制成 1.0 mol/L 的标准溶液，用 HEPES 缓冲液，将

NAC 标准液的 pH 调整为 7.2。 

2) 在室温 25°C 下，按厂商提供的粉液比（1.0 g：0.5 mL），先将牙托水倒入 12 孔

板，再将牙托粉缓慢倒入盛有牙托水的 12 孔板中，边倒边轻轻震荡，使粉充分

浸入牙托水中，用调拌刀混合均匀。分别树脂中加入 0、13.8、27.6、55.2 和 82.8 

µL 的 NAC 标准液，配制成含 0、0.15、0.3、0.6、0.9 wt.%NAC 的实验树脂。 

3) 在室温 25°C 下，固化 30 min 后，用去离子水冲洗。 

2.2 浸提液的制取  
    向含有树脂试件的孔穴中加入适量不含胎牛血清的 α-MEM 培养液，根据 ISO 
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10993-12:2007 标准，使树脂样品的表面积与加入 α-MEM 培养液的比为 1.25 cm2/mL。

在 37°C 下，5% CO2 的条件下孵育。24 h 后，吸取培养液，过滤除菌，加入 10%的

胎牛血清后待用。 

2.3 高效液相色谱仪（HPLC）检测  
1) 将 NAC 用去离子水溶解，配制成 2 mg/mL 的标准溶液。将标准溶液用去离子水

稀释成五个浓度梯度，分别为 1、0.8、0.6、0.4、0.2 mg/mL； 

2) 首先利用高效液相色谱仪对 NAC 梯度标准溶液进行检测，绘制 NAC 浓度与峰面

积的标准曲线。然后对含 0.9 wt.% NAC 的实验树脂浸提液（不含胎牛血清）进

行检测。流动相为甲醇+0.1 M 高氯酸钠+2%磷酸，流速 0.7 min/mL 进样体积为

20 µL，柱子型号 Inertsustain C18（5 µm, 4.6×250 mm），柱子保持 50°C； 

3) 根据标准曲线计算 0.9 wt.% NAC 的实验树脂浸提液中 NAC 的含量。 

2.4 细胞增殖实验  
    人牙髓细胞的原代培养方法同实验一。在 96 孔培养板接种细胞，细胞悬液浓度

为 5×103 个/mL，每孔 100 µL，培养约 24 h 使细胞贴壁并达到 80％融合后，弃去培

养液，用含 0、0.15、0.3、0.6 和 0.9 wt. % NAC 的实验树脂浸提液（含胎牛血清）

100 µL 培养细胞 24 h。CCK-8 检测细胞细胞增殖情况，实验步骤同实验一。根据实

验 2.3 的结果，我们计算出含 0.9 wt.% NAC 的实验树脂浸提液中 NAC 的含量约为

0.54 mM。为了观察这一浓度的 NAC 本身是否对细胞有毒性作用，我们配制了 0.54 

mM 的 NAC 溶液，用其培养细胞 24 h 后对细胞增殖情况进行检测。 

2.5 细胞粘附实验  
1) 利用模具制作直径 10 mm，厚 2 mm 的树脂片。去离子水清洗，环氧乙烷灭菌备

用； 

2) 实验树脂片置于 6 孔板中，将 hDPCs 以 5×103 个/mL 的浓度接于树脂片上，37°C、

5% CO2 的条件下培养； 

3) 24 h 后，PBS 轻轻冲洗，然后用 2.5 %戊二醛固定 24 h，乙醇梯度脱水（50%、

75%、85%、95%和 100%）； 

4) 由第四军医大学电镜中心实验室制样，并用扫描电子显微镜拍照[104]。 
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2.6 统计学分析  
    采用 SPSS13.0 软件对实验结果进行统计学分析，使用 GraphPad Prism 6 软件绘

图，数据表现形式为均数±标准差（mean ± SD），以 one-way ANOVA 进行分析，P < 

0.05 认为具有统计学意义。 

3 结果  

3.1 高效液相色谱仪定量释放的 NAC 
    图2-1分别是NAC标准溶液（0.1 mg/mL）和含有 0. 9 wt.% NAC 的实验树脂的

浸提液的代表性高效液相色谱仪结果。我们通过曲线的所对应的保留时间来识别

NAC 峰。根据标准溶液检测结果绘制 NAC 峰面积（A）与浓度（c）的标准曲线：

A＝a 27053c + 48133。根据标准曲线我们计算出含有 0. 9 wt.% NAC 树脂浸提液中

NAC的浓度为 0.54±0.02 mM。 

 

图2-1 高效液相色谱仪  
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3.2 细胞增殖实验  

CCK-8 实验结果显示，在第 3 天和第 7 天，PMMA 树脂浸提液组的存活细

胞比例显著低于对照组，并且具有统计学差异（P ＞ 0.05）。加入 NAC 的实验 

PMMA 树脂的浸提液处理细胞后，存活细胞比例显著高于对照 PMMA 树脂，且

NAC添加比例越高，细胞存活比例越高。在第 7 天，含 0.15 wt.% NAC 的实验树

脂浸提液组的细胞增殖率为 77%，是对照 PMMA 树脂组的 10 倍（P ＞ 0.05；图

2-2A）。含 0.9 wt.% NAC 的 PMMA 树脂浸提液组的细胞增殖率最高，分别在第 3 

天和第 7 天达到95.6％ 和 97.6％。而单独用 0.54 mM NAC 对细胞的细胞增殖无

明显影响（P ＞ 0.05；图2-2B）。 

 

 

图2-2 PMMA 树脂浸提液对  hDPCs 细胞增殖的抑制作用以及  NAC 对细胞的保护作用  

（不同的字母代表各组之间的差异有统计学意义，P<0.05，N=3；NS 代表无明显统计学统计

学意义） 

 

3.3 细胞粘附实验  

图2-3显示的是人牙髓细胞在培养1天时在试样表面粘附的情况。在对照 PMMA

树脂组和含 0.15 wt.％ NAC 的 PMMA 树脂组，细胞生长不良，呈圆形。当 NAC
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在 PMMA 树脂中的添加量大于等于 0.3 wt.% 时，细胞能够在实验树脂表面良好生

长，并呈现出典型的长梭形形或多角形的形态。实验 PMMA 树脂中添加的 NAC 越

多，粘附的细胞数目越多。在含 0.9 wt.％ NAC 的 PMMA 树脂组中，细胞几乎覆

盖满试件的表面。 

 

 

图2-3 hDPCs 在  PMMA 树脂试件表面粘附情况  

 

4 讨论  
    生物医学材料应用于临床最基本的前提条件，应是对人体无害，因而探讨提高

生物材料生物相容性的策略是十分必要的。 

    CCK-8 细胞增殖实验结果显示，对照 PMMA 树脂浸提液的会导致细胞的大量

死亡。在第 3 天和第 7 天，PMMA 树脂浸提液组的存活细胞比例分别为 12％ 和 

7.6%，这提示我们 PMMA 树脂具有较强的细胞毒性。这一结果与许多学者的研究

结果相一致[130-134]。在实际情况下，单体的聚合度并不能达到 100%[135, 136]，而这些

未聚合的残余单体会大量释放到口腔中，成为单体细胞毒性的最要来源。根据我们

第一部分的实验结果，MMA 等树脂单体可以导致细胞氧化应激，进而通过相关信

号通路导致细胞死亡。同时我们发现，在 NAC 可以缓解树脂单体的细胞毒性作用。

在本实验中，我们将 NAC 添加到临床常用的 PMMA 自凝树脂中，探讨 NAC 对

其细胞毒性的影响。研究发现，在 PMMA 树脂中加入 NAC 也可以显显著降低自

凝 PMMA 树脂的细胞毒性。这一研究结果与Wael等已发表的发现一致，即添加NAC
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可显著改善细胞在树脂表面的及存活情况[130]。为了进一步验证 NAC 对 PMMA 树

脂细胞毒性的保护作用，我们用扫描电镜观察了细胞在试件表面的粘附情况。与细

胞增殖实验结果类似，我们发现细胞在含 NAC 的 PMMA 树脂试件上的生长积黏

附情况显著好于对照组，且 NAC 含量越高，实验树脂表面年付的细胞密度越高，

形态越正常，在含 0.9 wt.％ NAC 的实验 PMMA 树脂试件表面，细胞几乎完全覆

盖试件。 

    我们利用高效液相色谱仪检测了含NAC的实验树脂浸提液中 NAC 的含量，发

现添加了 0. 9 wt.% NAC 的山岩树脂浸提液中NAC的浓度为 0.54 mM。根据这一结

果，我们用 0.54 mM NAC 单独培养细胞，发现这一浓度的 NAC 本身对细胞的增

殖无明显影响。这一结果提示我们，从实验 PMMA树脂中释放出的 NAC 本身并不

会促进细胞的增殖，其是通过拮抗 MMA 等树脂单体的细胞毒性进而改善细胞在实

验树脂表面的黏附及增殖情况的。 

    以上实验结果提示在自凝 PMMA 树脂中加入 NAC 可有效提高其生物相容

性。 
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实验五、添加 NAC 对 PMMA 牙科树脂机械性能的

影响  
 

有学者发现，将无机物或有机物作为添加物加入自凝树脂中，可以赋予树脂更

加优异的性能，但添加物的加入将会影响到原有树脂的机械性能。本实验旨在探讨

NAC 对 PMMA 牙科自凝树脂机械性能的影响。 

 

1 材料  

1.1 主要试剂  
Ø 同实验四。 

1.2 主要仪器  

Ø 分析天平（METTLER TOLEDO，美国） 

Ø 恒温水浴箱（长安科学仪器厂，中国） 

Ø 电子数显卡尺（桂林广陆，中国） 

Ø 干燥箱（上海市实验仪器总厂，中国） 

Ø 电子万能实验机（Shimadzu，日本） 

Ø 显微硬度仪（泰明，中国） 

Ø 三维非接触式光学表面轮廓仪（Nanovea，美国） 

Ø 不锈钢模具 

Ø 其余主要仪器同实验四。 

2 方法  

2.1 双键转化率测定   
    实验分组同实验四，在室温 25°C 下，分别测定固化 0 min、5 min、10 min、20 min, 

30 min、1 h、4 h 和 24 h 后，实验 PMMA 树脂的双键转化率。测试采用衰减全反射-

傅立叶红外光谱仪（ATR-FTIR），其仪器参数为：扫描次数为 32，分辨率为 6 cm-1,
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扫描范围是 4000-600 cm-1。测试时，将材料放置在 ATR 的测试头上并完全覆盖，扫

描其红外光谱。每组制作试件 3 个。双键转化率（DC）的计算根据材料固化前后脂

肪族 C=C 双键的峰值（位于 1638 cm－1，Absana）与芳香族 C=C 双键的峰值（位于

1608 cm－1，Absref）的比值来计算： 

 

2.2 挠曲强度(Flexual Strength, FS) 
    根据 ISO 4049:2009 标准，采用不锈钢模具，每组制作 12 个试件，试件的尺寸

为 2 mm×2 mm×25 mm。实验分组同实验四。在室温 25°C 下，固化 24 h 后用 600 目

水砂纸打磨试件各面，制成标准长方体。测量试件尺寸宽 W 和高 H (mm), 利用电子

万能实验机上进行测试（压头半径 2.0 mm，跨距 L 为 20 mm，测试速度 1 mm/min），

记录破坏力 P，试件的挠曲强度根据以下公式计算： 

 

2.3 扫描电镜观察  
    收集测试 2.2 中试件折断面干燥喷金后，用扫描电镜观测，实验方法同实验四

2.5。 

2.4 表面硬度  
    每组随机选择 5 个试件，上下表面在流水冷却下依次用 100＃ 至 2000＃ 金刚

砂砂纸打磨。去离子水清洗试件后利用显微硬度仪上测试维氏硬度值（Vickers test），

载荷 25 g、载荷时间25 s。 

2.5 表面粗糙度  
    每组随机选择 3 个试件，上下表面在流水冷却下依次 100＃ 至 2000＃ 金刚砂

砂纸打磨。去离子水清洗试件后利用三维非接触式光学轮廓仪扫描检测试件表面粗

糙度。扫描区域为 2 mm×2 mm。 

2.6 统计学分析  
    采用 SPSS13.0 软件对实验结果进行统计学分析，使用 GraphPad Prism 6 软件绘
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图，数据表现形式为均数±标准差（mean ± SD），以 one-way ANOVA 进行分析，P < 

0.05 认为具有统计学意义。 

3 结果  

3.1 添加 NAC 对 PMMA 树脂双键转化率的影响  
我们采用衰减全反射-傅立叶红外光谱仪（ATR-FTIR）检测了添加不同比例的

NAC 的 PMMA 树脂的双键转化率。结果如表2-1所示，在树脂固化的前10 min 里，

双键转化率显著增加。在 10 min 时，各组的转化率在 41.0% 到 58.8% 之间。含 

NAC 的 PMMA 树脂的转化率明显低于未加入 NAC 的对照 PMMA 树脂（P < 

0.05）。在 10 min 以后，树脂的双键转化率增加速率较慢。在 24 h时，含0.15 wt％ 

NAC 的 PMMA 树脂的转化率达到 75.2%，与不含 NAC 的对照 PMMA 树脂无

显著差异 (P > 0.05)，而含更高比例NAC的实验PMMA树脂的转化率均明显低于不含 

NAC 的对照 PMMA 树脂（P < 0.05）。 

 

表 2-1 添加不同比例的  NAC 的 PMMA 树脂转化率（不同的字母代表各组之间的差异有

统计学意义，P<0.05，N=3，mean ± SD）  

 
NAC 
(wt%) 

Degree of conversion (%) 

5 min 10 min 20 min 30 min 1 h 4 h 24 h 

0.00 33.5±1.2A 61.0±0.1A 64.9±0.6A 67.8±0.2A 71.5±0.6A 72.8±0.8A 76.5±0.2A 

0.15 27.5±0.9B 58.9±0.1A,B 62.1±0.4B 65.2±0.3B 
 

69.0±0.8B 
 

70.8±0.8 

A,B 
75.2±0.23 

A,B 
0.30 27.1±0.3B 58.3±1.1A,B,C 61.6±0.1B,C 65.6±0.5B,C 68.7±0.4B,C 70.2±1.4B,C 74.2±0.7B,C 

0.60 26.4±1.0B 56.3±1.5B,C,D 61.6±0.3B,C 64.9±0.4B,C 68.6±0.3B,C 69.3±0.3B,C 73.9±0.8B,C 

0.90 22.7±0.5C 55.0±1.5D 60.0±0.4D 63.4±0.2D 65.8±0.1D 64.9±0.3D 72.1±0.6D 

3.2 添加 NAC 对 PMMA 树脂挠曲强度，表面硬度和表面粗糙度的影响  
实验结果如图2-4所示, NAC 的添加对 PMMA 树脂的挠曲强度，表面硬度和表

面粗糙度都有影响（P < 0.05）。随着 NAC 添加量的增加，PMMA 树脂的机械强度

逐渐降低。含 0.15 wt.％ NAC 的 PMMA 树脂的挠曲强度（91.0 ± 6.2 MPa）与对

照 PMMA 树脂（95.9 ± 5.8 MPa）无明显差异（P > 0.05），而含更高比例 NAC 的

实验 PMMA 树脂的挠曲强度明显低于对照组（P < 0.05），其中含 0.9 wt.％ NAC 的 
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PMMA 树脂的挠曲强度最低（72.8 MPa，图2-4A）。如图2-4B所示，表面硬度和挠

曲强度呈相似的趋势。含 0.15 wt.％ NAC 的实验 PMMA 树脂的表面硬度与对照

组无明显差异（P > 0.05），而含 NAC 比例更高的施压 PMMA 树脂的表面硬度则

明显低于对照组（P < 0.05）。如图2-4C所示，含 0.15 wt.％ 和 0.3 wt.% NAC 的 

PMMA 树脂的表面粗糙度分别为 0.60 µm 和 0.86 µm，与对照组相比无显著性差异

（P > 0.05）。但当添加量达到 0.6 wt％时，树脂的表面粗糙度出现了明显升高（P < 

0.05）。挠曲强度测试试件折断面的扫描电镜观察如图 2-4D 所示，对照组及含 0.15 

wt.％ NAC 的实验 PMMA 树脂的断面相对平滑。然而，含 0.3 wt.% 或更比例 

NAC 的实验 PMMA 树脂的断面可见大量的气泡存在。 

 

图2-4 添加NAC对  PMMA 树脂机械性能的影响（不同的字母代表各组之间的差异有统计

学意义，P<0.05）  

 

4 讨论  
    除了良好的生物相容性，生物医学材料还需要满足临床所需要的物理机械性能，

这是保证其临床广发应用的前提[93, 137-140]。实验四已证明，添加 NAC 可以拮抗 

PMMA 树脂的细胞毒性。然而添加物有可能影响到树脂本身的机械性能。本实验通

过检测韩不同比例 NAC 的实验 PMMA 树脂的双键转化率、挠曲强度、表面硬度
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和表面粗糙度，探讨 NAC 对 PMMA 树脂机械性能的影响。双键转化率的结果显

示，PMMA 树脂的聚合呈现时间相关性。在树脂固化的前 10 min 里，双键转化率

显著增加，并达到较高的水平。这与之前学者的研究结果一致[141, 142]。在本实验中，

我们发现在 10 min 时，未添对照组的转化率最高，而随着NAC添加量的增高，树

脂的转化率逐渐降低。而在接下来的 10 min 到 24 h 这段时间内，树脂的双键转化

率速率较慢。在 24 h 时，所有树脂的转化率都超过 70%。其中，含 0.15 wt.％ NAC 

的实验 PMMA 树脂的转化率与对照组无显著差异。含更高比例 NAC 的实验 

PMMA 树脂的双键转化率显著低于对照组。造成树脂转化率下降的原因可能是 

NAC 无法与 PMMA 树脂发生聚合。 

    虽然双键转化率并非决定牙科材料的机械性能的唯一因素，但较低的转化率通

常与材料较差的机械性能相关。在本实验中，我们发现添加 NAC 会显著降低树脂

的挠曲强度和表面硬度。观察测试试件折断面我们发现，添加过多的 NAC 会导致

树脂中出现较多的气泡。这些气泡可能是未聚合的 MMA 单体或 NAC 释放后残余

的。这些气泡的存在导致树脂试件挠曲强度和表面硬度的下降。同时，当气泡存在

于树脂试件的外表面时，也会导致表面粗糙度的增加。尽管添加过多的 NAC 会影

响 PMMA 树脂的挠曲强度，表面硬度和表面粗糙度，但 NAC 的添加比例相对较

低时时，其对树脂的机械性能的影响较小。比如含 0.15 wt％ 和 0.3 w％ NAC 的

PMMA树脂的挠曲强度分别是 91.0 MPa 和 83.3 MPa，均高于 ISO 关于自凝牙科

修复材料的标准（80 MPa）。尽管 ISO 关于材料的表面硬度无明确的标准，但我们

发现，含 0.15 w％ NAC 的 PMMA 树脂的表面硬度与对照组无明显差异。此外含 

0.15 w％ NAC 的 PMMA 树脂的表面粗糙度为 0.60 µm。根据文献的报道表面粗糙

度低于 0.75 µm 就可以被认为是光滑表面，可以用来作为牙科修复材料[143, 144]。 

    总而言之，虽然加入过多的 NAC 会影响 PMMA 树脂的机械性能，但限制 

NAC 的添加量在 0.15 w％ 既可以提高树脂的生物相容性，同时不显著影响其机械

性能。 
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第三部分、Nrf2 信号通路在缓解牙科单体

细胞毒性的作用研究  

    在第一部分，我们在细胞水平证实尽管不同的树脂单体的化学结构不同，但它

们的细胞毒性都与 ROS 的过量产生有关，NAC 可以拮抗树脂单体的细胞毒性。 

    以往关于树脂单体细胞毒性作用机制的研究，多集中于其所引起的细胞内 ROS

的过量产生以及细胞的过氧化损伤，而很少有学者关注细胞暴露于数字单体后，其

自我防御系统的变化。氧化应激是众多疾病发生的病理生理基础。Nrf2 信号通路是

机体针对过氧化损伤最重要的机制[145]。目前关于 Nrf2 信号通路与树脂单体的细胞

毒性关系的研究较少，但大量研究显示，Nrf2 信号通路在多种氧化应激相关疾病的

发生和发展之中发挥关键作用。因此，本部分实验的目的是探讨 Nrf2 通路对树脂单

体细胞毒性的影响，并以此为基础为改善树脂基牙科修复材料治疗效果提供理论及

实验依据。 
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实验六、干预 Nrf2 信号通路对牙科单体的细胞毒性

及氧化应激的影响  
 

在第一部分中我们证实细胞暴露于树脂单体后，主要的抗氧化酶 SOD，GPx 和

CAT 的活性都发生了相应的改变，而它们都是由 Nrf2 信号通路调控的。这提示我们，

细胞暴露于树脂单体后，出于自我保护机制其抗氧化防御系统可能被激活，通过促

进一系列抗氧化酶的表达。本实验的目的是探讨通过药物上调 Nrf2 信号通路的表达

后单体毒性以及抗氧化系统的变化。  

1 材料  

1.1 主要试剂  
Ø 特丁基对苯二酚（tBHQ）（Sigma，美国） 

Ø 其余试剂同第一部分 

1.2 主要仪器  

Ø 同第一部分 

2 方法  

2.1 CCK-8 实验  
将浓度为 5×103 个/mL 的 hDPCs 接种于 96 孔培养板接种细胞，每孔 100 

µL，培养约 24 h 使细胞贴壁并达到 80％ 融合。实验分组如表3-1所示： 

表 3-1 CCK-8 实验分组  

对照组 实验组 1 实验组 2 

－ 1 mM HEMA 1 mM HEMA +10 µM tBHQ 

 

弃去培养液后，每孔加入 100 µL 相应的细胞培养液培养细胞 24 h。CCK-8检

测细胞细胞增殖情况，实验步骤同实验一。 
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2.2 细胞内 ROS 水平检测   
用胰酶常规消化 hDPCs，以 5×104 个/mL 的悬液浓度接种于 6 孔培养板细胞，每

孔 1.5 mL，培养约 24 h 使细胞贴壁并达到 80%融合。实验分组同实验六测试 2.1，

实验方法同第一部分实验一测试 2.3。 

2.3 细胞凋亡检测   
细胞样品准备和实验分组同实验六测试 2.1，实验方法同第一部分实验二 2.1。 

2.4 各种生化指标检测   

2.4.1 还原型氧化型谷胱甘肽（GSH）检测   
细胞样品准备和实验分组同实验六测试 2.1，实验方法同第一部分实验一测试

2.4.2。 

2.4.2 氧化物歧化酶（SOD）检测   
细胞样品准备和实验分组同实验六测试 2.1，实验方法同第一部分实验一测试

2.4.3。 

2.4.3 谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）检测  
细胞样品准备和实验分组同实验六测试 2.1，实验方法同第一部分实验一测试 2.4.4. 

2.4.4 过氧化物酶（CAT）检测  
细胞样品准备和实验分组同实验六测试 2.1，实验方法同第一部分实验一测试

2.4.5。 

2.5 数据统计分析   
    采用 SPSS13.0 软件对实验结果进行统计学分析，使用 GraphPad Prism 6 软件绘

图，数据表现形式为均数±标准差（mean ± SD），以 one-way ANOVA 进行分析，P < 

0.05 认为具有统计学意义。 

3 结果  
我们采用 Nrf2 信号通路的激活剂 tBHQ 和树脂单体共同处理细胞 24 h 后 

CCK-8 法检测细胞增殖。结果如图3-1所示，树脂单体 HEMA 对 hDPCs 的增殖具

有明显的抑制作用（P < 0. 05），而 tBHQ 对树脂单体的细胞毒性有明显的拮抗作用。 
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图3-1 tBHQ对树脂单体细胞毒性有明显的拮抗作用  

（*表示与对照组相比有显著性差异，#表示与树脂单体处理组相比有显著性差异，P<0.05，

N=3）  

 

为明确细胞中氧化应激水平和抗氧化防御系统情况，我们分别检测了细胞内 

ROS 水平，GSH 含量以及抗氧化酶 SOD、GPx 和 CAT 的活性。实验结果如图3-2

和3-3所示，使用 tBHQ 和树脂单体共同培养细胞，会使升高的 ROS 水平和 CAT 

活性降低，同时使 GSH 的含量以及 SOD 和 GPx 的活性基本恢复到对照组的水

平。 

 

 

图3-2 暴露于 tBHQ和树脂单体的细胞内ROS水平（A）和GSH含量（B）  

（*表示与对照组相比有显著性差异，#表示与树脂单体处理组相比有显著性差异，P<0.05，
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N=3）  

 

 

 

图3-3 暴露于 tBHQ和树脂单体的细胞内抗氧化酶的活性（A. SOD; B.GPx; C.CAT）  

（*表示与对照组相比有显著性差异，#表示与树脂单体处理组相比有显著性差异，P<0.05，

N=3）  

 

4 讨论  
    通过第一部分实验我们发现，树脂单体可以导致细胞内发生氧化应激，并引起

GPx、CAT 和 SOD 等一系列抗氧化酶的活性发生变化。抗氧化酶 SOD、GPx 和 

CAT 都是由 Nrf2 信号通路调控的[146]。Nrf2 信号通路在细胞的抗氧化系统中发挥

着重要的核心作用。当细胞发生氧化应激时，Keap1 与 Nrf2 发生解偶联，在多种

蛋白激酶的磷酸化作用下，Nrf2 进入细胞核中与下游靶基因中的 ARE 发生结合，

诱导下游的 GCL、SOD、CAT、GPx、HO-1、NQO1、GST 等一系列对过氧化损伤



第四军医大学博士学位论文 

-83- 

和亲电物质毒性具有保护作用的酶类发生转录和表达，促进细胞对ROS的灭活和外

源性亲电化合物的清除，缓解这些物质引起的细胞毒性作用。 

    本实验为了探讨 Nrf2 信号通路的表达改变后，单体对抗氧化系统的影响，我

们采用 Nrf2 信号通的激活剂 tBHQ 上调干预 Nrf2 信号通路的表达，检测牙科单

体处理细胞后细胞中氧化应激水平和抗氧化防御系统情况。我们发现，上调 Nrf2 的

表达可增加细胞的抗氧化能力，有效减轻牙科单体引起的细胞损伤。其机制可能是 

Nrf2 的高表达增强了下游抗氧化酶 SOD、GPx 和 CAT 的活性，催化过量产生的

ROS 转化为其它对细胞无害的产物。事实上，大量的研究发现通过段激活 Nrf2 信

号通路，可以在多种细胞、组织或器官中发挥重要的保护作用[148-150]。 

    综上所述，我们的研究首次发现，通过药物上调 Nrf2 信号通路的表达可以缓

解牙科单体的毒性作用，这为提高牙科树脂材料的生物相容性提供了新的策略。 
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实验七、上调 Nrf2 信号通路对牙科单体引起的内源

性凋亡的影响  
 

根据第三部分实验六，我们发现，通过药物上调 Nrf2 信号通路的表达可以保护

细胞，缓解树脂单体引起的氧化应激。细胞内过量的 ROS 可以和细胞内的生物大分

子包括 DNA、蛋白质和脂质等发生反应，导致相关分子的变性，进而导致细胞凋亡

的发生。本实验的目的是探讨通过药物上调 Nrf2 信号通路能否缓解树脂单体引起的

细胞内源性凋亡。 

1 材料  

1.1 主要试剂  
Ø Total RNA Extractor（Trizol）（生工，中国） 

Ø 异丙醇（富宇，中国） 

Ø M-MuLV第一链cDNA合成试剂盒（生工，中国） 

Ø Green-2-go MasterMix PCR试剂盒（生工，中国） 

Ø 其余主要试剂同第一部分。 

1.2 主要仪器  
Ø 去离子水过滤仪（9Millipore，美国） 

Ø 高速离心机（Eppendorf，德国） 

Ø 制冰机（Scotsman，意大利） 

Ø 紫外分光光度计（BioTek，美国） 

Ø CFX-96实时定量PCR仪（BIO-RAD，美国） 

Ø 其余主要仪器同第一部分。 

2 方法  

2.1 RT-PCR 
细胞样品准备和实验分组同实验六测试2.1。各组细胞处理  24 h 后进行 
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RT-PCR 实验，检测内源性凋亡相关分子的转录情况。 

2.1.1 总 RNA 提取   
1) 将细胞接种至 6 孔培养板内培养，细胞汇合至 90% 以上时提取总 RNA； 

2) 吸弃废液，PBS 轻轻洗涤 2 遍； 

3) 每孔加入 1 mL Trizol，摇匀，盖上培养板盖子，室温25°C下消化 5-6 min； 

4) 使用移液枪吹打，将细胞裂解物从孔底吹打至也体内，将全部液体转移至 1.5 mL

无 RNA 酶 EP 管中； 

5) 每管内加入 0.2 mL 氯仿，盖上 EP 管，用手剧烈震摇 15 s，室温下静置 5 min，

可见分层； 

6) 使用高速离心机，4°C、12000 g/min 离心15 min，可见 RNA、DNA、蛋白质三

层分层； 

7) 小心收集上层 RNA，移至另一 1.5 mL 无酶 EP 管中，收集时若混入中间层 

DNA 或下层蛋白质则弃置； 

8) 加入与收集的 RNA 等体积的异丙醇，盖上盖子混匀后，-20°C 下静置 1 h； 

9) 4°C、12000 g/min 离心10 min，管底一侧可见 RNA 沉淀； 

10) 倒弃上清，每管加入 500 µL 4°C预冷的 DEPC 水配制的 75%乙醇，食指轻弹管

底使RNA沉淀悬浮，洗涤沉淀； 

11) 4°C、12000 g/min 离心 5 min，管底一侧可见 RNA 沉淀； 

12) 吸弃上清，将沉淀暴露在空气中干燥 5°C 7 min，直至可见沉淀边缘趋于透明即

可； 

13) 加入 30µL DEPC 水，置于56°C恒温水浴中溶解约 10 min，取 4 µL 使用分光

光度计测定RNA浓度、纯度，其余置于冰浴备用或置于 -80°C 保存。 

2.1.2 总 RNA 浓度、纯度测定  
    提取的细胞总 RNA 及本底 DEPC 水置于冰浴，使用无 RNA 酶移液枪头移

液，每个样品测定 2 次×2 µL，本底为 4 次×2 µL。使用 BioTek Gen5 软件操作紫

外分光光度计自动测定样品，软件批处理功能自动将记录、处理结果并生成 Excel 表

格。本实验中认为 260/280 值处于 1.8 至 2.0 间为正常，RNA 浓度取 2 次重复

测量的平均值。 
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2.1.3 反转录  
    采用生工 M-MuLV 第一链 cDNA 合成试剂盒进行反转录，步骤如下： 

1) 在冰浴的无 RNA 酶 0.2mL EP 管中加入不多于 5 µg 总 RNA、随机六合引物

（0.2 µg/µL）1 µL，并用 RNase Free H2O 定容至 12 µL； 

2) 混匀后离心 3-5 s，65°C 恒温水浴中反应 5 min，取出后冰浴 30 s，再离心 3 至

5 s； 

3) 试管置于冰浴，加入 5× Reaction Buffer 4 µL、RNase Inhibitor（20 U/µL）1 µL、

dNTP Mix（10 mmol/L）2 µL、M-MuLVRT（200 U/µL）1 µL，混匀后离心 3-5 s，

反应体系共 20 µL； 

4) 使用PCR仪按以下程序进行反转录反应：25°C 10 min、42°C 30-60 min、70°C 10 

min； 

5) 反应产物置于冰浴备用，或置于 -20°C 保存。 

2.1.4 实时定量 PCR（RT-PCR）  
引物序列如表3-2所示： 
 

表 3-2 引物序列  
Gene Primer sequence 

NRF2 Forward: 5’-CTTGGCCTCAGTGATTCTGAAGTG-3’ 

Reverse: 5’-CCTGAGATGGTGACAAGGGTTGTA-3’ 

BCL-2 Forward: 5’-CCTGTGGATGACTGAGTACCTGAAC-3’ 

Reverse: 5’-CAGAGTCTTCAGAGACAGCCAGGA-3’ 

BAX Forward: 5’-CAGGATGCGTCCACCAAGAA-3’ 

Reverse: 5’-GCAAAGTAGAAGAGGGCAACCAC-3’ 

CASPASE-3 Forward: 5’-GGAGCAGCTTTGTGTGTGTGATTC-3’  

Reverse: 5′-TCCATCCTTTGACTCTGCTCATGG-3′ 

ACTIN Forward: 5’-AGGGTGTGATGGTGGGAA-3’ 

 Reverse: 5′-CATCTGCTGGAAGGTGGA-3’ 

 

    采用生 Green-2-go MasterMix PCR 试剂盒进行实时定量 PCR 实验，反应体系

为 20 µL，包括以下试剂： 
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Green-2-go MasterMix 10 µL、上游引物 0.2-0.4 µL（100-200 nM）、下游引物0.2至0.4 

µL（100至200 nM）、模板cDNA≤500ng（根据cDNA浓度可变）、RNase-Free H2O（补

至20µL）。 

反应条件为：酶激活，95°C、3 min，1个循环；变性，95°C、3 s，退火、延伸，60°C、

20 s，两者共40个循环。 

2.2 细胞凋亡检测   
细胞样品准备和实验分组同实验六测试 2.1，实验方法同第一部分实验一测试

2.1。 

2.3 Caspase-3 活性检测  
    实验分组同实验六测试 2.1。实验方法同第一部分实验二 2.2。 

2.4 线粒体膜电位检测  
    实验分组同实验六测试 2.1。实验方法同第一部分实验二 2.2。 

2.4 胞浆细胞色素 C 检测  
    实验分组同实验六测试 2.1。实验方法同第一部分实验二 2.2。 

2.5 统计学分析  
采用 SPSS13.0 软件对实验结果进行统计学分析，使用 GraphPad Prism 6 软件绘

图，数据表现形式为均数±标准差（mean ± SD），以 one-way ANOVA 进行分析，P < 

0.05 认为具有统计学意义。 

 

3 结果  
如图3-3所示，使用 tBHQ 和树脂单体 HEMA 共同培养细胞，会使下降的活细

胞的比例显著上升（P < 0.05），同时显著减少晚期凋亡的细胞比例（P < 0.05） 
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图3-3 暴露于 tBHQ和树脂单体的细胞凋亡和坏死（*表示与对照组相比有显著性差异，#

表示与树脂单体处理组相比有显著性差异，P<0.05，N=3）  

 

    RT-PCR 实验结果如图3-4所示，tBHQ 会使下降的 BCL-2 基因 mRNA 的水平

基本恢复到对照组的水平（P > 0.05）。同时使增高的 BAX 和 CASPASE-3 基因 

mRNA 的水平下降，此外 tBHQ 可以显著使 NRF2 基因表达水平上升（P < 0.05）。 

 

图3-4 暴露于 tBHQ和树脂单体的细胞内相关基因的表达（*表示与对照组相比有显著性差

异，#表示与树脂单体处理组相比有显著性差异，P<0.05，N=3）  
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如图3-5所示，我们还发现牙科单体处理细胞后会导致 Caspase-3 的活性，MMP 

丧失细胞所占的百分比以及胞浆中 Cyto C 的含量增高（P < 0.05），而tBHQ会使拮

抗牙科单体导致的变化（P < 0.05）。 

 
图3-4 暴露于 tBHQ和树脂单体的细胞内Caspase-3 的活性（A）MMP 丧失细胞所占比例

（B）以及胞浆中  Cyto C 的含量（C）（*表示与对照组相比有显著性差异，#表示与树脂

单体处理组相比有显著性差异，P<0.05，N=3）  

4 讨论  
实验六发现，上调 Nrf2 的表达可增加细胞的抗氧化能力，使过量产生的 ROS

发生转化为对细胞无害的物质，有效减轻牙科单体引起的细胞损伤。根据第一部分

的实验，我们发现牙科单体在细胞内产生的过量 ROS 会导致内源性凋亡。本实验

的目的是探讨通过上调 Nrf2 信号通路的表达对牙科单体引起的细胞内源性凋亡的

影响。我们发现，Nrf2 信号通的激活剂 tBHQ 处理细胞后，活细胞的比例显著上升

而晚期凋亡的细胞显著减少。同时，RT-PCR 实验结果显示，tBHQ 可以显著使 NRF2 

基因表达水平上升，同时提高了具有抑制凋亡作用的 BCL-2 基因的表达，降低了具

有促进凋亡的 BAX 基因以及下游 CASPASE-3 基因的表达，同时降低了Caspase-3
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的活性，MMP 丧失细胞所占的百分比以及胞浆中 Cyto C 的含量，从而抑制细胞内

源性凋亡的发生。 

    综上所述，我们的研究首次发现，通过人为手段上调 Nrf2 信号通路的表达可

以抑制牙科单体导致的细胞内源性凋亡。 
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小     结  
 

 

树脂基材料是目前口腔临床工作中最常用、最重要的一类材料。已有许多学者

证实，常用的牙科单体都具有细胞毒性，而单体诱导的细胞内氧化应激是其细胞毒

性的重要机理之一。 

Nrf2 信号通路是细胞对抗氧化损伤的主要通路。细胞的氧化应激可激活该通

路，使 Nrf2 与胞浆伴侣蛋白 Keap1 解偶联，在多种蛋白激酶的磷酸化作用下，Nrf2

进入细胞核中与抗氧化反应元件 ARE 的 DNA 序列结合，诱导下游的抗氧化酶转

录和表达，发挥强大的抗氧化作用，促进对细胞内的 ROS 灭活，恢复体内氧化-抗

氧化平衡，缓解这些物质引起的细胞毒性作用。 

本课题首先以常用的牙科单体 HEMA、MMA 和 TEGDMA 为研究对象，比较

了它们的细胞毒性，同时在细胞水平探索其细胞毒性的可能机制，在此基础上，初

步探讨了添加抗氧化剂或人为干预 Nrf2 信号通路表达对单体毒性可能的拮抗作

用，得到以下结论： 

    1. 牙科单体的细胞毒性与细胞氧化应激有关，牙科单体可以导致细胞中氧化应

激水平升高和抗氧化能力降低，导致线粒体的结构和功能受到影响，进而激活了牙

科单体内源性凋亡通路，导致细胞凋亡的发生。 

    2. 抗氧化剂 NAC 可以通过消除牙科单体产生的过量 ROS，抑制牙科单体引起

的细胞氧化应激和内源性凋亡以及其对线粒体结构和功能的破坏，从而保护细胞。 

    3. 添加 NAC 可以拮抗 PMMA 树脂的细胞毒性。虽然加入过多的 NAC 会影响

PMMA 树脂的机械性能，但限制 NAC 的添加量在 0.15 wt.％既可以提高树脂的生物

相容性，同时不显著影响其机械性能，从而提供一种有效的提高 PMMA 树脂生物相

容性的方法。 

4.通过药物上调 Nrf2 信号通路可以抑制牙科单体导致的细胞内源性凋亡。 

本研究发现在细胞水平牙科单体可以引起细胞内氧化应激，进而激活内源性凋

亡通路，导致细胞凋亡，利用抗氧化剂 NAC 可以拮抗牙科单体的细胞毒性。在 PMMA

树脂中限制 NAC 的添加量提高树脂的生物相容性，同时不显著影响其机械性能。Nrf2
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信号通路通路可作为一个新的分子靶点用以提高牙科树脂材料的生物相容性。 
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