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文题释义： 

牙科烤瓷合金：用于制作金属烤瓷修复体的合金材料，以金属合金作为基底，将牙科陶瓷材料在高温下熔附

于金属表面。这些合金材料包括镍铬合金、钴铬合金、纯钛烤瓷合金、钯基合金、金铂合金等。 

Caspase 家族：是凋亡信号通路上一组重要的信号分子，大致可分为 3类：第一类为凋亡启动因子，是凋亡

信号通路中的上游信号分子，包括 Caspase-2、Caspase-8、Caspase-9、Caspase-10等，它们能在特定情

况下活化，还能够识别和激活信号通路中位于其下游的信号分子；第二类为凋亡执行因子，在凋亡信号转导

通路的下游，包括 Caspase-3、Caspase-6和 Caspase-7等，它们能够作用于一些特异性的底物，最终导致

细胞凋亡；第三类为炎症介导因子，包括 Caspase-1、Caspase-4、Caspase-5和 Caspase-11 等，这些分

子能够介导炎症反应并在诱导细胞凋亡时起辅助作用。 

 

摘要 

背景：有研究证实，牙科烤瓷合金具有不同程度的细胞毒性，可导致细胞凋亡，但以往关于牙科烤瓷合金引

起细胞凋亡的研究多采用体外实验，无法很好地模拟口腔环境。 

目的：观察牙科烤瓷合金对金黄地鼠颊囊黏膜中凋亡相关蛋白表达的影响。 

方法：取 60-70 d龄雄性金黄地鼠 36只(北京维通利华实验动物技术有限公司提供)，随机分 6组，分别在颊

囊黏膜表面缝合固定镍铬烤瓷合金、钴铬烤瓷合金、纯钛烤瓷合金、钯基烤瓷合金、金铂烤瓷合金及聚丙烯(阴

性对照)。固定 14，28 d，切取与试件接触的颊囊黏膜，Western Blot 检测黏膜细胞中 Caspase-3、Caspase-8、

Caspase-9蛋白表达情况。 

结果与结论：①固定 14，28 d时，金铂烤瓷合金组 Caspase-3蛋白表达量与阴性对照组比较无明显差异(P > 

0.05)，其余 4种烤瓷合金组 Caspase-3蛋白表达量高于阴性对照组(P < 0.05)；②固定 14 d时，各烤瓷合金

组 Caspase-8 蛋白表达量均高于阴性对照组(P < 0.05)；固定 28 d 时，镍铬烤瓷合金组、钯基烤瓷合金组

Caspase-8蛋白表达量高于阴性对照组(P < 0.05)，其余烤瓷合金组 Caspase-3蛋白表达量与阴性对照组比

较无明显差异(P > 0.05)；③固定 14 d时，各烤瓷合金组 Caspase-9蛋白表达量均高于阴性对照组(P < 0.05)；

固定 28 d时，钴铬合金组 Caspase-9蛋白表达量与阴性对照组比较无明显差异(P > 0.05)，其余烤瓷合金组

Caspase-9蛋白表达量均高于阴性对照组(P < 0.05)；④结果表明，5种牙科烤瓷合金均不同程度引起凋亡相

关信号分子的表达增加。 
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牙科烤瓷合金致金黄地鼠颊囊黏膜细胞凋亡相关蛋白表达增加 
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结论： 
5 种牙科烤瓷合金均不同程度引起凋亡相关信号分子的表达增加。 
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Abstract 

BACKGROUND: Dental porcelain alloys hold different levels of cytotoxicity, which can lead to cell apoptosis. However, the in vitro researches 

on dental ceramic alloy causing apoptosis are mainly conducted, in which the oral environment cannot be simulated well.  

OBJECTIVE: To investigate the effects of dental ceramic alloys on apoptotic protein expression in the oral buccal mucosa of golden 

hamsters.  

METHODS: Thirty-six 60-70-day-old male golden hamsters provided by Beijing Vital River Laboratory Animal Technology Co., Ltd. were 

randomly divided into six groups. Five kinds of dental ceramic alloys (nickel-chromium, cobalt chromium, CPTi, palladium based and 

gold-platinum alloys) and polypropylene (negative control) were fixed on the oral mucosa of golden hamsters in corresponding groups. The 

mucosae contacting with the specimens were removed at 14 and 28 days, respectively. The protein expression levels of Caspase-3, 

Caspase-8, and Caspase-9 in the buccal mucosa were detected by western blot assay.  

RESULTS AND CONCLUSION: (1) At 14 and 28 days of fixation, there was no significant difference in the Caspase-3 protein level between 

gold-platinum alloy group and negative control groups (P > 0.05), and the level of Caspase-3 protein in the remaining four groups was 

significantly higher than that in the negative control group (P < 0.05). (2) At 14 days, the Caspase-8 protein level in each group was 

significantly higher than that in the negative control group (P < 0.05). After 28 days of fixation, the protein level of Caspase-8 in the 

nickel-chromium and palladium group was higher than that in the negative control group (P < 0.05), while the protein level of Caspase-8 in the 

other groups was not significantly different from that in the negative control group (P > 0.05). (3) At 14 days, the Caspase-9 protein level in 

each group was higher than that in the negative control group (P < 0.05). At 28 days, there was no significant difference in the Caspase-9 

protein level between cobalt-chromium and negative control groups (P > 0.05), while the Caspase-9 protein level in the remaining groups was 

higher than that in the negative control group (P < 0.05). These results indicate that the use of five dental alloys can upregulate the levels of 

apoptosis-related signal molecules to different degrees.  

Subject headings: Metal Ceramic Alloys; Apoptosis; Dipodomys; Tissue Engineering   

Funding: the National Natural Science Foundation of China, No. 81641158 (to CH); the Natural Science Foundation of Fujian Province, No. 

2016J01354 (to CH) 

 

0  引言  Introduction 

在目前的口腔修复临床工作中，牙科烤瓷合金仍然被

广泛应用。然而有研究证实，牙科烤瓷合金具有不同程度

的细胞毒性，会导致细胞凋亡[1-5]。但以往关于牙科烤瓷合

金引起细胞凋亡的研究多采用体外实验，体外实验虽较容

易控制，但无法充分地模拟口腔环境。相反，体内实验则

能够更好地模拟牙科合金在患者口腔环境中与宿主机体互

相作用的情况。 

鉴于细胞发生凋亡时，Caspase家族，全称为半胱氨

酸天冬氨酸特异性蛋白酶 (cysteinyl aspartate specific 

proteinase，Caspase)是凋亡信号通路上一组重要的信号

分子[6]。因此该研究采用Western blot方法检测当牙科烤瓷

合金作用于金黄地鼠颊囊黏膜上皮细胞时，凋亡相关分子

Caspase-3、Caspase-8、Caspase-9的蛋白表达情况，在

分子水平上探究牙科烤瓷合金与细胞凋亡的关系。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  随机对照动物实验。 

1.2  时间及地点  实验于2015年6月至2017年6月在福建

医科大学口腔医学院完成。 

1.3  材料  

实验动物：60-70 d龄雄性金黄地鼠36只，SPF级，购

自北京维通利华实验动物技术有限公司。 

实验主要材料：镍铬烤瓷合金(美国AalbaDent公司)；

钴铬烤瓷合金 (德国Bego公司 )；纯钛烤瓷合金 (德国

Dentaurum公司)；钯基烤瓷合金(德国HeraeusKulzer公

司)；金铂烤瓷合金(瑞典Alldental公司)；聚丙烯(福建联合

石油化工有限公司)。 

实验主要试剂和仪器：BCA蛋白浓度测定试剂盒、

RIPA裂解液(中国碧云天生物技术研究)；PVDF膜(美国

MILLIPORE公司)；β-actin小鼠单克隆抗体、Caspase-3

兔抗小鼠多克隆抗体、Caspase-8兔抗小鼠多克隆抗体、

Caspase-9兔抗小鼠多克隆抗体(美国Abcam公司)；HRP

标记山羊抗鼠抗体、HRP标记山羊抗兔抗(美国Thermo 

Scientific公司)；高速冷冻离心机(日本日立工机有限公司)；

滤光片型酶标仪、凝胶成像仪(美国Bio-Rad公司)；蛋白电

泳-电转系统(中国凯元公司)； 

1.4  实验方法 

1.4.1  试件的制备  用铸造蜡制作直径为5.1 mm、厚度为

1.2 mm的带柄圆片状蜡型，并在每个蜡型的直径3等份处

穿2个直径< 1 mm的小孔。将前述5种合金按照烤瓷合金铸

造要求铸造。将铸造完成的试件表面喷砂，然后经碳化硅

砂纸逐号抛光，以柱状金刚砂磨头打磨外周及边缘，硅胶

磨头将边缘抛光圆钝，布轮抛光，得到直径5 mm、厚度  

0.5 mm的试件[7]。选用聚丙烯材料作为阴性对照材料，将

其制作成直径5.0 mm、厚度0.5 mm圆片状试件[8]，见图1，

2，用金刚砂车针在其直径3等份处打2个小孔，再对试件

表面进行抛光，使之表面光滑且边缘圆钝。将所有实验所

需试件用体积分数95%乙醇和超纯水分别超声清洗30 min，

烘干后将所有实验组烤瓷合金试件于121.3 ℃高压蒸汽灭
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菌20 min。阴性对照组试件用碘伏浸渍后，紫外线照射消

毒2 h后备用。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.2  实验分组及动物模型构建    

实验分组：按照随机数字表将36只金黄地鼠分为6组，

每组6只。1-5组为实验组，对应镍铬烤瓷合金、钴铬烤瓷

合金、纯钛烤瓷合金、钯基烤瓷合金、金铂烤瓷合金，分

别编号为Ni、Co、Ti、Pd、Au；第6组用于阴性对照，编

号为NC。实验前1周使动物适应环境。术前禁食8 h，以避

免进行手术操作时金黄地鼠颊囊内贮存大量食物。 

模型制作：对金黄地鼠用置有异氟醚棉球的密闭容器

进行吸入诱导麻醉，再用3%戊巴比妥钠生理盐水溶液按照 

60 mg/kg剂量对金黄地鼠行腹腔注射麻醉。用碘伏将金黄

地鼠口腔由外而内进行消毒后，常规铺巾，然后将其颊囊

牵出，对欲进行实验的颊囊黏膜表面用体积分数75%医用

乙醇消毒，用医用5-0缝合丝线将烤瓷合金试件及阴性对照

组试件进行缝合固定，使试件固定在黏膜表面，缝合力量

以使试件紧密贴合黏膜表面且黏膜表面不受压迫、无卷曲

折叠为宜，见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

术后处理：术后清醒之前，将金黄地鼠平放于饲养笼

中，仔细观察其呼吸、心脏搏动情况，待其麻醉完全清醒

禁食4 h，而后给予正常饮食。 

标本获取：试件缝合固定14，28 d后，对实验动物口

外碘伏消毒，将其颊囊牵出，暴露试件，将试件接触组织

及周围的黏膜用体积分数75%医用乙醇棉球清洁消毒，牵

起试件，切取固定试件的颊囊黏膜及其周围黏膜组织且拆

除试件，见图4。将组织置于-80 ℃冰箱保存。 

 

 

 

 

 

 

 

1.5  主要观察指标  将组织在液氮保护下研磨成粉末状，

加入适量RIPA裂解液，按照Western Blot常规实验步骤进

行总蛋白提取、蛋白浓度测定、电泳、转膜、蛋白封闭、

一抗孵育、二抗标记、显影曝光成像。用Image J灰度值测

量软件测量上述实验步骤后得到的各组蛋白条带灰度值，

并计算各组细胞中Caspase-3、Caspase-8与Caspase-9

蛋白相对于内参β-actin的相对表达量。相对表达量=目的蛋

白灰度值/内参蛋白灰度值。 

1.6  统计学分析  结果以x
_

±s表示，采用SPSS 19.0统计

软件进行数据分析。结果采用重复测量方差分析及最小显

著差异(least significant difference，LSD-t )检验。检验水

准为α=0.05。 

 

2  结果  Results  

各实验组内参β-actin及Caspase-3、Caspase-8及

Caspase-9的Western blot结果条带，见图5所示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Caspase-3蛋白的相对表达量，见表1所示。经过重复测

量方差分析发现，合金因素和时间因素存在交互作用，分别

于2个时间点对5个实验组和阴性对照组进行两两对比发现：

固定14，28 d时，金铂烤瓷合金组与阴性对照组Caspase-3

蛋白表达量均比较无明显差异(P > 0.05)，其余实验组

Caspase-3蛋白表达量均高于阴性对照组(P < 0.05)。 

图 1  六种实验试件   

Figure 1  Six experimental specimens 

镍铬 钴铬 纯钛 钯基 金铂 聚丙烯 

图 2  试件直径   

Figure 2  Diameter of the 

specimens 

图 3  将试件缝合于金黄地鼠颊囊   

Figure 3  Suture of the specimens 

with the cheek pouch of golden 

hamsters 

图 4  切取与试件接触的颊囊黏膜   

Figure 4  Removal of the buccal 

mucosa contacting with the 

specimens 

图注：图中 A 为固定 14 d凋亡信号分子蛋白表达，B 为固定 28 d凋

亡信号分子蛋白表达。NC：聚丙烯，Au：金铂烤瓷合金，Pd：钯基

烤瓷合金，Ti：纯钛烤瓷合金，Co：钴铬烤瓷合金，Ni：镍铬烤瓷合

金。 

图 5  各组试件缝合固定 14，28 时的颊囊黏膜凋亡信号分子蛋白表

达条带   

Figure 5  Expression of apoptotic signal molecules in the buccal 

mucosa at 14 and 28 days after fixation of the specimens  

 A 
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Caspase-8蛋白相对表达量，见表2所示。经过重复测

量方差分析发现，合金因素和时间因素存在交互作用，分

别于2个时间点对5个实验组和阴性对照组进行两两对比发

现：固定14 d时，各实验组Caspase-8蛋白表达量均高于

阴性对照组(P < 0.05)；固定28 d时，镍铬烤瓷合金组、钯

基烤瓷合金组Caspase-8蛋白表达量高于阴性对照组(P < 

0.05)，其余实验组Caspase-8蛋白相对表达量与阴性对照

组比较无明显差异(P > 0.05)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Caspase-9蛋白相对表达量，见表3所示。经过重复测

量方差分析发现，合金因素和时间因素存在交互作用，分

别于2个时间点对5个实验组和阴性对照组进行两两对比发

现：固定14 d时，各实验组Caspase-9蛋白表达量均高于

阴性对照组(P < 0.05)；固定28 d时，钴铬烤瓷合金组

Caspase-9蛋白表达量与阴性对照组比较无明显差异(P > 

0.05)，其余各实验组Caspase-9蛋白表达量均高于阴性对

照组(P < 0.05)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论  Discussion 

Caspase家族是凋亡信号通路上一组重要的信号分

子。Caspase分子大致可分为3类[6]：第一类为凋亡启动因

子，是凋亡信号通路中的上游信号分子，包括Caspase-2、

Caspase-8、Caspase-9、Caspase-10等，它们能在特定

情况下活化，还能够识别和激活信号通路中位于其下游的

信号分子；第二类为凋亡执行因子，在凋亡信号转导通路

的下游，包括Caspase-3、Caspase-6和Caspase-7等，它

们能够作用于一些特异性的底物，最终导致细胞的凋亡；

第三类为炎症介导因子，包括Caspase-1、Caspase-4、

Caspase-5和Caspase-11等，这些分子能够介导炎症反应

并在诱导细胞凋亡时起辅助作用 [9]。研究选取的

Caspase-3、Caspase-8及Caspase-9均为重要的凋亡信号

分子，并且Caspase-8是死亡受体途径即外源性途径中的

重要分子，而Caspase-9为线粒体途径即内源性途径中的

重要分子，这也是此次研究选用Caspase-3、Caspase-8

及Caspase-9作为检测目标的原因。 

研究采用 Western blot 技术检测经5种常用烤瓷合金

持续刺激后，颊囊黏膜中Caspase-3、Caspase-8、

Caspase-9蛋白表达强度，结果发现：除金铂烤瓷合金外，

其余金属在2个时间点均可引起Caspase-3蛋白的表达增

高。该结果提示镍铬等4种烤瓷合金均可能引起与之接触金

黄地鼠颊囊黏膜发生细胞凋亡。孟贺等[10-11]在研究中发现，

镍铬、钯基烤瓷合金均能引起Caspase-3蛋白表达量增高，

金铂烤瓷合金不会引起其表达增高，这与此次研究结果一

致；该研究结果显示，金合金、钴铬、纯钛烤瓷合金并不

会引起Caspase-3蛋白的高表达，这与此次研究结果不同。

推测可能原因是：①该学者采用的是体外细胞模型，而此

次研究采用的是体内动物模型，动物是活体，具有新陈代

谢的功能，体内目的蛋白表达量相对较多变；②该学者采

用免疫组织化学来检测目的蛋白的表达量，而此次研究采

用的是Western blot来进行相对定量检测，检测手段不同，

计量方式也不同，故有可能造成结果不同。 

此外，镍铬、钴铬烤瓷合金腐蚀析出的主要离子中含

有铬离子。谢颖[12]的研究表明Cr
6+能使肝细胞Caspase-3

活性增加，诱导肝细胞凋亡率增加，并且能够诱导肝细胞

线粒体膜电位降低，减少线粒体外膜上镶嵌蛋白的表达，

导致线粒体功能紊乱。另外该学者还发现，线粒体损伤拮

抗剂有利于肝细胞线粒体功能的维持，抑制Caspase-3活

性的增高，减少肝细胞凋亡率。由此可以推测6价铬进入细

胞后，可能通过攻击线粒体最终导致肝细胞凋亡。6价铬是

铬离子对人体造成损伤的主要价态，可推测其引起的细胞

凋亡主要是通过线粒体途径。李秀梅等 [13]在合金诱导的

Caspase-3表达强度研究中发现，钴铬烤瓷合金和钯基烤

瓷合金均有Caspase-3的显著活化。郭毅[14]的研究发现，

纳米级钛合金颗粒可诱导大鼠海马细胞Caspase-3蛋白表

达量增高，这一发现与此次研究结果相吻合。孟贺等[10]研

究认为纯钛浸提液对小鼠L929细胞凋亡相关基因及蛋白

表达无显著诱导作用。万书健等[15]的研究认为，纯钛全冠

对外周静脉血淋巴细胞凋亡没有影响。此次研究中，纯钛

表1  牙科烤瓷合金组与阴性对照组Caspase-3蛋白相对表达量的比

较                                                     (x
_

±s) 

Table 1  Relative expression level of Caspase-3 in the dental 

ceramic alloys and negative control groups     

组别 固定 14 d 固定 28 d 

镍铬烤瓷合金组 0.916±0.030
a
 0.974±0.030

a
 

钴铬烤瓷合金组 0.468±0.020
a
 0.864±0.025

a
 

纯钛烤瓷合金组 0.380±0.028
a
 0.892±0.021

a
 

钯基烤瓷合金组 0.716±0.024
a
 0.960±0.030

a
 

金铂烤瓷合金组 

阴性对照组 

0.260±0.022 

0.254±0.034 

0.362±0.030 

0.369±0.026 

 表注：相同时间点与阴性对照组比较，a
P < 0.05。 

表2  牙科烤瓷合金组与阴性对照组Caspase-8蛋白相对表达量的比

较                                                     (x
_

±s) 

Table 2  Relative expression level of Caspase-8 in the dental 

ceramic alloys and negative control groups     

组别 固定 14 d 固定 28 d 

镍铬烤瓷合金组 0.186±0.012
a
 0.184±0.017

a
 

钴铬烤瓷合金组 0.231±0.022
a
 0.155±0.024 

纯钛烤瓷合金组 0.300±0.016
a
 0.156±0.010 

钯基烤瓷合金组 0.360±0.023
a
 0.357±0.020

a
 

金铂烤瓷合金组 

阴性对照组 

0.207±0.023
a 

0.124±0.029 

0.157±0.011 

0.158±0.010 

 表注：相同时间点与阴性对照组比较，
a
P < 0.05。 

表3  牙科烤瓷合金组与阴性对照组Caspase-9蛋白相对表达量的比

较                                                     (x
_

±s) 

Table 3  Relative expression level of Caspase-9 in the dental 

ceramic alloys and negative control groups     

组别 固定 14 d 固定 28 d 

镍铬烤瓷合金组 0.390±0.027
a
 0.475±0.030

a
 

钴铬烤瓷合金组 0.489±0.015
a
 0.291±0.010 

纯钛烤瓷合金组 0.230±0.017
a
 0.369±0.012

a
 

钯基烤瓷合金组 0.300±0.013
a
 0.408±0.013

a
 

金铂烤瓷合金组 

阴性对照组 

0.200±0.028
a
 

0.104±0.013 

0.361±0.023
a
 

0.305±0.024 

 表注：相同时间点与阴性对照组比较，a
P < 0.05。 
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作用于小鼠颊囊黏膜上皮细胞，而孟贺等的研究作用于小

鼠L929细胞，万书健等的研究作用于外周静脉血淋巴细

胞，是否作用组织细胞不同造成实验结果的不同有待于进

一步的研究证实。此次研究中，纯钛烤瓷合金引起了凋亡

相关分子的蛋白表达，尤其是Caspase-3，提示其有可能

引起了细胞凋亡。 

通常认为有3条细胞凋亡的信号转导通路：线粒体途径

(内源性途径)、死亡受体途径(外源性途径)、内质网途径，

其中线粒体途径是3者中最为经典的一条，但这3者又并非

相互独立、互不干扰的。研究表明，这3条通路在某些情况

下是相互影响和联系的[16-19]。例如通过Bak和Bax可使得内

质网途径和线粒体途径相互联系，另外，Caspase-8也可

通过将位于胞浆的Bid切割成截断的Bid( tBid)，进而使得线

粒体释放更多的Cytc，然后作用于Caspase-9/3，从而与

线粒体途径发生沟通。而研究发现生物材料引起的细胞凋

亡主要与其中的内源性、外源性途径有关[20]。 

此次研究选取凋亡信号通路中的 Caspase-8、

Caspase-9信号分子，意在初步探查烤瓷合金引起细胞凋

亡的可能信号通路。Caspase-8蛋白的检测结果显示：固

定14 d时，5种烤瓷合金均可引起Caspase-8蛋白表达增

高，固定28 d时仅发现镍铬、钯基烤瓷合金组的Caspase-8

蛋白表达增高。Caspase-9蛋白检测结果显示：钴铬烤瓷

合金仅在固定14 d时引发Caspase-9蛋白表达增高，其余4

种合金在2个时间点均发现Caspase-9蛋白表达增高。孟贺

等[10-11]的研究结果发现，镍铬、钴铬、纯钛、钯基、金合

金均未引起Caspase-8蛋白表达量的增高，且仅镍铬、钯

基烤瓷合金能引起Caspase-9的蛋白表达量增高，而金合

金、钴铬、纯钛烤瓷合金并不会引起其高表达，故该学者

认为合金引起细胞凋亡的途径为线粒体途径。陈书宝等[21]

的研究发现，金合金、镍铬合金和铜合金对L929成纤维细

胞的增殖、凋亡均有一定的影响，其中金合金组的影响最

小。作者认为不同齿科合金引起成纤维细胞凋亡的机制可

能与调控Bcl-2、Bax、cleaved Caspase-3蛋白表达有关。

此次研究是基于体内实验，细胞生存环境相对更复杂，推

测细胞凋亡的调控机制有可能不是简单通过一条信号通路

来实现，可能存在多条信号通路同时进行凋亡调控。故牙

科合金引起金黄地鼠颊囊黏膜细胞凋亡的通路，有待进一

步对通路上的多个信号分子表达进行多点监测。 

此次实验结果提示，5种牙科烤瓷合金均不同程度影响

凋亡信号分子的表达，其中以金合金的影响相对较小，因

此从细胞凋亡角度选择牙科烤瓷合金应优先考虑金合金。

此外也提示临床医生，选择牙科修复材料时可以考虑全瓷

修复材料。 
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