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童的自信心和社交行为。儿童可能会因为牙齿的外观而感到

尴尬或不自在，这可能导致他们在社交活动中退缩，不愿意

笑或说话，以免暴露他们的牙齿。长期下来，这可能会影响

他们的自尊心和社交技能的发展。此外，乳前牙缺损会使有

些儿童的发音产生障碍，特别是对于一些特定的声音，这可

能会影响语言发展和在学校的表现。儿童可能会因为发音不

准确而受到同龄人的嘲笑，这可能会进一步影响他们的心理

健康。

5 结语

家长应该定期带儿童去口腔医院进行口腔检查，及时

发现并治疗口腔问题。此外，家长还应该教育儿童养成良好

的口腔卫生习惯，如定期刷牙、使用牙线等。通过机械清洁

措施，如手动或电动牙刷、牙线、牙缝刷、冲牙器以及漱口

水，可以达到良好的菌斑控制以确保牙周状况稳定。牙刷是

患者最常用并且最受专业口腔医生推荐的机械清洁工具。可

以通过牙线和牙缝刷完成邻间隙的清洁。牙缝刷在清洁邻面

菌斑时更高效，对于邻间隙开放的患者，应首选使用牙缝刷；

对于邻接紧密的患者，更推荐使用牙线清洁。乳前牙大面积

缺损是儿童口腔健康中常见的问题之一。造成这个问题的原

因也是多种多样，家长应该及时发现并带患儿去口腔医院进

行治疗。在选择治疗方法时，应该根据患儿的具体情况来选

择合适的治疗方案。同时，幼儿园和妇幼保健院等机构应加

强龋齿防治宣传和随访工作，促进家长对口腔知识的正确认

识，及时关注儿童的生长情况，提高家长健康知识的掌握程

度 [10]。家长还应该注重预防性治疗的重要性，帮助孩子养

成良好的口腔卫生习惯，预防口腔问题的发生。儿童早期的

口腔问题需要重视，通过综合治疗和预防措施的结合，我们

可以有效地保护儿童的口腔健康，并促进他们的生长发育和

自信心的提升。
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Abstract
Objective: To	study	the	effect	of	extracellular	matrix	material	(ECM)	on	the	activity	of	mouse	macrophages	after	being	decellulated	
by	physical	and	chemical	binding. Methods: Mouse	macrophages	were	identified	by	flow	cytometry.	The	effect	of	extracellular	
matrix	extracts	on	 the	activity	of	macrophages	was	detected	by	Live/Dead	staining.	The	effect	of	acellular	extracellular	matrix	
materials	on	apoptosis	of	macrophages	was	examined	by	Annexin-V	and	PI	double	staining	flow	cytometry.	Results: Live/Dead	
staining	showed	 that	macrophages	cultured	with	extracellular	matrix	material	had	good	activity.	Flow	cytometry	showed	 that	
the	apoptotic	cells	of	macrophages	cultured	with	extracellular	matrix	extract	were	not	different	from	those	in	complete	medium.	
Conclusion:	Acellular	extracellular	matrix	material	extract	has	no	cytotoxicity	to	macrophages.
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摘　要

目的：研究脱细胞化的细胞外基质材料对于小鼠巨噬细胞活性的影响；方法：通过流式细胞术鉴定巨噬细胞特异性表面标
记物；通过Live/Dead染色方法检测脱细胞化细胞外基质材料提取物对于巨噬细胞活性的影响；通过Annexin-V和PI双染流
式检测凋亡方法检测脱细胞化细胞外基质材料对于巨噬细胞凋亡的影响。结果：Live/Dead染色结果显示脱细胞化细胞外基
质材料提取物培养中的巨噬细胞具有良好的活性；流式细胞术结果显示脱细胞化细胞外基质提取物培养的巨噬细胞凋亡细
胞与完全培养基没有区别；结论：脱细胞化细胞外基质材料提取物对于巨噬细胞没有细胞毒性。
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1 引言

目前由人类或动物组织器官通过脱细胞去除免疫成分

而制备的脱细胞化细胞外基质材料（dECM）发展迅速，因

为其独特的天然结构和良好的生物相容性、为组织再生修复

提供模板被认为是最有应用前景的生物材料 [1]。细胞外基质

是包含有胶原蛋白、弹性蛋白，层粘连蛋白等诸多大分子

蛋白所构成的一个三维结构，也是细胞赖以生存的微环境，

在经过脱细胞以后，将保留原来的天然结构和生物活性分子
[2]，为以后的细胞迁入提供了良好的载体。脱细胞的方法多

样，并且不同的组织或者器官脱细胞需要不同的方法或者多

种方法联合，常用的物理脱细胞方法包括循环冻融、搅拌、

超声处理等，化学方法包括离子型去污剂、高、低渗透压、

有机溶剂、酸、碱化学浴等 [3]。主要目的是破坏细胞的磷脂

双分子细胞膜，使细胞破裂其内容物被释放和清除 [4]。但是，

不恰当的脱细胞化方法将会影响后续迁入到材料内的细胞

活性，尤其是细胞膜的结构。有研究表明，基于十二烷基硫

酸钠进行脱细胞化制备的 dECM 再接种细胞将会对细胞产

生毒性 [5]，电穿孔后残余的试剂会降低细胞的活性 [6]。由于

巨噬细胞是首先与材料发生接触的细胞之一，并且高度参与

材料与机体的相互反应，同时还协调上皮细胞、成纤维细胞、

内皮细胞增殖与迁移，促进组织损伤的修复 [7]，如果制备的
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dECM 材料影响巨噬细胞的正常活性，可能导致这些细胞间

的联系中断，从而导致 dECM 材料的植入产生修复失败的

结局。因此，在经过脱细胞化制备的 dECM 材料对巨噬细

胞活性的维持至关重要。

论文所研究的 dECM 材料，是由人脐带沃顿胶提取的

间充质干细胞衍生，脱细胞化包括物理、化学方法联合进行，

具体方法由国家卫生健康委科学技术研究所国家人类遗传中

心研发。为了研究制备的 dECM 材料对于小鼠巨噬细胞活性

的影响。所以利用了完全培养基制备了 dECM材料的提取物，

通过 Live/Dead 染色和 Annexin V、PI 双染流式检测凋亡方

法来检测 dECM 材料提取物对巨噬细胞活性的影响。

2 材料与方法　Materials and methods

2.1 细胞株
鼠巨噬细胞系 RAW264.7（购自广东赛库生物公司），

采用高糖 DMEM（gibco）+10%FBS（四季青）于 CO2 培养

箱中培养，细胞生长约 80% 左右密度后吹打传代。

2.2 材料与试剂
dECM（脱细胞化细胞外基质材料）由国家卫生健康

委科学技术研究所国家人类遗传资源中心赠送。提取物制

备，根据 GB/T 16886.12 样本浸提液制备标准进行材料浸

提液的制备，提取介质为 RAW264.7 细胞 DMEM 完全培

养基。Live/Dead 染色试剂盒（invitrogen，美国，货号：

R37601）；Annexin	V-FITC/PI 荧光双染细胞凋亡检测试

剂盒（普诺赛，武汉，货号：P-CA-201）；直标抗体 647-

CD68（CST）；PBS 配置的 5%BSA。

2.3 主要仪器设备
BD	FACS	Canto	Ⅱ流式细胞仪；（美国 BD 公司）；

荧光显微镜；（德国 Leica 公司）。

2.4 流式细胞术鉴定巨噬细胞表面标记物实验
培养 RAW264.7 细胞至融合度到 80% 后，吸弃上清，

PBS清洗 3 次后离心收集细胞；使用含有 3%BSA（1 ∶ 400）

稀释的 CD68 抗体重悬细胞 4℃避光孵育 30 分钟后离心弃

上清，3%BSA 重悬细胞上机检测，以正常培养细胞为对照。

2.5 Live/Dead 染色实验
RAW264.7 细 胞 达 到 培 养 密 度 后 收 集 细 胞 采 用

100%dECM 材料提取物和完全培养基重悬细胞调整密度至

1x105 个 /mL，分别加入六孔板内 2mL，培养时间为 24h，

48h，72h。到达培养时间后，加入配置好 Live/Dead 工作溶

液 500ul，CO2 培养箱内孵育 1h 后荧光显微镜下拍照。

2.6 Annexin V、PI 双染流式检测凋亡实验
RAW264.7 细 胞 达 到 培 养 密 度 后 收 集 细 胞 采 用

100%dECM 材料提取物和完全培养基重悬细胞调整密度至

1x105 个 /mL，分别加入六孔板内 2mL，培养时间为 24h。

到达培养时间后，收集采收集细胞，普通板底细胞和上清

液一起收集，800rpm 离心 5 分钟，用 PBS 洗涤细胞一次，

离心后弃上清，加入 100uL 稀释的 1xAnnexin	V	Binding	

Buffer 重悬细胞。细胞悬液中加入 2.5uL 的 Annexin V-FITC

染色液和 2.5uL 的 PI 染色液。重悬细胞轻柔吹打。轻柔涡

旋混匀后，室温避光孵育 15~20min。加入 400uL 稀释的 1X 

Annexin	V	Bindig	Buffer轻柔吹打混匀样本，立即上机检测。

3 结果

3.1 流式细胞术鉴定巨噬细胞表面标记物
为了检测 RAW264.7 细胞表面表达巨噬细胞特异性的

表面标记物，本研究进行流式细胞术检测 CD68 实验，如图

1 所示，RAW264.7 细胞表面表达 CD68 比例为 99.6%。结

果表明 RAW264.7 细胞符合巨噬细胞表面标志物特征。

图 1 流式细胞术鉴定巨噬细胞表面标记物结果

3.2 Live/Dead 染色检测 dECM 材料提取物对巨噬

细胞活性的影响
为了明确制备的 dECM 材料中可溶性物质对于巨噬细

胞没有细胞毒性，本研究进行了 Live/Dead 染色在显微镜下

观察结果。如图 2 所示，100% 浸提液培养的巨噬细胞早期

活细胞发出绿色荧光呈单细胞均匀分布生长，可见极少的发

出红色荧光的死细胞，随着培养时间延长，细胞发生明显增

殖，呈集落式生长，与 DMEM 培养基培养的巨噬细胞生长

状态与速度一致。证明 dECM 材料浸提液具有良好的生物

相容性，无细胞毒性。

图 2 dECM 材料提取物培养巨噬细胞和正常培养 Live/Dead

染色结果

3.3 Annexin V、PI 双染流式细胞术检测 dECM 材

料提取物对巨噬细胞凋亡情况的影响
为了研究制备的 dECM 材料对巨噬细胞细胞膜完整


