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壹 摘要 

 

壹-一                      中文摘要 

臨床上金屬齒列矯正支架須有一段時間使用於口內，由於不銹鋼金

屬會有腐蝕之現象，因此，材料的穩定性及生物相容性則非常重

要。對細胞而言，外來刺激造成細胞毒性的結果可能造成細胞死

亡，死亡路徑有兩種：一、細胞壞死(necrosis)；二、細胞凋零 

(apoptosis)。由於，金屬齒列矯正支架的釋出物於生物學上的反應或

變化的研究報告甚少，過去的研究結果顯示，金屬齒列矯正支架會

釋出金屬離子，因此，本研究的目的以體外測試模型，探討鍍鈦與

無鍍鈦金屬齒列矯正支架釋出物對細胞株之反應及細胞內的機

轉。本研究以人類骨肉瘤細胞株(U2OS)和牙齦纖維細胞株(HGF)作

為觀察之細胞，選擇四種品牌(Dentuarm、Tomy、Unitek、Ormco)的

齒列矯正支架，表面以氮化鈦處理後，浸泡在 PH 值不同(PH4 以及

PH7)的人工唾液中兩年的時間,抽取它的釋出液來做測試。以 MTT 

assay 測定細胞存活率，以西方墨點分析法分析細胞內蛋白質之變

化，以 DNA fragment 分析判斷 DNA 是否受損。結果發現本研究中

不論有無鍍氮化鈦之金屬齒列矯正支架釋出液對於 U2OS 及 HGF 細
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胞株不具細胞毒性，於顯微鏡下觀察細胞型態無變化，不同組別的

細胞並沒有發現細胞凋零體(apoptosis body)出現。以西方點墨法分析

發現 ERK 蛋白質增加，p53、bax 蛋白質沒增加。於 DNA fragmentation 

分析結果發現，DNA 沒有基因毒性的現象。結論：金屬齒列矯正支

架不論有無 TiN 處理，經過長時間的浸泡，其釋出液並不會對培養

中 U2OS 和 HGF 細胞造成傷害。於臨床使用鍍鈦或無鍍鈦之齒列矯

正支架，其結果是，雖然和口腔長期接觸，但是卻不會造成細胞毒

性，可以提供臨床醫師參考。 
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ABSTRACT 

 

壹-二 

The aim of this study was to deliberate the metal bracket cytotoxicity，

genotoxic effect，and its possible signaling pathway in cell.Four brands of 

upper central incisor brackets (Dentaurum,Tomy, Unitek, and Ormco) are 

chosen in the experiment.They are divided into two groups: the TiN-coated 

and the non-TiN coated bracket. The TiN-coated and the non-coated brackets 

are immersed in pH4, and pH 7 artificial saliva solution and stored at 37∘C 

in the incubator. The dissolving solution are used in this experiment. The 

MTT assay was employed to quantify differences in cell activity and viability. 

DNA fragmentation assay was to evduate the DNA damage. The MAPKs 

Kinase expression were detected by using the western immunoblotting 

techniques. Patterns of change in expression were scanned and analyzed using 

the NIH image 1.56 software.The morphological of cells were no change after 

adding disolving solution.The cell viability showed no statistical difference in 

the experimental groups. The p53、 bax protein showed the decreased content. 

The DNA ladder were not found on DNA fragmentation. 
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Conclusion: 

The immersed solution of TiN coated and non TiN coated bracjets is not toxic 

to the U2OS and HGF cell line in vitro. 
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貳 前言介紹 

 

在齒顎矯正治療的過程中，使用到很多金屬材料，由於矯正治療的時

間相當長,所以這些金屬材料存在於口腔環境也相當的長, 口腔是一

個多變複雜的環境，原本口內的酸鹼值是接近中性的環境，但因飲用

酸性的飲料、食物或食物被微生物分解等都會產生酸，而使口腔變為

酸性的環境，加上冷熱飲食，造成溫差的變化以及潮濕的環境，很容

易造金屬的腐蝕與變性,因此這些金屬材料都必須有相當優良的抗腐

蝕性和生物相容性才行。假如這些金屬材料抗腐蝕性不佳,就很容易

從這些腐蝕金屬表面釋放一些金屬元素, 雖然微量金屬元素在人體

體內是必需(例如：Fe、Cu 等)，但額外的金屬元素存在體內是否對人

體健康有害也是值得關注的。 

矯正材料，其發展已由早期貴金屬的應用到現今鎳鉻合金、鈷鉻

合金、鎳鈦合金等材料都有。有些製作支架的材料並已跳脫金屬的範

疇，有陶瓷、塑膠等托架，然而因金屬材料機械性質好、成型容易、

價格便宜、不易斷裂等特性使得在托架的應用上雖然沒有陶瓷的高硬

度、好的外觀但仍是市埸上使用最多的支架。金屬存在溶液中產生腐

蝕是一種自然現象，而金屬齒列矯正支架不管它是再利用的或是全新
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的，只要存在口腔或人工唾液中一段時間也都會有腐蝕的現象出現，

只是各種狀況下腐蝕的量不同。所以,理想的金屬齒列矯正材料都應

該具下列特性： 

1.對牙齒周圍組織無毒性、2.具有穩定的機械性質、3.不被組織吸收、

4.不會被溼氣所影響、5.不會腐蝕、6.具高硬度、7.低磨擦係數、8.高

熔點、9.具低電化學活性、10.具優良的生物相容性。 
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貳-一 矯正支架材料 

金屬齒列矯正支架中以不銹鋼的材質製做是最普遍。不銹鋼是以鐵為

基本材料再添加其他合金元素，而合成的合金鋼，其中，添加 C、

Mo、Ti、Al、Cu 、N 可以增加強度; 添加 Cr、Ni、Mo 可以增加耐蝕

性; 添加 Ni 可增加韌性和成型性能;添加 S、P、Se 可增加切削性; 添

加 C、Mn 可增加硬度。鉻通常是最主要的合金元素，含量至少 11﹪

才能稱為不銹鋼，鎳為第二主要合金元素。如果需要更大或特殊的抗

腐蝕性能，則必需添加鉻或添加其它合金如鉬、銅、鈦等。至於，金

屬表面之防腐蝕處理，可以使用 TiN 或 CrN 的鍍膜原理，過去本研究

室，曾經探討有無 TiN 鍍膜之齒列矯正支架，其金屬離子釋出量的變

化，但對釋出之金屬離子溶液於細胞的反應，則尚未研究。 
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貳-二 齒列矯正支架細胞毒性方面之文獻回顧 

口腔是一個複雜的環境，會隨著食物的分解而改變酸鹼值和食

用食物的溫度變化而改變口腔溫度，所以很容易造成金屬的腐蝕和物

理性質的變化。在 1986 年 Maijer 與 Smith，就發現在一個口腔衛生不

佳的病人易使不銹鋼托架底部形成間隙腐蝕，使得琺瑯質受到染色

(stain)，且在染色沈澱中也發現有 Cr、Ni 元素存在。在 1991 年 Wataha 

J.C.將牙科 casting 合金分別放在含有蛋白質和不含蛋白質的萃取液，

結果發現含蛋白質的萃取液釋放出較多的離子，這證明了口腔中的唾

液會幫助金屬的腐蝕。學者 Eliades T.等人也曾於 2002 年的研究中提

到 orthdontic stainless steel 和 nickel-titanium 合金長期放在口腔環境中

會造成腐蝕,有以下的幾種腐蝕型態,均勻腐蝕（uniform corrosion）、孔

穴腐蝕（pitting corrosion）、間隙腐蝕（crevice corrosion）、伽凡尼腐蝕

或二種金屬間的腐蝕（galvanic corrosion or two-metal corrosion）、晶界

腐蝕（intergranular corrosion）、沖磨腐蝕或磨損（Erosion-corrosion and 

fretting）、微生物誘導腐蝕（Microbiologically induced corrosion）、應力

腐蝕破（stress corrosion cracking , SCC）、疲勞腐蝕破裂（corrosion fatigue 

cracking）等等，他經過一些實驗證明他發現口內環境會造成腐蝕的

幾個因子,有以下幾種:saliva、環境因子例如口呼吸或是特殊的飲食習

慣、口腔中特殊的微生物聚落。所以說，口腔環境會造成金屬的腐蝕，
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而且會隨著不同的金屬合金，而產生不同的金屬離子。我們知道，人

體內需要一些微量的金屬，幫助身體的細胞和組織的運作，但是由環

境中攝入多餘的金屬或金屬離子，是否對細胞或甚至於人體產生傷

害，學者們有著不同的論點。有一派學者認為影響不大，例如:1986

年 Warner G.L.,指出金屬離子 Pb
+2
、Ni

+2
、and Zn

+2
會造成 murine T cell

的增生。在 1991 年 Michel R.曾經對牙科種植體造成的系統影響做過

研究，他把金屬合金釋放出的十六種元素做分析，發現增加的金屬離

子都不會造成身體系統的傷害。1999 年 Jia W. 的實驗證明矯正弓線

所釋放出的鎳離子量大約低於造成人體毒性的七百分之一。1999 年

Trepanier C.曾經把 Shape Memory NiTi Stent(鎳鈦記憶金屬模版)作表面

處理分成三組 PA(passivated stents)、AA(air aged samples)、HT(heat treated 

stent) ，然後做體外的細胞增殖測驗，結果發現這三組材料跟細胞接

觸，相容性非常好,所產生的生物相容性也很不錯。在 2001 年 Agaoglu 

G.曾經把固定式矯正裝置放到口中之後，評估它們在口腔與血清中的

含量,結果發現，Nickel and Chromium 在唾液和血清中都有增加，但是

沒有達到造成毒性的程度。2002 年 Kapanen A.的研究發現，osteoblastic 

type ROS-17 cells 對 NiTi 金屬合金的生物相容性很好。但是也有不少

的學者採取相反的觀點，例如:1990 年 Bravo I.研究指出不同的八種金

屬離子(Fe
3+
、Ni

2+
、Co

2+
、Mo

2+
、V

5+
、Cr

6+
、Cr

3+
、Ti

3+
)會對淋巴細胞的
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分化造成影響。1998 年 Griem P.發現 T cell 會對重金屬產生

cross-reactivity。2001 年 Wataha J.C.的研究指出，Nickel 會因腐蝕而釋

放出 Ni 離子造成組織的發炎。2001 年 Hallab N.J.研究報告指出，金屬

和蛋白質的複合體會促進淋巴細胞的分化。2002 年 Doyle D.曾經使用

MnCl2 來做細胞毒性的測試,結果發現,1 和 10Mml 的 MnCl2 都會明顯造

成細胞存活率的降低。由於導致細胞或人體發生反應的因素，最主要

都是因為金屬腐蝕，造成金屬離子的釋出，因此有一些學者就開始研

究，如何降低金屬產生繡化的現象，以及這些金屬和生物相容性的關

係，例如:1999 年 Grill V.使用 extracellular matrix 去評估細胞和金屬之

間的相容性，結果發現，含 Ag 和 Cu 的成份越多相容性越好。如 1997

年 Platt JA.等學者在 0.9﹪的 NaCl 金屬長期溶液的研究就發現 316L 

stainless steel 的抗腐蝕能力比 2205stainless steel 弱。1998 年 Matasa CG，

以 PH17－4 和 316L 不銹鋼來做研究結果發現，316L 的硬度沒有 PH17

－4 高，但在抗腐蝕能力方面 316L 就比 PH17－4 的材質為佳，因此

認為要兼俱有好的強度與化學抗力在現今的材料是少見的。2002 年

Kuroda K. 曾經把 calcium phosphate 利用燒附的方法把他鍍到鈦金屬

表面,結果發現,在不同的 PH 值下, 會影響燒附的量，而且燒附的量和

平均度都會影響到金屬的性質，一般而言，做金屬表面燒附會增加金

屬的抗腐蝕性。2000 年 Locci P.曾經做過矯正金屬的生物相容性的測
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試，他使用人類的牙齦細胞作測試,以及 304、316 的 stainless steel 分

別燒附上鉛、銅、銀等金屬來作實驗，他發現純粹沒有燒附金屬的

304、316 的 stainless steel 比燒附過的有較好的生物相容性而且鉛和銀

的毒性比其他金屬大，所以，要兼俱有好的強度與生物相容性，在現

今的材料學中是很重要的。 

透過細胞間的訊息傳導可了解，金屬離子和生物相容性的關

係。例如:Schedle A.在 1998 年的研究中，指出在 14 種金屬離子中，

以 Ag
+
 和 Hg 

2+
，Au

3+
 最會造成血液中的 basophils，KU-812，mast cells

和 HMC-1 釋放 histamine ，Pt
4+
則會造成細胞的凋零。Messer R.L.W.

在 2000 年使用 nickel-chromium alloys 的浸泡液來作實驗，結果發現,

這些金屬鹽離子所組成的浸泡液，會改變細胞的功能,例如 DNA,RNA,

和蛋白質的合成,細胞內的 ATP levels,G6PT 去氫酶的活性等等,但是不

同的金屬離子溶液對細胞功能的影響不一樣，所以他認為,這可能和

金屬離子的離子化學,或離子價，或是 dose-time 的依賴性有關。2001

年 Lovschall H.曾經使用三種測試細胞毒性的方法 MTT、Neutral red、

BrdU，對同樣的細胞做測試，結果發現不同細胞對不同方法反應不一

樣，有些甚至沒有反應。2002 年 Yua L.H.等人研究發現 bax 和細胞的

apoptosis 有關，他發現 bax 的抑制劑會抑制細胞透過 bax 的路徑死亡， 

但是不會完全阻斷，他會干擾細胞透過 caspase 路徑的 apoptosis。於
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2002 年 Pioletti D. P.的研究中發現,implant particles 會導致未成熟的

osteoblasts 走向 caspase-dependent 凋零的路徑。2002 年 Malagutia C.利

用 yessotinxin 來誘發 Hela cell 的 apoptosis，結果發現，這種毒性物質,

會造成細胞遺失掉 PARP(poly{ADP-ribose}polymerase)，並透過 caspase

路徑， 造成細胞凋零。 
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貳-三、細胞死亡途徑 

細胞因藥物的過量刺激後可能會造成細胞的死亡，而細胞死亡通常經

由以下兩種路徑：壞死、凋零。 

貳-三-1 壞死(necrosis) 

細胞壞死(necrosis)通常發生在細胞遭受到過大的傷害，通常是由過量

的細胞毒性物質所引起，(Studzinski GP，1994) 。當細胞膜遭受傷害，

細胞為了維持體內平衡，一些細胞內的胞器，例如:粒線體以及整個

細胞都會有膨脹及溶解的現象(SchwartzmanR.A.，1993:VermesI，

1994) ，因為細胞膜被溶解了，一些細胞內容物，包括溶解酵素會釋

放到細胞外液(extracellular fluid) ，造成劇烈發炎反應，於是產生壞死

細胞(necrotic cell)， (Van Furth R et al，1998) 。 

貳-三-2 凋零(apoptosis) 

apoptosis 發生於兩種不同的生理狀態下，一種是，細胞遭受到機械性

的傷害或是暴露到有毒性的化學物質，另一種情形是細胞積極(active)

的進行自殺(cellular suicide)。細胞在發生 apoptosis 現象時，會有細胞

收縮、細胞核與細胞質會聚合、粒腺體破裂釋放出 cytochrome C，在

細胞核內的 chromatin 會降解掉、DNA 退化分解或斷裂、然後細胞分

裂為數個由細胞膜包含的小體(apoptotic bodies)。 
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會造成這個現象,有兩個理由: 

1.細胞 mitosis 所造成的自然現象 

2.細胞自行摧毀自己，對抗外來的入侵和傷害例如:細胞遭受到病毒感

染、細胞因為自體免疫的反應、細胞的 DNA 受到傷害或者是細胞本

身是 Cancer cells 。 

造成細胞 Apoptosis 的路徑可分成兩種 

1. 內部訊息所引發的凋零:經由內生性或是粒腺體的路徑(Apoptosis 

triggered by internal signals: the intrinsic or mitochondrial pathway): 

在健康的細胞的粒腺體上有 Bcl-2 蛋白質，Bcl-2 蛋白質上連結

Apaf-1 蛋白質當細胞遭到 Internal damage ，就會促使 Bcl-2 蛋白質釋

放 Apaf-1 ，Apaf-1 會導致粒腺體釋放 cytochrome c，cytochrome c 、

Apaf-1 、caspase 9 會形成複合體 就叫 apoptosome，接著就造成 DNA

的裂解,產生 Apoptosis 的現象。 

2. 外部訊息所引發的凋零:經由外生性或是死亡接受器的路徑

(Apoptosis triggered by external signals: the extrinsic or death receptor 

pathway): 

細胞表面有 Fas 和 TNF receptor，它們可以連結 death activator，進

一步活化 caspase 8 (類似 caspase 9)，產生 apoptosis 的現象。 
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貳-四 顯微鏡下細胞的觀察 

當細胞進行壞死(necrosis)的過程，顯微鏡下會出現以下的外觀 

a.粒腺體產生變化，不斷的膨脹，進一步產生溶解的現象 

b. 核染質沒有巨大的變化 

c.細胞膜產生破裂的現象 

當細胞進行凋零(apoptosis)的過程，顯微鏡下會出現以下的外觀

(morphological)及生化(biochermcal)特徵變化(Cohen 等人，1993)： 

a.核染質的聚集(chromatin 的 aggregation) 

b.細胞核與細胞質的濃縮(nuclear and cytoplasmic condensation) 

c.apoptotic bodies 的產生 

d.在生物體內(in vitro)，這些 apoptotic bodies 很快的被 macrophage 或是 

  adjacent epithelial cells 辨識出(recognized)及吞噬(phagocytized)•(Savill 

J etc.al，1989) 

e 在生物體外(in vitro)，這些 apoptotic bodies 與細胞斷片(cell fragments) 

會膨脹(swell)，最後被溶解。 
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貳-五、細胞內的訊息傳導 

細胞的生存跟許多因子有關，這些因子包括細胞與細胞之間的訊息傳

遞•細胞外間質(extracellular matrix)訊息傳遞及細胞漿液(Serum)裡的生

長因子等(Chinnaiyan A.M，1996)。細胞的反應會隨著生長環境的改變

而有所變化，環境的改變包括養份的含量、生長因子、滲透壓，氧化

還原反應、pH 值等，而這些改變因素也和細胞的遷移(migration)、增

殖(proliferation)、分化(differentiation) 、死亡等息息相關，在目前的研

究報告中指出mitogen-activated protein kinases(MAPKs)家族casepas 家族

以及 bcl-2 家族在凋零的訊息傳遞過程中扮演重要的角色。 

貳-五-1 MAPK 家族所調控的細胞訊息傳導: 

Growth factor →Ras →MAPK/ERK →Cell proliferation  

MAPK 家族包含四種次成員,包括 ERK,JNK,P38MAPK 以及

ERK5/BMK1 他們的反應路徑都相似， 

接受刺激→MAPKKK→MAPKK→MAPK→細胞產生反應。不同之處

在於 MAPK/ERK 的訊息傳導能被多種的生長因子、細胞因子所活化,

它主要在促進細胞增殖和分化。Ras 路徑、PKC 路徑、G-protein 以及

磷脂酸都可以激活 MAPK 路徑，所以說 MAPK 是一個很複雜的路徑。 
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貳-五-2 caspases 家族的分類、功能與激活: 

1.DNA damage→p53 →bax →bcl-2 →Apaf-1 →caspase9 →

caspase3 →apoptosis 

2. Death factors →FAS  →caspase8 →apoptosis 

caspase 家族總共有 10 個 caspase-1~caspase-10，根據 caspase 一級節構

和其 N 端的傳導蛋白質-蛋白質相互作用的原節構域(prodomain)情

況，還可將 caspase 分為兩大類: 

1.啟動者(initiator):如 casepase8，9 和 10，他們具有長的 N 端原節構區，

casepase8 和 10 的原結合區內含兩個串連的死亡效應區(death effector 

domain，DED) ，兩個 DED 與其 C 端的催化區結合，使後這處於活化

狀態。Casepase9 的原節構區中含有一個 casepase 募集功能區(casepase 

recruitment domain，CARD) ，CARD 的結合類似 DED，用來傳導這類

的 casepase 與上遊死亡信號傳導通路中的分子。 

2.效應者(effector):主要執行細胞凋零的作用，如 caspase-3、6、7，所

以只要發現這幾個蛋白質，就可以確定細胞在進行 apoptosis 的過程。 
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貳-五-3 透過 p53 基因觸發的凋亡的訊息傳導: 

DNA damage→p53 p21 →cell arrest 

 caspase3 →apoptosis 

p53 參與病毒感染、細胞癌基因異常表達與腫瘤抑制基因產物的缺乏

或是毒物誘發的凋零。p53 蛋白可以親自參與細胞凋亡,也可以透過激

發一些蛋白質或基因來造成凋零,最常見的有 WAF1、mdm2、gadd45、 

cyclinG、bax 及 Igf-bp3。在正常的情況下，p53 蛋白質的表現很低， 

但是一旦發生 DNA 傷害時會活化 p53，它不單是增加 p53 的量，並且

會使得 p53 活化，去當一個轉錄因子，去活化下游一些目標元素上具

有 p53 反應促進子的基因。p53 下游可以調控細胞走兩個路徑:細胞周

期停止路徑或是或是細胞凋零路徑。在 cell cycle arrest 方面，p53 可借

由調控 p21，p16 cyclin D1，cdk4 及 Rb 來導致 cell cycle arrest。在細胞

凋零調空方面，bax 及 IGF-bp3 基因的表達的激活可以影響細胞進入

凋亡的決策過程。p53 可以使 bax 表達增加,增多的 bax 可促進細胞凋

亡的發生。 
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貳-五-4 bcl-2 家族所調控的細胞訊息傳導: 

DNA damage→p53 →bax →bcl-2 →Apaf-1 →caspase9 →

caspase3 →apoptosis 

在哺乳細胞中已鑑定了至少 15 種的 bcl-2 家族成員,按功能又可分為抑

制凋零或促進凋零兩個亞家族。 

1.抑制凋零的 bcl-2 家族:包括 bcl-2、bcl-xL、bcl-w 及 Mcl-1 等。他們

過量表達可阻斷因細胞存活因子短缺、輻射、抗腫瘤藥物、c-Myc 等

不同刺激誘發細胞凋亡。它們主要存在粒線体的外膜上,bcl-2 抑制凋

亡的機制是細胞色素 C，他可以直接或間接地阻止細胞色素 C 自粒腺

體的釋出，而且後者可與 ATP 一起改變 apaf-1 構造而使 caspase-9 活

化。bcl-2 及 bcl-xL 在體內外還可抑制 FAS 傳導的凋亡。 

2.促進凋零的 bax 亞族:包括 bax、bak、bad、bik、bid、bim、bok 及 bcl-xs，

他們過度表現可以誘發細胞凋亡，實驗證明該亞族成員的 BH3 區域

為他們促進凋亡所必須。 
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叁 研究動機與目的 

在過去的研究中，發現不論有無 TiN 鍍膜，金屬齒列矯正支架會隨著

口腔的環境變化而釋放出金屬離子，此釋出離子，對於生物學上的變

化值得探討。因此本研究目的為:探討有無鍍膜之金屬齒列矯正支

架，經長時間浸泡釋出之溶液，對於 U2OS 及 HGF 細胞之生物學上

的效應，以及細胞內之蛋白質變化。 
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肆 研究材料與方法 

肆-一、細胞培養 

肆-一-1 細胞選取及來源 

食品工業發展研究所菌種保存中心-國家衛生研究院細胞庫 

新竹市食品路 331 號 

細胞株資料表一 

菌種中心編號 
CCRC60187 

細胞株名稱 U2OS 

細胞株來源 ATCC HTB-96 

組織來源 Human Osteogenic sarcoma 

冷凍管容量 1ml 
濃度 2.1x10

6
 

冷凍日期 june.21.2001 繼代數 Unknown+4atCCRC

培養基 
Mccoy’s  5A medium with 

1.5mM L-glutamine, 90﹪ FBS10﹪

培養條件 
37℃, 5﹪CO2 
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冷凍培養基   93﹪culture medium+7﹪DMSO 

培養基更換 
一星期 2 到 3 次 

繼代培養 
移去培養基，用 PBS 洗滌二次後

除 trypsin-EDTA 溶液，使其能 rinse

所有細胞後，移去 trypsin-EDTA，

放入培養箱 37℃作用 2-3 分鐘

後，輕拍培養皿使細胞脫離並加

入新鮮培養基，均勻混合後轉移

至新的培養皿中。 

繼代稀釋比例 
1：3 至 1：6 

污染測試 negative bacteria fungi and hycoplasma
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細胞株資料表二 

菌種中心編號 
CCRC60181 

細胞株名稱 HGF 

組織來源 Human gingiva firoblast 

冷凍管容量 1ml 
濃度 2.1x10

6
 

冷凍日期 june.21.2001 繼代數 Unknown+4atCCRC

培養基 
DMEM medium with 1.5mM 

L-glutamine, 90﹪ FBS10﹪ 

培養條件 
37℃, 5﹪CO2 

冷凍培養基   93﹪culture medium+7﹪DMSO 

培養基更換 
一星期 2 到 3 次 

繼代培養 
移去培養基，用 PBS 洗滌二次後

除 trypsin-EDTA 溶液，使其能 rinse

所有細胞後，移去 trypsin-EDTA，

放入培養箱 37℃作用 2-3 分鐘

後，輕拍培養皿使細胞脫離並加
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入新鮮培養基，均勻混合後轉移

至新的培養皿中。 

繼代稀釋比例 
1：3 至 1：6 

污染測試 negative bacteria fungi and hycoplasma

 

肆-一-2 冷凍細胞活化(資料來源：食品工業發展研究所菌種中心-國家

衛生研究所細胞庫) 

冷凍細胞解凍程序： 

1. 將冷藏的培養液置於 37℃水槽中回溫，回溫後以 70﹪酒精

擦拭瓶口並移到無菌操作檯內。自液態氮或-80℃冰箱取出

冷凍管，立即放入 37℃水浴槽中快速解凍，水浴高度不可

接近或高過冷凍管之蓋沿，否則容易發生污染。輕搖冷凍

管使其在 1-3 分鐘內全部融化，以 70﹪乙醇(ethonal)擦拭外

部，移入無菌操作台內。 

2. 依照細胞種類和濃度，在無菌操作台內取適量培養基加至

培養皿中，取出已解凍的細胞懸浮液緩慢加入，混合均勻

後放入 37℃、5﹪CO2 培養箱培養。 
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3.對大多數細胞而言，1﹪以下的冷凍保護劑(DMSO)不會對細

胞的貼附或活化有不良的影響，不須要立即由解凍溶液中去

除，等第二天確定細胞生長或貼附良好在去除即可。惟對極

少數因對 DMSO 敏感或造成細胞分化之細胞，須立即除去

DMSO 者，則可將解凍細胞懸浮液放入 5-10ml 培養液中，離

心大約 1000rpm3 分鐘之後將上清液去除，加入新鮮培養液

將細胞混合轉移到培養皿中，放入 37℃、5﹪CO2 培養箱培

養。 

肆-二  實驗方法與步驟 

肆-二-1 釋出液的備製方法: 

本實驗所用金屬的齒列矯正支架是取用目前市面上較常用四種廠

牌，分別為 Dentaurm 簡稱 D 組，Tomy 簡稱 T 組，Unitek 簡稱 U 組，

Ormco 簡稱 O 組，的上顎正中門牙支架。先分別將其放置超音波清洗，

再用吹風機吹乾後，D、T、U、O 四組內分別再分為二大組，一組鍍

氮化鈦，一組不鍍氮化鈦。二大組最後放入裝有 25 ㏄ PH7 和泡製的

PH4 人工唾液的試管中兩年。當開始要作實驗時，取出其萃取液 10 

cc，使用細胞培養液加以稀釋，分別稀釋成 1µl/ml、10
-1
µl/ml、10

-2
µl/ml. 
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肆-二-2  實驗一  細胞毒性測試 

tetrazolium, 3-(4,5-dimethylthiazol-z-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium 

bromide(MTT) 

細胞存活率 

tetrazolium 的反應廣泛的被應用在評估細胞粒線體中 succinic 

dehydrogenase 的活性。Tetrazolium 並不會與 succinic dehydrogenase 一

起反應，而是與其反應物 NADH 和 NADPH 反應。黃色水溶液的

MTT 會被轉變成不可溶的紫色 formazan 鹽類，而此紫色結晶物可以

溶在異丙醇(DMSO)中可由吸光值所測得的數據(OD 值)可知存活細

胞數目多寡。(Mossman T. ,1983, Pumb J.A,1989) 

實驗參考 Pumb J.A 1989 的方法 

1.取 2x10
4 
U2OS 細胞，培養在 96well microplate 並加入 100μl                 

Mccoy’s 5A medium，在放置於 37℃、5﹪CO2 培養箱培養。 

2.經過 24hr 培養後，換新鮮的培養液後分別加入不同的釋出液濃

度，分別為 1µl/ml、10
-1
µl/ml、10

-2
µl/ml 的材料萃取液 

3.於 37℃、5﹪CO2 培養箱培養 24hr 後，吸除培養液加入 20μl

的 5mg/ml MTT 溶液 
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4.經 MTT solution 和活細胞的粒線體作用 4hr，加入 100μl 的

DMSO(Dimethylsulfoxide)溶解 formazan，於 570nm 的光波下測

量各組實驗試劑的吸光值(OD 值) 

細胞存活率計算: 

存活率% (survival rate%)=             實驗組 OD 值 

           控制組 OD 值 

統計方法:pair t test，並以 excel 的統計軟體分析。 
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肆-二-3 顯微鏡下的細胞形態觀察 

1. 取 1x10
6
 的 U2OS(HGF)細胞培養於直徑 10 ㎝的培養皿中，並

加入 10 ㏄包含 10﹪FBS 及 5﹪抗生素的 Mccoy's 5A(or CDMEM)

培養液，放置於 37℃、5﹪CO2 培養箱培養。 

2. 培養 24hr 後更換新鮮培養液，分別加入濃度為 1µl/ml、

10
-1
µl/ml、10

-2
µl/ml 的材料釋出液試劑，對照組為不添加任何藥

物。 

3. 在 24hr 之後於顯微鏡下以 200x 觀察細胞外觀的形態變化並拍

照。 
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肆-二-4 西方點墨測試(western blot) 

肆-二-4.1 西方點墨測試之樣品細胞蛋白質的製備 

1. 取 1x10
6
 的 U2OS(HGF)細胞培養於直徑 10 ㎝的培養皿中，

並加入 10 ㏄包含 10﹪FBS 及 5﹪抗生素的 Mccoy's 5A 培養

液，放置於 37℃、5﹪CO2 培養箱培養。 

2. 培養 24hr 後更換新鮮培養液，分別加入濃度為 1µl/ml、

10
-1
µl/ml、10

-2
µl/ml 的材料釋出液試劑，對照組則添加人工

唾液。 

3. 作用 24hr 之後取出培養液，並將蛋白質萃出 

4. 控制組則不加任何藥物 
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肆-二-4.2 溶解所培養的細胞 (lysis of cultured cells)及蛋白質萃取 

1. 以 PBS 將培養的細胞沖洗二次 

2. 把所括取(scrape)下來的細胞加在含 1.5ml PBS 的離心管中 

3. 放入離心機以 1000 rpm 離心 5 分鐘 

4. 將上清液去除並加入 100-200μl 的萃取液(lysis buffer) 

(a) 加入 100μl 的 TNF lysis buffer 

50mM   Tris-Hcl 

150mM  Nacl 

0.1﹪    SDS 

1﹪      NP-40 

0.5﹪     sodium deoxycholate 

(b) 加入 10μl 的 10mM PMSF 

(c) 加入 1μl 的 10mg/ml aprotinin 

5. 放在冰上作用 30 分 

6. 於高速離心機離心 15 分轉速 15000rpm，將懸浮物吸到另一個

tube 中，保存在-20℃或-80℃的環境 
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肆-二-4.3 蛋白質定量 (Brodford total protein assay) 

實驗步驟與方式是參考由公司所提供的 Brodford protein assay 

(Ausubel et.1976)。實驗原理市利用 Standard protein 與染劑

(coomassie Brilliant Blue R250)結合之後，經由吸光值可以測出

Standard protein 的濃度並可以做出一條標準曲線(Standard curve)，

再由標準曲線推算出樣品蛋白質濃度。 

(1)染料試劑的配製造(preparation of dye reagent) 

a. 將 100g 的染劑 Coomassie Blue R250 加入到 50ml 的

甲醇(methanol)中 

b. 等染劑 Coomassie Blue G 完全溶解後，再加入 100ml

的 85%磷酸溶液(phosphate solution) 

c. 加入二次 1k(d2H2O)直到 1000ml 
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(2)BSA 的標準曲線(Standard curve of BSA)的決定 

STANDAR

D 

BLANK 2 4 6 8 

BSA(mg) 0 8 16 24 32 

d2H20(mg) 800 792 784 776 768 

PBS(mg) 100 100 100 100 100 

DYE 200 200 200 200 200 

濃度

(mg/ml) 

0 3.2 6.4 9.6 12.8 

(3)量測樣品的濃度 

a. 取樣品 100ml  

b. 二次水(d2H20)700ml 

c. 配製好的染劑 200ml 

再將以上 3 項混合均勻置放 30 分鐘於 595nm 的光波長下測吸光

值(OD Value) 
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肆-二-4.4 蛋白質電泳分析(SDS-PAGE) 

蛋白質電泳分析是以 SDS-PAGE(Sodium Dodetyl Sulfate polacrylamide 

Gel Electroresis)方式進行，其原理是蛋白質經過變(denature)之後，以

Sodium Dodetyl Sulfate (SDS)作用使蛋白質帶負電荷，電泳槽中的

acrylamide 單體(monomers)經由聚合之後形成半固體(Semisolid matrix)

狀態及網狀結構的 polacrylamide gel，通過電流的引導帶負電荷的蛋白

質會往正極移動(migrate)，經過電泳之後應 polacrylamide gel 上會出現

環帶(bands)，代表不同大小的蛋白質所移動的距離。蛋白質在 gel 中

所移動的距離會受電流 gel 的網狀孔徑大小(pore size)，蛋白質的分子

量而影響，以這個原理可以用來評估蛋白質分子量的大小(Robert A 

1995；Hooton et.al 2002) 
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肆-二-4.5  SDS-PAGE 的配製 

一、配製分離凝膠(Separating gel)之比例 

濃度 60% 7.5% 10% 12.5% 

蒸餾水(distilled water)(ml) 9.3 8.7 7.7 6.7 

40%acrylamine/Bis(ml) 2.4 3 4 5 

10%SDS(ml) 160 160 160 160 

1.5M Tris,PH=8(ml) 4 4 4 4 

150mg/ml aminonium 

persulfate 

160 160 160 160 

TEMED(ml) 16 160 16 16 
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二、配製 Stacking gel 比例 

濃度                                         4.5% 

蒸餾水                                       3.65ml 

40% acrylamine/Bis                             562.5ml 

10%SDS                                      50ml 

0.5M Tris,PH=6.8                              1.25ml 

150mg/ml aminonium persulfate                   100ml 

TEMED                                       10ml 
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肆-二-4.6  SDS-PAGE 實驗操作過程 

1. 將 12.5%的分離凝膠(Separating gel)注入電泳槽中，並預留 0.5cm

的 sample 以便加入 stacking gel。 

2. 分離凝膠(Separating gel)聚合後，加入 Stacking gel，等到 Stacking

完全聚合之後再以去離子水(deionized water)或 electrophoresis 

buffer 將未完全聚合的 acrylamide 清除。 

3. 在 Tank 中 electrophoresis buffer 之後，將 MW Marker 及定量後的

實驗樣品 30ml 小心的加入 well 中，以 100 伏特的電壓進行 3hr

電泳。 

4. 蛋白質經電泳後，將不同分子量的蛋白質分離，並將凝膠轉印到

PVDF membrance 上。 
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肆-二-4.7  將 SDS-PAGE 轉移至 PVDF membrance 上 

1. 配製 transfer buffer 

Trb base    3.03g 

Glycine    14.4g 

加入 H2O 到 800mg 

加入甲醇(methanol)200ml 共 1000ml 

2. 將 PDVF membrance 浸泡於 100%的甲醇(methanol)中 3 分鐘 

3. 將 transfer 的裝置設置好之後，倒入 transfer buffer，對 SDS-PAGE

進行 3hr 的 membrance transfer。 
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肆-二-4.8  西方點墨分析 Westers Blotting 

西方點墨可用來辨試經 SDS-PAGE 轉移至 PVDF membrance 上的特

定 antigen band 會顯像而其他 protein band 不會出現，其步驟如下 

1. 以 TBS 將 membrance 清洗 2 次，每次各 10 分鐘 

TBS:20ml Tris PH=7.5 

    100ml NaCl 

2. 將 membrance 浸泡在脫脂奶粉的 TBS 溶液中 1 小時。 

3. 再以 TTBS 沖洗 membrance 10 分鐘 

TTBS:TBS 加上 0.1%Tween-20。 

4. membrance 加入 primany antibody 之後放入 4℃環境中。 

5. 隔夜之後以 TTBS 清洗 2 次，每次各洗 10 分鐘。  

6. 加入 secondary antibody 作用 2 小時。 

7. 以 TTBS 清洗 3 次各 10 分鐘。 

8. membrance 加入顯影劑之後轉印於 X 光片上。  
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肆-二-5 DNA fragmentation(Apoptotic DNA fragment analysis)分析 

Apoptotic DNA fragment 分析法，由1994年Herrmann等人，所發展出來

的。簡單來說，先把細胞刮下來，然後使用離心機離心，加入lysis 

buffer(1%NP-40，20mM EDTA，in 50mM Tris-HCl Ph7.5)10秒鐘後，取

上清液加入1% SDS 以及RNA酵素A(Rnase A final concentration at 

5µg/µl，sigma) 在56
○
C處理2hr，接著在室溫37

○
C加入蛋自酵素k(protein 

k)至最終濃度(final concentration at 2.5µg/µl，  sigma)，2hr後配製2% 

agarose gel跑電泳。 
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伍、結果 

一.MTT test 的結果 

由圖一至圖五的圖，可以發現，不同廠牌、在不同的的 PH 值下，有

無 coating TiN 薄膜，所浸泡出來的金屬萃取液，並不會明顯的造成細

胞存活率的降低。由圖二至圖五，可以發現 HGF cell line 和 U2OS cell 

line，對金屬釋出液，並無明顯的差別，都不會明顯的造成細胞存活

率的降低，所以，總結 MTT 的分析結果發現，矯正支架釋出液液並

沒有明顯的毒性。 

二.顯微鏡下觀察的結果: 

我們觀察細胞的形態、數目、和細胞核的變化，我們發現，HGF cell line

和 U2OS cell line，並沒有 necrosis 和 apoptosis 的細胞形態的發生 

三.Western blot 分析結果: 

由圖六和圖七，我們發現 PH7 這組，不論是否 TiN 鍍膜的釋出液，

U2OS cell line 的 ERK 的表現都會比控制組高，但是 PH4 這組加入 TiN

鍍膜釋出液的組別，其 ERK 蛋白活性則有比 saliva 這組增加，而加非

鍍膜釋出液的組別，其 ERK 蛋白活性沒有明顯比 saliva 這組增加，

PD(pd98059)、 T1+PD 這兩組其 ERK 蛋白活性則比 saliva 這組降低。

由圖八和圖九，顯示 PH7 這組 caspase3 蛋白活性分析的結果，不論加



 45

入的是非鍍膜 TiN 或鍍膜釋出液，都會使 caspase3 蛋白比 saliva 這組

降低。PH4 這組，加入非鍍膜釋出液的組別，其 caspase3 蛋白活性則

比 saliva 這組沒有明顯增加，而加入 TiN 鍍膜釋出液的組別，其 caspase

蛋白活性也沒有明顯比 saliva 這組降低，而 PD、 T1+PD 這兩組其

caspase3 蛋白活性則比 saliva 這組降低。 

由圖十和十一，顯示 bax 這個蛋白質，在 PH7 這組不論加入的是非鍍

膜 TiN 或鍍膜釋出液，都會使 bax 蛋白比 saliva 這組降低，在 PH4 這

組加入非鍍膜釋出液的組別，其 bax 蛋白活性則和 saliva 這組沒有明

顯差異，而加入 TiN 釋出液的組別，其 bax 蛋白活性比 saliva 這組降

低，而 PD、 T1+PD 這兩組其 Bax 蛋白活性則比 saliva 這組降低。由

圖十二和圖十三，顯示 ß-actin 這個蛋白質不論加入的是 PH7、PH4 或

非鍍膜、TiN 鍍膜釋出液，不會使 ß-actin 蛋白比 saliva 這組有明顯變

化。由圖十四，顯示 ERK 的發生時間在三小時的時候最激烈，但是

在之後，就會慢慢的降下。 

由圖十五可以看到 HGF cell line 加入品牌為 Unitex 在 PH 為 4 情況下

的釋出液，ERK 都是明顯的增加，圖十六則是同樣的品牌但是有

coating 薄膜，同樣的情況下，加入金屬釋出液，ERK 也是明顯的增加。 

圖十七，顯示 HGF cell line 加入品牌為 Unitex 在 PH 為 4 情況下的金

屬釋出液，P53 在濃度 0.01 的時候有明顯下降。圖十八則是同樣的品
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牌但是有 coating 薄膜，同樣的情況下，加入金屬釋出液，P53 蛋白也

有降低的趨勢。 圖由圖十九，顯示 HGF cell line 加入品牌為 Unitex

在 PH 為 4 情況下的金屬釋出液，casepase 都是有降低的情形，圖二

七則是同樣的品牌但是有 coating 薄膜，同樣的情況下，加入金屬釋

出液，caspase 也是有降低的情形。由圖二十至二十四則是顯示， HGF 

cell line 加入品牌為 Unitex 在 PH 為 4 情況下的金屬釋出液，並不會造

成 bax 和 ß-actin 蛋白質的增加。 

四.DNA fragmentation 的實驗結果 

品牌為 Unitek 在 PH 為 4 情況下的金屬釋出液，加入細胞，並不會造

成 DNA fragmentation 的現象。 
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陸、討論 

根據 2002 年 Kao 等人的研究可以發現，金屬齒列矯正支架浸

泡在人工唾液裡，隨著時間的增加會釋放出金屬離子，而且在酸性的

環境中，釋放出的離子數目比中性環境多。人體口腔是一個開放的空

間，金屬齒列矯正支架所釋放的金屬離子，持續的被人體所吸收代

謝，所以，本篇實驗就是要探討，這些金屬齒列矯正支架，沒經過表

面處理和經過 TiN 表面處裡過後，兩者生物相容性的研究。2002 年，

Kao 等人的研究發現，齒列矯正支架在 TiN 鍍膜處理後，並不能有效

的降低金屬離子濃度，在人工唾液的釋出量，但是會不會影響生物相

容性，也是我們有興趣的。首先，我們做 U2OS cell line 以及 HGF cell 

line 的 MTT 細胞毒性測試，結果發現，各組的金屬離子釋出液，並沒

有明顯的細胞毒性。從顯微鏡觀察，也沒發現到 U2OS 以及 HGF 細

胞的形態有明顯的變化。根據 1995 年 Bumgardner J.D.等人的研究發現

nicke-based dental casting 合金的金屬離子的釋出液會影響到細胞的增

殖、glucose-6-phosphate-dehydrogenase 的活性，以及細胞間 ATP 的程

度，但是不會影響到細胞的形態和大小。由此可以知道，由於巨觀的

細胞毒性測試以及顯微鏡觀察，並沒辦法證明這些金屬離子釋出液是

否會造成細胞毒性和 apoptosis，所以，我們使用生化試驗的 western 

blot(西方點墨蛋白質測試分析法)，來做更進一步的檢測。根據 2002
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年 Kao 等學者的研究報告:Dentaurm、Unitek、Tomy、Ormco 四種品牌

的矯正器，無論是否經過 TiN 表面處理過，四種品牌浸泡於人工唾液

的釋出液，做細胞毒性測試(MTT) ，結果各組間沒有顯著差異，也沒

有明顯的細胞毒性。再根據 2001 年 Huang 等人的研究，金屬齒列矯

正支架浸泡在人工唾液裡，在酸性的環境中，釋放出的離子數目比中

性環境多。因此，本研究是選用 PH 為 4 的四種品牌之一的 Unitek 的

金屬離子釋出液，來做生化及細胞學的的檢測。 

當細胞受到外來的刺激，會有不同的反應，例如 ERK、bax、p53、

caspase3 等等的蛋白質的表現。由許多的學者研究得知，ERK 的活化

與細胞的生長、增殖有關，而 bax、p53、caspase 可能會促使細胞凋零。

例如:1995 年 Roger J.等學者以老鼠的 PC-12 pheochromocytoma 細胞，

將其生長因子拿除，結果發現，只要誘發其 ERK 增加，就會促進細

胞生長。2000 年 Yang 等人的研究發現使用 ERK 的抑制劑 PD98059，

會使得 ERK 活性下降，也會使 stratoxin 的毒性增加。在本實驗中發

現，牙齒矯正支架金屬離子的釋出液有促進 ERK 蛋白增加的反應，

把 ERK 的抑制劑加入，雖然會使 ERK 的反應降低，但是 MTT assay

的結果卻沒有顯著的差異，沒有造成細胞明顯的大量死亡，由此可

知，牙齒矯正支架的金屬離子的釋出液，並沒有明顯的毒性。除此之

外，U2OS 細胞的 ERK 蛋白質在 time course 不是大量表達的時間，仍
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舊有增加的趨勢，所以可以證明這些金屬離子溶液，並不會造成細胞

apoptosis。1995 年 Bumgardner J.D.等學者發現，把人類的 HGF cell line

與 orthopedic appliances 放在一起會影響 HGF 的增殖和

glucose-6-phosphate-dehydrogenase 的活性。由 Bumgardner J.D.的研究發現，

金屬離子會對 HGF cell line 有影響，因此本研究亦取 HGF，做測試，

但結果發現加入不論有、無 TiN 鍍膜牙齒矯正支架的金屬離子的釋出

液，ERK 蛋白質同樣的增加，ERK 蛋白質增加，表示細胞增殖和分

化，由此可知，牙齒矯正支架的金屬離子的釋出液，對 HGF cell line

也沒有明顯的毒性。 

學者對於 p53 蛋白和它的下游調控機轉發現，p53 是一個很重要

的抑癌蛋白，可以調控細胞的凋零，和細胞的凋零死亡有很大的相關

性。1998 年 Shiao Y.H.等人發現高量的二價鎳可以造成中國蒼鼠卵巢

細胞中的 p53 蛋白大量增加，造成凋零死亡。2000 年 Chen N. 等學者

以 UV 照射在老鼠的上皮細胞(JB CI 41 cell)後，p38 會在 p53 的 serine15

磷酸化 p53，使細胞生長抑制和凋零死亡。2000 年 Patrice L.以 Balb/C 

3TC fibroblast 研究的結果發現，Rho 家族的 small GTPase 與 p53 及 ERK

三者間的交互作用調控細胞凋零死亡。在本實驗中，U2OS 無法表現，

HGF cell line 在加入矯正支架的金屬離子釋出液後，不論是否有無

TiN 鍍膜，p53 蛋白都比 control 組低，因此可以知道齒列矯正支架的
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金屬離子釋出液，並不會造成細胞傷害。 

以前的研究指出，bax 蛋白質和 p53 有密切關係。1997 年 Hugh 

J.M.Brady 指出，bax 蛋白質是一種 pro-apoptotic 蛋白質，是 bcl-2 家族

的一個成員，當組織接受到凋零刺激，由 p53 直接調控，刺激 bax 產

生，進一步產生凋零反應，他的實驗中也發現只要是-/-bax 老鼠它們

的淋巴細胞都會比較多，而且神經原細胞雖然沒有生長因子，一樣存

活的很好。在 1999 年 Ho Y.S.等人的研究指出人類野生型的 p53 癌症

細胞(COCL 205 和 Hep G2)可以經由化療藥物，誘發產生 bax 蛋白質，

接著產生凋零的現象。在本實驗中，U2OS、HGF cell line 在加入齒列

矯正支架的金屬離子釋出液後，不論是否有無 TiN 鍍膜，bax 蛋白都

跟 saliva 這組沒有明顯差異或是有下降的趨勢，可以知道齒列矯正支

架的金屬離子釋出液，不會誘發 bax 蛋白的增加，所以並不會造成細

胞傷害。 

至於 caspase3 蛋白質，是一種凋零蛋白，1999 年 Gao C.等學者

的實驗指出，p53 誘發的凋零反應，是一種抑癌機轉，會產生 caspase3

蛋白，在他的實驗中使用 J138V5C cell line,這種細胞是一種帶有溫度

敏感的 mutant p53 基因，在發生凋零反應的時候，會產生大量的

caspase3 蛋白質。2002 年 Malaguti C.發現，把 yessotoxin 加入 HeLa 細

胞內，會活化 caspase 而造成細胞凋零。雖然本實驗結果發現，在 U2OS
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細胞並 P53 蛋白的表現，但是經由下游的蛋白質 bax 和 caspase3 的表

現發現，caspase3 和 ERK band 的表現是相反的，而且 bax 蛋白質沒有

增加，所以，可以確認細胞並沒有走向 apoptosis 的凋零路徑。我們再

透過做 U2OS 細胞 DNA 的 fragmentation 的實驗驗證了細胞並沒有走向

apoptosis 的路徑。至於 HGF cell line 的研究，p53 有下降的趨勢，p53

下游蛋白質 caspase3 和 ERK band 的表現是相反的，而且 bax 蛋白質沒

有增加，所以，細胞並沒有走向 apoptosis 的凋零路徑。由以上的實驗

結果，我們可以知道，不論是否有做金屬牙齒矯正支架表面處理，在

酸性或中性的環境中，金屬離子溶液都不會造成細胞毒性。可能的原

因，根據 2001 年 Rana 等人的研究指出，U2OS 是一種活化 osteocytes，

對於牙齒的移動有很大的幫助，所以，可能是因為，活化的 osteocytes，

代謝率高，所以，對金屬離子的忍受性高。2000 年的 Messer R.L.W.

也提到，在他的實驗中，雖然顯示細胞功能有改變，但是卻隨著金屬

釋放出的離子不同而有所改變，而且，金屬釋放出離子，是一個複雜

的過程，牽涉到離子化學(ion chemistry)、離子原子價(ion valence)和劑

量-時間的相互關係(dose-time dependence)，所以，金屬離子釋出液，

很難評估金屬的毒性。除此之外，根據 1998 年的 Shiao 等學者的研究

指出 Nicke(Ni
+2
)的化合物要造成 p53 蛋白的大量表達，進一步造成細

胞凋零(apoptosis)，須要暴露在高量的濃度下，否則不會造成凋零死
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亡。2000 年的 Iryo Y.等學者發現，Cadmium Chloride(CdCl2)會造成

MAPKS 的增加，進一步造成細胞凋零(apoptosis)，但是不同的劑量對

ERK、JNK、p38 的誘發的情形是不同的。在我們這個體外測試模型

中，所測試出來的結果，金屬離子釋出液並沒有毒性也不會造成凋零

的反應，根據上面的推論，我們在往後的實驗，可以備製一些致癌的

重金屬鹽離子，做為對照，或者是取更長的作用時間、更大的釋出液

濃度，做更進一步的探討。 
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柒、結論 

1.不論有無鍍膜的金屬齒列矯正支架的金屬釋出液，並不會造成細胞

毒性和基因毒性，也沒有造成 apoptosis 的現象。 

2.由本實驗可知，TiN 的金屬表面鍍膜處理，對於齒列矯正支架的生

物相容性的提升並沒有幫助。 
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MTT cytotoxic assay 

圖一 

於 PH4 之浸泡液下，表面有 TiN 鍍膜及無 TiN 鍍膜之四種品牌矯正

支架，對 U2OS 細胞作用 24 小時之存活率 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

說明:取四種齒列矯正支架分別為 Dentaurm 簡稱 D，Tomy 簡稱 T，Unitek 簡稱 U，

Ormco 簡稱 O，分成兩組一組鍍上 TiN 鍍膜(TiN-D、TiN-U、TiN-T、TiN-O)，另

一組不鍍膜(N-D、N-U、N-T、N-O) ，結果顯示有無 TiN 鍍膜對細胞存活率沒有

影響。 
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圖二 

於 PH7 之浸泡液下，表面有 TiN 鍍膜及無 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯

正支架，對 U2OS 細胞作用 24 小時之存活率 
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說明:PH 為 7 的情況下，取七種釋出液，分別是 s(saliva)、非鍍膜金屬釋出液的

濃度 0.01µl/ml、非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml、非鍍膜金屬釋出液的濃度

1µl/ml、鍍膜金屬釋出液的濃度 0.01µl/ml、鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml、鍍膜

金屬釋出液的濃度 1µl/m 加入 U2OS cell line 24 小時後，做 MTT 毒性測試，加入

非鍍膜或鍍膜金屬釋出液，隨著濃度的增加，細胞存活率有增加的趨勢。 

 

 

• PH =7 的情況下,Unitek 非鍍膜這組,只加入 Saliva

• PH=7 的情況下,Unitek 非鍍膜這組,金屬粹取液 
• PH=7 的情況下, Unitek 鍍膜這組,金屬粹取液 
*   p<0.05(與 saliva 這組有顯著差異) 
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圖三 

於 PH4 之浸泡液下，表面有 TiN 鍍膜及無 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯

正支架，對 U2OS 細胞作用 24 小時之存活率 
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說明:PH 為 4 的情況下，取七種釋出液，分別是 s(saliva)、非鍍膜金屬釋出液的

濃度 0.01µl/ml、非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml、非鍍膜金屬釋出液的濃度

1µl/ml、鍍膜金屬釋出液的濃度 0.01µl/ml、鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml、鍍膜

金屬釋出液的濃度 1µl/m 加入 U2OS cell line 24 小時後，做 MTT 毒性測試，加入

非鍍膜或鍍膜金屬釋出液，隨著濃度的增加，細胞存活率有增加的趨勢。 

 

 

• PH =4 的情況下,Unitek 非鍍膜這組,只加入 Saliva

• PH=4 的情況下,Unitek 非鍍膜這組,金屬粹取液 
• PH=4 的情況下, Unitek 鍍膜這組,金屬粹取液 

 *   p<0.05(與 saliva 這組有顯著差異) 
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圖四 

於 PH7 之浸泡液下，表面有 TiN 鍍膜及無 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯

正支架，對 HGF 細胞作用 24 小時之存活率 
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說明:PH 為 7 的情況下，取七種釋出液，分別是 s(saliva)、非鍍膜金屬釋出液的

濃度 0.01µl/ml、非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml、非鍍膜金屬釋出液的濃度

1µl/ml、鍍膜金屬釋出液的濃度 0.01µl/ml、鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml、鍍膜

金屬釋出液的濃度 1µl/m 加入 HGF cell line 24 小時後，做 MTT 毒性測試，加入非

鍍膜或鍍膜金屬釋出液，隨著濃度的增加，細胞存活率有增加的趨勢。 

 

 

• PH =7 的情況下,Unitek 非鍍膜這組,只加入 Saliva

• PH=7 的情況下,Unitek 非鍍膜這組,金屬粹取液 
• PH=7 的情況下, Unitek 鍍膜這組,金屬粹取液 
*   p<0.05(與 saliva 這組有顯著差異) 
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圖五 

於 PH4 之浸泡液下，表面有 TiN 鍍膜及無 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯

正支架，對 HGF 細胞作用 24 小時之存活率 

 

0

50

100

150

S 0.01 0.1 1 0.01 0.1 1

concentration(ul/ml)

su
rv

iv
al

 r
at

e(
%

)

*

* *

 

 

 

 

 

說明:PH 為 4 的情況下，取七種釋出液，分別是 s(saliva)、非鍍膜金屬釋出液的

濃度 0.01µl/ml、非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml、非鍍膜金屬釋出液的濃度

1µl/ml、鍍膜金屬釋出液的濃度 0.01µl/ml、鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml、鍍膜

金屬釋出液的濃度 1µl/m 加入 HGF cell line 24 小時後，做 MTT 毒性測試，加入非

鍍膜或鍍膜金屬釋出液，隨著濃度的增加，細胞存活率有增加的趨勢。 

 

 

• PH=4 的情況下,Unitek 非鍍膜這組,只加入 Saliva

• PH=4 的情況下,Unitek 非鍍膜這組,金屬粹取液

• PH=4 的情況下, Unitek 鍍膜這組,金屬粹取液 
*   p<0.05(與 saliva 這組有顯著差異) 
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顯微鏡觀查 

U2OS cell line 

照片一                      照片二 

                                                                                                                             

      

 

照片三                      照片四 

           

說明:PH 為 4 的情況下，取四種釋出液，分別是照片一(saliva)、照片二(非鍍膜金

屬釋出液的濃度 1µl/ml)、照片三(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、照片四非

鍍膜金屬釋出液的濃度 0.01µl/ml)，加入 U2OS cell line 24 小時後，在顯微鏡下觀

察，加入 saliva 後，細胞的數目和型態沒有明顯的變化，沒有細胞膜的水泡化，

也沒有失去細胞膜型態的完整性。加入金屬釋出液濃度為 1~10-2(μL/ml)，細胞的

數目和型態也沒有明顯的變化，沒有細胞收縮、細胞核與細胞質會聚合、或粒腺

體破裂釋放出 cytochrome c，在細胞核內的 chromatin 沒有降解掉、細胞分裂產生

數個由細胞膜包含的小體(apoptotic bodies)。 
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照片五                        照片六 

         
 

照片七                         照片八
 

         
說明: PH 為 4 的情況下，取四種釋出液，分別是照片五(saliva)、照片六(TiN 鍍膜

金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、照片七(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、照片八

(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 0.01µl/ml)，加入 U2OS cell line 24 小時後，在顯微鏡

下觀察，加入 saliva 後，細胞的數目和型態沒有明顯的變化，沒有細胞膜的水泡

化，也沒有失去細胞膜型態的完整性。加入金屬釋出液濃度為 1~10
-2
(μL/ml)，細

胞的數目和型態沒有明顯的變化，也沒有出現細胞質與粒腺體膨脹細胞沒被溶解,

沒有小氣泡(vesicle)的形成以及胞器膨脹以及產生 apoptosis body。 
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HGF cell line 

照片九                     照片十 

      

 

照片十一                   照片十二              

       
說明: PH 為 4 的情況下，取四種釋出液，分別是照片九(saliva)、照片十(非鍍膜金

屬釋出液的濃度 1µl/ml)、照片十一(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、照片十

二(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.01µl/ml)，加入 HGF cell line 24 小時後，在顯微鏡

下觀察，加入 saliva 後，細胞的數目和型態沒有明顯的變化，沒有細胞膜的水泡

化,也沒有失去細胞膜型態的完整性。加入金屬釋出液濃度為 1~10-2(μL/ml)，細

胞的數目和型態也沒有明顯的變化，也沒有出現細胞質與粒腺體膨脹，細胞沒被

溶解,沒有小氣泡(vesicle)的形成以及胞器膨脹。 
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照片十三                        照片十四 

           

 

照片十五                        照片十六 

            

說明: PH 為 4 的情況下，取四種釋出液，分別是照片十三(saliva)、照片十四(TiN

鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、照片十五(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、

照片十六(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 0.01µl/ml)，加入 HGF cell line 24 小時後，

在顯微鏡下觀察，加入 saliva 後，細胞的數目和型態沒有明顯的變化，沒有細胞

膜的水泡化，也沒有失去細胞膜型態的完整性。加入金屬釋出液濃度為

1~10-2(μL/ml)，細胞的數目和型態沒有明顯的變化，也沒有出現細胞質與粒腺體

膨脹細胞沒被溶解,沒有小氣泡(vesicle)的形成以及胞器膨脹以及產生 apoptosis 

body。 
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Western blot 

圖六 

於 PH7 之浸泡液下，表面有 TiN 鍍膜及無 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯

正支架，對 U2OS 細胞作用 24 小時後，ERK 蛋白活性分析結果 

       ERK 蛋白: 
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說明:取七種釋出液，分別是 S(saliva)、N1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、

N10-1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml) 、 N10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度

0.01µl/ml) 、T1(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、T10-1(TiN 鍍膜金屬釋出液的

濃度 0.1µl/ml)、T10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.01µl/ml)，加入 U2OS cell line 24

小時後，ERK 蛋白活性分析的結果，不論加入的是非 TiN 鍍膜或鍍膜矯正金屬

支架的金屬離子釋出液，都會使 ERK 蛋白比 saliva 這組增加。  
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圖七 

於 PH4 之浸泡液下，表面有 TiN 鍍膜及無 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯

正支架，對 U2OS 細胞作用 24 小時後，ERK 蛋白活性分析結果 

      ERK 蛋白: 
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說明:取九種釋出液，分別是 S(saliva)、N1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、

N10-1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、N10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度

0.01µl/ml)、T1(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、T10-1(TiN 鍍膜金屬釋出液的

濃度 0.1µl/ml)、T10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.01µl/ml)、PD(ERK 蛋白的抑制

劑 pd98059，100λ)、T1+PD(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml 加 ERK 蛋白的抑制

劑 pd98059，100λ)加入 U2OS cell line 24 小時後，ERK 蛋白活性分析的結果，加

入 TiN 鍍膜矯正金屬支架金屬離子釋出液的組別，其 ERK 蛋白活性則有比 saliva

這組增加，而加非鍍膜矯正金屬支架金屬離子釋出液的組別，其 ERK 蛋白活性

沒有明顯比 saliva 這組增加，而 PD、 T1+PD 這兩組其 ERK 蛋白活性則比 saliva

這組降低。   
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圖八 

於 PH7 之浸泡液下，表面有 TiN 鍍膜及無 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯

正支架，對 U2OS 細胞作用 24 小時後，caspase3 蛋白活性分析結果 

           caspase3 蛋白: 
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說明:取七種釋出液，分別是 S(saliva)、N1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、

N10-1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml) 、 N10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度

0.01µl/ml) 、T1(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、T10-1(TiN 鍍膜金屬釋出液的

濃度 0.1µl/ml)、T10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.01µl/ml)，加入 U2OS cell line 24

小時後，caspase3 蛋白活性分析的結果，不論加入的是非鍍膜 TiN 或鍍膜矯正金

屬支架的金屬離子釋出液，都會使 caspase3 蛋白比 saliva 這組降低。  
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圖九 

於 PH4 之浸泡液下，表面有 TiN 鍍膜及無 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯

正支架，對 U2OS 細胞作用 24 小時後，caspase3 蛋白活性分析結果 

         caspase3 蛋白: 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
說明:取九種釋出液，分別是 S(saliva)、N1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、

N10-1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、N10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度

0.01µl/ml)、T1(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、T10-1(TiN 鍍膜金屬釋出液的

濃度 0.1µl/ml)、T10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.01µl/ml)、PD(ERK 蛋白的抑制

劑 pd98059，100λ)、T1+PD(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml 加 ERK 蛋白的抑制

劑 pd98059，100λ)加入 U2OS cell line 24 小時後，caspase3 蛋白活性分析的結果，

加入非鍍膜矯正金屬支架金屬離子釋出液的組別，其 caspase3 蛋白活性則比 saliva

這組沒有明顯增加，而加入 TiN 鍍膜矯正金屬支架金屬離子釋出液的組別，其

caspase 蛋白活性沒有明顯比 saliva 這組降低，而 PD、 T1+PD 這兩組其 caspase3

蛋白活性則比 saliva 這組降低。 
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圖十 

於 PH7 之浸泡液下，表面有 TiN 鍍膜及無 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯

正支架，對 U2OS 細胞作用 24 小時後， bax 蛋白活性分析結果 

        bax 蛋白: 
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說明:取七種釋出液，分別是 S(saliva)、N1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、

N10-1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、N10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度

0.01µl/ml) 、T1(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、T10-1(TiN 鍍膜金屬釋出液的

濃度 0.1µl/ml)、T10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.01µl/ml)，加入 U2OS cell line 24

小時後，bax 蛋白活性分析的結果，不論加入的是非鍍膜 TiN 或鍍膜矯正金屬支

架的金屬離子釋出液，都會使 Bax 蛋白比 saliva 這組降低。 
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圖十一 

於 PH4 之浸泡液下，表面有 TiN 鍍膜及無 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯

正支架，對 U2OS 細胞作用 24 小時後， Bax 蛋白活性分析結果 

         bax 蛋白: 
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說明:取九種釋出液，分別是 S(saliva)、N1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、

N10-1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、N10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度

0.01µl/ml)、T1(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、T10-1(TiN 鍍膜金屬釋出液的

濃度 0.1µl/ml)、T10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.01µl/ml)、PD(ERK 蛋白的抑制

劑 pd98059，100λ)、T1+PD(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml 加 ERK 蛋白的抑制

劑 pd98059，100λ)加入 U2OS cell line 24 小時後，Bax 蛋白活性分析的結果，加入

非鍍膜矯正金屬支架金屬離子釋出液的組別，其 Bax 蛋白活性則比 saliva 這組沒

有明顯差異，而加入 TiN 鍍膜矯正金屬支架金屬離子釋出液的組別，其 Bax 蛋白

活性比 saliva 這組降低，而 PD、 T1+PD 這兩組其 Bax 蛋白活性則比 saliva 這組

降低。 
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圖十二 

於 PH7 之浸泡液下，表面有 TiN 鍍膜及無 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯

正支架，對 U2OS 細胞作用 24 小時後，ß-actin 蛋白活性分析結果 

        ß-actin 蛋白: 

 

 

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

40000

S N1 N10-1 N10-2 T1 T10-1 T10-2

concentration

op
tic

al
 d

en
si

ty

 

說明:取七種釋出液，分別是 S(saliva)、N1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、

N10-1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、N10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度

0.01µl/ml) 、T1(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、T10-1(TiN 鍍膜金屬釋出液的

濃度 0.1µl/ml)、T10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.01µl/ml)，加入 U2OS cell line 24

小時後，ß-actin 蛋白活性分析的結果，不論加入的是非鍍膜 TiN 或鍍膜矯正金屬

支架的金屬離子釋出液，都會使 ß-actin 蛋白比 saliva 這組沒有明顯變化。 
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圖十三 

於 PH4 之浸泡液下，表面有 TiN 鍍膜及無 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯

正支架，對 U2OS 細胞作用 24 小時後， ß-actin 蛋白活性分析結果 

        ß-actin 蛋白: 

 

 

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

S  N1  N10-1 N10-2  T1 T10-1 T10-2 PD T1+PD 

concentration

op
tic

al
 d

en
si

ty

 
說明:取九種釋出液，分別是 S(saliva)、N1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、

N10-1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、N10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度

0.01µl/ml)、T1(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、T10-1(TiN 鍍膜金屬釋出液的

濃度 0.1µl/ml)、T10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.01µl/ml)、PD(ERK 蛋白的抑制

劑 pd98059，100λ)、T1+PD(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml 加 ERK 蛋白的抑制

劑 pd98059，100λ)加入 U2OS cell line 24 小時後，ß-actin 蛋白活性分析的結果，加

入非鍍膜矯正金屬支架金屬離子釋出液的組別，其 ß-actin 蛋白活性則比 saliva 這

組沒有明顯變化，而加入 TiN 鍍膜矯正金屬支架金屬離子釋出液的組別，其 ß-actin

蛋白活性比 saliva 這組沒有明顯變化，而 PD、 T1+PD 這兩組其 ß-actin 蛋白活性 

這組沒有明顯變化。 
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圖十四 

PH 為 7，Unitek 品牌之 TiN 鍍膜與非鍍膜矯正支架，作用在 U2OS cell 

line 3、6、12、 24 小時後，ERK 蛋白活性分析結果 
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說明: 取 T1(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)加入 U2OS cell line 3、6、12、24

小時後分別偵測其 ERK 蛋白的活性，結果發現在 3 小時的時候 ERK 蛋白的活性

最大。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C24hr   3hr     6hr    12hr  24hr

44kDa



 93

HGF 

圖十五 

於 PH4 之浸泡液下，表面無 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯正支架，對 HGF

細胞作用 24 小時後， ERK 蛋白活性分析結果 

           ERK 蛋白: 
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說明:取四種釋出液，分別是 S(saliva)、N1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、

N10-1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、N10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度

0.01µl/ml)，加入 HGF cell line 24 小時後，ERK 蛋白活性分析的結果，加入非 TiN

鍍膜的金屬離子釋出液，會使 ERK 蛋白比 saliva 這組增加。  
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圖十六 

於 PH4 之浸泡液下，表面有 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯正支架，對 HGF

細胞作用 24 小時後， ERK 蛋白活性分析結果 

         ERK 蛋白: 
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說明:取四種釋出液，分別是 S(saliva)、T1(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、

T10-1(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、T10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度

0.01µl/ml)，加入 HGF  cell line 24 小時後，ERK 蛋白活性分析的結果，加入鍍膜

矯正金屬支架的金屬離子釋出液，會使 ERK 蛋白比 saliva 這組增加。  
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圖十七 

於 PH4 之浸泡液下，表面無 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯正支架，對 HGF

細胞作用 24 小時後，p53 蛋白活性分析結果 

         p53 蛋白: 
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說明:取四種金屬矯正支架的釋出液，分別是 S(saliva)、N1(非鍍膜金屬釋出液的

濃度 1µl/ml)、N10-1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、N10-2(非鍍膜金屬釋出

液的濃度 0.01µl/ml)，加入 HGF cell line 24 小時後，p53 蛋白活性分析的結果，加

入非 TiN 鍍膜的金屬離子釋出液，會使 p53 蛋白比 saliva 這組降低。  
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圖十八 

於 PH4 之浸泡液下，表面有 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯正支架，對 HGF

細胞作用 24 小時後，p53 蛋白活性分析結果 

         p53 蛋白: 

 

 

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

 S T1 T10-1 T10-2 

concentration

op
ti

ca
l 

de
ns

it
y

 
說明:取四種釋出液，分別是 S(saliva)、T1(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、

T10-1(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、T10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度

0.01µl/ml)，加入 HGF  cell line 24 小時後，p53 蛋白活性分析的結果，加入鍍膜

矯正金屬支架的金屬離子釋出液，會使 p53 蛋白比 saliva 這組降低。 
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圖十九 

於 PH4 之浸泡液下，表面無 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯正支架，對 HGF

細胞作用 24 小時後，caspase3 蛋白活性分析結果 

         caspase3 蛋白: 
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說明:取四種釋出液，分別是 S(saliva)、N1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、

N10-1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、N10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度

0.01µl/ml)，加入 HGF cell line 24 小時後，caspase3 蛋白活性分析的結果，加入非

TiN 鍍膜的金屬離子釋出液，會使 caspase3 蛋白比 saliva 這組降低。  
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圖二十 

於 PH4 之浸泡液下，表面有 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯正支架，對 HGF

細胞作用 24 小時後，caspase3 蛋白活性分析結果 

        caspase3 蛋白: 
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說明:取四種釋出液，分別是 S(saliva)、T1(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、

T10-1(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、T10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度

0.01µl/ml)，加入 HGF  cell line 24 小時後，caspase3 蛋白活性分析的結果，加入

鍍膜矯正金屬支架的金屬離子釋出液，會使 caspase3 蛋白比 saliva 這組降低。 
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圖二十一 

於 PH4 之浸泡液下，表面無 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯正支架，對 HGF

細胞作用 24 小時後，bax 蛋白活性分析結果 

            bax 蛋白: 
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說明:取四種釋出液，分別是 S(saliva)、N1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、

N10-1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、N10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度

0.01µl/ml)，加入 HGF cell line 24 小時後，Bax 蛋白活性分析的結果，加入非 TiN

鍍膜的金屬離子釋出液，會使 Bax 蛋白比 saliva 這組沒有明顯差異。  
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圖二十二 

於 PH4 之浸泡液下，表面有 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯正支架，對 HGF

細胞作用 24 小時後， bax 蛋白活性分析結果 

            bax 蛋白: 
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說明:取四種釋出液，分別是 S(saliva)、T1(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、

T10-1(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、T10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度

0.01µl/ml)，加入 HGF  cell line 24 小時後，Bax 蛋白活性分析的結果，加入鍍膜

矯正金屬支架的金屬離子釋出液，會使 Bax 蛋白比 saliva 這組降低。 
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圖二十三 

於 PH4 之浸泡液下，表面無 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯正支架，對 HGF

細胞作用 24 小時後，ß-actin 蛋白活性分析結果 

         ß-actin 蛋白: 
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說明:取四種釋出液，分別是 S(saliva)、N1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、

N10-1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、N10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度

0.01µl/ml)，加入 HGF cell line 24 小時後，ß-actin 蛋白活性分析的結果，加入非 TiN

鍍膜的金屬離子釋出液，並不會使 ß-actin 蛋白與 saliva 這組有明顯差異。  
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圖二十四 

於 PH4 之浸泡液下，表面有 TiN 鍍膜之 Unitek 品牌矯正支架，對 HGF

細胞作用 24 小時後， ß-actin 蛋白活性分析結果 

        ß-actin 蛋白: 
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說明:取四種釋出液，分別是 S(saliva)、T1(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、

T10-1(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、T10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度

0.01µl/ml)，加入 HGF  cell line 24 小時後，ß-actin 蛋白活性分析的結果，加入鍍

膜矯正金屬支架的金屬離子釋出液，並不會使 ß-actin 蛋白與 saliva 這組有明顯差

異。  
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DNA fragmentation assay 

DNA fragmentation(圖二十五) 

U2OS cell line 

 

 

 

說明:取七種釋出液，分別是 S(saliva)、N1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、

N10-1(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.1µl/ml)、N10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度

0.01µl/ml)、T1(TiN 鍍膜金屬釋出液的濃度 1µl/ml)、T10-1(TiN 鍍膜金屬釋出液的

濃度 0.1µl/ml)、T10-2(非鍍膜金屬釋出液的濃度 0.01µl/ml)，加入 U2OS cell line 24

小時後，DNA fragmentation 分析的結果，並沒有發現明顯的 DNA ladder 的現象。 
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