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　　【摘要 】　目的 　探讨含种植体硬组织骨计量学研究采用不脱钙塑料包埋技术的运用技巧与优点。方法 　选

取含钛种植体骨组织块 ,采用甲基丙烯酸甲酯进行塑料包埋 ,包埋后经 Leica SP1600硬组织切片机切锯成 200μm

厚切片 ,手工磨至 70μm,染色后进行观察。结果 　制成切片在显微镜下观察钛种植体与骨组织界面 ,可见到界面

及其周围骨组织矿化过程 ,种植体骨结合良好 ,其周围新骨荧光双色标记间距为 (914 ±0161)μm。结论 　塑料包

埋技术适用于不脱钙硬组织包埋 ,制作含金属硬组织切片 ,可以广泛应用于含金属硬组织的组织形态学研究和口

腔种植体的骨整合界面研究。
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　　种植体植入材料研究通常需要通过制作含金属骨

组织切片 ,观察植入金属与组织的界面的结合情况。

由于生物体硬组织中含有大量无机钙盐 ,坚硬易碎 ,制

作切片时金属与组织容易脱离 ,导致切片制作失败。

常规骨组织切片制作一般有脱钙法和不脱钙法 ,由于

脱钙后组织软化及骨组织细微结构改变 ,影响含金属

- 骨组织界面的观察 ,所以含金属硬组织一般采用不

脱钙塑料包埋。本实验采用甲基丙烯酸甲酯 (MMA )

进行塑料包埋 ,通过 Leica SP1600硬组织切片机制作

切片观察 ,探讨采用甲基丙烯酸甲酯对含种植体硬组

织进行塑料包埋的应用方法及优点。

1　材料与方法

1. 1　不脱钙带金属骨块切片制作方法 　选取含金属

种植体的新西兰兔胫骨组织 ,动物处死前第 13和 14

天连续两天皮下注射四环素 ,处死前第 3和第 4天皮

下注射钙黄绿素 ,进行双色荧光标记。根据标本大小

切割成大小为 110 cm ×110 cm ×112 cm的组织块 ,将

含种植体骨标本置于 10%福尔马林液在 4℃下固定 24

h备用。也可以先采用甲醛、甲醇和蒸馏水以 1∶1∶115

(V /V)的比例混合后进行血管灌注固定再采取骨标

本 [ 1 ]。本研究采用前者方法。

1. 2　脱水与浸泡 　固定后标本先采用不同浓度梯度

的酒精进行脱水 [ 2 ]
,再以三氯甲烷进行浸泡。脱水后

将标本置于浸泡液中浸泡 ,浸泡液需当天新鲜配制 ,浸

泡过程均在 4℃中进行。浸泡液中甲基丙烯酸甲酯与

邻苯二甲酸二丁酯按表 1方法 [ 3 ]配制。依次浸泡标本

各 2 d,每天抽真空 2 h。

1. 3　包埋聚合 　配制包埋剂方法 [ 4 ] 　去除成品甲基

丙烯酸甲酯中的阻聚剂 ,将 1∶1成品甲基丙烯酸甲酯

和 5%的氢氧化钠加入分液漏斗 ,充分震荡 ,静止分层

表 1　浸泡流程

浸泡液 成分 配制含量 磁力搅拌时间

浸泡液Ⅰ 甲基丙烯酸甲酯 95 m l

邻苯二甲酸二丁酯 5 m l
2h

浸泡液Ⅱ 甲基丙烯酸甲酯 95 m l

邻苯二甲酸二丁酯 5 m l

过氧化苯甲酰 1. 5 g
4 h

浸泡液Ⅲ 甲基丙烯酸甲酯 95 m l

邻苯二甲酸二丁酯 5 m l

过氧化苯甲酰 4. 5 g 4 h

后漏弃下层液体 ,反复 3次 ,再用蒸馏水以同样方法洗

3次 ,去除液体中氢氧化钠。然后往分液漏斗加无水

氯化钙 ,震荡混合数分钟 ,吸除水份 ,滤纸过滤去除氯

化钙。上层滤液收集于瓶中 ,在 - 4℃冰箱中保存备

用。取去除阻聚剂的甲基丙烯酸甲酯 (单体 ) 95 m l,邻

苯二甲酸二丁酯 5 m l,无水过氧化苯甲酰 410 g放入宽

口耐热塑料瓶中 ,放入磁力转子 ,置于热水杯中水浴恒

温加热 ,恒温保持在 50℃,置于磁力搅拌器搅拌 2 h。

注意液体温度不要过高 ,观察液体状态 ,出现气泡应该

采取降温措施 ,可浸于冷水中不断搅拌 ,或加入凉的单

体。煮过后待液体完全降温 ,贴上标签置于 - 4℃冰箱

中保存备用。将备好的标本置于底平、壁薄、干洁和大

小适宜的玻璃瓶内 ,并标记编号。加入包埋剂后盖上

胶盖 ,在胶盖插上针头以便排气。继而连续抽真空

2 h,置于 37℃水浴恒温箱 2～3 d,取出包埋组织块即

可做切片。

1. 4　切片制作　包埋后塑料部分均匀透明 ,可以清楚

地观察到塑料内样本 ,定位简单方便 ,也可通过 X线定

位。将定位好的标本固定在 Leica SP1600硬组织切片

机的圆形样本紧固装置上进行锯切 ,切成厚度大约为

200～250μm左右 ,然后采用碳化硅耐水砂将薄片依

次从 500目、800目、1 000目磨至 1 200目 ,磨片后切

片厚度磨至 70 μm 左右 ,经亚甲基蓝 - 酸性品红染

色 [ 1 ]后显微镜观察。
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1. 5　统计学方法　计量数据采用 t检验。

2　结果

2. 1　含种植体硬组织骨不脱钙塑料包埋结果 　含金

属骨组织被塑料坚实均匀包埋 ,塑料为透明状 ,可以直

接透过塑料层清晰观察包埋物 ,切锯定位简单准确。

制成磨片厚薄均匀 ,约 70μm,染色效果较好。切片中

骨组织与金界面清楚 ,磨片过程金属无脱落。显微镜

下观察骨质的矿化程度、金属种植体与骨组织机械锁

结 ,骨组织与金属的接触面积等如图 1, 2。

2. 2　四环素 - 钙黄绿素双色荧光标记示踪覌察 　近

种植体处可见四环素条带粗大荧光强度较强 ,钙黄绿

素条带与四环素条带间隔较大。荧光显微镜下可清晰

覌察骨 - 种植体界面的骨质生长过程 ,如图 3所示 ,新

骨先沉积于种植体表面再向外生长 ,说明种植体具有

很好的生物相容性和骨传导性。通过测量荧光带可以

计算其矿化速率如表 2,两组间差异具有统计学意义

( P < 0101) ,说明靠近种植体区新骨矿化较快。

表 2　四环素 - 钙黄绿素双色荧光标记平均间距及

其平均矿化速率骨计量学比较 �x ±s

新骨位置
间隔时间

( d)

双色荧光

标间距 (μm)

平均矿化

速率 (μm /d)

近种植体区 10 9. 4 ±0. 61 0. 94 ±0. 11

远种植体区 10 5. 8 ±0. 65 0. 58 ±0. 14

3　讨论

随着包埋材料、切片机和特殊切割系统的发展 ,制

作不脱钙组织切片的技术已经逐渐成熟。DONATH

等 [ 5 ]首先描述了采用 EXAKT切磨系统 ,制作不脱钙含

金属骨切片的切磨技术 , 把乙二醇甲基丙烯酸酯

( GMA)作为包埋介质 ,使异丁烯酸和甲基丙烯酸发生

聚合反应 ,并成功完成塑料包埋 ,但是反应中酶的活性

和蛋白的抗原性都发生了变化。随着新一代甲基丙烯

酸甲酯 (MMA)的出现 ,包埋反应允许在较低温度进行

聚合 ,聚合温度可以低于 20℃。低温反应 ,能保持了

酶的活性和蛋白质的抗原性 ,使免疫组织化学研究成

为了可能 [ 6 ]。MMA还用于骨髓活检样本包埋 ,包埋后

骨髓组织形态学结构保存完好 ,且免疫细胞化学检测

可靠 ,能够证明药物治疗后骨髓细胞的再生。

由于采用甲基丙烯酸甲酯包埋制作不脱钙骨切

片 ,能够较好的保持组织的酶活性、蛋白质抗原性和骨

组织的细微结构 ,尤其是能成功配合重型切片机制作

不脱钙含金属种植体骨组织切片 ,塑料包埋技术也被

越来越广泛地应用于含金属硬组织的组织形态学

研究。

实验配制包埋液过程中 ,我们发现水浴加热温度

不宜过高 ,当温度达 80℃左右时 ,包埋液出现不稳定 ,

降温不及时 ,塑料过度反应容易发酵形成泡沫 ,安全温

度应稳定在 50℃左右。室温放置包埋液不宜超过 24

h,否则聚合反应散温不充分会形成泡沫塑料。包埋聚

合时 ,如果样本需要作免疫组织化学研究 ,反应温度应

该在较低的温度中进行 ,保护酶的活性和蛋白质的抗

原性。采用 Leica SP1600硬组织切片机切锯含金属标

本 ,速度不宜过快 ,冷却要充分 ,厚度应大于 100μm,

否则切片容易卷曲。根据需要 ,磨片可以磨至 10μm

以便观察细微结构 ,切片如果含金属则不宜低于

30μm,否则容易破坏金属 - 骨界面。

通过切片观察我们发现种植体具有良好的生物相

容性和骨引导性 ,种植体骨界面形成种植体 - 骨结合。

通过四环素 - 钙黄绿素双色荧光标记发现 ,近种植体

区荧光条带间隔比远种植体区较宽 ,说明近种植体位

置骨改建比远离种植体区骨改建活跃 ,新骨形成较多。

从荧光示踪还发现骨组织从种植体表面开始向其周围

生长 ,说明该种植体具有十分良好的骨引导作用。

采用甲基丙烯酸甲酯塑料包埋技术对含金属硬组

织进行包埋 ,包埋液充分渗透进入骨组织 ,聚合塑化后

透明坚硬 ,制作切片过程金属与组织结合良好 ,不易脱

离。能解决含金属硬组织不脱钙切片的制作 ,此方法

可以广泛应用于硬组织的组织形态学研究和口腔种植

体 - 骨整合界面的研究。
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