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摘要 为探讨高压氧对成骨细胞增殖和成骨分化的影响，把来源于牙槽骨的成骨细胞接种在 24孔培养皿中，每孔 2 500个
细胞，4 个治疗组分别接受不同条件的高压氧治疗，分别是 2.4ATA 90 min，2.4ATA 30 min，1.5ATA 90 min 和 1.5ATA
30 min，每天一次，共 10天．对照组进行常规的细胞培养．分别在高压氧治疗前和高压氧治疗后的 1、2、3、4、6、8、
10天，采用WST-1分析试剂进行成骨细胞的增殖分析．使用乳酸脱氢酶(LDH)毒性分析法检测高压氧对成骨细胞的毒性影
响．另将细胞接种于 96孔培养皿中，每孔 10 000个细胞，正常培养 3天后，改用成骨化培养基，24 h后，两个治疗组分别
接受 2.4ATA 90 min和 1.5ATA 90 min的高压氧治疗，每天一次共 19次．采用钙沉积分析法、碱性磷酸酶(ALP)活性分析和
Von Kossa染色进行成骨分析．同样的方法观察高压空气对细胞增殖和分化的影响．结果显示，在 10%小牛血清培养基条件
下，高压氧刺激了成骨细胞的增殖，而在使用 2%小牛血清培养基时，并未观察到高压氧对细胞增殖的促进作用．高压氧治
疗前后细胞外乳酸脱氢酶含量没有发生改变，提示了高压氧未对成骨细胞造成毒性影响．另一方面，高压氧增加了骨结节的

形成，同时钙沉积增加，碱性磷酸酶的活力也显著增强，表明了高压氧促进了成骨细胞的成骨分化．
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高压氧治疗是将病人放置于高压氧舱内进行加

压，使舱内的气压超过 1个大气压，同时让病人吸
入纯氧或高浓度氧，使机体得到较高分压的氧气，

以达到治疗疾病的目的 [1]．高压氧用于延迟骨愈

合、骨不连、放射性骨髓炎等疾病的治疗取得了显

著的效果[2～6]．高压氧治疗口腔疾病，如牙周病、

颌骨骨折以及促进种植体骨结合也见报道．研究表

明，高压氧在治疗过程中，通过增加局部组织的氧

分压，进而增加了胶原的合成和新生血管的形成，

最终刺激新骨的形成[5, 7, 8]．

骨折是临床的一种常见病，重建骨结构是骨折

治疗的主要目标．然而，骨折的愈合过程常常由于

骨缺隙大、断端不稳定、感染、软组织缺乏和血管

形成困难等原因而受到影响[9, 10]．这些影响常导致

骨不连的发生．对于延迟骨愈合和骨不连，常规的

治疗方法包括骨移植、骨断端的固定、电刺激等方

法．高压氧治疗的方法在骨折[11～15]、骨髓炎[14～16]、

骨牵张[17, 18]、骨移植[11, 19]和牙种植[20]等疾病的治疗取

得了一定的疗效．然而，由于缺乏可信的基础研究

证据来印证上述的治疗疗效[21]，特别是细胞和分子

水平的研究仍然处于起步阶段，高压氧的临床应用

仍然存在着很大的争议[2, 22～24]．在骨折的愈合过程

中，骨髓细胞迁移并分化为骨祖细胞和成骨细胞，

不断形成骨基质并最终导致矿化骨的形成是一个重

要的新骨形成过程，但是有关高压氧对骨髓干细胞

和成骨细胞增殖、成骨分化影响的研究至今未见报

道．本研究的目的在于观察高压氧对体外培养的来

源于人牙槽骨的成骨细胞增殖和分化的影响．研究

结果将有助于了解高压氧在促进骨基质形成过程中

的机理，为临床开展高压氧治疗提供理论基础．

1 材料和方法

1援1 人牙槽骨成骨细胞的分离和培养

成骨细胞分离自人的牙槽骨．牙槽骨取自在澳
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13～19岁的正畸病人正常的牙槽骨，实验过程取
得澳大利亚昆士兰大学动物实验伦理委员会的批

准．取得的牙槽骨碎片标本，通过扩增获得可培养

的成骨细胞．获得的细胞培养于含有 10%小牛血
清和 1%青霉素／四环素的 DMEM (dulbecco蒺s
modified eagle蒺s medium)培养液中，放置于 37℃、
标准湿度、充有 5% CO2和 95%空气的孵育器中．
成骨细胞的特性通过其成骨分化潜在的形态和功能

标准加以确定．本研究过程使用经过 4～6代培养
的成骨细胞．

1援2 高压氧治疗

经过培养的实验组成骨细胞放置于容量为 7 L
的实验用高压氧舱(澳大利亚，Fink Engineering公
司)中进行高压氧治疗，每天 1次，根据增殖和分
化实验的不同要求共进行 10～19 天的高压氧治
疗．治疗开始前，实验舱密闭后用高浓度氧气灌洗

2 min，排除舱内原有的空气，以保证在高压氧治
疗过程中舱内充满氧气．根据实验的设计，舱内压

力分别加压至 1.5ATA和 2.4ATA个大气压，治疗
时间分别为 30 min和 90 min两种．治疗结束后，
缓慢减压 5 min后出舱，将培养皿重新放置于孵育
器中待测．同时对成骨细胞加以高压空气治疗，以

观察压力对细胞的影响．高压空气的使用方法与高

压氧治疗相同．

1援3 成骨细胞增殖分析

在高压氧治疗前和高压氧治疗后的 1、2、3、
4、6、8、10天分别对成骨细胞进行细胞增殖分
析．按上述方法准备成骨细胞，将成骨细胞培养于

每孔含 1 ml培养基的 24孔培养皿中，每孔初始细
胞为 2 500个，培养基中小牛血清浓度分别为 2%
和 10%两种．成骨细胞贴附 24 h后，给与 100%的
纯氧，进行每天一次的高压氧治疗，共治疗 10
天．高压氧治疗组共分为 4 组，分别为 2.4ATA
90 min 组、2.4ATA 30 min组、1.5ATA 90 min 组
和 1.5 ATA 30 min 组．对照组置于 37℃、含 5%
CO2和 95%空气的细胞培养箱中．
细胞增殖分析采用 WST-1 分析试剂(德国，

Roche Applied Science公司)．分析在高压氧治疗后
16 h 进行，将 100 滋l 的 WST-1 试剂加入到含有
1 ml培养基的已经过高压氧治疗后的培养皿中，放
入 37℃含有 5% CO2的孵育箱中，4 h后取出，使
用色度反应分析仪在 440 nm的波长下读数，可吸
收参考波长为 660 nm．使用标准曲线算出实际的
细胞数．高压空气对细胞增殖影响的检测方法与以

上方法相同．

1援4 成骨细胞分化分析

成骨细胞培养于 96孔培养皿中 3天，每孔初
始细胞数为 10 000个．3天后将普通培养基换为成
骨化培养基(10%小牛血清的 DMEM 培养基，含
1%青霉素／四环素，50 mg/L枸橼酸，10 mmol/L
磷酸甘油，10 滋mol/L地塞米松)．24 h后进行高压
氧治疗，每天 1次，共 19天，压力和治疗时间分
别为 2.4ATA 90 min和 1.5ATA 90 min．
钙沉积分析：采用钙反应试剂(美国，Sigma

公司)进行钙沉积分析．用不含钙和镁的 PBS清洗
培养皿中的每个孔后，在每孔中加入 200 滋l 含
0.6 mol/L的 HCl，5 min后，取经过 HCl溶解后的
10 滋l 样本加入到含有 300 滋l的钙反应试剂的 96
孔培养皿中，颜色反应分析使用 ELISA培养皿读
数仪在 575 nm波长下读数．分别测定不同压力和
时间的高压氧和高压空气治疗后钙沉积数值．

碱性磷酸酶(ALP)活性分析：在高压氧治疗后
的第 5、9、13 天进行，按照操作说明 (美国，
Sigma公司)对碱性磷酸酶(ALP)活性进行测定．即
在 96孔培养皿中，取 20 滋l的样本加入到 200 滋l
的 ALP 试剂中，混合后放入孵育箱中 30 s，在
405 nm的波长下进行第一次色度反应测量，2 min
后进行第二次色度反应测量．ALP活性的测定结
果取决于两次色度测定间的变化，即同一样本两次

数值差．

Von Kossa染色：矿化结果采用 Von Kossa染
色进行镜下观察．96孔细胞培养皿用蒸馏水清洗
后加入 5%硝酸银，放置于亮光下 60 min．随后再
用蒸馏水轻洗 3次，加入 5%的硫代硫酸钠，室温
下放置 5 min后再次以蒸馏水轻洗培养皿,自然干
燥．数码相机(Nikon Coolpix 4500，澳大利亚)拍摄
显微镜下图像(Leitz Laborlux S公司，澳大利亚)．
1援5 成骨细胞细胞膜完整性分析

通过高压氧治疗后细胞膜的完整性来评价氧的

毒性作用对成骨细胞的影响．将成骨细胞培养于

24孔培养皿中，每孔 2 500个细胞，培养液为含有
10%和 2%小牛血清的 DMEM，接受 2.4ATA
90 min、 2.4ATA 30 min、 1.5ATA 90 min 和
1.5ATA 30 min的高压氧治疗．高压氧治疗前和高
压氧治疗后立即测定培养液中乳酸脱氢酶的含量．

应用乳酸脱氢酶(LDH)体外毒性分析试剂盒(Sigma
公司，美国)来检测高压氧治疗后渗透到培养液中
的 LDH．即从培养皿中吸取 200 滋l的样本上清液，
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Fig. 1 Effect of oxygen levels and pressure on proliferation of osteoblasts cultured in 10% FCS
(a)Human osteoblasts derived from alveolar bone were cultured in 10% FCS for 24 h and subsequently treated with HBO (2.4ATA 90 min, 2.4ATA

30 min, 1.5ATA 90 min, 1.5ATA 30 min). Compared with the untreated control group, cell number was significantly increased under HBO treatment

(*P < 0.05). : 2.4ATA 90 min; : 2.4ATA 30 min; : 1.5ATA 90 min; : 1.5ATA 30 min; : Control. (b) There was no significant effect on cell

proliferation when cultures were treated with pressure only. : 2.4ATA 90 min; : 1.5ATA 90 min; : Control . (c) Extracellular LDH

activity before and after HBO treatment was not significantly affected (P > 0.05). : Before HBO; : After HBO.
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与 100 滋l的 LDH分析试剂混合．培养皿上覆盖铝
箔纸避光静置 30 min．30 min后加入 30 滋l 1 mol/L
的 HCl中止反应，在波长 490 nm下分别测量高压
氧治疗前和治疗后的可吸收度．

1援6 统计学处理

所有资料的数值以 x 依s 表示．方差分析法
(ANOVA)用于进行多组均数的比较，t检验用于分
析高压氧组和对照组之间的不同．显著性差异水平

设为 P臆0.05．

2 结 果

2援1 10%小牛血清培养基条件下，高压氧治疗促
进了成骨细胞的增殖

在 10%小牛血清培养基培养 24 h后，分 4组
进行高压氧治疗 ： 2.4ATA 90 min， 2.4ATA
30 min， 1.5ATA 90 min， 1.5ATA 30 min． 采用

WST-1分析法进行细胞增殖的分析(图 1a)．高压氧
治疗后第 3 天，治疗组细胞数显著高于对照组
(P < 0.05)．同样，在高压氧治疗后第 4 天，除
1.5ATA 30 min组外，其余 3组的细胞数都显著高
于对照组(P < 0.05)．治疗后第 6天，仅有 2.4ATA
30 min和 1.5ATA 90 min两组的细胞数显著高于对
照组(P < 0.05)．最后，在治疗后第 8天和第 10天，
实验组和对照组间没有观察到显著差异．在高压空

气治疗组中(2.4ATA 90 min和 1.5ATA 90 min)，治
疗组和对照组间细胞的增殖没有显著差异(P > 0.05)
(图 1b)．为了评估高压氧是否对细胞产生毒性作
用，利用乳酸脱氢酶(LDH)渗漏分析来判定高压氧
治疗前后细胞膜的完整性．结果显示，在 10%FCS
培养基条件下，所有治疗组高压氧治疗后细胞外的

LDH没有明显的增加，这表明了在高压氧治疗前
后细胞膜的完整性没有改变(图 1c)．
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Fig. 2 Effect of elevated oxygen levels and pressure on proliferation of osteoblasts cultured in 2% FCS
(a) Human osteoblasts derived from alveolar bone were cultured in 2% FCS for 24 h and subsequently treated with HBO (2.4ATA 90 min, 2.4ATA

30 min, 1.5ATA 90 min, 1.5ATA 30 min). Compared with the untreated control group, cell number was significantly decreased under HBO treatment

(*P < 0.05). : 2.4ATA 90 min; : 2.4ATA 30 min; : 1.5ATA 90 min; : 1.5ATA 30 min; : Control. (b) An inhibition of cellular proliferation was

observed when cultures were treatedwith pressure alone. : 2.4ATA 90 min; : 1.5ATA 90 min; : Control. (c) Extracellular LDH activity

before and after HBO treatment was not significantly affected (P > 0.05). : Before HBO; : After HBO.
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2援3 高压氧治疗有利于成骨细胞的成骨分化

在成骨分化培养条件下，高压氧治疗后第 3
天，实验组就可测出明显的钙沉积出现，而对照组

直到第 6天才测出少许钙沉积水平．在 19天的实
验中发现，高压氧治疗组的钙沉积水平都显著高于

对照组(P < 0.05，图 3a)．同样，将两组实验组、
对照组和空白对照组样本放置于 96孔培养皿中，
也能肉眼观察到高压氧组与对照组和空白对照组之

间色度的显著差异(图 3b)．在高压空气治疗和对照
组的检测中，没有发现两者间钙沉积的不同

(P > 0.05，图 3c)，这表明单纯的压力(高压空气)条
件下不会增加成骨的矿化．另外，作为成骨分化生

物学标记的碱性磷酸酶活性在高压氧治疗后也明显

提高(图 4)．通过 von Kossa染色显示骨结节形成来
评价高压氧对成骨细胞成骨分化的影响，结果显

示，高压氧治疗 7天后就可以观察到骨结节的形
成，而对照组没有明显的骨结节形成．第 12天时，
实验组和对照组均可见骨结节形成，但高压氧治疗

组骨结节的数量和大小都较对照组高(图 5)．

2援2 2%小牛血清培养基条件下，高压氧抑制成骨
细胞的增殖

为了评估血清因素对细胞增殖的影响，增殖实

验采用了 2%小牛血清培养基条件下的高压氧治
疗．在此条件下，高压氧治疗后细胞数目减少

(图 2a)．在治疗后第 3天和第 4天，高压氧治疗组
(2.4ATA 90 min和 1.5ATA 90 min)的细胞数显著低
于对照组 (P < 0.05)．同样，在治疗后第 6、8、10
天所有高压氧治疗组都显示细胞数显著低于对照组

(P < 0.05，图 2a)．值得注意的是，在 2%血清培养
基条件下，从第 5天开始，高压空气同样引起了细
胞数的减少(P < 0.05，图 2b)．细胞膜的完整性研
究显示，在 2%浓度血清培养基条件下，高压氧治
疗后 LDH活性没有明显增加(图 2c)．这表明在 2%
血清培养基条件下，高压氧治疗后细胞增殖受到抑

制的结果与高压氧治疗的毒性反应没有直接的

关系．
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30 min
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30 min
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Fig. 4 Effect of the exposure to HBO on the expression of ALP in osteoblasts

Osteoblasts cultured under osteogenic conditions were treated with HBO and the extracellular ALP activity was measured at day 5, 9 and 13. Significant
increase in ALP activity was detected as a result of HBO treatment compared with the untreated control group(**P < 0.01). : 2.4ATA 90 min; :
1.5ATA 90 min; : Control.
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Fig. 3 Effect of HBO on osteoblast calcium deposition in osteogenetic inducing culture
(a) Osteoblasts in osteogenetic inducing medium were treated under HBO. Significant increase in calcium deposition was detected under HBO treatment
compared with the untreated control group (P < 0.05). : 2.4ATA 90 min; : 1.5ATA 90 min; : Control. (b) Significant colour different between
HBO group and control group (1: Zero control, 2:2.4ATA 90 min, 3: 1.5ATA 90 min, 4: Control). (c) Without oxygen, air pressure itself did not have
any effect on calcium deposition. No changes were noted between the treated and untreated groups (P > 0.05). : 2.4ATA 90 min; : 1.5ATA 90 min;

: Control. * P < 0.05.
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3 讨 论

高压氧的治疗机理包括：a．高压氧能提高血
氧分压，增加血氧含量及毛细血管血氧弥散距离，

改善局部组织的缺氧状态；b．高压氧能促进血管
内皮细胞、纤维细胞分裂及胶原纤维产生，加速侧

枝循环的建立，改善血液循环和组织营养状况，加

速骨组织的修复；c．高压氧能增加吞噬细胞吞噬
和消化坏死组织的能力，加速坏死组织清除[5, 7, 8]．

本研究主要对来源于人牙槽骨的成骨细胞进行高压

氧治疗，观察其对细胞增殖和分化的影响．

以往已有许多的报道报告了高压氧对细胞增殖

的影响．如高压氧对人的皮肤成纤维细胞[25, 26]、肝

细胞[27]和内皮细胞[28, 29]增殖的促进作用．在无血清

培养基条件下的研究发现，高压氧增加了正常人成

纤维细胞的增殖和生长因子的产生[25]；在连续 24 h
的高压氧治疗后，成纤维细胞增殖明显，同时

DNA合成，蛋白质生成和复制率也有明显增加[26].
Mizuguchi等[27]进行了高压氧对鼠肝细胞增殖影响

的研究，结果表明，在高压氧治疗后第 1天，实验
组和对照组的肝细胞都出现了增殖，但在高压氧治

疗后的第 3天，多个组别的实验结果都显示高压氧
组的肝细胞增殖显著高于对照组(P = 0.0033)，因
此他们的实验结论认为，适当的高压氧治疗能够刺

激肝细胞的增殖，有利于提高肝脏的再生能力．相

反，高压氧治疗抑制了淋巴细胞、早幼粒细胞[30, 31]

和乳腺上皮细胞[32]的增殖．如，Granowitz等[32]观

察了高压氧对体外培养的乳腺细胞增殖的影响，研

究结论认为，高压氧治疗抑制了良恶性乳腺上皮细

胞的增殖，但没有增加细胞的死亡．上述研究采用

了从 1.5ATA到 3.0ATA多个压力条件的高压氧治
疗，大多数临床和动物实验研究均采用了这个范围

的治疗压力，其中的 2.4ATA是目前在临床治疗中
最为常用的治疗压力，它既能够保证治疗的效果又

不会对人体正常的组织造成伤害．在本研究中，我

们使用了 1.5ATA和 2.4ATA两个治疗压力的高压
氧与正常培养进行对照．

本研究中，高压氧对成骨细胞增殖的研究结果

表明，高压氧治疗后的第 3天就可检测到成骨细胞
的明显增殖，表明高压氧刺激了成骨细胞而使其产

生增殖．有报道认为，这个时间点的影响提示了高

压氧与促进细胞生长的生长因子之间的关系，即高

压氧治疗后生长因子的产生是促进细胞增殖的主要

原因．高压氧治疗后生长因子自分泌产物的生成已

被认为是促进细胞增殖的主要因素．更明确地说，

大量的生长因子，包括血管内皮生长因子(VEGF)，
成纤维细胞生长因子(b-FGF)和转化生长因子(TGF)
等在高压氧治疗后都出现了增加[25]．本研究中我们

观察到，在常规的 10%小牛血清培养基条件下高
压氧刺激了成骨细胞的增殖，而当培养基血清浓度

降低到 2%的低浓度时，高压氧对成骨细胞的增殖
是抑制的．在高压氧治疗中，培养基中血清对细胞

2.4ATA 90 min 1.5ATA 90 min Control

Day 7

Day 12

Fig. 5 Effect of the exposure to HBO on bone nodule formation
Osteoblasts cultured under osteogenic conditions were treated with HBO and bone nodule formation was assessed by von Kossa staining at day 7 and

12. At day 7 bone nodules were only detectable in HBO-treated cultures. At day 12 bone nodules were obvious in all cultures. However, they appeared

larger in the HBO-treated cultures.
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增殖所起的作用仍不清楚，但在有氧环境中，血清

所起的保护性作用在以往的研究中已有描述[33]．另

外一个可能的因素是，在低血清浓度条件下，细胞

对环境的改变更加敏感．本研究中，在 2% FCS的
低血清浓度条件下，1.5ATA 和 2.4ATA高压空气
的治疗影响了细胞的增殖．

在 10% FCS和 2% FCS 培养液条件下，本研
究均未发现高压氧对成骨细胞的毒性影响．这可能

与本研究所选择的治疗压力和治疗时间有关．有研

究表明，较长时间和超过 3.0ATA的高压氧治疗，
会由于细胞凋亡的增加而导致细胞增殖的减少，以

往的研究认为这是高氧产生的氧自由基的毒性作用

和过高压力的影响[26, 34]．这表明只有在氧和压力达

到一定的平衡时才有利于细胞的生长，其中低浓度

的氧自由基在伤口愈合中起重要作用，而高浓度的

氧自由基和过氧化氢则被认为对细胞是有毒性作用

的．这样的压力和治疗时间的相互关系，对于指导

临床的高压氧治疗具有一定的意义．本研究中令人

感兴趣的是，在 2% FCS培养条件下，高压氧对成
骨细胞的抑制作用究竟是细胞凋亡的增加还是

DNA 和蛋白质合成的减少，这有待于进一步的
研究．

为了观察高压氧对成骨细胞分化的影响，本研

究对高压氧治疗前后成骨细胞的钙沉积分析、骨结

节形成的观察和碱性磷酸酶活性的分析表明，高压

氧能够增加成骨细胞的成骨分化．其中采用的钙沉

积分析方法是成骨化分析的一种常用方法，它通过

对沉积物中钙含量的测定，能够间接反映骨形成的

多少．同时，碱性磷酸酶是成骨分化的重要生物学

标记，它的增加表明了高压氧对成骨细胞成骨分化

途径的调节作用．早在 20世纪 60年代，Bassett[35]

就研究了氧浓度和骨形成之间的关系．在低氧(5%
氧气)和缺氧培养的条件下，较多的软骨基质合成.
而在富氧条件下，间充质组织分化成骨较多[36]．我

们的研究显示，在高压氧条件下，成骨细胞的成骨

分化能力显著提高．而且可以观察到，在高压氧治

疗的第 3天就已经检测到明显的钙沉积出现．在临
床的骨折愈合治疗中，早期较好质量的新骨生成是

临床医师最为期望的一个结果，这对于骨折患者较

快的康复具有积极的作用．本研究结果表明高压氧

对成骨细胞成骨分化具有明显的促进作用，能够解

释临床治疗中高压氧加快骨折愈合的效果，为临床

采用高压氧治疗促进骨愈合提供了理论依据．以往

的研究早已表明，高压氧治疗能够促进骨折的愈

合[12, 16, 37, 38]，但尚未有高压氧对人成骨细胞影响的研

究报道．然而，一部分的研究报道了缺氧条件下细

胞增殖的减少和成骨细胞血管内皮生长因子表达的

增加[39～42]，这也从另外一方面印证了高氧或有氧条

件对细胞增殖的促进作用．其他的研究表明，在缺

氧条件下，观察到了类成骨细胞系(MC3T-E1)的增
殖减少[42]．还有一些临床和动物实验的研究报道了

高压氧对细胞成骨活性的影响，如通过骨形成蛋白

(BMP)产生加速骨引导的特性，加快了自体骨移植
中的骨愈合和在口腔种植治疗中增加骨的形成

等[19, 43, 44]．以往的这些研究揭示了氧分压在骨改建

过程中三个主要作用，即调节胶原合成、碱性磷酸

酶活性和转化生长因子(TGF)[39, 40]．细胞分化过程

中氧的作用机理已被证实与调节 Sox9和 Runx2的
转录活性有关[36]，由于高压氧刺激了一氧化氮(NO)
的合成，治疗后增加了组织和骨髓中一氧化氮的水

平，而一氧化氮的增加能够动员骨创伤区干细胞和

内皮祖细胞生成[29, 45]．

本研究结果表明，成骨细胞在常规的 10%小
牛血清培养基条件下培养时，高压氧刺激了细胞的

增殖．反之，在低血清浓度的 2%小牛血清培养基
条件下培养时，高压氧抑制了成骨细胞的增殖．另

外，分化培养的研究结果显示，通过对钙沉积、碱

性磷酸酶活性的分析和钙节结形成的观察，高压氧

治疗对细胞的分化起积极的促进作用，显示了高压

氧治疗明显刺激了成骨细胞的成骨分化．

总之，本研究的结果提供了在成骨化过程中高

压氧所起作用的直接的细胞学证据，为临床应用高

压氧促进骨折愈合和引导骨形成提供了理论依据．

目前，高压氧对细胞影响的研究逐渐深入，其对细

胞因子的影响和高压氧诱发细胞突变等方面的研究

已有报道[46～48]，这些研究更进一步探讨了高压氧治

疗的机理，已有可能使用基因分析的方法，检测高

压氧对蛋白质产物在基因方面的影响．此外，有关

高压氧对成骨细胞凋亡和 DNA合成等的影响也将
进行更深入的研究．
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and Differentiation of Osteoblasts In vitro*
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Abstract In order to investigate the effects of hyperbaric oxygen (HBO) on the proliferation and differentiation
of human osteoblasts isolated from alveolar bone under various pressure and exposure time, osteoblasts from
human alveolar bone were seeded in 24 well plates at a cell density of 2 500 cells per well. There are four
treatment groups which were 2.4ATA for 90 min, 2.4ATA for 30 min, 1.5ATA for 90 min and 1.5ATA for
30 min. Osteoblasts culture were treated one time everyday for up to 10 days in a temperature and humidity
controlled custom-made seven-litre hyperbaric unit. Control samples were incubated in a standard humidified
incubator at 37℃ containing 5% CO2 and 95% atmospheric air. Proliferation of osteoblasts were evaluated by
WST-1 assay before and 16 h after HBO on day 1,2,3,4,6,8,10. The cytotoxic effect of HBO on osteoblasts was
assessed by a toxicology assay kit. For differentiation study, osteoblasts were seeded in 96 well plates at a cell
density of 10 000 cells per well. After 3 days normal culture, medium was changed to osteogenic medium.
Subsequently, cultures were exposed daily to HBO of 2.4ATA for 90 min and 1.5ATA for 90 min up to 13 days.
Mineralization was evaluated by calcium deposition assay, alkaline phosphatase (ALP) activity and von Kossa
staining. To assess the effect of pressure on cell proliferation and differentiation, hyperbaric air treatment was
observed in this study. It showed that HBO treatment promotes proliferation of osteoblast in the presence of 10%
foetal calf serum (FCS). No significant change in extracellular LDH activity before and after HBO treatment. The
study of differentiation demonstrated that HBO enhanced differentiation associated with increased bone nodule
formation, calcium deposition and alkaline phosphatase activity. These result suggests that HBO treatment

mechanical factors on differentiation of connective tissues in vitro.
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significantly stimulated osteogentic differentiation, which implies a potential application of HBO in bone tissue
engineering.
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