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牙釉基质衍生物促进人工根面牙本质龋的再矿化
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　　［摘要］　目的　探讨牙釉基质衍生物（ｅｎａｍｅｌｍａｔｒｉｘｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ，ＥＭＤ）对人工根面牙本质龋再矿化
作用的影响。方法　将牛牙根面牙本质样本放置在脱矿溶液中，形成人工龋损样本，采用简单随机抽样
法分为ＥＭＤ组（３０ｇ／ＬＥＭＤ，实验组）、氟化钠（ｓｏｄｉｕｍｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＮａＦ）组（１ｇ／ＬＮａＦ，阳性对照组）和去
离子水（ｄｉｓｔｉｌｌｅｄａｎｄｄｅｉｏｎｉｓｅｄｗａｔｅｒ，ＤＤＷ）组（阴性对照组），进行ｐＨ循环处理８ｄ，每天６次。使用扫
描电子显微镜（ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ）及偏振光显微镜（ｐｏｌａｒｉｚｅｄｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＰＬＭ）观
察各组处理前后龋损形态学的变化情况，并使用横断显微照相技术（ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅｍｉｃｒｏｒａｄｉｏｇｒａｐｈｙ，ＴＭＲ）
检测处理前后矿物质丢失量、龋损深度和矿物含量的变化情况。结果　ｐＨ循环处理后，ＳＥＭ的表面形
态学图像和ＰＬＭ的垂直形态学图像均显示，ＥＭＤ组和ＮａＦ组人工根面牙本质龋的矿物质沉积增加，而
ＤＤＷ组无矿物质沉积。同时，ＴＭＲ结果显示，与 ＤＤＷ组相比，ＥＭＤ组矿物丢失较低，龋损深度较浅，
矿物含量较高（Ｐ＜０．０５）。结论　釉基质衍生物能促进根面牙本质龋的再矿化，具有成为一种有效的根
面无创防龋制剂的潜力。
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１６３．ｃｏｍ

　　根面龋是中老年人群中常见的口腔疾病之一，严
重影响患者的口腔和全身健康［１］。由于牙根部牙骨

质非常薄（２０～５０μｍ）或先天缺失、细菌等多因素的
作用，使根面龋容易发展为根面牙本质龋。牙本质含

有２０％的有机基质（主要是胶原蛋白），远高于牙釉
质。当牙本质龋形成时，胶原纤维很容易暴露和降解，

导致牙本质龋迅速进展。目前临床上常用的再矿化治

疗方式，如氟化物［２］、酪蛋白磷酸多肽钙磷复合体

（ｃａｓｅｉｎｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅａｍｏｒｐｈｏｕｓｃａｌｃｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ＣＰＰＡＣＰ）［３－４］等，均存在一定的缺陷。考虑到牙本质
有机基质的破坏过程是脱矿的结果，寻找一种基于保

护牙本质基质初始降解的新策略，来改善根面牙本质

龋的治疗效果，是必要和有意义的［５］。

　　在牙胚发育过程中，上皮根鞘分泌一组蛋白质，即
牙釉质基质蛋白（ｅｎａｍｅｌｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＥＭＰｓ），主要
由釉 原 蛋 白 和 非 釉 原 蛋 白 组 成。１９７５ 年，
ＳＣＨＯＮＦＥＬＤ［６］首次证明 ＥＭＰｓ可以在牙根形成过程
中促进无细胞牙骨质的形成，随后的研究也充分证明

了ＥＭＰｓ在调节牙釉质生物矿化中起着至关重要的作
用［７－８］。釉基质衍生物 （ｅｎａｍｅｌｍａｔｒｉｘｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ，
ＥＭＤ）是一种从６个月的猪牙胚中提取出来的疏水性
ＥＭＰｓ，含有约９５％的釉原蛋白［９］。据报道，釉原蛋白

能参与牙齿的形成，并分泌一些促进矿化的生长因子，

如转化生长因子 β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，
ＴＧＦβ１）和胰岛素样生长因子［１０］。Ｅｍｄｏｇａｉｎ（ＥＭＤｇｅｌ）
则是由ＥＭＤ溶解在海藻酸丙二醇载体（ｐｒｏｐｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ
ａｌｇｉｎａｔｅｃａｒｒｉｅｒ，ＰＧＡ）中形成的一种已经商品化的凝胶
类结合物，基于ＥＭＤ的生物学效应，以及凝胶制剂良
好的黏附性能等优势，目前已经应用于口腔多个领域，

如刺激牙周组织再生［１１］、增加种植体的骨结合［１２］，以

及进行活髓保存治疗等［１３］。

　　目前，关于ＥＭＤ与牙本质龋的研究较少［１４］，尚缺

乏在体外ｐＨ循环条件下的探索。因此，本实验探索
了ＥＭＤ是否能在体外 ｐＨ循环条件下促进根部牙本
质龋的再矿化。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器
　　醋酸、ＫＨ２ＰＯ４、ＫＣＬ（分析纯）为成都科龙化工试
剂厂产品，聚甲基丙烯酸甲酯、麝香草酚、戊二醛、

ＫＨ２ＰＯ２购自上海阿拉丁化学有限公司，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ
（分析纯）为天津塘沽邓中化工厂产品，ＮａＦ（分析纯）
为西安化学试剂厂产品，ＨＥＰＥＳ购自美国 ＡＮＲＥＳＣＯ
公司，去离子水由Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ纯化系统提供，指甲油由美
国美宝莲公司生产。

　　主要仪器：硬组织切割机（ＳｔｒｕｅｒｓＭｉｎｉｔｏｍ，丹麦）、
抛光机（ＳｔｒｕｅｒｓＬｏｂｏｐｏｌ，丹麦）、碳化硅砂纸（Ｓｔｒｕｅｒｓ，
丹麦）、磁力搅拌器（８５２型，上海司乐仪器有限公
司）、恒温摇床（ｓｔａｔｉｏｎＳＡ５００，英国）、超声波清洗仪
（ＫＱ５０Ｂ型，昆山市超声仪器有限公司）、ｐＨ测量仪
（７１０Ａ，美国 ＯＲＩＯＮ公司）、体视显微镜（ＮｉｋｏｎＳＭＺ
１５００，日 本）、偏 振 光 显 微 镜 （Ｎｉｋｏｎ ＥＣＬＩＰＳＥ
ＭＥ６００Ｌ，日本）、扫描电子显微镜（ＨｉｔａｃｈｉＳ５０００型，
日本）、显微放射照相仪（飞利浦，荷兰）及显微放射照

相标本载体（ＩｎｓｐｅｋｔｏｒＲｅｓｅａｒｃｈＳｙｓｔｅｍｓＢＶ，荷兰）。
１．２　ＥＭＤ的获取
　　Ｅｍｄｏｇａｉｎ（ＥｍｄｏｇａｉｎＳｔｒａｕｍａｎｎ，Ｂｉｏｒａ，Ｓｗｅｄｅｎ）是
由ＥＭＤ溶解在 ＰＧＡ中形成的商品化的凝胶制剂，
１支注射器内含 ０．７ｍＬ凝胶，其中 ＥＭＤ的浓度为
３０ｇ／Ｌ。本研究在 ｐＨ循环过程中，先在根部牙本质
龋上方注射１滴 ＥＭＤｇｅｌ凝胶，然后将其涂薄，覆盖在
病损表面［１５］。

１．３　样本制备
　　本研究实验样本为购自成都市百瑞农业有限公司
的４岁牛门牙。６０颗牙齿从颌骨中取出后，用手术刀
从根部小心地清除残留的有机污染物，处理后的牛牙

样本被储存在０．０５％麝香草酚溶液中，４℃保存备用。
从中选取根面完好、无裂缝或氟斑的牛门牙５５颗，用
硬组织切割机进行冠根分离，取釉牙骨质界下方牙根，

制备５ｍｍ×５ｍｍ×５ｍｍ的牙根组织块，置超声波清洗
仪中清洗３０ｍｉｎ，体视显微镜下选取无龋、无裂痕、无
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缺隙的样本 １００例，置于去离子水中冲洗，自然干燥
后，所有样本都表面朝下嵌入聚甲基丙烯酸甲酯中包

埋，待材料凝固后，牙骨质面用碳化硅砂纸在流水下按

８００粒度到５０００粒度的顺序依次磨平，使用体视显微
镜观察样本表层牙骨质被去除后［１６］，用１５μｍ的金刚
石研磨膏手工抛光，在表面涂上２层耐酸指甲油，保留
约３ｍｍ×４ｍｍ的开窗区。制备的样本如图１。

图１　牛牙根部牙本质样本

１．４　病损的形成
　　将所有样本置于密闭玻璃容器内，加入脱矿液
（２．２ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ，２．２ｍｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ２，
５０ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸；ｐＨ＝４．６），置于３７℃的恒温摇床中，
使用磁力搅拌器１．１１９×ｇ离心４ｄ，形成根面牙本质
龋［１７］。将２层耐酸指甲油涂在标本开窗区的一半，只
露出３ｍｍ×２ｍｍ的表面。
１．５　ｐＨ循环实验
　　通过简单随机抽样的方法，将根面牙本质龋块按
ｐＨ循环中处理试剂不同分为：ＥＭＤ组（３０ｇ／ＬＥＭＤ，
实验组）、ＮａＦ组（１ｇ／ＬＮａＦ，阳性对照组）和 ＤＤＷ组
（阴性对照组），每组２０个样本。实验溶液／凝胶处理
１０ｍｉｎ，酸性缓冲液 （５０ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸，２．２５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ，１．３５ｍｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ４，１３０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ；
ｐＨ＝５．０）处理３０ｍｉｎ，中性缓冲液（２０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ，
２．２５ｍｍｏｌ／Ｌ ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ，１．３５ｍｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ４，
１３０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ；ｐＨ＝７．０）处理１０ｍｉｎ。每天重复循
环６次，共８ｄ。
１．６　扫描电子显微镜（ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，

ＳＥＭ）观察
　　ｐＨ循环后，为了检查样本表面的形态变化，各组
随机抽取５个样本，放入２．５％戊二醛液内，４℃下固
定２４ｈ。干燥，镀金，分别在工作电压为２０ｋＶ的条件
下，用扫描电子显微镜放大２０００倍和１００００倍，观察
ｐＨ循环后样本表面形态。

１．７　偏振光显微镜（ｐｏｌａｒｉｚｅｄｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＰＬＭ）
观察

　　ｐＨ循环后，各组随机抽取５个样本，于硬组织切
割机上垂直于开窗区表面切片，每张切片包括 ｐＨ循
环前后２部分组织，切片厚约３００μｍ，然后在抛光机
流水下磨制成约 １００μｍ厚的薄片，再经水浸渍后用
偏振光显微镜观察，数码图像由系统专用软件（Ｎｉｋｏｎ
ＡＣＴ１ｆｏｒＬ１，Ｎｉｋｏｎ，日本）获取。
１．８　横断显微照相（ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅｍｉｃｒｏｒａｄｉｏｇｒａｐｈｙ，ＴＭＲ）

测量

　　ｐＨ循环后，各组随机抽取６个样本，将样本固定
在显微放射照相标本载体上，然后通过单色 ＣｕＫ的 Ｘ
射线源，在２０ｋＶ和２０ｍＡ的条件下，曝光３０ｓ，显微
放射照相仪检测，通过显微放射照相结果分析软件

２００６（Ｉｎｓｐｅｋｔｏｒ研究系统，阿姆斯特丹，荷兰）分析矿
物质丢失、龋损深度和选定深度的矿物质含量。该软

件可以获得从牙本质表面到矿物质含量达到正常牙本

质８７％的各层矿物质丢失量和龋损深度数据。
１．９　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，各组内ｐＨ循环前后的
矿物质丢失量、龋损深度以及表层和病损体部的矿物

质含量采用配对ｔ检验，各组间 ｐＨ循环前以及 ｐＨ循
环后的矿物质丢失量、龋损深度以及表层和病损体部

的矿物质含量采用单因素方差分析和两两比较，Ｐ＜
０．０５被认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　扫描电子显微镜观察
　　扫描电子显微镜下观察到，ｐＨ循环后，ＥＭＤ组样
本表面有一层分布较为均匀的矿物质沉积，牙本质小

管部分封闭（图 ２Ａ、Ｂ）；ＮａＦ组样本表面也有一层明
显的矿物质沉积，且较 ＥＭＤ组多，牙本质小管基本完
全封闭（图２Ｃ、Ｄ）；ＤＤＷ组样本管周和管间牙本质均
发生了不同程度的脱矿，表面无再矿化层形成（图２Ｅ、
Ｆ）。这些结果表明，除 ＤＤＷ组外，ＥＭＤ和 ＮａＦ组的
样本均会在表面形成矿物质沉积。

２．２　偏振光显微镜观察
　　如图３所示，在ｐＨ循环前，所有样本未出现明显
的矿化表层，说明表面未发生明显再矿化。ｐＨ循环
后，ＥＭＤ组（图３Ａ）和ＮａＦ组（图３Ｂ）牙本质表面沉积
物清晰可见，而 ＤＤＷ组样本再矿化后无明显表层形
成（图 ３Ｃ）。ＥＭＤ组和 ＤＤＷ组龋损深度均增加，但
ＥＭＤ组深度与ＤＤＷ组相比加深得较少，说明ＥＭＤ可
能具有抑制牙本质脱矿的作用。
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Ａ、Ｂ：ＥＭＤ组ｐＨ循环处理后根部牙本质表面放大２０００、１００００倍扫描电镜图　箭头：示部分封闭的牙本质小管；Ｃ、Ｄ：ＮａＦ组
ｐＨ循环后根部牙本质表面放大２０００、１００００倍扫描电镜图　箭头：示基本完全封闭的牙本质小管；Ｅ、Ｆ：ＤＤＷ组ｐＨ循环后根
部牙本质表面放大２０００、１００００倍扫描电镜图　箭头：示开放的牙本质小管

图２　ｐＨ循环后各组扫描电子显微镜下表面矿物质沉积情况
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Ｓ：表层；Ｌ：病损体部；Ｄ：未脱矿牙本质
Ａ：ＥＭＤ组；Ｂ：ＮａＦ组；Ｃ：ＤＤＷ组

图３　ｐＨ循环前后各组偏振光显微镜下矿化表层及龋损深度变化情况

２．３　横断显微照相测量
　　表１显示了各组 ｐＨ循环前后矿物质丢失、龋损
深度以及表层和病损体部矿物质含量的变化情况。结

果显示，ｐＨ循环前，各组基线数据比较差异无统计意
义；ｐＨ循环后，ＮａＦ组与其他２组相比，矿物质丢失明
显减少（Ｐ＜０．０５），病损明显变浅（Ｐ＜０．０５），矿物质沉积
明显增多（Ｐ＜０．０５），ＤＤＷ组与其他２组相比，在ｐＨ循
环后表层和病损体部矿物质含量最低（Ｐ＜０．０５）。值
得关注的是，与ＤＤＷ组相比，ｐＨ循环后的 ＥＭＤ组矿
物质丢失明显减少，病损深度更浅，矿物质含量更高

（Ｐ＜０．０５）。结果表明，ＥＭＤ对牙根部牙本质龋的再
矿化有一定的促进作用。

　　ｐＨ循环后ＴＭＲ图像结果（图４Ａ～Ｃ）显示，各组
存在不同的表层（不透光组织，即图中标注为 Ｓ的区
域）和病损体部（透光组织，即图中标注为Ｌ的区域）。
ＮａＦ组和ＥＭＤ组表面的不透光射线带明显，ＮａＦ组比
ＥＭＤ组更厚。而与ＤＤＷ组相比，ＥＭＤ组的条带则更
厚，实际上，这个不透光的射线带在 ＤＤＷ组中几乎看
不出来。ＥＭＤ组和 ＤＤＷ组的放射透光区增加，后者
在外观上更深。其中ＮａＦ组的表层最宽，病损体部最浅。
ｐＨ循环后各组矿物体积百分比的差异见图 ４Ｄ～Ｆ。
与ＤＤＷ组相比，ＥＭＤ组在表层显示出更大的矿物体
积百分比。在３组中，ＮａＦ组在表层含有最多的矿物
体积百分比。
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表１　ｐＨ循环前后各组矿物质丢失量、龋损深度及表层和病损体部矿物质含量变化 （ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

矿物质丢失量／ｖｏｌ％μｍ 龋损深度／μｍ 表层矿物质含量／ｖｏｌ％ 病损体部矿物质含量／ｖｏｌ％
组别

ｐＨ循环前 ｐＨ循环后 ｐＨ循环前 ｐＨ循环后 ｐＨ循环前 ｐＨ循环后 ｐＨ循环前 ｐＨ循环后
ＥＭＤ组 ３０７１．７±６１３．６ ３９３６．７±５３５．５ａｂ １１３．６±１４．８ １２２．３±８．８ａｂ ６．５±０．５ ２９．７±６．６ａｂ ８０．１±３．７ ６０．３±７．４ａｂ

ＮａＦ组 ３５１５．０±３９８．０ ２４６１．７±３７２．９ａ １１６．３±１３．１ ９７．９±１８．２ａ ７．１±０．９ ４６．７±８．０ａ ７８．０±７．２ ９３．３±６．２ａ

ＤＤＷ组 ３１２３．３±５３１．１ ４９７０．０±２４５．４ １１８．１±７．０ １４５．２±２３．２ ６．９±１．０ １８．９±３．５ ７９．８±２．０ ４６．０±６．２

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＤＤＷ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＮａＦ组比较
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Ｓ：表层；Ｌ：病损体部；Ｄ：未脱矿牙本质
Ａ～Ｃ：分别为ＥＭＤ、ＮａＦ、ＤＤＷ组ｐＨ循环后ＴＭＲ图像；Ｄ～Ｆ：分别为ＥＭＤ、ＮａＦ、ＤＤＷ组ｐＨ循环后相关病灶深度的矿物体积百分比

图４　ｐＨ循环后各组表层矿物质沉积、病损体部深度以矿物体积百分比情况

３　讨论

　　ＥＭＤ是从发育中的猪牙胚内提取的 ＥＭＰｓ的衍
生物，随着ＥＭＤｇｅｌ的生产和使用，其逐渐被牙医作为
一种新型的治疗选择。釉原蛋白是 ＥＭＰｓ中含量最高
（＞９５％）的一种成分，也是其主要的活性成分，在晶体
形成和矿化中发挥着重要的作用［１８－１９］。牙本质中含

有２０％的有机基质（主要是胶原蛋白），其含量远高于
牙釉质，且Ⅰ型胶原纤维占了牙本质有机基质的
９０％，当牙本质龋形成时，胶原纤维很容易暴露和降
解，导致牙本质龋迅速进展，胶原纤维的存在对牙本质

龋残留晶体的再生至关重要［２０］，ＥＭＰｓ则可以通过与
Ⅰ型胶原纤维结合，并吸附在羟基磷灰石和胶原上形
成多分子层，从而稳定暴露的胶原纤维，促进龋损的逆

转［２１］。由于ＥＭＰｓ的生物学功能特点以及牙本质龋
的发生发展过程，ＥＭＤ作为一种有机基质，在抑制牙

本质龋方面可能具有一定的优势。基于此，本实验研

究了ＥＭＤ是否可能成为预防或治疗根面牙本质龋的
一种有前景的再矿化药物。

　　由于伦理约束、个体差异以及牙根体积的限制，单
纯使用人牙很难满足实验需要。ＥＤＭＵＮＤＳ等［２２］曾

指出，牛牙的人工龋损与人牙的病变相似，近年，

ＬＩＰＰＥＲＴ等［２３］的研究也表明，牛牙牙本质可以被认为

是人牙牙本质合适的替代品，尽管两者之间仍然存在

一些差异。因此，本实验选择了牛牙本质代替人牙本

质。为了形成人工根面牙本质龋，本实验按照 ＸＩＥ
等［１７］的方法制备了标本。ｐＨ循环过程则模拟了体内
自然龋损的形成过程，包括 ｐＨ值和矿物离子饱和度
的动态变化［２４］。氟化物作为一种有效的防龋制剂，得

到了广泛的应用，其防龋效果肯定。因此，本实验选用

了ＮａＦ作为阳性对照组来评价 ＥＭＤ的再矿化作用。
然而，氟化物的进一步应用受到氟中毒或耐氟菌株等
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因素的限制，新的防龋方法需要不断探索。此外，本实

验也设立了ＤＤＷ阴性对照组，以评价 ＥＭＤ的再矿化
的作用。

　　本实验对样本进行了 ＳＥＭ和 ＰＬＭ的观察以及
ＴＭＲ分析。ＴＭＲ通常被认为是检测牙体硬组织脱矿
和再矿化的金标准［２５］，ＳＥＭ和 ＰＬＭ则从不同维度的
微观层面直观地验证实验结果。ＴＭＲ结果显示，与
ＤＤＷ组相比，ｐＨ循环后 ＥＭＤ组的矿物质丢失量减
少，龋损深度变浅，表层和病损体部矿物质含量变高；

ＮａＦ组的所有测量结果展示出了最佳的再矿化效果。
结果表明，ＥＭＤ在体外可以促进根面牙本质龋的再矿
化。但这与前期已有的关于 ＥＭＤ与根面牙本质龋之
间的研究［１４］结论并不一致。分析原因，本实验是通过

ＥＭＤ存在于凝胶中的形式多次作用于人工根面龋，使
ＥＭＤ呈现出较好的黏附力和作用时间，因此展现出了
对根面牙本质龋良好的再矿化作用。ＳＥＭ、ＰＬＭ和
ＴＭＲ的图像结果则进一步验证了 ＴＭＲ测量数据所得
的实验结论。当然，ＥＭＤ对牙本质龋的作用效果还有
待于进一步通过动物及临床试验验证。

　　本研究证实ＥＭＤ在体外促进根面牙本质龋再矿
化的潜力，但目前尚不清楚哪些成分可以被纯化或合

成，以达到治疗或预防根面牙本质龋的最佳效果。因

此需要进一步研究基于 ＥＭＰｓ结构和功能的合成多
肽，以增加牙本质龋的矿物质吸收和矿化。
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