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基质金属蛋白酶 - 1 对根面牙本质
有机质降解作用的超微结构观察
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[摘要 ] 　目的 　观察基质金属蛋白酶-1 (MMP-1)对根面牙本质有机质的降解作用。方法 　收集临床拔除的健康无

龋阻生牙 ,切取根颈 1/ 3 处约 5 mm 厚的牙体 ,制成牙本质组织块 ,随机分为 4 组。第 1 组用酸溶液脱矿处理 21 d

后 ,放入MMP-1 溶液中孵育 7 d ;第 2 组仅用酸溶液脱矿处理 21 d ;第 3 组仅用MMP-1 溶液酶解 7 d ;第 4 组为正常牙

本质标本对照组 ,不作任何处理。将各标本切割制作样本 ,脱水干燥 ,喷金 ,扫描电镜观察。结果 　酸和酶溶液共

同处理的标本牙本质硬组织脱矿明显 ,牙本质小管管腔失去原有形态 ,边界不清 ,周围暴露的胶原纤维断裂不连

续 ,排列杂乱不规则。酸或酶溶液单独处理组未发生明显的基质纤维降解现象。结论 　内源性蛋白酶参与了根面

龋的发生发展过程 ,MMP-1 能够明显降解脱矿后的牙本质有机质。
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The Effect of Matrix Metalloproteinase-1 on Root Surface Dentin Matrix : a Scanning Electron Microscope Observation　
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Abstract 　Objective 　To observe the effect of matrix metalloproteinase-1(MMP-1) from human host on degradation of dentin

organic matrix of root dentin. Methods 　The freshly extracted caries-free impacted teeth were selected. Teeth were cut transverse2
ly under the enamel-cementum junction into dentin sections with a thickness of about 5 mm. Then all sections with removal of ce2
mentum , pulp and predentin were randomly divided into four groups. In the first group , dentin sections were demineralized with

acid solution for 21 days , and then incubated with MMP-1 solution for 7 days ; the second group were only treated with acid solu2
tion for 21 days ; the third group were only attacked by MMP-1 solution for 7 days ; and the fourth group were untreated as a con2
trol. Then all sections were dehydrated in ascending strength of alcohol , critically dried , coated with platinum , and then observed

under scanning electron microscope(SEM) . Results 　The dentin sections of root surface attacked by acid and MMP-1 showed that

demineralization of dentin mineral and degradation of dentin matrix fibrae synchronously happened. The dentin matrix fibraewasn′t

degradated in the groups treated with acid or MMP-1. Conclusion 　The proteinases from human host may play an important role in

the development of root surface caries. MMP-1 may distinctly degradate the organic matrix of demineralized dentin.
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　　龋病的发生和发展所包括的无机质脱矿主要由

口腔内致龋菌产酸造成 ,有机质降解是由不同种类蛋

白酶溶解所引起。降解牙本质基质的酶类有外源性

(细菌源性)和内源性 (宿主源性) 两种。龋损区细菌

来源的蛋白酶的作用国内外学者已有大量的研究报

道 ,而对宿主源性蛋白酶的研究却较少。基质金属蛋

白酶 (matrix metalloproteinases ,MMPs) 是宿主来源的蛋

白水解酶家族成员之一 ,近来有学者 1 ,2 在人牙本质

龋中发现了它的存在 ,并分离出若干种 MMPs。本文

采用扫描电镜观察 MMP-1 降解根面牙本质有机质后

牙本质形态 ,以期探讨 MMP-1 对根面牙本质有机质

的降解作用机制。

1 　材料和方法

1. 1 　试剂和仪器

pH 4. 5 的 0. 1 mol/ L 醋酸溶液 (含 1 %的麝香草
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酚) ;高度纯化的 MMP-1 (Sigma 公司 ,美国) ,使用时配

制成 pH 为 7. 4 的 500 mg/ L 的 MMP-1 酶溶液 (含有

50 mmol/ L的 4-羟 乙 基 哌 嗪 乙 磺 酸 , 10 mmol/ L

CaCl2·2H2O ,0. 2 mol/ L NaCl 和 1 %的麝香草酚) ;761

型电热恒温培养箱 (南宁医疗器械修配厂) ;S-570 型

扫描电镜 (日立公司 ,日本) 。

1. 2 　方法

1. 2. 1 　标本制备 　收集 5 颗新鲜拔除的健康无龋阻

生恒磨牙 (根尖均已发育完成) 。刮除根面附着的软

组织 ,在 5. 25 %次氯酸钠溶液中剧烈振荡 5 min ,冷水

冲洗。水冷却下沿牙冠颊舌向纵劈开牙体 ,然后平齐

釉牙骨质界分离冠根 ,切下根颈 1/ 3 处约 5 mm 厚的

牙体 ,去净根面牙骨质、前期牙本质和牙髓组织。制

取 10 个牙本质组织块。随机取 2 个标本脱矿后常规

切片 ,苏木精 - 伊红染色 ,光学显微镜下检查牙骨质、

前期牙本质及牙髓组织已去除干净。

1. 2. 2 　标本处理 　将其余 8 个标本紫外光消毒 2 h ,

随机分成 4 组 ,每组 2 个标本。第 1 组和第 2 组分别

加入 10 ml 醋酸溶液 ,置恒温箱 37 ℃孵育 21 d ,取出

标本 ,蒸馏水冲洗干燥。将其中一组标本立即加入

2 ml MMP-1 酶溶液 ,同样条件下孵育 7 d ,取出标本 ,

蒸馏水冲洗干燥。第 3 组加入 2 ml MMP-1 酶溶液 ,

相同条件孵育 7 d ,取出标本 ,蒸馏水冲洗干燥。第 4

组为正常标本对照组 ,蒸馏水冲洗干燥待测。

1. 2. 3 　扫描电镜观察 　将各标本均制成表面积为

1. 0 cm ×0. 5 cm 的牙本质块 ,用超声波去除表面的玷

污层 ,经 1. 5 %的戊二醛溶液固定 ,乙醇脱水干燥 ,喷

金 ,以去除牙骨质后的牙本质表面作为观察面 ,扫描

电镜下观察牙本质超微结构的变化。

2 　结果

酸和 MMP-1 酶溶液共同处理标本的扫描电镜观

察结果见图 1。从图 1 可见 ,牙本质硬组织脱矿明

显 ,牙本质小管管腔失去原有形态 ,边界不清 ,周围暴

露的胶原纤维断裂不连续 ,排列杂乱不规则。仅经酸

溶液处理标本的扫描电镜观察结果见图 2。从图 2

可见 ,牙本质硬组织脱矿明显 ,牙本质小管管腔粗大

不规则 ,周围暴露的胶原纤维连续 ,未见胶原断裂降

解破坏现象。仅经 MMP-1 酶溶液处理标本的扫描电

镜观察结果见图 3。从图 3 可见 ,牙本质小管管腔周

围硬组织矿化沉积明显 ,未发现暴露的胶原纤维 ,与

正常标本相比未发现异常改变。未经酸或酶溶液处

理正常标本的扫描电镜观察结果见图 4。从图 4 可

见 ,牙本质小管管腔周围硬组织矿化沉积明显 ,无脱

矿和胶原纤维暴露。

图 1 　经酸和 MMP-1 酶处理的牙本质标本　SEM　×3 000

Fig 1 　The dentin sample with acid and MMP-1 solution 　SEM　×3 000

图 2 　仅经酸处理的牙本质标本　SEM　×3 000

Fig 2 　The dentin sample only with acid solution 　SEM　×3 000

图 3 　仅经 MMP-1 酶处理的牙本质标本　SEM　×3 000

Fig 3 　The dentin sample only with MMP-1 soluton 　SEM　×3 000

3 　讨论

龋损区宿主来源的内源性蛋白酶主要由白细胞、

成纤维细胞、巨噬细胞、唾液腺、龈上皮细胞及血清产

生 , MMPs 就是其中的一种。已经证明在人全唾液、

龈沟液、牙菌斑中存在 MMPs , 类型包括 MMP-1、

MMP-2、MMP-8 和 MMP-9 3 。目前在人类牙本质龋中

已发现并分离出 MMP-1、MMP-2、MMP-8、MMP-9 和

MMP-20 共 5 种基质金属蛋白酶 1 ,2 。Van Strijp 等 4
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发现 MMPs 能被细菌酶和宿主来源的蛋白酶 (如组织

蛋白酶) 激活 ,唾液和牙本质胶原中存在 MMP-1、

MMP-2、MMP-9 和组织蛋白酶 ,并且唾液 MMPs 的活

性和组织蛋白酶的活性呈正相关。龋坏牙本质中的

MMPs 大部分来自唾液 ,而唾液中的大部分 MMPs 来

自牙周围的龈沟液 5 。Sulkala 等 2 发现成牙本质细

胞可分泌 MMPs 到牙本质液中 ,在牙本质形成初期与

牙本质同时产生 ,在龋坏进展中释放。这说明龋坏牙

本质中的 MMPs 大部分来源于宿主。

图 4 　未经酸和 MMP-1 酶处理的牙本质标本　SEM　×3 000

Fig 4 　The dentin sample without acid or MMP-1 solution 　SEM　×3 000

基质金属蛋白酶是由多种蛋白酶组成的多功能

内肽酶 ,它能降解几乎所有的细胞外基质蛋白 ,包括

天然的和变性的不同种类胶原 6 ,7 。根据其作用底

物不同分为 5 类 ,即间质胶原酶类 (MMP-1 等) 、明胶

酶类 (MMP-2 等) 、基质分解素类 (MMP-3、MMP-7 等) 、

膜性金属蛋白酶类 (MMP-14 等)及其他 (MMP-20 等) 。

其中间质胶原酶类主要降解 Ⅰ～ Ⅲ、Ⅶ、Ⅷ型胶原 8 。

MMP-1 又称为 Ⅰ型胶原酶或胶原酶-1 ,主要由成纤维

细胞表达 ,因此又称为成纤维型胶原酶 ,酶原相对分

子质量为 52 kD、57 kD ,是 MMPs 中的间质胶原酶的

一种。MMP-1 降解 Ⅰ型胶原可能与本身结构有关。

MMPs 的 C-末端具有一个椭圆形的盘状结构称为类

血凝素酶域 ,由 4 个叶状的β-螺旋结构组成 ,是MMPs

裂解三螺旋的胶原纤维所必需的结构 ,它能作用于胶

原的三螺旋结构 N 端的甘氨酸 - 亮氨酸或甘氨酸 -

亮氨酸肽键 ,将胶原切成 3/ 4、1/ 4 两个片段 ,从而造

成胶原结构的降解破坏 9 。有学者 10 ,11 采用脱矿后

的牙本质标本 ,经过不同处理后 ,观察 400 mg/ L 胶原

酶或 100 mg/ L 胰蛋白酶对牙本质胶原的降解作用 ,

实验结果表明 400 mg/ L 胶原酶和 100 mg/ L 胰蛋白酶

对牙本质胶原有明显的分解作用。鉴于 MMP-1 与胶

原酶的同源性及其来源途径较多 12 ,本实验采用

500 mg/ L的 MMP-1 作用于脱矿后的牙本质标本。结

果表明 , MMP-1 对人根面牙本质有机质有明显的降

解作用 ,但这种作用必须在酸预处理的情况下才能发

生。酸和 MMP-1 酶溶液共同处理标本的表面胶原纤

维束失去其束状排列 ,暴露的胶原纤维呈断裂状 ,而

单独酶溶液处理的标本却未发生明显的胶原降解。

有实验表明 ,只有用酸对牙根进行脱矿处理后 ,根部

有机质才能被非特异性蛋白水解酶如胶原酶等所降

解 13 。酸还可以使根面大部分的非胶原蛋白释出 ,

而非胶原蛋白的降解可改变牙体组织内胶原的结构 ,

增加其对非特异性蛋白水解酶的敏感性 ,进而促进胶

原蛋白的水解。如果牙体硬组织未发生脱矿 ,则矿化

的基质对蛋白水解酶不敏感 14 。本实验结果与上述

结论一致 ,皆说明作为内源性的基质金属蛋白酶在牙

本质龋的发病过程中起重要作用。
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