
ment was divided into control group，pertussis toxin ( PTX) group，ESI-09 group，JuA group and positive drug
group． The effect of different concentrations of JuA on the survival rate of NG2 cells was detected by CCK-8 meth-
od，and the expression of IL-1β，TNF-α，BDNF，cAMP，Epac，Ｒap1 mＲNA and protein in each group was detec-
ted by ＲT-PCＲ and Western blot． Ｒesults Compared with the control group，the PTX group decreased the expres-
sion of IL-1β and TNF-α mＲNA and protein ( P ＜ 0. 01) and increased the expression of cAMP and BDNF mＲNA
and protein ( P ＜ 0. 01) ; the ESI-09 group increased the expression of IL-1β and TNF-α mＲNA and protein ( P ＜
0. 05) and decreased the expression of BDNF，Epac and Ｒap1 mＲNA and protein expression ( P ＜ 0. 01) ; the JuA
group and positive drug group increased IL-1β，TNF-α，BDNF，cAMP，Epac，Ｒap1 mＲNA and protein expression
( P ＜ 0. 01) ． Conclusion The cAMP /Epac /Ｒap1 signaling pathway is involved in the secretion of IL-1β，TNF-
α，and BDNF by NG2 cells． JuA may act on cAMP /Epac /Ｒap1 signaling pathway to affect the secretion of BDNF
by NG2 cells．
Key words NG2 cell; Jujuboside A; cAMP; Epac; Ｒap1
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Er，Cr: YSGG 激光加速牙本质矿化的研究
陈百顺，夏 荣，余金兰

摘要 目的 研究 Er，Cr: YSGG 激光对牙本质胶原纤维矿

化的影响，加快矿化过程缩短矿化时间。方法 选取人类健

康第三磨牙，除去牙釉质留下牙合面的牙本质，将牙本质脱矿，

留下牙本质胶原纤维网，将脱矿后的胶原纤维放置于配置的

再矿化液中，用 Er，Cr: YSGG 照射，将试验前后的牙齿标本

使用扫描电子显微镜( SEM) 分析其表面形态，能谱仪( EDS)

分析钙磷元素的分布，维氏硬度仪检测牙本质标本表面显微

硬度。结果 经 Er，Cr: YSGG 激光照射后的牙本质标本牙本

质小管中有新的矿物质生成，覆盖于牙本质小管内壁上，钙

磷元素在牙本质小管内壁上富集，牙本质硬度提高。结论

Er，Cr: YSGG 激光能辅助牙本质胶原纤维在矿化液中矿化，

形成新的矿物质，并能缩短牙本质胶原纤维在矿化液中的矿

化时间。
关键词 Er，Cr: YSGG; 牙本质; 胶原纤维; 矿化
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目前临床上治疗牙体缺损的最常用方法是树脂

粘接术，然而大量的实验室和临床证据表明，树脂粘

接术的长期疗效不佳，出现充填体着色、微渗漏继发
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龋和充填体脱落。牙本质主要由无机矿物质羟基磷

灰石( HA ) 和有机质Ⅰ型胶原纤维 ( 占有机物的

90% ) 组成［1］，牙本质胶原纤维的再矿化为解决粘

接界面的问题提供了一种新的途径。除了牙体缺

损，牙本质敏感症也是临床上常见的口腔疾病，其主

要是由于牙釉质缺损，牙本质暴露，当牙齿受到外界

刺激时会产生短暂而尖锐的疼痛［2］，封闭牙本质小

管阻断此过程将会是治疗牙本质过敏症的有效方

法，牙本质胶原纤维的再矿化也为其提供了新的治

疗方法［3］。目前牙本质胶原纤维矿化过程需要几

周至几个月，这大大限制了这项技术应用于临床。
该研究基于已有的胶原纤维矿化方法，使用 Er，Cr:
YSGG 激光辅助，观察对矿化时间的影响，为这项技

术应用于临床提供新的思路。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 人类健康第三恒磨牙由安徽医科

大学第二附属医院口腔科提供( 经安徽医科大学第

二附属医院伦理委员会批准) 。
1． 2 主 要 试 剂 氯 化 钙 ( CaCl2 ) 、磷 酸 氢 二 钠

( Na2HPO4 ) 、氢氧化钠( NaOH) 、盐酸( HCl) 、聚天冬

氨酸( polyaspartic acid，PASP) 、乙二胺四乙酸( ED-
TA) 、叠氮钠( NaN3 ) 、胃蛋白酶均购自上海索莱宝

生物科技有限公司。
1． 3 主要仪器 Sartorius 电子天平( BSA124S，德国
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赛多利斯科学仪器有限公司) ，GeminiSEM500 扫描

电子显微镜( 德国卡尔 ·蔡司公司) ，恒温磁力搅拌

仪( JB-2010，金 坛 市 杰 瑞 尔 电 器 有 限 公 司) ，KH-
100DB 超声波清洗仪( 江苏昆山禾创仪器公司) ，pH
测试仪( TP110，北京时代新维测控设备有限公司，

经) ，Er，Cr: YSGG 激 光 ( 美 国 Biolase 公 司 ) ，

CPD300CO2 临界点干燥仪( 德国徕卡仪器有限公

司) ，UNHT 纳米压痕仪( 奥地利安东帕有限公司) 。
1． 4 实验方法

1． 4． 1 牙本质样本的制备 选取刚拔出的人类健

康第三恒磨牙，除去附着的牙石、牙龈软组织、血液，

置于 100 ml 5. 25% 次氯酸钠溶液中，消毒 10 min，

生理盐水反复冲洗。使用牙科快速手机，在水冷作

用下，磨除牙齿 面牙釉质并继续磨除，以确定完

全磨除 面牙釉质，无釉质残留，牙本质完全暴露，

在牙髓上方将其截断，获取 1 mm 左右的薄片，继续

磨除四周邻面的牙釉质，获得最终的 1 mm 厚度左

右的牙本质薄片，然后以此使用 800、1 000、1 500、
2 000 目 SiC 抛光砂纸抛光，使其形成相对平整的表

面，无明显高低凸起，为随后的扫描电子显微镜观察

做准备，将来自于同一颗牙齿的牙本质切片平均切

割成多个长条状牙本质样本，分别作为空白对照组

和实验组，做好标记，将牙本质切片置于去离子水超

声波清洗仪中，清洗 30 min，放置在生理盐水中，加

入 NaN3 抑制细菌，密封置于 4 ℃冰箱保存。
1． 4． 2 制备脱矿标本 称取 EDTA( 相对分子质量

292. 24) ，加入去离子水中，NaOH 调节 pH 至 8. 0，

制备出 0. 5 mol /L( pH =8) 的脱矿液，将牙本质切片

浸泡其中 30 min，取出后用无菌生理盐水反复冲洗，

胃蛋白酶消化。将 0. 05% ( w /v) 胃蛋白酶溶于 0. 5
mol /L 乙酸溶液制成消化液，将牙本质切片放入消

化液中 37 ℃消化 48 h，去离子水清洗，5. 25% 次氯

酸钠消毒，生理盐水冲洗，置于无菌生理盐水中 4 ℃
保存，加入 NaN3 防止细菌滋生。
1． 4． 3 制备矿化液 取无水 CaCl2 配制 500 ml 20
mmol /L 的 钙 离 子 溶 液，加 入 0. 8 mg PASP; 取

Na2HPO4 配制出 500 ml 12 mmol /L 的含磷溶液; 向

磷溶液中缓慢滴定钙溶液，磁力搅拌器 37 ℃恒温匀

速搅拌，防止沉淀，滴定完成后，Tris 调节 pH 值至

6. 5 ～ 7. 0，滤膜过滤，得到钙离子浓度为 10 mmol /
L，磷离子浓度为 6 mmol /L 矿化溶液，加入 NaN3 防

止细菌滋生，密封储存。
1． 4． 4 使用来自同一个牙齿的牙本质切片分组

实验组 A: 使用来自同一颗牙齿的牙本质切片，浸泡

于矿化液中 10 min，不使用 Er，Cr: YSGG 照射。实

验组 B: 构造一个激光辅助矿化的装置，将牙本质切

片置于矿化液中，浸没于水面下约 1 mm，Er，Cr: YS-
GG 使用硬组织模式，MZ4 光纤头，垂直于牙本质切

片照射 1 min，冷却 1 min，更换新的矿化液，继续此

过程，一共照射 5 次，激光处理与冷却浸泡共计处理

10 min。空白对照组 C: 脱矿的牙本质标本。预实

验组 D: 使用来自同一颗牙齿的牙本质切片，将牙本

质切片置于生理盐水，浸没于水面下约 1 mm，Er，
Cr: YSGG 使用硬组织模式，MZ4 光纤头，垂直于牙

本质切片照射 1 min，冷却 1 min，更换新的生理盐

水，继续此过程，一共照射 5 次，激光处理与冷却浸

泡共计处理 10 min。
1． 4． 5 SEM 电镜检测与 EDSX 射线能谱分析 牙

本质切片用电镜固定液固定 2 h，去离子水反复冲

洗，梯度乙醇溶液处理，结束后使用 CO2 临界点干

燥仪干燥。将干燥后的标本密封保存。选取几组标

本，利用液氮使其脆断后获取纵剖的牙本质切片标

本，挑选出横截面与纵剖面比较平缓无明显高低落

差的标本，真空喷金。
1． 4． 6 维氏显微硬度检测牙本质标本表面显微硬

度 来源于同一颗牙齿的标本选取 2 个，其中一个

在脱矿实验后直接进行硬度测试，其作为对照组，结

果记为 H0，另一个样本进行不同方法处理( 直接使

用矿化液处理，使用 Er，Cr: YSGG 激光 + 矿化液处

理) 后进行硬度测试，结果记为 H1，从实验组 A 与

实验组 B 中分别随机选取 10 个样本，使用纳米压痕

仪进行硬度测量，每个样本上选取 9 个点测量硬度

值，最后以这 9 个数值的平均值作为此样本的最终

硬度。
1． 5 统计学处理 使用 SPSS Statistics 进行统计分

析，所有数据均以 �x ± s 表示，采用单因素方差分析，

配对样本的 t 检验对各组的结果进行分析。P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 不同处理方法的牙本质标本表面的 SEM 检

测结果 SEM 检测结果显示: 空白对照组 C，脱矿后

的牙本质羟基磷灰石晶体消失，胶原纤维网暴露

( 图 1A) ; 实验组 D，Er，Cr: YSGG + 生理盐水处理

( 图 1B) ，与未经任何处理的脱矿牙本质空白对照组

相比，无明显变化，牙本质小管空虚，无新矿物质生

成，与脱矿后的牙本质标本无明显差异，表明 Er，
Cr: YSGG 处理未对实验标本产生影响; 实验组 A，
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仅矿化液处理相同时间( 图 1C) ，牙本质小管无明显

变化，胶原纤维暴露，未见新的矿物质沉积; 实验组

B，Er，Cr: YSGG + 矿化液处理( 图 1D) ，可见牙本质

小管内有新的物质沉积，覆盖于胶原纤维上，小管直

径缩小; 通过扫描电镜放大 3 000 倍观察实验组 B，

Er，Cr: YSGG + 矿化液处理( 图 1E) 可以发现视野内

的大部分牙本质小管内均有新矿物质生成; 通过扫

描电镜放大 3 000 倍观察 Er，Cr: YSGG + 生理盐水

组( 图 1F) ，与激光矿化液组相比，小管内空虚，可见

胶原纤维痕迹。

图 1 牙本质标本表面的 SEM 图

A: 脱矿后的牙本质 × 12 000; B: Er，Cr: YSGG + 生理盐水处理

× 12 000; C: 矿化液处理 × 12 000; D: Er，Cr: YSGG + 矿化液处理 ×

12 000; E: Er，Cr: YSGG + 矿化液处理 × 3 000; F: Er，Cr: YSGG + 生

理盐水处理 × 3 000

2． 2 不同处理方法的牙本质标本纵剖面的 SEM
检测结果 仅矿化液处理，牙本质小管开放，小管内

干净通透，胶原纤维网暴露，无其他物质沉积( 图

2A) ; Er，Cr: YSGG + 矿化液处理后的牙本质标本纵

剖面，SEM 检测可见小管内有新的物质沉积，部分

堵塞牙本质小管，小管直径缩小，沉积物集中于靠近

牙本质表面，小管深处未见明显矿物质生成，可能由

于 Er，Cr: YSGG 激光渗透深度有限，未能有效渗透

深层牙本质( 图 2B) 。
2． 3 不同处理方法的牙本质标本 X 射线能谱分析

结果 仅矿化液处理，牙本质标本表面羟基磷灰石

晶体去除，主要为胶原纤维，表面钙磷元素均匀分

布，牙本质小管与牙本质表面无明显差异( 图 3A、
3C) ; Er，Cr: YSGG + 矿化液处理后的标本，钙磷元

素大量沉积于牙本质小管，钙磷元素远多于实验组

A，表明经 Er，Cr: YSGG + 矿化液处理后，有新的矿

物质沉积，小管内钙磷元素浓度远大于牙本质表面，

相比较于牙本质表面，小管内富集更多钙磷元素，小

管内形成更多的矿物质沉积( 图 3B、3D) 。

图 2 牙本质标本纵剖面的 SEM 图

A: 仅矿化液处理 × 3 000; B: Er，Cr: YSGG + 矿化液处理后 × 3 000

图 3 牙本质标本的 X 射线能谱图 × 3000

A: 实验组 A 钙元素分布; B: 实验组 B 钙元素分布; C: 实验组 A

磷元素分布; D: 实验组 B 磷元素分布

2． 4 维氏硬度测试结果及统计学分析 实验结果

数据统计采用配对样本 t 检验，比较组 A、C，差异无

统计学意义( t = 1. 234，P = 0. 248) ，表明仅矿化液处

理前后，样本无明显硬度变化。比较实验组 B、C，差

异有统 计 学 意 义 ( t = 3. 361，P ＜ 0. 000 1 ) ，表 明

Er，Cr: YSGG 激光 + 矿化液处理后，样本硬度明显

增加，提示样本上有新的矿物质生成，脱矿牙本质产

生了再矿化。对实验组 A、B 中的 H0 数值进行独立

样本的 t 检验，差异无统计学意义( t = 0. 645，P =
0. 527) ，表明实验组 A、B 间的 H0 样本没有差异，即

实验组的标本间没有差异。对实验组 A、B 中的 H1-
H0 数值进行独立样本的 t 检验，差异有统计学意义

( t = 11. 645，P ＜ 0. 000 1 ) ，表明相较于仅矿化液处

理，Er，Cr: YSGG 激光 + 矿化液处理后的牙本质标

本硬度显著增加( 表 1) 。

表 1 各组实验前后牙本质表面显微硬度( �x ± s，MPa)

组别 H0 H1 P 值

实验组 A 21． 59 ± 1． 60 22． 07 ± 1． 72 0． 248 0
实验组 B 23． 40 ± 1． 70 34． 80 ± 2． 11 ＜ 0． 0001
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3 讨论

牙本质由 70%矿物质羟基磷灰石、20% 有机物

和 10%的水组成［4］，牙本质的仿生矿化可以使脱矿

的牙本质再矿化［5］，是治疗牙本质过敏症的可行方

法，通过再矿化在胶原纤维上沉积新的矿物晶体，封

闭牙本质小管从而治疗牙本质过敏症［6］，同时，仿

生矿化可以使粘接修复术中未能与树脂完全结合而

暴露的胶原纤维继续矿化，为治疗微渗漏，提高树脂

粘接术的成功率和延长远期疗效提供了一种新的治

疗方法，目前牙本质的仿生矿化多局限于实验室试

验阶段，常见的仿生矿化周期较长，需要几周至数

月，这大大局限了仿生矿化的治疗方法应用于临床

治疗，也有实验通过电场辅助将次过程缩短至几个

小时［7］。
已有学者实验通过激光照射，辅助人类牙釉质

的类釉质再生，利用激光的能量，在矿化溶液中，加

速磷灰石晶体的生成，沉积于人类牙釉质上［8 － 9］。
目前普遍认为，Ⅰ型胶原和非胶原蛋白及其类

似物是参与矿化的最主要成分［10］，研究表明单独胶

原本身无法诱导羟基磷灰石晶体的形成，但是它的

结构可以作为矿物质的支架并指导羟基磷灰石晶体

的自组装和生长，为了建立脱矿胶原纤维的模型，本

实验选用人类健康第三磨牙，除去牙釉质及牙骨质

剩下牙本质，再脱矿除去羟基磷灰石晶体，建立胶原

纤维模型，酸蚀法是目前最常用的脱矿方法，使用不

同浓度的磷酸处理不同的时间均可以达到脱矿目

的，EDTA 不同于先前使用的酸蚀剂，例如甲酸 /甲
酸钠，磷酸和盐酸，EDTA 通常被认为是有效的金属

阳离子螯合剂，其能够通过络合溶解牙 /骨中的矿物

质，同时保持胶原蛋白结构基本完好无损［11］。有实

验表明，即使骨在 EDTA 中浸泡超过一个月时胶原

纤维结构不会发生改变。因此，本实验采用 EDTA
脱矿，避免了酸蚀可能使胶原蛋白基质结构发生改

变。
基于经典成核理论，成核速率通常与两个函数

有关，J ∝ exp( － EA /KBT) exp( － ΔGex /KBT) ，第

一个函数与能量 EA 有关( KB : Boltzmann 常数，T: 绝

对温度) ，第 二 个 函 数 相 关 于 热 力 学 屏 障 ΔGex，

ΔGex = Bα3σ － 2，其中 B 是与成核物质相关的恒定

常数，α 是界面自由能，σ 是过饱和。基于函数一，

温度可以显著改变成核速率［9］，本实验采用 Er，Cr:
YSGG( 一种已广泛应用于牙科治疗的激光) ，Er，
Cr: YSGG 激光波长 2 780 nm，与水和羟基磷灰石晶

体的吸收峰相匹配［12］，水与羟基磷灰石晶体可以更

好地吸收激光的能量，加快成核的速率。基于函数

二，溶液的过饱和程度也会对成核产生影响，本实验

配置了过饱和的钙磷溶液，用于矿化过程。本实验

采用聚天冬氨酸( poly aspartic acid，PASP) 作为非胶

原蛋白 ( non-collagen proteins，NCPs) 类似物，PASP
已被证 明 是 一 种 优 秀 的 可 用 于 胶 原 纤 维 矿 化 的

NCPs 类似物［13 － 14］。
本实验结果表明，相比于自然矿化，引入 Er，

Cr: YSGG 激光辅助，可以加快矿化过程，在相同时

间内，自然矿化组无明显新矿物质生成，而 Er，Cr:
YSGG 激光辅助处理后，牙本质小管内有明显的新

矿物质生成，覆盖于小管内壁，小管直径缩小，表明

与自然矿化相比，在相同时间内，Er，Cr: YSGG 激光

辅助胶原纤维矿化可以形成更多的钙磷矿物质沉积

并缩小牙本质小管直径，为临床治疗过程中树脂粘

接修复术暴露胶原纤维的再矿化与治疗牙本质过敏

症提供了一种新的可能。本研究结果新形成的矿物

质未能将牙本质小管完全封闭，可能原因是激光处

理时间尚短，未能形成足够的矿物质沉积。下一步

将改变不同激光参数、照射时间，以及选用不同激

光、不同 NCPs 类似物继续研究，期望可以探索出更

为有效的治疗方法，使此项治疗方法早日应用于临

床治疗。
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treated with different concentrations of bufalin for 48 hours，cell apoptosis was detected by Annexin V /PI assay，

and the expression of apoptosis-related proteins Bax and Bcl-2 was detected by Western blot． At the same time，the
expression of EＲS-related proteins glucose regulated protein 78 ( GＲP78) ，phosphorylated protein kinase Ｒ like en-
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butyric acid) ，and the expression of apoptosis-related proteins Bax and Bcl-2 was observed by Western blot． Ｒe-
sults CCK-8 assay showed that bufalin could inhibit the proliferation of HCT116 cells． Apoptosis assay showed
that bufalin could induce apoptosis of HCT116 cells． The results of Western blot showed that bufalin could up-regu-
late the expression of pro-apoptotic protein Bax and down-regulate the expression of anti-apoptotic protein Bcl-2． It
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Er，Cr: YSGG laser accelerated dentin mineralization
Chen Baishun，Xia Ｒong，Yu Jinlan

( Dept of Stomatology，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To study the effect of Er，Cr: YSGG laser on the mineralization of dentin collagen fiber，ac-
celerate the mineralization process and shorten the mineralization time． Methods Human health third molarswere
selected to remove the teeth of the tooth enamel，degenerate the teeth，leave the dentin collagen fiber web，place
the degenerative collagen fiber in the configured re-mineral fluid． Using Er，Cr: YSGG，the teeth before and after
the test were used to analyze the surface morphology using SEM scanning electron microscopy，and the EDS X-ray
energy spectrum was analyzed by the distribution of calcium phosphorus． Ｒesults Er，Cr: YSGG laser irradiation
laser irradiated tooth in the teeth in the teeth，new minerals were generated，which covered the inner wall of the
teeth，the calcium phosphorus element was enriched in the inner wall of the teeth． Conclusion YSGG laser can
help dentin collagen fibers mineralized in mineralization fluid，form new minerals． This method can shorten the min-
eralization time of dentin collagen fibers in mineralization fluid，which is the re-ore．
Key words Er，Cr: YSGG; dentin; collagen fiber; mineralization
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