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［摘要］ 　 目的　 本研究旨在探究不同钙磷比例的再矿化液对磷酸化聚酰胺胺（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｏｌｙａｍｉｄｏａｍｉｎｅ，Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ）树
状大分子诱导形成的再矿化层特性的影响，以期获得适当的 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 质量浓度与再矿化液钙磷比，为构建口内再矿化体系

提供思路。 方法　 体外磷酸化修饰 ＰＡＭＡＭ，用衰减全反射傅里叶变换红外光谱和核磁共振氢谱对修饰结果进行确证，通过

对 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 吸附羟基磷灰石（ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ，ＨＡＰ）的能力及其生物安全性进行分析筛选 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 质量浓度并制备脱矿人

牙釉质样本。 以再矿化条件为 ２ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ、１．６７ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ、１．６７ ∶ １、１ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ、０．５ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ 进行分组，体外矿化脱矿人牙釉质样

本 ２４ ｈ、１ 周、３ 周后，用扫描电子显微镜分析牙釉质表面形态，用显微维氏硬度分析再矿化层硬度，结合 Ｘ 射线衍射分析再矿

化层晶体结构。 结果　 再矿化液钙磷比为 １．６７ ∶ １ 时，在 ４ ｍｇ ／ ｍＬ Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 介导下，１ 周后脱矿牙釉质可形成致密平整的再

矿化层，其晶体结构与天然 ＨＡＰ 晶体类似，３ 周后牙釉质表面显微维氏硬度显著高于其余各实验组（Ｐ＜０．０００ １），恢复至健康

牙釉质水平。 缺乏 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 介导的再矿化层虽有一定厚度，但大量无序化生长的晶体使其表面形貌和显微维氏硬度存在缺

陷。 高钙磷比（２ ∶ １）环境下，Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 诱导形成的再矿化层在 ３ 周后趋于无序化，限制牙釉质表面形貌和力学性能的恢复。
低钙磷比（１ ∶ １、０．５ ∶ １）限制了 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 的诱导作用，再矿化层形成不良，再矿化晶体中碳羟基磷灰石和无定形磷酸钙含量

升高。 结论　 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 介导的再矿化在矿化液中钙磷比为 １．６７ ∶ １ 时能达到良好的诱导脱矿牙釉质再矿化作用，升高或降

低钙磷比均可能降低其疗效。
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Ｓｔｏｍａｔｏｌｏｇｙ，２０２６，４６（９）：６６３－６７０

　 　 牙釉质是人体最坚硬的组织，其中羟基磷灰石

（Ｃａ１０（ＰＯ４） ６（ＯＨ） ２，ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ，ＨＡＰ）占牙釉质

含量的 ９４％～９６％［１］。 牙釉质脱矿是龋病发生的初

始阶段，常见于正畸固定矫治、酸甜饮食习惯、口腔

卫生维护不佳等，其本质是 ＨＡＰ 在酸性环境下的溶

解［２－３］。 在脱矿未形成实质性缺损前，如果应用相

应手段改变牙釉质表面晶体结构，或诱导牙釉质表

层形成新的再矿化层［４］，可在一定程度上延缓牙釉

质脱矿的进程，延后牙釉质缺损的出现。 在目前的

临床应用中，除传统的氟化钠 （ ＮａＦ）、氟化亚锡

（ＳｎＦ２）制剂等，酪蛋白磷酸肽－无定形磷酸钙、釉原

蛋白仿生肽等也已作为再矿化治疗药物投入使用。
有研究表明，磷酸化聚酰胺胺（ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｏｌｙ⁃
ａｍｉｄｏａｍｉｎｅ，Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ）树状大分子在诱导牙釉质

再矿化过程中具有良好的作用［５］。 聚酰胺胺（ｐｏｌｙ⁃
ａｍｉｄｏａｍｉｎｅ，ＰＡＭＡＭ）树状大分子因其具有空腔结

构和大量的末端活性基团［６］，并且具有与天然釉原

蛋白相似的自组装行为［７］，能够模拟釉原蛋白的作

用，在脱矿牙釉质处作为矿化结晶模板，诱导与天然

牙釉质晶体的结构、方向类似的 ＨＡＰ 晶体生长。 磷

酸基团能依靠与钙离子的亲和力将 ＰＡＭＡＭ 锚定在

裸露的脱矿牙釉质晶体表面，并从环境中吸引游离

钙离子参与矿化，由 ＰＡＭＡＭ 分子作为矿化模板调

控晶体生长［８］。
先前的研究中，再矿化体系的钙磷离子物质的

量浓度比（以下简称为钙磷比）常沿用接近天然唾

液的 １．６７ ∶ １，然而，再矿化环境中的钙磷比如何调

控树状大分子诱导的再矿化鲜有研究。 研究表明，
对不同钙磷饱和度及氟浓度环境下釉原蛋白体外诱

导生成的再矿化层进行表面能谱分析，并非所有再

矿化晶体都能得到与 ＨＡＰ 晶体相同或接近的钙磷

比例，再矿化层可能由磷酸八钙、磷酸三钙（ＴＣＰ）等
晶体组成［９］。 促使 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 发挥最大化的诱导矿

化作用需要适宜的矿化环境支持，因此，探究合适的

矿化液钙磷比至关重要。

１　 材料与方法

１．１　 主要材料和仪器

Ｇ３．０ ＰＡＭＡＭ（威海晨源，中国）；亚磷酸、３７％
浓盐酸、４０％甲醛、２５％氢氧化铵、氢氧化钠（国药沪

试，中国）；高糖 ＤＭＥＭ 培养基、青霉素－链霉素溶

液、胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ，美国）；胎牛血清（ Ｓｉｎｃｅｌｌ，美
国）；磷酸盐缓冲液（Ｈｙｃｌｏｎｅ，美国）；纳米 ＨＡＰ（阿
拉丁，中国）；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒（ＤＯＪＩＮＤＯ，日本）；次氯

酸钠（中鼎，中国）；抗酸指甲油（ＯＰＩ，美国）；３７％磷

酸酸蚀剂（Ｈｅｒａｅｕｓ Ｋｕｌｚｅｒ，德国）；人工唾液（飞净，
中国）；磷酸二氢钾（ＫＨ２ＰＯ４）、无水氯化钙（ＣａＣｌ２）
（麦克林，中国）。

电子天平（Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ，瑞士）；磁力搅拌器、
３７ ℃ 恒温摇床 （国华仪器，中国）；冷冻干燥机

（Ｃｈｒｉｓｔ，德国）；红外光谱仪、６００ ＭＨｚ 核磁共振谱

仪、Ｘ 射线衍射（Ｘ⁃ｒａｙ ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ，ＸＲＤ）仪（Ｂｒｕｋｅｒ，
德国 ）； 超 纯 水 机 （ ＥＬＧＡ， 英 国 ）； 超 净 工 作 台

（Ｂａｋｅｒ，美国）；细胞培养箱（Ｈｅｒａｅｕｓ，德国）；恒温台

式多用离心机、自动细胞计数仪（Ｔｈｅｒｍｏ，美国）；酶
标仪（ＢｉｏＴｅｋ，美国）；ｐＨ 计（Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ，瑞士）；
超声波振荡仪（方奥，中国）；体视显微镜（Ｎｉｋｏｎ，日
本）；扫描电子显微镜（ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，
ＳＥＭ）（ＴＥＳＣＡＮ，捷克）；显微维氏硬度计（众研，中
国）。
１．２　 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 的合成和确证

混合 １ ｍＬ ５００ ｍｇ ／ ｍＬ 的 Ｇ３．０ ＰＡＭＡＭ 树状大

分子水溶液、５００ ｍｇ 亚磷酸、５．８ ｍＬ 去离子水。 在

混合物中加入 ２．５ ｍＬ ３７％浓盐酸，加热至 ４０ ℃保

持 ３０ ｍｉｎ。 滴加 ７１０ μＬ ４０％甲醛溶液，缓慢搅拌，
反应温度 ４０ ℃，保持 ２ ｈ。 缓慢滴入 ２５％氢氧化铵

中和混合物。 将反应物转移至透析袋（１ ０００ Ｄａ）
中，用双蒸水透析 ４８ ｈ，过程中磁力搅拌器持续搅

拌，每 １２ ｈ 更换双蒸水，以去除未反应单体。 最后

通过冻干得到 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 固体冻干粉［１０］。
吸取 ＰＡＭＡＭ 水 溶 液 和 冻 干 前 的 液 体 Ｐ⁃

ＰＡＭＡＭ 各 ２０ μＬ 进行衰减全反射傅里叶变换红外

光谱术（ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｔｏｔａｌ ｒｅｆｌｅｃｔａｎｃｅ⁃Ｆｏｕｒｉｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ
ｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＡＴＲ⁃ＦＴＩＲ）分析，设置分辨率

为 ４ ｃｍ－１，扫描次数 ３２ 次，光谱范围为 ４ ０００ ～ ４００
ｃｍ－１。 吸 取 ＰＡＭＡＭ 水 溶 液 和 冻 干 前 的 液 体
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Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ各 ０．５ ｍＬ 进行核磁共振氢谱（ｐｒｏｔｏｎ ｎｕ⁃
ｃｌｅａｒ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ，１Ｈ⁃ＮＭＲ）分析，以 ０．５ ｍＬ
氘代试剂 Ｄ２Ｏ 充分溶解样品后转移至洁净的核磁

管中，在 ６００ ＭＨｚ 核磁共振谱仪下，设置扫描次数

为 ３２ 次，信号衰减时间为 ５ ｓ。 结合 ＡＴＲ⁃ＦＴＩＲ 和
１Ｈ⁃ＮＭＲ结果对 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 的结构进行确证。
１．３　 脱矿牙釉质模型的建立

取健康的人第三磨牙（均来源于南京医科大学

附属口腔医院颌面外科因正畸或预防性拔除而丢弃

的、临床治疗完成后无其他用途的废弃样本），拔除

后用手术刀刀片去除牙齿上的有机污染物。 ３％次

氯酸钠浸泡去除附着细菌，ＰＢＳ 冲洗。 分离牙根，切
割牙釉质并制备成 ３ ｍｍ×３ ｍｍ×１ ｍｍ 的样品。 为

了建立脱矿牙釉质模型，使用 ２００、４００、６００、８００、
１ ０００、２ ０００ 目砂纸抛光牙釉质样品工作面，其他表

面用抗酸指甲油涂覆。 超声处理 ３０ ｍｉｎ，３７％磷酸

酸蚀剂脱矿 ３０ ｓ，ＰＢＳ 洗涤 ４ 次，超声处理 ５ ｍｉｎ。
将得到的脱矿牙釉质样品保存在去离子水中。
１．４　 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 浓度选定

１．４．１　 ＨＡＰ 吸附实验

去离子水溶解 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 冻干粉，制备 ０．５、１、
２、４、６、８ ｍｇ ／ ｍＬ Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 水溶液。 测定不同质量

浓度 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 于 ２８１ ｎｍ 波长处的光密度（ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。 将 １００ ｍｇ ＨＡＰ 加入 １ ｍＬ 不同质

量浓度的 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 水溶液中。 ３７ ℃ 搅拌 ２４ ｈ，
１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ。 取上清液，测定其在 ２８１
ｎｍ 处 ＯＤ 值进行分析。 通过吸附前后溶液 ＯＤ 值

（２８１ ｎｍ）的差值来计算不同质量浓度的 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ
水溶液对 ＨＡＰ 的吸附能力。 每组进行 ３ 次生物学

重复。
１．４．２　 细胞毒性实验

小鼠成纤维细胞 Ｌ９２９（葵赛，中国）以每孔 １×
１０４个的细胞量接种于 ９６ 孔板中，每孔加入 １００ μＬ
基础培养基（含 １０％的热灭活胎牛血清、１％青霉素

－链霉素溶液的高糖 ＤＭＥＭ 培养基），在 ３７ ℃、５％
ＣＯ２条件下培养 ２４ ｈ。 使用基础培养基配制不同质

量浓度的 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 溶液（０、０．５、１、２、４、６ ｍｇ ／ ｍＬ），
随后将 ９６ 孔板中的培养液更换为 １００ μＬ 新鲜配制

的 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 溶液。 孵育 ２４、７２ ｈ 后，吸除培养液，
每孔加入 １００ μＬ 混合后的 ＣＣＫ⁃８ 工作液（含 １０ μＬ
ＣＣＫ⁃８ 与 ９０ μＬ 基础培养基）避光孵育 ２ ｈ 后，用酶

标仪测定每孔 ＣＣＫ⁃８ 工作液在 ４５０ ｎｍ 波长的 ＯＤ
值以评估细胞活性 （ ５ 个复孔，取平均值），重复

３ 次。
Ｌ９２９ 细胞在不同质量浓度的 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 中培

养 ２４、７２ ｈ 的细胞存活率计算公式为：

细胞存活率（％）＝
ＯＤ实验组－ＯＤ空白组

ＯＤ对照组－ＯＤ空白组

×１００。

其中，对照组为 ０ ｍｇ ／ ｍＬ Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 溶液组，空
白组为无细胞对照组。
１．５　 体外再矿化

ＣａＣｌ２、ＫＨ２ＰＯ４ 分别以 ２ ∶ １、１． ６７ ∶ １、１ ∶ １、
０．５ ∶ １ 的钙磷比，在室温下如表 １ 所示以人工唾液

为溶剂配制再矿化液，用 ４ ｇ ／ Ｌ ＮａＯＨ 溶液调整 ｐＨ
至 ７．０。 脱矿牙釉质样品由 ５０ μＬ ４ ｍｇ ／ ｍＬ 的 Ｐ⁃
ＰＡＭＡＭ 水溶液包被，室温静置 ６０ ｍｉｎ 自然干燥。
将样品浸入再矿化液中，３７ ℃水浴。 每 ２４ ｈ 更换为

新鲜配制的再矿化液。
根据脱矿牙釉质样品的再矿化条件，将本研究

中涉及的样品进行分组：①２ ∶ １ ＋ Ｐ⁃Ｐ 组使用 ４
ｍｇ ／ ｍＬ Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 和钙磷比 ２ ∶ １ 的再矿化液对脱

矿牙釉质样本进行再矿化；②１．６７ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ 组使用 ４
ｍｇ ／ ｍＬ Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 和钙磷比 １．６７ ∶ １ 的再矿化液对

脱矿牙釉质样本进行再矿化；③１．６７ ∶ １ 组直接使

用钙磷比 １．６７ ∶ １ 的再矿化液处理脱矿牙釉质样

本；④１ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ 组使用 ４ ｍｇ ／ ｍＬ Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 和钙磷

比 １ ∶ １ 的 再 矿 化 液 处 理 脱 矿 牙 釉 质 样 本；
⑤ ０．５ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ 组使用 ４ ｍｇ ／ ｍＬ Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 和钙磷

比 ０．５ ∶ １ 的再矿化液处理脱矿牙釉质样本。
表 １　 不同钙磷比的再矿化液的配制（每 ５０ ｍＬ）

Ｔａｂ．１　 Ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｌｃｉｕｍ⁃ｔｏ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒａｔｉｏｓ （ｐｅｒ ５０ ｍＬ）

钙磷比 ＣａＣｌ２ ＫＨ２ＰＯ４

２ ∶ １ １８．５５ ｍｇ １１．３５ ｍｇ
１．６７ ∶ １ １５．５５ ｍｇ １１．３５ ｍｇ

１ ∶ １ ９．２３ ｍｇ １１．３５ ｍｇ
０．５ ∶ １ ４．６５ ｍｇ １１．３５ ｍｇ

１．６　 再矿化表征分析

牙釉质样品分别在再矿化液中处理 ２４ ｈ、１ 周、
３ 周后从再矿化液中取出，用去离子水反复冲洗 ５
次。 表面溅射 Ａｕ 涂层后，用 ＳＥＭ 观察矿化后的牙

釉质表面并进行结构分析。 牙釉质样本矿化 ３ 周

后，用显微维氏硬度计以 ０．４９０ ３ Ｎ 的载荷保持 １０
ｓ，每组 ３ 个样本，每个样本随机选取 ３ 个测试点取

其平均值，避开釉面裂隙、气泡及杂质区域，且相邻

两压痕中心间距大于压痕对角线长度 ３ 倍，记录显

微维氏硬度。 对矿化 ３ 周后的样本进行 ＸＲＤ 分析，
使用广角衍射测试模式，扫描速率 ２° ／ ｍｉｎ，扫描角

度范围 ２０° ～６０°。
１．７　 统计学分析

数据以均数 ± 标准差表示。 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ
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Ｐｒｉｓｍ ８．３ 进行统计分析，数据进行正态性检验和方

差齐性检验。 多组间比较采用单因素方差分析

（Ｏｎｅ⁃Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），组间两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ 检
验或 Ｔｕｋｅｙ ＨＳＤ 检验。 以 Ｐ＜０．０５ 为差异具有统计

学意义。

２　 结　 果

２．１　 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 的化学结构特征

２．１．１　 ＡＴＲ⁃ＦＴＩＲ 光谱

用 ＡＴＲ⁃ＦＴＩＲ 对 ＰＡＭＡＭ 及 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 进行分

析，结果如图 １ 所示，未修饰的 ＰＡＭＡＭ 的红外光谱

在波数 １ ６２６ ｃｍ－１和 １ ５６３ ｃｍ－１附近呈现酰胺Ⅰ带

和酰胺Ⅱ带的特征吸收峰。 磷酸化修饰后， Ｐ⁃
ＰＡＭＡＭ 出现了两个新的吸收峰，其中 １ ０７５ ｃｍ－１附

近的吸收峰代表磷酸根 Ｐ—Ｏ 反对称伸缩运动，９７８
ｃｍ－１附近的吸收峰代表磷酸根 Ｐ—Ｏ 对称伸缩运

动［１１］，表明亚磷酸基团接枝成功。

图 １　 ＰＡＭＡＭ 和 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 的 ＡＴＲ⁃ＦＴＩＲ 光谱

Ｆｉｇ．１　 ＡＴＲ⁃ＦＴＩＲ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ＰＡＭＡＭ ａｎｄ Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ
２．１．２　 １Ｈ⁃ＮＭＲ 分析

１Ｈ⁃ＮＭＲ 分析结果显示，ＰＡＭＡＭ 在化学位移

（δ）＝ ２．３３ ～ ３．６３ 的特征峰对应 ＰＡＭＡＭ 骨架上的

亚甲基（—Ｎ—ＣＨ２—ＣＨ２—）质子，主要分为两类：
与叔氮或酰胺相邻的质子，位于 δ ＝ ２．４０ ～ ２．７０ 附

近；与羟基或氨基相邻的质子，位于 δ ＝ ３．１０ ～ ３．６０
附近［１２］。 磷酸基团有强烈的吸电子诱导效应，会通

过氧或氮原子使相邻的亚甲基质子的电子云密度降

低［１１］。 磷酸化修饰后，Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 在 δ ＝ ４．２０ ～ ４．５３
出现新的特征峰，提示磷酸酯或磷酸酰胺的形成。
２．２　 脱矿牙釉质模型的表面特征

脱矿前的牙釉质在体视显微镜下表面光洁，呈
现健康的淡黄色半透明光泽，脱矿后，牙釉质表面失

去光泽，呈现白垩色云雾状粗糙表面（图 ２ａ、ｂ）。
ＳＥＭ 下，未脱矿的牙釉质表层致密光滑，脱矿后表

面粗糙，可见釉柱轮廓（图 ２ｃ、ｄ）。

ａ：脱矿前，体视显微镜下观（ 　 × ３０）；ｂ：脱矿后，体视显微镜下观

（ 　 ×３０）；ｃ：脱矿前，ＳＥＭ 镜下观（ 　 ×５ ０００）；ｄ：脱矿后，ＳＥＭ 镜下

观（　 ×５ ０００）。

图 ２　 牙釉质脱矿前后的体视显微镜与 ＳＥＭ 下视野

Ｆｉｇ．２　 Ｓｔｅｒｅｏｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ａｎｄ ＳＥＭ ｖｉｅｗｓ ｏｆ ｅｎａｍｅｌ ｂｅｆｏｒｅ
ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｄｅｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ

２．３　 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 质量浓度的选定

２．３．１　 ＨＡＰ 吸附实验

随着 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 水溶液质量浓度的增高， Ｐ⁃
ＰＡＭＡＭ 对 ＨＡＰ 的吸附能力呈现上升趋势。 Ｐ⁃
ＰＡＭＡＭ 水溶液质量浓度大于 ４ ｍｇ ／ ｍＬ 以后，ＯＤ 值

差值逐渐趋于平稳，提示此时 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 对 ＨＡＰ 的

吸附能力趋于饱和（图 ３）。

图 ３　 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 对 ＨＡＰ 的吸附能力

Ｆｉｇ．３　 Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ ｆｏｒ ＨＡＰ

２．３．２　 细胞毒性实验

Ｌ９２９ 细胞在不同质量浓度的 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 中培

养 ２４ ｈ、７２ ｈ 后，各实验组细胞存活率与对照组（０
ｍｇ ／ ｍＬ Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 组）相比，存在显著差异。 其中，
０．５ ｍｇ ／ ｍＬ 组的 ２４ ｈ、７２ ｈ 细胞存活率与对照组相

比均显著降低（２４ ｈ：Ｆ＝ ２ ２１６，Ｐ＜０．０００ １；７２ ｈ：Ｆ ＝
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１ ２８６，Ｐ＜０．０００ １），１ ｍｇ ／ ｍＬ 组细胞存活率较对照

组降低，在细胞培养 ２４ ｈ 与对照组有显著差异（Ｐ＜
０．０００ １），且该差异在 ７２ ｈ 时仍具有统计学意义

（Ｐ＜０．００１）。 ２、４、６ ｍｇ ／ ｍＬ 组的细胞存活率较对照

组均显著升高（Ｐ＜０．０００ １）（图 ４）。 结果表明，２、４、
６ ｍｇ ／ ｍＬ 的 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 在细胞培养 ７２ ｈ 内无明显

细胞毒性。 结合 ＨＡＰ 吸附实验的结果，本研究选定

４ ｍｇ ／ ｍＬ 为后续再矿化实验的 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 质量浓

度，此质量浓度可兼顾钙磷离子的高效利用和良好

的生物相容性。

与对照组（０ ｍｇ ／ ｍＬ 组）相比，∗∗∗：Ｐ＜０．００１；∗∗∗∗：Ｐ＜０．０００ １。

图 ４　 Ｌ９２９ 细胞在不同质量浓度的 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 中培养

２４、７２ ｈ 的细胞存活率

Ｆｉｇ．４　 Ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ Ｌ９２９ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ ｆｏｒ

２４ ｈ ａｎｄ ７２ ｈ

２．４　 再矿化表征分析

２．４．１　 ＳＥＭ
使用 ＳＥＭ 技术对再矿化液处理后的牙釉质样

本表面形貌进行表征。 结果显示，处理 ２４ ｈ 的 ２ ∶ １＋
Ｐ⁃Ｐ 组牙釉质样品表面形成再矿化物，处理 １ 周，样
品表面可形成较致密的再矿化表层，３ 周后再矿化

层晶体形成趋向无序化（图 ５ａ１ ～ ａ３）。 １．６７ ∶ １＋Ｐ⁃
Ｐ 组中，２４ ｈ 牙釉质样品表面即可沉积较厚的再矿

化层，１ 周后再矿化层表面致密且光滑平整，３ 周后

再矿化层晶体亦有无序化趋势（图 ５ｂ１～ ｂ３）。 １ ∶ １＋
Ｐ⁃Ｐ 组中，牙釉质样品表面形成的矿化层松散，表面

较为粗糙（图 ５ ｄ１～ ｄ３）。 而 ０．５ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ 组牙釉质

样品即使再矿化 ３ 周，表面所形成的再矿化层也相

对较薄，仍可辨认出釉柱形态（图 ５ｅ３）。 综上所述，
当再矿化液的钙磷比为 １．６７ ∶ １ 时，在 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ
介导下，脱矿的牙釉质能获得较好的矿化效果。

在再矿化液钙磷比为 １． ６７ ∶ １ 的情况下，与
１．６７ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ 组相比，１．６７ ∶ １ 组缺乏 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 介

导，牙釉质表面的晶体沉积在 ２４ ｈ 呈现无序化排列

（图 ５ｃ１）。 随着时间推移，与釉柱相比，釉间质的再

矿化更为明显，３ 周后牙釉质表面呈现无序的晶体

排列（图 ５ｃ３）。

图 ５　 再矿化 ２４ ｈ、１ 周、３ 周后的 ＳＥＭ 镜下观（ 　 ×５ ０００）
Ｆｉｇ．５　 ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｒｅｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｆｏｒ

２４ ｈ， １ ｗｅｅｋ， ａｎｄ ３ ｗｅｅｋｓ（ 　 ×５ ０００）

２．４．２　 显微维氏硬度测试

显微维氏硬度测试结果表明，脱矿后，牙釉质的

表面硬度显著降低（Ｆ ＝ １１５．９，Ｐ＜０．０００ １）。 再矿化

３ 周后，各组均能形成硬度较脱矿后牙釉质高的再

矿化层（Ｐ＜０．０００ １）。 其中，当再矿化液的钙磷比为

１．６７ ∶ １ 时（１．６７ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ 组），牙釉质在 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ
诱导下，能形成维氏硬度显著高于脱矿前牙釉质的

再矿化层 （ Ｐ ＜ ０． ０００ １）， 缺乏 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 诱导

（１．６７ ∶ １ 组）或钙磷比为 ２ ∶ １（２ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ 组）、１ ∶ １
（１ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ 组）和 ０．５ ∶ １（０．５ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ 组）时，再矿

化 ３ 周后所形成的再矿化层显微维氏硬度虽对比脱

矿后牙釉质有显著改善，但均未能恢复至脱矿前健

康牙釉质水平（Ｐ＜０．０５）（图 ６）。
２．４．３　 ＸＲＤ 分析

如图 ７ 所示，脱矿前牙釉质表面的 ＨＡＰ 的

ＸＲＤ 图谱在衍射角度 ２５．２°附近出现（００２）特征峰，
在衍射角度 ３２．１°附近出现（２１１）晶面特征峰。 脱

矿后的牙釉质样本（００２）特征峰较脱矿前的牙釉质

样本降低。 经过 ３ 周的再矿化，各组再矿化样本的

表层晶体特征衍射峰基本符合（００２）与（２１１）晶面
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的特征。 ２ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ 组和 １．６７ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ 组的（００２）特
征峰与脱矿前强度相当，提示生成了与天然牙釉质

具有类似取向的 ＨＡＰ 晶体。 缺乏 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 诱导

的 １．６７ ∶ １ 组，虽然（００２）峰强度较高，但吸收峰出

现了右移，提示晶格发生收缩，再矿化层形成的晶体

可能被离子半径更小的离子置换。 １ ∶ １ ＋Ｐ⁃Ｐ 组

（００２）特征峰值稍左移，提示晶格扩张，可能形成了

含碳酸根的磷灰石。 ０．５ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ 组（００２）峰强度明

显减弱，表明再矿化不足，牙釉质表面结晶度低。

与脱矿前组相比，∗：Ｐ＜０．０５；∗∗：Ｐ＜０．０１；∗∗∗：Ｐ＜０．００１；∗∗∗∗：
Ｐ＜０．０００ １。 与脱矿后组相比，ａ：Ｐ＜０．０００ １。

图 ６　 再矿化 ３ 周后牙釉质表面的显微维氏硬度值

Ｆｉｇ．６　 Ｍｉｃｒｏ Ｖｉｃｋｅｒｓ ｈａｒｄｎｅｓｓ ｏｆ ｅｎａｍｅｌ ａｆｔｅｒ
３⁃ｗｅｅｋ⁃ｒｅｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ

图 ７　 再矿化层的 ＸＲＤ 分析

Ｆｉｇ．７　 ＸＲＤ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｌａｙｅｒ

３　 讨　 论

传统氟化物如 ＮａＦ、ＳｎＦ２、含氟牙膏等，通过氟

离子置换 ＨＡＰ 中的羟基形成更具耐酸性的氟磷灰

石［１３］，并促进唾液中游离的钙磷离子在牙釉质脱矿

表面再沉积，实现病变的早期修复［１４］。 同时，氟化

物能通过抑制糖酵解和增加细菌细胞膜通透性的方

式抑制细菌的代谢和产酸［１５］。 但氟化物在应用时

可能面临氟过量摄入的风险，并可能使菌斑内的微

生物产生氟耐受性［１６－１８］。 钙磷复合物如酪蛋白磷

酸肽－无定形磷酸钙、含氟酪蛋白磷酸肽－无定形磷

酸钙、ＴＣＰ 等可以作为“钙离子库”，在牙菌斑中维

持钙离子过饱和状态，并促进钙离子向脱矿病灶深

层扩散，对正畸后牙面脱矿的治疗有显著效果［１９］。
然而目前对钙磷复合物诱导牙釉质再矿化的研究多

数为体外研究，其远期疗效尚有待探讨，且酪蛋白磷

酸肽相关复合物对乳蛋白过敏人群禁用。
ＰＡＭＡＭ 因其可以模拟釉原蛋白、唾液蛋白等

天然分子的功能，近年来在牙釉质再矿化领域也得

到了广泛研究。 体内外研究表明，ＰＡＭＡＭ 对脱矿

牙釉质表面有显著的促再矿化作用，能增加牙釉质

显微硬度，改善表面形态，可用于治疗牙面白垩斑和

牙釉质脱矿［２０］。 此外，ＰＡＭＡＭ 与其他生物大分子

联用也取得了一定进展，使其从单纯的矿化模板向

载药、抗菌等方向发展。 Ｇａｏ 等［２１］ 将仿唾液蛋白

ＰＡＭＡＭ（ＳＮ１５⁃ＰＡＭＡＭ）与含纳米无定形磷酸钙的

粘接剂联合应用，在人工唾液及脱矿液循环中观察

到，联合应用在 ２８ ｄ 时能显著提高牙釉质表面及 ２５
μｍ 深度横截面的显微硬度。 Ｌｉｕ 等［２２］ 设计了表面

接枝抗菌肽，内部包载表没食子儿茶素没食子酸酯

的 ＰＡＭＡＭ⁃Ｇ４＠ ＥＧ（ＰＧＥ）颗粒用于牙本质龋的综

合干预，实验结果表明 ＰＧＥ 干预下变形链球菌的杀

菌率达到 ９９．７５％，在含胶原酶的人工唾液中，ＰＧＥ
处理使牙本质硬度值恢复至正常值的 ８９．８８％。

现有研究显示，不同再矿化剂诱导生成的再矿

化层钙磷比差异有统计学意义［２３］。 这一方面说明

不同矿化条件下形成的再矿化物的钙磷比各异，另
一方面也提示，通过调控再矿化液的钙磷比，可能实

现对再矿化产物的定向调控。 因此，本研究中设置

４ 个不同梯度的钙磷比，分别为 ２ ∶ １、１．６７ ∶ １、１ ∶ １
和 ０．５ ∶ １，以探究钙磷比对于 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 体外诱导

牙釉质再矿化疗效的影响。 其中，１．６７ ∶ １ 为 ＨＡＰ
的化学计量比［２４］，是再矿化研究的经典对照值，用
以模拟理想情况下的矿化条件。 ２ ∶ １ 为高钙组，其
钙磷比接近磷酸四钙［２５］，旨在探究在钙离子相对过

量的情况下是否形成富钙磷酸盐。 １ ∶ １ 为等物质

的量组，接近磷酸八钙的钙磷比［２６］，用于探究是否

形成钙磷再矿化前驱体相。 ０．５ ∶ １ 为高磷组，用于

观察 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 在钙离子浓度相对缺乏的环境下的

再矿化诱导能力。 该浓度梯度从高钙到高磷，涵盖

了 ＨＡＰ 的理论值及其上下边界，用以探讨钙磷比对

Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 介导的体外诱导再矿化效果的影响。
研究表明，在矿化环境中钙磷比为 １．６７ ∶ １ 时，

Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 树状大分子能在较早期就诱导磷灰石晶

体规律生长，１ 周内即可形成较致密光滑的再矿化

层，３ 周后亦可延缓晶体无序化生长的出现，ＸＲＤ 分

析提示再矿化层具有与天然牙釉质类似的高取向性
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有序结构，且诱导生成的再矿化层能将牙釉质表面

硬度恢复到健康牙釉质水平。
在钙离子浓度偏高或偏低的环境中，再矿化层

的表面形貌与显微维氏硬度均未达到理想水平。
２ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ 组虽能在 ３ 周后恢复（００２）特征峰强度，
但其 ＳＥＭ 图像显示表面平整度不及 １．６７ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ
组，且无序结构出现更早。 这表明过高的钙磷比

（２ ∶ １）可能在矿化后期造成局部离子饱和度过大，
超出 Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 的取向引导能力，从而在再矿化后

期形成多晶聚集体，晶体排列趋于无序。 这也解释

了为何该组 ＸＲＤ 特征峰强度回升，但显微维氏硬度

恢复程度却不如 １．６７ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ 组。
在再矿化液钙磷比为 １． ６７ ∶ １ 但未加入 Ｐ⁃

ＰＡＭＡＭ 的 １． ６７ ∶ １ 组中，ＸＲＤ 分析结果显示，其
（００２）特征峰强度虽有所增强，提示有矿物沉积，但
峰位明显右移。 依据布拉格定律，右移意味着晶面

间距减小，晶格收缩［２７］。 结合 ＳＥＭ 图像可见，该组

从 ２４ ｈ 起就出现明显无序生长， 说明缺乏 Ｐ⁃
ＰＡＭＡＭ 作为模板时，离子虽能自发沉积，但过程更

依赖随机成核，新生晶体难以匹配基底 ＨＡＰ 的晶格

方向，最终形成取向杂乱的多晶聚集体。 尽管矿化

层具备一定厚度，但 ＸＲＤ 所揭示的晶格畸变与 ＳＥＭ
图像中展示的早期无序结构表明其内部存在大量晶

体缺陷和取向杂乱的晶界。 这些缺陷在受力时易产

生应力集中，制约了硬度的进一步上升。 由此可见，
Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 不仅可富集钙磷离子，更关键的是提供

了生物识别界面，使新生晶体与天然 ＨＡＰ 的晶格有

序匹配，从而形成结构规整的再矿化层。
当钙磷比降至 １ ∶ １ 和 ０． ５ ∶ １ 时，即便有 Ｐ⁃

ＰＡＭＡＭ 参与，再矿化效果亦显著减弱。 ＳＥＭ 图像

显示这两组矿化层较薄，修复效果欠佳。 ＸＲＤ 结果

显示，１ ∶ １ ＋Ｐ⁃Ｐ 组（００２）峰位轻微左移且强度偏

低，０．５ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ 组峰强则明显下降。 峰位左移暗示

晶面间距增大，晶格扩张，在磷灰石体系中常由碳酸

根取代磷酸根或羟基引起［２８］。 研究指出，碳酸根进

入晶格将改变晶格参数并降低结晶度［２９］。 在低钙

磷比条件下，碳酸根更易取代磷酸根进入晶格，导致

Ｐ⁃ＰＡＭＡＭ 引导形成的少量再矿化产物中含有更多

碳羟基磷灰石，其结晶度较低，与基底 ＨＡＰ 的晶格

匹配性也较差［３０］，因而难以实现较厚的外延生长

层。 ０．５ ∶ １＋Ｐ⁃Ｐ 组衍射峰极弱，说明钙离子浓度过

低难以支持晶体有序生长，矿化层可能以无定形磷

酸钙或稀疏纳米颗粒形式存在［３１］，与 ＳＥＭ 中观察

到的薄层形貌一致。 低钙磷比导致的结晶度差与矿

化层薄，直接造成了表面硬度的下降。

综上所述，尽管 ＰＡＭＡＭ 及其衍生物在诱导牙

釉质再矿化方面显示出初步潜力，但要实现其临床

转化，还需进行更多体内外实验以探究最佳作用条

件与调控机制。 期待未来更高质量的体内实验与临

床试验，推动 ＰＡＭＡＭ 在牙釉质脱矿的临床治疗中

发挥作用。
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