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骨涎蛋白在大鼠磨牙第三期牙本质形成过程中的表达 *
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摘要 目的：观察大鼠牙髓修复第三期牙本质形成过程中骨涎蛋白 (bone sialoprotein，BSP)的表达变化及意义。方法：选取 6周龄

雄性Wistar大鼠 10只，建立实验大鼠模型，利用免疫组化法检测大鼠第三期牙本质中骨涎蛋白的表达情况。结果：盖髓 2周后，

在盖髓处下方有第三期牙本质形成。与原发性牙本质（PD）相比，第三期牙本质小管数目少且形态不规则。BSP在原发性牙本质中

没有表达，但在盖髓下方和髓角下第三期牙本质中都有表达。结论：BSP可能通过参与羟基磷灰石（HA）的形成以及调节新分化的
成牙本质细胞向新形成的牙本质基质的粘附来参与早期的第三期牙本质的生成。
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Expression of Bone Sialoprotein in the TertiaryDentin of Rat Molars*

To analyze the expression and distribution of bone sialoprotein (BSP) in tertiary dentin (TD). 10

six-week male Wistar rats were selected and made to establish the experiment model. The expression of bone sialoprotein was detected

by immunolocalization. Two weeks after the operation, the region on the cavity bottom formed tertiary dentin. Dentinal tubules

in TD were more irregular in shape and fewer in number than PD. At post-operative 2 weeks, BSP was present in TD, but not in PD. TD

showed certain similarities to TD under the corner of pulp. It is indicated that the odontoblasts would produce a hard tissue

in a rapid pace. These findings suggest that in response to the surgical injury, the newly differentiated odontoblasts altered their synthesis
of the dentinogenesis-related proteins, and produced a hard tissue that is an intermediate between dentin and bone.
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前言

在牙和骨等矿化组织中，酸性磷蛋白在羟基磷灰石晶体

（HA）的成核和生长中具有重要的作用[1,2]。骨涎蛋白为磷酸化

的糖蛋白，在骨和牙骨质中有表达[3,4]，目前已经证实骨涎蛋白

为 HA的成核剂[5]。BSP作为成核剂具有双向的作用，对 HA晶

体的形成具有成核作用，同时也有抑制作用[6]。牙髓在遭受损伤

时会产生修复反应，新形成的第三期牙本质具有保护牙髓的作

用，对于 BSP在第三期牙本质中 HA形成的作用目前尚不明

确，本研究采用免疫组化方法观察 BSP在牙髓损伤修复中的

表达情况，探讨其在第三期牙本质形成中的作用

1 材料和方法

1.1 模型的建立
10只 6周龄雄性 Wistar大鼠，体重 80-100 克，每只大鼠

取 2个上颌第一磨牙。所有的操作程序在 10%水合氯醛腹膜内

麻醉下完成。5.25%的 NaOCl清洁牙齿，0.2%氯已定消毒。在上

颌左右第一磨牙的近中面备洞，方向朝向近中髓角处。备洞近

髓后，氢氧化钙盖髓剂盖髓，玻璃离子水门汀充填窝洞[7]。在盖

髓操作后的 2周后取材，观察盖髓处修复性牙本质的形成。
1.2 标本取材及石蜡切片

10%的水合氯醛腹膜内麻醉，4%多聚甲醛固定后取材，外

固定后 8%EDTA脱钙 4-8周。修整标本，依次经梯度乙醇脱水

后，二甲苯透明，石蜡浸蜡并包埋。沿牙体冠状面方向，连续 4

滋m切片，用于 HE染色和免疫组化检测。
1.3 免疫组织化学方法
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BSP单克隆抗体[8]由秦春林教授馈赠，SP9001免疫组化试

剂盒购自北京中杉生物技术公司。石蜡切片脱蜡至水，3%过氧
化氢阻断溶液室温封闭 10分钟。蒸馏水冲洗，0.01M磷酸盐缓

冲液( phosphate-buffered saline，PBS)浸泡 5 分钟，透明质酸酶

抗原修复 1小时。0.01MPBS漂洗。正常山羊血清封闭过夜。滴

加一抗（稀释度 1：600）1小时。0.01M PBS漂洗。滴加酶标二

抗，室温下 20分钟。0.01M PBS漂洗。3, 3'-二氨基联苯胺(

diaminobenzidine，DAB)显色。显微镜下观察，阳性显色为棕色。

苏木素复染。切片经过梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶封

片。阴性对照用小鼠的 IgG代替一抗。

2 结果

2.1 组织学表现

处理组 10只小鼠共 20颗第一磨牙，组织学结果显示 14

例表现为形成第三期牙本质并伴有健康的牙髓组织，2例有第
三期牙本质形成但牙髓组织有炎症表现，4 例盖髓治疗失败，

表现为充填物脱落、牙髓坏死并且未见第三期牙本质形成。

在盖髓操作后，可见到第三期牙本质(TD)形成，第三期牙

本质和原发性牙本质(PD)的交界处有明显的界限（图 1(a)中箭

头），这两种牙本质的小管走行方向不同。与原发性牙本质相

比，新形成的修复性牙本质小管数目少，小管走行方向不规则

且不均匀（图 1(a)）。在第三期牙本质的部分区域可以看见细胞

包埋在牙本质基质当中（图 1(c)中的箭头），表现为骨样牙本

质。这部分牙本质主要位于最初形成的牙本质，即接近备洞处

的牙本质。在髓角下方，由于磨耗等原因也会产生第三期牙本

质(TD')，第三期牙本质使大鼠磨牙的髓角变低，牙本质小管结

构不规则，盖髓下方的修复性牙本质与髓角下方形成的第三期

牙本质结构相似。

2.2 免疫组化结果
BSP在原发性的牙本质(PD)中没有表达。在盖髓治疗后的

二周，有修复性的基质(TD)覆盖露髓处，此处组织可以看到较

强的 BSP的阳性表达（图 1(b)，(c)），阳性表达邻近含成牙本质

细胞或成牙本质细胞样细胞的髓周区域。在骨样牙本质处，

BSP表达阳性更明显（图 1(c)中箭头）。在髓角下方的第三期牙

本质中(TD')，也可以看到较强的 BSP的表达，早期形成的修复

性牙本质，几乎全部表达 BSP（图 1(d)中 *）。在后期形成的第三

期牙本质中，BSP的表达减少（图 1(d)中△）。

图 1 BSP在第三期牙本质中的表达 (a× 50倍；b、c、d× 200倍)

Fig. 1 The expression of BSP in tertiary dentin of rat molars

3 讨论

牙本质的生成是一个复杂的过程，包括干细胞分化为前体

细胞，进一步化为成牙本质细胞，成牙本质细胞分泌非胶原蛋

白到细胞外基质当中，形成前期牙本质，前期牙本质在非胶原

蛋白的作用下，由富含 Ca、P的羟基磷灰石逐渐沉积，矿化形成

牙本质[9]。原发性牙本质是在生理状态下形成的，当牙齿遭受磨

损、龋、口腔材料刺激或口腔修复操作时会生成第三期牙本质[10,11]，

局部的第三期牙本质的屏障特性可以保护牙髓，并且为损伤后

修复治疗提供一个更坚硬的硬组织基底[12]。在牙本质形成过程

中，非胶原蛋白(NCPs)具有重要的意义。目前认为 NCPs可以

积极地促进和控制胶原纤维的矿化以及晶体结构在前期牙本

质中的生长，最终使组织矿化转变为牙本质[13,14]。

BSP作为非胶原蛋白在骨基质中有丰富的表达[15,16]，而在

生理条件下在原发性的牙本质中不表达[3]。BSP在 HA晶体的

形成和生长中具有重要作用[4,6]。BSP在最初的 HA晶体的形成

以及后来起成核的作用，在随后的矿物质在胶原基质上生长，

BSP在指导晶体形成时起抑制作用。在本实验中，BSP在原发

性的牙本质中没有表达，但在第三期牙本质中可以检测到。说

明在第三期牙本质形成时，该蛋白在指导 HA晶体的形成中起

作用[17]。

由于 BSP在骨基质中含量丰富且具有重要功能[18]，我们观

察到它在初期形成的第三期牙本质中表达，表明了最初形成的

第三期牙本质具有某些骨样的特征。BSP在第三期牙本质中的

表达，还伴随着包含有内陷细胞的基质样结构，这些表明成牙

本质细胞，在外科创伤的影响下，可能以非常快的速度试图生

成一种硬组织来保护细胞不受外界有害的刺激。另外，在早期

形成的第三期牙本质中（即接近窝洞制备的区域），BSP的表达

明显，然而在后期形成的修复性牙本质中（即接近牙髓的位

置），这种蛋白的表达变少。表明了在后期阶段的成牙本质细胞

稳定地分泌基质并矿化，生成牙本质样的组织结构。

BSP除了在 HA晶体的形成和生长中具有直接作用外[19]，

还可以通过它的细胞粘附域如 RGD序列来调节细胞和基质间

的相互作用[20,21]。本研究结果显示，BSP在修复性牙本质生成过

程中基质形成的早期阶段有表达，可能由于该蛋白在最初时参

与调节新分化的成牙本质细胞向新形成的牙本质基质的粘附。

综上所述，与原发性牙本质相比，第三期牙本质的小管结

构不规则且数目少，BSP的表达也不同。BSP在第三期牙本质
中的表达，说明它参与第三期牙本质的形成。BSP也可能通过

调节成牙本质细胞向新形成的牙本质基质的粘附来参与第三
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期牙本质的生成。
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