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α磷酸三钙水解法修复牙釉质龋

马 英，李思维，冯祖德
（厦门大学 材料学院，厦门 ３６１００５）

摘 要：采用α磷酸三钙（αＴＣＰ）水解法在牙釉质表面制备羟基磷灰石（ＨＡ）涂层，并用 ＸＲＤ、ＳＥＭ、ＴＥＭ、显微硬度仪
和自制的牙刷磨耗试验机对涂层的结构和性能进行表征．采用Ｌ９２９细胞对αＴＣＰ水解液进行细胞毒性评价．结果显
示：αＴＣＰ在３７℃条件下水解６ｈ，即可在牙釉质表面得到厚度约２０μｍ的ＨＡ涂层，此涂层与牙釉质表面结合紧密，涂
层的硬度与正常牙釉质无明显的差异，并且具有良好的耐磨性．该方法反应条件温和、简便、安全、有效，有望应用于龋
病预防和早期釉质龋治疗．
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ＲｅｓｔｏｒａｔｉｏｎｏｆＴｏｏｔｈＥｎａｍｅｌＣａｒｉｅｓｂｙＨｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆαＴＣＰ

ＭＡＹｉｎｇ，ＬＩＳｉＷｅｉ，ＦＥＮＧＺｕＤｅ
（ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＭａｔｅｒｉａｌｓ，ＸｉａｍｅｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉａｍｅｎ３６１００５，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ａｎｏｖｅｌｍｅｔｈｏｄｗａｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄｔｏｇｒｏｗｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ（ＨＡ）ｃｏａｔｉｎｇｓｏｎｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｅｎａｍｅｌ．Ｔｈｅ
ｃｏａｔｉｎｇｓｗｅｒｅｆｏｒｍｅｄｂｙｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆαＴＣＰｆｏｒ６ｈａｔ３７℃．Ｔｈｅｄｅｔａｉｌｅｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃ
ｔｕｒｅａｎｄｍｅｃｈａｎｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｔｈｅｃｏａｔｉｎｇｓ，ａｎｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆαＴＣＰｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄ．
ＳＥＭａｎｄＴＥＭａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｔｈａｔｔｈｅＨＡｃｏａｔｉｎｇｓ，ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅ２０μｍｉｎｔｈｉｃｋｎｅｓｓｇｒｏｗｐｅｒｐｅｎｄｉｃｕｌａｒｌｙｔｏｔｈｅ
ｅｎａｍｅｌｓｕｒｆａｃｅ，ｃｏｎｔａｃｔｉｎｇｗｅｌｌｔｏｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｅｎａｍｅｌ．Ｖｉｃｋｅｒｓｍｉｃｒｏｈａｒｄｎｅｓｓａｎｄｗｅａｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｅｓｔｓｉｎ
ｄｉｃａｔｅｔｈａｔｔｈｅｒｅｉｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｔｈｅｈａｒｄｅｎｅｓｓａｎｄｗｅａｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏａｔ
ｉｎｇｓａｎｄｈｅａｌｔｈｙｎａｔｕｒａｌｅｎａｍｅｌ．ＴｈｅｇｒａｄｅｏｆｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆαＴＣＰｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｉｓＩｇｒａｄｅ，ｓａｔｉｓｆｙｉｎｇ
ｔｈｅｒｅｌｅｖａｎｔｃｒｉｔｅｒｉｏｎｏｎｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ．ＴｈｅｓｔｕｄｙｓｕｇｇｅｓｔｓｔｈａｔｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆαＴＣＰｉｓａｐｒｏｍｉｓｉｎｇｍｅｔｈｏｄ
ｔｏｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙａｎｄｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔｌｙｒｅｓｔｏｒｅａｎｄｐｒｅｖｅｎｔｅａｒｌｙｅｎａｍｅｌｃａｒｉｅｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：αＴＣＰ；ＨＡ；ｔｏｏｔｈｅｎａｍｅｌｃａｒｉｅｓ；ｃｏａｔｉｎｇ

　　龋病是一种由口腔中多种因素复合作用导致的
牙齿硬组织病，是口腔科的常见病和多发病［１］．据世
界卫生组织（ＷＨＯ）统计，龋病已列为影响人类健康
的三大疾病之一［２］．牙齿的缺损严重影响到患者的
生活质量［３，４］．现代医学倡导对疾病的早发现、早诊
断和早治疗，龋病的预防和早期治疗也越来越受到关

注．在龋病形成的早期，牙釉质表面局部脱矿、溶解
破坏，此时若给予积极的治疗将有效地阻止龋病的进

一步发展．龋病的传统治疗方法是在牙本质龋形成
后，去除坏死的牙组织，制备合适形状的窝洞，再填充

合金或复合树脂材料［５，６］．而对于表浅的釉质龋在制
备窝洞时需去除正常的牙体组织，造成组织损伤．近

年来国内外报道了几种无需备洞修复牙釉质龋的新

方法．主要有凝胶体系仿生矿化法，在牙釉质表面生
成类牙釉质的含氟磷灰石涂层，但涂层的生长速度较

慢（５００ｎｍ·ｄ１），且操作比较复杂，尚不适合临床应
用［７］；此外，用浆料涂覆法在牙釉质表面快速生成羟

基磷灰石涂层［８，９］和二水磷酸氢钙涂层［１０］，也可以修

复釉质龋，所使用的浆料ｐＨ值均小于２，因此只能用
于牙表面远离牙龈的部位，以免糊剂接触到牙龈或口

腔粘膜引起局部的炎症反应．
本工作利用 αＴＣＰ的水解反应在牙釉质表面生

长ＨＡ涂层修复早期的釉质龋．涂层有较高的硬度和
良好的耐磨性，且与牙釉质表面结合紧密，能够起到
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保护天然牙釉质的作用．

１　实验过程

１．１　αＴＣＰ合成
ＣａＨＰＯ３·２Ｈ２Ｏ（分析纯）和 ＣａＣＯ３（分析纯）按

照Ｃａ／Ｐ摩尔比１．５混合，在高温炉中先以６．５℃／ｍｉｎ
速率升温到１０００℃，接着以５℃／ｍｉｎ速率继续升温至
１３００℃，并保温６ｈ，取出后在空气中急冷至室温，球磨
（乙醇为介质），烘干后制得αＴＣＰ粉末．
１．２　牙齿试样的制备及表面预处理

取口腔科因正畸需要拔除的健康磨牙（厦门口腔

医院提供），标本健康，无龋坏，用０．１％新洁尔灭浸
泡过夜，生理盐水４℃下保存．用低速刚玉锯片自牙
釉质 牙骨质交界处截去牙根部，用８０％的 Ｈ３ＰＯ４和
３０％的Ｈ２Ｏ２（体积比１∶４）混合处理３０ｓ，用蒸馏水冲
洗干净．
１．３　涂层的制备及溶液ｐＨ值测定

称取０．３ｇ的 αＴＣＰ与５０ｍＬ的蒸馏水混合于烧
杯中，将表面预处理过的样品放入烧杯底部，于３７℃
的恒温水浴中反应６ｈ后，取出样品，用蒸馏水冲洗干
净，自然干燥．分别测量反应前后溶液的ｐＨ值．
１．４　涂层的ＸＲＤ分析

用薄膜 ＸＲＤ模式（Ｘ’Ｐｅｒｔｐｒｏ，ＰＡＮａｌｙｔｉｃａｌ，Ｈｏｌ
ｌａｎｄ）对涂层的相结构进行分析，阳极靶为Ｃｕ靶，工作
电压４０ｋＶ；工作电流３０ｍＡ；扫描速度１０ｓ／ｓｔｅｐ；步长
０．０１６°（２θ）；扫描范围为２０°～７０°（２θ）；入射角为０．２°．
１．５　涂层表面及剖面的ＳＥＭ分析

样品表面喷金（ＳＣＤ００５，ＢＡＬＴＥＬ，Ｅｎｇｌａｎｄ）３０ｓ，
用扫描电子显微镜（ＸＬ３０，ＰｈｉｌｉｐｓＦＥＩ，Ｈｏｌｌａｎｄ）观察
涂层表面的微观形貌．

将试样用环氧树脂包覆固化，用低速刚玉锯片沿

牙釉质方向剖开．剖面先粗磨，然后用粒径为０．２５μｍ
的Ａｌ２Ｏ３悬浮液抛光．试样经３７％的Ｈ３ＰＯ４腐蚀１０ｓ
后，喷金（ＳＣＤ００５，ＢＡＬＴＥＬ，Ｅｎｇｌａｎｄ）３０ｓ，用扫描电
子显微镜（ＬＥＯ１５３０，ＬＥＯ，Ｇｅｒｍａｎｙ）对比观察酸蚀前
后剖面的形貌．
１．６　ＴＥＭ分析

牙釉质涂层试样用环氧树脂包埋固化后，沿牙釉

质方向剖开，机械研磨至试样厚度为 ４００～５００μｍ．
用冲片机将试样制成 ３ｍｍ圆片，再用金刚石研磨
膏逐渐打磨至厚度小于 ８０μｍ，用离子减薄仪
（ＰＩＰＳ６９１，ＧＡＴＡＮ，Ａｍｅｒｉｃａ）减薄，透射电子显微镜
（Ｆ３０，ＰｈｉｌｉｐｓＦＥＩ，Ｈｏｌｌａｎｄ）观察涂层的显微结构．
１．７　涂层硬度的测量

用显微硬度测试仪（ＭｏｄｅｌＨＶ１０００，Ｓｈａｎｇｈａｉ，

Ｃｈｉｎａ）测量涂层的硬度．测试前先将釉质表面磨平
抛光后，测量牙釉质表面的硬度．按照１．３节方法制
备涂层，再对比测量涂层的硬度，测试时的负载均是

１００ｇ，加载时间为２０ｓ．
１．８　耐磨性的测试

将涂层试样固定在自制牙刷磨耗试验机上，实验

装置示意图见参考文献［１１］所示．砝码负载２００ｇ，磨
耗介质为３０％牙膏水溶液，频率为４５００次／分，每个
样品被连续磨刷７５０００次．磨刷后用水冲洗干净，用
环氧树脂包埋，固化．沿牙齿纵轴方向剖开，剖面经
机械磨平、抛光，在扫描电子显微镜（ＸＬ３０，Ｐｈｉｌｉｐｓ
ＦＥＩ，Ｈｏｌｌａｎｄ）下观察涂层磨损程度．
１．９　αＴＣＰ材料的生物相容性

将Ｌ９２９细胞（由厦门大学生物医学工程研究中
心提供）培养于含１０％小牛血清的ＤＭＥＭ培养基中，
在３７℃、５％的ＣＯ２及饱和湿度下培养．实验设 ＰＢＳ
溶液对照组、阳性对照组（６．４ｇ／Ｌ苯酚溶液）、实验组
为１．３节反应后经过滤除菌的水解液．将这三组溶
液分别用 ＤＭＥＭ培养基稀释为原浓度的 １／４、１／３、
１／２和３／４．阴性对照为 ＤＭＥＭ培养基，空白对照组
不加细胞只加培养基．将融合期的细胞用０．２５％的
胰酶消化为单细胞悬液，按每孔１×１０４个接种于９６
孔板中，在３７℃、５％的ＣＯ２下培养２４ｈ．然后弃去原
培养液，分别加入各浓度的试验组溶液、ＰＢＳ对照组、
阳性对照及阴性和空白对照，每个浓度设 ６个平行
孔．在 ３７℃、５％的 ＣＯ２下培养 ２４ｈ后，每孔加入
５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ溶液２０μＬ．继续培养４ｈ后，弃原混
合液，每孔加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）１００μＬ，振荡
２０ｍｉｎ．用酶标仪测定 ４９０ｎｍ下各孔光吸收值（ＯＤ
值），然后计算细胞相对增值率（ＲＧＲ）：

ＲＧＲ＝
ＯＤ实验孔 ＯＤ空白对照
ＯＤ阴性对照 ＯＤ空白对照

×１００％

２　结果与讨论

２．１　合成αＴＣＰ的ＸＲＤ分析
图１为 αＴＣＰ粉末的 ＸＲＤ图谱，与 αＴＣＰ的标

准谱图（ＰＤＦ＃２９０３５９）匹配良好．在 ２θ为 ２２．９°、
３０．７°、３４．２°出现较强的三条衍射峰，分别与 αＴＣＰ
的三条最强峰的晶面（１３２）、（０３４）和（２９０）相对应，
可知合成粉末的主要成分为αＴＣＰ．
２．２　反应前后溶液的ｐＨ值及涂层的ＸＲＤ分析

口腔内部粘膜薄而柔软，容易受到损伤［１２］，口腔

内用药不能刺激性过强．反应前溶液的 ｐＨ值为
８．６２±０．０９，反应后的 ｐＨ值为７．００±０．０６，与正常
口腔唾液的ｐＨ值（６．０～７．９）［１２］接近，在人体组织所
能接受的范围，不致引起口腔粘膜的局部炎症反应．

６７２
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图１　αＴＣＰ粉末的ＸＲＤ图谱
Ｆｉｇ．１　ＸＲＤｐａｔｔｅｒｎｏｆαＴＣＰｐｏｗｄｅｒ

图２　涂层的ＸＲＤ图谱
Ｆｉｇ．２　ＸＲＤｐａｔｔｅｒｎｏｆｔｈｅｃｏａｔｉｎｇ

　　图２为涂层的ＸＲＤ图谱，主要成分为 ＨＡ（ＰＤＦ＃
０９０４３２），在（００２）、（００４）晶面上衍射峰较强，在一定
程度上表明涂层择优生长．
２．３　涂层表面及剖面的ＳＥＭ分析

图３（ａ）为牙釉质的表面形貌，经轻微的酸蚀后
牙釉质表面粗糙，呈钥匙孔状．图３（ｂ）为涂层的表面
形貌，表面较平坦，但有轻微的起伏．

在图３中，（ｃ）、（ｄ）为包埋试样的纵剖面和用
３７％的Ｈ３ＰＯ４轻微酸蚀的对照剖面，从图（ｃ）中可以
观察到涂层厚度约为２０μｍ，涂层与牙釉质间结合紧
密，无明显的缝隙，但两者间的界限隐约可见．剖面
经酸蚀后牙釉质处可以观察到牙釉质中的釉柱结构，

而涂层则没有．这是因为涂层与牙釉质之间结构的
差异所致．

图３　样品的ＳＥＭ照片
Ｆｉｇ．３　ＳＥＭｉｍａｇｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓ

（ａ）Ｅｔｃｈｅｄｅｎａｍｅｌｓｕｒｆａｃｅ；（ｂ）Ｃｏａｔｉｎｇｓｕｒｆａｃｅ；（ｃ）Ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌｓｅｃｔｉｏｎａｎｄ（ｄ）Ｅｔｃｈｅｄｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌｓｅｃｔｉｏｎ
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图４　涂层的显微结构（ａ）剖面的ＳＥＭ照片；（ｂ）ＴＥＭ照片；（ｃ）放大的ＴＥＭ照片；（ｄ）高分辨图像
Ｆｉｇ．４　（ａ）ＳＥＭ；（ｂ）ＴＥＭ；（ｃ）ＭａｇｎｉｆｉｅｄＴＥＭ；（ｄ）ＨＲＴＥＭｉｍａｇｅｏｆｔｈｅｃｏａｔｉｎｇ

２．４　涂层剖面显微结构分析
图４为牙釉质和涂层的微观结构图，涂层与牙釉

质结合紧密（图４（ａ））．晶体排列规则，方向大致垂
直于表面（图４（ｂ）），ＨＡ晶体呈长条状，宽约２０ｎｍ
（图４（ｃ）），比牙釉质表面的晶体宽度３０～９０ｎｍ［１３］

略小．衍射图谱中两条衍射环从内到外经标定分别
为（００２）、（００４）晶面，其中（００２）晶面的衍射环亮度
较大，说明晶体在（００２）晶面方向上择优生长，这与
ＸＲＤ分析得到的峰强结果也是一致的．经高分辨像
（图４（ｄ））标定可知，在晶体的生长方向上晶面间距
为０．３４ｎｍ，即（００２）晶面（ＰＤＦ＃０９０４３２）与牙釉质中
羟基磷灰石晶体的排列方向相同［１，１４］，这也间接说明

了此涂层是沿牙釉质中羟基磷灰石晶体外延生长．
２．５　涂层硬度分析

表１为牙釉质表面生长涂层前后的维氏硬度值，
生长涂层前牙釉质表面的维氏硬度为３３０～３５０ＶＨＮ，
涂层的硬度为２８０～３３０ＶＨＮ，用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统
计学分析（配对ｔ检验），结果显示涂层与牙釉质表面
的维氏显微硬度无显著差异（Ｐ≥０．１）．

表１　牙釉质表面及涂层的维氏硬度值
Ｔａｂｌｅ１　Ｍｅａｎ（ＳＤ）Ｖｉｃｋｅｒｈａｒｄｎｅｓｓ（ＶＨＮ）

ｏｆｅｎａｍｅｌａｎｄｃｏａｔｉｎｇ

Ｓａｍｐｌｅ ＥｎａｍｅｌＶＨＮ ＣｏａｔｉｎｇＶＨＮ Ｐｖａｌｕｅ

Ｓａｍｐｌｅ１ ３４７．０６±４．９０ ３０８．１５±２８．６０ ０．５０

Ｓａｍｐｌｅ２ ３３０．９０±１３．８０ ３２１．３７±５．６１ ０．１３

Ｓａｍｐｌｅ３ ３３０．３８±４．４２ ３１０．５０±１８．６２ ０．９２

２．６　涂层耐磨性分析
耐磨性测试模拟正常人刷牙４．５年［１５，１６］后对于

表面的磨损．图５为扫描电镜下观察耐磨试验后样
品，从图中可以观察到涂层被磨损掉的厚度为

３．６５μｍ左右，约相当于涂层厚度的１４．４８％．与
Ｏｎｕｍａ等的研究结果［８］１０％接近，表明涂层具有较好
的耐磨性．
２．７　αＴＣＰ水解液的生物相容性

图６为不同浓度的αＴＣＰ水解液对Ｌ９２９细胞的
细胞毒性试验结果．从图中可以看出 αＴＣＰ水解液
的细胞毒性与ＰＢＳ对照组接近，随着浓度的增高而降
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图５　耐磨样品的ＳＥＭ照片
Ｆｉｇ．５　ＳＥＭｉｍａｇｅｏｆｗｅａｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｓａｍｐｌｅ

图６　不同浓度水解液的细胞毒性
Ｆｉｇ．６　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

低，但不同浓度下都有ＲＧＲ＞７５％．按照生物材料毒
性评定分级方法（ＲＧＲ≥１００％为０级；７５％～９９％为
Ⅰ级；５０％ ～７４％为Ⅱ级；２５％ ～４９％为Ⅲ级；１％ ～
２４％为Ⅳ级；０为Ⅴ级［１７］）可知，水解液的细胞毒性均

≤Ⅰ级，达到生物材料的要求标准．而阳性对照在浓
度达到原浓度的１／３时就表现出明显的细胞毒性．
２．８　涂层生长机理的探讨

利用αＴＣＰ水解法在牙釉质表面生长 ＨＡ涂层
修复牙釉质龋有两个关键步骤．一是牙釉质表面的
酸处理，另一个是ＨＡ晶体在釉质晶体表面的成核与
生长．龋损的表面通常覆盖着一层生物膜［１８］，通过酸

处理可将其去除，暴露釉质晶体，为 ＨＡ晶体提供成
核位点．ＨＡ晶体的成核和生长依赖于αＴＣＰ水解产
生的 Ｃａ２＋、ＰＯ３－４ 和 ＯＨ

－离子．在 ３７℃时 αＴＣＰ和
ＨＡ的Ｋｓｐ分别为３．１６×１０

２６和２．５１×１０５９．αＴＣＰ
的溶解度远远大于 ＨＡ，αＴＣＰ颗粒表面的 Ｃａ２＋和
ＰＯ３－４ 离子不断溶出形成水化的 Ｃａ

２＋和 ＰＯ３－４ ．当
Ｃａ２＋、ＰＯ３４ 和 ＯＨ的离子浓度使 ＨＡ的浓度积
Ｑｃ＞Ｋｓｐ时，ＨＡ晶体开始析出，水化反应方程式为：

Ｃａ３（ＰＯ４）２→３Ｃａ
２＋ ＋２ＰＯ３４

Ｈ２Ｏ→Ｈ
＋＋ＯＨ

５αＣａ３（ＰＯ４）２＋３Ｈ２Ｏ→３Ｃａ５（ＰＯ４）２（ＯＨ）＋Ｈ３ＰＯ４

　　牙釉质的主要成分是羟基磷灰石，与将要形成的
ＨＡ涂层之间的界面能较小，当釉质晶体周围的Ｃａ２＋、
ＰＯ３－４ 和ＯＨ

离子达到过饱和时，ＨＡ晶体易于在牙釉
质表面生长．在 ＨＡ晶体中（００２）晶面的间距相对较
大，具有较低的能量堆积，晶体易于沿着这个方向生

长．所以Ｃａ２＋、ＰＯ３－４ 和ＯＨ
离子随着溶液被引入到釉

质表面能够成核并沿垂直于（００２）晶面方向择优生长．

３　结论

利用αＴＣＰ的水解作用在经预处理的牙釉质表
面生长 ＨＡ涂层，在３７℃下经６ｈ在牙釉质表面得到
厚约２０μｍ的ＨＡ涂层．ＨＡ涂层的晶体呈长条状，宽
约２０ｎｍ，排列规则，方向垂直于表面，并沿着垂直于
（００２）晶面的方向择优生长．涂层能起到预防龋齿的
作用，同时可以对釉质龋进行修复，而无须去除龋损

周围健康的牙体组织．该方法所用的反应溶液ｐＨ值
在６～８范围内，接近正常口腔唾液的 ｐＨ值，反应条
件温和，简便易行，有望应用于龋病预防和早期釉质

龋治疗以及牙齿美容．
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