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【摘要】 目的 通过体外实验研究，观察天然药物表没食子儿茶素没食子酸酯对乳牙早期釉质龋的再矿化

作用。方法 将门诊因乳牙滞留拔除的上颌乳中切牙 30颗按照随机数字表分为 3组，实验组（表没食子儿

茶素没食子酸酯组）、阳性对照组（NaF组）和空白对照组（人工唾液组），每组 10颗，进行体外实验。采用显

微硬度计测定标本脱矿前后和 pH循环后的硬度值，扫描电镜观察乳牙釉质块再矿化后表面形态结构的改

变。结果 pH循环后 3组乳牙釉质块表面显微硬度组间两两比较差异均具有统计学意义（F＝1 199.975，
P < 0.05），阳性对照组和实验组较空白对照组乳牙釉质龋的表面显微硬度高（q＝41.986，P < 0.05 vs实验组；

q＝68.174，P < 0.05 vs 阳性对照组），但表没食子儿茶素没食子酸酯再矿化效果较 NaF 低（q＝26.188，P <
0.05）。扫描电镜的结果显示，实验组和阳性对照组在乳牙釉质表面均有大量沉积物存在，空白对照组的乳牙

釉质表面呈蜂窝状，凹凸不平，沉积物较少。结论 表没食子儿茶素没食子酸酯在体外实验的研究中，具有

促进乳牙早期人工釉质龋再矿化的作用。
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Study on application of natural medicine epigallocatechin gallate for primary enamel caries remineralization
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【Abstract】 Objective This in vitro study aimed to investigate the remineralization effect of the natural medicine
epigallocatechin gallate on artificial enamel caries in primary human teeth. Methods We divided 30 sound primary
upper anterior teeth into 3 groups according to a random number table, including experimental group (epigallocatechin
gallate group), positive control group (NaF group) and blank control group (artificial saliva group), with 10 teeth in each
group. After test in vitro, Micro Hardness Tester was applied to measure hardness of samples before and after demineral⁃
ization. Scanning electron microscopy (SEM) was used to observe the result of primary enamel surface remineralization.
Results A significant increase in enamel surface microhardness between the three groups after remineralization (F＝
1 199.975, P < 0.05). The difference between 2 groups was compared with each other among 3 groups. Statistical signifi⁃
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cance was found (vs experimental group q＝41.986, P < 0.05; vs positive control group q＝68.174, P < 0.05), suggest⁃
ing that both positive control group and experimental group could promote the remineralization of primary enamel, and
the effect of epigallocatechin gallate was weaker than NaF (q＝26.188, P < 0.05 ). The results from SEM indicated that
there was large amount of sediment on the surface of primary enamel surface of incisors in the experimental group and
positive control group, while primary enamel surface of incisors in the blank control group was honeycomb and uneven,
with less sediment. Conclusion Based on this in vitro study, epigallocatechin gallate can promote the remineralization
of demineralized enamel of primary teeth, indicating its potential use as a natural remineralization medicine.
【Key words】 Epigallocatechin Gallate; Primary enamel caries; Remineralization; Microhardness; Scanning
electron microscopy

乳牙龋病是学龄前儿童中常见的慢性疾

病［1］。由于乳牙的解剖形态、组织结构、矿化程度

及其所处环境等因素，乳牙患龋率高、发病早、龋

齿多发、范围广、发展速度快，对儿童口腔局部和

全身机体都有不良影响［2⁃3］。目前乳牙龋病的预防

多为氟化物（氟化泡沫、氟化凝胶、氟保护漆等），

但是由于低龄儿童吞咽控制功能尚不完善，使用

氟化物时存在误吞误咽导致过量摄氟的危险［4］，需

要寻找更为安全的防龋制剂。近年来，天然药物

由于其取材广泛、价廉、副作用小等优点在口腔医

学中的防龋研究日益受到重视，绿茶提取物表没

食子儿茶素没食子酸酯就是其中的代表。虽然已

有研究证实表没食子儿茶素没食子酸酯对致龋菌

有抑制作用，又能影响牙齿硬组织矿化［5⁃6］，但是这

些研究主要集中在牛切牙和人恒牙，对人类乳牙

的研究较少见。因此，本研究拟通过体外实验表

面结构，观察绿茶提取物表没食子儿茶素没食子

酸酯对乳牙早期釉质龋再矿化处理后，乳牙釉质

表面显微硬度和扫描电镜下表面结构的变化，初

步探讨表没食子儿茶素没食子酸酯对乳牙早期龋

损的再矿化作用，期望能为乳牙龋病的预防提供

实验依据。

1 材料和方法

1.1 主要实验仪器及试剂

1.1.1 实验仪器 显微硬度计（上海第二光学仪器

厂 MH⁃5），恒温箱（上海三腾仪器有限公司），电子

天平（北京赛多利斯科学仪器有限公司），实验室

pH计（上海梅特勒—托利多仪器有限公司），电子

显微镜（JEOL JSM⁃6390LV日本电气株式会社），高

速手机（NEC日本电气株式会社）。

1.1.2 实验试剂 ①表没食子儿茶素没食子酸酯

（成都曼斯特生物科技有限公司），实验中以表没

食子儿茶素没食子酸酯为溶质，人工唾液为溶剂，制

备成 2 mg/mL的表没食子儿茶素没食子酸酯溶液。

②1 mg/mL NaF 溶液。③人工致龋液（乳酸脱矿系

统：0.1% mol/L乳酸，40 g/L羧甲基纤维素，25 mg/L
制霉菌素，pH＝4.0）。④再矿化溶液：含 1.5 mmol/L
CaCl2、0.9 mmol/L KH2PO4、130 mmol/L KCl、1 mmol/L
NaN3、20 mmol/L HEPES，pH 7.0。⑤人工唾液：将

0.4 g NaCl、0.4 g KCl、0.795 g CaCl2 · 2H2O、0.78 g
NaHPO4·2H2O、0.005 g Na2S·2H2O、1 g尿素，以去离

子水（蒸馏水）稀释至1 000 mL，pH＝6.8。
1.2 方法

1.2.1 标本的选择 取门诊因乳牙滞留拔除的上

颌乳中切牙作为实验标本。要求牙齿形态正常，

釉质发育良好，釉质无裂纹、龋损及白垩斑。将新

鲜拔除的上颌乳中切牙在 0.1%的新洁尔灭中浸泡

24 h，然后用超声洁牙机彻底清洗牙体表面，在喷

水冷却的状态下高速金刚砂车针去根留冠，置于

4 ℃去离子水中保存。

1.2.2 标本的制备 根据离体乳牙牙冠的大小，制

作方形模具，用自凝塑料将牙冠舌侧包埋于模具

内，充分暴露唇面，并使较为平坦的唇面切 1/3处

与模具底面平行，并略高于自凝塑料平面。待自

凝塑料凝固后，唇面釉质用碳化硅砂纸（600目）在

流水下打磨至光滑镜面，超声清洗，自然干燥，釉

质块唇面切 1/3中间平坦处作 2 mm × 2 mm的釉质

开窗区，开窗区以外区域用双层抗酸指甲油覆

盖。开窗区沿牙体长轴一分为二，两侧开窗区以

外区域涂不同颜色指甲油。一侧区域用于扫描电

镜观察，另一侧区域用于检测釉质表面显微硬度。

1.2.3 基线测定 使用MH⁃5显微硬度计垂直载

荷 15 g，持续 15 s，形成压痕，测定釉质块基线表面
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显微硬度（surface microhardness，SMH）。将标本置

于测试平台上，在开窗区一侧区域中央垂直测 3个

点，每个点相距 100 μm，将 3次的平均读数作为此

釉 质 块 的 SMH（SMH1）。 选 择 硬 度 值 范 围 为

273.6～292.7 kg/mm2釉质块 30个。

1.2.4 实验分组 将 30个牙釉质块按照随机数字

表分为 3组，实验组（表没食子儿茶素没食子酸酯

组）、阳性对照组（NaF组）及空白对照组（人工唾液

组），每组 10个标本。

1.2.5 人工龋的制备 将釉质块放置于盛有人工

致龋液的试剂瓶中 37 ℃恒温水浴浸泡 96 h，人工

致龋液每日更换 1次。脱矿完成后，牙釉质块用大

量蒸馏水洗去表面人工致龋液的残留，在基线测

量点一侧，平行测 3 个点，检测 SMH 值（SMH2）。

每组随机选出 1个标本，用电子显微镜观察牙釉质

块上早期牙釉质龋的形成。

1.2.6 再矿化实验 将 3组表面形成早期龋的牙

釉质块用蒸馏水反复清洗，然后进行体外 pH循环

实验，共循环 10 d，每天的循环包括：人工致龋液

处理 2 h（12：00～14：00）；实验制剂（实验组、阳性

对照组及空白对照组的实验溶液分别为 2 mg/mL
表没食子儿茶素没食子酸酯溶液、1 mg/mL NaF 溶

液、人工唾液）处理 4次（时间点为 10：00、11：00、
15：00与 16：00），每次处理 1 min；其余时间标本

浸泡于再矿化溶液中。每次处理后，去离子水冲洗

5 s。第 10天将牙釉质块从溶液中取出，用丙酮去

除指甲油，蒸馏水反复冲洗，在基线测量点另一侧

平行测 3个点，检测各组 SMH值（SMH3），电子显

微镜下观察釉质再矿化情况。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 17.0 统计软件处理数据，3 组样本

显微硬度均值比较采用单因素方差分析，组间进

一步两两样本间比较，采用 SNK⁃q检验，各组样本

脱矿处理前后的比较选用配对 t检验，检验水准为

α＝0.05。

2 结 果

2.1 显微硬度的测量结果

脱矿处理前后各组牙釉质表面的显微硬度

差异具有统计学意义（P < 0.05），见表 1，说明牙釉

质龋的制备有效；pH 循环处理后，3 组乳牙牙釉

质再矿化程度不同，差异具有统计学意义（P <
0.05），见表 2；pH 循环后釉质表面显微硬度 SMH
在空白对照组与实验组和阳性对照组之间差异具

有统计学意义（q＝41.986，P < 0.05 vs实验组；q＝

68.174，P < 0.05 vs阳性对照组），这表明表没食子

儿茶素没食子酸酯和NaF均能促进乳牙釉质龋的

再矿化；实验组与阳性对照组之间差异具有统计

学意义（q＝26.188，P < 0.05），表明虽然表没食子

儿茶素没食子酸酯能促进乳牙釉质龋的再矿化，

但再矿化效果低于NaF。

2.2 扫描电镜的结果观察

经脱矿后形成的人工龋模型可见乳牙釉质表

层釉柱紊乱，釉质呈蜂窝状中心性脱矿，釉间质溶

解呈多孔性组织改变（图 1a）；再矿化处理后，实验

组釉质表面形成较为均匀、形状不规则的结晶颗

粒，直径约 3～7 μm，微孔较少（图 1b）；阳性对照

组釉质表面有明显的致密均匀球状结晶颗粒附

着，直径约 2～4 μm，几乎无空隙存在（图 1c）；空

白对照组釉质表面极少量的沉淀区域，由稀疏的

点状或针状晶体组成，微孔较多（图 1d）。

3 讨 论

龋病是牙对牙菌斑及其代谢产物的反应。人

牙龋损的形成不是一个简单的持续性脱矿过程而

是脱矿与再矿化的连续性动力学反应［7］。牙齿在

正常的口腔环境下是不会发生溶解或脱矿的。然

组别

实验组

阳性对照组

空白对照组

F值

P值

SMH1
282.6 ± 2.7
283.2 ± 1.8
281.9 ± 3.1

0.631
0.540

SMH2
152.4 ± 2.4
150.7 ± 1.7
151.5 ± 2.3

1.557
0.229

t值

94.779
182.411
91.983

P值

< 0.05
< 0.05
< 0.05

表 1 3组脱矿前后的显微硬度值比较

Table 1 The SMH of enamel before and after demineralization
in 3 groups x ± s，n＝10，kg/mm2

注 SMH1：基线显微硬度，SMH2：脱矿后显微硬度

组别

实验组

阳性对照组

空白对照组

F值

P值

SMH3
201.2 ± 2.81）

228.4 ± 4.61）2）

157.6 ± 1.7
1 199.975
< 0.05

表 2 3组 pH循环后显微硬度值比较

Table 2 The SMH of enamel after pH cycling in 3 groups
x ± s，n＝10，kg/mm2

注 SMH3：pH 循环后显微硬度，1）：P < 0.05 vs 空白对照组；

2）：P < 0.05 vs实验组。
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而在存在足够量的牙菌斑时，致龋菌糖代谢产生

大量有机酸，在酸的作用下，牙中的钙和磷酸盐等

无机离子脱出，发生了脱矿，只要有新产生的酸存

在，则脱矿过程一直进行，龋洞形成。当口腔环境

中的钙、磷离子浓度处于过饱和状态时，则容易形

成结晶，结晶在釉质脱矿面沉积，即发生了再矿

化［8］。乳牙釉质与恒牙相比，厚度较薄，为后者厚

度的 1/2左右；乳牙釉质中有机成分比例大，表面

硬度弱于恒牙；乳牙釉质矿化度较恒牙低，羟基磷

灰石结晶较恒牙小，遇酸更易脱矿［9⁃11］。因此，阻

止脱矿、促进脱矿牙体再矿化是防止乳牙釉质龋

发生的重要环节。天然中草药茶多酚、橙皮甙、五

倍子等是目前研究较热的非氟促再矿化制剂，其

再矿化作用已有研究报道［12⁃14］。

表没食子儿茶素没食子酸酯是儿茶素含量最

高最为重要的一种组分，属于天然多元酚类化合

物，有学者研究得出其主要化学成分鞣质及其有

效提取物可以有效抑制变形链球菌的生长，进而

防止龋病的发生［15］。口腔链球菌的产酸速度较其

他细菌快，因而认为链球菌与龋病关系密切，其中

变形链球菌不仅产酸力强、产酸迅速，且耐酸性较

其他口腔链球菌强，因此以变形链球菌的致龋能

力最强［16⁃17］。鞣质在变形链球菌与牙面附着的初

期阶段抑制变形链球菌与获得性膜上的唾液糖蛋

白的微弱吸附而抑制菌斑的成熟，减弱变形链球

菌致龋的重要毒力因子［18⁃19］。变形链球菌对牙面

有很高的亲和力，鞣质通过结合到变形链球菌胞

壁的蛋白上，形成复合物，从而降低变形链球菌的

疏水性，使变形链球菌对牙面的粘附能力明显下

降［20⁃21］。也有学者认为可能是鞣质与唾液中离子

形式的钙、磷发生反应形成络合物，通过釉质表面

渗透进龋损内部，导致钙、磷离子再次沉积，发生

再矿化［22］。

本实验牙釉质表面显微硬度的测量结果发

现，表没食子儿茶素没食子酸酯具有明显的再矿

化作用，即能提高脱矿后乳牙釉质表面显微硬度，

但与 NaF 相比，矿化作用较 NaF 弱。再矿化实验

中，扫描电镜观察乳牙釉质，阳性对照组与实验组

牙釉质表面均有大量沉积物附着，空白对照组釉

质表面沉积物很少，此结果进一步从形态学上证

明了表没食子儿茶素没食子酸酯在促进乳牙釉质

再矿化方面的作用。

a：脱矿后的乳牙釉质；b：再矿化后实验组；c：再矿化后阳性对照组；d：再矿化后空白对照组。

图 1 离体乳牙釉质表面结构观察扫描电镜（× 2000）
Figure 1 SEM pictures of enamel surfaces（× 2000）

a b

c d
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本研究结果表明，表没食子儿茶素没食子酸

酯作为一种天然药物应用于乳牙早期釉质龋，能

够促进早期乳牙釉质龋的再矿化，改善乳牙釉质

龋的硬度，效果虽然没有临床上长期普遍应用的

NaF效果好，但由于其毒副作用小、取材广泛、价格

低廉，为今后在乳牙釉质龋治疗方面提供了另一

种方法，值得深入研究。
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