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摘要　 目的　 研究金属蛋白酶抑制剂 １（ＴＩＭＰ⁃１）在大鼠不

可复性牙髓炎模型活髓保存治疗中的抗炎作用。 方法　 对

８ ～ １０ 周龄雄性大鼠上颌第一磨牙采用髓腔开放法建立不

可复性牙髓炎模型，髓腔开放 ２４、３６、４８ ｈ 后进行牙髓切断

术，用 ＴＩＭＰ⁃１ 覆盖牙髓断面（ＴＩＭＰ⁃１ 组），生理盐水作为对

照（ＮＳ 组），玻璃离子填充窝洞。 给药后 ２４、４８ ｈ 分别进行

组织学及免疫组化分析。 结果　 ＨＥ 染色切片的组织病理学

定量分析结果显示，ＴＩＭＰ⁃１ 组的根髓炎性细胞反应、根髓组

织形态改变、根髓坏死范围的炎症评分高于 ＮＳ 组 （Ｐ ＜
０. ００１ 或 Ｐ ＜ ０. ０１）。 免疫荧光染色（ＣＤ６８ 标记）切片显示，
ＴＩＭＰ⁃１ 组 ＣＤ６８ 免疫荧光强度高于 ＮＳ 组（Ｐ ＜ ０. ００１）。 结

论　 ＴＩＭＰ⁃１ 在大鼠不可复性牙髓炎模型中无抗炎作用，且
加重了根髓的炎症程度。
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　 　 活髓保存治疗（ｖｉｔａｌ ｐｕｌｐ ｔｈｅｒａｐｙ，ＶＰＴ）是在深

龋露髓诊断为不可复性牙髓炎的成熟恒牙中的应

用，目前已有大量的临床研究，但缺乏组织学研究来

观察治疗后牙髓炎症状态的转变。 在炎症发展过程

中，炎症递质介导了组织的损伤、炎性渗出等反应，
其中基质金属蛋白酶⁃９ （ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ⁃９，
ＭＭＰ⁃９）在牙髓炎中起着至关重要的作用［１］。 ＭＭＰ⁃
９ 可以降解破坏细胞外基质，金属蛋白酶抑制剂 １
（ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅ，ＴＩＭＰ⁃１）是 ＭＭＰ⁃９
的天然抑制剂，可以通过与 ＭＭＰ⁃９ 形成抑制性复合

物来防止细胞外基质分解［２］。 研究显示牙髓炎症

期间牙髓中的 ＭＭＰ⁃９ 含量随着炎症进展升高，同时

ＴＩＭＰ⁃１ 的含量会随着牙髓炎症的进展而降低，说明

ＴＩＭＰ⁃１ 与牙髓炎的发展存在一定的相关性［３］，并且

ＴＩＭＰ⁃１ 可以诱导大鼠健康牙髓形成修复性牙本

质［４］，但是健康牙髓模型不能反映炎症牙髓的组织

病理学状态。 该研究建立实验性大鼠不可复性牙髓

炎模型，在活髓切断术中应用 ＴＩＭＰ⁃１，旨在探讨

ＴＩＭＰ⁃１ 在牙髓炎中的抗炎作用。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物　 ７２ 只 ８ ～ １０ 周龄成年雄性 ＳＤ 大

鼠，ＳＰＦ 级，３００ ｇ ± ５０ ｇ，口腔卫生状况良好，无龋病

及牙周疾病。 研究通过安徽医科大学实验动物伦理

委员会的伦理审查（编号：ＬＬＳＣ２０２２１２４８）。
１． ２　 主要材料与仪器 　 光学显微镜（型号：Ｎｉｋｏｎ
Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｅ１００）购于日本尼康公司；移动式牙科治疗

机（型号：ＰＣ２９３０）购于广州市广州超盛医疗器械有

限公司；高速涡轮手机（型号：Ｔ３ Ｒａｃｅｒ Ｍｉｄｗｅｓｔ）购
于德国西诺德公司；根管口探针（型号：ＤＧ⁃１６）购于

美国登士柏公司；高速钨钢车针球钻（型号：ＢＲ⁃４９）
购于日本 ＭＡＮＩ 公司；碘伏消毒液（货号：３１８０１３２）
购于深圳市安多福消毒高科技股份有限公司；生理

盐水（货号：Ｒ００６４１）购于成都市四川科伦药业股份

有限公司；ＴＩＭＰ⁃１ （货号：４１０⁃０１）购于美国 Ｐｅｐｒｏ⁃
Ｔｅｃｈ 公司；玻璃离子水门汀（货号：５６６３３）购于美国

３Ｍ 公司；一抗 ＣＤ６８（货号：ＧＢ１１３１０９）购于武汉塞

维尔生物科技有限公司；二抗 ＣＹ３ 山羊抗 ｒａｂ（货
号：ＧＢ２１３０３）购于武汉谷歌生物科技有限公司。
１． ３　 不可复性牙髓炎模型的建立　 大鼠腹腔注射

１％戊巴比妥钠（３ ｍｌ ／ ｋｇ），取仰卧位固定于操作台

上，０. ５％碘伏消毒口腔及口周后，使用高速涡轮手

机及 ＢＲ⁃４９ 球钻在水冷却下于大鼠双侧上颌第一

磨牙咬牙合面中央窝钻磨，注意要间断磨除防止产

热过多或意外穿髓，直至窝洞底牙本质透红，ＤＧ１６
探针略微加压穿透髓室顶，见出血点，即为穿髓成

功。 每个磨牙窝洞的制备均使用全新及同一批次的

ＢＲ⁃４９ 球钻以及 ＤＧ１６ 探针。 根据开髓后髓腔开放

不同时间分为 ６、１２、２４、３６、４８、７２ ｈ 组，每组 ４ 只共

２４ 只大鼠。 取上颌骨，分为左右两半，４％ 多聚甲醛
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外固定 ４８ ｈ，组织切片 ＨＥ 染色。 分析观察牙髓炎

模型的 ＨＥ 切片，选取出具有典型不可复性牙髓炎

组织病理学特点且炎症局限于冠部的髓腔开放时

长———髓腔开放 ２４、３６、４８ ｈ，后续的实验在此基础

上进行。
１． ４　 不可复性牙髓炎的炎症牙髓切除　 髓腔开放

２４、３６、４８ ｈ 诱导不可复性牙髓炎后，大鼠全身麻醉

后取仰卧位固定于操作台上，０. ５％碘伏消毒口腔及

口周后，ＢＲ⁃４９ 球钻在水冷却下，在头戴式放大镜的

帮助下于大鼠双侧上颌第一磨牙咬牙合面扩大穿髓

孔，磨除冠髓，每个磨牙切髓时均使用全新及同一批

次的 ＢＲ⁃４９ 球钻以预防切髓过程中产热不均匀对

牙髓炎症产生影响。 术中密切观察，及时吸净口腔

内的水以防止引起窒息死亡，术后观察大鼠麻醉后

苏醒、日常活动以及饮水进食情况。 无菌棉球止血，
在没有压力的情况下，含有 ２０ μｌ ＴＩＭＰ⁃１（２００ ｎｇ ／
ｍｌ）（ＴＩＭＰ⁃１ 组）或 ２０ μｌ 生理盐水（ＮＳ 组）的无菌

棉球直接覆盖髓腔 ５ ｍｉｎ。 玻璃离子粘固剂修复空

洞。 于切髓给药后 ２４ 或 ４８ ｈ 处死大鼠，每组 ４ 只

大鼠。 取上颌骨，分为左右两半，４％ 多聚甲醛外固

定 ４８ ｈ，组织切片 ＨＥ 及免疫荧光染色。
１． ５　 组织病理学分析　 将组织置于在 ＥＤＴＡ 脱钙

液中进行 ２５ ℃恒温脱钙 ４ 周左右，脱水包埋。 将修

整好的蜡块置于石蜡切片机，沿磨牙近远中方向平

行于牙体长轴制作连续切片，厚 ４ μｍ。 切片 ＨＥ 染

色，光学显微镜观察。 牙髓炎症的病理学评价及评

分参照表 １［５ － ６］，评估包括根髓炎性细胞反应、根髓

组织形态改变、根髓坏死范围。

表 １　 根髓组织病理学分析评分表

参数 评分
评分一：根髓炎性细胞

反应

１ 分：靠近牙髓创面部位的组织中无或

见散在炎症细胞浸润
２ 分：部分根髓中见炎症细胞浸润
３ 分：全部根髓中见炎症细胞浸润甚至

出现脓肿和坏死
４ 分：炎症细胞浸润到达根尖组织

评分二：根髓组织形态 １ 分：仅出现血管扩张充血

改变 ２ 分：成牙本质细胞层紊乱

３ 分：牙髓组织形态紊乱

４ 分：牙髓坏死

评分三：根髓坏死范围 １ 分：无
２ 分：仅限于上三分之一

３ 分：达中三分之一

４ 分：完全坏死

１． ６　 免疫荧光染色　 将切片与初级抗体孵育，在切

片上滴加使用 ＰＢＳ 以 １ ∶ １００ 稀释配好的一抗

ＣＤ６８，二抗 ＣＹ３ 山羊抗 ｒａｂ 以 １ ∶ ３００ 稀释。 使用

了 ＤＡＰＩ 染液进行细胞核染色。
１． ７　 统计学处理　 应用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２３. ０ 统计分析

软件对 ＨＥ 染色切片各实验组牙髓组织炎症评分进

行统计分析； 免疫荧光染色切片经 ＣａｓｅＶｉｅｗｅｒ
２. ４. ０ 软件扫描，Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析荧光强度，应用

ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２３. ０ 统计分析软件对各实验组免疫荧光

强度进行统计分析。 统计数据采用多因素方差分

析，按 α ＝ ０. ０５ 水准，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １　 不可复性牙髓炎模型的建立　 光学显微镜下

观察大鼠牙髓组织切片。 髓腔开放 ６ ｈ：穿髓孔附近

可见轻微炎症细胞浸润及成牙本质细胞层轻微紊乱

（图 １Ａ）；髓腔开放 １２ ｈ：穿髓孔附近牙髓组织全层

紊乱裂解（图 １Ｂ）；髓腔开放 ２４ ｈ：可见冠髓中有微

脓肿形成，周围见炎症浸润带，冠髓组织约 １ ／ ２ 紊乱

裂解（图 １Ｃ）；髓腔开放 ３６ ｈ：冠髓可见局部微脓肿，
清晰的炎症分界线，冠髓组织约 ２ ／ ３ 紊乱裂解（图
１Ｄ）；髓腔开放 ４８ ｈ：可见微脓肿，大部分冠髓组织

紊乱裂解，周围出现炎症界限（图 １Ｅ）；髓腔开放 ７２
ｈ：大范围的冠髓组织液化坏死，局部形成较大脓肿，
周围可见清晰的炎症分界线（图 １Ｆ）。 髓腔开放

２４、３６、４８ ｈ 时牙髓组织表现出典型的不可复性牙髓

炎的表现，且炎症局限于冠髓，选择这三个开放时长

进行后续实验。

图 １　 部分不可复性牙髓炎模型的组织学表现 ＨＥ ×５０

Ａ：髓腔开放 ６ ｈ；Ｂ：髓腔开放 １２ ｈ；Ｃ：髓腔开放 ２４ ｈ；Ｄ：髓腔开

放 ３６ ｈ；Ｅ：髓腔开放 ４８ ｈ；Ｆ：髓腔开放 ７２ ｈ；箭头：指示炎症分界线
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２． ２　 根髓组织学定量分析 　 ＶＰＴ 术后根髓 ＨＥ 染

色的典型例子如图 ２ 所示，组织病理学定量分析结

果如表 ２、３ 所示，ＴＩＭＰ⁃１ 组根髓炎性细胞反应、根
髓组织形态及根髓坏死范围的炎症评分与 ＮＳ 组炎

症评分之间的差异有统计学意义，ＴＩＭＰ⁃１ 组炎症评

分更高（Ｐ ＜ ０. ００１，Ｐ ＜ ０. ００１，Ｐ ＜ ０. ０１）。 结果显

示，与 ＮＳ 组相比，ＴＩＭＰ⁃１ 组的根髓组织炎症改变更

加明显，且根髓组织的炎症改变随着开放时长及给

药时长的增加而逐渐明显。
２． ３　 免疫荧光染色分析　 ＶＰＴ 术后根髓免疫荧光

染色的典型例子如图 ３ 所示，ＣＤ６８ 免疫荧光强度多

因素方差分析见表４ 、５ 。 ＴＩＭＰ ⁃１组根髓组织的

表 ２　 根髓组织病理学评分多因素方差分析

变异来源
评分一

平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

评分二

平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

评分三

平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

药物
（ＴＩＭＰ⁃１ ／ ＮＳ） ２． ６０４ １ ２． ６０４ ２１． ６９６ ＜ ０． ００１ ３． ８８９ １ ３． ８８９ ２２． ８７８ ＜ ０． ００１ ７． ５５７ １ ７． ５５７ １２． ５４３ ０． ００１

开放时长
（２４ ｈ ／ ３６ ｈ ／ ４８ ｈ） ２． ４２５ ２ １． ２１３ １０． １０４ ＜ ０． ００１ ２． １１７ ２ １． ０５９ ６． ２２７ ０． ００４ ６． ５５８ ２ ３． ２７９ ５． ４４２ ０． ００８

给药时长
（２４ ｈ ／ ４８ ｈ） １． １５７ １ １． １５７ ９． ６４３ ０． ００３ １． １５７ １ １． １５７ ６． ８０７ ０． ０１３ ０． ７００ １ ０． ７００ １． １６２ ０． ２８８

表 ３　 根髓组织病理学评分多重比较分析

根髓组织

病理学评分
处理因素

水平

水平 １ 水平 ２
均值差 标准误

均值差 ９５％ ＣＩ
下限 上限

Ｐ 值

评分一 药物 ＮＳ ＴＩＭＰ⁃１ － ０． ４６２ ０． １０３ － ０． ６６９ － ０． ２５４ ＜ ０． ００１
开放时长（ｈ） ２４ ３６ － ０． １３８ ０． １２５ － ０． ３８８ ０． １１３ ０． ２７５

２４ ４８ － ０． ５１３ ０． １２５ － ０． ７６３ － ０． ２６２ ＜ ０． ００１
３６ ４８ － ０． ３７５ ０． １３１ － ０． ６３９ － ０． １１１ ０． ００６

给药时长（ｈ） ２４ ４８ － ０． ３０８ ０． １０３ － ０． ５１５ － ０． １００ ０． ００５
评分二 药物 ＮＳ ＴＩＭＰ⁃１ － ０． ５５０ ０． １１５ － ０． ７８２ － ０． ３１８ ０． ０００

开放时长（ｈ） ２４ ３６ － ０． ２３８ ０． １３８ － ０． ５１７ ０． ０４２ ０． ０９４
２４ ４８ － ０． ４８８ ０． １３８ － ０． ７６７ － ０． ２０８ ０． ００１
３６ ４８ － ０． ２５０ ０． １４６ － ０． ５４５ ０． ０４５ ０． ０９４

给药时长（ｈ） ２４ ４８ － ０． ３００ ０． １１５ － ０． ５３２ － ０． ０６８ ０． ０１３
评分三 药物 ＮＳ ＴＩＭＰ⁃１ － ０． ７６７ ０． ２２０ － １． ２１０ － ０． ３２３ ０． ００１

开放时长（ｈ） ２４ ３６ ０． ２５０ ０． ２６５ － ０． ２８４ ０． ７８４ ０． ３５０
２４ ４８ － ０． ６２５ ０． ２６５ － １． １５９ － ０． ０９１ ０． ０２３
３６ ４８ － ０． ８７５ ０． ２７９ － １． ４３７ － ０． ３１３ ０． ００３

给药时长（ｈ） ２４ ４８ － ０． １９２ ０． ２１９ － ０． ６３３ ０． ２４９ ０． ３８５

表 ４　 ＣＤ６８ 免疫荧光强度多因素方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

药物（ＴＩＭＰ⁃１ ／ ＮＳ） ８ ３３１． ０５１ １ ８ ３３１． ０５１ １１０． ３７０ ＜ ０． ００１
开放时长（２４ ｈ ／ ３６ ｈ ／ ４８ ｈ） ２ ３７４． ９５３ ２ １ １８７． ４７７ １５． ７３２ ＜ ０． ００１
给药时长（２４ ｈ ／ ４８ ｈ） ２ ３１４． １６８ １ ２ ３１４． １６８ ３０． ６５８ ＜ ０． ００１

图 ２　 ＶＰＴ 术后根髓 ＨＥ 染色 × ２００
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图 ３　 ＶＰＴ 术后根髓免疫荧光染色（ＣＤ６８ 标记） × ２００

表 ５　 ＣＤ６８ 免疫荧光强度多重比较分析

处理因素
水平

水平 １ 水平 ２
均值差 标准误

均值差 ９５％ ＣＩ
下限 上限

Ｐ 值

药物 ＮＳ ＴＩＭＰ⁃１ － ２５． ４５５ ２． ４２３ － ３０． ３５２ － ２０． ５５８ ＜ ０． ００１
开放时长（ｈ） ２４ ３６ － １２． ２５６ ２． ９１４ － １８． １４６ － ６． ３６７ ＜ ０． ００１

２４ ４８ － １５． １３５ ２． ９１４ － ２１． ０２５ － ９． ２４６ ＜ ０． ００１
３６ ４８ － ２． ８７９ ３． ０７２ － ９． ０８７ ３． ３２９ ０． ３５４

给药时长（ｈ） ２４ ４８ － １３． ４１６ ２． ４２３ － １８． ３１３ － ８． ５１９ ＜ ０． ００１

ＣＤ６８ 免疫荧光标记较 ＮＳ 组明显，荧光强度高于 ＮＳ
组，差异有统计学意义（Ｆ ＝ １１０. ３７，Ｐ ＜ ０. ００１），且
随着开放时长及给药时长的延长，根髓组织中的免

疫荧光标记强度也逐渐明显增加。

３　 讨论

　 　 临床上，深龋露髓诊断为不可复性牙髓炎的患

牙难以判断细菌及炎症侵入其牙髓组织的深度，因
此进行组织学研究具有重要意义。 本实验试图寻找

一种可行的抗炎药物以提高不可复性牙髓炎 ＶＰＴ
成功率，采用了动物实验性牙髓炎模型，模拟临床治

疗程序，在炎症牙髓中应用 ＴＩＭＰ⁃１，并进行了组织

病理学观察和免疫组化分析，了解 ＶＰＴ 术后剩余根

髓的炎症进展，为临床治疗提供依据。
　 　 ＴＩＭＰ⁃１ 是 １９７５ 年发现的一种分泌分子，是
ＭＭＰ⁃９ 的天然抑制剂，通过与 ＭＭＰ⁃９ 形成抑制性

复合物来防止 ＥＣＭ 分解［２］，ＴＩＭＰ⁃１ 还可以限制中

性粒细胞的过度聚集，以防止活性氧和蛋白酶的过

度产生，保护组织免受降解［７］。 此外，ＴＩＭＰ⁃１ 还具

有细胞因子样活性，参与调节细胞的增殖、凋亡、分
化和血管生成［８］。 ＴＩＭＰ⁃１ 在人体多种系统的炎症

疾病中发挥着重要的作用，例如 ＴＩＭＰ⁃１ 在哮喘过敏

性肺部炎症中发挥调节炎症、参与组织重塑的保护

作用［９］。 ＴＩＭＰ⁃１ 与牙周组织的破坏和修复也密切

相关，慢性牙周炎患者经牙周治疗后 ＴＩＭＰ⁃１ 表达增

加，提示通过提高 ＴＩＭＰ⁃１ 的表达可能会改善牙周治

疗的结果［１０］。 以上研究提示 ＴＩＭＰ⁃１ 是一个潜在的

抗炎药物。
研究显示 ＴＩＭＰ⁃１ 在一些疾病如哮喘过敏性肺

部炎症中发挥抗炎促修复的作用［９］，但是在某些疾

病如慢性肝炎中又发挥促炎作用［１１］。 Ｇｌａａｂ ｅｔ
ａｌ［１２］在大鼠毒性研究中发现 ＴＩＭＰ１ ｍＲＮＡ 的表达

上调与组织变性和坏死相关，Ｋｏｂｕｃｈ ｅｔ ａｌ［１３］ 发现

ＴＩＭＰ⁃１ 水平的升高会导致肝脏中性粒细胞的增加，
这些研究结果也与本实验所观察到的 ＴＩＭＰ⁃１ 加重

了牙髓炎的结果相吻合。 有研究［１０］ 显示不同浓度

的 ＴＩＭＰ⁃１ 对体外培养的人牙周膜细胞的增殖与碱

性磷酸酶活性表达的影响不同，牙周膜细胞增殖与

碱性磷酸酶活性表达随着 ＴＩＭＰ⁃１ 浓度的增高出现

先增高然后又降低的趋势，浓度过高时还会抑制牙

周膜细胞增殖与碱性磷酸酶活性表达，推测其浓度

可能会影响 ＴＩＭＰ⁃１ 在炎症中的作用。
本项研究采用了一种动物模型。 大鼠磨牙牙体

组织结构与人类磨牙较为相似，而且其牙髓组织在

受到损伤时，炎症与修复过程与人类牙髓组织受损

后的反应相似，所以选择大鼠磨牙进行实验的研究
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越来越多［１４］。 通过髓腔暴露法建立了一个范围明

确可控的牙髓炎模型，解决了临床上不能准确评估

牙髓炎症范围的治疗难题。 此外，本实验还具有一

定的创新性，首先由于 ＴＩＭＰ⁃１ 目前在口腔方向应用

的研究较少，仅有一项将 ＴＩＭＰ⁃１ 作为盖髓药物在大

鼠健康牙髓中应用的实验［４］，在该实验中 ＴＩＭＰ⁃１
的浓度为 ２００ ｎｇ ／ ｍｌ，本研究作为一项前瞻性的研究

就选择了相同的浓度进行实验，但是本实验选取的

是牙髓炎症模型，因此在后续实验中可以设置浓度

梯度实验，分析 ＴＩＭＰ⁃１ 的浓度是否对其在炎症牙髓

中的作用产生影响。 其次，该文献应用 ＴＩＭＰ⁃１ 进行

盖髓实验时，使用明胶海绵作为载体，吸取 ＴＩＭＰ⁃１
溶液后盖髓，本实验进行了尝试发现使用明胶海绵

会导致玻璃离子充填空间不足或充填后易脱落，因
此本实验将这一步改进成牙髓止血后用吸取 ＴＩＭＰ⁃
１ 的无菌棉球覆盖牙髓断面 ５ ｍｉｎ 进行给药。
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