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【摘要】 目的 比较人健康及深龋牙齿牙髓的组织形态及 Toll 样受体 4（Toll like receptor 4，TLR4）在两种牙

髓组织中的定位表达，以明确 TLR4是否参与牙髓的天然免疫反应过程。方法 正常及深龋牙齿脱矿后行

HE染色，观察牙本质及牙髓组织基本形态，正常及深龋牙髓组织行免疫组织化学染色，观察 TLR4的定位

表达情况，进行免疫组织化学染色评分分析。结果 HE染色显示正常牙齿牙本质小管结构完整、分布均

匀，牙髓组织内细胞、血管和纤维结缔组织完整清晰。深龋牙齿部分牙本质小管遭到破坏，牙髓组织结构完

整，与正常组牙髓组织相比较未见明显改变。免疫组织化学染色显示正常与深龋牙髓组织中 TLR4阳性染色

均表达于成牙本质细胞层及血管周围组织，但深龋牙髓组织阳性染色明显增强。免疫组织化学染色评分结

果正常组为 1.25 ± 0.46，深龋组为 2.10 ± 0.74，2组差异具有统计学意义（t = 2.833，P = 0.012）。结论 TLR4
在正常及深龋牙髓中均有表达且深龋牙髓表达更多，提示TLR4参与了深龋牙髓组织的天然免疫反应。
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may play a role in the innate immune response of deep caries.
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龋病被世界卫生组织列为继癌症、心血管疾

病之后的第三大慢性非传染性疾病，患病率高、

危害范围广。2005 年第三次全国口腔健康流行

病学资料表明，我国儿童乳牙龋病患病率为 66%，

恒牙达 28.9%。因此，对龋病的防治格外重要。

天然免疫反应是人体抵御病原体刺激的防御屏

障，在保护人体免受病原体入侵的过程中起着至

关重要的作用。Toll 样受体 4（Toll like receptor 4，
TLR4）属于模式识别受体的成员，可以识别并与

病原体特异性结合，开启人体的天然免疫反应。

龋病是在以细菌为主的多种因素作用下，牙体硬

组织发生慢性进行性破坏的一种疾病，其致病菌

包括链球菌属、乳杆菌属、放线菌属等多种细菌，

这些细菌及其产生的毒力因子沿着牙本质小管走

行，入侵牙髓组织。目前，牙髓组织 TLR4的相关

研究主要集中在健康牙髓组织中，而对于深龋情

况下，人牙髓组织中是否存在 TLR4，TLR4是否参

与了识别致龋菌并抵御细菌入侵牙髓组织的天然

免疫反应过程并不明确，以上这些都是亟待解决

的问题。本文即从组织学层面，采用HE染色、免

疫组织化学染色技术观察 TLR4是否存在于深龋

牙髓并比较 TLR4在正常和深龋牙髓组织中的定

位表达情况。

1 材料和方法

1.1 标本收集

标本取自南方医院口腔颌面外科 18～26岁正

常人因正畸或阻生而拔除的健康、完整、无龋坏的

牙齿（正常组 11例）以及深龋但无牙髓炎症状的牙

齿（深龋组 15例）（经患者本人及家属知情同意）。

拔除前彻底消毒，拔出后即刻放入 10%福尔马林

固定液中储存。

1.2 主要试剂及仪器

EDTA（广州化学试剂厂），Toll⁃like receptor 4
一抗（Abcam，美国），二抗试剂盒（北京中杉金

桥生物技术有限公司），HE染色试剂盒（武汉博士

德生物工程有限公司）。脱水机（Leica，德国），包

埋机（Leica，德国），展片机（Leica，德国），切片机

（Leica，德国），正置荧光显微镜及照相系统（Olym⁃
pus，日本）。

1.3 HE染色

正常组及深龋组各随机抽取 3例在 10% EDTA
溶液中使用 EDTA 联合微波超声脱矿法脱矿 4周

后进行脱水、透明及包埋处理。石蜡切片经二甲

苯脱蜡、梯度酒精脱水，经苏木精染色、伊红染色

后脱水、透明、封片，正置显微镜下观察牙齿组织

形态。

1.4 免疫组织化学染色

取健康牙齿（正常组 8例）以及深龋但无牙髓

炎症状的牙齿（深龋组 12例），标本沿釉牙骨质界

用高速手机环绕牙颈部磨出 2 mm 深度的沟槽，

将牙齿沿沟槽劈开，取出牙髓，放入包埋盒内，标

记后进行脱水、透明、包埋及切片处理。标本修

整至组织面完全暴露，连续切片 5张，选取组织完

整的切片进行后续检测。

石蜡切片经二甲苯脱蜡，梯度酒精脱水，3%
H2O2 灭活过氧化物酶，山羊血清孵育 30 min，实
验组用 TLR4 鼠抗人一抗（1∶100）4 ℃孵育过夜，

阴性对照组用生理盐水孵育过夜，磷酸盐缓冲液

（phosphate buffer saline，PBS）洗 3 次，兔抗鼠二抗

（1∶500）室 温孵育 1 h，PBS 冲洗 3 次。二氨基

联苯胺（diaminobenzidine，DAB）显色液染色 2 min，
镜下观察，见标本出现棕褐色特异性染色时终止

染色。蒸馏水充分冲洗，苏木素复染，中性树胶

封片。正置显微镜观察、拍照。

每例样本选取 1 张切片，每张切片于镜下

随机选取 5 个视野进行免疫组织化学染色评

分。基于正常组和深龋组牙髓组织 TLR4 免疫

组化染色的强度，设置评分标准：0 = 阴性染

色；1 = 弱阳性染色；2 = 中等强度染色；3 = 强

阳性染色。评分由 2 名人员分别单独完成，当

两者评分不同时，进行讨论确定评分。

1.5 统计学分析

采用 SPSS 13.0软件处理数据，数据以 x ± s表

示，t检验进行 2组比较，P < 0.05为差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 正常与深龋牙体和牙髓组织基本形态HE 染

色结果

正常与深龋牙齿脱矿完成时间为 20～31 d。
HE 染色结果显示：正常组牙齿牙本质内牙本质

小管结构清晰完整，牙本质小管分布均匀，成细

长管状；牙髓组织染色均匀，细胞膜红染、细胞核

蓝染，结构清晰，成牙本质细胞成栅栏样排列在

组织外侧，其后依次为乏细胞区、多细胞区及固

有牙髓组织，细胞、血管和纤维结缔组织完整

清晰。
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a b

c d

a：正常牙齿牙本质；b：正常牙齿的牙髓组织；c：深龋牙齿的牙本质；d：深龋牙齿的牙髓组织。

图 1 正常牙齿和深龋牙齿 HE × 200
Figure 1 HE staining of healthy teeth and deep caries teeth HE × 200

深龋组牙齿的牙本质内可见部分牙本质小管

遭到破坏，牙本质小管膨胀、弯曲，观察到大量细

菌的入侵，呈串珠样改变，牙本质小管内部可见与

小管平行走行的蓝染细菌团，坏死牙本质和细菌

融合成椭圆形坏死灶，有修复性牙本质形成；牙髓

组织结构完整、未见炎症细胞的浸润，与正常组牙

髓组织相比较未见明显改变（图 1）。

2.2 免疫组织化学染色结果

免疫组织化学染色结果显示：正常牙髓组织

中 TLR4阳性染色表达于成牙本质细胞层及血管

周围组织，但特异性染色较弱。深龋牙髓组织中

TLR4的表达部位与正常牙髓一致，均为成牙本质

细胞层及血管周围组织，但阳性染色明显增强。

阴性对照组均未见阳性染色（图 2）。TLR4免疫组

织化学染色评分，正常组为 1.25 ± 0.46，深龋组为

2.10 ± 0.74，2组差异有统计学意义（t = 2.833，P =
0.012）。深龋组 TLR4表达量较正常组牙髓组织多

（图 3）。

3 讨 论

3.1 龋病、天然免疫反应及Toll样受体

龋病是人类的常见病、多发病之一，在各种疾

病的发病率中，龋病位居前列。在大多数工业化

国家，60%～90%的学龄儿童及大部分成年人均受

到龋病的影响［1］。2008年广州市儿童恒牙龋病流

行病学调查报告显示：12 岁儿童恒牙患龋率为

29.44%，其中城市为 23.43%，农村为 47.50%［2］。它

是在以细菌为主的多因素影响下，牙体硬组织发

生慢性进行性破坏的一种疾病。当牙本质暴露，

细菌和其他机械性或化学性刺激沿牙本质小管传

导至牙髓，髓腔内侧出现牙髓组织的保护屏障⁃修
复性牙本质以抵御外界刺激。随着龋病的发展，

牙髓内部的牙髓干细胞可多向分化为受损细胞以

补充和修复受损组织［3⁃4］。以上过程被认为是牙髓

组织参与的天然免疫反应［5］。牙髓组织处于一个

密闭的内环境，对刺激抵抗能力较低，一旦发生炎

症则牙髓难以保存。天然免疫反应作为人体抵御
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a b c

d e f

a：正常牙髓组织实验组；b：深龋牙髓组织实验组；c：深龋牙髓血管实验组；d：正常牙髓组织阴性对照组；e：深龋牙髓组织阴性

对照组；f：深龋牙髓血管阴性对照组。TLR4: Toll样受体 4。
图 2 免疫组织化学染色检测TLR4在正常牙齿和深龋牙齿中的定位表达 × 200

Figure 2 Expressions of TLR4 in dental pulp of healthy teeth and deep caries teeth × 200

TLR4: Toll样受体 4。
图 3 正常牙髓与深龋牙髓组织 TLR4免疫组化染

色评分比较

Figure 3 TLR4 staining scores of healthy teeth and
deep caries teeth

外界病原体入侵的第一道防线，在人体自我保护

和自我修复过程中具有重要作用。因此，探讨天

然免疫反应在牙髓组织中的作用，对牙髓组织的

自我保护、修复再生具有重要意义。

Toll 样受体属于模式识别受体（pattern recogni⁃
tion receptors，PRRs）的一种。人类的天然免疫反

应是通过 PRRs 特异性识别病原体相关分子模式

（pathogen associated molecular pattern，PAMPs）来实

现的［6］。Toll样受体可以与 PAMPs 特异性结合，开

启人体的天然免疫反应。有学者发现［7］，在人正常

牙髓组织中，成牙本质细胞可以表达 TLR1、TLR2、
TLR3、TLR4、TLR5、TLR6 和 TLR9，但 不 表 达

TLR7、TLR8 和 TLR10。TLR4 是第一个被鉴定的

人类 Toll 样受体［8］，可以广泛识别各种病原体刺激

物，如革兰氏阴性菌胞壁成分脂多糖（lipopolysac⁃
charide，LPS）、热休克蛋白、纤维蛋白原、呼吸道病

毒、肝素等。TLR4广泛表达在单核细胞、巨噬细

胞、中性粒细胞以及内皮细胞和上皮细胞等参与

天然免疫的细胞，并且这些细胞是抵御侵入机体

的病原微生物的首道防线。TLR4 是脂多糖跨膜

信号转导的关键受体，亦是机体激活天然免疫对

抗病原微生物的重要环节。
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3.2 深龋牙髓组织的病理学改变及TLR4表达

细菌是龋病的主要致病因素。HE 染色后可

以观察到深龋牙齿牙本质内牙本质小管被细菌

破坏，并有大量细菌团呈串珠样排列并有椭圆形

液化坏死灶形成。而健康牙本质内牙本质小管

结构清晰。在深龋牙髓组织中未发现结构破坏、

血管充血扩张及炎症细胞浸润等牙髓炎症的病

理改变，与正常牙髓相比未见明显差异，由此证

明，深龋牙髓并没有处于炎症状态。龋坏状态

下，大量细菌及其产物刺激牙髓组织。LPS 是位

于革兰氏阴性菌胞壁表面的成分。已经证实，

LPS 存在于深龋的牙髓组织中［9 ⁃ 10］。而 LPS 是

TLR4 的激动剂，它可以刺激 TLR4 产生免疫反

应［11⁃13］。

为明确TLR4是否参与到深龋时人牙髓抵抗细

菌入侵的自我保护过程，本研究比较了 TLR4在正

常牙齿和深龋牙齿牙髓组织中的定位表达。免疫

组织化学染色结果表明 TLR4主要表达在成牙本

质细胞层及血管周围组织。这与以往学者的研究

结果一致。Jiang等［14］已经证实，健康牙髓组织成

牙本质细胞层 TLR4阳性表达，部分牙髓内血管可

见环状着色，血管内有阳性细胞存在。牙髓内部

未见或偶见 TLR4阳性细胞。在小鼠的实验性龋

坏模型中也同样发现巨噬细胞和树突样细胞表达

TLR4［15］。但以往的实验主要集中于 TLR4在正常

牙髓中的表达［16］，而对其在人深龋牙髓中的定位

表达报道较少。本研究发现健康牙髓和深龋牙髓

组织均有 TLR4的表达但深龋牙髓组织中 TLR4的

表达明显强于健康牙髓。TLR4具有识别病原体的

功能，在与龋坏细菌表面的 LPS 结合之后刺激

TLR4的表达，可以解释这一现象［17⁃18］。Mutoh等［15］

在小鼠实验性龋齿中的研究也支持了本实验的研

究结果。

成牙本质细胞位于牙髓组织的外侧，紧密地

排列成栅栏状并伸出长长的牙本质细胞突起进

入牙本质小管。成牙本质细胞是细菌入侵牙髓

过程中先接触到的细胞。成牙本质细胞被刺激

后可分泌基质并矿化形成修复性牙本质以抵抗

细菌的入侵，进而形成牙髓组织抵御外界刺激的

生物屏障，此过程是牙髓组织参与天然免疫反应

的重要组成部分［5］。在深龋情况下，位于牙本质

细胞表面的 TLR4 在识别细菌的过程中被激活。

这一观点已经得到学者们的广泛证实。细菌成

分刺激成牙本质细胞样细胞及成牙本质细胞系

MDPC⁃23 后均可刺激细胞表面 TLR4 的表达增

高［19⁃21］。

TLR4 广泛表达在牙髓组织的各种细胞中。

已经发现牙髓组织的血管内皮细胞、纤维细胞及

牙髓神经元细胞均可以表达 TLR4［14，22⁃24］。本实

验观察到，TLR4 表达于血管周围牙髓组织。有学

者已经证明，TLR4表达于牙髓血管的内皮细胞，

另外，牙髓神经总是伴随着牙髓血管的分布而走

行，这也可以解释 TLR4 高表达于血管周围这一

现象。

本研究明确了 TLR4 在牙髓组织中的定位表

达，并且观察到 TLR4在深龋牙髓组织中的表达量

明显高于健康牙髓，提示 TLR4参与了牙髓组织抵

御深龋细菌入侵的天然免疫反应过程，为研究龋

病的防治提供一种新思路。
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·短讯·

《口腔疾病防治》获得国际期刊刊名代码

2016年 11月，《口腔疾病防治》杂志获得美国国际CODEN服务部分配的国际期刊名称代码：KJFOA4。它标志着《口腔疾

病防治》得到国际科技期刊界的认可。本刊从 2016年第 24卷第 11期起，将CODEN码印刷在期刊封面右上角国际标准刊号

ISSN 2096⁃1456和国内统一刊号CN 44⁃1724/R下方。

国际期刊刊名代码即 CODEN码，是一种以期刊刊名的缩写为基础的代码形式，是由美国材料试验学会（ASTM）制定的

科技期刊代码，全码由 6位组成。CODEN码具有唯一性，是在世界范围内识別某一种期刊的国际性编码，在国际上公认并被

广泛使用。国外多种文献数据库，如美国《工程索引》（EI Compendex）、《化学文摘》（CA，Chemistry Abstracts）、《乌利希国际期

刊指南》（Ulrich's IPD）、英国《科学文摘》（SA，INSPEC）等文献数据库，以及各国图书馆收藏部门均采用CODEN码进行文献/
期刊识別。目前国内一些大型文献数据库也将CODEN码列为数据库记录中的重要字段。

因此，CODEN码KJFOA4的获得使《口腔疾病防治》在国内、外检索和引用中又增加了一个重要标识，对创建精品科技期

刊、推动科技期刊走向国际化具有重要的作用和深远的影响。
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