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人牙冠及根部牙本质内基质金属蛋白酶8，20的测定及分析**☆◆ 
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Characterization and analysis of matrix metalloproteinases 8 and 20 in the human crown and 

root dentin    

Zhu Zi-yuan, Zhou Tian, Zhang Bao-wei 

Abstract 

BACKGROUND: In recent years, matrix metalloproteinases (MMP)-mediated collagen degradation in dentin has been 

widely studied. Recent studies have shown that MMPs play an important role in the progress of periodontal disease, 

dentin caries, pulpitis and failure in dentin adhesive interface.  

OBJECTIVE: To determine the contents and distribution features of MMP-8 and -20 in the human crown and root dentin.  

METHODS: Dentin powder was extracted by guanidine hydrochloride, then subjected to ethylene diamine tetraacetic acid 

demineralization in four cycles, and finally extracted by guanidine hydrochloride again. Extracts were analyzed by Western 

blot and enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) for MMP-8 and -20 detection.  

RESULTS AND CONCLUSION: MMP-8 and MMP-20 in the extracted materials were confirmed by western blot and 

ELISA. MMP-8 and -20 were mostly extracted from the mineralized compartment of the dentin (E1). These two MMPs 

presented overall lower levels in G1 and the lowest levels in G2. Both Western blot analysis and ELISA detected that 

MMP-8 and -20 equally distributed in the crown and root dentin. MMP-8 and MMP-20 proteins have been found in the 

extracted materials from the human crown and root dentin. They are mostly presented in mineralized dentin, both in the 

crown and root dentin. 

 

Zhu ZY, Zhou T, Zhang BW. Characterization and analysis of matrix metalloproteinases 8 and 20 in the human crown and 

root dentin. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(24): 4526-4529.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：基质金属蛋白酶被激活后可降解细胞外基质，其对牙本质胶原的破坏对于牙周病、牙本质龋病、牙髓炎的进展

及牙本质黏结的失败有重要影响。 

目的：检测冠根部牙本质内基质金属蛋白酶的含量及其分布特点。 

方法：牙本质粉经盐酸胍提取，然后经 EDTA 循环脱矿，再经盐酸胍提取。采用免疫印迹与免疫酶联吸附反应检测

提取物中基质金属蛋白酶 8，20 的含量，对比二者在牙冠部和牙根部内的分布特点。  

结果与结论：免疫印迹结果及免疫酶联吸附检测结果均显示，提取物中含有基质金属蛋白酶 8，20。未矿化牙本质提

取蛋白 G1 中基质金属蛋白酶 8，20 含量较低，EDTA 反复提取矿化牙本质蛋白 E1 中含量较高，脱矿后提取蛋白

G2 中 2 种基质金属蛋白酶的含量最低。基质金属蛋白酶 8，20 在牙冠和牙根部表达量基本类似。提示冠根部牙本质

中含有基质金属蛋白酶 8，20，它们大多存在于矿化牙本质中，其在牙根和牙冠中的含量基本类似。 

 

关键词：基质金属蛋白酶 8；基质金属蛋白酶 20；牙本质；免疫印迹法；免疫酶联吸附反应 

doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.24.032 

缩略语：MMPs: matrix metalloproteinases，基质金属蛋白酶 

 

朱梓园，周  恬，张保卫. 人牙冠及根部牙本质内基质金属蛋白酶 8，20 的测定及分析[J].中国组织工程研究，2012，

16(24):4526-4529.      [http://www.crter.org  http://cn.zglckf.com] 

 

 

0  引言 

 

基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases，

MMPs)是一种水解细胞外基质的蛋白裂解酶，

包括基质中以及整合于质膜中的各种胶原酶和

弹性蛋白酶等，能降解几乎所有的细胞外基质蛋

白以及许多非结构性蛋白
[1-2]

。研究表明MMPs

在牙周病、牙本质龋病、牙髓炎的进展中发挥

重要的作用
[3-4]

。 
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近年来，有学者提出部分MMPs在含水环

境中，可导致牙本质-树脂界面混合层的胶原纤

维结构发生变化
[5]
，从而对树脂与牙本质的黏结

强度产生影响
[6-7]

。目前认为人牙本质基质中主

要存在明胶酶MMP-2，9
[8]
。其他如间质胶原酶

MMP-8和MMP-20以及基质溶解酶MMP-3等在

牙本质中的含量及活性尚未得到明确结论
[9-10]

。 

近来对于牙冠部牙本质中MMPs含量、分

布及活性的报道较多，而对于其在牙根部牙本

质中表达的研究较少
[11-12]

。有报道称因为牙冠

部和牙根部的牙本质构成的差异或可导致冠根

部牙本质内MMPs的含量和活性不同
[13-14]

。本

实验通过制取牙本质粉，检测冠根部牙本质中

的MMP-8，20的含量，为分析牙本质内MMPs

对树脂黏结的影响提供理论基础
[15]

。 

 

1  材料和方法 

 

设计：免疫分析实验。 

时间及地点：于2011-06/11在上海市第九

人民医院口腔修复科及上海市口腔医学重点实

验室完成。 

材料：收集上海交通大学医学院附属第九

人民医院口腔颌面外科拔除的30颗健康第三磨

牙作为观察对象，30例患者中男15例，女15例，

年龄20~30岁，无全身性疾病，牙齿无龋，无

釉质发育不全，无牙周病。患者对检查方案均

知情同意，且得到医院伦理委员会批准。 

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

材料： 

实验分组和标本处理：牙齿拔出后，迅速置

PBS中保存。在釉牙骨质界截为冠、根两部分，

即牙冠牙本质组及牙根牙本质组。去除牙髓组

织，磨除牙骨质和牙釉质。处理后的冠根部牙

本质块在液氮-70 ℃冰冻3 min。然后冠根组分

别用打磨机磨成牙本质粉。-20 ℃保存
[16]

。 

提取牙本质蛋白： 

收集未脱矿的蛋白(G1提取物)：牙冠组和牙

根组的牙本质粉 (每份2 g)在4 ℃环境下经     

2.5 mol/L NaCl振荡过夜以去除杂质。纯化后的牙

本质粉用蒸馏水冲洗2次。然后加入盐酸胍溶液  

(4 mol/L盐酸胍，65 mmol/L Tris-HCl，pH 7.4)

中连续振荡2次，每次48 h。溶液中加入蛋白酶抑

制剂。离心2 000 r/min，10 min，取上清液透析，

冷冻干燥，收集未脱矿的蛋白，-20 ℃冰冻保存。 

收集与矿化有关的蛋白(E1提取物)：经上

步盐酸胍处理离心后沉淀的牙本质粉用    

0.5 mol/L EDTA，pH 7.4脱矿，每96 h更换溶

液，循环4次，离心，透析，冷冻干燥，收集与

矿化有关的蛋白。 

收集脱矿后的蛋白(G2提取物)：经EDTA脱

矿后离心沉淀的牙本质粉再次经盐酸胍处理，

收集脱矿后的蛋白
[17]

。 

BCA蛋白浓度测定法测量每一步中提取物

的总蛋白浓度见表1。 

 

 

 

 

 

 

牙本质中MMP-8，20的检测： 

免疫印迹(Western Blot)：准备冠根组的G1，

E1，G2，在离心管中与缓冲液混合，置99 ℃水

浴5 min，配置聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)，加

入蛋白质电泳标准分子量及冠根组的G1，E1，

G2，电泳(250 V，70 min)，转膜(50 V，250 mA，

2 h)。将膜置于杂交袋内，加入封闭液，并按     

1 000 ∶ 1 加入兔抗人 MMP-8 单克隆抗体

MMP-8，封闭后4 ℃置12 h。之后膜经洗涤，加

入稀释后的鼠抗兔第二抗体孵育1 h，ECL显色。

同样步骤再加入单克隆抗体MMP-20检测。 

免疫酶联吸附反应检测：采用免疫酶联吸附

反应试剂盒。用免疫酶联吸附反应双抗夹心法检

测MMP-8，20在牙齿中不同部位的含量。取出冻

存的提取蛋白样本，室温下解冻。10 000 r/min

离心10 min，取出滤纸条，静置备用。按说明 

试剂及仪器 来源 

蛋白酶抑制剂 

兔抗人 MMP-8，20 单克隆

抗体 

蛋白质分子质量标准 

免疫酶联吸附反应试剂盒 

打磨机 

 

冷冻干燥机 

多功能酶标仪 

Sigma，美国 

Bioworld，美国 

 

Fermantas, 加拿大 

R&D，美国 

Cryomill, Retsch, Haan, 

德国 

Benchtop, 美国 

Tecan M1000，瑞士 

表 1  每一步中提取物的总蛋白浓度 
Table 1  Total protein concentration from extracts in 

each step                          (g/L) 

Step Crown Root dentin 

 

G1 

 

0.166 

 

0.234 

E1 0.108 0.125 

G2 0.223 0.253 
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书配制洗涤液、工作液及进行操作测试。用多功能酶标

仪450 nm测得每个孔的吸光度值。以系列标准品作标准

曲线，根据标准曲线得出每一孔MMP-8，20的含量，获

得每一样本的浓度。 

主要观察指标：MMP-8，20在牙本质中的含量。 

   

2  结果 

 

2.1  免疫印迹结果  Western Blot 确认了MMP-8及

MMP-20存在于冠根部牙本质，两者的相对分子质量均

在50 000左右，MMP-8及MMP-20在牙冠和牙根牙本质

中表达较为相似，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  免疫酶联吸附反应结果  见表2。结果显示，牙冠

组和牙根组牙本质内均含有MMP-8和MMP-20，其含

量在牙冠和牙根部基本类似。G1提取蛋白中MMP-8，

20含量较低，E1中含量较高，而G2中两种MMP-8，20

的含量较G1中更低，差异有显著性意义(P < 0.05)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

成熟的牙本质细胞和牙髓组织中都存在MMPs，在牙

本质形成过程中，以酶原的形式钙化于牙本质中，在某些

特定情况下如细菌产酸和黏结酸蚀时会激活MMPs，使其

在牙本质龋和黏结界面降解过程中发挥重要作用
[18-19]

。

MMPs家族中MMP-8主要由中性粒细胞产生，能水解蛋白

质，破坏胶原纤维，使结缔组织破坏、胶原降解
[20]

。而

MMP-20则参与了釉基质蛋白的降解过程
[21-22]

。 

在本文中采用Western Blot及免疫酶联吸附法检测

证实了在冠部和根部的牙本质中均含有两种间质胶原

酶MMP-8和MMP-20。MMP-8和MMP-20在E1中含量较

高，在经EDTA脱矿后提取的蛋白(G2)中的表达较弱，

提示此种酶经过EDTA反复脱矿已被基本提取。另外，

过低pH值可能会导致MMP的活性降低，在G2中经

EDTA反复脱矿后MMP-8和MMP-20可能被抑制。免疫

酶联吸附反应检测结果与此结果相符，显示牙冠部和牙

根部牙本质提取的G2中MMP-20和MMP-8的含量非常

低，且数据较为不稳定。此结果提示，这两种MMP大多

存在于矿化的牙本质中，酶活性的释放主要依赖于牙本

质基质的脱矿，如树脂黏结过程中的酸蚀反应
[23]

。该结

论与Sulkala等
[24]

学者得出结论相似。不同的是，Sulkala

等
[24]

在未矿化牙本质提取蛋白G1中并未检测到

MMP-20的存在，而本实验在G1检测到微量MMP-8和

MMP-20，它们可能来源于成牙本质细胞分化过程的残

余物或成牙本质细胞受到外界刺激后的释放物，并存在

于牙本质小管中，或者松散的贴附在牙本质小管壁上。 

由于牙本质中MMPs的存在，对牙本质的表面处理可

能会改变牙本质内MMPs的活性，使其逐渐降解混合层底

部的胶原纤维，损害了混合层的完整性，降低结接的耐

久性
[25-26]

。目前对牙冠部MMPs的研究相对较多。而根内

牙本质内的MMPs同样可能受到影响，如根内修复体黏结

过程中使用酸蚀剂可能会激活牙本质源性的MMPs
[27]

。 

Santos等
[28]

研究结果显示牙根部MMP-2含量高于

相应的牙冠部MMP-2，原因是由于牙根部牙本质矿化程

度较牙冠部低，因此使用EDTA后更易于从牙本质蛋白中

提取。而本实验对MMP-8和MMP-20采用Western Blot

检测结果显示，无论在未矿化牙本质提取蛋白(G1)中，

EDTA反复提取矿化牙本质蛋白(E1)还是脱矿后提取蛋

白(G2)中，MMP-8和MMP-20在牙根和牙冠部牙本质中

的表达基本相似，均为G1中有表达，E1中表达较强，G2

中表达微弱。免疫酶联吸附反应检测数据支持上述结果。 

本实验通过免疫印迹和免疫酶联吸附反应，证明了

MMP-8和MMP-20存在于人冠、根部牙本质
[29]

。并且其

在牙根部牙本质中的分布及含量基本与在牙冠牙本质

中类似，桩核修复体黏结过程中某些因素可能影响牙本

a
P < 0.05, vs. G1 at the same site 

表 2  基质金属蛋白酶 8和基质金属蛋白酶 20在牙齿不同部位 
的含量比较 

Table 2  Contents of matrix metalloproteinases (MMP)-8 and 
-20 in different dentin parts        (x

_

±s, n=30, μg/L) 

Site MMP-8 MMP-20 

 

G1 of crown dentin 

 

3.23±1.73 

 

5.05±1.86 

G1 of root dentin 5.46±2.53 5.23±3.24 

E1 of crown dentin 28.36±6.75
a
 16.52±5.12

a
 

E1 of root dentin 20.54±7.05
a
 21.65±5.46

a
 

G2 of crown dentin  0.66±0.28
a
  1.32±1.05

a
 

G2 of root dentin  1.13±1.28
a
  0.78±0.52

a
 

 

Figure 1  Western blot analysis of crown and root dentin 
samples      

图 1  冠根组牙本质样本的 Western Blot 分析结果 

1       2       3      4       5        6 

MMP-20 

1       2       3      4       5        6 

MMP-8 

1: G1 extracts of crown dentin; 2: G1 extracts of root dentin; 3: E1 

extracts of crown dentin; 4: E1 extracts of root dentin; 5: G2 extracts of 

crown dentin; 6: G2 extracts of root dentin 

MMP: matrix metalloproteinases  
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质中MMPs活性从而促使牙本质胶原纤维降解
[30]

。探讨

并控制这些影响因素以提高修复体黏结的持久性将是

今后的研究方向。 

致谢：感谢上海市口腔医学重点实验室。 
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