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定量光导荧光技术评价CPP-ACP联合多乐氟

对釉质抗酸性影响的实验研究
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摘 要:目的 利用定量光导荧光技术,研究酪蛋白磷酸肽-无定形磷酸钙(CPP-ACP)联合多乐氟对釉质抗酸性的影

响及作用。方法 收集在右江民族医学院附属医院口腔科就诊正畸减数前磨牙32颗,随机分为4组,分别为去离子水

组、CPP-ACP组、多乐氟组及联合组,每组8颗牙,术前使用定量光导荧光系统检测各组基线处的荧光损失量(△F)、脱
矿面积(Area)、病变体积(△Q)值,去离子水组未作特殊处理,CPP-ACP组、多乐氟组、CPP-ACP联合多乐氟组实验分别

进行CPP-ACP涂布、多乐氟涂布、CPP-ACP联合多乐氟涂布,将所有标本放入脱矿液中72h,72h后停止实验,定量光

导荧光系统拍摄每组标本的荧光图像,对数据进行统计学分析。结果 ①脱矿前QLF值:4组各 QLF变量基线值间差

异无统计学意义(P>0.05),具有可比性;②QLF荧光图片结果:4个不同处理组表现病损区荧光强度的损失,但病损的

严重程度不一,其中联合组颊侧面形成的病损面积最少,荧光损失最轻;③脱矿后QLF值:与去离子水组比较,CPP-ACP
组、多乐氟组以及联合组的早期龋病损较轻,其中联合组△F、Area、△Q最少。各组脱矿后△F、Area、△Q差异比较具

有统计学意义(P<0.05);组间两两比较,各组组间△F、Area、△Q差异均具有统计学意义(P<0.05);④扫描电镜结

果:原样标本釉质表面平整,无釉柱晶体溶解及孔隙结构;去离子水组呈典型酸蚀样外观;CPP-ACP组、多乐氟组、联合

组釉质表面地貌均有一定程度的破坏,联合组破坏最轻。结论 QLF可以作为一种对釉质早期龋矿物质含量动态变化

进行定量的诊断方法;CPP-ACP、多乐氟均能抑制釉质脱矿,其中两者联合使用时抗酸效果最佳,多乐氟次之,CPP-ACP
抗酸作用最弱。
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  Abstract: Objective Tostudytheeffectsofcaseinphosphopeptide-amorphouscalciumphosphate(CPP-
ACP)combinedwithDuraphatonacidresistanceofenamelbyquantitativelight-inducedfluorescence(QLF).
 Methods Atotalof32orthodonticextractedpremolarswerecollectedfromtheDepartmentofStomatology,

theAffiliatedHospitalofYoujiangMedicalUniversityforNationalities,andrandomlydividedinto4groups:

deionizedwatergroup,CPP-ACPgroup,Duraphatgroup,andcombinationgroupofDuraphatandCPP-ACP,

with8teethineachgroup.Thefluorescenceloss(△F),demineralizationArea(Area),andlesionvolume
(△Q)valuesatbaselineofeachgroupsweredetectedbyquantitativelight-inducedfluorescencesystembefore
operation.Thedeionizedwatergroupreceivednospecialtreatment,whiletheCPP-ACPgroup,Duraphat
group,andthecombinationgroupwereconductedwithCPP-ACPcoating,Duraphatcoating,andCPP-ACP
combinedwithDuraphatcoating,respectively.Allsampleswereplacedindemineralizationsolutionfor72
hoursbeforetheexperimentwasstopped.Fluorescenceimagesofsamplesineachgroupwerecapturedby
quantitativelight-inducedfluorescencesystem,andthedatawereanalyzedstatistically. Results ①QLFval-
uesbeforedemineralization:TherewasnostatisticaldifferenceinQLFbaselinevaluesamongthe4groups(P
>0.05),indicatingthereiscomparability;②ResultsofQLFfluorescencepictures:The4differenttreatment
groupsshowedalossoffluorescenceintensityinthecarieslesionarea,buttheseverityofthelesionvaried.A-
mongthem,theareaoflesionsformedonthebuccalsurfaceinthecombinationgroupwasthesmallestandthe
fluorescencelosswastheleast;③ QLFvaluesafterdemineralization:Comparedwiththedeionizedwater
group,theCPP-ACPgroup,Duraphatgroupandcombinationgrouphadmilderearlydentalcarieslesions,

withthecombinationgrouphavingthelowest△F,Area,and△Q.TherewerestatisticaldifferencesinΔF,

Area,andΔQbetweengroupsafterdemineralization(P<0.05);Pairwisecomparisonamonggroupsshowed
statisticaldifferencesin△F,Areaand△Q(P<0.05);④Resultsofscanningelectronmicroscope:Theen-
amelsurfaceoftheoriginalsamplewassmooth,withoutdissolutionofenamelprismcrystalsorporestruc-
tures;thedeionizedwatergroupshowedatypicalacid-etchedappearance;theenamelsurfacetopographyinthe
CPP-ACPgroup,Duraphatgroupandthecombinationgroupallhadacertaindegreeofdamage,withthecom-
binationgrouphavingtheleastdamage. Conclusion QLFcanbeusedasadiagnosticmethodtoquantifythe
dynamicchangesofmineralcontentofearlydentalcaries;bothCPP-ACPandDuraphatcaninhibitenamel
demineralization,withthecombineduseofbothhavingthestrongestacidresistanceeffects,followedbyDura-
phat,andCPP-ACPhavingtheweakestacidresistanceeffects.
  Keywords: quantitativelight-inducedfluorescencetechnique;toothremineralization;caseinphosphopep-

tide-amorphouscalciumphosphate;Duraphat;dentalcaries

  早期龋[1-2]指的是釉质因致龋微生物形成牙菌斑

代谢产酸而脱矿,且脱矿发生在釉质表层下而未形成

龋洞的部分龋损,常表现为牙釉质的白垩色斑块。传

统的修复方法是手术治疗,然而在近几年里,随着人们

对龋病认知的不断深化,局部用药靶向抑制致龋菌菌

斑生物膜活性及促进已脱矿釉质再矿化,从而探索简

便、高效、无创、安全的防治手段成为可能。定量光导

荧光(quantitativelight-inducedfluorescence,QLF)[3]

是一种检测早期龋病病变和监测预防性干预措施的潜

在工具,QLF的工作原理是牙釉质自身荧光、检测和

检测定量与脱矿相关的荧光损失在时光散射的增加使

病变在亮绿色背景上出现暗点,荧光图像的损失可以

量化与相邻的健康组织。对牙齿的荧光图像进行记

录、数字化和定量分析。QLF在体内的可靠性似乎非

常适合定量光滑表面的初步龋变。本研究应用 QLF

方法,比较去离子水组、CPP-ACP组、多乐氟组及联合

组对光滑面早期龋损的抑制效果,同时评价QLF方法

用于纵向病变跟踪监测和评价不同龋病干预措施效果

的可能性。

1 材料与方法

1.1 研究对象及纳入和样本制备

1.1.1 研究对象 收集在右江民族医学院附属医院

口腔科就诊的因正畸减数拔牙的新鲜前磨牙34颗,本
研究经右江民族医学院附属医院伦理委员会批准,所
有参与实验的患牙其家属术前均签署知情同意书。纳

入标准:在显微镜下观察,要求牙齿根尖孔发育完全;
冠根均无龋、无四环素牙、无釉质发育不全或矿化不

全;牙冠形态正常,无隐裂;无牙体缺损及充填体,无明

显色素沉着。

1.1.2 样本制备 将34颗前磨牙依次用600目、800
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目碳化硅水砂纸在流水下对颊侧面釉质进行抛光。从

中随机选取2个牙齿标本放入生理盐水,不作任何处

理,作为电镜检查对照。剩余32颗前磨牙于颊侧面中

央建立大小4mm×4mm正方形开窗区,其余牙体表

面用透明抗酸指甲油覆盖,随机分为4组,每组8颗

牙,并为每组各个标本制作硅橡胶底座。

1.1.3 主要实验仪器 定量光导荧光系统(Inspek-
torResearchSystemsBV)、CPP-ACP糊剂(GC公司

日本)、多乐氟(高露洁棕榄有限公司 美国)、乙酸(上
海生工生物有限公司)、氢氧化钠(上海生工生物有限

公司)、去离子水(右江民族医学院实验室提供)、抗酸

指甲油(美宝莲有限公司)、实验室PH 计(上海梅特

勒-托利多公司)、37℃电热水浴恒温箱(北京利康达

圣科技发展有限公司)、4℃冰箱(中国海尔公司)、电
热恒温鼓风干燥箱(广州市星烁仪器有限公司)、场发

射扫描电子显微镜(日本高新技术公司/英国牛津公

司)。

1.2 方法 术前使用定量光导荧光系统检测各组基

线处的△F、Area、△Q值,然后对各组开窗区分别进

行以下处理:①去离子水组:气枪吹干牙面,去离子水

冲洗;②CPP-ACP组:气枪吹干牙面,小棉棒均匀涂布

CPP-ACP,完全覆盖开窗区,10min后去离子水冲洗,
按照使用说明每天早晚各涂布1次;③多乐氟组:气枪

吹干牙面,小棉棒均匀涂布多乐氟,完全覆盖开窗区,

10min后去离子水冲洗;④联合组:CPP-ACP每天早

晚各涂布1次,而多乐氟只在第1天涂布,涂布方法同

上,10min后去离子水冲洗。将处理完毕的标本浸泡

在人工脱矿液中,置入37℃电热恒温水浴箱中进行

PH循环实验,每天更换脱矿液,72h后取出,所有标

本用生理盐水冲洗干净并用气枪吹干,利用定量光导

荧光系统拍摄每组标本的荧光图像。

1.3 QLF图像摄取及分析 所有牙釉质标本均于抗

酸实验处理前(基线)和处理后第3天由同一操作员在

无环境光的暗房中使用定量光导荧光系统拍摄 QLF
图像。在每次拍摄QLF图像之前,将标本的釉质表面

用气枪吹干5s。由系统自带的软件Q-Rayv1.42保

存并分析荧光图像,见图1。界定病损范围,由系统的

分析软件测量每个标本的荧光损失百分比(△F,%),
相应的脱矿面积(Area,px2),病变体积(△Q,%px2),
以确定病变严重程度,设置△F值变化-5%为病损阈

值。

注:A.原始QLF图像;B.人工描绘病损区域;C.自动生成参考的图像;

D.在原始图像上显示所选区域中每个像素的荧光损失。

图1 病损区荧光损失分析步骤

1.4 扫描电镜观察釉质表面形貌 抗酸实验结束后,
每组随机选取2个实验标本以及在生理盐水中备份保

存的2个原样标本,用高速涡轮手机将这10颗离体牙

切割成包含实验开窗区在内的约为4mm×4mm×2
mm大小的釉质块,见图2。清洁开窗区表面,鼓风干

燥箱中干燥72h,离子溅射喷金,抽真空,放大倍数20
000倍,扫描电镜观察抗酸实验后开窗区釉质表面形

貌。

1.5 统计学方法 利用SPSS26.0软件进行统一分

析,Kolmogorov-Smirnov检验方法检验每组数据正态

性,均服从正态分布。计量资料采用(췍x±s)表示,采用

单因素方差分析对不同处理组进行比较,组间两两比

较采用LSD检验法,P<0.05为差异有统计学意义。

图2 4mm×4mm×2mm大小釉质块

2 结果

2.1 抗酸实验前各组人工釉质龋标本的QLF均值 
见表1。
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表1 实验前各组的QLF值比较

组别 △F/% Area/px2 △Q/%px2

去离子水组 5.93±0.32 5.50±0.76 32.38±5.21
CPP-ACP组 5.49±0.30 5.50±0.76 30.25±4.40
多乐氟组 5.91±0.41 5.25±1.16 32.13±4.88
联合组 5.88±0.40 5.25±0.89 30.50±4.44
F 2.723 0.203 0.424
P 0.063 0.894 0.737

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示。

2.2 脱矿后各组人工釉质龋标本的QLF荧光图片结

果 在QLF荧光图片中显示为亮度减弱的荧光损失

暗区,4个不同处理组形成病损的严重程度不一。从

图片中可以看出,联合组颊侧面形成的脱矿面积最少,
荧光损失最轻。见图3。

注:A.去离子水组;B.CPP-ACP组;C.多乐氟组;D.联合组图。

图3 各组QLF荧光图片

2.3 脱矿后各组人工釉质龋标本QLF均值比较 在

脱矿液中连续浸泡3d后,4组标本的颊侧面开窗区均

形成了不同程度的脱矿病损。与去离子水组比较,

CPP-ACP组、多乐氟组以及联合组的早期龋病损较

轻,其中联合组△F、Area、△Q 最少。各组脱矿后

△F、Area、△Q 比 较 差 异 具 有 统 计 学 意 义 (P <
0.001);因此进一步进行组间两两比较,各组组间△F、

Area、△Q差异均具有统计学意义(P <0.05),见表

2。

表2 实验后各组的 QLF检测比较

组别 △F/% Area/px2 △Q/%px2

去离子水组 -22.47±0.55 7072.63±25.23 -158916.12±3844.51
CPP-ACP组 -10.55±0.32a 3496.88±168.07a -36972.25±2753.28a

多乐氟组 -9.10±0.50ab 2397.88±35.39ab -21822.00±1183.71ab

联合组 -8.57±0.35abc 1442.88±32.52abd -12412.37±743.34abd

F 1809.606 6212.414 6147.860
P <0.001 <0.001 <0.001

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与去离子水组比较,a:P<0.001;与CPP-ACP组比较,b:P<0.001;与多乐氟组比较,

c:P<0.05,d:P<0.001。

2.4 扫描电镜观察结果 扫描电镜下观察原样标本

釉质表面平整,质地致密光滑,未见有釉柱晶体溶解及

孔隙结构,见图4A;去离子水组可见明显的酸蚀样外

观,釉柱晶体大量溶解,质地疏松,表面明显粗糙不平,
大量散在的孔隙及裂缝状结构存在,见图4B;CPP-
ACP组可见釉质表面有少量微观颗粒或小球,伴有少

量大块状杂质吸附,孔隙结构较少,见图4C;多乐氟组

可见釉质表面层叠状矿物质连接成片,伴有小颗粒结

晶沉积在孔隙,孔隙结构较少,见图4D;联合组可见釉

质表面少许裂隙及磨痕,几乎无孔隙,质地致密光滑,
有不同程度的高密度矿物质覆盖,见图4E。

3 讨论

目前,针对检测龋病的方法通常有国际龋病检测

评估系统、扫描电子显微镜观察、显微硬度测试、激光

荧光检测(DIAGNOdent)、显微放射照相、定量光导荧

光技术、光学相干断层扫描术等[4-7]。QLF是荷兰In-
spektorResearchSystemsBV公司在1994年开发出

来的一种基于牙齿的自体荧光而发展起来的光学诊断

技术。本实验使用的第二代新型设备QLF-DBilu-mi-
natorTM 由安装在装有60mm微距镜头的单反相机

上的双面发光器组成,以波长波谱范围为385~425
nm激光束作为光源。该技术可以用于检测和量化龋
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注:A.原样釉质;B.去离子水组;C.CPP-ACP组;D.多乐氟组;E.联合组。

图4 扫描电镜图片

白斑病变,以及监测早期光滑面病损脱矿和再矿化的

动态变化过程,准确性和可重复性较高。使用QLF技

术可在整个操作期间由一位操作员执行,减少误差和

标准一致性检验的工作。邢向辉等[8]利用 QLF技术

纵向监测含氟涂膜对离体牛牙釉质再矿化过程的动态

变化,结果显示QLF技术适用于观察光滑面人工龋损

中矿物质含量改变的动态过程。沈红等[9]应用 QLF
技术评价114名幼儿的201颗乳磨牙牙合面窝沟封闭

半年效果,结果显示窝沟封闭后6个月内封闭区域的

红色荧光比封闭前明显减少,显示窝沟封闭剂具有阻

挡菌斑及软垢在牙面附着的能力,得出结论:QLF适

用于在临床中评价窝沟封闭效果,可作为跟踪患者预

防性治疗效果的支持方法之一。定量光导荧光技术拍

摄简单,且准确性高,因此本实验采用了定量光导荧光

技术对牙釉质标本矿物质含量变化进行量化分析。
非矿化治疗早期龋病变已被证实在临床实践中具

有显著的优势[10]。用氟化物治疗已被证明可以提高

再矿化率,并已被广泛用于增加早期龋病的再矿化。
酪蛋白磷酸肽(CPP)具有稳定无定形磷酸钙(ACP)的
能力,CPP-ACP复合物具有缓冲pH,防止脱矿到增强

再矿化的作用。CPP-ACP作为氟化物的辅助治疗已

经显示出了良好的结果[11]。在本研究中,在 QLF荧

光图像中表现为联合组形成的病损明显较去离子水

组、CPP-ACP组、多乐氟组形成的病损轻微,联合组

△F、Area、△Q最少。各组脱矿后△F、Area、△Q差

异比较具有统计学意义。实验表明CPP-ACP与多乐

氟联合运用可以有效抑制牙釉质光滑面早期龋损形成

的作用,两者联合运用能提高釉质的抗酸性,起协同效

应,与 THIMMAIAHC等[12]学者的研究结果一致。
CPP-ACP对治疗咬合牙表面的早期龋齿病变有良好

的疗效。当病变位于光滑表面时,氟化物和CPP-ACP
联合治疗可达到与氟化物单药治疗相同的效果。对于

咬合病变,CPP-ACP和氟化物联合治疗甚至可能比氟

化物单药治疗提高疗效。然而,未来还需要更多的大

样本严格的研究来证实CPP-ACP在治疗早期龋病方

面的优势。
本研究扫描电镜结果显示,原样釉质标本表面平

整,符合正常釉质扫描电镜下地貌,说明本次实验选取

的标本釉质矿化程度及发育状态良好,无矿化不良现

象。去离子水处理的釉质标本经过脱矿液浸泡后,表
面呈现明显的酸蚀样地貌,釉柱晶体大量溶解析出,质
地疏松,表面明显粗糙不平,大量散在的孔隙及裂缝状

结构存在,与釉质早期龋损病变相似,可能是釉质与酸

直接接触一定时间后,釉柱晶体间的间隙被打开,并一

直呈开放状态,为酸持续向釉质内侵蚀提供通路,晶体

溶解析出,最终形成“空洞”样的微孔结构,说明去离子

水不能阻碍酸对釉质的侵蚀,不能增加釉质抗酸蚀的

能力。CPP-ACP处理的釉质标本经脱矿液浸泡后,表
面呈现少量不规则微观颗粒或小球,伴有少量大块状

杂质吸附,孔隙结构较少,可能是CPP-ACP作为钙磷

等物质的储存库,在酸性环境中,释放出高浓度的钙、
磷酸根离子向釉质内部转运,减少釉质矿物质流失,阻
挡釉质脱矿,图示的不规则白色颗粒或小球状微观晶

体或许就是储存部位的体现,并且说明CPP-ACP可

以保护釉质不被脱矿,增强抗酸能力。但是CPP-ACP
为何能提高釉质的抗酸性,其中的机制现在还不是很

清楚。有些学者推测这其中的原理可能与CPP-ACP
的再矿化能力有关[13]。多乐氟处理的釉质标本经脱

矿液浸泡后,表面显示为叠状矿物质连接成片,伴有小

颗粒结晶沉积在孔隙,孔隙结构较少,可能是多乐氟与

牙釉质表面接触后形成氟化钙,氟化钙在在酸性环境

中溶解释放出氟离子,再次与羟基磷灰石形成氟磷灰

石矿物质沉积于釉质表面及孔隙中,提示多乐氟具有

增强釉质抗酸性,抑制脱矿的作用。其中,经 CPP-
ACP与多乐氟联合处理的釉质表面几乎无孔隙,质地

致密光滑,有不同程度的高密度矿物质覆盖,脱矿程度

最轻,说明CPP-ACP与多乐氟联合运用的抗酸蚀能

力最强,起协同作用。然而两者联合运用时,有研究表

明[14]先使用CPP-ACP后使用氟化物产生的再矿化作

用更早且再矿化程度更高。研究发现可能的原因是先

使用氟化 物可能会导致氟磷灰石在釉质表面沉积,导
致龋白斑表面孔隙孔径减小、数量减少,进而影响

CPP-ACP向病变深部渗透发挥作用。同时有临床试

验也得出了相同的结果[15]。因此上述结果提示在实

验设计时,联合使用氟化物尤其是氟化物浓度较高时,
应谨慎考虑使用顺序可能对结果造成的影响。
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