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载锌/相转变溶菌酶中空介孔二氧化硅纳米粒子的
制备及在牙本质小管封闭中的应用
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摘要 开发了一种新型牙本质小管封闭材料, 其具有锌的抗菌性、 相转变溶菌酶(PTL)的表面黏附性和中空介

孔二氧化硅(HMSN)的可搭载药物特性 . 首先, 利用硬模板法和选择性刻蚀法, 以硅酸四乙酯为硅源制备了

HMSN; 通过HMSN表面负电荷的静电作用吸附Zn2+, 制得Zn2+@HMSN; 随后, 使用PTL包覆Zn2+@HMSN, 获得

了具有抗菌性和黏附性的Zn2+/PTL@HMSN复合材料 . Zn2+/PTL@HMSN不仅具有优异的生物相容性, 可严密封

闭牙本质小管, 还具有良好的耐酸耐磨稳定性; 并且Zn2+/PTL@HMSN可有效抑制变异链球菌的黏附, 在治疗

牙本质敏感方面具有良好的应用潜力 .
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Abstract This study developed a novel dentinal tubule sealant material that combines the antibacterial properties of 
zinc， the surface adhesivity of phase-transitioned lysozyme（PTL）， and the drug-loading capabilities of hollow       
mesoporous silica（HMSN）. Initially， HMSN were synthesized using the hard templating method and selective       
etching， with tetraethyl orthosilicate as the silica source. The negatively charged surfaces of HMSN adsorbed Zn2+ 
ions through electrostatic attraction， forming Zn2+@HMSN. Subsequently， Zn2+@HMSN was encapsulated with PTL， 
resulting in Zn2+/PTL@HMSN composite material which exhibited antibacterial activity and enhanced adhesion.     
Zn2+/PTL@HMSN not only exhibited outstanding biocompatibility which could seal dentinal tubules effectively，      
but also demonstrated robust resistance to acid and wear. Zn2+/PTL@HMSN significantly inhibited the adhesion of 
streptococcus mutans， underscoring its great potential for treating dentinal hypersensitivity.
Keywords Hollow mesoporous silica； Phase-transitioned lysozyme； Dentinal hypersensitivity； Dentinal tubule；      
Antibacterial property
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牙本质敏感症是临床常见的口腔疾病， 在 18~35岁人群中的患病率约为 42%［1］.  其特征为由于龋

病和酸蚀等导致牙本质暴露［2］， 在受到外界温度、 化学和机械等刺激时产生短暂且尖锐的疼痛 .  因此， 
封闭暴露的牙本质小管是治疗牙本质敏感的关键 .  基于流体动力学假说［3］， 临床常见的治疗策略为堵

塞开放的牙本质小管， 以隔绝外界刺激， 减少牙本质小管液流动［4，5］.  传统治疗手段使用生物活性玻璃

和羟基磷灰石颗粒为主要成分的脱敏剂以及激光处理等［6~8］， 但上述方法主要是堵塞牙本质小管， 忽视

了其它潜在问题［9］.  如， 日常咀嚼会影响堵塞物的稳定性、 胶原纤维持续脱矿会影响牙本质的机械性

能、 牙本质的低矿化水平使其与釉质相比更易受到致龋菌的攻击而形成龋齿［10，11］以及致龋菌产酸对封

闭效果的耐久性产生威胁 .  因此， 理想的牙本质小管封闭策略需重视堵塞物的长期稳定性和抑菌性 .
锌是人体必须的微量元素［12］， 在唾液、 牙菌斑和牙体硬组织中广泛存在 .  因其具有预防牙菌斑和

牙结石形成的作用而被广泛添加到漱口水和牙膏中［13，14］.  氧化锌丁香酚、 磷酸锌和聚羧酸锌均为临床

常见抑菌材料［15］.  Sánchez等［16］研究发现， 锌纳米粒子对致龋菌及牙周病致病菌均具有杀伤作用以及

抗生物膜形成能力 . 因为锌可通过破坏细菌细胞膜使功能酶失活、 扰乱细菌代谢活动和诱导氧化应激

等方式发挥抗菌作用［17，18］.  Toledano-Osori等［19］研究发现， 锌纳米粒子可通过诱导磷酸钙形成来严密封

闭牙本质小管 .  为了提高治疗的稳定性， 封闭材料最好同时具有耐酸性、 耐磨性以及缓释能力 .  介孔

二氧化硅纳米粒子具有高比表面积、 有序的骨架结构和良好的化学稳定性， 近年来作为药物递送纳米

载体已在生物医学领域得到广泛应用［20，21］.  基于其良好的机械性能和耐酸性， 介孔二氧化硅在牙本质

小管封闭中起到重要作用［7］.  中空介孔二氧化硅（HMSN）因具有独特的介孔壳层和中空结构而成为近

年来的研究热点［22］.  HMSN比介孔二氧化硅具有更高的比表面积， 能够装载更多的药物并起到缓慢释

放的作用［23］.  但为了获得长期封闭效果， 需增加HMSN与牙本质的黏附性 .  材料设计与应用的进步依

赖于材料表面工程策略的发展［24，25］.  受到贻贝黏附特性的启发， 聚多巴胺已成为材料表面修饰的研究

热点 .  聚多巴胺涂层在诱导牙本质再矿化中具有促进作用［26］， 但其反应速率较慢， 无法满足牙本质敏

感患者急需缓解疼痛的需求 .  相转变溶菌酶（PTL）在2 min内即可在各种基材表面形成一层致密的纳

米膜［1］.  PTL的表面黏附机制为溶菌酶分子中的二硫键在三（2-羰基乙基）磷盐酸盐的还原作用下打开， 
使溶菌酶α螺旋结构发生相变， 形成β片层结构， 从而暴露出溶菌酶中的氨基、 羟基和羧基等活性官能

团［27］， 为其黏附与修饰提供结合位点 .  同时， PTL薄膜在经历多种有机酸的刻蚀以及3M胶带的撕拉后

仍可与基材表面紧密黏附， 表现出良好的稳定性， 因此， 其在提高材料与牙本质之间黏附性方面具有

应用潜力［24］.
本文结合锌的良好抗菌性、 PTL的表面黏附性以及HMSN的可搭载药物特性， 设计了一种具有堵

塞稳定性及抗菌防龋功能的牙本质小管封闭材料 .  首先， 通过硬模板法和选择性刻蚀法制备了        
HMSN.  HMSN具有独特的中空及介孔结构， 可有效搭载锌离子 .  随后， 使用PTL涂层对负载锌后的

HMSN进行包覆， 以促进材料与牙本质的紧密结合， 获得了Zn2+/PTL@HMSN复合材料 .  体外牙本质小

管封闭实验及抗菌性能检测表明， Zn2+/PTL@HMSN在治疗牙本质敏感方面具有应用潜力（Scheme 1）.

Scheme 1　Synthesis process and schematic diagram of Zn2+/PTL@HMSN for occluding dentinal tubules
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1 实验部分

1.1　试剂与仪器

硅酸四乙酯（纯度 99. 99%）、 十六烷基三甲基溴化铵（CTAB， 纯度 99%）、 氨水（优级纯）、 碳酸钠

（无水级）、 三（2-羰基乙基）磷盐酸盐（纯度 98%）、 无水乙醇（分析纯）、 4-羟乙基哌嗪乙磺酸（HEPES， 
纯度99. 5%）、 硫磺素T（ThT）、 盐酸（质量分数37%）、 氢氧化钠（纯度96%）、 磷酸（分析纯）、 柠檬酸（无

水级）和磷酸盐缓冲液（PBS）速溶颗粒， 阿拉丁生化科技股份有限公司； 溶菌酶（生物技术级）和ZnCl2
（纯度99%）， 上海麦克林生化科技有限公司； 人工唾液（pH=7. 2）， 上海源叶生物科技有限公司； 小鼠

成纤维细胞L929， 中国科学院细胞库； DMEM高糖培养基， 美国 Sigma-Aldrich公司； 胎牛血清， 美国

Clark Bioscience公司； 青霉素链霉素溶液， 美国Hyclone公司； CCK-8试剂盒， 美国Apexbio公司； 脑心

浸出液（BHI）肉汤干粉（优级纯）和营养琼脂平皿， 青岛海博生物技术有限公司 .
Regulus8100 型扫描电子显微镜（SEM）、 JEM-2100F 型高分辨率透射电子显微镜（TEM）和           

Regulus8100型能量色散X射线能谱仪（EDS）， 日本日立公司； 80V型傅里叶变换红外光谱仪（FTIR）， 
德国Bruker公司； Zetasizer Pro型纳米粒度及Zeta电位分析仪， 英国Malvern Panalytical公司； FV3000型

激光共聚焦显微镜（CLSM）， 日本 Olympus 公司； TGA550 型热失重分析仪（TGA）， 美国 Waters 公司； 
RT-6100型酶标仪， 美国Rayto公司； ASAP 2020 PlusHD88型全自动多功能气体吸附仪， 美国麦克仪器

公司； Agilent 725型电感耦合等离子体原子发射光谱仪（ICP-OES）， 美国Thermo Scientific公司； TGL20
型台式高速离心机， 长沙英泰仪器有限公司； LGJ-12A型冷冻干燥机， 北京四环起航科技有限公司； 
XM-300UVF型超声波清洗器， 小美超声仪器有限公司 .
1.2　实验过程

1.2.1　HMSN 的合成　分别量取 10 mL 去离子水和 69. 4 mL 无水乙醇混合后， 加入 1. 6 mL 氨水并搅

拌 .  将2 mL硅酸四乙酯和2 mL无水乙醇超声溶解， 用注射泵以1 mL/min的速率将硅酸四乙酯溶液滴

加至上述溶液中， 搅拌（1000 r/min）下于室温反应1 h.  将二氧化硅胶体溶液以10000 r/min的转速离心

10 min， 除去上层清液， 用水和乙醇多次交替洗涤、 离心， 得到 SiO2纳米粒子模板， 冻干保存 .  称取     
50 mg上述SiO2纳米粒子， 加至10 mL去离子水中超声15 min， 使SiO2分散均匀 .  称取75 mg CTAB， 将
其超声分散于含有15 mL去离子水、 15 mL无水乙醇和0. 275 mL氨水的混合溶液中， 加入上述SiO2悬
浊液， 室温下搅拌30 min， 用注射泵加入0. 125 mL硅酸四乙酯， 室温下搅拌6 h， 离心收集产物， 将其

分散于10 mL去离子水中， 加入424 mg Na2CO3， 于50 ℃搅拌反应2 h以选择性刻蚀SiO2纳米粒子模板， 
离心收集产物， 用去离子水和无水乙醇交替洗涤， 得到具有中空结构的SiO2纳米粒子 .  将所得产物分

散于含有 70 mL 乙醇与 7 mL 盐酸（质量分数 37%）的溶液中， 于 80 ℃下回流反应 12 h 以完全去除

CTAB.  收集产物， 用去离子水和无水乙醇交替洗涤， 得到HMSN， 冻干保存 .
1.2.2　Zn2+/PTL@HMSN 的制备　称取 30 mg HMSN， 超声分散于 10 mL 去离子水中， 调节 pH 为碱性

后， 常温下搅拌， 加入90 mg ZnCl2粉末， 搅拌5 h， 离心分离产物， 依次用无水乙醇和去离子水洗涤， 得
到Zn2+@HMSN.  称取 119. 2 mg HEPES， 溶解于 50 mL去离子水中， 配制成浓度为 10 mmol/L 的HEPES
缓冲液 .  量取 10 mL HEPES 缓冲液， 加入 20 mg 溶菌酶， 配制成 2 mg/mL 的溶菌酶溶液 .  量取 10 mL 
HEPES缓冲液， 加入143. 3 mg三（2-羰基乙基）磷盐酸盐， 配制成50 mmol/L的三（2-羰基乙基）磷盐酸盐

溶液 .  将Zn2+@HMSN超声分散于10 mL 50 mmol/L的三（2-羰基乙基）磷盐酸盐溶液中， 用5 mol/L NaOH
溶液调节 pH 值至 5. 9， 以维持溶菌酶相变时体系稳定， 同时去除样品中的 Zn（OH）2， 加入 10 mL          
2 mg/mL溶菌酶溶液， 室温下搅拌培育 30 min.  离心分离， 以除去溶菌酶相变产物和未反应原料 .  将
Zn2+/PTL@HMSN悬浮于去离子水中， 冻干保存 .
1.2.3　Zn2+/PTL@HMSN的表征　通过SEM和TEM对SiO2和HMSN的形貌进行了表征； 通过红外光谱、 
zeta电势分析、 TGA和N2吸附-脱附实验表征了HMSN的理化性质； 采用 SEM， EDS， CLSM和 ICP-OES
测试对Zn2+/PTL@HMSN进行了表征 .
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1.2.4　Zn2+/PTL@HMSN的同源模建和分子动力学模拟　使用Modeller软件包进行同源模建， 从RCSB
蛋白数据库（PDB）中检索了PTL的整个FASTA序列（PDB ID为133L）， 选择肽A原纤维1-42（PDB ID为

2BEG）中的结构作为整体链模板［28］.  使用Ramachandran图对得到的同源模型进行了评价 .  分子动力学

模拟部分， 使用Gromacs在AMBER99SB-ILDN力场中对Zn2+和PTL的负载过程进行模拟 .  使用三点水

模型（TIP3P）对体系进行溶剂化， 使用周期边界条件模拟无限系统 .  在模拟过程中， 以10 ps为间隔保

存模拟轨迹， 通过均方根偏差（RMSD）分析 .
1.2.5　牙本质敏感模型的制备　按照吉林大学白求恩口腔医院伦理委员会要求（审批号 ：                    
JDKQ2023110）， 在获得患者知情同意后， 收集完整且无龋损的第三磨牙， 去除表面软组织及污物后， 
在流动水冷却下使用慢速金刚砂切割机在釉牙本质界以下平行于 面切割约 5 mm×5 mm×1 mm（长×
宽×高）牙本质片， 用砂纸依次打磨表面 .  将牙本质片置于质量分数为35%的H3PO4溶液中浸泡2 min以

暴露牙本质小管， 用去离子水冲洗， 超声清洗3 min.
1.2.6　牙本质小管封闭实验　将牙本质敏感模型分为空白对照组和 Zn2+/PTL@HMSN 实验组 .  将      
Zn2+/PTL@HMSN以15 mg/mL超声分散于去离子水中， 将牙本质片置于上述分散液中， 10 min后取出； 
将牙本质片置于等体积去离子水中， 作为空白对照组 .  待两组牙本质片干燥后， 浸泡于人工唾液中， 
置于37 ℃恒温箱中， 每24 h更换新鲜人工唾液， 共7 d.  通过SEM观察牙本质小管封闭情况 .

取Zn2+/PTL@HMSN封闭后的牙本质片分别进行耐磨性及耐酸性实验 .  用软毛牙刷将牙本质片机

械拂刷2 min（垂直于 平面施加约150g恒定作用力）， 用于评价牙本质小管封闭后的耐磨性； 将牙本

质片置于质量分数为6%的柠檬酸溶液浸泡1 min， 用去离子水彻底冲洗， 通过SEM表征评价牙本质小

管封闭后的耐酸能力 .
1.2.7　Zn2+/PTL@HMSN 的生物相容性分析　选用小鼠成纤维细胞 L929， 通过 CCK-8 检测评价了            
Zn2+/PTL@HMSN的体外细胞毒性 .  将空白对照组及Zn2+/PTL@HMSN实验组牙本质片用紫外光照消毒

2 h， 分别放入无菌12孔板内 .  将L929细胞重悬后， 以密度为1×104 cell/孔接种于12孔板中， 培养24 h
后， 更换为含有质量分数为10% CCK-8溶液的新鲜培养基， 继续培养2~4 h.  每孔吸取培养液100 μL， 
置于96孔板内， 使用酶标仪测量其在450 nm下的吸光度（OD）值 .  采用相同方法， 接种细胞密度分别

改为5×104和2×104 cell//孔， 均隔天换液并分别培养3和7 d， 以相同方式测量OD值 .  每组样品重复测

量3次， 结果取平均值， 实验重复3次 .
1.2.8　Zn2+/PTL@HMSN抑制变异链球菌黏附性能研究　选用变异链球菌作为待测菌株， 结合菌落形  
成单位（CFU）平板计数法评价了 Zn2+/PTL@HMSN 抑制细菌黏附的性能 .  将空白对照组及                  
Zn2+/PTL@HMSN实验组牙本质片置于24孔板中， 量取1 mL 107 CFU/mL菌液， 分别与不同组的牙本质

片共培养24 h， 用无菌PBS溶液缓慢冲洗牙本质片， 将其置于2 mL PBS溶液中， 使用涡旋混合器振荡

2 min， 将黏附的细菌充分洗脱 .  采用逐级稀释法将菌液稀释104倍后， 量取50 μL菌液置于BHI琼脂培

养平皿中， 用涂布棒涂布均匀， 孵育48 h.  对每个样本中的CFU进行计数， 计算细菌存活率（%）， 每组

实验重复3次 .
2 结果与讨论

2.1　SiO2纳米粒子的制备与表征

实验中合成了 SiO2 纳米粒子， 作为制备 HMSN 的固体核模板［29］.  SiO2 纳米粒子的形成过程是    
TEOS的水解过程， 在氨水的催化作用下 TEOS水解生成正硅酸， 随后正硅酸发生脱水聚合反应， 形    
成 Si—O—Si， 在浓度达到饱和时聚集形成 SiO2核 .  随着反应的进行， 正硅酸分子在其表面不断聚     
集， 最终形成 SiO2纳米粒子 .  对 SiO2纳米粒子形貌进行了表征， 由 SEM 照片［图 1（A）］可见， SiO2纳     
米粒子分散性较好， 形态和尺寸均一 .  由图1（B）可见， SiO2纳米粒子的粒径呈正态分布， 平均粒径约

为87. 5 nm.  TEM照片［图1（C）］显示， SiO2纳米粒子呈均一实心球形 .  EDS谱图［图1（D）］表明， 样品中

仅存在 Si 和 O 元素， 且 Si 和 O 原子数之比为 2：1.  上述结果表明， 制备的样品为实心球形 SiO2纳米
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粒子 .

2.2　HMSN的制备与表征

在上述SiO2纳米粒子表面制备出介孔壳层， 并使壳层与核之间存在结构差异以实现Na2CO3的选择

性刻蚀 .  二者结构的差异可通过阳离子表面活性剂CTAB辅助实现［30］.  与SiO2核相比， CTAB胶束所带

的正电荷使壳层结构更致密和稳定［31］.  因此， Na2CO3先刻蚀内部的SiO2核而不破坏外部壳层， 从而形

成中空结构 .  介孔结构通过酸醇萃取实现， 在酸醇萃取后CTAB被破坏， 其遗留空间形成了壳层中的

介孔结构 .  至此， HMSN制备完成 .
对产物形貌进行了表征， SEM 和 TEM 照片如图 2（A）和（B）所示， HMSN 形态和尺寸均一， 具有     

完整的骨架结构 .  同时， 中心部位衬度比四周低， 说明制备的 SiO2固体核被 Na2CO3刻蚀， 形成了中    
空结构， HMSN由中空二氧化硅核及介孔壳层构成 .  粒径测量结果［图 2（C）］表明， 其平均粒径约为

215 nm.  与图1中SiO2相比， 图2样品在SiO2的基础上制备了介孔壳层， 因此HMSN粒径增大 .  为了进

一步确认HMSN的化学结构， 使用FTIR对其进行了表征 .  如图2（D）所示， 3446 cm‒1处的吸收峰为硅羟

基（Si—OH）的伸缩振动峰， 表明样品表面由于羟基电离而带负电荷； 1637 cm‒1处的吸收峰为吸附的水

分子羟基的弯曲振动峰； 1082， 801和460 cm‒1处的吸收峰分别为Si—O—Si的非对称收缩振动峰、 对称

伸缩振动峰和弯曲振动峰； 950 cm‒1处的吸收峰为 Si—OH 的弯曲振动峰， 表明样品具有硅基骨架 .      
Zeta电势测试结果如图2（E）所示， HMSN在水中的Zeta电势为－18. 62 mV， 说明Si—OH在水中发生了

去质子化， 形成负电势， 这有利于其通过静电作用搭载带正电荷的Zn2+.  为了分析HMSN的热稳定性， 
进行了TGA检测， 如图2（F）所示， 从室温加热至150 ℃， 样品质量保持稳定， 加热至800 ℃时， 样品质

量损失8. 2%， 表明HMSN具有良好的热稳定性， 在口腔温度下可保持稳定 .  为了研究样品中的孔道结

构， 采用N2吸附-脱附实验进行了表征 .  如图 2（G）所示， 该吸附-脱附曲线为典型的Ⅳ型等温线 .  在    
低 p/p0区域， 曲线向上， 为单分子层吸附； 同时， 因存在介孔而发生了毛细管凝聚现象， 因此两条曲线

不重合， 出现了明显的迟滞环， 进一步证明样品中存在介孔结构 .  对其孔径尺寸进行了定量分析， 如
图2（H）所示， 样品中孔径分布较窄， 尺寸为2. 6~2. 8 nm.  介孔及中空结构增加了样品的比表面积， 有
利于药物的负载及缓释 .

Fig. 1　SEM image(A), size distribution histogram(B), TEM image(C) and EDS spectrum(D) of 
SiO2 nanoparticles
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2.3　Zn2+/PTL@HMSN的制备与表征

通过 zeta电势测试已证明HMSN表面带负电荷， 可与带正电荷的Zn2+通过静电作用结合 .  负载Zn2+

后的样品形貌如图3（A）所示， Zn2+@HMSN为纳米尺寸， 在负载Zn2+的过程中， 溶液pH值调节至碱性， 
在碱性环境下 HMSN 壳层被刻蚀， 因此其粒径减小， 但未影响 HMSN 的完整性 .  EDS 分析结果如         
图 3（B）所示， 表明样品中含有 Si， O 和 Zn 元素 .  此外， 负载 Zn2+后， 样品的 zeta 电势由‒18. 62 mV      

［图2（E）］变为‒15. 30 mV［图3（C）］， 说明Zn2+的正电荷中和了部分HMSN的负电荷， 进一步证明Zn2+已
负载到HMSN中 .

Fig. 2　SEM image(A), TEM image(B), size distribution histogram(C), FTIR spectrum(D), zeta potential(E), 
TGA curve(F), N2 adsorption⁃desorption isotherms(G) and pore diameter distribution(H) of HMSN

Fig. 3　SEM image(A), EDS spectrum(B) and zeta potential(C) of Zn2+@HMSN
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将PTL薄膜包覆于Zn2+@HMSN表面， 制得的Zn2+/PTL@HMSN的形貌如图 4（A）所示， 在包覆PTL
后， 粒子仍具有较好的分散稳定性， 表明PTL的包覆过程未对粒子的分散性产生影响 .  由图4（B）所示

EDS结果可见， 样品中含有C， O和N元素， 表明PTL薄膜已包覆在Zn2+@HMSN表面 .  为了进一步验证

样品中是否含有PTL， 采用CLSM表征了经ThT染色样品的荧光性质 .  PTL的类淀粉样结构可与ThT结

合， 在CLSM下呈绿色 .  如图4（C）~（E）所示， 明场中样品位置与CLSM下荧光位置相同， 表明PTL薄膜

已负载于样品表面 .  为了确定样品中的Zn2+含量， 利用 ICP-OES检测了样品中Zn2+的负载量 .  将样品溶

解后， 通过测量Zn2+浓度计算得出Zn2+/PTL@HMSN负载Zn2+的质量分数为7. 68%.  同时， 利用 ICP-OES
检测了不同时间点上层清液中的Zn2+浓度， 计算得出Zn2+释放量 .  由图S1（见本文支持信息）可见， 在
24， 48和72 h时， Zn2+呈持续释放状态， 在72 h时可释放载药量的70. 28%， 说明Zn2+/PTL@HMSN具有

缓释性， 有利于牙本质小管的长效封闭 .

为了深入研究Zn2+和PTL的负载过程， 采用分子动力学模拟分析了Zn2+/PTL@HMSN复合纳米粒子

的形成机制 .  依据TEM和BET表征结果， 对HMSN的结构进行了建模［图5（A）］.  由前视图可见， 模型

的上半部分为真空层， 用于后期加入水分子进行溶剂化 .  为了更好地观察所建模型中的介孔结构， 将
显示模式由CPK变为Quicksurf， 并旋转正视图中的模型得到透视图 .  可见， HMSN表面存在介孔， 证
明模拟结构建模成功 .  使用Gromacs 软件， 将模型上半部分的真空层溶剂化以模拟粒子在水中的状

态 .  建模完成后， 在溶剂层中添加Zn2+， 以对Zn2+在HMSN表面的吸附过程进行分子动力学模拟 .  如    
图5（C）所示， 随着模拟的进行， 在静电作用下溶液中Zn2+由散乱游离状态逐渐向HMSN方向移动， 最
终， 在HMSN介孔内部和表面稳定（动画 S1， 见本文支持信息）.  对 10 ns的模拟轨迹进行最小二乘拟

合， 计算得出体系的RMSD， 如图5（D）所示， RMSD曲线在约6 ns后稳定， 表明HMSN通过静电作用可

载负Zn2+.  在负载Zn2+的基础上， 对PTL的黏附过程进行了研究 .  因为PTL的二硫键被还原剂打开， 使
其从α螺旋结构转变为β片层结构， 所以通过同源模型构造出具有β片层结构的PTL模型［28］［图5（B）］.  
PTL中 94. 5%的残基位于Ramachandran图的允许区域中（图 S2， 见本文支持信息）， 表明模型质量良

好 .  将其置于已吸附Zn2+的HMSN上面的水中， 进行20 ns的分子动力学模拟（动画S2， 见本文支持信

息）.  由图 5（E）和（F）可见， 经 20 ns模拟后， PTL已黏附于Zn2+@HMSN表面， 其RMSD值在约 15 ns后
稳定， 因此， 20 ns的状态为Zn2+/PTL@HMSN复合纳米粒子的稳定状态 .  模拟结果与实验表征结果一

Fig. 4　SEM image(A), EDS spectrum(B), CLSM image(C), optical image(D) and merged image of optical and 
CLSM image(E) of Zn2+/PTL@HMSN
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致， 进一步证明HMSN可负载Zn2+和PTL， 形成了复合纳米粒子， 为后续封闭牙本质小管奠定了基础 .

2.4　Zn2+/PTL@HMSN封闭牙本质小管实验

图 6（A）和（B）分别为牙本质小管封闭后空白对照组和Zn2+/PTL@HMSN实验组的 SEM照片 .  经质

量分数为35%的H3PO4溶液处理后， 空白对照组显示牙本质小管均为敞开状态， 管径约为3~4 μm， 而
Zn2+/PTL@HMSN实验组的牙本质小管均保持紧密封闭状态 .  Zn2+/PTL@HMSN封闭牙本质小管的原因

如下： （1） Zn2+/PTL@HMSN的粒径约为130 nm， 分散性良好， 因此， 在脱敏过程中易渗透到牙本质小管

中； （2） Zn2+/PTL@HMSN中含有Zn2+， Zn2+的不断释放可促进牙本质小管中矿物的形成（图 S1， 见本文

支持信息）， 研究表明， 锌可通过结晶沉淀促进牙本质小管闭塞［32］； （3） PTL组装体中的溶菌酶分子含

有活性官能团， 使其可通过配位键、 氢键、 静电作用和疏水作用等与各种材料表面相互作用［27］.  因此， 
良好的封闭能力可能是Zn2+/PTL@HMSN与牙本质间的紧密黏附所致 .

评价脱敏材料对牙本质小管封闭能力的关键指标之一是耐磨性 .  脱敏治疗后牙本质表面通常会形

成一层矿物质层， 但这层矿物质层在日常刷牙或咀嚼硬物过程中易因机械摩擦而脱落［33］， 使牙本质小

管口再次暴露［34］， 从而影响长期治疗效果 .  如图6（C）所示， 经机械拂刷刺激后， 大部分小管口保持良

好的封闭状态， 封堵材料与小管贴合紧密， 仅有少量碎屑残留在表面 .  Zn2+/PTL@HMSN具有较好的耐

Fig. 5　Molecular dynamics simulation
（A） and （B） Molecular structure of the model； （C） the structures of Zn2+ absorbing on the HMSN complex， which are extracted 
from the molecular dynamics simulation trajectory at 0， 5， and 10 ns， respectively； （D） RMSD of Zn2+ in Zn2+@HMSN complex 
against time； （E） the structures of PTL absorbing on the Zn2+@HMSN complex， which are extracted from the molecular dynamics 
simulation trajectory at 0， 10， and 20 ns， respectively； （F） RMSD of PTL in Zn2+/PTL@HMSN complex against time.
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磨稳定性， 其原因如下： （1） HMSN具有优异的机械性能， 已广泛应用于提高材料机械强度； （2） 封闭

材料与牙本质之间的紧密封闭以及Zn2+的再矿化作用有利于提高材料的机械稳定性［35］； （3） Zn2+对基质

金属蛋白酶的活性具有抑制作用， 在防止胶原基质降解和维持表面有机层方面发挥了重要作用［36］.

耐酸稳定性是脱敏材料的另一个重要评价指标 .  柠檬酸是日常饮食中最常见的酸性物质， 基于

此， 采用质量分数为 6% 的柠檬酸溶液模拟口腔中的酸性饮食侵蚀［37］， 以检验 Zn2+/PTL@HMSN 的耐     
酸稳定性 .  经过 6% 柠檬酸处理后的 SEM 照片如图 6（D）所示， 可见牙本质小管口保持紧密封闭状    
态 .  Zn2+/PTL@HMSN具有耐酸稳定性的原因如下： （1） HMSN为酸性氧化物， 对酸性物质具有抵抗性； 

（2） 尽管酸性环境会导致部分松散的沉积物溶解， 但脱敏材料可在牙本质小管内不断释放Zn2+以促进

晶体的沉积及再矿化［32］； （3） Zn2+能够抑制基质金属蛋白酶介导的牙本质中胶原纤维的降解［38］， 胶原纤

维在维持牙本质力学性能中具有重要作用［39~41］， 在胶原分子中存在4个Zn2+结合位点， 与胶原酶切割位

点处于相同位置， 因此， Zn2+的结合可保护基质金属蛋白酶在胶原中的敏感切割位点， 在再矿化期间减

少牙本质胶原蛋白的降解， 阻止牙本质的破坏； （4） Zn2+/PTL@HMSN与牙本质之间的牢固黏附能够抵

御酸性溶液的侵蚀 .
2.5　Zn2+/PTL@HMSN的生物相容性分析

在评估生物材料用于人体组织的安全性方面， 细胞毒性实验十分必要 .  在体内应用之前， Zn2+/
PTL@HMSN应为无毒或毒性可忽略不计 .  在细胞毒性实验中， L929细胞使用最为广泛， 其具有传代简

便、 生长繁殖迅速和培养条件简单等优势， 同时， L929为 ISO推荐的牙科材料毒性检测细胞， 故选择

L929作为评价生物相容性的检测细胞 .  检测结果如图7（A）所示， 经Zn2+/PTL@HMSN处理的牙本质片

与L929细胞共培养 1， 3和 7 d， 实验组与空白组组内的OD值均无统计学差异， 说明Zn2+/PTL@HMSN
具有良好的生物相容性 .
2.6　Zn2+/PTL@HMSN抑制变异链球菌黏附效果分析

龋病是最常见的口腔疾病之一， 致龋菌的定植是引起龋病的关键因素， 随着致龋菌代谢碳水化合

物产酸， 局部pH值降低会引起牙体硬组织脱矿［42］， 继续发展可能引起牙髓炎症 .  牙本质的矿化程度比

牙釉质低， 因此， 龋损发生在牙本质后进展快［10］.  此外， 在脱敏处理后， 脱敏剂的稳定性和功能性会受

到细菌代谢产物引起的低pH值微环境的影响， 因此， 具有抗菌性能的脱敏材料可有效防止龋病［43］， 从

Fig. 6　SEM image of acid⁃etched dentin specimens treated without(A) or with(B) Zn2+/PTL@HMSN and 
mechanical brushing subgroup(C) and citric acid subgroup(D)
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而提高脱敏治疗的长期效果 .  在致龋菌中， 变异链球菌对龋病的发生发展作用重大［44］.  本文选择变异

链球菌为抗菌检测菌， 通过CFU平板计数法表征了Zn2+/PTL@HMSN封闭牙本质小管后的抗菌效果 .  基
于锌对细菌的杀伤作用［18］， 由图7（B）~（D）可见， 经Zn2+/PTL@HMSN处理后的牙本质表面细菌的活性

明显小于未经脱敏处理的牙本质表面， 表明Zn2+/PTL@HMSN的应用可有效抑制牙本质表面变异链球菌

的早期黏附 .

3 结 论

从临床需求出发， 为实现脱敏剂在治疗牙本质敏感症中的长期稳定效果， 以具有高比表面积的

HMSN为载体， 设计了一种牙本质小管封闭材料 .  利用HMSN表面所带负电荷吸引Zn2+， 从而赋予其抗

菌性能， 使用 PTL 对 Zn2+@HMSN 进行包覆， 实现了材料和牙本质之间的紧密结合 .  实验结果表明， 
Zn2+/PTL@HMSN具有良好的生物相容性， 能够严密封闭牙本质小管 .  在模拟口腔环境下的机械拂刷和

酸性侵蚀处理后， 封闭效果仍保持良好， 表明材料具有良好的耐久性和稳定性， 为适应复杂的口腔环

境奠定了基础 .  同时， 抗菌实验结果表明， Zn2+/PTL@HMSN具有抑制变异链球菌黏附的作用， 有助于

预防龋齿的发生以及提高治疗效果 .  Zn2+/PTL@HMSN是一种具有抗菌性及黏附特性的牙本质小管封闭

材料， 为治疗牙本质敏感症提供了潜在解决方案 .
支持信息见http://www.cjcu.jlu.edu.cn/CN/10.7503/20240249.
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