
! "

!"#$ !""#$%!&'

!

("!"

"

"#$"%&!$"%

!"#$ %&'(!""#$)*+*,-./*0123456789:;

<=!"4>?@* %$&'()4)*+,-./&+012+345A

可口可乐和汇源橙汁及其所含饮料酸对组织蛋白酶 '

活性的影响

%&'

6

*BCD

6

* EF

7

*EG

6

*HI

#

*>?@

6

（()天津医科大学口腔医院牙体牙髓科*天津 +""","；!-首都医科大学附属北京友谊医院口腔科*北京 ("""#". +-

天津医科大学口腔医院口腔颌面外科* 天津 +""","）

%& '(!!"#$%&'()*+,-./0123456789:;<= ' >%?@AB#C567D9:E<=

'FGHIJK1ILMNOPQRSH*TUVW)*+J&XYZ*)*+9[-.\09[]^_`?a79b/0 !-#[/0

+-"[/0 +-#c[]^_d?ef79b/0 !-#[/0 +-"[/0 +-#cg1h%ij9,k%ij9W lVmM=noBpq (" rstu

vUVw9:E<= 'QRMNHTxW ,-+yh%ij9z{**)*+st9[-.\0st9MNQR|}~b!1,-%2[

(3)23B� ")")"#cW*)*+st99:E<= 'Hz8=>%Z %#4�-.\0st9Hzi=>%Z 3+4WD]^ /0b!-#*

+-#cHa7UVwB9:E<= 'Hzi=>%Z +34*#&4b!1#-&2[#-!(B� ")"-"#cWD]^ /0b!-#*+-#cHef7UVwB9

:E<= 'Hzi=>%Z %(4*(!#4b!1%-23[!"-%,B� ")"-"#cW ,.+()(+,-.\0T�9:E<= 'H>%��B

*T��3�Ha7�ef7B��9:E<= 'FGHIJK1ILMNOPQRW

/01 9:E<= '�7%56�a7�ef7

23456 5,3( !789: +

!"# $%%$&'( )% *)&+,*)-+. /0120+3 )4+35$ 601&$ +37 '"$ +&18 &)3'$3'( )% '"$ '9) :$;$4+5$( )3 '"$ +&'1;1'2 )%

&+'"$<(13 =

678 09:;<9=

(

* >?6@ A:=B;CD:

(

* E7F GD9=

!

* E7F A:=B

(

* H7?I JK=B

+

* >F E:$BK=B

(

（(-LK/9MNOK=N PQ 8=<P<P=N:RS* TPUUKBK PQ VNPO9NPUPBW* X:9=Y:= ZK<:R9U F=:[KMS:NW* X:9=Y:= +""","* TC:=9. !-LK/9MNOK=N PQ VNPO9NPUPBW*

\K:Y:=B JM:K=<SC:/ 0PS/:N9U* T9/:N9U ZK<:R9U F=:[KMS:NW* \K:Y:=B ("""#"* TC:=9. +-LK/9MNOK=N PQ Z9]:UUPQ9R:9U VDMBKMW* TPUUKBK PQ

VNPO9NPUPBW* X:9=Y:= ZK<:R9U F=:[KMS:NW* X:9=Y:= +""","* TC:=9）

>:('4+?' @:6#&'1;#A XP :=[KSN:B9NK NCK KQQKRN PQ TPR9;TPU9，0D:WD9= PM9=BK YD:RK 9=< NCK:M ^K[KM9BK 9R:< P= NCK 9RN:[:NW PQ R9NCK/S:= '

#$ %#!&') XP K]/UPMK NCK /PSS:^UK MPUK PQ 9R:< ^K[KM9BK := NCK <KBM9<9N:P= PQ <K=N:= RPUU9BK= 9=< /KM:P<P=N9U RPUU9BK= OK<:9NK< ^W R9NCK/S:=

')B$'")7(A XC:S K]/KM:OK=N _9S <:[:<K< :=NP TPR9;TPU9 BMPD/* 0D:WD9= PM9=BK YD:RK BMPD/* /CPS/C9NK BMPD/S PQ <:QQKMK=N RP=RK=NM9N:P=S

`/0 !-#* /0 +-"* /0 +-#a* R:NM:R 9R:< BMPD/S PQ <:QQKMK=N RP=RK=NM9N:P=S b/0 !-#* /0 +-"* /0 +-#a* =KB9N:[K RP=NMPU 9=< /PS:N:[K RP=NMPU- @KU9N:=

cWOPBM9/0W _9S DSK< NP SND<W NCK 9^:U:NW PQ R9NCK/S:= ' NP <KBM9<K RPUU9BK= D=<KM NCK 9RN:P= PQ (" NMK9NOK=N Q9RNPMS- C$(0-'(A TPO/9MK<

_:NC NCK RP=NMPU BMPD/* NCK RPUU9BK= <KBM9<9N:P= := NCK TPR9 TPU9 BMPD/ 9=< 0D:WD9= PM9=BK YD:RK BMPD/ :=RMK9SK<b!1,-%2，(3-23* 9UU ")"-"#a-

XCK MKU9N:[K K=dWOK 9RN:[:NW PQ R9NCK/S:= ' _9S %#4 := TPR9$TPU9 BMPD/ 9=< 3+4 := 0D:WD9= PM9=BK YD:RK BMPD/- >CK= /CPS/CPM:R 9R:<

_9S := <:QQKMK=N /0 b!-#$+-#a* NCK MKU9N:[K K=dWOK 9RN:[:NW PQ R9NCK/S:= ' _9S +34 NP #&4 b!1#-&2* #-!(* 9UU ")"-"#a- F=<KM <:QQKMK=N

/0 b!-#$+-#a R:NM:R 9R:<* NCK MKU9N:[K K=dWOK 9RN:[:NW PQ R9NCK/S:= ' _9S %(4 NP (!#4b!1%-23* !"-%,，9UU ")"-"#a- *)3&-0(1)3A \PNC TPR9$

TPU9 9=< 0D:WD9= PM9=BK YD:RK R9= :=RMK9SK NCK 9RN:[:NW PQ R9NCK/S:= '* _C:RC RPDU< 9RRKUKM9NK R9NCK/S:= ' OK<:9NK< <K=N:=K 9=<

/KM:P<P=N9U RPUU9BK= <KBM9<9N:P= NCMPDBC NCK /CPS/CPM:R 9R:< PM R:NM:R 9R:<-

=$2 9)48( R9NCK/S:= '. 9R:< ^K[KM9BK. /CPS/C9NK. R:NM:R 9R:<

组织蛋白酶 '（R9NCK/S:= '）是木瓜类半胱氨酸

蛋白酶家族的一员，因可以在多个位点裂解胶原蛋

白的三股螺旋结构，而成为哺乳动物最有效的胶原

酶e($!f。近年来，组织蛋白酶 ' 在口腔颌面部疾病中

的作用受到越来越多的关注。研究发现，组织蛋白

酶 ' 在牙本质、牙髓、牙本质牙髓复合体、龈沟液中

均有表达，参与生理和病理条件下的基质降解破坏

与组织重建改造等重要生物活动e+f。研究证实，组织

蛋白酶 ' 与牙本质龋病e%f、酸蚀症、牙周炎e#f、种植体

周围炎、牙本质粘接老化的发生、发展关系密切e&f。

组织蛋白酶 ' 在合成之初以没有活性的酶原

形式存在，其蛋白质水解活性受到一系列内、外源

性环境因素的调节e,f。如 cC9=B 等e3f发现不同黏接过

程可对半胱氨酸组织蛋白酶的活性产生影响，酸蚀
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及酸蚀!冲洗黏接法能降低组织蛋白酶 " 活性，而

自酸蚀粘接法则增加其活性。可见组织蛋白酶 " 是

一类在弱酸性环境中不稳定的糖蛋白#$%。

食物是影响口腔环境的重要因素。研究表明，

酸性饮料可以影响唾液、菌斑、牙齿表面、龈沟液的

&' 值#()%。目前，不同酸性饮料及不同饮料酸对组织

蛋白酶 " 的作用情况，尚未见研究报道。因此，本研

究拟比较组织蛋白酶 " 在可口可乐（含有磷酸）、汇

源橙汁（含有柠檬酸）和两种饮料酸的作用下降解

胶原的能力，该研究将有助于进一步了解口腔环境

中酸的种类和 &' 值对组织蛋白酶 " 降解胶原作

用的影响*为下一步以组织蛋白酶 " 为靶点来预防

和治疗口腔疾病提供理论基础。

! !"#$%

(+( !" 组织蛋白酶"酶原（,-./0)(!01234)()，

5678 -9:; <=9;6=;>）；可口可乐（可口可乐有限公司，

北京，中国）、汇源橙汁（汇源果汁集团，北京，中国）；

蛋白 ?@AB;A（C;A?;6D@>，EF;A?8 C9>F;A <=9;6D9:9=，

GHH9689> >D@D;，I<,）；磷酸、柠檬酸、明胶和亮抑酶肽

（生工生物工程公司，上海，中国）。

(+0 #$

(+0+( 磷酸溶液的制备 配制 () ?8HJ- 的磷酸溶

液，取 1份，用 )+( ?8HJ-氢氧化钠分别调节至 &' 0+K、

&' 1+)、&' 1+K*备用。

(+0+0 柠檬酸溶液的制备 用无水柠檬酸配制 0L

的柠檬酸溶液M取 1 份，用 )+( ?8HJ- 氢氧化钠分别

调节至 &' 0+K、&' 1+)、&' 1+K，备用。

(+0+1 酶原溶液的制备 将浓度为 (K) 6NO!- 的组

织蛋白酶 " 酶原用稀释液（0) ??8HO- EA9>，&' PQK，

K ??8HJ- 5RE,，(K) ??8HJ- S@4H，0) ??8HJ- " 磷

酸甘油，() ??8HJ- S@C，( ??8HJ- 原钒酸钠，(T

EA9D86!())，)Q(LEU;;6 0)）稀释至 0 !NO-，备用。

(Q0QV 实验步骤 实验根据处理因素不同分为 ()组：

（(）可口可乐组。（0）汇源橙汁组。（1）磷酸（&' 0QK）组。

（V）磷酸（&' 1Q)）组。（K）磷酸（&' 1QK）组。（W）柠檬

酸（&' 0QK）组。（P）柠檬酸（&' 1Q)）组。（X）柠檬酸

（&' 1QK）组。（2）阴性对照组：处理因素为组织蛋白

酶 " 酶原稀释液（0) ??8HJ- EA9>，&' PQK，K ??8HJ-

5RE,，(K) ??8HJ- S@4H，0) ??8HJ- " 磷酸甘油，

() ??8HJ- S@C，( ??8HJ- 原钒酸钠，(L EA9D86!())，

)Q(LEU;;6 0)）。（()）阳性对照组：处理因素为组织

蛋白酶 " 的激活剂（()) ??8HJ- 乙酸钠，() ??8HJ-

YEE，K ??8HJ- 5YE,，&' 值 1Q2）。依次取上述 () 个

处理组溶液各 (K !-，每组取 W 份，分别加入 (K !-

酶原溶液（0 !NJ-），混合均匀，于 1P"水浴箱中孵育

K#() ?96。

(Q0QK 明胶酶谱法检测 4" 的活性 分别取 K !-

上述孵育后的各组样品，在含有 )Q0L明胶底物的

(0QKL <Y<3Z,R5 上于 V"、()) [ 的条件下电泳，

直至溴酚蓝到达凝胶的边缘。将凝胶取出，经震荡

洗脱（WK ??8HJ- EA9>，0)L甘油，&' PQV，1) ?96），震

荡水洗 () ?96，漂洗（() ??8HJ- 磷酸钠，)Q( ??8HJ-

5YE,，)Q0 ??8HJ- YEE，&' WQ)，1) ?96）， 孵 育

（1P"，01 $），洗涤（() ?96），)Q0L考马斯亮蓝染色

( F，然后用脱色液脱色至清晰条带出现。

(Q1 %&'() 应用 4F;?9Y8= .\<] 成像器

（伯乐，加利福尼亚州，美国）采集明胶酶谱法所得电

泳条带图，用“^_@6D9D` a6;”泳道J条带轨迹定量法

（EA@=; EA@=B96N）对所得条带进行光密度分析，以每

个实验组 W 个样本所测得的光密度的平均值代表各

实验组胶原降解量的多少，结果以均数%标准差表示。

应用 <Z<< (1Q) 统计软件，采用单因素方差分

析（!"#$%&' ()!*(）将两个饮料组胶原降解量与

阴性对照组和阳性对照组进行比较分析。通过单变

量多因素方差分析（+),()!*(）对不同 &' 的磷

酸组和不同 &' 的柠檬酸组的胶原降解量进行比较

分析，-b)Q)K 为差异具有统计学意义。

" &'

0Q( *+*,-./01234567 " 89:

;< 与阴性对照组相比，可口可乐处理组胶原降

解量升高，差异有统计学意义（.cPQV2，-&)Q)K）。以

阳性对照组胶原降解量作为酶活性的参考（())T），

可口可乐处理组组织蛋白酶 " 的相对酶活性为

VKT；与阴性对照组相比，汇源橙汁处理组的胶原降

解量升高* 差异有统计学意义（./(XQ2X，-&)Q)K）。汇

源橙汁处理组的相对酶活性为 X1T。可口可乐处理

组胶原降解量与汇源橙汁处理组相比差异有统计

学意义（.c()Q1P，-&)Q)K）（图 (）。

注：阴性对照组为酶原稀释液组；阳性对照组为蛋白酶激活剂

组；与阴性对照组相比，@

-b)Q)K ；两两比较，de-bfQfK

( ! )*)+,-./0#$% "&'(123456 )789:;

*+, ! -../01 2. 320453264 478 %9+:947 2;47,/ <9+0/ 27 1=/ 401+>+1:

2. 041=/$?+7 )
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注：阴性对照组为酶原稀释液组；阳性对照组为蛋白酶激活剂组；

与阴性对照组相比，!

!"#$#%；两两比较，&&!"#$#%

! ! "# !"$%&'()*+ ",-./0

#$% & '(()*+ ,( -$(().)/+ !0 !1,2!1,.$* 3*$- ,/ +1) 3*+$4$+5 ,(

*3+1)!2$/ "

'$' !"#$%&'( ( )*+,- 不同 )*

（'$%!+$%）的磷酸对组织蛋白酶 ( 总体呈激活作用，

在磷酸作用下，组织蛋白酶 (的相对酶活性为+,-!

%.-。且随着磷酸溶液 )*的升高，组织蛋白酶 ( 的

酶活性逐渐加强（"/%$.0、%$'1，均 ! "#$#%，图 '）。

'$+ ./"#$%&'( ( )*+,- 不同

)*（'$%!+$%）的柠檬酸对组织蛋白酶 ( 总体呈激活

作用，在柠檬酸作用下，组织蛋白酶 ( 的相对酶活

性在 21-!1'%-。且随着柠檬酸溶液 )* 值的升高，

组织蛋白酶 ( 的酶活性逐渐减弱（"/2$0,、'#$23，均

!"#$#%，图 +）。

6 12

可口可乐和汇源橙汁是目前饮料市场份额占

比较高的饮料，这两种饮料由于对牙齿硬组织的化

学酸蚀和破坏潜力非常强而被定义为具有极度酸

蚀能力的饮料41151'6。在口腔中除牙体硬组织外，组织

蛋白酶的活性也易受到酸性环境的影响41+6。本实验

应用明胶酶谱法对可口可乐和汇源橙汁及其所含

饮料酸对组织蛋白酶 ( 活性的影响进行了观察。

研究结果显示，组织蛋白酶 ( 在有可口可乐或

汇源橙汁存在的条件下酶活性增加，降解胶原的量

显著增加。说明可口可乐或汇源橙汁能够激活无活

性的组织蛋白酶 ( 酶原，产生具有活性的组织蛋白

酶 (。组织蛋白酶 ( 作为一种蛋白水解酶，其主要

底物是 7 型胶原4126。!型胶原纤维是牙本质有机基质

和骨基质的主要成分。组织蛋白酶 ( 通过降解!型

胶原纤维，在骨基质和牙本质基质破坏和改建中发

挥重要作用。已有的研究证实，龈沟液中组织蛋白

酶 (活性的升高与牙槽骨吸收显著相关41%6；并且组织

蛋白酶 (活性的升高与种植体周围炎的骨吸收也密

切相关41.6。提示摄入可口可乐或汇源橙汁会造成口

腔环境中组织蛋白酶 (活性的显著升高，可能加速

牙周炎和种植体周围炎时牙周组织及骨组织的破坏。

本研究结果显示，汇源橙汁对组织蛋白酶 ( 的

激活能力显著高于可口可乐，是可口可乐的 1$, 倍。

以 )* 值表示的 *

8浓度和饮料酸的缓冲性是决定

酸性饮料酸蚀性的主要因素。本实验中可口可乐是

含有磷酸的饮料，)*值为 '$%；汇源橙汁是含有柠檬

酸的饮料，)*值为 +$%。磷酸和柠檬酸均属于三元酸，

但是柠檬酸为有机酸，缓冲作用很强，有研究显示使

橙汁饮料 )*值达到 %$%!3$# 所需碱的量是使可口可

乐 )*值达到 %$%!3$# 所需碱量的 ' 倍41#6。由于缓冲

作用强，汇源橙汁可以使自身 )* 值在较长时间内

维持在较低的水平，这可能是汇源橙汁对组织蛋

白酶 ( 的激活作用显著高于可口可乐的原因。

9:!;<=! 等4116对 +,# 种饮料的 )* 值进行检测发

现，0+-饮料的 )* 值在 2$# 以下，磷酸和柠檬酸是

大多数酸性饮料中加入的酸性成分，在酸性饮料的

酸蚀特性中扮有重要角色。因此本研究评价了 )*

值（'$%!+$%）柠檬酸溶液和磷酸溶液对组织蛋白酶

( 活性的影响。

（1）柠檬酸溶液对组织蛋白酶 ( 活性的影响：

实验结果显示，)* 值分别为 '$%、+$#、+$% 的 + 种柠

檬酸溶液对组织蛋白酶 ( 均有激活作用，组织蛋白

酶 ( 的活性随柠檬酸溶液 )* 值的升高呈下降趋

势，组织蛋白酶 ( 在柠檬酸溶液 )*/'$% 时显示了

最高的酶活性，相对酶活性达到 1'%-。由此推测，

摄入 )* 值（'$%!+$#）较低的柠檬酸饮料或食物，如

柠檬汁等，会使暴露于口腔不同组织中组织蛋白酶

( 活性极度增加，对暴露的胶原纤维有强大的破坏

作用。这种破坏作用随柠檬酸在口腔中清除和唾液

的缓冲逐渐减弱。

（'）磷酸溶液对组织蛋白酶 ( 活性的影响：本

1%#

1##

%#

#

>
?

值

阴性
对照组

磷酸
（)*'$%）组

磷酸
（)*+$#）组

磷酸
（)*+$%）组

阳性
对照组

1%#

1##

%#

#

>
?

值

注：阴性对照组为酶原稀释液组；阳性对照组为蛋白酶激活剂

组；与阴性对照组相比，!
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实验结果显示，Q? 值分别为 U_X、c_4、c_X 的 c 种磷

酸溶液对组织蛋白酶 m 均有激活作用，组织蛋白酶

m 的活性随磷酸溶液 Q? 值的升高酶活性逐渐加

强。在 Q?c_4 和 Q?c_X 时，磷酸和柠檬酸对组织蛋

白酶 m 的作用相当。研究发现，组织蛋白酶 m 在环

境 Q? 值为 >_4%X_X 时，随着环境 Q? 值的上升，酶的

活性逐渐增强，其发挥活性的最佳 Q? 值为 X_X

+=VZ=8-。

因此，推测在摄入含有磷酸的饮料后，口腔环境 Q?

值迅速降低，会使暴露于口腔不同组织中组织蛋白

酶 m 活性增加，并发挥降解胶原基质的作用。伴随唾

液的缓冲作用，口腔环境中 Q?值逐渐升高，组织蛋白

酶 m活性会更强，直到口腔环境 Q?恢复至 X_X以上

时，组织蛋白酶对胶原的破坏作用才逐渐减弱。

综上所述，可口可乐和汇源橙汁及其所含的饮

料酸均能使组织蛋白酶 m 活性增强，Q?nWR4 的柠檬

酸对组织蛋白酶 m活性的增强作用尤为显著。因此，

摄入酸蚀性强的饮料尤其是含有柠檬酸的饮料，可能

促进组织蛋白酶 m介导的牙本质及牙周组织胶原纤

维降解，加速龋病、牙周炎、种植体周围炎的进展。
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