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胰蛋白酶样酶（ trypsin- like enzyme, TLE）是造成牙周组

织破坏的重要因素之一，Loesche等[1]认为牙周病变中TLE水

平与牙周病的严重程度呈显著的正相关。本研究通过苯甲酰

精氨酸萘酰胺（ benzoyl DL arginine naphthlamide，BANA）水

解试验对健康牙龈龈下菌斑内TLE水平进行测定，以对今后

的牙周病研究提供参考。

1 材料和方法

1.1 研究对象

以2003年8月—10月在白求恩国际和平医院口腔科就诊

的45名门诊志愿者为研究对象。45名志愿者中，男23名，女

22名；年龄35~55岁，平均年龄42.65岁。志愿者纳入要求：

牙龈健康，3个月内未使用抗生素类药物、避孕药物、未进

行牙周治疗，无全身系统性疾病，无吸烟史，女性非妊娠及

哺乳期。

1.2 菌斑标本的采集

选取受试者的待测牙（ A1、B1、C6）常规消毒隔湿干燥，

去除龈上菌斑。用无菌“ 标准小环”[2]刮取唇/颊正中点龈袋内

龈下菌斑溶于200 μL生理盐水中，置于振荡器振荡30 s，待

检。牙位缺失者不记，共刮取100份菌斑样本。

1.3 菌斑标本的BANA试验

取1 mmol/L苯甲酰精氨酸萘酰胺盐酸盐（ Sigma公司，美

国）100 μL加入酶联反应板孔内，然后加入100 μL待检菌斑

标本，37 ℃孵育过夜。次日在酶联反应板孔内加入0.25%坚

牢黑K盐（ Fast Black K，Sigma公司，美国）50 μL，37 ℃孵

育5 min后肉眼观察，根据反应液颜色判定结果。橙红色为

阴性，蓝色为阳性。再用酶联免疫检测仪在600 nm波长下测

定反应液光密度值（ OD600 nm）。

2 结果

100份健康牙龈 龈 下 菌 斑 中 ，BANA试 验 阴 性 96份 ，

OD600 nm值均小于0.20，阳性4份，OD600 nm值为0.20~0.21。100

份样本的OD600 nm中位数为0.11，四分位数间距为0.000~0.140,

95%可信区间为0.000 0~0.199 5。

3 讨论

临床牙周病诊断主要依据医生的视诊、牙周探诊和X线

片等，这些方法属于静态性评价，存在明显的时间滞后性，

对静止期及早期牙周炎的诊断准确性较差。

胰蛋白酶样酶是牙周组织的重要破坏因子之一[1，3]。龈下

菌斑中的牙龈卟啉单胞菌、齿垢密螺旋体、福赛拟杆菌是牙

周炎发生、发展的关键致病微生物[4]，这些致病微生物均能

产生胰蛋白酶样酶，从而可使人工合成的酶底物———BANA

水解产生β- 奈胺[1]，在600 nm波长下测定β- 奈胺与重氮染料

坚牢黑K盐反应产物的光密度值，通过OD600 nm值反映龈下菌

斑中TLE的水平和活性，从而反映取材部位牙周病关键致病

菌的含量和活性。本研究正是利用这一原理来检测龈下菌斑

内TLE水平，从而评价牙周状况。

BANA试验结果能否为临床牙周状况的评估提供信息，

首先就要确定健康牙龈龈下菌斑BANA试验OD600 nm值范围，

然后通过牙周病与健康牙龈OD600 nm值的比较来评价牙周状

况。而目前对于健康牙龈龈下菌斑BANA试验OD600 nm值的报

道还没有。本研究对45名牙龈健康者的100份龈下菌斑标本进

行BANA试验，结果95%的OD600 nm值均在0.000 0~0.199 5范围

内，初步提示健康牙龈龈下菌斑BANA试验OD600 nm值应在

0.20以内，OD600 nm值大于0.20时可能存在牙周组织早期病变

或已发生了牙周组织病变。
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