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^皇 rRACT The content of bradykinin 

(BK)-like peptides in rat denial pulp was 

-igniflcantly increased 1，6 and 24 h after 

cavity formation 皂t the neck OI incisot． 

W e have reported that enkephalin (EK)一 

Iike peptides in rat derttal pulp were in- 

creased by cavity formation or BK． In the  

present study． the  mechanisol of the pro- 

duction of EK enhanced  by BK was investi— 
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gated using benzoyl_ rgininc一2一nsphthyl- 

amide (BANA)， a synthetic subtrate． BK 

and its products cleft by carboxypeptidase 

B， des-Atge．．-BK and arginin~ (Arg)． 

activated the  degradation of BANA． It 

s~ggested  that these substances may enhan- 

cc the processing of enkephalins．from pre- 

cursor proteins．The activating effects were 

inhibited by EGTA．The BANA—degrading ， 

enzymes in lysosoma l Iraction were acti— 

rated  by BK．des—ArS'一BK and Arg，but the 

enzymes in supernatant were activated by ． 

Arg only．0n the other hand， morphine 

and met—EK inhi bited  the production of 

BK-Iike peptides by tryps／n from plasma 

kininogen．It is suggested tha t BK is cleR 
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by carboxypcptidase B in pulp cell to des— 

Arg。一BK and Arg which activate the lyso* 

somal Or soluble EK processing enzymes， 

and then the produccd EK inhlbits the pro- 

duction of BK from pla锄 kininogcns in 

the pulp． 

KEY W ORDS dental pulp~ bradyktnin； 

EGTA； benzoyl--L-8rgtnine-2—-naphthyl- 

amide (BANA)~ lyso~somes； methionine~- 

enkephalin, morphine 

墨■ 切牙牙颈钻孔造成的损害性刺激增加牙髓缓激 

肽(bradykinin，BK)样物质含量．BK及其羧肽酶B分 

解产物均可激活牙髓 BANA分解酶，提示这些物质可 

促进牙髓中脑啡肽从前体蛋白的生成．这些激活作用 

均被 EGTA抑制．该酶主要分布于牙髓细巍的溶酶体 
及可溶性成分中．另一方面，吗啡和甲啡肽抑 制BK 

样物质从血浆澈肽原的生成． 

关■一 牙髓I缓澈肽I EGTAj甲荤一 鸯氨 酸_2一 

豢虢胺’溶酶体}蛋氨酸脑啡盼：，吗啡 

牙颈钻孔引起大鼠牙髓损害性刺激后，牙 

髓中内源性镇痛物质脑啡肽(cnkephalin，EK) 

含量显著增加，离体牙髓实验中，致痛物质缓 

澈肽(bradykinin，BK)可增加 EK的生成 和释 

放“ ’． 本文在确认牙髓受损害刺激后 BK含 

量增加的基础上，探讨 BK促进 EK生成 的机 

理．以柱层析 (Sephadex O 75)作牙髓组织酶 

分离，然后分别 以 Na-bvnzoyl-L-arginine_ 

∞phthylamide (BANA)和牙髓 EK前体蛋 白 

的粗提出物作底物， 发现分离液 中 BANA分 

解酶活性与 EK生成酶活性的峰平行，该酶在 

性质上与cathepsin B相似 (未发表资料)，故 

本文以 BANA 作底物间接观察 EK生成酶的特 

点’还初步探讨了EK对BK生成的影响． 

MATERIALS AND M ETH0DS 

切牙牙颈钻孔对牙■ BK含■的影响 SD 

系大鼠 204±sD 22g， ，(购自日本动 物株 

式会社 )， 以乌拉坦 10 g／kg，i 麻 醉，于上下 

切牙牙颈部以牙科电动钻机各钻一深达牙髓的 

孔，造成牙髓性疼痛刺激．钻孔后 1，6，24， 
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72h处死大鼠取出牙髓，置于 HC1 0．1 mol／L 

匀浆化后离心，100 000×g， 上清部分冰冻干 

燥后以抗 BK抗血清作 BK样物质含量 的放射 

免疫学测定． 

牙■ BANA分一一宴譬 

l完整 矛髓 正常大鼠牙髓 在 37℃ 含 氨 

肽酶抑制荆 bestatin 20 pmoUL和血管紧 张素 

转换酶 (ACE)抑 制 剂captopril l pmol／L的 

Hanks液 (pH 7．4)中，与 BANA 及 BK等一 

起温浴 30min后，90"C加热 4rain中止反应 令 

却后之反应液以荧光光度计 (岛滓 RF-540)测 

定分解产物 ~-naphthylamine的量(ex 338 Rm! 

cm 410 am)．TP(x 处理的胰蛋 白酶用作标准 

酶，BANA分解酶活性以相对于胰蛋白酶的量 

表示． 

2 矛髓 匀浆厦各亚细胞成分 大鼠牙髓在 

含蔗糖 0．25mol／L的磷酸缓冲液 (pH 7．4)中 

匀浆化后， 按分次离心法“’分离各亚细胞成 

分．匀浆及各段成分按上述方法分别与BANA 

及 BK等温褡 30min后， 加热中止反应，离 

心后上清作 BANA分解酶活性测定． 

阿片样静羹对 BK生成的影响 以肝素抗 

凝的正常大鼠血浆以 56"C热处理 5 h， 离心后 

上清部分用作血浆激肽原．热处理血 浆 3O 1， 

胰蛋白酶(激肽生成酶之一 )2O 及吗啡等 阿 

片样物质一起在 1．5nd Hanks液 (pH 7．4)中 

37"(3温浴 2h后，以 90"(3 20min 中止反应 ，冷 

却后以6O％乙醇沉淀蛋白质，上清部分冰冻干 

燥后作 BK样物质含量 的 放 射 免 疫学测定． 

BANA和 TFCK处 理 的 胰蛋白酶为美国 

Sigma公司产品， BK，d~-A．rg。_BK，Arg，甲 

啡肽为 Pc~ide Insthu~ Inc(日本大阪)产品， 

ethylketoclazoctne methanesulfonate(EKC)为 

美国 Sterling—Winthrop研究所产品． 

REgUI．1 

牙颈钻孔对牙■ BK 样静质含■的辱响 

钻孔后 l，6，24h，牙髓BK样物质含量显著 

增加，72 h后恢复至正常水平(Tab 1)． 
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Tab 1． Influence of cavity formation OU the 

content of bradykinin fJlK1一like peptides in rat 

dental pulp i1．0． Number of ratg in parenthe-- 

s姆 ．i± SD ． P> 0．05， ⋯ P< 0．01． 

Time af ter K

删

- like pe ptid

f 。； ormat (h) 
c。ntr01 ：i ci0n 

BK对牙髓 BANA分解酶活性的影响 

I完整牙髓 BK(o．卜10ltmol／L)及其羧 

肽酶B分解产物des-Arg。_BK (O．卜10ltmol／ 

L)浓度依存性增强 BANA分解酶活 性， 后者 

作用比 BK更强(Tab 2)| Arg亦 有显著的增 

强作用(Tab 3)．BK及其衍生物的激活作用被 

钙螯合剂 EGTA (2．5retool／L)显 著 地抑制 

(Tab 3)． 

2牙髓匀浆和各亚细胞成分 BK 10~mol／ 

L，des-Arg 一BK 10 j~mol／L和 Arg 10 j~mol／L 

对牙髓匀浆 BANA分懈酶活性均有增强作用． 

对溶酶体成分中的 BANA分解酶活性， 该三 

物质均有很强的增强作用，而对上清 中的酶活 

性仅Arg有明显的增强作用．des-Arg。-BK对 

微粒体中酶活性亦有显著的增强作用(Tab 4)． 

阿片样物质对 BK 生成的影响 对于大鼠 

Tab 2． Effects of BK and de$--Arg9-BK On 

benzoy lm ide BANA)一de— 

grading enzyme activity in rat dental pulp机 ~iCro． 

置±SD． ¨ P< 0．05+ ⋯ P< 0．01． 

Act~ity equivalent to trypsin 

(~g／g tis ue) 

~mol／L BK de r̂ _BK ’ 

Tab 5． Effects of BK (1 pmol【／L)， des-ArEL 

BK (1 m0l／L)and -啊蛐 0 (Arg，1 gmol／L)OD 

BA NA-degrading en zyme activities 0I rat den tal 

pulp in  preseaee or -b! ∞ 0I EGTA ．i± SD． 

”P<O．05，” < 0．01 v3 control in absence of 

EGTAI t／'~ O．C5，ttp~o．05，ttlP~ O．01 v3 EGTA 

0tool几 ． 

Aetivity equivalent to trypsin 

(rig／g tissue) 

EGTA 0mol，L EGTA 2．5mol／L 

血浆激肽原在胰蛋白酶作 用 下 生 成 BK样 物 

质，甲啡肤 10．mol／L和吗啡 10 ltmol／L有明 

显的抑制作用，K一阿片受体激动 剂 EKC则 无 

显著抑制作用(Tab 5)． 

Tab 4． Subcel~ r dis~ibufion of BANA-degrading ~ ymes in rat deuinl pulp cells an d their aetl— 

ration by BK。 dei-Arg -BK and Arz．n=4-8，量±SD． ’P>0．05，¨P< 0．05．̈  <0·01· 
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Tab 5． Effects of met-enkephalin (M E)， m0r_ 

phine and ethylketoeyeiozocine (EKC) on the 

production of BK-like peptides by tryt~dn (20 

Pg) from rat heated p~sma m ~ttro． Num~ r of 

~unples in parentheses．i±SD． P> 0．05，¨P< 

0．05 J eon~o1． 

BK-like peptides(pmol／L heated plasma) 

Control 2．1l±0．38( ) 

0．1pmol／L 1．0pmol／L 10．9 ttmol／L 

。

M

h

o

．m

r-

e 
2．10_+0．28(8~1．86+0．32(7 1．68_+0．1 6(7) 

● ●● 

ME 1．96±0．06(4) 1．72±0．26(4)1．11±0．32(4) 

EKC 1．70±0．25(4)2．02~0．37(4)2．“ 士0．42(4) 

DlSCUSSloN 

损害性刺激可引起牙髓 BK样物质含 量增 

高 ’． 本文以放射免疫学方法进 一 步 加以证 

实．Kudo等发现的损害性刺激 及 BK促 进 牙 

髓 EK的生成和释放“ ’， 是否由于 激 活 EK 

生成酶，本文应用 BANA对此作了探讨，结果 

表明 BK可增强BANA分解酶活性． BK在细 

胞内可被酶分解，故还应考虑 BK的酶分解产 

物起的作用．由于实验中以 bestatin抑 制氨肽 

酶及 C8ptopril抑制 ACE，羧肽酶 B分 解产物 

的作用当予重视．本文发现，BK的羧肽 酶 B 

分解产物 des-Arg。_BK和ArS亦与激活BANA 

分解酶有关，甚至比 BK本身更强， 提 示 BK 

经羧肽酶分解后起作用．三者的激活作用均可 

被 EGTA 抑制．EGTA的抑制作用可 被 Ca 

浓度增高所拮抗 ’，表 明受 BK及其衍生物激 

活的 BANA 分解酶是 ca 依赖性酶． 

牙髓各亚细胞成分的酶活 性 分 布 结果表 

明，BK，des-Arg _BK和 Arg均增强 溶 酶 体 

成分中的 BANA 分解酶作用j在上清 液 中仅 

Arg有明显增强作用，这提示牙髓中EK生成 

酶可能存在于溶酶体和细胞可溶性成分中，溶 

酶体中的该酶可 被 BK及 des-Arg。_BK和 Arg 

激活，可溶性酶则被 Arg激活．此外des—Arg。一 
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蛋白质合成，加工及输送部位也有 受 BK激活 

的孩酶．溶酶体在 EK生成中的作用， BK及 

其分解产物是通过受体还是直接激活 EK生成 

酶，有待探讨． 

此外，吗啡等阿片样物质抑制牙髓因损害 

性刺激引起的 BK 释放的作用，一般认为这是 

由于抑制血管通透性从而减少激肽原及激肽生 

成酶的游离 )，本文表明吗啡及 甲啡肽直接抑 

制激肽生成酶亦是一种可能的机理． 

以上结果提示，损害性 刺激 促 进 BK生 

成，BK进入牙髓细胞后，被羧肽酶 B 分解为 

des 哪【。_BK和 Arg，后两者在 “存在下激 

活溶酶体或其他部位的 EK生成酶，使 EK大 

量生成，EK则可直接抑制 BK生成酶 活性， 

减少 BK的生成． 
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