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中文摘要 

傳統人工合成的氫氧基磷灰石(hydroxyapatite, HAP）為結晶性良好的磷酸鹽材

料，是臨床醫療常見的人工骨粉材料，在做為骨傳導（osteoconduction）的應用上

具有相當良好的療效。近年研究發現生物體中的 HAP 隨著硬組織的不同而呈現不

同的次級結構，在生物礦化過程扮演重要調控角色。因此開發 HAP 前驅物或晶體

結構較不穩定之磷酸鈣材料，用於生物硬組織再生研究成為新興的課題。由於感染

的根管在進行情創與修形後，會影響根管表面硬組織的形態特徵與組成性質，在後

續若要進行牙本質-牙髓再生（dentin-pulp regeneration）處置時可能不利於幹細胞

的貼附、生長與分化。因此本研究目的是利用沈積法在根管內表面形成一層均質覆

蓋且結晶性不佳的磷酸鈣沈積物，透過可釋放鈣離與磷酸根離子的特性吸引並調

控幹細胞的生物礦化行為，並且改變根管表面形態特徵以利於幹細胞貼附生長。本

研究首先使用接近飽和濃度的 10％ Na2HPO4與不同濃度的 CaCl2溶液進行沉澱反

應來製備磷酸鈣沈積物，從產物結晶尺寸與反應酸鹼值結果，選擇 0.05 M 與 0.1 M 

CaCl2進行後續實驗。接著在牙本質樣本的根管表面直接進行沈積反應，評估反應

時間、CaCl2濃度對於牙本質表面之磷酸鈣沈積物形態、組成成分、晶體結構與覆

蓋牙本質表面行為的影響效應。最後再以牙根根管模型進行研究，測試溶液沖洗位

置與 CaCl2濃度對於根管表面形成磷酸鈣沈積物的覆蓋行為。 

掃描式電子顯微鏡(scanning electron microscope, SEM)分析發現，當反應時間

大於15分鐘時，無論是0.05 M與0.1 M CaCl2組均可於牙本質表面形成高覆蓋率的

磷酸鈣沈積物，主要呈現表面針刺狀或條狀結晶覆蓋的球狀結構，與HAP結構相

似，0.1 M組在反應時間大於30分鐘時開始可觀察到少量片狀結晶散布於球狀主結

構中。此外隨著反應時間與CaCl2濃度增加，穿透式電子顯微鏡（transmission 

electron microscope, TEM）分析發現產物鈣磷比從1.31增加到1.47，同時產物晶體

也逐漸呈現方向性排列形態，而選區電子衍射（selected area electron diffraction, 



doi:10.6342/NTU202404225

iii 

 

SAED）的晶體繞射點亦趨明顯，顯示產物結晶性提升，其結構鑑定為缺鈣型氫

氧基磷灰石（calcium-deficient hydroxyapatite , CDHA）。覆蓋率分析方面，當反應

時間為15分鐘時，0.05 M組平均覆蓋率為97.82%、平均覆蓋厚度為18.71 µm，0.1 

M 組平均覆蓋率為97.57%、平均覆蓋厚度為12.79 µm，兩組的平均覆蓋率與覆蓋

厚度相似，沒有統計顯著差異。於牙根根管模型的研究結果發現，針頭置於根管

中段進行沖洗所形成磷酸鈣沉積物覆蓋情況最佳，當反應時間為15分鐘時，0.05 

M組的產物均呈現球狀結構，其平均覆蓋率為93.39 %，0.1 M 組則除了球狀結構

外亦有片狀結構出現，其平均覆蓋率為95.88 %，兩者間沒有統計顯著差異。 

總結來說，將針頭置於根管中段沖洗 0.05 M CaCl2 15 分鐘，可在牙根根管樣

本表面形成覆蓋率高、均值度佳、低結晶性的磷酸鈣沈積物，推測將有利於調控齒

源性幹細胞的生物礦化行為，進而達到促進牙本質與牙髓組織再生的結果。 

 

關鍵字：牙本質-牙髓再生、牙根根管、非晶性磷酸鈣、缺鈣型氫氧基磷灰石。 
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英文摘要 

Artificial hydroxyapatite(HAP) is a kind of calcium phosphate with well crystallized 

and good biocompatibility. It is widely used in bone graft material because good 

osteoconductive ability results in good treatment outcomes. There are several HAP 

substructures in different hard tissues, and it plays an essential regulatory role in the 

biomineralization process. Therefore, developing HAP precursors or calcium phosphate 

materials with relatively unstable crystal structures for studying biological hard tissue 

regeneration has become an emerging topic. The morphological characteristics and 

composition of the hard tissue on the surface of the root canal might be affected by canal 

debridement and enlargement, and may be unfavorable for subsequent dentin-pulp 

regeneration for attachment, growth, and differentiation of stem cells. Therefore, the 

purpose of this study is to use the precipitation method to form a layer of calcium 

phosphate deposits with homogeneous coverage and poor crystallinity on the inner 

surface of the root canal. Change the morphological characteristics of root canal surface 

to facilitate the growth of stem cells. 

In this study, we use the precipitation method to form calcium phosphate using a 

serial application of a 10% Na2HPO4 and different concentrations of CaCl2 and observe 

the appropriate crystal form and size under the optical microscope as a result of an ionic 
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reaction. Considering the neutral pH value and small crystal size of calcium phosphate 

formation, we choose 0.05M and 0.1M CaCl2 as ideal concentrations and apply them to 

the following experiment. Then, the deposition reaction was performed directly on the 

dentin samples. The effect of reaction time and CaCl2 concentration on the morphology, 

composition, crystal structure, and behavior of covering the dentin surface of calcium 

phosphate deposits were evaluated. Finally, the root canal samples were used to study the 

coverage behavior by different solution irrigation positions and CaCl2 concentration in 

forming calcium phosphate deposits on the root canal surface. 

 

Key words: pulp-dentin regeneration, root canal, amorphous calcium phosphate, calcium-

deficient hydroxyapatite. 
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第一章 前言 

在臨床上牙髓因為各種原因受到嚴重感染時，對於根尖發育完成的恆牙，我們

會進行傳統的根管治療，但若是發生在牙根未發育完全的恆牙時，在完成根管清創

後進行根尖成形術（apexification），這些治療方式都可以解決感染的問題，而且有

不錯的治療成功率。但是，這類牙齒因為治療後，長期來說因為牙根無法繼續發育，

導致牙冠牙根比例較差、牙根根管壁較薄，後續發生牙根斷裂的風險較高(Cvek, 

1992)；另外，也因為喪失牙髓的關係，失去對外界感知的能力，可能再次蛀牙但

沒有及時介入治療等因素而最終需要被拔除。所以不論是牙根發育完成與否的牙

齒，假設我們可以維持牙髓組織活性，都可以獲得較佳的治療效果。對於牙髓壞死

的狀況，如果進一步可以進行牙髓組織再生的話，讓牙齒可以繼續生長、有足夠的

強度，相信可以提高這些牙齒存留於口腔中的時間、改善患者的生活品質。 

因此牙本質牙髓組織再生（dentin-pulp tissue regeneration）是目前研究的重點，

而當前的趨勢是使用組織工程（tissue engineering, TE）達到再生的目的。組織工程

包含三大要素：幹細胞（stem cells）、支架（scaffold）、和生長因子（growth factors）。

牙本質牙髓複合體（dentin-pulp complex）的構造，是由兩個異質結構組成，外層

是牙本質、內層是牙髓組織。當在進行牙本質牙髓組織再生時，會希望細胞分化可

以長在原本牙本質、牙髓的位置。過去文獻發現目前絕大部分的再生結果在根管中

都只有長類牙髓組織、並沒有硬組織生成；或是雖然同時誘導了軟硬組織的生成，

但是這些組織是混合生長，並沒有在外圍長牙本質、內層長牙髓的情況，這也是目

前現今牙科組織再生研究領域中的瓶頸(Qu et al., 2015) (Yang, Tan, Cen, & Zhang, 

2016)。 

近年來一個新興的論點，利用支架不同的剛性特質（stiffness），來促使幹細胞

走向不同的分化程序，可能是一個比較好的策略。Engler 等學者在 2006 年提出，

當人類間質幹細胞（mesenchymal stem cells）生長在不同剛性的支架表面時，會有
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不同的分化結果。在低剛性（E = 0.1～1 kPa）的支架上面生長時，會分化成生長

成軟組織的細胞，例如：神經細胞（neuron cells）；而隨著剛性增加（E > 10 kPa），

較易分化成生長硬組織的細胞，例如：骨母細胞（osteoblast）的生成(Engler, Sen, 

Sweeney, & Discher, 2006)。後續也有研究證實，利用材料的剛性調控人類牙髓幹細

胞（human dental pulp stem cells, hDPSCs），分化成不同種類的細胞，而長出不同結

構的組織 (Qu et al., 2015)。 

哺乳類動物的硬組織中，主要的無機物成分是磷酸鹽類，而氫氧基磷灰石

(hydroxyapatite, HAP）是最主要的結構，且不同組織中的氫氧基磷灰石有不同的次

級結構；而非晶性磷酸鈣（amorphous calcium phosphate, ACP）被認為是氫氧基磷

灰石的前驅物，兩者皆以奈米大小存在體內。過去文獻指出，人工合成的氫氧基磷

灰石具有良好的生物相容性，而非晶性磷酸鈣則表現有較好的溶解度、生物降解性

及生物活性，所以皆被廣泛應用在生醫材料的用途上，近期也常被應用於支架材料

(S. V. Dorozhkin, 2010)。 

本研究目的是利用沈積法在根管內表面形成一層均質覆蓋且結晶性不佳的磷

酸鈣沈積物，透過可釋放鈣離子與磷酸根離子的特性吸引並調控幹細胞的生物礦

化行為，並且改變根管表面形態特徵以利於幹細胞貼附生長。 
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第二章 文獻回顧 

2.1  現代根管治療之發展與限制 

在牙根發育完全的恆牙牙髓因齲齒、特殊解剖構造、或是外傷導致牙髓嚴重感

染時，通常以傳統根管治療為主要術式。傳統根管治療目前臨床治療成功率可高達

70%~90%，但牙齒會喪失感知外界刺激的功能，導致無法早期發現再度蛀牙或是

牙周破壞。另外接受根管治療的牙齒，通常有因蛀牙或是其他病灶導致的大範圍的

齒質破壞，加上髓腔開擴後齒質的移除，整體結構強度降低，即便後續使用填補或

是補綴物恢復外觀和功能，仍存在牙冠或是牙根斷裂的風險，最終拔除。 

當牙髓感染發生於牙根尚未發育完全的恆牙時，倘若牙髓傷害範圍較侷限，則

可使用活髓治療作為術式，去保留健康的活髓組織，促進持續性的牙根生長，達到

齒質重建的結果，另外也維持牙齒活性達到預防保護的功能，其成功率可達 9 成

以上 (Aguilar & Linsuwanont, 2011)。若牙髓已全部壞死，一般會使用根尖成型術

治療，以氫氧化鈣誘導根尖鈣化屏障（apical barrier）的形成，或直接使用三氧礦

化物（mineral trioxide aggregate, MTA）作為根尖栓塞（apical plug），雖然在臨床上

有八成以上的成功率，但缺點在於牙根不會繼續成長，未發育完全的牙根因為較短

且根管壁較薄，導致齒質結構較脆弱且牙冠牙根長度比（crown-root ratio）不佳，

日後仍有很高的機會發生牙齒斷裂需要拔除。 

當牙髓受損時，無論牙根是否發育完全，目前的治療術式雖然都有臨床和影像

學的良好預後，但皆無法促進受損區域的齒質重建以及牙髓組織再生。因此針對這

些牙齒，除了盡量保留健康的活髓組織以外，若能以一個策略達到牙本質-牙髓組

織的再生，讓牙根可以持續生長、提升整體強度，並且能恢復牙齒活性，維持對外

界的感知能力並穩定組織結構，相信可以突破目前根管治療的限制。目前學者多以

組織工程（tissue engineering）的觀念以及技術，來進行牙本質-牙髓組織再生的研

究。 
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2.2  組織工程於牙本質-牙髓再生之目前應用與限制 

牙本質-牙髓組織再生的概念最早可回溯到 1970 年代，Nygaard-Ostby 學者等

人在完成牙齒的根管清創後，使用器械穿出根尖孔誘導根管內生成血塊，期望藉由

此種方式來修復受損的牙髓組織，不過此研究在後續組織學觀察卻發現僅有局部

的纖維結締組織及牙骨質生成，並非真正的牙髓組織再生 (Nygaard-Ostby and 

Hjortdal, 1971)，而後續牙髓組織再生相關研究也並未有更進一步的突破。直到 2000 

年，Gronthos 學者等人自人類牙髓幹細胞（human dental pulp stem cells, hDPSC）

被成功分離出來(Gronthos et al., 2000)，組織工程技術在牙本質-牙髓組織再生的領

域才開始有更進一步發展。組織工程技術依；其中依幹細胞參與的有無分成兩種方

式，分別是無細胞（non-cell based）以及幹細胞（cell-based）牙本質牙髓組織再生

(Huang, 2011)。 

無細胞牙髓-牙本質組織再生策略，因為沒有幹細胞參與關係，較無醫學倫理

與免疫問題，在實驗設計上也較單純。而回顧目前在臨床上針對牙髓壞死但未發育

完全之恆牙所使用的血管再生術式（revascularization）或再生性牙髓治療步驟

（regenerative endodontic procedures, REPs）即是無細胞牙本質-牙髓組織再生概念

的應用。經由誘導根尖組織出血的方式在根管內產生血塊，血塊中因為含有趨化因

子，可以吸引在根尖處周圍的幹細胞進入到根管空間內，作為幹細胞來源，而同時

根管內的所形成的血塊也可作為後續提供細胞生長貼附的支架。然而根據研究，雖

然血管再生術式有助於改善臨床症狀、促進根尖病灶癒合，臨床成功率僅有 76% 

左右(Silujjai and Linsuwanont, 2017)，且經由臨床組織學檢查也顯示新生成之硬組

織為類牙骨質（cementum-like）或類骨質（bone-like）組織，根管內所生成的軟組

織也並非正常牙髓組織，證實沒有辦法真正的達成牙本質-牙髓組織再生(Patricia et 

al., 2014)，可見無細胞牙本質-牙髓組織再生策略有其限制，所以目前的主流為幹

細胞牙本質-牙髓組織再生策略。 
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幹細胞牙髓組織工程再生的研究中， 2009 年日本 Iohara 學者的研究團隊在狗

的牙齒上進行冠髓切除術(pulpotomy)，置放自犬齒取出的幹細胞和膠原蛋白，後續

犧牲做組織學觀察。實驗結果可以看到，實驗組在冠髓切除的區域有明顯的牙本質

牙髓組織再生，同時具備良好的血液供應。高倍率下觀察，可以看到有牙本質小管

（dentin tubule）的結構，同時牙本質母細胞（odontoblast cell）也有細胞核極化

（nuclear polarization）的現象，相較之下控制組則沒有任何組織再生(Iohara et al., 

2009)。 

另外 2010 年黃教授的研究團隊，使用活體 de novo 實驗模型，以人類牙根片

段（root fragment）兩邊開口擴大至 1-2.5 公釐，一端封以 MTA，另一端至入混合

hDPSC 及作為支架的聚乳酸乙醇酸共聚物（poly-D,L-lactide and glycolide, PLG），

植入小鼠背部皮下，做組織學觀察。組織切片顯示，置入的區域有類牙本質組織

（dentin-like tissue）和類牙本質母細胞生成，顯示此種組織工程再生方式有潛力可

應用於牙本質-牙髓組織再生的研究上。但血管生成來源是來自小鼠，而非人類幹

細胞分化生成，因此如何誘導再生組織中的血管新生仍待克服，且牙根片段兩端開

擴須超過 1 公釐，過於破壞齒質結構不利於承受外在力量，亦仍需進一步研究(G. 

T.-J. Huang et al., 2010)。 

然而，牙本質屬於礦化硬組織，牙髓屬於軟組織，顯示 hDPSC 在分化時是受

到兩種不同環境所影響，而目前研究所使用的支架均無模擬軟硬組織的環境，導致

目前利用組織工程絕大部分的結果顯示，在牙根根管中都只有生成牙髓組織、並沒

有硬組織生成；或是雖然同時誘導了軟硬組織的生成，但是這些組織是混合生長，

並沒有系統性排列，使外圍生成牙本質、內層生成牙髓組織的情況。如何去調控細

胞生長、誘導分化並系統性排列成原本組織生成位置是目前牙本質牙髓組織再生

最大的瓶頸（Qu et al, 2015）。 
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2.3  支架設計 

2.3.1 清創後的根管表面 

臨床上當牙齒因為齲齒或外傷等因素，導致牙髓發炎並造成進一步的感染時，

一般會進行根管治療，將所有受感染的組織清除乾淨並使用根管挫或鎳鈦旋轉器

械進行根管修形與擴大；而在進行根管清創的時候，容易造成根管表面的不平整，

也容易使牙本質小管外露讓原本殘留於牙本質小管內的細菌出現，不利於幹細胞

貼附生長。 

 

2.3.2 材料基值剛性與誘導組織再生的關聯 

根據 2006 年 Engler 等學者的研究，透過彈性模數（elastic modulus, E）可評

估材料之剛性（stiffness）性質，幹細胞在不同剛性材料上生長時，會有不同分化

結果。材料剛性低（E = 0.1～1 kPa）時，幹細胞易分化為軟組織，如神經細胞（neuron 

cells），材料剛性增加（E > 10 kPa），幹細胞易分化為生長硬組織的細胞，如骨母

細胞（osteoblasts）(Engler et al., 2006)。2015 年 Qu 學者等人設計兩種不同剛性材

料，E 值分別為 0.89 kPa 與 18.23 kPa，搭配 DPSC 進行牙髓-牙本質組織再生研

究，結果顯示，高剛性材料（18.23 kPa）相較低剛性材料（E = 0.89 kPa），更能誘

導硬組織生成 (Qu et al., 2015)。 

就牙髓再生而言，支架材料除需具備生物相容性與足夠物理強度以維持材料

結構外，還須能均勻分布於根管空間並與根管壁貼合，以提升幹細胞增生分化的速

率，達到組織再生的目標(Galler, D’souza, Hartgerink, & Schmalz, 2011)。由於根管

空間狹窄，使用固體支架在置放上有其限制，因此可注射性成為支架設計的重點之

一。而從血管新生以及營養供應的觀點，多孔性支架除可提供營養交換空間，亦可

攜帶生長因子和幹細胞，促進細胞攀爬生長，是現今支架材料發展的主流(Bakhtiar 

et al., 2018)。目前常用的支架種類可分為人工聚合物及天然聚合物兩大類。其中人
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工聚合物可分為多聚體(polymer)、生物陶瓷類 (bio-ceramic)和奈米纖維(nanofiber)，

此類材料具備良好的生物相容性及適中的降解速率，但通常不具備可注射性，無法

均勻分布在根管空間中。而天然聚合物通常生物相容性佳，價格低廉，如膠原蛋白

(collagen)、纖維蛋白(fibrin)、絲蛋白(silk protein)、玻尿酸 (hyaluronic acid, HA)等

(Moussa & Aparicio, 2019)。其中膠原蛋白在組織再生應用歷史悠久，但其原料多來

自豬或牛等物種而有免疫的疑慮及宗教上的限制，或是動物本身疾病(例如狂牛症)

因素而有感染的風險，其產品安全性需要嚴格把關。此外天然 聚合物通常降解速

率較快，支架結構強度不佳常影響再生組織生長。而具備可注射性和結構穩定性的

膠體材料是當前支架的主流，其中交聯型 HA(cross-linked HA)因可藉由交聯程度

達到強化結構穩並控制降解時間的效果，近年來受到重視。此外，Qu 學者等人提

出外層與內部具有不同表面剛性的雙相型三維奈米立體支架材料，發現貼附於外

層高剛性結構生長的幹細胞可分化生成鈣化組織，而內部低剛性的網狀結構可促

使細胞生成結締組織，並利用材料內外層有不同降解速率，促進細胞攀爬增生。但

此類支架製作需搭配三維列印技術，並且內外層混合比例對細胞分化行為的影響

尚未定論，故目前未普遍使用（Qu et al, 2015）。 

 

2.3.3 磷酸鈣沉積於生物醫學上的應用 

磷酸鈣在自然界中是哺乳類動物牙齒和骨頭中最主要的無機物，其中氫氧基

磷灰石（hydroxyapatite, HAP, Ca10(PO4)6(OH)2）是最主要的結構，鈣磷比為 1.67，

在人體中，氫氧基磷灰石占骨頭的 70%，占牙釉質中的 97%，在牙本質中則有 60%

的含量(Veis, 2005)。不同組織中的氫氧基磷灰石含量各有不同之外，其磷酸鈣的晶

體大小形態等次級結構也不盡相同。早期的研究相繼證實牙本質內的氫氧基磷灰

石呈現盤狀的形態，大小約為 250 nm (Johansen & Parks, 1962; Watson & Avery, 1954)；

骨頭內的 HAP 呈梭狀，大小約為 2~3μm；牙釉質內的 HAP 則呈長柱狀，大小約

為 200nm(Veis, 2005; Weiner & Price, 1986)。而這些不同次級結構的 HAP 在生物體
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內的功能還有和細胞交互作用的機制仍然不是很清楚。 

在牙科治療中，牙周病以及牙髓方面的問題常會伴隨著硬組織的破壞，過往的

治療方式是利用贗復物來進行缺損的修補，而近年來隨著組織工程的進步，開始在

手術中使用具有生物活性的材料。生物活性在材料上的定義為材料會與生物組織

在界面上誘發生物化學反應而形成化學鍵結，是衡量生物材料的一個重要指標。而

在具有生物活性的材料種類中，目前最常被研究的材料為氫氧基磷灰石，其具有好

的生物相容性（biocompatibility），沒有毒性，也因此目前已被廣泛的運用在硬組織

的修復和替換材料中，例如：作為牙科鈦金屬植體外的塗層，研究發現將包附有氫

氧基磷灰石與沒有包附物的牙科植體放入狗的股骨中四個星期，結果發現有氫氧

基磷灰石包附的植體的組別有顯著的骨頭高度以及植體和骨頭間有較好的結合強

度(Y.-L. Chang, Lew, Park, & Keller, 1999)；作為可分解的生物支架與各式各樣的整

形外科植體表面塗層(Suchanek & Yoshimura, 1998)；或是用於骨缺損以及創傷後的

牙齒骨頭的重建手術(Sergey V. Dorozhkin & Epple, 2002; Matsumine et al., 2006)等

用途。然而檢視到目前為止的研究，儘管硬組織與生物材料皆是由氫氧基磷灰石所

組成，但生物材料的氫氧基磷灰石往往只能作為支架而無法被生物體所吸收使用。

在追溯生物體內的礦化過程中，發現儘管在硬組織礦化初期就有 HAP 的存在於牙

本質中，但是在組織中有大量的其他類型的磷酸鈣出現，這些磷酸鈣被認為是 HAP

的前驅物，包括非晶性磷酸鈣(amorphous calcium phosphate, ACP)及磷酸八鈣

(octacalcium phosphate, OCP)(Posner & Tannenbaum, 1984)。也因此在生物鈣化的假

說中，主要有兩個不同的骨鈣化假說模型：骨礦化前驅物假說（bone mineral 

precursor theory）與非晶性磷酸鈣假說（amorphous calcium phosphate theory）。 

骨礦化前驅物假說認為 OCP 是鈣化過程中的起始物質(Brown, 1962)，因為

OCP 和 HAP 有非常相似的結構，因此認為在生物鈣化的水解過程中會逐漸轉變成

HAP。相關的研究也發現利用高解析電子顯微鏡在新生貓以及六個月大人類幼兒

牙釉質生成(amelogenesis)中可以發現 OCP-like 的存在(Weiss, Voegel, & Frank, 
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1981)。然而，Glimcher 等人利用 31P 核磁共振研究（nuclear magnetic resonance, 

NMR）、X 光繞射分析（X-ray diffraction, XRD）與傅立葉轉換紅外線吸收光譜分

析（FTIR）發現骨組織中的無機物主要是由結晶性差的磷灰石所構成，且在早期的

生物鈣化組織中並沒有觀察到 OCP 的晶體結構(Glimcher, 1984; Wu, Glimcher, Rey, 

& Ackerman, 1994)。因為缺乏證實OCP晶體存在於生物性磷灰石結構的直接證據，

因此骨礦化前驅物假說在生物鈣化行為的應用仍無法得到普遍的認同。 

非晶性磷酸鈣假說是藉由 X 光繞射分析宜觀察硬組織成熟過程中的磷酸鈣繞

射峰轉變而提出的假說(Quinaux & Richelle, 1967)，其假設鈣化過程是由最初的固

相非晶性磷酸鈣沉積在細胞外基質後，逐漸轉變成結晶性較低的氫氧基磷灰石，另

外在液態製程反應中，非晶性磷酸鈣被視為結晶性氫氧基磷灰石的前驅物(Boskey 

& Posner, 1976)。另外，Glimcher 也利用 X 射線徑向分佈函數分析（x-ray radial 

distribution function analysis）與 31P NMR 發現在礦化過程中無法觀察到固態的 ACP。

因此到目前為止的文獻與結果都無法妥善的解釋生物鈣化的調控機制，在環境中

的鈣、磷離子如何在生物鈣化過程中沈積於細胞外基質中，並且如何轉換成生物性

磷酸鈣的結構機制，目前都仍然不是很清楚(Grynpas & Omelon, 2007)。也因此這

兩個學說到目前為止仍有爭議。 

 

2.3.4 磷酸鈣沉積於牙本質再生的運用 

考量到牙齒的主要無機礦物為磷酸鈣，具有極佳的生物相容性，且為長久以

來作為牙本質堵塞法治療牙本質過敏症（dentin hypersensitivity）的成分，能有效

於牙本質上沉積(IMAI & AKIMOTO, 1990) (Ishikawa et al., 1994) (Suge et al., 1995) 

(Cherng, Chow, & Takagi, 2004)，並且具有較強之剛性（E=100-900 MPa）(Al-

Sanabani, Madfa, & Al-Sanabani, 2013)。若在牙根根管管壁上形成一均質性高、平

整的磷酸鈣沉積，除了利於幹細胞貼附生長，也能將牙本質小管蓋住，讓病原體

密封於牙本質小管內，增加組織再生的成功率，並誘導硬組織生成。 
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第三章 動機與目的 

 依照目前組織工程的研究，單純誘導牙髓組織再生已經有不錯的效果，但是要

同時在特定位置誘導功能性牙本質牙髓組織再生，仍無法達到。利用組織基質的不

同剛性對於幹細胞分化行為有不同的調控效果，剛性高的材料可以誘導產生硬組

織，剛性低的材料會以生成軟組織為主。利用此原理，若在根管表面給予一高剛性

材料，應該可以達到在特定位置誘導牙本質牙髓再生的目的。本研究希望在根管表

面形成一高剛性的磷酸鈣沉積，藉此誘導幹細胞形成牙本質鈣化組織。利用 CaCl2

和 Na2HPO4 沉澱反應方式，在牙本質表面形成磷酸鈣沉積，同時探討不同反應時

間和不同 CaCl2濃度對於在牙本質表面生成磷酸鈣的覆蓋行為與特質的分析。希望

可以研發出一種在根管表面有效形成均質性覆蓋磷酸鈣的方法，進而去調控幹細

胞的分化，達到功能性牙本質牙髓再生的目的。 
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第四章 材料與方法 

4.1 儀器裝置 

1. FDU 1200 freeze dryer（EMELA, Tokyo, Japen） 

2. Hybridization oven DHO-101（Firstek, Taipei, Taiwan) 

3. Image J software（National Institutes of Health, USA） 

4. MM-60R pH meter（TOA DKK, Tokyo, Japen） 

5. Olympus CX43 biological microscope（Olympus, Tokyo, Japen） 

6. pH test paper, whole range, pH 0~14（ADVANTEC® , Tokyo, Japen） 

7. SEM： 

⚫ S-2400（Hitachi, Tokyo, Japen） 

⚫ S-4800 FE-SEM（Hitachi, Tokyo, Japen） 

⚫ JSM-7600F Schottky FE-SEM（JEOL, Tokyo, Japen） 

8. SPSS statistics software (IBM, USA) 

9. TEM-EDS： 

⚫ JEM-2100F Cs STEM（JEOL, Tokyo, Japen） 

⚫ AZtec Ultim Max（Oxford Instrument, Abingdon, England） 

10. ZEISS EXTARO 300 dental microscope（ZEISS, Germany） 

11. ZEN blue imaging software（ZEISS, Germany） 

 

4.2 藥品材料 

1. Calcium chloride, anhydrous（J.T.Baker） 

2. Sodium phosphate, dibasic（ACROS organics） 

3. EDTA（J.T.Baker） 
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4. NaOCl 

 

4.3  利用沈澱法製備磷酸鈣 

考量到安全性及方便性，以 Na2HPO4 作為磷酸根離子來源，並以 CaCl2 作為

鈣離子來源，使用沉澱法（precipitation method）形成磷酸鈣沈積。希望可以藉由

兩種溶液混合找出形成大量磷酸鈣沉積的反應條件，有利後續在牙本質表面形成

均質且大範圍的磷酸鈣覆蓋，故選擇接近飽和濃度之 Na2HPO4 為反應濃度，不同

CaCl2濃度為變因。 

本研究策略如圖 1，因在溶液條件下最容易有反應物沉積，第一部分先以溶液

條件下混合形成磷酸鈣產物，藉由觀察晶體形態與大小，找出合適的 CaCl2反應濃

度。第二、三部分再於牙本質表面形成磷酸鈣沉積，並探討不同反應時間、不同

CaCl2 濃度與不同針頭位置對於在牙本質表面生成磷酸鈣的覆蓋行為與特質的分

析。 

 

4.4  氯化鈣濃度對磷酸鈣晶體形成的影響效應 

取 50 μl Na2HPO4滴於載玻片上，再取 50 μl CaCl2滴入，Na2HPO4濃度固定

為 0.7 M，CaCl2濃度作為反應控制變因分別為 1 M、0.5 M、0.1 M、0.05 M、

0.01 M。30 秒後將反應後的磷酸鈣產物以 pH 試紙測量 pH 值，並將多餘水分吸

乾，再滴上 20 μl 0.1%甲苯胺藍（toludine blue）溶液染色，最後蓋上蓋玻片，以

光學顯微鏡（Olympus, CX43）放大 400 倍率下，觀察磷酸鈣結晶顆粒形態與大

小。 

 

4.5  牙本質樣本與牙根根管樣本製備 

牙本質樣本、牙根根管樣本詳細製備流程如圖 2。牙根選擇條件為未接受過根
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管治療且無齲齒之單根管牙根，如上顎前牙、單根管小臼齒等。以高速手機於牙釉

質牙骨質交界（cemento-enamel junction, CEJ）處切除牙齒冠部，同時切除 1 mm 牙

根尖（root apex），後續搭配大量 5.25%次氯酸鈉（sodium hypocholoride, NaOCl）

溶液進行根管沖洗，以根管銼、ProTaper Gold® 鎳鈦旋轉根管器械（Dentsply Sirona, 

USA）S1~F4、蓋氏鑿鑽（Gates-Glidden drills）#1~#4 等器械將根管空間擴大至 ISO 

#110（1.1 mm）。在根管壁厚度大於 1 mm 的條件下，製備 3 mm 牙根片段，並在

牙根頰、舌側表面製造縱向刻痕（notch），以鐵鎚及鑿子將牙根片段剖半，作為牙

本質樣本（dentin sample）。在根管壁厚度大於 1 mm 的條件下，製備 6 mm 牙根片

段，並在牙根頰、舌側表面製造縱向刻痕，作為牙根根管樣本（root canal sample）。 

將樣本放入離心管，並裝有大於樣本 10 倍體積的 5.25%次氯酸鈉溶液，置於

烘箱（hybridization oven）之旋轉器以旋轉速度 50 rpm 浸洗 15 分鐘，隨後以相同

設定以 17 % EDTA 溶液浸洗 10 分鐘，步驟之間皆以大量二次蒸餾水進行浸洗以

移除殘留化學溶液，最後將浸洗完全的樣本先保存於 4 °C 二次蒸餾水中備用。 

 

4.6  影響磷酸鈣在牙本質表面生成變因分析 

4.6.1 反應時間與氯化鈣濃度變因 

牙本質樣本表面沈積磷酸鈣實驗流程圖如圖3。將牙本質樣本以根管面朝上

的方式，平放於裝有9 ml之0.7 M Na2HPO4溶液的容器中浸泡24小時後，將牙本質

樣本取出並將樣本表面多餘溶液以紙針（paper point）擦乾。接著將在浸泡過

Na2HPO4溶液的牙本質樣本根管表面加入0.5 ml的CaCl2，使其完全覆蓋牙本質樣

本表面，在設定的條件下進行磷酸鈣沈積反應，反應終止時以吸唾管吸去樣本周

圍溶液，牙本質表面以紙針吸乾。 

牙本質表面沈積磷酸鈣的反應控制變因包括反應時間與CaCl2濃度。反應時間

的組別分別為15分鐘、30分鐘、60分鐘。而CaCl2濃度組別分別為0.1 M與0.05 M
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（n=8），其中6個樣本用於觀察與分析根管表面磷酸鈣沈積物之結構與覆蓋行

為，而2個樣本則將牙本質樣本剖半，觀察剖斷面（split surface）沈積物覆蓋厚度

情形。 

 

4.6.2 掃描式電子顯微鏡（SEM）觀察 

將樣本置於70%、90%、100%酒精各15分鐘進行序列性脫水（dehydration），

再浸泡液態氮後冷凍乾燥（FDU 1200 freeze dryer）24 小時以移除水分。置於導

電膠帶及黏貼於鋁台上（aluminum slab），接著使用覆膜機做金覆膜（gold 

palladium）處理後，以SEM觀察表面沈積物覆蓋情形與顯微結構形態。 

 

4.6.3 穿透式電子顯微鏡-能量光譜（TEM-EDS）及選區電子衍射（SAED）分析 

以反應時間為15分鐘、60分鐘，及CaCl2濃度組別為0.1 M與0.05 M，於牙本

質表面形成磷酸鈣沉積後，分別置入裝有1 ml 95%酒精的1.5 ml微量離心管

（eppendrof）中，音波震盪（sonication）30分鐘，靜置30分鐘，將牙本質樣本取

出，取微量離心管底部的10 μl磷酸鈣產物滴在銅網上，等待10秒後用濾紙將銅網

上的溶液吸乾，依情況重複以上步驟兩到三次。將乾燥的銅網放入TEM的樣品載

體中，等待儀器抽真空即可進行觀測。以TEM觀察磷酸鈣產物晶體結構形態，以

EDS分析其鈣磷元素比例，並進行SAED鑑定其晶體結構與晶相組成。 

 

4.6.4 磷酸鈣沈積物覆蓋率半定量分析 

磷酸鈣沈積物覆蓋率半定量分析示意圖如圖5，將一個樣本分為上段、中

段、下段三段，各段隨機挑選3處（即一個樣本共9處），以放大倍率1000倍進行

拍攝記錄，並使用Image J軟體，依照沈積物灰階差異計算覆蓋率，並以 SPSS 統
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計軟體於α=0.05的條件下進行無母數分析（nonparametric statistics）。 

 

4.7  影響磷酸鈣在牙根根管表面生成變因分析 

4.7.1 沖洗針頭位置變因 

將牙根根管樣本水平放於盛有9 ml 0.7 M Na2HPO4溶液的6 well 孔盤中，浸

泡24小時，取出後將牙根根管表面多餘溶液以紙針擦乾。 

將經0.7 M Na2HPO4處理過的牙根根管樣本垂直置於9cm玻璃培養皿，並以雙

面膠黏貼牙根底部、牙科鑷輔助壓住牙根冠部固定。以1ml針筒搭配27G針頭沖洗

針頭，分別將針頭放置於牙根根管樣本冠部處（coronal part）、中段處（middle 

part）、以及根尖處（apical part），以每分鐘1ml的速度沖洗1 ml 0.05 M CaCl2，浸

泡時間為15分鐘。最後以牙科用吸唾管吸去樣本周圍溶液，根管表面以紙針吸

乾。 

將牙根根管樣本於刻痕處進行剖半，並依4.6.2步驟，以500倍觀察表面沈積

物覆蓋情形及大致沉澱結構形態。牙根根管樣本表面沈積磷酸鈣實驗流程圖如圖

3。 

 

4.7.2 氯化鈣濃度變因 

以4.5步驟製備牙根根管樣本，並依照4.6.2步驟將針頭放置於牙根根管樣本中

段處分別沖洗0.05 M（樣本數=6）及0.1M（樣本數=6）CaCl2後，將牙根根管樣

本於刻痕處進行剖半，並依4.6.2步驟，以1000倍觀察表面沈積物覆蓋情形，以

3000倍、5000倍觀察顯微結構形態。 

以4.6.4步驟，對磷酸鈣沈積物覆蓋率進行半定量分析，並以 SPSS 統計軟體

於α=0.05 的條件下進行無母數分析（nonparametric statistics），各組間差異使用
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Kruskal-Wallis 檢定法分析。 
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  第五章 結果 

5.1  氯化鈣濃度的影響效應 

5 種不同濃度 CaCl2都會與 0.7 M Na2HPO4產生磷酸鈣沉澱，在光學顯微鏡下

觀察，都以顆粒狀的結晶為主，其尺度較小，呈顆粒狀叢聚，晶體直徑小於 5 µm。

而濃度大於 0.5 M 會產生較大的片狀結晶，其尺度較大，呈長方形或平行四邊形，

晶體邊長介於 10 ~ 50 µm；而 0.01 M 因為濃度很低，單位面積結晶數量很低，需

要需提高 CaCl2的量才能觀察到適量的結晶生成（圖 4）。 

另外，1 M CaCl2反應後磷酸鈣產物之pH=4~5，0.5 M CaCl2反應後產物之

pH=6~7；0.1 M CaCl2反應後產物之pH=7~8；0.05 M CaCl2反應後產物之

pH=7~8；0.01 M CaCl2反應後產物之pH=8（表1）。顯示隨著CaCl2濃度降低，反

應物的pH值也有從酸性升高為中性的趨勢。 

本研究考慮到要形成均質性的磷酸鈣覆蓋，顆粒狀結晶應較為有利；而中性

pH值比較不會造成組織毒性；另外也考量到反應物的有效性，最後選用0.05 M、

0.1 M兩種CaCl2濃度進行後續實驗。 

 

5.2  反應時間對磷酸鈣沈積物覆蓋牙本質表面的影響效應 

5.2.1 磷酸鈣覆蓋牙本質行為評估 

於SEM以500倍以下倍率觀察，0.7 M Na2HPO4與0.05 M（圖5）、0.1 M（圖

6）CaCl2在不同反應時間於牙本質表面形成磷酸鈣沈積物覆蓋情形。無論0.05 M

或0.1 M CaCl2反應15分鐘、30分鐘、60分鐘，均可發現磷酸鈣沉積物將牙本質表

面完全覆蓋，無牙本質小管（dentinal tubule）外漏。隨著時間增長，亦可觀察到
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沉積物垂直方向堆疊增加。 

 

5.2.2 磷酸鈣產物顯微結構觀察 

於SEM以3000倍以上倍率觀察，0.7 M Na2HPO4與0.05 M（圖7）、0.1 M（圖

8）CaCl2在不同反應時間於牙本質表面形成磷酸鈣沈積物之顯微結構形態。無論

0.05 M或0.1 M CaCl2反應15分鐘、30分鐘、60分鐘其沉積物均為球狀結構

（globular structures）為主，球狀直徑大小約為1~2 µm，由水平方向相連且垂直

方向堆疊沉積。隨著反應時間增長為60分鐘，球狀結構上的針刺狀次級結構

（acicular crystals）也越明顯，且單一球狀外型越趨不明顯（圖7-C、圖8-C）。但

0.1 M大於30分鐘組別，少部分區域可在球狀結構中觀察到少量片狀晶體形成，其

尺度較大，呈長方形或平行四邊形，晶體邊長介於10~50µm，通常與球狀結構交

錯、或是覆蓋於球狀結構之上（圖9）。 

依照各學者的研究顯示，當鈣離子與磷酸根離子作用時，初期可能會先形成

非晶性的ACP (Zhang, Zhang, & Wang, 2022)，顯微結構主要是呈現球狀結晶；隨

著反應時間，晶體的排列會越趨規則，有可能會形成片狀結構的CDHA (Yang et 

al., 2011)，或是形成表面帶有針刺狀次級結構的球狀結晶HAP (Pan, Liu, Tang, & 

Xu, 2010)。比對我們的研究，15分鐘時主要呈現球狀結構，與ACP的結構相似，

推測此時磷酸鈣主要以ACP產物為主；隨著濃度增加到0.1 M、反應時間到30分

鐘，可以看到部分區域有片狀結晶形成，和CDHA相似，推測此時有CDHA的生

成；當反應時間到60分鐘時，球狀結構表面出現針刺狀次及結構，與典型HAP的

型態相同，推測此時應有HAP產物生成。 

 

5.2.3 磷酸鈣產物晶相鑑定 

在TEM的觀察下，反應時間15分鐘的晶體排列是比較沒有方向性的（圖14-

A、圖16-A）；隨著時間的增加，會出現一些線條狀排列的晶體結構，尤其是0.1 
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M 反應時間60分鐘（圖17-A），很明顯有線條狀結晶排列的方向，顯示時間增

加，晶體結晶性應該有所提升。 

SAED結果都是以暈開的繞射圈形式為主（圖14-B、圖15-B、圖16-B、圖17-

B），顯示產物以方向排列較差、非晶性磷酸鈣為主，與TEM結果符合。同時可以

看到明顯繞射點的存在，顯示同時也有部分結晶性較好的磷酸鈣形成。隨著反應

時間及濃度增加，可以發現繞射點訊號有增強，顯示結晶性有逐漸提升的趨勢。

表2針對這四組SAED繞射結果進行晶面間距的比較，可以發現在同一濃度的晶面

間距結果大致相同，但0.05 M與0.1 M第二圈及第四圈的晶面間距略有差異。另

外，進行結晶面訊號的比對（表3），可以發現和HAP訊號較強的結晶面是有相關

的，推測結晶性較好的產物應該是類似HAP的結晶結構。 

 

5.2.4 磷酸鈣產物鈣磷比分析 

取四組不同濃度氯化鈣和反應時間作用下的磷酸鈣沉積物進行TEM-EDS分

析，其結果順序如下：0.05 M CaCl2反應15分鐘組，選取照射位置（圖10-A）所

對應能量光譜分析（圖10-B），平均鈣磷比為1.31（表2）。0.05 M CaCl2反應60分

鐘組，選取照射位置為圖中結晶較密集且顏色較深處（圖11-A），所對應能量光

譜分析（圖11-B）之鈣磷比為1.48（表2）；選取照射位置為圖中結晶較稀疏且顏

色較淺處（圖11-C），所對應能量光譜分析（圖11-D）之鈣磷比為1.39（表2）；整

體平均之鈣磷比為1.45（表2）。0.1 M CaCl2反應15分鐘組，選取照射位置（圖12-

A）所對應能量光譜分析（圖12-B），平均鈣磷比為1.39（表2）。0.1 M氯化鈣反應

60分鐘組，選取照射位置為圖中結晶較密集且顏色較深處（圖13-A），所對應能

量光譜分析（圖13-B）之鈣磷比為1.51（表2）；選取照射位置為圖中結晶較稀疏

且顏色較淺處（圖13-C），所對應能量光譜分析（圖13-D）之鈣磷比為1.41（表

2）；整體平均之鈣磷比為1.47（表2）。 

在反應時間為15分鐘的時候，鈣磷比是1.31，SAED繞射結果也顯示為非晶性
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的ACP結構，比對學者研究ACP鈣磷比介於1.2-2.2之間 (Zhao, Liu, Sun, & Yang, 

2012)，故推測反應產物是以ACP為主。隨著反應時間增加到60分鐘，鈣磷比提升

到1.47，SAED繞射結果也顯示繞射點增加，結晶性提升，比對學者研究HAP的鈣

磷比為1.67、CDHA的鈣磷比為1.5-1.67 (Zhao et al., 2012)，本研究結果為1.47，故

推測60分鐘的產物是以CDHA為主。 

 

5.3  氯化鈣濃度對磷酸鈣沈積物覆蓋牙本質表面的影響效應 

5.3.1 磷酸鈣覆蓋牙本質表面形態觀察（光學顯微鏡+SEM） 

以牙科顯微鏡觀察牙本質樣本，經0.7 M Na2HPO4浸泡並與0.05 M CaCl2反應

15分鐘後，與反應前（圖18-A,B,C）相比較，可觀察到明顯有白色沈積於牙本質

表面（圖18-D,E,F）。0.1 M CaCl2反應15分鐘組，反應後也可觀察到明顯有白色沈

積於牙本質表面（圖19）。 

SEM下以1000倍觀察0.05 M CaCl2反應15分鐘、及0.1 M CaCl2反應15分鐘

後，於牙本質表面形成磷酸鈣沈積物之覆蓋情形相似（圖20），均可發現磷酸鈣

沉積物將牙本質表面幾乎完全覆蓋，並無牙本質小管開口外漏，且呈球狀結構，

並無片狀結晶出現。 

 

5.3.2 磷酸鈣覆蓋率與覆蓋厚度分析 

圖21為不同CaCl2濃度於反應15分鐘之牙本質表面磷酸鈣沈積物覆蓋率半定量

分析結果：0.05 M CaCl2反應15分鐘之平均覆蓋率為97.82 %，0.1 M CaCl2反應15

分鐘之平均覆蓋率為97.57 %。結果顯示兩組平均覆蓋率相似，沒有統計上的差異

（表4）。 

圖22為不同CaCl2濃度於反應15分鐘之牙本質表面磷酸鈣沈積物覆蓋厚度分析

結果：0.05 M CaCl2反應15分鐘之平均覆蓋厚度為18.71 µm，0.1 M CaCl2反應15分

鐘之平均覆蓋厚度為12.79 µm。結果顯示雖然0.05 M CaCl2反應15分鐘平均覆蓋厚
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度大於0.1 M CaCl2反應15分鐘，但不具統計上的顯著差異（表5）。 

另外可觀察到磷酸鈣沉澱均無進入牙本質小管中。 

 

5.4  根管內表面生成磷酸鈣沈積物行為分析 

5.4.1 沖洗位置的影響效應 

圖24~26顯示SEM下以500倍觀察，在根管根尖處、中段處、及冠部處沖洗

0.05 M CaCl2 15分鐘，於牙根不同位置根管表面形成磷酸鈣沈積物覆蓋情形。結

果顯示於根尖處沖洗時（圖24），牙根上段（A）、中段（B）牙本質小管外露，磷

酸鈣沈積物覆蓋率極低；牙根下段（C）覆蓋率較高，較無牙本質小管外露。於

中段處沖洗時（圖25），牙根上段（A）、中段（B）、下段（C）大部分都有磷酸

鈣沉積物覆蓋，少部分牙本質小管外露，整體而言覆蓋率較平均。於冠部處沖洗

時（圖26），牙根上段（A）、中段（B）大部分都有磷酸鈣沉積物覆蓋，少部分牙

本質小管外露；牙根下段（C）牙本質小管大部分外露，磷酸鈣沈積物覆蓋率

低。 

整體而言，當針頭位於中段處沖洗時，牙根上段、中段、下段覆蓋率較平

均、均值度也較高，因此後續以針頭位於中段處沖洗作為實驗條件。 

 

5.4.2 0.05M 氯化鈣於根管內表面生成磷酸鈣沈積物覆蓋行為 

以牙科顯微鏡觀察，牙根根管樣本經0.7 M Na2HPO4處理並於根管中段處沖

洗0.05 M CaCl2 15分鐘，可見有明顯白色沈積於牙本質表面（圖27）。 

SEM下以1000倍觀察（圖29），可發現牙根上段（A）、中段（B）、下段

（C）覆蓋情形類似，大部分都有磷酸鈣沉積物覆蓋，少部分牙本質小管外露。 

SEM下以5000倍觀察（圖31），其沉積物均為球狀結構，直徑大小約為

1~2µm，由水平方向相連且垂直方向堆疊沉積。 

牙根根管表面上段、中段、下段磷酸鈣沈積物覆蓋率分析結果（圖33）：上
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段平均覆蓋率為94.21%，中段平均覆蓋率為94.90%，下段平均覆蓋率為95.90%，

全根管平均覆蓋率為93.39%。結果顯示上中下段平均覆蓋率相似，沒有統計上的

差異（表7）。 

 

5.4.3 0.1M 氯化鈣於根管內表面生成磷酸鈣沈積物覆蓋行為 

以牙科顯微鏡觀察，牙根根管樣本經0.7 M Na2HPO4處理並於根管中段處沖

洗0.1 M CaCl2 15分鐘，可見有明顯結晶沈積於牙本質表面（圖28）。 

SEM下以1000倍觀察（圖30），可發現牙根上段（A）、中段（B）、下段

（C）覆蓋情形類似，大部分都有磷酸鈣沉積物覆蓋，少部分牙本質小管外露。

大部分區域之磷酸鈣沈積物呈現球狀結構形態（左側圖），少部分區域可在球狀

結構中觀察到少量片狀晶體形成（右側圖）。 

SEM下以5000倍觀察（圖32），球狀結構直徑大小約為1~2µm，由水平方向

相連且垂直方向堆疊沉積；片狀結晶尺度較大，呈長方形或平行四邊形，晶體邊

長介於10~50µm，通常與球狀結構交錯、或是覆蓋於球狀結構之上。 

牙根根管表面上段、中段、下段磷酸鈣沈積物覆蓋率分析結果（圖33）：上

段平均覆蓋率為95.84%，中段平均覆蓋率為96.92%，下段平均覆蓋率為94.88%，

全根管平均覆蓋率為95.88%。結果顯示上中下段平均覆蓋率相似，沒有統計上的

差異（表7）。 

結果顯示雖然0.1 M CaCl2平均覆蓋率略大於0.05 M CaCl2，但不具統計上的

顯著差異（表7）。 
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第六章 討論 

6.1  實驗模型之探討 

6.1.1 使用沉澱法於牙本質表面形成磷酸鈣結晶沈澱 

因為磷酸鈣為牙齒最主要的無機成分，一直以來都有不少研究以磷酸鈣結晶

作為牙本質牙髓組織再生的支架。過去沉澱法較常使用於減少牙本質敏感

（dentin hypersensitivity）用途上，最早於1990由Imai以及Akimoto學者提出，在

牙本質表面塗抹5%磷酸氫二鈉後再塗抹10%氯化鈣，立即形成磷酸鈣沉積，將牙

本質小管開口堵住（block dentinal tubule），研究顯示高達84%患者有立即改善敏

感性牙齒的問題(IMAI & AKIMOTO, 1990)。而Tung等學者在1993年也以0.044M

氯化鈣及0.022M磷酸氫二鈉作用降低牙本質通透性，並以XRD證實其磷酸鈣產物

為ACP或DCPD(Tung, Bowen, Derkson, & Pashley, 1993)。本研究參考上述學者之

研究結果，並考量到材料取得便利、與臨床操作方便性，也使用沉澱法，以氯化

鈣作為鈣離子來源，磷酸氫二鈉作為磷酸根離子來源，於牙本質表面進行快速離

子反應產生磷酸鈣沉澱。 

  

6.1.2 使用牙根根管樣本 

本研究先以溶液混合的方式，以光學顯微鏡下觀察結晶大小、及混合後之pH

值變化，挑選適合的氯化鈣濃度為0.1M及0.05M進行後續實驗。 

以牙本質樣本進行不同反應時間的試驗，發現氯化鈣濃度不論為0.1M或

0.05M，反應時間只要 15分鐘，皆有良好的覆蓋率，且反應15分鐘的結晶形態較

為一致，均為直徑為1~2µm球狀顆粒，具有均質性高的特點。 

最後使用長度6mm、根尖孔徑大於1mm之牙根根管樣本模擬臨床上牙根未發

育完全的恆牙，並以針筒裝載藥品以根管沖洗方式模擬實際臨床操作步驟，期望

能具有臨床操作參考價值。結果發現針頭位置於中段沖洗所形成磷酸鈣結晶覆蓋
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率較平均分布，且平均覆蓋率也高達93%以上。 

 

6.2 磷酸鈣覆蓋率及覆蓋厚度之探討 

作用於牙本質樣本，0.05 M氯化鈣反應15分鐘平均覆蓋率為97.82%，0.1 M氯

化鈣反應15分鐘平均覆蓋率為97.57%；做用於牙根根管樣本，0.05 M氯化鈣反應

15分鐘平均覆蓋率為93.39%，0.1 M氯化鈣反應15分鐘平均覆蓋率為95.88%。牙

本質樣本之平均覆蓋率大於牙根根管樣本，推測其原因為牙本質樣本是靜態作

用，其沉積狀況會較穩定；反觀牙根根管樣本為流動沖洗，鈣離子亦隨水流沖

出，會影響沉積。 

而關於覆蓋厚度，0.05M和0.1M都可以看到為垂直方向的層層堆疊，統計結

果0.05M較0.1M的沉積厚，但無統計差異；且可觀察到0.1M堆疊較緻密，層與層

之間較無空隙，推測0.1M結晶量多、厚重壓密所致。另外，無論0.05M或0.1M，

沉積物都沒有進入牙本質小管中，推測因球狀結晶大小為1~2µm，和牙本質小管

開口大小接近所致；另外也可能與牙本質小管表面電性有關，根據過去學者的研

究，牙本質在中性環境時是帶負電(Neiders, Weiss, & Cudney, 1970)，這與牙本質

小管內的蛋白質有極大關係，依照蛋白質環境電性變化，環境偏鹼性時，蛋白質

帶負電。經測量10%磷酸氫二鈉pH值9.19為鹼性，其鹼性環境會讓所釋放出的磷

酸根離子無法進入牙本質小管中，導致磷酸鈣在牙本質表面及沉積。或許可先對

牙本質表面進行適度酸性處理，使牙本質小管帶正電，再進行磷酸氫二鈉及氯化

鈣處理。 

 

6.3 晶體組成與結構分析之探討 

將本次晶面間距的實驗結果對照國際繞射資料中心之氫氧基磷灰石粉末繞射

主峰資料（PDF：84-1998）發現吻合，並且考量到鈣磷元素比為1.31~1.47，推測
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其結晶為鈣原子缺乏的氫氧基磷灰石（CDHA）。推測由於HAp晶體的表面容易參

雜水分子與HPO4 
-2，因此若是晶體顆粒較小，則表面結構的影響就會相對增加，

使整體鈣磷比例下降，這樣就會形成CDHA（Huo, Q. et al, 1994）。 

從TEM-EDS結果顯示，相同濃度作用下，反應時間越長，鈣磷元素比會增

加，顯示磷酸鈣結晶性越好。 

進行SAED時可發現，利用電子數和晶格之間的繞射關係，看到點越多，結

晶度越高。圖14、圖15中顯示0.05M氯化鈣反應60分鐘比0.05M氯化鈣反應15分鐘

的亮點還要多，圖16、圖17中顯示0.1M氯化鈣反應60分鐘比0.1M氯化鈣反應15分

鐘的亮點還要多，都顯示相同濃度下，反應時間越長會導致磷酸鈣結晶性越好。 

 

6.4 晶體形態分析之探討 

0.1M氯化鈣反應15分鐘作用於牙本質樣本時，磷酸鈣沈積物只呈現球狀結構

形態；而同樣濃度與反應時間，作用於牙根根管樣本時，大部分區域之磷酸鈣沈

積物呈現球狀結構形態，但有少部分區域可在球狀結構中觀察到少量片狀晶體形

成。推測是因為作用於牙根根管樣本時為動態沖洗氯化鈣1ml，相較於滴上0.5ml

於牙本質樣本，鈣離子來源較充足而易生成片狀晶體。 

從5000倍SEM觀察到，球狀結晶（圖31）之間無論水平方向或垂直方向，會

出現1~5µm不等的間距，有微孔洞（microporosity）的特性，文獻證實支架若具

有小於10µm的微孔洞特性，有助於人體體液的循環（Jung et al., 2018），也助於

骨誘導（osteoinduction）的生成（Zhang et al., 2018）；但是若要有利於dental 

pulp-derived cell貼附，進而有助於牙本質再生，則需要100~300µm的大孔性

（macroporosity）（Jung et al., 2018）。此點可作為之後實驗參考方向。 
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第七章 結論 

本實驗之結果，可以得到以下幾點結論： 

1. 使用10%磷酸氫二鈉作為磷酸根離子來源，以0.05M、或0.1M氯化鈣作為鈣

離子來源，使用沉澱法反應15分鐘，能在牙本質樣本表面形成覆蓋率高、均

值度佳的磷酸鈣結晶沈澱。 

2. 使用10%磷酸氫二鈉作為磷酸根離子來源，以0.05M氯化鈣作為鈣離子來源，

針頭沖洗位置於根管中段，反應15分鐘，能在牙根根管樣本表面形成覆蓋率

高、均值度佳的磷酸鈣結晶沈澱。 

3. 磷酸鈣結晶種類經TEM-EDS及SAED確認為鈣原子缺乏的氫氧基磷灰石

（CDHA）。 
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圖 1：牙本質與牙根根管樣本製備示意圖。 

Canal preparation 

ProTaper Gold
®

 S1-F4 

GG Drill #1-#4 

ISO #110 

6 mm 3 mm 

Split 

Irrigation 

5.25 % NaOCl , 15 mins 

17 % EDTA , 10 mins  

Storage → ddH2O , 4 ℃  

Root section 

Dentin sample Root canal sample 



doi:10.6342/NTU202404225

32 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0.7 M Na
2
HPO

4 
, 24 hr 

Dry the sample 

0.1 M / 0.05 M CaCl
2
 

• 15 min 

• 30 min 

• 60 min 

圖 2：牙本質樣本表面沈積磷酸鈣實驗流程圖。 

圖 3：牙根根管樣本表面沈積磷酸鈣實驗流程圖。 
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圖 4：0.7 M 磷酸氫二鈉與不同濃度氯化鈣混合後之結晶形態。 
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圖 5：0.7 M 磷酸氫二鈉與 0.05 M 氯化鈣在不同反應時間於牙本質表

面形成磷酸鈣沈積物覆蓋情形。（A）15 分鐘；（B）30 分鐘；（C）60

分鐘。 
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圖 6：0.7 M 磷酸氫二鈉與 0.1 M 氯化鈣在不同反應時間於牙本質表面

形成磷酸鈣沈積物覆蓋情形。（A）15 分鐘；（B）30 分鐘；（C）60 分

鐘。 
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圖 7：0.7 M 磷酸氫二鈉與 0.05 M 氯化鈣在不同反應時間於牙本質表

面形成磷酸鈣沈積物之球狀結構形態。（A）15 分鐘；（B）30 分鐘；

（C）60 分鐘。 

A 

B 

C 
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C 

圖 8：0.7 M 磷酸氫二鈉與 0.1 M 氯化鈣在不同反應時間於牙本質表面

形成磷酸鈣沈積物之球狀結構形態。（A）15 分鐘；（B）30 分鐘；（C）

60 分鐘。 
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A 

B 

圖 9：0.7 M 磷酸氫二鈉與 0.1 M 氯化鈣在不同反應時間於牙本質表面

形成磷酸鈣沈積物之片狀結構形態。（A）30 分鐘；（B）60 分鐘。 
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圖 10：0.7 M 磷酸氫二鈉與 0.05 M 氯化鈣反應 15 分鐘於牙本質表面形成磷

酸鈣沈積物之 TEM-EDS 分析，方框為 EDS 照射位置。（A）結晶形態；（B）

EDS 分析圖。 

A B 

A B 

C D 

圖 11：0.7 M 磷酸氫二鈉與 0.05 M 氯化鈣反應 60 分鐘於牙本質表面形成磷酸

鈣沈積物之 TEM-EDS 分析，方框為 EDS 照射位置。（A）、（C）結晶形態；

（B）、（D）EDS 分析圖。 
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圖 13：0.7 M 磷酸氫二鈉與 0.1 M 氯化鈣反應 60 分鐘於牙本質表面形成磷酸

鈣沈積物之 TEM-EDS 分析，方框為 EDS 照射位置。（A）、（C）結晶形態；

（B）、（D）EDS 分析圖。 

A B 

C D 

圖 12：0.7 M 磷酸氫二鈉與 0.1 M 氯化鈣反應 15 分鐘於牙本質表面形成磷酸

鈣沈積物之 TEM-EDS 分析，方框為 EDS 照射位置。（A）結晶形態；（B）EDS

分析圖。 

A B 
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圖 14：0.7 M 磷酸氫二鈉與 0.05 M 氯化鈣反應 15 分鐘於牙本質表面形成磷

酸鈣沈積之 TEM 結構形態分析。（A）晶體結構形態；（B）SAED 圖。 

A B 

A B 

圖 15：0.7 M 磷酸氫二鈉與 0.05 M 氯化鈣反應 60 分鐘於牙本質表面形成磷

酸鈣沈積之 TEM 結構形態分析。（A）晶體結構形態；（B）SAED 圖。 
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圖 20：0.7 M 磷酸氫二鈉與 0.05 M（A）和 0.1 M（B）之氯化鈣反應

15 分鐘，於牙本質表面形成磷酸鈣沈積物之覆蓋情形。 

B 

A 
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圖 21：0.7 M 磷酸氫二鈉與 0.05 M（A）和 0.1 M（B）之氯化鈣反應

15 分鐘，於牙本質表面形成磷酸鈣沈積物之厚度。 

B 

A 
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圖 22：不同氯化鈣濃度於反應 15 分鐘之牙本質表面磷酸鈣沈積物覆

蓋率分析（平均值+標準差）。 
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圖 23：不同氯化鈣濃度於反應 15 分鐘之牙本質表面磷酸鈣沈積物覆

蓋厚度分析（平均值+標準差）。 
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圖 24：在根管根尖處沖洗 0.05 M 氯化鈣 15 分鐘，於牙根上段（A）、

中段（B）、下段（C）根管表面形成磷酸鈣沈積物覆蓋情形。 

A 

B 

C 
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圖 25：在根管中段處沖洗 0.05 M 氯化鈣 15 分鐘，於牙根上段（A）、

中段（B）、下段（C）根管表面形成磷酸鈣沈積物覆蓋情形。 

A 

B 

C 
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圖 26：在根管冠部處沖洗 0.05 M 氯化鈣 15 分鐘，於牙根上段（A）、

中段（B）、下段（C）根管表面形成磷酸鈣沈積物覆蓋情形。 

A 

B 

C 
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C 

圖 29：在根管中段處沖洗 0.05 M 氯化鈣 15 分鐘，於牙根上段（A）、

中段（B）、下段（C）根管表面形成磷酸鈣沈積物覆蓋情形。 
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圖 30：在根管中段處沖洗 0.1 M 氯化鈣 15 分鐘，於牙根上段（A、D）、中段（B、

E）、下段（C、F）根管表面形成磷酸鈣沈積物覆蓋情形。大部分區域之磷酸鈣沈

積物呈現球狀結構形態（左側圖），少部分區域可在球狀結構中觀察到少量片狀

晶體形成（右側圖）。 
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圖 31：在根管中段處沖洗 0.05 M 氯化鈣 15 分鐘，於牙根根管表面形

成磷酸鈣沈積物之球狀結構形態。 
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圖 32：在根管中段處沖洗 0.1 M 氯化鈣 15 分鐘，於牙根根管表面形

成磷酸鈣沈積物之球狀（A）、片狀（B）結構形態。 

B 

A 
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圖 33：不同氯化鈣濃度於反應 15 分鐘之牙根根管表面上段、中段、

下段磷酸鈣沈積物覆蓋率分析（平均值+標準差）。 
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表 1：0.7 M 磷酸氫二鈉與不同濃度氯化鈣混合後之 pH 值 

氯化鈣濃度（M） 0.01 0.05 0.1 0.5 1 

pH 值 8 7~8 7~8 6~7 4~5 

 

 

 

表 2：不同氯化鈣濃度及反應時間於牙本質表面形成磷酸鈣沉積物之組成與

晶體結構分析 

氯化鈣濃度 

（M） 

反應時間 

（min） 

鈣磷比 

(Ca/P) 

晶面間距 

(Å) 

密勒指數 

( h k l ) 

0.05 

15 1.31 

3.341 （0 0 2） 

2.742 （1 1 2） 

2.111 （3 1 0） 

1.848 （1 2 0） 

60 1.45 

3.450 （0 0 2） 

2.753 （1 1 2） 

2.285 （3 1 0） 

1.800 （1 2 0） 

0.1 

15 1.39 

3.377 （0 0 2） 

2.907 （1 2 1） 

2.189 （3 1 0） 

1.968 （2 2 2） 

60 1.47 

3.408 （0 0 2） 

2.860 （1 2 1） 

2.364 （3 1 0） 

1.922 （2 2 2） 
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表 3：國際繞射資料中心（ICDD）之氫氧基磷灰石（hydroxyapatite）粉末

繞射主峰資料（PDF：84-1998） 

繞射角度 

(2) 

晶面間距 

(Å) 

訊號強度 

(f) 

密勒指數 

( h k l ) 

25.900 3.4372 35.9 （0 0 2） 

31.790 2.8125 100 ( 1 2 1 ) 

32.217 2.7762 52.3 ( 1 1 2 ) 

32.922 2.7183 60.9 ( 3 0 0 ) 

34.087 2.6281 21.2 ( 2 0 2 ) 

39.822 2.2618 19.8 ( 3 1 0 ) 

46.73 1.9423 27.9 ( 2 2 2 ) 

49.526 1.839 30.5 ( 1 2 0 ) 

ICDD：International Center for Diffraction Data 
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表 4：不同氯化鈣濃度於反應 15 分鐘之牙本質表面磷酸鈣沈積物覆蓋率統計分

析表 

濃度 

(M) 

樣

本

數 

平均值 標準差 

95% 信賴區間 

（平均值） 最小值 最大值 

下界 上界 

0.05 6 97.82 0.51 97.18 98.46 96.77 98.48 

0.1 6 97.57 0.26 96.73 98.41 96.48 98.65 

Mann-Whitney U test；α=0.05；P value=0.699 

 

 

 

 

 

 

 

表 5：不同氯化鈣濃度於反應 15 分鐘之牙本質表面磷酸鈣沈積物覆蓋厚度統計

分析表 

濃度 

(M) 

樣

本

數 

平均值 標準差 

95% 信賴區間  

（平均值） 最小值 最大值 

下界 上界 

0.05 3 18.73 1.05 16.10 21.37 17.60 19.70 

0.1 4 12.79 1.66 10.14 15.44 10.50 14.13 

Mann-Whitney U test；α=0.05；P value=0.057 
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表 6：不同氯化鈣濃度於反應 15 分鐘之牙根根管表面磷酸鈣沈積物覆蓋率統計

分析表 

濃度 

(M) 

樣

本

數 

平均值 標準差 

95% 信賴區間 

（平均值） 最小值 最大值 

下界 上界 

0.05 6 93.39 4.84 92.80 98.96 87.56 98.62 

0.1 6 95.88 1.44 89.56 97.23 90.28 98.19 

Mann-Whitney U test；α=0.05；P value=0.240 

 

 

 

表 7：不同氯化鈣濃度於反應 15 分鐘之牙根根管表面上段、中段、下段磷酸鈣

沈積物覆蓋率統計分析表 

濃度 

(M) 
位置 

樣

本

數 

平均

值 

標準

差 

95% 信賴區間 

（平均值） 最小

值 

最大

值 

P 

value 

下界 上界 

0.05 

上段 

6 

94.21 3.61 90.42 97.99 89.37 97.89 

0.796 中段 94.90 4.02 90.69 99.12 89.09 99.67 

下段 95.90 4.32 91.37 100.43 87.30 99.24 

0.1 

上段 

6 

95.84 2.46 93.25 98.42 92.16 98.73 

0.653 中段 96.92 1.52 95.32 98.52 95.06 98.67 

下段 94.88 6.57 87.99 101.78 81.54 98.23 

Kruskal Wallis test；α=0.05  

 




