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!" 材料和方法

!" !S 材料S 鼠尾!型胶原（美国 B57G1 公司）；DOX3（第四军

医大学口腔医学院颌面外科提供）；倒置显微镜及照像系统

（日本 Q2JGN-8 公司）；BI>*) 扫描电镜（日本）"
!" *S 方法S 酶消化联合组织块法体外获得人乳牙胚牙囊细

胞［*］，’ Y < 代 X4@D8，& 孔板中（! Z !)& 细胞 [ 孔）连续培养 !)
6，形成约 )" > GG 厚膜状组织，将形成的膜状组织完整揭下，

切片 XT 染色"
!" *" *S 利用!型胶原凝胶三维立体培养 X4@D8 S 乙酸法制

备!型胶原溶液，在 ’ G\ 胶原溶液中加入约 * Z !)& [ \ 的细

胞悬液混匀，移至 !* 孔培养板，’A] DQ* 孵箱静置 ’) G5/ 后

形成细胞凝胶，加入培养液 * G\" *<，A*，!<% C 各取一孔胶

原切片 XT 染色镜下观察" DOX3 切割成 > GG Z> GG Z’ GG
大小，灭菌，低糖 4#T# 液预湿 ’) G5/" 细胞密度为 > Z !)$ [ \
接种到 DOX3 上，每份标本接种细胞悬液 )" * G\，负压抽吸

使其充分进入材料多孔间隙中后移至 *< 孔板孵育，* C 后加

入 * G\ 培养液，*< C 换液一次" A* C 后制备标本扫描电镜下

观察"

#" 结果" 显微镜下观察，接种 *< C，细胞呈一定的方向排列

并出现复层化生长趋势，A* C 细胞分泌出大量胶原纤维，并逐

渐在孔底呈现成肉眼可见的膜状组织" !) 6 时从孔板底刮下

膜状组织 完 整 并 具 有 一 定 韧 性，XT 染 色：复 层 化 组 织 为

% Y !)层细胞，胞外基质丰富" 牙囊细胞胶原凝胶形成后呈半

透明状，有一定的弹性和抗拉性" 约 *< C 后显微镜下见细胞

逐渐伸展延长，梭形，呈三维立体生长" 随时间延长，细胞凝

胶透明度降低出现回缩" XT 染色镜下见：X4@D8 均匀地分布

于胶原中，梭形三维生长" 随时间增长细胞密度增加" 利用

DOX3三维培养 X4@D8 扫描电镜低倍视野下可见 X4@D8 在

DOX3 上生长茂密，部分区域细胞增殖旺盛，互相融合，成片

状生长" 高倍视野下见细胞在 DOX3 上贴附紧密，生长旺盛，

细胞突细长伸展充分，相互交织成网状，多呈长梭形或星形，

并可见有分泌颗粒"

$" 讨论" 牙囊细胞体外连续培养形成的复层化组织具有足

够的胞外基质，形成膜样结构，用于组织工程载体有其独特的

优势：种子细胞密度大；有足够的胞外基质，柔软具韧性和延

展性［’］" DOX3 是以海洋生物乌贼的脊骨—乌贼骨作为原

料，通过水热反应转化生成的羟基磷灰石材料［<］" 以羟基磷

灰石类材料作为牙周 [ 牙齿组织工程研究的支架材料，将为牙

齿的形成提供优良的矿化环境" !型胶原是胞外基质的成

分，本实验选择!型胶原凝胶为载体构建牙囊细胞的三维培

养，与常规二维培养相比，更符合细胞在体内的生长状况，对

于体外研究牙囊细胞趋化、分化机制，观察细胞的游走、性状

及介入生长因子的诱导具有重要意义，为我们研究牙囊细胞

的分化机制提供良好的实验模型" 本实验表明，复层化细胞

载体、!型胶原凝胶、DOX3 细胞相容性好，可用于三维培养

及组织工程载体研究"
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