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[Abstract] Objective Tooth eruption requires the presence of the dental follicle（ DF） around the unerupted tooth.

This study is to investigate programmed cell death on human dental follicle cells and changes of programmed cell

death under different hydrostatic pressures: 0, 50 and 100 kPa. Methods Human dental follicles from third

mandibular molars were surgically removed from adolescents who need for orthodontics treatment after informed con-

tent, then trypsinized and cultured. Human dental follicle cells were divided into three groups according to different

hydrostatic pressures: 0, 50 and 100 kPa and their programmed cell death were labeled by using TdT- medi- ated-

dUTP nick and labeling（ TUNEL）. Results Dental follicle cells cultured were elongate shape and exhibited fibroblastic

characteristics. Compared with 0 kPa, programmed cell death cells on human dental follicle cells were increased

0.23% and 31.65% under 50 kPa and 100 kPa hydrostatic pressures respectively. 100 kPa group increased signnificantly

（ P<0.01）. Conclusion It suggested that programmed cell death occured in human dental follicle cells cultured in

vitro and was influenced by different hydrostatic pressures. Hydrostatic pressure may improve tooth erup- tion through

dental follicle.
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细胞程序性死亡（ programmed cell death，PCD）

是机体在正常生理状况下的一种细胞死亡，是一种

与有丝分裂功能相反的调节细胞群体的方式，在机

体发育中发挥重要的作用。目前对于牙囊细胞在牙

齿萌出过程中是否存在PCD，以及牙囊细胞在牙齿

萌出中的作用尚不清楚。本研究通过测定体外培养

的牙囊细胞在不同流体静压力作用下的细胞程序性

死亡，探讨其作用机制。

1 材料和方法

1.1 人牙囊细胞体外培养[1]

取因正畸需要拔除的12岁男孩埋伏阻生下颌第

体外培养观察人牙囊细胞中细胞程序性死亡

及其在不同流体静压力下的变化
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[摘要] 目的 研究体外培养的人牙囊细胞的特征，以及在不同流体静压力作用下细胞程序性死亡（ PCD）的改

变，探讨PCD在牙齿萌出过程中的作用。方法 取12岁男孩埋伏阻生牙齿的牙囊进行人牙囊细胞培养，将传代的

培养细胞应用TUNEL的方法标记PCD细胞，分别在50 kPa和100 kPa流体静压力作用1 h后观察PCD变化，以不加压

的人牙囊细胞作为对照。结果 体外培养的人牙囊细胞呈梭形、纺锤形或多角形，具有成纤维细胞特征。在

50 kPa流体静压力下人牙囊细胞PCD阳性细胞率与对照组无统计学差异（ P>0.05），而100 kPa流体静压力下PCD阳性

细胞率较对照组增加了31.65%，有统计学差异（ P<0.01）。结论 流体静压力可以影响体外培养的人牙囊细胞的程

序性死亡。
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三磨牙的牙囊组织，将牙囊组织用剪刀剪碎均匀铺

于5 cm的培养皿中，置于CO2孵箱中，3 h后加入少

量MEM培养液，12 h后再加入MEM培养液，5 d后更

换培养液，以后每3 d更换培养液，15～20 d细胞爬

满培养皿，0.25%胰酶消化，按1∶2比例进行传代。

1.2 流体静压力作用于牙囊细胞

将体外培养的第3代人牙囊细胞接种于3块24孔

培养板中，每孔1×104个细胞，培养3～5 d后，分为3

组：不加压的对照组、加压50 kPa组和加压100 kPa

组，在可控压力细胞加载装置中加载[2]，加力1 h后

进行牙囊细胞程序性死亡的检测。

1.3 TUNEL法检测牙囊细胞程序性死亡

将培养的3组细胞用细胞离心机分离，收集细

胞，涂片，采用ApopTag试剂盒（ Oncor公司，美国）

应用脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末端标

记（ terminal- deoxynucleotidyl transferase mediated nick

end labeling，TUNEL）法标记牙囊细胞。细胞用5 g/L

的 Triton X- 100 处 理 10 min， PBS清 洗 3 次 ， 每 次

5 min，蛋白酶K 20 mg/L处理15 min后加50 μL平衡

液1 min，用脱氧核糖核苷酸 末 端 转 移 酶（ termi -

nal- deoxynucleotidyl transferase，TDT）反应液的复合

液10 μL进一步处理30 min，A液（ 0.1 mol/L Tris- HCl，

0.15 mol/L NaCl）中漂洗2次，每次15 min。正常血清

孵育后加标记碱性磷酸酶的抗地高辛抗体，湿盒内

37 ℃孵育2 h。切片于A液和B液（ 0.1 mol/L Tris- HCl，

0.1 mol/L NaCl，0.05 mol/L MgCl2）中分别振荡漂洗

后，加新鲜配置的显色液（ NBT/BCIP显色系统）暗处

显色，2 h后中止反应。梯度酒精脱水后透明封片。

采用网格（ 10×10）测试法，每片取3个高倍视野

（ 40×），读取阳性细胞数目。PCD阳性细胞率=PCD

阳性细胞/（ PCD阳性细胞+PCD阴性细胞）×100%。

1.4 统计分析

采用SPSS 10.0统计软件对3组细胞的PCD阳性细

胞率进行卡方检验。

2 结果

培养18 d，显微镜下观察可见培养的人牙囊细

胞呈梭形、纺锤形或多角形，有2个或多个树突，

具有成纤维细胞的特征，细胞核呈圆形或卵圆形，

深染，胞浆呈多颗粒状物质。经TUNEL法标记后，

牙囊细胞PCD阳性细胞出现紫蓝色颗粒，位于细胞

核内，胞浆无染色（ 图1）。

经网格（ 10×10）测试法读取PCD阳性细胞，经计

算，50 kPa加力组PCD阳性细胞率为6.45%，100 kPa

加力组为37.87%，对照组为6.22%。50 kPa加力组牙

囊细胞PCD阳性细胞率与对照组相比无统计学差异

（ P >0.05）； 100 kPa 加 力 组 与 对 照 组 相 比 增 加 了

31.65%，有统计学意义（ P<0.01）。

图 1 人牙囊细胞中的PCD细胞 TUNEL染色 ×40

Fig 1 PCD cells in human dental follicle cells TUNEL

staining ×40

3 讨论

1992年，Wise等[3]首次成功培养出了出生5～6 d

的大鼠的牙囊细胞，并通过组织学、免疫组织化

学、扫描电镜和透射电镜以及蛋白分析技术等方法

证明鼠牙囊细胞主要为成纤维细胞，这种成纤维细

胞具有合成与分泌蛋白质的功能。本研究体外培养

的人牙囊细胞，具有成纤维细胞特性，形态呈梭形

或多角形，有2个或多个树突；波形蛋白染色阳性[1]。

波形蛋白是来源于外胚间充质细胞特有的中间纤维

蛋白，说明细胞来源于外胚间充质。

细胞培养过程中应避免被其他细胞污染，而牙

囊细胞的培养中被其他细胞（ 如上皮细胞、非牙囊

成纤维细胞等）所污染的几率很小。首先，牙囊位

于牙槽骨与造釉器之间，与牙囊相临的牙槽骨在牙

囊转化为牙周膜细胞之前无骨膜[4]，即牙囊与牙槽

骨是分离的，牙囊又是牙槽骨与造釉器间的主要结

缔组织，所以分离的牙囊上既无牙槽骨细胞也无造

釉器细胞。虽然也可能有一些未分化的间充质细胞

被作为成纤维细胞培养，但本实验所用的培养基主

要适合培养成纤维细胞。实验中根据传代时成纤维

细胞胰酶消化时间短而上皮细胞消化时间长的特

点，通过缩短消化时间来分离提纯成纤维细胞，说

明本实验所培养的细胞为牙囊细胞。

机体内细胞数量是细胞增殖和细胞死亡动态平

衡的结果。细胞死亡可分为细胞坏死和细胞程序性

死亡（ 亦称凋亡）两种。凋亡对后生动物门动物的发

育和自身稳定起中心作用，是细胞数目精细调节的

主要机制，是清除不需要的、已严重受损的和有潜

在危险性细胞的一种防御性机制，如自身反应性淋

巴细胞、病毒感染细胞及肿瘤细胞等[5- 6]。

除了在肿瘤发生中起作用外，在胚胎的正常发
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育中也有PCD细胞的存在，提示PCD在生物体内作

用的广泛性[7- 9]。凋亡在发育中的作用主要是塑造器

官的形态，表现为除去多余的结构和对细胞数量和

质量进行控制两方面[10]。在牙胚的发育中，PCD细

胞聚集在上皮内，有助于牙胚胎基的形成。Cerri等[11]

应用TUNEL法检测发现，胚胎14～29 d， Hertwig′s

上皮细胞和牙周成纤维样细胞有典型的凋亡表现和

卷曲的凋亡小体，说明细胞程序性死亡在牙周组织

发育过程中起重要作用。本研究发现体外培养的牙

囊细胞中也有PCD细胞存在，由于牙囊细胞在牙齿

萌出和牙周组织形成中都起到重要作用，从而可以

认为细胞凋亡在牙齿萌出和牙周组织形成过程中可

能起到调节作用，但具体作用如何尚需深入研究。

PCD受到多种因素的调控，其中bcl- 2、fas和转

化生长因子- β等因子是重要的调控因素。研究表明

流体静压力对牙齿萌出具有重要的作用，那么流体

静压力是否也对牙囊细胞中的PCD细胞有调控作用

呢？本研究结果表明人牙囊细胞在流体静压力作用

下PCD细胞数量有变化，50 kPa下PCD阳性细胞率变

化不明显，说明此压力对牙囊细胞程序性死亡作用

不明显；而100 kPa下PCD阳性细胞率变化明显，说

明此压力对牙囊细胞程序性死亡作用明显，可促进

牙囊细胞的PCD，部分导致细胞死亡。笔者认为流

体静压力可以调节牙囊细胞的PCD，进而调节牙齿

的萌出以及牙囊细胞向牙周膜细胞的转化，但其调

节机制和作用尚需进一步研究。
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