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纳米羟磷灰石Π聚酰胺 66 对牙髓
细胞生物学作用的实验研究

苏 　勤 , 叶 　玲 ,周学东
(口腔生物医学工程教育部重点实验室 ,四川大学 ,四川 　成都 610041)

[摘要 ] 　目的 　探讨新型纳米羟磷灰石Π聚酰胺 66 复合生物材料 (nHA- PA66)对牙髓细胞的生物学作用。方法 　采

用细胞培养技术、倒置显微镜观察、四唑盐比色法 (MTT) 、流式细胞术、碱性磷酸酶活性检测和实时定量 RT- PCR

(QRT- PCR)等实验技术及方法 ,从细胞分子水平研究 nHA- PA66 对体外培养的人牙髓细胞生长及功能的影响。结果

　牙髓细胞在 nHA- PA66 浸提液作用下 ,细胞外形无明显改变 ;nHA- PA66 对牙髓细胞增殖、细胞周期、碱性磷酸酶

活性及牙本质涎磷蛋白 (DSPP) mRNA 的表达无明显促进或抑制作用。结论 　nHA- PA66 作为一种新型纳米生物材

料 ,对牙髓细胞的生长和功能无不良影响 ,有较好的生物相容性 ,但未见到明显的细胞生物活性作用。
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[ Abstract ] 　Objective 　To investigate the biological effects of the new nano- hydroxyapatiteΠpolyamide 66 biological composites

(nHA- PA66) on the dental pulp cells. Methods 　After interaction with the nHA- PA66 eluate , the growth , proliferation , and

function of the in vitro cultured human dental pulp cells were studied by cell culture technique , inverted phase-contrast microscope

observation, MTT assay , flow cytometry , ALP activity assay and quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction

(QRT- PCR) analysis. Results 　The cultured pulp cells grew well and showed no morphological variation. Moreover , this material

had no negative effects on the proliferation , cell cycle , ALP activity and the expression of dentin sialophosphoprotein (DSPP) mR2
NA of the pulp cells. Conclusion 　As a new nano- biomaterial , nHA- PA66 has good biocompatibility to the pulp cells , but no ob2
vious bioactivity.
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　　纳米羟磷灰石Π聚酰胺 66 ( nano-hydroxyapatiteΠ
polyamide 66 ,nHA- PA66)由聚酰胺类有机物和纳米羟

磷灰石微晶体复合而成 ,其无机物成分羟磷灰石为骨

组织和牙体硬组织固有基本成分 ,是一种正在研制开

发的新型人体硬组织替代材料。nHA- PA66 被试用作

直接盖髓材料 ,但其对牙髓细胞是否有良好的细胞生

物相容性及生物活性 ,目前尚不清楚。本实验将

nHA- PA66 作用于体外培养的人牙髓细胞 ,旨在研究

该材料对牙髓细胞生长、增殖能力、细胞周期、碱性磷

酸酶 (alkaline phosephatase ,ALP)活性及牙本质涎磷蛋

白 ( dentin sialophosphoprotein , DSPP) mRNA 表达的影

响 ,了解该材料的牙髓细胞生物相容性和生物活性 ,

为 nHA- PA66 用作盖髓材料提供实验依据。

1 　材料和方法

1. 1 　主要材料与仪器

DMEM 培养液、胰蛋白酶、胎牛血清 ( Gibco 公司 ,

美国) ,总 RNA 分离试剂 (Life Technologies 公司 ,美

国) ,LightCycler RT- PCR 试剂盒 SYBR Green I ( Roche

公司 ,德国) ,DSPP 引物和内对照基因β-actin 引物 (中

国上海 GeneCore 公司提供) ,nHA- PA66 (四川大学纳

米生物材料研究中心提供)分为粉、液两组分 ,使用时

按 1∶115 调拌聚合。

细胞培养箱 (Forma Scientific 公司 ,美国) ,倒置相

差显微镜 (Olympus 公司 ,日本) ,酶联检测仪 (中国国

营华东电子仪器厂) ,流式细胞仪 ( Coulter 公司 ,美

国) , LightCycler 检测仪 (Roche 公司 ,德国) 。

1. 2 　材料浸提液的制备

将聚合粉碎后的 nHA- PA66 经常规高温高压消

毒灭菌 ,取 5 g 加入 50 ml 滤过除菌的 DMEM 培养液

中 ,振荡混匀后在细胞培养箱中 37 ℃放置 3 d ,离心
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取上清液备用 ;将氢氧化钙粉剂 121 g 溶于 100 ml 蒸

馏水中 ,磁力搅拌 30 min 后离心取上清液 ,过滤除菌

备用。

1. 3 　牙髓细胞体外培养

选用因阻生拔除的新鲜、健康年轻恒牙 ,劈冠取

出牙髓 ,双抗 HANK′s 液反复冲洗后将牙髓组织剪

碎 ,加入含双抗和 15 %胎牛血清的 DMEM 培养液 ,置

入条件为 5 %CO2 、95 %空气、37 ℃饱和湿度的细胞培

养箱中培养。待牙髓细胞游出铺满瓶底约 1Π2 时 ,

0125 %胰蛋白酶消化传代 ,并在倒置显微镜下观察细

胞形态。

1. 4 　四唑盐比色法 (methyl thiazolil tetracolium ,MTT)

检测

取第 5 代生长良好牙髓细胞制备成 1 ×10
7 个ΠL

细胞悬液 ,96 孔板每孔等量接种 ,细胞贴壁后分为 5

组 ,A、B、C 组分别含 nHA- PA66 浸提液 200、100、

50μl ;D 组加入氢氧化钙上清液 5μl , E 组阴性对照

组为 DMEM 培养液 ,均含 10 %胎牛血清。每孔液体

量为 200μl ,每组设 3 孔。标准环境下培养 ,分别于

1、3、5、7 d 进行 MTT检测 ,用酶联检测仪测定 490 nm

波长下各孔光密度值 ,取 3 孔均值。

1. 5 　流式细胞检测 (flow cytometry ,FCM)

接种生长良好第 5 代牙髓细胞 1125 ×10
5 个Π瓶 ,

细胞贴壁后实验组为 nHA- PA66 浸提液 ,对照组为含

10 %胎牛血清的 DMEM ,标准环境下培养 72 h。消

化、离心收集沉淀细胞 ,调整细胞浓度为 1 ×106 个Π
L ,以碘化丙啶一步插入法进行 DNA 定量荧光染色 ,

流式细胞仪检测 ,Multicycle 分析软件进行细胞周期

分析。

1. 6 　碱性磷酸酶活性检测

细胞培养及分组同 MTT 法。培养 5 d 后弃去孔

内培养液 ,裂解细胞 ,加入标准碱性磷酸酶底物 ,

37 ℃孵育 30 min ,用 NaOH 终止反应 ,混匀 ,静置

15 min ,酶联检测仪在 410 nm 波长处测各孔光密度

值 ,取 3 孔均值 ,计算牙髓细胞的 ALP 活性。

1. 7 　DSPP mRNA 表达的检测

根据基因文库 hDSPP 的序列及文献设计 PCR 扩

增引 物 1 。DSPP 上 游 引 物 5′- GAGGATAAAGGA2
CAACATGG-3′, 下 游 引 物 5′-AAGAAGCATCTC2
CTCGGC-3′, 产物大小为 280 bp ;内对照基因β-actin

上游引物 5′- TAATAGTCACTCCAAGTATC-3′,下游引物

5′- GAAGGTGGGGTATTTGTGAG-3′, 产物大小为 535

bp。

接种生长良好第 5 代牙髓细胞 1125 ×10
5 个Π瓶 ,

A 组为 nHA- PA66 浸提液组 ,B 组为含氢氧化钙上清

液组 每 1 ml DMEM 培养液中加入氢氧化钙上清液

25μl ,C 组阴性对照组为 DMEM 培养液 ,均含 10 % 胎

牛血清。连续培养 24 d ,每 3～4 d 换液一次。消化、

收集沉淀细胞 ,采用 Life 公司的 Trizol 试剂盒提取细

胞总 RNA ,分光光度仪上测定 OD260 值和 OD280 值 ,计

算各样本 RNA 含量。采用LightCycler RT- PCR 试剂盒

进行 RT- PCR 反应 ,反应条件 : 55 ℃,10 min ; 95 ℃,

30 s ;60 ℃, 2 min ; 72 ℃, 2 min ;共 40 个循环周期。

RT-PCR 结果经 LightCycler data analysis (LCDA) 软件

315128 分析得到数据。RT- PCR 扩增产物行琼脂糖凝

胶电泳 ,EB 染色后在紫外光下进行观察照相。

1. 8 　统计分析

采用 SPSS10. 0 统计软件对数据进行方差分析。

2 　结果

倒置相差显微镜下实验组和对照组细胞均贴壁

生长良好 ,细胞呈长梭形。MTT结果显示 (表 1) ,牙髓

细胞在不同浓度 nHA- PA66 浸提液作用下 ,相对增殖

率在 93 %～109 %之间 ,同一培养时间各浓度组之间

无显著性差异 ( P > 0105) 。氢氧化钙组与 nHA- PA66

浸提液组在统计上无显著性差异 ( P > 0105) 。根据

细胞毒性评分标准 ,均为 0 级 (细胞相对增殖率 ≥

100 %)或 1 级 (细胞相对增殖率为 90 %～99 %) ,表明

该材料对牙髓细胞的生长无不良影响 ,但也不具有明

显促增殖能力。
表 1 　实验组和对照组在不同培养时间 MTT 值及相对

增殖率
Tab 1 　MTT value and the relative proliferation ratio of

test and control group at different times

时间
(d)

MTT值 (相对增殖率)

　A 组　　　　B 组　　　 C组 　　　 D 组　　　E组

1 0. 31
(106. 89 %)

0. 27
(93. 10 %)

0. 30
(103. 45 %)

0. 32
(110. 34 %) 0. 29

3 0. 39
(105. 41 %)

0. 38
(102. 70 %)

0. 35
(94. 59 %)

0. 40
(108. 11 %) 0. 37

5 0. 63
(108. 62 %)

0. 56
(96. 55 %)

0. 58
(100. 00 %)

0. 61
(105. 17 %) 0. 58

7 0. 62
(96. 88 %)

0. 66
(103. 13 %)

0. 63
(98. 44 %)

0. 67
(104. 69 %) 0. 64

注 :括号内为实验组相对阴性对照组的增殖率

FCM检测结果表明 (表 2) ,nHA- PA66 浸提液对

牙髓细胞的细胞周期影响不大 ,实验组和对照组处于

DNA 合成前期的细胞数最多 ,DNA 合成后期及分裂

期的较少 ,细胞周期各亚期组成比无显著性差异 ( P

> 0105) 。
表 2 　实验组和对照组各细胞周期中细胞所占比例( %)

Tab 2 　Cell ratio of test and control group in cell cycle( %)

　　细胞周期 实验组 对照组

DNA 合成前期 ( G1) 75. 6 78. 3

DNA 合成期 (S) 14. 7 12. 4

DNA 合成后期及分裂期 ( G2M) 9. 7 9. 3
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实验组和对照组牙髓细胞 ALP 活性见表 3 ,由表

3 可见 ,nHA- PA66 浸提液与阴性对照组相比 ,对牙髓

细胞 ALP 活性无明显影响 ( P > 0105) ,不具有促 ALP

活性的作用 ,而氢氧化钙组牙髓细胞 ALP 活性稍高

于对照组和材料组 ,但三者在统计学上无显著性差异

( P > 0105) 。
表 3 　实验组和对照组牙髓细胞 ALP活性( UΠL , n = 3 ,

�x ±s)

Tab 3 　ALP activity of the pulp cells in test and control

group( UΠL , n = 3 , �x ±s)

组别 材料 ALP 活性

A 组 200μl nHA- PA66 浸提液 140. 15 ±1. 24

B 组 100μl nHA- PA66 浸提液 137. 21 ±6. 73

C组 50μl nHA- PA66 浸提液 138. 56 ±5. 91

D 组 含氢氧化钙的 DMEM培养液 142. 37 ±3. 44

E组 10 % FBS的 DMEM培养液 138. 23 ±5. 52

DSPP mRNA 表达的检测结果显示 ,所有样本总

RNA 的纯度在正常范围内。设定外标准品的拷贝数

为 5 ×105 ,根据外标准曲线和DSPP RT- PCR 的起始循

环数得到的相对拷贝数的对数值代表了 DSPP mRNA

的相对表达量。nHA- PA66 浸提液组、氢氧化钙组和

对照组三组牙髓细胞 DSPP mRNA 表达量分别为

4155、4152、4153 ,经统计分析 , 三者表达量无显著性

差异 ( P > 0105) 。琼脂糖凝胶电泳表明 RT- PCR 扩

增后的DSPP 的DNA 片段大小在 280 bp 左右 ,与设计

片段大小相符。

3 　讨论

细胞生物相容性及生物活性是评价材料生物学

性能的一项基本内容。在本实验中 ,倒置显微镜下观

察 nHA- PA66 浸提液和氢氧化钙均不影响细胞生长

形态 ,MTT法检测细胞增殖情况显示 ,各组间无显著

性差异。尽管有研究报道 2 氢氧化钙 (018 gΠL) 对培

养的牙髓细胞的形态及增殖有明显的抑制作用 ,但在

本实验却未发现。对培养 3 d 的牙髓细胞 FCM 结果

分析 ,两组细胞各亚期的比例无显著性差异 ,表明

nHA- PA66 对牙髓细胞增殖周期没有明显影响。

材料的细胞生物活性表现在材料对细胞重要功

能的影响。ALP 是参与牙、骨硬组织矿化形成的重要

的酶 ,在牙、骨组织中 ALP 水平较高 ,尤其在钙化开

始时 ,ALP 的活性显著增高。因此 ,一般认为 ALP 是

成骨细胞分化成熟的早期标志 3
,也是目前实验研究

中判断牙髓组织中未分化间充质细胞向成牙本质样

细胞分化的常用指标之一。本实验中 ,nHA- PA66 浸

提液和氢氧化钙上清液均不明显促进牙髓细胞 ALP

的活性 ,与对照组相比无显著性差异 ,表明该材料对

牙髓细胞的分化功能无明显促进作用 ,但也不抑制牙

髓细胞分化功能酶的活性。本实验中 ,成牙本质细胞

合成的特异性蛋白 DSPP 在 mRNA 水平上的表达也

作为观察牙髓细胞分化的一个指标。DSPP 是牙本质

磷蛋白和牙本质涎蛋白的合称 ,研究发现两者基因都

定位于人的 4 q 染色体上 ,且相互连锁 4 。一般认为

牙本质磷蛋白在牙本质矿化中起成核作用 ,启动和调

节羟磷灰石晶体的形态、大小和生长速度 5 。由于牙

髓细胞中 DSPP 的提取率较低 ,易在提取过程中发生

降解 ,故本实验采用实时定量 ( quantitative reverse

transcriptase-polymerase chain reaction ,QRT- PCR) 方法

来检测 DSPP mRNA 的表达水平。与常规的 RT- PCR

相比 ,QRT- PCR 可提供关于 PCR 动力学的瞬时信息 ,

通过内对照或外对照的使用 ,可校正不同样品间扩增

效率的差异。本实验通过内对照校正和外标准曲线

由分析软件计算出的相对拷贝数的对数值 ,反映了各

样本 PCR 循环起始数的大小 ,而后者与样本中 mRNA

量成正相关关系 ,故相对拷贝数的对数值代表了样本

中 mRNA 的相对量 6 。经统计分析 ,nHA- PA66 浸提

液组、氢氧化钙组与对照组牙髓细胞的 DSPP mRNA

表达量无显著性差异 ( P > 0105) ,表明 nHA- PA66 浸

提液不影响牙髓细胞 DSPP 的合成 ,对其分化也无不

良效应。本实验初步表明 ,nHA- PA66 作为一种新型

纳米生物材料 ,对牙髓细胞的生长和功能无明显促进

或抑制作用 ,具有牙髓细胞生物相容性 ,但未发现明

显的细胞生物活性作用。因此 ,将 nHA- PA66 用作一

种新型盖髓材料 ,还有待进一步研究以全面深入了解

其生物学性能。
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