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牙髓因受创或感染导致暴露时，其储备的未

分化间充质干细胞迁移至损伤处增殖、分化为成

牙本质样细胞，分泌牙本质基质，形成修复性牙

本质，这是牙髓自身修复的潜能，也是活髓保存

治疗的生物学基础 [1]。传统的活髓保存方法是利

用生物活性分子促进损伤牙髓的修复，但生物活

性分子在体内易被吸收，所需剂量大，限制了其

在临床中的应用。随着对牙髓生物学认识的深

入，新的活髓保存技术应运而生，其中以生物治

疗方法最具代表性。生物治疗是近年来在分子生

物学、分子免疫学等学科基础上发展起来的一种

治疗方法，主要包括基因治疗和干细胞治疗。基

因治疗可在一定时期内使局部保持一定浓度的生

长因子，促进缺损组织的修复；干细胞治疗则利

用干细胞增殖分化能力强的优势，将其应用于修

复缺损组织中。本文就基因治疗和干细胞治疗在

牙髓损伤修复中的应用研究进展作一综述。

1 基因治疗

1.1 概述

基因治疗即将编码的目的基因片段整合入载

体，转染靶细胞或组织，通过转基因的靶细胞持

续大量分泌生长因子来修复损伤组织。基因治疗

有 2 种方式：体内疗法、体外疗法。体内疗法指

将目的基因直接或通过载体导入体内相关组织器

官，基因在局部组织表达并发挥治疗作用。该方

法简单、方便，但存在载体在体内被稀释或结

合、转染靶细胞效率低等缺点。体外疗法则首先

分离培养靶细胞，转染目的基因后再植入局部[2]。
该方法虽较复杂，需先分离培养细胞，在体外筛

选出高表达的转基因细胞并进行安全性检查，但

能提供种子细胞，对严重缺损的组织有较好的疗

效，是目前研究和应用较多的基因治疗方式。
1.2 体内疗法

将腺病毒介导的骨形态发生蛋白（bone mor-
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phogenetic protein，BMP）-2、6 基因直接注射到

动物骨折部位，可以有效促进骨折的愈合 [3]，说

明 bmp 基因及腺病毒载体可以应用于体内基因治

疗，促进矿化组织形成。Rutherford[4]应用重组腺

病毒载体将 bmp-7 基因直接注射到实验性可复性

牙髓炎断面，组织学观察显示牙髓断面只有微量

矿化组织形成，未能形成完整的修复性牙本质

层。该研究结果与重组 BMP-7 蛋白用于治疗实

验性可复性牙髓炎露髓的研究结果一致 [5]。这可

能是由于炎症牙髓组织中缺少能分化为成牙本质

样细胞的间充质干细胞，基因不能有效转染细

胞。因此，体内疗法不适用于可复性牙髓炎的盖

髓治疗。Nakashima等[6]应用电穿孔技术将携带生

长/分 化 因 子-11（growth/differentiation factor -11，

GDF-11）基因的质粒转染体外培养的牙髓细胞，

结果显示能促进牙本质涎蛋白（dentinsialoprotein，

DSP）、牙本质基质蛋白-1（dentin matrix protein-
1，DMP-1）的表达，而 DSP、DMP-1 是成牙本

质细胞分化的标志物，说明 GDF-11 可促进牙髓

细胞向成牙本质样细胞分化；而采用相同技术将

携带 gdf-11 基因的质粒注入狗牙髓断面后形成不

完全、非同质的硬化性牙本质。由此推测，可能

是由于脉冲电场的热作用使牙髓组织形成血凝

块，阻碍了 gdf-11 基因有效转染其下方的牙髓细

胞，以致修复性牙本质形成减少，不能完全覆盖

整个牙髓断面。利用相同动物模型，改用超声介

导微泡穿孔技术将携带 gdf-11 基因的质粒转染至

牙髓组织，结果形成的修复性牙本质完全覆盖了

牙髓断面[7]。
这些研究说明，牙髓暴露后直接将基因注射

到牙髓断面，基因可与局部细胞整合，使细胞成

为微型“生物工厂”，持续分泌生长因子，促进

牙髓自身的修复 [8]；且该方法只适用于牙髓损伤

较轻、牙髓组织中存在大量可分化为成牙本质样

细胞的未分化间充质干细胞的情况 [9]。同时也说

明，基因转移方法会影响治疗效果：电穿孔法操

作方法简单，但由于牙髓组织血供丰富易形成血

凝块，基因转移效果较差；超声介导微泡穿孔技

术作为一种新的基因转移手段，其超声波空化效

应可促进基因进入细胞核，基因转移和表达效率

优于其他物理方法，该技术的应用研究尚处于起

步阶段，超声辐照剂量及微泡浓度有待优化。
1.3 体外疗法

当牙髓有炎症或深龋、外伤导致较大面积的

露髓时，具有修复潜能的牙髓干细胞减少，在体

外将基因转染细胞后，再移植于牙髓断面可获得

更好的疗效[8-9]。
Nakashima等[10]用电穿孔技术将携带 gdf-11 基

因的质粒转染体外培养的牙髓干细胞（dental pulp
stem cell，DPSC），并离心使之形成三维细胞团，

转染细胞的牙本质涎磷蛋白（dentin sialophospho-
protein，DSPP）、DMP-1 及碱性磷酸酶（alkalin-
phosphatase，ALP）的表达较对照组均增高；将转

染的 DPSC 移植于狗的机械性露髓面 1 个月后，

经组织形态测定术观察，露髓处有硬化性牙本质

生成，3 个月后，其下方的牙髓细胞分化形成有

胞浆突起的成牙本质样细胞，并分泌基质形成管

性牙本质，而对照组（转染增强型绿色荧光蛋白

的细胞移植于露髓处）只形成硬化性牙本质，缺

少管性牙本质。另一项研究 [8]利用相同技术将

bmp-2 基因转染牙髓细胞后移植于动物的机械性

露髓面，获得了相同的结果。Rutherford[4]利用腺

病毒载体将 bmp-7 基因转染体外培养的皮肤成纤

维细胞，置于实验性可复性牙髓炎的断面 1 个月

后，组织形态测量学观察见，牙髓断面有修复性

牙本质形成，提示 bmp 基因体外疗法能有效促进

修复性牙本质的形成。
体外疗法采用基因修饰的细胞移植于牙髓断

面，不仅细胞自身分化为成牙本质样细胞，分泌

基质形成修复性牙本质，而且细胞能持续分泌生

长因子，趋化和促进牙髓中未分化的间充质干细

胞分化为成牙本质样细胞，加强牙髓自身修复潜

能。与体内疗法相比，体外疗法更有利于损伤牙

髓的修复与重建[8]。
1.4 基因治疗载体

基因治疗需要安全的载体，用以携带具有治

疗作用的外源基因进入靶细胞内。载体主要有 2
种：病毒载体和非病毒载体。病毒载体种类很

多，包括腺病毒、逆转录病毒、腺相关病毒、慢

病毒等。非病毒载体包括脂质体、基因枪、裸

DNA 等。目前研究最多的是腺病毒，与质粒载体

相比，腺病毒载体具有滴度高、装载基因容量

大、有较广的宿主范围以及可转染分裂期和非分

裂期的细胞等优点。但作为病毒类载体的一种，

病毒壳体蛋白在靶细胞表面表达后具有较强的免

疫性，可致机体产生急性免疫反应，这成为腺病

毒载体在非致死性疾病基因治疗方面的主要障

碍。短暂的免疫抑制可减轻腺病毒载体的免疫反
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应。腺相关病毒近年来备受瞩目，具有免疫原性

弱、不引起宿主病理反应、外源基因表达时效长

等优点，在基因治疗中具有良好的应用前景 [11]。
选择合适的载体及基因转移方法对损伤牙髓的修

复与重建具有重要意义。

2 干细胞治疗

2.1 成人牙髓干细胞

2000 年 Gronthos等[12]提出，成人牙髓中存在

具有自我更新和多向分化潜能的前体细胞 DPSC，

采用 CD3、CD146 以及基质细胞抗原-1（stromal
cell antigen-1，STRO-1）作为其特异性表面标志

物。DPSC 经诱导可向成牙本质细胞分化并形成

牙本质样结构，预示了其在牙髓损伤修复中的应

用前景。
有学者[13]将猪牙髓组织经酶消化后，离心使

之形成三维球形细胞团，加入一定浓度的 BMP-2
在体外继续培养，进一步将 BMP-2处理后的自体

牙髓细胞球形团移植到活髓切断的狗牙牙髓，髓

腔中形成的修复性牙本质的厚度超过未经 BMP-2
处理的对照组。Inuyama等[14]将大鼠牙髓细胞与羟

磷灰石或胶原支架复合后移植到大鼠牙髓断面，

结果发现，形成的修复性牙本质的厚度均有显著

的增加。
Ji等[15]体外分离狗牙髓干细胞，加入氢氧化钙

继续培养发现，DPSC 的迁移、增殖、分化能力

明显增强；将氢氧化钙处理后的 DPSC 移植到狗

年轻恒牙牙髓断面，组织学观察发现，修复性牙

本质形成的量较对照组显著增加；免疫荧光显示

钙化组织下方 DSP 及 STRO-1 表现为强阳性，提

示 DPSC 趋化至损伤处并增殖分化为成牙本质样

细胞。这些研究结果说明，DPSC 能有效促进损

伤牙髓的修复，其复合生长因子、基因或合适的

支架材料对修复性牙本质的形成更有效。
2.2 乳牙牙髓干细胞

2003 年，Miura等[16]从脱落乳牙的牙髓中分离

出具有多向分化能力的干细胞，将其命名为乳牙

牙髓干细胞（stem cells from human exfoliated de-
ciduous teeth，SHED），并认为脱落乳牙的牙髓

是 DPSC 的又一理想来源。
SHED 体外培养时表现的性质与 DPSC 有一

定的相似性，将其体外诱导培养后可分化为神经

样细胞、脂肪细胞、成牙本质细胞。体外扩增的

SHED 接种于左旋聚乳酸材料后，复合到牙齿切

片的髓腔侧，将其植入免疫抑制小鼠的背侧皮下

30 d，四环素染色后在共聚焦显微镜下观察见，

左旋聚乳酸材料表面有硬组织沉积；免疫组织化

学染色发现，新形成的组织具有牙本质小管样结

构，左旋聚乳酸材料与髓腔侧牙本质间有前期牙

本质生成，硬组织下方形成毛细血管样结构；且

组织中 DSPP，DMP-1 表达较对照组增加。该研

究表明，DPSC 移植到动物体内不仅可分化为成

牙本质细胞，形成牙本质，还能诱导宿主细胞参

与组织的再生，形成牙髓样结构[17]。
2.3 牙髓侧群干细胞

Iohara等 [18]从牙髓中分离出牙髓侧群干细胞

（CD31-/CD146- side population cell，SP），并证明

SP 具有自我更新及向成脂、成软骨、成神经细胞

及成牙本质细胞分化的潜能。将经 BMP-2 处理

的牙髓 SP 三维细胞团移植到大鼠牙髓断面，1 个

月后观察发现，SP 分化为成牙本质样细胞并分泌

基质，同时细胞 DSPP mRNA 的表达增加。进一

步研究发现，牙髓 SP 具有血管形成潜能：将牙

髓 SP 移植于老鼠下肢缺血部位后，局部毛细血

管的密度及血流量均有所增加，细胞表达粒细胞

集落刺激因子、粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子

和基质金属蛋白酶 3 等血管形成因子 [19]。Wang
等[20]体外模拟缺血缺氧环境培养牙髓细胞，流式

细胞技术检测发现，牙髓 SP 增殖率显著增加，

提示牙髓 SP 可能参与了牙髓损伤后局部组织缺

血的修复与重建。最近，Iohara等[21]将牙髓 SP 与

胶原支架复合后移植于狗的牙髓断面，观察到髓

腔内有修复性牙本质及血管化牙髓组织形成。牙

髓 SP 的发现为牙髓损伤修复与重建提供新的治

疗途径。

3 展望

基因治疗和干细胞治疗是近几年的研究热

点，在牙髓损伤修复中显示出了良好的应用前

景，但仍处于起步阶段，目前存在许多问题：如

构建安全有效的基因载体、选择适用于临床的基

因转移方法及控制外源基因持续有效表达等；干

细胞缺乏特异性的表面标志，如何有效分离、纯

化和扩增牙髓干细胞尚在探索中；此外，如何提

高牙髓干细胞移植后的存活率亟待解决。
随着分子生物学及牙髓生物学研究的深入，

基因治疗及干细胞治疗有望成为活髓保存治疗的

新方法。
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