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#对牙髓干

细胞生物学性能的影响"包括确定促进牙髓干细胞增殖的最佳作用浓度和该浓度下对牙髓干细胞分化的作用* 方
法! 分离培养人健康第三磨牙牙髓干细胞"分别加入 #
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H#法检测对牙髓干细胞增殖的影响"选择出最佳浓度在成骨0成牙本质诱导条件下连续培养"酶标仪检测碱性磷酸

酶!<AF<A2489?639?<><38" )SU#光密度值"二喹啉甲酸!f2D24D?64242D<D2:" _5)#蛋白质定量试剂盒计算总蛋白含量"

两者比值作为)SU相对活性的指标* 茜素红染色观察矿化结节形成能力"染色液洗脱后检测光密度值"比较

7?MXT*

!

#

对牙髓干细胞增殖和分化的作用* 结果!牙髓干细胞具有体外形成矿化结节的能力"%
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可

促进牙髓干细胞增殖$连续培养 " : 后"%
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组细胞 )SU的光密度值为 $('# q$($'"显著高于对照组

$($, q$($#!.c$($.#$%
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组总蛋白含量为!, "".(-% qH'(.-# @;0S"对照组为!# -',(,$ q##$(H'#

@;0S!.c$($.#$)SU相对光密度值"%
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组较对照组提高了 % 倍* 茜素红染色下显示矿化结节形成

增加"洗脱液光密度值 %
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组和对照组分别为 $(H' q$($, 和 $(.. q$($." .c$($.* 结论! %
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具有促进牙髓干细胞增殖和促进体外成牙本质分化的作用*

!关键词" 牙髓干细胞$人重组转化生长因子
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!!牙髓干细胞!:84><A9=A9 3>8@D8AA3" LUZ53#自

X764>?63等(#)于 ,$$$ 年从人健康第三磨牙牙髓中

分离以来"其性质和临床应用一直是口腔内科学研

究的热点"与其他类型的成体干细胞一样"LUZ53具

有自我复制的能力和在一定条件下定向分化成终末

细胞的能力(,)

* 成牙本质细胞是形成牙本质的前

体细胞"也是牙髓组织中的终末分化细胞* 在牙齿

的正常发育过程中"成牙本质细胞由牙髓干细胞分

化而来"单层排列于牙本质内层"不断分泌形成牙本

质$牙齿萌出后"因龋病等造成成牙本质细胞死亡

后"牙髓内部生活的干细胞分化为成牙本质细胞样

细胞"形成修复性牙本质"可见"牙本质的形成与这

些细胞的存在具有密切关系*

在牙髓干细胞的成牙本质分化中"已知多种因

子(如转化生长因子
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#'骨形态发生蛋白'成纤维细胞生长因子等)

可能起到促进分化的作用(')

* 正常情况下"MXT*

!

存在于牙本质基质中"当牙齿因龋病等因素出现脱

矿"基质中 MXT*

!

释放"促进成牙本质细胞的分化

和介导牙体组织的修复* MXT*

!

主要有 # G' 三种

分型"本文主要研究 MXT*
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#

对牙髓干细胞增殖'矿

化能力的诱导分化作用"探索其对成牙本质分化的

影响"为临床上牙髓再生'诱导牙本质形成和恢复牙

齿结构完整性做准备*

$%资料与方法

$($!牙髓干细胞的原代分离培养

于北京大学口腔医学院口腔颌面外科获取#H G

,. 岁'因正畸或阻生拔除的人健康第三磨牙"L*

\<4F3液冲洗牙齿表面"在牙颈部将牙齿离断"拔髓

针取出牙髓"L*\<4F3液冲洗数次"置于含消化酶!-

;0S分散酶i' ;0S

&

型胶原酶"美国 Z2;@<公司#

的培养皿中"无菌弯剪剪成小于 # @@

'的组织块"收

集并转移至 #. @S离心管中"'" l恒温振荡器中消

化约 -$ @24至组织块疏松"加入等体积培养基终止

消化"# ,$$ 70@24 离心 . @24"弃去上清液"加入培

养基轻柔吹打均匀"转移至培养皿中"细胞培养于含

#$a!体积分数#胎牛血清!美国\PDA648公司#'#a

!质量分数#青霉素钠!美国XW_5Q公司#'#a!质量

分数#链霉素!美国 XW_5Q公司#', @@6A0L*谷氨酰

胺!美国XW_5Q公司#的
*

*ONO培养基!

*

*@6:2]2D<*

>264 6]N<;A8&3@8:2=@" 美国 XW_5Q0_&S公司#"恒

温培养箱!'" l".a5Q

,

#中培养* 每 '天换液"至相

邻细胞克隆集落汇合"开始传代*

$(&!牙髓干细胞的传代培养

当细胞生长至 H$a G/$a汇合时开始传代"首

先用L*\<4F3液冲洗 , 遍"加入 $(. G# @S$(,.a

!质量分数#胰蛋白酶i$($-a!质量分数#乙二胺

四乙酸!8>?PA848:2<@248>8>7<<D8>2D<D2:"NLM)"美国

Z2;@<公司#消化液"倒置显微镜下观察"当细胞收

缩成圆形时加入培养基终止消化"吸管反复吹打培

养皿底壁"形成细胞悬液"# ,$$ 70@24 离心 . @24"

弃上清液"加入少量培养液轻柔吹打均匀"分 ' G.

份进行传代"接种于新的培养皿中* 用第 , 代细胞

进行实验*

$('!细胞增殖的检测!D8AAD6=4>24;F2>*H" 55V*H

法#

取第 , 代生长良好的细胞"以 - $$$ 个细胞0孔

接种于 /% 孔板中* 次日"向孔中分别加入 #$$

"

S

含 #

"

;0S'%

"

;0S'#$

"
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" 美国 U8976>8D? 公司#的培养基进行诱

导"对照组加入 #$$

"

S

*

*ONO培养基"每个浓度设

% 个复孔* 分别于诱导后第 #'''. 天避光条件下加

入新鲜配制含 #$

"

S55V*H !日本 bZM公司#的

#$$

"

S培养基" '" l孵箱孵育 #(. ?"酶标仪

!NS+H$HWR"美国_26>8F 公司#测定 -.$ 4@下光密

度值!69>2D<A:8432>P">#* 实验重复 ' 次*

-#H%-

贾维茜"等!人重组转化生长因子
!

#

促进牙髓干细胞的增殖和矿化



$((!矿化诱导

取第 , 代生长良好的细胞"以 .$ $$$ 个细胞0

孔接种于 % 孔板中* 待细胞 H$a汇合时"加入成

骨0成本质诱导液(含 #$a!体积分数#胎牛血清'

#$

KH

@6A0S地塞米松'#(H @@6A0S磷酸二氢钾'#$$

R0@S青霉素钠0链霉素'$(# @@6A0SL*抗坏血酸'

, @@6A0SL*谷氨酰胺的
*

*ONO培养基)"每 ' 天换

一次液* 对照组采用细胞培养液连续培养*

$()!细胞碱性磷酸酶!<AF<A2489?639?<><38")SU#

活性检测

取第 , 代生长良好的细胞"以 .$ $$$ 细胞0孔

接种于 % 孔板中"待细胞汇合 H$a后"加入含 %

"

;0

S7?MXT*

!

#

的成骨0成牙本质诱导液* 连续诱导 " :

后"磷酸盐缓冲溶液 !9?639?<>8f=]]873<A248" U_Z#

冲洗 ' 遍* 每个样本加入 ,$$

"

S#a!体积分数#

M72>64 +*#$$!美国 Z2;@<公司#"- l裂解 '$ @24*

收取细胞"超声破碎"#, $$$ 70@24"- l离心#. @24*

取 %$

"

S上清液至 /% 孔板"加入 %$

"

S对*硝基苯

磷酸盐! 9*42>769?84PA9?639?<>8"9*JUU"美国 Z2;@<

公司#"'" l孵育 #. @24"用 '$

"

S' @6A0SJ<Q\中

止反应" 酶标仪测定 -$. 4@下光密度值"记为碱性

磷酸酶光密度值* 离心后的样本取 ,$

"

S上清液"

应用_5)蛋白质定量试剂盒!武汉博士德生物工程

公司#"酶标仪测定 ."$ 4@下光密度值"记为总蛋

白光密度值* 倍比稀释的不同浓度标准蛋白光密度

值绘制标准曲线"计算样本中总蛋白含量* 将 )SU

光密度值与总蛋白含量相比"作为相对 )SU活性的

检测指标"并计算两组间倍增差异*

$(R!茜素红染色

矿化诱导 #- :后"U_Z洗 ' 遍"-a!质量分数#

多聚甲醛固定 '$ @24"蒸馏水洗 ' 遍"#a!质量分

数#茜素红!美国 Z2;@<公司#染色 #$ @24"蒸馏水

充分冲洗"肉眼及镜下观察棕红色染色颗粒* 半定

量方法采用每孔加入 .$$

"

S#$ @@6A0S磷酸钠和

#$a!质量分数#西吡氯铵的洗脱液"摇床洗脱 ' ?"

取 #$$

"

S样本置于 /% 孔板"酶标仪检测 ."$ 4@波

长下光密度值*

$(S!统计学分析

使用统计软件 ZUZZ #'($ 进行分析"细胞增殖

采用单因素方差分析!组间比较采用SZL法#" )SU

活性检测和茜素红染色洗脱结果采用独立样本#检

验".c$($. 为差异有统计学意义*

&%结果

&($!牙髓干细胞的体外分离'培养

酶消化法进行原代培养后"第 , 天可见未贴壁

细胞和少量细小纤维悬浮于培养皿中"换液后可见

散在贴壁生长的细胞* 约 . : 后"单个细胞呈集落

生长"细胞形态为纺缍形'梭形!图 #)#* #$ : 左

右"细胞数量增加明显"相邻集落开始汇合"此时进

行细胞的传代培养*

# G- 代人牙髓干细胞状态良好"细胞形态均

一"后续实验均采用第 , 代细胞!图 #_#*

)" 972@<7PD=A>=78: LUZ53" D6A64PE<3]67@8: ! m-#$ _" 9<33<;8,

E878]2f76fA<3>*A2F8D8AA3! m-#(

图 $%牙髓干细胞原代和第 , 代细胞形态

L#8.31$%O679?6A6;P6]972@<7P<4: 9<33<;8, D8AA3

!

&(&!牙髓干细胞的体外矿化

将牙髓干细胞在成骨0成牙本质诱导条件下"连

续培养 #- :"显微镜下观察细胞呈复层生长"局部形

成漩涡样结构* 固定细胞后"#a!质量分数#茜素

红染色"可见实验组有红染的钙化结节产生 !图

,)#"阴性对照组未见钙化结节产生!图 ,_#*

)" <A2g<724 78: Z 3><2424;3?6E8: @2487<A46:=A8]67@<>264 <]>87LUZ53

E878D=A>=78: 24 63>8606:64>6fA<3>2D24:=D>264 @8:2=@]67#- :<P3! m

-#$ _" 48;<>2̀8D64>76A! m-#(

图 &%牙髓干细胞矿化诱导

L#8.31&%Q3>8606:64>6fA<3>2D24:=D>264 6]LUZ53

!

&('!7?MXT*

!

#

对牙髓干细胞增殖的影响!55V*H

法#

在牙髓干细胞培养液中"分别加入 #

"

;0S'

%

"

;0S'#$

"

;0S的 7?MXT*

!

#

"观察对细胞增殖的

作用"结果显示"加样后第 # 天不同浓度间细胞数

量没有明显差异"第 ' 天开始"%

"

;0S7?MXT*

!

#

具

有促进 LUZ53生长的作用"至第 . 天其促进作用

-,H%-
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更加明显"细胞增殖的差异具有统计学意义!.c

$($."图 '#*

55V*H <33<P" 64 >?8'7: <4: .>? :<P" %

"

;0S7?MXT*

!

#

976@6>83>?8

976A2]87<>264 6]LUZ53(

'

.c$($." 05(D64>76A(

图 '%7?MXT*

!

#

对牙髓干细胞增殖的影响

L#8.31'%N]]8D>6]7?MXT*

!

#

64 976A2]87<>264 6]LUZ53

!

&((!7?MXT*

!

#

对牙髓干细胞)SU表达的影响

实验组加入 %

"

;0S7?MXT*

!

#

" " : 后测量细胞

表达)SU的情况* 检测 )SU总量发现"在 %

"

;0S

7?MXT*

!

#

的作用下细胞表达 )SU总量明显升高"差

异有统计学意义!图 -)#* 为了排除细胞数量增多

引入的)SU含量升高"采用 _5)法提取细胞总蛋

白"结果显示 %

"

;0S7?MXT*

!

#

组总蛋白含量较对照

组升高"间接反映了细胞数量增加!图 -_#* 将每组

)SU含量除以总蛋白比值计算相对 )SU活性"显示

%

"

;0S7?MXT*

!

#

组相对对照组提高了 % 倍"差异有

统计学意义!.c$($."图 -5#*

&()!茜素红染色及半定量分析

在牙髓干细胞矿化诱导体系中"加入 %

"

;0S

7?MXT*

!

#

"连续培养 #- : 后行茜素红染色"与对照组

相比形成的矿化结节数量增加"着色程度加深* 染色

液洗脱后"采用酶标仪测定光密度值进行比较"

7?MXT*

!

#

组洗脱液光密度值较溶剂对照组升高!图 .#*

)"LUZ53E2>? %

"

;0S7?MXT*

!

#

24D78<38: >6><A)SU<D>2̀2>PD6@9<78: E2>? D64>76A$ _" >6><A976>824 D64>84>E<3<A3624D78<38:$ 5" :2̀2:8: fP>6><A

976>824 <378A<>2̀8)SU<D>2̀2>P" %

"

;0S7?MXT*

!

#

;76=9 E<3% >2@83?2;?87>?<4 >?8D64>76A;76=9(

'

.c$($." 056D64>76A(

图 (%%

"

;0S7?MXT*

!

#

促进牙髓干细胞)SU的表达

L#8.31(%%

"

;0S7?MXT*

!

#

32;42]2D<4>AP24D78<38: )SU<D>2̀2>P

!

)"<A2g<724 78: Z 3><2424;24:2D<>8: >?<>%

"

;0S7?MXT*

!

#

*>78<>8: D8AA33?6E8: 24D78<3824 @2487<A46:=A8]67@<>264 !72;?># D6@9<78: E2>? D64>76A

!A8]>#$_" 8A=>264 6]3><2424;=4:87@2D769A<>878<:87<A363?6E8: 24D78<38: 69>2D<A:8432>P24 %

"

;0S7?MXT*

!

#

*>78<>8: D8AA3(

'

.c$($." 05(D64>76A(

图 )%茜素红染色及洗脱液分析

L#8.31)%)A2g<724 78: Z 3><2424;<4: 8A=>264 <4<APg8

!

-'H%-

贾维茜"等!人重组转化生长因子
!

#

促进牙髓干细胞的增殖和矿化



'%讨论

MXT是调控细胞生长的肽类物质之一"可由体

内诸多细胞产生"具有重要的生理病理和治疗作用"

迄今所分离的 MXT主要分为 MXT*

*

和 MXT*

!

*

MXT*

*

主要在创伤愈合中发挥作用"介导上皮和组

织结构发生* MXT*

!

家族在牙齿发生中是成牙本质

细胞分化和牙本质基质生成中的重要信号分子"通

常由成牙本质细胞分泌"沉积于牙本质基质中"具有

抗炎'促进创伤愈合'抑制巨噬细胞和淋巴细胞增殖

的作用"可促进牙髓组织矿化"作用机制是与受体结

合导致胞内信使如 Z@<:*,'' 磷酸化"从而引起一系

列的信号传导* MXT*

!

主要有 # G' 三种分型"其中

与成牙本质细胞分化和牙本质基质形成密切相关的

是MXT*

!

#

(-)和 MXT*

!

'

* S2等(.)的研究发现"MXT*

!

#

可诱导鼠牙髓细胞成牙本质分化和牙本质形成"

表现为矿化结节形成显著"碱性磷酸酶活性增加"体

内分化形成成牙本质细胞和牙本质小管样结构"在

细胞增殖中无明显作用"连续培养 " : 后"细胞表达

牙本质涎蛋白'骨桥素'

&

型胶原* Z?2f<等(%)指出

MXT*

!

#

可促进牙髓细胞表达骨钙素和骨桥素*

h?<4;等(")应用 $',$'-$$ 4;MXT*

!

#

与聚乙丙交酯

微球复合的磷酸钙材料"覆盖于羊牙髓断面"#, 周

后可见牙本质桥形成"并呈剂量依赖性"-$$ 4;

MXT*

!

#

可明显诱导牙髓中的细胞成分迁移"分化为

成牙本质样细胞"形成三期牙本质* \=612<等(H)在

胎鼠牙胚中加入 7?MXT*

!

'

"证明其通过上调鼠牙髓

细胞中骨钙蛋白和
&

型胶原"介导牙本质涎磷蛋白

和牙本质基质蛋白 # 的表达"诱导鼠牙髓细胞的异

位矿化*

本文主要研究临床上易于获取'组织量大的人

健康第三磨牙 LUZ53在 7?MXT*

!

#

诱导条件下的增

殖和分化作用"通过55V*H 法得出 %

"

;0S7?MXT*

!

#

在体外对牙髓干细胞具有促进增殖的作用"与 S2

等(.)的研究未能促进鼠牙髓细胞增殖结果不同"这

可能是细胞来源不同所致*

成牙本质细胞的主要功能是形成牙本质")SU

是参与骨等矿化组织代谢和再生的重要物质"它在

硬组织形成中可促进钙化"成牙本质细胞具有较高

的)SU水平" )SU表达是牙髓细胞向成牙本质细胞

分化的指标* 本文结果显示"%

"

;0S7?MXT*

!

#

诱导

LUZ53" :后细胞中碱性磷酸酶总量明显上升"细胞

中总蛋白含量相应增加!_5)法#"这是细胞增殖的

结果* 为了排除细胞增殖的影响"计算 )SU相对含

量结果显示"7?MXT*

!

#

诱导后细胞表达 )SU能力显

著增加"差异有统计学意义 !.c$($. #" 提示

7?MXT*

!

#

诱导了细胞的成牙本质分化*

牙髓细胞在体外培养诱导分化时"首先形成细

胞结节"继而矿化形成矿化结节" 经检测这种矿化

结节主要为牙本质样的矿化基质"具有牙本质的特

性"因此"矿化结节的出现在某种程度上表明了牙髓

干细胞的存在"并作为牙髓细胞向成牙本质细胞分

化的标志* 本研究茜素红染色的结果也表明"

7?MXT*

!

#

提高了干细胞的体外矿化能力"表现为矿

化结节形成量多于对照组"与 S2等(.)的结果一致"

提示7?MXT*

!

#

具有促进牙髓干细胞矿化的作用*

本研究分离培养的牙髓细胞具有干细胞的特

性"7?MXT*

!

#

作为细胞分化的重要生长因子"可促进

牙髓干细胞体外增殖和成牙本质分化* 生长因子是

组织工程学研究中的一个重要部分"后续研究利用

7?MXT*

!

#

的这一性能"能够更好地应用于牙齿硬组

织再生和牙髓再生*
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