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[摘要] 目的:构建柚皮苷/胶原蛋白凝胶复合体,研究其对人牙髓干细胞(human
 

dental
 

pulp
 

stem
 

cells,hDPSCs)

体外增殖的影响。方法:体外分离并培养hDPSCs,CCK-8实验检测不同浓度的胶原蛋白凝胶对hDPSCs增殖的影

响,进而筛选出最佳浓度,并以最佳浓度(1
 

g/L)胶原蛋白凝胶载不同质量的柚皮苷。通过CCK-8实验检测载柚皮

苷胶原蛋白凝胶对hDPSCs增殖的影响。结果:1
 

g/L浓度的胶原蛋白凝胶更适合hDPSCs的生长;当柚皮苷与胶

原蛋白凝胶质量之比为0.2∶1时能更好地促进hDPSCs的粘附和生长。结论:一定比例的柚皮苷胶原蛋白凝胶与

hDPSCs具有良好的生物相容性,可作为一种理想支架材料为hDPCs的生长提供空间。
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[Abstract] Objective:

 

Naringin/collagen
 

gel
 

complex
 

was
 

constructed
 

and
 

its
 

effects
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

human
 

dental
 

pulp
 

stem
 

cells
 

(hDPSCs)
 

were
 

investigated.
  

Methods:
 

HDPSCs
 

were
 

isolated
 

and
 

cultured
 

in
 

vitro.
 

Prolif-
eration

 

ability
 

of
 

hDPSCs
 

in
 

various
 

concentrations
 

of
 

collagen
 

gel
 

was
 

analyzed
 

using
 

a
 

cell
 

counting
 

kit
 

-8
 

(CCK-8)
 

assays.
 

HDPSCs
 

and
 

different
 

concentrations
 

of
 

naringin
 

were
 

encapsulated
 

in
 

the
 

collagen
 

gel.
 

CCK-8
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

effect
 

of
 

naringin/collagen
 

gel
 

complex
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

hDPSCs.
  

Results:
 

The
 

optimal
 

collagen
 

gel
 

concentration
 

was
 

1
 

g/L,
 

which
 

could
 

enhance
 

the
 

adherence
 

and
 

growth
 

of
 

hDPSCs.
 

In
 

addition,
 

the
 

best
 

ratio
 

of
 

naringin
 

to
 

collagen
 

gel
 

was
 

0.2∶1,
 

which
 

promoted
 

the
 

growth
 

and
 

proliferation
 

of
 

hDPSCs.
  

Concli-
sion:

 

Naringin/collagen
 

gel
 

complex
 

possesses
 

a
 

good
 

cellular
 

compatibility
 

with
 

hDPSCs.
 

As
 

a
 

scaffold
 

material,
 

it
 

can
 

provide
 

space
 

for
 

hDPSCs
 

to
 

proliferate.
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  在牙体组织结构中,牙髓是唯一能自我更新修

复的软组织。其内含丰富的间充质干细胞-牙髓干

细胞,为牙本质的修复再生提供了基础。因此,牙髓

干细胞在牙体牙髓疾病的防治以及再生医学研究等

方面也逐渐受到重视[1]。

  在组织工程的研究中,越来越多的干细胞被结

合到各种类型的支架材料中,选择一种性能优良的

支架材料显得尤为重要。胶原蛋白凝胶在组织工程

方面具有一定优势,常被用于组织重建[2],且与2D
细胞培养环境相比,在3D胶原蛋白凝胶中能更早

基金项目 国家自然科学基金(编号:81570963)

作者简介 肖婉鲁(1991~
 

),女,山东人,硕士,住院医师,主要研究

牙髓干细胞再生的相关研究。

*通讯作者 牛玉梅,E-mail:niuym@hrbmu.edu.cn

的出现细胞的矿化和成骨标记基因的表达[3]。中药

是中华民族的国粹之一,在长期的生产应用中发挥

了不可忽视的作用,中药作为一种生长因子在很多

研究中都有不可替代的价值。中药骨碎补是骨伤科

方剂中的常用药,现代药理及临床研究显示,柚皮苷

是其最重要的活性成分[4]。有研究表明柚皮苷与胶

原基质结合能促进局部的新骨形成[5]。然而,柚皮

苷与胶原蛋白凝胶对人牙髓干细胞的影响尚未见报

道,因此本文的目的是研究载柚皮苷胶原蛋白凝胶

对人牙髓干细胞增殖的影响。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器 DMEM 高糖培养基(Hy-
clone,美国)、胎牛血清(Giobco,美国)、0.25%胰蛋

白酶(Giobco,美国)、Dispase酶(罗氏,中国);Ⅰ型

胶原蛋白酶(Sigma,美国);PBS粉末(博士德生物
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工程有限公司,中国);维生素 K、β-甘油磷酸钠、成
脂诱导液(Cyagen,美国)、胶原蛋白凝胶(Coring,

 

美国);CCK-8(同仁,日本);柚皮苷(Sigma,美国);
倒置相差显微镜及照相系统(Olympus,日本);酶联

免疫检测仪(BIO-TEK,美国)。

1.2 人牙髓干细胞的分离、培养及鉴定 选取哈尔

滨医科大学附属口腔医院口腔颌面外科门诊18~
28岁因正畸或阻生拔除的健康恒牙,取材时均已获

得家属知情同意。于超净工作台内无菌条件下取出

牙髓组织,3
 

g/L胶原酶和4
 

g/L
 

Dispase酶消化牙

髓组织30~45
 

min,1500
 

r/min离心1
 

min,弃上

清,用含20%胎牛血清,青霉素10
 

U/mL,链霉素

10
 

g/L的DMEM培养基重悬,吹打均匀,接种于直

径3.5
 

cm的小皿中,2
 

d后更换新的培养液。当细

胞融合至80%左右传代并鉴定[6]。用0.25%胰酶

溶液(含EDTA)消化并1∶3传代标记为P1。将

P1代 细 胞 经 成 骨 矿 化 诱 导 液 (10% 培 养 液,

10-8
 

mol/L维生素K,
 

10
 

mmol/L
 

β
 

-甘油磷酸钠,

1.5
 

g/L
 

L-维生素C,2
 

mmol/L
 

L-谷氨酰胺)诱导

7
 

d和21
 

d,分别进行ALP染色和茜素红染色。将

P1代细胞经成脂诱导A液、B液(Cyagen,美国)交
替诱导2个循环后,进行油红O染色。倒置显微镜

下观察并拍照。以下实验均选用第1~5代细胞。

1.3 胶原蛋白凝胶的配置 胶原蛋白凝胶,在零摄

氏度以下成黏液状,调节pH为中性,经过37
 

℃的

温度变化,胶原可通过自我组装为胶原纤维而形成

凝胶。根据说明书的要求,按比例将胶原蛋白凝胶

添加到1
 

N
 

NaOH、10×PBS和蒸馏水中,配置

0.5、1、2、3
 

g/L浓度的胶原蛋白凝胶,配置好后放

在-6
 

℃冰盒中待用。

1.4 细胞的活性检测 为检测细胞在胶原蛋白凝

胶中的生长情况,将不同浓度的胶原蛋白凝胶重悬

P1代人牙髓干细胞,按每孔4×104 个/300
 

μL接种

于24孔板。37
 

℃、5%CO2 培养箱中培养30
 

min,
待胶 原 凝 固 后 每 孔 补 充 1.5

 

mL
 

10%FBS 的

DMEM培养基,培养3
 

d后,进行活死染色,荧光显

微镜下观察。

1.5 细胞的增殖实验 为选出胶原蛋白凝胶的最

佳浓度,检测不同浓度胶原蛋白凝胶对人牙髓干细

胞增殖的影响。将人牙髓干细胞消化,离心,重悬于

配置好的各浓度组胶原中,以每孔1×104/100μL
接种到96孔板中,37

 

℃、5%CO2 培养箱中培养

30
 

min,待胶原凝固后,于每孔中加入100
 

μL的含

10%FBS的 DMEM,放在培养箱中培养。于培养

1、3、5、7
 

d后采用CCK-8法检测细胞的增殖,即每

100
 

μL培养基加入10
 

μL
 

CCK-8液,37
 

℃培养箱

孵育4
 

h后,酶标仪450
 

nm波长下读数得A 值。

1.6 胶原蛋白凝胶载柚皮苷的制备 用浓度为

1
 

g/L胶原蛋白凝胶作为载体。根据柚皮苷与胶原

蛋白凝胶的质量之比,实验组可以分为0.1∶1;

0.2∶1;1∶1;2∶1;5∶1五个组。将称好的柚皮苷

粉末溶解于微量的 NaOH 溶液中,待溶解完全后,
加入一定比例的10×PBS和蒸馏水后,经过0.22

 

μm滤器过滤到高温高压过的EP管中,加入胶原蛋

白液,放在-6
 

℃冰盒中待用。

1.7 细胞的增殖实验 为了检测细胞的增殖情况,
将细胞-胶原蛋白支架复合体和细胞-载柚皮苷胶原

蛋 白 复 合 体 接 种 于 96 孔 板,密 度 为 每 孔

100个/μL,共培养1、3、5、7
 

d后,每孔加入CCK-8
液检测。

1.8 细胞在胶原蛋白凝胶载体上的生长 为了检

测细胞的生长情况,将细胞-胶原凝胶和细胞-载柚

皮苷胶原蛋白凝胶复合体接种于24孔板,密度为每

孔4×104 个/300
 

μL,各组共培养6
 

d,弃液后置于

4%多聚甲醛液固定2
 

h,70%、80%、90%、95%、

100%乙醇溶液序列脱水;浸蜡包埋,常规制作厚度

为5
 

μm 的石蜡切片;苏木精-伊红(Hematoxylin-
Eosin,HE)染色观察各组细胞生长情况。

1.8 统计学分析 数据采用GraphPad
 

Prism
 

7软

件进行独立样本t检验和单因素方差分析。所有实

验独立重复3次,实验数据以􀭺x±s表示,P<0.05
认为差异有统计学意义。

1a:原代人牙髓干细胞培养第5天形态;1b:人牙髓干细胞培养第20天形态;1c:成骨矿化诱导液诱导7
 

d后ALP染色细胞形态;1d:成骨矿化

诱导液诱导21
 

d后茜素红染色细胞形态;1e:成脂诱导14
 

d后油红O染色形态

图1 人牙髓干细胞的形态

Fig.
 

1 Isolation
 

and
 

culture
 

of
 

hDPSCs.
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图2 不同浓度的胶原凝胶对hDPSCs活性的影响

Fig.
 

2 Viability
 

effect
 

of
 

various
 

concentrations
 

of
 

collagen
 

gel
 

on
 

hDPSCs.

5a:对照组;5b:0.1∶1;5c:0.2∶1;5d:1∶1;5e:2∶1;5f:5∶1
图5 柚皮苷/胶原凝胶/hDPSCs复合物苏木精-伊红染色图(×20)

Fig.
 

5 HE
 

staining
 

on
 

Naringin/collagen
 

gel/hDPSCs
 

composite
 

(×20).

2 结果

2.1 人牙髓干细胞体外分离、培养及鉴定 原代培

养的人牙髓组织,一般在第5~7天开始从组织周边

往外爬出细胞,成典型的长梭形成纤维细胞样形态。
待14~20

 

d左右细胞逐渐达到融合,细胞排列成

“窝璇状”或者束状。经成骨矿化液诱导,ALP染色

后大量的牙髓干细胞被染成蓝色。茜素红染色后诱

导的牙髓干细胞也出现了矿化结节。经油红-O染

色后显微镜下可见到红色圆形的小脂滴。

2.2 胶原蛋白凝胶对人牙髓干细胞活性、增殖的影

响 为了检测人牙髓干细胞在胶原蛋白凝胶中的活

性,培养3
 

d后进行活死染色。如图2结果发现培

养24
 

h后,细胞在0.5
 

g/L胶原凝胶组中粘附良

好,其次是1
 

g/L组,细胞成片状或团状,细胞与细

胞之间生长距离密切。细胞活性与细胞密度前两组

也较2
 

g/L和3
 

g/L组高。图2中CCK-8实验表

明,从第5天开始,0.5
 

g/L凝胶组更能促进细胞的

增殖(P<0.01),其次是1
 

g/L凝胶组,2
 

g/L和3
 

g/L组显然未能促进对hDPSCs的增殖,无统计学

意义(P>0.05)。由于0.5
 

g/L凝胶组结构较松

散,形态较差,后续实验选用1
 

g/L浓度。

2.3 CCK-8实验 如图3所示,细胞-胶原支架复

合体和细胞-载柚皮苷胶原蛋白凝胶复合体共培养

1、3、5、7
 

d,CCK-8实验结果表明,实验组和对照组

均有不同程度的增长,从第1~7天,柚皮苷与胶原

*
 

P<0.05,**
 

P<0.01,***
 

P<0.001,****
 

P<0.0001
图3 不同浓度的胶原凝胶对hDPSCs增殖的影响

Fig.
 

3 Proliferation
 

effect
 

of
 

various
 

concentrations
 

of
 

collagen
 

gel
 

on
 

hDPSCs.

*
 

P<0.05,**
 

P<0.01,***
 

P<0.001,****
 

P<0.0001

图4 不同质量比的载柚皮苷胶原凝胶对hDPSCs增殖的影响

Fig.
 

4 Effect
 

of
 

various
 

ratios
 

of
 

collagen
 

gel
 

containing
 

naringin
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

hDPSCs.

蛋白质量比为0.2∶1(P<0.05)时更能促进细胞的

增殖,在第7天时0.1∶1组增殖较对照组有统计学
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意义。随着柚皮苷质量的增加,当柚皮苷大于凝胶

质量时并未促进细胞的增殖。在第5天时两者之比

为1∶1时对细胞增殖有统计学差异。显然当两者

之比为2∶1和5∶1时会抑制细胞的增殖。

2.4 组织学染色 为了研究hDPSCs在不同质量

比的柚皮苷/胶原蛋白凝胶复合体的生长情况,将培

养6
 

d的细胞-胶原蛋白凝胶支架复合体和细胞-载
柚皮苷胶原蛋白凝胶复合体制备石蜡切片,苏木精-
伊红染色观察各组细胞,发现含有柚皮苷实验组

0.1∶1;0.2∶1;1∶1各组中粘附的细胞稍多于纯

胶原蛋白组,粘附在柚皮苷胶原蛋白凝胶中的细胞,
核仁明显呈淡蓝色,核大而圆,胞浆呈粉红色,形态

为长梭形。5∶1组中胶原蛋白数量减少,粘附的细

胞也相对较少。

3 讨论

  牙髓组成中除包含丰富的血管,神经外,还富含

大量 的 间 充 质 干 细 胞-牙 髓 干 细 胞。它 是 由

Gronthos等[7]于2000年首次从成人牙髓组织中提

取出,多向分化能力是其重要的生物学特性之一。
本研究对体外培养的hDPSCs进行了成骨、成脂诱

导,ALP染色、茜素红染色和油红-O 染色均呈阳

性。符合干细胞多向分化的潜能。

  胶原蛋白凝胶作为天然的生物材料支架因其良

好的生物相容性,可降解性等优点逐渐受到关注。
有学者发现将人牙髓干细胞接种在Ⅰ型胶原蛋白中

有持续性的骨形成。将细胞胶原基质移植至大鼠颅

骨缺损处,8周发现有新骨形成[8]。也有研究者将

人牙髓干细胞,胶原蛋白支架和DMP-1三者结合移

植入小鼠模型,6周后经组织学染色发现有牙髓样

组织形成,而对照组 MTA在修复缺损处并未有组

织形成[9]。此外,Kim等[10]研究表明在胶原、明胶

和壳聚糖这3种天然的支架材料中,分别接种人牙

髓干细胞,一定时间后发现胶原更能促进干细胞的

增殖。可见,胶原蛋白作为一种支架材料在组织再

生研究中具有广阔的前景。

  中药是中华民族的国粹之一,在近年来的研究

中也凸显出越来越重要的价值。骨碎补记载于《本
草拾遗》,具有补肾、活血、止血等功效,主治肾虚腰

痛、耳鸣耳聋、牙痛等,为历代常用药[11]。柚皮苷是

其最重要的活性成分之一。研究表明,柚皮苷可以

促进多种干细胞的增殖和生长[12-14]。将其添加到纳

米支架中,可促进成骨细胞的功能,抑制破骨细胞的

形成,为治疗骨质疏松提供了一定参考[15]。也有学

者发现柚皮苷包裹在壳聚糖基凝胶中能够抑制实验

性牙周炎的发生[16]。
 

  本研究将Ⅰ型胶原蛋白凝胶,浓度分为0.5、1、

2、3
 

g/L四组,对牙髓干细胞的活性以及增殖能力

进行了检测。结果显示,0.5
 

g/L组更能促进细胞

的活性和增殖,其次是1
 

g/L组。因0.5
 

g/L组的

胶原凝胶结构松散,含水量大,形态不佳,所以后续

实验选用1
 

g/L组。

  根据柚皮苷和胶原蛋白的质量之比分别设为

0.1∶1;
 

0.2∶1;
 

1∶1;
 

2∶1;
 

5∶1五组实验组,对
照组为不加柚皮苷的纯胶原凝胶。细胞增殖实验表

明,从第1~7天,0.1∶1;
 

0.2∶1;
 

1∶1组中细胞

随着时间的增加吸光度值也在增加,2∶1;
 

5∶1这

两组显然随着时间的增加,并未促进细胞的增殖。

HE染色结果表明,hDPSCs在胶原蛋白凝胶以及载

柚皮苷胶原凝胶中的生长良好,细胞形态呈典型的

长梭形,核浆分明,其中在0.1∶1;
 

0.2∶1;
 

1∶1组

中细胞的数量明显多于纯胶原组,基于此,笔者认为

当柚皮苷与胶原凝胶质量之比保持在1∶1以内时

牙髓干细胞有更好的生长趋势,柚皮苷作为一种药

物有更充分的释放。当柚皮苷比例增大时,显然柚

皮苷对细胞的生长以及对胶原蛋白凝胶产生了抑制

作用,不利于细胞的活性和生长。本实验的研究表

明,一定比例的载柚皮苷胶原蛋白凝胶对人牙髓干

细胞具有良好的生物相容性,可促进人牙髓干细胞

的生长,是一种较理想的支架材料。
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