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纳米羟基磷灰石和氢氧化钙对成牙本质细胞活性影响的比较★ 
王健平，王本材，贾  鑫 

Comparison of the effects of nano-hydroxyapatite and calcium hydroxide on the cell activity of 
odontoblasts    

Wang Jian-ping, Wang Ben-cai, Jia Xin 

Abstract 
BACKGROUND: Culturing odontoblasts with nano-hydroxyapatite can more intuitively reflect the biocompatibility of 
hydroxyapatite as dental pulp capping materials. However, odontoblasts are difficult to culture in vitro. 
OBJECTIVE: To observe the effect of nano-hydroxyapatite and calcium hydroxide on the cell activity of mouse odontoblasts. 
METHODS: Tooth germ of the first mandibular molar was took in fetal mice; mouse dental papilla cells were primary cultured 
using tissue block culture method. Cells with the cellular morphology of odontoblast-like shape were selected for the observation 
under inverted microscope. RT-PCR was used to detect the dentin sialophosphoprotein expression in order to identify the 
odontoblasts. Passage 4 odontoblasts in log-phase were cultured in the media containing 100 mg/L nano-hydroxyapatite and  
100 mg/L calcium hydroxide respectively for 1, 3, 5 and 7 days. Blank control group was set up. 
RESULTS AND CONCLUSION: CCK-8 results showed that cells in the nano-hydroxyapatite group grew well on 1, 3, 5 and     
7 days after culture. Cell activity in the calcium hydroxide group was lower than that in the blank control group on 3, 5 and 7 days 
after culture (P < 0.01). Alkaline phosphatase test results showed that nano-hydroxyapatite and calcium hydroxide had no 
obvious effect on the activity of alkaline phosphatase. These findings indicate that nano-hydroxyapatite has no effect on the 
activity of the odontoblasts, while calcium hydroxide has an inhibition effect on the activity of the odontoblasts. 
 
Wang JP, Wang BC, Jia X. Comparison of the effects of nano-hydroxyapatite and calcium hydroxide on the cell activity of 
odontoblasts. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(3): 417-420.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：将纳米羟基磷灰石与成牙本质细胞共同培养能更直观反映羟基磷灰石作为齿科盖髓材料的细胞相容性，但体外培养

成牙本质细胞较困难。 
目的：观察纳米羟基磷灰石和氢氧化钙对小鼠成牙本质细胞的活性的影响。 
方法：取胎鼠下颌第一磨牙牙胚，采用组织块培养法对小鼠牙乳头细胞进行原代培养，倒置显微镜下挑选具有成牙本质样

细胞形态的细胞观察细胞形态及生长情况。采用 RT-PCR 法对细胞牙本质涎磷蛋白的表达进行鉴定，确定为成牙本质样细

胞。取对数生长期的第 4 代成牙本质样细胞，分别用含有 100 mg/L 纳米羟磷灰石和 100 mg/L 氢氧化钙的培养基培养 1，3，
5，7 天，并设置空白对照组。  
结果与结论：CCK-8 法检测结果显示，培养 1，3，5，7 d，纳米羟基磷灰石组的细胞生长良好。培养 3，5，7 d，氢氧化

钙组细胞活性低于空白对照组(P < 0.01)。碱性磷酸酶测定法检测结果显示，羟基磷灰石和氢氧化钙均对碱性磷酸酶活性无

明显影响。结果证实，纳米羟基磷灰石对成牙本质细胞活性无影响，氢氧化钙对其细胞活性有抑制作用。 
关键词：纳米羟基磷灰石；成牙本质细胞；四唑盐比色法；碱性磷酸酶；RT-PCR；生物材料 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.03.008 
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0  引言 
 

近年研究表明，纳米羟基磷灰石作为新型的

齿科盖髓材料，以牙髓刺激性小，能够诱导修复

性牙本质形成，且生物相容性明显优于传统氢氧

化钙盖髓剂等特点而受到广泛关注[1]。 
成牙本质细胞作为牙髓-牙本质复合体的

特征性细胞，是牙体组织中惟一合成和分泌牙

本质有机基质的细胞，直接参与牙齿发育和损

伤后修复的全过程，是龋病和牙髓病治疗的关

键。成牙本质细胞是处于终末分化期的细胞，

原位取材的成牙本质细胞在体外环境难以保持

其极性特征[2]，因此关于成牙本质细胞的体外研

究受到了极大地限制。江中明等[3]成功将小鼠牙

乳头间充质诱导为成牙本质样细胞，为其体外

研究奠定了基础。实验分别采用含有羟基磷灰

石和氢氧化钙的培养基与成牙本质样细胞复合

培养，对照组只采用培养基进行细胞培养，通

过CCK-8比色法和碱性磷酸酶活性测定法观察

成牙本质细胞的活性和碱性磷酸酶活性，更加

直观的了解羟基磷灰石作为齿科盖髓剂对成牙

本质样细胞的影响。 
 
1  材料和方法 

 
设计：细胞学体外实验。 
时间及地点：于 2010-10/2011-05 在佳木                         
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斯大学生命科学实验中心细胞培养实验室完成。 
材料： 

实验动物：孕期 20 d 的小白鼠 1 只，取其胎鼠 5 只，

购自佳木斯大学动物实验中心。将其置于无菌平皿中备

用。 
纳米羟基磷灰石：纳米羟基磷灰石分子式为 

Ca10(PO4)6(OH)2 ，白色粉末状，球形，直径 70~100 nm，

pH 8.0，由佳木斯大学材料学院提供。 
试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 

 

方法： 

小鼠成牙本质细胞原代培养：体式显微镜下取胎鼠牙

胚，无菌条件下将牙乳头组织与成釉器分离，将牙乳头

组织接种于培养瓶中，组织块周围加适量 DMEM 培养

基。于 37 ℃，体积分数 5%CO2，饱和湿度条件下培养

细胞，48 h 后见组织块周围有细胞爬出，加入 4 mL 含

有双抗的 DMEM(含体积分数 10%胎牛血清)培养基，倒

置显微镜下观察细胞的形态及生长情况。 
小鼠成牙本质细胞形态学观察：小鼠成牙本质细胞在

体内为高柱状栅栏状排列，细胞彼此拥挤，细胞顶端有

一细长突起深入牙本质小管内。实验培养的细胞在显微

镜下观察为胞质丰富，形态呈梭形和具有单侧较长的细

胞突起的细胞。挑选具有高柱状，较长单侧细胞突起的

成牙本质样细胞形态的细胞，转至 6 孔板，继续培养。 
RT-PCR 法鉴定小鼠成牙本质样细胞涎磷蛋白 mRNA 的

表达：提取成牙本质细胞总 RNA，参考江中明[3]等对

PCR 扩增引物的设计方法，预期片段长度为 506 bp。
引物序列：上游：5’-GGG AAG AGC CAA GGA ATA 
G-3’；下游：5’-TCC TCA CTC TCG CTG TCA C-3’。  

cDNA 合成后，进行 PCR 扩增。反应体系：5×PCR 
Buffer 10 μL，灭菌蒸馏水 28.75 μL，TaKaRa Ex Taq 
HS 0.25 μL，上游特异性引物 0.5 μL，dH2O 0.5 μL，
共 40 μL。反应条件：94 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃    
30 s，30 个循环，选小鼠成纤维细胞为阴性对照组。采

用琼脂糖凝胶电泳分析结果。 
小鼠成牙本质样细胞活性检测：取挑选出来的对数生

长期的第4代成牙本质样细胞以0.25%胰酶37 ℃消化，

将分离出的细胞制备成细胞悬液，接种于培养瓶中，继

续培养。分别加入含有质量浓度 100 mg/L 氢氧化钙和

纳米羟基磷灰石的培养基培养 1，3，5，7 d。 
CCK-8 细胞活性检测：分别将培养 1，3，5，7 d 的

成牙本质样细胞制成细胞悬液，以 2×109 L-1的浓度接种

于96孔培养板上，每种材料按时间分组均设10个复孔。

每孔加 CCK-8 试剂 10 mL，37 ℃，体积分数 5%CO2，

饱和湿度条件下培养 1 h。酶联免疫检测仪 450 nm 处

测吸光度(A)值。 
碱性磷酸酶活性检测：将细胞悬液以浓度 1×107 L-1接

种 96 孔培养板，每组 10 孔。每孔加 100 μL DMEM(含
体积分数 2%胎牛血清)培养基。当细胞铺满后，弃孔内

液体和未贴壁细胞，无血清培养基冲洗 3 遍，每孔加入

体积分数 0.1%的 Triton X-100 50 μL，4 ℃过夜，然后

加入碱性磷酸酶底物，100 μL/孔，37 ℃孵箱内 30 min，
以 0.2 mol/L NaOH 终止反应。采用酶联免疫检测仪在  
410 nm 波长检测吸光度(A)值。 

主要观察指标：各组成牙本质细胞培养 1，3，5，
7 d 的细胞活性和碱性磷酸酶的活性。 
 
2  结果 

 
2.1  小鼠成牙本质样细胞培养 48 h 后形态  培养 48 h
后，见组织块周围有细胞爬出，贴壁生长的细胞形态有

梭形，长三角形，网状等，部分细胞具有较长单侧突起，

部分细胞具有双侧突起，三侧突起等。见图 1a。挑选其

中具有较长单侧突起的细胞，扩大培养。见图 1b。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
2.2  小鼠牙本质涎磷蛋白 mRNA 的表达  见图 2。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
凝胶电泳分析结果显示，在 506 bp 出现亮条带，

试剂及仪器 来源 

DMEM 高糖培养基，胰酶 
CCK-8 试剂盒，碱性磷酸酶检测 

试剂盒，Trizol 试剂盒 
RT-PCR 试剂盒 
酶联免疫检测仪，PCR 仪  

美国 GIBCO 公司 
碧云天生物技术研究所 
 
宝生物工程(大连)有限公司 
佳木斯大学生命科学实验中心

Figure 1  Morphology of mouse odontoblast-like cells in 48 h 
after culture 

图 1  小鼠成牙本质样细胞培养 48 h 形态 

a: ×10                           b: ×40 

Figure 2  PCR electrophoretogram of mouse dentin 
sialophosphoprotein mRNA 

图 2  小鼠牙本质涎磷蛋白 mRNA 的 PCR 电泳图 

506 bp 
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表达了牙本质涎磷蛋白 mRNA，在基因水平上证明了所

养细胞为成牙本质样细胞。 
2.3  小鼠成牙本质样细胞培养 1~7 d 后形态及变化  
在培养的 1，3，5，7 d 中各组成牙本质样细胞成增殖

趋势，细胞浓度逐天增高，图中纳米羟基磷灰石组和空

白对照组细胞密度未见明显区别，氢氧化钙组在 3，5，  
7 d 细胞密度低于纳米羟基和空白对照两组。40 倍镜下

观察大部分细胞呈长三角形，具有较长细胞突起，少量

网状细胞混杂其中。图中散在的卵圆形颗粒可能是未溶

解的纳米羟基磷灰石和氢氧化钙以及细小的组织团块。

见图 3。 
 
 
 
 
 d 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.4  CCK-8检测细胞活性结果  纳米羟磷灰石组细胞

吸光度值在培养1，3，5，7 d与空白对照组差异无显著

性意义。氢氧化钙组在培养3，5，7 d细胞活性明显低

于空白对照组(P < 0.01)，见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.5  碱性磷酸酶检测结果  纳米羟磷灰石和氢氧化钙

组与细胞复合培养在1，3，5，7 d与空白对照组相比差

异无显著性意义(P > 0.05)，表明羟磷灰石和氢氧化钙

对成牙本质细胞碱性磷酸酶均无明显影响，见表2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.6  生物相容性评价  实验结果显示，纳米羟基磷灰

石与氢氧化钙相比具有较好的细胞生物相容性。 
 

3  讨论 

 
成牙本质细胞作为牙髓牙本质复合体的纽带，是高

分化的有丝分裂期后细胞，参与牙本质基质分泌和矿化

两个过程。以成牙本质细胞为研究对象有助于对牙本质

形成和损伤修复过程的了解。牙乳头细胞作为未分化的

间充质细胞，具有较强分化为成牙本质细胞的潜能，近

年来有学者采用牙乳头间充质诱导分化成功获得了成

牙本质细胞[3-4]，这就解决了由于成牙本质细胞数量少，

取材难，终末分化且与牙本质紧密连接等特点造成的体

外培养困难的现状。但这种诱导的细胞仅具有成牙本质

细胞的部分特征，如表达牙本质涎磷蛋白，准确的来说

应该称为成牙本质样细胞。传统盖髓剂多以氢氧化钙为

主要成分，虽能诱导牙本质桥的形成，但形成的牙本质

桥矿化程度不高，且氢氧化钙为强碱性，具有较强的细

胞毒性，会产生慢性炎症，牙髓组织出现不良钙化，甚

至出现牙髓坏死以及根部牙髓内吸收等现象，并且它的

长期封闭性较差，随着时间的推移，氢氧化钙会发生溶

解，形成微渗漏，细菌一旦入侵，便导致牙髓发生病变。

研究表明纳米羟基磷灰石与牙体硬组织生物组成相似，

生物相容性好，能够释放的钙、磷等离子能够参与组织

代谢，为更好的形成牙本质提供生物基础。 
实验结果显示，纳米羟基磷灰石与成牙本质细胞复

合培养 1，3，5，7 d 呈稳定增殖状态，对细胞活性无

影响。氢氧化钙与细胞复合培养第一天无明显影响，虽

也成增殖状态但第三天开始与空白对照组相比对细胞

活性有影响。 
碱性磷酸酶结果显示纳米羟磷灰石和氢氧化钙与

空白对照组相比对成牙本质细胞的碱性磷酸酶均无明

显影响，一方面可能是因为选取的检测时间较早实验组

细胞密度较低，另一方面可能是由于碱性磷酸酶是细胞

分化成熟的标志酶[5]，本实验检测的细胞仍处于快速增

Figure 3  Morphology of odontoblast-like cells at 1 to 7 d 
after culture (×40) 

图 3  培养第 1~7 天的成牙本质样细胞形态(×40) 

Nano-hydroxyapatite 
group 

Calcium hydroxide 
group 

Blank control 
group 

 
 

1 d

3 d

 

5 d

7 d

表 1  各组 CCK-8 吸光度值变化 
Table 1  Absorbance values in each group by Cell Counting 

Kit-8                                  (x
_

±s, n=10)

aP < 0.01, vs. control group 

Group 
Culture time (d) 

1 3 5 7 

Nano- 
hydroxyapatite 

0.206±0.002 0.393±0.005 0.528±0.00 0.712±0.002

Calcium  
hydroxide 

0.207±0.002 0.373±0.005a 0.497±0.001a 0.628±0.002a

Blank control 0.209±0.001 0.402±0.004 0.534±0.002 0.707±0.001

表 2  各组碱性磷酸酶活性吸光度值 
Table 2  Absorbance value of alkaline phosphatase activity in 

each group                            (x
_

±s, n=10)

Group 
Culture time (d) 

1 3 5 7 

Nano- 
hydroxyapatite

0.187±0.004 0.312±0.003 0.464±0.002 0.588±0.003

Calcium  
hydroxide 

0.184±0.002 0.313±0.003 0.466±0.002 0.591±0.001

Blank control 0.186±0.002 0.314±0.002 0.466±0.003 0.590±0.003
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殖期，未进入成熟分化期的原因。 
实验证明纳米羟基磷灰石对成牙本质细胞活性的

影响小于氢氧化钙，是一种安全有效的齿科盖髓剂。但

羟基磷灰石为松散的粉末状，无抗压能力，导致临床操

作不便，固位较差，且羟磷灰石本身并无抗菌性。这些

特点使得羟磷灰石盖髓剂并未大量应用于临床，羟基磷

灰石复合材料的出现在一定程度上解决了这些问题，但

添加何种药物能获得较佳抗菌效果，以及在纳米羟基磷

灰石中添加何种有机物，使其更类似与牙本质的成分，

这样使形成的修复性牙本质胶原基质沉积更加规律，矿

化水平更高，这些问题将成为未来纳米羟基磷灰石盖髓

剂的研究方向。 
致谢：感谢王建平和王本材老师对本实验的指导和

设计，感谢实验室刘爽老师对实验过程的指导。 
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伦理批准：实验对动物的处理方法符合中华人民共和国

科学技术部颁发的《关于善待实验动物的指导性意见》
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本文创新性：作者于中国知网数据库和 PUBMED 数据

库检索成牙本质细胞和纳米羟基磷灰石等关键词均未发现

类似研究，说明本实验具有先进性。迄今为止，国内外学者

对成牙本质细胞的生物学研究，由于缺乏理想的体外研究模

型而受到极大限制，采用牙乳头间充质诱导分化法成功获得

成牙本质细胞为研究前提。实验采用纳米羟基磷灰石与成牙

本质细胞复合培养能够更直观的反映出羟基磷灰石作为齿

科盖髓剂的细胞相容性，为其广泛应用于临床盖髓奠定了理

论基础。实验采用 CCK-8 这种新型的细胞活性检测手段，

较以往传统 MTT 法能减少误差，以获得更准确的实验结果。


