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文章亮点： 
1 应用慢病毒载体介导绿色荧光蛋白转染体外培养的大鼠牙髓干细胞，观察绿色荧光蛋白在大鼠牙髓干细胞

中的表达，获得其最佳感染复数值和感染时间。 
2 通过检测转染后大鼠牙髓干细胞的细胞动力学、细胞周期及牙向分化能力，评价慢病毒载体介导的绿色荧光

蛋白对大鼠牙髓干细胞生物学特性的影响，为后期大鼠牙髓干细胞在动物模型体内的示踪研究提供实验依据。 
关键词： 
干细胞；分化；牙髓干细胞；慢病毒载体；绿色荧光蛋白；大鼠；转染；组织工程；新疆维吾尔自治区自然

科学基金 
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摘要 
背景：对牙髓干细胞进行稳定高效安全的体外标记是示踪技术中首先需要解决的问题，也是牙齿再生体内研

究的基础。 
目的：探讨慢病毒载体介导绿色荧光蛋白转染大鼠牙髓干细胞的理想条件及方法，并确定其转染后是否保持

干细胞特性。 
方法：通过改良酶消化法获得大鼠牙髓干细胞，对其免疫表型及分化潜能进行鉴定，以感染复数为 5，10，
25，50 和 100 的慢病毒载体介导绿色荧光蛋白作用 24 h 和 48 h，倒置显微镜下检测转染率和荧光强度，并

对大鼠牙髓干细胞感染前后的克隆增殖能力、细胞周期及牙向分化能力进行比较，评价感染对其生物学特性

的影响。 
结果与结论：流式细胞仪检测结果显示大鼠牙髓干细胞 STRO-1 和 CD146 表达阳性，CD34 和 CD45 表达阴

性，经相应诱导培养后可向成骨和成脂分化。当感染复数为 50，作用时间为 48 h 时，转染效率最高，荧光

表达最强；感染前后细胞增殖、克隆形成率及细胞周期等方面差异无显著性意义(P > 0.05)，碱性磷酸酶阳性

表达。说明感染复数为 50 作用 48 h 是慢病毒载体介导绿色荧光蛋白转染大鼠牙髓干细胞的理想条件，且不

影响牙髓干细胞生物学特性，为大鼠牙髓干细胞的体内研究提供了可靠的示踪方法。 
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Transfection of stem cells derived from rat dental pulp with green fluorescent protein 
infection by lentiviral vector   
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Abstract 
BACKGROUND: Stable and efficient labeling of dental pulp stem cells in vitro is most important in tracer 
technique, which is also the basis of tooth regeneration in vivo.  
OBJECTIVE: To determine the optimal condition and method for transfection of stem cells derived from rat dental 
pulp with green fluorescent protein infection by lentiviral vector and to determine whether green fluorescent 
protein-labeled dental pulp stem cells maintain their stem cell properties. 
METHODS: Rat dental pulp stem cells were obtained by modified enzyme digestion method, to identify the 
immune phenotype and differentiation potential. Dental pulp stem cells were infected with green fluorescent 
protein by lentiviral vector for 24 and 48 hours at different multiplicity of infection (MOI) (5, 10, 25, 50 and 100). 
The infection efficiency and fluorescence intensity were analyzed by inverted fluorescent microscopy. The clonal 
and proliferation ability, cell cycle and the mineralization potential were compared before and after transfection. 
Based on those mentioned above, we could evaluate the influence of infection on their biological characteristics. 
RESULTS AND CONCLUSION: Flow cytometry results showed that rat dental pulp stem cells expressed 
STRO-1 and CD146 but not CD34 or CD45. The dental pulp stem cells could differentiate into osteoblasts and 
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adipocytes when cultured in specific medium for each lineage differentiation. The highest efficiency of infection and 
strongest fluorescence expression appeared at 48 hours of infection and MOI 50. There were no significant differences in 
growth ability, cell colony formation rate and cell cycle before and after transfection (P > 0.05). And the alkaline 
phosphatase expressed positively. Infection for 48 hours at MOI 50 is optimal for transfecting dental pulp stem cells with 
green fluorescent protein by a lentiviral vector, thereby providing reliable tracer method for the study of rat dental pulp 
stem cells in vivo. 
  
Subject headings: stem cells; dental pulp; lentivirus infections; green fluorescent proteins 
Funding: the Natural Science Foundation of Xinjiang Uygur Autonomous Region, No. 2011211A067 
 
Zhang RH, Liu J, Nie SS, Wang X, Li BQ, Sun DL, Refukati Dilimaolati, Liu YS. Transfection of stem cells derived from 
rat dental pulp with green fluorescent protein infection by lentiviral vector. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 
2014;18(45):7299-7305. 

 

0  引言  Introduction 
自2000年Gronthos等[1]首次从人第三磨牙牙髓组织中

分离出一种具有较强自我更新能力和多向分化潜能的成体

干细胞，并将其命名为牙髓干细胞(dental pulp stem cells, 
DPSCs)以来，已有研究证实牙髓干细胞在一定的诱导条件

下可分化为成牙本质细胞[2-3]，表明了牙髓干细胞具有形成

牙本质样结构的能力[4]。目前，将牙髓干细胞移植入动物

模型体内后深入探究其定位、分化与转归以及在组织工程

牙本质形成过程中所发挥的作用是许多研究者所关注的问

题。因而，需要建立一种能够稳定高效且不影响牙髓干细

胞功能的标记方法以进行体内示踪研究。 
绿色荧光蛋白基因是一种广泛应用的示踪基因[5]，整合

绿色荧光蛋白基因与目的基因后，通过载体转染入宿主细胞

内进行表达，用蓝色波长范围的光线激发后所呈现出的绿色

荧光借助荧光显微镜即可观察，是一种简便直观的细胞示踪

方法[6]。目前，尤以慢病毒为载体的转染效率较高、表达

稳定和安全性好[7]。然而，慢病毒载体介导绿色荧光蛋白

转染牙髓干细胞的最佳感染复数(multiplicity of infection，
MOI)值以及是否影响其干细胞特性尚未见报道。因此，本

实验从大鼠牙髓组织中分离培养出牙髓干细胞对其鉴定

后，体外扩增用于慢病毒介导的绿色荧光蛋白基因转染，

明确大鼠牙髓干细胞标记的理想条件，从不同角度探讨绿

色荧光蛋白慢病毒对大鼠牙髓干细胞生物学特性的影响。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  

设计：细胞学水平，体外观察性实验。 
时间及地点：实验于2013年4月至2014年4月在新疆医

科大学第一附属医院临床研究院完成。 
材料： 
实验动物：健康雄性SD大鼠10只，SPF级，4-6周龄，

体质量(150±20) g，由新疆医科大学动物实验中心提供，

生产许可证号：SCXK(新)2003-001。实验过程中对动物的

处置遵守《关于善待实验动物的指导性意见》相关要求。 
主要仪器和试剂：SW-CJ-IF超净工作台(苏州智净净

化设备有限公司)；HF90/HF240 CO2培养箱(上海寰煕医疗

器械有限公司)；DMI4000B荧光倒置相差显微镜(Leica公

司)；流式细胞仪(BECKMAN COULTER 公司)。携带绿色

荧光蛋白的慢病毒载体(上海斯丹赛公司)；Ⅰ型胶原酶、

中性蛋白酶(Gibco公司)；0.01 mmol/L PBS、LG-DMEM
培养液、胎牛血清、双抗和2.5 g/L胰蛋白酶(Hyclone公司)；
二甲基亚砜、L-谷氨酰胺(Invitrogen公司)；5 g/L油红O染

液、20 g/L茜素红染液及碱性磷酸酶检测试剂盒(南京建成

公司)；FITC标记的小鼠抗大鼠STRO-1抗体、FITC标记二

抗(eBioscience公司)；PE标记的抗大鼠抗体CD146、CD34
和CD45(R&D公司)。  

实验方法： 

大鼠牙髓干细胞的分离、培养：应用课题组在前期实

验中探索得到的改良酶消化法分离培养大鼠牙髓干细胞[8]。

将大鼠牙髓组织浸入以3 g/LⅠ型胶原酶与4 g/L中性蛋白酶

按1∶1 比例混合的消化液中，于37 ℃水浴下消化15 min后
以300×g离心5 min。弃上清，PBS重复清洗2遍，将组织块

均匀铺入6 cm培养皿内，每个组织块滴加200 μL的完全生长

液，置入体积分数为5% CO2的37 ℃恒温培养箱中孵育。隔

日待组织块贴于皿底后补足培养基，之后每3 d换液1次，倒

置显微镜下观察细胞生长情况，待细胞汇合至80%-90%时，

以2.5 g/L胰蛋白酶消化传代，进行扩增培养。 
大鼠牙髓干细胞的鉴定： 
免疫表型鉴定：常规消化、收集第3代对数生长期大鼠

牙髓干细胞，预冷PBS清洗2遍，调整细胞浓度至1×109 L-1。

以1 mL/管分装于EP管中，编号后分别加入荧光标记的

STRO-1，CD146，CD34和CD45抗体，4 ℃避光孵育    
30 min，经流式细胞仪进行检测。 

分化潜能鉴定：成骨成脂诱导分化实验均以第3代大鼠

牙髓干细胞为研究对象，成骨诱导液：10 mmol/L β-甘油磷

酸钠、1×10-7 mol/L地塞米松、50 mg/L维生素C和体积分数

为10%胎牛血清的LG-DMEM培养液；成脂诱导液：0.5 mol/L 
IBMX、1×10-7 mol/L地塞米松、10 μmol/L胰岛素、100 μmol/L
吲哚美辛和体积分数为10%胎牛血清的LG-DMEM培养液。

将细胞密度调整至8×103/cm2分别接种于3.5 cm的培养皿

中，待细胞汇合至40%-50%时，弃原培养基，更换为成骨

诱导培养液开始成骨诱导，汇合至70%-80%时更换为成脂

诱导培养液开始进行成脂诱导。每3 d换诱导液1次，直至镜
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下可见矿化结节和脂滴形成，即终止培养，分别用茜素红和

油红O进行染色，倒置相差显微镜观察拍照。 
绿色荧光蛋白-慢病毒转染大鼠牙髓干细胞：取对数生

长期状态良好的第3代大鼠牙髓干细胞，用2.5 g/L胰蛋白酶

消化，制成单细胞悬液并计数。调整细胞密度至1×104/孔，

接种至24孔培养板内。根据慢病毒不同的MOI值将细胞随

机分为6组：MOI=0，MOI=5，MOI=10，MOI=25，MOI=50
和MOI=100，每组设3个平行样本，共18孔。按照以上MOI
值分别加入病毒滴度为9×109 TU/L的绿色荧光蛋白-慢病

毒与大鼠牙髓干细胞共培养。每孔用完全培养液补足至

500 μL，充分混匀后，放入37 ℃恒温培养箱中培养。 
绿色荧光蛋白的表达及转染率的计算：绿色荧光蛋白-

慢病毒转染细胞后24 h和48 h，于倒置荧光相差显微镜下

观察细胞生长状态以及绿色荧光蛋白荧光表达情况，并拍

照。于48 h时，每组细胞通过计数3个显微镜高倍视野下绿

色荧光蛋白阳性表达细胞所占的百分比，求其平均值即为

转染率。 
评价转染对生物学特性的影响：以下检测均设对照组

(MOI=0)和实验组(MOI=50)。  
MTT法检测细胞增殖能力：将两组细胞以3×103/孔的密

度接种至96孔板，每孔200 μL完全培养液，37 ℃恒温培养，

分别于24，48，72，96 h时(每个时间点设3个平行样本)进
行MTT检测。方法为：每孔加入20 μL MTT溶液，孵育4 h
后吸弃孔内培养液，加入150 μL二甲基亚砜，置酶联免疫检

测仪内振荡10 min，测定490 nm波长处各孔的吸光度。 
克隆形成能力比较：将两组细胞分别以1×103个接种于

10 cm培养皿中，常规条件下，14 d终止培养，吸弃培养

液，用体积分数95%甲醇固定15 min，Giemsa染色20 min，
去离子水洗净染液后干燥。镜下观察并计数，以≥50个细

胞的细胞群为1个克隆。以下述公式计算克隆形成率：克隆

形成率(%)=形成细胞集落数/接种细胞数×100%。 
测定细胞周期：取生长状态良好的两组细胞，各调整

细胞浓度至1×109 L-1，预冷PBS清洗2遍，300×g离心力离

心5 min，弃上清，加入1 mL PBS重悬细胞，再加入2 mL
预冷的无水乙醇，吹打混匀，4 ℃过夜。上机前离心弃乙

醇固定液，PBS清洗2遍，0.01% Rnase处理细胞30 min，
0.5%碘化丙啶4 ℃避光染色30 min，过300目尼龙筛网，

上机检测并进行细胞周期分析。 
牙向分化能力检测：两组细胞以8×103/cm2的密度接种

于3.5 cm培养皿中，待细胞汇合达40%-50%，更换为矿化

诱导液(同前成骨诱导液)连续培养14 d，吸弃诱导液，PBS
清洗2遍，按照碱性磷酸酶染色试剂盒说明书进行细胞染

色。 
主要观察指标：①慢病毒载体介导绿色荧光蛋白转染

大鼠牙髓干细胞最佳感染复数及感染时间。②转染后大鼠

牙髓干细胞的生物学特性。 
统计学分析：应用SPSS 13.0软件进行统计学处理。

结果以x
_

±s表示，定量资料组间比较采用t 检验，P < 0.05
为差异有显著性意义。 

 
2  结果  Results  
2.1  鉴定大鼠牙髓干细胞   

细胞生长特性：接种72 h后，可见部分细胞从组织块

周围游离出来，原代细胞体积较小，呈集落性生长，密集

区细胞排列紧密为圆形或多角形，集落边缘细胞呈长梭形，

细胞折光性强(图1A)；随着传代次数增加，细胞大小形态

逐渐趋于一致，出现成纤维细胞样形态(图1B)。 
免疫表型检测结果：通过流式细胞仪检测第3代大鼠牙

髓干细胞的STRO-1，CD146，CD34和CD45各免疫表型

的表达情况。结果显示，大鼠牙髓干细胞高表达STRO-1
和CD146(图2A，B)，分别为63.6%和43.8%；低表达CD34
和CD45，分别为2.7%和0.1%(图2C，D)。 

分化潜能鉴定结果：成骨诱导培养第9，10天，大鼠

牙髓干细胞形态开始发生变化，由长梭形变为立方形，并

呈复层生长，20 d时镜下可见不透光的矿化结节，继续诱

导培养钙结节逐渐增多增大，至28 d时，终止培养行茜素红

染色，结果显示染色阳性(图3A)。经成脂诱导后，镜下观察

部分大鼠牙髓干细胞胞体逐渐增大，折光度增加，约14 d可
观察到细胞胞浆内出现串珠样脂滴，随着培养天数的增加脂

滴逐渐相互融合形成大脂滴，21 d时行油红O染色，结果呈

阳性反应(图3C)。对照组染色均为阴性(图3B，D)。 
2.2  绿色荧光蛋白的表达  经MOI值为5，10，25，50和
100的绿色荧光蛋白-慢病毒转染大鼠牙髓干细胞24 h后，

均可见绿色荧光蛋白阳性细胞但数量较少，且胞浆内绿色

荧光较弱。作用48 h，绿色荧光蛋白阳性表达细胞增多，

荧光强度明显高于24 h。镜下观察MOI为5，10，25，50
组细胞生长状态良好，细胞形态未见明显改变，多数细胞

呈长梭形，部分细胞呈多角形或卵圆形 (图4A-D)。
MOI=100组细胞边界不清，部分细胞胞体皱缩，表面粗糙

有颗粒状物质，呈中毒样改变，偶见死亡细胞(图4E)。MOI
为0的对照组未见阳性细胞(图4F)。 
2.3  不同MOI值慢病毒的转染效率  以不同MOI值的绿

色荧光蛋白-慢病毒转染大鼠牙髓干细胞48 h，镜下计数绿

色荧光蛋白阳性细胞，计算MOI为5，10，25，50和100
时细胞感染率分别为(16.35±1.30)%，(29.81±1.60)%，

(48.74±1.10)%，(86.14±2.30)%和(70.65±2.10)%，见图5。 
2.4  转染对生物学特性的影响 

细胞增殖能力：在各时间点，MOI=50组相对于MOI=0
组细胞增殖差异无显著性意义(P > 0.05，图6)。 

细胞克隆形成率：绿色荧光蛋白-慢病毒转染大鼠牙髓

干细胞后Giemsa染色，可见明显的细胞克隆集落形成(图
7A)。镜下计数，计算对照组和实验组克隆形成率分别为

(0.90±0.02)%和(0.85±0.02)%，两者比较差异无显著性意

义(P > 0.05，图7B)。 
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细胞周期：经流式细胞仪检测，对照组细胞在G0/G1期

占81.6%，G2/M期占7.5%，S期占10.9%(图8A)，实验组细

胞在G0/G1期占81.1%，G2/M期占6.8%，S期占12%(图8B)。 
牙向分化能力：矿化诱导14 d后，行碱性磷酸酶染色，

镜下可见实验组细胞胞浆内出现棕色或棕褐色颗粒(图9A)，
即碱性磷酸酶表达强阳性；对照组未见阳性表达(图9B)。 
 
3  讨论  Discussion 

牙髓干细胞是一类来源于成年机体牙髓组织，具有自

我更新和多向分化潜能的未分化细胞[9]。自2000年首次发

现以来，国内外许多学者已开展了多项牙髓干细胞的研究

工作，获得重要的发现并取得突破性的进展[10]。与其他来

源干细胞相比，牙髓干细胞具有取材广泛、操作简便、不

涉及伦理问题且有自体移植潜能等优势，但仍有很多问题

有待解决和阐明，例如牙髓干细胞移植后在体内的精确定

位及明确分化与转归等生理过程[11-12]。因此，对牙髓干细

胞进行稳定高效安全的体外标记是示踪技术中首先需要解

决的问题，也是牙齿再生体内研究的基础。 

图 5  不同 MOI 值慢病毒的转染率 
Figure 5  Transfection efficiency at different 
multiplicity of infection 
图注：MOI 为 5，10，25 和 100 各组分别与 MOI=50
组比较感染率差异有显著性意义(P < 0.05)。 
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图 1  大鼠牙髓干细胞的形态特征(×50) 
Figure 1  Morphological characteristics of rat dental pulp stem cells (×50) 
图注：图中 A 为原代细胞培养 3 d，细胞增殖明显且呈长梭形；B 为第 3 代细胞培养

3 d，细胞形态趋于一致，呈成纤维细胞样。 
 

A B 

图 2  大鼠牙髓干细胞的免疫表型检测 
Figure 2  Detection of immunophenotype of rat dental pulp stem cells 
图注：图中 A，B 显示细胞高表达 STRO-1 和 CD146；C，D 显示 CD34 和 CD45 阳性表达比例很低。 

A B C D 

图 3  大鼠牙髓干细胞定向诱导分化结果 
Figure 3  Directional differentiation results of rat dental pulp stem cells 
图注：图中 A 为细胞成骨诱导 28 d，茜素红染色结果阳性(×50)；B 为对照组未见阳性细胞(×50)；C 为成脂诱导 21 d，油红 O 染色可见阳性细

胞(×100)；D 为对照组表达阴性(×100)。 

A B C D 
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图 6  比较两组细胞增殖情况 
Figure 6  Comparison of cell proliferation between 
two groups 
图注：MTT 法测定实验组(MOI=50)与对照组(MOI=0)
细胞增殖能力差异无显著性意义(P > 0.05)。 

 

A B C 

D E F 

图 4  绿色荧光蛋白-慢病毒转染大鼠牙髓干细胞 48 h 后荧光显微镜下观察(×100) 
Figure 4  Observation of rat dental pulp stem cells under fluorescence microscope after transfection with green fluorescent protein-lentiviral 
vector for 48 hours (×100) 
图注：图中 A 为 MOI=5；B 为 MOI=10；C 为 MOI=25；D 为 MOI=50；E 为 MOI=100；F 为 MOI=0(对照组)。A-D 可见细胞生长状态良好，

荧光表达较强，阳性细胞数量依次增多；E 可见细胞形态发生明显改变；F 显示无荧光表达。 
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图 7  绿色荧光蛋白-慢病毒转染后大鼠牙髓干细胞的细胞克隆形成 
Figure 7  The clone formation after transfection of rat dental pulp stem cells with 
green fluorescent protein-lentiviral vector 
图注：图 A 为转染后细胞行 Giemsa 染色(×50)，可见明显的细胞克隆集落形成；图

B 为比较(MOI=50)与对照组(MOI=0)克隆形成率差异无显著性意义(P > 0.05)。 

A B

图 8  绿色荧光蛋白-慢病毒转染后大鼠牙髓干细胞的细胞周期图谱

Figure 8  The cell cycle diagram after transfection of rat dental 
pulp stem cells with green fluorescent protein-lentiviral vector 
图注：图 A 为未感染病毒的对照组大鼠牙髓干细胞的细胞周期图；图

B 为 MOI=50 绿色荧光蛋白-慢病毒感染后的细胞周期图，两者未见

明显变化。 

图9  绿色荧光蛋白-慢病毒转染后大鼠牙髓干细胞碱性磷酸酶染色(×50)
Figure 9  Alkaline phosphatase staining after transfection of rat dental 
pulp stem cells with green fluorescent protein-lentiviral vector (×50) 
图注：图 A 为转染后的大鼠牙髓干细胞经矿化诱导 14 d 后，行碱性磷

酸酶染色，出现棕色或棕褐色颗粒，碱性磷酸酶表达阳性；图 B 为对

照组未见阳性表达。 

A B A B 
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目前有多种活细胞标记方法适用于实验研究[13-16]，相较

之下从水母体内分离获得的一种荧光蛋白—绿色荧光蛋白

作为标记基因转染细胞具有标记效率高、稳定性好、表达时

间长、易于检测且对细胞无毒害等优点[17-18]。介导绿色荧光

蛋白转入目的基因的载体有腺病毒、慢病毒和质粒[19-20]。其

中慢病毒载体是以人类免疫缺陷病毒(HIV-1)基因为基础，

使其自灭活后将外源基因有效整合到宿主基因中，获得持

久表达[21-22]，因此，慢病毒载体介导绿色荧光蛋白标记细

胞的方法是目前标记技术中理想的选择[23-24]。王巍巍等[25]

研究了携带增强绿色荧光蛋白的慢病毒载体感染人脂肪源

性干细胞的有效性。本实验以大鼠作为研究对象，采用不

同MOI值的绿色荧光蛋白-慢病毒转染牙髓干细胞24 h和
48 h后镜下观察细胞生长状态及绿色荧光蛋白的表达，并

通过检测转染率及转染后对细胞生物学特性的影响进行综

合分析和评价，明确慢病毒载体介导绿色荧光蛋白转染大

鼠牙髓干细胞的理想条件与方法。 
实验采用改良酶消化法所获得的大鼠牙髓干细胞镜

下观察其大小形态和生长特性与郭红延等[26]的研究结果

一致。目前，牙髓干细胞缺乏特异性标志物，多采用

STRO-1，CD146等间充质干细胞表面抗原的检测对其鉴

定和分选 [27-28] ，而对于造血系干细胞表面标记物

CD34/CD45微弱表达或不表达[29-30]。流式细胞仪检测结果

表明：STRO-1和CD146高表达，而CD34和CD45低表达。

此外，选择成骨和成脂两个较为经典的诱导分化方向进一

步验证体外培养的大鼠牙髓干细胞的多向分化特性，结果

显示在相应的诱导培养条件下，有矿化结节及脂滴的形成，

说明大鼠牙髓干细胞可定向分化为成骨细胞和脂肪细胞。

上述实验结果证实从大鼠牙髓组织中分离培养的细胞符合

间充质干细胞特性。 
实验设置MOI为0，5，10，25，50，100组绿色荧光

蛋白慢病毒感染第3代大鼠牙髓干细胞，转染24 h后大鼠牙

髓干细胞开始表达绿色荧光，但阳性细胞数量较少，且荧

光表达较弱，继续培养达48 h，每组表达绿色荧光蛋白阳

性细胞数均增多，且荧光表达明显增强。MOI≤50各组细

胞形态未见明显改变，而MOI=100组中出现明显细胞毒性

反应。进一步检测每组转染率，结果显示，MOI=50组转染

效率最高，并发现转染率与病毒MOI值之间存在密切联系，

即转染率在所设定MOI值范围内随其增加而升高，但超过

一定MOI值(MOI=100)时，转染率反而有所下降。李宏松

等[31]研究提示，在过高的MOI值下，病毒的细胞毒性可使

目的细胞生长受到抑制且出现毒性反应，从而降低转染效

率。实验结果证实，在MOI=50转染48 h的条件下，大鼠牙

髓干细胞可达到最高转染效率及平均荧光强度，故将该条

件下转染的大鼠牙髓干细胞作为实验组与未感染(MOI=0)
的大鼠牙髓干细胞进行比较。 

自我更新能力是干细胞独有的生物学特性[32-33]，体外细

胞增殖与克隆形成是其重要体现。实验采用MTT法检测4个

时间点感染前后两组大鼠牙髓干细胞的增殖能力，结果显示

两组细胞中的吸光度值差异无显著性意义(P > 0.05)，表明

大鼠牙髓干细胞感染绿色荧光蛋白-慢病毒后能够稳定增

殖。在同一条件下培养相同时间，测得两组克隆形成率分别

为(0.90±0.02)%和(0.85±0.02)%，略低于郭红延等[26]研究中

的克隆形成率(0.94%)，原因可能与取材的大鼠种系和个体

差异不同有关[34]。但感染前后两组的克隆形成率差异无显著

性意义(P > 0.05)，验证了经绿色荧光蛋白-慢病毒转染后的

大鼠牙髓干细胞能够保持原有的克隆形成能力。 
细胞周期是反映细胞增殖动力学的重要参考指标[35]。

在正常生理状态下，未分化的牙髓干细胞多处于静息状态

或缓慢增殖状态[36]，在周期上表现为G0/G1期比例较高，反

之增殖快的细胞S+G2/M期比例高[37]。流式细胞周期检测结

果显示：两组细胞G0/G1期的比例均高于81%，说明病毒感

染前后的大鼠牙髓干细胞大多数仍处于静止期(G0期)或增

殖前期(G1期)，符合干细胞生物学特性。在骨和牙齿等矿

化组织形成、代谢和再生过程中，碱性磷酸酶起着重要作

用，是常用的矿化鉴定指标[38]。本实验检测碱性磷酸酶活

性以明确绿色荧光蛋白-慢病毒标记后的大鼠牙髓干细胞

的牙向分化能力，结果显示实验组表达阳性，而对照组阴

性表达，证明感染后的大鼠牙髓干细胞保留向成牙本质细

胞分化的能力。 
综上所述，MOI值为50的绿色荧光蛋白-慢病毒作用 

48 h时大鼠牙髓干细胞标记效率最高、荧光表达最强，且

不影响干细胞生物学特性，故将其作为慢病毒介导绿色荧

光蛋白转染大鼠牙髓干细胞的理想条件，为长期观察大鼠

牙髓干细胞定位、分化与转归的体内研究提供了可靠的示

踪方法及理论依据。利用负载绿色荧光蛋白的慢病毒载体

转染大鼠牙髓干细胞后进行体内定向诱导分化形成组织工

程化牙本质是进一步实验的方向。 
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