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文题释义： 

组织相容性：是一组被称为人类白细胞抗原(HLA)的基因具有相同或足够相似的等位基因的特性。与整个器官、

组织或干细胞移植有关的主题最相关。人类 6 号染色体 6p21.3 处每个 HLA 位点存在大量等位基因，这些基

因是共显性表达的，意味着每个个体都表达每个遗传的等位基因，包括父系和母系，导致每个个体都有不同

类型的 MHC 蛋白的混合物。一个人的 HLA 等位基因的相似或差异，以及 MHC 蛋白与另一个人的相似或不

同，是使组织相容或不相容的原因。 

牙髓干细胞：2000 年 GRONTHOS 等发现一种与骨髓间充质干细胞有着相似的免疫表型及形成矿化结节能力

的梭形成纤维状细胞。这类细胞可自我更新和多向分化，并有着较强的克隆能力，经过不同细胞因子的诱导，

能够分化为脂肪、骨、软骨、肌肉、血管内皮、肝、神经等细胞系类型，在牙组织工程中具有重要研究价值。 

 

摘要 

背景：牙髓干细胞在适宜诱导条件下能够向牙本质分化，是牙齿组织工程的重要种子细胞。然而，以往所使

用的诱导剂多为化学制剂，不利于体内应用。近来有报道称间充质干细胞能够顺材质硬度分化，这种由物理

特性诱导的细胞分化研究报道较少。 

目的：观察人源性乳牙牙髓干细胞在硬介质表面的延展特点及向牙本质分化潜能，为牙组织工程提供参考。 

方法：原代分离培养和鉴定儿童自然脱落的乳牙牙髓干细胞；使用低熔点琼脂糖配制弹性模量为(9.12±0.94)，

(27.18±3.55)，(59.37±4.05)和(86.45±5.33) kPa 4 个梯度的固体凝胶基质，二维克隆形成实验和划痕实验检

测第 4 代乳牙牙髓干细胞在上述硬基质表面的延展能力，Western blot 方法检测牙本质基质蛋白 1、牙本质磷

蛋白、牙本质涎蛋白的表达。 

结果与结论：当人乳牙牙髓干细胞接种于极低和低等硬度凝胶介质表面时，乳牙牙髓干细胞几乎均以边缘整

齐的细胞克隆存在，很少见细胞平铺和延展现象；但是当将其接种于中等和高等硬度凝胶介质表面时，乳牙

牙髓干细胞克隆边缘则表现出明显的平铺和延展，表现为细胞胞体变大，细胞边缘外伸明显。相似的现象也

经细胞划痕实验所验证。人源性乳牙牙髓干细胞在中等和高等弹性模量介质表面培养时，表达较高水平的牙

本质基质蛋白 1、牙本质磷蛋白、牙本质涎蛋白。结果表明，人源性乳牙牙髓干细胞随着培养基质硬度的增

加其延展性及成牙本质分化能力逐渐增强，为未来牙组织工程提供方法借鉴。 

关键词： 

牙髓干细胞；牙本质；细胞迁移；细胞分化；牙本质基质蛋白 1；牙本质磷蛋白；牙本质涎蛋白 

中图分类号：R459.9；R394.2；R788 

文章特点— 

(1)来源于儿童自然脱落的乳牙牙髓干细胞较其他源性间充质干细胞具有更易向牙本质分化的天然

特性，是牙组织工程的研究热点； 

(2)体外培养原代人源性乳牙牙髓干细胞，在 7.68%、30.72%低熔点琼脂糖凝胶制成的中、高等弹

性模量介质表面培养，进行一系列生长与分化指标研究； 

(3)乳牙牙髓干细胞在中、高等弹性模量介质表面培养时具有良好的组织贴附性和组织相容性，并且

可以向成牙本质细胞分化，克服了以往化学诱导分化的弊端，这些特质使得基于材料学的牙组织

工程研究有了新的发展方向和突破，有望在未来口腔组织工程中发挥重要作用。 

儿童乳牙组织(n=7) 原代培养乳牙牙髓干细胞 流式细胞仪检测 CD29、CD34、
CD45、CD90 的表达 

0.48%凝胶基质  1.92%凝胶基质  7.68%凝胶基质  30.72%凝胶基质  

弹性
模量
测定 

二维克隆形成实验 细胞划痕实验 Western blot 实验 

乳牙牙髓干细胞克隆球
大小与形态 

成牙本质细胞标记蛋白(牙本质基质
蛋白 1、牙本质涎蛋白和牙本质磷蛋
白)的表达 

细胞迁移距离与能力 
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Abstract 

BACKGROUND: Dental pulp stem cells can differentiate into dentin under appropriate induction conditions, which are important seed cells in 

dental tissue engineering. However, the commonly used inducers are chemical agents, which are not available for in vivo application. 

Mesenchymal stem cells can differentiate with the material hardness, and the physical property-induced cell differentiation is little reported. 

OBJECTIVE: To observe the extension characteristics and dentin differentiation potential of dental pulp stem cells from human deciduous 

teeth on the stiff matrix surface.  

METHODS: Dental pulp stem cells from naturally shed deciduous teeth were isolated, cultured and identified. Four solid gel matrixes with 

elasticity modulus of (9.12±0.94), (27.18±3.55), (59.37±4.05) and (86.45±5.33) kPa were made using low melting point agarose. The 

extension ability of passage 4 dental pulp stem cells on the surface of the above solid matrixes was detected by two-dimensional clone 

formation and cell scratch tests. The protein expression levels of dentin matrix protein-1, dentin phosphoprotein and dentin sialoprotein were 

detected by western blot assay.  

RESULTS AND CONCLUSION: Dental pulp stem cells from human deciduous teeth seeded on the gel matrix with extremely low and low 

hardness almost existed as cell clones with neat edges, and cell spreading and extension were rare. When seeded on the gel matrix with 

moderate and high hardness, the cloned edge of deciduous dental pulp stem cells spread and extended obviously. The cell body became 

large and the cell edge extended significantly. The cell scratch test revealed the similar phenomenon. When seeded on the gel matrix with 

moderate and high hardness, dental pulp stem cells from human deciduous teeth exhibited high expression levels of of dentin matrix protein-1, 

dentin phosphoprotein and dentin sialoprotein. In summary, with the increase of matrix hardness, the abilities of extension and differentiation 

into dentin of dental pulp stem cells from human deciduous teeth are increased gradually, which provides a method for dental tissue 

engineering. 

Key words: dental pulp stem cells; dentin; cell metastasis; cell differentiation; dentin matrix protein-1; dentin phosphoprotein; dentin 

sialoprotein 
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0  引言  Introduction 

来源于骨髓、脂肪和脐带的间充质干细胞在适宜诱导

条件下能够分化为神经样细胞、平滑肌细胞、软骨细胞和

骨细胞，被称为机体组织器官修复的“多能种子”[1-3]。近

年来有研究报道，来源于儿童自然脱落的乳牙牙髓干细胞

(dental pulp stem cells，DPSCs)较前述组织源性间充质干

细胞具有更易向牙本质分化的天然特性[4-5]，是牙组织工程

的研究热点。以往各实验室将乳牙牙髓干细胞向牙本质细

胞诱导分化的方法多采用化学诱导方式[6-8]，该方式势必会

改变乳牙牙髓干细胞的诸多天然特性，甚至使其具有致癌

潜能[9-10]。研究表明，基质硬度以及细胞所受的外力等力学

因素能调控干细胞的生长、迁移及分化[11-12]；基质硬度能

控制间充质干细胞的命运[13]，TSE等[14]通过模拟不同硬度

的培养基体外培养间充质干细胞，观察各种条件下细胞的

分化情况，结果发现培养基弹性越接近大脑组织 (0.1-    

1 kPa)，大多数细胞向神经样细胞分化，随着基质硬度的

增加，则更多细胞向脂肪细胞或骨细胞分化。作者前期工

作中发现，脐带间充质干细胞具有顺培养介质硬度向多种

组织细胞分化的能力[15]，但是乳牙牙髓干细胞是否具有相

似的特性至今罕见报道。该研究将尝试观察乳牙牙髓干细

胞在不同硬度介质表面的延展特性和向牙本质的分化潜

能，以期为未来牙组织工程提供方法借鉴和参考。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  细胞学体外实验。 

1.2  时间及地点  实验于2017年10月至2018年12月在天

津市第五中心医院中心实验室完成。 

1.3  材料  2017年6月至2017年9月天津市第五中心医院

口腔科收治的5-7岁儿童自然脱落的乳牙7例(经家属知情

同意开展相关研究)；DMEM培养基、胎牛血清、胰蛋白酶

(美国Gibco公司)；低熔点琼脂糖(北京中山公司)；异硫氰

酸荧光素 (Fluorescein fluorescein，FITC)标记的抗人

CD29、CD34、CD45和CD90抗体，兔抗人牙本质基质蛋

白1(dentin matrix protein 1，DMP1)、牙本质磷蛋白(dentin 

phosphoprotein ， DPP) 和 牙 本 质 涎 蛋 白 (dentin 

sialoprotein，DSP)抗体(美国Abcam公司)；流式细胞检测

由国家纳米技术与工程研究院完成。 

1.4  实验方法 

1.4.1  乳牙牙髓干细胞提取、培养与鉴定  所有乳牙在脱

落前无牙髓、牙冠及牙龈性炎症，用4 ℃预冷的含有1%青/
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链霉素双抗的PBS浸洗3次，每次5 min；置于无菌超净台

上，使用无菌手术器械将牙髓组织充分暴露、剥离取出，

无菌眼科剪剪成约1 mm×1 mm×1 mm的立方组织块，用

Ⅰ型胶原酶于37 ℃充分消化约10 min，轻柔吹打、离散组

织团块，1 000 r/min离心5 min，PBS重悬后再次离心终止

消化，1 000 r/min离心5 min，弃上清，用含体积分数为10%

胎牛血清的DMEM培养液重悬，调整细胞密度为5×10
5
/孔。

将上述细胞悬液接种于6孔板，37 ℃、体积分数为5%CO2

条件下培养，每3 d半量换液，弃去未贴壁细胞，当细胞融

合至85%-90%，按1∶2比例进行传代。流式细胞仪检测第

3代乳牙牙髓干细胞CD29、CD34、CD45和CD90表面标

记蛋白的表达，具体方法参见文献[16]，上述CD29、CD34、

CD45和CD90抗体稀释度分别为1∶200、1∶250、1∶100

和1∶200。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.2  凝胶基质的配制及弹性模量的测定  取10 mL含体

积分数为10%胎牛血清的DMEM培养基分别加入3.072，

0.768，0.192，0.048 g低熔点琼脂糖，充分混匀，配制成

30.72%、7.68%、1.92%和0.48% 4种硬度梯度凝胶基质，

储存备用。使用前酒精灯加温融化至液态再冷却至

37-39 ℃后凝固，测定凝胶弹性模量。由北京大学力学与

工程科学系完成弹性模量的测定。 

1.4.3  二维克隆形成实验  在6孔板中预先铺置上述4种

硬度梯度的凝胶基质，将培养至第4代的乳牙牙髓干细胞经

胰酶充分消化及机械吹打至单细胞悬液，以每孔50-100个

细胞密度分别接种于上述4种凝胶基质表面，于第7天在倒

置显微镜下观察细胞团块向边缘延展情况。 

1.4.4  细胞划痕实验  同样方式在6孔板中制备4种硬度

梯度的凝胶基质，将第4代乳牙牙髓干细胞接种于凝胶基质

表面，待细胞融合度达90%时，使用10 μL枪头尖端进行细

胞划痕实验，于倒置显微镜下测量并记录，划痕两侧细胞

初始距离为S0，72 h后再测量两侧细胞间距离为S1，实际

细胞迁移距离即为S0-S1。 

1.4.5  Western blot实验  将第4代乳牙牙髓干细胞接种

于4种硬度梯度的凝胶基质表面，培养72 h后以0.25%胰酶

消化，加入RIPA裂解液进行细胞总蛋白的提取，Bradford 

法对蛋白定量并调整统一浓度后进行电泳(选用8%分离

胶)，冰浴湿转法电压120 V条件下转膜60 min，5%脱脂奶

粉 (TBST配制 )封闭60 min，兔抗人牙本质基质蛋白1  

(1∶2 000)、牙本质涎蛋白(1∶500)和牙本质磷蛋白抗体

(1∶400)4 ℃水平摇床孵育过夜，次日TBST清洗10 min，

共3次，二抗(1∶500)孵育1 h，TBST清洗10 min，共3次，

超信号蛋白检测试剂盒按1∶1比例配制，避光条件下孵育

3-5 min，凝胶成像系统扫描灰度值，以β-actin为内参，采

用Quantity One软件根据灰度值进行定量分析。 

1.5  主要观察指标  ①原代培养的乳牙牙髓干细胞形态；

②乳牙牙髓干细胞表面标记蛋白CD29、CD34、CD45、

CD90的表达；③乳牙牙髓干细胞在梯度硬度凝胶表面的克

隆成球能力；④乳牙牙髓干细胞在梯度硬度凝胶表面的迁

移距离；⑤梯度硬度凝胶表面成牙本质细胞标记蛋白的表

达。 

1.6  统计学分析  采用SPSS 13.0统计软件进行分析，计

量资料以x
_

±s表示，两组间数据比较采用t 检验，多组间数

据比较采用χ2检验，P < 0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  乳牙牙髓干细胞的形态  混合细胞接种后4 h可见少

量细胞出现贴壁现象，见图1A；24 h可见细胞呈纺锤形或

长梭形生长，72 h后可见细胞呈小集落生长现象，见图1B；

随时间延长，细胞集落具有逐渐扩大生长趋势，8-12 d可

见成片细胞呈铺路石样或巢样生长，见图1C；第14天可进

行首次细胞传代，每四五天进行1次传代。 

2.2  流式细胞术鉴定表面标记蛋白表达  通过流式细胞

术对第3代乳牙牙髓干细胞进行细胞标记物鉴定，结果显示

CD29、CD90阳性表达率分别为96.17%，97.14%，而

CD34、CD45的阳性表达率分别为4.01%，4.38%，见图2，

符合间充质干细胞鉴定标准，且纯度高于95%，符合实验

需求。 

2.3  凝胶弹性模量测定结果  0.48%，1.92%，7.68%和

30.72%4个梯度浓度琼脂糖凝胶对应的弹性模量分别为

(9.12±0.94) ， (27.18±3.55) ， (59.37±4.05) 和 (86.45±   

5.33) kPa，琼脂糖凝胶的弹性模量与其浓度间呈指数曲线

关系，见图3。 

2.4  二维细胞延展实验结果  当乳牙牙髓干细胞培养在

极低弹性模量 [(9.12±0.94) kPa]和低弹性模量 [(27.18± 

3.55) kPa]凝胶表面时，其克隆球边缘几乎很少见到细胞延

展现象；随着凝胶弹性模量增加，克隆球边缘细胞延展现

象逐渐增加；当乳牙牙髓干细胞培养在高弹性模量

[(86.45±5.33) kPa]凝胶表面时，其克隆球边缘可见到大量

细胞延展现象，表现为细胞二维面积变大，细胞长轴变长，

见图4。 

2.5  细胞划痕实验结果  乳牙牙髓干细胞在极低弹性模

乳牙牙髓干细胞的培养及鉴定 

细胞来源： 儿童乳牙牙髓组织 

原代培养方法： 酶消化法 

基础培养基： DMEM 高糖培养液 

添加材料： 体积分数为 10%胎牛血清、青霉素、链霉素 

原代培养时间： 第 3 天半量换液，以后每 3 d 半量换液，第 14 天首次传代 

细胞传代： 细胞融合至 85%-90%用 0.25%胰酶消化按 1∶2 比例传至

下 1 代，随后每四五天传 1 代，培养至第 3-5 代用于实验 

细胞鉴定： 流式细胞术鉴定 

伦理学批准： 该研究的实施符合天津市第五中心医院的相关伦理要求(医

院伦理批件号 TJWZXLL2015012) 
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量凝胶表面时，其迁移距离较短，仅为(17.41±5.11) μm；

在低弹性模量凝胶表面时，其迁移距离为(21.37±3.35) μm；

在中等弹性模量凝胶表面时，其迁移距离为 (27.57±   

5.47) μm；在高弹性模量凝胶表面时，其迁移距离为

(36.06±5.39) μm，见图5。4组间比较差异有显著性意义  

(P=0.012 < 0.05)。 

2.6  Western blot检测成牙本质细胞标记蛋白的表达  乳

牙牙髓干细胞在低弹性模量凝胶表面时，没有成牙本质细

胞标记蛋白(牙本质基质蛋白1、牙本质涎蛋白和牙本质磷

蛋白)的表达；当将其培养于中等弹性模量凝胶基质表面

时，开始有一定水平的成牙本质细胞标记蛋白(牙本质基质

蛋白1、牙本质涎蛋白和牙本质磷蛋白)的表达；当将其培

养于高弹性模量凝胶基质表面时，则表达较高水平的成牙

本质细胞标记蛋白(牙本质基质蛋白1、牙本质涎蛋白和牙

本质磷蛋白)，见图6。 

 

3  讨论  Discussion 

应用于牙组织工程的理想种子细胞应具备易于向牙本

质分化[17]、无或低免疫原性[18]、无致瘤性[19]，具有天然的

组织贴附和延展性以及良好的组织相容性等特点[20-21]。传

统的骨髓、脂肪和脐带源性间充质干细胞虽然具有一定的

成牙本质分化潜能，但其诱导方法复杂，诱导剂多采用毒

副作用较大的化学性制剂[22-24]，且最终分化为牙本质的细

胞仅停留在特定标志性蛋白的表达，而无真正意义上的功

能执行能力[25-26]。乳牙牙髓干细胞是一种可取材于临床拔

除的废弃牙髓组织，特别是儿童时期自然脱落的乳牙牙髓

组织存在天然牙本质前体细胞[27-28]。理论上来自于儿童期

自然脱落的乳牙牙髓干细胞可于超低温情况下保存数十年

之久，从根本上避免了伦理学限制，自体移植后几乎无免

疫原性，成为储存者终身受益的潜在保障[29-30]。因此，能

否寻找到一种全新的诱导方式，使其降低甚至避免化学诱

导剂高毒副作用的同时兼具良好的牙体组织延展性和组织

相容性意义非常。 

作者在前期工作中利用低熔点琼脂糖与DMEM培养基

按不同比例混合，配制成具有不同弹性模量的培养基质，

弹性模量介于0.1-1 kPa之间可模拟脑组织弹性模量，介于

8-17 kPa之间可模拟平滑肌组织，弹性模量介于25-40 kPa

之间可模拟筋膜组织，弹性模量介于50-75kPa之间可模拟

软骨组织，弹性模量介于75-100 kPa之间可模拟骨组织，

研究在上述密度基质中脐带间充质干细胞的细胞分化特

征。结果发现，脐带间充质干细胞具有明显的顺培养基质

硬度分化的特点，即在相似硬度的介质表面脐带间充质干

细胞能够分别表达脑、平滑肌、筋膜、软骨和骨组织特征

性标志蛋白[12]。因此作者推测人源性乳牙牙髓干细胞可能

具有相类似的顺培养基质硬度分化的特性。如果该推论成

立，将能够极大地拓展牙组织工程领域的相关研究；该研

究针对人源性乳牙牙髓干细胞在不同弹性模具中展开研

究，得出了相似的结论。 

该研究首先成功从儿童自然脱落的乳牙牙髓中提取得

到乳牙牙髓干细胞，经流式细胞术鉴定第4代细胞为高纯度

(>95%)的乳牙牙髓干细胞，然后构建了4个弹性模量梯度

的凝胶基质，分别代表极低硬度、低等硬度、中等硬度和

高等硬度4种介质。当将人乳牙牙髓干细胞接种于极低和低

等硬度凝胶介质表面时，乳牙牙髓干细胞几乎均以边缘整

齐的细胞克隆存在，很少见细胞平铺和延展现象；但是当

将其接种于中等和高等硬度凝胶介质表面时，乳牙牙髓干

细胞克隆边缘则表现出明显的平铺和延展，表现为细胞胞

体变大，细胞边缘外伸明显。相似的现象也经细胞划痕实

验所验证。上述结果提示，人源性乳牙牙髓干细胞在上述

中等、高等弹性介质中具有良好的组织贴附性和组织相容

性。 

该研究检测了在不同硬度介质表面贴附后人源性乳牙

牙髓干细胞向成牙本质细胞分化的潜能。结果发现，乳牙

牙髓干细胞在极低和低等硬度凝胶介质表面时几乎不表达

牙本质细胞标记蛋白(牙本质基质蛋白1、牙本质涎蛋白和

牙本质磷蛋白)；但当其被接种于中等硬度，特别是高等硬

度的凝胶介质表面时，人乳牙牙髓干细胞开始表达较高水

平的牙本质细胞标记蛋白。该结果提示，人源性乳牙牙髓

干细胞具有天然的顺贴附介质硬度分化的特性，而这一特

性可以有效避免传统化学诱导剂的致毒性和致畸性。 

总之，该研究发现了人源性乳牙牙髓干细胞在7.68%、

30.72%浓度的低熔点琼脂糖胶制成的中等和高等弹性模

量介质 [弹性模量分别为 (59.37±4.05) kPa和 (86.45±  

5.33) kPa]表面培养时，具有良好的组织贴附性和组织相容

性，并且具有向成牙本质细胞分化的潜能，这些特质使得

基于材料学的牙组织工程研究有了新的发展方向和突破，

有望在未来口腔组织工程中发挥重要作用。 
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图注：图中 A-C 分别为培养 4 h，72 h 和 10 d 

图 1  原代培养的乳牙牙髓干细胞形态 

Figure 1  Morphology of primary cultured dental 

pulp stem cells from human deciduous teeth 

图 2  流式细胞术鉴定乳牙牙髓干

细胞表面标记蛋白的表达 

Figure 2  Expression of surface 

marker proteins in dental pulp stem 

cells from human deciduous teeth 

identified by flow cytometry 

125 

100 

75 

50 

25 

0 

0.48%琼脂糖 

1.92%琼脂糖 

7.68%琼脂糖 

30.72%琼脂糖 

弹
性

模
量

(k
P

a
) 

图 3  不同浓度琼脂糖凝胶的弹性模量 

Figure 3  Elastic modulus of different concentrations of agarose gel 

 

图注：图中 A-D 分别为 0.48%、1.92%、7.68%和 30.72%4 个梯度

浓度琼脂糖凝胶表面细胞生长情况 

图 4  二维细胞延展实验检测乳牙牙髓干细胞在梯度硬度凝胶表面的

生长能力(标尺为 50 μm) 

Figure 4  Growth ability of dental pulp stem cells from human 

deciduous teeth on the surface of gradient hardness gel detected 

by two-dimensional cell extension assay (scale bar: 50 μm) 
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图注：图中 A-D 分别为 0.48%、1.92%、7.68%和 30.72%4 个梯度

浓度琼脂糖凝胶表面细胞迁移能力 

图 5  细胞划痕实验检测乳牙牙髓干细胞在梯度硬度凝胶表面的迁移

能力(标尺为 25 μm) 

Figure 5  Migration ability of dental pulp stem cells from human 

deciduous teeth on the surface of gradient hardness gel detected 

by cell scratch assay (scale bar: 25 μm) 

图注：图中 A 为成牙本质细胞标记蛋白电泳图；B 为成牙本质细胞标记蛋白柱形图，a
P < 0.01，b

P < 0.001。DMP1：人牙本质基质蛋白 1；

DSP：牙本质涎蛋白；DPP：牙本质磷蛋白 

图 6  Western blot 检测各组乳牙牙髓干细胞的成牙本质细胞标记蛋白表达 

Figure 6  Expression of protein markers of odontoblasts of dental pulp stem cells from human deciduous teeth on the surface of gradient 

hardness gel detected by western blot assay 
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