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[摘要] 牙髓和根尖乳头等牙髓源性组织中存在间充质干细胞即牙髓源性干细胞,在体外能被成功分离、培养和

扩增,并证实具有自我更新、多向分化的潜能,在体内可实现包括牙本质、骨等多种组织的再生。牙髓源性干细胞

来源易得,伦理争议低,有望成为组织工程学中最有潜质的种子细胞来源。本文就牙髓源性干细胞的成骨性能、体
外成骨系统、在骨组织工程中的部分应用等作一综述。
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[Abstract] Recent

 

evidences
 

have
 

shown
 

that
 

a
 

variety
 

of
 

mesenchymal
 

stem
 

cells
 

located
 

in
 

dental
 

pulp-derived
 

tissues
 

such
 

as
 

the
 

dental
 

pulp
 

and
 

apical
 

papilla.
 

It
 

is
 

known
 

that
 

these
 

stem
 

cells
 

have
 

the
 

potential
 

to
 

differentiate
 

into
 

several
 

cell
 

types,
 

including
 

odontoblasts,
 

osteoblasts,
 

and
 

chondrocytes.
 

These
 

stem
 

cells
 

can
 

be
 

isolated
 

and
 

grown
 

under
 

defined
 

tissue
 

culture
 

conditions,
 

and
 

are
 

potential
 

cells
 

for
 

use
 

in
 

tissue
 

engineering,
 

including
 

dental
 

tissues
 

and
 

bone
 

regeneration.
 

This
 

article
 

reviews
 

the
 

osteogenic
 

properties
 

of
 

dental
 

pulp
 

stem
 

cells,
 

osteogenic
 

system
 

in
 

vitro,
 

and
 

their
 

applications
 

in
 

tissue
 

engineering.
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  牙 髓 源 性 干 细 胞 包 括 牙 髓 干 细 胞(dental
 

pulp
 

stem
 

cells,DPSCs)[1]、乳牙牙髓干细胞(stem
 

cells
 

from
 

human
 

exfoliated
 

deciduous
 

teeth,SHED)[2]、根尖乳头干细胞(stem
 

cells
 

from
 

the
 

apical
 

papilla,SCAP)[3],可从牙髓组织中分

离,是一种非造血多能干细胞,具有自我更新及多向分化能

力,在低温条件下可长期储存,复苏及传代后仍能高表达干

细胞特性,伦理及法律争议少[4],符合由国际干细胞治疗协

会规定的间充质干细胞最低标准[5],其在骨组织工程中的应

用是非常有前景的。本文就牙髓源性干细胞的成骨性能、体

外成骨系统、在骨组织工程中的应用等作一综述。

1 牙髓源性干细胞的成骨性能

  牙髓源性干细胞被认为起源于外胚层神经嵴,可表达间

充质干细胞和神经外胚层干细胞的多种标志物,在牙髓组织

中位 于 血 管 周 围,具 有 良 好 的 成 血 管 性 能[6]。DPSCs、

SHED、SCAP 均 表 达 碱 性 磷 酸 酶 (alkaline
  

phosphatase,
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ALP)、I型胶原、骨粘连蛋白、骨桥蛋白(osteopontin,OPN)

和骨钙素(osteocalcin,OCN)等成骨相关标记物,在体外经

含有L-抗坏血酸-2磷酸盐、地塞米松、无机磷酸盐等矿化培

养液诱导后,成骨标记物表达上调,茜素红染色有钙结节形

成,证明牙髓源性干细胞具有体外形成矿化组织的能力。

  在成骨分化过程中,相对于DPSCs,SHED表达更高水

平的OCN和ALP,SHED移植至体内后未直接分化为成骨

细胞,而是通过诱导体内的成骨细胞来参与新骨形成,表现

出很强的诱导骨生成能力,这是DPSCs(甚至其它牙体组织

来源间充质干细胞)所没有的功能,推测可能是由于乳牙牙

根生理性吸收的过程与骨改建的过程类似,乳牙对恒牙的萌

出及恒牙萌出时的骨生成起诱导作用[6]。SCAP和SHED
比DPSCs形成更多的矿化基质,但基质结晶度均较低[7]。

相对于骨髓间充质干细胞(bone
 

mesenchymal
 

stem
 

cells,

BMSCs),牙髓源性干细胞呈现出更强的增殖能力,组织来源

更简单且创伤更少,能够为临床治疗提供足够数量的细

胞[6]。长骨的BMSCs来源于中胚层,牙髓源性干细胞与颌

面部骨的BMSCs均来自于外胚层神经嵴,推测牙髓源性干

细胞可能更适合应用于口腔颅颌面部骨的组织工程领域[8]。

2 牙髓源性干细胞的体外成骨系统

  细胞成骨性能体外研究大多数是在二维单层培养环境,
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而体内是由复杂的细胞-细胞和细胞-细胞外基质组成的三

维立体结构。为了模拟干细胞在体内的原始特性,学者们研

发了三维细胞培养系统[9],包括支架/无支架三维系统。

  三维支架系统可设计不同的支架形状,调整细胞种植密

度,根据支架的性质和添加生长因子诱导细胞多向分化。

Pecci-Lloret等[10]将DPSCs分别接种于二维和三维丝素蛋

白支架上,24
 

h后三维支架组可见更多细胞粘附,细胞具有

良好的成纤维细胞形态,而后细胞覆盖整个三维支架表面,

仅部分覆盖于二维支架表面,表明三维支架更利于细胞粘附

增殖。
 

Karadzic等[11]分别将SHED移植至纯羟基磷灰石

(hydroxyapatite,HA)支架或 HA与聚乳酸-乙醇酸(polylac-

tic-co-glycolic
 

acid,PLGA)、海藻酸钠和乙烯醋酸乙烯酯复

合物上,均能促进SHED成骨向分化,认为上述4种三维支

架均可作为牙髓源性干细胞体外增殖和成骨分化的适宜载

体。由此可见,三维支架有利于细胞粘附、增殖及分化。

  但三维静态培养时细胞由于重力作用而集中分布在支

架底部,未均匀分散于支架内部。同时支架内氧气和营养成

分分布不均匀,代谢废物难以从支架内部运出,生长因子难

以进入支架内部。因此学者们研发动态培养系统。Li等[12]

利用细胞旋转培养系统(rotary
 

cell
 

culture
 

system,RCCs)模

拟微重力作用建立动态培养,将DPSCs接种于PLGA支架,

分别在含成骨培养基的动态和静态环境下培养7
 

d,随后移

植入裸鼠背部皮下,4周后组织学和免疫组织化学结果表明

动态环境下DPSCs表达更多的细胞增殖核抗原Ki-67、Ⅰ型

胶原、牙本质涎磷蛋白(dentin
 

sialophosphoprotein,DSPP)和

牙本质基质蛋白1(dentin
 

matrix
 

protein
 

1,DMP1),其增殖

和成牙本质能力明显强于静态环境。动态环境下干细胞可

获得充足的营养,在体内移植前处于最适活性状态。由此可

见,三维动态培养环境更利于维持干细胞表型。

  三维支架内部的细胞被人工材料包围,所处环境与体内

环境不同,从而引出了无支架三维系统,又称为三维球体培

养系统,其不需要支架而使细胞及细胞外基质三维聚集,模
拟组织内细胞的生理环境,包括悬滴系统、低附着培养板球

体系统、生物反应器和球团培养系统。Yamamoto等[13]利

用低附着培养板球体系统使永生化小鼠牙乳头细胞球体聚

集,诱导成牙本质/成骨表型分化,与单层贴壁细胞相比,细
胞球体DSPP、DMP1、ALP、OCN、骨形态发生蛋白-2表达明

显上调,形成更多矿化结节,组织学可见细胞球体分为细胞

密集的外周区和细胞稀疏的核心区,核心区为外周区提供祖

细胞,外周区细胞高表达DMP1、ALP、神经营养蛋白和整合

素信号相关蛋白,整合素信号传递给未分化的牙髓干细胞,

使桩蛋白(paxillin)和focal
 

adhesion
 

kinase(FAK)磷酸化,

诱导干细胞表达DMP1和ALP。Lee等[14]研究发现与单层

细胞相比,球体DPSCs体外增殖及多向分化能力增强。

3 牙髓源性干细胞的体内成骨系统

  多种生物材料可用作骨组织工程的体内支架载体,包括

羟基磷灰石-磷酸三钙(hydroxyapatite-tricalcium
 

phosphate,

HA/TCP)、水凝胶、胶原等。临床上,支架是细胞粘附和增

殖所必需的,为机体重建提供支撑结构,可生物降解支架最

终溶解并消失在体内。牙髓源性干细胞作为组织工程领域

中理想的种子细胞,与生物支架结合,可应用于牙周组织再

生、颌骨缺损修复等口腔颅颌面部组织工程领域[4]。

  生物支架可模拟细胞外基质的物理性质,充当细胞粘

附、增殖和分化的载体。HA/TCP目前已作为商业产品广

泛应用于临床,具有良好生物相容性、优良的力学性能及生

物降解性能。Asutay等[15]使用注射式 HA/TCP与DPSCs
共培养24

 

h后,移植至大鼠颅骨缺损处,8周后micro-CT及

组织学结果显示细胞+支架组骨密度及新生骨面积优于空

白组和支架组,证明DPSCs负载于 HA/TCP支架上可应用

于骨再生。PLGA支架可生物降解,具有高度多孔结构,提

供容 纳 细 胞 的 空 间 结 构。Xavier等[16]将 SHED 负 载 于

PLGA支架,体外成骨诱导14
 

d,移植至大鼠颅骨缺损,60
 

d
后,体外诱导SHED+支架组骨再生效果明显优于未诱导

SHED+支架组、单独支架组及空白对照组。透明质酸能形

成连续的三维蜂窝状网络结构,因其具有良好的生物相容

性、机械强度以及可塑性而成为一种理想的骨诱导支架材

料。Petridis等[17]将DPSCs与透明质酸水凝胶复合物植入

大鼠颅骨缺损8周后,骨再生效果优于空白组或支架组,但

骨缺损均未完全愈合,认为细胞外基质样支架包裹干细胞后

可构建三维复合体,一定程度上模拟体内环境,但也存在支

架内部细胞难以扩散至缺损区域以及支架内部干细胞分布

不均匀等问题。胶原等细胞外基质样支架具有良好的生物

相容性、可降解性和低抗原性,为细胞粘附、增殖和分化提供

良好的环境。Maraldi等[18]将DPSCs和羊水干细胞结合胶

原支架植入大鼠颅骨缺损处,8周后,组织学染色显示缺损

区形成新骨组织,内含血管网络,血管内存在人源性干细胞。

Chamieh等[19]针对胶原支架强度不足等问题,采用塑形压

缩法增加胶原纤维密度,制备致密胶原支架,负载DPSCs后

移植至大鼠颅骨缺损,5周后 micro-CT显示其骨密度和骨

微结构相关参数显著增加,组织学观察显示纤维结缔及矿化

组织体积显著增加,伴有Ⅰ型胶原、ALP的表达增加,缺损

中心可见纤维与矿化组织同时存在,表明支架内部的细胞同

样参与骨缺损修复,证实DPSCs负载胶原支架在骨再生领

域的应用潜力巨大。

  3D打印是骨组织工程支架制作最有前途的技术之一,

其具有多孔性,孔隙结构相互连接,便于输送营养物质和代

谢废物,可设计成不同的形状和大小,适合于细胞的粘附和

生长。Hilkens等[20]将负载DPSCs或SCAP的3D打印HA
支架移植到免疫低下小鼠背部皮下,12周后,组织学和 mi-
cro-CT检查均显示形成血管化髓样组织及矿化组织,尽管

新生组织的结构与人牙髓组织类似,但胶原含量明显降低。

Li等[21]将冻干和传统方法制备的富血小板血浆(platelet-

rich
 

plasma,PRP)包覆3D打印聚己内酯(polycaprolactone,

PCL)支架来改善支架的生物学性能,体外研究结果表明冻

干PRP能显著提高DPSCs成骨基因 ALP、RUNX2、OCN、

OPN表达水平,移植至大鼠颅骨缺损5周后,结果显示冻干
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PRP-PCL支架显著促进骨形成,骨再生面积大于传统PRP-
PCL支架或PCL支架组,表明3D打印冻干PRP包覆PCL
支架,可促进DPSCs成骨分化,促进骨再生。

  然而,支架在降解过程中可能会引起机体炎症反应,特
别是PLGA溶解使局部形成酸性环境,降低细胞的存活和

迁移。同时,支架存在免疫原性和异种感染的可能。无支架

三维球体系统可克服再生医学中的这些问题,但此技术在组

织工程的临床应用是有限的,仍需要大样本及长时间观察其

骨再生潜能。虽然牙髓源性干细胞被认为具有低免疫原性

及免疫调节功能,但是免疫系统仍可能对移植的 MSCs进行

反馈调节,影响细胞的存活及分化[22]。许多颅颌面缺损区

域存在大量细菌,细菌本身及其触发的宿主炎症免疫反应,

破坏组织平衡及再生,可能影响 MSCs介导的骨再生[23]。

4 展望

  牙髓源性干细胞在再生医学及组织工程中的应用是非

常有前景的。支架/无支架三维培养系统有利于维持干细胞

表型,促进干细胞分化。然而支架降解、干细胞本身的免疫

原性以及口腔环境中活跃的免疫反应可能影响干细胞的生

物学性能,从而影响治疗效果。目前牙髓源性干细胞介导的

骨组织工程仍然需要医务及科研工作者更深入研究。
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