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[摘要] 目的:探讨载柚皮苷羟基磷灰石胶原复合支架对人牙髓干细胞体外增殖以及成骨向分化的影响。方法:

体外扩增人牙髓干细胞与复合支架联合培养。采用CCK-8法检测人牙髓干细胞在支架上的增殖能力,通过检测碱

性磷酸酶活性、茜素红染色和蛋白质印迹法观察支架对细胞体外成骨向分化能力的影响。结果:载柚皮苷羟基磷

灰石胶原复合支架能促进牙髓干细胞增殖(P<0.05),并能增加其 ALP活性(P<0.05)增强矿化能力,并对成骨

相关标记蛋白RUNX-2和BMP-2的表达具有上调作用。结论:载柚皮苷羟基磷灰石胶原支架可提高人牙髓干细

胞的增殖能力以及成骨分化的潜能。
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[Abstract] Objective:

 

To
 

evaluate
 

the
 

effects
 

of
 

naringin-hydroxyapatite
 

collagen
 

scaffold
 

(Nar-HA/COL)
 

on
 

pro-
liferation

 

and
 

osteoblastic
 

differentiation
 

of
 

human
 

dental
 

pulp
 

stem
 

cells
 

(hDPSCs).
 

Methods:
 

HDPSCs
 

were
 

isola-
ted

 

and
 

cultured
 

on
 

Nar-HA/COL
 

scaffolds.
 

CCK-8
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

proliferation
 

ability.
 

The
 

osteoblastic
 

differentiation
 

potentials
 

were
 

assessed
 

by
 

alkaline
 

phosphatase
 

assay
 

kit,
 

Alizarin
 

red
 

S
 

histochemical
 

staining,
 

and
 

western
 

Blot.
 

Results:
 

The
 

proliferation
 

ability,
 

ALP
 

activity,
 

mineralization
 

potential,
 

RUNX-2,
 

and
 

BMP-2
 

pro-
teins

 

expression
 

of
 

hDPSCs
 

were
 

enhanced
 

by
 

0.5%
 

Nar-HA/COL
 

scaffolds.
 

Conclusion:
 

The
 

results
 

showed
 

Nar-
HA/COL

 

scaffolds
 

could
 

enhance
 

the
 

proliferation
 

and
 

osteoblastic
 

differentiation
 

abilities
 

of
 

hDPSCs.
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collagen
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tion

  柚皮苷(Naringin,Nar)黄酮类化合物为中药骨

碎补的有效成分,具有促进干细胞增殖,成骨向分化

以及 预 防 机 体 骨 丢 失 的 能 力[1]。羟 基 磷 灰 石

(hydroxyapatite,HA)和胶原(collagen,COL)是天

然骨骼中的主要成分,HA/COL复合支架具有良好

的结构和生物性能[2],在骨组织工程中应用广泛。
人牙髓干细胞具有多向分化的潜能[3],可作为组织

工程的种子细胞。本实验制备出载柚皮苷的 HA/

COL复合支架(Nar-HA/COL),将人牙髓干细胞与
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支架体外共同培养,研究 Nar-HA/COL支架对人

牙髓干细胞增殖以及成骨向分化能力的影响。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与设备 柚皮苷(Sigma,USA),

HA/COL复 合 支 架(奥 精,北 京),高 糖 培 养 基

DMEM(Hyclone,USA),胎牛血清FBS,0.25%胰

酶EDTA,青霉素/链霉素(双抗)(Gibco,USA),

CCK-8(博士德,上海),碱性磷酸酶测试盒(建成,南
京),酶标仪(BioTek,USA),倒置相差显微镜照相

系统(Olympus,Japan)。

1.2 hDPSCs的培养与鉴定 收集15~25岁健康

人拔除阻生齿或因正畸拔出的完整无龋坏前磨牙和

智齿。在超净台内取出牙髓,用改良酶消化法分离,
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培养和鉴定人牙髓干细胞[4]。

1.3 制备 Nar-HA/COL支架 将柚皮苷溶解于

无水乙醇中得到0.5%质量分数的柚皮苷乙醇溶

液。经过60Co 消 毒 HA/COL 复 合 支 架 剪 裁 成

8
 

mm×8
 

mm大小,浸泡在0.5%质量分数的柚皮

苷乙醇溶液中8
 

h,超净台中通风过夜吹干,紫外照

射8
 

h,无菌超纯水清洗15
 

min,过夜吹干,不含柚

皮苷的无水乙醇浸泡 HA/COL支架相同处置为对

照组。

1.4 CCK-8检测 Nar-HA/COL支架对hDPSCs
粘附的影响 Nar-HA/COL支架和 HA/COL支

架中均匀接种密度为2×104 个/支架的第3代

hDPSCs于24孔板中培养。加入DMEM完全培养

基(含1%双抗,10%FBS的DMEM 培养基),在加

入培养液后1、5、8
 

h弃掉培养液,EDTA消化支架

中的细胞收集,PBS冲洗支架3次收集,细胞计数器

检测细胞个数,计算细胞的粘附率。

1.5 CCK-8检测 Nar-HA/COL支架对hDPSCs
粘附的影响 Nar-HA/COL支架和 HA/COL支

架中均匀接种密度为2×104 个/支架的第3代

hDPSCs于24孔板中培养。加入DMEM完全培养

基(含1%双抗,10%FBS的DMEM 培养基),在加

入培养液后1、5、7
 

d加入CCK-8试剂,37
 

℃孵育

2
 

h,转移到新的96孔板中酶标仪检测450
 

nm波长

的A 值。

1.6 ALP检测 Nar-HA/COL支架对hDPSCs成

骨向分化的影响 将密度为2×104 个/支架的第

3代hDPSCs均 匀 接 种 到 Nar-HA/COL 支 架 和

HA/COL支架中,于24孔板中培养。加入DMEM
培养液1

 

d后,更换成矿化诱导液(含有1%双抗、

10%FBS、10
 

nm/L地塞米松、10
 

mmol/L
 

β-甘油磷

酸钠、50
 

mg/L抗坏血酸的DMEM 培养基)进行矿

化诱导。每2
 

d更换1次培养基,7
 

d和14
 

d后,弃
上清液,PBS冲洗3次,每孔加入300

 

μL
 

0.2%Tri-
tonX-100

 

100
 

μL,冰上裂解40
 

min,按ALP试剂盒

说明书操作,酶标仪520
 

nm波长处检测个孔的A
值,计算相对ALP活性。

1.7 茜素红染色检测Nar-HA/COL支架对hDP-
SCs成骨向分化的影响 HDPSCs矿化诱导21

 

d
后进行茜素红染色。弃培养液,PBS冲洗3次,4%
多聚甲醛固定4

 

℃过夜。PBS冲洗3次之后,加入

1%茜素红染液室温下30
 

min孵育,超纯水冲洗3
次。光学显微镜下观察矿化结节并拍照。

1.8 Westernblot检 测 Nar-HA/COL 支 架 对

hDPSCs成骨相关标记蛋白表达的影响 细胞矿化

诱导培养8
 

d后收集对照组和实验组支架上细胞,
加入含有PMSF的RIPA裂解液(RIPA∶PMSF=
100∶1)

 

提取细胞总蛋白并用BCA法测定蛋白浓

度。每孔总蛋白上样量为20
 

μg,8%Tris-甘氨酸

SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳后,湿转法转至PVDF膜

上,5%的 脱 脂 奶 粉 室 温 下 封 闭2
 

h。孵 育 一 抗

(RUNX-2、BMP-2以1∶500比例稀释;GAPDH以

1∶5000比例稀释)4
 

℃
 

过夜,含0.05%吐温的

TBST漂洗3次,室温下进行二抗的孵育(均以1∶
1000的比例稀释),1

 

h后再用 TBST 进行漂洗

3次,ECL发光液曝光显影。GAPDH 作为内参用

Image
 

J软件进行图像的灰度值分析,统计结果。

1.9 统计学分析 用GphpadPrism
 

7统计学软件

处理实验数据,数据以􀭺x±s表示,进行独立样本t
检验,以P<0.05认为差异有统计学意义,所有实

验独立重复3次。

1a:两组增殖率比较;1b:两组粘附率比较

图1 不同支架对hDPSCs增殖和粘附能力的影响(***
 

P<

0.01)

Fig.
 

1 Effects
 

of
 

different
 

scaffolds
 

on
 

the
 

adhesion
 

and
 

prolifera-

tion
 

abilities
 

of
 

hDPSCs.(***
 

P<0.01)

2 结果

2.1 Nar-HA/COL支架对hDPSCs粘附和增殖的影

响 CCK-8结果显示1
 

d时,Nar-HA/COL支架与对

照组HA/COL支架上接种的DPSCs增殖能力没有

统计学差异,但在5、7
 

d时Nar-HA/COL支架显著促

进hDPSCs增殖(P<0.01),见图1a。细胞计数统计
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显示Nar-HA/COL支架与对照组 HA/COL支架相

比在1、5、8
 

h细胞的粘附率增加,见图1b。

2.2 Nar-HA/COL支架对hDPSCs成骨向分化的

影响 Nar-HA/COL支架组在矿化诱导7
 

d和

14
 

d时ALP的活性显著高于对照组 HA/COL支

架(P<0.01),见图2。

图2 不同支架对hDPSCs
 

相对 ALP活性的影响(*
 

P<0.05,

***
 

P<0.01)

Fig.
 

2 Effects
 

of
 

different
 

scaffolds
 

on
 

relative
 

ALP
 

activity
 

of
 

hDPSCs.(*
 

P<0.05,***
 

P<0.01)

2.3 Nar-HA/COL支架对hDPSCs矿化的影响 
如图3,与对照组 HA/COL支架相比,Nar-HA/

COL支架组细胞染色较深且面积大,矿化结节形成

更多。

3a:HA/COL;3b:Nar-HA/COL

图3 不同支架对hDPSCs矿化能力的影响

Fig.
 

3 Effects
 

of
 

different
 

scaffolds
 

on
 

the
 

mineralization
 

capability
 

of
 

hDPSCs.

2.4 Nar-HA/COL支架对hDPSCs成骨标相关标

记蛋白的影响 Nar-HA/COL支架组在矿化诱导

8
 

d后RUNX-2、BMP-2蛋白的表达量明显上调,见

图4。

4a:Western
 

blot电泳图;4b:蛋白定量分析

图4 不同支架对hDPSCs成骨相关蛋白RUNX-2和BMP-2的影

响

Fig.
 

4 Effects
 

of
 

different
 

scaffolds
 

on
 

expression
 

of
 

osteogenesis-

related
 

protein
 

in
 

hDPSCs.

3 讨论

  骨缺损的修复一直以来都是困扰临床的难题,
骨组织工程的出现为骨损伤和功能修复带来了希

望。理想的支架是组织工程的重要因素,为了增加

支架的生物性能,通常在支架中加入药物,基因载体

和生长因子[5]。柚皮苷能够促进干细胞增殖及成骨

向分化[6]。BMP-2作为成骨诱导生长因子,在促进

干细胞成骨方面被广泛研究,并且作为促进因子与

组织工程支架结合。但因其价格昂贵、易降解使其

普遍应用与组织工程受到一定限制。柚皮苷是为中

药骨碎补的有效成分,价格便宜,易于得到,性能稳

定,研 究 显 示 它 能 够 促 进 干 细 胞 合 成 与 分 泌

BMP2[7]。HA/COL复合支架结合了 HA优良的

机械性能,不易降解,可以为种子细胞成骨提供良好

的支撑[8];COL具有多孔隙结构,能够提供足够的

空间供种子细胞增殖分化,且具有良好的生物相容

性能够促进干细胞的增殖和粘附[9]。本实验的目的

在于结合柚皮苷和 HA/COL复合支架的优良性

能,以hDPSCs作为种子细胞,研究 Nar-HA/COL
支架对hDPSCs增殖和成骨向分化的影响。

  组织工程支架能否促进种子细胞增殖是构建支

架的关键之一,而种子细胞粘附在支架上是细胞增

殖的基础。粘附实验结果Nar-HA/COL复合支架

在细胞粘附方面优于 HA/COL支架。柚皮苷在适

宜浓度下能够促进人牙周膜干细胞、人脐带间充质

干 细 胞 和 小 鼠 MC3T3-E1 细 胞 的 增 殖[10-12]。

CCK-8结果显示与 HA/COL复合支架相比,Nar-
HA/COL复合支架更能够促hDPSCs增殖,且随着

时间的增加细胞数量显著增加,说明柚皮苷在支架

上仍具有活性,加入柚皮苷能够促进 HA/COL支

架对hDPSCs的增殖且有一定的时间依赖性[13]。
成骨可以分为3个阶段:成骨祖细胞阶段、成骨细胞
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前阶段和成熟成骨细胞阶段。本研究发现 Nar-
HA/COL复合支架能够促进hDPSCs成骨向分化。

ALP活力测试中,Nar-HA/COL和 HA/COL复合

支架都能诱导hDPSCs分泌ALP,但Nar-HA/COL
复合支架在成骨诱导7

 

d、14
 

d后促进效果明显优

于HA/COL复合支架对照组,且ALP的表达量随

着时间的延长而增加。这可能是由于柚皮苷和

HA/COL复合支架增强 ALP活性性能的叠加作

用。有研究发现,
 

柚皮苷能够促进人牙周韧带干细

胞的增殖和 ALP
 

活性[11],这和本实验结果一致。
矿化结节的形成代表成骨的后期阶段,通过茜素红

染色结果图片的观察,Nar-HA/COL复合支架相交

单纯的 HA/COL复合支架产生更多的矿化结节,
说明 其 具 有 更 强 的 促 进 hDPSCs矿 化 的 能 力。

Western
 

blot实验结果显示 Nar-HA/COL复合支

架中hDPSCs成骨相关蛋白RUNX-2和BMP-2的

表达明显上调。RUNX-2是骨发育过程中重要的

转录因子,对成骨细胞的分化、软骨细胞成熟、破骨

细胞的分化及细胞外基质的分泌都有重要的调控作

用[14]。RUNX-2的表达是间充质干细胞向成骨骨

细胞谱系分化的必要和充分条件。骨形态发生蛋白

(BMPs)具有使未分化的间充质细胞定向分化为成

骨细胞并形成骨组织的能力,其中
 

BMP-2是最重

要的诱导成骨因子。在体内和离体实验都证明

BMP-2具有促进成骨细胞分化和诱导体外成骨的

能力。BMP-2由于其对干细胞的成骨诱导作用,作
为生物活性分子应用于骨组织工程中。BMP-2固

定在壳聚糖-透明质酸聚电解质复合物与京尼平交

联的复合支架上,BMP-2和 HA/COL复合支架结

合,均够促进MC3T3-E1细胞的成骨向分化[15]。本

实验中检测到矿化诱导8
 

d时,Nar-HA/COL支架

相比对照组支架能够明显上调RUNX-2和BMP-2
的表达,表明 Nar-HA/COL复合支架能够诱导人

牙 髓 干 细 胞 成 骨 向 分 化 且 有 可 能 是 通 过 上 调

BMP-2的表达完成的。

  中药骨碎补具有促进骨折愈合,强骨补肾的功

效。柚皮苷作为骨碎补的有效成分,在体外能够诱

导骨髓间充质细胞、MC3T3-E1细胞、牙周韧带细胞

等增殖和成骨向分化。本实验将柚皮苷结合到

HA/COL复合支架上,检测其在体外对hDPSCs增

殖以及成骨向分化能力的影响,结果表明柚皮苷具

有替代BMP-2成为骨组织工程诱导药物的潜能,

Nar-HA/COL复合支架能够促进hDPSCs的增殖

以及成骨向分化,具有作为骨组织工程支架的潜能,

但其具体的机制仍需进一步研究。
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