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大鼠第一腮弓细胞构建组织工程牙本质#牙髓复合体样结构

邓蔓菁，陈小红，刘鲁川，安建平，匡桂英* * （第三军医大学大坪医院野战外科研究所口腔科，重庆 %"""%&）

* * 摘* 要：目的* 观察胚胎 !&+ $ ,（-!&+ $ ,）大鼠第一腮弓上皮及外胚间充质细胞离散后肾被膜下移植的成牙能力。
方法* 切取 -!&+ $ ,大鼠第一腮弓（下颌突），酶消化离心后与明胶海绵支架复合植入大鼠肾被膜下，% 周后收获移植物，对
移植物进行组织学观察和免疫组化抗牙本质涎蛋白（,./01/ 213456750.1/，89:）检测。结果* 种植 % 周，植入细胞在肾被膜下
形成牙本质#牙髓复合体样结构。89:在新生的牙本质组织中呈阳性表达。;3225/三色法显示绿色矿化基质形成。结论 *
-!&< $ ,大鼠第一腮弓细胞部分保留了牙齿自然发育的遗传信号，在肾被膜下可以构建形成牙本质#牙髓复合体样结构。
* * 关键词：第一腮弓细胞；牙本质#牙髓复合体；牙齿发育
* * 中图法分类号：=)!’+ "’；=(’&；=(’)+ !* * * 文献标识码：>
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* * 新近的研究报道，牙胚细胞复合支架材料后能形
成较为有序、甚至是完整的组织工程化牙齿［!，&］。说

明牙胚细胞的规则排列破坏后，细胞可能重新识别并

形成了有利于形成牙齿组织的细胞排列，细胞在重组

的过程中没有丧失形态发生信息和位置信息。对于牙

齿发育刚刚启动的胎胚 !&+ $ ,（-!&+ $ ,）的颌突，细
胞离解后也能像出生后的牙胚细胞一样，模拟体内牙

齿的发生过程，保留其携带的遗传信息，进而形成牙齿
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样结构吗？为此，我们解离了 -!&+ $ ,的大鼠下颌突，
以观察细胞重组能否模拟体内的发生过程。

;< 材料与方法

!+ !* 材料
* * 孕 !&+ $ , 98 大鼠 % 只，’ 周体质量 &"" B 左右 98 大鼠 %
只，由第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心提供。

* * 8;-;（低糖）培养基、胎牛血清（UZ9）、抗 89:多抗（张莹
博士惠赠）；G9>Z免疫组化检测试剂盒（8>M]，I9>）。
!+ &* 方法
!+ &+ !* -!&+ $ ,胎鼠第一腮弓下颌突细胞的获得* * 雌雄同

笼的 98大鼠，第 & 日晨观察阴栓，以零点计时，!&："" 为胚胎
"< $ ,。取第 !&+ $ 天孕鼠，脱颈处死，取出胚胎，切取下颌突，分
切为 "+ $ OO ^"+ $ OO组织块，!型胶原酶 )( _消化 "+ $ F，反
复吹打后 (" "O 筛网过滤形成单细胞悬液，将细胞悬液吸入
!$ O4 聚丙烯离心管中，$"" ^ ! 离心 $ O1/ 后在细胞团块中加
入含 !"" O4 ‘ G 胎牛血清的 8;-; 培养液，于 )( _、$" O4 ‘ G
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!"# 培养箱中培养 $ % & ’，准备移植前将细胞取出，置于明胶
海绵表面。

() #) #* 下颌突细胞肾被膜下种植* * +,大鼠采用戊巴比妥
钠按 -. /0 1 20肌注麻醉，常规脱毛、消毒铺巾，背部右肋下切
口并暴露右肾，小心游离肾被膜形成囊袋，显微操作下将含细

胞团块的明胶海绵接种到 +,大鼠肾被膜下，(.3. 尼龙线缝合
被膜，逐层关闭创面。术后常规护理，观察大鼠存活情况。

() #) -* 组织学观察* * 术后 $ 周取材。脱颈处死接种大鼠，
暴露肾脏，分离种植体，并立刻将其浸入 $4多聚甲醛中固定
#$ ’，然后在混合酸中脱钙 ( 周，流水冲洗过夜，梯度酒精脱水，
浸蜡后石蜡包埋，制成 5 !/厚组织切片，行 67染色及 89::;<
三色法染色，显微镜观察移植物的组织形态及矿化情况。

() #) $* 免疫组化检测* * 接种 $ 周切片，按试剂盒所示程序进
行抗大鼠牙本质涎蛋白（=><?@< :@9A;BC;?>@<，,+D）免疫组化染色。

!" 结果

#) (* 移植前后组织大体观察
* * 离心后细胞聚合为球状或片状，质地较脆，组织学观察离
心后细胞为均一圆形，存在大量细胞间质，但无任何该时期颌

突发育相似的细胞排列，上皮和间充质细胞也无明显区别。移

植 $ 周，肉眼观察移植物为乳白色，与移植前相比，体积变大，
质地变硬，有硬组织样结构形成。

#) #* 移植物组织学检测
* * $ 周取材，组织学检测可见细胞团块消失，细胞游走并重新
排列，可见明显的牙本质3牙髓复合体样结构形成。形成的牙
本质样结构有明显的牙本质小管样结构，并可见成牙本质细胞

单侧细长的细胞质突起被埋入新沉积的牙本质基质中。在牙

本质3牙髓复合体样结构的表面，未见极化的成牙本质样细胞。
在牙本质3牙髓复合体样结构的周围，可见骨样结构形成，未见
牙釉质样结构形成（图 (）。

(：骨样结构；#：牙本质样结构；-：牙髓样结构
图 #" 牙本质$牙髓复合体样结构"（67 E$.）

#) -* 移植物免疫组化染色
* * $ 周切片，可见牙本质小管样结构，在牙本质样结构中可见
牙本质涎蛋白（,+D）呈阳性表达（图 #）。

#) $* 89::;<三色法染色
* * 移植物 89::;<三色法显示绿色矿化基质形成，围绕牙髓
样组织。绿色矿化基质可见明显的牙本质小管样结构（图 -）。

图 !" 新生的牙本质样结构表达牙本质涎蛋白"（F+GH E #..）

图 %" &’(()*三色法显示绿色矿化基质"（89::;<三色法 E #..）

%" 讨论

* * 牙齿的发生、发育是来自外胚层的口腔上皮和来
自颅神经嵴的外胚间充质细胞相互诱导、相互作用的

复杂生物学过程。在牙胚发育的早期，局部的口腔上

皮增厚形成上皮板，上皮板上特定部位增生并向深层

结缔组织内延伸，在固定区域提供成牙信息，指导其周

围的外胚间充质细胞分化。在牙源性上皮的诱导下，牙

源性间充质进一步分化形成牙本质和牙髓，而上皮在间

充质的诱导下形成成釉器，进而形成牙釉质。在这个过

程中，上皮和间充质相互、反复作用，最终形成牙齿。

* * 研究表明，分离后的小鼠牙胚组织，上皮和间充质
都不能经历细胞分化形成牙齿组织。小鼠 7(( = 的牙
上皮与非牙源性间充质重组能发育形成牙齿结构，但

7(# =后，将牙上皮与非牙源性间充质重组则不能形
成牙齿结构。表明 7(( = 牙的发育潜能在上皮，而
7(# =牙的发育潜能在间充质。诱导成牙能力和成牙
能力在这两种组织间相互转化［-］。

* * 对牙胚细胞的重聚实验显示［(，#］，将牙胚胚层分
离，各自解离为单细胞，然后重聚，仍然形成了有序的

牙齿组织，牙胚细胞的位置信息并没有丢失。#..$
年，,I9@A@J@等［$］将大鼠牙胚细胞体外培养 & = 后复合
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支架材料培育出完整的组织工程化牙齿结构，在细胞

扩增的时候，他们所携带的遗传信息似乎并没有过多

的丢失。陈小红等［%］研究结果显示，出生后的牙胚即

使分离为单细胞状态，在大鼠肾被膜下很短的时间内

也能发育为牙胚样形态，形成牙本质、牙釉质及牙乳头

样结构，进一步证实了出生后牙胚细胞也存在牙胚形

态发生信息。这些结果证实了牙胚发育过程中牙胚细

胞保留了形态发生信息。

" " 对牙齿组织工程研究最多的是牙胚细胞，研究结
果令人振奋。但对牙齿刚刚发生时（如 &!’# % (，蕾状
早期）的口腔上皮和外胚间充质细胞的成牙能力却少

见研究报道。对同时期颌突组织的体内培育结果显

示，组织块在体内可以继续发育形成牙齿样结构，其形

成过程与正常牙齿发育过程相似。而离散的颌突细胞

是否仍然保留了牙齿的发育信号和位置信号，它们在

体内培育是否可以形成牙齿样结构？在本研究中，种

植在肾被膜下的颌突细胞形成了牙本质$牙髓复合体
样结构，但形成的牙本质$牙髓复合体样结构没有牙尖
的形态，牙本质下的牙髓样细胞表面中也没有细胞核

极化的成牙本质样细胞形成。在牙本质的外层，没有

发现牙釉质样结构。牙釉质的形成与牙源性上皮的存

在密切相关，这可能与取材时口腔上皮所蕴含的成牙

信息的程度相关。在牙齿发育的初期，细胞所蕴藏的

成牙信息可能还不够完善，在上皮和外胚间充质被离

解重组后，牙齿的初始发生被打断，估计成牙信息还未

完全发生或成熟。此时的细胞重组，部分丧失了牙齿

形态发生信息和位置信息，使形成的牙齿样结构不完

整。与牙胚细胞的成牙能力及保留的位置信息相比较，

此时牙齿的形成能力还相当不完善。本研究结果没有

显示细胞重新获得完整的成牙信息和位置信息，估计这

与取材的时间有关。下一步我们将通过扩大取材时间

范围，延长体内种植时间来研究牙齿发育初始期细胞成

牙能力，为获取牙齿早期发育的规律提供实验依据。
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表 !" 总 #$%和特异性 #$%阳性率［&（阳性例数）］

组别 % 总 W?& 食入组特异性 W?& 吸入组特异性 W?&
急性荨麻疹 !EH !EEX（!EH） G%# !X（V!） !!# EX（!’）
慢性荨麻疹 ’!! HV# GX（’EG） !%# ’X（F’）* %%# EX（!!G）*

*：& Y E# E!，与急性荨麻疹组比较

’# ’" 过敏原检出情况
" " 过敏原检出结果：屋尘 V% 例（’F# SX）；尘螨、粉螨 HT 例
（FE# GX）；霉菌 GF 例（!H# VX）；豚草 % 例（!# GX）；蒿属植物
!S 例（S# SX）；桑树、榆树 FV 例（!!# GX）；鱼类 ’S 例（V# %X）；
虾蟹类 SF 例（ !’# %X）；牛奶 !! 例（ F# SX）；蛋类 ’! 例
（GZ GX）；豆类 !% 例（S# VX）。可以得出：!由于慢性荨麻疹以
吸入过敏原为主，急性荨麻疹以食入过敏原为主，而在同一时

期内慢性荨麻疹患者例数明显大于急性荨麻疹，所以吸入过敏

原阳性例数占全部患者的比例明显高于食入组。"通过对 F’E
例急慢荨麻疹过敏原检测分析，吸入组中致荨麻疹的过敏原最

高的是尘螨、粉螨和屋尘；食入组中以虾蟹类和鱼类为主。

’" 讨论

" " 根据总 W?&和特异性 W?&检测结果，两组总 W?&阳性率高，
总 W?& 升高可以反映出患者普遍存在高敏状态，而特异性 W?&
检出阳性率不同，这与实验中特异 W?& 检测种类有限有关，因

此在临床中，找出部分患者的致病因素是很困难的。另外，急

性荨麻疹组以食入性特异 W?&这主，而慢性荨麻疹以吸入性特
异 W?&为主，也说明两者在致病因素上是有明显差异的，了解
这种差异有助于致病因素的寻找及控制病情。

" " 引起荨麻疹的病因复杂，特别是慢性荨麻疹过敏原的寻找
非常困难。通过对 F’E 例荨麻疹过敏原检测分析，吸入组中致
荨麻疹的主要过敏原尘螨、粉螨、屋尘和霉菌；食入组中以虾蟹

类和鱼类为主。因此以上结果提示螨类、霉菌类、虾蟹类、鱼类

这些物质为本地区荨麻疹患者的主要过敏原。这与其他地区

报道的结果不尽相同［’］，表明引起过敏性疾病的过敏原种类较

广泛，且有地区差异性。因此对患者过敏原的诊断应结合病史

和实验室特异性过敏原的检测结果来综合分析。
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