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　　［摘要］　目的　观察大鼠牙囊干细胞（ｒａｔｄｅｎｔａｌｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｒＤＦＣｓ）在珊瑚羟基磷灰石生物
玻璃陶瓷（ｃｏｒａｌｌｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ，ＣＨＡ）上的附着增殖以及成骨因子表达情况，探索二者间生物相容
性。方法　１０只６ｄ龄 ＳＤ大鼠，雌雄各半，处死后剥离双侧下颌骨磨牙区牙囊组织，通过组织块酶消
化法获得ｒＤＦＣｓ，ｒＤＦＣｓ与ＣＨＡ体外复合培养，扫描电镜（ＳＥＭ）观察ｒＤＦＣｓ与ＣＨＡ黏附增殖情况，ＲＴ
ＰＣＲ法测定ｒＤＦＣｓ、ｒＤＦＣｓＣＨＡ及ｒＤＦＣｓ成骨诱导组黏附增殖５、７、９ｄ成骨基因ＯＰＮ、ＡＬＰ、Ｏｓｔｅｒｉｘ的表
达。结果　ＳＥＭ观察到ｒＤＦＣｓ在ＣＨＡ上能正常黏附、生长、增殖，４ｄ时细胞开始相互接触，成片状黏
附于ＣＨＡ表面，７ｄ时，细胞外基质已完全覆盖ＣＨＡ表面。ＲＴＰＣＲ结果显示ｒＤＦＣｓ与ＣＨＡ共培养５、
７、９ｄ时，ＣＨＡ促进了成骨基因 ＯＰＮ、ＡＬＰ、Ｏｓｔｅｒｉｘ的表达，ｒＤＦＣｓＣＨＡ组与 ｒＤＦＣｓ组相比，Ｏｓｔｅｒｉｘ基因
表达：７ｄ时前者是后者２６７倍；ＯＰＮ基因表达：７ｄ时是２４．７倍，ＡＬＰ基因表达：５ｄ时 ｒＤＦＣｓＣＨＡ组
是ｒＤＦＣｓ组的３．１倍（Ｐ＜０．０１）。结论　ＣＨＡ能促进ｒＤＦＣｓ黏附、增殖、成骨分化及表达成骨因子，二
者生物相容性良好。
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　　牙周炎是口腔常见病与多发病，是人类缺牙的主
要原因，主要表现为牙龈出血、牙周溢脓、牙槽骨吸收

和牙周袋形成，恢复丧失的牙周骨组织一直是临床上

的重点与难点，牙周组织工程技术为治疗提供了新思

路［１］。ｒＤＦＣｓ（ｒａｔｄｅｎｔａｌｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｒＤＦＣｓ），是
形成牙周组织的前体细胞［２］，ＣＨＡ作为优良的植骨材
料被广泛地应用于临床骨缺损病例中［３］，本实验拟观

察ｒＤＦＣｓ在ＣＨＡ上的黏附增殖与成骨分化，初步探讨
ｒＤＦＣｓ与ＣＨＡ应用于牙周组织工程的可行性，为后期
ｒＤＦＣｓ与ＣＨＡ复合物应用于体内牙周骨组织再生提
供实验基础和理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＰＢＳ、ＤＭＥＭ／Ｆ１２（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）、ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ
（ＦＢＳ）、０．２５％胰酶、双抗（Ｇｉｂｉｃｏ公司）、Ⅰ型胶原酶、
地塞米松、抗坏血酸、β磷酸甘油（Ｓｉｇｍａ公司）、戊二
醛、４％多聚甲醛、茜素红染液（索莱宝公司）、ＲＴＰＣＲ
试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）、手术器械包。本实验所使用
的ＣＨＡ由天博固齿公司提供，以天然珊瑚为原料，经
加工制成成品珊瑚羟基磷灰石生物玻璃陶瓷（ｃｏｒａｌ
ｌｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ，ＣＨＡ）。
　　成骨诱导培养基（ＤＭＥＭ／Ｆ１２、１％双抗、１０％ＦＢＳ、
１０ｍｍｏｌ／Ｌ地塞米松、５０ｍｇ／Ｌ抗坏血酸，１００ｎｍｏｌ／Ｌ
β磷酸甘油），普通培养基（ＤＭＥＭ／Ｆ１２、１％双抗、１０％
ＦＢＳ）
１．２　方法
１．２．１　ｒＤＦＣｓ的原代培养　　ｒＤＦＣｓ的原代培养与分
离纯化方法参照本课题组前期实验操作步骤［４］。取

１０只ＳＤ大鼠下颌牙囊组织，酶组织块消化法及梯度
离心消化法获取纯化的ｒＤＦＣｓ。细胞每２～３天换液，
细胞融合度达８０％左右时按１∶２传代，观察记录每代
细胞形态。

１．２．２　ｒＤＦＣｓ的成骨诱导茜素红染色　　取生长状
态良好第３代 ｒＤＦＣｓ，弃去培养液，ＰＢＳ清洗，０．２５％
胰酶消化，离心力１５０×ｇ，离心３ｍｉｎ，重悬后接种于
２４孔板内，待细胞约８０％贴壁时设普通培养基组，成

骨诱导培养基组，每２～３天换液，连续培养２１ｄ后进
行茜素红染色，ＰＢＳ清洗，４％多聚甲醛（２００μＬ／孔）
室温固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗后加入茜素红染色液，常温
孵育２０ｍｉｎ，移去染色液后显微镜下观察并记录实验
结果。

１．２．３　ｒＤＦＣｓ与 ＣＨＡ支架材料黏附实验　　取第
３代ｒＤＦＣｓ，普通培养基重悬细胞，调节细胞浓度至２×
１０６个／ｍＬ。ＣＨＡ浸泡于普通培养基中２ｈ后，弃去培
养基，吸取细胞悬液５００μＬ缓慢滴加于 ＣＨＡ，使细胞
悬液充分进入ＣＨＡ空隙内部，４ｈ后加足普通培养基，
每天换液。分别取复合１～７ｄ的细胞支架复合物，吸
走培养基，ＰＢＳ清洗两遍，放入２％戊二醛中固定，梯
度酒精脱水，然后乙酸异戊酯置换酒精，ＣＨＡ及ｒＤＦＣｓ
ＣＨＡ复合物干燥后喷金，扫描电镜下观察细胞黏附
情况。

１．２．４　ＣＨＡ促进ｒＤＦＣｓ成骨标志物表达实验　　取
生长良好的第３代ｒＤＦＣｓ，消化离心重悬，调节细胞浓
度至２×１０６个／ｍＬ。实验分组及处理如下，ｒＤＦＣｓ组：
ｒＤＦＣｓ组取１ｍＬ细胞悬液直接加入６孔板中，补足普
通培养基；ｒＤＦＣｓ成骨诱导组：取１ｍＬ细胞悬液至于
６孔板中，２ｈ后细胞贴壁更换成骨诱导培养基；ｒＤＦＣｓ
ＣＨＡ复合组：５０ｍｇＣＨＡ提前浸泡于普通培养基中
２ｈ，吸走ＣＨＡ中培养基，吸取细胞悬液１ｍＬ缓慢滴
加于ＣＨＡ表面，４ｈ后补足普通培养基。每２～３天换
液１次。分别于第５、７、９天进行ＲＴＰＣＲ，检测成骨相
关基因ＯＰＮ、ＡＬＰ、Ｏｓｔｅｒｉｘ的表达情况，按ＴａＫａＬａ试剂
盒提取 ＲＮＡ，反转录及 ＲＴＰＣＲ，引物序列如下：Ｂｅｔａ
ａｃｔｉｎ上游：５′ＣＣＣＧＣＧＡＧＴＡＣＡＡＣＣＴＴＣＴＴＧ３′，下游：
５′ＧＴＣＡＴＣＣＡＴＧＧＣＧＡＡＣＴＧＧＴＧ３′；ＡＬＰ上游：５′ＣＣ
ＴＧＣＡＧＧＡＴＣＧＧＡＡＣＧＴＣＡＡＴＴＡ３′，下游：５′ＴＧＡＧＴＴ
ＧＧＴＡＡＧＧＣＡＧＧＧＴＣＣ３′；ＯＰＮ上游：５′ＣＣＡＧＣＣＡＡＧ
ＧＡＣＣＡＡＣＴＡＣＡ３′，下 游：５′ＡＧＴＧＴＴＴＧＣＴＧＴＡＡＴ
ＧＣＧＣＣ３′；ｏｓｔｅｒｉｘ上游：５′ＧＣＣＡＧＴＡＡＴＣＴＴＣＧＴＧＣ
ＣＡＧ３′，下 游：５′ＴＡＧＴＧＡＧＣＴＴＣＴＴＣＣＴＧＧＧＧＡ３′
（ＯｒｄｅｒＮｏ．１４５２９）。
１．３　统计学方法
　　实验中所有数据采用 ＳＰＳＳ２０．０软件分析，两组
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间比较用ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｒＤＦＣ是原代培养及细胞形态观察
　　组织块酶消化法消化大鼠牙囊组织，组织块在贴
壁后细胞爬出，４～５ｄ铺满瓶底约８０％，单层排列，形
态存在多形性，主要以多角形、长梭形两种形态存在

（图１Ａ）。原代细胞中见较多杂细胞，经梯度消化法
传至第３代时，细胞基本已达到纯化（图１Ｂ）。本课题
组前期实验已对ｒＤＦＣｓ进行了细胞鉴定［２］，免疫组化

ｒＤＦＣｓ波形蛋白表达阳性，角蛋白表达阴性，流式细胞
术中 ＣＤ３１、ＣＤ１４６、Ｓｔｒｏ１阳性，ｒＤＦＣｓ来源于间充质
干细胞，具有干细胞特性。

２．２　ｒＤＦＣｓ的成骨诱导茜素红染色
　　倒置显微镜下观察 ｒＤＦＣｓ成骨诱导培养２１ｄ后
茜素红染色结果，普通培养基组未见明显的钙盐沉积

和钙结节形成，成骨诱导组可见散在的橘红色钙结节

（图１Ｃ）。
２．３　ｒＤＦＣｓ与ＣＨＡ黏附实验
　　扫描电镜（ＳＥＭ）下观察到 ＣＨＡ孔隙多且孔孔相
通，空隙大小在１００～６００μｍ（图２Ａ），培养２４ｈ时，

ｒＤＦＣｓ已于ＣＨＡ表面形成牢固的黏附，细胞呈成长梭
形、不规则形，并有伪足伸出（图２Ｂ），随着时间推移
ｒＤＦＣｓ逐渐增多并有向ＣＨＡ空隙内部生长趋势，呈跨
孔生长，４ｄ时细胞分泌的胞外基质相互接触，开始成
片状黏附于ＣＨＡ表面（图２Ｃ），７ｄ时，ｒＤＦＣｓ及其分
泌的胞外基质已完全覆盖ＣＨＡ表面（图２Ｄ）。
２．４　ＣＨＡ促进ｒＤＦＣｓ成骨标志物表达实验
　　在第 ５、７、９ｄ对 ３个组应用 ＲＴＰＣＲ对 ＡＬＰ、
ＯＰＮ、Ｏｓｔｅｒｉｘ基因分析。在第５、７天时，ｒＤＦＣｓ成骨诱
导组和ｒＤＦＣｓＣＨＡ组Ｏｓｔｅｒｉｘ基因表达差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５），表明ＣＨＡ促ｒＤＦＣｓ表达Ｏｓｔｅｒｉｘ基因
表达与成骨诱导液诱导ｒＤＦＣｓ基因表达量一致。其余
各时间点及各组间比较中，ｒＤＦＣｓＣＨＡ组成骨相关基
因表达明显高于 ｒＤＦＣｓ组（Ｐ＜００１），但小于成骨诱
导组，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。ｒＤＦＣｓＣＨＡ组
与ｒＤＦＣｓ组相比，Ｏｓｔｅｒｉｘ基因表达：５ｄ时 ｒＤＦＣｓＣＨＡ
组是ｒＤＦＣｓ组的 ３６．９倍，７ｄ时是 ２６７倍，９ｄ时是
９４．９倍，ＯＰＮ基因表达：５ｄ时ｒＤＦＣｓＣＨＡ组是ｒＤＦＣｓ
组的６．２倍，７ｄ时是２４．７倍，９ｄ时是２９．２倍；ＡＬＰ基
因表达：５ｄ时ｒＤＦＣｓＣＨＡ组是ｒＤＦＣｓ组的３．１倍，７ｄ
时是１．３倍，９ｄ时是２．９倍（图３）。
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Ａ：原代ｒＤＦＣｓ；Ｂ：第３代；Ｃ：第３代ｒＤＦＣｓ成骨诱导２１ｄ后
图１　倒置显微镜观察ｒＤＦＣｓ原代和第３代ｒＤＦＣｓ形态及ｒＤＦＣｓ成骨诱导２１ｄ后茜素红染色显色

染成橘红色的钙结节　（×４０）
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Ａ：ＣＨＡ三维多孔疏松结构（×５０）；Ｂ：ｒＤＦＣｓ定植于ＣＨＡ表面２ｄ（×５００）；Ｃ：ｒＤＦＣｓ定植于 ＣＨＡ表面４ｄ时材料表面已
有细胞外基质覆盖（×２００）；Ｄ：ｒＤＦＣｓ在ＣＨＡ表面生长７ｄ后分泌的细胞外基质覆盖在材料大部分表面（×５００）

图２　扫描电镜观察ＣＨＡ及ｒＤＦＣｓ定植于ＣＨＡ表面后ＣＨＡ表面的变化
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图３　ＲＴＰＣＲ定量检测ＣＨＡ促进ｒＤＦＣｓ表达ＡＬＰ、ＯＰＮ、Ｏｓｔｅｒｉｘ基因　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　临床病例中牙周病的治疗方法有龈上洁治、龈下
刮治、药物缓释治疗、物理治疗、牙周手术治疗等，虽然

能有效清除牙菌斑和牙结石，控制牙周炎症，但并不能

有效恢复丧失的牙周骨组织，故恢复牙周骨缺损成为

牙周炎治疗的热点与难点，也是牙周组织再生的关键。

为解决这一难题，许多学者开辟了新的方法，组织工程

技术被认为是牙周骨组织再生的有效方法［５－６］。种子

细胞和支架材料是组织工程技术两个非常重要的因

素［７－８］，现仍然处于研究阶段。本实验选择 ｒＤＦＣｓ作
为种子细胞，ＣＨＡ作为支架材料进行体外研究。本实
验通过组织块酶消化法和梯度离心消化法从牙囊组织

中分离纯化获取ｒＤＦＣｓ，ｒＤＦＣｓ是形成牙周组织的前体
细胞，即可分化形成牙骨质，牙周膜和固有牙槽骨［２］。

Ｗｉｓｅ［９］首次分离培养出大鼠牙囊细胞（ｒＤＦＣｓ），而后
学者研究发现ｒＤＦＣｓ表达干细胞表面标志物，如Ｓｔｒｏ１、
Ｎｏｔｃｈ１、ｎｅｓｔｉｎ，鉴定得知 ｒＤＦＣｓ来源于间充质干细
胞［４］，具备干细胞特性［１０］，有多向分化潜能，一定诱导

条件下，能向成骨细胞分化［４］。文献［３］报道 ＣＨＡ可
作为组织工程化骨良好的支架。多孔的 ＣＨＡ三维结
构类似于骨组织，具有骨诱导作用，含钙、磷成分，在体

内能游离到材料表面，机体吸收代谢后形成新的骨组

织，已应用于组织工程研究［１１－１２］。本实验探讨了

ｒＤＦＣｓ与ＣＨＡ二者间生物相容性及 ＣＨＡ对 ｒＤＦＣｓ成
骨向分化影响，为ｒＤＦＣｓ与ＣＨＡ体外形成组织工程化
骨用于动物实验提供体外实验依据。

　　本研究发现在 ｒＤＦＣｓ植入 ＣＨＡ７ｄ后，ＳＥＭ观察
到ｒＤＦＣｓ及其分泌的胞外基质已完全覆盖ＣＨＡ表面。
这说明ｒＤＦＣｓ能稳定黏附伸展于 ＣＨＡ，并能在 ＣＨＡ
表面及内部空隙内稳定生长增殖，证明 ｒＤＦＣｓ与 ＣＨＡ
二者生物相容性良好。国内外研究认为 ＣＨＡ拥有良
好的细胞相容性［１３－１５］，骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）能

在ＣＨＡ表面及空隙侧壁黏附，能作为组织工程支架材
料应用于动物实验，与本研究ｒＤＦＣｓ与ＣＨＡ的黏附增
殖实验结果相似。这可能是因为 ＣＨＡ的多孔三维的
特殊表面结构，因其骨诱导性从而有利于的细胞的黏

附增殖［１３－１４］。

　　本研究也发现，在细胞培养 ５、７、９ｄ时，ｒＤＦＣｓ
ＣＨＡ组成骨相关基因 ＡＬＰ、ＯＰＮ、Ｏｓｔｅｒｉｘ表达明显高
于ｒＤＦＣｓ组（Ｐ＜０．０１）。ＡＬＰ、ＯＰＮ、Ｏｓｔｅｒｉｘ三者为细
胞向成骨细胞分化不同时期所表达的重要标志物，

ＡＬＰ为早中期成骨分化指标 ＯＰＮ和 Ｏｓｔｅｒｉｘ为中、晚
期矿化组织的重要检测指标，表达量越高说明细胞矿

化能力越强，向成骨方向分化能力越强。研究发现

ＣＨＡ具有促进 ＢＭＳＣｓ成骨向分化的作用［１３］，严宁

等［１５］将成骨细胞与ＣＨＡ共培养，发现ＣＨＡ并不影响
成骨细胞功能，且在共培养２、８ｄ时，其促进了成骨细
胞碱性磷酸酶（ＡＬＰ）的表达，与本研究 ｒＤＦＣｓ与 ＣＨＡ
体外共培养实验结果相似。ＣＨＡ具有促进 ｒＤＦＣｓ的
成骨向分化的作用，这可能基于它的特殊三维结构和

与骨组织相似的化学成分，ＣＨＡ来源于天然珊瑚，孔
隙率３０％～７０％，孔径１００～６００μｍ，排列规则，其多
孔的三维结构与人松质骨骨小梁结构相似，能诱导新

生骨组织长入孔内，为形成组织工程化骨起着良好的

支架作用［１６－１７］，ＣＨＡ主要成分为羟基磷灰石，占９０％
以上，所含钙、磷成分能游离到材料表面，为细胞成骨

向分化提供必要的营养成分。本实验结果也表明

ＣＨＡ促进了ｒＤＦＣｓ的成骨向分化，具有骨诱导作用。
　　综上所述，本研究表明 ｒＤＦＣｓ能良好黏附伸展于
ＣＨＡ表面，且稳定生长增殖，二者生物相容性好；ＣＨＡ
能促进 ｒＤＦＣｓ成骨相关基因 ＡＬＰ、ＯＰＮ、Ｏｓｔｅｒｉｘ的表
达。ＣＨＡ作为支架材料在体外能促进 ｒＤＦＣｓ向成骨
细胞分化，表达成骨相关基因。本实验为下一步动物

体内研究提供了理论基础。但是否在加入一种生长因

子后ＣＨＡ的促成骨作用更强尚需要进一步实验研究。
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ＣＨＡ与ｒＤＦＣｓ的复合物在体内是否具有成骨作用还
需进一步研究。
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