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三维联合培养牙髓细胞和血管内皮祖细胞促进成牙本质向 /成骨向分化*

陈 婷 1，2，3 侯 晋 3 李心竹 1，3 宋 词 1，3 张雪洋 2 吴补领 1，3△

（1南方医科大学南方医院口腔科 广东广州 510515；

2南方医科大学顺德医院（佛山市顺德区第一人民医院）广东佛山 528300；3南方医科大学口腔医学院 广东广州 510515）

摘要目的：探讨三维联合培养牙髓细胞（dental pulp cells, DPCs）和血管内皮祖细胞(endothelial progenitor cells, EPCs)对成牙本质

向 /成骨向分化的影响。方法：取单独培养 DPCs及联合培养的 DPCs和 EPCs进行三维培养后成牙本质向 /成骨向诱导，使用茜

素红染色及半定量分析、RT-PCR和细胞免疫荧光检测成牙本质向 /成骨向分化能力。采用 SPSS 23.0统计软件对数据进行统计

学分析。结果：茜素红染色显示联合培养组和单独培养组之间未见显著差异。RT-PCR和细胞免疫荧光显示成牙本质向 /成骨向

相关基因 mRNAs和蛋白表达水平联合培养组显著高于单独培养组。结论：三维联合培养的 DPCs和 EPCs促进成牙本质向 /成

骨向分化，为牙髓再生提供可能实验依据。
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Three-dimensional Coculture of Dental Pulp Cells and Endothelial Progenitor
Cells Enhances Osteo/odontogenic Differentiation*

To observe the effect of three-dimensional coculture of dental pulp cells (DPCs) and endothelial progenitor

cells (EPCs) on the osteo/odontogenic differentiation. After osteo/odontogenic induced of three-dimensional culture of the

coculture of DPCs and EPCs and the culture of DPCs, Alizarin red stain, RT-PCR and immunofluorescence were used to detect the

osteo/odontogenic differentiation. The data was analyzed using SPSS 23.0 software package. Alizarin red stain showed that it is

no significant differences between the coculture group and the culture group. RT-PCR and immunofluorescence showed that the

coculture group is significant higher than the culture group on the mRNA and protein level of osteo/odontogenic differentiation.

Three-dimensional coculture of dental pulp cells and endothelial progenitor cells enhances osteo/odontogenic

differentiation.

Dental pulp cells; Endothelial progenitor cells; Three-dimensional coculture; Osteo/odontogenic differentiation

前言

目前口腔临床上最常见的疾病是牙髓炎和根尖周炎，而牙

髓由于其自身的特点，一旦受损就很难恢复，目前针对其最有

效的治疗方法是根管治疗[1]。牙齿在缺乏血管滋养且失去神经

系统及免疫系统的保护的情况下，脆性增强，从而导致患牙的

抗性下降，容易出现牙折和根裂等情况[2]。因此，对于感染牙髓

的理想治疗方法为再生性牙髓治疗[3]。近年来，研究人员[4，5]对不

同种类的细胞联合培养体系进行研究，发现促进或抑制细胞的

功能，同时还发现共培养体系中多种因子的变化与机体中生理

状态下的改变一致，因此认为多种细胞共培养是构建生理微环

境的有效技术。我们的前期实验证实：三维联合培养牙髓细胞

（dental pulp cells, DPCs）和血管内皮祖细胞(endothelial progeni-

tor cells, EPCs)可促进组织的血管形成。本实验通过三维联合培

养 DPCs和 EPCs，以促进组织的成牙本质向 /成骨向分化。

1 材料与方法

1.1 材料

胎牛血清、DMEM培养液、细胞培养瓶购自 Coring公司；I

型胶原酶、胰酶、青霉素 /链霉素、地塞米松购自 Sigma公司；

EBM-2-MV购自 Lonza 公司；细胞培养皿购自 Costar 公司；

Perfecta3D Hanging Drop Plates 3D 培养板购自 3D Biomatrix
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ID seq

ALP- homo-F CCAAAGGCTTCTTCTTGCTG

ALP- homo-R CCACCAAATGTGAAGACGTG

DSPP- homo-F TCACAAGGGAGAAGGGAATG

DSPP- homo-R TGCCATTTGCTGTGATGTTT

OPN- homo-F TGAAACGAGTCAGCTGGATG

OPN- homo-R TGAAATTCATGGCTGTGGAA

DMP-1-homo-F AGTGCCCAAGATACCACCAG

DMP-1-homo-R CATTCCCTCATCGTCCAACT

GAPDH-F TCACCAGGGCTGCTTTTAAC

GAPDH-R GACAAGCTTCCCGTTCTCAG

表 1 RT-PCR引物序列

Table 1 The primer sequence for RT-PCR

图 1牙髓细胞的鉴定

A形态学鉴定（× 100）B流式检测细胞表面标记物

Fig.1 Identification of dental pulp cells

A cell morphology(× 100) B Cell surface markers by flow cytometry

公司；Ficol购自 GE公司; Fibronectin、抗体、MD5多功能酶标

仪、流式细胞仪购自 BD公司；细胞培养箱购自 Heraeu；离心机

购自 Eppendorf公司；细胞超净工作台购自 Baker公司；倒置显

微镜购自 Olympus公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 取 16-25岁志愿者(签订知情同意书)因正畸

减数或阻生而拔除的健康完整恒牙，用组织块预消化培养法培

养 DPCs[6]。待细胞长满瓶底约 80%时，常规传代并扩大培养。

用采血袋收集健康志愿者(签订知情同意书)脐带血，用密度梯

度离心法培养 EPCs[7]。待细胞出现克隆化生长时，常规传代并

扩大培养。分别取第 3代 DPCs及第 5代 EPCs，通过流式细胞

检测分析细胞表面标记物（CD71、CD90、CD31、KDR和 CD105

等）[8-10]，对 DPCs和 EPCs进行鉴定。

1.2.2 实验分组 取第 2-5代的 DPCs与第 5-10代的 EPCs按

照细胞数 1：1和 2：0的比例，以 1× 105 cell/孔的接种细胞密

度接种至三维培养板中，分为联合培养组和单独培养组，每天

换液，于第 3天收集细胞。换用矿化诱导液进行成牙本质／成

骨方向诱导 21天。

1.2.3 茜素红染色及半定量实验 收集细胞后，去除培养基，

用 PBS轻轻漂洗数次；4%多聚甲醛固定 30 min；PBS清洗，加

入 1%的茜素红染色液，染色 6-30 min；PBS漂洗直至无颜色为

止；镜下观察拍照。拍照后 PBS室温孵育 15 min；PBS漂洗，弃

上清；加入适量氯化十六烷基置，室温孵育 30 min；吸取上清，

使用酶标仪测定 562 nm波长处吸光度 OD值，用氯化十六烷

基溶液调零，并同时测定未加茜素红的细胞的上清液为阴性对

照，每个样本重复 3次；计算公式：样本测定值 OD＝样本吸光

值 OD－阴性对照组吸光值 OD。

1.2.4 RT-PCR 检测 ALP、DSPP、OPN 和 DMP-1 mRNA 水平

收集联合培养组和单独培养组细胞后，提取 RNA，测定 RNA

浓度，逆转录 RNA至 cDNA后，使用表 1中的引物序列进行

定量 PCR。记录每个样本的 Ct值（循环阈值），平行重复测量 3

次，求 Ct平均值作为每个样本的 Ct值。每组基因均以单独培

养组为对照，2-△ △ Ct表示基因的相对表达量。

1.2.5 细胞免疫荧光检测 DMP-1蛋白表达 收集联合培养组

和单独培养组细胞后，消化制备成密度为 1× 104 cell／mL的

细胞悬液；将 2 mL的细胞悬液接种于六孔板中的玻片上，

37℃、5% CO2培养箱内培养；观察细胞状态，待细胞在盖玻片

上生长融合到 80%-90%；去除各孔培养基，PBS清洗；4%多聚

甲醛常温固定 30 min；0.2%的 Triton X-100通透 10 min；5%的

BSA封闭 30 min；加一抗，4℃孵育过夜；荧光二抗于 37℃孵育

1h（此步开始避光操作）；DAPI染核，95%甘油封片，镜下观察

拍照即可。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 23.0统计软件进行数据分析，统计数据以均

数± 标准差（x依s）表示，两样本均数的比较采用 t检验。P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞培养及鉴定

从牙髓组织中分离得到的细胞贴壁生长，呈长梭形、成纤

维样细胞形态，3-5d传代一次，随着生长密度增加，细胞呈现放

射状或涡旋状排列（见图 1A）。流式细胞分析结果显示间充质

组织的干细胞表面标记物 CD71和 CD90呈（＋）表达，表达率

分别为 99.51%和 99.79%（见图 1B）。可认为所培养的细胞为牙

髓组织来源的间充质干细胞牙髓细胞。
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图 3内皮祖细胞细胞表面标记流式检测

Fig. 3 Cell surface markers of Endothelial progenitor cells by flow cytometry

从脐带血中分离得到的细胞原代培养第 5d呈长梭状，2w

后呈克隆生长，平均 2-3d传代一次，随着生长密度增加，细胞

呈现铺路石状排列（见图 2）。流式细胞分析结果显示造血细胞

表面标记物 CD14和 CD45呈阴性表达，表达率分别为 1.1%和

0.06%；内皮细胞表面标记物 CD105、CD31和 KDR＋CD105＋呈

阳性表达，表达率分别为 98.91%、99.82%和 92.11%；干细胞表

面标记物 CD133和 CD34呈阴性表达，表达率分别为 0%和

7.51%（见图 3）。可认为所培养的细胞为脐带血组织来源的内

皮祖细胞。

图 2内皮祖细胞形态学

A：原代培养第 2周（× 40）；B：传代第 3代第 3天（× 100）

Fig. 2 Cell morphology of Endothelial progenitor cells

A: Primary cultivation on week 2(× 40); B: Passage 3 on day 3(× 100)

2.2 茜素红染色及半定量情况的比较

联合培养组和单独培养组茜素红染色均可见大小不等的

红褐色矿化结节，两组颜色未见显著差异（见图 4）。半定量试

验结果（表 2）与大体染色结果趋势一致，两组之间差异无统计

学意义（P>0.05）。
2.3 ALP、DSPP、OPN和 DMP-1的 mRNA表达水平

RT-PCR结果（见图 5）显示，在 mRNA水平上两组细胞中

ALP、DSPP、OPN和 DMP-1的表达量之间均存在显著差异，联

合培养组的表达量均较单独培养组高。联合培养组的 ALP是

单独培养组的 1.58倍，具有统计学意义（P＝0.022）。联合培养

组的 DSPP是单独培养组的 2.10倍，具有统计学意义（P＝
0.028）。联合培养组的 OPN是单独培养组的 1.81倍，具有统计

学意义（P＝0.026）。联合培养组的 DMP-1 是单独培养组的

1.82倍，具有统计学意义（P＝0.003）。

2.4 DMP-1的蛋白表达水平

细胞免疫荧光（见图 6）显示，两组细胞在胞浆部位均可见
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图 5 RT-PCR检测两组细胞 ALP、DSPP、OPN和 DMP-1 mRNA水平

Fig.5 The mRNA expression level of ALP, DSPP, OPN和 DMP-1 in two

different groups by RT-PCR

图 6细胞免疫荧光检测两组细胞 DMP-1的表达（× 100）

Fig.6 The expression of DMP-1 in two different groups by immunofluorescence (× 100)

图 4两组细胞茜素红染色的比较（× 40）

Fig.4 Comparison of the Alizarin red stain of cells between two different

groups (× 40)

明显的绿色荧光，说明 DMP-1表达在联合培养组中较强一些。

表 2两组细胞茜素红染色半定量数据

Table 2 The alizarin stain OD values of two different groups

Groups N x依s P

Coculture group 3 0.50± 0.04 >0.05

Culture group 3 0.53± 0.03

3 讨论

牙髓再生即通过体外在诱导细胞成牙本质向分化后，整合

入血管、神经等形成三维结构，移植到消毒的根管内并为其提

供血管和神经再生的微环境，使移植的组织生存并形成牙髓组

织，发挥牙髓该有的功能[11]。组织再生时往往是由多种细胞及

因子共同参与完成。因此在构建再生性组织时，应充分考虑与

生理状态的贴合[12]。用于牙髓再生的种子细胞很多，目前关注

最多的就是牙髓细胞 /牙髓干细胞[13]。本研究对牙髓细胞进行

三维培养，可观察到三维培养后的牙髓细胞具有成牙本质向 /

成骨向分化的能力，这与 2014年 Yamamoto等 [14]对牙髓细胞

三维培养后促进成牙本质向 / 成骨向分化的研究结果一致。

2018年 Itoh Y等[15]直接将无支架三维培养牙髓干细胞运用于

牙髓再生研究领域。

解决了牙髓再生过程中的三维结构及成牙本质向分化的

问题，接踵而至的问题就是血管及神经的再生。因此有学者提

出在细胞培养体系中引入血管内皮细胞 [16]，大量的研究关注

了 [17，18] 三维联合培养体系中促进血管形成。2019 年 de Cara

SPHM等[19]将根尖牙乳头干细胞和人脐静脉血管内皮细胞进

行联合培养，观察到血管新生。我们的前期实验也证实了三维
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联合培养 DPCs和 EPCs可观察到血管的新生。但是不同种类

的细胞联合培养体系也可能发现抑制细胞功能的作用。因此我

们提出了一个疑问：血管内皮细胞的加入是否会影响牙髓细胞

的成牙本质向 /成骨向分化能力？

本研究结果显示血管内皮细胞的加入将促进牙髓细胞的

成牙本质向 /成骨向分化能力。我们选用更适合牙髓再生的

DPCs与更适合血管再生的 EPCs进行三维联合培养对其成牙

本质能力从基因水平到细胞水平进行检测。结果发现联合培养

组和单独培养组茜素红染色均显示两者均可见矿化结节的产

生，说明两组均能向成牙本质方向分化。在基因水平检测了成

牙本质向 / 成骨向分化相关基因 ALP、DSPP、OPN 和 DMP-1

的表达。ALP[20]是成熟成骨细胞的标志性酶之一。有学者[21]认为

ALP 的活性是体外培养的牙髓细胞分化的一个重要标志。

DSPP[22]被认为是成牙本质细胞的特异性标志物。OPN[23]可以沉

积到基质中促进牙本质矿化，在黏附、重塑和骨整合等方面发

挥重要作用。DMP-1[24]参与调控成骨细胞和成牙本质细胞分化

并参与骨骼和牙本质的矿化。细胞免疫荧光结果和 RT-PCR结

果表明在联合培养的情况下，EPCs能通过直接接触 DPCs，促

进成牙本质向 / 成骨向分化的相关基因的表达，达到促进

DPCs成牙本质向 /成骨向分化的能力。这与 2017年 Jin GZ等
[25]研究结果一致，Jin GZ等观察到内皮细胞与牙髓干细胞的三

维联合培养体系中内皮细胞对牙髓干细胞的体外成骨能力具

有促进作用。与 2018年 Fan X等[26]研究结果一致，Fan X等观

察到人脐静脉内皮细胞与骨髓间充质干细胞的联合培养体系

中人脐静脉内皮细胞明显促进骨髓间充质干细胞的成骨分化

能力。而本研究区别于这两个研究的是，本研究使用的 EPCs

是一种更具有干性的血管内皮细胞，其细胞增殖率和细胞活性

均优于内皮细胞，且可分化成为成熟的内皮细胞[27，28]。并且本实

验三维联合培养体系使用的是无支架系统，能使得细胞与细胞

之间的接触更紧密[29，30]。

总而言之，本实验成功构建了 DPCs和 EPCs的三维联合

培养体系，且观察到该体系对成牙本质向 /成骨向分化能力具

有促进作用，但具体的机制有待进行进一步研究。结合前期研

究发现本研究构建三维联合培养体系也能促进血管形成。因此

可以认为，牙髓再生过程中，DPCs与 EPCs的三维联合培养体

系更接近牙髓组织的生理状态下细胞间相互作用，提示该体系

在牙髓再生的可能应用前景。
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