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　　［摘要］　目的　对比研究人牙髓干细胞（ＤＰＳＣｓ）和根尖乳头干细胞（ＳＣＡＰ）的体外生长特性、增殖及矿化能力。方法　采用

酶消化法体外培养人ＤＰＳＣｓ和ＳＣＡＰ，诱导分化培养基诱导细胞成骨／成牙本质向分化，流式细胞仪检测特异性标记物，茜素红

染色检测矿化程度，逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）检测分化标记物表达。结果　人ＤＰＳＣｓ和ＳＣＡＰ为成纤维细胞样贴壁生长，ＳＣＡＰ增

殖率较高；两种细胞表达特异性间充质干细胞（ＭＳＣｓ）标记物：ＣＤ３４、ＣＤ４５（－），ＣＤ９０、ＣＤ１０５、ＣＤ１４６（＋），基质细胞抗原１

（ＳＴＲＯ１）、八聚体转录因子４（ＯＣＴ４）（＋），ＳＣＡＰ特异性标记物ＣＤ２４（＋）。成骨诱导３周可形成明显钙化结构，ＳＣＡＰ钙化能

力较强。成骨诱导２周２种细胞均可表达分化标记物：骨涎蛋白、骨钙素、牙本质涎磷蛋白，且随诱导时间表达逐渐增加。

结论　人ＤＰＳＣｓ和ＳＣＡＰ均具有间充质干细胞典型特征，可分化为成牙本质样细胞，是牙源性组织工程的可靠干细胞来源。

［关键词］　牙髓；干细胞；牙根尖；牙再矿化；组织工程

［中图分类号］　Ｒ７８１．３ ［文献标识码］　Ａ ［文章编号］　１６７１８３４８（２０１７）０５０５８６０４

犆狅犿狆犪狉犪狋犻狏犲犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狕犪狋犻狅狀狅犳狅狊狋犲狅／狅犱狅狀狋狅犵犲狀犻犮犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犻狅狀犮犪狆犪犫犻犾犻狋狔狅犳犺狌犿犪狀犱犲狀狋犪犾狆狌犾狆狊狋犲犿

犮犲犾犾狊犪狀犱狊狋犲犿犮犲犾犾狊犳狉狅犿犪狆犻犮犪犾狆犪狆犻犾犾犪犻狀狏犻狋狉狅


犜犪狀犡犻犪狅犫犻狀犵
１，犌狌狅犢狌１，犔犻狌犑犻犪１，犡狌犑犻狀犵狊犺狌

１，犇犪犻犙犻狀犵狔狌犪狀
２△

（１．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犆犪狉犻狅犾狅犵狔犪狀犱犈狀犱狅犱狅狀狋犻犮狊，狋犺犲犉犻狉狊狋狆犲狅狆犾犲′狊犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犢狌狀狀犪狀犘狉狅狏犻狀犮犲，犓狌狀犿犻狀犵，

犢狌狀狀犪狀６５００３２，犆犺犻狀犪；２．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犆犪狉犱犻狅犾狅犵狔，狋犺犲犉犻狉狊狋犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犓狌狀犿犻狀犵

犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犓狌狀犿犻狀犵，犢狌狀狀犪狀６５００３２，犆犺犻狀犪）

　　［犃犫狊狋狉犪犮狋］　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｇｒｏｗｔｈｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｏｓｔｅｏ／ｏｄｏｎｔｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｃａｐａｂｉｌｉｔｙｏｆ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓｆｒｏｍｈｕｍａｎｄｅｎｔａｌｐｕｌｐ（ｄｅｎｔａｌｐｕｌｐｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＤＰＳＣｓ）ａｎｄａｐｉｃａｌｐａｐｉｌｌａ（ｓｔｅｍｃｅｌｌｓｆｒｏｍａｐｉｃａｌｐａｐｉｌｌａ，ＳＣＡＰ）ｉｎ

ｖｉｔｒｏ．犕犲狋犺狅犱狊　Ｈｕｍａｎｄｅｎｔａｌｐｕｌｐａｎｄａｐｉｃａｌｐａｐｉｌｌａｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍｉｍｐａｃｔｅｄｔｈｉｒｄｍｏｌａｒｓｏｆｙｏｕｎｇｈｅａｌｔｈｙｄｏｎｏｒｓａｔ

ｔｈｅａｇｅｏｆｒｏｏｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅｔｙｐｅⅠａｎｄｄｉｓｐａｓｅｔｙｐｅⅡｔｏｄｅｒｉｖｅｐｒｉｍｉｔｉｖｅＤＰＳＣｓａｎｄＳＣＡＰ．Ｃｅｌｌｓ

ｗｅｒｅｔｈｅｎｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒｏｓｔｅｏ／ｏｄｏｎｔｏｎｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｂｙｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇβｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅａｎｄＫＨ２ＰＯ４．

Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｔｉｌｉｚｅｄｔｏｔｅｓｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｍａｒｋｅｒｓｏｆｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇＣＤ２４，ＣＤ３４，ＣＤ４５，ＣＤ９０，ＣＤ１０５，

ＣＤ１４６，ＳＴＲＯ１ａｎｄＯＣＴ４．ＡＲＳｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｉｓｐｌａｙｔｈｅｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄＲＴＰＣＲｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｏｆｂｏｎｅｓｉａｌｏｐｒｏｔｅｉｎ（ＢＳＰ），ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ（ＯＣＮ）ａｎｄｄｅｎｔｉｎｅｓｉａｌｏｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ（ＤＳＰＰ）．犚犲狊狌犾狋狊　ＢｏｔｈＤＰＳＣｓａｎｄＳＣＡＰｗｅｒｅ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒＣＤ９０，ＣＤ１０５，ＣＤ１４６，ＳＴＲＯ１ａｎｄＯＣＴ４，ｉｎｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｖａｒｙｉｎｇａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｃｅｌｌｔｙｐｅ，ｗｉｔｈｏｕｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ３４ｏｒ

ＣＤ４５．ＯｎｌｙＳＣＡＰｅｘｐｒｅｓｓｅｄＣＤ２４ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ．Ｂｏｔｈｃｅｌｌｓｆｏｒｍｅｄｏｒｇａｎｉｚｅｄｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｆｔｅｒ２ｗｅｅｋｓｏｆｉｎｄｕｃｔｉｏｎｉｎ

ｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ，ｗｉｔｈｍｏｒｅｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎｂｙＳＣＡＰａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｍａｒｋｅｒｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇＢＳＰ，ＯＣＮａｎｄＤＳＰＰ．

犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＨｕｍａｎＤＰＳＣｓａｎｄＳＣＡＰｐｏｓｓｅｓｓｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＭＳＣｓａｎｄｃｏｕｌｄｂｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｉｎｔｏｏｄｏｎｔｏｎｂｌａｓｔｌｉｋｅｃｅｌｌｓｉｎ

ｖｉｔｒｏ．Ｂｏｔｈｃｅｌｌｓａｒｅａｐｐｒｏａｃｈａｂｌｅｓｔｅｍｃｅｌｌｓｏｕｒｃｅｓｆｏｒｄｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｄｅｎｔａｌｐｕｌｐ；ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｔｏｏｔｈａｐｅｘ；ｔｏｏｔｈｒｅｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ；ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ

　　间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）具有自我

更新能力和多向分化潜能，能分化为成骨细胞、脂肪细胞、软骨

细胞等［１］。ＭＳＣｓ能进入生物材料内部生长、分化，可修复缺

损组织［２］。骨髓 ＭＳＣｓ（ＢＭＭＳＣｓ）是组织工程最为可靠的干

细胞，但获取困难，细胞数量及增殖能力有限，限制了其进一步

应用［３］。最近人们成功从牙组织中分离出多种 ＭＳＣｓ：首先是

牙髓干细胞（ｄｅｎｔａｌｐｕｌｐｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＤＰＳＣｓ）
［４］；其后又发现另

一种特性的 ＭＳＣｓ：根尖乳头干细胞（ｓｔｅｍｃｅｌｌｆｒｏｍａｐｉｃａｌｐａ

ｐｉｌｌａ，ＳＣＡＰ）
［５］。与ＢＭＭＳＣｓ相比，牙源性 ＭＳＣｓ易于获取，

增殖速率高，体外蛋白表达模式相似，有多向分化潜能，牙源性

ＭＳＣｓ（包括ＤＰＳＣｓ、ＳＣＡＰ）均可在体外分化为成牙本质细胞，

植入免疫缺陷小鼠皮下可形成牙髓牙本质样复合体组织
［６７］。

ＤＰＳＣｓ和ＳＣＡＰ来源组织结构相似、位置相邻，即牙髓和

根尖乳头组织。两种细胞虽然有相同特征，但二者遗传特性不

同，有不同基因和蛋白表达模式，在不同微环境中功能也不

同［８］。本研究通过体外对比研究ＤＰＳＣｓ和ＳＣＡＰ成骨／成牙

本质分化能力，以了解不同牙源性 ＭＳＣｓ的生物特性，为进一

步牙髓再生研究提供研究基础和理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂　基础培养基（αＭＥＭ）、Ⅰ型胶原酶、ＦＩＴＣ

结合ＣＤ２４／３４／４５／基质细胞抗原１（ＳＴＲＯ１）（小鼠抗人单抗）

购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＦＢＳ购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，Ⅱ型

中性蛋白酶购自瑞士 Ｒｏｃｈｅ公司，７０μｍ细胞滤网购自美国

ＢＤ公司，成人 ＭＳＣｓ成骨诱导分化培养基购自广州赛业生物

科技公司，ＰＥ结合ＣＤ９０／１０５／１４６／八聚体转录因子４（ＯＣＴ

４）（小鼠抗人单抗）购自美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，总ＲＮＡ提取试
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剂盒购自德国Ｑｉａｇｅｎ公司，ｃＤＮＡ合成试剂盒／ｉＴａｑＤＮＡ聚

合酶／ｄＮＴＰ混合物购自美国ＢＩＯＲＡＤ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞分离培养　收集阻生拔除的下颌第三磨牙（＜２０

岁），无菌工作台内切取根尖孔外乳头组织；釉牙骨质界处做一

环形切口，分离暴露髓腔，３０＃ ｋ锉取出牙髓组织。充分剪

碎，３７℃、Ⅰ型胶原酶（３ｍｇ／ｍＬ）与Ⅱ型中性蛋白酶（４ｍｇ／

ｍＬ）混合液内振荡孵育６０ｍｉｎ，离心，弃上清液，加入αＭＥＭ

完全培养基（αＭＥＭ ＋１５％ＦＢＳ＋１％谷氨酰胺＋１％青／链

霉素），过７０μｍ细胞滤器得到单细胞悬液，加入适量完全培

养基，３７℃、５％ＣＯ２ 恒温箱内常规培养。第２天换液，常规培

养，每日倒置相差显微镜下观察。细胞９０％融合后传代培养，

第２～５代细胞用于实验。细胞计数：两种细胞接种于６孔板

（２×１０５／孔），每２４小时计数细胞，共培养９６ｈ，绘制细胞生长

曲线。本实验所有操作均符合云南省第一人民医院伦理委员

会标准，并取得患者书面同意。

１．２．２　成骨／成牙本质诱导　第３代ＤＰＳＣｓ、ＳＣＡＰ接种于６

孔板（２×１０４／ｃｍ２），第２天换为成骨诱导分化培养基（αＭＥＭ

完全培养基＋１０ｍｍｏｌ／Ｌβ磷酸甘油＋０．１μｍｏｌ／Ｌ地塞米

松＋５０μｍｏｌ／Ｌ抗坏血酸），３７℃、５％ ＣＯ２ 常规培养，每２～３

天换液，共诱导３周。每周处理：弃原液，ＰＢＳ清洗，４％甲醛室

温固定１５ｍｉｎ，１％茜素红（美国Ｓｉｇｍａ公司）室温染色２０ｍｉｎ，

ＰＢＳ清洗，倒置相差显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＣＫＸ４，日本）下，观察矿

化情况，计算矿化比例。同等数量的ＤＰＳＣｓ和ＳＣＡＰ接种于６

孔板内常规培养，作为正常对照。

１．２．３　细胞特异性标志物检测　收集第３代ＤＰＳＣｓ、ＳＣＡＰ，

ＤＰＢＳ冲洗，加入流式缓冲液吹打，再加入１０μＬ相应抗体

（ＣＤ２４、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ９０、ＣＤ１０５、ＣＤ１４６、ＳＴＲＯ１），室温避

光孵育３０ｍｉｎ；加入１％ ＰＦＡ，上机检测。ＯＣＴ４、ＩｇＧ２ａｋＰＥ

抗体处理：４％ＰＦＡ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）固定液、室温避光孵

育２０ｍｉｎ，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，加入１×细胞打

孔液，室温避光孵育１０ｍｉｎ，同样条件离心、弃上清液，加入对

应抗体１０μＬ，再加入ＤＰＢＳ混匀，室温避光孵育３０ｍｉｎ，加入

１％ＰＦＡ液，流式细胞仪（美国贝克曼）检测，Ｓｕｍｍｉｔ５．１软件

分析数据。

１．２．４　细胞成骨诱导分化标志物检测　成骨诱导２周后收集

两种细胞，总ＲＮＡ试剂盒提取ＲＮＡ，取５μＬＲＮＡ，紫外分光

光度机（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）测量浓度，２０μＬ体系逆转录试剂

盒合成单链ｃＤＮＡ，反应条件：２５℃５ｍｉｎ，４２℃３０ｍｉｎ，８５℃

５ｍｉｎ，４℃保存。检测３个相关基因：骨涎蛋白（ｂｏｎｅｓｉａｌｏｐｒｏ

ｔｅｉｎ，ＢＳＰ）、骨钙素（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＯＣＮ）、牙本质涎磷蛋白（ｄｅｎｔｉｎ

ｓｉａｌｏｐｈｏｓｐｈｏｐｒｅｔｅｉｎ，ＤＳＰＰ），ＧＡＰＤＨ 为管家基因。根据目的

基因设计引物（表１）。ＰＣＲ反应程序：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，

５５℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，循环３５次；７２℃７ｍｉｎ，４℃保存。电

泳检测、成像。

１．３　统计学处理　ＳＰＳＳ１２．０软件进行分析，两两比较用狋检

验，检验水准α＝０．０５。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞形态和生长特性　分离培养１ｄ即可看到单个细胞

贴壁生长，第４天形成克隆生长，ＳＣＡＰ需５～６ｄ铺满培养瓶，

ＤＰＳＣｓ要１０ｄ形成单细胞层铺满。ＤＰＳＣｓ细胞为纺锤形、多

角形或长梭形，形态较大，而ＳＣＡＰ细胞形态较小，多为成纤维

细胞样或星形，有许多胞质突或伪足，很快形成致密单细胞层。

结果显示ＤＰＳＣｓ和ＳＣＡＰ表现有不同增殖率，相应细胞生长

曲线也说明这一点（图１）。

　　Ａ、Ｂ、Ｃ：下颌第三磨牙牙髓和根尖乳头组织；Ｄ：细胞生长曲线；Ｅ：ＤＰＳＣｓ第４天（Ｐ０，１００×）；Ｆ：ＤＰＳＣｓ第１０天（Ｐ０，１００×）；Ｇ：ＳＣＡＰ第４天

（Ｐ０，１００×）；Ｇ：ＳＣＡＰ第１０天（Ｐ０，１００×）。

图１　　人ＤＰＳＣｓ和ＳＣＡＰ原代培养（ＯｌｙｍｐｕｓＣＫＸ４１倒置相差显微镜）

２．２　细胞体外矿化　成骨／成牙本质诱导１周即观察到单层

细胞边缘开始聚集并形成高密度团，ＳＣＡＰ主要从周边向中央

迁移形成细胞团，ＤＰＳＣｓ整层细胞卷曲形成细胞团，同时有明

显矿化结构形成。随着诱导时间延长，矿化结构逐渐增多，３

周后两种细胞都观察到大量棕红色钙化物，诱导分化早期ＤＰ

ＳＣｓ矿化结构形成较多，后期二者矿化比例相似，但ＳＣＡＰ钙

化物密度明显要高，同时对照组内也出现极少量钙化结构（见

图２、表２）。
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　　Ａ：ＤＰＳＣｓ诱导３周后（２００×）；Ｂ：ＤＰＳＣｓ对照组（１００×）；Ｃ：ＳＣＡＰ诱导３周（２００×）；Ｄ：ＳＣＡＰ对照组（１００×）。

图２　　人ＤＰＳＣｓ和ＳＣＡＰ诱导矿化组织染色（ＯｌｙｍｐｕｓＣＫＸ４１倒置相差显微镜）

表１　　ＢＳＰ、ＯＣＮ及ＤＳＰＰ上下游引物碱基序列

基因 引物序列（５′３′）

ＢＳＰＦ ＡＴＧＧＡＧＡＧＧＡＣＧＣＣＡＣＧＣＣＴ

ＢＳＰＲ ＧＧＴＧＣＣＣＴＴＧＣＣＣＴＧＣＣＴＴＣ

ＯＣＮＦ ＧＡＣＴＧＴＧＡＣＧＡＧＴＴＧＧＣＴＧＡ

ＯＣＮＲ ＡＡＧＡＧＧＡＡＡＧＡＡＧＧＧＴＧＣＣＴ

ＤＳＰＰＦ ＧＧＧＡＣＡＣＡＧＧＡＡＡＡＧＣＡＧＡＡ

ＤＳＰＰＲ ＴＧＣＴＣＣＡＴＴＣＣＣＡＣＴＡＧＧＡＣ

ＧＡＰＤＨＦ ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴ

ＧＡＰＤＨＲ ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ

表２　　ＤＰＳＣｓ和ＳＣＡＰ不同时间矿化组织比例分析（％）

时间
ＤＰＳＣｓ

诱导 未诱导

ＳＣＡＰ

诱导 未诱导

第１周 １０～２０ ＜５ ５～１０ ＜５

第２周 ６０～７０ ＜５ ５０～６０ ＜５

第３周 ８０～９０ ＜５ ８０～９０ ＜５

２．３　细胞特异性标志物　流式细胞检测结果显示 ＤＰＳＣｓ、

ＳＣＡＰ均不表达ＣＤ３４、ＣＤ４５，几乎１００％ＤＰＳＣｓ、ＳＣＡＰ均为

ＣＤ９０、ＣＤ１０５阳性，ＣＤ１４６染色均为强阳性（分别为２８．４％、

５４．８％）。细 胞 多 潜 能 标 记 物 ＳＴＲＯ１（分 别 为 ２８．３％、

１２．４％），ＯＣＴ４（分别为 ４３．６％、５８．０％）染色均为阳性。

ＳＣＡＰ表达特异性标记物ＣＤ２４（１０．９％），而ＤＰＳＣｓ没有表达

（图３）。

图３　　人ＤＰＳＣｓ和ＳＣＡＰ特异性标志物流式检测

２．４　细胞分化标记物表达　ＤＰＳＣｓ、ＳＣＡＰ诱导第１周两种

细胞即均有分化标记物的表达：ＢＳＰ（３２２ｂｐ左右）、ＯＣＮ（１４０

ｂｐ左右）和ＤＳＰＰ（２２６ｂｐ左右）。随着诱导时间的延长，各标

记物表达量明显增加。ＤＰＳＣｓ未诱导组第１和２周时也见

ＢＳＰ、ＤＳＰＰ和 ＯＣＮ 的少量表达，ＳＣＡＰ未诱导组的ＤＳＰＰ有

少量表达（图４）。

图４　　ＲＴＰＣＲ检测ＤＰＳＣｓ和ＳＣＡＰ诱导不同

时间后ＢＳＰ、ＤＳＰＰ及ＯＣＮ的表达

３　讨　　论

　　本研究采用酶消化法进行人ＤＰＳＣｓ和ＳＣＡＰ的原代分

离，酶消化法理论上会释放组织内包含的所有细胞，来自于血

管周围微环境中的成纤维样细胞、不成熟干／祖细胞、内皮细胞

和周细胞会贴壁生长，血细胞和碎屑则随细胞换液而去除［９］。

牙髓组织属于疏松结缔组织，牙根尖乳头组织是根部牙髓组织

的前体组织，两种组织之间有一层富集细胞层，酶消化法得到

的ＤＰＳＣｓ和 ＳＣＡＰ均可形成具有不同特征的克隆形成单

位———成纤维细胞（ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＣＦＵＦｓ），

在同一克隆内有不同大小和形态的细胞，其重要特性之一就是

成牙本质细胞分化潜能［１０］。因此有必要指出，与其他研究者

相同［１１１２］，本研究中人ＤＰＳＣｓ和ＳＣＡＰ也非纯干细胞培养，主

要混杂有血干／祖细胞及少量其他成纤维样细胞，但两种细胞

均取自同一个牙齿，在同样环境下培养，将同样的细胞混杂因

素考虑在内，对本实验对比结果并无影响。目前仍没有一个或

几个标记物可以特异性鉴定人 ＤＰＳＣｓ和ＳＣＡＰ，主要参照

ＢＭＭＳＣｓ的鉴定标准，并结合细胞多向分化潜能及牙源性特

异性标记物ＤＳＰＰ的表达。两种牙源性 ＭＳＣｓ的具体定位尚

不十分清楚，可能位于血管周及神经鞘周［１３］。

本研究结果显示，ＳＣＡＰ细胞为小圆形、纺锤形，体外矿化

能力强，可能是由于根尖乳头组织尚未完全发育，与ＤＰＳＣｓ相

比，ＳＣＡＰ表现为更高的增殖率。ＣＤ３４和ＣＤ４５选择性表达

于哺乳动物造血干／祖细胞或所有白细胞表面。本研究 ＤＰ

ＳＣｓ和 ＳＣＡＰ均不表达 ＣＤ３４、ＣＤ４５，说明无血细胞污染。

ＣＤ９０、ＣＤ１０５为人 ＭＳＣｓ特异性标记物，本实验 ＤＰＳＣｓ和

ＳＣＡＰ几乎均为ＣＤ９０、ＣＤ１０５阳性，纯度很好。ＣＤ２４是人根

尖乳头干细胞特异性标记物，表达率为３．２％～１５．３％，在其

他 ＭＳＣｓ中没有表达，包括ＤＰＳＣｓ，本研究ＳＣＡＰ的ＣＤ２４表

达率为１０．９％，与Ｂａｋｏｐｏｕｌｏｕ等
［１４］研究结果一致。ＣＤ１４６、

ＳＴＲＯ１均为 ＭＳＣｓ表面标志物，与细胞分化潜能有关，本实

验两种牙源性ＭＳＣｓ细胞ＣＤ１４６、ＳＴＲＯ１均为阳性，说明ＤＰ

ＳＣｓ和ＳＣＡＰ有良好的自我更新能力和分化潜能，与Ｂａｋｏｐｏｕ

ｌｏｕ等
［１５］研究结果一致。本研究还检测了与干细胞维持自我

更新能力有关的胞内标记物 ＯＣＴ４的表达情况，结果进一步

说明了两种细胞的自我更新能力。

ＤＰＳＣｓ和ＳＣＡＰ成骨／成牙本质诱导３周后均能形成矿
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化小节及三维矿化结构。成骨／成牙本质诱导液中添加成分在

胞外基质矿化过程中发挥重要作用。地塞米松与β磷酸甘油、

抗坏血酸体外协同作用可促进 ＭＳＣｓ分化为成骨／成牙本质

系，其适宜浓度为１０～１００ｎｍｏｌ／Ｌ
［１６］。β磷酸甘油在矿化过

程及成骨细胞活性调整方面起到重要作用，其功效与成骨／成

牙本质细胞高碱性磷酸酶（ＡＬＰ）活性密切相关，β磷酸甘油与

ＫＨ２ＰＯ４ 同时提供有机和无机磷酸根离子以促进生物矿

化［１７］。细胞迁移和矿化结构形成也出现在正常对照组中，但

数量非常少，因为缺乏有机和无机磷酸根离子的来源。

ＤＰＳＣｓ和ＳＣＡＰ诱导１周和２周后，成骨／成牙本质系分

化标记物检测均有表达，包括ＢＳＰ、ＯＣＮ、ＤＳＰＰ，且随着诱导时

间延长，各标记物表达量明显增加，与文献［１８１９］研究结果一

致。ＢＳＰ是主要的骨胞外基质涎蛋白，其表达与基质沉积同时

出现，与矿化过程密切相关；ＯＣＮ是成骨细胞分化晚期标志

物，其出现提示基质沉积的开始［１８］。ＤＳＰＰ是 ＤＳＰＰｍＲＮＡ

初始翻译产物，随后分为牙本质磷蛋白和牙本质涎蛋白，是牙

源性组织的特异性标记［１９］。ＤＳＰＰ在牙本质形成过程中起关

键作用，是成牙本质分化的相对特异性标记物。

本研究得到的 ＤＰＳＣｓ和ＳＣＡＰ能分化为成牙本质样细

胞，具有迁移和矿化能力，可在体外形成有序矿化结构，为了解

牙源性 ＭＳＣｓ生物特性提供了实验证据，有助于牙源性干细胞

用于牙髓再生等方面的研究。如何联合应用牙源性 ＭＳＣｓ、生

物可吸收性支架（如聚乳酸羟基乙酸共聚物、多肽凝胶等）、生

长因子（如骨形态发生蛋白家族、趋化因子等）诱导牙髓再生是

下一步的研究方向。
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［６］ＬｅｉＭ，ＬｉＫ，ＬｉＢ，ｅｔａｌ．Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｃｈａｒａｃｔｅｒ
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ａｆｔｅｒｉｎｖｉｖｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ，２０１４，３５

（２４）：６３３２６３４３．

［７］ ＴｒａｎＨＬＢ，ＤｏａｎＶＮ．Ｈｕｍａｎｄｅｎｔａｌｐｕｌｐｓｔｅｍｃｅｌｌｓｃｕｌ
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ｌｉｋｅｔｉｓｓｕｅｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．ＣｅｌｌＴｉｓｓｕｅＢａｎｋ，２０１５，１６（４）：５５９

５６８．

［８］ ＳｙｅｄＰｉｃａｒｄＦＮ，ＤｕＹ，ＬａｔｈｒｏｐＫＬ，ｅｔａｌ．Ｄｅｎｔａｌｐｕｌｐ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ：ａｎｅｗｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｓｏｕｒｃｅｆｏｒｃｏｒｎｅａｌｓｔｒｏｍａｌｒｅ

ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＳｔｅｍＣｅｌｌＴｒａｎｓｌＭｅｄ，２０１５，４（３）：２７６

２８５．

［９］ ＧａｒｇＡ，ＨｏｕｌｉｈａｎＤＤ，ＡｌｄｒｉｄｇｅＶ，ｅｔａｌ．Ｎｏｎｅｎｚｙｍａｔｉｃ

ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓｉｍ
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ｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｙｔｏｔｈｅｒａｐｙ，２０１４，１６（４）：

５４５５５９．

［１０］ＨｕａｎｇＧＴ，ＧｒｏｎｔｈｏｓＳ，ＳｈｉＳ．Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

ｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｄｅｎｔａｌｔｉｓｓｕｅｓｖｓ．ｔｈｏｓｅｆｒｏｍｏｔｈｅｒｓｏｕｒｃｅｓ：

ｔｈｅｉｒｂｉｏｌｏｇｙａｎｄｒｏｌｅｉｎｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｍｅｄｉｃｉｎｅ［Ｊ］．ＪＤｅｎｔ

Ｒｅｓ，２００９，８８（９）：７９２８０６．
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（１０）：１５４５１５５３．
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ＳＴＲＯ１（ｐｏｓ）／ＣＤ１４６（ｐｏｓ）ａｐｉｃａｌｐａｐｉｌｌａｓｔｅｍｃｅｌｌｓｅｎ

ｒｉｃｈｅｄｗｉｔｈｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．ＡｒｃｈＯｒａｌＢｉｏｌ，２０１３，５８

（１０）：１５５６１５６８．
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