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Abstract 
Objective: To investigate the performance of combine collagen gen and ceramic bovine bone for 
human periodontal ligament stem cells. Methods: Human periodontal ligament stem cells were 
cultured in vitro. The subsequent cell passaging was conducted in conditioned medium containing 
dexamethasone, beta-sodium glycerophosphate and ascorbid acid. Then the human periodontal 
ligament stem cells were divided into two groups: one was cultured in BBC and the other was cul-
tured in LCM. Attachment was observed by SEM and proliferation was evaluated by cell counting, 
ALP was measured in vitro histochemical method, and differentiation was observed by HE stain 
after transplant into nude mice. Results: BBC improved the proliferation and differentiation of 
cells cultured in vitro, showing no difference in attachment between two groups. Conclusion: BBC 
can improve the proliferation and differentiation of human periodontal stem cells. 
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摘  要 

目的：分离培养人牙周膜干细胞(periodontal ligament stem cells，PDLSCs)，观察不同接种条件下成

牙能力。方法：体外培养人牙周膜干细胞，细胞与胶原凝胶混合，实验组，接种至陶瓷化骨(ceramic bovine 
bone, CBB)，对照组接种至冻干胶原膜(lyophilization collagen membrane, LCM)，矿化液连续培养2 w
后，移植入免疫缺陷小鼠皮下上，培养6周取材。扫描电镜观察与材料的贴附情况,细胞计数观察细胞在

材料上的粘附和增殖情况，组织化学方法检测不同支架上矿化培养后PDLSCs的碱性磷酸酶(ALP)。扫描

电镜观察体外培养条件下细胞附着，基质分泌，组织学观察牙周组织形成能力。结果：扫描电镜下可见

PDLSCs与CBB相容性好，细胞生长密集，长入向BBC空隙内，体内条件下，CBB组形成牙周膜–牙骨质复

合体结构，LCM组未形成牙周组织。结论：体内外培养条件下，CBB均具有较好诱导作用，是牙齿组织

再生研究的优势支架材料。 
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1. 引言 

支架，微环境是组织再生的重要条件，支架维持细胞增殖的特定空间，适合的支架有助于细胞附着、

增殖和分化，细胞与胞外基质相互依从、相互作用，才能维持细胞的正常形态并进行增殖、分化、迁移

和信号传导等一系列生命活动[1]。细胞外基质复杂网络的调控和牙本质表面的羟基磷灰石结构是牙根发

育期牙周膜干细胞分化的重要条件。牙周组织缺损时再生细胞失去了附着的支撑，研究适合的支架材料

和最佳的接种条件一直组织再生研究的主要内容之一，本组研究不同支架材料和接种条件对牙周膜干细

胞分化和形成牙齿组织的作用。 

2. 材料和方法 

2.1. 主要试剂和仪器 

DMEM 培养液、牛脑垂体提取物(BPE)、胎牛血清(Sigma 公司，美国)，倒置显微镜(Olympus 公司，

日本)，8-甘油磷酸钠(Sigma 公司，美国)，I 胶原酶、胰蛋白酶(Gibco 公司，美国)，超净工作台(苏州净

安泰空气技术有限公司)，CO2 孵箱(Heraeus 公司，德国)，高速低温离心机(Kubota2100 公司，日本)。 

2.2. 方法 

2.2.1. 样本采集 
样本取自 2012 年 10 月~11 月于广东医学院附属医院口腔科，因正畸治疗需要拔除的新鲜正常第一

前磨牙(患者年龄 11~14 岁，已获知情同意)。所有研究对象均无全身系统性疾病。 

2.2.2. 牙周膜细胞培养，方法同文献[2] 
将收集的牙齿在含 10%双抗的 DMEM 培养瓶，封瓶口后立即送往实验室。在超净工作台内用含双抗
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的 PBS 自根尖至牙冠反复冲洗，用锐利尖刀片充分刮除牙颈部牙龈组织，含双抗的 PBS 冲洗后，加入

0.25%胶原酶 5 ml，置 5% CO2，95%的湿度，37℃度的孵箱中消化 1 h，将液体移入另一离心管，终止消

化，1000 rpm 离心 6 min；原盛牙齿的离心管中重新加入 0.25%的胶原酶 5 ml，置 5% CO2、95%湿度、

37℃孵箱中消化 1 h，再将消化液移入第三支离心管，终止消化，1000 rpm 离心 6 min；原盛牙齿的离心

管中再重新加入 0.25%胶原酶 5 ml，置 5%的 CO2、95%的湿度、37℃孵箱中消化 1 h，终止消化，1000 rpm
离心。以上每次离心后的沉淀分别用 DMEM (含 20% FBS)重悬，在含 20%胎牛血清的 DMEM 培养基中

培养，3 d 后换液。原代细胞长满培养瓶底后，胰酶消化收集细胞。 

2.2.3. PDLSCs 分离培养，方法同文献[2] 
将对数生长其牙周膜细胞悬液有限稀释至密度为 10/ml，用加样器向 96 孔培养板每孔内加 0.15 ml，

使每孔 0.1 ml 细胞悬液中约 1 个细胞，经过 37℃、5% CO2 培养箱中培养，细胞贴壁后在倒置显微镜下

检查，挑选含单细胞孔，做标记并补加 0.1 ml 培养基，待孔中细胞增至占孔底面积 1/3~1/2 时，用消化法

移至 48 孔板、24 孔培养板、6 孔板中扩大培养，扩增单细胞来源细胞至 107 数量级。HE 染色观察单细

胞克隆来源细胞形态学特征；免疫细胞化学染色 CD146、STRO-1 表达鉴定干细胞特性[2]。 

2.2.4. 陶瓷化骨颗粒的准备 
将新鲜小牛肋骨切割成适当形状，经脱脂、脱蛋白，置于马沸炉中加温至 800℃，持续 3 h 后，放入

无菌器皿中备用。将制成的陶瓷化骨研成细小颗粒，消毒，备用。 

2.2.5. 胶原膜的准备 
本实验所用的生物膜为冻干胶原膜(第四军医大学口腔医院组织工程实验中心提供)，其成分主要为 I

型胶原，无菌条件下剪取 5 × 5 mm2 的方片，环氧乙烷熏蒸 4 h 备用。 

2.2.6. 细胞接种 
取 24 孔细胞培养板，每孔内放置事先预备好的盖玻片，消毒备用，其中 12 孔放置消毒好的 BBC 颗

粒(1~2) mm，将第三代细胞接种 BBC 上，其余 12 孔放入预先制备好的胶原膜，接种细胞作为对照组，

各组细胞均用矿化液连续培养。 

2.2.7. 扫描电镜观察细胞附着 
取空白材料及细胞接种复合培养 1 周时，各 1 块复合物物，30 g/L 戊二醛及 2%的四氧化锇双重固定，

脱水，醋酸异戊脂置换，干燥，喷镀金膜后扫描电镜观察。 

2.2.8. 细胞贴壁和增殖检测 
每组复合培养 1 周、2 周各取 3 块/3 孔，PBS 清洗，去除未贴壁细胞，用 0.25%胰酶消化，血球计数

板进行细胞计数，观察不同组和不同培养时间细胞黏附数量及增殖情况各组取平均值。 

2.2.9. ALP 检测 
每组复合物分别在培养 1 W，2 W 时各取 3 块/孔，0.25%胰酶消化，离心，计数，细胞调至 1 × 104/ml，

加入 96 孔板，每孔 100 ul，37℃，5% CO2 孵箱孵育 24 h，PBS 洗 3 次，每孔加入 0.1% Triton X-100 50 ul，
4 过液。每孔加入 ALP 抗体 100 ul，37℃/5% CO2 孵箱孵育 30 分钟，加 0.2 mol/L NaOH 50 ul 中止反应。

酶联免疫检测仪 410 nm 检测 OD 值。 

2.2.10. 两组细胞材料复合物体内移植 
将两组细胞支架复合物培养一周后即刻植入 6 周龄雌性 BALB/c 裸小鼠(中国医学科学院实验动物所

提供)皮下；对照组是将同量 CBB 与 LCM (第四军医大学组织工程中心)混合，植入相同条件的裸鼠皮下，
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无菌条件下切开裸鼠背部皮肤，潜行分离，制作皮下袋，分别植入实验组细胞材料复合体和对照组单纯

材料组，避免植入体位于切口正下方，缝合皮肤，消毒，根据接种不同细胞对裸鼠进行标记。每组标本

植入 6 只裸鼠，每个动物植入 4 个标本(植入实验已获广东医学院伦理委员会批准)。 

2.2.11. 取材及组织学观察 
术后 8 周取材，置于 40 g/L 的多聚甲醛中 4℃固定 24 h，甲酸－甲酸钠复合脱钙液 4℃脱钙 3~9 d，

常规脱水，石蜡包埋，连续切片(4~5 um)，HE 染色显微镜下观察，照相。 

3. 结果 

3.1. 细胞形态学观察结果 

人原代牙周膜细胞 2 h 即贴壁，部分出现集落生长，集落中央细胞呈多角形或长梭形，细胞较小，

排列紧密，集落边缘细胞呈梭型，细胞大且较长，细胞形态为梭型类似呈纤维样细胞。克隆分离的 PDLSCs
为长梭形，形态均一，克隆生长。 

3.2. 细胞材料复合物生长状况观察记录 

扫描电镜观察可见煅烧骨为多孔状结构，表面粗糙(见图 1)，I 型胶原膜为多孔网状结构(见图 2)，
PDLSCs 在两种支架材料上贴附生长伸展充分，细胞大部分为长梭形，生长旺盛，伸展充分(见图 3，图 4)，
在煅烧骨表面的细胞密度高，围绕孔壁并跨空隙并向空隙内生长，细胞间伸出突起相互连接，其间有明

显的基质分泌(见图 3)，在胶原膜表面的细胞伸展充分，细胞间伸出突起相互连接，其间有明显的基质分

泌，但细胞未深入膜的内部。(见图 4)。陶瓷化骨表面在扫描电镜下为微颗粒状，具有微孔。培养 1~2 d
时，细胞附着与材料的表面，形态多样，有多个突起，细胞跨越微孔表面或向孔内长入，培养 8 d 时细

胞连接成片呈多层生长，细胞接触紧密，部分区域有细胞外基质形成。而 CBB 复合胶原凝胶组细胞量明

显多于 LCM 组，细胞分泌的胞外基质较交 LCM 组多(见图 3、图 4)。 

3.3. 细胞的增殖特性测定 

从细胞计数结果直方图来看，细胞附着后可保持较长时间的分裂增殖，细胞数量在接种后 2 W 达到

最多，1 w 和 2 w 时细胞数 CBB 组均高于 LCM 组，而接种 72 小时细胞贴壁数差别不大(见图 5)。 

3.4. ALP 检测结果 

不同组中 PDLSCs ALP 表达均为阳性，结果如图 5，2 w 组明显高于 1 w 组(P < 0.05)，在两个时间点

上，CBB 组平均 OD 值在两个时间点上显著高于 LCM 组(P < 0.05)，如表 1 所示。 

3.5. 移植物体内观察结果 

两组均出现明显的基质沉积，但 CBB 基质的矿化程度较牙周膜干牙囊细胞组高，类似牙周膜牙骨质

复合体(见图 6、图 7)，未接种细胞的空白材料未见组织形成如图(见图 8)。LCM 组取材时未见移植物。 

4. 讨论 

种子细胞，支架材料和细胞生长的微环境是组织再生研究必须具备的条件。即使有了理想的种子细

胞，如果没有合适的载体或支架使细胞能在其上快速增殖并具有一定空间构架，组织的再生就难以实现。

正常组织是由细胞不断分泌细胞外基质支撑细胞，维持组织稳定，组织缺损时，基质破坏，细胞赖以生

存的空间改变，适宜的支架材料提供了细胞附着和增殖的空间，当细胞在特定的空间内增殖至一定密度， 
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Figure 1. SEM observing showed that LCM was poprous 
constructure 300 um 
图 1. 胶原膜的微孔结构 扫描电镜 300 um 

 

 
Figure 2. SEM observing showed that CBB was porous 
constructure 750 um 
图 2. CBB 的微孔结构 750 um 

 

 
Figure 3. SEM observing showed that PDLSC’s good 
condition in CBB with gel 25 um 
图 3. PDLSCs 在 CBB 的内生长，并伸出突起相互连接 
扫描电镜 25 um 
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Figure 4. SEM observing showed that PDLSC’s good condition in LCM 60 um 
图 4. PDLSCs 在胶原膜内生长，扫描电镜 60 um 

 

 
Figure 5. Counts of PDLSCs in two weeks in different scaffolds (107) 
图 5. PDLSCs 两种材料复合培养两周增殖结果(107) 

 

 
Figure 6. Cementum matrix formation in vivo by cultured PDLSCs ×100 
图 6. 移植物新生纤维紧绕基质样矿化组织(红色箭头所示为矿化基质，绿色为

CBB 降解后留的腔隙) ×100 
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Figure 7. Cementum matrix formation in vivo by cultured PDLSCs 
×200 
图 7. 移植物新生基质样矿化组织(红色箭头所示为矿化基质，

绿色为 CBB 降解后留的腔隙) ×200 
 

 
Figure 8. No new matrix formation in control ×200 
图 8. 未接种细胞的空白对照组无新生组织形成 ×200 

 
Table 1. Mean OD value of ALP in PDLSCs (x ± s) 
表 1. PDLSCs 表达 ALP 平均 OD 值 

组别 样本数 1 w 2 w 

CBB 3 0.38 ± 0.037 0.82 ± 0.003 

LCM 3 0.41 ± 0.063 0.61 ± 0.015 

 
细胞之间就会相互交通，分泌基质并开始分化。牙周炎和根尖周炎时，炎症介质和机体自身免疫导致牙

根和根尖周的牙周组织缺损，维持牙周组织稳定和平衡的牙周膜干细胞失去了生存的微环境，细胞赖以

附着的基质是主要因素之一，支架材料对种子细胞的支撑和诱导，以及支架材料的降解时间都是影响组

织再生尤为重要的因素，本实验观察了矿化液培养条件下 CBB 和 LCM 对人牙周膜干细胞增殖和分化的

体内外作用。 
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实验中我们发现，在以 CBB 为载体立体条件下，用矿化液连续培养 2 W，细胞 ALP 高于对照组。

细胞计数观察发现，实验组随培养时间延长，平均细胞数也高于对照组，这可能是由于 CBB 表面的空隙

结构密集，互相交通，增大了面积，细胞互相交通，相互接触，分泌基质。扫描电镜观察发现，两组细

胞生长状态均较好，细胞互相交通，但 CBB 组基质分泌较多，这可能与 CBB 表面的羟基磷灰石晶体结

构类似牙本质中的无机成分有关。牙本质是由羟基磷灰石和有机基质组成，牙本质是由成牙本质细胞分

泌，有矿物离子沉积其中，形成矿化的牙本质。本组实验采用的载体材料 CBB 主要成分是羟基磷灰石，

纯度高，X 射线能谱分析结果表明，CBB 钙磷原子数量比为 1.67，接近人骨钙磷比值[3]-[5]，比人工合

成的羟基磷灰石更有利于矿化组织细胞的生长和分化[6]。HANDA [7]等将牛牙周膜干细胞与羟基磷灰石

粉末混合后植入裸鼠皮下，六周后发现，只在羟基磷灰石的表面看到了牙骨质的形成，这可能是因为羟

基磷灰石是成牙骨质细胞的前体细胞附着的关键之一，混合牙周膜干细胞的羟基磷灰石小颗粒能够模拟

根部牙本质，使牙周膜干前体细胞附着于其上并向成牙骨质细胞分化，Pitaru 及其合作者曾报道牙骨质附

着蛋白与羟基磷灰石密切相关，在体内它具有吸引成牙骨质细胞群向根部牙本质上聚集的作用[8] [9]。
BSP 也与羟基磷灰石密切相关，具有使骨和血管形成的核心作用[10] [11]。因此，羟基磷灰石表面的 CAP
和 BSP 可以刺激成牙骨质细胞的前体细胞向该处迁移和附着，并向成牙骨质细胞分化，牙周膜干细胞在

羟基磷灰石表面的附着和其他信号会诱导 CAP 和 BSP 的表达，对其向成牙骨质细胞分化具有关键的作

用。 
前期的实验中我们发现[2]，分离的牙周膜干细胞具有成纤维和成骨细胞的表型特征，具有向成骨、

成牙骨质细胞分化的特定趋势。本组利用条件培养基培养条件下，细胞接种在 CBB 和 LCM 两种支架中，

接种时为了减少细胞的流失，保证支架上细胞的密度，我们先将高浓度细胞与与胶原凝胶混合，将细胞

凝胶接种至支架，这样增加了细胞的粘附，保证了细胞的高浓度接种。扫描电镜观察发现细胞之间相互

交通，紧密连接，密度较大，这位细胞分化创造了条件，尤其 CBB 组，可见细胞伸入材料的空隙，紧密

连接。培养液中维生素 C 是合成胶原和骨形成的必须物质；β 一甘油磷酸可提供有机磷；地塞米松不仅

能促进成骨细胞分化成熟，诱导成骨，还具有调节成骨样细胞产生胰岛素样生长因子，促进胶原合成，

刺激碱性磷酸酶(ALP)活性的作用。 
而 LCM 组表面细胞较密集，看不到材料内部空隙相互交通。同样诱导条件下，随时间推移，CBB

组的牙周膜干细胞增殖交 LCM 组明显 2 W 时达最高峰，ALP 也高于对照组，差异有统计学意义，提示

牙周膜干细胞的增殖、分化均与支架材料的表面结构密切相关。 
两组细胞支架复合物体内移植六月取材组织学观察发现，CBB 组材料表面形成类牙周膜牙骨质复合

体结构，而 LCM 组取材时未见移植物，推测原因，可能是 LCM 降解较早，未等 PDLSCs 基质分泌矿化，

支架材料降解，细胞失去了赖以附着的支撑物，流失和凋亡所致。牙骨质的形成是一个非常复杂的过程，

这一过程的发生受到胶原和非胶原蛋白、生长因子、磷酸盐、基质金属蛋白酶等多种细胞外基质分子网

络的调控[12]。本组设计观察了两种支架材料对细胞增殖和形成组织的影响。CBB 配合胶原凝胶更有利

于牙周组织的形成，是牙周组织再生研究的优良支架材料。 
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