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体外组织培养模式的构建及转化生长因子促进 

牙髓细胞向成牙本质细胞诱导分化的研究 
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【摘要】 目的 通过构建体外组织培养模式，观察牙髓细胞向成牙本质细胞诱导分化的潜力及转化生长因子 
一

61(TGF一61)的促进作用。方法 获取人第三磨牙牙髓组织，剪碎后与牙本质陶瓷粉(CDP)及 2 btg／mL TGF一61混 

合，将混合物以骨基质明胶(BMG)为载体构建牙髓组织培养模型，在培养 3、7、14和 21 d后，通过 HE和组织特异 

性染色鉴定有无骨一牙本质基质成分形成，免疫组化检测细胞有无牙本质特异性蛋白——牙本质涎蛋白(DSP)的表 

达。结果 牙髓组织经 TGF一61诱导培养后可进一步矿化，甲苯胺蓝和 Mallory染色表明在牙髓组织的中心出现 

骨一牙本质样基质的沉积，免疫组化检测牙髓细胞开始出现 DSP的表达。结论 成功构建体外牙髓组织培养模型， 

该模型能维持牙髓细胞的生长和存活，可用于体外对牙髓细胞的诱导分化观察；该模型模式下TGF一61可明显促进 

牙髓细胞向成牙本质细胞的分化诱导潜能。 
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Construction of Tissue Culture M odel in vitro and Investigation of Transforming Growth Factor Promoting Pulp 

Fibroblast to Differentiate into the Odontoblast N1E Xin，J I N Yan，LONG Jie，W U Ling．J1NG Wei．LI N 

Yun—feng，丁，AⅣ Wei—dong ． State Key Laboratory of Oral Dsieases。West China Stomatological Hospital， 

Sichuan University，Chengdu 610041，China 

[Abstract] Objective To construct the tissue culture model in vitro，and investigate the potential of 

dental pulp fibroblast differentiating into the odontoblast and the promoting role of transforming growth factor 61 

(TGF-~31)on it．Methods Human pulps were cultured for 3，7，14 and 21 days on bone matrix gelatin(BM G)in 

DMEM cultural medium supplemented with TGF一61．The characteristics of matrix were studied through toluidine 

blue and Mallory stain． Meanwhile，the expression of dentin salivary protein (DSP)on the pulp cells was 

investigated with immunohistochemical staining．Results This experiment found that the pulp tissue in vitro 

were able tO develop into more progressive stage，and some pulp fibroblast cells tO differentiate into odontoblast- 

like cells．Toluidine blue and Mallory staining analysis revealed the localized deposition of mineralized bone—dentin 

matrix that was detected at the site of dental pulp cells． Immunohistochemical analysis proved that the DSP 

synthesized in these cells with the presence of TGF一61．Conclusion The results demonstrate that this culture 

condition can maintain the phenotype of human pulp tissue．The model of organ culture is suitable tO study the 

development of pulp tissue in vitro．TGFq31 can promote the potential of pulp cell into odontoblast，which 

provides an academic basis for tooth repair and regeneration． 
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研 究 表 明，转 化 生 长 因 子一61(tansforming 

growth factor一61，TGF一61)在牙齿发育和牙髓损伤 

修复过程中发挥重要功能，能促进体外培养的人牙 

髓细胞 的增殖、游走和基质的分泌L1 ]，同时可影响 

牙髓细胞碱性磷酸酶的表达，在牙本质形成期以旁 

分泌和 自分泌的形式调控成牙本质细胞的分化[3]。 

但这些研究主要是通过体外常规细胞培养技术来模 

拟体内环境，且牙髓细胞是沿一个平面生长。这种模 

式不利于细胞形态 和功能的展现 ，也影响了组织结 

构的完整性及细胞间的相互调控。因此 ，本研究通过 
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组织培养的方法模拟体内环境，检测了TGF一61对 

牙髓成纤维细胞的分化诱导潜能。 

l 材料与方法 

1．1 材料 

I型胶 原 酶 (GIBCO，美 国)；DMEM 培养 基 

(GIBCO，美 国)；小 牛 血 清 (郑 州 佰 安)；TGF一61 

(Sigma，美 国)；牙 本 质 涎 蛋 白 (dentin salivary 

proteins，DSP)抗体(第四军医大学组织工程中心 

惠赠)；ABC免疫组化试剂 盒(DAKo，美 国)；牙本 

质陶瓷粉(ceramic dentine powder，CDP)由新西兰 

兔牙本质经去脂、去蛋 白，800℃煅烧而 成；骨基质 

明胶 (bone matrix gelatin，BMG)由 SD大 鼠的股 

骨干经氯仿／甲醇脱脂，0．4 mol／L HCL脱钙，用盐 
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酸胍充分浸泡以去除活性因子后制作为半圆形。 

1．2 牙髓细胞的组织培养模式 

取拔除的人第三磨牙，剪去残余组织，取出牙髓 

组织并在超净台内用 PBS冲洗 4～5次，0．25 胰 

蛋白酶消化 10 min，用 PBS冲洗 4～5次，剪成约 1 

mm。大小。将 10 mg CDP、2~g／mL TGF— 1与牙髓 

组织混合(TGF— 1组)，然后将混合物置于BMG的 

凹面 ，并一起放在 6孔培养皿内的不锈钢 网支架上 。 

用含 10 胎牛血清的完全 DMEM 培养液在孵箱内 

培 养 ，隔 日换液 。对照组采用 DMEM 培养 液代替 

TGF— 1进行混合。 

1．3 观察指标 

将组织培养的次 日定为第 1 d，分别于第 3 d、7 

d、14 d及 21 d取标本 固定于 40 g／I 多聚 甲醛 ，常 

规脱钙、石蜡包埋 、切片 ，片厚 5／．tm，分别进行 HE 

染色、甲苯胺蓝染色、Mallory三色法染色进行组织 

学观察和 ABC免疫组织化学分析。 

1．3．1 组织学观察 甲苯胺蓝染色及 Mallory三 

色法染色参照文献[3]。甲苯胺蓝染色：BMG主要为 

胶原基质组成 ，与苯胺蓝结合后为深蓝色，骨和牙本 

质基质具有一定的异质性，可 出现紫兰色改变。 

Mallory三色法染色：BMG为深蓝色，细胞核与酸 

性复红结合为鲜红色，骨一牙本质样物质含有大量的 

骨胶原 和糖蛋 白，两者 与苯胺蓝一橘 黄结合为淡蓝 

色 ，牙髓基质为粉红或橘红色。显色满意后梯度 乙醇 

系列脱水，二甲苯透明，树胶封片。 

1．3．2 免疫组化分析 实验步骤按试剂盒说明书 

进行。一抗滴度为 1：100。用 0．Ol mol／L PBS缓冲 

液替代一抗为阴性对照 。细胞 内出现棕黄色颗粒表 

示有 DSP阳性表达。 

2 结果 

2．1 HE染色结果 

培养后第 3 d，可见 BMG为嗜伊红的均质状组 

织，无细胞结构。CDP为蜂窝状，细胞间胞外基质分 

泌增多。培养后第 7 d，部分牙髓细胞数量增多并聚 

集在一起，细胞体积增加，胞核变大；牙本质样均质 

状物质增 多，其 间可见稀疏分布的 圆形、梭形细胞 。 

培养第 14、21 d，牙髓组织可分为两部分 ：细胞成分 

较多、胞核小、细胞 间质少的细胞 聚集 区和胞核大、 

有较长的突起 、细胞被基质包埋的基质形成区，该区 

主要表现为骨一牙本质样组织的沉积 。对照组基质形 

成不明显，而 TGF— 1组可见细胞在牙本质样组织 

周围呈平行排列，胞浆突人基质内。 

2．2 甲苯胺蓝和 Mallory三色法染色结果 

甲苯胺蓝染色显示深蓝色 BMG呈弧形包绕牙 

髓细胞及 CDP，随培养时间的延长，细胞逐渐聚合 

形成牙髓并将CDP推移到外周，加入 TGF— 1后第 

7 d可见牙本质样均质状物质增多，但染色不明显， 

第 14 d后牙髓组织 中央出现紫兰色均质样组织 ，从 

而证实有新生骨一牙本质样基质形成 (图 1)；而对 照 

组在整个培养过程无 明显改变。Mallory三色法显 

示模式基本与 甲苯胺蓝相似 ，加入 TGF— 1第 14 d 

后牙髓组织 中央出现淡蓝色骨一牙本质样均质组织 ， 

外周可见粉红色牙髓基质(图 2)；而对照组在整个 

培养过程无 明显改变 。 

2．3 免疫组化结果 

加入 TGF— 1后，培养第 7 d组织培养模式下 

部分牙髓成纤维细胞开始出现 DSP的表达 。随着时 

间的延 长 ，DSP表达 阳性细胞逐 渐增 多 ，表 达强度 

圈1 甲苯胺蓝染色可见紫兰色的新生骨一牙本质样基质形成。甲苯胺兰染色 ×40 圈2 Mallory三色法可见淡蓝色骨一牙本质样均质 

组织和粉红色牙■基质。Mallory三色法 ×40 圈3 免疫组化染色可见骨一牙本质样组织内细胞出现 DSP的裹达。ABC ×40 

Fig 1 Toluidine blue staining proved that the weak violet staining persist in the bone-dentin matrix．Toluidine blue staining × 40 Fig 

2 Modified Mallory’s staining further proved that the bone—dentin matrix element stained blue-green adjacent to pulp tissue stained pink． 

M od ified Mallory ’s staining ×40 Fig 3 Immunohistochemicai anaiysis dem0n窖trated the expression of DSP in these cells within bone- 

dentin like tissue．ABC × 40 
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也明显增加，其中骨一牙本质样组织内细胞 DSP表 

达较为明显 (图 3)；而对 照组仅有少量淡棕色 阳性 

细胞散在于牙髓组织中。 

3 讨 论 

牙髓组织主要 由牙髓细胞组成，其外侧为成牙 

本质细胞并被牙本质包绕 。单一的细胞培养并不能 

完全模拟牙髓的三维环境，本实验采用 BMG作为 

载体 ，并去除活性因子以减少对牙髓组织的影响，该 

组织培养方法经 Trowel型培养支架改 良而成 ，即 

将 BMG置于不锈钢金属网架上，牙髓细胞在 BMG 

上培养。但以不浸没组织为宜，以使组织获得较高的 

氧分压[4]。此外，采用的 CDP具有很多孔隙，成蜂窝 

状 ，可为生长因子提供缓释作用。HE染色结果显示 

牙髓细胞生长 良好 ，在外源因素 的刺激下可出现细 

胞游走加快，形态发生改变，胞浆和胞核明显变大。 

与常规培养 相 比更符合牙髓细胞在体 内的生 长状 

况，这对于观察牙髓细胞的游走、性状及生长因子的 

诱导具有重要意义 。牙髓组织培养的成功建立 ，为研 

究牙髓细胞的诱导分化提供 了一个理想的模型 。 

TGF— 1是一类具有多种生物学功能的细胞 因 

子之一，对许多器官和组织的生长和分化起着重要 

作用 ，能刺激或抑制多种细胞 的增殖[5]。牙髓损伤 

后，内源性 TGF— 1可活化损伤毗邻细胞向成牙本 

质细胞诱导，促进修复性牙本质的形成L6]。但对于成 

牙本质细胞的来源仍存在较大争议。为证实诱导后 

的牙髓成纤维细胞是否分化为成牙本质样细胞，本 

研究采用胰 蛋白酶消化 ，避免 了成牙本质细胞 的污 

染 ，检测了在该培养模式下是否有骨一成牙本质样细 

胞 基 质 成 分 的 沉 积，并 采 用 甲 苯 胺 蓝 染 色 和 

Mallory三色法加以证实 。结果显示在 TGF— 1的诱 

导下 ，牙髓细胞 向成牙本 质样细胞分化，并形成骨一 

成牙本质样组织。既往研究也显示成纤维细胞具有 
一 定的干细胞分化特性，在特定条件下可分化为其 

它类型的细胞 ，牙髓成纤维细胞本身也具有矿化能 

力，甘油磷酸钠及地塞米松可促进人牙髓细胞复层 

生长，形成钙化结节L3 ]。此外，牙髓细胞中还含有部 

分牙髓干细胞及其前体细胞，它们在正常情况下处 

于“静止状态”，当牙髓受到损伤时 ，它们在因子的刺 

激下可分化为成牙本质细胞 ，这些细胞是否参与了 

骨一成牙本质样组织的形成，都有待于进一步研究。 

DSP分布在成牙本质细胞、牙髓细胞、前期牙 

本质和牙本质中。研究表明，DSP是一种低磷酸化 

的牙本质非胶原蛋白，对羟基磷灰石的形成和生长 

具有一定的作用。在牙本质形成过程 中，DSP可在 

极化的成牙本质细胞表达 ，并通过胞浆将蛋 白转运 

到矿化 区L8]。目前研究认为 DSP从 牙本质形成初 

期 ，即由成牙本质细胞和一些牙乳头细胞表达并分 

泌，随之在前期牙本质和牙本质 中逐渐增多 ，它出现 

在 I型胶原之后 ，并在分泌前 的牙釉质细胞中具有 
一 过性表达 。DSP参与生物矿化 的起动或作为调节 

因子抑制磷酸钙 的形成和生长 ，可作为牙本质形成 

的标记物[9]。本研究显示组织培养细胞可有DSP的 

表达，并可形成骨一成牙本质样组织，表明诱导分化 

的成牙本质细胞在开始分泌骨一牙本质时表达 DSP， 

并通过成牙本质细胞 突分泌至基质，参 与胞外基质 

的矿化 。 

综上所述，本研究成功建立牙髓组织培养模式 ， 

为进一步在体外研究牙髓组织的重建与修复提供了 

理想的模型；体外 用 TGF— 1可诱导牙髓 细胞 的分 

化及骨一牙本质基质的形成 ，牙本质特异性蛋 白 DSP 

的表达证实诱导后的牙髓成纤维细胞可分化为成牙 

本质样细胞。 
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