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【摘要】  目的　探讨新型化学成分明确培养基（chemically defined medium, CDM）对牙乳头细胞（dental papilla cells,
DPCs）成骨分化潜能及体内牙周骨再生的影响。方法　分离大鼠 DPCs，按培养基不同分为传统培养基（conventional
medium, CM）组和CDM组，分别在CM和新型CDM中培养，评估两组DPCs细胞表面标记、增殖、迁移、成骨分化潜能；制备

SD大鼠牙周骨缺损模型，CM和CDM两组DPCs分别复合胶原凝胶植入缺损区域内，评估两组DPCs在牙周骨缺损中的骨再

生修复能力。结果　在CM和CDM组中，DPCs细胞均显示相似的细胞表面标记；与CM相比，CDM可促进DPCs增殖、克隆

形成及细胞迁移（P<0.05）；定量PCR显示CDM组DPCs成骨相关基因Runx2、Alp和Opn上调（P<0.05）；碱性磷酸酶（alkaline
phosphatase, ALP）染色显示CDM组DPCs细胞 ALP活性高于CM组（P<0.05）；细胞经成骨诱导后，茜素红染色显示CDM组

DPCs细胞成骨分化能力高于CM组（P<0.05）。在大鼠体内牙周骨缺损模型中，移植CDM组DPCs细胞8周后，HE染色显示

缺损区域皮质骨连续的新生骨，而CM组新生骨较少，骨皮质仍未愈合，microCT扫描定量分析显示CDM组骨体积分数

（BV/TV）高于CM组（P<0.05）。结论　CDM培养基可促进DPCs增殖和成骨分化能力，为未来细胞治疗中干细胞培养基的

选择提供了新的方案。
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【Abstract】   Obejective　 To investigate the role of a novel chemically defined medium (CDM) in the regulation
of dental papilla cells (DPCs) functional phenotype in vitro and periodontal bone regeneration in vivo. Methods　DPCs
were isolated and cultured in conventional medium (CM) or CDM. The surface makers, and the proliferation, migration
and  osteogenic  differentiation  abilities  of  DPCs  were  evaluated. In  vivo,  the  DPCs  that  mixed  with  collagen  gel  were
implanted into the model rats in the defect of periodontal to repair the periodontal tissue. Regeneration of the tissues was
examined  by  microcomputed  tomography  and  histological  observation. Results　DPCs  in  the  CM  group  and  CDM
group showed similar  surface  markers.  Compared to  the  CM group,  the  CDM significantly  enhanced the  proliferation,
colony-forming efficiency and migration of DPCs in vitro. In addition, real time PCR showed that the expression levels of
osteogenesis-related  genes, Runx2, Alp and Opn.  were  significantly  enhanced  in  DPCs  in  the  CDM  group.  DPCs  cells
treated  with  CDM  also  exhibited  higher  alkaline  phosphatase  activity  and  stronger  ability  of  formation  of  mineralized
nodules in  vitro.  In  vivo,  DPCs  from  CDM  group  significantly  enhanced  the  periodontal  bone  regeneration  and  the
reconstruction of  periodontal  bone tissues in rat  periodontal  defect  model. Conclusion　CDM is  a  suitable  medium to
culture DPCs for periodontal bone regeneration. This research provided a substitute for basic research and set the stage
for future clinical application of stem cell transplantation.
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严重牙周炎、外伤、颌骨肿瘤、颌骨骨髓炎等疾病引 起的牙周骨组织破坏，常会导致牙齿丧失，后期由于不同

程度的牙槽骨骨量不足，种植修复困难。很多治疗方法

已经应用于牙周骨组织的再生，包括引导骨组织再生、骨
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移植以及使用生物材料和生物活性因子[1-4]。目前自体骨

移植虽然具有良好的临床效果，但也存在供体来源受限、

二次手术造成额外创伤等缺陷[5]。随着干细胞治疗的发

展，以干细胞为导向的组织工程技术已应用于牙周骨再

生的研究中[6-7]。牙乳头细胞（dental papilla cells, DPCs）是

牙间充质干细胞的一种，来源于发育过程中的牙乳头，体

外研究表明DPCs能够分化为成骨细胞、成牙本质细胞、

脂肪细胞、软骨细胞和神经细胞等[8-10]。阻生牙在临床诊

疗中常被拔除，因而DPCs的获取较为便利。在以干细胞

为导向的牙周骨组织再生研究中，DPCs是一类很有应用

前景的种子细胞。然而，在干细胞体外培养过程中，往往

伴随着细胞干性丢失、细胞衰老、分化能力降低的发生，

限制了在组织再生中的广泛应用[11]。此外，传统的含血

清培养基在细胞培养中仍然具有争议。血清中含有许多

生长因子和激素，可以促进细胞黏附和增殖，但也可能因

血清来源和批次的差异导致其培养后的细胞的差异，且

增加疾病感染风险等[12-13]。因此，开发新型的成分明确、

不含血清、且能够在细胞培养过程中维持细胞干性和分

化潜能的培养基，是干细胞治疗及其在组织再生中广泛

应用的关键。本项目前期通过多次实验，开发出一种新

型的化学成分明确的干细胞培养基；本研究应用该培养

基培养DPCs，发现可以促进细胞增殖和干细胞维持，促

进细胞成骨分化的能力，其培养的DPCs移植动物体内

后，可显著促进骨再生，是一种良好的牙间充质干细胞培

养基。现报道如下。

1     材料及方法

1.1    材料

1.1.1    实验动物　20只新生SD大鼠和9只8周龄雄性

SD大鼠购自成都达硕生物科技有限公司。本研究已通过

四川大学动物伦理委员会的伦理审查并备案，实验过程

遵循我国《实验动物福利伦理审查指南（GB/T 35  892

2018）》提出的原则与要求。

1.1.2    主要试剂及仪器　胎牛血清、α-MEM培养基、基

础培养基购自美国Gibco公司；Ⅰ型胶原酶、胰蛋白酶、

青链霉素混合液、茜素红染色剂、肾上腺素、胰岛素、转

铁蛋白、皮质醇、胰岛素样生长因子（insulin-like growth

factor-1, IGF-1）、成纤维细胞生长因子（fibroblast growth

factor, FGF）、表皮生长因子（epidermal growth factor,

EGF）、维生素C、Y-27 632等购自美国Sigma公司；流式抗

体CD31、CD45、CD24、CD29购自美国BD公司；细胞增

殖活性检测CCK-8试剂盒购自日本Dojindo公司；结晶紫

染色液、茜素红染色液购自江苏凯基生物公司；性别决定

区Y框基因-2（sex-determining region of Y chromosome-

box 2, Sox-2）抗体购自英国Abcam公司；八聚体结合转录

因子4（octamer-binding transcription factor 4, Oct-4）抗体

购自上海生工公司；碱性磷酸酶（alkaline phosphatase,

ALP）染色试剂盒、氯化十六烷基吡啶试剂购自上海碧云

天公司；胶原凝胶购自日本Nitta Gelatin公司；Transwell小

室购自美国Corning公司；RNAiso Plus RNA提取试剂及

逆转录试剂盒购自日本TaKaRa公司；体视显微镜、倒置

显微镜、激光共聚焦显微镜购自日本Olympus公司；

SYBR染料、酶标仪及二氧化碳培养箱购自美国Thermo

公司；Eco实时PCR系统购自美国Illumina公司；流式细胞

仪购自美国Beckman公司；μCT80 microCT系统购自瑞士

Scanco Medical公司。

1.2    体外实验

1.2.1    DPCs的培养及鉴定　在无菌的体式显微镜下，分

离并收集新生SD大鼠下颌第一磨牙的牙乳头组织，用酶

消化法获得DPCs，将单细胞悬液分别接种至两种培养基

中。传统培养基（conventional medium, CM）含α-MEM、

10%胎牛血清、100 U/mL青霉素和100 mg/mL链霉素；化

学成分明确培养基（chemically defined medium, CDM）由

α-MEM培养基、肾上腺素、胰岛素、转铁蛋白、皮质醇、

IGF-1、FGF和EGF组成。待原代细胞融合至80%时，常规

传代并扩大培养。取第3代的DPCs用于后续实验。流式

细胞术鉴定DPCs表面标记物CD31、CD45、CD24和CD29。

1.2.2    D P C s细胞增殖检测　C M组和C D M组中的

DPCs分别以2×103细胞/孔的密度接种至96孔板。在培养

的第1、2、3、4、5天，每孔加CCK-8试剂10 μL，37 ℃孵育

2 h后，通过酶标仪测定各孔在450 nm处的吸光度值。

1.2.3    DPCs细胞克隆形成实验（CFU）　CM组和CDM

组中的DPCs分别以1×103细胞/孔的密度接种至10 cm直

径的培养皿中。细胞在培养7 d之后，采用体积分数为

4%多聚甲醛固定，1%结晶紫染色液染色，并在倒置显微

镜下观察。超过50个细胞的克隆被计数。

1.2.4    免疫荧光染色检测DPCs细胞Oct4和Sox2表达　实

验步骤及分析方法均参考既往文献[14]。CM组和CDM组

中的DPCs分别经体积分数为4%多聚甲醛固定30 min，

0.1% Tritonx-100处理10 min，0.5%牛血清白蛋白（BSA）封

闭30 min后，与一抗（Oct4稀释浓度1∶200，Sox2稀释浓度

1∶200）在4 ℃下孵育过夜，PBS漂洗后孵育相应二抗，激

光共聚焦显微镜下进行观察。

1.2.5    DPCs细胞迁移实验　细胞迁移实验采用Transwell

孔板中8 μm孔径的膜进行检测。100 μL DPCs悬液以

1.5×105细胞/孔的密度接种至Transwell上室，下室内分别

 736 四川大学学报（医学版） 第 51卷



含600 μL CM和CDM。24 h后，迁移的细胞经体积分数为

4%多聚甲醛固定，1%结晶紫染色，在倒置显微镜下随机

视野拍照并计数。

1.2.6    DPCs的成骨分化诱导　CM组和CDM组中的

DPCs分别以5×104细胞/孔的密度接种至24孔板。待细胞

融合至80%左右，培养基换为自行配制的含10%胎牛血

清、10 mmol/L β-甘油磷酸钠、10−8 mol/L地塞米松、50 μg/mL

维生素C和10 nmol/L维生素D3的成骨诱导培养基。在成

骨诱导液培养5  d后，通过ALP染色试剂盒检测细胞

ALP活性；在成骨诱导液培养4周后，采用茜素红染色观

察矿化结节的形成，倒置显微镜采集图像。茜素红染色

的细胞经PBS漂洗后，加入100 mmol/L氯化十六烷基吡啶

溶液，均匀震荡释放其中的钙结合茜素红，并吸取100 μL

溶液至96孔板，在562 nm光谱下通过酶标仪测定各孔吸

光度（A）值，定量分析细胞矿化结节的形成。

1.2.7    实时定量PCR检测DPCs成骨基因Alp、Runx2和

Opn的表达　如前所述，两组来源的DPCs在成骨诱导培

养基中分别培养1 d、2 d和3 d时提取其总RNA。使用

RNA提取试剂盒提取总RNA，逆转录试剂盒转录为

cDNA。实时PCR通过SYBR染料和Eco实时PCR系统完

成，反应条件：95 ℃孵育2 min，95 ℃ 5 s、60 ℃ 30 s进行

40个循环。以β-actin为内参，采用2−ΔΔCt法定量分析各基

因表达水平。PCR引物由生工生物公司（上海）设计并合

成，各引物序列见表1。
 

表 1    定量PCR引物序

 Table 1    Primer sequence used for real-time PCR analysis
 

Gene Forward (5′ to 3′) Reverse (5′ to 3′) Product length/bp

Alp CGTTGACTGTGGTTACTGCTGA CTTCTTGTCCGTGTCGCTCAC 113

Runx2 TCATTTGCACTGGGTCACAT TCTCAGCCATGTTTGTGCTC 142

Opn AAGCGTGGAAACACACAGC CTTTGGAACTCGCCTGACTG 161

β-actin ACGGTCAGGTCATCACTATCG GGCATAGAGGTCTTTACGGATG 155

Alp：Alkaline phosphatase; Runx2: Runt-related transcription factor 2; Opn: Osteopontin.
 

1.3    体内实验

1.3.1    DPCs在体内的牙周骨组织再生　9只8周龄雄性

SD大鼠随机分为3组：空白对照组，CM组，CDM组，每组

3只大鼠。大鼠腹腔注射1%戊巴比妥进行麻醉后，依据

文献制备大鼠牙周骨缺损动物模型[4, 15]。无菌条件下，切

开皮肤，暴露下颌骨，翻起咬肌及骨膜。于下颌第一磨牙

牙根颊侧的下颌骨通过圆形的牙科钻头备洞，形成直径

约4 mm、深度约1 mm的圆柱形缺损。CM组及CDM组

的DPCs细胞与适量的胶原水凝胶混合后，分别移植充填

缺损区域，而空白对照组中骨缺损以胶原水凝胶充填。

在手术后8周，所有动物经麻醉被处死并获取下颌骨标

本，多聚甲醛固定后用于后续实验。

1.3.2    Micro CT分析　下颌骨标本经microCT（μCT80，

Scanco公司，瑞士）扫描后进行定量分析，microCT扫描设

定的分辨率为15 μm (70 kV, 200 μA, 300 ms)。扫描后经

三维重建后分析下颌骨缺损区域骨体积分数（b o n e

volume/tissue volume, BV/TV）评价骨缺损区域的再生修

复情况。

1.3.3    组织学评估　大鼠下颌骨标本在体积分数4%多

聚甲醛中固定24 h，10%EDTA溶液脱矿6周，石蜡包埋后

制做10 μm组织切片。切片经过HE染色后显微镜观察并

采集照片。

1.4    统计学方法

x̄± s数据以 表示。采用独立样本t检验，P<0.05为差

异有统计学意义。

2     结果

2.1    牙乳头细胞的培养及鉴定

由图1可见，两组DPCs均为成纤维细胞样形态。

CDM组中的细胞较小，而CM组中的细胞则更为扁平，伴

有多个突起。流式细胞术显示CM和CDM组中的细胞均

较强表达CD24和CD29，较弱表达CD31和CD45，且结果

未见明显差异，表明CDM不改变DPCs的细胞谱系。

2.2    两种培养基中DPCs的特性

CCK8实验结果表明，CDM组DPCs细胞增殖能力高

于CM组（P<0.05）（图2A）。两组细胞均有克隆形成的能

力，但CDM组DPCs细胞的克隆形成效率高于CM组

（P<0.05）（图2B）。免疫荧光染色显示，与CM组相比，

CDM组的细胞干性因子Oct4和Sox2阳性表达水平明显增

高（图2C，阳性表达为绿色荧光，蓝色荧光显示细胞核）。

Transwell实验显示在CDM中，DPCs迁移能力明显增强

（P<0.05）（图2D）。

2.3    CDM促进DPCs的体外成骨分化

如图3所示，定量PCR显示CDM组中DPCs成骨相关
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基因Runx2、Alp和Opn表达较CM组增加（P<0.05）。

ALP染色结果显示，与CM组相比，CDM组中DPCs的

ALP活性增强；DPCs细胞经成骨诱导后茜素红染色结果

也显示，CDM可明显促进DPCs矿化结节形成（P<0.05）。

综上可知，与CM相比，CDM中的DPCs具有更强的成骨分

化能力。

2.4    CDM促进DPCs在体内再生牙周骨组织

如图4所示，在术后8周，microCT扫描显示各组大鼠

的骨缺损区域均可见不同程度的骨再生修复。BV/TV定

量分析结果显示，与空白对照组（21.22%±1.59%）相比，

CM组（45.42%±0.83%）和CDM组（59.81%±0.16%）的

BV/TV均增加（P<0.05），其中CDM组的骨体积分数高于

CM组（P<0.01）。组织切片的HE染色结果发现，3组大鼠

的下颌骨缺损区域均显示有骨重建，空白对照组和CM组

均可见新生骨小梁形成，但其骨皮质仍不连续；而在

CDM组中可见排列整齐的骨小梁再生和完整的皮质骨

愈合。以上结果提示CDM组中的DPCs具有更强的成骨

能力，相较于CM组DPCs，可显著促进牙周骨缺损的再生

修复。

3     讨论

牙周骨缺损的治疗目标是促进牙周骨再生和重建。

组织工程技术，包括种子细胞、支架材料及生长因子的结

合，是治疗组织缺损修复的重要手段[16-17]。同时，随着干

细胞治疗技术的发展使得以干细胞为基础的组织工程技

术在牙周骨再生应用中可行性大大增加[18-20]。

干细胞具有良好的可塑性以及多向分化潜能，在再

生医学中具有很好的应用前景。然而，在体外的分离培

养过程中，干细胞会逐渐丧失其干性、自我更新能力及多

向分化潜能。传统的含血清培养基培养后的干细胞常导

致干细胞的均一性较差，因此，开发成分明确的培养基，

用于干细胞体外培养，以期获得预期表型的细胞群体并

促进干细胞特定基因的表达，从而提高干细胞应用潜能，

是当前再生医学领域亟需解决的难题 [21 ]。在本研究中，

我们评估了一种新的培养基CDM对DPCs功能表型的影

响。DPCs来源于发育中的牙乳头组织，具备良好的自我
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图 1  DPCs的形态及表面标记鉴定

Fig 1  Morphology and surface marker of rat dental papilla cells (DPCs)

A: Cell morphology of DPCs in the CM and CDM groups (×400); B: Surface markers of DPCs detected by flow cytometry.
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更新能力及多向分化潜能[22]。正如结果所示，DPCs在两

种培养基中的细胞表面标记较为相似，表明CDM不改变

DPCs的谱系。DPCs在CDM中呈现更小的成纤维细胞形

态，而CM中的DPCs则细胞体积增大，类似衰老的间充质

干细胞形态[23]。此外，CCK-8实验和克隆形成实验均显示

CDM可显著促进细胞增殖。干细胞在每次分裂之后，其

端粒酶就会缩短，最终促使细胞的逐渐衰老。体外培

养过程中的环境因素及不同处理方法可显著影响细胞衰

老[15]。同样，Oct4和Sox2免疫荧光染色表明DPCs在CDM

中的干性及自我更新能力得到很好的维持。干细胞在组

织再生中的作用取决于其归巢能力和移植至受损区域的

迁移能力。细胞迁移能力主要受化学因素（趋化因子、细

胞因子和生长因子等）和物理因素（剪切力、细胞外基质

硬度等）的影响[24]。本实验中CDM可显著促进DPCs的迁

移能力，与CDM内特殊的化学成分密切相关。结合以上

结果可知，CDM可作为一种合适的培养基，可用于高效

培养DPCs，维持细胞的自我更新能力和增殖能力。

牙周骨组织的再生及重建主要依赖于干细胞的增殖

及分化能力。成骨细胞的生长发育分为3个阶段：增殖与

基质形成，成熟和矿化。本研究ALP染色和茜素红染色

显示CDM可显著促进DPCs成骨分化。这些结果均提示

了DPCs在牙周骨再生中的潜能，且与以往的研究结果相

一致[25-26]。人DPCs在临床诊疗中易获取，同时包含着具

有类似胚胎干性的高活性干细胞[27-29]。因此，DPCs可能
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图 2  两种培养基中DPCs的特性

Fig 2  Characterization of DPCs

A: Growth curve of DPCs (n=5); B: Crystal violet staining and quantitative analysis of colony-forming unit of DPCs (CFU) (n=3); C: Immunofluorescence staining of

Oct4 and Sox2 in DPCs; D: Cell migration assay and quantitative analysis (×100, n=3). *P<0.05, vs. CM.
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是牙周骨再生及未来临床应用中较为合适的一类种子细

胞。本研究体内实验结果显示，在骨缺损区域移植干细

胞术后8周，CDM组中新生骨量较CM组及空白对照组均

显著增加，CDM组中可见规则的的骨小梁再生和完整的

皮质骨形成。这些结果都显示了CDM组中的DPCs具备

更强的成骨能力，且可显著促进牙周骨缺损的重建。

总之，本研究采用一种新型培养基CDM并证实其在

体外DPCs培养过程中可促进细胞增殖、迁移和分化潜

能，并在动物体内证实其培养的DPCs可显著促进牙周骨

组织再生。本研究表明新型CDM培养的DPCs移植可作

为牙周骨再生的治疗方法，具有良好的临床应用前景。
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图 3  两种培养基中DPCs成骨分化能力比较

Fig 3  Comparison of osteogenic differentiation capability of DPCs cultured in CM and CDM

A: Relative expression of Runx2, Alp and Opn of DPCs cultured in CM and CDM (n=3); B: The ALP staining of DPCs cultured in CM and CDM; C: Alizarin Red S

staining and quantitative analysis of mineralized bone nodules (×100, n=3). *P<0.05, vs. CM.
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图 4  动物体内移植DPCs用于牙周骨缺损的修复

Fig 4  Regeneration of periodontal bone defect by transplantation of DPCs

A: MicroCT analysis the regeneration of periodontal bone defect; B: HE staining showed the new formed bone tissue in bone defect area (×40).
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