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牙源性干细胞在组织工程中的研究与应用
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［摘要］ 随着组织工程学的发展，关于间充质干细胞( mesenchymal stem cells，MSCs) 的研究也逐步深入，而对
于这些细胞的特性及其潜能的研究已成为当下一大热门。牙源性干细胞( dental stem cells，DSCs) 是具有自我更新
能力和多向分化潜能的一类 MSCs 群体，目前主要有牙髓干细胞 ( dental pulp stem cells，DPSCs) 、脱落乳牙干细胞
( stem cells derivrd from human exfoliated deciduous teeth，SHEDs ) 、根尖乳头干细胞 ( stem cells of apical papilla，
SCAPs) 、牙周膜干细胞( periodontal ligament stem cells，PDLSCs) 和牙囊前体细胞 ( dental follicle progenitor cells，DF-
PCs) 。本综述将重点介绍各种 DSCs的研究现状及其在组织工程学中的应用。

［关键词］ 间充质干细胞;牙源性干细胞;组织工程;再生医学
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组织工程的目的主要是通过取代或再生人体细胞、组织或
器官来恢复机体的正常功能［1］，这种具有划时代意义的治疗方
式为再生医学的发展提供了无限的可能。组织工程学所需材料
主要是 3 个基本元素，即干细胞、相关诱导因子或生长因子以及
引导细胞生长的支架［2，3］。干细胞自身具有独特的能力，能够
自我更新并在不同刺激的影响下分化为具有不同功能的细
胞［4，5］。干细胞主要有 4 种来源，即胚胎组织、胎儿组织、成体
组织和分化的体细胞，它们在基因重组后被称为诱导性多能干
细胞 ( induced pluripotent stem cells，iPSCs) 。虽然成体干细胞
( adult stem cells，ASCs) 比其他三种干细胞类型的分化效力更
低，即只能分化成有限数量的特定细胞类型，但是这些细胞易于
获得，具有定位性，可控性强，避免了胚胎干细胞 ( embryonic

stem cells，ESCs) 分化时的突变效应，同时不涉及伦理学等问

题［6］。MSCs具有分化为成骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞，甚至非

中胚层组织，如内胚层的能力［7］。这些多潜能特征导致了众多

学者对不同组织中 MSCs或类 MSCs样细胞的积极搜索，最终导

致包括牙齿在内的身体许多器官中发现了各种细胞。

DSCs是由牙齿相关组织中分离得到，Gronthos等［8］于 2000

年首次分离得到 DCCs。随后，几位学者相继在脱落乳牙的牙

髓［9］、牙周膜［10］、根尖乳头［11］以及智齿的牙囊［12］中分离得到

了类 MSCs样细胞。这些细胞易于获得，并拥有很强的多功能

性，从而奠定了它们在组织工程学中的地位。近年来，DPSCs和

SHED已被应用于组织工程学中的自体干细胞治疗，并且在口

面部、神经、角膜、心血管、肝、糖尿病、肾、肌营养不良和自身免

疫等方面表现出非常突出的作用［13］。
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1 牙髓干细胞( dental pulp stem cells，DPSCs)
1. 1 来源及特征
DPSCs是来自 DSCs的第一种类型，首次是由人的智齿牙髓

组织经过酶消化法分离得到，这些多潜能细胞具有典型的成纤
维细胞样形态［8］。经鉴定，这些细胞即使在广泛的传代培养后
仍可保持较高的增殖率。尽管目前尚无特异的生物标记物可用
于 DPSCs的鉴定，但这些细胞可表达多种标志物，包括间充质
细胞和骨髓干细胞标志物，如 STＲO-1和 CD146，以及胚胎干细
胞( ESC ) 标志物 Oct4 等。目前，DPSCs 的候选标志物包括
STＲO-1、CD29、CD44、CD73、CD90、CD105、CD146、CD166，以及
CD271［14］。

1. 2 组织工程中的应用
一些学者利用各种诱导分化培养基培养 DPSCs，并显示其

成牙本质、成骨、成脂肪、神经、软骨和肌源性的分化潜能［15-17］。
Zhang等［18］用神经分化培养基处理体外培养的 DPSCs 细胞，14
d后利用 Western Blot和 ＲT-qPCＲ分析神经分化相关基因及蛋
白标志物。相比对照组，DPSC /壳聚糖支架组中的细胞有较高
的细胞活力和神经分化趋势，相关基因 BDNF、GDNF、b-NGF 和
NT-3水平显著升高。将 DPSCs 与壳聚糖支架复合体移植到脊
髓损伤的大鼠模型中，可显著恢复其后肢运动功能。Bousnaki

等［19］利用壳聚糖 /藻酸盐 ( CH/ALG) 支架附着并培养 DPSCs，

诱导其向纤维软骨样组织分化，在培养 3 周后纤维软骨标志物
( COLI、COL X、SOX9、COM、ACAN) 的基因表达显著增加，4 ～ 8

周后进行组织学观察和免疫化学染色，可观察到支架上有丰富
的纤维软骨组织形成，为颞下颌关节 ( temporomandibular joint，
TMJ) 类疾病的再生治疗提供了广阔的前景。早期的体内实验
中，研究者们将人 DPSCs与羟基磷灰石 /磷酸三钙( HA/TCP ) 粉
末联合移植到裸鼠体内。6 周后，DPSCs 在 HA/TCP 颗粒表面
产生了牙本质样组织，该组织包含高度有序的沉积状胶原基质，

垂直于成牙本质细胞层。这层细胞表达牙本质特异性蛋白，即
牙本质涎磷酸蛋白( DSPP) ，并在新形成的牙本质内以管状结构
延伸。胶原基质类似于原生牙本质的结构，具有有序的垂直纤
维，而不是一般由无组织的基质组成的修复性牙本质结构［8］。
Itoh等［20］将 DPSCs 组成的无支架三维细胞结构充填至人牙的
根管中，并将此根管植入裸鼠体内，植入后的根管在 6 周后形成
具有丰富血管的浆状组织。组织学分析显示，移植的 DPSCs 在
与牙本质接触的部位分化为成牙本质细胞样的矿化细胞。同
时，在再生组织的中心发现了 CD31 表达阳性的内皮细胞，表明
三维 DPSCs构建体在人的无髓根管内具有活跃的自组织能力。

2 脱落乳牙干细胞( stem cells derivrd from human exfoliated
deciduous teeth，SHEDs)

2. 1 来源及特征
SHED由脱落乳牙的牙髓中分离得到，具有高度自我增值

能力［9］;其分离方式与 DPSCs 的分离类似，形态也呈成纤维样
细胞样。与 DPSCs相比除了组织来源不同外，SHEDs 经分离培
养后不是以单个的细胞的形式生长，而是成簇生长，逐渐形成若
干个集落并且具有更高的增值速率［8］。SHED 表达早期 MSC

标记 STＲO-1和 CD146［9］，通过对 SHED的鉴定进行进一步的研

究，发现这些细胞表达胚胎干细胞标记物如 Oct4、Nanog和阶段
特异性胚胎抗原 SSEA-3、SSEA-4 以及肿瘤识别抗原 TＲA-1-60

与 TＲA-1-81［21，22］。此外，SHED 对 NG2、α-平滑肌肌动蛋白
( SMA) 、血小板衍生生长因子受体 β( PDGFＲ-β) 和 CD146 等周
细胞标志物呈阳性［23］。

2. 2 组织工程中的应用
SHEDs在不同诱导环境下表现出成骨、成脂肪、成神经等多

项分化潜能，利用神经诱导培养基培养时，它们形成多个细胞质
突起，并表达不同的神经元和胶质细胞标志物。将 SHEDs 移植
到裸鼠体内，可形成对牙本质涎磷蛋白抗体具有免疫活性的牙
本质样组织，而未形成牙髓牙本质复合体，表现出与牙髓干细胞
不同的牙源性分化潜能［9］。Yasser 等［24］发现经分离并第一次
传代后的 SHEDs拥有与人自然脱落牙牙髓内的干细胞群具有
相同且均一的形态，诱导其成骨分化，两周后可观察到茜素红染
色呈阳性的散在结节状结构。Huang 等［25］利用含有二价金属
磷酸盐的壳聚糖支架培养 SHEDs，这些二价金属离子可逐渐从
支架释放到培养基中，并持续诱导其向成骨细胞分化，结果表
明，二价金属磷酸盐能显著提高其向成骨细胞分化。SHEDs 还
具有向神经细胞分化的能力，在动态培养时，这些细胞在壳聚糖
导管中聚集成神经球状簇，能有效表达神经干细胞标记物如
nestin、早期神经细胞标记物 βⅢ、微管蛋白等神经分化相关基
因，表明 SHEDs 可能在神经疾病的细胞治疗中具备一定的潜
力［26］。Kim等［23］用含有或不含人脐静脉内皮细胞( human um-
bilical vein endothelial cells，HUVECs) 的基质与 SHEDs移植到裸
鼠体内，可观察到单独移植 HUVECs或单独移植 SHEDs都没有
生成足够的红细胞形成血管样结构。然而，当 SHEDs 和 HU-
VECs同时移植时，小鼠体内形成了广泛的血管样结构，且新生
血管样结构与宿主循环系统之间形成吻合，表明 SHEDs和 HU-
VECs在体内血管新生过程中共同发挥着作用。Nicola 等［27］进
行了 SHEDs移植结合跑步训练对脊髓损伤大鼠治疗效果的实
验，单独 SHEDs移植或 SHEDs移植结合跑步机训练均可促进脊
髓大鼠运动功能的恢复，显示出 SHEDs 具有一定神经保护作
用，表明 SHED移植可能作为一种有效针对脊髓损伤病变的干
细胞治疗方法。

3 根尖乳头干细胞( stem cells of apical papilla，SCAPs)
3. 1 来源及特征
在牙齿发育的过程中，牙乳头发育成牙髓，进而促进牙根的

发育并附着于已发育的根尖部位。根尖乳头中可分离到一种具
有自我复制能力的干细胞集落，形态上呈现成纤维细胞样，称之
为 SCAP［11］，它们表现出比 DPSCs 更高的增殖率。SCAP 表达
早期的间充质表面标志物 STＲO-1和 CD146，此外还表达有可能
是 SCAP 群体的特异性标记物，即 CD24［28］。

3. 2 组织工程中的应用
SCAPs具有多向分化潜力，当在适当的诱导培养基中，这些

细胞显示出具有成骨、脂肪、软骨和神经源性分化的能力。Ba-
kopoulou等［29］利用诱导培养基体外培养 DPSCs、SCAPs，比较两
种种细胞的成骨或牙源性分化潜能。结果两种类型的间充质干
细胞都显示出活跃的细胞迁移、组织生成和矿化潜能，产生三维
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矿化结构。这些结构逐渐表达分化标志物，包括 DSPP、BSP、
OCN、ALP，具有向成骨及牙源性分化的特征。同时，SCAPs 显
示出较高的增殖率和矿化潜能，这对于其在骨组织及牙组织工
程中的应用可能具有重要意义。Julie 等［30］将 SCAPs 暴露于缺
氧环境下培养，结果显示缺氧环境对 SCAPs 的增殖没有影响，

但能够诱导成骨分化特异基因、神经元分化相关基因与血管生
成因子表达上调，尤其可以通过诱导 SCAPs分化增加血管内皮
生长因子 A( vascular endothelial growth factor-A，VEGF-A) 持续生
成。此外，缺氧还通过上调神经元特异性烯醇化酶( neuron spe-
cific enolol，NSE ) 、血管内皮生长因子 B ( vascular endothelial
growth factor-B，VEGF-B ) 、胶质细胞源性神经营养因子 ( glial
cellline-derived neurolrophic factor，GDNF) 以及相关神经元标志
物的表达来增强 SCAPs 在分化外源性因子的情况下的神经元
分化。由此表明，SCAPs可能凭借其强大的神经源性分化潜能
用于神经退行性疾病干细胞治疗。Zhang等［31］从小鼠顶端乳头
组织中分离的永生化的根尖乳头干细胞( iSCAPs) ，并证明 Wnt3
A能有效地诱导 iSCAPs中的早期成骨标志物碱性磷酸酶( alka-
line phosphatase，ALP ) ，当 Wnt3 A 和 BMP9 增强彼此诱导
iSCAPs中 ALP 活性的能力时，沉默 β-连环素 ( β-catenin) 能显
著减少 BMP9 诱导的成骨 /牙源性分化。提示 β-连环素可能在
BMP9 诱导的成骨信号转导中起重要作用，并且 BMP9 和 Wnt3
A可能在诱导 iSCAPs 的成骨 /成牙本质分化中起协同作用。
Huang等［28］将 SCAPs 附着于适当载体基质上并移植到裸鼠的
中后，可观察到成牙本质细胞样细胞的存在，最终形成了典型的
牙本质牙髓样结构。

4 牙周膜干细胞( periodontal ligament stem cells，PDLSCs)
4. 1 来源及特征
牙周膜( periodontal ligament，PDL) 在牙槽窝中支持着牙齿，

有助于牙槽窝的营养、稳定和修复。PDL 内含有不同类型的细
胞，并可分化为成牙骨质细胞和成骨细胞［32］。PDLSCs 可由人
阻生第三磨牙的 PDL 中分离而得，其分离方法与 DPSCs 及
SHEDs类似［33］，PDLSCs呈现成纤维细胞样形态，具有高度自我
复制能力，与骨髓间充质干细胞相比，这些细胞增殖率高，更容
易得到较大数目的细胞。PDLSCs 可表达 STＲO-1、CD146 和肌
腱特异转录因子等标志物，且与 DPSCs和骨髓间充质干细胞相
比，PDLSCs的硬化因子表达水平更高［10］。

4. 2 组织工程中的应用
在一定的培养条件下，PDLSCs 能够分化为成牙骨质样细

胞、脂肪细胞和胶原形成细胞。将其移植到裸鼠体内时，
PDLSCs表现出生成牙骨质 /PDL 样结构的能力，这种结构类似
PDL中的 Sharpey 纤维附着在牙齿的牙骨质上，并有助于牙周
组织修复［10］。Xie等［34］将 PDLSCs 接种于石墨烯 ( 2 DGp) 、三
维石墨烯支架( 3DGp) 并分别在成骨及普通培养基中培养，结果
显示无论使用何种培养基，成骨相关基因和蛋白 ( COL I、
ＲUNX2、OCN) 均上调，表明石墨烯物理性质或许可控制 PDLSCs

的成骨分化。Cha等［35］利用牙源性 /牙骨质源性培养基将 DP-
SCs和 PDLSCs预培养后，将其移植到裸鼠的皮下。结果显示预
分化 PDLSCs移植物相比未分化移植物产生更多的硬组织并表

达更高的 ALP 活性，预诱导 PDLSCs 移植物在体内形成了更接
近牙骨质 /PDL 复合物的组织，并通过 POSTN、CP23 和 Col XII

等相关因子的高表达水平得到证实。Zhao等［36］利用犬 PDLSCs

和富含血小板的纤维蛋白( platelet-rich fibrin，PＲF) 构建细胞片
片段并利用其再植撕脱的牙齿，结果与其他试验组相比，
PDLSCs /PＲF组牙周愈合更为有效，PDL样组织再生良好，强直
和炎症明显减少。人牙周膜干细胞( human periodontal ligament
stem cells，hPDLSCs) 起源于神经嵴，适合于诱导形成神经细胞，
Trubiani等［37］对比未分化 hPDLSCs 以及经碱性成纤维细胞生
长因子诱导神经分化的 hPDLSCs 后发现，hPDLSCs 可自发表达
神经干细胞标志物巢蛋白( nestin) 。在这些细胞中，神经诱导过
程将重新排列细胞骨架，形成神经球，并表达较高水平的 nestin

和酪氨酸羟化酶( tyrosine hydroxylase) ，表明这些细胞可能在神
经变性疾病的干细胞治疗中的存在潜在用途。

5 牙囊前体细胞( dental follicle progenitor cells，DFPCs)
5. 1 来源及特征
牙囊( dental follicle，DF) 起源于外胚间充质细胞，包裹着尚

未发育完成的牙齿。DF 在向牙周膜分化的过程中控制破骨细
胞生成和成骨过程，进而形成牙周膜，这表明 DF 存在着干细胞
并最终导致牙周膜的生成［38］。DFPCs 存在于 DF 中，可由人第
三磨牙牙囊中分离得到，这些细胞呈成纤维细胞样，表达干细胞
标记 Notch-1和 nestin［39］。

5. 2 组织工程中的应用
体外培养研究表明，DFPCs具有成骨、脂肪和神经分化的多

向分化潜能。DFPCs 在 BMP-2、BMP-7 和釉质基质衍生物
( EMD) 的刺激下显示出分化和表达牙骨质附着蛋白和牙骨质
蛋白-23 等成牙骨质细胞标志物的潜能［40］。Morsczeck 等［41］以
地塞米松或胰岛素为基础将牙囊细胞分化为含有矿化灶的膜样
结构，分析矿化组织可发现骨和牙骨质样结构。ＲT-PCＲ 分析
可见成骨细胞相关基因骨钙素( OCN) 、骨形态发生蛋白( BMP-
2) 的表达，均有增加。比较 DFPCs与骨髓间充质干细胞成骨分
化过程，发现 dlx-3，Dlx-5，Ｒunx2、Msx-2等相关基因表达出现差
异，表明二者成骨机制可能存在差异［42］。Kémou等［43］比较 DF-
PCs和 SHEDs的体外神经分化时，DFPCs 表达出了不同的神经
细胞标记物，表明其可能具有想不同神经细胞分化的潜能。
Ernst等［44］分离小鼠牙囊前体细胞( mDFPCs) 并诱导其分化，检
测 mDFPCs中神经细胞标志物的表达，并与小鼠视网膜干细胞
( mＲPC) 进行比较。发现分化的 mDFPCs 与分化的 mＲPCs 相
似，二者皆能形成具有神经突起的神经元样细胞，表明 DFPCs

可能为神经退行性疾病干细胞治疗提供新的方向。
6 小结
干细胞自我更新、多向分化、组织修复等能力成为细胞治疗

的中坚力量后，一直都备受科研者的重视和青睐，近年来干细胞
家族的 MSCs更是成为组织工程领域中名重一时的话题。但近
期有学者指出，对于“MSCs”的定义可能存在不严谨的问题，来
自不同组织的不同细胞群，实际上在基因表达和分化能力上是
存在显著差异的，但均被归类为 MSCs。这将导致学术界相关领
域的研究出现混乱，甚至涉及社会及某些商业活动的发展，因此
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学者们呼吁为“MSCs”正名，进一步明确其定义［45］。
DMCs作为 MSCs的一类，具有较高的自我更新能力和多向

分化潜能，相比其他类型的 MSC，DMCs 具有来源广泛易于获
得，且增殖速率较高等优势。凭借其优势，DMCs 可能为各种干
细胞治疗提供新的研究方向，使它不仅在口腔科医学中对牙齿
的再生和保存极其重要，而且在组织工程等众多医学领域中，其
地位也在显著提升。DMCs 的研究具有广阔前景，需要进一步
的研究来证明这些干细胞具有强大的再生能力以及在各种疾病
中的再生能力，包括其免疫调节能力已成为组织工程研究中的
一大热门，如利用 SHEDs 的旁分泌作用，可能使类风湿关节炎
的症状有所缓解［46］，DPSCs 促进巨噬细胞向抗炎表型分化，抑
制坐骨神经炎症，改善糖尿病多发性神经病变［47］，这可能为自
体免疫性疾病的治疗提供新的思路。相信在不就得将来，随着
组织工程学的发展与干细胞研究的深入，DMCs 终将为干细胞
治疗开辟新的领域，在再生医学中起到至关重要的作用。
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