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２种不同成牙本质诱导液对大鼠脂肪干细胞增殖凋亡的影响
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　　［摘要］　目的　探索２种不同的成牙本质诱导液———牙胚条件培养液（ＴＧＣＣＭ）和牙本质非胶原蛋白（ＤＮＣＰＭ）对大鼠脂

肪干细胞增殖和凋亡的影响。方法　（１）取出生４ｄ的ＳＤ乳鼠４只，分别取腹股沟脂肪组织，用酶消化法进行脂肪干细胞分离和

培养，免疫细胞化学法对细胞进行鉴定。（２）２种诱导液作用细胞后，倒置相差显微镜下观察细胞形态变化，ＭＴＴ法检测细胞增

殖情况，Ａｎｎｅｘｉｎ／ＰＩ双染后流式细胞仪检测细胞的凋亡情况。结果　（１）细胞培养至第２代时表型分子ＣＤ４４和ＣＤ１０５表达呈

阳性。（２）经ＴＧＣＣＭ及ＤＮＣＰＭ培养３ｄ后形态上发生极性改变。培养６ｄ后，ＴＧＣＣＭ 培养的细胞数量未见明显改变，而

ＤＮＣＰＭ培养的细胞密度明显降低。（３）ＭＴＴ结果显示ＤＮＣＰＭ组犗犇值低于对照组及ＴＧＣＣＭ 组（犘＜０．０５），流式细胞凋亡

检测仪检测ＤＮＣＰＭ组细胞凋亡率高于ＴＧＣＣＭ组和对照组（犘＜０．０５）。结论　作为大鼠脂肪干细胞向成牙本质样细胞方向

分化的诱导液，ＴＧＣＣＭ可能更具优势。
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　　脂肪干细胞（ａｄｉｐｏｓｅｄｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＡＤＳＣｓ）是近年

来从脂肪组织中分离得到的一种具有多向分化潜能的干细

胞［１］。研究发现脂肪基质细胞（ＡＤＳＣ）能够在体外直接增殖

且衰亡率低，同时它具有取材容易、少量组织即可获得大量干

细胞、对机体损伤小、来源广泛、体内储存量大等优点，逐渐成

为近年来新的研究热点。口腔组织工程学领域也将ＡＤＳＣｓ作

为具有发展潜力的种子细胞。虽然，种子细胞很重要，但诱导

液的选择也不容忽视，就目前来说，干细胞向成牙本质样细胞

方向分化的诱导液使用得较多的有２种
［２３］：一种为成牙本质

诱导液－牙胚条件培养液（ｔｏｏｔｈｇｅｒｍｃｅｌｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉ

ｕｍ，ＴＧＣＣＭ），另一种为牙本质非胶原蛋白（ｄｅｎｔｉｎｎｏｎｃｏｌ

ｌａｇｅｎｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎｍｅｄｉｕｍ，ＤＮＣＰＭ）。牙胚是由上皮与间充质

细胞相互作用而形成。ＴＧＣＣＭ
［４］就是利用啮齿类动物切牙

根尖区一种特殊的上皮结构会不断地生长，其周围间充质的功

能与出生前牙乳头的功能相似，含有多种分子信号和生长因

子，这一特性对干细胞向成牙本质样细胞进行诱导分化。而

ＤＮＣＰＭ
［５］是由牙本质特异性蛋白、矿化组织特异性蛋白、生

长因子及蛋白多糖组成。有研究［６］证实牙本质非胶原蛋白单

独作用或与一些细胞因子共同作用能够诱导牙髓干细胞、牙髓

细胞，甚至是胚胎干细胞向成牙本质样细胞分化。随着口腔组

织工程学的发展，多种干细胞向成牙本质样细胞分化的报道屡

见不鲜，但诱导液在细胞培养过程中的作用却未见报道。本实

验旨在利用２种不同诱导液作用脂肪来源干细胞，对细胞的增

殖及凋亡进行检测，以筛选出更利于优秀种子细胞存活的诱导
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条件。

１　材料与方法

１．１　材料　 出生后４ｄ的ＳＤ乳鼠（遵义医学院实验动物中

心提供），ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（Ｇｉｂｃｏ公司），胎牛血清（杭州四

季青公司），Ⅰ型胶原酶（Ｓｉｇｍａ公司），透析袋（ＭＷ：８０００～１４

４００），兔抗鼠ＣＤ４４、兔抗鼠ＣＤ１０５（北京中博奥森生物技术有

限公司），羊抗兔ＳＰ法检测试剂盒（北京中杉金桥生物技术有

限公司），凋亡检测试剂盒（ＢＤ公司），ＭＴＴ（北京华美生物工

程公司），０．４％台盼蓝染色剂（碧云天生物科技有限公司），

ＣＫＸ４１倒置相差显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），全波长酶标仪

（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（ＢＤ公

司），ＤＭＬＢ２ＨＣ图像分析及采集系统（ＬＥＩＣＡ公司）。

１．２　方法

１．２．１　脂肪干细胞的分离及培养　取出生后４ｄ的ＳＤ乳鼠

４只，引颈处死，浸于７５％乙醇消毒１０ｍｉｎ，解剖切取双侧腹股

沟皮下脂肪组织，剪碎成１ｍｍ３ 的组织块，用含１％双抗的

ＰＢＳ液清洗３次，加入等体积０．１％Ⅰ型胶原酶溶液，在３７℃，

５％ＣＯ２ 培养箱中消化３０～４５ｍｉｎ。往消化好的组织块中加

入２倍体积的ＰＢＳ液反复吹打混匀，２００目筛网过滤形成单细

胞悬液，１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，倒去上清液，反复２次。以５

×１０５／ｍＬ密度接种于培养瓶中，置于培养箱中培养，２４ｈ后

首次换液去除未贴壁的细胞，待细胞贴壁８０％左右时，用胰蛋

白酶消化以１∶２或１∶３进行传代。

１．２．２　脂肪干细胞的鉴定　第２代脂肪干细胞长满约８０％

时，用胰蛋白酶消化后制成细胞悬液。以每孔５×１０４ 个细胞

接种于６孔板内的盖玻片上，置于３７℃，５％ＣＯ２ 的培养箱中

培养，待细胞贴壁后，ＰＢＳ液冲洗５ｍｉｎ×３次，用４％多聚甲醛

在室温下固定３０ｍｉｎ，严格按照ＳＰ试剂盒说明书进行免疫细

胞化学染色，一抗终浓度为１∶５００的 ＣＤ４４与１∶５００的

ＣＤ１０５。

１．２．３　ＴＧＣＣＭ及ＤＮＣＰＭ的制备　ＴＧＣＣＭ的制备：牙胚

细胞来源于原 ＡＤＳＣｓ来源动物的下颌切牙牙胚，剪碎后以

０．１％Ⅰ型胶原酶消化１ｈ，２００目细胞筛过滤后，１１００ｒ／ｍｉｎ

离心６ｍｉｎ，用ＰＢＳ液和不含血清培养基各洗１次后，接种至

１００ｍＬ培养瓶中，取培养至第３、５、７天的原代牙胚细胞上清

液，以２２μｍ一次性过滤器过滤，高速离心机２０００ｒ／ｍｉｎ离心

２０ｍｉｎ，取上清与基础培养液以１∶１混匀制成 ＴＧＣＣＭ。

ＤＮＣＰＭ的制备：取３个月ＳＤ大鼠１０只，钳取上下切牙后用

生理盐水洗净，去髓。冰浴下磨去釉质和牙骨质，切成小段于

铜质研钵中捣成粉末，浸入１０％ ＥＤＴＡ５ｍＭＰＭＳＦ（ｐＨ＝

７．２）液中２ｄ，上清液移至透析袋中扎紧，加入双蒸水于烧杯中

透析，透析后的液体分装于离心管中，置于冷冻真空干燥机中

真空干燥，ＤＮＣＰＭ收集称质量备用。

１．２．４　２种诱导液作用脂肪干细胞后的增殖情况　第２代于

生长对数期的脂肪干细胞常规消化后制成细胞悬液，以４．５×

１０６／ｍＬ密度接种于９６孔板，每孔１００μＬ，置于培养箱中贴壁

后，将细胞分为３组：对照组、ＴＧＣＣＭ 组、ＤＮＣＰＭ 组。加入

相应的诱导培养液１００μＬ，对照组加入等量的基础培养基，每

组设５个复孔，培养７２ｈ，于培养结束前４ｈ每孔加入２０μＬ

０．５％ ＭＴＴ液，培养４ｈ后，用针头小心吸去液体，各孔再分

别加入１５０μＬＤＭＳＯ溶解结晶，轻摇１０ｍｉｎ，酶联免疫检测仪

４９０ｎｍ处检测各孔的犗犇值。实验重复３次。

１．２．５　２种诱导液作用脂肪干细胞后的凋亡情况　将于生长

对数期的第２代脂肪干细胞常规消化后接种于６孔板中拍样，

设ＴＧＣＣＭ组、ＤＮＣＰＭ组及对照组。各组设３个复孔，待细

胞贴壁后加入对应的诱导液，对照组加入同等剂量的基础培养

液。培养７２ｈ后，分别消化收集细胞（包括贴壁细胞和悬浮细

胞），ＰＢＳ洗２次，收集洗液，以２０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，重复洗

２次后，每孔细胞加入１００μＬ×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重悬，移至流式

管，加入５μＬＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ及５μＬＰＩ荧光抗体，并设染色

对照，涡旋混匀，避光条件下孵育１０ｍｉｎ，于１ｈ内流式细胞仪

检测凋亡情况。实验重复３次。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据分析，计量资

料以狓±狊表示，采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞形态　未经诱导的第２代 ＡＤＳＣｓ经７～９ｄ生长

后，多数呈多角形或纤维状，细胞核清晰，一般有２～３个核仁，

见较多核分裂相，呈鱼群状或旋涡状分布，细胞界限不清楚（图

１）。经ＴＧＣＣＭ诱导３ｄ后，细胞增殖能力较强，呈较长的纤

维状，细胞质丰满，细胞核变大，部分细胞开始出现极性改变，

细胞有平行排列的趋势（图２）。经ＤＮＣＰＭ 培养３ｄ以后，细

胞形态已发生明显改变，胞体变宽，呈较大的多角形，部分开始

出现极性改变，细胞核大，位于细胞的一端，细胞以单极或２个

突起为主，旋涡状或放射状分布开始改变，趋向于平行排列（图

３）。经ＴＧＣＣＭ培养６ｄ后，ＡＤＳＣｓ细胞极性更加明显，多数

细胞呈平行排列，细胞形态与纤维形牙胚细胞相似；经０．４％

台盼蓝染色，细胞计数后发现细胞数量没有明显变化（图４）。

经ＤＮＣＰＭ培养６ｄ后，ＡＤＳＣｓ细胞极性趋势明显，突起变得

多而长，细胞核大而明显，细胞质内富含蛋白分泌颗粒，细胞大

致平行排列；细胞计数后发现细胞数量明显减低（图５）。

图１　　未经诱导的第２代ＡＤＳＣｓ（×１００）

２．２　免疫细胞化学染色　经免疫细胞化学法鉴定脂肪干细胞

表面标记抗原ＣＤ４４、ＣＤ１０５均为阳性表达（图６～７）。

２．３　 诱导后细胞的增殖情况 　ＡＤＳＣｓ经 ＴＧＣＣＭ 和

ＤＮＣＰＭ培养７２ｈ，其增殖率间接由犗犇值来反映，ＤＮＣＰＭ组

犗犇值低于对照组和 ＴＧＣＣＭ 组，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），ＴＧＣＣＭ 组与对照组比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见表１。

２８８ 重庆医学２０１５年３月第４４卷第７期



图２　　经ＴＧＣＣＭ诱导３ｄ的ＡＤＳＣｓ（×１００）

表１　　２种诱导液作用大鼠脂肪干细胞后的

　　增殖与凋亡情况（狓±狊）

组别 Ａ４９０犗犇值 凋亡率（％）

对照组 ０．３８０±０．１２５ ５．３１１±２．４１４

ＴＧＣＣＭ组 ０．３７７±０．０３５△ ４．０２０±２．３８０△

ＤＮＣＰＭ组 ０．０２８±０．０１７▲ １１．０６０±２．７１２▲

　　：犘＜０．０５，与对照组比较；▲：犘＜０．０５，与ＴＧＣＣＭ 组比较；△：

犘＞０．０５，与对照组比较。

图３　　经ＤＮＣＰＭ诱导３ｄ的ＡＤＳＣｓ（×１００）

图４　　经ＴＧＣＣＭ诱导６ｄ的ＡＤＳＣｓ（×１００）

２．４　诱导后细胞的凋亡情况　ＡＤＳＣｓ经ＴＧＣＣＭ和ＤＮＣＰＭ

培养７２ｈ后，ＤＮＣＰＭ组的凋亡率高于对照组与ＴＧＣＣＭ组，

差异有统计学意义（犘＜０．０５），ＴＧＣＣＭ组凋亡率与对照组间

比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１、图１。

图５　　经ＤＮＣＰＭ诱导６ｄ的ＡＤＳＣｓ（×１００）

图６　　ＣＤ４４阳性表达（ＳＰ法，×２００）

图７　　ＣＤ１０５阳性表达（ＳＰ法，×２００）

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＴＧＣＣＭ组；Ｃ：ＤＮＣＰＭ组。

图８　　ＡＤＳＣｓ诱导后流式凋亡散点图

３　讨　　论

　　牙齿再生是治疗牙体缺失最具前景的方法。脂肪来源干

细胞的分化潜能随年龄的增长保持不变［７］，这是脂肪来源干细
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胞相对于其他种子细胞的一大突出优势。Ｈｕｎｇ等
［８］研究证

实，脂肪干细胞与牙髓干细胞均能在家兔模型中分化发育为具

有神经和血管的完整牙齿，但脂肪干细胞具有更高的生长率且

不易衰老。因此，本实验选其作为主要的研究对象，并从ＳＤ

乳鼠中成功分离提取细胞并在体外繁殖。Ａｌｉｐｏｕｒ等
［９］用免疫

荧光检测到来源于人剥脱的乳牙和脂肪中干细胞的表面标记

物发现，２种细胞均表达ＣＤ４４，而脂肪干细胞表面还可表达

ＣＤ１０５分子。本实验通过免疫组织化学采用ＣＤ４４和ＣＤ１０５

为检测标记物，并得到双阳性的结果，说明从大鼠脂肪组织中

获取的细胞为脂肪干细胞。

通过细胞观察，２种诱导液在作用 ＡＤＳＣｓ３ｄ后，细胞发

生极性改变，表型也开始与原来的细胞明显不同，细胞可能开

始发生定向分化。细胞的增殖和分化能力高低取决于其微环

境是否适宜。Ｙｕ等
［１０］使用ＴＧＣＣＭ 成功地将牙髓干细胞诱

导为牙髓牙本质复合体并证明ＴＧＣＣＭ能够为牙本质的形成

提供微环境，是介导牙髓干细胞形成规则牙本质的有效方法。

ＴＧＣＣＭ能够诱导干细胞向牙本质方向分化的原因是在其作

用的微环境中存在着调节的分子信号和生长因子如 Ｎｏｔｃｈ１、

ＴＧＦβｓ、ＢＭＰｓ、ＦＧＦｓ，能参与牙本质形成中的信号转导和调

控。而ＤＮＣＰＭ组成成分中的唾磷蛋白在牙本质矿化中具有

重要作用，糖胺多糖能促进牙本质细胞的极化，同时也含有一

些生 长 因 子 如 ＴＧＦβｓ、ＢＭＰ２、ＢＭＰ３、ＢＭＰ７ 等。Ｄｅｎｇ

等［１１］证实第一鳃弓来源的间充质细胞能在 ＤＮＣＰＭ 或

ＤＮＣＰＭ＋ＴＧＦβ１诱导下分化为成牙本质样细胞。Ｗｅｎ等
［１２］

使用牙囊条件培养液与ＤＮＣＰＭ 混合后诱导脂肪干细胞分化

为成牙骨质样细胞，与此同时诱导后的成牙骨质细胞很快就丧

失了增殖能力。这也与本研究观察到的情况是符合的，

ＤＮＣＰＭ与ＡＤＳＣｓ共培养６ｄ后，细胞的数量就开始发生明显

地减少。２种诱导剂均能够诱导脂肪干细胞形成牙样组织，但

它们对细胞生长的影响的比较却未见报道。本实验将 ＴＧＣ

ＣＭ与ＤＮＣＰＭ单独作用于脂肪来源干细胞，并将诱导后细胞

的增殖情况和凋亡率在各组之间进行比较，以此作为细胞生长

状态的评估。经ＴＧＣＣＭ诱导后的细胞增殖率与凋亡率与对

照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），说明在诱导中ＴＧＣ

ＣＭ并没有影响细胞的正常生长。但与 ＴＧＣＣＭ 组相比，

ＤＮＣＰＭ组增殖率明显降低，凋亡率增高，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。这可能是ＤＮＣＰＭ 本身或在提取过程中产生的

某些成分影响了细胞的增殖并诱导凋亡。而在ＴＧＣＣＭ的细

胞培养上清液中，包含了保持细胞增殖活力的各种细胞因子、

基质蛋白、细胞代谢物，更利于细胞的生长。由此可以推断，

ＴＧＣＣＭ可能对种子细胞向成牙本质样细胞的诱导更具

优势。
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ｔｏｏｔｈｇｅｒｍｃｅｌｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍｔｉｓｓｕｅ［Ｊ］．ＴｉｓｓｕｅＥｎｇｉ

ｎｅｅｒｉｎｇ，２００６，１２（１１）：３０９７３１０５．

［１１］ＤｅｎｇＭ，ＳｈｉＪ，ＳｍｉｔｈＡＪ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ１（ＴＧＦｂｅｔａ１）ａｎｄｄｅｎｔｉｎｎｏｎｃｏｌｌａｇｅ

ｎｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎｓ（ＤＮＣＰ）ｏｎｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｅｃｔｏｍｅｓｅｎ

ｃｈｙｍａｌｃｅｌｌｓｉｎａｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．

ＡｒｃｈＯｒａｌＢｉｏｌ，２００５，５０（１１）：９３７９４５．

［１２］ＷｅｎＸ，ＮｉｅＸ，ＺｈａｎｇＬ，ｅｔａｌ．Ａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅｄｅｐｒｉｖｅｄ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｃｑｕｉｒｅｃｅｍｅｎｔｏｂｌａｓｔｆｅａｔｕｒｅｓｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ

ｄｅｎｔａｌｆｏｌｌｉｃｌｅｃｅｌｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｄｅｎｔｉｎ

ｎｏｎｃｏｌｌａｇｅｎｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ

ＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２０１１，４０９（３）：５８３５８９．

（收稿日期：２０１４１０１５　修回日期：２０１４１２２７）
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