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摘　要：牙髓干细胞是来源于牙髓组织中的一种成体干细胞, 该种细胞具有高度增殖、自我更新的能力

和多向分化潜能。牙髓干细胞的研究对牙髓再生、牙体修复等牙组织工程将产生重要的意义。该文就

牙髓干细胞的研究现状作一综述，并对其应用前景进行探讨。
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Abstract：Dental pulp stem cells (DPSCs) is a kind of adult stem cells derived from dental pulp and possess high

proliferation rate, self-renewal capability and multiple differentiation capability.The study of DPSCs presents

important significance in dental tissue engineering, such as dental restoration and dental pulp regeneration. In

this review,we introduced the progress of studies on dental pulp stem cells and discussed their clinical

applications.
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间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)

是成体干细胞的一种，具有向多种组织细胞类型分

化的能力，可分化为成骨、软骨、脂肪、成肌等

多种中胚层来源的细胞。人们首先在骨髓中确认了

MSC s 的存在，此后，又从许多其他组织中分离，

鉴定出了这类细胞。骨髓、脂肪组织、骨膜、骨

骼肌、成体外周血、脐带血、血管周皮细胞、骨

组织、羊水、脾脏和真皮都可能成为 M S C s 的来

源，存在于牙髓中的牙髓干细胞也是 M S C s 的一

种。目前牙髓干细胞被公认对于牙本质的损伤修复

具有非常重要的作用。

1　牙髓干细胞的概念

牙髓干细胞是位于牙髓组织的一种成体干细

胞，牙髓是被坚硬的牙本质所包围的一种疏松结缔

组织，其由外向内分为4层：(1)最外层由可形成牙

本质的成牙质细胞构成；(2)第二层称为“无细胞

层”，含有少量细胞和丰富的细胞外基质；(3 )第

三层称为“多细胞层”，内含具有可塑性和多能性

的祖细胞[1] ；(4)血管区和神经丛存在于牙髓的最内

层。牙髓细胞在体外培养时表现出高度的自我更新

能力和多元分化性，将牙髓细胞移植到免疫缺陷型

的小鼠体内，能够产生牙本质牙髓复合体，并且牙

髓细胞在一定的外界诱导条件下，可以向骨细胞、

软骨细胞、脂肪细胞、神经细胞等多种细胞方向分

化，这说明牙髓中可能含有干细胞[1]。在胚胎发育
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的第六周，当神经嵴细胞迁移到头颈间充质部位以

后，外胚层开始分裂增殖，导致牙板发生。随后，

在外胚层和中胚层的相互作用下[2,3]，卵形结构开始

分隔，形成牙胚，而神经嵴细胞此时开始向牙乳

头、牙囊方向分化，构成了牙齿以及牙周的主要部

分[4]。由此可见，牙髓在发生上是由外胚层和间充

质两种组分构成，其中所含有的神经嵴细胞具有可

塑性和多向分化潜能[5]。当齿冠矿化后，残留的牙

髓被包裹在这种坚硬的结构中，避免受到外界环境

的分化刺激，在牙髓腔中形成了一种密封的生态

龛，这一点或许可以用来解释，为什么在成人的牙

髓组织中，我们仍然可以发现大量的干细胞。

Gronthos等[6]于2000年首次从牙髓中分离得到

干细胞，他们将人类健康的第三磨牙牙髓经过酶消

化的方法制成单细胞悬液并培养，得到了具有形成

细胞克隆的能力以及表现出高度增殖能力的细胞，

他们将其命名为牙髓干细胞(dental pulp stem cells,

DPSCs)。这些细胞在体内和体外都可形成矿化组

织。从其中分离出的单个细胞克隆也显示出多潜能

性，在体外可形成脂肪细胞和神经前体细胞，并且

可以在免疫缺陷型的小鼠体内生成牙本质牙髓复合

体。将 DPSCs 与骨髓基质干细胞进行比较，结果

发现，它们具有相似的免疫表型，但牙髓干细胞具

有更高的克隆形成率和增殖率，且表现出很强的钙化

组织形成能力，经体外诱导，能形成分散而高密度

的钙化小结和成牙本质细胞。同年，Couble等[7]将从

健康人牙髓中分离提取的牙髓细胞中加入磷酸甘油

进行诱导分化后，牙髓细胞出现极化，相互之间发

生连接，形成复合体，胞内出现牙本质细胞所具有

的典型细胞器，这些细胞还能够分泌富含I 型胶原

的基质并矿化，证实了牙髓中存在着能够分化为成

牙本质细胞的前体细胞。

目前认为牙髓组织中存在的具有形成细胞克隆

能力和高度增殖能力、具备多向分化潜能、在光学

显微镜和相差显微镜下呈均一的成纤维细胞样的细

胞就是牙髓干细胞。多年来，大多数关于牙髓干细

胞的研究都是在组织培养或者原代牙髓细胞培养的

基础上进行的，成体牙髓组织的来源局限。目前，

常从成人正常阻生的第三磨牙和脱落的乳牙中提取

牙髓组织[8]。

2　牙髓干细胞的鉴定

牙髓干细胞在不同诱导剂的作用下，可以分化

为多种细胞[9,10]。Laino等[11]从34例17~39岁年龄的

患者中取出第三磨牙，分离他们的牙髓组织获得人

牙髓干细胞，诱导分化出了成骨细胞。Almushayt

等[12]发现牙髓干细胞可以被诱导分化成牙本质细

胞。Zhang 等[13]利用酶消化法分离人第三磨牙中的

牙髓干细胞，经鉴定证实为人牙髓干细胞，且能维

持其生物学特性至少25代左右，其后他们分别用神

经、骨、脂肪、成纤维和软骨细胞诱导介质诱导

人牙髓干细胞，发现其具有向5个方向分化的潜能。

Gronthos等[6]应用免疫组化技术研究DPSCs的

表面分子标记，并与骨髓基质干细胞比较，其结果

表明，DPSCs 和 BMSCs 表达极为相似的蛋白，即

均不表达造血细胞表面抗原 CD14、CD45、CD34

以及其他组织标记物，如成肌分化抗原 MyoD、神

经微丝、Ⅱ型胶原、过氧化物酶体增殖激活受

体 γ2，均表达与内皮细胞(血管细胞黏附分子 1、

CD146)、平滑肌细胞(α- 平滑肌肌动蛋白)、骨细

胞(碱性磷酸酶、Ⅰ型胶原、骨连接素、骨桥素、

骨钙素)和成纤维细胞(Ⅲ型胶原、成纤维细胞生长

因子 2)有关的分子标记。DPSCs 不表达骨基质蛋

白、骨涎蛋白，而在 B M S C s 为低水平表达。用

Northern blot方法研究发现，DPSCs不表达成牙本

质细胞的特异性标记物牙本质涎磷蛋白(den t i n

sialophosphop rotein, DSPP)，说明DPSCs处于未分

化状态，尚未分化为成熟的成牙本质细胞。DPSCs

较高表达ⅩⅤⅢ α1 型胶原、胰岛素样生长因子2、

盘状结构域酪氨酸激酶、NAD(P)H- 维生素K3 氧化

还原酶、周期素依赖性蛋白激酶 6 等，BMSC s 较

高表达胰岛素样生长因子连接蛋白 27和Ⅰ α2 型
胶原。Liu 等[14]研究发现，DPSC s 发生分化时，

Runx2、TGFβ 相关基因、胶原代谢相关基因在初

始时上调，碱性磷酸酶活性上升，之后下降，而

在DPSCs 分化过程中惟一下降的标记物是细胞外基

质磷糖蛋白(matrix extracellular phos2 phoglycop rotein,

MEPE)。Liu 等[14]认为，MEPE 是矿化的抑制剂，

在 DPSCs 分化时下调，可作为 DPSCs 分化时的检

测指标。DPS C s 与牙髓成纤维细胞很相似，单从

形态学上很难区分，而其在牙髓中的定位和特异性

分子标记还不是很明确，一般都是DPSCs 向成牙本

质细胞定向诱导分化后，通过诱导前后的细胞表面

标记来鉴定。目前常用于鉴定的细胞标记物主要包

括：波形丝蛋白、I 型胶原、碱性磷酸酶(ALP )、

牙本质涎磷蛋白及牙本质基质蛋白等[15]。
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3　牙髓干细胞的增殖及体外培养

DPSCs 的多克隆细胞群，其细胞群体倍增次数

可超过120次；DPSCs的单克隆细胞则可增殖10~20

代，其中一些细胞能够传到 20 代以上，从而产生

足够的细胞来形成牙髓样复合体。在人的 DPS C s

中，大约有三分之二的单克隆细胞可以形成与多克

隆细胞相同量的牙本质，而另外的三分之一则只形

成很少的牙本质[16]。Gronthos等[6]曾将DPSCs与骨

髓基质干细胞(BMSCs)进行了增殖情况的比对研究。

在同样的接种密度下，DPSCs 的克隆形成率为每万

个细胞产生 22～70 个克隆，BMSCs 则为每万个细

胞有2.4～3.1个集落，说明成人牙髓干细胞相较于

BMSCs 具有更高的集落形成能力，并推测牙髓组织

中干细胞的含量可能高于骨髓组织。

由于 DPSCs 的体外培养耗时长和占用空间较

大，而且容易污染，随着组织工程学的发展，人

们开始利用组织工程学的方法对牙髓细胞进行体外

三维立体培养[15]。侯延华等[17]用酶消化法分离获得

牙髓干细胞，对牙髓干细胞在体外进行二维和三维

空间培养，并比较其增殖效率。结果发现人牙髓干

细胞在体外呈克隆样生长，在二维空间里培养，细

胞密度提高了 4.12 倍，而在三维空间里培养，细

胞密度提高了11.06 倍。这说明三维培养是扩增牙

髓干细胞的有效方法。李珊等[18]采用冷冻干燥法制

备壳聚糖- 磷酸三钙复合材料，将酶消化法分离培

养，并达到一定数量级的人牙髓干细胞，与支架材

料进行复合培养，通过扫描电镜观察细胞的生长情

况，结果显示，复合材料具有良好的多孔网状结

构，使得成人牙髓干细胞与材料表面紧密贴附，生

长良好，牙髓干细胞标志表达明显。这说明牙髓干

细胞可以在体外进行三维培养，且较普通的二维培

养有显著优势。我们可以利用微载体和旋转式细胞

培养系统相结合的三维培养方法来解决DPSCs 体外

培养困难的问题。

4　牙髓干细胞的低温储藏

细胞和组织的深低温保藏技术现今已有了显著

提高，牙髓干细胞作为一种易于获取的干细胞来

源，可以被冷冻保存很长一段时间[19]，并且可以用

来建立成人组织再生的“冷库” [20]。Zhang 等[13]发

现，DPS C s 可以在深低温保藏后仍然保有分化潜

能。随后，Laino 等[21]研究了DPSCs 及其分化而来

的成骨细胞在经历了2 年的冷冻并进行复苏后的细

胞活性。结果表明，这两种细胞都可以很容易的被

深低温冷冻及复苏，且细胞活性可保持不变，这使

得他们有望成为延迟治疗中有效且可靠的细胞来

源，可以根据患者的需要用来进行组织修复。

从DPSCs分化而来的成骨细胞，即使经过长时

间的深低温冷冻，仍然能够像新鲜细胞一样，可以

快速的重新开始增殖并生成矿化基质[21,22]，而且与

新鲜细胞的增殖情况相比没有凋亡细胞。此外，这

些成骨细胞仍保有它们的多能性，且在至少100个

25 cm2 细胞培养瓶中观察到生成了大量的编织骨。

把这种骨组织样本移植到免疫抑制型的大鼠体内

后，可观察到其被重塑成为板层骨，这更进一步证

明了它们的活力。

Seo等[23]研究表明，对整个牙髓进行冷冻保藏

可以有效提高其复苏时的安全性，因此这也需要各

种不同的全髓冷藏技术进行支持。这些细胞的特性

和潜能使得其在组织的三维重建这一治疗过程中拥

有诱人的应用前景，即可以根据患者的需要来方便

的进行保存和复苏。

5　应用及展望

我们对于牙髓组织的生物学认识在近年来有了

很大的进步，这使得我们在分子及细胞领域可以对

牙齿再生提出更强有力的假设。尽管人们对于多种

参与牙齿再生的细胞和信号现象了解的越来越多，

但是由于没有哪两次再生的过程是完全相同的，因

此目前仍然不能确定的说某种细胞以及某种特异的

分子信号通路主导着牙齿再生这一进程。

DPSCs 的发现让我们从细胞水平认识牙齿的发

育和再生修复机制，为牙髓疾病的治疗以及牙齿组

织工程的发展带来了新的曙光。目前临床上获取牙

髓干细胞的最具可行性的方法是从患者自身拔除的

智齿中收集牙髓，或是利用牙髓摘除术获取自体牙

髓材料。使用牙髓干细胞等牙源性干细胞进行体内

和体外的组织重建，是牙齿再生修复的重要渠道，

由于 DPSCs 的取材避免了免疫排斥和道德伦理问

题，且获得的干细胞具有很好的增殖力并具有多向

分化能力，因此其不仅可以应用于牙组织工程，还

可以作为骨组织工程的种子细胞，应用于骨缺损的

临床修复中，增加了种子细胞的来源。
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