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犬牙囊干细胞膜片的构建及生物学特性的研究 *
黄 闯 宋镜明 宋 扬 刘 佳 王丽颖 金作林△

（第四军医大学附属口腔医院正畸科 陕西西安 710032）

摘要 目的：利用犬牙囊干细胞（Dental Follicle Stem Cells, DFSCs）构建细胞膜片并研究其生物学特性。方法：取 4至 6月龄犬尖牙
牙胚，分离培养 DFSCs，鉴定。用含抗坏血酸的培养基诱导 2周构建细胞膜片，并通过倒置显微镜、HE染色、茜素红染色、油红染
色、扫描电镜(SEM)对膜片进行形态学检测，检测成骨、成脂能力。结果：DFSCs于体外被成功分离、纯化、培养，细胞克隆形成率约
为 5.1%。流式鉴定为 CD29+CD44+CD34-，增殖能力及克隆形成能力较强，并能成功构建成细胞膜片。光镜和电镜显示膜片细胞
排列紧密，细胞基质分泌多，油红 O染色后可见细胞内有大量脂滴形成。(B)茜素红染色后可见大量清晰的钙结节形成。结论：成
功构建犬 DFSCs膜片，并证明其具有较强的成骨能力，为进一步利用犬 DFSCs膜片修复牙槽骨缺损的研究提供条件。
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ABSTRACT Objective: To study the construction of dental follicle stem cell sheet and its biological characteristics in Beagle dogs.

Methods: After identification,DFSCs were sub-cultured to construct DFSCs sheet. Cell sheet was investaged by inverted microscope, HE
staining and scanning electron microscope (SEM). DFSCs sheets were induced by adipogenesis inducing medium and osteogenic medium
for 14 days separately. Oil red staining and Alizarin red staining was applied to examine adipogenic induction and osteogenic induction.
Results: DFSCs showed typical spindle shape.. Colony-forming assay results showed about 5.1% DFSCs colony formation. DFSCs were
positive for CD29 and CD44, but negative for CD34. MTT manifested the growth and proliferation was good. Cell cycle testing showed:
G1=87.1%,G2=5.54%. DFSCs sheets were constructed successfully and its growth in multilayer. It found that DFSCs expanded ade-
quately and extracellular matrix(ECM) was clear and numerous in scanning electron micrescopy.Oil red staining and alizarin red staining
both demonstrated positive reactions in DFSCs sheet after induction. Conclusion: It suggested that DFSCs cell sheet may be constructed
and has a strong bone-forming ability.
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前言

细胞膜片技术已成为一种新的组织重建技术，"细胞膜片
工程 "已开创了再生医学的一个全新领域[1,2]。细胞膜片不含任
何可降解支架材料，且通过膜片的复合可形成三维立体结构[3-5]。
细胞膜片技术在组织工程方面的应用十分广泛 [6-8]。日本学者
Akizuki应用细胞膜片技术于 2005年成功构建牙周膜细胞膜
片，再生比格犬牙周组织[9]。2009年日本学者 Takanori I利用牙
周膜细胞构建复层细胞膜片，修复牙槽骨缺损[10]。2011年 Bai
YD等学者利用 Hertwig上皮根鞘细胞与牙囊干细胞共培养构
建出单层的细胞膜片[11]。
牙囊 (Dental Follicle, DF) 是由外胚间充质衍生的结缔组

织，包含可形成牙体支持结构的前体细胞[12-15]。大量研究表明牙
囊中含有多个亚群细胞，已被证明其中存在部分增殖及分化能

力较强的干细胞[16,17]。在特定的培养条件下，这些牙囊干细胞
(Dental Follicle Stem Cells, DFSCs)可以分化成为成牙骨质细胞
或者成骨细胞样细胞 [18]。这说明 DFSCs含有不同种群的干细
胞，具有多向分化潜力。但目前国内外对于 DFSCs在组织工程
方面应用研究大多停留在将 DFSCs作为种子细胞与支架材料
相结合，植入体内形成组织，观察修复能力。而应用 DFSCs构
建细胞膜片并对膜片性能进行测定鲜有报道。本实验通过体外
分离纯化犬牙囊中的 DFSCs，构建 DFSCs细胞膜片，观察 DF-
SCs细胞膜片的生物学特性，为进一步研究牙周组织缺损提供
有力条件。
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1 材料与方法

1.1 实验材料
1.1.1 实验动物 实验动物选用健康纯系雄性比格犬（Beagle）4
只，3月龄，体重约 2.0 kg~2.5 kg，由第四军医大学动物实验中
心提供。且经过口内检查排除牙齿、牙龈及牙槽骨病变。
1.1.2 试剂和仪器 DMEM培养基（GiBco公司，美国），胎牛血
清（FBS，杭州四季青公司），I型胶原酶（Sigma公司，美国），β－
甘油磷酸钠（Sigma公司，美国），L-抗坏血酸（Sigma公司，美
国），胰蛋白酶（Sigma 公司，美国），苏木精（上海蓝季科技公
司），吲哚美辛（Sigma 公司，美国），3-异丁基 -1-甲基黄嘌呤
（Sigma公司，美国），地塞米松（Sigma 公司，美国），L-谷氨酰
胺（Sigma公司，美国），茜素红（Sigma公司，美国），青霉素 -链
霉素（GiBco公司，美国），二甲基亚砜（Sigma公司，美国），CO2

细胞培养箱（Thermo 公司，美国），离心机（Heraeus Cryofuge
8000，德国），倒置相差显微镜（Nikon，日本）。
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 DFSCs体外分离培养 按照 Yalvac[19]等分离 DFSCs及纯
化细胞的方法进行，简述如下：3月龄健康 Beagle犬 4只，无菌
条件下切开粘骨膜层，完整挖出上、下尖牙牙胚，剥离牙囊组
织，收集组织块，625 U／ml的 I型胶原酶于 37℃消化 60 min，
加入 1 ml含 10%胎牛血清（FBS）及双抗的 DMEM培养液，接
种到 6孔板上，置于 37℃、5% CO2孵箱内 3 h，之后补加 5 ml
培养液，继续培养 2天后换液。原代细胞生长达 70％-80％融合
时，利用差速消化法传代。加入适量浓度为 2.5 mg／ml胰蛋白
酶至梭形细胞收缩变圆，而多角形细胞形态无明显变化时终止

消化。收集细胞悬液，按 l：2比例进行传代培养。
1.2.2 DFSCs克隆形成率 将第 3代 DFSCs以胰酶消化制成细
胞悬液，按 1×103个细胞种入直径为 70mm的培养皿中，加入
5 ml培养液，每 3天更换培养液，培养 14天后，用 40 g/L多聚
甲醛固定 20 min，甲苯胺蓝染液染色 10～20 min。体视显微镜
下计大于 50 个细胞的克隆数，并计算克隆形成率 (Colony
forming ef誖ciency，CFE)。克隆形成率(％) =克隆形成数目÷接
种细胞总数× 100％。
1.2.3 DFSCs活力及增殖实验 MTT法检测细胞活力及增殖。
取处于对数生长期的第 3代 DFSCs，每孔 1×103个细胞接种

于 96孔板，每孔加培养液 200 μl。次日始，吸净原培养基，加入
新液（180 μl培养液＋20 μl MTT 5 mg/ml于 PBS中溶解）重新
置入孵箱内，4 h后吸净原液后加入 150 μl DMSO（二甲基亚
砜），震荡 10 min；多样本光密度仪（BIO-TEK,USA）检测波长
为 490 nm时每孔光密度值（OD）。持续八天。绘制生长曲线图。
1.2.4 流式细胞术检测 DFSCs表面标记物 取生长融合达 80％
-90％的第三代 DFSCs，常规消化离心，按 1×106个细胞加入含

血清的 PBS 200 μl，再加入抗犬 CD29-FITC、CD34-FITC、
CD44-FITC单克隆抗体（R&D Systems，USA）1 μl混匀，4℃孵
育 1 h后 PBS清洗 1遍，再加入 400 μl含血清的 PBS重悬细
胞，进行流式细胞术检测（Becton Dickinson, USA）。
1.2.5 细胞周期检测 取第三代 DFSCs，消化离心后，加入 1 ml
的 PBS混匀，再加入 2ml的无水乙醇立即震荡混匀，置 4℃孵

育 1 h后离心 1000 r/m，5 min弃无水乙醇，用 PBS洗涤 2次，
加 100 μl PBS将细胞吹散，细胞数量为每份 5×105-1×106个，

进行细胞周期检测（Becton Dickinson, USA）。
1.2.6 DFSCs膜片的构建 将第三代 DFSCs消化离心后，以 1×
105个接种至直径为 50 mm的培养皿中，加入 5 ml成膜诱导液
（含 100 μg／mL抗坏血酸，200 ml／L热灭活胎牛血清，0.292
μg／mL L- 谷氨酰胺，l00 U／ml 青霉素 ，100 μg／ml 链霉
素）。每 2天换一次液，连续培养 2周，2周后从培养皿边缘缓
慢揭起膜片，于体式解剖显微镜下拍照。
1.2.7 DFSCs膜片扫描电镜检测 于细胞膜片培养第 5 天、第
10天、第 15天分别置于 0℃条件下 25 ml／L戊二醛中固定 4
小时，然后经脱水和临界点干燥处理，样品表面喷镀薄层金膜，

在扫描电子显微镜（HITACHI S－3000N）下观察细胞膜片表面
情况。
1.2.8 DFSCs膜片的组织学染色 于细胞膜片培养第 10天、第
15天分别将标本置于 10%中性甲醛固定液中过夜，甲酸 --甲
酸钠复合脱钙液脱钙 2～3 d，脱水，石蜡包埋，切取 10 μm的石
蜡切片，按常规方法行 HE染色。
1.2.9 DFSCs膜片的成脂诱导 于细胞膜片培养第 10天后，加
入成脂诱导培养液[30]（含体积分数 10%胎牛血清，浓度为 0.292
μg／mL L-谷氨酰胺，l00 U／ml青霉素，100 μg／ml链霉素，
200 μmol／L吲哚美辛，0.5 mmol／L异丁基甲基黄嘌呤(IB-
MX)，10 μmol／L胰岛素，1 μmol／L地塞米松的 DMEM-HG
培养基）。每 2天换一次液体，经过 14天的培养后，常温下 4%
多聚甲醛溶液固定 10 min，经 0.3 %油红 O溶液染色 30 min，
倒置显微镜下照相观察。
1.2.10 DFSCs膜片的成骨诱导 于细胞膜片培养第 10天后，加
入成骨诱导培养液[30]（含体积分数 10%胎牛血清，浓度为 0.292
μg／mL L-谷氨酰胺，l00 U／ml青霉素，100 μg／ml链霉素，
10 mmol／L β- 甘油磷酸钠，50 mg／L 左旋抗坏血酸 10-7

mol／L地塞米松的 DMEM-HG培养基）。每 2天换一次液体，
经过 14天的培养后，4%多聚甲醛固定 10 min，经 0.1 %茜素红
Tris-HCl (pH 8.3)溶液孵箱中孵育 30 min，倒置显微镜下照相
观察。
1.2.11 DFSCs膜片经成骨诱导后的电镜检测 细胞膜片经成骨
诱导液培养 14天后，样本 0℃下置于 25 ml／L戊二醛中固定
4h，脱水、临界点干燥处理、样品表面喷镀薄层金膜，扫描电镜
（HITACHI S-3000N）下观察细胞膜片表面钙结节形成情况。
1.3 统计学分析
各分组所得计量数据采用软件 SPSS16.0 对数据进行处

理。MTT法检测结果采用单因素方差分析，流式细胞术结果采
用卡方检验，两组间均数比较用 t检验,以 P<0.05为差异有统
计学意义。

2 结果

2.1 利用差速传代法得到纯化的 DFSCs
原代 DFSCs2～4 h即开始贴壁生长，24 h后完全贴壁并铺

展（图 1A）。经 2次差速传代至第 3代时即可获得纯化的 DF-
SCs（图 1B）。DFSCs在 DMEM培养液中增殖较迅速，传代后
2～3 d即可重新长满。
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2.2 DFSCs具有较强的活性及增殖能力
DFSCs生长曲线呈 S形，接种后 1~2天细胞处于潜伏期，
从第 3天始进入稳定增长期，至第 7天达到增长最高峰。随后
增殖开始减缓（图 2）。

细胞周期检测发现，DFSCs处于 DNA合成前期（G1期）
的细胞比例为 87.1%，处于 DNA合成期（S期）的细胞比例为
7.32%，处于 DNA合成后期（G2 期）的细胞比例为 5.54%（图
3）。
2.3 DFSCs中含有部分具有干细胞特性的细胞亚群
克隆形成实验发现：培养 14天后细胞个数超过 50个的细

胞集落（图 4A）平均约有 51 个，经计算细胞克隆形成率约为
5.1%（图 4B）。

流式细胞术检测发现：DFSCs表面标记抗原 CD29阳性表
达结果为 78.0%，CD44阳性表达结果为 94.5%，CD34 阳性表
达结果为 1.7%，阴性对照蛋白阳性表达结果为 1.1%。最终结果
显示 CD29、CD44为强阳性（图 5）。

图 1 DFSCs体外分离培养: (A)原代 DFSCs 24 h完全贴壁并伸展。
(B)第 3代得到纯化的 DFSCs

Fig. 1 DFSCs preparation: (A)Primary passage DFSCs adhered and spread

after 24h. (B) DFSCs have been purified at the 3rd passage

图 2 MTT实验结果：生长曲线呈 S形。横坐标为天数(d)，纵坐标为

光密度值(OD)

Fig.2 MTTassay:Growthcurvewassignificant.X-axisistime(d).Y-axisisOD

图 3 DFSCs细胞周期检测结果：G1=87.1%, G2=5.54%, S=7.32%

Fig.3 RepresentativeDFSCscell-cycledistribution：G1=87.1%,G2=5.54%,

S=7.32%

图 4 克隆形成：(A)培养 14天后细胞个数超过 50个的细胞集落.(B)

每个培养皿上形成的细胞集落数

Fig. 4 Colony-forming：(A) forming colonies after 14 days. (B) shows the

colony-forming unit

图 5 DFSCs表面标记物表达：CD29+CD44+CD34-，HC-N为阴性对照
Fig. 5 Surface marker expression characteristics in DFSCs：CD29+CD44+CD34-, HC-N served as a control.
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图 7 DFSCs细胞膜片电镜检测：(A,B)构建 5天时的细胞膜片,细胞表面可见大量分泌颗粒。(C,D)构建 10天时的细胞膜片。(D)可见细胞外絮状

基质。(E,F)构建 15天时的细胞膜片。(F)可见大量细胞外基质将细胞包埋
Fig. 7 SEM of DFSCs sheet: (A,B) a large amount of secretory particles on the surface of DFSCs after cell sheets cultured 5 days. (C,D) showed the

morphology of the cell sheet cultured for 10 days. (D) showed the flocculent extracellular matrix. (EF) the cell sheet cultured for 15 days; (F) DFSCs are

embedded by a large quantity of flocculent extracellular matrix

2.4 利用 DFSCs可以构建具有良好增殖及分化能力的细胞膜
片

高密度接种后，成膜诱导液的培养 2周，培养皿底部可见
半透明乳白色薄膜样物质。用灭菌的眼科镊将细胞膜片沿培养
皿边缘轻轻剥离，完全剥离后的细胞膜片呈现乳白色皱缩状

（图 6A），并具有一定的厚度与强度。
HE染色结果示：DFSCs胞核为蓝色，胞质为粉色，细胞呈

典型的复层生长，最多可达 5~6层（图 6B），细胞外基质非常丰
富且连接致密，类似于生物支架结构。

细胞膜片培养第 5天扫描电镜下可见细胞排列紧密，呈纺
锤形，伸展良好，通过伪足与其他细胞连接紧密且局部发生重

叠（图 7A），细胞表面分泌颗粒开始聚集且分泌旺盛（图 7B）。
细胞膜片培养第 10天细胞已呈复层生长（图 7C），细胞外分泌
大量絮状基质（图 7D）。膜片培养第 15天细胞已呈明显的复层
生长，伪足伸展良好（图 7E），细胞外有大量絮状基质将细胞包
埋（图 7F）。
细胞膜片成脂诱导 14天经油红 O染色后可见细胞内有

大量脂滴形成（图 8A），而经成骨诱导液培养 14天的细胞膜片
茜素红染色后可见清晰的钙结节形成（图 8B）。

3 讨论

牙周组织工程方法是目前治疗牙周缺损的热点，羟基磷灰

石（HA）、聚乙醇酸（PGA）、磷酸三钙（TCP）、胶原蛋白等作为
生物支架材料被广泛应用于牙本质及牙槽骨再生的研究中[20]。
传统的生物支架材料存在许多缺点，例如潜在的免疫原性、炎
症反应、较低的生物活性、不匹配的降解速率、不可控的细胞与
材料之间的相互作用等。并且种子细胞与支架材料结合的过程
中，有 30％～40％的细胞不能粘附于支架而流失，接种密度和
分布也不均匀。其次，细胞与支架材料结合后需重新分泌细胞
外基质，分泌产生的某些蛋白是无法黏附于材料表面的，最终

导致细胞黏附失败，细胞活性丧失[21]。细胞膜片技术的出现最
终弥补了传统支架材料存在的缺陷。

图 6 DFSCs细胞膜片的形态学特征：(A)细胞膜片具有一定的韧性并

且易于完整剥离。(B)HE染色镜下见膜片最厚可达 6层细胞
Fig. 6 Morphological characteristics of the DFSCs sheets: (A) The DFSCs

sheets were tenacious, flexible and easily separated as intact sheets from

the tissue culture plate. (B) H&E pictures showed that the cell sheets

consisted of 6 layers of cells most
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图 8 细胞膜片的成脂、成骨能力：(A)成脂诱导 14天后油红 O染色可

见细胞内有大量脂滴形成。(B)成骨诱导 14天后茜素红染色可见大

量清晰的钙结节形成

Fig. 8 Adipogenic and osteogenic differentiation: (A) DFSCs sheet formed

lipid clusters that stained positive for Oil Red O following 14 days of

adipogenic induction. (B) shows a high number of red-staining nodules

after 14 days' induction

DFSCs存在于牙囊中，被普遍认为是成牙骨质细胞、牙周
膜细胞、牙槽骨细胞的前体细胞，其中部分细胞亚群具有干细
胞的作用，可修复牙周组织缺损[12-19]。而青少年智齿不能正常萌
出的发病率日益增高，在某些地区发病率甚至高达 76%[22]，有

大量带着牙囊组织的智齿需要拔除，为我们提供了丰富的 DF-
SCs来源。
在本研究中我们利用犬的牙囊在体外分离纯化培养获得

DFSCs（如图 1B），纯化后的 DFSCs具有很好的克隆形成能力
（如图 4A）。同时，DFSCs具有很强的分裂增殖能力，并可维持
相对稳定的细胞性状。细胞表面抗原标记物检测显示
CD29+CD44+CD34-，与 Bettina[23]，Takahiro[24]等人的实验结果

一致，以上结果证实 DFSCs含有部分具有干细胞特性的细胞
亚群。DFSCs所构建的膜片致密且具有一定厚度（如图 6A），使
膜片具有一定的弹性和稳定的机械性能，这种结构类似于人工

支架，增加了膜片的可操作性。同时，DFSCs细胞膜片还具有多
向分化潜能，不仅能够分化为纤维组织，更可以向骨组织及牙

骨质分化，从而可能成为牙周缺损原位修复的候选材料，用以

原位再生包括牙骨质、牙周膜、牙槽骨在内的牙周复合结构。与
Bai YD等用牙囊干细胞构建的细胞膜片相比，Bai构建的膜片
最厚处只有 2层细胞，机械性能及韧性较差[11]。且需与 Hertwig
上皮根鞘细胞共培养，操作繁琐，且膜片构建较不稳定。而本实
验构建的膜片最厚处约有 6层细胞，机械性能较佳，具有更好
的临床运用前景。

Akizuki [9]、Takanori Iwata [10]、Flores[25]等一些学者已经开始
利用牙周膜干细胞构建细胞膜片对牙槽骨、牙周膜、牙骨质进
行修复，动物实验已取得部分成功，但仍存在很多不足。首先，
人牙囊干细胞来源较牙周膜干细胞更为广泛，自体牙囊细胞构

建膜片减少了免疫原性，临床应用前景更加可观[22]。其次，其构
建方法均是利用温敏材料构建单层膜片，或将单层膜片复合形

成复层膜片，此种方法价格昂贵，构建膜片的大小受温敏材料

的限制，不利于膜片的大量应用。而本实验采取成膜诱导液的
方法不受此类限制。更重要的是，牙囊细胞是牙周膜细胞的前
体细胞，理论上具备更强的增殖和分化能力，能够更为有效的

再生出牙周组织。以上学者（包括 Bai）构建膜片后，并未对膜片

的多向分化能力进行验证，而本实验成脂、成骨诱导的成功弥
补了上述的不足。
本研究结果表明，利用 DFSCs构建的膜片具有稳定的机

械强度和物理特性，并弥补了传统支架的诸多不足。经成骨诱
导液培养的细胞膜片胞外基质含大量矿化结晶体，为骨的矿化

奠定了良好的生物支架基础。但本实验缺乏动物体内实验的支
持，还需进一步完善体内成骨的实验。相信随着研究的深入，
DFSCs细胞膜片将成为修复牙周缺损的有效工具之一。
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