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牙周膜成骨分化研究进展 *
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摘要：牙周膜是位于牙根与牙槽骨之间的结缔组织，具有自我更新和多向分化的能力。无论是在正畸治疗还是在牙周组织修复及

再生过程中，牙周膜的成骨分化都是必不可少的。近年来，许多国内外学者致力于研究影响牙周膜成骨分化的因素，包括机械力，

细胞因子，药物等，这些因素可以单独作用于牙周膜，也可以联合使用加快牙周膜成骨分化，可以为临床上加快牙齿移动和修复

牙周组织缺损提供更多新的思路。现就影响牙周膜成骨分化的诸多因素及其主要机制作一综述。
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Research Progress of Osteogenic Differentiation of Periodontal Ligament*

The periodontal ligament is the connective tissue between the tooth root and alveolar bone and has the ability of

self-renewal and multi-directional differentiation. Osteogenic differentiation of periodontal membrane is indispensable in both orthodon-

tics and periodontium repair and regeneration. Recently, many scholars are dedicated to study the factors influencing osteogenic differen-

tiation of periodontal ligament, such as mechanical force, cytokines and drugs, and so on. And these factors can not only be used in the

periodontal ligament solely, but also be used in combination with speeding up osteogenic differentiation of periodontal ligament, which

can provide more new ways for accelerating tooth movement and repairing periodontal defects. Now, we reviewed the factors that affect

the osteogenic differentiation of periodontal ligament and its main mechanisms in this paper.
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前言

牙周膜（periodontal ligament，PDL）是位于牙根与牙槽骨之

间的结缔组织，牙周膜细胞是一类由不同功能的成熟细胞和未

分化间充质细胞组成的异质细胞群，具有自我更新能力和多向

分化潜能[1]。

正常情况下，牙周膜细胞通过增殖和分化使其本身及与其

相连的牙骨质和牙槽骨处于不断更新和改建的状态，维持自身

状态的稳定。在受到外界刺激和病理状态下，通过牙周膜干细

胞（periodontal ligament stem cells，PDLSCs）的不断增殖和分化

使组织再生[2,3]，参与邻近牙槽骨和牙骨质的改建及修复再生，

因此牙周膜在维持牙周组织动态平衡以及牙周组织再生中起

重要的作用[4-6]，而牙周膜的成骨分化尤为重要。许多因素都可

以影响牙周膜的成骨分化。

1 影响牙周膜成骨分化的因素

1.1 机械力

在正常口腔环境中，牙周膜受到咬合力的作用，维持牙周

组织的动态平衡；在正畸治疗中，牙周膜感受外界机械力刺激，

将机械刺激传到牙槽骨，介导牙周组织重建。

已有研究证明在正畸牙齿移动过程中，循环拉伸应力能够

提高人牙周膜细胞（human periodontal ligament cells，hPDLCs）

成骨基因和蛋白碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）、分泌

性焦磷酸蛋白（secreted phosphoprotein 1，SPP1）、转录因子 Sp7

（transcription factor Sp7，SP7）和 Runt相关转录因子 2（runt-re-

lated transcription factor-2，Runx2）表达[7-9]。Tao Shen[10]等也通过

对人牙周膜干细胞施加循环牵张力 6 h、12 h、24 h后，与未加

力细胞相比，ALP、骨钙素（Osteocalcin，OCN）、Runx2的 mRNA

和蛋白水平都显著增高，显然循环牵张力能够促进人牙周膜干

细胞的成骨分化。Lu Li[11]等为了研究在生理咬合状态下循环拉

伸应力对牙周膜细胞的成骨作用及机制，用 10 %的循坏拉伸

应力代替生理性咬合力作用于细胞 12 h、24 h、48 h后，Runx2、

SPP1的 mRNA和蛋白水平分别在 12 h、24 h达到高峰，SP7蛋

白在 12 h、24 h、48 h呈现较高的表达水平，但 SP7 mRNA含量
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降低，这与 Tang N和 Zhao Y[7,12]等人的研究结果不一致，10 %

的循环拉伸应力可能影响 SP7 mRNA的稳定性，而且不同的

调控机制也会影响 mRNA和蛋白表达，导致 mRNA和蛋白水

平不一致。

除了机械牵张应变，机械震荡也影响牙周膜的成骨分化。

Zhang CX[13]等用低强度高频机械震荡（low-magnitude high-fre-

quency (LMHF) mechanical vibration）（量级：0.3 g，频率：10-180

Hz）刺激 PDLSC，每 24 h刺激 30分钟，结果显示 ALP活性逐

渐增加，在 50 Hz达到顶峰，之后降低；在频率为 40 Hz、50 Hz、

60 Hz、90 Hz、120 Hz时，OCN表达水平显著高于对照组，而当

频率为 10 Hz、20 Hz、30 Hz、150 Hz、180 Hz时，低于对照组，在

50 Hz时表达最多，说明频率过大或过小都不能有效地刺激

OCN的表达；Runx2、Osterix（Osx）、I型胶原蛋白（Collagen type

I，Col-I）mRNA在 50 Hz表达最高，相应的蛋白水平与 mRNA

变化相一致；在机械震荡强度为 50 Hz时，ALP活性、成骨相关

基因 OCN、Runx2、Osx和 Col-I都表达最高，由此可见，适宜的

机械震荡强度很重要，而且低强度高频机械震荡刺激 PDLSCs

有望为牙周组织工程提供一个可行的途径。

1.2 细胞因子

细胞因子在牙周组织再生过程中发挥着重要作用，研究表

明，细胞因子能刺激牙周缺损区细胞再聚集，这既能促进组织

细胞生长发育的正向调节，又有抑制组织细胞生长的负向调

节，共同参与组织细胞的增殖、分化和基质代谢，从而明显促进

牙周组织的再生和修复[14]。

1.2.1 BMP 骨形成蛋白（bone morphogenetic protein，BMP）属

于转化生长因子 -茁家族，是多功能分化因子。Hakki SS[15]等用

BMP-2，-6，-7处理人牙周膜干细胞后，经 RT-PCR检测，I型胶

原，骨唾液蛋白以及成骨转录因子 Runx2表达水平都升高。但

是，与 BMP-2和 BMP-7相比，BMP-6对人牙周膜干细胞的矿

化作用更强，虽然不是每个基因都显示出突出的优越性，但关

键的成骨分化转录因子 Runx2显著升高，而且 BMP-6对 Col-I

mRNA表达的作用也更大。还有研究证实 BMP-9也可以促进

PDLSCs的骨形成[16]。

1.2.2 VEGF和 FGF-2 Lee JH[17]等分别用血管内皮生长因

子（Vascular endothelial growth factor，VEGF）、成纤维细胞生长

因子（fibroblast growth factor-2，FGF-2）以及两者混合处理

PDLSCs 7天，VEGF增加 ALP活性及 Runx2 mRNA水平，但

ALP基因表达没有变化；FGF-2降低 ALP活性及 Runx2水平，

并且抑制 VEGF对 ALP活性的诱导作用，无论哪种处理方式，

I型胶原的表达都减弱。VEGF、FGF-2以及两者混合作用细胞

14天后，茜素红染色结果显示，VEGF轻微增强钙化结节形成，

而无论是否存在 VEGF，FGF-2都完全阻滞结节形成。但是在

AN SF[18]的试验中，FGF-2处理组与未处理组 ALP的活性没有

显著差别，这可能与 FGF-2的浓度和其他实验条件有关。

1.2.3 IGF-1 研究发现，胰岛素样生长因子（Insulin-like

growth factor 1，IGF-1）是促进牙周组织再生强有力的生长因

子。Yan Yu [19] 等用含 100 ng/mL IGF-1 的成骨培养基培养

PDLSCs，与未处理组相比，ALP活性显著提高，茜素红染色显

示明显的矿化结节，在培养 21天后，钙浓度比对照组显著升

高。无论是在基础培养基还是成骨培养基中，只要含有 IGF-1，

Runx2、Osx、OCN的 mRNA 和蛋白水平都显著增高，而且与

BMP-7联合使用时，ALP活性、I型胶原及 Runx2的 mRNA表

达都增强[20]；但与 BMP-4联合使用能协同促进人牙周膜成纤

维细胞增殖，但增强 ALP活性和促进细胞分泌 I型胶原的能力

并没有比单独作用强[21]。

1.2.4 EREG 表皮生长因子(Epiregulin，EREG)具有促进牙

周膜干细胞成骨分化的潜能。曹钰[22]等通过 Lucifurase shRNA

(Lucsh)和 EREG shRNA(EREGsh)逆转录病毒转染牙周膜干细

胞，敲除 EREG将 PDLCS-Lucsh和 PDLCS-EREGsh设为对照

组和实验组，作成骨诱导，发现 EREG基因敲除后，ALP活性明

显降低，茜素红染色及钙离子定量分析结果显示牙周膜干细胞

的体外矿化能力明显减弱，Osx、Runx2、骨涎蛋白（bone sialo-

protein，BSP）、OCN与对照组相比表达明显降低，表明 EREG

基因敲除后，牙周膜干细胞体外成骨分化能力明显减弱。而且

用成骨诱导培养基 +100 ng/mL人重组 EREG蛋白培养牙周膜

干细胞，单独成骨诱导培养基组作为对照，发现 PDLCS ALP活

性，矿化能力明显增强，表明过表达 EREG促进牙周膜干细胞

体外成骨分化。因此，EREG可作为候选的细胞因子用于牙周

组织工程技术再生牙周组织。

1.3 药物

1.3.1 地塞米松 Kim[23]等分别用含 0、1、10、100、1000 nM地

塞米松的培养基培养细胞，结果证明地塞米松能够增加 ALP

活性，ALP、Runx2、OCN、Osx mRNA表达增加，并且与浓度相

关。当浓度为 100 nM时，ALP、Runx2最高；1000 nM时，OCN、

Osx最高，矿化结节形成增多，但是当浓度为 1 nM时，没有出

现矿化结节。在 Hayami T[24]等的研究中，地塞米松的浓度在

10-500 nM之间变化时，地塞米松以浓度依赖性增加 ALP活

性，在将近 500 nM时，ALP活性达到平台。

1.3.2 雌激素 夏冰[25]等用含有不同浓度雌激素的培养基培

养牙周膜干细胞，结果显示当雌激素浓度小于 10-6 mol/L时，雌

激素促进人牙周膜干细胞成骨分化过程中成骨相关基因的表

达，并且呈剂量依赖性；当浓度大于 10-6 mol/L时，雌激素浓度

的增加并未促进成骨相关基因的表达。植物类雌激素，比如，

0.01 mg/L的淫羊藿苷可以促进人牙周膜细胞向成骨方向分

化，促进成骨基因 ALP、I型胶原、OCN的表达[26]。雌激素的替

代药物葛根素在适当的浓度作用下也可有效地促进 hPDLSCs

向成骨细胞分化[27]。

1.3.3 辛伐他汀 Zhao BJ[28]等分别用 0.01、0.1、1、10 滋M辛伐
他汀培养基培养牙周膜干细胞，证明当辛伐他汀浓度低于 1

滋M时，无论在体内还是体外，都能够刺激 hPDLSCs的成骨分

化。

1.4 炎性微环境

聂嘉[29]等通过对正常及炎性微环境下的牙周膜干细胞进

行成骨诱导，结果显示正常组织来源 PDLSCs(healthy PDLSCs，

H-PDLSCs) 和炎性组织来源 PDLSCs（periodontitis PDLSCs，

P-PDLSCs）中 Runx2的表达水平均显著升高，但 P-PDLSCs的

ALP 表达水平比 H-PDLSCs 低，而且茜素红染色显示

H-PDLSCs形成的矿化结节数量多于 P-PDLSCs，说明炎性微

环境可以影响干细胞的骨向分化。Jing Zhang[30]等用肿瘤坏死

因子 琢（tumor necrosis factor-琢，TNF-琢）处理 PDLSCs，发现
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TNF-琢 抑制 ALP 活性和 BSP、Runx2 mRNA 表达。Hirohito

Kato[31]等证实牙龈卟啉单胞菌脂多糖抑制 PDLSCs的成骨分

化和矿化，并且诱导促炎因子产生。Li CH[32]等也证实脂多糖抑

制 hPDLSCs的成骨。

1.5 低氧

Wu YK[33]等分别在低氧环境（2 % O2）和正常氧环境（20 %

O2）中培养 PDLSCs，按不同的时间点（1、3、6、12、24 h）分为五

组，结果证明低氧环境能够刺激 Runx2、SP7 mRNA和蛋白表

达，并且增加矿化结节形成和 ALP 活性。然而 Thanaphum

Osathanon[34]等在用二氯化钴（50或 100 滋M）模拟的低氧环境
中培养 HPDL7天，ALP、OCN、Runx2等成骨标记都表达受到

抑制。董家辰[35]等在用 200及 400 滋M二氯化钴模拟的低氧环
境中，ALP、Runx2、I型胶原的表达也受到抑制，并且呈剂量依

赖性。虽然都是低氧环境，但二氯化钴是化学试剂，是通过钴离

子与细胞内 Fe2+置换，稳定低氧诱导因子 1琢（HIF-1琢）模拟低
氧，因此在二氯化钴模拟的实验中，通过 HIF-1琢独立通路的低
氧信号转导就不会发生[34]，这可能是造成差异的原因。

1.6 物理方法

1.6.1 低强度激光照射 Jyun-Yi Wu[36]等为了验证低强度激光

照射（low-power laser irradiation, LPLI）对 hPDLCs的成骨分化

的作用，分别用 2 J·cm-2和 4 J·cm-2剂量的 LPLI处理细胞，结

果证明 LPLI可以诱导成骨基因，如 BMP2、OCN、Runx2、ALP

的表达，增强 hPDLCs的成骨分化，说明 LPLI可以用来增强牙

周组织再生，为临床上促进牙周组织再生提供可行的方案。

1.6.2 低强度脉波超声 Bo Hu [37] 等分别用 30 mW/cm2、60

mW/cm2，90 mW/cm2 强度的低强度脉波超声 (low-intensity

pulsed ultrasound，LIPUS) 刺激牙周膜干细胞 10 min/d，20

min/d、30 min/d，结果发现 90 mW/cm2强度的 LIPUS刺激 20

min/d，对牙周膜干细胞的作用最大，ALP活性显著增高，Runx2

mRNA表达增加；而且与 BMP-2联合作用成骨分化能力更强
[38]。

1.7 其他

1.7.1 牙根发育情况 束丽红[39]等证明了根尖孔未闭合牙的

hPDLCs的成骨能力高于根尖孔完全闭合牙的牙周膜干细胞，

可能牙齿的不同发育阶段的微环境影响其成骨。

1.7.2 烟碱 吴琴艳[40]分别用 10-3、10-5、10-7 mol/L的烟碱刺激

hPDLCs后，与对照组相比，ALP的表达都减弱，浓度为 10-3

mol/L时表达最弱，OCN和 ALP基因表达也减弱，烟碱的负向

效应可以被烟碱拮抗剂 琢- 银环蛇毒素（琢-bungarotpxin，
琢-BTX）拮抗，与 Zhou ZF等的研究结果一致[41]。

2 主要参与牙周膜成骨分化的通路

在机械转导中，最重要的激酶是丝裂原活化蛋白激酶（mi-

togen activated protein kinases，MAPKs），因为大多数机械信号

是通过这些激酶的激活传到细胞核的[40,41]，而且MAPK通路与

CTS诱导的 hPDLCs成骨分化有关[11]。而且许多细胞因子也通

过MAPK通路诱导 hPDLCs的成骨分化。

Lu Li[11]等研究在生理咬合状态下循坏拉伸应力对牙周膜

细胞的成骨作用及机制，用 10 %的循坏拉伸应力代替生理性

咬合力作用于细胞 12 h、24 h、48 h后，磷酸化细胞外调节蛋白

激酶（Phosphorylation extracellular regulated protein kinases 1/2，

p-ERK1/2）升高，但是磷酸化 c-Jun氨基末端激酶（Phosphoryla-

tion c-Jun N-terminal kinase，p-JNK）、p-P38、pERK5 没有影响，

用 10 mM ERK1/2 MAPK 抑制剂 U0126 处理后，显著抑制

p-ERK1/2表达的增加。

Guo Ye[16]等用 BMP-9处理牙周膜干细胞后，不仅成骨基

因表达增加，而且 Western Blot结果显示 p-p38和 p-ERK1/2

蛋白含量也增加，p38抑制剂降低 BMP-9诱导的 PDLSCs成骨

分化，ERK1/2抑制剂增强 BMP-9诱导的 PDLSCs成骨分化。

说明在 BMP-9促进 PDLSCs成骨分化通路中，p38和 ERK1/2

是其中一部分，P38 和 ERK1/2 通路共同决定 BMP-9 促进

PDLSCs的成骨过程，并且 P38 和 ERK1/2在 BMP-9 诱导的

PDLSCs成骨分化中发挥着相反的作用。然而 Yan Yu[19]等用含

100 ng/mL IGF-1 的成骨培养基培养 PDLSCs，p-ERK1/2 和

p-JNK水平与对照组相比都上调，但 p-P38水平没有受影响。

3 应用与展望

本文综述了多个因素对牙周膜成骨分化的影响，不同处理

方式细胞的成骨相关基因表达也会不同，机械力（牵张力、循环

拉伸应力）、细胞因子（BMP、VEGF、IGF-1、EREG）、药物（地塞

米松、雌激素、辛伐他汀）、物理方法（LPLI、LIPUS）都能促进牙

周膜的成骨分化，炎性微环境、烟碱抑制其成骨分化，细胞因子

FGF-2对牙周膜的成骨作用仍需要进一步研究确认，在二氯化

钴模拟的低氧环境与 2 % O2的低氧环境中，成骨基因的表达

有明显差异，可能与二氯化钴对 HIF-1琢的作用有关；并且各细
胞因子之间也会对牙周膜的成骨分化存在相互影响，但其他因

素之间及其与细胞因子之间的相互作用研究尚少，仍需要进一

步研究。

在正畸治疗中，受张力侧牵张成骨，受压力侧骨吸收，可以

通过促进牙周膜的成骨作用加快正畸移动速度，减少患者治疗

时间及痛苦。各种诱导牙周膜成骨分化的方法也可以为临床上

牙周组织再生及修复提供更多可供选择的方案。
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