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摘要 ：目的  研究体外培养乳牙牙髓干细胞向血管内皮细胞的定向分化。方法  选取南方医科大学口腔医

院 29 例健康儿童的滞留乳牙，在 4 h 内进行乳牙牙髓干细胞的原代提取。采用免疫磁珠分选法进行细胞分选，

并对分选出的细胞进行特定的血管内皮细胞定向诱导。对乳牙牙髓干细胞及血管内皮细胞定向诱导后的细胞进

行镜下形态观察、血管生成实验，以及免疫表型鉴定。结果  镜下形态观察显示，经过血管内皮定向诱导的乳牙

牙髓干细胞呈典型血管内皮细胞的形态特征 ；血管生成实验表明，经过血管内皮定向诱导的乳牙牙髓干细胞可

呈现明显的血管样结构 ；免疫表型鉴定显示经过血管内皮定向诱导的乳牙牙髓干细胞血管内皮细胞表面抗原呈

阳性。结论  乳牙牙髓干细胞可定向分化为血管内皮细胞。
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Study of differentiation of stem cells from deciduous teeth into 
vascular endothelial cell*
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Abstract: Objective  To induce differentiation of stem cells from human exfoliated deciduous  teeth 

into vascular endothelial cell.  Methods  Deciduous teeth from healthy children were collected in our hospital. 

Human exfoliated deciduous teeth were primarily isolated within 4 hours. The stem cells from human exfoliated 

deciduous teeth were purified by magnetic cell sorting and were induced to vascular endothelial cells. Determination 

of the differentiated vascular cells were identified by morphology, angiogenic study and immunophenotype.  Results  

Vascular endothelial cells showed typical cell morphological character. The angiogenic research showed that vascular 

endothelial cells could present obvious vessel-like structure. The identification of immunophenotype showed positive 

surface molecules of vascular endothelial cells.  Conclusions The stem cells from human exfoliated  deciduous teeth 

can be differentiated into vascular endothelial cells.
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近年来提出的干细胞治疗是指利用干细胞来替

代、修复，并且加强受损组织与器官的生物学功能，

最终达到临床组织再生或修复的目的 [1]。干细胞是一

群具有自我更新和多向分化潜能的细胞，在组织器官

生长、发育及损伤修复过程中发挥重要作用。许多组

织器官的更新是通过干细胞来维持的。迄今为止，在

诸多组织器官中都发现了成体干细胞，如骨骼肌、脂

肪、神经、软骨滑膜团等 [2]。在干细胞治疗中，种子

细胞是组织工程研究中的核心问题之一。

迄今分离到的 6 种牙源性干细胞包括 ：乳牙牙

髓干细胞、成人牙髓干细胞、根尖乳头干细胞、牙周

膜干细胞、根尖乳头干细胞及牙囊细胞 [3]。本研究中

用于研究的乳牙牙髓干细胞起源于神经嵴外胚层，当

其移动迁徙到颌面部后形成了外胚间充质 [4]。乳牙牙

髓干细胞的首次分离是 MIURA 等 [5] 在 2003 年完成

的，其具有自我更新和高度增殖的特性，并且具有间

充质干细胞的典型生物学特征。诸多文献报道骨髓间

充质干细胞和内皮细胞具有一定的相关性，且具有向

内皮细胞分化的潜能 [6]。既往研究表明，乳牙牙髓干

细胞可以在体外完成向神经细胞、成骨细胞、脂肪细

胞、软骨细胞及血管内皮细胞的分化 [7]，诱导物决定

其分化方向。在不同诱导物提供的具有不同细胞外基

质、转录因子、生长因子，以及信号分子的微环境中，

牙髓干细胞可根据不同条件分化为不同类型的组织细

胞 [8]。本研究选取的乳牙牙髓干细胞具有以下优点 ：

①乳牙牙髓干细胞的增殖活性高于成人牙髓干细胞及

其他牙源性干细胞 [9] ；②取材容易，可实现无创取材 ；

③降低医疗成本 ；④可在短期内获得组织工程需要的

细胞量 [10] ；⑤患儿及家长易接受，所受伦理争议较少；

⑥具有较低的凋亡性和衰老性，有研究表明其第 10

代细胞仍可保持细胞形态 [11] ；⑦可用于自体移植，理

论上可有效避免免疫排斥反应 [12]；⑧用于自体移植时，

可降低交叉感染的风险 [13]。

理论上牙髓干细胞可以分化为血管内皮细胞 [14]。

牙髓中的血管系统可以通过提供营养物质及运输代谢

废物质来维持牙髓代谢的平衡，目前血管移植技术已

广泛应用于临床，在肿瘤、创伤、心血管疾病、显微

外科手术及器官移植中都有着重要地位 [15]。在血管性

疾病的组织工程学研究中，自体血管移植虽然具有组

织相容性好、无免疫排异反应等优势，是最为理想的

血管移植物，但是自体血管移植具有一定的局限性 [16]。

血管内皮细胞是一类具有诸多生理功能的细胞，包括

维持机体内环境稳定、维持正常免疫功能等 ；此外，

其在心脑血管疾病的发生、发展等方面也具有重要作

用 [17]。若血管内皮细胞发生功能障碍，则可能引起血

管痉挛、血管增生、血管异常收缩及血栓形成等典型

的病理生理变化 [18]。血管内皮细胞可以移植用于修复

血管内膜及重建血管网 [19]，血管内皮细胞是血管组织

工程化的核心，但由于其来源有限且增殖能力不强，

在临床应用中仍存在一定阻碍。故具有上述优点的乳

牙牙髓干细胞如果能在体外诱导分化为血管内皮细

胞，对其在细胞及组织工程学中的应用具有重要意义。

1    资料与方法

1.1    一般资料

选 取 2015 年 7 月 —2017 年 9 月 南 方 医 科 大 学

口腔医院牙科 29 例健康儿童的滞留乳牙。充分消毒

牙体周围组织后拔牙，置于预冷的含有高倍双抗的

α-DMEM 培养基转运到实验室，在 4 h 内进行原代提

取。纳入标准 ：①所有研究对象及其家属对本研究知

情同意，并签署知情同意书 ；②所有研究对象年龄在

6 ～ 10 岁。排除标准 ：①牙根吸收 >1/2 乳前牙标本 ；

②存在牙体牙髓疾病的标本 ；③存在遗传性疾病的研

究对象 ；④存在严重呼吸、循环、消化及其他系统疾

病的研究对象。本研究经本院医学伦理委员会批准。

1.2    主要试剂与仪器

倒置相差显微镜（日本 Olympus 公司），细胞培

养孵箱（美国 Thermo Scientific 公司），Multiskan Mk3

酶标仪（美国 Thermo 公司），水浴箱（上海中新仪器

设备公司），SWCJ-1FD 型净化工作台（苏州净化设备

厂），EPICS-XL 型流式细胞仪（美国 Beckman Corlter

公 司 ）， 胎 牛 血 清（fatal bovine serun, FBS）（ 美 国

Gibco 公司），达尔伯克改良伊格尔培养基（Dulbecco's 

modified eagle's medium，DMEM）（美国 Sigma 公司），

胰蛋白酶（美国 Gibco 公司），双抗（美国 Hyclone 公

司），基质蛋白酶 1 单克隆抗体（stromal cell antigen-1, 

Stro-1）（美国 Santa Cruz 公司），Vimentin 单克隆抗体

（美国 Santa Cruz 公司），包被抗小鼠 IgM Micro Beads

的免疫磁珠试剂盒（德国 Miltenyi Biotec 公司），人血

管来源内皮细胞（南京凯基生物有限公司）。

1.3    方法

1.3.1    原代细胞提取    参考文献的经典方法 [20]，将标

本置入超净台中用磷酸盐缓冲溶液（PBS）反复冲洗，

采用拔髓针拔取出牙髓组织。完全培养液浸润下剪碎，
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将终浓度为 3 g/L 的 Collagenase Type I（美国 Gibco 公司）

和 4 g/L 的 Dispase（美国 Gibco 公司）混合，在 37℃水

浴中消化 1 h 牙髓组织，1 000 r/min 离心 5 min，弃上清

液，加入培养液混匀沉淀，轻柔吹打，用 70μm 的滤

网过滤后获得细胞悬液，加入含 20% FBS 的 α-DMEM

培养液接种，置于 37℃、5% 二氧化碳 CO2 敷箱中培养。

当达到生长融合时以 1 ∶ 2 的比例进行细胞传代。

1.3.2      乳牙牙髓干细胞的分选    选取生长状态良好

的第 3 代乳牙牙髓细胞，胰酶消化制成细胞悬液后过

30μm 细胞筛，以含 1% FBS 的 FBS 重悬，调整细胞密

度为 1×106 个 /ml。向细胞悬液中加入 FcR 封闭液，置

于 4℃中孵育 20 min。再加入 Stro-1 单克隆抗体），置

于 4℃中孵育 1 h。用含 0.1% FBS 的 PBS 清洗 3 次后

过 30μm 细胞筛。加入包被抗小鼠 IgM MicroBeads

的免疫磁珠，其是一种用于牙髓干细胞磁性标记的与

Stro-1 单克隆抗体相特异性偶联的超顺磁化微粒，严

格按照试剂盒说明书进行分选操作，收集从分选柱流

出的乳牙牙髓细胞置于 37℃、5%CO2 敷箱中培养以

供后续实验使用。

1.3.3      乳牙牙髓干细胞的鉴定    采用免疫组织化学

染色法对分选出的乳牙牙髓干细胞进行鉴定。将分

选后的乳牙牙髓干细胞用 PBS 清洗 3 遍，取 95% 乙

醇固定 20 min，用 0.3% 过氧化氢 H2O2 灭活内源性

过氧化物酶 10 min。用 10% FBS 封闭 20 min，选取

Vimentin 单克隆抗体及 Stro-1 单克隆抗体作为其表面

标记物，根据不同实验将一抗室温孵育 2 h，之后严格

按照试剂盒说明书进行染色。

1.3.4      乳牙牙髓干细胞向血管内皮细胞的定向分化    

血管内皮细胞向诱导 ：选取分选后生长状态良好的乳

牙牙髓细胞，调整密度为 1×105 个 / 孔，采用常规培养

液将其接种到 6 孔板上，待乳牙牙髓细胞完全贴壁融

合后，将培养液更换为血管内皮细胞向诱导培养基，

更换培养液 1 次 /2 d。

1.3.5      血管内皮细胞定向诱导培养基成分 [21]       α- 

DMEM 培养基 ：2% FBS，50 μg/L 的血管内皮生长因子

（VEGF），10 μg/L 的 bFGF，0.1 mg/L 的地塞米松，2 g/L

的牛血清白蛋白，1% 的抗生素。

1.3.6    乳牙牙髓干细胞及血管内皮细胞定向诱导后的

细胞的镜下形态观察    分别取第 3 代的乳牙牙髓干细

胞及血管内皮细胞定向诱导 14 d 后的细胞置于倒置

显微镜下观察其形态结构并拍照留存。

1.3.7    乳牙牙髓干细胞及血管内皮细胞定向诱导后的

细胞血管生成实验    分别取第 3 代的乳牙牙髓干细胞

及血管内皮细胞向诱导 14 d 后的细胞，在 4℃冰上融

化 Matrigel 胶（美国 Sigma 公司），50 μl Matrigel 胶包

被 96 孔板，注意不要有气泡，37℃、含 5% CO2 饱和湿

度的敷箱中孵育培养 30 min，加入 1×105 个 / 孔的细胞

悬液，在倒置显微镜下观察其体外血管生成过程。

1.3.8    乳牙牙髓干细胞及血管内皮细胞定向诱导后的

细胞免疫表型鉴定    采用免疫组织化学染色法来鉴

定细胞的免疫表型，具体步骤如下 ：①分别取第 3 代

的乳牙牙髓干细胞及血管内皮细胞向诱导 2 周后的细

胞接种于预先已经置入玻片的 12 孔板上，待细胞贴

壁融合 1 h 后，向 12 孔板内加入常规培养液 ；② 24 h

后取出玻片，PBS 冲洗后采用甲醇固定 20 min，再用

PBS 充分清洗 ；③加入兔抗人Ⅷ因子相关抗原抗体，

37 ℃、5% CO2 敷 箱 中 培 养 1 h，PBS 冲 洗 3 次 ；④

加入辣根过氧化物酶标识的羊抗兔二抗，37℃、5% 

CO2 敷箱中培养 30 min，PBS 冲洗 3 次 ；⑤ DAB 显色

5 min，蒸馏水冲洗 10 min，苏木精衬染 2 min ；⑥采

用盐酸复染，吹干，并用中性树胶封片 ；⑦在显微镜

下进行对比观察并拍照存档。

另取一组人血管来源内皮细胞，采用相同的方

法制作切片作为参照组。计数免疫组织化学染色

阳性细胞所占百分率。每组细胞随机观察切片 5 个

不同视野，取 5 个视野的平均值，根据细胞着色判

断。①阴性 ：不着色 ；②弱阳性 ：浅黄色 ；③中等

阳性 ：中黄色或棕色且无背景着色，或深棕色，但

背景色为浅棕色 ；④强阳性 ：深棕色或棕褐色，且

无 背 景 着 色。 阳 性 表 达 率（%）= 阳 性（ 弱 阳 性 + 

阳性 + 强阳性）表达例数 / 总例数 ×100%。

1.4    统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，比较用 t 检验，P <0.05

为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    人乳牙牙髓干细胞的鉴定结果

人乳牙牙髓干细胞免疫组织化学染色可见波形

蛋白染色和 Stro-1 染色呈强阳性。见图 1、2。

2.2    镜下形态观察结果

镜下未经诱导的乳牙牙髓干细胞呈长梭形，少数

为多角形椭圆形，胞体丰满，体积较小（见图 3A）。经

过血管内皮定向诱导 14 d 后的乳牙牙髓干细胞呈多角

刘琼，等 ：体外培养乳牙牙髓干细胞向血管内皮细胞定向分化的实验研究



· 32 ·

                                                                                                         中国现代医学杂志                                                                                            第 29 卷

为明显（见图 5A）；未经诱导的乳牙牙髓干细胞细胞

因子相关抗原染色呈阴性（见图 5B）。

图 1    人乳牙牙髓干细胞表达    （波形蛋白染色 ×10）

图 2    人乳牙牙髓干细胞表达    （Stro-1 染色 ×40）

形或梭形相互嵌合排列，呈典型的鹅卵石或铺路石样，

细胞间相互连接紧密（见图 3B）。

2.3    血管生成实验结果

经过血管内皮定向诱导 14 d 后的乳牙牙髓干细

胞接种于基质胶后，6 h 后在镜下可呈现明显的血管

样结构（见图 4A）。而未经诱导的乳牙牙髓干细胞在

血管生成实验中，接种于基质胶后 6 h 细胞集聚成团

状，不能形成血管样结构（见图 4B）。

2.4    免疫表型鉴定结果

乳牙牙髓干细胞血管内皮细胞定向诱导后的细胞

染色阳性率为（80.377±4.489）%，与作为参照组的人

血管来源内皮细胞的细胞染色阳性率（82.191±5.012）

% 比较，差异无统计学意义（t =0.645，P =0.479）。

免疫组织化学染色结果显示，乳牙牙髓干细胞血

管内皮细胞定向诱导 14 d 后其细胞表型发生变化，倒

置显微镜下可见胞浆内存在棕褐色沉淀，其中核周最

图 3    镜下乳牙牙髓干细胞形态    （×10）

A                                                     B

图 4    血管生成实验结果    （×10）

A                                                     B

3    讨论

乳牙牙髓组织中含有牙本质细胞、未分化间充质

细胞，以及成纤维细胞等多种细胞成分，因此想要分

离得到纯化的乳牙牙髓干细胞进行后续实验，就需要

从这些混合细胞中分离出所需要的细胞。目前针对干

细胞的分离方法主要包括流式细胞仪分选法、单细胞

克隆法、密度梯度离心法、贴壁筛选法、免疫磁珠分

选法等 [22]。免疫磁珠分选法是指将偶联在抗体上的磁

珠标记在细胞上，利用抗体对细胞表面抗原的特异性

识别，在磁场的作用下分选需要的细胞，其具有细胞

处理量大、分离纯度高、分选后细胞活力好等优点 [23]。

本研究采用此法成功分离出纯化的乳牙牙髓干细胞。

在国外研究中，KARBANOVÁ 等 [24] 选择 20 μg/L

质量浓度的 VEGF 诱导牙髓干细胞，7 d 后检测到血管

内皮细胞标志物 vWF 的表达。ISHKITIEV 等 [25] 发现，

乳牙牙髓干细胞形成的微血管可以与宿主的脉管系统

相吻合。SAKAI 等 [26] 发现，乳牙牙髓干细胞在 VEGF

的作用下可表达血管内皮细胞特有的表面标志物。

但在这一领域国内相关研究数量甚少，针对乳牙

牙髓干细胞的分化多为成骨以及成脂向的研究。血管

内皮细胞呈扁平多角形，边界清楚，典型形态为倒置

图 5    免疫表型鉴定结果    （×10）

A                                                     B
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显微镜下呈鹅卵石或铺路石样。本研究中的诱导培养

基条件为 ：α-DMEM 培养基，2% FBS，0.1μmol/L 地

塞米松，50μg/L VEGF，10μg/L bFGF，2 g/L 牛血清

白蛋白，1% 抗生素，在此条件下对乳牙牙髓干细胞进

行血管向诱导并分别对乳牙牙髓干细胞及血管内皮细

胞定向诱导后的细胞的镜下形态观察，进行血管生成

实验以及免疫表型鉴定。结果表明镜下未经诱导的乳

牙牙髓干细胞镜下呈长梭形，少数为多角形椭圆形，

胞体丰满，体积较小，与既往研究中报道的相一致 [27]。

经过血管内皮定向诱导 14 d 后的乳牙牙髓干细胞，呈

多角形或梭形相互嵌合排列，呈典型的鹅卵石或铺路

石样，细胞间相互连接紧密，说明其已经具有血管内

皮细胞的形态特征。在血管生成实验中，未经诱导的

乳牙牙髓干细胞不能形成血管样结构，而经过血管内

皮定向诱导 14 d 后的乳牙牙髓干细胞可呈现明显的血

管样结构，表明经过诱导后的细胞具有了血管内皮细

胞的血管生成这项生物学功能。在免疫表型鉴定的研

究中，未经诱导的乳牙牙髓干细胞细胞因子相关抗原

染色呈阴性，而乳牙牙髓干细胞血管内皮细胞定向诱

导后的细胞的细胞染色阳性率为（80.377±4.489）%，

说明经过诱导后的细胞具有了血管内皮细胞的免疫表

型。以上结果证实在本研究中的诱导条件下，成功将

乳牙牙髓干细胞诱导为血管内皮细胞，证明乳牙牙髓

干细胞具有血管生成的分化能力。

虽然在国内外已经有很多研究关于牙髓干细胞

的血管生成研究，但在国内针对牙髓干细胞多为成骨

研究，针对血管生成领域仍属于摸索研究阶段。在本

研究的基础上，本课题组可进行血管生成后续相关的

研究，如分化后的细胞人乳牙牙髓干细胞在牙科材料

学上的应用等，牙髓干细胞的血管生成这一基础性研

究为明确牙髓干细胞的特性特点并使其进一步得到实

际应用奠定了基础。目前尚有以下几点问题待进一步

研究解决 ：一是诱导乳牙牙髓干细胞血管生成的最佳

VEGF 浓度尚待探索，是否存在优于本研究方案的诱导

培养基条件 ；二是诱导后的血管内皮细胞在组织工程

中实际应用是否可达到预期的效果。随着对乳牙牙髓

干细胞向血管内皮细胞诱导分化的深入研究，并建立

起乳牙牙髓干细胞分离培养的统一标准，乳牙牙髓干

细胞有可能成为血管生成的理想种子细胞。
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