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根尖牙乳头干细胞外泌体对牙髓干细胞增殖和分化的影响
陈跃敏

福建医科大学附属口腔医院，福建福州，350001；

摘要：目的:探讨根尖牙乳头干细胞外泌体（SCAP-Exo）对牙髓干细胞（DPSCs）生物学行为的调控，重点探讨其

对细胞增殖及成牙本质/成骨双向分化能力的影响。方法:基于改良酶消化法（I 型胶原酶/Dispase 酶消化体系）

分离培养根尖牙乳头干细胞（SCAP）和 DPSCs，超速离心法提取 SCAP-Exo，并通过透射电镜及 WB 验证其特性。

采用 CCK-8 法、茜素红 S 染色及 RT-PCR 检测 SCAP-Exo 对 DPSCs 增殖、矿化能力及成牙本质分化相关基因（DSP

P）的影响。结果:SCAP-Exo 呈典型双层膜囊泡结构，表达外泌体标志蛋白 Alix 和 CD9；SCAP-Exo（50/100 μg

/mL）对 DPSCs 增殖无显著影响（P>0.05），但显著提升矿化结节形成量（P<0.0001）并上调 DSPP 基因表达（P

<0.0001），而对成骨相关基因 OCN、Runx2 无显著调控作用。结论:SCAP-Exo 可通过其携带的根尖牙乳头组织的

特异性生物学信号促进 DPSCs 成牙本质向分化，为 SCAP-Exo 作为一种生物制剂应用于再生性牙髓治疗提供依据。

关键词：根尖牙乳头干细胞；牙髓干细胞；外泌体；成牙本质分化；再生性牙髓治疗

DOI：10.69979/3029-2808.25.09.022

再生性牙髓治疗是一种针对坏死牙髓和/或根尖周

炎的未成熟牙齿的新治疗方法，它是基于组织工程的原

理，实现牙本质-牙髓复合体再生，促使年轻恒牙的牙

根继续发育，延长牙齿使用寿命，恢复正常功能[1]。有

研究表明再生性牙髓治疗后根管内形成的新生的硬组

织主要是类牙骨质或骨样组织[2]，而不是真正的牙本质-

牙髓复合体。因此，如何促进牙髓-牙本质复合体的再

生，提高临床疗效，已成为一个研究热点。

SCAP 作为定位于未成熟恒牙根尖区牙乳头组织的

间充质干细胞群，具有分化为功能性成牙本质细胞及牙

髓细胞谱系的生物学特性，在牙根发育过程中通过分泌

牙本质基质蛋白（如 DSPP、DMP-1）及调控 Hertwig's

上皮根鞘信号，参与根部牙本质-牙髓复合体的形态发

生。研究发现 SCAP 不仅具有成牙本质分化优势，其多

能性特征还体现在成骨分化（Runx2/OCN 表达上调）及

神经向分化（NSE 阳性表达）等跨胚层分化潜能[3]。有

学者在牙体再生实验模型中，采用皮下异位移植技术将

SCAP 与牙髓干细胞（DPSCs）分别接种于离体根管系统

后，组织学分析显示 SCAP 组形成了具有均匀厚度（约 4

5-60μm）且矿化结构规则的新生牙本质样组织，而 DP

SCs 组仅呈现局灶性（<20μm）且矿化前沿不连续的类

牙本质结构[4]。

外泌体是几乎所有细胞分泌的纳米级细胞外囊泡，

是细胞间通讯的关键介质[5]，鉴于外泌体在运输包括核

酸、蛋白质和脂质等各种生物分子方面的关键作用，其

在再生医学中的潜在应用受到了广泛关注。Chen等人发

现外泌体能促进血管内皮细胞增殖、迁移，促进新生血

管和血管管腔的形成[6]。牙髓组织通过多维度生理机制

维系其生物学功能：修复性牙本质形成依赖 TGF-β/Sm

ad 通路介导的成牙本质细胞分化，免疫防御功能涉及 T

LR4/NF-κB信号激活的巨噬细胞极化，而营养供给则通

过成牙本质细胞突触网络调控牙本质液渗透压动态平

衡。血管生成作为牙髓再生微环境重构的核心环节，受

HIF-1α/VEGF-A信号轴的时空特异性调控。Huang 等人

研究发现牙髓干细胞来源的外泌体通过递送 miR-143-3

p 和 BMP-2 激活 ERK1/2 信号通路，显著增强牙本质基质

沉积并促进血管新生，为基于外泌体的牙髓再生策略提

供了关键实验证据。[7]。因此，牙源性干细胞来源的外

泌体有促进牙髓再生的可能。

Gronthos 等人首次通过酶消化法从成人牙髓中分

离出STRO-1⁺ /CD146⁺ 牙髓干细胞（DPSCs），证实其

具有成牙/成骨/成脂多向分化潜能，并在免疫缺陷小鼠

异种移植模型中成功生成血管化牙本质-牙髓复合体，

该研究为牙髓再生医学奠定了干细胞生物学基础[8]。Hu

ang 等人通过建立人牙髓细胞-牙本质片体外共培养模

型，证实 TGF-β1 信号激活可诱导牙髓细胞分化为功能

性成牙本质样细胞，并形成 5-8 μm厚牙本质样基质层

[9]。

综上所述，根尖牙乳头干细胞来源的外泌体对 DPS

Cs 生物学行为的分子机制尚未完全阐明，特别是在其介
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导的成牙/成骨向分化调控网络及细胞周期特异性增殖

效应方面仍有待系统解析。因此，本研究通过体外实验

研究 SCAP-Exo对 DPSCs增殖和分化影响，为 SCAP-Exo

作为一种生物制剂应用于再生性牙髓治疗提供理论依

据。

1 材料与方法

1.1 DPSCs 的分离、培养

收集因治疗需要拔除的第三磨牙（12-18 岁）。牙

拔出后，开髓拔出成形牙髓，采用酶消化法提取原代细

胞，在培养箱内培养，待细胞生长汇合，传代培养。

1.2 SCAP 的分离、培养

收集因治疗需要拔除的根尖未发育完成的第三磨

牙（12-18 岁），使用无菌组织剪沿牙根末端分离根尖

牙乳头。将其剪碎后加入 1 mL 的 3g/L Ⅰ型胶原酶和 4

g/L Dispase 酶，37℃消化 30 min，加入α-MEM 完全

培养基，接种于培养皿，培养箱培养，待细胞生长汇合，

传代培养。

1.3 SCAP-Exo 的提取和鉴定

SACP 常规培养，SCAP-Exo 提取方法按照参考文献

所述的差速离心法进行提取[10]。将提取的 SCAP-Exo

按照 1：10稀释后取 20μL，滴加于铜网上，干燥固定，

磷钨酸标记染色，透射电镜下观察拍照。取 100 μL S

CAP-Exo，加 100 μL蛋白裂解液， 离心 5 min，测定

蛋白浓度。WB检测 SCAP-Exo特异性标记蛋白（Alix、C

D 9）的表达。

1.4 SCAP-Exo 对 DPSCs 增殖能力的影响

收集对数生长期的第 3代 DPSCs，按 3000 细胞/孔

密度接种于 96 孔板中，按照实验分组进行标记，并设

置对照组，空白组，每组设置 6个副孔，培养 24 h，去

除原培养基，实验组加入含不同浓度 SCAP-Exo（50 μg

/mL、100 μg/mL）的完全培养基培养 1d、3d 和 5d、

7d。在避光条件下，按照培养基：CCK-8 试剂 = 10：1

的比例配制 CCK-8 检测液。吸除旧培养液后，加入 CCK

-8 检测液，置于培养箱中继续培养 2 h 后，酶标仪检测

各孔 OD450 nm 值。

1.5 SCAP-Exo 对 DPSCs 成骨/成牙本质分化能力的

影响

将 P3 的 DPSCs 以 2×10
5
个细胞/孔接种到 6孔板

中，每组 3个副孔，细胞贴壁后用含有不同浓度的 SCA

P-Exo（50 μg/mL、100 μg/mL）条件培养基处理 DPS

Cs 3 d 后，更换成骨/成牙本质诱导培养基。培养 7 d

后收集细胞总 RNA，用于 RT- PCR 检测成骨/成牙本质

分化相关基因（OCN、Runx2、DSPP）的表达。培养 21d

后 4% 多聚甲醛固定，1%茜素红 S染色，拍照。采用 Im

ageJ 软件进行半定量分析。

1.6 统计分析

使用 SPSS 18.0 软件进行统计分析。所有数据记录

为平均值±标准差，并重复三次独立实验。组间的比较

采用单因素方差分析(ANOVA)，P < 0.05 为差异具有统

计学意义。

2 结果

2.1 SCAP、DPSCs 和 SCAP-Exo 的提取和鉴定

（1）SCAP、DPSCs 的原代分离培养：提取原代 SC

AP，培养 7d时，可见细胞集落明显形成（图 1 A），培

养 10d 时，SCAP 传代培养见细胞涡旋状分布，细胞形态

呈梭形，形态均一，（图1 B），而 DPSCs 贴壁生长，

涡旋状分布，形态均一，呈长梭形。（图 1 C和 D）。

（2）SCAP-Exo的鉴定：透射电镜观察见 SCAP-Exo

为椭圆形囊泡，囊壁呈双层膜状结构（图 1E 和 F）。W

B检测结果表明 SCAP-Exo特异性标记蛋白 Alix 和 CD9

呈阳性表达（图 1 G）。

图 1 SCAP、DPSCs 和 SCAP-Exo 的提取和鉴定

（A）原代培养 7 d， 见 SCAP 从根尖牙乳头组织

爬出；（B）传代培养见SCAP 形态均一，呈梭形，涡旋

状分布；（C）原代培养 7 d，见 DPSCs 从牙髓组织爬出；

（D）传代培养见SCAP 形态均一，呈长梭形，涡旋状分

布；（E、F）透射电镜观察 SCAP-Exo 为椭圆形囊泡，

囊壁呈双层膜状结构；（G）SCAP-Exo 特异性标记蛋白

（Alix、CD9）呈阳性表达；

2.2 SCAP-Exo 对 DPSCs 的增殖能力无明显影响

与对照组相比，各实验组 DPSCs 的细胞增殖能力无
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明显差异，且 50 μg/mL 组和 100 μg/mL 组之间无明

显差异（P > 0.05）（图 2）。

图 2 SCAP-Exo 对 DPSCs 的增殖能力的影响

2.3 SCAP-Exo 提高 DPSCs 矿化能力

茜素红 S 染色结果表明 SCAP-Exo 能够提高 DPSCs

的矿化能力，且随着 SCAP-Exo 浓度升高，矿化结节的

形成量增加（P < 0.0001）（图 3）。

图 3 SCAP-Exo 对 DPSCs 矿化能力的影响

（A）茜素红 S 染色结果显示随着浓度升高，矿化

结节的形成量增加；（B）SCAP-Exo对 DPSCs 矿化能力

的半定量分析结果。****P < 0.0001。

2.4 SCAP-Exo 促进 DPSCs 成牙本质向分化能力

RT-PCR 结果显示与对照组相比，不同浓度的SCAP-

Exo 对 DPSCs 的 DSPP 基因表达水平明显提高（P < 0.0

001），而 OCN，Runx2 基因表达水平无明显影响（P >

0.05）。

图 4 SCAP-Exo 对 DPSCs 成骨/成牙本质相关基因表达的影响

3 讨论

由于年轻恒牙根管粗大，血运良好，残存的牙髓组

织或干细胞在短期的急、慢性根尖炎症情况下也能存活

[11]。因此，牙髓感染进行再生性牙髓治疗后，牙髓组织

内残留的干细胞群具有多向分化潜能，可定向分化为成

牙骨质细胞、成骨细胞及成牙本质细胞谱系，从而介导

牙根组织的持续发育进程。然而研究表明，再生性牙髓

治疗后形成的矿化组织主要呈现类牙骨质或骨样基质

的组织学特征[2]，而非具有生理性牙本质-牙髓复合体特

征的矿化-软组织复合结构。当前牙本质-牙髓复合体再

生技术主要基于两种策略：外源性干细胞移植与内源性

干细胞归巢[12]。外源性方案通过将异源/自体干细胞与

生物活性支架材料复合后植入宿主根管系统，利用支架

内负载的生长因子（如 BMPs、FGFs）诱导其定向分化；

而内源性策略则借助趋化因子梯度（如SDF-1/CXCR4轴）

介导宿主自体干细胞向损伤部位定向迁移，并通过Wnt

/β-catenin 等信号通路激活其成牙本质分化潜能。值

得注意的是，两种策略在矿化组织类型调控及牙髓样软

组织再生效率方面仍存在显著差异。

基于间充质干细胞（mesenchymal stem cell，MSC）

的组织再生治疗模式包括将MSC动员到该部位并分化为

功能细胞以替代受损细胞[13]。有研究表明人乳牙 DPSC

能够再生整个牙髓并形成新的牙本质以促进牙根发育[1

4]，而 SCAP 来源于根尖乳头的未成熟组织，由比牙髓更

多的未分化细胞组成[15]。然而，MSC 的临床转化应用受

到伦理问题、可用性、干细胞分离和储存以及专业人员

的限制。此外，越来越多的证据表明，大多数外源性间

充质干细胞在移植后很快消失[16]。基于细胞归巢（cel

l homing），理论的内源性再生策略通过时空特异性调

控根管系统内残留干细胞及根尖周祖细胞的生物学行

为实现组织再生。天然化合物或生物活性物质已被证明

具有诱导特定牙本质形成的潜力[17]。

目前，基于MSC-Exo 的方法为组织再生提供了新的

治疗选择。MSC-Exo 的复杂组成可能反映了其亲代细胞

的组成及其向特定组织迁移的能力[16]。MSC-Exo还含有

许多生物活性分子，可以转移到靶细胞以影响组织再生。

有研究表明从牙髓干细胞中分离出的外泌体可在体外

诱导牙源性分化，并在体内触发牙髓样组织的再生[7]。

为了评估 SCAP-Exo 促进牙髓牙本质复合体再生的

潜在机制，我们评估了它们对体外 DPSCs增殖和分化的

影响。我们发现 SCAP-Exo 不影响 DPSCs的增殖，且 SC

AP-Exo可明显提高 DPSCs 的 DSPP 表达水平，且矿化结

节的形成量增加，而 OCN 及 Runx2基因表达水平无明显

变化。表明 SCAP-Exo 能够通过传递根尖周组织的生物

学信息来重新编程 DPSCs 的功能，促进 DPSCs 向成牙

本质分化。然而，SCAP-Exo影响 DPSCs 生物学功能的详

细机制需要进一步探究。因此，SCAP-Exo的应用可能提
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供一种新的策略来促进再生性牙髓治疗后牙本质-牙髓

复合体的再生。
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