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摘 要:目的 探索富血小板纤维蛋白(platelet-richfibrin,PRF)凝胶析出液对人牙髓细胞(humandentalpulpcells,
hDPCs)体外矿化的影响。方法 组织块法培养hDPCs。采用Choukroun一步离心法制备PRF凝胶。将新鲜制备的

PRF凝胶浸泡于DMEM培养基中,于第7d取析出液。用PRF凝胶析出液孵育hDPCs3d后更换矿化诱导液。采用

茜素红染色和RT-PCR检测人牙髓细胞矿化的潜能。结果 矿化诱导21d后,茜素红染色观察到实验组有少量钙结

节生成,而对照组无钙结节生成;RT-PCR结果显示,实验组hDPCs碱性磷酸酶(ALP)的表达为对照组的1.5倍,差异

具有统计学意义(P<0.05)。结论 PRF凝胶析出液可促进人牙髓细胞矿化。
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  Abstract: Objective Thisstudywasdesignedtoinvestigatetheeffectofplatelet-richfibringel(PRF
gel)precipitateliquidonthemineralizationofhumandentalpulpcells(hDPCs)invitro. Methods ThehD-
PCswereseparatedandculturedbyusingtissueblockculturemethod.PRFgelwaspreparedbyChoukroun's
protocols.ThenewlypreparedPRFgelwasdippedinDMEMculturemedia,theprecipitateliquidofPRFgel
wascollectedonday7.hDPCsweretreatedwithmineralizationinductionsolution3daysafterbeingincubated
withtheprecipitateliquidofPRFgel.Thecapacityofmineralizationwasmeasuredbyusingalizarinredstai-
ningandRT-PCR. Results Twenty-onedaysaftermineralizationinduction,asmallamountofmineral-
izednodulesonalizarinredstainingwereobservedinexperimentalgroupwhilenomineralizednodulewasob-
servedincontrolgroup;RT-PCRrevealedthattheexpressionofalkalinephosphatase(ALP)inexperimental
groupwas1.5timeshigherthanthatincontrolgroup,comparisonyieldedstatisticaldifference(P<0.05).
 Conclusion TheprecipitateliquidofPRFgelcanacceleratethemineralizationofhDPCs.
  Keywords: platelet-richfibringel;precipitateliquid;humandentalpulpcells;mineralization

  组织工程化牙髓再生包括三个基本要素:种子细
胞、生物支架和局部诱导微环境[1]。含有未分化间充
质干细胞的牙髓细胞来源相对广泛、分离培养过程简
单,使其进入牙髓再生种子细胞的选择之列。富血小
板纤维蛋白(platelet-richfibrin,PRF)因其具有良好
的三维结构和生长因子释放性能,目前已有研究者将
其作为支架材料应用于组织再生领域[2-3]。

本研究通过探索PRF凝胶析出液对人牙髓细胞
(humandentalpulpcells,hDPCs)体外矿化的影响,
评价PRF凝胶作为牙髓组织再生支架的生物学活性。

1 材料与方法

1.1 主要材料和仪器 DMEM 培养基(Hyclone,美
国);胎牛血清(Hyclone,美国);胰蛋白酶(索莱宝,北
京);地塞米松(Sigma,美国);β-甘油磷酸钠(Sigma,
美国);维生素C(Sigma,美国);5ml一次性使用真空
采血管(精字,南昌);PBS(迈新,福州);超净工作台
(苏州安泰空气技术有限公司);CO2 孵育箱(Sheldon
Manufacturing公司,美国);倒置显微镜及照相系统
(Olympus公司,日本);台式离心机(Sigma,美国)。
1.2 hDPCs的分离培养 经广西医科大学附属口腔
医院伦理委员会通过,经患者知情同意。选取患者因
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治疗需要拔除的健康恒牙,无菌高速涡轮机金刚砂车
针沿牙釉质-牙骨质界进行环形切割,暴露髓腔,取出
牙髓后转移至超净台。剪弃根尖1mm牙髓,在培养
皿中将牙髓组织剪碎成约1mm×1mm×1mm大小
的组织块若干。用滴管将组织块转移至25ml塑料培
养瓶中,均匀平铺于培养瓶底部,组织块间距5~10
mm。加入1.5ml含20%FBS的DMEM培养基。置
饱和湿度、含5% CO2 的37℃恒温培养箱中培养。
每2~3d换液1次。待细胞生长达80%~90%融合
时,胰蛋白酶消化传代。
1.3 PRF凝胶析出液的制备 经广西医科大学附属
口腔医院伦理委员会通过,获得志愿者的知情同意。
抽取志愿者静脉血5ml即刻置入真空采血管(不含任
何抗凝剂),采用Choukroun一步离心法[4],即400g
离心10min,静置5min制备PRF凝胶,离心后血液
分为3层,上层为液态贫血小板血浆(platelet-poor
plasma,PPP),下层为红细胞,中间层即为PRF凝胶。
将真空采血管中的PRF凝胶取出并称重,每1.0g
PRF凝胶置入2.5ml的DMEM 中,于第7d取析出
液。
1.4 PRF凝胶析出液对hDPCs体外矿化的影响 
取第3代hDPCs,以1×104/孔的密度接种于6孔板,
在常规培养基(含10%FBS、100U/ml青霉素和100
μg/ml链霉素的DMEM 培养基)中添加PRF凝胶析
出液孵育3d(析出液与培养基的比例为1∶1),以常
规培养基作对照。在细胞贴壁生长达到80%融合时,
更换含10mmol/Lβ-甘油磷酸钠、100μg/ml维生
素C、10nmol/L地塞米松、20%FBS的DMEM 矿化
诱导液,每3d换液1次。
1.5 茜素红染色 矿化诱导21d时,从培养箱中取
出6孔板,PBS浸泡清洗3次,40g/L多聚甲醛固定

15min,PBS冲洗3次,加入0.2% 茜素红溶液,37℃
染色30min,蒸馏水洗去多余染料,晾干,镜检。
1.6 RT-PCR反应 矿化诱导21d时,从培养箱中
取出6孔板,用Trizol法提取总RNA并逆转录合成

cDNA;以甘油醛-3-磷酸脱氢酶(glyceraldehyde-3
-phosphate,GAPDH)做内参,按试剂盒说明书进行
实时定量PCR反应,检测 ALPmRNA 表达水平,所
用各引物序列见表1,实验重复3次。

表1 人ALP引物序列

基因 引物序列(5'-3') 基因库序列号

ALPL-F CATGCTGAGTGACACAGACAAGAA NM_000478.4
ALPL-R ACAGCAGACTGCGCCTGGTA
GAPDH-F GCACCGTCAAGGCTGAGAAC NM_002046.3
GAPDH-R TGGTGAAGACGCCAGTGGA

1.7 统计学方法 采用SPSS16.0软件包对实验结
果进行统计学分析,统计方法为单因素方差分析,P
<0.05为差异具有统计学意义。
2 结果

2.1 组织块培养法培养hDPCs 原代细胞培养时,
贴壁的组织块在体外培养5~7d开始向外爬出细胞,

细胞呈典型的长梭形、成纤维细胞样形态,15d时可
传代。传代后细胞呈放射状集落生长,形态稳定,平均
约4d传代1次,见图1。

A图示培养第5d细胞从组织块中爬出(×40);
B图示培养hDPCs呈放射状集落样生长(×40)

图1 组织块法培养牙髓细胞

2.2 茜素红染色结果 矿化诱导21d后,茜素红染
色观察到hDPCs由长梭形、成纤维细胞样形态变成了
鹅卵石状并呈叠瓦状排列,实验组有少量橘红色的钙
结节生成,而对照组无钙结节生成,见图2。

A图示矿化诱导21d后对照组染色结果,未发现有钙结节;B
图示矿化诱导21d后实验组染色结果,可见橘红色的钙结节生

成(箭头所示)
图2 hDPCs矿化诱导茜素红染色结果

2.3 RT-PCR结果 诱导矿化21d后,RT-PCR
检测ALPmRNA表达水平显示,经PRF析出液孵育
后的hDPCs的ALP表达水平是对照组的1.5倍,差
异具有统计学意义(P<0.05),见图3。

图3 PRF凝胶析出液对hDPCs的

ALPmRNA表达水平的影响

3 讨论
牙髓细胞的成分包括成牙本质细胞、成纤维细胞、
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防御细胞和储备细胞。成纤维细胞是牙髓的主体细
胞,又称为牙髓细胞。成纤维细胞可产生明胶状基质
和胶原纤维,未成熟的成纤维细胞可分化为成牙本质
细胞[5]。本研究采用组织块培养法原代培养牙髓细
胞,所得到的细胞以长梭形的成纤维细胞为主。牙髓
干细胞可从牙髓细胞中筛选分离获得,然而干细胞移
植需要复杂的分离过程及昂贵的细胞处理费用,并存
在一定的致瘤风险。因而本研究采用来源相对广泛、
分离培养过程简单的牙髓细胞作为种子细胞。
PRF被誉为第二代血小板浓缩物[6],其特有的三

维结构可以为组织再生提供支架,并且在降解的过程
中可缓慢释放多种生长因子促进组织修复和再生[7]。
本研究通过茜素红染色和RT-PCR评估PRF凝胶
析出液对hDPCs体外矿化的影响。茜素红染色结果
表明,矿化诱导21d后,经PRF凝胶析出液孵育后的

hDPCs可观察到钙结节生成,而未经PRF凝胶析出
液孵育的hDPCs无钙结节生成。ALP是参与骨等矿
化组织形成、代谢和再生的一种功能性标志酶[8]。牙
乳头外胚间充质细胞向成牙本质细胞分化的过程中可
分泌矿化前基质,后者在ALP等矿化因子作用下才最
终形成牙本质。较高的ALP是牙髓细胞分化的前提
条件,其活性的增高是hDPCs早期成牙本质/成骨向
分化的标志[9]。本研究RT-PCR结果显示,经PRF
析出液孵育后hDPCs的 ALPmRNA表达水平是对
照组的1.5倍。

综上所述,PRF凝胶析出液可促进人牙髓细胞矿
化,提示其具有成为牙髓再生的支架材料所必需的生
物学活性。
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●关于对常用统计学符号及统计学方法的要求

  统计学符号按GB3358-1982《统计学名词及符号》的有关规定一律采取斜体排印。常用符

号及计量要求:1.算术平均数用英文小写췍x(中位数用 M );2.标准差用英文小写s;3.标准误用英

文小写s췍x;4.t检验用英文小写t;5.F检验用英文大写F ;6.卡方检验用希腊文小写χ2;7.相关

系数用英文小写r;8.概率用英文大写P(P 值前应给出具体数值的检验值,如t值、χ2 值、q值

等),P 值应给出实际数值,不宜用大于或小于表示,而用等于表示。
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