
井冈山大学学报(自然科学版) 93

文章编号：1674-8085(2017)03-0093-03 

 

dentonin对牙髓干细胞增殖的实验研究 
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摘  要：目的  研究 dentonin促进牙髓干细胞增殖，获得有关 dentonin对牙髓干细胞增殖的实验证据。方法  把

构建好的含有真核细胞表达质粒 pcDNA-dentonin，在脂质体 LipofectAMINE介导下，转染到体外培养的牙髓干细

胞，再进行 MTT 检测细胞增殖。结果  发现 dentonin 对牙髓干细胞生长有明显的增殖作用。结论  牙髓干细胞

生长速度较快，但是在两周后进入平台期，牙髓干细胞生长速度减慢。 
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Abstract  Objective: To study the promotion effect of dentonin on dental pulp stem cells proliferation and 
obtain the relative experimental evidence. Methods: Eukaryotic cells expression plasmid pcDNA-dentonin was 
transfected into dental pulp stem cells cultured in vitro by being mediated by LipofectAMINE, and then the cell 
proliferation were determined by MTT. Results: We found dentonin an obvious proliferation effect on dental pulp 
stem cells. Conclusion: The cell growth rate was faster, but cell growth had slowed in the plateau after two 
weeks. 
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牙周病是牙周组织的慢性进行性破坏性疾病，

牙周膜、牙槽骨和牙骨质都受到损害时，最终因支持

组织破坏而导致牙齿脱落，严重影响人们的生活质

量。MEPE(Matrix extraceluar phosphogl-ycoprotein，
细胞外基质糖蛋白)是一种细胞外基质的非胶原磷
酸化糖蛋白，也是一种调磷因子，对磷酸盐代谢紊

乱及各种骨组织疾病的成骨细胞增生以及牙周组

织生理连接的重建有重要作用。dentonin/AC-100作
为MEPE的一个基因片断，对骨组织形成的作用已
成为研究热点，而牙髓干细胞是人体中的一种成体

干细胞，具有多向分化的能力，其具备矿化成骨组

织的能力[1-3]。本研究将把构建好的含有真核细胞表

达 质 粒 pcDNA — dentonin ， 在 脂 质 体

LipofectAMINE介导下，转染到体外培养的牙髓干
细胞，利用 dentonin促进大量牙髓干细胞增殖，获
得有关 dentonin对牙髓干细胞增殖的实验证据。 

1  主要试剂与仪器 

DMEM培养基、I型胶原酶、胎牛血清、免疫
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组织化学试剂盒（DAKO，USA），胰蛋白酶、70pm
细胞筛网(Faleon，USA)、pCDNA-dentonin真核表
达质粒以及牙髓干细胞（保存于井冈山大学医学院

中心实验室)，细胞培养箱（Shellab，美国）、生物
安全柜（上海博讯实业有限公司）、微量移液器

（Eppendorff，德国）、倒置显微镜（OLYMPUS，
日本），电泳仪（Bio-Rad，美国），GDS8000凝胶扫
描系统（UVP，美国）。平底24孔、96孔塑料培养
板、YJ一875型超净工作台（苏州净化设备厂），二
氧化碳培养箱（nuaire,America），细胞培养瓶及培
养板，高速离心机，细胞记数板。 

2  方法 

2.1  牙髓干细胞的复苏 
从冰箱中取出牙髓干细胞冻存管，温水浴

37 ℃。细胞在37 ℃复苏后，离心弃上清后加入培
养基再放入培养箱。相对湿度100％，5％CO2培养

箱中，置于双抗的DMEM培养基的条件下培养，每
3 d换液1次，5~6 d消化传代1次。壁面至80％融合
后，在超净工作台上吸除培养瓶中旧培养基，0.25%
胰酶消化液约2 mL，直到显微镜下见牙髓干细胞收
缩变圆后，振动瓶底使细胞脱落，用培养基后轻轻

吹打，收集细胞至离心管，吹打成细胞悬液，按照

1:2比例传代至无菌细胞培养瓶内继续培养。 
2.2  pCDNA3.1-dentonin质粒转染牙髓干细胞 
本次实验分为 3组，分别为 D1表示正常细胞，

D0表示转染空载体的细胞，D2表示转染目标质粒
的细胞。首先在 96 孔板中加入微量培养基，使每

孔细胞的接种量达到 2×107个左右细胞，然后再更

换新的DMEM，将 0.5 μg质粒和 2 μL TransLipid稀
释培养基中，把牙髓干细胞放在室温中孵育 5 min。
含有质粒的DMEM和接种有细胞的DMEM培养基
轻轻混匀，室温孵育 20 min，轻摇培养皿混匀培养
基，孵育后更换新的 DMEM 培养液继续培养数小
时。 
2.3  MTT检测细胞增殖 
    从经过不同处理的牙髓干细胞中，取生长良好
的第 4 代细胞，计数调整细胞浓度至 1×106/ mL，
分别接种于 96孔板中，每孔 100 μL，常规培养 24 h
后，将 96孔板移入培养箱中继续培养（37℃，5% 
CO2）。根据不同分组要求，分别在第 3 d，7 d，11 
d和 15 d加入 20 μL 5 mg/mL MTT溶液，将培养板
在培养箱内孵育 4~6 h，轻轻吸去每孔内的培养液，
然后每孔加入 150 μL DMSO，最后选择波长 520 
nm，用酶联免疫检测仪来测量各孔的吸光值进行分
析。 

3  结果 

3.1  牙髓干细胞的培养 
    复苏培养的牙髓干细胞 6 h 后大部分细胞贴
壁，12 h后开始伸展，培养两天后已形成细胞克隆
球，呈长梭形的成纤维细胞样细胞，或回形状或椭

圆形，牙髓干细胞较小，排列比较紧密，胞体丰满，

牙髓干细胞较大。图 1及图 2为传代培养 6 d和 14 
d的光镜照片，放大倍数为 100 倍数；图 3 及图 4
为茜素红染色的细胞，形态呈现长梭型状，在 14 d
的时候融合成单层细胞。 

  
图 1  培养 6 d牙髓干细胞  ×100 
Fig.1 DPSC cultured after Six days 

图 2 培养 14 d牙髓干细胞×100 
Fig.2 DPSC cultured after fourteen days 
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图 3 培养 6 d牙髓干细胞（茜素红）×100 

Fig.3 DPSC cultured after Six days( Alizarin red) 
图 4 培养 14 d牙髓干细胞（茜素红）×100 

Fig.4 DPSC cultured after fourteen days( Alizarin red)  
 

3.2   MTT 法细胞增殖情况 
    与对照组相比，发现 dentonin对牙髓干细胞生
长有明显的增殖作用，细胞生长速度在初期较慢，

但是在 7~14 d中间加快，14 d 后进入平台期，细
胞生长速度明显减慢（P < 0.05），统计学分析具有
统计学意义。 
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图 5  dentonin对牙髓干细胞增殖的影响 

Fig.5 Dentonin impacted on dental pulp stem cell proliferation 

4  讨论 

   Dentonin 作为 MEPE 的一个基因片断，源于
MEPE的中间保守序列。目前已知含有 23个氨基酸
残基的多肽链，研究发现，能导致大量成骨细胞增

加，刺激新骨的形成，在培养的人原代成骨细胞中

能刺激细胞的增殖，提高碱性磷酸酶(ALP)的活性，
应用 dentonin在牙槽骨中具有的成骨能力，但对其
促进细胞增殖能力的机理却并不清楚[4-5]。临床上可

利用 dentonin诱导未分化间充质细胞分化为成软骨
细胞和成骨细胞，促成骨细胞损伤的修复[6-8]。本实

验利用 dentonin 促进牙髓干细胞的增殖，发现
dentonin 对牙髓干细胞生长有明显的增殖作用，细
胞生长速度在 7~14 d内较快，但是在两周后进入平
台期，牙髓干细胞生长速度减慢。因此，可利用

dentonin 促进牙髓干细胞的增殖能力。而且，可进

一步对其促进分化的机理进行研究，为在口腔领域

中治疗牙周炎及颌骨骨折愈合等提供一个广阔的

空间。 
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