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牙周病是一种慢性破坏性疾病，可造成牙周支

持组织的破坏和牙周附着丧失，最终导致牙齿丧

失。牙周病治疗的目的是获得牙周支持组织包括牙
槽骨、牙骨质及牙周膜的完全再生，但因牙周病丧
失的牙周组织，其修复与重建的难度很大，而现代

牙周组织工程技术有望解决这一难题 [1]。人牙周膜
细胞（periodontal ligament cells，PDLC）是牙周组织
的主要细胞成分，是牙周组织再生的基础。支架材

料是细胞附着的基本框架和代谢场所，其形态和功

能直接影响所构成组织的形态和功能。因此，本研
究旨在寻找一种适合于牙周组织再生的支架材料，

评价其与人PDLC的相互作用。

1 材料和方法

1.1 主要试剂和仪器
Ⅰ型胶原（由四川大学生物材料工程中心提供，

医用级），透明质酸（钠盐，山东福瑞达生物化工有

限公司，医用级），碳化二亚胺（浙江普康化工有限

公司，医用级），DMEM高糖培养液（Gibco公司，美
国），胰蛋白酶（Sigma公司，美国），CO2培养箱
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[摘要] 目的 研究人牙周膜细胞（PDLC）在胶原、透明质酸及透明质酸/胶原支架上的黏附、生长情况，以初步
探讨透明质酸/胶原支架应用于牙周组织工程的可行性。方法 将体外培养的人牙周膜细胞接种到碳化二亚胺交联
的胶原、透明质酸及透明质酸/胶原支架上；MTT法检测支架对人牙周膜细胞黏附、生长的影响；并用倒置相差显
微镜和扫描电镜观察形态变化。结果 MTT结果显示胶原、透明质酸及透明质酸/胶原支架上人PDLC的黏附、生长
情况，在第1、2、4天组间比较差异具有统计学意义（P<0.05），第7天组间差异无统计学意义（P>0.05），且人牙周膜
细胞数量透明质酸/胶原组均高于对照组；人牙周膜细胞在支架上生长良好。结论 相对于胶原支架和透明质酸支
架，透明质酸/胶原支架更有利于人牙周膜细胞的黏附，提示该材料具备成为牙周组织工程理想支架材料的潜力。
[关键词] 透明质酸； 胶原； 牙周膜细胞； 支架材料
[中图分类号] R781.4 [文献标识码] A

Adhesion and growth of human periodontal ligament cells on hyaluronic acid/collagen scaffold WANG Li-
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[Abstract] Objective The adhesion and growth of human periodontal ligament cells（PDLC） on collagen（Col）,
hyaluronic acid（HA） and HA/Col scaffolds were studied to evaluate the feasibility of HA/Col as a scaffold material
in periodontal tissue engineering. Methods Human PDLC cultured in vitro was collected and seeded on Col, HA,
HA/Col scaffolds crosslinked by carbodiimide. The influences of scaffolds on cell adhesion and growth were observed
by MTT assay. The growth of human PDLC on scaffolds was observed through inverted phase contrast microscope
and scanning electron microscope（SEM）. Results The result of MTT assay demonstrated that except the seventh day
there was obviously differentiation between each group Col, HA, HA/Col scaffolds at the first, second and fourth day,
and HA/Col group was higher than control group all the time. Human PDLC successfully grew on scaffolds. Con－
clusion HA/Col scaffold was more suitable for human PDLC adhesion compared with Col scaffold and HA scaffold.
This indicates that HA/Col scaffold might be a potential ideal candidate for periodontal tissue engineering.
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（Binder公司，德国），倒置相差显微镜（Leica DMI
6000B公司，德国），JEOL扫描电镜（Technics LTD
公司，日本），冷冻干燥机（Heto DW6-55-1公司，
丹麦）。
1.2 方法
1.2.1 支架材料的制备与预处理 取1%Ⅰ型胶原
（collagen，Col）20 mL，加入1%透明质酸（hyaluronic
acid，HA）水溶液5 mL（HA∶Col质量比为1∶4），将pH
值调为6.5，磁力搅拌器室温下搅拌1 h。然后将Col、
HA、HA/Col混合物分别倒在聚苯乙烯有盖培养皿上
（直径5 cm），冷冻干燥。室温下，将制备的多孔支
架浸入含0.6% 1-乙基-3-（3-二甲氨丙基）碳化二亚
胺（1-ethyl-3-（3-dimethyl-aminopropyl） carbodiimide，
EDC）的95％乙醇溶液中反应48 h。支架在蒸馏水中
漂洗5次，每次1 min，以除去残留的EDC，而后冷
冻干燥。将直径1 cm大小的支架分别置于24孔板中，
紫外线消毒1 h后备用。
1.2.2 人PDLC的培养与鉴定 选择健康青少年（12~
18岁）正畸拔除的健康前磨牙，刮取根中1/3牙周膜
组织，组织块法常规培养 [2]，当细胞贴壁生长铺满

80%瓶底时，用0.25%胰蛋白酶进行消化并传代培
养，取第2代细胞进行爬片，用免疫组化ABC法进行
波形丝蛋白和细胞角蛋白染色鉴定。取3～8代细胞
用于实验。
1.2.3 MTT法检测人PDLC在支架上的黏附、生长
将传代所得细胞密度调整至每毫升4×105个, 接种到
预先处理的24孔板中3组支架上，每组支架接种细
胞悬液0.2 mL，每组设立16个样本。对照组为细胞
直接接种于24孔板上。标准环境下（5％CO2、37 ℃）
孵育，2 h后小心加入0.8 mL培养液, 继续培养，隔
天换液。分别在1、2、4、7 d每组取4个样本，小心
吸去孔内培养液，每孔加1 mL新鲜培养液，再加
40 μL MTT，置于培养箱中3.5 h后取出，轻轻吸去
液体，每孔加二甲亚砜420 μL，置于培养箱中0.5 h
后振荡，置酶联检测仪上测量光密度值，取4孔平
均值。
1.2.4 支架与人PDLC复合培养的倒置相差显微镜和
扫描电境观察 将传代所得细胞密度调整至每毫升

4×105个，接种到预先处理的24孔板中3组支架上,
每组支架接种细胞悬液0.2 mL，标准环境下（5％
CO2、37 ℃）孵育，2 h后小心加入0.8 mL培养液, 继
续培养。24 h后利用倒置相差显微镜观察。48 h后
弃培养液，用PBS液漂洗2次，3%戊二醛4 ℃固定
24 h， 乙醇梯度脱水（30%、50%、75%、85%、
95%、100%）各15 min，醋酸异戊酯置换20 min，临
界点干燥，喷金镀膜，扫描电镜观察。

2 结果

2.1 人PDLC形态学观察和来源鉴定
原代人PDLC于第5～7天从组织块游出，以组织

块为中心呈放射状排列生长。细胞呈长梭形，胞体
丰满，胞浆均匀，核圆形或卵圆形，核仁清晰。免
疫组化结果显示，波形丝蛋白阳性（图1），胞浆棕
黄色着色，角蛋白阴性（图2），证实其为中胚层来
源的成纤维细胞。

图 1 人PDLC波形丝蛋白染色阳性 倒置相差显微镜 × 200
Fig 1 Positive expression of Vimentin in cytoplasm of human

PDLC inverted phase contrast microscope × 200

图 2 人PDLC角蛋白染色阴性 倒置相差显微镜 × 200

Fig 2 Negative expression of cytokeratin in cytoplasm of human

PDLC inverted phase contrast microscope × 200

2.2 MTT法检测人PDLC在支架上的黏附、生长
情况

MTT结果显示胶原、透明质酸及透明质酸/胶原
支架，在第1、2、4天时组间比较有统计学意义（P<
0.05），第7天时组间比较不具有统计学意义。第1天
时人 PDLC数量实验组（Col、HA、HA/Col组）均
高于对照组（P<0.05），且HA/Col组高于Col、HA组
（P<0.05）。与对照组比较，Col组人PDLC数量第2、
4天明显增加（P<0.05），第7天时两组比较无统计学
差异（P>0.05）；HA/Col组人PDLC数量第2、4、7天
时均高于对照组（P<0.05，表1和2）。
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2.3 人PDLC在支架上黏附、生长的形态学观察
倒置相差显微镜下观察可见，对照组生长良

好，呈长梭形，胞体丰满，核仁呈圆形或椭圆形；

Col组和HA/Col组人PDLC呈长梭形，黏附生长于支
架表面及孔板上，支架材料完整；HA组支架材料大
部分溶解，人PDLC呈多角形或短梭形（图3）。扫描
电镜观察Col、HA、HA/Col支架形成大小不同的孔
径；人PDLC黏附生长于Col、HA/Col支架上，呈长
梭形，伸出伪足（图4）。

表 2 不同支架组人PDLC黏附生长活性均数多重比
较检验

Tab 2 Multiple comparison test of adhesion and
growth activity of human PDLC among
different scaffold groups

时段（d） 组别 对照组 Col组 HA组 HA/Col组

1 对照组 0.001 0.001 0.001

Col组 0.001 0.786 0.006

HA组 0.001 0.786 0.006

HA/Col组 0.000 0.006 0.006

2 对照组 0.000 0.036 0.000

Col组 0.000 0.000 0.049

HA组 0.036 0.000 0.000

HA/Col组 0.000 0.049 0.000

4 对照组 0.014 0.034 0.003

Col组 0.014 0.648 0.456

HA组 0.034 0.648 0.239

HA/Col组 0.003 0.456 0.239

7 对照组 0.130 0.263 0.026

Col组 0.130 0.660 0.382

HA组 0.263 0.660 0.199

HA/Col组 0.026 0.382 0.199

表 1 不同支架组人PDLC黏附生长活性比较的方差
分析（x±s）

Tab 1 ANOVA comparison of adhesion and growth
activity of human PDLC among different
scaffold groups（x±s）

时段

（d）

黏附生长活性

对照组 Col组 HA组 HA/Col组 P值

1 0.267±0.005 0.677±0.092 0.678±0.252 0.999±0.033 0.000

2 0.537±0.064 0.817±0.037 0.471±0.009 0.762±0.027 0.000

4 0.687±0.021 0.878±0.128 0.847±0.130 0.929±0.047 0.019

7 0.875±0.040 1.017±0.013 0.978±0.083 1.088±0.229 0.139

A：胶原支架 SEM × 35；B：透明质酸支架 SEM × 30；C：透明质酸/胶原支架 SEM × 35；D：人PDLC在胶原上的生长 SEM
× 800；E：人PDLC在透明质酸/胶原上的生长 SEM × 800

图 4 支架结构及人PDLC在支架上的生长
Fig 4 Observation on scaffolds and growth of human PDLC on scaffolds

A：对照组；B：Col组；C：HA组；D：HA/Col组
图 3 人PDLC在支架上的生长 倒置相差显微镜 × 200

Fig 3 Observation on growth of human PDLC on scaffolds inverted phase contrast microscope × 200

时段（d）
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3 讨论

牙周组织工程是在体外将种子细胞种植在模拟

细胞外基质材料上，在生长因子作用下，经过一段

时间的培养，将这种细胞与生物材料复合体植入牙

周病损部位，形成新的具有其原来特殊功能和形态

的相应牙周组织，达到修复创伤和重建功能的目的。
PDLC是一种复杂的细胞群，包括成纤维细胞、

成牙骨质细胞、成骨细胞和未分化的间充质细胞
等。其中牙周膜成纤维细胞是牙周膜最主要的细
胞，该细胞的主要功能是合成胶原，还可发育为成

骨细胞和成牙骨质细胞，在牙周组织再生中起着重

要作用[3-4]。本研究种子细胞是从人牙周膜中分离培
养的细胞，免疫组化染色显示抗波形丝蛋白阳性，

抗角蛋白阴性，证实来源于中胚层，结合细胞形态

学观察，可以表明所获得的细胞是人PDLC。
胶原具有特异性的分子识别信号，可促进细胞

黏附和生长，诱导细胞分化，且具有良好的生物相

容性，在组织工程学方面被广泛应用 [5]。透明质酸
是人体组织中自然存在而不可缺的一种透明质酸钠

盐，具有抗水肿、抗炎及促进细胞移行、分化的作
用[6-8]。碳化二亚胺是一类具有良好生物相容性的化
学交联剂，利用其交联糖胺聚糖－胶原复合物，可
以降低其生物降解性及抗原性；且不作为连接的一

部分滞留在交联物分子中，而是转变为具有极低细

胞毒性的水溶性脲衍生物释放[9-10]。透明质酸和胶原
作为天然支架材料有优异的生物学性能，利用EDC
交联能改善其生物降解性；在胶原中加入透明质酸

能更好地促进人PDLC在胶原支架上的黏附、增殖。
在组织工程研究中，支架材料设计是成败的关

键[11]。研究表明用10 mmol/L及以上浓度的EDC交联
HA/Col复合物，能够提高其机械强度，降低其生物
降解性，L929成纤维细胞培养显示几乎无细胞毒
性 [12]；当HA和Col质量比为1 ∶4时，复合支架促人
皮肤细胞黏附、增殖、胶原合成作用最显著[13]。因
此本研究利用0.6％的EDC交联质量比为1∶4的HA/Col
复合物作为支架材料。MTT检测结果发现在第1天时
实验组支架上的附着细胞数均高于对照组，且HA/
Col组高于Col组和HA组；HA组、Col组、HA/Col组
支架均促进了人PDLC的黏附，且HA/Col组复合支架
的促黏附作用更明显。在第2天时，HA组支架溶解、
细胞形态改变。与对照组比较，Col组人PDLC数量
第2、4天明显增加（P<0.05），第7天时两组比较无统
计学差异，Col组支架促进了人PDLC生长；HA/Col
组人PDLC数量第2、4、7天时均高于对照组（P<
0.05），HA/Col组支架促进了人PDLC生长。

扫描电镜观察人PDLC在Col、HA/Col组支架上
黏附良好，呈长梭形。以上结果表明，HA/Col组复
合支架与人PDLC之间具有良好的生物相容性，其多
孔网状结构适合细胞的黏附、生长；相对于Col组支
架则明显促进人PDLC的黏附。本研究仅是对HA/Col
支架复合培养人PDLC的初步评价，其应用于牙周组
织工程还有待于进一步的探讨。
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