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【摘要】 目前，细胞移植及其与支架材料的联合应用仍是牙周骨组织工程的主要策略之一。牙周骨组织中，

牙槽骨和牙骨质等组织的硬度及空间结构有明显差异，支架材料的不同机械性能对干细胞的增殖、分化等生

物学行为也具有不同诱导作用。研究显示，支架材料的基质硬度和拓扑结构等机械刺激因素参与调控包括

脂肪来源间充质干细胞、牙周膜干细胞等在内的种子细胞的多种生物学行为。较硬的基质可促使干细胞的

细胞骨架重塑，导致Yes相关蛋白（Yes⁃associated protein，YAP）核易位而影响基因转录，并通过Wnt/β⁃catenin
通路释放多种关键因子如碱性磷酸酶、骨钙素等，诱导其向成骨向分化。支架材料的拓扑结构也可影响干细

胞的粘着力，促进细胞骨架重构并增加细胞硬度而促进其成骨向分化。笔者就机械刺激对牙周骨组织工程

干细胞分化的影响作一综述。
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【Abstract】 Currently, cell transplantation in combination with scaffold materials are one of the main strategies in
periodontal bone tissue engineering. In periodontal bone tissues, the stiffness and spatial structure of tissues such as al⁃
veolar bone and cementum differ, and the difference in mechanical properties of scaffolds also has disparate effects on
the proliferation and differentiation of stem cells. Accumulating evidence shows that mechanical stimulating factors such
as matrix stiffness and scaffold topography modulate biological behaviors of various seeding cells, including adipose⁃de⁃
rived stem cells and periodontal ligament stem cells. A hard matrix can promote cytoskeletal stretching of stem cells,
leading to nuclear translocation of Yes⁃associated protein (YAP) and promoting osteogenic differentiation by upregulat⁃
ing alkaline phosphatase (ALP) and osteocalcin (OCN) via the Wnt/β⁃catenin pathway. The topologic structure of scaf⁃
folds can affect cell adhesion and cytoskeletal remodeling, increase the hardness of cells and promote the osteogenic dif⁃
ferentiation of stem cells. In this paper, the effects of mechanical stimulation on the differentiation of stem cells in peri⁃
odontal bone tissue engineering are reviewed.
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牙周骨组织工程是指运用组织工程的方法来

恢复受损或缺失的牙周骨组织，包含牙骨质和牙

槽骨等复杂组织结构的重建［1］。目前，利用种子细

胞合并支架材料和生物因子已能够成功修复大尺

寸的组织缺陷［2］。然而，由于牙周骨组织中牙槽骨

和牙骨质等结构的硬度及空间结构有明显差异，

支架材料的不同机械性能对干细胞的增殖、分化

等生物学行为具有不同诱导作用。因此，需根据

每个特定组织或器官的特异性，对生物支架进行

个性化制备，从而增强种子细胞的附着和存活，改

变其形态，引导种子细胞发生特定的功能性分

化［3］。目前，根据不同组织的结构和力学特征的差

异性，可通过调整支架材料的基质硬度［4⁃7］和基质

拓扑结构［8］等机械刺激因素为间充质干细胞（mes⁃
enchymal stem cells，MSCs）［9］、牙周膜干细胞（peri⁃
odontal ligament stem cells，PDLSCs）［10］等种子细胞

提供合适的生长环境，促使其细胞骨架网络发生

改变，利于其向特定方向发生分化。本综述概述

了在牙周骨组织工程研究中，支架材料基质硬度、

拓扑结构等机械刺激因素对种子细胞生物学行为

的影响，期望通过调控支架材料的硬度和结构等

性能，以还原细胞在牙周骨组织重建时的生理状

态，提高骨组织重建的成功率，旨在为口腔相关骨

组织的修复与重建提供新思路。

1 支架的基质硬度对牙周骨组织工程干细胞增

殖分化的影响

不同机体组织中细胞所处的微环境不尽相

同，细胞外基质硬度随基质成分的改变而具有较

大差异。例如，胶原骨的硬度为 25～40 kPa，脑组

织的硬度相对较小为 0.1～1.0kPa。由此可见，组

织硬度与组织和细胞的功能表达具有密切联

系［11⁃14］。研究表明，随着基质硬度增加，细胞可持

续地从硬度较低向硬度较高的方向迁移，且迁移

速度逐渐降低，增殖加快，细胞的黏附性增强，提

示细胞外基质的硬度对细胞的定向运动有一定影

响［15］。随着聚丙烯酰胺（polyacrylamide，PAAM）凝

胶硬度由 95 Pa增至 4.3 kPa，成纤维细胞迁移速度

由 0.81 μm/min 明显降低至 0.38 μm/min。当基质

硬度从 4.7 kPa增至 14 kPa时，小鼠胚胎成纤维细

胞系 NIH 3T3在 24 h和 48 h后细胞增殖量分别达

到硬度增加前的 2倍和 4倍。此外，基质硬度可通

过调控 TGF⁃β的表达来调控细胞的凋亡，相对于

硬度较高的细胞外基质，硬度较低的底物中细胞

凋亡数量明显增加［16］。

基质硬度还可调控牙源干细胞的分化方向。

将MSCs培养于不同弹性模量的基质上发现，干细

胞可分化为软骨细胞、成骨细胞和神经元细胞等，

较软的基质促使干细胞向神经分化，而较硬的基

质更倾向于促使干细胞向成骨分化，介于软硬两

者之间的基质硬度促进干细胞向成肌分化。MSCs
接种在具有硬度梯度的基质表面时，细胞向硬度

较高的区域迁移，且分化方向受硬度调控［17］：脑

（0.1～1 kPa）、肌肉（8～17 kPa）、胶原骨（25～40
kPa），其机制可能是MSCs通过细胞骨架重构，产

生多种转导蛋白，从而诱导其基因表达发生变

化［18］。在具有生物相容性和可生物降解的聚天冬

酰胺（poly aspartamide，PASP）的水凝胶上培养牙周

膜细胞（periodontal ligament cells，PDLCs），并根据

基质硬度的变化检测其活性和分化能力。当基质

硬度为 0.1～1 kPa的软凝胶时，PDLCs向神经源性

分化，而当基质硬度升高至 8～17 kPa时，PDLCs向
肌源性分化。对于细胞向成骨分化，基质硬度为

最强的 25～40 kPa最合适；并且该实验还发现在

含有游离硫醇基团的 PASP凝胶上能增强细胞活

性，进一步促进了 PDLCs向成骨分化［19］。整联蛋

白α5/β1位于细胞表面，并参与 hMSCs的成骨分化

过程。研究发现在 13～16 kPa 的培养基上培养

时，hMSCs呈椭圆形、脂肪细胞样外观；而在 62～
68 kPa 培养基上培养时，整合素 α5/β1 和 Wnt/β⁃
catenin下游分子的蛋白质表达增加。因此 62～68
kPa的基质硬度能够通过整合素α5/β1和Wnt通路

影响细胞内信号传导，进而促进 hMSC 的成骨能

力［20］。

基质硬度对干细胞成骨诱导机制的研究主要

集中于Yes相关蛋白/转录共激活因子 PDZ结合基

序（Yes ⁃ associated protein /transcriptional coactivator
with PDZ⁃binding motif，YAP/TAZ）。YAP/TAZ 络合

物主要通过以下两种途经调节细胞的机械敏感

性：①Hippo途径，其中钙粘蛋白和反式钙粘蛋白

相互作用导致 YAP被隔离在细胞质中；②机械敏

感的途径，其中细胞骨架张力促进 YAP核易位和

下游转录活动［21］。这两种途径共同调控YAP/TAZ
络合物的定位，在较软的水凝胶或可变形的纤维

材料上，YAP存在于胞质中，而在坚硬的水凝胶上

时，细胞响应骨架拉伸导致 YAP 定位于细胞

核［22］。细胞核中的 YAP和 TAZ蛋白，它们与 DNA
结合伴侣（即 TEAD转录因子家族的成员）相互作
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用，以调节基因转录，从而调控细胞的分化方

向［23］。对分子⁃细胞相互作用的研究显示重组核

纤层蛋白⁃A（lamin⁃A）水平受到视黄酸（retinoic ac⁃
id，RA）途径的协同调节，基质刚度的增加和核纤

层蛋白⁃A表达促进 RA受体⁃γ的核蓄积增加，而

RA拮抗药的使用可增强核纤层蛋白⁃A的基因上

调，进而促进干细胞的成骨分化［24］。

目前越来越多的研究已不仅仅局限于静态的

基质硬度对细胞的影响，还将动态基质硬度引入，

探究干细胞对局部微环境刚度变化的响应。大量

研究都发现细胞可以保留来自过去培养环境中的

硬度信息，并影响细胞未来的分化方向，即机械记

忆。Peng等［25］将MSCs先后在两个不同硬度的基

质上培养，发现在高硬度基质（30 kPa）上培养时，

根据培养时间由长到短依次分化为成骨细胞、骨

骼肌细胞、脂肪细胞以及神经原细胞。随后将高

硬度基质上的MSCs 接种到低硬度基质（0.9 kPa）
上，结果发现保留机械记忆的MSCs在低硬度基质

上依次分化为成骨细胞和心肌细胞；但当低硬度

基质的硬度再次上升到 12 kPa后，仅观察到分化

为成骨细胞的MSCs依旧保留着机械记忆；由此可

推断，MSCs机械记忆的保留，与MSCs所在基质的

硬度以及培养时间呈正相关［25］。有学者将MSCs
培养于基质硬度在 5～100 kPa范围内动态变化的

藻酸盐基水凝胶上，进一步研究了机械记忆的作

用，结果发现硬化的水凝胶（由软变硬）早期会抑

制MSCs的成骨分化，而软化的水凝胶（由硬变软）

早期仍能促进了 MSCs 的成骨分化，说明了 MSCs
能够在动态环境中建立机械记忆并影响未来的成

骨分化，该过程还被证明了可能与miRNA⁃21对机

械信号的调节有关［26］。有学者设计了一款具有光

响应性能够进行基质硬度转换的透明质酸水凝

胶，MSCs在最初的硬基质上表现出扩展的形态和

YAP/TAZ在细胞核的定位，随后MSCs形态的延伸

程度和核YAP /TAZ的含量伴随着基质软化和硬化

先降低后升高，结果表明MSCs形态和YAP/TAZ易

位响应基质刚度的过程是可逆的［27］。

2 支架的拓扑结构对牙周骨组织工程干细胞成

骨分化的影响

基质的拓扑结构是指基质的形状、尺寸和细

胞的点阵排布，目前有研究表明纳米级空间结构

对细胞的表观状态、分化方向等均有影响［8］。在基

质硬度的基础上，Yang等［28］探究了拓扑结构对干

细胞的影响，在具有较硬（约 10 kPa）水凝胶上培养

的 MSCs 表现出更大的扩散面积和核 YAP 积累。

但是在比较硬水凝胶表面规则图案和随机图案对

MSCs的成骨影响时却发现，规则图案化凝胶上的

细胞分布更广，成骨标记ALP的表达更高，并且随

机图案化凝胶和软水凝胶上培养的MSCs成骨分

化可能受 CD105表达的抑制。一项有关基质形状

对成骨分化影响的研究将MSCs在圆度为 1的圆和

圆度为 0.1带有矩形分支的圆上培养，并且对于一

种类型的图案，又分别设置面积为 314 μm2、628
μm2，1 256 μm2和 2 512 μm2的培养基。结果发现

MSCs在带有矩形分支的圆上的成骨性明显高于单

纯的圆形，并且较大的扩散面积（即 2 512 μm2）提

高了MSCs的存活率。其原因是较大的扩散面积

增加了核面积，促进了YAP的核定位，进而增强了

MSCs的成骨分化［29］。又有实验通过设置宽度为

700 nm，柱间距分别为 1.2、2.4、3.6和 5.6 mm的纳

米柱，发现不同密度的纳米柱可影响MSCs的分化

方向。其中纳米柱之间的距离越大越有利于成骨

分化，距离越小越有利于脂肪形成；可能是由于细

胞骨架活性的 b1整联蛋白、b3整联蛋白和 F⁃肌动

蛋白的表达上调，触发了细胞骨架重组，增加了细

胞硬度，从而促进其成骨分化［30］。在纳米微孔方

面，有学者设计了一款胶原蛋白海绵用于大鼠颅骨

缺损的修复。该海绵是由（32.97 ± 1.41）nm的纳米

孔与（60.66 ± 24.48）μm的微米孔共同构成，MSCs
能够通过微孔迁移到海绵中，进而被海绵中的纳米

孔诱导成骨分化，发现该结构即使在不添加任何细

胞或生长因子的条件下，其独特的纳米和微观形貌

也能在体内驱动膜内骨化和颅骨修复［31］。

除了表观纳米级形状可诱导MSCs成骨向分化

外，不同尺寸和排列的点阵序列可以调控细胞的

生物学行为。在不同直径的纳米管和双层蜂窝结

构的纳米管相互比较的实验中，MSCs在蜂窝结构

的粘着力最强，而较大的纳米管（直径 4.51 μm）中

的粘着斑显著大于较小的纳米管（直径 3.65 μm和

直径 2.53 μm），MSCs在较大的纳米管和双层蜂窝

结构表面上的形态显著伸长，其中在蜂窝结构上

形成了更长的突起，因而蜂窝结构能够诱导细胞

骨架应力的增强，从而选择性成骨分化［32］。

最近，还有研究将目光聚焦于三维支架材料，

Mao等［33］将 PDLSCs分别种植在平坦表面、致密表

面和纳米棒/微棒混合体的生物陶瓷上，在对比后

发现 PDLSCs在混合体上附着力更强，细胞质延伸
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的更明显，并且细胞的肌动蛋白丝排列规则且平

行于细胞的长轴；可能是由于细胞在纳米棒和微

棒混合体表面的三维结构上时，细胞与生物陶瓷

表面之间的接触面积增加，而 PDLSCs边缘向三维

纳米结构的延伸导致细胞形态扩展，附着性增

强。该研究进一步发现与对照组相比，在纳米棒

和微棒混合体组中的成骨特异性转录因子（runt⁃
related transcription factor 2，Runx2）、碱性磷酸酶

（alkaline phosphatase，ALP）的表达在第 4天明显上

升，骨钙素（osteocalcin，OCN）在第 7 天明显增强。

因此，接种在混合体上的 PDLSCs 可通过 Wnt/β ⁃
catenin信号通路向成骨分化。有学者并未局限于

对牙周骨组织修复的研究，还考虑牙骨质⁃牙周膜⁃
牙槽骨复合物的重建。Liu等［34］使用三维纳米复

合水凝胶支架促进牙骨质的形成，从而将细胞和

生长因子递送至兔上颌牙周缺损。该支架有三

层：第一层是为牙骨质/牙本质界面设计的 100 μm
微通道，第二层是为牙周膜设计的 600 μm微通道，

第三层是为牙槽骨设计的 300 μm微通道。重组人

类釉原蛋白、结缔组织生长因子和重组人骨形态

发生蛋白 2，分别在第一、二和三层中进行了空间

传递和时间释放。牙髓干细胞（dental pulp stem
cells，DPSCs）、PDLSCs 和牙槽骨干/祖细胞（alveo⁃
lar bone stem/progenitor cells，ABSCs）分别在 4周的

体外培养后获得了特定的组织表型。随后将具有/
不具有生长因子 FGF⁃2的三层纳米复合水凝胶支

架置于兔上颌牙周缺损中。与单独使用支架相

比，具有生长因子的三层纳米支架实现了完全的

骨缺损闭合和愈合，形成了新的松质样组织。并

在第 3个月时证实了新牙骨质、纤维状牙周膜和含

有骨小梁的牙槽骨的生成。

尽管已经有许多研究证明了几十纳米至几微

米范围内的表面形貌显著影响干细胞的分化，但

纳米形貌诱导肌动蛋白重组的潜在分子机制仍不

清楚。有关拓扑结构诱导细胞分化的机制研究发

现纳米形貌产生的膜曲率可以被细胞内曲率传感

蛋白识别以激活包括神经 Wiskott⁃Aldrich 综合征

蛋 白（neural Wiskott ⁃ Aldrich syndrome protein，N ⁃
Wasp）、皮层肌动蛋白和Arp2/3复合物的下游信号

传导，使分支的 F⁃肌动蛋白成核，进而促进应力纤

维组织和粘着斑成熟［35］。在进一步地有关曲率对

干细胞成骨分化机制的研究中发现，与光滑形貌

和不规则微尺度形貌表面进行比较，带负电荷的

细胞在具有微细沟槽和纳米级孔隙的分层微纳米

形貌上显示出最高的密度，从而募集更多带正电

荷的锚蛋白来增强细胞粘附。其可能原因是黏着

斑构建的最适平均整联蛋白间隔约为 45 nm，而分

层微纳米形貌的纳米孔直径约为 40 nm。表面上均

匀分布的纳米级特征基本上与整联蛋白的间隔分

布相匹配，因此更有利于形成成熟的粘着斑，提高

了细胞粘附性［36］。该研究还进一步表明细胞的

PI3K⁃AKT信号通路在分层微纳米形貌中被激活，

并且该通路的激活同时也伴随着整联蛋白α2的高

表达。可以推断，整联蛋白 α2的强制表达可以激

活PI3K⁃AKT信号传导途径，从而促进成骨分化［36］。

3 机械力对牙周骨组织工程干细胞成骨分化的

影响

大量体内外实验及临床实践表明，适当的机

械力对牙源性干细胞成骨分化、牙槽骨和牙骨质

等组织的生长与重建有着密切联系［37］。在生理条

件下、口腔治疗过程中及病理状态下，均存在对牙

体组织和牙周组织的机械力。可通过对机械力施

加控制，进而改变细胞分泌的信号分子来调控牙

源性干细胞的成骨/破骨向分化，诱导牙周骨组织

朝着预期的方向进行修复和重建再生［38］。因此只

有将机械力与支架材料的性能联动起来，才能更

好地发挥支架材料在植入口腔后的作用。

在牙齿咀嚼和咬合过程中均存在对牙周组织

的机械负荷。正常生理条件下，适宜的机械负荷

有利于牙周组织的生长及健康。将模拟天然组织

环境的机械应力条件与纳米纤维基质拓扑结构相

结合，发现纳米纤维的排列能够影响 PDLCs在基

质上的铺展和分布。与随机排列的胶原纤维相

比，定向排列的胶原纤维更能增强 PDLCs的成骨

分化能力。在 PDLCs/纳米纤维基质上施加了在生

理范围内的 6%应变后，发现随着机械负荷的增

加，PDLCs的成骨因子表达下降，成骨分化能力减

弱，并且 PDLCs的形态由非定向变为定向（双极），

进而能够垂直排列在无序纳米纤维上。提示了在

机械力与拓扑结构的联动作用下，PDLCs可伴随着

细胞骨架排列方式的变化，调控组织的骨重塑［39］。

缺少重力会对组织发育产生负面影响，导致

肌肉和骨骼萎缩，从而造成矿物质摄入减少和矿

物质吸收增加、心血管疾病以及血液循环问

题［40］。相反，通过离心模拟超重力条件下的细胞

培养实验表明，超重力环境对成骨细胞生成相关

基因如骨钙蛋白、维生素D受体和Runx2产生了有
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利影响［41］。有研究将MSCs在200 nm宽孔距、50 nm
深、120 nm宽的纳米沟槽基底上培养，随后对其进

行 47 rpm离心以产生超重力。当两种刺激结合时，

观察到对细胞增殖的累加效应，并且在培养 7 d后

增强了 MSCs 的矿化作用以及骨钙素 mRNA 的表

达；纳米沟槽基底上细胞数量的增加可能与有丝

分裂纺锤体的快速排列有关，因为有丝分裂纺锤

体纤维从细胞的两个极点平行地向细胞核延伸，其

中纺锤体的平行对齐对于染色体移动和细胞分裂

至关重要，所以该过程的加快可以促进细胞的分

裂；而细胞在 7 d后的大量矿化可能是由于细胞数

量增加，MSCs在超重力的作用下会增加骨钙素的

表达水平，该水平的增加能够提高骨矿化的程度和

维持钙离子的稳态，促进了MSCs的成骨表达［42］。

4 总结与展望

牙周骨组织是一种由牙骨质和牙槽骨组成的

复杂组织，运用于牙周骨组织工程的支架材料应

具备适合细胞附着、增殖和分化的表面结构及与

植入部位相匹配的机械性能［43］。然而，现有生物

材料的物理性能和空间结构与天然牙周骨组织的

匹配程度仍存在差异，牙源性干细胞在移植进入

需要修复的组织后常丧失活性，无法如预期启动

成骨相关信号通路进行成骨向分化。并且由于体

内外环境存在一定差异，在支架材料携带牙源性

干细胞植入机体后，还要承受生理条件下机械力

所带来的影响。因此，开发一系列能与天然组织

最大化匹配、与生理状况相适应、并且能与成骨活

性因子相结合的支架材料，对增强牙源性干细胞

在骨组织修复中的成骨活性尤为必要。
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