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【摘要】 目前临床上常规采用的牙周治疗方法尚不能完全实现完整的和有效的牙周组织再生。细胞膜片技

术（cell sheet technology，CST）是一种无需支架材料的细胞移植方法，可保留完整的细胞外基质及细胞重要离

子通道、生长因子受体等，保证了细胞间及细胞与胞外基质之间的相互作用。本文从细胞膜片的种类、构建

方法，综述其在牙周组织再生领域的应用及研究进展。不同类型的种子细胞均可制备成单层细胞膜片、多层

细胞膜片、细胞膜片片段及细胞膜片聚合体。其中，单层细胞膜片较容易破损，对操作者要求较高。多层细

胞膜片可提高机械性，但其厚度需控制，以避免出现细胞坏死。细胞膜片片段可应用于牙槽骨和牙根牙骨质

之间的狭窄空间，降低操作难度，也提高膜片机械性。细胞膜片聚合体是三维结构，可提供强有力的机械支

持，提高细胞膜片的稳定性，但其生物活性的稳定性尚需进一步提高。在构建细胞膜片的方法中，羊膜基底

膜的抗纤维化抗血管生成的生物属性决定了其很适合充当细胞培养的基质；温度敏感性培养皿法简单易行；

维生素C连续诱导法可保留细胞表面的一些重要蛋白；磁力组织工程法可使细胞粘附力增加，更容易形成稳

定的细胞膜片，以上方法各有特点。在临床应用中，单层细胞膜片多应用于直接移植到受区位点，构建牙周

组织；同种或异种多层细胞膜片叠加后移植到受区位点；同种多层细胞膜片包裹支架材料后移植到受区位

点，构建三维结构组织。总而言之，CST在牙周组织再生中表现出了巨大的潜力。
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【Abstract】 At present, conventional periodontal treatment cannot achieve complete and effective periodontal tissue
regeneration. Cell sheet technology (CST) is a kind of cell transplantation method without scaffold material that can
maintain complete extracellular matrix, important ion channels of cells, growth factor receptors, etc., and ensure the in⁃
teraction between cells and the extracellular matrix. In this paper, the application and research progress of the cell sheet
in the field of periodontal tissue regeneration are reviewed. Different types of seed cells can be prepared into monolayer
cell sheet, multilayer cell sheet, cell sheet fragments and cell sheet polymers. Among them, the monalayer cell sheet is
easily damaged and requires high deoperator; the multilayer cell sheet shows improved mechanical properties, but its
thickness needs to be controlled to avoid cell necrosis. The cell sheet fragment can be used in the narrow space between
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the alveolar bone and root cementum to reduce the difficulty of operation and improve the mechanical properties of the
cell sheet. Cell sheet polymers are three⁃dimensional structures that can provide strong mechanical support and improve
the stability of the cell sheet, but the stability of their biological activity needs to be further improved. In methods for
construction of the cell sheet, the antifibrosis and antiangiogenesis properties of the amniotic sheet have shown that this
structure is suitable as the matrix of cell culture; the method of using a temperature⁃sensitive culture dish is simple and
easy; continuous induction with vitamin C can retain some important proteins on the cell surface; and the magnetic tis⁃
sue engineering method can increase cell adhesion and easily form a stable cell sheet. The above methods have their
own characteristics. In clinical applications, monolayer cell sheet is mainly used for direct transplantation to the receiv⁃
ing site to construct periodontal tissue; multilayer cell sheet of the same or different species overlap and are then trans⁃
planted to the receiving site; and multilayer cell sheet of the same kind are wrapped with scaffold material and then
transplanted to the receiving site to construct a three⁃dimensional structure. Overall, cell sheet technology has shown
good potential in periodontal tissue regeneration.
【Key words】 cell sheet technology; monolayer cell sheet; multilayer cell sheet; cell sheet pellets; periodontal
tissue regeneration; alveolar bone regeneration; cementum regeneration; tissue engineering; periodontitis; cell
transplantation
J Prev Treat Stomatol Dis, 2020, 28(7): 458⁃462.

理想的牙周组织再生应包含牙槽骨再生、新生

牙骨质形成及位于两者间的新生牙周韧带［1］。传统

的牙周治疗方法如龈上洁治、龈下刮治、根面平整及

手术治疗多以形成长结合上皮为主要愈合方式，较

少获得真正的牙周组织再生。其他再生治疗方法如

植骨术、引导组织再生术等尽管可获得不同程度的

牙周新附着，尚不能实现理想的牙周组织再生。

近年来，细胞疗法逐渐引起学者们的广泛关

注并应用于临床。细胞膜片技术（cell sheet tech⁃
nology，CST）是一种无需支架的细胞移植方法，

可无创性地获取细胞，避免了酶消化对细胞生物

学功能的损伤，不仅保留了完整的细胞外基质

（extracellular matrix，ECM），同时还保留了重要离

子通道和生长因子受体等，可以促进细胞间及细

胞与胞外基质间的相互作用［2］。近年来，CST 广

泛应用于组织与器官重建，包括角膜［3］、骨［4］、牙

髓 -牙本质复合体［5］等。在某些领域，已有将

CST 应用到临床试验阶段［3］。2005 年以来，学者

们陆续报道将 CST 应用于牙周再生治疗［6⁃7］，通

过构建各种类型细胞来源的细胞膜片用于牙周

组织再生并进行相关的体内外研究。本文将就

细胞膜片的种类、构建方法及其在牙周组织再生

领域的应用及研究进展作一综述。

1 细胞膜片的种类

1.1 单层细胞膜片

单层细胞膜片是一种二维结构，由单层细胞

及其胞外基质构成，可直接移植至受体组织。单

层细胞膜片对操作者的要求较高，培养过程中若

不及时将膜片刮下，成熟后膜片会自动收缩成

团。此外，由于其为单层结构，从培养皿分离时容

易破损，分离后的膜片容易收缩、起皱、折叠。虽

然移植过程中使用增强型载体复合于膜片上可在

一定程度上维持细胞膜片大小，增强其物理和机

械性能［6］，但同时也存在载体材料降解及宿主反应

等不利问题。

1.2 多层细胞膜片

当多层细胞膜片相互叠加后，沉积于膜片之

间的胞外基质即可迅速开始相互作用并形成可

用于组织再生的高细胞含量组织。细胞膜片的

多层叠加有助于增强膜片的机械性能，使移植细

胞更快适应靶位点的微环境。Mu 等［8］在温敏反

应培养皿上成功制备出三层人下颌骨骨髓基质

细胞（bone marrow stromal cells，BMSCs）膜片，自

体移植到拔牙位点可促进骨再生，但是移植物的

厚度应该控制在一定范围内以避免出现细胞坏

死［9］。

1.3 细胞膜片片段（cell sheet fragment，CSF）
CSF 通过将薄细胞膜片切成小片（直径约 1

mm）制备成可注射的细胞释放载体。它可以降低

某些部位的操作难度与风险进而提高细胞移植治

疗的效率。据报道［10］，联合支架材料的骨髓基质

细胞膜片片段可促进骨形成，为CST在牙周组织再

生中的应用提供新方向。

1.4 细胞膜片聚合体

细胞膜片聚合体是基于细胞膜片制备的三维
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结构，可提供强有力的机械支持，提高细胞膜片的

稳定性。然而，构建大结构细胞膜片聚合体时，如

何提高聚合体内的细胞生物活性和营养供应仍值

得进一步探讨。Yang等［11］报道连续诱导 14 d可制

备出单层牙周膜干细胞（periodontal ligament stem
cells，PDLSCs）膜片，再次培养 7 d即可获得PDLSCs
聚合体，该聚合体的异位移植能够再生出牙周膜/
牙骨质样结构。然而，延长聚合体的体外培养时

间至 10 d，聚合体内部可出现数量不等的空隙样结

构，这可能与聚合体内部营养供应不足导致组织

坏死有关。

2 细胞膜片的构建方法

2.1 羊膜基底膜法

羊膜是胎盘的最内层，女性分娩后常将羊膜

作为医疗垃圾而被丢弃，因此，羊膜易于获取。羊

膜基底膜和羊膜基质层含有 IV型胶原、层黏连蛋

白等成分，尤其是羊膜具有抗菌、抗纤维化、抑制

新生血管生成［12］及合适的机械性能等特性，使得

羊膜可以充当“移植的基底膜”而作为细胞培养的

基质［13］。此外，羊膜可降低疼痛及炎症反应，抑制

疤痕形成，呈现低免疫原性。报道显示将细胞按

一定的密度接种于处理后的羊膜上，置于插入式

细胞培养皿培养 2～3周即可获得细胞膜片［14］。

2.2 温度敏感性培养皿法

该方法将表面改性的温敏反应性聚合材料

——聚 N ⁃异丙基丙烯酰［poly（N ⁃ isopropylacryl⁃
amide），PNIPAAm］涂抹在普通培养皿底部，再将

细胞接种到材料表面构建细胞膜片。该材料最早

由Okano等［15］合成，用以控制细胞表面黏附。当温

度高于 32 ℃时，PNIPAAm 呈疏水性，可促进细胞

黏附；而当温度低于 32 ℃，PNIPAAm呈亲水性，结

构致密，易于分离，阻止细胞黏附。PNIPAAm的多

孔结构使其成为优质培养皿材料，仅通过温度变

化便可获取完整的细胞及ECM。由此获得的细胞

膜片为单层细胞膜片，保留了细胞表面的一些重

要蛋白及 ECM，但膜片薄，操作性能差，操作过程

复杂，特殊设备价格昂贵。

2.3 维生素C连续诱导法

将一定密度细胞接种于普通培养皿，加入适

当浓度的维生素C，2～3 d更换培养液，连续培养 2
周左右，可通过细胞刮、移液器、镊子、青霉素瓶

盖、橡胶塞等由外周向中心沿底壁仔细分离，获得

完整的细胞膜片。此方法简单易行，无需特殊材

料或方法，获得的细胞膜片由多层细胞及 ECM构

成，一定的厚度赋予膜片相应的弹性和较稳定的

机械性能，增强其操作性。本课题组前期研究采

用维生素 C连续诱导培养成功构建出富含细胞外

基质的骨质疏松大鼠骨髓基质细胞膜片［16］。

2.4 磁力组织工程法

磁力组织工程法将精氨酸⁃甘氨酸⁃天冬氨酸

共轭的肽磁铁矿阳离子脂质体添加至由亲水性和

中性共价水凝胶层组成的 24孔培养板表面，培养

板下面放置一块圆柱形钕磁铁提供垂直磁力，以

促进细胞黏附。构建时，种子细胞接种于培养皿

中，培养细胞在培养皿底层黏附、伸展和增殖，形

成连续的细胞膜片。细胞培养后，移去培养皿底

的磁铁，此时的细胞膜片含有磁性纳米粒子，可将

磁铁棒伸入培养孔收获细胞片［17］。以磁力分离细

胞片，可减少细胞损伤，但存在细胞培养过程复

杂，部分磁性物质残留细胞膜片中的缺点。

3 CST在牙周组织再生中的应用

随着牙周组织再生研究的深入，当前有多种

细胞可做为种子细胞构建细胞膜片实现牙周组织

的再生。细胞膜片在牙周组织再生领域的应用可

采用以下 3种模式：单层细胞膜片直接移植到受区

位点，构建牙周组织［6⁃7］；同种或异种多层细胞膜片

叠加后移植到受区位点，构建牙周组织［9］；同种多

层细胞膜片包裹支架材料后移植到受区位点，构

建三维结构组织［18］。

3.1 PDLCs膜片

PDLCs具有多分化潜能，现有的研究表明牙周

膜来源的细胞对牙周组织再生至关重要［19］。随着

CST 的发展，PDLCs 膜片的研究引起广泛关注。

Akizuki等［6］制备自体单层 PDLCs膜片与透明质酸

复合后移植到 beagle犬第一磨牙近中根牙周骨缺

损，实验组并没有出现预期估计的完全再生可能

是移植过程中膜片与根面的贴附不稳定，提示细

胞膜片与移植区的充分接触是确保 CST修复牙周

组织缺损疗效的关键。研究人员为进一步提高膜

片的机械性能和可操作性，制备了多层膜片，结果

表明成骨诱导后的多层膜片修复效果更为理想。

Xu等［20］研究提示在细胞膜片工程中，可通过加入

某种生长因子以加快体外膜片形成并促进膜片体

内分化能力。有临床研究［21］选取 10位牙周炎患

者，取其第三磨牙的 PDLSCs制备三层细胞膜片，

并移植到牙周缺损的根面，β⁃TCP填满骨缺损，移
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植 6个月后 10个病例均未出现不良反应，且发现

牙周探诊深度减少，附着水平增加，CBCT示骨密

度增加。因此，基于细胞膜片技术的细胞疗法修

复牙周缺损被证实是安全有效的，且该有效性在

中长期的随访中保持稳定。

3.2 BMSCs膜片

BMSCs是存在于骨髓中的一类多能干细胞，可

分化为成骨细胞、脂肪细胞、成纤维细胞等。迄今

为止，BMSCs是骨组织工程中应用最广泛的细胞

系。BMSCs不仅可以有效修复骨缺损，亦可以实

现牙周组织再生［22］。Lin等［23］的研究证实 BMSCs
膜片与β⁃TCP/COL⁃I支架协同促进骨形成，细胞膜

片复合 β⁃TCP/COL⁃I支架在骨组织工程表现出了

很好的应用前景。有学者［24］对比了年轻及年老

BMSCs、BMSCs膜片的成骨能力，结果表明年老的

BMSCs膜片同样可促进骨形成，为年老患者提供

了潜在有效的细胞疗法。

血管化是组织再生成功的关键，有学者通过

血管内皮生长因子（vascular endothelial growth fac⁃
tor，VEGF）及碱性成纤维细胞生长因子（basic fi⁃
broblast growth factor，b⁃FGF）诱导兔 BMSCs分化成

内皮样细胞（endothelial cells，ECs），并将此 ECs接
种在 BMSCs膜片上形成血管化 ECs/BMSCs 细胞膜

片，体外及体内实验均发现该预血管化结构可促

进血管形成。研究结果提示，BMSCs可作为内皮

细胞及细胞膜片的种子细胞构建预血管化细胞膜

片促进组织再生［25］。

3.3 牙囊细胞（dental follicle cells ，DFCs）膜片

DFCs是 PDLCs的前体细胞，在细胞干性、增殖

分化能力等方面具有相对优势。体外研究证实

DFCs 膜片表现出比较全面的牙周组织向分化能

力，而 PDLCs 膜片表现出较强的成骨向分化能

力。两种膜片复合牙本质基质在裸鼠皮下均可形

成牙周组织样结构，而且DFCs膜片比 PDLCs膜片

具有更强、更全面的牙周组织向分化能力。因此，

DFCs 膜片可能在将来牙周组织再生中有更多

优势。

3.4 共培养的细胞膜片

有研究认为单一细胞构建的细胞膜片无法保

证膜片的功能和生物学活性，因为单一细胞直接

相互作用不及多细胞组织有效［26］。在牙周韧带或

机体其他组织中干细胞的数量实际并不多，添加

不同类型干细胞或者其他辅助细胞可促进组织样

材料的有效构建，进而促进体内组织再生和修

复。因此，学者们提出了将不同类型细胞共培养

的方法，在培养种子细胞时恢复异型细胞间的相

互作用以实现牙周膜的完全再生，尤其是实现功

能性和血管化再生。 Zhang 等［27］的研究证实

PDLSCs和BMSCs复合膜片可作为功能性牙周组织

再生的新方法。李欣等［28］将DFCs膜片、PDLCs及
以上 2种细胞的复合膜片混合支架材料同种异体

植入比格犬牙周缺损模型，所有膜片移植组均可

获得一定的牙周再生效果，但只有复合膜片移植

组能获得完整的牙骨质、牙槽骨及规则的牙周膜

样结构。

4 小 语

单层细胞膜片的机械性能欠佳，可操作性较

差，与外源性支架复合后可以实现包括牙周膜、牙

槽骨、牙骨质在内的牙周组织再生，但支架材料存

在潜在的免疫源性、较低的生物活性、不匹配的降

解速率以及难以控制的细胞与材料间的交互作用

等缺陷。采用同种或异种细胞膜片叠加构建的三

维结构可避免支架材料带来的问题，但所构建的

多层膜片可能由于缺乏完善的血供，导致膜片内

部微环境变化，干扰细胞代谢，甚至引起细胞的死

亡。如何平衡膜片工程再生的细胞活性和力学性

能之间的矛盾至关重要。此外，细胞膜片的生物

活性在很大程度上依赖于种子细胞的状态。对于

牙周组织再生来讲，状态不佳的种子细胞将无法

获得良好的再生效果。因此，在选择合适的种子

细胞的同时如何保证种子细胞具有良好的状态也

是构建细胞膜片中应关注的重要问题。总之，CST
在牙周组织再生方面有广泛的应用前景，随着CST
本身的不断改进和完善，CST有望实现牙周组织的

完全再生。
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