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【摘要】 目的 比较不完全脱矿牙本质基质——经处理牙本质基质（treated dentin matrix，TDM）和完全脱矿

牙本质基质——脱矿牙本质基质（demineralized dentin matrix，DDM）的材料制备、表面特性及对人牙周膜细胞

（human periodontal ligament cells，hPDLCs）增殖与成骨分化的影响，为研究牙齿来源的骨替代材料治疗牙周骨

缺损提供实验依据。方法 以人离体牙分别采用乙二胺四乙酸（ethylene diamine tetraacetic acid，EDTA）溶液

梯度脱矿的方法制备 TDM和通过盐酸浸泡完全脱矿的方法制备DDM，通过扫描电镜观察其表面结构；通过

培养液浸泡法制备 TDM和 DDM的浸提液。将 hPDLCs分为 3组：TDM组（加入 TDM浸提液）、DDM组（加入

DDM浸提液）、对照组（加入含 10%血清的培养液），分别诱导培养 hPDLCs。通过 CCK⁃8（Cell Counting Kit⁃8）
法检测 hPDLCs增殖情况，检测碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）表达和矿化结节形成情况。结果 TDM
表面疏松多孔、结构完整，三维结构性能优于DDM。TDM组和DDM组 hPDLCs增殖能力均强于对照组，TDM
组细胞增殖能力强于DDM组（F = 36.480，P < 0.05）；TDM组细胞ALP活性高于DDM组；成骨诱导 14 d后 TDM
组和DDM组均可见茜素红标记的矿化结节，TDM组多于DDM组。结论 TDM表面结构、促进 hPDLCs增殖和

成骨分化的能力均优于DDM，其有望作为牙周骨缺损的新型骨替代材料。
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【Abstract】 Objective To analyze the different fabrication methods and surface structure of treated dentin matrix
(TDM) and demineralized dentin matrix (DDM) and their diverse function on promoting the proliferation and osteogenic
differential capability of human periodontal ligament cells (hPDLCs). This study provides a preliminary basis for the
treatment of periodontal bone defects with bone substitutes from teeth. Methods TDM was made from human dentin
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matrices and demineralized incompletely by soaking in different concentrations of ethylene diamine tetra⁃acetic while
DDM was made of human dentin matrices and demineralized completely by soaking in a hydrochloric acid solution fol⁃
lowed by observation via SEM. The liquid extracts of TDM and DDM were collected according to the protocol of the In⁃
ternational Standardization Organization (ISO 10993). Then, hPDLCs were divided into the following three groups: the
TDM group (liquid extracts of TDM), the DDM group (liquid extracts of DDM), the control group (a⁃modified eagle medi⁃
um with 10% fetal bovine serum), hPDLCs were cultured with liquid extracts of TDM or DDM, or a⁃modified eagle medi⁃
um with 10% FBS). hPDLC proliferation was detected by a Cell Counting Kit ⁃ 8 (CCK⁃8). The alkaline phosphatase
(ALP) expression and calcified nodules of hPDLCs were tested. Results TDM obtained a preferable surface structure
compared to DDM due to more sufficiently exposed dentinal tubules and looser fiber bundles of the intertubular and per⁃
itubular dentin. Both TDM and DDM promoted the proliferation of hPDLCs compared with the control group, and the
proliferation of hPDLCs was significantly greater in the TDM group compared to the DDM group (F = 36.480, P < 0.05).
The ALP activity of hPDLCs in the TDM group was higher than the DDM group. After a 14⁃day osteogenic induction,
Alizarin red staining mineral nodes were observed in both groups; however, the TDM group displayed more calcified
nodules than the DDM group. Conclusion The advantages of TDM including the surface structure, proliferation and
osteogenic differentiation of hPDLCs, are more prominent than those of DDM, suggesting that TDM is a potential promis⁃
ing bone graft substitute in periodontal regeneration.
【Key words】 Dentin matrix; Demineralized dentin matrix; Bone graft substitute; Periodontal ligament cells;
Periodontal regeneration; Bone regeneration

牙周治疗的最终目标是获得牙周组织再生，

其中牙槽骨的再生是建立牙周新附着的基础［1］，骨

替代材料已成为牙周骨缺损再生的研究热点［2⁃4］。

目前应用较为广泛的骨移植材料有同种异体骨、

异种骨、人工骨替代物等［5］，但因来源受限、伦理争

议、免疫排异等问题，均存在一定的缺点。近年来

牙齿以其容易获得甚至可自体供应的优点，作为

一种骨替代材料来源受到关注。由离体牙完全脱

矿处理获得的脱矿牙本质基质（demineralized den⁃
tin matrix，DDM）是一种新型骨替代材料，可促进骨

重建［6］，临床上已有一定的应用［7］。由离体牙梯度

脱矿获得的脱细胞基质材料［8］即经处理牙本质基

质（treated dentin matrix，TDM），可用作生物牙根的

支架材料［9⁃10］，释放多种生长相关的蛋白分子，并

引导牙本质再生［11⁃12］；但其是否能作为骨替代材

料，用于牙周组织再生还有待研究。本实验拟通

过体外实验比较 TDM与DDM的表面特性，及二者

对人牙周膜细胞（human periodontal ligament cells，
hPDLCs）增殖和成骨分化的影响，为研究牙齿来源

的骨替代物治疗牙周骨缺损的效果提供初步

依据。

1 材料和方法

1.1 主要材料和试剂

高通量组织研磨仪（北京鼎昊源科技有限公

司）；扫描电镜（Inspect F，FEI公司，美国）；流式细

胞仪（C6，BD AccuriTM，美国）；钴⁃60辐照（四川原子

能研究所）；三氯甲烷-甲醇（成都市科隆化学品有

限公司）；胰蛋白酶（Millipore，美国）；胎牛血清（fe⁃
tal bovine serum，FBS）（Gibco，美国）；α⁃MEM完全培

养液（GE Healthcare Life Sciences，美国）；CCK⁃8试

剂盒（江苏凯基生物技术股份有限公司）；碱性磷酸

酶（alkaline phosphatase，ALP）显色试剂盒（南京建

成生物工程研究）；茜素红（Sigma，美国）；CD34、
CD45、CD29、D105和CD146抗体（Abcam，美国）。

1.2 TDM与DDM的制备和表面结构比较

1.2.1 离体牙收集 于四川大学华西口腔医院收

集天然离体牙。纳入标准：①患者年龄 18周岁以

上，无龋坏、无牙周病的多生牙、阻生牙或因正畸

需要拔除的牙齿；②无明显黑色或色素沉着；③杂

色部分体积不超过总体积的 1/2；④牙齿体积不小

于 3 mm3。患者及家属知情同意，实验经医院伦理

委员会批准。

1.2.2 DDM制备 将离体牙洗净，高速手机去除

附着的软组织及牙髓组织，⁃80 ℃下储存 24 h，置于

0.6 mol·L⁃1盐酸溶液 1周，使其完全脱矿，蒸馏水漂

洗，三氯甲烷⁃甲醇脱脂 24 h，冻干，高通量组织研

磨仪 2 000 r·min⁃1，研磨 3 min，筛取粒径 200 μm左

右的颗粒，钴⁃60辐照消毒后，2 ℃保存备用。

1.2.3 TDM制备 离体牙以高速手机去除牙周组
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织、牙冠、根尖部分 2 mm牙根、表面牙釉质、牙骨

质及髓腔侧前期牙本质；蒸馏水超声清洗 10 min，
3 次；依次置于 17 mol · L⁃1（5 min）、10 mol · L⁃1

（5 min）及 5 mol·L⁃1（10 min）乙二胺四乙酸（ethyl⁃
ene diamine tetraacetic acid，EDTA）溶液中梯度脱矿；

每种浓度脱矿后均用蒸馏水超声清洗，每次10 min。
冻干后用高通量组织研磨仪研磨（2 000 r·min⁃1，

3 min），筛取粒径 200 μm左右的颗粒，钴⁃60辐照

消毒后，2 ℃保存备用。

1.2.4 TDM 与 DDM 表面结构比较 将制备好的

TDM与DDM于扫描电镜下放大 20 000倍观察，比

较两者的形态、表面结构。

1.3 hPDLCs的培养及鉴定

1.3.1 hPDLCs组织块法培养 收集临床上 12～18
岁因正畸需要拔除的牙周健康、无龋的新鲜前磨

牙，拔除后立即于双抗磷酸缓冲液（phosphate buf⁃
fer saline，PBS）液中反复清洗至无明显血迹，转移

至含 10%胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）的 α⁃
MEM培养基（α⁃modified eagle medium）的培养皿中，

无菌刀刮下根中 1/3牙周膜组织，剪成 0.5～1.0 mm
的小块，胶原酶消化 40 min后，离心，弃上清，用含

10%FBS的α⁃MEM培养基洗涤 2～3次，重悬，均匀

接种在 6孔板中，加入少量含 10%FBS的α⁃MEM培

养基，置二氧化碳培养箱（5％CO2，100％湿度，

37 ℃恒温），3 d 后更换培养液，细胞铺满孔底

60%～80%时用 0.25％的胰蛋白酶消化，1∶3进行

传代培养。

1.3.2 流式细胞技术检测 hPDLCs表面标志物 取

对数生长期第 3 代 hPDLCs，用胰蛋白酶消化，离

心后收集，计数，PBS洗 2次，重悬。再次离心，3%
FBS 的 PBS 液，分装至离心管（每管 200 μL，细胞

数量＞2 × 105个）。冰浴，每个离心管中加入 2 μL
（1∶500）的 CD34、CD45、CD29、CD105 和 CD146 抗

体，并设置对照组。避光环境下，4℃孵育 1 h，2%
FBS的 PBS洗涤 3遍，重悬后流式细胞仪检测上述

间充质干细胞的表面标志物的表达。

1.4 TDM 与 DDM 对 hPDLCs 的增殖及成骨分化

影响

1.4.1 TDM与 DDM浸提液的制备 按每 1 g的材

料加入 5 mL培养液的比例，将 TDM和DDM分别加

入α⁃MEM培养液，37 ℃，5%CO2培养孵箱培养48 h，
提取上清液，制备后分装于离心管中，4 ℃保存

备用。

1.4.2 TDM 与 DDM 浸提液对 hPDLCs 增殖的影

响 将生长状况良好的第 3 代 hPDLCs 按 5 × 103

个/孔的接种密度接种到含 10%FBS培养基的 96孔

板中，培养 24 h。hPDLCs分为 3组：TDM组（加入

TDM浸提液）、DDM组（加入DDM浸提液）、对照组

（加入含 10%FBS的α⁃MEM完全培养液），每组设 3
个复孔，每孔分别加入 50 μL相应培养液，隔天换

液，培养 7 d，每日固定时间使用CCK⁃8（Cell Count⁃
ing Kit⁃8）测定细胞增殖情况。96孔板培养液中加

入 10 μL CCK⁃8溶液，轻柔震荡混匀，培养箱内孵

育 3 h，酶标仪测定 450 nm处的吸光度值。连续 7 d
测定，统计数据后绘制细胞生长曲线。

1.4.3 TDM与DDM对hPDLCs成骨分化的影响 将

生长状况良好的第 3代 hPDLCs按接种密度 5 × 104

个/mL接种到含 10%FBS培养基的 6孔板中，培养

24 h。TDM组、DDM组每组 3个复孔，每孔分别加

入相应培养液和成骨诱导液（含 10 nmol/L地塞米

松、10 mmol/L β⁃磷酸甘油钠、50 μg/mL抗坏血酸、

0.01 μmol/L 1，25 ⁃二羟维生素 D3 和 10%FBS 的

DMEM），隔天换液，于 4、7、14 d用碱性磷酸酶（al⁃
kaline phosphatase，ALP）显色试剂盒行 ALP 染色；

光镜下观察并记录。将生长状况良好的第 3代 hP⁃
DLCs 按接种密度 5 × 104个/mL 接种到含 10%FBS
培养基的 6孔板中，培养 24 h。TDM组、DDM组、

对照组每组 3个复孔，每孔分别加入相应的成骨诱

导培养液，隔天换液，于 7、14、21 d行茜素红染色，

光镜下观察并记录。

1.5 统计学方法

本实验数据计量资料均按照 x ± s表示，采用

SPSS 22.0软件进行统计学分析，多组均值的比较

采用单因素方差分析，组间比较采用 SNK法，以双

侧P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 TDM与DDM颗粒的差异

制备所得的DDM颗粒与 TDM颗粒，呈白色粉

末状，颜色、质地、硬度十分接近，有相似的宏观机

械性能。电镜下DDM颗粒（图 1a）表面呈现疏松破

碎状，多沟隙；TDM颗粒（图 1b）表面则布满卵圆形

小孔，小孔间结构相对完整平滑，且牙本质小管和

管周牙本质保留有较多的纤维结构。

2.2 hPDLCs的培养及鉴定结果

2.2.1 hPDLCs 的培养及分离 4～7 d 时开始有

hPDLCs迁移出组织块，细胞呈无序排列，大部分呈

长梭形，胞体较为饱满，胞突细长，胞质较均匀，细
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胞核位于细胞中央、为圆形或卵圆形。少量细胞

形态不规则且偏小。10～15 d后细胞呈旋涡状、放

射状铺满培养板。传代后 hPDLCs贴壁生长，均匀

分布，形态呈长梭性，趋于同一，漩涡样、放射状紧

密排列（图 2）。

2.2.2 hPDLCs表面标志物的表达 流式细胞仪检

a：完全脱矿牙本质基质——脱矿牙本质基质（demin⁃
eralized dentin matrix，DDM）；b：不完全脱矿牙本质基

质——经处理牙本质基质（treated dentin matrix，TDM）

图 1 扫描电镜下不完全脱矿牙本质基质与完

全脱矿牙本质基质表面结构观察 × 20 000
Figure 1 Morphological observation of completely
demineralized dentin matrix and incompletely de⁃
mineralized dentin matrix by SEM × 20 000

ba

a：7 d时细胞迁移出组织 × 200；b：P3代

hPDLCs呈旋涡状生长 × 200
图 2 人牙周膜细胞原代培养

Figure 2 Primary hPDLCs culture
a b

测所培育细胞的表面标志物结果显示 CD29、
CD105、CD146表达呈阳性，同时 CD34、CD45表达

为阴性，证明所培养的原代细胞为间充质干细胞

来源，并非造血干细胞来源（图 3）。
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图 3 人牙周膜细胞流式细胞标志物检测

Figure 3 Flow cytometry analysis of hPDLCs

2.3 TDM与DDM浸提液对 hPDLCs增殖的影响

如图 4 细胞生长曲线所示，1、2、3、4、5、6 d
时，实验组（TDM 组、DDM 组）与对照组无明显差

异，7 d时，TDM组、DDM组 hPDLCs增殖能力明显

较对照组呈上升趋势，且 TDM组增殖趋势较DDM
组更好（F = 36.480，P＜0.05），提示 TDM、DDM 2种
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材料均能促进 hPDLCs 增殖，且 TDM 对 hPDLCs 增
殖的促进作用优于DDM。

2.4 TDM 与 DDM 浸提液对 hPDLCs 成骨分化的

影响

ALP染色结果如图 5所示，细胞呈蓝染，随矿

化诱导时间延长，2组蓝染的细胞逐渐增多，14 d
时增加，提示ALP活性均逐渐增加；同时期内 TDM
组蓝染细胞均多于DDM组，提示TDM组较DDM组

ALP活性更强。

2组细胞茜素红染色结果如图 6所示，14 d时，

与对照组比较，TDM组与DDM组均可见茜素红染料

标记的阳性矿化结节，且TDM组数量多于DDM组，

21 d时，TDM组矿化结节数量仍然多于DDM组。

3 讨 论

3.1 TDM制作流程与表面结构优于DDM
牙周病是口腔最常见的慢性感染性疾病，全

球有近 90%的人有不同程度的牙周问题［1，13］，牙周

炎是导致成年人失牙的首位原因，并且与糖尿病、

心血管疾病、中风、早产、风湿病等多种全身疾病

密切相关［14］。牙周治疗的最终目标是获得牙周组

*为实验组与对照组间比较，P < 0.05；**为 TDM组与DDM组

间比较，P < 0.05。TDM：经处理牙本质基质；DDM：脱矿牙本

质基质

图 4 CCK⁃8 法检测各组人牙周膜细胞增殖情况

Figure 4 Proliferation of hPDLCs as measured by CCK⁃8
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细胞呈蓝色深染，TDM组均较DDM组深染，14 d时 TDM组染色最深

图 5 ALP染色 × 40
Figure 5 Alkaline phosphatase staining × 40

DDM组

TDM组

7 d 14 d 21 d

织再生［1］，传统的牙周基础治疗、药物治疗、牙周翻

瓣术均难以实现牙周组织的再生，引导性骨再生

虽然实现了牙周组织的部分再生，但因为患者的

异质性以及再生能力有限等多种原因，牙周组织

再生的临床效果并不理想［15］。随着植骨材料、屏

障膜材料的广泛应用，引导骨再生的效果得到了

一定程度的改善［10］。研究表明植骨材料可以增加

术后局部牙槽骨的量［3，16］，而植骨材料的生物相

容、空间结构、释放活性因子等特性影响着牙槽骨

及牙周组织再生的效果，骨替代材料已成为牙周
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骨缺损再生的研究热点［2⁃4］。脱细胞基质具有低免

疫原性、良好的机械性能、骨诱导性及来源方便等

特点，是目前组织工程的骨替代材料的研发热

点［8］。

DDM 和 TDM 均通过离体牙制备。DDM 通过

长时间、完全脱矿处理，具有高度脱矿、抗原性低

等特点，多用于骨替代物。而 TDM是通过短时间、

梯度、不完全脱矿处理而形成的脱细胞基质材料，

其物质构成与骨组织相似，具有疏松多孔的三维

结构，富含成骨相关生长因子，具有多能性、诱导

定向分化能力，作为支架材料的同时可诱导成骨

发生［11］，这些特点对于牙周组织缺损的再生治

疗［17⁃20］有着极为积极的临床意义。

在TDM的制备过程中，常采用EDTA进行梯度

脱矿，EDTA能有效去除牙本质玷污层，通过螯合

羟基磷灰石中的钙离子使牙本质脱矿、牙本质胶

原暴露、开放牙本质小管［10］。研究表明，采用

EDTA对牙本质进行梯度脱矿处理，TDM中关键蛋

白浓度与未处理牙本质相比不会显著减少［10，21］。

本实验参考文献［10，17，21］报道的制备方式所得

的 TDM和DDM质地坚硬，需多次研磨达到目标直

径。因此，笔者对TDM、DDM颗粒制备方式进行了

改进：利用液氮低温冻干技术可增加材料脆性且

恢复室温后不改变材料理化性质的原理，使其易

于研磨并减少长时间研磨产生的热效应对材料相

关蛋白因子的破坏；制备的DDM和 TDM粉末采用

了钴⁃60 辐照的消毒灭菌方法，避免了后续的材料

污染问题。

电镜扫描 TDM和DDM的表面结构显示：DDM
颗粒表面呈现疏松破碎状，多沟隙，无小孔；TDM
颗粒表面则布满卵圆形小孔，小孔间结构相对平

滑，且牙本质小管和管周牙本质保留有较多的纤

维结构。这与 Li等［10］结果相一致，提示该方法是

制备人TDM的较理想方式。DDM由于脱矿过于彻

底，导致表面胶原塌陷，卵圆形小孔消失，显然

TDM多孔的三维空间结构优于DDM，这些小孔为

种子细胞的粘附、渗透以及新生组织的生长提供

了绝佳的空间，且开放的牙本质小管利于释放相

关因子，促进种子细胞的黏附、渗透以及新生组织

的生长提供合适的空间和诱导微环境。国际上常

21 d时 TDM组矿化结节多于DDM组，TDM组和DDM组均比对照组多

图 6 茜素红染色 × 40
Figure 6 Alizarin red staining × 40

7 d 14 d 21 d

对照组

DDM组

TDM组
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用Yagihashi等［22］的方法进行DDM的制备，流程繁

复、时间长；而参照 Li等 [10]学者的方法制备 TDM，

从收集离体牙到制备完成全过程仅需 4 h，脱矿过

程中适当加热，可进一步缩短制作周期，制备更加

快速方便，这也是TDM的另一优势。

3.2 TDM促进 hPDLCs增殖分化作用强于DDM
本实验结果表明：TDM、DDM浸提液均能促进

hPDLCs 细胞增殖，且 TDM 促进增殖的作用更明

显，笔者猜测 TDM促进 hPDLCs增殖作用可能与其

释放相关生长因子的能力相关。Li等［10］学者的研

究证实 TDM浸提液中含有 I型胶原纤维（collagen
type I，Col⁃Ⅰ）、牙本质涎蛋白、转化生长因子β⁃1、
牙本质基质蛋白⁃1等蛋白，其中关键蛋白浓度与

未处理牙本质相比无明显统计学差异，这提示

EDTA处理后的牙本质基质不会导致关键生长因

子减少。杨禾丰等［17］研究发现 TDM可以促进骨髓

间 充 质 干 细 胞（bone marrow mesenchymal stem
cells，BMSCs）的增殖及成骨向分化：与空白对照组

及羟磷灰石/β⁃磷酸三钙组相比，TDM浸提液培养

后的 BMSCs增殖明显；培养 7 d后，TDM组的 Col⁃
Ⅰ、Runt⁃相关转录因子 2（Runt⁃related transcription
factor 2，Runx2）蛋白的表达量明显增高。本研究

结果与之相似。进一步的体内研究表明，TDM作

为生物支架植入裸鼠皮下获得了更好的再生效

果，并产生了新牙本质；将 TDM与明胶静电纺丝膜

（aligned PLGA/Gelatin electrospun sheet，APES）、牙

髓细胞外基质结合，植入猪的颌骨内可形成牙根

样的结构［9］。因此，TDM能为 hPDLCs生长提供更

好的微环境，其作为生物骨替代材料，可能比普通

羟基磷灰石具有更好的作用。但 TDM应用于临床

治疗，尚有待进一步探讨和研究。

本研究证实 TDM 对于 hPDLCs 成骨分化的诱

导作用强于DDM。可能有以下原因：①TDM梯度、

短时间、不完全的脱矿处理，相较于DDM的长时间

彻底脱矿，可以保留更多利于骨形成相关生长因

子；②TDM不仅保留了DDM疏松的机械特性，其表

面多孔的三维结构，更适合作为 BMPs 的缓释载

体。这表明 TDM提供的空间结构及诱导微环境更

利于 hPDLCs的增殖及成骨分化，提示 TDM应用于

牙周组织再生工程的可能。

本研究初步证实了 TDM作为骨移植替代物，

较DDM具有更优良的表面结构，其促进 hPDLCs的
增殖和成骨分化能力优于 DDM，具有更良好的生

物学特性。这为后续的动物实验，将 TDM作为骨

替代物修复牙周骨缺损的实验提供一定的实验基

础。由于细胞增殖、分化的诱导微环境机制十分

复杂，体内实验构建目标微环境影响机制未得到

充分研究，TDM能否成为一种优于 DDM的，治疗

牙周骨缺损的骨替代物，仍需要进一步的研究。
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