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与颞下颌关节盘细胞共培养诱导骨髓间充质干细胞 

向成纤维细胞样细胞分化的研究 

中文摘要 

目的： 

探讨直接接触共培养法和 Transwell 间接接触共培养法诱导山羊骨髓间

充质干细胞（Goat bone marrow mesenchymal stem cells, gBMSCs）向山羊颞

下颌关节盘细胞（Temporomandibular joint disc cells , TMJ disc cells）中成纤

维细胞样细胞分化的可行性及共培养最佳比例，为颞下颌关节盘组织工程的

种子细胞来源提供理论依据。 

方法： 

1. BMSCs 的提取培养和鉴定——提取培养原代 BMSCs 并传代；流式细

胞仪检测 BMSCs 表面标志物；10 μg/L bFGF 的成纤维软骨诱导液诱导的

BMSCs；甲苯胺蓝染色、天狼猩红染色、番红 O 染色、Ⅰ型胶原免疫组织化

学染色分别检测生长因子诱导后的 BMSCs 成纤维细胞样分化的潜能。 

2.TMJ disc cells 的原代、传代培养并鉴定其特异性——提取并培养原代

山羊颞下颌关节盘细胞；CCK8 法检测细胞的增殖活性；甲苯胺蓝和天狼猩

红染色鉴定 TMJ disc cells；免疫组织化学染色检测Ⅰ、Ⅱ型胶原的分布；Elisa

试剂盒检测糖胺聚糖（Glycosaminoglycan, GAG）表达水平。 

3.BMSCs 和 TMJ disc cells 共培养——在直接共培养体系和 Transwell

共培养体系中，均按 1:2、1:1、2:1 的比例（BMSCS : TMJ disc cells）对 BMSCs

和 TMJ disc cells 进行共培养，同时设置相同浓度的 BMSCs 在 DMEM/F12

培养液中培养为阴性对照组，10 μg/L bFGF 的成纤维软骨诱导液诱导的

BMSCs 为阳性对照组，分别观察共培养前后细胞的形态与增殖情况;共培养

21d 时，定性检测——用甲苯胺蓝、天狼猩红、番红 O 以及免疫荧光染色技

术分别检测Ⅰ型胶原、Ⅱ型胶原和 GAG 含量分布;定量检测——对各组细胞

爬片进行 GAG，Ⅰ型胶原和Ⅱ型胶原含量检测;分子水平检测——实时荧光

定量 PCR 检测Ⅰ型胶原和Ⅱ型胶原 mRNA 的表达。蛋白水平检测——

Western blot 检测细胞Ⅰ型胶原、Ⅱ型胶原蛋白表达水平。 

结果： 

1．山羊 BMSCs 表达特异性抗原 CD44，而低表达造血干细胞标志抗原
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CD34 和 CD45；10 μg/L bFGF 的成纤维软骨诱导液诱导 BMSCs，早期细胞

形态未见明显变化，10d 后以类似于颞下颌关节盘纤维软骨样细胞的长三角

形、长梭形细胞为主；诱导后 BMSCs 的甲苯胺蓝、天狼猩红的组织学染色

和 I 型胶原免疫组化染色均呈阳性，表明 BMSCs 具有向关节盘细胞诱导分

化的能力。 

2．山羊颞下颌关节盘细胞的甲苯胺蓝染色和天狼猩红染色均呈阳性，

说明分离提取得到的是关节盘细胞；检测 P1 到 P5 代关节盘细胞的生长曲线

图，P1, P2 和 P3 山羊颞下颌关节盘细胞生长曲线图相似，P4 开始增殖能力

下降；同时从分子水平检测Ⅰ型胶原和 GAG 的表达，从第 4 代起Ⅰ型胶原

和 GAG 表达逐渐减少，说明关节盘细胞中成纤维细胞样细胞数量减少，而

且合成Ⅰ型胶原和 GAG 的能力下降。  

3．在共培养实验中，CCK8法检测各组细胞的生长曲线的对比分析发现：

共培养组的增长速度对比关节盘细胞对照组相对较高，而BMSCs组增长速度

最慢，且增长速度最高的是直接共培养组1:2（BMSCs : TMJ disc cells），因

此共培养组的细胞增长相对于Transwell间接培养体系和BMSCs诱导组生长

增值能力更强；直接接触组的GAG、Ⅰ型胶原的合成和基因表达明显高于

Transwell共培养组和BMSCs诱导组，且在直接共培养组的1:2（BMSCs : TMJ 

disc cells）表达量最高。GAG和Ⅰ型胶原是成纤维细胞样细胞特异性细胞外

基质[20-21]，两者的存在说明有成纤维细胞样细胞的产生；而Ⅱ型胶原合成及

其基因表达在Transwell共培养组中较高，Ⅱ型胶原是软骨样细胞的特异性细

胞外基质，在Transwell间接培养组中的含量表达明显，表明Transwell培养体

系诱导BMSCs向软骨样细胞分化。 

结论: 

1. 10 μg/LbFGF 诱导后的 BMSCs 具有向成纤维细胞样细胞分化增殖的

能力 

2.取生长良好、I 型胶原和 GAG 表达量居多的 P2 或 P3 关节盘细胞进

行研究。 

3.在细胞直接接触共培养体系和 Transwell 间接接触共培养体系中，直

接共培养法对 BMSCs向成纤维细胞样细胞分化的影响大于 Transwell 共培养

体系和BMSCs诱导组，且直接共培养最佳比例为 1:2（BMSCs：TMJ disc cells）。 

 

关键词: 颞下颌关节盘；骨髓间充质干细胞；共培养；成纤维细胞样细胞； 
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DIFFERENTIATION OF GOAT BONE MARROW 

MESENCHYMAL STEM CELLS INDUCED BY 

CO-CULTURE WITH TEMPOROMANDIBULAR JOINT 

DISC CELLS INTO FIBROCHONDROCYTE-LIKE 

CELLS 

Abstract 

Objective  

To study the effect and the convert ratio if the co-culture by different contact 

methods of goat temporomandibular joint disc cells and goat bone marrow 

mesenchymal stem cells(BMSCs) in vitro can affect differentiation of BMSCs into 

fibrochondrocyte-like cells. 

Methods   

1.Goat BMSCs expressed specific antigen CD44, while low expression of 

hematopoietic stem cell marker antigens CD34 and CD45; 10 μg/L bFGF 

fibrocartilage induced fluid induced BMSCs, no obvious changes in early cell 

morphology, similar to temporomandibular joint disc after 10 days The long triangles 

and long spindle cells of fibrocartilage-like cells were dominant; the histological 

staining of toluidine blue and Sirius red and the immunohistochemical staining of type 

I collagen in BMSCs after induction were positive, indicating that BMSCs were 

induced into articular disc cells. The ability to differentiate. 

2. Primary, subculture and identification of TMJ disc cells - extraction and 

culture of primary goat temporomandibular joint disc cells; CCK8 assay for cell 

proliferation activity; toluidine blue and Sirius red staining identification TMJ disc 

cells Immunohistochemical staining was used to detect the distribution of type I and 

type II collagen; Elisa kit was used to detect the expression level of 

glycosaminoglycan (GAG). 

3. BMSCs and TMJ disc cells co-culture - BMSCs and TMJ discs in the ratio of 
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1:2, 1:1, 2:1 (BMSCS:TMJ disc cells) in the direct co-culture system and Transwell 

co-culture system The cells were co-cultured, and the same concentration of BMSCs 

was cultured in DMEM/F12 culture medium as a negative control group. The BMSCs 

induced by fibrocartilage induction solution of 10 μg/L bFGF were used as positive 

control group, and the cells before and after co-culture were observed. Morphology 

and proliferation; qualitative analysis - detection of type I collagen, type II collagen 

and GAG content by toluidine blue, Sirius red, Safranin O and immunofluorescence 

staining for 21 days of co-culture; quantitative detection - GAG, type I collagen and 

type II collagen content were detected in each group of cell slides; molecular level 

detection--real-time quantitative PCR was used to detect the expression of type I 

collagen and type II collagen mRNA. Protein level detection——Western blot 

detection of type I collagen and type II collagen expression 

Results   

1.Goat BMSCs expressed specifica ntigen CD44, while low expression of 

hematopoietic stem cell marker antigens CD34 and CD45; 10 μg/L bFGF 

fibrocartilage induced fluid induced BMSCs, no obvious changes in early cell 

morphology, similar to temporomandibular joint disc after 10 days The long triangles 

and long spindle cells of fibrocartilage-like cells were dominant; the histological 

staining of toluidine blue and Sirius red and the immunohistochemical staining of type 

I collagen in BMSCs after induction were positive, indicating that BMSCs were 

induced into articular disc cells. The ability to differentiate. 

2. Toluidine blue staining and Sirius red staining of goat temporomandibular joint 

disc cells were positive, indicating that the disc cells were isolated and extracted; the 

growth curve of P1 to P5 generation disc cells was detected, P1, P2 and P3 goats The 

growth curve of the mandibular joint disc was similar, and the proliferative ability of 

P4 decreased. At the same time, the expression of type I collagen and GAG was 

detected at the molecular level, and the expression of type I collagen and GAG 

decreased gradually from the fourth passage, indicating fibroblasts in the articular disc 

cells. The number of cell-like cells is reduced, and the ability to synthesize type I 

collagen and GAG is decreased.  

3. In the co-culture experiment, the CCK8 method for the comparison of the 

growth curves of the cells in each group found that the growth rate of the co-culture 

group was relatively higher than that of the articular disk control group, while the 
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growth rate of the BMSCs group was the slowest, and the highest growth rate was 

Direct co-culture group 1:2 (BMSCs:TMJ disc cells), so the cell growth of the 

co-culture group was stronger than that of the Transwell indirect culture system and 

the BMSCs induction group; the synthesis of GAG and type I collagen in the direct 

contact group The gene expression was significantly higher than that of the Transwell 

co-culture group and the BMSCs induction group, and the expression level of 1:2 

(BMSCs:TMJ disc cells) was the highest in the direct co-culture group. GAG and type 

I collagen are fibroblast-like cell-specific extracellular matrices, the presence of both 

indicates the production of fibroblast-like cells; and type II collagen synthesis and 

gene expression in the Transwell co-culture group In the middle, the type II collagen 

is a specific extracellular matrix of chondrocyte-like cells, and the expression in the 

Transwell indirect culture group is obvious, indicating that the Transwell culture 

system induces BMSCs to differentiate into cartilage-like cells. 

Conclusions   

1. The ability of BMSCs induced by 10 μg/LbFGF to differentiate into 

fibroblast-like cells 

2. P2 or P3 articular disc cells with good growth, type I collagen and GAG 

expression were studied. 

3. In the direct co-culture system and Transwell indirect contact co-culture 

system, the direct co-culture method has greater influence on the differentiation of 

BMSCs into fibroblast-like cells than the Transwell co-culture system and BMSCs 

induction group, and the optimal ratio of direct co-culture is 1 : 2 (BMSCs:TMJ disc 

cells). 

 

Key words  The temporomandibular joint disc ;Bone mesenchymal stem cells; 

co-culture; fibrochondrocyte-like cells  
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前言 

颞下颌关节（The temporomandibular joint，TMJ）关节盘属于纤维软骨样组

织，该组织位于下颌髁状突和颞骨关节窝之间,关节盘在颞下颌关节运动过程中

润滑关节表面，减少关节之间的摩擦；在下颌进行复杂机械运动时减少冲击，缓

冲载荷[1-3]。TMJ 关节盘主要由关节盘细胞（纤维软骨样细胞）和细胞外基质（Ⅰ

型胶原蛋白，Ⅱ型和Ⅲ型胶原蛋白，糖胺聚糖（glycosmioglycan，GAG），聚集

蛋白聚糖（aggrecans，AGCs）），水和部分弹性蛋白纤维组成。I 型胶原蛋白和

GAG 是细胞外基质的主要成分，增加了关节盘的粘弹性并使其具有抵抗外界压

力，吸收和分散负荷的能力 [4-6]。颞下颌关节紊乱症（temporomandibular disorder，

TMD）颌面部最常见的复杂的退行性疾病，可能是关节机械超负荷、雌性激素

和细胞外基质的变化引起，其病理原因仍不明[7]。而临床上高达 70%的 TMD 是

由于关节盘的变薄、透明样变、穿孔等不可逆性病变而导致[8]，由于关节盘组织

自身无营养支持，因此损伤后病变不可逆，并对周边其他软组织造成继发降解，

最终使 TMD 加重[9]。目前临床上使用各种各样的可替代材料来代替病损关节盘，

包括由硅树脂制成的合成材料、聚四氟乙烯[10-11]和自体移植[12]，但治疗效果甚微，

因此，有必要探索解决这一棘手问题的最佳有效方法。近年来，组织工程在真皮
[13]，软骨[14]和骨[15]的成功应用表明颞下颌关节盘组织工程技术能够为损伤的颞下

颌关节盘修复重建带来新的治疗思路。 

1987 年，“组织工程”由美国国家科学基金会正式提出，组织工程学是一门

将多种学科联合应用的新兴学科技术，由于它较良好的发展前景，目前已经在生

物学方面的发展应用更加广泛。组织工程技术相比传统的临床治疗方法而言，具

有以下几点优势：1.缺损组织通过组织工程技术的修复，会实现性能与结构的双

重生物修复；2.数量较少的细胞经过体外培养后形成细胞膜片，可修复大范围的

缺损组织，彻底改变传统手术的治疗方式，创造新的治愈方法；3.生物支架材料

具有一定的软弹性，因此可以按照组织缺损部位的的形态外观进行材料的改造，

最终将缺损部位修复出满意的形态。在组织工程领域研究的重点主要集中在 3个

方面：种子细胞，细胞因子和支架材料[16,17]的选择。 

1.颞下颌关节盘组织工程研究的技术的背景 

近年来，国内外的许多科研工作者先后将组织工程技术应用于软骨组织再

造的研究中。焦岩涛等[18]用微载体细胞培养技术[19]对日本大耳白兔髁状突软骨

细胞进行大规模扩增，而后把细胞植入到实验动物体内进行观察，植入 12 周后，
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髁状突软骨细胞在胶原膜内生长良好，并形成类似软骨样的乳白色组织，其表面

光滑，有弹性；甲苯胺蓝染色细胞外基质阳性表达，表明有 GAG 产生。Cooke
[20]

等在 PGA/PLA 支架上以一定比例接种了猪耳廓软骨细胞和 BMSCs，构建了具有

良好机械性能的耳廓软骨样组织，植入猪耳后皮下后，仍能维持类似软骨样的形

态稳定存活并 20 周左右，且其组织学性能和生物力学性能相较天然耳廓软骨无

明显差异。吕玮等[21]将颞下颌关节盘细胞和 BMSCs 体外共培养数天接种到预制

琼脂糖井内培养至 42d。在 14d、28d、42d 观察并检测自组装体的形态、成分变

化以及它的弹性力学性能。通过实验观察到实验体的表面比较均匀光滑，呈不规

则球体，且轻触有回弹，并检测细胞外基质可见 GAG 生成；14d、28d、42d 时

的Ⅰ型胶原免疫组织化学染色呈阳性，表明该组装基体可产生作为天然颞下颌关

节盘组织的主要成分Ⅰ型胶原。以上实验均表明未来我们可以有效的进行颞下颌

关节盘再造的组织工程技术。 

2.颞下颌关节盘组织工程的细胞来源 

种子细胞是决定组织工程中生物再生的重要因素，因此理想的的细胞来源的

是组织工程中的核心要素。理想的细胞来源应该是易获取、数量多、健康的，TMJ

关节盘是纤维组织和软骨组织组成，细胞由 3 种细胞构成——成纤维细胞样细胞，

纤维软骨样细胞和软骨细胞样细胞[22]。由于细胞成分繁杂，因此目前并未建立关

节盘细胞系，实验所需要的关节盘细胞必须通过体外进行原代培养获得。 

2.1 自体关节盘细胞 

研究证实体外单层分离培养的山羊颞下颌关节盘 1～3 代细胞增殖更明显，

且形态更趋向于成纤维细胞样细胞，可作为颞下颌关节盘组织工程再造的种子

细胞。Thomas M
[23]将 TMJ 关节盘细胞作为种子细胞运用到关节盘组织工程技

术中，通过尝试发现，这些细胞未能接近替换盘功能使用所需的生化成分或机

械强度。使用 TMJ 关节盘细胞具有如下缺点：关节盘细胞每传一代 ECM 中蛋

白多糖、I 型胶原的含量减少 20%和 23%，这些难以通过体内提取获得数量较

多的健康细胞，体外培养无法产生足够的细胞外基质[24,25]。此外，TMJ 关节盘

同时经历了衰老和退行期间的病理和生理变化，在培养过程中细胞表型易于改

变，这些细胞在组织工程中的表现变得无法预测[26]。尽管有研究证明颞下颌关

节盘来源的细胞在体外适宜的条件下能够合成软骨样细胞外基质[27,28]，但是细

胞的提取得从活体动物组织上得来，操作步骤麻烦，且获取的细胞成分混杂，

数量也少，因而越来越多的实验研究开始倾向于探索其他的潜在的细胞来源。 

2.2 软骨组织来源 

体外单层培养的软骨细胞随着传代次数的增加，细胞由不规则圆形逐渐伸长
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变为长梭形的纤维细胞样细胞， 胶原蛋白由Ⅱ型变成Ⅰ型、Ⅲ型，表现出去分

化倾向[29-31]。髁突[32]、窝隆起[33]和肩部[34]的关节软骨细胞均已被实验证实可用来

构建颞下颌关节盘。不同类型的髁突细胞与颞下颌关节髁突细胞在利用支架进行

髁状软骨工程方面进行了比较[35]。将踝关节软骨细胞与 PGA 种植的髁状突纤维

软骨细胞进行比较，并经 IGF-1 处理后，踝关节软骨细胞的生长性能优于髁状软

骨细胞，分别产生 10 倍和 6 倍的 GAG 和胶原。Wang 等[36]将人脐带基质干细胞

与颞下颌关节髁突纤维软骨细胞进行比较，结果表明：人脐带基质干细胞 TMJ

髁突纤维软骨细胞相比，GAG 和细胞数明显增加，但胶原含量无明显增加。值

得注意的是，I 型胶原和 II 型胶原是在干细胞种子结构中观察到的，而在髁状突

纤维软骨细胞培养物中则没有观察到。这些研究表明，髁状突纤维软骨细胞的培

养仍需进一步的研究。目前，各种细胞类型在髁突纤维软骨组织工程中的应用前

景大于 TMJ 关节盘细胞。 

2.3 真皮成纤维细胞 

真皮成纤维细胞可以向成骨和成软骨的谱系分化[37,38]，真皮成纤维细胞

本质上具有纤维化性，其 ECM成分与关节盘 ECM类似，主要产生，可维持真皮的

弹性和稳定性，细胞易于获取，且来源丰富，自体细胞的使用将大大降低免疫应

答的机会，并且定位于皮肤的供体位点将显着减少与供体发病率有关的问题，因

此它是 TMJ关节盘组织工程上理想可行的细胞来源[39]。Almarza等[40]将 1 : 1

（真皮成纤维细胞：肋软骨细胞）体外接触共培养发现 ECM明显增多。Hiramatsu

等[41]证实了IGF体外诱导成人真皮成纤维细胞3周后I型胶原和GAG分泌增加。 

2.4 干细胞来源 

作为 TMJ 关节盘组织工程和其他软骨组织工程的细胞来源中目前越来越受

到人们关注的干细胞是间充质干细胞（mesencymal stem cell，MSCs）[42-44]。干细

胞数量多、具有广泛增殖和分化的巨大潜力，可以从骨髓[45,46]，脂肪[47-49]，脐带血
[50，51]，滑膜[52，53]和胚胎来源[54-56]等多种类型的组织中提取并培养获得大量健康的

干细胞。干细胞在特定因素刺激下可分化为软骨细胞或纤维软骨细胞，但干细胞

的分化机制是自身因素决定还是外在条件的驱使，目前还没有明确的说法 [57]。 

2.4.1胚胎干细胞 

胚胎干细胞（embryonic stem cell, ESC）是一种高度未分化的，胚胎早期的

细胞团中分离得到的全能干细胞，ESC 生长增殖较强，免疫排斥反应弱，可作

为软骨组织工程中理想的细胞来源[54,56,58,59]。有实验通过研究 ESC 和软骨细胞

共培养，验证 ESC 的分化潜能[60]:在该研究中，将生长因子 BMP-2，BMP-4 诱

导的 ESC 和软骨细胞/纤维软骨细胞共培养 3 周，检测 ECM 的分泌情况，结果
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显示，诱导后的 ESC 与纤维软骨共培养，相比无诱导的对照组，GAG 和Ⅰ型

胶原分别增加 6.7 倍和 4.8 倍；与软骨细胞共培养Ⅱ型胶原蛋白增加 9.8 倍。但

是由于 ESC 的多向分化潜能特性，体外培养分化为理想的细胞难以控制，还有

可能还会出现畸形瘤体[55,59]；另一方面是伦理道德的问题，或许 ESC 成为理想

的可应用细胞仍需进一步探索。 

2.4.2.1 脂肪干细胞 

脂肪组织中含有数量较多的自体多能干细胞，取材相对简便。由于它们也

类属于间充质干细胞，脂肪干细胞（adipose tissue-derived derived mesencymal 

stem cell，ASCs）具有分化为成纤维细胞和软骨细胞谱系的能力[48,61,62]，并且可

以作为 TMJ 关节盘组织工程的良好替代细胞来源。Maenpaa 等［63］首次证明脂

肪干细胞是一种潜在可行的颞下颌组织工程细胞来源，ASCs 在软骨细胞培养

基中培养一定时间后转移到 PLA 非织造双层可生物降解支架中继续培养，会检

测到相关 ECM 的表达。 ECM 分泌增加，阿利新蓝染色显示硫酸化 GAG 表达

量增加。尽管 mRNA 水平显示 ASCs 向 TMJ 关节盘细胞分化数量较少，但 ASCs

仍被认为是可用于组织工程 TMJ 关节盘置换术中潜在的种子细胞来源[49,64,65]。

Ahtiainen等[66]研究了自体ASCs和双层PLA材料作为TMJ关节的潜在替代品。

将细胞材料构建体在培养基中预培养 1 周，并检测出纤维软骨基因的表达。将

ASCs 关节盘分别植入兔的一侧 TMJ 中，持续培养 6 个月和 12 个月。尽管在组

织学上未检测到感染、炎症或异物反应的迹象，但在所有关节手术的 CBCT 中

均观察到慢性关节病和髁突肥大迹象[63,67,68,69]。ASCs 是否是种子细胞的理想来

源仍需进一步实验证据来证明。 

2.4.2.2 骨髓间充质干细胞 

干细胞中最常用于研究的是骨髓来源的干细胞，骨髓间充质干细胞（Bone 

marrow derived mesencymal stem cell，BMSCs）是存在于骨髓和骨膜中的未分

化的一种易于获取、黏附性良好、具有成纤维细胞样作用的多潜能非造血系

干细胞，在骨髓的髓核中 BMSCs 含量仅有 0.001%~0.01%，但其体外扩增迅

速，在不同条件诱导下具有多向分化潜能[45,46,70,71]。目前在颞下颌关节盘组织

工程中，诱导 BMSCs 分化为成纤维细胞样细胞的细胞微环境是关节盘组织工

程的重要所在[72]，BMSCs 与其他细胞共培养可诱导干细胞向不同类型细胞分

化,国外学者将 BMSCs 在不同诱导因子作用下进行成软骨和成骨诱导实验，

和支架材料一起培养形成具有髁突形态的软骨样组织[73]。Fan 等[74]将 BMSCs

与韧带成纤维细胞共培养数周后,镜下发现细胞呈长梭行的成纤维细胞形态,

并且 I 型胶原含量增加。国内学者将分离培养出 1 月龄山羊的 BMSCs 在不同
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浓度的 bFGF 诱导下可向颞下颌关节盘中的成纤维细胞样细胞形态分化[75]。以

上实验研究均证明BMSCs可作为颞下颌关节盘组织工程中重要的种子细胞来

源。 

3．支架材料的选择 

理论上讲支架材料是一种替代细胞外基质的人工合成材料，因此材料的特

性如适当的孔隙密度、表面积、硬度、一定的缓释功能等等，都会直接影响细

胞的生长、黏附、增殖、分化、迁移和功能代谢[76-78]等生物学特性，最终影响

组织构建的成功或者失败。目前颞下颌关节盘组织学工程的支架材料有合成材

料聚乳酸（ＰＬＡ）[79]、聚羟基乙酸（ＰＧＡ）[80]、聚癸二酸甘油酯（ＰＧＳ

等）[81]和天然材料包括胶原、透明质酸、层黏连素及藻酸盐类等[82,83,84]。钟妮

等[85] 利用静电纺丝技术把 PGS 与 PLLA 合成为新型三维纳米材料，通过力学

实验和生物相容性等试验初步验证了这种混合材料基本满足软骨组织工程的

技术要求。Almarza 等[86]将猪颞下颌关节盘干细胞植入到ＰＧＡ支架上，培养

适宜时间后组织切片，天狼猩红染色，显微镜下观察有大量Ⅰ型胶原产生。本

课题组在前期实验中在琼脂糖井里培养纯关节盘细胞形成细胞球而构建的自

组装组织工程模型,经过实验证明可产生Ⅰ型胶原和糖胺多糖等类似于天然关

节盘的细胞外基质成分[87]。Brown 等[88]模拟颞下颌关节盘的形状，大小，将来

源于猪的细胞外基质支架种植于双侧关节盘切除术后的犬类动物体内。６个月

后，植入侧与未植入侧对比发现植入支架一侧的大小，形态和组织功能都与天

然颞下颌关节盘组织相似。王春晖等[89]将颞下颌关节盘细胞和滑膜干细胞共培

养形成细胞膜片接种到静电纺丝形成的 PLGA 支架上形成具有一定形态结构

的类软骨组织,在 TGF-β 因子作用下表现出明显的软骨细胞表型,细胞外基质

水平也有上调。在颞下颌关节盘组织工程中无论是合成材料，还是天然材料，

都需要具备机械性能强，抗原性弱，生物相容性良好，可降解性等[90，91]优点，

才能达到颞下颌关节组织再生的要求。新的组织工程时代给以往传统外科手法

所不能修复治愈的颞下颌关节盘组织带来了福音。虽较其他相对成熟的组织工

程领域而言，颞下颌关节盘组织工程还处于一个初步研究探索阶段，我们对于

天然的颞下颌关节盘组织的表征研究，种子细胞的来源性，支架材料的可替代

性等的研究范围和深度都尚不完善。但自 20 世纪 80 年代 E.Bell 通过组织工

程技术创造出软骨、韧带等附属组织至今，组织工程技术的应用生生不息。这

为颞下颌关节盘组织工程技术的开展奠定了良好的基础。 

基于以上认识，本课题拟就找到合适的颞下颌关节盘组织工程种子细胞来

源问题，通过直接接触共培养法和 Transwell 间接接触共培养法共培养 BMSCs



兰州大学硕士学位论文  与颞下颌关节盘细胞共培养诱导骨髓间充质干细胞向成纤维细胞谱系分化的研究  

6 

 

和 TMJ disc cells，以期取得诱导 BMSCs 向山羊颞下颌关节盘细胞中的成纤维

细胞样细胞分化的最适培养方式和最佳培养比例，不仅为进一步探讨共培养系

统中 BMSCs 和关节盘细胞相互作用机制奠定基础，也是为了构建高质量颞下

颌关节盘组织工程对以后临床应用组织工程学技术修复颞下颌关节盘缺损提

供理论依据。 

本课题将从以下三部分进行研究: 

第一部分:BMSCs 的提取，培养，鉴定和生长因子诱导 

1. 原代 BMSCs 提取培养并传代;  

2.BMSCs 鉴定 

(1)流式细胞术检测 BMSCs 的表面标志物; 

3. BMSCs 生长因子诱导 

4.诱导组和非诱导组成纤维软骨能力 

第二部分：TMJ disc cells 的培养 

1.提取 TMJ disc cells 并传代培养 

2.鉴定 TMJ disc cells 

3.CCK8 法检测 TMJ disc cells 的增殖活性 

4.实时定量 PCR 检测 TMJ disc cells 的 GAG 和 COLⅠmRNA 的表达量 

第三部分：BMSCs 和 TMJ disc cells 的共培养 

1.按一定比例在直接共培养和 Transwell 共培养体系中共培养 BMSCs 和

TMJ disc cells 

2.定性检测 GAG，COLⅠ和 COLⅡ的含量 

3. ELISA 定量检测 GAG 

4.实时定量 PCR 检测 COLⅠ和 COLⅡ mRNA 的相对表达量 

5. WB 检测 COLⅠ、COLⅡ型胶原蛋白的相对表达量 
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实验材料与方法 

一.实验试剂 

试剂 购买公司及产地 

DMEM/F12 培养基 Hyclone 公司，美国 

胎牛血清 Gibco 公司，美国 

胰蛋白酶 Gibco 公司，美国 

4%多聚甲醛 Sigma 公司，美国 

维生素 C Sigma 公司，美国 

甲苯胺蓝 Sigma 公司，美国 

番红 O Sigma 公司，美国 

天狼猩红 Sigma 公司，美国 

非必需氨基酸 Hyclone 公司，美国 

青、链霉素 上海翊圣生物科技有限公司，中国 

bFGF Bio-Techne 公司，美国 

CCK8 北京博奥龙免疫技术有限公司，中国 

I 型胶原鼠单克隆抗体 CST 公司，美国 

DAB 显色试剂盒 北京中杉金桥生物科技有限公司，中国 

Trizol Invitrogen 公司，美国 

硫酸氨基聚糖检测试剂盒 Biocolor 公司，英国 

PIPA 裂解液 北京索莱宝公司，中国 

β-actin 抗体 CST 公司，美国 

羊抗 IgG 北京中杉金桥生物科技有限公司，中国 
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二．实验仪器 

仪器 购买公司（型号）及产地 

生物安全柜 苏州净化设备厂，中国 

倒置相差显微镜 Olympus公司，日本 

台式离心机 TD5，中国 

二氧化碳恒温培养箱 Heraeus公司，德国 

机械波超声清洗器 SB25-12DT，中国 

水浴恒温摇床 SHZ-82，中国 

电子分析天平 BT125D，中国 

酶标仪 上海沛欧分析仪器有限公司，中国 

流式细胞仪 BD公司，美国 

实时定量PCR仪 Thermo公司，美国 

Transwell小室 Corning 公司，美国 

PVDF膜 Millipore公司，德国 

反转录试剂盒 Millipore公司，德国 

三．主要试剂配制 

1.15%完全培养液：DMEM/F12 培养基 83 mL，FBS 15 mL，VC 1 mL，

青、链霉素双抗液 1 mL，密封置 4℃保存使用 

2.0.1 mol/L PBS：称取氯化钠 8g，磷酸氢二钠 3.479 g，氯化钾 0.2 g 和磷

酸二氢钾 0.2 g 加 1000 mL 蒸馏水，磁力搅拌 1 h，高温高压，密封后 4℃储存。 

3. 2.5 g/L VC:称取溶于 100mL PBS 的 250 mg 抗坏血酸 Vc 粉末，磁力搅

拌 30min 直至粉末完全溶解，过滤并除菌，储存至-20℃。 

4.1%甲苯胺蓝溶液:称取甲苯胺蓝粉末 1 g，加 100 mL 蒸馏水，磁力搅拌

30min 至粉末完全溶解，过滤并除菌，分装后于 4℃保存。 

5.1g/L天狼猩红溶液：在10 mL苦味酸饱和溶液中加入取0.01 g天狼猩红粉

末不停搅拌直至溶解，并在4℃下避光保存。 

6.0.1%番红O溶液：称取0.1 g番红O粉末溶于100 mL蒸馏水中，磁力搅拌

30min直至粉末完全溶解，过滤并除菌，分装后于4℃保存。 

7.bFGF:将15μ gbFGF溶于10mL 10%FBS的完全培养基，充分溶解，并在

-20℃下保存。 

8.诱导液：DMEM/F12 43 mL, FBS 5 mL，双抗0.5mL，NEAA 0.5 mL，谷

氨酰胺浓缩液0.5 mL ，VC 0.5mL，bFGF 0.5 mL。 

9.2.5g/L 胰蛋白酶：将 250 mg 胰蛋白酶溶解在 100 mLPBS 中，磁力搅拌
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30min 直至粉末完全溶解，过滤并除菌，分装后储存于-20℃。 

10.胎牛血清的灭活和分装：将储存在-20℃的血清放 4℃冰箱中解冻 24 h

后，然后把血清放在温度调节至 56℃恒温水浴箱中灭活补体 35 min，每 5 min

震摇一次，无菌条件下，将灭火的血清静置到室内温度，分装后放置-20℃直

接使用。 
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第一章  骨髓间充质干细胞的培养、鉴定和诱导 

1.1引言 

BMSCs主要存在于骨髓和骨膜中，是一种易于获取并在体外扩增迅速的具

有多向分化潜能的未分化细胞。已有实验证明P2或P3代BMSCs在生长因子诱导

或者和某些细胞共培养下，可分化为成纤维细胞，并检测到Ⅰ型胶原的分泌
[45,46,70,71]。因此BMSCs经适当的微环境诱导，有可能向TMJ关节盘细胞方向分

化，目前在颞下颌关节盘组织工程研究中，有学者研究证明用5 μg/L bFGF或

10 μg/L bFGF诱导山羊BMSCs，通过检测I型胶原和GAG的表达并且与单纯

BMSCs培养组进行比较比较发现，诱导后的细胞I型胶原和GAG合成量明显增

加
[92]。因此本研究首先采用procell密度梯度离心法提取BMSCs并鉴定其表面抗

原标志物，然后用10 μg/L bFGF诱导P2代BMSCs向关节盘细胞分化，观察细胞

形态和ECM分泌情况，与接下来的细胞共培养实验作对比，以期得到更适合诱

导BMSCs向成纤维细胞样细胞方向分化的培养方法。 

1.2 实验方法 

1.2.1 山羊 BMSCs的提取和培养 

无菌条件下从山羊新鲜股骨两端抽取4～6ｍl骨髓后随即用肝素抗凝，PBS

液冲洗，采用procell密度梯度离心提取白膜层，含有10%血清的DMEM/F12培

养基调整细胞密度，以1.5×10
5
/cm

2接种至25cm
2培养瓶中放在培养箱中培养到

48h后先半量换液，此后隔天换液直至2周左右细胞达到90%融合，为原代细胞，

记为P0。原代细胞用0.25%的胰蛋白酶消化离心，离心后将离心管底部的细胞

团块按1:3比例接种至15% FBS的完全培养基中，继续传代培养。 

1.2.2 BMSCs表面标记检测 

  取对数生长期的P2代细胞，0.25%的胰蛋白酶消化，PBS洗涤3次，加入

培养基轻力吹打使贴壁细胞脱落，细胞密度调整为5×10
5个。同型对照管加入

羊IgG-CYS， IgG-PE, IgG-FITC，检测管分别加入CD44-FITC、CD34-PE、

CD45-PE-CYS等各10ul，在避光条件下常温培养30min用流式细胞术法检测表

面抗原CD45,CD44 和CD34 并进行结果分析。 
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1.2.3 BMSCs成纤维软骨诱导 

对数生长期的P2代细胞达到90%融合，0.25%胰蛋白酶消化，PBS洗涤3次，

1000rpm离心5min将细胞调整密度5×10
4个接种到18mm×18mm无菌盖玻片的六

孔板中放在培养箱中培养到24h后，吸液枪吸去原有的培养液，加入含有10 

μg/LbFGF的成纤维软骨诱导液2 mL，对照组未诱导的BMSCs仍用DMEM/F12

培养液作为对照，以后24h换液，培养2周后终止。取出实验组和对照组内的盖

玻片，用PBS冲洗3次×15min, 4%多聚甲醛固定20min，分别进行番红O、天狼

猩红、I型胶原染色，再用PBS冲洗至背景干净，晾干后甘油封固，观察BMSCs

诱导组和非诱导组向纤维软骨分化的能力。 

1.2.4 BMSCs的冻存与复苏 

1.2.4.1 BMSCs冻存 

镜下观察细胞长满瓶底后，PBS洗3遍，0.25%胰蛋白酶消化转至离心管中， 

800rpm，离心 5分钟 ,弃去上清液，加入细胞冻存液  (FBS:DMEM/F12: 

DMSO=4:5:1)，吹打均匀，将处理好的细胞悬液以1.5mL的量加入一次性无菌

冻存管中并做好标记，先在4℃下放置20min，-20℃下放置20min，-80℃下冰箱

过夜，然后转移至液氮罐中储存。 

1.2.4.2 BMSCs复苏 

从液氮罐中取出装有细胞的冻存管，立即将其置入37℃水浴中（不要将冻

存管顶部全部没入，防止细胞被污染），并在1min内快速摇动以使冻存液完全

融化。75%酒精消毒后在超净台里将冻存液转移至离心管中并加入适量的完全

培养基，以1000rpm离心5分钟，弃去上清液，并将细胞重悬于完全培养基中，

将细胞密度调节至1.5×10
5
/cm

2接种至25cm
2培养瓶中放在培养箱中培养到48h

后首次全量换液，观察有无污染以及细胞的生长情况。 

1.3 实验结果 

1.3.1 原代 BMSCs的形态学观察 

细胞培养36 h后进行第一次的半量换液，将未贴壁的的悬浮细胞清除，大

部分贴壁细胞呈卵圆形，可见明显的强折光性，少部分细胞伸长呈三角形，纺

锤样等不规则形态 (图1-1A)，随着培养时间延长，细胞增殖能力变快，细胞进

一步纯化，不规则细胞形态减少，呈均一细长的梭形。 
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1.3.2 BMSCs诱导后倒置显微镜观察 

10μg/L bFGF的成纤维软骨诱导液诱导早期细胞形态未见明显变化，10d后

以类似于颞下颌关节盘纤维软骨样细胞的长三角形、长梭形细胞为主，不规则

形细胞减少(图1-1B)。 

 

 

 

 

 

 

图1-1  原代及碱性成纤维细胞生长因子诱导后的BMSCs形态(×100) 

Figure 1-1 the morphology of bone marrow mesenchymal stem cells after primary culture and 

after induction by basic fibroblast growth factor (×100) 

1.3.3 BMSCs表面标志物检测 

流式细胞学检测细胞表面标记物：骨髓间充质干细胞高表达特异性抗原

CD44，而低表达抗原CD34和CD45（图1-2）。 
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图1-2  BMSCs表面抗原标志物检测 

Figure 1-2 Expression of surface markers of BMSCs 

A. surface markers of CD44; B.surface markers of CD34; C.surface markers of CD45 

1.3.4 BMSCs诱导后组织学染色结果 

P2代BMSCs经10 μg/L bFGF的成纤维软骨诱导液诱导和正常培养组分别

培养3周后，诱导组与非诱导组进行天狼猩红染色，甲苯胺蓝染色以及I型胶原

免疫组化染色镜下观察可见： 

天狼猩红染色结果示，非诱导组细胞基本不着色（图1-4A），诱导后BMSCs

染色呈强阳性，细胞被染成粉红色(图1-4B)，表明BMSCs具有在体外成关节盘

细胞诱导分化的能力。 

甲苯胺蓝染色结果示，非诱导组细胞基本不着色（图1-4C）诱导后BMSCs

染色呈强阳性，细胞被染成蓝色，表明BMSCs具有在体外成关节盘细胞诱导分
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化的能力(图1-4D )。 

Ⅰ型胶原免疫组化染色可见，非诱导组细胞着色较浅（图）诱导后BMSCs

染色呈强阳性，胞质、胞核有棕色颗粒 (图1-4E，1-4F)，表明BMSCs具有在体

外成关节盘细胞诱导分化的能力。 

 

图1-4  BMSCs未诱导组（A、C、E）(×40)和诱导组（B、D、F）(×100)染色结果 

Figure 1-4 BMSCs uninduced （A、C、E）（×40）or induced by basic fibroblast growth factor

（B、D、F）（×100） 

1.4 讨论 

因为BMSCs在特定微环境诱导下能够向成纤维细胞样细胞分化，所以目前

在颞下颌关节盘组织工程中，如何诱导BMSCs分化为成纤维细胞样细胞的细胞

微环境是关节盘组织工程的关键所在。本课题组在前期实验中通过bFGF诱导

BMSCs，证实了诱导出BMSCs能够分泌I型胶原和GAG，而I型胶原和GAG是关

节盘细胞外基质的特征性指标，所以本实验首先将分离出的BMSCs在体外培养

后，检测其表面抗原标志物表型发现，骨髓间充质干细胞高表达特异性抗原
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CD44，而对于抗原CD34和CD45呈低表达现象，可以鉴定实验所用的细胞是骨

髓干细胞；用10 μg/L bFGF的成纤维软骨诱导液诱导的BMSCs，通过镜下观察，

GAG的定性分析和I型免疫组化染色均表明诱导后的BMSCs能够向成纤维细

胞样细胞分化增殖。 

1.5 小结 

1.采用procell密度梯度离心法提取的BMSCs生长扩增能力良好 

2.经过流式细胞仪进行干细胞表面标记物鉴定，确定本实验提取的细胞为

BMSCs 

3.诱导后的BMSCs具有向成纤维细胞样细胞分化增殖的能力  
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第二章  颞下颌关节盘细胞的培养 

2.1引言 

颞下颌关节盘是关节盘细胞、基质以及纤维构成,关节盘细胞并非由单一细

胞组成，包括软骨细胞样细胞、成纤维细胞样细胞和透明软骨样细胞，而软骨

细胞样细胞和成纤维细胞样细胞在细胞组成中占比例较大，二者细胞比约为 

1∶2.05[4]。关节盘的胞外基质有Ⅰ型，少量Ⅱ型和Ⅲ型胶原蛋白，GAG，AGCs，

水和部分弹性蛋白纤维组成，其中I型胶原蛋白和GAG是ECM的主要成分,也是关

节盘纤维软骨特异性分子及关节盘细胞分化的特征[5,6]。本实验采用I型胶原

酶组织消化法和胰蛋白酶细胞消化法从月龄山羊的关节盘组织中分离并提取颞

下颌关节盘细胞，将该细胞在体外传代培养至第5代，从P1-P5代中选取合适代

数的关节盘细胞应用于共培养实验中。 

2.2 实验方法 

2.2.1 山羊 TMJ disc cells 的分离培养 

山羊头用流水清洗干净后把提取组织部位的毛发修剪干净，75%酒精浸泡 

30min，紫外光照20min，无菌条件下在山羊头耳屏前做“T”型切口，提取双 

TMJ关节盘，无菌PBS冲洗，剪成约1mm
3大小的碎块，置于0.2%Ⅰ型胶原酶 

锥形瓶中，瓶口密封，放在设置好的温度和转速（105 r/min， 37℃）的恒温 

浴摇床消化14小时左右。无菌条件下，离心提取关节盘细胞，以1.5×10
5
/cm

2接 

至25cm
2培养瓶中放在培养箱中培养到48h后首次半量换液把没有消化的组织 

除掉，此后隔天换液此后至2周左右细胞达到90%融合，为原代细胞，记为P0 

并注意观察细胞生长状况，保持细胞液清亮。原代细胞生长至平台期后即可进 

传代，用0.25%的胰蛋白酶消化，离心，提取细胞团块按1:3比例接种至15%FB 

的完全培养基中，继续传代培养。 

2.2.2 山羊 TMJ disc cells 的复苏与冻存 

2.2.2.1 山羊 TMJ disc cells 的冻存 

由于细胞提取困难因此部分P0或者P1代细胞可先冻存，将长满培养瓶瓶底

的细胞倒去培养液用PBS洗3遍，0.25%胰蛋白酶消化， 800rpm,离心5分钟,弃
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去上清液，加入细胞冻存液(FBS:DMEM/F12:DMSO=4:5:1)，吹打均匀，将处

理好的细胞悬液以1.5mL的量加入一次性无菌冻存管中并做好标记，先在4℃下

放置20min，-20℃下放置20min，-80℃下冰箱过夜，然后转移至液氮罐中储存。 

2.2.2.2 山羊 TMJ disc cells 的复苏 

从液氮罐中取出装有细胞的冻存管，立即将其置入37℃水浴中（不要将冻

存管顶部全部没入，防止细胞被污染），并在1min内快速摇动以使冻存液完全

融化。75%酒精消毒后在超净台里将冻存液转移至已加入5mL完全培养基的离

心管中，以1000rpm离心5分钟，弃去上清液，并将细胞重悬于完全培养基中，

将细胞密度调节至1.5×10
5
/cm

2接种至25cm
2培养瓶中放在培养箱中培养到48h

后首次全量换液，观察有无污染以及细胞的生长情况。 

2.2.3 山羊 TMJ disc cells 的形态学染色 

取对数生长期的P2代细胞，0.25%胰蛋白酶消化，离心后提取离心管中的

细胞悬液，调整细胞密度1.0×10
4
/cm

2接种至放有18mm×18mm的无菌盖玻的6

孔板里放在培养箱中培养到24h后首次全量换液，观察有无污染以及细胞的生

长情况。待细胞生长约60%～70%，取出盖玻片，用PBS冲洗3次×15min, 4%

多聚甲醛固定20min ①甲苯胺蓝染液室温染色40min检测GAG；②天狼猩红染

液染色1h观察胶原纤维的分布。再用PBS冲洗至背景干净，晾干后甘油封固，

显微镜下观察分析。 

2.2.4 CCK8法检测山羊 TMJ disc cells的增殖活性 

取对数生长期的P1-P5代TMJ disc cells调整细胞密度0.8×10
4
/cm

2每组100 

ul/孔的重复6个孔接种至96孔培养板中，将培养板放在培养箱中培养直至细胞

生长约80%，向每孔滴加10ul的CCK-8溶液继续把培养板放在培养箱内孵育4h，

然后用酶标仪测量每组细胞在波长450nm处的OD值并记录数据。 

 

2.2.5 统计学分析统计学处理 

采用 SPSS21.0 软件分析统计，组间两两的比较用的方法是：LSD-t 检验分

析法，多组间比较可以用方差分析法，如果出现方差不齐时用 Dunnett’s 方法

分析，采用 SPSS21.0 软件分析统计，绘图使用 Origin pro 8.5 软件进行绘图。 
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2.3 实验结果 

2.3.1 TMJ disc cells 的形态学观察 

原代TMJ disc cells培养48h后基本全部贴壁，细胞由椭圆形和多角形逐渐

变成细长形，连续培养至第2周后，关节盘细胞以长梭形的成纤维细胞样细胞

为主,可见少部分椭圆形的软骨细胞样细胞（图2-1A,B）。 

 

 

 

 

 

 

图2-1  颞下颌关节盘细胞的镜下观察(×100) 

Figure 2-1 the morphology of goat temporomandibular joint disc cells (×100) 

2.3.2 TMJ disc cells 的组织学染色 

原代颞下颌关节盘细胞的天狼猩红染色结果示，细胞被染成粉红色（图

2-2A）；甲苯胺蓝染色结果示，染色呈强阳性，可见细胞周围被蓝染，胞核着

色更明显（图2-2B）。 

 

 

 

 

 

 

 

         图2-2  颞下颌关节盘细胞天狼猩红(图A)和甲苯胺蓝染色（图B）(×100) 

Fig 2-2 The result of Sirius red staining and Toluidine blue staining of goat temporomandibular 

joint disc cells(×100) 

2.3.3 CCK8法检测 TMJ disc cells的增殖活性 

CCK8法检测P1-P5代细胞的增值能力并绘制生长曲线做比较。结果显示，

P1-P3代颞下颌关节盘细胞增值能力更快，P2代最明显在对数生长期生长速度

加快明显；从P4代起至P5代细胞的生长增值能力相对缓慢（图2-3）。 
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图2-3  颞下颌关节盘细胞的生长曲线 

Figure2-3 the growth curve of goat temporomandibular joint disc cells 

 

2.3.4 TMJ disc cells 的 GAG表达量检测 

通过实验发现颞下颌关节盘细胞GAG在P2代表达最显著，随着传代次数增

加，GAG含量逐渐减少，随着细胞传代次数增加，去分化现象明显（图2-4）。 

 

 

 

 

 

 

图2-4  颞下颌关节盘细胞GAG表达量( 
**p<0.01) 

Figure 2-4 GAG expression level of goat temporomandibular joint disc cells 

2.3.5 TMJ disc cells 的 I型胶原表达量检测 

通过实验发现颞下颌关节盘细胞I型胶原在P3代之前较显著，P4代起I型胶

原表达量呈减少趋势表明细胞有去分化现象，至第5代时细胞时数值下降显著，

I型胶原表达量减少更明显(图2-5)。 
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图2-5  颞下颌关节盘细胞COLⅠ mRNA表达量(
*p<0.05，**p<0.01) 

Figure 2-5 Expression level of COLⅠ mRNA of goat temporomandibular joint disc cells 

2.4 讨论 

本实验采用1月幼龄期山羊为研究对象的原因有以下几点：①山羊的TMJ 

disc与人的TMJ disc无论形状、大小还是其构成、功能方面都较为相似；②月

龄山羊正处于生长发育阶段，细胞生长活跃，软骨细胞含量少；③山羊是研究

TMD比较理想的动物模型[93-94]。本课题组前期实验研究发现山羊颞下颌关节盘

细胞中以成纤维细胞样细胞数量居多，软骨细胞样细胞占比较少，二者细胞比

约为2.05∶1。本实验通过对颞下颌关节盘细胞进行形态学观察以及形态学染色

观察关节盘细胞外基质的表征产物I型胶原和GAG的分泌情况，确定培养的细

胞是关节盘细胞[1, 76, 77]。通过对P1-P5代关节盘细胞的生长增殖能力及分子水

平检测I型胶原和GAG的含量发现： 4、5代细胞增殖能力明显减弱并且I型胶

原和GAG表达量逐渐减少，说明关节盘细胞中成纤维细胞样细胞数量减少，因

此下一步共培养实验中，选用生长速度稳定、基因表达稳定的P2或P3关节盘细

胞继续进行研究。  

2.5 小结 

1.1月龄山羊关节盘中成纤维细胞样细胞数量多，可用作实验模型 

2.取生长良好、I型胶原和GAG表达量居多的P2或P3关节盘细胞进行研究。 



兰州大学硕士学位论文  与颞下颌关节盘细胞共培养诱导骨髓间充质干细胞向成纤维细胞谱系分化的研究  

21 

 

第三章 直接和 Transwell 间接共培养体系下诱导骨髓间充

质干细胞向成纤维细胞样细胞分化的研究 

3.1 引言 

种子细胞是确保组织工程持续性深入研究的基础，也是限制临床应用组织

工程学技术修复颞下颌关节盘缺损的首要因素。颞下颌关节盘细胞和BMSCs

都是构建颞下颌关节盘组织工程中的种子细胞源[91-92,12]。关节盘细胞是TMJ关

节盘组织工程中研究最早，也是最常采用的细胞类型[8]。然而自体关节盘细胞

的数量很少并且难以获得。因此来源广泛、易提取并具有成纤维细胞样作用的

多潜能BMSCs成为了TMJ关节盘组织工程可靠的细胞来源之一[9]。研究证明关

节盘细胞的细胞微环境可以诱导BMSCs向成纤维细胞样细胞分化 [1， 15]， 

BMSCs和关节盘细胞共培养能够促进关节盘细胞的增殖和表型维持，减少了关

节盘细胞的需要量[10,97]。因此研究BMSCs和关节盘细胞共培养方式和最佳的细

胞共培养比例不仅为进一步探讨共培养系统中BMSCs和关节盘细胞相互作用

机制奠定基础，也是为了构建高质量颞下颌关节盘组织工程对以后临床应用组

织工程学技术修复颞下颌关节盘缺损提供理论依据。 

直接接触共培养法和Transwell间接接触共培养法是不同的两种共培养方

式，Transwell培养板的聚酯隔离膜孔径≤3.0μ m，仅能允许可溶性生物大分子

通过，而细胞不能自由通过，且该聚酯膜为透明膜，不会影响镜下观察下层细

胞[98-100]。本研究旨在用直接共培养和Transwell共培养体系研究BMSCs向成纤维

细胞样细胞分化的可行性及共培养最佳比例，寻找合适的种子细胞为颞下颌关

节盘组织工程的细胞来源提供参考和依据。 

3.2 实验方法 

使用前述实验一和实验二中分类培养和鉴定后的第三代BMSCs和第二代

颞下颌关节盘细胞进行共培养试验，以单独培养BMSCs为阴性对照，以10μg/L 

bFGF的成纤维软骨诱导液诱导的BMSCs为阳性对照。 

3.2.1 BMSCs和颞下颌关节盘细胞直接共培养法 

调整细胞密度为3×10
4
/cm

2的对数生长期的第2代颞下颌关节盘细胞和第3
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代BMSCs，如表3-1所示比例接种于无菌的6孔板中进行共培养，以单独培养

BMSCs为阴性对照，以10μg/L bFGF的成纤维软骨诱导液诱导的BMSCs为阳性

对照。 

3.2.2 BMSCs和颞下颌关节盘细胞 Transwell 共培养法 

调整细胞密度为3×10
4
/cm

2的对数生长期的第2代颞下颌关节盘细胞和第3

代BMSCs，如表3-1所示比例接种于无菌的6孔Transwell小室中，上室加入颞下

颌关节盘细胞，下室加入BMSCs进行共培养，以单独培养BMSCs为阴性对照，

以10μg/L bFGF的成纤维软骨诱导液诱导的BMSCs为阳性对照。 

表3-1  BMSCs和关节盘细胞共培养比例 

Table3-1 Mixture ratio of BMSCs and TMJ disc cells 

Cell BMSCs 1:1 1:2 2:1 basic induction 

BMSCs 3×10
4
 3×10

4
 3×10

4
 3×10

4
 3×10

4 

 

TMJ disc cells — 3×10
4
 6×10

4
 1.5×10

4
 — 

3.2.3 细胞增值能力分析 

8组细胞培养21d后，0.25%胰蛋白酶消化，调整细胞密度0.8×10
4
/cm

2每组

100 ul/孔的重复6个孔接种至96孔培养板中，将培养板放在培养箱中培养直至

细胞生长约80%，向每孔滴加10ul的CCK-8溶液继续把培养板放在培养箱内孵

育4h，然后用酶标仪测量每组细胞在波长450nm处的OD值并记录数据。 

3.2.4 测定指标 

3.2.4.1 组织学染色 

细胞培养21d后，0.25%胰蛋白酶消化，离心后提取离心管中的细胞悬液，

调整细胞密度1.0×10
4
/cm

2接种至18mm×18mm的盖玻片，细胞生长约60%～

70%，PBS冲洗3次，4%多聚甲醛固定30min，①甲苯胺蓝染液染色40min检测

GAG；②天狼猩红染液染色1h观察胶原纤维的分布；③番红染色法定性检测糖

胺聚糖。再用PBS冲洗至背景干净，晾干后甘油封固，显微镜下观察分析。 

3.2.4.2 免疫组织化学染色 

细胞培养21d后，0.25%胰蛋白酶消化，离心后提取离心管中的细胞悬液，

调整细胞密度1.0×10
4
/cm

2接种至18mm×18mm的盖玻片，细胞生长约60%～

70%，PBS冲洗3次，4%多聚甲醛固定30min，①Ⅰ型胶原定性检测：固定后的
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细胞爬片PBS清洗3次，0.2%TritonX100破膜处理，再用PBS洗3次，5%的牛血

清白蛋白(BSA)封闭20min，PBS洗3次×5min，小鼠抗Ⅰ型胶原单克隆抗体在4℃

孵育12h左右，PBS洗3次×5min，滴加聚合HRP标记抗鼠IgG，37℃孵育30min，

PBS洗3次×5min，DAB显色剂显色5min，自来水充分冲洗，晾干后甘油封片，

倒置相差显微镜下观察并拍照。②Ⅱ型胶原免疫组化染色：用兔抗Ⅱ型胶原单

克隆抗体进行和上述I型步骤相同的染色方法，最后进行镜下观察。 

3.2.5 GAG的定量检测 

细胞培养21d后，每组加入0.25%木瓜蛋白酶2mL，恒温水浴摇床升温至65℃

消化3小时，消化液用高速离心机1000g/min离心10min，提取上清液根据糖胺

聚糖（B1000）测定试剂盒说明书定量检测GAG，最后在酶标仪656nm波长下

测量吸光度值。 

3.2.6 实时荧光定量 PCRⅠ型、Ⅱ型胶原基因表达分析 

细胞培养21d后用0.25%胰蛋白酶消化，离心细胞悬液收集1.0×10
6细胞，用

Trizol试剂盒书提取细胞总RNA，通过超微分光光度计测定样品浓度（ng/ul）

并检测各样本（A260/A280）的比值在1.8 - 2.1。取1μ g总RNA用反转录酶试剂

盒反转录为cDNA作为qPCR的模板，GADPH 作为内参。反应结束后确认Real 

Time PCR的扩增曲线和融解曲线，并确认获得的数据的可靠性。计算mRNA的

相对表达量用△△Ct法，取3次数据重复实验的平均值。所使用引物序列见表

3-2。 

表3-2  Ⅰ型、Ⅱ型胶原实时定量PCR引物序列 

Table3-1 Type I and type II collagen real-time quantitative PCR primer sequences 

Gene Name       Forward primer(5’-3’)              Reverse primer(5’-3’) 

Ⅰ型胶原 CCAACAAGCATGTCTGGTTAGGAG    GCAATGCTGTTCTTGCAGTGGTA                   

 

Ⅱ型胶原 GTCACCCACCGACCAAGAAACC      AAGTCCAGGCTGTCCAGGGATG 

           

GAPD   GATCATCAGCAATGCCTCCT        TGTGGTCATGAGTCCTTCCA 

3.2.7 WB检测Ⅰ、Ⅱ型胶原 

细胞培养21d后用0.25%胰蛋白酶消化，离心后调整细胞密度，收取1.0×10
7

细胞，加入1mL预冷的生理盐水冲洗两遍，加入200μL RIPA组织裂解液（含

PMSF），4℃ 12000rpm 离心15min提取细胞总蛋白。SDS-PAGE电泳后转印

到PVDF膜上，将膜置于2%酪蛋白溶液室温摇1.5h，在按照目的蛋白所处位置
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把膜裁成长条，然后用Ⅰ型、Ⅱ型胶原一抗及带HRP的二抗进行曝光检测蛋白

的表达水平。 

3.2.8 统计学处理 

采用SPSS21.0软件分析统计，组间两两的比较用的方法是：LSD-t检验分

析法，多组间比较可以用方差分析法，如果出现方差不齐时用Dunnett’s方法分

析，采用SPSS21.0软件分析统计，绘图使用Origin pro 8.5软件进行绘图。 

3.3 实验结果 

3.3.1 CCK8法检测共培养细胞的增殖活性  

用CCK8检测8组细胞的生长增值能力并绘制生长曲线做比较如下图3-1所

示，直接培养组1:2(BMSCs: TMJ disc cells)生长增殖速度最快，其余几组细胞

生长曲线基本类似，细胞的生长增值能力相对缓慢。 

 

 

 

 

 

 

 

图3-1  8组细胞生长曲线 

Figure 3-1 Growth curve of eight groups of cells 

1. Transwell组2:1；2.BMSCs组；3.直接培养组1:2；4.直接培养组1:1； 

5. 直接培养组1:1；6.Transwell组1:2；7.Transwell组1:1；8.BMSCS诱导组 

3.3.2 I型胶原的定性检测 

3.3.2.1 番红 O染色 

培养21d时，将8组细胞爬片进行番红O染色检测，镜下观察染色结果并拍

片，除BMSCs阴性对照组的细胞外，BMSCs诱导组和共培养组的细胞染色均

呈阳性，各实验组之间差异不明显(图3-2-1)。 
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图3-2-1  番红O染色结果(×100 ) 

Figure 3-2-1 The result of Safranin O(×100) 

A:BMSCS诱导组；B:直接培养组1:2；C:直接培养组1:1；D:直接培养组2:1； 

E:BMSCs组；F:Transwell组1:2； G:Transwell组1:1；H:Transwell组2:1 

3.3.2.2 天狼猩红染色 

 培养21d时，将8组细胞爬片进行天狼猩红染色检测，镜下观察染色结果

并拍片，BMSCs阴性对照组和Transwell着色均较浅；BMSCs诱导组和直接共

培养组的细胞染色均呈阳性，各实验组之间差异不明显(图3-2-2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图3-2-2  天狼猩红染色结果(×100 ) 

Figure 3-2-2 The result of Sirius Red (×100) 

Q:BMSCs诱导组；R:直接培养组1:2；S:直接培养组1:1；T:直接培养组2:1； 

U:BMSCs组；V:Transwell组1:2；W:Transwell组1:1；X:Transwell组2:1 

3.3.2.3 I型胶原免疫组织化学染 

如图3-2-2：镜下观察染色结果并拍片，BMSCs阴性对照组和Transwell

着色均较浅；BMSCs诱导组和直接共培养组的细胞染色均呈阳性，各实验组

之间差异不明显。 
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图3-2-3  I型胶原染色结果(×100 ) 

Figure 3-2-3 The result of Collagen type I(×100) 

a:BMSCs诱导组；b:直接培养组1:2；c:直接培养组1:1；d:直接培养组2:1； 

e:BMSCs组；f:Transwell组1:2；g:Transwell组1:1；h:Transwell组2:1 

3.3.3 GAG定性检测 

细胞培养21d时，将8组细胞爬片进行甲苯胺蓝染色检测，镜下观察染色

结果并拍片，染色结果可见，除BMSCs单纯培养对照组的细胞不着色，BMSCs

诱导组和共培养组的染色均成阳性，细胞被染成蓝色(图3-3)。 

 

 

 

 

 

图3-3  甲苯胺蓝染色结果(×100) 

Figure 3-3 The result of Toluidine blue staining(×100) 

I:BMSCSs诱导组；J:直接培养组1:2；K:直接培养组1:1；L:直接培养组2:1； 

M:BMSCs组；N:Transwell组1:2；O:Transwell组1:1；P:Transwell组2:1 
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3.3.4 II型胶原定性检测 

培养21d时，将8组细胞爬片进行II型胶原免疫组织化学染色，镜下观察

染色结果并拍片，BMSCs诱导组和直接共培养组着色均较浅；BMSCs组和

Transwell的细胞染色均呈阳性，各实验组之间差异不明显(图3-4)。 

 

 

 

 

 

图3-4  II型胶原染色结果(×100 ) 

Figure 3-4 The result of Collagen type II(×100) 

i:BMSCs诱导组；j:直接培养组1:2；k:直接培养组1:1；l:直接培养组2:1； 

m:BMSCs组；n:Transwell组1:2；o:Transwell组1:1；p:Transwell组2:1 

3.3.5 GAG定量检测 

如图3-5所示，实验结果与BMSCs诱导组对比发现：单纯培养对照组的

GAG值远低于诱导组，且差异具有统计学意义(p <0.01) ；1:2（BMSCS:TMJ 

disc cells）组最显著；Transwell共培养体系每组A630nm处的GAG值均小，且

差异具有统计学意义(p <0.01)。 

 

 

 

 

 

 

 

图3-5  GAG的定量结果(
**p<0.01) 

Figure3-5 The result of the content of glycosaminoglycan 

1.BMSCs诱导组；2.直接培养组1:2；3.直接培养组1:1；4.直接培养组2:1； 

5.Transwell组1:2；6.Transwell组1:1；7.Transwell组2:1；8.BMSCs组 
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3.3.6Ⅰ型胶原和Ⅱ型基因表达的定量分析 

如图3-6实时荧光定量PCR结果所示，与BMSCs诱导组对比发现TMJ disc 

cells:BMSCs单纯培养对照组的COLⅠ和COLⅡmRNA表达量的值均低于诱

导组(p <0.01)；直接共培养实验组1:2和1:1（BMSCS:TMJ disc cells）的COL

Ⅰ的含量均高于BMSCs诱导组，其中又以1:2（BMSCS：TMJ disc cells）组最高

(p<0.05)，Transwell共培养体系每组COLⅠ的含量均低于BMSCs诱导组

(p<0.05)。COLⅡ含量在Transwell培养体系中表达量较高(p<0.01) 

 

 

 

 

 

 

图3-6  Ⅰ型胶原和Ⅱ型基因表达的定量分析(
*p<0.05，**p<0.01) 

Figure3-6 The expression level of COLⅠand COLⅡmRNA 

1.BMSCs诱导组；2.BMSCs组；3.直接培养组1:2；4.直接培养组1:1； 

5.直接培养组2:1；6.Transwell组1:2；7.Transwell组1:1；8.Transwell组2:1 

3.3.7 Ⅰ型胶原和Ⅱ型胶原蛋白表达量检测 

如图3-7所示，实验结果与BMSCs诱导组对比发现：BMSCs单纯培养对

照组的COLⅠ和COLⅡmRNA表达量的值均低于诱导组(p<0.01)；直接共培养

实验组1:2和1:1（BMSCS:TMJ disc cells）的COLⅠ的含量均高于BMSCs诱导

组，其中又以1: 2（BMSCS:TMJ disc cells）组最高(p <0.05)，Transwell共培养

体系每组COLⅠ的含量均低于BMSCs诱导组 (p<0.05)。COLⅡmRNA在

Transwell培养体系中表达量较高(p <0.01 )。 
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图3-7  Ⅰ型胶原和Ⅱ型胶原蛋白表达量检测(
*p<0.05，**p<0.01) 

Figure3-7-1 Detection of type I collagen and type II collagen 

1.BMSCs诱导组；2.BMSCs组；3.直接培养组1:2；4.直接培养组1:1； 

5.直接培养组2:1；6.Transwell组1:2；7.Transwell组1:1；8.Transwell组2:1 

3.4 讨论 

TMJ关节盘是由关节盘细胞、基质以及纤维构成,且关节盘细胞中以成纤

维细胞样细胞数量居多，基质中以I型胶原和GAG为主，，但由于TMJ关节盘

无血管、少细胞，，因此损伤后难以自我修复[1-3]。TMJ关节盘组织工程旨在

通过使用活细胞与其产生的细胞外基质与支架材料形成细胞-支架构建体或

无支架的自组装基体,最终形成结构上和功能上类似天然TMJ关节盘的替代

物[7]。颞下颌关节盘细胞和骨髓间充质干细胞是构建颞下颌关节盘组织工程

中安全可靠的种子细胞源[12,91,92]，本研究BMSCs通过高表达CD44，而CD34

和CD45低表达，符合骨髓来源的间充质干细胞的特性[101,102]。研究证明关节盘

细胞的细胞微环境可以诱导BMSCs向成纤维细胞样细胞分化[1，15]， BMSCs

和关节盘细胞共培养能够促进关节盘细胞的增殖和表型维持，减少了关节盘

细胞的需要量[8，10]。但是影响共培养系统中细胞增殖分化的因素和调节机制

尚不明确，因此研究BMSCs和关节盘细胞共培养方式和最佳的细胞共培养比

例不仅为进一步探讨共培养系统中BMSCs和关节盘细胞相互作用机制奠定

基础，也是为了构建高质量颞下颌关节盘组织工程对以后临床应用组织工程

学技术修复颞下颌关节盘缺损提供实验基础。 

细胞共培养法是在体外模拟细胞与细胞之间相互作用的一种培养体系，

从细胞层面实现一种对另一种细胞的调控作用，这种培养体系相比单一细胞

的培养方式更能清晰地反应细胞整体情况，将几种不同类型的细胞培养在同
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一种环境中，用来研究各细胞间复杂的相互影响。据文献报道，直接接触细

胞共培养法和间接接触Transwell共培养法是两种不同的共培养方法，

Transwell培养板的聚酯隔离膜孔径≤3.0μ m，仅能允许可溶性生物大分子通

过，而不能让正常的细胞自由通过，而且这种聚酯膜的优点之一是它的透明

性，方便实验中不用来回取动上层细胞就能方便的在显微镜下比较清晰的观

察到下层细胞的生长状态[98-100]。 

本研究用上述两种不同细胞共培养方式对BMSCs和关节盘细胞增殖、分

化的影响进行了比较研究，实验结果表明：在本研究中，CCK8法[103]检测各

组细胞的生长曲线，通过对比分析发现：共培养组的增长速度与BMSCs诱导的

阳性对照组对比，增长速度相对较高，而BMSCs正常组组增长速度最慢，因

此共培养组的细胞增长相对于单纯培养组更具优势。直接接触共培养组的

GAG、Ⅰ型胶原的合成量和基因表达量明显高于Transwell共培养组和对照

组，且1:2直接共培养组最佳。研究证明GAG和Ⅰ型胶原是成纤维细胞样细胞

的特异性细胞外基质[104，105]，所以本实验中GAG和Ⅰ型胶原两者的存在说明

细胞直接接触共培养诱导BMSCs向成纤维细胞样细胞分化是可行的；Ⅱ型胶

原是软骨样细胞的特异性细胞外基质[106]，在Transwell间接培养的1:2组中的含

量表达明显，表明Transwell培养体系诱导BMSCs向软骨样细胞分化[107-108]。 

 

3.5 小结 

1.最佳的共培养比例为1:2(BMSCs:TMJ disc cells)。 

2.促进BMSCs向TMJ disc cells的成纤维细胞样细胞方向分化的培养方式

中细胞直接接触共培养法最佳， BMSCs诱导法其次，而Transwell共培养法更

倾向于促进BMSCs向软骨样细胞分化, 因此，本实验也为TMJ disc cells的分化

分选方向提供了一个良好的选择, 因此，本实验也为TMJ disc cells的分化分选

方向提供了一个良好的选择。 
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全文总结 

1本文的主要小结 

1.1 山羊骨髓间充质干细胞的分离，培养和鉴定 

（1）采用procell密度梯度离心法提取和0.25%胰蛋白酶消化分离获得的

BMSCs生长扩增能力良好。 

（2）经过流式细胞仪进行干细胞表面标记物鉴定，确定本实验提取的细

胞为BMSCs。 

（3）10 μg/LbFGF的成纤维软骨诱导液诱导的BMSCs具有向成纤维细胞样

细胞分化的能力。 

1.2 山羊颞下颌关节盘细胞的培养 

（1）1月龄山羊关节盘中成纤维细胞样细胞数量多，可用作实验模型 

（2）取生长良好、I型胶原和GAG表达量居多的P2或P3关节盘细胞进行研

究。 

1.3 两种共培养体系下骨髓间充质干细胞向成纤维细胞样细胞分化的研

究 

（1）细胞直接接触共培养法对诱导BMSCs向成纤维细胞样细胞分化的影

响大于BMSCs诱导组和Transwell间接培养法。 

（2）最佳的直接共培养比例为1 : 2(BMSCs : TMJ disc cells)。 

2本文的创新之处 

目前的TMJ disc cells与BMSCs共培养研究实验中，并没有研究诱导BMSCs

向成纤维细胞样细胞分化的最适方法和二者细胞共培养的最佳比例。本研究首

次将碱性成纤维因子诱导法、细胞Transwell间接接触共培养法和直接接触共培

养法3种诱导方式进行比较，寻找诱导BMSCs向成纤维细胞样细胞分化的最适

方法以及TMJ disc cells与BMSCs共培养的最佳比例。 

3尚需完善及进一步研究之处 

（1）本实验第三部分在基因水平和蛋白水平检测了共培养细胞GAG和
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col1a1的表达水平，后续本课题组将从信号通路着手，研究connexin-43等在两

种细胞间建立细胞缝隙连接通道的信号分子，进一步研究探索BMSCs和关节盘

细胞接触共培养中影响共培养细胞增殖和分化的调节机制。 

（2）本实验通过3种方法比较诱导BMSCs向成纤维细胞样细胞分化的最佳

方法和适宜的比例，下一步研究小组将把细胞直接接触共培养中得到的成纤维

细胞样细胞接种到支架材料中进行下一步研究。 
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缩略词表 

缩略词 英文全称 中文全称 

AGCs aggrecans 聚集蛋白聚糖 

bFGF fibroblast growth factor-basic ，碱性成纤维细胞生长因子 

d Day 天 

DAPI 4,6-diamino-2-phenyl indole 4,6-二氨基－2－苯基吲哚 

DMSO Dimethyl sulfoxide 二甲基亚砜 

ECM  extracelular matrix 细胞外基质 

FBS Fetal bovine serum 胎牛血清 

FCM Flow Cytometry 流式细胞术 

GAG glycosmioglycan 糖胺聚糖 

h hour 小时 

min mintue 分钟 

NEAA Non-essential amino acid 非必需氨基酸 

OD Optical density 吸光度 

PBS Phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 

rpm Round per minute 每分钟转速 

TMJ Temporomandibular joint 颞下颌关节 

TMJ disc Temporomandibular joint disc 颞下颌关节盘 

TMD Temporomandibular disorder 颞下颌关节紊乱病 

Try trypsin 胰蛋白酶 
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临床病例 左上后牙牛牙症 RCT 一例 

初诊：2018年 04月 21日 

基本信息：张某某  男 22岁     

主诉：左上后牙食物嵌塞痛 1周余。 

现病史：1 周前患者左上后牙出现食物嵌塞不适并伴有冷热敏感以及偶有

咬物不适，影响进食，前来就诊。  

既往史：既往体健，否认高血压史，否认糖尿病，否认心血管疾病等系统

疾病，否认艾滋等传染性疾病，否认食物、药物过敏史。 

检查： 

口 外：两侧面部对称，张口度、张口型正常； 

口 内：A.口腔卫生一般，牙龈色粉红、质韧、未见红肿及出血，牙龈无

退缩。B. 26 牙近中邻面大面积龋坏达牙本质深层，龋洞内大量食物残渣，探

痛 

（+），叩痛（+）,冷刺激疼痛明显，牙齿不松动。  

数字化 X 线（RVG）片示： 

26牙近中邻牙合面低密度阴影近髓，髓腔垂直高度过长，髓室底位于根中

1/3，髓腔在牙颈部异常变窄，牙根短小，根尖区骨质无明显异常（图 1）。 

 

 

 

 

 

 

图 1  26牙牛牙症 X线片 

诊断：1.26牙慢性牙髓炎  

2.26牙重度牛牙症  

治疗计划：1.26 牙 RCT+冠修复  

          2.口腔卫生宣教    

处理：26牙橡皮障下去腐，腐质未净可见露髓孔，4%阿替卡因肾上腺素 

（1:1 000 00）注射液局部浸润麻醉，去冠髓拔根髓,髓腔清理，探及颊舌 3

根管，Pathfile 镍钛器械与 EDTA凝胶疏通腭根及远颊根管,（近颊须根
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管口有堵塞，疏通困难，需要在显微镜下进行疏通), 3%次氯酸钠+0.9%

生理盐水交替冲洗根管，隔湿、纸捻干燥，干棉球*1， Ceivitron 暂封。  

医嘱：1为防止充填材料脱落，请治疗期间内不要用患侧进行咀嚼；  

      2.如封药后疼痛明显，请及时就诊；如有轻微疼痛不适，属正            

常现象，一周后复诊。  

复诊：2018年 05月 05日 

检查：26牙暂封完好，叩痛（-），牙齿无松动，余未见明显异常。  

处置：1、26 牙上橡皮障去除暂封，流体树脂+3M Z350树脂恢复近中邻面

壁，显微镜下疏通近颊根管，并未发现 MB2。测长：腭根 20mm，远中颊根：20mm，

近中颊根 18.5mm（均平洞缘），EDTA凝胶+M3镍钛器械机扩至 30#04 锥度，3%

次氯酸钠+0.9%生理盐水超声荡洗，隔湿、纸捻干燥，根管内封适量氢氧化钙

糊剂，干棉球*1，Ceivitron暂封。  

医嘱：1为防止充填材料脱落，请治疗期间内不要用患侧进行咀嚼；  

      2.如封药后疼痛明显，请及时就诊；如有轻微疼痛不适，属正常现

象，一周后复诊。 

 

 

 

  图 2  26牙初尖锉 X 线片影像 



兰州大学硕士学位论文  与颞下颌关节盘细胞共培养诱导骨髓间充质干细胞向成纤维细胞谱系分化的研究  

47 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

图 3  26 牙根管口显微影像 

A.腭根根管口  B.近、远颊根根管口 

 

复诊：2018年 05月 17日 

检查：26牙暂封完好，叩痛（-），牙龈未见明显异常。  

处置：26 牙上橡皮障去除暂封，3%次氯酸钠+0.9%生理盐水超声荡洗 3 根

管，隔湿、干燥，iRoot-SP 根充糊剂+30#04 锥度的热牙胶尖垂直加压充填 3

个根管， X-ray示：26牙根充可。全酸蚀+3M Z350树脂充填，调牙合、抛光。  

医嘱：1.术后轻微疼痛属正常，可自行缓解；  

      2.1周后无症状，建议行嵌体修复；  

      3.3月后复诊，不适随诊 

 

 

 

 

。 

 

图 4  26 牙根充后 X线影像 

 
 
 
 
 

 

 

 

图 5  26牙术后充填照 

a.牙合面观  b.侧面观 
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二．讨论 

1. 临床上诊断牛牙症的依据。需要临床检查+X 线片辅助诊断,根据牛牙症

指数范围判断牛牙样牙的轻中重程度分型。 

2. ①该类牙髓室底较低因此开髓揭顶一定要完全，开髓揭顶的安全做法是:

高速手机将髓腔打开,低速手机进行髓室揭顶。治疗时可能有较多出血会误认为

出现底穿或者侧穿，为了安全起见，可以根据拍摄的 X线片先测量出整个髓腔的

高度，然后进行开髓。②由于髓腔大因此牙髓组织较多，要在后续治疗之前用

3%次氯酸钠辅助超声荡洗充分去除坏死牙髓组织，防止根管阻塞。③在治疗中根

管口到根尖孔要形成一定锥度，有利于冲洗,充填以及感染物的清除，建议根充

之前可以再次机扩根管，去除可能仍然存在的玷污层等。④充分运用根管显微镜

要，手术前、手术中、手术后的 X线片应清晰、详细。⑤根充过程中一定要做好

根管的干燥、隔湿两步骤。 

3. 牛牙症的冠修复治疗。牛牙样牙的牙髓还是根尖周病，基本治疗方法就

是根管治疗法。对于牙体缺损较多的牛牙样牙，由于其髓腔大而深，因此不能选

择桩冠修复，建议用嵌体修复可能效果较好。  

 


