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摘 要：【目的】探讨含碱性成纤维细胞生长因子 （bFGF）的壳聚糖-Ⅰ型胶原复合支架对人牙周膜细胞

（HPDLC）生长和增殖的影响。【方法】MTT法观察含 bFGF因子壳聚糖-Ⅰ型胶原复合支架浸出液、不含 bFGF

因子壳聚糖-Ⅰ型胶原复合支架浸出液以及正常细胞培养液对 HPDLC生长和增殖的影响，利用流式细胞仪

（FCM）检测上述 3种液体对 HPDLC细胞周期的影响，并将 HPDLC接种于含 bFGF因子壳聚糖-Ⅰ型胶原复合

支架和不含 bFGF因子壳聚糖-Ⅰ型胶原复合支架内，通过免疫细胞组织化学和激光共聚焦显微镜来检测

HPDLC在复合支架内的存活和增殖情况。【结果】含 bFGF因子壳聚糖-Ⅰ型胶原复合支架浸出液对 HPDLC生

长和增殖的促进作用明显强于不含 bFGF因子壳聚糖-Ⅰ型胶原复合支架浸出液和正常细胞培养液，而后两组

间无统计学意义；含 bFGF因子壳聚糖-Ⅰ型胶原复合支架浸出液促进 HPDLC从 G1期进入 S期；HPDLC在含

bFGF因子壳聚糖-Ⅰ型胶原复合支架内的生长和增殖也明显优于不含 bFGF因子壳聚糖-Ⅰ型胶原复合支架。

【结论】含 bFGF因子壳聚糖-Ⅰ型胶原复合支架可以促进体外培养的 HPDLC生长和增殖。
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Effects of Chitosan- collagen Composite Scaffold Car rying bFGF on

HPDLC Growth and Proliferation
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( 1. Guanghua College of Stomatology, 2. Department of Histology and Embryology of Zhongshan Medical College, SUN Yat- sen

University, Guangzhou 510080, China )

Abstract：【Objective】To investigate the effects of chitosan- type Ⅰ collagen composite scaffold combining with

bFGF on HPDLCs growth and proliferation. 【Methods】 The effects of leachate of chitosan - type Ⅰ collagen

composite scaffold carrying bFGF, leachate of chitosan - type Ⅰ collagen composite scaffold without bFGF, and

normal cell culture fluid on HPDLCs growth and proliferation were studied by MTT. The effects of three kinds of

fluids on HPDLCs cell cycle were studied by flow cytometer (FCM). HPDLCs were inoculated into chitosan- type Ⅰ

collagen composite scaffold combining with bFGF and chitosan- type Ⅰ collagen composite scaffold without bFGF,

then the information about HPDLCs growth and proliferation were studied by immunocytochemistry and laser

confocal microscopy. 【Results】The promotion of chitosan- type Ⅰ collagen composite scaffold combining with bFGF

leachate on HPDLCs growth and proliferation was better than those of chitosan- type Ⅰ collagen composite scaffold

without bFGF leachate and normal cell culture fluid, there had no difference between the last two groups.The

leachate of chitosan - type Ⅰ collagen composite scaffold combining with bFGF promoted more HPDLCs from G1

phase into S phase, and the growth and proliferation of HPDLCs inoculated in chitosan- type Ⅰ collagen composite

scaffold combining with bFGF were better than those in chitosan- type Ⅰ collagen composite scaffold without bFGF.

【Conclusion】 The chitosan - type I collagen composite scaffold carrying bFGF can promote the growth and

proliferation of HPDLCs in vitro.
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牙周组织缺损的修复主要针对牙周韧带、牙

骨质和牙槽骨,目前利用组织工程材料修复牙周组

织缺损的研究很多[1- 3]。组织工程的三大基本要素

是种子细胞、可降解的支架材料与细胞生长调节

因子。当前组织工程化组织的构建方式有 3种:①

支架材料+种子细胞;②支架材料+生长因子;③支

架材料+种子细胞+生长因子。本课题组在先期研

究壳聚糖-Ⅰ型胶原复合支架材料的基础上[4],将人

牙周膜细胞 (human periodontal ligament cells,

HPDLC) 接种于含碱性成纤维细胞生长因子

（recombinant human basic fibroblast growth factor，

bFGF）的壳聚糖-Ⅰ型胶原复合支架内，观察细胞

的生长和增殖情况，从而探讨这种新型复合支架

用于牙周引导性组织再生的可行性。

1 材料和方法

1.1 主要材料、试剂和设备

壳聚糖（Sigma，脱乙酰度 85%），Ⅰ型胶原(广

州创尔生物技术有限公司), DMEM(Sigma)，胎牛血

清(FBS, Gibco)，胰蛋白酶（Trypsin, Ameresco），波

形丝蛋白（Vimentin, Sigma），角蛋白（Keratin, 博士

德），SABC- FITC免疫组化试剂盒（博士德），SAN

YOMDF2192A T 型超低温保存箱 (日本)，Unicryo

MC2L - 60℃冷冻干燥机(德国)，HITACHI S- 3000N

扫描电镜（日本），激光共聚焦显微镜（德国蔡司）。

1.2 壳聚糖-Ⅰ型胶原复合支架的制备

室温下将壳聚糖溶于 0.2 mol/L乙酸并搅拌

均匀，配成 20 g/L的壳聚糖溶液，Ⅰ型胶原以同等

浓度乙酸配成 4.6 g/L的胶原溶液，0.22 μm滤器

过滤除菌，壳聚糖、Ⅰ型胶原按体积比1 ∶1 混合，

一组加入 bFGF（10 ng/mL）为 A 组，另一组为 B

组，加入同等量的 DMEM，搅拌均匀后离心除渣脱

泡。将溶液倾入预冷的 24孔板中在- 20 ℃下冻存

24 h，后移入冻干机冻干 24 h，密封 4 ℃保存。

1.3 壳聚糖-Ⅰ型胶原复合支架扫描电镜和孔径

大小、孔隙率的测定

取以上支架材料，浸入液氮后折断，分别对其

表面和内部结构喷铂金处理，扫描电子显微镜下

加速电压 20 kV , 放大不同倍数观察，并在材料内

部选取 5 个高倍视野（100倍），每视野测量 10 个

孔径值，计算材料的平均孔径。采用液体位移法测

定支架的孔隙率[5]。将支架样本切成 5 mm×5 mm

大小，置入体积为 V1的无水乙醇中，5 min后负压

吸引脱气，使乙醇充分进入多孔支架的孔隙中，直

至再无气泡逸出，此时乙醇体积(浸没支架)计为

V2。轻轻将浸满乙醇的支架样品取出，剩余乙醇体

积计为 V3。支架的孔隙率如下计算：e=(V1- V3)/(V2-

V3)，每个样本测 5 次，取其均值。

1.4 HPDLC 的体外培养和鉴定

参照 Inoue培养方法[6]，取因正畸需要拔除的

新鲜第一前磨牙，刮取根中 1/3牙周膜组织，剪成

1 mm3碎块，以含 100 mL/L胎牛血清的 DMEM培

养液，在饱和湿度、5% CO2、37 ℃条件下细胞培养

箱中孵育，细胞快长满培养瓶底时用 2.5 g/L胰蛋

白酶消化传代，取第 4或 5代细胞用于实验。消化

第 5代 HPDLCs，接种于六孔板中的盖玻片上，培

养 3 d 后用 40 g/L 多聚甲醛固定 20 min，0.01

mol/L PBS洗涤 3次，正常山羊血清室温封闭 20

min，滴加一抗（小鼠抗人波形丝蛋白(1 ∶500)，小

鼠抗人角蛋白 （1 ∶200）于 4 ℃过夜，0.01 mol/L

PBS洗涤 3次，加抗小鼠 IgG- FITC荧光二抗，37

℃避光孵育 30 min，0.01 mol/L PBS洗涤 3次，加

Hoechest 33342 室温孵育 20 min 标记细胞核，

0.01 mol/L PBS洗涤 3次后荧光封片剂封片，荧光

显微镜下观察。

1.5 MTT 法和流式细胞仪检测

将复合支架 A（含 bFGF）和复合支架 B（不含

bFGF）按 3 cm2/mL (材料/培养液)的比例置含 FBS

的 DMEM培养液中，37 ℃浸泡 72 h，收集浸出液

用于培养 HPDLC。取生长良好的第 5代 HPDLC，

调整细胞密度为 1×105/mL接种细胞于 96孔板，每

孔 100 μL。在饱和湿度、5%CO2、37 ℃标准环境下

培养细胞 48 h，弃去培养液及未贴壁的 HPDLC。

细胞分为 A、B和 C3组（每组 32孔），分别加入浸

出液 A，浸出液 B和含FBS的 DMEM培养液，每孔

200 μL。每组分为 1、3、5和 7 d4个时间点（每个时

间点各 8孔），分别于接种后 1、3、5、7 d弃去培养

液，每孔加入 0.01 mol/L PBS 100 μL、MTT (1 mg/

mL)液 20 μL，继续培养 4 h后弃去液体，加入 200

μL二甲基亚砜(DMSO)，震荡 10 min后，用分光光

度仪以 490 nm波长光测每孔吸光度 (A490) 值，

SPSS11.0统计软件进行单因素方差分析。取浸出

液 A和浸出液 B 加入生长良好的第 5代 HPDLCs

培养瓶中，培养 5 d后消化收集细胞，流式细胞仪

检测细胞周期，以正常培养的HPDLCs作为对照，

李容林，等.含 bFGF的壳聚糖-胶原复合支架对牙周膜细胞生长和增殖的影响第 4期 435



重复三次，结果行单因素方差分析。

1.6 HPDLCs在复合支架的种植和存活检测

取生长良好的第 5代 HPDLC，以2.5 g/L胰蛋

白酶消化、收集和离心，Hoechest 33342标记细胞

1 h，洗涤、离心后以正常培养液将细胞稀释成 1×

105 /mL备用。先将复合支架 A（含 bFGF）和复合支

架 B（不含 bFGF）修成 5 mm ×5 mm ×5 mm大小

置于培养皿中，然后滴加细胞悬浮液 100 μL，培养

箱中静置 1 h后再缓慢加入培养液，液面刚刚浸没

复合支架，在饱和湿度、5%CO2、37 ℃标准环境下

培养细胞。分别于培养 1、3、7和 14 d后取出复合

支架，恒温冰冻切片机切片，片厚 50 μm，按上述

方法作波形丝蛋白免疫荧光化学染色。激光共聚

焦显微镜下扫描支架，高倍镜下随机取 10 个视

野，计数每 mm2细胞数，每组样本每个时间点各 5

个复合支架。结果行One way ANOVA 检验。

2 结 果

2.1 壳聚糖屏障膜的微观结构、孔隙率

冻干后制备的壳聚糖-Ⅰ型胶原复合支架呈

白色海绵状，表面粗糙，内部呈海绵状多孔隙结构

（图 1）。复合支架 A和复合支架 B微观结构一致，

内部孔径测量分别为(158±17)μm 和(150±18)μm，

孔隙率分别为 90.8%±0.5%和 91.1%±0.5%，两种

支架的孔隙率无统计学意义（P >0.05）。

2.2 HPDLC 的体外培养和鉴定

原代培养 3 d后可见人 PDLCs从组织块中向

四周爬出（图 2A），传代几次后可以得到纯度较高

的人 PDLC，细胞呈梭形或星形，胞突细长，放射状

排列，胞体丰满，胞浆均匀，核圆形或卵圆形，为成

纤维样细胞 （图 2B）。细胞波形丝蛋白染色阳性

（图 2C），角蛋白染色阴性（图 2D），由此可证明其

中胚层组织来源。

2.3 壳聚糖 - Ⅰ型胶原复合支架浸出液对

HPDLC 增殖和细胞周期的影响

通过 MTT法检测细胞吸光度得知，在细胞培养

第 1天，正常培养组、复合支架 A浸出液组和复合

支架 B浸出液组间无显著性差别，第 3、5、7天，正

常培养组、复合支架 B浸出液组间仍然无显著性

差别，但是复合支架 A浸出液组细胞吸光度在各

时间点都明显高于其他两组（表 1）。经流式细胞仪

测试三组细胞周期时相结果见表 2，与正常培养组

和浸出液 B组相比，浸出液 A组的 G1期(DNA 合

成前期) 细胞所占百分比明显降低, 而 S期(DNA

合成期)细胞所占百分比升高, 反映细胞增殖活力

的增殖指数 Prl 值（S + G2M）)也明显升高。

2.4 含 bFGF壳聚糖-Ⅰ型胶原复合支架促进人

PDLC 在其内的存活和增殖

通过激光共聚焦显微镜扫描计数发现，细胞

种植入复合支架内后 1 d，两种支架内细胞数目基

本一致（图 3，P >0.05），可见分布于支架内的绿色

细胞胞体和蓝色的细胞核（图 4A，4D）。细胞种植

图 1 壳聚糖-Ⅰ型胶原复合支架内部结构扫描电镜

Fig.1 The inside structure of chitosan - type Ⅰ collagen

composite scaffold under scanning electron microscope (×200)

图 2 HPDLC 的培养和鉴定

Fig.2 The culture and identification of HPDLC

A: the primary culture of HPDLC; B: the fifth generation of

HPDLC; C: the positive HPDLC of vimentin (green) and the cell

nuclei labeled blue by hoechest33342 (bar: 20 μm); D: the negative

HPDLCs of keratin, only the blue cell nuclei labeled by

hoechest33342 can be detected (bar: 20 μm).

A B

C D
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入复合支架内后 3 d，两种支架内细胞数目均明显

减少，但是复合支架 A内细胞存活数目明显高于

复合支架 B内的（图 3，P< 0.01；图 4B，4E）。细胞

种植入复合支架内后 7 d和 14 d，细胞数目明显增

加，但是，在每一时间点，复合支架 A内的细胞数

均明显高于复合支架 B内的（图 3，P< 0.01；图 4C，

4F）。

3 讨 论

屏障膜的性能是决定牙周引导组织再生成败

的一个关键因素。本研究之所以采用壳聚糖和Ⅰ

型胶原的复合支架，是因为壳聚糖是甲壳素脱去

部分乙酰基后的产物，具有良好的生物相容性、生

物降解性及机械强度[7]。在体内溶菌酶、甲壳酶的

作用下，壳聚糖可完全水解，其降解中间产物低分

子甲壳素或寡聚糖、降解终产物 N-乙酰氨基葡萄

糖和氨基葡萄糖在体内无蓄积，无毒性，无刺激

性，无免疫原性，无热原反应，无致突变乃至致死

性突变效应，此外其还有诱导、刺激结缔组织重建

的活性[8]。Ⅰ型胶原可以选择性地诱导牙周膜细胞

生长，参与组织代谢、止血并可作为多种生物因子

的缓释载体[9,10]等等，但是其降解速度过快，机械强

度较差。本实验将这两种材料通过冻干法制备成

复合支架，具有一定的机械强度和可降解性，尤其

重要的是它是具有一定孔径的多孔支架，可以诱

导细胞在支架内生长和增殖。

组织工程的另一要素是细胞生长调节因子，

应用较多的有 bFGF、骨形成蛋白(BMP)等。本研究

选用 bFGF是因为它能促进牙周膜细胞增殖, 刺激

细胞外基质的合成, 还可刺激牙周膜新生血管网

形成, 提供牙周膜细胞的血供, 为牙周组织再生创

造良好条件[11]。本研究将 bFGF溶入壳聚糖-Ⅰ型

胶原溶液，然后进一步制备成复合支架，不但保留

了 bFGF的生物学活性，而且可以延长其对牙周膜

细胞的作用时间。本研究发现，含 bFGF因子壳聚

糖-Ⅰ型胶原复合支架的浸出液可以明显的促进

表 1 HPDLCs在三组培养液中不同时间点的 A490值

Table 1 A490 of HPDLCs at different time cultured in the

three groups （x±s）

表 2 HPDLCs在三组培养液中培养 5 d后的细胞周期检测

Table 2 The cell cycle detection of HPDLCs cultured for 5d

in the three groups （x±s）

Groups

Normal

Leachate A

Leachate B

1 d

0.078±0.004

0.076±0.003

0.077±0.004

3 d

0.099±0.006

0.149±0.0111)，2)

0.109±0.022

5 d

0.103±0.014

0.166±0.0261)，2)

0.118±0.031

7 d

0.091±0.027

0.185±0.0261)，2)

0.114±0.040

One way ANOVA, 1)P< 0.05 vs normal group, 2) P< 0.05 vs

Leachate B group

Groups

Normal

Leachate A

Leachate B

G1

75.8±0.4

72.1±0.41)，2)

76.1±0.4

S

13.5±0.6

16.8±0.41)，2)

13.3±0.6

G2+M

10.8±0.6

11.2±0.4

10.6±0.4

Prl

24.2±0.4

27.9±0.41)，2)

23.9±0.4

One way ANOVA, 1)P< 0.05 vs normal group, 2) P< 0.05 vs

Leachate B group

图 4 不同时间点复合支架 A、B内存活 HPDLC 的激光

共聚焦显微镜图像

Fig.4 The laser confocal microscopy pictures of

surviving HPDLCs in composite scaffold A and B at

different time

A, B, C: HPDLCs in composite scaffold B for 1, 3, and 14 d,

respectively; D, E, F: HPDLC in composite scaffold A for 1, 3,

and 14 d respectively (immunocytochemistry, bar: 100 μm)

AD E F

图 3 HPDLCs 在复合支架 A、B内的存活和增殖曲线图

Fig.3 The curve diagram of HPDLCs surviving and

proliferating in composite scaffold A and B
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[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

HPDLC的增殖，调节细胞周期，促进 DNA合成前

期（S期）的 HPDLC进入 DNA合成期。尤为重要的

是，本研究将 HPDLC接种于复合支架后，在一定

条件下细胞可以在支架内存活和增殖，而且含

bFGF因子壳聚糖-Ⅰ型胶原复合支架内的细胞存

活和增殖数量明显高于不含 bFGF因子壳聚糖-Ⅰ

型胶原复合支架，在两周内效果都非常明显，说明

含 bFGF 因子壳聚糖 - Ⅰ型胶原复合支架对

HPDLC生长和增殖具有促进作用。
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