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细胞共培养在牙周膜干细胞相关研究中的应用 *
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摘要：细胞共培养是一种将不同种类、不同来源的细胞在同一个体系中进行培养、增殖的技术，在细胞间的相互作用、细胞信号转

导、细胞功能性间隙连接等方面的研究中有重要作用。近年来，随着组织工程学和干细胞技术的飞速发展，牙周膜干细胞

(periodontal ligament stem cells, PDLSCs)已成为研究热点之一。将 PDLSCs与不同的细胞共培养,可研究其免疫调节机制及定向

分化作用；在牙周组织工程中，则可为组织修复材料的研究提供技术支持。故本文对目前细胞共培养技术在 PDLSCs研究中的应

用做一简要综述。

关键词：细胞共培养；牙周膜干细胞；免疫调节；定向分化；牙周组织工程

中图分类号：Q813；R78 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2018）08-1588-04

Application of Cell Co-culture Technique in Periodontal Ligament
Stem Cells*

Cell co-culture is a technique that can be cultured and proliferated in the same system with the cells of different types

and different sources, and it plays a key role in the study of the interaction between cells, cell signal transduction, cell functional gap

junctions and so on. In recent years, with the rapid development of tissue engineering and stem cell technology, periodontal ligament

stem cells (PDLSCs) has become one of the hot research topics. When PDLSCs was co-cultured with different cells, the mechanism of

immune regulation and oriented differentiation could be studied. In the periodontal tissue engineering, it could provide support for the

discovery of tissue repair materials. So this paper makes a brief review of the application of cell co-culture technique in PDLSCs

research at present.
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前言

Seo等[1]第一次从牙周膜中成功分离出牙周膜干细胞(peri-

odontal ligament stem cells, PDLSCs) 并为其命名，就证实了

PDLSCs易体外扩增，且能被诱导生成一种牙骨质样混合物。

它不仅具有很强的自我更新能力和多向分化潜能，能被诱导生

成成骨细胞、脂肪细胞、神经元细胞等；且具备独特的免疫调节

作用，其可通过直接接触或分泌细胞因子发挥免疫调节作用
[2，3]。此外，随着组织工程学和干细胞技术的飞速发展，PDLSCs

已成为牙周组织再生工程的首选种子细胞[4]。

细胞共培养技术发展于 20世纪 70年代后期，大量研究表

明，细胞共培养技术阐明了正常生理情况、内稳态、修复及再生

情况下细胞间的相互作用的重要性[5]。故该技术已被广泛应用

于干细胞研究中，为 PDLSCs的免疫调节机制、定向分化及相

关组织工程等研究提供了良好的技术平台。

1 细胞共培养技术

细胞共培养是在细胞培养技术的基础上发展出来的，是一

种将不同种类、不同来源的细胞在同一个体系中进行培养、增

殖的技术，能在体外相对真实地模拟细胞在体内的生长环境和

细胞的性状[6]。

根据细胞类型及研究目的不同，在实验中所采用的细胞共

培养技术主要分为两大类：第一类是细胞与细胞直接接触式共

培养。该方式适合体内邻近的组织细胞，在体内这部分细胞可

通过封闭连接、锚定连接和通讯连接等细胞连接方式传递细胞

因子和离子。主要有两种形式：(1)二维共培养：指细胞在二维平

面上生长，将两种或两种以上的细胞直接混合接种在一起，细

胞之间彼此相连。(2)三维共培养(即立体共培养)：主要指两种

细胞无接触，通过细胞突起建立直接的物理连接，常利用生物

材料制备的三维支架结构，将不同细胞接种到三维支架材料
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中，使其包绕于这些三维立体结构上，利用三维材料的生物相

容性及合适的培养条件，使细胞在三维培养环境下生长，保持

其活性。多见于组织工程、细胞信号转导、细胞功能性间隙连接

等方面的研究。第二类是细胞与细胞非接触式共培养，即间接

共培养，主要依赖培养基质内营养物质的交流来实现细胞之间

的通讯，从而使细胞拥有整体统一的共环境[5,7]。一般使用悬挂

式 Transwell小室膜将两种或两群细胞隔离使其不接触，通过

膜上的微孔让培养液互通，便于细胞间的物质及外分泌因子的

交换[6，7]。

2 共培养技术在牙周膜干细胞相关研究中的应用

2.1 在 PDLSCs免疫调节机制研究中的应用

研究表明 PDLSCs具有免疫调节能力，目前已在多种共培

养实验中被证实。Wada等[8]通过建立 PDLSCs与外周血单个核

细胞(peripheral blood mononuclear cell, PBMCs) Transwell非接

触式共培养体系，发现经干扰素(IFN-酌)刺激后可上调转化生长
因子(TGF-茁1)、肝细胞生长因子(HGF)和吲哚胺 2,3-双加氧酶

(IDO)的表达，从而抑制 PBMCs的增殖。在最新研究中还发现

牙周膜来源的多能干细胞与 PBMCs直接共培养后还能促进白

细胞介素 6（IL-6）表达升高[9]。故证实了 PDLSCs能通过分泌可

溶性因子发挥其免疫调节性能。随后 Kim等[10]在体外共培养实

验中，采用干细胞与活化免疫细胞直接接触共培养模式，又再

次证实了 PDLSCs 和骨髓间充质干细胞（bone marrow mes-

enchymal stem cells,BMMSCs）均能对 PBMCs的增殖起抑制作

用，但这种作用是通过抑制 PBMCs的分裂实现的，而不是促进

其凋亡。

此外，PDLSCs与活化 T细胞共培养后，T细胞增殖活性减

弱，PDLSCs的上清液中前列腺素 -2(PGE2)分泌增多，证明了

PDLSCs能通过 PGE2途径诱导 T细胞失活[11]。当人牙周膜干

细胞(human periodontal ligament stem cells,hPDLSCs)与 B细胞

共培养时，亦能抑制 B细胞增殖、分化和迁移，并降低 B细胞

共刺激分子的表达。同时证明了 hPDLSCs抑制 B细胞增殖分

化的主要机制是经由 PD-1 / PD-L1信号通路发生的[12]。

综上，PDLSCs能通过旁分泌作用抑制 PBMCs及淋巴细

胞的增殖分化，具有较强的免疫调节性能，可作为未来临床免

疫疗法的细胞来源之一，具有较强的研究价值。而细胞共培养

技术作为研究细胞旁分泌机制的常规研究手段，为 PDLSCs免

疫调节作用的研究提供了合理的技术支持及严谨的研究思路。

2.2 在 PDLSCs定向分化研究中的应用

PDLSCs具有很强的自我更新能力和多向分化潜能。其在

体外培养中能高度增殖，且能分化成脂肪细胞、成骨细胞、软骨

细胞及神经元细胞等，具有超强的修复潜能 [13]。为了研究

PDLSCs与某些细胞共同作用后的生物学特性变化及分化能

力，细胞共培养常广泛应用于 PDLSCs的定向分化研究中。

2.2.1 正常来源的 PDLSCs与其他细胞共培养 王璇等 [14]使

用 Transwell小室联合培养小型猪 PDLSCs和 BMMSCs，结果

显示：BMMSCs可在 PDLSCs的诱导下获得其生物学特性，具

备牙向分化潜能，且少量的 PDLSCs就能促进 BMMSCs获得

牙源性干细胞特性。另一类似实验中，将 hPDLSCs与不同分化

阶段的人骨髓间充质干细胞（human bone marrow mesenchymal

stem cells, hM-BMSCs）间接共培养后，结果显示：早期分化的

hM-BMSCs对 hPDLSCs的成骨分化起抑制作用；但随着共培

养时间的增加，hM-BMSCs却能显著促进 hPDLSCs的成骨分

化[15]。在研究根尖乳头干细胞(stem cells from the apical papilla,

SCAPs)与 PDLSCs的定向分化实验中，采用两种细胞系直接或

间接共培养，能增强它们的增殖及成骨分化能力[16]。刘一涵等[17]

将 PDLSCs 与脐血单个核细胞分别建立直接共培养和 Tran-

swell小室间接共培养体系，证实了 PDLSCs能促进脐血单个

核细胞分化为破骨样细胞，且在静压力作用下，两种细胞直接

接触时，这种调控作用更为明显。使用 PDLSCs分别与人牙龈

成纤维细胞（human gingival fibroblast, HGFs）及前成骨细胞进

行间接共培养，后两者均能增强 PDLSCs的成骨分化能力及矿

化作用 [18]。在探讨 PDLSCs 成骨分化的机制中，又将转染

ephrinB2基因的 PDLSCs与前成骨细胞共培养，发现前成骨细

胞是通过磷酸化途径 ephrinB2/EphB4通路促进 PDLSCs成骨

分化的[19]。

2.2.2 炎性来源的 PDLSCs与其他细胞共培养 此外，在探

究部分细胞对炎性来源的 PDLSCs分化作用的影响实验中，亦

大量应用了细胞共培养技术。在研究牙囊细胞 (dental follicle

cells, DFCs)对炎症组织来源的 PDLSCs增殖、成骨能力和干性

作用影响的实验中，采用 Transwell小室进行 DFCs与炎症组

织来源的 PDLSCs共培养，证实与 DFCs共培养后可增强炎症

组织来源的 PDLSCs的增殖与成骨分化能力，并增强其干性基

因的表达[20]。还有另外的研究表明，采用 Transwell小室构建

Malassez上皮剩余与炎症的 PDLSCs共培养体系，发现两者共

培养后可使 PDLSCs成骨分化能力增强[21]。较新的研究中，将

健康 hPDLSCs与不同比例的牙周病来源的 hPDLSCs直接或

间接共培养，能增强两种细胞整体的成骨能力[22]。

综上，共培养技术在研究 PDLSCs定向分化中有着极其重

要的作用，临床上可利用该技术合理诱导干细胞增殖及成骨分

化，可促进骨缺损疾病的修复；同时，利用两种细胞结合生成修

复性再生材料，在临床应用上具有一定的价值。

2.3 在牙周组织再生工程研究中的应用

近年来，随着干细胞研究的深入，PDLSCs已成为牙周组织

再生工程的首选种子细胞[4]。但如何有效地恢复已丧失的牙骨

质，是牙周炎治疗中最急需解决的问题。

细胞膜片技术是在体外通过诱导在短时间内促使种子细

胞大量产生或分泌细胞外基质(extracellular matrix,ECM)，将细

胞与细胞紧密连接形成一种三维片状结构的技术，可利用种子

细胞自分泌的细胞外基质作为自源性支架，从而使种子细胞的

生物学性能更强大[23]。细胞膜片技术引领了新的治疗牙周缺损

技术的发展。研究表明，干细胞膜片可以有效促进牙周组织的

再生[24，25]。

组织工程应具备三要素：即种子细胞、生物支架材料和生

长微环境[26]。要修复再生缺损的组织和器官，主要依赖细胞生

长的三维空间结构。细胞没有能力形成三维方向的组织器官，

而三维支架材料正好可以作为支撑结构满足这个要求，在组织

工程中它可作为细胞的载体为软组织提供附着、迁移、增殖和

分化的场所[27]。目前许多组织工程研究中，为探求提高种子细

胞的生物学性能的方法及筛选最佳支架材料，多采用不同的生
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物支架材料与不同结构的 PDLSCs膜片共培养。结果显示：这

些不同结构的 PDLSCs膜片均能与不同的生物材料有机地结

合并沉积矿化基质及形成纤维连接，多层细胞膜片聚合体生成

的纤维束更为粗大；并且随着共培养时间的延长，膜片内细胞

与支架材料间形成大量纤维连接将膜片与支架紧密结合[23，26]。

移植实验中，将 PDLSCs膜片与支架材料共培养后的复合物移

植入裸鼠皮下，结果显示：复合膜片均能形成复合体，可见类似

于天然的牙周膜纤维组织形成，且在支架材料与新形成的纤维

组织之间有矿化层生成，与天然的牙骨质结构接近[23,29]。在最新

研究中，首先使用细胞膜片技术将 PDLSCs与人静脉内皮细胞

共培养后构建成一种三维细胞结构，以牙根模拟支架材料，将

细胞膜片包绕在牙根上进行三维共培养一段时间后，再移植入

免疫缺陷的小鼠体内，数周后检测到牙根周围有牙周膜 /牙骨

质样组织再生[30]。

综上，牙周组织再生一直是牙周病治疗中的难点问题，

PDLSCs作为牙周组织再生工程的首选种子细胞，其在未来的

临床研究及治疗方面具有极大的价值及展望。而共培养技术作

为细胞移植中的核心技术支持，在整个过程中将有力地推动牙

周组织工程技术的发展。

3 小结与展望

综上，细胞共培养为体外研究 PDLSCs的作用、机制及以

干细胞为基础的修复再生治疗方法提供了重要的技术支持，且

为 PDLSCs在今后的临床应用中提供了新的思路和方法。

随着组织工程学的发展，已有诸多生物支架材料及细胞在

共培养实验中被证实在组织工程中具有可行性。有研究使用铺

有纤维蛋白胶的培养皿，将角膜基质细胞与骨髓间充质干细胞

共培养，骨髓间充质干细胞在条件培养基下可分化为角膜基质

细胞,有望作为治疗角膜疾病及角膜组织工程的备选材料。且

纤维蛋白胶组织相容性好,可为组织工程提供移植细胞片[31]。另

一个研究中利用同种异体骨支架与雪旺氏细胞共培养，初步构

建了体外组织工程骨神经化模型。骨支架材料具有良好的生物

相容性,其三维立体多孔结构有利于细胞的粘附与迁移[32]。另一

方面，PDLSCs因具备来源广、易获取、易增殖、独特的免疫调节

性能等特点，在多种慢性炎症性疾病、自身免疫疾病、替代治疗

等领域中亦有重要作用，故在临床研究方面有一定前景，尤其

成骨方面及牙周组织工程方面的潜在价值可经过共培养技术

的发展进一步挖掘，未来可利用 PDLSCs优越的干细胞特性结

合多种细胞定向共培养，可高效获得软骨细胞、脂肪细胞、神经

细胞等，可为细胞移植学、组织工程学的发展提供可靠的原材

料保障。

总的来说，目前大多基础研究仍限于平面式二维共培养的

模式，接下来三维立体动态培养发展将是干细胞生物学研究的

一个重要方向，但其走向临床治疗方面仍需一个漫长的过程。

总之，许多研究均离不开细胞培养技术的发展，相信在不久的

将来，人类能利用这些技术创造出更多的价值。
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