
pre-treated antigen tablets with 4% paraformaldehyde． After blocking，incubation of the serum to be tested and incu-
bation of the fluorescent secondary antibody，the results were observed by immunofluorescence microscopy． Results
The fluorescence of the fluorescent secondary antibody was observed in the serum samples of patients infected with
KSHV by immunofluorescence technique，while the fluorescence of the secondary antibody was not observed by the
specimens not infected with KSHV． Conclusion The cell antigenic tablets of KSHV which can detect serum have
been successfully prepared，which provides a method for further studying the epidemiology of KSHV．
Key words Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus; LANA; cell antigen tablets; immunofluorescence
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牙髓干细胞与血管周细胞性能比较研究
吴文婧，丁如愿，张 菁，张红艳，胡露露，李 颂

摘要 目的 比较人牙髓干细胞 ( DPSCs) 与血管周细胞相

关性能，研究是否可以用 DPSCs 取代血管周细胞用于血管

再生。方法 比较 DPSCs 和血管周细胞 2 种细胞成骨、成神

经多向分化潜能。Matrigel 三维培养技术评价 DPSCs 和血管

周细胞稳定血管样结构的能力。Transwell 试验评价 DPSCs

和血管周细胞的迁移能力和对人脐静脉内皮细胞( HUVEC)

迁移行为的影响。结果 DPSCs 和血管周细胞呈相似的形

态，经诱导后均可向成骨和成神经分化。2 种细胞在 Matrigel

基质胶上与 HUVEC 共培养均能建立稳定的管腔样结构。

在 Transwell 试验中，DPSCs 和血管周细胞均表现类似的趋

化能力。结论 DPSCs 具有与血管周细胞相似的形态和功

能特征，可以尝试用于体外血管再生。
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血管新生是组织修复的基础，血管新生异常常

常影响机体损伤的正常愈合。血管由内衬血管壁的

内皮细胞层和血管周细胞组成。研究［1］表明，在血

管形成过程中，首先由增殖的血管内皮细胞形成管

腔样结构，然后血管周细胞迁移聚集，2 种细胞共同

调节血管的稳定性。周细胞在全身毛细血管和微血
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管周围广泛分布，能够稳定血管结构，对血管的发育

以及重塑具有重要作用。然而，现阶段分离血管周

细胞还有一定的困难，这限制了其在体外血管重建

中的运用。有研究［2 － 4］报道，来源于脑组织、脐带、
脂肪等的间充质干细胞和血管周细胞有许多相似之

处，这些间充质干细胞在细胞表型、基因表达和分化

能力等方面与血管周细胞有着高度的相似性。但

是，这些组织来源的间充质干细胞获取困难，相对来

说，来 源 于 牙 髓 的 牙 髓 干 细 胞 ( dental pulp stem
cells，DPSCs) 具有无创伤、易于分离、增殖率高等优

势，可以从第三恒磨牙、正畸牙或其他原因拔除的健

康牙的牙髓组织中分离培养获得，而不受伦理问题

的影响。在该研究中，选择血管稳定能力、迁移功能

和干性分化潜能作为评价标准，比较 DPSCs 和血管

周细胞之间的相似性。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂和仪器 原代血管周细胞和人脐静

脉内皮细胞 ( human umbilical vein endothelial cell，
HUVEC) ( 美国 Sciencell 公司) ; Matrigel 基质胶( 美

国 BD 公司) ; 周细胞培养基( 美国 Sciencell 公司) 和

ECM 培养基 ( Lonza 公司) ; Transwell 细胞小室 ( 美

国 BD 公司) ; DMEM 培养基( 美国 HyClone 公司) ;

Dispase 酶和Ⅰ型胶原酶 ( 美国 Sigma 公司) ; CO2

恒温孵箱( 英国 Thermo 公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 DPSCs 的分离培养与鉴定 取临床小于 25
岁健康患者因正畸或阻生拔除健康无龋的牙齿，拔

出后立即放入含 5% 双抗 PBS 中，摇晃冲掉牙根表

面血迹，立即冰盒保存，送至实验室。4 h 内将牙齿
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放入超净工作台，用无菌纱布包裹牙齿，锤子砸开牙

齿，超净工作台内分开牙齿，镊子取出牙髓，去掉根

尖 1 /3 根髓，将牙髓移入无菌培养皿中，用 2% 双抗

PBS 反复冲洗干净。将牙髓组织剪碎后移入 15 ml
离心管中，加入 1 ml 浓度为 3 mg /ml 胶原酶和 1 ml
浓度为 4 mg /ml Dispase 酶，混匀后 37 ℃ 震荡消化

40 ～ 60 min，加入培养基终止消化，以1 000 r /min 离

心 5 min，弃上清液，细胞重悬于 20% 胎牛血清的

α-MEM 培养液中，吹打混匀后置于 37 ℃、5% CO2

培养箱中培养。3 ～ 5 d 后观察细胞生长情况，以后

3 d 换液，培养 10 ～ 12 d，当细胞长至约 90% 融合度

时，用 0. 25%胰蛋白酶消化传代培养。取 P3 代 DP-
SCs，PBS 洗涤 2 次，用胰酶消化收集，以 1 × 106 /ml
分装 至 1. 5 ml EP 管，分 别 加 入 CD105、CD29、
CD90、CD73、CD45、CD44、CD34 抗体，4 ℃避光孵育

1 h，PBS 洗涤后重悬，流式细胞仪检测。
1． 2． 2 多向诱导分化 成骨分化: 以 4 × 103 /cm2

接种于 12 孔板上，培养至 70% 融合度时，更换成骨

诱导培 养 基 ( 含 α-MEM，10% FBS，1% 双 抗，50
μg /ml 磷酸抗坏血酸，10 mmol /L β-磷酸甘油，10
nmol /L 地塞米松，10 nmol /L 1，25 二羟基维生素

D3) 培养 4 周，每 3 d 换液 1 次。诱导 4 周后，用

10%中性缓冲福尔马林固定 1 h，弃去固定液，用双

蒸水冲洗 3 次，加入茜素红染色。
成神经分化: 以 4 × 103 /cm2 接种于 12 孔板上，

培养至 70%融合度时，更换成神经诱导培养基( 含

神经诱导培养基，40 ng /ml 成纤维细胞生长因子，

20 ng /ml 表皮生长因子) 培养 4 周，每 3 d 换液 1
次。诱导 4 周后，检测成神经分化。
1． 2． 3 体外成血管实验 预先对 48 孔板进行基质

胶涂层，按照 DPSC + HUVEC( 1 ∶ 4) 、血管周细胞 +
HUVEC( 1 ∶ 4) 接种在孔板上，37 ℃与 5% CO2 条件

下孵育。于 3、7、11、14、18、24、30、36、42 h 在倒置

显微镜下观察小管形成情况并采集图像。
1． 2． 4 细胞趋化实验 DPSC 和 HUVEC 在血清饥

饿 24 h 后，消化重悬细胞，调整细胞悬液密度为 1 ×
106 /ml，上室每孔加 0. 1 ml HUVEC 悬液，下室分别

加入 0. 6 ml 的 DPSCs 或血管周细胞悬液，所有样本

均设有复孔，37 ℃与 5% CO2 条件下培养 12 h。固

定染色镜检，计算下表面迁移细胞数，评价 DPSCs
和血管周细胞对 HUVEC 迁移行为的影响。
1． 3 统计学处理 每次实验独立重复≥3 次，采用

GraphPad Prism 5 软件对数据进行分析。数据以均

数 ± 标准差表示。两组间比较采取独立样本 t 检

验，多组间比较采用单因素方差分析。检验水准 α
= 0. 05，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 DPSCs 的流式鉴定 流式细胞仪对 DPSCs 进

行表面抗原的检测，结果显示细胞纯度较高，均阳性

表达 CD105、CD73、CD90、CD29、CD44，阴 性 表 达

CD34、CD45，符合间充质来源的干细胞特征，为间充

质来源( 图 1) 。
2． 2 DPSCs与血管周细胞的多向分化潜能 在倒

图 1 流式细胞术检测 DPSCs 表面标志物
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置显微镜下，DPSCs 和血管周细胞均呈梭形，贴壁生

长，两者表现出类似的形态学特征( 图 2) 。

图 2 细胞体外培养的形态学观察 × 40

A: DPSCs; B: 血管周细胞

DPSCs 和血管周细胞经成骨诱导液诱导 4 周

后，茜素红染色显示红色的矿化结节。经成神经诱

导液诱导 4 周后，观察到两组细胞均缩小变窄并向

两侧伸长，呈长轴突样，类似神经元样细胞的形态。
发现两组细胞均能向成骨细胞和神经细胞分化，可

见 DPSCs 和血管周细胞均具有相似的多向分化能

力( 图 3) 。

图 3 诱导成骨和成神经分化

A: 成骨诱导; B1: DPSCs 成神经诱导 × 40; B2: 血管周细胞成神

经诱导 × 40

2． 3 DPSCs /血管周细胞与 HUVEC 共培养形成稳

定的管状结构 本研究进行了 Matrigel 成血管实

验，以 HUVEC、DPSCs + HUVEC 和血管周 细 胞 +
HUVEC 在 Matrigel 上共培养，比较各组的成血管能

力。结果显示，两组细胞均可加强由 HUVEC 形成

的网状结构，网状结构相互连接，形成管腔样结构，

并维持到 42 h。可见 DPSCs 和血管周细胞均能增

强 HUVEC 产生的管状结构的稳定性( 图 4) 。

图 4 体外 Matrigel 成血管实验结果 × 10

A: 血管周细胞 + HUVEC; B: DPSCs + HUVEC

2． 4 迁移功能 DPSCs 和血管周细胞与 HUVEC
在 Transwell 孵育 12 h 后，上室中各实验组均有一定

数量的 HUVEC 进入下室，表明 DPSCs 和血管周细

胞对 HUVEC 均有较强的趋化作用，两者间差异无

统计学意义( P ＞ 0. 05) ( 图 5) 。

3 讨论

血管周细胞是血管结构的重要组成部分，也称

为壁细胞，嵌入在小血管、毛细血管和微血管的基底

膜中［5］，在促进血管新生方面起着重要的作用，如

稳定血管结构和刺激血管生成［6］。并且血管周细
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图 5 血管周细胞和 DPSCs 对 HUVEC 迁移行为的影响 × 20

胞已被证明可分化为各种谱系，如肌纤维、成牙骨质

细胞样细胞、脂肪细胞和软骨细胞等［7 － 9］。血管周

细胞的多能分化能力和血管生成潜能使其成为细胞

治疗的潜在候选细胞，但目前血管周细胞的分离仍

然具有挑战性。2000 年，Gronthos et al［10］首次从牙

髓组织中成功分离出 DPSCs，并进一步证明了 DP-
SCs 具有自我更新和多向分化的潜能，可以被诱导

分化为骨、软骨、肌肉、血管内皮等多种细胞类型。
研究发现 DPSCs 能分泌多种成血管因子，用 DPSCs
培养液培养内皮细胞可促进内皮细胞的迁移能力以

及成血管能力［11 － 12］。有学者对 DPSCs 进行成血管

诱导，发现 DPSCs 可分化为内皮样细胞，在体外可

形成血管样结构［13 － 14］。另外，颅面血管周细胞和

DPSCs 均起源于颅神经嵴，DPSC 的解剖位置和发育

起源与周细胞相似。Shi et al［15］研究表明，大部分

DPSCs 表达血管周细胞标志物 3G5，也证实了它们

与血管周细胞的相似性。所有这些证据提示是不是

可以用来源充足、获取容易的 DPSCs 作为血管周细

胞的替代物。本研究从临床上获得牙髓组织，体外

分离培养得到 DPSCs，并对细胞进行验证，流式细胞

仪检测显示 CD105 +、CD73 +、CD90 +、CD29 +、
CD44 + 及 CD34 －、CD45 － ，与间充质干细胞的表达

一致。在细胞形态学方面，比较了 DPSCs 和血管周

细胞后发现两种细胞均呈梭形，贴壁生长，形态无明

显差异。本课题组还研究了两种细胞的分化能力，

发现 DPSCs 和血管周细胞均能向成骨细胞和神经

细胞分化。Matrigel 胶成血管实验是一种常应用于

血管内皮细胞功能的成血管研究的体外模型。本研

究在 Matrigel 上将血管周细胞或 DPSCs 与 HUVEC
共培养，两组共培养均观察到有明显的血管形成，且

维持较长时间，验证了 DPSCs 同样也具有显著的促

成血管能力。在此基础上，通过 Transwell 实验进一

步研究 DPSCs 对血管内皮细胞的趋化作用。Tran-
swell 趋化实验是将被趋化细胞接种在上室内，通过

小室底部的通透性膜，下层培养液中的成分可以作

用到上室内的细胞，以此研究下层物质对细胞迁移

的作用。将 HUVEC 分别和血管周细胞、DPSCs 两

种细胞同时培养于 Transwell 的上下室，培养 12 h
后，可以清楚观察到两组 HUVEC 的迁移。初步证

明了 DPSCs 对 HUVEC 也有显著的趋化作用。而血

管内皮细胞的迁移对于新生血管形成是至关重要

的。
综上所述，本研究从细胞分化、趋化和促成血管

能力等多个角度，对 DPSCs 和血管周细胞进行比

较，提示 DPSCs 和周细胞具有相似的功能，为临床

上 DPSCs 作为血管周细胞的替代提供了理论依据。
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Comparison of the properties of dental pulp stem
cells and perivascular cells

Wu Wenjing，Ding Ruyuan，Zhang Jing，et al
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of Anhui Medical University，Anhui Province Key Laboratory of Oral Diseases Research，Hefei 230032)

Abstract Objective To compare the related properties of human dental pulp stem cells( DPSCs) and pericytes，
and to investigate whether DPSCs can be used to replace pericytes for vascular regeneration． Methods DPSCs and
pericytes were induced into osteogenesis and neurogenic differentiation in vitro to identify the multidirectional differ-
entiation potential． Matrigel three-dimensional culture technique was used to evaluate the ability of DPSC and peri-
cytes to stabilize vascular-like structure． Transwell assay was performed to evaluate the induced capacities of DPSCs
and pericytes on the migration behavior of human umbilical vein endothelial cell( HUVEC) ． Results DPSCs and
pericytes showed similar morphology and could differentiate into osteogenic and neurogenic cells after induction．
The two kinds of cells co-cultured with HUVEC on the Matrigel could establish stable vascular-like structure． In Tr-
answell assay，DPSC and pericytes showed strong induced capacities on the migration behavior of HUVEC． Con-
clusion DPSCs have similar morphological and functional characteristics to pericytes and can be used for vascular
regeneration．
Key words pericytes; dental pulp stem cells; cell migration; vascular formation; differentiation
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