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人牙周膜成纤维细胞（human periodontal liga-
ment fibroblast，hPDLF）是牙周组织再生修复的细

胞基础，在牙周病病理变化和转归中起着重要的

作用。成功的体外培养 hPDLF 是研究牙周病病因、
病理和治疗的关键，对研究牙周细胞生物学、药

理学、毒理学和牙周组织工程学具有重要的意义[1-5]。
牙周膜是一种致密的结缔组织，由细胞和基质以

及大量的胶原纤维组成。由于受到牙周组织的解

剖结构和取材数量的限制，hPDLF 的培养较为困

难，也成了限制牙周细胞生物学研究的瓶颈 [6-8]。

1 hPDLF 的体外培养方法

1.1 酶消化法培养

Ragnarsson等[7]曾用酶消化法对 hPDLF 进行体

外培养并取得成功。在酶消化法培养时需要将刮

取的牙周膜组织剪成约 1 mm×1 mm×1 mm 的小

块，以质量分数 0.25%的胰蛋白酶消化 5 min，

800 r·min－1 离心 6 min 后，弃上清液；再用质量分

数 0.2%的Ⅰ型胶原酶于恒温摇床内，37 ℃消化

50 min，800 r·min－1 离心 3 min，弃上清液；加入

含质量分数 20%胎牛血清和双抗的达尔贝科极限

必需培养液（Dulbecco minimum essential medium，

DMEM）5 mL，吹打混匀后将培养瓶置于 CO2 恒温

培养箱中孵育。单纯的酶消化法是通过酶消化液

使已被剪成小块的组织进一步松散，直接获得细

胞进行培养的方法；但应用酶消化法获取细胞后，

能够贴壁的细胞数量并不是很多，有时可能会达

不到传代生长的要求。研究显示：一方面牙周膜

组织量太小，总体细胞数量相对于别的组织来说

就太少；另一方面酶对组织胶原基质消化酶解的

同时对细胞也有毒性作用，而且在酶消化的过程

中，牙周膜组织因为脱离营养环境过久，也会造

成大量的细胞死亡。
1.2 组织块法培养

Arnold等[9]采用组织块法成功地培养了 hPDLF。
Brunette等[10]用组织块法成功地培养了猪的牙周膜

成纤维细胞。组织块法就是将刮取的牙周膜组织
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剪成约 1 mm×1 mm×1 mm 的小块，均匀铺于无菌

的 25 mL 培养瓶内。倒置培养瓶，加入 5 mL 含质

量分数 20%胎牛血清和双抗的 DMEM，然后将培

养瓶置于 CO2 恒温培养箱中孵育。4 h 后翻转培养

瓶，继续培养。每周换液 1 次。待细胞逐渐从组

织周边爬出贴壁生长后，每 3 d 换液 1 次。待瓶

底基本长满单层细胞后，用胰酶和乙二胺四乙酸

混合液进行消化传代[11]。组织块法操作简单易行，

污染率低，对组织损伤小，已被广泛用于各种组

织的原代培养中；但在实践中利用此方法培养牙

周膜细胞时，组织块很容易漂浮，影响了细胞的

游出，因此提高组织块的贴壁率是影响培养细胞

成功率的一个关键因素。
1.3 酶消化联合组织块法培养

有学者[12]在研究中采用酶消化联合组织块法

培养hPDLF。即收集刮下的牙周膜组织不经剪切

直接将其移入离心管，加入含质量分数 0.2%的Ⅰ

型胶原酶 3 mL，37 ℃振荡消化 110 min，待大部

分细胞游离后用吸管吹打使游离细胞充分分散，

加入少量含质量分数 10%胎牛血清的 DMEM 终止

消化。1 000 r·min－1 离心 10 min，弃上清液。再

加入少量含质量分数 10%胎牛血清的 DMEM，接

种于 25 mL 细胞培养瓶中，用巴氏吸管将组织块

摆放均匀，倒置培养瓶，加入 5 mL 含质量分数

20%胎牛血清和双抗的 DMEM，然后将培养瓶置

于 CO2 恒温培养箱中孵育，4 h 后翻转培养瓶，继

续培养。为了最大限度地利用组织，减小损伤，

将不经切割的牙周膜直接用酶消化，以去除部分

妨碍细胞生长的基质和纤维。由于消化的目的不

是直接获取细胞，而是松散组织；因此可以适当

缩短消化时间，减少酶消化中消化时间过长对细

胞活性的影响；但是此法步骤相对烦琐，且组织

块不易贴壁尚没得到较好的解决。
1.4 改良组织块法培养

有学者 [13]将组织块法改良（玻片覆盖组织块

法），也就是在培养皿底壁间隔均匀地滴加 4 滴含

质量分数 0.2%胎牛血清、100 U·mL－1 青霉素和

100 mg·L－1 链霉素的 DMEM，在磷酸缓冲盐溶液

浸润条件下用眼科剪将牙周组织剪成 0.5～1.0 mm3

大小的组织块，用牙科探针将组织碎块移入培养

皿中的培养液滴中，使每滴培养液内含 5～7 小块

组织。取细胞培养专用圆形盖玻片，在其四周边

缘涂少量无菌凡士林后缓慢覆盖于组织块上，轻

轻加压，通过凡士林将盖玻片黏附在底壁以固定

组织块。注意培养液应充盈于盖玻片与组织块之

间，勿产生气泡。最后小心地加入上述培养液

10 mL 并将其培养皿放入 CO2 恒温培养箱中孵育。
试验中加入少量培养液后再将盖玻片缓慢覆盖于

组织块上，使培养液充盈于盖玻片与组织块之间，

这样可以避免组织块漂浮而不影响细胞的游出，

以提高 hPDLF 培养的成功率。
1.5 改良酶消化联合组织块法培养

有学者[14]改良了酶消化联合组织块法，也就

是牙周膜组织不经剪切而直接移入离心管内，加

入4 mL 含质量分数 0.05%胶原酶的 DMEM，置于

37 ℃培养箱孵育。酶消化 20～30 min，其间每隔

5 min 振荡 1 次。当肉眼观察到培养液略混浊，显

微镜下见组织松散时，将离心管从培养箱内取出。
用吸管吹打组织块使其松散，离心后去除上清液。
使用无血清 DMEM 漂洗 1 次后去上清液，收集组

织块并将其放入直径 3.5 cm 的培养皿中，加入少

量含胎牛血清的 DMEM，将盖玻片缓慢覆盖于组

织块上致培养液充盈于盖玻片与组织块之间。培

养皿在 CO2 培养箱内孵育 4 h 后添加培养液 1～
2 mL，再静置培养，此后每 3 d 换液 1 次。此法

较大限度地利用组织，减小损伤，适当的酶消化

时间有利于组织松散，且使用了盖玻片防止组织

块漂浮，使其紧密黏贴于培养皿壁，提高了细胞

培养的成功率。
1.6 组织块自然贴壁法[15]

将冲洗过的组织块在培养液的浸润下用眼科

剪剪切成 1 mm3 左右的小块，加入少量培养液，

用吸管吹打使组织小块分离，再送入 15 mL 培养

皿中并加适量培养液，置培养皿于 CO2 恒温箱中

静止密闭培养。自然贴壁法引入了适者生存的理

念，让其中有活性的组织块自然贴壁，同时最大

限度地保留了组织块中各种普遍生长因子的活性，

保存了其对细胞增殖的促进作用。
1.7 全牙消化法[16]

超净工作台内用刀片仔细刮除附着的牙龈和

根尖组织，用 D-汉克液冲洗 3 次，将牙冠浸入含

质量分数 5.25%次氯酸钠的溶液中 2 min，再用含

高质量分数双抗的 D-汉克液冲洗 2 次，将全牙放

入含质量分数 0.1%胶原酶的青霉素小瓶内，牙根

向下使消化液浸没牙根，37 ℃温箱内消化 1 h，

用吸管充分吹打牙根表面，加入等量含血清的培

养液，离心，弃上清液，加入含 10%质量分数胎

牛血清、青霉素 100 U·mL－1 和链霉素 100 mg·L－1
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的培养液 3 mL 吹打形成细胞悬液，将其移入

25 mL 培养瓶内，置 CO2 培养箱内培养。全牙消

化法不但减少了牙周膜被反复剪切而导致的组织

块损伤，而且可减少刮取组织块时的机械损伤。
1.8 组织块酶消化湿润贴壁法[17]

在洁净工作台中仔细将牙根中 1/3 的牙周膜

刮下，大块组织稍剪小使组织块最大不超过2 mm3，

将其送入离心管，D-汉克液漂洗 2 次，加入Ⅰ型

胶原酶 3 mL，37 ℃消化 30 min，每隔 5 min 振荡

1 次，待组织块变成絮状后将其移入 25 mL 培养

瓶底壁，以 5 mm 的间隔均匀接种，小心地加入

0.5 mL 含有质量分数 15%胎牛血清的 DMEM，让

液体缓慢浸过组织块使其湿润，谨防组织块漂动。
把培养瓶置入含体积分数 5%CO2 和 95%空气的

37℃、饱和湿度的孵箱中孵育24 h，轻轻加入培养

液至 3 mL，倒置相差显微镜下隔天观察是否有细

菌和霉菌污染，一旦污染需及时清除，移动培养

瓶时动作要轻巧，严禁晃动。湿润贴壁法简化了

操作过程，效果与其他研究相似，且减少了微生

物污染的危险。

2 hPDLF 的应用

hPDLF 作为牙周膜的主体细胞，是牙周组织

改建和再生修复的基础[8，18]。有学者[19]利用 hPDLF
体外培养模型，在牙周组织疾病发病机制研究和

治疗方面取得了一定的进展。另外，hPDLF 是一

类具有多分化潜能的细胞[2-3，20]，对正畸牙移动过

程中牙骨质的形成和牙槽骨改建具有重要的意

义[8，21]。还有研究[22]发现，移植 hPDLF 可以促进牙

周新附着的形成，因此 hPDLF 可视为牙周组织工

程的种子细胞。王丽霞等[23]研究了人牙周膜细胞

在玻璃酸-胶原支架上的黏附与生长，发现玻璃

酸-胶原支架更有利于人牙周膜细胞的黏附，提

示该材料具备成为牙周组织工程理想支架材料的

潜力。
综上所述，hPDLF 在各领域都有广泛的应

用，其培养方法也各有千秋，选择一种恰当的可

提高培养成功率的方法对进一步的研究具有重要

的意义。
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