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表面纳米形貌对牙周膜干细胞衰老的作用研究

孙艳萍  廖立

口腔疾病防治全国重点实验室  国家口腔医学中心  国家口腔疾病临床医学研究中心

教育部口腔转化医学工程研究中心  四川大学华西口腔医院，成都 610041

[摘要]  目的　探讨二氧化钛纳米管形貌对衰老牙周膜干细胞分化能力的影响。方法　利用阳极氧化法，分别

于 20、70 V电压下制备出 2种具有二氧化钛纳米管形貌的钛片（20V-NT、70V-NT），观察其表面形貌特征。在

成骨诱导条件下培养年轻牙周膜干细胞，挑选具有促进成骨分化作用的表面形貌。用RO3306和Nutlin-3a诱导年

轻牙周膜干细胞衰老，获得衰老的牙周膜干细胞。诱导衰老牙周膜干细胞成骨分化，观察表面形貌对衰老牙周

膜干细胞成骨分化的影响。结果　阳极氧化法可在钛片表面形成纳米管形貌，且纳米管直径随电压的增大而增

大；不同直径纳米管形貌对年轻牙周膜干细胞成骨分化的影响存在较大差异，20V-NT表面纳米形貌促成骨分化

效果更明显。与光滑钛片相比，20V-NT表面纳米形貌提高了衰老牙周膜干细胞碱性磷酸酶阳性数量，促进了钙

沉积以及成骨标志性基因 Runt相关转录因子 2、骨桥蛋白、骨钙素的表达。结论　

特定的表面纳米形貌能增强衰老牙周膜干细胞的分化能力，为牙周再生和进一步提

高种植体的性能提供了一种有效方法。
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[Abstract]  Objective　The effect of TiO2 nanotube morphology on the differentiation potency of senescent periodon‐

tal ligament stem cells was investigated. Methods　Two types of titanium sheets with TiO2 nanotube morphology (20V-

NT and 70V-NT) were prepared via anodic oxidation at 20 and 70 V separately, and their surface morphology was ob‐

served. Young periodontal ligament stem cells were cultivated in an osteogenic induction medium, and the most effective 

surface morphology in promoting osteogenic differentiation was selected. RO3306 and Nutlin-3a were used to induce the 

aging of young periodontal ligament stem cells, and senescent periodontal ligament stem cells were obtained. The osteo‐

genic differentiation of senescent periodontal ligament stem cells was induced, and the effect of surface morphology on 

osteogenic differentiation was observed. Results　 Nanotube morphology was achieved on the surfaces of titanium 

sheets through anodic oxidation, and the diameters of the nanotubes increased with voltage. A significant difference in 

the effect of nanotube morphology was found among 

nanotubes with different diameters in the young periodon‐

tal ligament stem cells. The surface nanotube morpholo‐

gy of 20V-NT had a more significant effect that promoted 

osteogenic differentiation. Compared with a smooth tita‐
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nium sheet, the surface nanotube morphology of 20V-NT increased the number of alkaline phosphatase-positive senes‐

cent periodontal ligament stem cells and promoted calcium deposition and the expression of osteogenic marker genes 

Runt-related transcription factor 2, osteopontin, and osteocalcin. Conclusion　A special nanotube morphology enhances 

the differentiation ability of senescent periodontal ligament stem cells, provides an effective method for periodontal re‐

generation, and further improves the performance of implants.

[Key words]  surface morphology; titanium; nanotubes; osteogenesis; senescence; periodontal ligament stem 

cells

钛及钛合金具有良好的生物相容性、低毒性

及优异的机械性能，因此近几十年来被广泛用作

骨植入物[1]。但在临床应用中仍存在许多问题，主

要与钛植入物的骨整合失败有关。老年患者，尤

其是伴有骨质疏松的患者骨整合率低，严重影响

了钛植入物的成功率[2]。而且，种植体周围没有牙

周组织保护，缺乏本体感受器，应力作用也缺少

缓冲，受力过载也是其失败的重要原因[3]。种植的

研究重点已经从单纯的实现骨结合转变为保护和

预防种植体周围软硬组织丢失。已有研究[4]表明，

与去除牙周膜相比，保留牙周膜纤维的植入物周

围产生了更多的新骨，保留的牙周组织直接促进

了新骨的形成和骨整合。牙周膜的特殊生物功能

不能被忽视。

衰老是一个受多因素影响的复杂过程，表现

为组织器官的正常生理功能下降，可导致虚弱、

死亡和慢性疾病，如骨质疏松、心血管疾病和认

知障碍等的发生[5]。细胞衰老、干细胞耗竭是公认

的机体衰老主要特征之一，其对组织器官衰老的

影响不容忽视[6]。研究[7]已经证明，随着机体的衰

老或体外长期培养，干细胞会发生功能退化并逐

渐失去干性，因而限制了其应用。如何恢复衰老

干细胞的自我更新及增殖能力、多谱系分化潜力

和免疫调节功能，是抗衰治疗的关键[8]。

细胞外基质的硬度、表面形貌和黏附配体会

影响干细胞的增殖、分化及旁分泌功能[9]。细胞外

基质硬化已被证明会在衰老过程中损害毛囊干细

胞功能[10]，而大脑中的小生境硬化会导致少突胶

质祖细胞功能随年龄增长而下降[11]。通过调控细胞

外基质的硬度可改变机械反应，减轻细胞对衰老

环境的负面反应[11]。其机制是通过将细胞外机械信

号转化为细胞内生化信号，调节基因表达并最终

影响干细胞功能[12]。

表面形貌同样会改变细胞所受的力学刺激[13]，

利用表面形貌形成特定结构可以控制间充质干细

胞的自我更新或分化行为[14]。阳极氧化法制备的

二氧化钛纳米管，形态可调控[15]，模拟了天然骨

组织的超微结构[16]，可以激活间充质干细胞成骨

标志性基因的表达，促进间充质干细胞成骨分

化[13]。牙周膜干细胞 （periodontal ligament stem 

cells，PDLSC）在体外诱导培养条件下具有成骨、

成脂和成软骨特性[17]。在动物模型中，PDLSC 的

移植可促进受损牙周组织中骨、牙骨质和功能性

牙周膜的形成[18]。研究[19]表明，二氧化钛纳米管形

貌对年轻的 PDLSC起到了促进成骨作用，并且在

二氧化钛表面形成了牙骨质样组织，其结构与天

然牙周膜非常相似。但能否通过特定的表面形貌

改善衰老间充质干细胞的功能尚不明确。本研究

的目的是探究纳米管形貌能否提高衰老的 PDLSC

的干性，增强成骨分化能力，从而希望利用二氧

化钛纳米管这种特定的表面形貌提高衰老干细胞

的干性，促进成骨分化能力，提高老年患者牙周

和种植手术的成功率。

1  材料和方法

1.1  主要材料和设备

钛（宝钛集团有限公司），氟化铵（上海阿拉

丁生化科技股份有限公司），胎牛血清、基础培养

基 （Gibco 公司，美国），青霉素链霉素、β-半乳

糖苷酶染色试剂盒（北京索莱宝科技有限公司），

RO-3306、BI-2536、Nutlin-3a （Selleck 公司，美

国），人相关干细胞成骨诱导分化试剂盒、茜素红

染色剂 （赛业生物科技有限公司），碱性磷酸酶

（alkaline phosphatase，ALP） 染色剂、RIPA 裂解

液、BCA 蛋白含量检测试剂盒（江苏凯基生物技

术股份有限公司），氯化十六烷基吡啶一水合物

（BBI生命科学有限公司），RNA提取试剂盒、Taq 

Pro Universal SYBR qPCR Master Mix 试剂盒 （南

京诺唯赞生物科技股份有限公司），一抗ALP（ab-

126820）、骨桥蛋白 （osteopontin，OPN）（ab638-

56）（Abcam 公司，英国），甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase， GAP‐

DH）（200306-7E4）、二抗辣根过氧化物酶标记山
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羊抗小鼠 IgG （H+L）（511103）、辣根过氧化物酶

标记山羊抗兔 IgG （H+L）（511203）（成都正能生

物技术有限责任公司）。

扫描电子显微镜 （Inspect F，FEI 公司，美

国），光学轮廓仪 （Contour GT-K，Bruker 公司，

德国），X 射线衍射仪 （Ultima Ⅳ，Rigaku 公司，

日本），接触角测试仪 （DSA30S，KRUSS 公司，

德国），多功能酶标仪 （Synergy LX，BioTek 公

司，美国）。

1.2  二氧化钛纳米管制备

纯钛 （99.9%，1 级） 片 （直径 14 mm，厚度

1 mm；直径 20 mm，厚度 1 mm）由宝钛集团有限

公司提供。钛片抛光至 5 000目，并依次在乙醇和

去离子水中洗涤，得到表面光滑的钛片样品。

利用阳极氧化法[15]制备二氧化钛纳米管形貌

修饰钛片表面。室温下，将光滑钛片样品置于电

解液 （1wt%氟化铵+90vol%甘油+10vol%水） 中，

电压在 30 min 逐步分别升高至 20、70 V，并在恒

定电压下阳极氧化 120 min，对应得到 2 种不同纳

米管形貌的钛片，即 20 V 电压下制备的具有纳米

管形貌的钛片 （20V-nanotube，20V-NT） 和 70 V

电压下制备的具有纳米管形貌的钛片（70V-nano‐

tube，70V-NT），超声震荡2 min。

所有钛片在 450 ℃下退火处理 3 h。通过扫描

电子显微镜观察钛片表面形貌特征。用接触角测

试仪对钛片表面接触角进行测量，评估亲水性。

用光学轮廓仪分析钛片表面粗糙度。用 X 射线衍

射仪对钛片表面成分进行物相定性，该衍射在

10°~80°的2θ范围内，步长为0.02°。

1.3  细胞培养

选择 13~18岁因正畸治疗需要拔除前磨牙的患

者，提取 PDLSC。培养在含 10% 胎牛血清并添加

1%青霉素链霉素的新鲜培养基中，放置在37 ℃含

5%CO2湿度适宜的培养箱中，每 2 d换一次液。将

传至第 3~6 代的年轻牙周膜干细胞 （young-perio-

dontal ligament stem cells，Y-PDLSC）用于后续的

研究。

参考高效诱导人成纤维细胞系 hHCA2衰老的

方法[20]，用RO3306和Nutlin-3a诱导细胞衰老，先

用 9 μmol/L RO3306处理细胞 24 h，使细胞同步在

G2期。之后用 9 μmol/L RO3306和 5 μmol/L Nutlin-

3a 处理 8 h，然后用 5 μmol/L Nutlin-3a 处理 1.5 d，

最后用 100 nmol/L BI-2536 处理 10 d，获得的衰老

牙周膜干细胞（senescent-periodontal ligament stem 

cells，S-PDLSC）用于后续实验。

1.4  衰老相关 β-半乳糖苷酶 （senescence-associa-

ted beta-galactosidase，SA-β-Gal）染色

取单细胞悬浮液接种在 6孔细胞培养板中，培

养 1 d后，使用SA-β-Gal染色试剂盒，按照说明书

推荐的方法进行细胞染色，置于显微镜下观察。

1.5  ALP与茜素红染色

取单细胞悬浮液接种在底部置有钛片的 24孔

细胞培养板中，使用人相关干细胞成骨诱导分化

试剂盒诱导培养 14 d 后进行 ALP 染色，培养 21 d

后进行茜素红染色。培养结束后用 PBS 溶液清洗

细胞，加入 4% 多聚甲醛固定 30 min，PBS 清洗

后，加入ALP染色剂或茜素红染色剂染色 10 min，

再次用PBS溶液清洗，将钛片置于显微镜下观察。

在茜素红染色后，为进行定量分析，加入 10% 十

六烷基吡啶一水合物后置室温下 30 min，吸取上

清，用多功能酶标仪在562 nm处测定吸光度值。

1.6  逆转录 -聚合酶链反应 （reverse transcription-

polymerase chain reaction，RT-PCR）检测

取 Y-PDLSC 单细胞悬浮液接种在底部置有钛

片的 12孔细胞培养板中，使用人相关干细胞成骨

诱导分化试剂盒对 Y-PDLSC 成骨诱导 14 d后进行

RT-PCR，检测钛片表面的细胞中成骨标志性基因

Runt相关转录因子 2（Runt-related transcription fac‐

tor 2，RUNX2）、OPN、骨钙素 （osteocalcin，O-

CN）、骨形态发生蛋白 2 （bone morphogenetic pro‐

tein 2，BMP2）的表达水平，GAPDH作参考基因。

RUNX2、OPN、OCN、BM-P2、GAPDH的引物序

列见表1。

取 S-PDLSC 单细胞悬浮液接种在底部置有钛

片的 12孔细胞培养板中，使用人相关干细胞成骨

诱导分化试剂盒对 S-PDLSC 成骨诱导 7 d 后进行

RT-PCR，检测钛片表面的细胞中成骨标志性基因

RUNX2、OPN、OCN 的表达水平，GAPDH 作参

考基因。

为评估 Y-PDLSC与 S-PDLSC中增殖相关基因

Ki-67 的表达水平，细胞传代后培养 2 d 进行 RT-

PCR。增殖标志物 Ki-67 （marker of proliferation 

Ki-67，MKI67）的引物见表 1，GAPDH 作参考基

因。培养结束后，将样品在 PBS 中洗涤，并用

RNA 提取试剂盒提取总 RNA。使用 Taq Pro Uni‐

versal SYBR qPCR Master Mix试剂盒在每 10 µL含

有 1 µg cDNA 样品和特异性引物的 PCR 混合物中

进行RT-PCR反应。反应条件：95 ℃持续 30 s，然

后 95 ℃持续 10 s，40次循环，60 ℃持续 30 s，最

后95 ℃持续15 s，60 ℃持续60 s。
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1.7  蛋白免疫印迹法

使用人相关干细胞成骨诱导分化试剂盒对 S-

PDLSC诱导培养 14 d后，RIPA裂解液收获并裂解

细胞。用 BCA蛋白含量检测试剂盒测定成骨相关

蛋白的表达。煮沸均衡蛋白质提取物后，通过十

二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dode-

cyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-

PAGE）分离蛋白质，将其电泳转移到PVDF膜上。

然后将膜与ALP、OPN和GAPDH的特异性抗体一

起孵育，4 ℃震荡过夜，清洗后加入二抗稀释液，

室温下孵育2 h，并进行显影以显示目的蛋白质。

1.8  数据处理及统计分析

所有实验至少重复 3次，每次设 3个复孔，以

确保观察结果的有效性。数据采用均数±标准差表

示。采用 Graph‐Pad Prism 9.0 软件进行统计分析。

使用 t检验对各组数据进行两两比较。P<0.05为差

异具有统计学意义。

2  结果

2.1  不同表面纳米形貌的钛片

利用阳极氧化法制备出规律排列的二氧化钛

纳米管形貌来修饰钛片表面。通过调控阳极氧化

电压，得到了20V-NT和70V-NT。

扫描电子显微镜观察可见，光滑钛片的表面

整体光滑平整；20V-NT 及 70V-NT 表面的纳米管

分布均匀，其中 20V-NT 表面纳米管直径约为

40 nm，70V-NT 表面纳米管直径约为 170 nm （图

1A）。纳米管径随着阳极氧化电压的增大而增大。

表 1　引物序列

Tab 1　Primer sequences

基因

RUNX2

OPN

OCN

BMP2

MKI67

GAPDH

引物（5’-3’）

上游：TGGTTACTGTCATGGCGGGTA

下游：TCTCAGATCGTTGAACCTTGCTA

上游：GAAGTTTCGCAGACCTGACAT

下游：GTATGCACCATTCAACTCCTCG

上游：CACTCCTCGCCCTATTGGC

下游：CCCTCCTGCTTGGACACAAAG

上游：ACCCGCTGTCTTCTAGCGT

下游：TTTCAGGCCGAACATGCTGAG

上游：TCCTTTGGTGGGCACCTAAGACCTG

下游：TGATGGTTGAGGTCGTTCCTTGATG

上游：CTTTGGTATCGTGGAAGGACTC

下游：GTAGAGGCAGGGATGATGTTCT

A：扫描电子显微镜观察表面形貌；B：亲水性测试（接触角）；C：表面粗糙度，**P<0.01，***P<0.005；D：光滑钛片的 X射线衍

射；E：不同表面纳米管形貌钛片的X射线衍射。

图 1 钛片表面特征

Fig 1 Surface characterizations of titanium sheets

••175



2024-04 42（2）华西口腔医学杂志 West China Journal of Stomatology

接触角检测显示，光滑钛片的表面接触角最

大，70V-NT次之，20V-NT最小（图 1B）。这表明

表面有纳米管形貌的钛片的亲水性较光滑钛片好，

且20V-NT的亲水性更好。

表面粗糙度检测显示，光滑钛片、20V-NT、

70V-NT 的表面粗糙度的差异具有统计学意义，

20V-NT、70V-NT 的粗糙度大于光滑钛片，70V-

NT的粗糙度大于20V-NT（图1C）。

X射线衍射检测显示，20V-NT、70V-NT的表

面形成了二氧化钛，并且 70V-NT的吸收峰较 20V-

NT高（图1D、E），表明其结晶度更高。

2.2  表面纳米形貌对Y-PDLSC成骨功能的影响

针对二氧化钛纳米管形貌对 Y-PDLSC 成骨分

化的影响进行验证。细胞成骨诱导培养 14 d 后进

行 ALP 染色，ALP 染色阳性的细胞核呈蓝紫色，

细胞质呈淡紫色，染色结果显示，20V-NT表面可

见 ALP 染色更深，阳性细胞数更多 （图 2A），

70V-NT表面与光滑钛片无明显区别。细胞成骨诱

导培养 21 d 后进行茜素红染色，染色结果显示，

20V-NT 表面染色比光滑钛片及 70V-NT 更深 （图

2B）。ALP 染色和茜素红染色结果均表明，20V-

NT 可促进 PDLSC 的成骨分化，而 70V-NT 对 PD-

LSC的成骨分化无明显的促进作用。

细胞成骨诱导培养 14 d，RT-PCR 检测成骨标

志性基因的表达情况，结果显示，与光滑钛片相

比，20V-NT 表面细胞的 BMP2、RUNX2、OPN、

OCN 基因表达均升高；70V-NT 表面细胞的 OPN、

OCN 基因表达升高不如 20V-NT 明显，甚至 RUN-

X2基因的表达下降（图 2C）。结果表明，20V-NT

对 Y-PDLSC 的成骨分化有明显的促进作用，而

70V-NT对Y-PDLSC的促成骨分化作用不明显。选

择具有促成骨分化作用的20V-NT进行后续实验。

2.3  建立PDLSC体外衰老模型

应用 Nutlin-3a 瞬时激活 p53 诱导细胞衰老，

SA-β-Gal 染色结果显示，细胞经过诱导后，SA-

β-Gal 阳性细胞率接近 100%，并且细胞形态也发

生了明显的改变，与 Y-PDLSC 呈现的典型的细长

梭状不同，细胞面积更大，形状不规则（图 3A），

A：Y-PDLSC成骨诱导培养14 d后ALP染色；B：Y-PDLSC成骨诱导培养21 d后茜素红染色；C：Y-PDLSC成骨诱导培养14 d后，RT-

PCR检测BMP2、RUNX2、OPN、OCN基因的表达，*P<0.05，**P<0.01。

图 2 表面纳米形貌对Y-PDLSC的影响

Fig 2 The effect of surface nanomorphology on Y-PDLSC
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MKI67基因表达也明显降低（图3B），细胞的增殖

能力显著下降，处于增殖停滞状态。这些都是衰

老细胞的体外特征，本研究成功诱导了年轻的

PDLSC衰老，获得了S-PDLSC。

2.4  表面形貌对S-PDLSC成骨功能的影响

由于 70V-NT表面纳米形貌对细胞的促成骨分

化作用不明显，故仅对 20V-NT进行研究了解表面

形貌对衰老细胞成骨功能的影响，结果见图4。

A：从左到右为Y-PDLSC、S-PDLSC的SA-β-Gal染色；B：RT-PCR检测Y-PDLSC与S-PDLSC的MKI67基因表达，****P<0.001。

图 3 诱导Y-PDLSC衰老

Fig 3 Induced Y-PDLSC senescence

A：S-PDLSC成骨诱导培养 14 d后ALP染色；B：S-PDLSC成骨诱导培养 21 d后茜素红染色；C：S-PDLSC成骨诱导 14 d后，蛋白质

印迹法检测S-PDLSC中ALP和OPN的表达；D：S-PDLSC成骨诱导培养 21 d后，茜素红染色吸光度检测；E：S-PDLSC成骨诱导培养 7 d

后，RT-PCR检测RUNX2、OCN、OPN基因的表达，**P<0.01，***P<0.005，****P<0.001。

图 4 表面纳米形貌对S-PDLSC的影响

Fig 4 The effect of surface nanomorphology on S-PDLSC
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S-PDLSC 成骨诱导培养 14 d 后，ALP 染色结

果显示，20V-NT表面染色更深，ALP阳性细胞更

多（图4A）。成骨诱导培养21 d后，茜素红染色结

果显示，光滑钛片表面有少量钙沉积物形成，而

20V-NT 表面有大量钙沉积物形成（图 4B），20V-

NT 表面的茜素红吸光度高于光滑钛片 （图 4D）。

无论是ALP染色还是茜素红染色，都表明 20V-NT

促进了S-PDLSC的成骨分化。

细胞成骨诱导培养 14 d 后，蛋白质免疫印迹

法检测成骨相关蛋白的表达情况，结果显示，与

光滑钛片相比， 20V-NT 表面 S-PDLSC 的 ALP、

OPN表达升高（图4C）。

细胞成骨诱导培养 7 d 后，RT-PCR 检测成骨

标志性基因的表达情况，结果显示，与光滑钛片

相比， 20V-NT 表面 S-PDLSC 的 RUNX2、OPN、

OCN表达升高（图4E）。

3  讨论

近年来，材料表面形貌对细胞成骨分化影响

的研究逐渐深入[21]，本研究通过观察纳米管形貌

结构对 S-PDLSC 的影响，探究纳米管形貌是否有

助于恢复 S-PDLSC 的成骨分化能力。通过分析文

献中阳极氧化相关的重要参数，包括电压、时间、

电解质成分和浓度、电解质 pH、温度、电解质中

氟化物和水的浓度[22]，了解到通过控制这些变量，

能够在材料表面形成稳定的纳米管形貌。本研究

所制备出的二氧化钛纳米管形貌，具有良好的可

重复性。而当这些关键参数发生改变时，纳米管

的长度、壁厚、直径等也会随之发生变化。随着

电压的增大，纳米管径会逐渐增大，纳米管长度

也会增加[23]。在本研究中重点关注表面形貌的改

变，管径是一项直观且易于测量的形貌特点，可

以看到纳米管径随着电压的增大而增大。本研究

表明，利用阳极氧化法控制电压的大小，可制备

出规律而稳定的纳米管形貌。

目前，对纳米管形貌的最佳直径尚未达成一

致。有学者[24]对直径 30~100 nm 纳米管进行研究，

发现随着纳米管直径的增加，成骨细胞伸长，ALP

表达水平增加，骨形成能力增强。而也有学者[25]对

直径 15~100 nm纳米管进行研究，发现直径 15 nm

的纳米管形貌可以促进间充质干细胞和造血干细

胞的细胞黏附、增殖、迁移和分化，随着纳米管

直径的增加而成骨能力降低。当然，也有学者[26]

研究发现，在 50、70、100 nm 纳米管中，70 nm

的纳米管形貌促进人脂肪干细胞成骨分化的效果

最佳，因此认为纳米管直径不是越大或越小越好，

存在最适宜的直径。这些结论的不同，可能是由

于细胞种类的不同，也可能是受到纳米管壁厚度、

长度等因素的影响。因此，本研究首先筛选出促

进 Y-PDLSC 成骨分化作用最显著的纳米管形貌，

结果发现，并不是所有的纳米管形貌都能明显地

促进成骨分化，20V-NT表面纳米的形貌促成骨分

化效果更明显。

在以往关于纳米管形貌对细胞影响的研究中，

缺乏衰老细胞相关的研究，因此本研究进一步了

解纳米管形貌对衰老细胞的影响。首先要快速稳

定地获得衰老的 PDLSC，本研究参考诱导人类成

纤维细胞系 hHCA2 衰老的方法[20]，应用 Nutlin-3a

瞬时激活 p53诱导细胞衰老，其中 BI-2536的作用

时间由原来的 9 d延长至 10 d，以保证清除增殖细

胞的效果更稳定。结果 PDLSC 经过诱导后，SA-

β-Gal 染色结果显示，SA-β-Gal 阳性细胞率接近

100%，并且细胞形态也发生了明显的改变，与 Y-

PDLSC 呈现的典型的细长梭状不同，细胞面积更

大，形状不规则，这些都是衰老细胞的体外特

征[27]。除此之外，与细胞增殖能力相关的 MKI67

基因表达也明显降低，细胞的增殖能力显著下降，

处于增殖停滞状态，这也是细胞衰老的特征之

一[27]。本研究结果与 Johmura 等[20] 的结果相符，

Johmura 还将此诱导方法与 DNA 损伤诱导衰老、

氧化诱导衰老和复制衰老进行了对比，发现P16的

表达和SA-β-Gal阳性率高于其他方法诱导的细胞；

RNA-seq 分析表明，此方法诱导衰老细胞的转录

组与其他诱导方法的转录组相似。本研究成功诱

导了年轻的PDLSC衰老，获得了S-PDLSC。

在衰老过程中，干细胞的再生潜力和组织分

化能力下降[28]，与细胞之间及细胞外基质之间通

信方式变化相关[6]。最近的一项研究[29]表明，衰老

组织的结构和功能衰退与细胞机械信号Yes相关蛋

白 （Yes associated protein，YAP） /含 WW 结构域

的转录调节蛋白 1 （WW domain-containing trans-

cription regulator protein 1，WWTR1，也称 TAZ）

的主要效应物的功能减弱相关。YAP 响应机械刺

激从细胞质易位到细胞核[30]，纳米管形貌也是通

过促进细胞核内 YAP 的表达来促进干细胞的增殖

和成骨分化[13]。YAP/TAZ 活性在细胞的生理老化

过程中下降，而维持 YAP 功能可使衰老细胞恢复

活力，并对抗衰老相关特征的出现[29]。因此本研

究推测纳米形貌可能是通过促进 YAP 的核内表达
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来对抗细胞衰老，维持细胞干性。当然，纳米形

貌影响 S-PDLSC 分化的具体作用机制仍有待深入

研究和进一步验证。

纳米形貌在促进骨整合、调节免疫应答、控

制感染等方面的作用都具有临床应用价值[31]。间

充质干细胞的衰老是成骨能力降低的重要原因，

导致成骨破骨失衡[32]。在卵巢切除鼠的体内实验

已经证明，纳米形貌能够提高植入物的骨整合率，

增加骨质疏松症的手术成功率[33]。本研究表明，

纳米形貌能提高 S-PDLSC 减弱的分化能力，促进

成骨分化，为提高老年患者骨再生能力及术后骨

整合提供了可能，进一步拓宽手术的适应证。纳

米管形貌促进老年患者植入物周围形成牙周膜样

组织，为成功的牙周再生和进一步提高种植体的

性能提供了一种有临床应用价值的方法，是实现

全牙再生的重要组成部分。本研究进一步证明了

细胞外基质对衰老细胞的影响，其中，形貌对细

胞衰老的影响是一个值得关注的重点。

综上，本研究在钛片上制备出了不同直径的

二氧化钛纳米管形貌，从中挑选出了有明显促成

骨分化效果的纳米形貌，并证明 20V-NT表面纳米

管形貌显著促进了 S-PDLSC 的成骨分化，说明通

过特定表面纳米形貌可以有效恢复衰老干细胞的

功能，从而有望应用于种植体的表面修饰，提高

老年患者体内的骨结合及手术成功率。当然，本

研究还存在着明显的不足，功能性验证较为单一，

缺少体内实验，关于纳米形貌对抗细胞衰老的机

制也缺乏探讨。在接下来的研究中，将会对以上

内容进行深入探索，完善功能性验证实验，明确

纳米形貌发挥作用的机制。在未来，可以尝试在

不同材料上制备纳米形貌，拓宽纳米形貌的应用

范围。同时，也可以进一步探索纳米形貌对其他

衰老组织细胞的影响，希望可以用于更多组织的

再生。
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