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TGF-β1、iRootBPPlus对盖髓效果影响的实验研究
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  [摘要] 目的 探讨转化生长因子β1(transforminggrowthfactor-β1,TGF-β1)和iRootBPPlus联合盖髓的可

行性,以期为提高活髓保存成功率提供实验参考。方法 获取4周龄雄性SD大鼠的上、下颌第一磨牙共40颗,截
根,保留第一磨牙牙冠及冠髓组织,随机分为4组进行盖髓:对照组、iRootBPPlus组、TGF-β1组、iRootBPPlus+
TGF-β1组。将盖髓术后的实验牙样本移植入6周龄雄性BALB/c裸鼠背部两侧的囊袋中。培养6周后,处死裸

鼠并取出样本,进行 HE染色,分析评价样本牙髓炎症反应程度和修复性牙本质或矿化组织形成情况;免疫组织化

学检测牙本质基质蛋白1(dentinmatrixprotein1,DMP-1)在成牙本质细胞中的表达情况。结果 iRootBPPlus
组、TGF-β1组、iRootBPPlus+TGF-β1组牙髓炎症反应程度、修复性牙本质或矿化组织形成程度优于对照组(P<
0.05);iRootBPPlus+TGF-β1组修复性牙本质或矿化组织形成程度明显优于iRootBPPlus组、TGF-β1组(P<
0.05)。iRootBPPlus组、TGF-β1组、iRootBPPlus+TGF-β1组DMP-1在成牙本质细胞中的表达明显强于对照

组,iRootBPPlus+TGF-β1组 DMP-1在成牙本质细胞中的表达明显强于iRootBPPlus组和 TGF-β1组(P<
0.05)。结论iRootBPPlus、TGF-β1均能促进修复性牙本质或矿化组织的形成,iRootBPPlus与TGF-β1联合应

用于直接盖髓术时,形成修复性牙本质或矿化组织的能力优于单独使用iRootBPPlus或TGF-β1。
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[Abstract] Objective Toinvestigatethefeasibilityoftransforminggrowthfactorβ1
(TGF-β1)combinedwithiRootBPPlusforpulpcapping,soastoprovideexperimentalreference
forimprovingthesuccessrateofvitalpulppreservation.Methods Atotalof40upperand
mandibularfirstmolarsof4-week-oldmaleSDratswereobtained,theirrootswerecutoff,and
thecrownandcrownpulptissuesofthefirstmolarwereretained.Theywererandomlydivided
intofourgroupsforpulpcapping:thecontrolgroup,iRootBPPlusgroup,TGF-β1group,and
iRootBPPlus+TGF-β1group.Theexperimentalteethafterpulpcappingweretransplantedinto
thebackpocketsof6-week-oldmaleBALB/Cnudemice.At6weeksafterculture,thenudemice
werekilledandthesampleswerestainedwithHEtoevaluatethedegreeofpulpalinflammation
andtheformationofreparativedentinormineralizedtissue.Theexpressionofdentinmatrix
protein1(DMP-1)inodontoblastswasdetectedbyimmunohistochemistry.Results Thedegree
ofpulpinflammationandtheformationofreparativedentinormineralizedtissueiniRootBPPlus
group,TGF-β1group,andiRootBPPlus+TGF-β1groupwerebetterthanthoseinthecontrol
group(P<0.05).ThedegreeofformationofreparativedentinormineralizedtissueiniRootBP
Plus+TGF-β1groupwassignificantlyhigherthanthatiniRootBPPlusgroupandTGF-β1group
(P<0.05).TheexpressionofDMP-1inodontoblastsofiRootBPPlusgroup,TGF-β1group,

andiRootBPPlus+TGF-β1groupwassignificantlystrongerthanthatofthecontrolgroup,and
theexpressionofDMP-1inodontoblastsofiRootBPPlus+TGF-β1groupwassignificantly
strongerthanthatofiRootBPPlusgroupandTGF-β1group(P<0.05).Conclusion iRootBP
PlusandTGF-β1canpromotetheformationofreparativedentinormineralizedtissue.iRootBP
PluscombinedwithTGF-β1canbeusedindirectpulpcapping,andtheabilitytoformreparative
dentinormineralizedtissuewassuperiortoiRootBPPlusorTGF-β1alone.

[Keywords] dentalpulpcapping;transforminggrowthfactorβ1;iRootBPPlus

  牙髓暴露的主要原因包括龋源性露髓、外伤性

露髓和机械性露髓,活髓保存是重要的治疗手段,符
合微创治疗的目标和理念。牙髓组织是来源于外间

充质,被坚硬牙本质壁所包绕的疏松结缔组织,有着

形成、营养、感觉、防御等重要功能,对天然牙的正常

行使和长期保存具有重要的临床意义。尤其对于牙

根未完全形成的年轻恒牙来说,活髓的保存对根尖

孔的封闭、牙齿的正常发育等至关重要。盖髓材料

的选择与活髓保存的成功率密切相关,盖髓材料的

应用可以有效减轻组织感染和炎症反应,促进修复

性牙本质的形成,保存牙髓的正常活力。iRootBP
Plus是一种硅酸盐生物陶瓷类材料,具有良好的生

物相容性、抗菌性和形成羟磷灰石的能力[1]。转化

生 长 因 子 β1(transforming growthfactor-β1,

TGF-β1)是一种通过细胞间信号转导调节细胞活动

的多功能蛋白,它能够调节细胞增殖、分化和形成,
在胚胎生长发育、刺激基质分泌、骨再生和重建、免
疫抑制调节以及神经系统发育等方面都发挥着重要

作用,已广泛应用于组织工程学的研究[2]。TGF-β1
在调控人牙髓细胞增殖和分化过程中具有重要的作

用,促进细胞外基质和矿化组织的形成并直接参与

牙髓组织的损伤修复[3-4]。目前 TGF-β1与iRoot
BPPlus联合应用于直接盖髓术的相关研究报道较

少,本实验将TGF-β1与iRootBPPlus联合应用于

直接盖髓,观察并分析牙髓组织炎症反应、修复性牙

本质或矿化组织的形成程度,探究TGF-β1与iRoot
BPPlus联 合 应 用 的 可 行 性 及 疗 效 评 价。报 告

如下。

1 材 料 与 方 法

1.1 实验材料

1.1.1 实 验 试 剂 和 设 备  iRoot BP Plus
(InnovativeBioCeramix公司,加拿大);牙本质基质

蛋白1(dentinmatrixprotein1,DMP-1)抗体(祥泰

生物技术公司,常州);石蜡切片机、包埋机(Leica公

司,德国);显微数码照像机(Olympus公司,日本)。

1.1.2 实验动物 选取健康4周龄雄性SD大鼠10
只,体重为(150±10)g,6周龄雌性BALB/c裸鼠20
只,体重为(25±5)g,置于温度、湿度控制适宜的

SPF级动物房中饲养。实验动物由北京华阜康生

物科技股份有限公司提供。
本实验经河北医科大学口腔医院医学伦理委员
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会伦理审查[批准编号:(2020)027]。

1.2 实验方法

1.2.1 直 接 盖 髓 模 型 的 制 备 取6周 龄 雌 性

BALB/c裸鼠20只,术前禁食6h,麻醉前对其进行

称重,0.5%戊巴比妥钠按照30mg/kg的比例进行

腹腔注射麻醉。取4周龄雄性SD大鼠10只,处死

后,从上、下颌骨中分离获取第一磨牙共40颗,无菌

PBS缓冲液冲洗3次;无菌手术刀片将磨牙自牙颈

部切断,截根,保留第一磨牙牙冠及冠髓组织,随机

分为4组 进 行 盖 髓:对 照 组、iRootBPPlus组、

TGF-β1组、iRootBPPlus+TGF-β1组。所有操作

均由一名临床经验丰富的医生独立完成。对照组:
将胶原蛋白海绵用眼科剪剪至合适大小,浸于无菌

PBS缓冲溶液中,当胶原海绵呈现饱和状态时,立
刻放置于牙髓组织断面上。iRootBPPlus组:牙髓

断面 处 放 置 约 0.05 mm 厚 度iRootBPPlus。

TGF-β1组:将胶原蛋白海绵用眼科剪剪至合适大

小,浸于制备好的100μg/LTGF-β1溶液中,当胶

原海绵呈现饱和状态时,立刻放置于牙髓组织断面

上。iRootBPPlus+TGF-β1组:取0.5g预混即用

型iRootBPPlus置于无菌模具中,与0.5mL的

100μg/LTGF-β1溶液混匀后放置于牙髓组织断面

上。

1.2.2 皮下埋植实验 在BALB/c裸鼠背部两侧

近后腿处皮肤做约5mm长的横行切口,止血钳钝

性分离皮下组织形成左右侧各一个囊袋。每个囊袋

中随机植入一个直接盖髓术后的样本(图1,2)。缝

合,消毒,标记,待麻醉苏醒后将其继续置于SPF环

境中饲养。

图1 裸鼠皮下埋植实验示意图

Figure1 Schematicdiagramofsubcutaneousimplantationinnudemice
图2 裸鼠皮下埋植实验过程图

Figure2 Experimentalprocessdiagramofsubcutaneousimplantationinnudemice

1.2.3 样本采集及切片制作 培养6周后处死裸

鼠并取出样本,固定、脱钙、包埋、切片,进行 HE染

色及DMP-1阳性表达检测。HE染色图像参考评

价标准[5]见表1,主要根据牙髓组织炎症反应和矿

化组织形成情况对组织学结果进行分级评价,得分

1分是最佳结果,得分4分是最差结果。DMP-1阳

性表现为显微镜下细胞核呈棕黄色染色,高倍镜下

随机选取3个不重复的阳性区域。

1.3 统计学方法 应用SPSS26.0统计软件分析

数据。非正态分布计量资料比较采用秩和检验,等
级资料比较采用秩和检验。P<0.05为差异有统

计学意义。

表1 牙髓炎症反应及矿化组织形成程度组织学评价标准

Table1 Histologicalevaluationcriteriaforpulp
inflammationresponseanddegreeof

mineralizedtissueformation

评价得分 定义

牙髓炎症

 1分 无炎症(未见明显炎症细胞浸润)

 2分 轻度炎症(少量炎症细胞散在分布)

 3分 中度炎症(可见中性粒细胞中度浸润)

 4分 重度炎症/脓肿形成(重度反应)及牙髓坏死

修复性牙本质或矿化组织形成

 1分 矿化组织覆盖所有牙髓暴露面

 2分 矿化组织覆盖大部分牙髓暴露面(≥50%露髓区域)

 3分 矿化组织覆盖小部分牙髓暴露面(<50%露髓区域)

 4分 未形成矿化组织
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2 结  果

2.1 HE染色

2.1.1 HE染色观察结果 对照组髓腔内可见极少

量不规则钙化物形成,内有成牙本质样细胞,类似骨

样牙本质;在原有成牙本质细胞层与牙本质间可见

少量类修复性牙本质的矿化基质形成;髓腔内可见

较多炎症细胞浸润。iRootBPPlus组牙髓断面下

方形成一层均质矿化基质,覆盖全部或部分牙髓暴

露面,厚度小于iRootBPPlus+TGF-β1组且牙本

质小管样没有iRootBPPlus+TGF-β1组形态规

整、排列整齐;在原有成牙本质细胞与牙本质间可见

一层较厚的均质的类修复性牙本质的矿化基质形

成;无明显炎症细胞浸润。TGF-β1组髓腔内形成

大面积不规则钙化团块相互融合,类似骨样牙本质,
覆盖全部或部分牙髓暴露面;在原有成牙本质细胞

层与牙本质间的部分区域,可见一层较薄的不规则

的类修复性牙本质的矿化基质形成;髓腔内可见少

量炎症细胞浸润。iRootBPPlus+TGF-β1组牙髓

断面下方形成较厚的一层均质矿化基质,覆盖全部

牙髓暴露面;该矿化基质表面可见整齐的一层高柱

状成牙本质样细胞呈极性排列,成牙本质细胞突起

嵌入牙本质小管内,牙本质小管形态规整、排列整

齐;在原有成牙本质细胞与牙本质间可见一层较厚

的均质的类修复性牙本质的矿化基质形成;无明显

炎症细胞浸润(图3)。

图3 各组样本HE染色(P:牙髓组织;

Os:骨样牙本质;RD:修复性牙本质;

Od:成牙本质细胞)

A.对照组(×100);B.对照组(×200);

C.iRootBPPlus组(×100);D.iRootBP
Plus组(×200);E.TGF-β1组(×100);

F.TGF-β1 组 (×200);G.iRootBP
Plus+TGF-β1组(×100);H.iRootBP
Plus+TGF-β1组(×200)

Figure3 HEstainingofsamplesineachgroup(P:pulp;OS:osteodentin;RD:reparativedentin;Od:odontoblasts)

2.1.2 牙髓炎症反应及修复性牙本质或矿化组织

形成 程 度 比 较 iRootBPPlus组、TGF-β1组、

iRootBPPlus+TGF-β1组牙髓炎症反应程度和修

复性牙本质或矿化组织形成程度明显优于对照组,

iRootBPPlus+TGF-β1组修复性牙本质或矿化组

织形成程度明显优于iRootBPPlus组、TGF-β1
组,差异有统计学意义(P<0.05)。见表2。

2.2 DMP-1阳性表达结果 iRootBPPlus组、

TGF-β1组、iRootBPPlus+TGF-β1组成牙本质样

细胞DMP-1的阳性表达明显高于对照组,iRootBP
Plus+TGF-β1组 DMP-1阳 性 表 达 率 明 显 高 于

iRootBPPlus组、TGF-β1组,差异有统计学意义

(P<0.05)。见表3,图4。
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表2 各组样本牙髓炎症反应及修复性牙本质或矿化组织形成程度比较

Table2 Comparisonofdentalpulpinflammationandthedegreeofrestorativedentinor
mineralizedtissueformationineachgroup

(n=10,例数)

 组别
牙髓炎症反应

1分 2分 3分 4分

修复性牙本质或硬组织形成程度

1分 2分 3分 4分

对照组 0 5 3 2 0 0 3 7
iRootBPPlus组 7 2 0 1* 3 4 4 0*

TGF-β1组 5 3 1 1* 2 4 3 0*

iRootBPPlus+TGF-β1组 9 1 0 0* 9 1 0 0*#△

 Hc值 12.824 24.090
 P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与对照组比较 #P 值<0.05与iRootBPPlus组比较 △P 值<0.05与TGF-β1组比较(秩和检验)

图4 各组样本DMP-1的表达(P.牙髓
组织;Os.骨样牙本质;RD.修复性牙本
质;Od.成牙本质细胞)(免疫组织化学
染色)
A.对照组(×100);B.对照组(×200);
C.iRootBPPlus组(×100);D.iRootBP
Plus组(×200);E.TGF-β1组(×100);
F.TGF-β1组(×200);G.iRootBPPlus+
TGF-β1组(×100);H.iRootBPPlus+
TGF-β1组(×200)

Figure4 TheDMP-1expressionofsamplesineachgroup(P:pulp;OS:osteodentin;RD:reparativedentin;Od:odontoblasts)
(Immunohistochemicalstaining)

表3 各组样本DMP-1比较

Table3 ComparisonofDMP-1ofsamplesineachgroup
[n=10,M(QR)]

组别 DMP-1平均光密度值

对照组 0.121(0.000)

iRootBPPlus组 0.167(0.011)*

TGF-β1组 0.172(0.012)*

iRootBPPlus+TGF-β1组 0.230(0.018)*#△

Hc值 34.077
P 值 <0.001

*P 值<0.05与对照组比较 #P 值<0.05与iRootBPPlus组比

较 △P 值<0.05与TGF-β1组比较(秩和检验)

3 讨  论

回顾国内外文献和病例报道,许多学者从研究

传统的盖髓材料氢氧化钙到以三氧矿物聚合物

(mineraltrioxideaggregate,MTA)、iRootBPPlus
为代表的性能优越的生物陶瓷类材料,直至近年来

大量研究证明了TGF-β1、骨形态发生蛋白、血管内

皮生长因子等[6]多种生长因子在诱导牙髓-牙本质
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复合体再生的过程中也具有一定的促进作用[7-8]。
有研究显示,iRootBPPlus较 MTA具有更高的促

进人牙髓细胞增殖和形成修复性牙本质的能力[9]。
牙的发育是上皮与间充质相互作用的复杂过程,

TGF-β1几乎参与牙发育的所有阶段,包括牙胚的

发生、组织的成长和牙齿萌出[10-11]。Xu等[12]学者

观察到早期条件性敲除TGF-β1受体基因的小鼠,
其牙槽骨量和骨矿物质密度会显著降低。Li等[13]

学者将含有TGF-β1的多孔壳聚糖膜,用于狗牙髓

损伤模型的直接盖髓术中,观察到在穿髓孔表面形

成了连续完整的修复性牙本质。由此看来,TGF-β1
对牙髓组织的修复和愈合有着不容小觑的作用。

胶原蛋白海绵是具有胶原生物学功能的新型生

物材料,因其疏松多孔的结构、良好的生物相容性和

止血性等特点已被广泛应用于组织工程支架材

料[14-15]。实验中使用胶原蛋白海绵作为载体,使

TGF-β1及PBS溶液能覆盖于牙髓组织表面从而发

挥盖髓剂的作用。有文献指出,生物陶瓷类材料可

以制造具有特定内部结构和表面性质的微环境,以
适应细胞分布、黏附及增殖[16-17],为iRootBPPlus
在发挥盖髓剂作用的同时作为iRootBPPlus+
TGF-β1组中TGF-β1的支架材料提供可能[18-19]。

本研究结果显示,TGF-β1组髓腔内形成大面

积不规则钙化团块,类似骨样牙本质,覆盖大部分牙

髓暴露面,但无完整的牙本质钙化桥;牙髓炎症反应

分级中轻度有3例,中度有1例,1例样本观察到有

牙髓坏死。推测可能是因为TGF-β1复合胶原海绵

封闭性较差且代谢速度较快[20-21],不能在6周内一

直维持最有效的浓度,因而部分样本可有炎症细胞

浸润;这与李响等[22]的研究结果相似,其发现富血

小板纤维蛋白用于直接盖髓术后,牙髓组织可观察

到炎症反应,但仍具有较高的诱导硬组织形成的能

力。iRootBPPlus+TGF-β1组仅观察到1例样本

牙髓炎症反应分级为轻度,其余均无明显炎细胞浸

润,并可见牙髓断面完全被矿化组织覆盖,在原有牙

本质贴近牙髓组织的一侧,可见较厚的均匀连续的

修复性牙本质形成可以说明为牙髓的修复或矿化组

织的形成提供了更良好的微环境。且iRootBP
Plus+TGF-β1组比iRootBPPlus组、TGF-β1组

形成的修复性牙本质或矿化组织面积更广、更厚且

更均匀连续,牙本质小管形态规整、排列规则。说明

iRootBPPlus+TGF-β1组比iRootBPPlus组、

TGF-β1组具有更强的成牙本质能力,且差异有统

计学意义(P<0.05)。免疫组织化学染色结果显

示,iRootBPPlus联合TGF-β1应用能够更显著地

增强成牙本质样细胞的活性[23],增强了DMP-1的

表达[24-25]。
综上所述,iRootBPPlus或TGF-β1单独使用

均能促进修复性牙本质形成和 DMP-1的表达,

iRootBPPlus与 TGF-β1联合应用形成修复性牙

本质的能力更优越。但由于外源性生长因子的生物

半衰期短及给药方式的限制,局部应用于体内十分

容易被代谢,难以长期维持有效浓度,且价格昂贵等

问题,在一定程度上限制了生长因子的临床应用。
选择合适的载体来解决外源性生长因子在局部持续

稳定发挥作用的问题仍将是将其应用于临床所面对

的难题和研究的重点。
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