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基于支架的牙髓组织预血管化技术的研究进展
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[摘要] 对于牙髓坏死的年轻恒牙，目前临床上多采用牙髓血运重建术进行治疗。因该方法无法重建功能性牙髓

样组织，并可能导致根管钙化，因此再生牙髓治疗引起了广泛关注。牙髓组织再生的目的是恢复自体牙髓组织的

活性与功能，其成功的关键因素是快速形成功能性血管网。根管和髓腔作为一种相对狭窄、密闭、缺血缺氧的环

境，功能性血管网从根管长到髓腔的过程非常缓慢，因此预血管化技术应运而生。该技术是在牙髓的工程化组织

构建中预先形成功能性血管网络，确保为构建体提供足够的血液供应；然后将血管网络与宿主脉管系统吻合，最

终诱导血管化牙髓组织再生。本文综述了基于支架的预血管化技术在细胞、生长因子和支架方

面的研究进展，同时也总结了与预血管化相关的三维生物打印技术及其应用，以期为再生医学

发展提供理论依据。
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[Abstract] In young permanent teeth with pulp necrosis, the current clinical approach for pulp revascularization does 

not effectively reconstruct functional pulp-like tissue and may lead to root canal calcification. Consequently, regenerative 

endodontic treatment has garnered widespread attention from scholars. The primary aim of dental pulp tissue regeneration 

is to restore the activity and functionality of autologous dental pulp tissue, with the rapid formation of a functional vascu‐

lar network taken as a critical success factor. However, the root canal and medullary cavity present relatively narrow, air‐

tight, ischemic, and hypoxic environments, which impedes the growth of the functional vascular network from the root ca‐

nal to the medullary cavity. This challenge has been addressed by researchers who proposed prevascularization technique, 

which involves the formation of a functional vascular network within engineered tissue to ensure an adequate blood sup‐

ply to the construct. This vascular network can anastomose with the host vasculature, ultimately facilitating the regenera‐

tion of vascularized dental pulp tissue. This article reviews potential cell types, growth factors, and scaffold sources perti‐

nent to scaffold-based prevascularization technology. Three dimension (3D) bioprinting technology related to prevascula-

rization is discussed, and a theoretical foundation for advancements in regenerative medicine is provided.
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牙髓组织再生是将组织工程移植物置入根管

内，使牙髓功能恢复到原始状态的技术，目的是

使年轻恒牙牙根继续正常生理发育[1]。移植到牙髓
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腔内的工程组织依靠微血管来交换营养物质和氧

气，清除代谢废物，维持一系列生理功能，所以

功能性血管网络的快速形成是牙髓组织再生的决

定性因素。利用细胞归巢或干细胞移植构建工程

组织，以达到髓腔内原位血管的生成，是近年来

的研究热点。对于髓腔原位血管的生成，通常需

要考虑以下3个问题。1） 牙髓腔是一个缺血缺氧

的环境，而且宿主血管只能通过相对狭窄的根尖

孔进入牙髓腔，并以5 μm/h的缓慢延伸速率沿根

管向牙冠生长，直至长入构建体[2]，这不利于工程

组织的存活或牙髓再生。2） 在微观尺度上，氧气

和营养物质的扩散极限直径约为200 μm[3]，这意味

着距离毛细血管较远的细胞会发生缺氧和凋亡。

3） 组织植入后的存活和血管形成过程难以监测和

控制[4]。为了克服这些问题，预血管化技术应运而

生。预血管化技术是在牙髓的工程化组织构建中，

预先形成功能性血管网络，该网络能够快速吻合

宿主脉管系统，确保快速输送足够的血液供应，

从而促进移植物存活；随后将血管网络与宿主脉

管系统吻合，最终诱导血管化牙髓再生。体外预

血管化技术可以改善植入后工程组织的血管化、

血液灌注和整合[5]。Guo等[5]的实验研究表明：在

股骨束模型中，植入高度血管化的支架比植入无

血管化的支架更能促进血管的生长。

目前牙髓组织再生的理念是：通过再生牙本

质-牙髓复合体来恢复正常牙髓的功能。再生的目

的是用新的健康组织替换病理或非活体牙髓组

织[6-7]。再生的牙髓须与原始的组织相似，应含有

良好的纤维结缔组织、丰富的血管网与神经支配。

目前临床上常用的牙髓血运重建术方法是刺激根

尖出血，利用从根尖周组织进入根管间隙的血液

形成血块，根尖周出血形成的血块可能携带各种

干细胞，它们被招募到根管空间，血块可以充当

生物支架，从而促进牙髓组织再生[8]。通过血运重

建术在根管中形成的组织并不能代表天然的真实牙

本质-牙髓复合物，而预血管化技术则集中在再生

一种形态和功能与天然牙髓相似的新牙髓上[9-11]。

牙髓再生成功的标准除了血管化牙髓组织再

生之外，还包括新牙本质在现有牙本质表面的沉

积、成牙本质细胞层的形成、细胞-基质相互作

用、神经支配、生长因子渗入、病原体控制等因

素[11]；同时还须观察牙齿变化，如根尖闭合、牙

根延长和牙本质壁增厚[10,12]。此外，预血管化构建

体的直接可用性非常重要，特别是对于那些没有

足够的自体细胞来招募的老年患者[9,12-13]。

近年来，实验研究的路线已从在简单基质上

培养单细胞，转向细胞共培养。最初是二维 （two 

dimension，2D） 系统 （即Transwell系统），后来

是三维 （three dimension，3D） 系统。随着从细胞

外 基 质 （extracellular matrixc， ECM） 凝 胶 （即

Matrigel） 上的2D培养到具有可调节物理化学和机

械性能的3D支架的进步，出现了新的可以模拟细

胞生态位的生物材料[3,14]。目前，这些体外模型常

采用新兴的3D生物打印策略来设计更复杂的系

统。3D生物打印可用于构建3D支架，生产结构化

脉管系统，以取代传统的制造方法。在牙髓组织

的再生工程中，从体外组装组织工程构建体到植

入患者体内，都需要充足的血管化，而缺乏或低

效的灌注和血管化仍然是组织工程构建体的主要

限制之一，因此如何在体外开发高度结构化和成

熟的微血管网络是目前的研究热点和难点。本文

通过总结共培养细胞类型、外部生长因子的提供

以及3D生物打印，探讨牙髓预血管化的研究进展。

1　  预血管化构建体的主要成分

2001年Iwaya等[15]报道了1例采用再生性牙髓

治疗技术成功治疗年轻恒牙慢性根尖周炎的病例。

该病例使用支架、生长因子和干细胞以促进患者

的牙根持续发育，结果发现：患者的牙根可继续

发育，牙髓可恢复活力，提示再生性牙髓治疗新

方案具有应用潜力。但随后大量的临床应用显示：

再生性牙髓治疗的失败率很高，对此类失败的案

例进行再治疗的难度很大。考虑到这些困难，一

次性成功构建预血管化网络至关重要。

构建预血管化移植物需要3种主要的成分，分

别是细胞、生物活性分子以及承载细胞和生物活

性分子的支架[6-7,16-17]。细胞主要为血管内皮细胞和

干细胞，这些细胞具有再生、增殖和分化为特定

细胞的能力。生物活性分子通常为一些生长因子。

生长因子是一种蛋白质或信号分子，可与特定的

膜细胞受体结合，控制和协调细胞的功能，例如

细胞信号传导、细胞增殖和基质合成。生长因子

在增强干细胞的再生效果和控制功能方面发挥着

重要作用[7,18]。合适的支架应与天然ECM相似，是

细胞生存的生理微环境，为细胞提供3D生长空间

并调节细胞功能和代谢[6,19-20]。组织工程中的每种

成分在支持牙髓再生过程中都有不同的作用，这3

•• 595



国际口腔医学杂志 International Journal of Stomatology 2025-09 52（5）

种成分的组合可产生最佳的结果[6-7]。

理想的预血管化组织应模仿体内血管的生理

功能。生理上，血管生成涉及复杂的信号通路，

包括多种细胞。这些细胞可以为内皮细胞提供迁

移和毛细血管形成所需的促血管生成因子。在预

血管化过程中，将内皮细胞/内皮祖细胞或具有高

血管生成潜力的细胞纳入移植物中，同时使用持

续释放血管生成因子的移植物支架，可促进牙本

质基质产生血管生成因子，制造内皮化微流体通

道[21]。基于这些研究，目前组织工程中的血管生

成增强策略包括以下2种：1） 靶细胞和内皮细胞

共培养；2） 释放生长因子的支架[22]。

1.1　  细胞

目前用于牙髓再生的牙髓组织工程技术主要

有2种方法：一种是无细胞的方法，另一种是基于

细胞的方法[23]。无细胞的方法是在损伤部位创建

一个专门的生态位，用于宿主细胞的动员和归巢，

该位点也适合天然细胞增殖和分化，这样将归巢

的细胞用于髓腔内的原位血管生成，通过诱导宿

主脉管系统的侵袭，使血管生长、延伸、融合，

形成功能性血管网，最终促进牙髓组织再生[4]。

Kim等[1]使用趋化诱导的细胞归巢实现了牙髓样组

织再生，该研究未使用细胞移植技术，提示牙髓

组织工程中自然再生具有一定的潜力。然而，另

外两项研究[24-25]则发现：当根管内的牙髓组织被完

全去除后，许多基于无细胞的诱导牙髓组织再生

的方法并没有显示出牙髓和牙本质的再生。相比

之下，Iohara等[26]和Ishizaka等[27]的研究表明：基于

细胞的再生技术，利用多种不同的细胞 （主要是

干细胞） 在体外分离和培养，然后放置在合适的

支架中并移植入根管内，能更好地再生牙髓/牙本

质组织。此外，多个研究[26,28-29]也已证明：牙髓/牙

本质组织可以在有血液供应的根管中再生。基于

这些研究，本文主要综述基于支架负载细胞的牙

髓组织再生方法。

预血管化是包含混合共培养和/或微加工技术

的一种技术。该技术将内皮细胞和周细胞共培养

以诱导细胞间通信，将细胞共培养物引入定制的

人工血管床，或诱导自组装，以模拟细胞与ECM

之间的相互作用，从而构建预血管化系统，预形

成功能性毛细血管网络，在移植后的组织中快速

重建充足的血液供应[22]。没有成纤维细胞、间充

质干细胞 （mesenchymal stem cells，MSC） 或其

他组织特异性细胞等支持细胞，内皮细胞通常无

法在构建体中长期存活[30]，因此干细胞与内皮细

胞共培养是促进血管化和组织再生非常有效的策

略。有学者[23,31]利用内皮细胞和支持细胞共培养，

在具有生物相容性和可生物降解的支架上成功设

计了血管网络。

1.1.1　  内皮细胞　内皮细胞在血管预形成过程中

起着至关重要的作用，目前已有多种内皮细胞亚

型用于血管预形成研究。自体内皮细胞中，人脐

静 脉 内 皮 细 胞 （human umbilical vein endothelial 

cell，HUVEC）、人微血管内皮细胞 （human mi‐

crovascular endothelial cell，HDMEC）、内皮祖细

胞 （endothelial progenitor cell，EPC） 和内皮集落

形 成 细 胞 （endothelial colony forming cell，

ECFC）[32-34]是最直接的细胞来源，可以最大限度地

降低免疫排斥的风险，这些内皮细胞已广泛用于

组织工程和血管工程中的牙髓再生。HUVEC是一

种分离自脐带组织的成熟的血管生成细胞，具有

良好的增殖能力和分化能力，能够分化为多个不

同的细胞类型，例如成血管内皮细胞、平滑肌细

胞等。此外，HUVEC表达的受体和分泌的细胞因

子广泛参与了许多重要的体内生理过程，如血管

形成、血液循环调节、血小板聚集等。这些功能

使得HUVEC显示出广泛的应用价值。HUVEC具

有来源广泛、增殖能力强、易于培养、形态和功

能稳定、免疫原性较低及涉及伦理问题较少等优

势，应用广泛[34]。

在体外预血管化策略中，内皮细胞通常与促

血管生成细胞 （如成纤维细胞、周细胞、MSC、

血管平滑肌细胞） 以1∶1的比例共培养，不仅可

以增强血管生成，还可以稳定毛细血管样结构，

是在移植物中获得血管样结构、增加血管密度以

及与宿主脉管系统快速连接的关键，是获得血管

网络的常用技术[22]。

自体内皮细胞在应用中也存在一些不利因素。

内皮细胞的不同捐赠者存在个体方面的遗传和生

理差异，会影响研究结果的一致性。内皮细胞的

生命周期有限，随着时间的推移，其增殖能力逐

渐下降，体外表型标志物表达会快速丧失，限制

了它在长期实验中的应用。虽然内皮细胞是良好

的研究模型，但是在模拟复杂体内条件方面，仍

有一定的局限性，比如长期培养可能导致遗传变

异，某些全身性疾病患者的内皮细胞存在潜在的

功能障碍等问题，这些因素限制了自体内皮细胞

的大规模应用[33]。
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随着细胞工程和基因工程的快速发展，胚胎

干细胞、诱导多能干细胞和成体干细胞等干细胞

的分化已成为获得内皮细胞的有前途的方法之一，

但随之也出现了如伦理问题、致瘤性和基因组不

稳定的安全问题等一系列问题和挑战[35]。

综合来说，从合适来源的组织获取足够的内

皮细胞仍有一定的挑战。牙源性干细胞 （dental 

stem cells，DSC） 表现出强大的增殖能力，而且

属于自体来源，具有免疫相容性，可能成为内皮谱

系衍生的有前途的替代细胞来源；同时自体DSC

具有易于分离、侵袭性小、多能分化能力等优点[35]。

1.1.2　  干细胞　已有多种类型的干细胞成功用于

基于细胞的牙髓再生研究。DSC包括多种干细胞：

牙髓干细胞 （dental pulp stem cells，DPSC）、根尖

牙 乳 头 干 细 胞 （stem cells from apical papilla，

SCAP）、人脱落乳牙干细胞 （stem cells from hu‐

man exfoliated deciduous teeth，SHED）、牙周膜干

细 胞 （periodontal ligament stem cells， PDLSC）

以 及 牙 囊 干 细 胞 （denta follicle progenitor cells，

DFSC）[36-38]，均根据其组织来源命名。这些细胞

中，DPSC和SCAP源自天然牙髓或前体组织[36]，

在牙髓再生研究中尤其重要。DPSC具有优异的克

隆形成效率和促血管生成能力，是极有潜力的牙

髓组织再生干细胞来源。有学者[39]使用可打印生

物墨水成功形成了血管组织，其中包含了HUVEC

与DPSC的共培养物。这些共培养物不仅可以增强

血管的生成，还可以稳定毛细血管样结构。除了

DPSC之外，从未成熟的根尖乳头中分离出来的

SCAP也可以增强牙髓组织分化，促进年轻恒牙根

继续发育[40]，这对于年轻恒牙的牙髓组织再生有

重要的意义。

除PDLSC在体内倾向于形成骨样组织外，所

有类型的DSC在体外均具有一定程度的多能性，

在体内可与支架材料形成牙髓-牙本质复合物。相

比之下，除骨髓间充质干细胞以外的非牙源性干

细胞尚未被证实具有牙髓再生的潜力[36]。

1） SCAP。SCAP在解剖学上位于未成熟年轻

恒牙的根端牙乳头内。SCAP的获取方法较为简

单：拔牙后，用镊子分离正在发育的牙根尖端的

组织，可以轻松分离根尖乳头和SCAP。研究[41-43]

表明：当年轻恒牙牙髓坏死，甚至在根尖周炎症

状和体征持续存在的情况下，仍能够完成牙根发

育，说明SCAP具有抗感染性质。此外，SCAP可

促进血管和神经的生成和生长，这是组织再生需

考虑的重要因素之一。如果没有SCAP的存在，牙

根就会停止发育[43]。SCAP处于相对早期的发育阶

段，可能较DPSC具有更大的牙本质和神经组织再

生能力。在牙髓组织再生中，SCAP是发挥修复和

再生作用的主要祖细胞来源[42,44]。Yi等[44]使用一组

被命名为GENtonikde的小分子混合物来诱导SCAP

转化为内皮细胞，结果发现：诱导8 d后，内皮特

异性标志物CD31和血管内皮生长因子受体-2的表

达明显增强，提示在基础培养基中添加小分子混

合物可驱动SCAP的内皮分化。

2） DPSC。DPSC可以从拔除的第三磨牙中获

取，来源广泛，采购过程中涉及的伦理问题较少，

而且冷冻保存后 DPSC 的干细胞活性、增殖和分

化能力不会受到影响[37-38]，优点较多。研究[45] 表

明：DPSC衍生的ECM具有骨诱导性，提示细胞衍

生的ECM可以进一步用于矿化组织的组织工程。

2006年Huang等[46]的研究发现：将DPSC与牙

齿切片或支架材料进行体内移植，DPSC可以分化

为成牙本质细胞，并可进一步形成牙髓-牙本质复

合体。其他研究[28,47]也表明：DPSC是牙髓组织再

生最有潜力的干细胞之一，但仅含DPSC结构的构

建体在植入根管后，无法形成具有完整根长的牙

髓样组织，提示DPSC很难从小的根管孔诱导血

管，使用无预血管化的支架可能效率低下。Guo

等[5]在大鼠完整脊髓横断模型中证明：经过生物工

程预血管化的DPSC嵌入结构具有神经再生和血管

生成的潜力。Katata等[48]利用DPSC的内皮分化能

力进一步进行研究。该研究在体外DPSC结构中预

先形成血管结构，与植入未预血管化的DPSC构建

体相比，预血管化的DPSC构建体形成了具有更高

密度的内皮分化标志物 （CD31） 的牙髓样组织。

该结果表明：这些具有血管样网络结构的DPSC结

构可用作增强牙髓再生的植入物；在体内植入之

前，通过体外诱导3D细胞构建体进行血管分化，

可以作为改善植入组织血液灌注的方法。这些研

究都表明DPSC具有内皮分化潜力，对于解决自体

内皮细胞样本获取困难和增殖扩增效率低下等问

题有很大的帮助。

DPSC与SCAP具有增殖和迁移能力，可以实

现细胞从其所在微环境到3D支架的迁移，并转化

为牙髓组织，这是牙髓再生细胞的重要特征。预

血管化技术需要在体外培养DPSC与SCAP，而细

胞培养在传代后期，会表现出与天然组织中对应

的转录组和表型不同的现象。细胞表型可能受到
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供体遗传背景、牙齿发育阶段、培养条件、细胞

系产生等因素的影响。例如，来自牙根发育早期

的细胞比来自牙根发育晚期的细胞表现出更好的

迁移和成骨分化能力。此外，细胞在牙根发育中

的作用受其体内生态位调控，而体外培养不可避

免地简化了细胞所接受的调控网络[49-50]。

1.2　  生长因子

DPSC及SCAP来源广泛，同时可以分泌生长

因子促进血管化，目前已经成为牙齿组织工程的

理想的种子细胞[51-52]。有研究[53]发现：种子细胞独

立移植形成的牙髓-牙本质复合体组织是不完整

的，可能是由于移植物中缺乏细胞分化所必需的

生长因子。进一步研究[54]也表明：独立移植的细

胞更有可能形成骨样牙本质或钙化组织，而不是

牙髓-牙本质复合体。

牙根的发育和伸长是由信号分子精细调节的，

重要的信号分子包括血管内皮生长因子 （vascular 

endothelial growth factor，VEGF）、转化生长因子-

β（transforming growth factor-β，TGF-β）、碱性成

纤维细胞生长因子 （basic fibroblast growth factor，

bFGF）、 血 小 板 衍 生 生 长 因 子 （platelet-derived 

growth factor， PDGF）、 神 经 生 长 因 子 （nerve 

growth factor，NGF）、表皮生长因子 （epidermal 

growth factor，EGF） 和骨形态发生蛋白-7 （bone 

morphogenetic protein-7，BMP-7） 等[55]。这些信号

分子通过调节负责牙齿伸长的间质干细胞或祖细

胞[50]来影响牙根的长度。Guo等[5]的体外研究发现：

嵌入DPSC的支架可以释放NGF，从而诱导大鼠肾

上腺嗜铬细胞瘤细胞PC12向神经元样细胞分化，

提示生长因子在组织再生中发挥重要作用。目前

在组织再生研究中，使用生长因子作为诱导剂是

一种常见的方法。

1.2.1　  VEGF　VEGF是新生血管的强大启动剂，

可激活内皮细胞并刺激迁移。此外，VEGF还促进

细胞组装、血管形成和成熟。VEGF有多种来源，

包括干细胞本身、牙本质、其他细胞或支架材料，

通过共同作用来调节未成熟和未分化的DPSC的行

为[56]。生长因子诱导细胞增殖、血管生成和新血

管形成，是组织再生过程中的重要步骤。信号分

子与趋化剂和其他信号因子一起作用，将干细胞

吸引到需要修复的缺损部位并刺激局部再生[55]。

VEGF可与肝素结合并增加内皮细胞的增殖和

新血管形成[55]，在血管生成和血运重建中发挥着

关键作用。VEGF信号传导是血管生成最基本的调

节因子之一，可以促进EPC的分化，增强内皮细

胞的存活、增殖和迁移，并增加现有血管的渗透

性，显示出强烈的促血管生成作用。Yi等[44]的研

究表明：含有VEGF的培养基能诱导DPSC在基质

胶上形成血管状结构。

1.2.2　  其他生长因子　TGF-β组生长因子广泛用于

干细胞分化的研究。该组生长因子是细胞因子和

营养激素家族，具有多种生理功能，是生长、发

育、炎症反应、修复和免疫反应中不可或缺的一

部分。bFGF具有血管生成潜力，可招募干细胞进

行迁移和增殖而不分化[55]，是调节内皮细胞增殖、

迁移和细胞间黏附的促血管生成细胞因子[57]。血

小板释放PDGF，对细胞增殖和血管生成非常重

要[55]。PDGF可以显著增强干细胞增殖和成牙本质

细胞分化[44]。在牙齿发育期间，NGF在牙齿缺损

区域表达较高，有助于感觉和交感神经元细胞的

存活和增殖[58]。BMP-7可诱导牙本质形成[55]。EGF

是一种营养激素，有助于干细胞的增殖和迁移。

由这些研究可以看出，生长因子是一种具有影响

和改变细胞增殖、分化和迁移潜力的多肽，利用

生长因子及其信号通路可以影响干细胞的增殖和

分化，可以实现更好的体外预血管化效果。

尽管使用生长因子可促进牙髓组织预血管化，

但目前主要的困扰是在体外预血管化构建体的培养

中，如何选择生长因子的问题，未来需要更多的

研究来充分证明信号分子之间的协同和拮抗作用。

1.3　  支架

牙髓组织再生时，构建适当的ECM微环境非

常重要。牙髓的ECM富含胶原纤维，主要是Ⅰ型

和Ⅲ型胶原蛋白。目前多采用天然和合成的材料

支架来模拟牙髓组织的ECM，以利于牙的发育。

研究[59]表明：与提高种子细胞的成牙能力相比，

维持再生ECM生态位的完整性更为重要。

支架是组织工程再生的先决条件之一，已成

为目前的研究热点。基于支架的预血管化技术是

一种利用合适的支架复制ECM生物微环境的再生

策略。支架主要由胶原蛋白、弹性蛋白、整合素

和层粘连蛋白组成，为细胞提供生存空间，为组

织 提 供 生 化 支 持[60]。 通 过 模 仿 受 损 组 织 的 自 然

ECM，支架可支持细胞的增殖和分化，以修复受

损组织[61-62]。理想的牙髓组织预血管化支架应满足

以下标准：1） 良好的生物相容性；2） 足够的机

械性能，以承受咀嚼力；3） 严密封闭牙本质小

管，以防止微生物渗透；4） 具有可生物降解性，
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且不产生有害物质[8,34]。此外，支架降解的速率也

非常重要，应与新组织形成的速率互补。因为支

架的降解速度过快会导致支架机械性能急剧下降；

同时降解过程可能会使周围环境pH升高或者降

低，对周围组织或者细胞产生不利影响；此外，

降解过程可能产生气体，在植入部位产生气穴，

影响组织的再生或者愈合[63]。目前已有天然、合

成和复合生物材料的各种类型的支架用于牙髓再

生研究[11,64]，但如何正确选择支架仍然是牙本质牙

髓再生过程中的一个挑战[65]。

1.3.1　  天然支架与合成支架　天然支架是来源于

宿主或天然材料的支架。来自宿主的支架有血凝

块、自体浓缩血小板和脱细胞ECM[66-67]。来自天然

材料的支架有胶原蛋白、海藻酸、壳聚糖、透明

质酸和纤维蛋白[65,67]。其中，血凝块又可以衍生胶

原蛋白、壳聚糖、纤维蛋白、透明质酸、明胶、

海藻酸盐、肽基支架等天然物质。天然支架具有

优异的生物相容性、仿生特性、可用性和易于转

化性 （转化为水凝胶） 等特点，被视为极具牙齿

再生潜力的支架[20]。合成支架包括：聚乳酸-共乙

醇酸、聚乳酸[poly(lactic acid)，PLA]等聚合物支

架[66]。合成支架具有无毒性、可生物降解性和良

好的机械强度及降解率等优点，具有牙髓组织再

生潜力[6]。与天然支架相比，合成支架是在受控的

环境中根据理想的形状生产的，因此可以无限制

备，并且符合细胞分化特性，具有特定孔隙特性，

以及特定机械、化学和降解率特性[68-69]。

天然支架存在产品变异、病原体传播风险、

机械性能差以及对异物的免疫反应等局限性[70-71]。

天然支架大多通过酶来分解，而合成支架通常通

过简单的水解来分解。由于水解后副产物为酸性，

因此合成聚合物支架在降解后可能导致局部pH值

降低，宿主出现急、慢性炎症[72]。

综合来看，支架材料不应局限于一种，可以

结合天然和合成材料使用，以提供更好的牙髓再

生治疗支架。

1.3.2　  传统 2D 支架与新型 3D 支架　传统2D支架

进行牙髓再生存在许多难以解决的问题，如受传

统工艺支架形状的限制、可重复性差等。目前3D

生物打印技术已逐渐应用于医学领域，具有广阔

的应用前景[73]。3D生物打印技术可以精确控制支

架的外部形态和内部微结构，有利于调控细胞的

生长和分布，促进细胞在模拟体内组织的3D空间

中生长。此外，由于计算机辅助设备可以达到精

确控制，因此3D打印制备的支架具有适度的孔隙

率。3D打印支架内部具有多孔结构，有利于营养

物质和氧气的渗透，从而为细胞的正常代谢活动

提供必要的条件。这种制造方法还可以使所需生

物材料或细胞在精确的位置上沉积，从而模仿天

然生物系统[74]。

3D生物打印支架技术是将打印材料一层一层

地沉积，最终创建出3D组织再生支架。将3D支架

植入适当的活细胞中，这些活细胞会分泌自身的

ECM，可以提供一个预血管化的微生态环境。能

够打印组织的3D打印机使用的是生物墨水，是一

种由活细胞构成的打印材料，与生物墨水混合的

有数百万的活细胞，以及促进细胞通信和生长的

多种化学物质。有的生物墨水只含有单一类型的

细胞，有的含有几种不同类型的细胞，能够形成

复杂的结构。生物墨水中的细胞最好来源于自体

组织，以避免免疫排斥反应。大部分生物墨水是

被称为“水凝胶”的富水分子。天然聚合物具有

与ECM相似的天然成分，生物相容性好，可生物

降解，是用作生物墨水的最常见的聚合物类型[75]。

合成聚合物的使用也比较广泛。与天然聚合物相

比，合成聚合物可以大量生产，保质期更长，具

有良好的光交联能力、机械性能、温度可控性等

优点[75]；但多数合成聚合物缺乏促进细胞黏附和

识别的能力，并且生物降解性和生物相容性有限，

限制了其临床应用[76]。目前在制造仿生组织的生

物墨水材料方面，倾向于将天然和合成聚合物二

者结合使用，其综合特性更具潜力。

与传统支架相比，3D打印支架更能模拟体内

自然细胞的生活环境，促进细胞在体内的增殖和

黏附功能。3D生物打印的海藻酸盐/明胶水凝胶

（alginate/gelatin hydrogel， Alg-Gel） 支 架 与 具 有

自我更新和多向分化潜力的人DPSC共培养技术，

在牙髓组织再生中具有良好的应用前景。Yu等[77]

对比观察了传统2D支架Alg-Gel和3D打印的Alg-

Gel水凝胶支架上的细胞形态和细胞分布，结果显

示：与2D支架相比，3D打印支架具有100%的连

通性，具有更好的细胞黏附性和延伸性；3D支架

为细胞营养物质、氧气、废物和生物活性物质的

运输提供了合理的微环境，同时具有良好的稳定

性。这一结果表明3D打印的Alg-Gel支架更适合细

胞黏附和增殖，支架提取物能够更好地促进细胞

增殖和分化。

传统2D组织工程支架中的细胞只能在构建材
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料表面黏附生长，形成随机的2D单层，因此黏附

效率低，且难以实现细胞的合理空间分布[78]。在

3D打印的Alg-Gel支架上，细胞不仅可以黏附在材

料表面，还可以在支架内部生长，从而实现细胞

的3D培养并模仿相应的ECM微环境。由此可以看

出，聚合物支架足够的孔隙度和渗透性对于引导

和支持培养细胞产生组织的能力至关重要。合成

可生物降解聚合物在组织工程应用中具有挑战

性[7]，这可能是未来的研究方向。

2　  预血管化技术的局限性与需要解决的问题

虽然目前牙髓组织预血管化的基础理论知识

较多，但临床试验相对匮乏，而且多数研究缺乏

长期试验的全面信息。组织再生的潜在优势已经

比较明确，但临床应用困难，其不良作用及局限性

往往被忽视，缺乏深入的临床前和临床研究；而

3D生物打印技术仍处于早期研究阶段。在牙髓组

织预血管化技术中，还有许多未知因素和需要解决

的问题有待探索，以真正明确其应用前景和局限性。

第1个是细胞相关的问题。基于伦理及免疫排

斥等方面考虑，最适合的细胞是自体细胞。自体

内皮细胞的缺点是来源有限，在体外操作过程中，

可能会发生污染，细胞也有向恶性转变的可能，

因此需要判断移植物的安全性。在移植过程中，

需要解决异质细胞群的处理、耗时的离体自体细

胞扩增，以及由于细胞凋亡、炎症和不适当的细

胞归巢而导致的植入效率低下等问题。Rao等[79]提

出：嵌入模仿天然 ECM的组织工程结构中的细胞

可以避免其中一些限制，特别是不适当的细胞归

巢，从而可以有效地促进血管生成。此外，选择

合适的细胞类型也是需要关注的关键问题。因为

内皮细胞具有很强的免疫原性，它呈递Ⅱ类人类

白细胞抗原 （human leucocyte antigen，HLA） 分

子，因此患者细胞和用于移植构建的细胞之间进

行适当的HLA匹配，产生的免疫抑制较低。在移

植过程中使用活体干细胞，也存在一些长期问题，

包括细胞的不良谱系、不可预测的分化以及免疫

反应等[80]，因此进行干细胞/祖细胞移植时，必须

考虑到干细胞/祖细胞移植的潜在不良作用[81]。

第2个是细胞因子相关的问题。微血管网络的

形成高度依赖促进血管生长的生长因子。一项与

Deltalike配体4 （一种负反馈VEGF调节剂） 相关

的研究[82]表明：不受控制的VEGF表达会激活内皮

细胞，从而产生高密度和多分支的微血管，然而

这些微血管被定义为“无功能”的微血管，因为

它们灌注不良，无法为组织提供营养。由此可见，

调节外部生长因子刺激以维持血管生长和灌注至

关重要[73]。此外，血管生成因子在体内表现出高

度的可降解性及不稳定性，通过设计生物材料降

低生长因子的高降解率是有潜力的技术。

生物工程化的预血管网络在植入体内后常面

临免疫排斥或功能整合失败的问题，传统观点认

为炎症细胞反应是主要原因。Lin等[83] 的研究发

现：宿主的非炎症中性粒细胞 （non-inflammatory 

neutrophils） 可能在血管网络的定植过程中发挥积

极作用，而非传统认知中的促炎破坏作用。在血

管网络植入后，宿主中性粒细胞可分化为非炎症

细 胞 亚 群 （表 型 标 记 如 CD62Llow/CD11bhigh）。

这些细胞不仅可以通过表达抗炎因子 （如白细胞

介素10、TGF-β） 抑制局部巨噬细胞和T细胞的激

活，减少组织损伤，还可通过分泌促血管生成因

子 （如 VEGF、基质金属蛋白酶9） 支持血管内皮

细胞存活和血管网络重构。这一结果提示：在牙

髓组织预血管化构建过程中，不仅需要抑制促炎

细胞的活性，还可以充分利用抗炎免疫细胞的作

用。还有研究[22,84]表明：短时间的低氧预调节可以

增强促血管生成分子的分泌。此外，在预组装微

血管培养过程中，阻断Notch信号传导至少24 h，

可以明显增加灌注血管的数量[83]。

总的来说，在组织工程中利用生长因子的策

略目前仍不明确，主要是因为构建体内生长因子

递送剂量仍没有确切的标准[75]。研发不需外源性生

长因子加入的预血管化系统可能是未来的发展方向。

第3个是支架相关的问题。虽然聚合物或水凝

胶等仿生支架材料为体外组织培养和植入预组装

微血管网络提供了良好的平台，但其降解速率难

以控制，生物降解产物可能抑制体外培养组织与

宿主血管的成功吻合。在预血管化构建过程中，

应选择生物相容性较好，降解产物无害，降解速

率可控的支架材料。因为支架材料降解时，其机

械顺应性的变化会显著影响血管的分化和成熟，

因此支架降解的速率应与新组织形成的速率互

补[63]。除了上述要求，适当的机械性能[8,34]对预血

管化构建也非常重要，因此支架的机械性能也是

必须重视的因素之一。强度太弱不足以承受咀嚼

力，同时无法满足良好的封闭要求；但强度也并

非越高越好，具有高机械强度的水凝胶可显著阻
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碍内皮细胞的迁移和自组装成毛细管状结构[77]。

如前所述，天然支架存在产品变异、病原体

传播风险、机械性能差以及对异物的免疫反应等

局限性[70-71,85]，合成聚合物支架分解后可能导致局

部pH值降低，最终导致宿主的慢性或急性炎症[72]。

因为天然和合成支架各有优缺点，所以不应局限

于一种材料，即结合天然和合成两种材料，可以

提供更好的牙髓再生治疗效果。因为支架不可避

免地会涉及上述问题，所以基于细胞的无支架预

血管化构建成为研究热点。Qian等[86]通过数字光

处理 （digital light processing，DLP） 打印机成功

制造了负载DPSC的GelMA微球，这些负载细胞的

微球具有改良的干细胞特性和更高的多向分化潜

力，包括血管生成、神经生成和牙源性分化。综

合这些研究结果可以看出：关于支架要解决的问

题，首先是结合天然与合成材料，筛选出最优的

支架材料；其次是是否选择支架，目前已有学者

在研究无支架的预血管化构建。这些都是将来实

验室与临床关注的重点问题。

第4个是血管网的液体灌注量问题。尽管目前

在开发高度组织化、致密且成熟的微血管网络方

面取得了很大的进步，但如何计算和优化通过这

些工程化血管网络灌注的液体量也同样重要。研

究[73]表明：保持内皮细胞结构的机械性能，可以

为适当的液体灌注提供条件，而灌注引起的剪应

力，对吻合后新组装的内皮细胞的生物学行为存

在明显影响。对预血管化网络的液体灌注是非常

值得关注和探讨的问题。

第5个是3D生物打印相关的问题。3D生物打

印在复杂的构建过程和细胞行为稳定性方面仍然

面临重大挑战。生物墨水对3D生物打印支架的成

功至关重要，应具有理想的物理和生物特性，但

目前尚缺乏理想的专业针对牙组织再生的生物墨

水。在机械性能方面，生物墨水应具有良好的黏

度，以实现构建结构的可印刷性和可重复性，还

应具有模拟天然组织机械特性所需的强度和弹性。

在生物学特性方面，生物墨水应允许细胞在合适

的环境中达到存活、生长和分化的目的[80]。理想

的生物墨水，既能适合打印，又可以使预血管化

构建体在整个打印过程中，始终保持高细胞活力。

在研究生物墨水的同时，为了更好地模仿天然牙

组织并实现功能性牙齿重建，还需要研发具有更

高打印分辨率的新型3D打印技术。不同的打印技

术各有优缺点。目前组织工程领域最常用的打印

技术是挤出式生物打印 （extrusion-based bioprin-

ting），该技术材料易得，成本低廉，但打印精度

无法达到激光辅助打印的精度[75]。此外，打印方

法、速度、压力、温度、喷嘴内径等打印参数是决

定生物打印支架均匀、连续沉积的重要因素，具

有一定的技术敏感性，这些都是亟待解决的问题。

第6个是其他因素。首先，整个过程都需要严

格的无菌操作，操作过程中，移植物不仅可能在

充填的过程中有损失，而且牙髓腔窄长不利于置

入移植物支架。其次，要考虑到经济费用。预血

管化的牙髓组织再生涉及到细胞的体外培养、储

存、运输，细胞生长因子的加入，支架的设计，

包括3D生物打印，整个过程经济成本比较高昂，

患者可能会面临高额的费用。最后，将包括活细

胞和生物材料在内的3D生物打印组织植入人体，

对于人体的安全性和有效性等的长期影响仍未知，

这也是目前所面临的极大挑战。由此可见，在将

3D生物打印技术应用于人体临床之前，需通过国

家指南解决和规范伦理、技术和法律问题，以保

护患者的健康。

3　  应用前景及展望

牙髓组织的预血管化技术，不仅要保留组织

工程脉管系统的高密度和完善的组织结构，还要

促进植入后的成功灌注[84]。尽管将预血管化组织

工程转化为临床实践仍需努力，但从目前的研究

进展中可以预测，不久的将来有望开发出具有良

好功能性、可灌注性和生理规模的工程组织。目前

亟需解决的问题是如何加快预血管化牙髓组织再

生的临床转化，并制定出相应的治疗标准，如牙髓

组织再生的适应证、操作流程及疗效判定标准等。

3D生物打印可以根据患者的特定要求定制再

生支架，在将组织工程转化为临床应用方面具有

巨大的潜力。虽然目前有关3D打印牙组织的实验

室研究进展令人鼓舞，但技术仍不成熟，尚未转

化为临床实践。为了弥补实验室和临床应用之间

的差距，迫切需要进一步的安全性和功能测试。

未来在3D生物打印的研究方面，如何完善3D打印

技术和材料是重点关注的内容。

随着生物打印技术的发展，新兴4D打印策略

也出现在学者们的研究中。Zhao等[87]的研究表明：

新兴的4D打印能够创建受控制的动态细胞微环境

支架，为进一步探索牙齿发生和修复的自然过程
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提供了工具。Han等[88]对血管化3D/4D/5D/6D打印

生物材料做了综述，其中包括组织修复和再生中

血管化的研究进展，该综述表明：尽管已有许多

血管化增材制造支架的成功案例，但普及临床应用

仍任重道远。目前的主要任务是加快组织再生工

程的临床转化，从而更好地为全人类的健康服务。

利益冲突声明：作者声明本文无利益冲突。
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