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【摘要】 牙髓再生基础研究需要动物体内模型进行实验验证，笔者在 Pubmed 网站对“pulp regeneration”、
“stem cell”、“animal model”等关键词进行检索，根据文献内容将基于细胞移植的牙髓再生动物体内模型分为

异位再生模型、半原位再生模型和原位再生模型，并对其优缺点与临床意义进行综述。根据文献综述结果，

目前研究支持：异位再生模型使用最多，操作简单，但不能模拟临床情况；半原位再生模型是异位再生模型的

创新，可以简单营造出更为真实的再生环境；原位再生模型可以真实模拟临床相关流程及操作，但因为操作

难度大、周期长，少有使用。以上三种动物模型在实验不同阶段有不同的应用价值：异位再生模型适合实验

初期测试外植入体安全性和是否具备再生能力；半原位再生模型适合对有再生能力的外植入体进行深入的

再生效果评价；原位再生模型适合在临床研究之前对有明确再生能力的外植入体进行符合临床应用的再生

效果和实用性评价。
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【Abstract】 Basic research on pulp regeneration requires in vivo experiments. The PubMed database was searched for
in vivo models of stem cell⁃based pulp regeneration using the following keywords: "pulp regeneration", "stem cell" and
"animal model". The retrieved models were classified into ectopic, semiorthotopic and orthotopic regeneration models
and their characteristics and clinical values were reviewed. This literature review indicated that the ectopic regeneration
model is the most widely used model for the simple steps. However, this model does not accurately capture clinical situ⁃
ations. The semiorthotopic regeneration model, which is an improvement of the ectopic regeneration model, can create a
more realistic regeneration environment. The orthotopic regeneration model can simulate clinical procedures that more
closely resemble application, but it is less commonly used for difficult operations and long experimental periods. The ap⁃
plicability of the above three animal models depend on the stage of the animal experiment: the ectopic regeneration mod⁃
el is suitable to test the regenerative effect and biocompatibility of the implant complex; the semiorthotopic regeneration
model is suitable to more persuasively evaluate the regeneration effect of the implant complex; and the orthotopic regen⁃
eration model is suitable to confirm the regeneration effect and practicability of the regenerative implant complex prior
to clinical study.
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基于细胞移植的牙髓再生属于组织工程技

术，使用的外植入体一般包括外源性干细胞、支架

和生长因子三个部分。虽然部分前瞻性临床研究

提示基于细胞移植的牙髓再生能获得稳定理想的

临床效果［1⁃2］，但目前技术并不成熟，大多数研究尚

停留在体内实验阶段。动物模型的选择对体内实

验结果影响巨大。生物医学实验常选用异位模型

和原位模型，而因为牙髓再生环境的特殊，延伸出

了一种新的动物模型——半原位模型。另外，因

各模型构建难度、检测手段并不相同，研究者对动

物模型的选择逐渐从单一的动物模型过渡到分阶

段使用多种动物模型综合评价。本文从基于细胞

移植的牙髓再生技术需求出发，在 Pubmed网站对

“pulp regeneration”、“stem cell”、“animal model”等
关键词进行检索，收集了基于细胞移植的牙髓再

生实验动物体内模型相关内容，将已建立的动物

体内模型，根据诱导牙髓再生的环境不同分为异

位再生模型、半原位再生模型、原位再生模型进行

综述，旨在为研究者在牙髓再生实验中合理应用

各类动物模型提供参考。

1 异位再生模型

异位再生模型是指外植入体诱导的牙髓再生

发生位置不在牙齿根管内的免疫缺陷动物模型。

异位再生模型只需将消毒后的外植入体植入免疫

缺陷鼠的皮下或肾被膜下，操作简便。该模型使

用小鼠或大鼠，在实验成本、实验周期、分析测试

手段等方面拥有明显优势［3］。

皮下移植空间大、操作最方便，但由于存在植

入体易移位、再生环境复杂等缺点会影响实验结

果［4］。肾被膜下区域血运丰富、免疫反应弱、无内

源性干细胞影响［5］，但该区域操作难度大，且组织

易破裂使外植入体游离于腹腔造成实验失败。异

位再生模型只是验证外植入体再生效果的简单模

型，更侧重操作的简便性，目前主要采用皮下异位

再生模型。

异位再生模型非常适合实验初步验证外植入

体的再生效果及安全性。如 Chang等［6］用高温高

压处理的人预处理牙本质基质（human treated den⁃
tin matrix，hTDM）搭载牙髓干细胞（dental pulp stem
cell，DPSC）植入小鼠皮下，第 6周观察到了比未处

理 hTDM组更多的成牙本质细胞和牙本质样组织，

同时观察到了釉质结构，该阳性结果指导Chang等
设计了之后的原位再生实验［6］。Atalayin等［7］将添

加了重组人骨形态发生蛋白⁃2（recombinant human
bone morphogenetic protein⁃2，rhBMP⁃2）的羟基磷灰

石/β⁃磷酸三钙复合支架、D，L⁃丙交酯支架和 L⁃丙
交酯与D，L⁃丙交酯共聚材料支架分别搭载 hDPSC
植入免疫缺陷小鼠皮下，第 6周和第 12周均检测

到 牙 本 质 涎 磷 蛋 白（dentin sialophosphoprotein，
DSPP）、牙本质基质蛋白⁃1（dentin matrix protein⁃1，
DMP⁃1）等牙本质发生相关蛋白表达水平明显高于

不含 rhBMP⁃2的对照组，初步证明了 rhBMP⁃2可作

为基于细胞移植的牙髓再生实验的外源性生长因

子使用。这些在异位再生模型上得到的结果为后

续实验奠定了基础。

异位再生模型的缺点在于再生环境与真实情

况相去甚远，实验结论准确性不高，因此通常作为

牙髓再生体内实验的第一步，之后需要其他再生

模型进一步验证。

2 半原位再生模型

半原位再生模型是指外植入体诱导的牙髓再

生发生在真实的牙齿片段根管内，但该牙齿片段

经过体外处理并移植于动物体内非牙齿生理所在

位置的免疫缺陷动物模型。该模型相对于异位再

生模型难度大、操作要求高，但具有如下优势：提

供干细胞与牙齿硬组织的接触界面，能有效诱导

各类干细胞分化为成牙本质细胞［8］；提供贴近生理

情况的三维再生环境；限制了外植入体的血供和

植入位置本身的干扰［9］。另外，由于仍可使用小鼠

或大鼠建立模型，成本低、周期短和分析检测容易

的优势仍然存在。

半原位再生模型可分为牙薄片模型和牙片段

【Key words】 dental pulp diseases; regenerative endodontics; stem cell transplantation; tissue engineering; ani⁃
mal model; ectopic regeneration model; semiorthotopic regeneration model; orthotopic regeneration model
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模型两种，植入部位通常也选择在皮下或肾被

膜下。

2.1 牙薄片模型

牙薄片模型是在垂直于牙体长轴方向上切取

牙根颈部薄片，将牙髓组织去净后，填入合适的支

架和干细胞并植入小鼠皮下或大鼠肾被膜下。牙

薄片模型增加了外植入体与牙本质的接触界面，

用牙本质诱导成牙本质细胞向分化、促进牙髓再

生［8］。同时，牙本质界面的存在对再生组织的功能

层次有指示定位的作用。该模型能初步检验外植

入体的功能性牙髓牙本质复合体组织再生能力，

另外由于能诱导多能干细胞向成牙本质细胞向分

化，牙薄片模型非常适合在非牙源性干细胞的牙

髓再生实验中作为动物实验的第一步［10］。

由于两端开放的结构特点，填充的支架材料

需要一定的刚性和可塑性以防脱出，可聚合的左

旋聚乳酸（poly L⁃lacticacid，PLLA）使用较多［11］。有

研究将基于 PLLA的牙薄片搭载 hDPSC后植入免

疫缺陷小鼠皮下［12］，2周至 1个月后观察到实验组

高分泌活性细胞的出现，DMP⁃1、DSPP等成牙本质

细胞分化标志基因表达明显高于仅含 PLLA支架

的对照组，体现了牙薄片模型中牙本质对于成牙

本质细胞分化的诱导作用。

除 PLLA外，还有一些使用其他方法或支架构

建的牙薄片模型。Lei等［10］将人骨髓间充质干细胞

（human bone marrow mesenchymal stem cell，hBMMSC）
细胞聚集体接种到 2 mm厚的牙薄片内并植入大

鼠肾被膜下，6周后在牙本质内壁上观察到类成牙

本质细胞层，而不含细胞的牙薄片和仅含细胞团

的异位再生对照组均未发现类成牙本质细胞。该

实验证明了 hBMMSC的成牙本质潜能和牙本质壁

对 hBMMSC的诱导作用。Tan等［13］将交联的透明

质酸凝胶与牙胚来源的间充质干细胞混合注射到

1 mm厚的牙薄片内并植入裸小鼠皮下，10周后观

察到沿牙本质内壁排列的柱状类牙本质细胞和管

状牙本质的形成。该模型比基于 PLLA的牙薄片

模型更容易构建，且由于该凝胶的可注射性，具有

临床转化价值。

牙薄片半原位再生模型环境血供丰富，且不

需要进行根管预备等临床操作，但对牙髓再生真

实环境的模拟相对有限，目前仅作为一种验证外

植入体功能性再生能力的简单模型。

2.2 牙片段模型

由于牙片段模型是在保留根尖的基础上切取

牙根方一定长度的牙片段，根管预备消毒后填入

合适的外植入体，冠方封闭并植入动物相应部

位。牙片段模型的根管长度接近实际牙根，并且

根管内部营养供给只能由根方进入，贴近真实血

供情况。另外，实验对牙片段的处理技术可为临

床操作提供参考。

牙片段模型截取的根管长度和预备后的根方

直径直接影响血供，能否实现全长根管内的牙髓

再生是评价外植入体再生效果和应用条件的重要指

标。Huang等［14］通过预备得到根管长 5～6 mm、根

方直径1～2.5 mm的牙片段，经消毒清洗后用聚⁃D，

L⁃丙交酯 ⁃乙交酯（poly⁃D，L⁃lactide and glycolide，
PLG）支架搭载 hDPSC置入牙片段内并植入免疫缺

陷小鼠皮下，3个月后观察到再生组织充满整个根

管腔，有类似天然牙髓的细胞密度、血管化的髓样

组织及类牙本质。该研究团队在同样实验条件下

更换成根尖孔较小（1 mm）、根管较长（6～10 mm）
的牙片段模型，发现牙髓再生仅发生在根尖部

分［15］。该结果提示该外植入体成牙本质能力虽

强，但血管生成能力不足，临床上很难保证全长根

管内血供充足。

为了保障外植入体的血供，牙片段模型被用

来测试不同的支架或生长因子的效果。可注射、

生物降解性好的载细胞微球系统拥有允许营养快

速扩散的巨大表面积，以基于 PLLA的微球系统最

具代表性［16］。有研究用牙片段模型探究搭载 hDP⁃
SC的基于 PLLA的纳米纤维海绵微球。预备牙片

段的根尖孔直径为 1.5～2 mm、根长为 6 mm。结果

发现，仿细胞外基质多孔结构能促进 hDPSC的附

着、增殖，并实现牙片段全长范围内的牙髓⁃牙本质

样组织再生［17］。Li等［18］预备 13 mm长、根尖直径

1 mm的牙片段，把包裹有血管内皮生长因子（vas⁃
cular endothelial growth factor，VEGF）的 PLLA 微球

系统搭载 hDPSC置于其中，植入裸小鼠皮下 9周后

观察到全长范围内富含血管的牙髓样组织和类牙

本质以及与牙本质小管对齐排列的成牙本质样细

胞层。该结果提示牙片段根尖直径应预备至 1 mm
以上。

牙片段模型构建复杂，但对牙髓再生环境的

模拟较全面，可综合探究外植入体的功能性牙髓

牙本质复合体的组织再生能力。另外，牙片段处

理技术和临床操作相关，对于后续研究及临床转

化有参考价值。

3 原位再生模型

异位再生模型、半原位再生模型易于控制和
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研究，但与实际临床情况仍有以下不同：植入部位

的血供与根尖周组织有一定差异；消毒、牙体预备

等处理程序是体外操作；使用动物是免疫缺陷动

物。而原位再生模型是指外植入体诱导的牙髓再

生发生在生理位置死髓牙根管内的动物模型，该

模型高度还原真实情况，其实验结果是临床转化

的重要依据。另外，在原位再生模型上能将应用

于临床的基于细胞归巢的牙髓再生技术作为对照

组使用，实验结果更有说服力。目前常用的有雪

貂、狗、小型猪三种原位再生动物模型。

3.1 雪貂模型

雪貂动物模型的根管解剖结构类似人类。雄

性雪貂未发育完全的尖牙长约 15～17 mm，足以使

用临床牙科设备进行根管内操作，雪貂发育较快，

50～90日龄即可用于实验，因此雪貂在牙体牙髓

领域实验中应用很多，特别是基于细胞归巢的牙

髓再生实验［19］。

目前的原位再生模型需要使用该动物的同种

异体干细胞或自体细胞以避免强烈的免疫排斥反

应。2016 年 Homayounfar 等［20］从雪貂尖牙中分离

鉴定了雪貂牙髓干细胞（ferret dental pulp stem
cell，fDPSC）。Verma等［21］用藻酸盐/纤维蛋白凝胶

支架搭载 fDPSC植入感染的雪貂尖牙根管内，在实

验组中发现了牙本质样矿化组织的沉积。虽然和

基于细胞归巢的牙髓再生方法对比无明显差异，

但这项研究首次在雪貂原位模型上尝试基于细胞

移植的牙髓再生实验，展现了雪貂原位再生模型

的可操作性。

3.2 狗模型

狗牙发育时间在 4～6月龄，狗尖牙和前磨牙

的解剖结构和牙发育过程与人类相似。其中，比

格犬体型和牙齿大小类似人类、性格温顺，常用于

构建狗的牙髓原位再生模型。

Ashiry等［22］把是否搭载自体 DPSC作为变量，

将加入了 VEGF等生长因子的壳聚糖水凝胶支架

植入狗前牙根管内。结果发现搭载自体狗牙髓干

细胞（dog dental pulp stem cell，dDPSC）的实验组根

管内形成牙髓样组织和管状类牙本质，而未搭载

干细胞的对照组中未观察到明显的牙髓样组织再

生。该动物模型展现了这种使用自体干细胞的外

植入体的临床前景，值得进一步探究。

Iohara等［23］通过粒细胞集落刺激因子（granulo⁃
cyte colony⁃stimulating factor，G⁃CSF）在体外刺激同

种异体 dDPSC得到大量干细胞后，用胶原支架搭

载并植入狗右上第二切牙和右下第三切牙根管

内，在第 12周的免疫组化结果中观察到了再生至

釉牙骨质界的牙髓样组织形成，再生组织的血管

化及神经化水平显著高于未动员 dDPSC对照组。

证明了G⁃CSF干细胞动员法能提高干细胞分离培

养效率，并有助于牙髓再生。

Huang等［24］认为牙髓组织集干细胞、支架、生

长因子于一体，是天然的组织工程材料。他们将

狗自体乳牙牙髓组织整体取出后植入自身前牙根

管内，以基于细胞归巢的牙髓再生方法为对照组，

结果显示实验组沿管壁形成管状牙本质样结构，

提示自体乳牙牙髓组织可直接作为完整的外植入

体用于基于细胞移植的牙髓再生。

3.3 小型猪模型

小型猪因为解剖学、病理生理学或遗传学上

与人类的高度相似性，是口腔组织再生实验如骨

再生、牙周组织再生最常用的大型动物研究模

型［25］，但目前在基于细胞移植的牙髓再生领域仅

少量研究涉及。

Kodonas 等［26］首次使用了小型猪原位再生模

型，使用胶原或 PLGA 搭载异体猪牙髓干细胞

（swine dental pulp stem cell，sDPSC）植入小型猪上

下前牙根管内，术后 10周观察到新生牙本质样结

构沉积并有类成牙本质细胞沿壁有序排列，免疫

组化结果显示新生矿化组织DMP⁃1、骨唾液酸蛋白

⁃II（bone sialophosphoprotein⁃Ⅱ，BSP⁃Ⅱ）抗体呈阳

性。而不含细胞或支架的对照组出现了牙根吸

收。Xuan等［1］同样使用了单根管的小型猪原位再

生模型，将分离的小型猪自体脱落乳牙牙髓干细

胞细胞聚集体植入下颌切牙根管中，3个月后的免

疫组化分析显示再生出了具有血管和神经的功能

性牙髓牙本质复合体，而仅植入氢氧化钙的对照

组无再生组织出现。此外，多根管牙的牙髓再生

也在小型猪原位再生模型中报道实现。Zhu等［15］

用羟基磷灰石/β⁃磷酸三钙支架搭载异体和自体

sDPSC植入小型猪第三前磨牙根管内，在多根管中

均成功再生出全长范围内富含血管的牙髓样组织

和新生牙本质样结构。这些实验结果提示了同种

异体干细胞在小型猪模型中是安全有效的。同

时，小型猪多根管牙牙髓再生的成功也拓展了小

型猪模型在牙髓再生技术的应用范围。

4 展 望

牙髓再生动物模型中，异位再生模型适合实

验初期用于测试干细胞、支架和生长因子的安全

性和是否具备再生能力，半原位再生模型通过简
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单还原部分真实情况对有再生能力的外植入体进

行深入的再生效果评价，而原位再生模型适合在

临床研究之前对有再生能力的外植入体进行最终

的再生效果和实用性评价。希望研究者们能设计

完整的实验方案，合理使用各类动物模型，为后来

者提供模型构建经验，为构建的外植入体提供更

充分的临床前证据，最终推进临床试验的开展［2⁃4］。
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