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【摘要】 目的 探讨神经肽P物质对人牙髓干细胞（hDPSC）生物学行为的影响。方法 组织

块法分离、培养 hDPSC，通过流式细胞术和茜素红染色鉴定 hDPSC。用不同浓度的神经肽P物质［0
（对照组）、0.1 nmol/L、10 nmol/L、1 μmol/L、10 μmol/L］干预hDPSC，在第24、48、72和96 h通过细胞计

数试剂盒8（CCK⁃8）法检测细胞增殖能力；在48 h时通过Transwell实验检测细胞迁移能力。成血管

诱导条件下干预14 d后通过小管形成实验检测细胞成管情况；通过实时荧光定量反转录聚合酶链反

应（RT⁃PCR）检测成管相关基因血管内皮生长因子受体2（VEGFR2）和血管内皮生长因子（VEGF）的

表达情况。采用GraphPad Prism 8软件对数据进行统计学分析。结果 成功分离、培养hDPSC。流式

细胞术结果显示，细胞表面标记物CD29、CD90、CD34和CD45表达率分别为99.90%、99.90%、0.40%
和0.04%；茜素红结果显示，成骨诱导组形成较明显的矿化结节。CCK⁃8结果显示，对照组在48、72、
96 h的相对增值率分别为（100.0 ± 0.4）%、（100.0 ± 0.7）%和（100.0 ± 1.9）%，实验组在48 h时开始促进

细胞增殖，72、96 h各浓度实验组均显著促进hDPSC的增殖，差异具有统计学意义（F48 h = 50.1，P48 h＜

0.001；F72 h =323.5，P72 h＜0.001；F96 h =253.6，P96 h＜0.001），最佳浓度10 μmol/L时，48、72和96 h的细胞

增殖率分别为（119.0 ± 1.0）%、（148.4 ± 3.5）%和（140.8 ± 1.0）%；Transwell结果显示，与对照组穿膜数

量（5.0 ± 1.4）相比，实验组均对 hDPSC的迁移具有促进作用（F= 310.3，P＜0.001），最佳效应浓度为

10 nmol/L，穿膜数量为（87.6 ± 8.3）；成血管诱导 14 d后，小管形成实验结果显示，各浓度的P物质实

验组与对照组相比均可促进hDPSC小管形成情况（F小管分支点数=43.7，P小管分支点数＜0.001；F相对小管长度=19.4，
P 相对小管长度=0.0001）；RT⁃PCR结果显示，0、0.1 nmol/L、10 nmol/L、1 μmol/L、10 μmol/L实验组VEGFR2

的相对表达量分别为（1.000 ± 0.023）、（1.129 ± 0.076）、（1.474 ± 0.101）、（1.285 ± 0.055）和（1.213 ±
0.160）；VEGF的相对表达量分别为（1.000 ± 0.026）、（1.211 ± 0.023）、（1.242 ± 0.070）、（1.679 ± 0.043）
和（1.138±0.156），P物质组与对照组相比，差异均有统计学意义（FVEGFR2=10.43，PVEGFR2=0.001 4；FVEGF=
29.87，PVEGF＜0.001）。结论 P物质对hDPSC的增殖、迁移和成血管能力具有一定促进作用。
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of neuropeptide substance P on the biological
behavior of human dental pulp stem cells（hDPSCs）. Methods hDPSCs were isolated and cultured by
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当牙髓因龋病、外伤等因素受到损伤时，对应

病损部位牙髓组织的成牙本质细胞出现变性坏死，

牙髓干细胞（dental pulp stem cell，DPSC）受多种因

子的调控，向病损部位迁移、成牙本质细胞向分化，

成为类成牙本质细胞，并分泌细胞外基质，形成修

复性牙本质［1］。Nakashima 等［2］将人牙髓干细胞

（human dental pulp stem cell，hDPSC）用于临床治疗

中，发现植入 hDPSC能促进部分牙髓切除术后残存

牙髓组织的再生修复，并形成修复性牙本质。迄今

为止，已有多个研究结果证明 hDPSC在牙髓再生修

复中的重要价值。然而，牙髓损伤后内源性DPSC
的激活能力是有限的，即使在新型盖髓剂的诱导

下，DPSC介导形成的修复组织也只是牙本质钙化

桥，而不是结构完整的牙髓-牙本质复合体。因此，

优化以DPSC为主的牙髓-牙本质复合体的再生修

复具有重要的临床意义。

近年来，生长因子、激素和药物等对细胞具有

调节作用的生物活性分子受到越来越多的关注。

这些生物活性分子将内源性细胞募集至损伤部位，

调节细胞生物学行为，有效促进组织再生［3］。神经

肽P物质（neuropeptide substance P）是牙髓组织中最

早被发现的神经肽，牙髓组织中 20%的血管都有神

经伴行，其中 87%的神经纤维为 P物质阳性。P物

质阳性纤维伴随血管经根尖孔成束地进入牙髓，在

tissue block method，and then identified by flow cytometry and alizarin red staining. hDPSCs were treated
with different concentrations of neuropeptide substance P［0（control group），0.1 nmol/L，10 nmol/L，
1 μmol/L，10 μmol/L］. Cell proliferation was detected by cell counting kit⁃8（CCK⁃8）method at 24，
48，72 and 96 h. At 48 h，while cell migration was detected by Transwell assay. After 14 days of
intervention under angiogenic induction conditions，the tubule formation was detected by tubule formation
assay. Vascular endothelial growth factor receptor 2（VEGFR2）and vascular endothelial growth factor
（VEGF）which are associated with tubule formation，were detected by quantitative real⁃ time polymerase
chain reaction（RT⁃PCR）. GraphPad Prism（v.8）was used to analyze the data. Results hDPSCs were
successfully isolated and cultured，and the expression rates of cell surface markers CD29，CD90，CD34
and CD45 were 99.90%，99.90%，0.40% and 0.04%，respectively. Alizarin red staining results showed
that the osteogenic induction group formed more mineralized nodules. The results of CCK⁃8 showed that the
relative proliferation rates of the control group at 48，72 and 96 h were（100.0 ± 0.4）%，（100.0 ± 0.7）%
and（100.0 ± 1.9）%，respectively. The promotion of cell proliferation was observed at 48，72 and 96 h
for the experimental groups，which was statistically significant between groups（F48 h = 50.1，P48 h＜0.001；
F72 h = 323.5，P72 h＜0.001；F96 h = 253.6，P96 h＜0.001）. The optimal effect concentration of substance P was
10 μmol/L，and with its presence at this concentration，the cell proliferation rates at 48，72 and 96 h were
（119.0 ± 1.0）%，（148.4 ± 3.5）% and（140.8 ± 1.0）%. Transwell results showed that all the experimental
groups had stronger promoting effect on the migration of hDPSCs than the control group（F = 310.3，P＜

0.001），since the number of membrane penetration in the control group（5.0 ± 1.4）was less than that of
the experimental group with 10 nmol/L substance P（87.6 ± 8.3）. After 14 days of angiogenesis induction，
the results of tubule formation assay showed that，compared with the control group，each substance P
group could promote the tubule formation of hDPSCs（Fbranch nodes = 43.7，Pbranch nodes＜0.001，Ftubule length = 19.4，
Ptubule length = 0.0001）. The results of RT⁃PCR showed that the expression of VEGFR2 in 0，0.1 nmol/L，10
nmol/L，1 μmol/L，10 μmol/L groups were（1.000 ± 0.023），（1.129 ± 0.076），（1.474 ± 0.101），（1.285 ±
0.055）and（1.213 ± 0.160），respectively. The expression levels of VEGF were（1.000 ± 0.026），（1.211 ±
0.023），（1.242 ± 0.070），（1.679 ± 0.043）and（1.138 ± 0.156），respectively. Compared with the control
group，the difference was statistically significant（FVEGFR2 = 10.43，PVEGFR2 = 0.0014，FVEGF = 29.87，PVEGF＜

0.001）. Conclusion Substance P may have certain promoting effect on the proliferation，migration and
angiogenesis of hDPSCs.

【Key words】 Neuropeptide； Substance P； Dental pulp stem cells； Biological behavior；
Dental pulp regeneration
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进入冠部髓腔后逐渐分枝［4］。当牙齿受到各种物

理、化学或生物性刺激时，包括龋病进展［5］、牙齿漂

白［6］、咬合创伤［7］和窝洞制备［8］等，P物质由神经纤维

末梢释放到牙髓组织中，通过与其相应受体结合后

发挥调节作用，从而修复和维持受损部位的结构和

机能。此外，有研究证实P物质可以促进牙髓细胞

的增殖能力并改变其超微结构［9］。但不同浓度P物

质对细胞生物学行为的影响不同，如，0.1 nmol/L浓

度的P物质可以诱导肌腱源性干细胞腱相关基因的

表达，而 1 nmol/L浓度时则可以诱导其非腱相关基

因的表达［10］；在 0.1 nmol/L和 10 nmol/L的 P物质浓

度干预下，内皮细胞增殖达到峰值，而100 nmol/L和

1 μmol/L浓度时则增殖能力下降［11］。牙髓组织中也

存在 P物质，这些存在于牙髓中的神经肽 P物质是

否参与牙髓损伤的修复再生过程，其效应是否通过

影响 hDPSC的生物学特性获得目前尚不清楚。本

研究拟探讨P物质对 hDPSC增殖、迁移和成血管能

力的影响，为进一步阐明神经肽P物质在牙髓损伤

修复中的作用提供科学依据。

材料与方法

一、主要材料和仪器

1. 试剂：神经肽 P物质（MCE，美国）；DMEM培

养基［维森特生物技术（南京）有限公司］；胎牛血清

（fetal bovine serum，FBS；ZETA LIFE，美国）；磷酸盐

缓冲液（PBS）、青链霉素混合液、w = 0.1%结晶紫染

液、w = 0.25%胰酶-乙二胺四乙酸（ethylene diamine
tetraacetic acid，EDTA）、茜素红染液（北京索莱宝科

技有限公司）；EGM⁃2培养基（LONZA，瑞士）；细胞

计数试剂盒 8（cell counting kit⁃8，CCK⁃8；北京兰杰

柯科技有限公司）；逆转录试剂盒（TaKaRa，日本）；

Matrigel基质胶（CORNING，美国）；成骨诱导培养基

［赛业（苏州）生物科技有限公司］；PE⁃CD34、FITC⁃
CD45、APC⁃CD29 和 PerCP⁃Cy5⁃5⁃CD90 抗体（BD⁃
FACS Aria，美国）。

2. 仪器：流式细胞仪（BD⁃FACS Aria，美国）；酶

标仪（TECAN，瑞士）；倒置显微镜（Thermo，美国）；

紫外分光光度计（Thermo，美国）；实时荧光定量

PCR仪（Thermo，美国）。

二、实验方法

1. 人牙髓干细胞分离与培养：本实验所有人牙

齿样本均来源于广西医科大学附属口腔医院 2020
年 11月至 2022年 8月就诊的 18 ~ 30岁患者，告知

患者或家属并签署知情同意书后采集样本。牙齿

样本纳入标准为因正畸治疗需要拔除的健康前磨

牙或阻生牙、牙冠完好、无龋坏、无缺损。采集后即

刻放入含w=2%双抗的DMEM培养基中，低温保存

并于 2 h内转运至实验室备用。将样本转移至超净

工作台内，含w=2%双抗的PBS冲洗，无菌纱布包裹

牙齿后砸开，无菌条件下取出牙髓，剪去根尖 2 mm
的牙髓，依次在含有双抗的PBS缓冲液中清洗3次，

在DMEM培养液中将牙髓剪碎为约1 mm2大小组织

块，贴于培养瓶底，加入含φ = 20% FBS的DMEM培

养基，于φ = 5% CO2、37 ℃培养箱中培养 hDPSC，待
细胞从组织块中爬出，达到 80%以上融合后，传代，

取第3 ~ 4代细胞进行后续研究。

2. hDPSC表面标记物的鉴定：取第3代hDPSC，
消化，1 000 r/min离心 5 min（离心半径 13.7 cm），弃

上清，PBS重悬，离心后弃上清，PBS洗涤，重复2次，

调整细胞密度至107个/mL后分装成两管。（1）对照

管：100 μL细胞重悬液；（2）实验管：在 100 μL细胞

重悬液中根据说明书配比，加入 20 μL CD45⁃FITC、
CD29⁃APC、CD34⁃PE和5 μL CD90⁃PERCP⁃CY5.5抗
体。4 ℃避光环境孵育 30 min后PBS清洗，离心（参

数同上），弃上清，PBS重悬后上机检测细胞表面标

记物表达情况。

3. hDPSC成骨向分化能力鉴定：取第 3 ~ 4代

hDPSC以2×105个/孔的密度接种于六孔板中，待细胞

完全贴壁并融合至 80%时进行干预，对照组加入含

φ=10% FBS的完全培养基，诱导组加入成骨诱导培

养基，每隔3 d更换1次培养基，诱导后第21天，移除

培养基，PBS清洗3次，4%多聚甲醛溶液固定30 min，
去除固定液，PBS清洗 3次，将PBS完全吸取干净后

每孔加入2 mL茜素红染液染色，室温孵育5~10 min，
PBS清洗3次，倒置显微镜下观察拍照。

4. P物质对 hDPSC增殖能力的影响：取第 3 ~ 4
代 hDPSC，以 3×103个/孔的密度接种于 96孔板，培

养24 h，待细胞完全贴壁后，根据分组使用含P物质

终浓度分别为［0（对照组）、0.1 nmol/L、10 nmol/L、
1 μmol/L 和 10 μmol/L］的 DMEM 完全培养基培养

hDPSC，期间每隔3 d更换1次培养基。分别于培养

后的第24、48、72和96 h将培养基吸出，每孔加入含

10% CCK⁃8溶液的DMEM培养基 100 μL，避光条件

下于培养箱内孵育 2 h，酶标仪测波长 450 nm处检

测吸光度（A）值，每组5个平行孔。

5. P物质对 hDPSC迁移能力的影响：取第 3 ~ 4
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代 hDPSC，常规消化，1 000 r/min转速离心 5 min（离

心半径13.7 cm），弃上清，使用不含血清的培养基进

行重悬。将细胞密度调整为1×105个/mL，取200 μL
接种于 Transwell板的上室中。实验组在下室中分

别加入含不同浓度 P物质（0.1 nmol/L、10 nmol/L、
1 μmol/L和 10 μmol/L）的不含血清培养基 500 μL，
对照组则在下室加入等体积的不含血清培养基，每

组 5个平行孔。48 h后弃培养基，PBS清洗，将小室

浸泡在 4%多聚甲醛溶液中固定 30 min，弃多聚甲

醛，PBS清洗后浸泡在0.1%结晶紫染液中1 h。轻柔

荡洗，用棉球轻轻擦拭上室表面细胞，清洗后从每

组PC膜中央随机选取5个视野拍照（×100），计数细

胞数量用于统计学分析。

6. 小管形成实验检测P物质对hDPSC成血管能

力的影响：取第3 ~ 4代hDPSC以2×105个/孔的密度

接种于六孔板中培养24 h，待细胞完全贴壁后用于研

究。（1）实验组：含有不同浓度 P物质（0.1 nmol/L、
10 nmol/L、1 μmol/L和10 μmol/L）的EGM⁃2培养基；

（2）对照组：不含P物质的EGM⁃2培养基。每隔 3 d
更换 1次培养基。各组细胞分别在上述条件下培养

14 d，然后进行小管形成实验。实验前一天将成血管

载玻片、Matrigel胶、无菌枪头在 4 ℃冰箱内预冷。

实验时在冰盒上以 10 μL/孔的体积加入Matrigel胶
于成血管载玻片中，37 ℃培养箱放置1 h后，将培养

14 d各组细胞以2×104个/孔的细胞密度按分组接种

于载玻片中，37 ℃，φ=5% CO2培养箱培养6 h，镜下

观察拍照（×40），分析形成小管的长度和分支点数。

7. 实时荧光定量反转录聚合酶链反应（RT⁃
PCR）检测成血管相关基因的表达：参照实验方法 6
中的操作步骤和分组进行细胞种板及成血管诱导，

于干预后的第 14天使用 TRIzol裂解细胞，提取总

RNA。按照逆转录试剂盒和 SYBR⁃Green染料试剂

盒操作流程检测血管内皮生长因子（vascular

endothelial growth factor，VEGF）和血管内皮生长因

子受体 2（vascular endothelial growth factor receptor
2，VEGFR2）mRNA 的表达情况，以 GAPDH作为内

参，用2-ΔΔCT 法分析各基因的相对表达量。目的基因

引物序列见表1。

三、统计学处理方法

采用GraphPad Prism 8软件进行统计学分析。用

Shapiro⁃Wilk检验各组数据的正态分布，Levene检验

数据的方差齐性，定量资料采用 x ± s表示。CCK⁃8
实验每个时间点的数据；Transwell、小管形成、RT⁃
PCR实验的各不同检测指标，若方差齐，则进行单

因素方差分析（One⁃Way ANOVA），采用Dunnett法
进行实验组与对照组的比较；若方差不齐，则采用

Brown⁃Forsythe检验，Dunnett′s T3法进行实验组与

对照组的比较。组内两两比较，采用独立样本 t检

验进行分析。P＜0.05为差异有统计学意义。

结 果

一、牙髓细胞的分离、培养与鉴定

1. hDPSC 的形态：采用组织块贴壁法培养

hDPSC，在组织块贴壁后大约1 ~ 2周可见细胞从组

织块周围爬出，以组织块为中心，呈梭形，放射状生

长（图 1A）。培养至融合达 80%时传代，取第 3代细

胞镜下观察，可见细胞形态较一致，呈长梭形，体积

较大（图1B）。

基因名称

VEGF

VEGFR2

GAPDH

引物序列

正向：5′⁃AGAAGGAGGAGGGCAGAATCATCAC⁃3′
反向：5′⁃GGGCACACAGGATGGCTTGAAG⁃3′
正向：5′⁃AGGGAGTCTGTGGCATCTGAAGG⁃3′
反向：5′⁃GTGGTGTCTGTGTCATCGGAGT⁃3′
正向：5′⁃CAGCAAGGATACTGAGAGCAAGAG⁃3′
反向：5′⁃GGATGGAATTGTGAGGGAGATG⁃3′

表1 实时荧光定量聚合酶链反应引物序列

图1 分离培养的人牙髓干细胞（hDPSC）的形态 A：原代hDPSC的组织细胞形态；B：第3代hDPSC的细胞形态。

A B
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2. hDPSC细胞表面标记物的表达情况：干细胞

表面标记物CD29和CD90呈阳性表达，其表达率分

别为 99.90%和 99.90%，造血谱系标记物 CD34 和

CD45呈阴性表达，其表达率分别为 0.40%和 0.04%
（图2）。

3. 成骨向分化茜素红染色：对照组细胞表面未

见任何矿化结节形成（图3A），而hDPSC经成骨诱导

21 d后茜素红染色，显微镜下观察可见大量大小不

一、形态不规则的红色钙化结节附着于细胞表面

（图3B）。
镜下观细胞呈梭形，形态较一致；流式细胞术

结果显示，间充质特异性细胞标记物CD29和CD90

呈表达阳性，造血细胞标记物CD34和CD45呈表达

阴性，证明培养细胞为间充质来源；茜素红染色可

见红色矿化结节，证明细胞具有成骨向分化的能

力。以上结果都表明分离培养的细胞符合间充质

干细胞特性。

二、P物质对人牙髓干细胞增殖能力的影响

使用含不同浓度P物质的DMEM完全培养基培

养 hDPSC，结果显示与对照组相比较，在 24 h时，P
物质对hDPSC的增殖没有明显影响；在48、72和96 h
时，P物质均能促进hDPSC的增殖，与对照组相比差异

具有统计学意义（P＜0.01，表 2、图 4），最佳效应浓

度为 10 μmol/L，与同时间其他各组相比，差异均有

图2 流式细胞术检测人牙髓干细胞（hDPSC）细胞表面标记物的表达 A：hDPSC阳性表达CD29；B：hDPSC阳性表达CD90；C：hDPSC阴性表

达CD45；D：hDPSC阴性表达CD34。

A B C D

图3 人牙髓干细胞（hDPSC）成骨向诱导21 d后茜素红染色 A：对照组；B：成骨诱导组。

A B

组别

对照组

0.1 nmol/L实验组

10 nmol/L实验组

1 μmol/L实验组

10 μmol/L实验组

F值

P值

例数

3
3
3
3
3

24 h
100.0±2.3
102.2±3.7
94.5±1.5ab

104.2±1.5c

99.9±1.5cd

7.6
0.004 2

48 h
100.0±0.4
105.9±0.9a

99.3±1.4b

105.8±3.8ac

119.0±1.0abcd

50.1
＜0.001

72 h
100.0±0.7
111.0±1.0a

104.5±0.7ab

111.2±1.7ac

148.4±3.5abcd

323.5
＜0.001

96 h
100.0±1.9
111.9±0.2a

105.5±2.5ab

113.6±2.0ac

140.8±1.0abcd

253.6
＜0.001

表2 各组在不同时间点人牙髓干细胞（hDPSC）增值率的比较（%，x± s）

注：与相同时间点对照组进行比较，aP＜0.05；浓度高于0.1 nmol/L各组与相同时间点0.1 nmol/L组比较，bP＜0.05；浓度高于10 nmol/L各组

与相同时间点10 nmol/L组比较，cP＜0.05；相同时间点1 μmol/L与10 μmol/L比较，dP＜0.05。
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统计学意义（P＜0.05，表2、图4）。72 h时，10 μmol/L
浓度培养的hDPSC增值率达到峰值；96 h时，P物质

对 hDPSC增殖的促进作用进入平台期或呈下降趋

势。提示，48 h后P物质促进hDPSC增殖，最佳效应

浓度为10 μmol/L，最佳作用时间为72 h。

三、P物质对人牙髓干细胞迁移能力的影响

细胞接种于Transwell小室 48 h后，与对照组的

细胞穿模数量（5.0±1.4）相比，各浓度实验组细胞穿

膜数量均明显增多，hDPSC迁移能力增强，0.1 nmol/L、
10 nmol/L、1 μmol/L和10 μmol/L组细胞穿膜数量分

别为（65.2 ± 2.6）、（87.6 ± 8.3）、（45.6 ± 1.5）和（13.6 ±
4.0），差异均有统计学意义（F = 310.3，P＜0.001）。

其中，hDPSC在 10 nmol/L浓度的P物质作用下穿膜

数量增高最显著（图5）。

四、P物质对人牙髓干细胞成血管向分化能力

的影响

1. 小管形成实验：含不同浓度P物质的成管培

养基干预14 d后，与对照组相比，各浓度P物质实验

组相对小管形成长度均更长，相对分支数也均显著

增加，差异具有统计学意义（P＜0.01，表 3、图 6）。

但 10 nmol/L组、1 μmol/L组和 10 μmol/L组的组间

差异无统计学意义（P＞0.05，表3）。

2. 血管向分化相关基因mRNA的表达：干预14 d
后提取细胞总RNA，实时荧光定量RT⁃PCR检测结

果显示 P物质作用下 hDPSC的 VEGFR2和 VEGF的

相对表达量均高于对照组，且差异具有统计学意义

（P＜0.05，表4、图7）。VEGFR2相对表达最大效应浓

度为10 nmol/L，但0.1 nmol/L与10 μmol/L、10 μmol/L

图 4 不同浓度P物质在不同时间点对人牙髓干细胞（hDPSC）增值

率的影响（aP＜0.05）

图5 不同浓度P物质对人牙髓干细胞（hDPSC）迁移能力的影响 A~E：结晶紫染色结果，A为对照组，B为0.1 nmol/L实验组，C为10 nmol/L
实验组，D为1 μmol/L实验组，E为10 μmol/L实验组；F：Transwell小室中迁移细胞数量分析结果，aP＜0.05。

E

A B C

D

F

表3 各组分支点数与相对小管形成长度的比较（x± s）

组别

对照组

0.1 nmol/L实验组

10 nmol/L实验组

1 μmol/L实验组

10 μmol/L实验组

F值

P值

例数

3
3
3
3
3

小管分支点数（个）

11±3
32±3a

48±3ab

40±4ab

55±7abd

43.7
＜0.001

相对小管长度（μm）
1 751±1 061
3 656±193a

5 348±471ab

5 061±709ab

6 440±794ab

19.4
0.0001

注：与对照组进行比较，aP＜0.05；浓度高于 0.1 nmol/L各组与

0.1 nmo/L组比较，bP＜0.05；浓度高于 10 nmol/L各组与 10 nmol/L组

比较，cP＜0.05；1 μmol/L与10 μmol/L比较，dP＜0.05。
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与1 μmol/L组间差异均无统计学意义（P＞0.05，表4）；
VEGF相对表达量 10 nmol/L与 0.1 nmol/L、10 nmol/L
与10 μmol/L组间差异无统计学意义（P＞0.05，表4）。

小管形成实验和RT⁃PCR实验结果提示：各浓

度P物质均对 hDPSC成血管能力具有促进作用，效

应浓度应大于或等于10 nmol/L。
讨 论

随着神经免疫学的发展，人们逐渐认识到创伤

后由周围神经末梢释放的感觉神经肽参与了伤口

愈合的调控，其中神经肽P物质在伤口愈合过程中

发挥了重要的作用［12］。P物质不仅参与了创伤后的

神经源性炎症反应，引起毛细血管扩张、血管通透

性增加，而且直接促进修复细胞，尤其是间充质干

细胞的迁移、增殖和分化［13］，并且通过与炎性细胞

的相互作用，调节这些细胞的功能，诱导细胞因子

和生长因子的释放［14］，从而从多个方面参与伤口愈

合的调控。多项研究表明，在组织的再生和修复过

图6 不同浓度P物质对人牙髓干细胞（hDPSC）成血管向分化能力的影响 A~E：镜下小管形成情况，A为对照组，B为0.1 nmol/L实验组，C为

10 nmol/L实验组，D为1 μmol/L实验组，E为10 μmol/L实验组；F：小管分支点数统计分析结果，aP＜0.05；G：对相对小管形成长度统计分析结

果，aP＜0.05。

表4 各组血管向分化相关基因相对表达量对比（x± s）

注：VEGFR2为血管内皮生长因子受体2；VEGF为血管内皮生长

因子；与对照组进行比较，aP＜0.05；浓度高于 0.1 nmol/L 各组与

0.1 nmol/L组比较，bP＜0.05；浓度高于10 nmol/L各组与10 nmol/L组

比较，cP＜0.05；1 μmol/L与10 μmol/L比较，dP＜0.05。

组别

对照组

0.1 nmol/L实验组

10 nmol/L实验组

1 μmol/L实验组

10 μmol/L实验组

F值

P值

例数

3
3
3
3
3

VEGFR2

1.000±0.023
1.129±0.076a

1.474±0.101ab

1.285±0.055abc

1.213±0.160
10.43
0.001 4

VEGF

1.000±0.026
1.211±0.023a

1.242±0.070a

1.679±0.043abc

1.138±0.156d

29.87
＜0.001

E

A B C

D

GF
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程中，P物质通过调控干/祖细胞的生物学行为参与

血管［15］、神经［16］和骨［17］的形成。然而，在牙髓损伤

修复过程中P物质对牙髓干细胞生物学行为的调控

作用仍然不明。

P物质作为一种神经递质，参与多种生物学行

为。研究表明，较高浓度的P物质（10 nmol/L）在干

预后的最初 72 h内刺激了小鼠骨髓间充质干细胞

（bone mesenchymal stem cell，BMSC）的增殖，但在

干预 21 d后P物质对BMSC的细胞增殖活性没有影

响［18］。惠婷等［19］研究证实，1 μmol/L P物质可促进

BMSC的增殖和成骨向分化。Tao等［13］发现，100 nmol/L
P 物质可通过上调趋化因子 C⁃X⁃C⁃基元受体 4
（chemokine C⁃X⁃C motif receptor 4，CXCR4）和磷酸化

蛋白激酶 B（phosphorylated proteinkinase B，p⁃Akt）
促进BMSC的迁移而参与组织修复。上述研究结果

提示，P物质发挥不同生物学效应具有浓度和时间

特异性。

牙髓损伤的修复过程与骨组织相似，是一个复

杂的过程，有多种因素的生物学效应和调控机制参

与其中。因此，本实验设置了不同浓度的P物质，观

察P物质对 hDPSC生物学行为的影响。结果表明，

本研究设置的 4种浓度的P物质对 hDPSC干预 48 h
后，开始对 hDPSC的增殖有促进作用，其中以 72 h
时10 μmol/L组效果最佳；96 h时P物质对hDPSC的

增殖作用进入平台期或呈下降趋势。这与田丽华［9］

研究中P物质对hDPSC增殖的影响趋势一致。96 h
后细胞增殖率进入平台期或下降，推测原因与孔板

内细胞发生接触性抑制，或是因为P物质半衰期较

短而失活导致。与增殖效应结果不同的是，Transwell
迁移实验表明，各浓度P物质均可促进 hDPSC的垂

直向迁移能力，但以10 nmol/L浓度组促进作用最为

显著。小管形成实验和RT⁃PCR 结果提示，不同浓

度P物质均可促进hDPSC成血管向分化。内皮细胞

在血管生成过程中具有重要作用，是血管形成的必

要条件，VEGFR2主要表达于血管内皮细胞和胚胎

前体细胞［20］，RT⁃PCR结果提示 10 nmol/L浓度下 P
物质促进hDPSC向内皮细胞分化作用最显著；VEGF

可以促进血管内皮细胞的增殖和存活，在 VEGF与

内皮细胞的表面受体结合后促进内皮细胞的迁移，

是血管生成过程中重要的调控因子，RT⁃PCR 结果

提示 1 μmol/L浓度的P物质培养下VEGF的相对表

达效应最高。因此，虽然基因层面VEGFR2与VEGF

相对表达量的最大效用浓度不同，但最终在小管形

成结果上10 nmol/L、1 μmol/L和10 μmol/L浓度实验

组组间差异无统计学意义。推测，可能是当P物质

达到一定浓度后，其对hDPSC成血管向分化的影响

达到平台期，因此不同浓度组间无明显差异。综上

所述，P物质可以促进hDPSC的增殖、迁移和成血管

的能力，最佳效应浓度分别为 10 μmol/L、10 nmol/L
和10 nmol/L。

虽然，本研究结果显示P物质在多个方面均可

影响hDPSC的生物学行为，但hDPSC作为具有多向

分化潜能的间充质干细胞，在组织的修复和再生过

程中所发挥的生物学效应是极为复杂的过程，P物

质在其复杂的效应网络中所发挥的作用仍然需要

进一步深入研究。
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