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  【摘要】 牙髓及根尖周病是

口腔多发病，但目前临床常用治疗

方法均存在一定局限。牙髓功能

性再生逐步成为口腔医学研究的

重点与热点，其中干细胞移植技术

尤为重要。相较于单细胞移植，干

细胞微球可提升移植后细胞存活

率；同时，与二维培养相比，微球能

更精准地模拟体内微环境，维持干

细胞更优异的生物学特性，在组织

再生中展现出巨大潜力。本文系统概述干细胞微球的结构、

形成机制和影响因素，重点总结其在牙髓再生领域的研究进

展，分析现存挑战与发展方向，为其后续基础研究与临床转

化提供参考。

  【关键词】 微球； 干细胞； 牙髓再生； 三维细胞培

养； 再生医学
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  【Abstract】   Pulp and periapical diseases are prevalent 
conditions in dentistry，yet current clinical treatment approaches 
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medicine research，with stem cell transplantation technology 
being particularly significant. Compared to single ‑ cell 

transplantation， stem cell spheroids can enhance post ‑
transplantation cell survival rates； simultaneously， compared to 
two ‑ dimensional culture， spheroids more accurately mimic the 
in vivo microenvironment， maintaining superior biological 
properties of stem cells and demonstrating significant potential 
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  牙髓对牙体组织至关重要，当牙髓遭受创伤或

细菌侵袭时，易引发不可逆的牙髓及根尖周疾病。

长期以来，临床治疗的核心目标集中于感染控制与

症状消除，根管治疗虽能控制感染，但需彻底去除

牙髓组织，导致牙齿丧失营养供应、剩余牙体组织

脆性增加且未成熟恒牙难以继续发育；而活髓切断

术、牙髓血运重建术等保留牙髓的方法，虽可部分

维持牙髓功能，但适应证较为严格，且再生的组织

多为骨样或牙骨质样结构，并非真正意义上的功能

性牙髓组织［1‑2］。如何最大程度保留或重建牙髓的

生物学功能，始终是牙髓病学领域的重要挑战。随

着组织工程与再生医学的发展，干细胞移植策略为

牙髓再生提供了新思路。研究者将体外扩增的牙

源性干细胞移植入根管系统后，所再生的牙髓在临
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床测试中的反应与正常牙髓相似，展现出良好的牙

髓样组织再生潜力［1，3‑5］。然而，传统单细胞悬液移

植模式在细胞存活、细胞间信号交流、细胞外基质

（extracellular matrix，ECM）支持及早期血管化等方

面存在明显局限。如何使移植细胞在根管这一特

殊的三维微环境中“存活下来、组织起来并发挥功

能”，成为决定牙髓再生能否真正实现的重要环节。

近年来，三维干细胞微球（stem cell spheroid）移植策

略受到广泛关注。相较于单细胞悬液，干细胞微球

通过细胞间紧密连接和自分泌细胞外基质形成仿

生微环境，能够显著提高细胞移植后的存活率，维

持自然的细胞骨架组织与顶端-基底极性，增强干

性维持与旁分泌功能，促进血管新生及组织有序再

生［6‑8］。干细胞微球已在心肌损伤［9‑10］、骨组织缺

损［11‑12］及神经退行性疾病［13］等研究领域显示出一定

的应用潜力。

  目前，干细胞微球在牙髓再生中的研究尚处于

探索阶段，其形成方式、细胞来源及培养条件等关

键参数与牙髓再生结局之间的关系尚未得到系统

阐明。基于此，本文以干细胞微球在牙髓再生中的

应用为切入点，系统梳理其结构特征、形成机制及

关键影响因素，分析其在牙髓组织重建中的潜在作

用、当前研究进展及临床转化瓶颈。在此基础上，

探讨干细胞微球由“体外三维培养模型”走向“根管

内功能性组织再生载体”所面临的关键科学问题与

技术挑战，以期为从细胞移植向组织化、功能化牙

髓再生的转变提供新的研究思路。

  一、干细胞微球

  目前常用的细胞体外培养三维模型包括微球、

类器官及器官芯片等［14‑15］。其中，微球与类器官在

文献中常存在概念模糊、标准不一的问题。微球是

由单一或多种细胞通过自发聚集或外力诱导形成

的简单三维细胞簇，广泛用于药物筛选与组织再

生。干细胞微球是微球的一种特殊类型，特指由干

细胞经自组装或外力诱导形成的三维结构，具有维

持干细胞的干性及其多向分化潜能的优势［16‑17］。相

比之下，类器官和器官芯片更侧重于模拟真实器官

的复杂结构与功能，但操作较为烦琐［17‑19］。

  微球内部呈现典型的三层结构（图 1），最内层

为坏死核心，周围分布凋亡细胞；中间层为静止但

仍保持活性的非增殖细胞；最外层为增殖活跃、迁

移能力强的细胞［15］。各层之间形成明显的物质浓

度梯度：从表层向核心，氧气与营养物质浓度逐渐

降低、pH值下降，而二氧化碳、乳酸盐及代谢废物含

量不断积累，这种结构特征与微环境梯度共同调控

细胞命运［20］。相较于单细胞悬液，干细胞微球的移

植存活率更高［8］，这一优势与其内部缺氧微环境密

切相关：缺氧可增强细胞血管生成能力以适应根管

缺血环境，提升细胞抵抗氧化应激诱导凋亡的能

力，同时强化抗炎与免疫调节功能，促进巨噬细胞

向抗炎表型转化，为牙髓修复营造有利局部微环

境［4，7］。相较于二维培养体系，微球能更精准地模拟

体内生理微环境［4，16］，使细胞在形态、表型等方面展

现显著优势，包括维持干性、增强细胞间通讯和延

缓细胞衰老等［21‑22］。此外，该模型还能减少动物模

型使用，符合美国食品药品监督管理局（Food and 
Drug Administration，FDA）相关政策为非动物试验

技术提供的支撑［23］，有利于推动个性化医疗与临床

转化，为牙髓再生研究提供更理想的体外平台。

  二、干细胞微球的形成机制与影响因素

  干细胞微球的形成可通过自发聚集或物理方

式启动［15］，是由黏附分子、皮层张力与细胞骨架重

排协同调控的主动自组装过程。高表达钙黏蛋白

的细胞分布于微球内部，而高表达整合素的细胞则

位于外周。该过程可分为 3个连续阶段：（1）初始聚

集。钙黏蛋白介导细胞间接触，整合素与ECM的相

互作用影响聚集速率。 （2）黏附增强。钙黏蛋白积

累激活 β‑catenin 信号通路，同时整合素‑ECM 相互

作用促进细胞存活与聚集，其中钙黏蛋白的上调是

实现细胞从松散堆积向致密化转变的关键。 （3）致

密化。外周区域的高皮层张力通过Rho/ROCK信号

通路调控细胞骨架重组，形成微球内部与外周之间

的力学差异，进而调控细胞命运。在整个自组装过

程中，钙黏蛋白-连环蛋白复合体参与信号转导，而

图 1   细胞微球示意图
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细胞骨架系统提供收缩动力，二者共同主导微球的

自组装［7，16，22，24］。

  干细胞微球的功能受其尺寸影响。尺寸通常以

直径或细胞数量来表征［25］，由初始接种密度决定，

并受到缺氧耐受性的制约；尺寸的变化会直接影响

营养物质的扩散效率、细胞间相互作用强度及基因

表达。若尺寸过大，内部易形成缺氧核心，进而诱

导细胞凋亡。此外，不同培养方法因介质体积和气

液界面的差异，会直接影响供氧效率，Fuentes 等［25］

和 Schmitz 等［26］对比发现，采用悬挂滴法制备的间

充质干细胞（mesenchymal stem cell，MSC）微球在直

径达 920 μm时才出现缺氧核心，而低黏附培养板制

取的微球在直径超过600 μm时即已形成缺氧核心。

  三、干细胞微球的制备与培养技术

  制备干细胞微球的方法多样，可根据实验需求

选择。悬滴法操作简便但换液困难，适用于短期培

养［16］。液体覆盖法通过阻断细胞贴壁促使微球形

成，便于调控大小与提取。低黏附培养板可控制微

球尺寸、获得形态均匀的微球，但难以大规模生产，

也无法有效去除死细胞与碎片；需注意，部分文献将

低黏附培养板归入液体覆盖法范畴［27］。沉淀法通过

离心浓缩细胞，常用于成软骨分化研究。搅拌瓶法

依靠搅拌促进聚集，但转速对微球质量影响显著。

旋转壁式生物反应器可模拟微重力环境，调控干细

胞基因表达。磁悬浮技术利用磁场维持细胞悬浮、

利于共培养，但磁性粒子可能影响细胞存活率与功

能［22］。微球形成后，需进一步选择合适的培养方式。

静态悬浮培养设备简单，但换液烦琐、效率较低；动

态悬浮培养可支持微球长期生长并显著提升其生物

学功能，但当前仍面临微球大小不均、制备参数缺乏

统一标准、动态环境的作用机制尚不明确等问题［7］。

  近年来，多种新技术平台相继涌现为微球的制备

与培养提供了优化方案。微阵列技术可实现高通

量、高重复性和低样本消耗的微球培养，但设备成本

高、喷嘴易堵塞、对材料参数敏感［28］。微流控技术

可实现高精度、高通量的微球生产，模拟体内微环

境并实时监测培养参数［29］；3D生物打印可利用含干

细胞微球的生物墨水，在牙科等组织工程领域应用

广泛［30］。此外，根据是否使用外源性支架材料，微

球培养体系可分为以下两类：（1）支架体系常结合

水凝胶、电纺丝和纳米纤维等材料，通过调控孔隙

率、刚度及表面成分适配组织微环境，可促进营养

运输、提高微球核心细胞存活率，并实现均一微球

的规模化制备；但支架材料存在引发免疫反应及感

染的潜在风险［16，31］。 （2）无支架体系不依赖外源性

生物材料，能够强化细胞间及细胞与基质间的相互

作用，降低免疫风险，但机械强度较低，微球形态稳

定性较差［7，32］。

  四、干细胞微球在牙髓再生领域的研究进展

  在牙髓再生领域，干细胞微球构建技术既可作

为研究干细胞行为及生物材料相互作用的体外模

型，又可作为微型牙髓构造体用于根管植入。研究

表明，牙髓干细胞（dental pulp stem cell，DPSC）等经

微球培养后，其多谱系分化能力、成骨及成牙本质

标志物表达均显著提升，矿化与成骨潜能增强［4，14］。

针对牙髓再生中的血管化难题，共培养策略展现出良

好前景。Dissanayaka等［33］将 DPSC与人脐静脉内皮

细胞（human umbilical vein endothelial cell，HUVEC）
共培养形成微球，将植入免疫缺陷小鼠皮下的人牙

根取出并切片后，成功构建出具有血管化特征的牙

髓样组织，免疫组化证实该组织来源于人类，且沿

牙本质侧可见排列整齐的类成牙本质细胞。在此

基础上，多种仿生策略进一步推动了血管化进程：

可注射水凝胶微球［34］、基于 GelMA超细纤维的仿生

体系［35］、DNMTi@ZIF‑8 纳米平台［36］及 Yuan 等［37］通

过优化微球尺寸诱导的适度生理性缺氧，均能有效

促进血管生成。在神经化方面，Jian等［38］将DPSC及

其诱导分化的内皮样、神经样细胞按不同比例在低

黏附培养板中构建多细胞微组织微球，证实其在裸

鼠皮下异位移植模型中能促进血管化和神经标志物

表达，为牙髓再生提供了无支架多细胞微球新策略。

其他类型干细胞微球同样展现前景。脱落乳牙牙髓

干细胞（stem cells from human exfoliated deciduous 
teeth，SHED）微球表现出增强的成骨、成脂分化及迁

移能力，能维持良好干细胞特性，并在裸鼠皮下有

效促进牙髓-牙本质样组织再生［39］，赫氏上皮根鞘

细胞、胚胎牙细胞和牙周膜 MSC 等制成的微球，在

体外培养和体内移植中分别展现出矿化增强、牙齿

发育和牙周形成等潜能；此外，皮质骨来源 MSC 微

球与去端肽胶原海绵结合，可用于牙槽嵴新骨形

成，为牙齿脱落修复提供了新思路［40‑41］。综上，不同

细胞来源、不同构建方式的干细胞微球在牙髓再

生、血管神经化及牙体牙周组织修复中展现出差异

化的生物学优势与应用潜力。本文对现阶段各类

干细胞微球的制备策略、动物模型及再生应用进展

进行汇总，详见表1。
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  注：DPSC为牙髓干细胞；HUVEC为人脐静脉内皮细胞；SHED为乳牙牙髓干细胞；HERS为赫氏上皮根鞘细胞；PDLSC为牙周膜干细胞；

MSC为间充质干细胞；GelMA为甲基丙烯酰化明胶；PI3K‑AKT为磷脂酰肌醇3激酶-蛋白激酶B；RNA‑seq为转录组测序技术。
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Zhang等［34］
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Li等［36］

Yuan等［37］
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Ding等［39］

Duan等［40］

Griffin等［41］

干细胞来源

DPSC + HUVEC

DPSC

DPSC + HUVEC

DPSC、SHED

SHED

DPSC
SHED

HERS

胚胎牙细胞

PDLSC + HUVEC

皮质骨来源MSC

微球制备方法

微孔阵列法

静电微滴法

GelMA纤维载体

微孔阵列法

低黏附培养板

低黏附培养板

低黏附培养板

基质胶辅助法

悬滴法

微孔芯片法

低黏附培养板

动物模型

免疫缺陷小鼠皮

下移植

裸鼠皮下移植

裸鼠皮下移植

裸鼠皮下移植

裸鼠皮下移植

裸鼠皮下移植

裸鼠皮下移植

大鼠肾囊下/皮
下移植

免疫正常小鼠皮

下移植

大鼠上颌第一磨

牙牙周缺损模型

免疫缺陷小鼠皮

下移植

主要结果

形成血管化牙髓样组织，可见类

成牙本质细胞

促牙髓样组织再生及新微血管

形成

生成牙髓样组织、血管及成牙本

质样细胞

通过 Zn²⁺激活 PI3K‑AKT 通路促

血管生成

适度生理性缺氧平衡活力与促

血管能力

促进血管化和神经标志物表达

有效促进牙髓牙本质样组织的

再生

矿化增强

形成完整牙齿结构

促进牙骨质形成

促进牙槽嵴新骨形成

局限性

缺乏功能性牙根发育的长期

观察

长期血管稳定性待验证，生物

安全性未评估

是否适用于临床根管注射未

验证

纳米材料长期生物安全性需

评估

最佳尺寸可能因细胞类型而异

未证实功能性神经支配

RNA‑seq 结果并未阐明具体信

号通路

移植后新生组织来源未明确

细胞来源伦理及未形成完整

的、功能性牙周膜附着

未评估牙周膜质量、功能附着

及长期稳定

机械强度及长期骨重塑效果有

待验证

表 1 干细胞微球在牙髓再生中的临床前研究总结

  五、当前挑战与未来展望

  值得注意的是，上述多数研究仍处于体外或异

位移植阶段，临床转化面临三大核心瓶颈：规模化

生产的一致性、核心坏死的控制及体内血管化的实

现。在规模化方面，尽管3D生物打印及微孔阵列技

术可实现均一微球的批量制备，但面对某些对微球

数量要求极高的高通量筛选应用时，产量仍有进一

步提升的空间［28，42］，微流控液滴技术与生物反应器

的结合是突破该瓶颈的最有前景方向，但需优先解

决剪切力对细胞活性的影响；针对核心坏死，现有

策略如气体渗透芯片或水凝胶供氧虽可改善氧梯

度，但其长期生物安全性尚待评估［43‑44］。相比之下，

通过优化微球尺寸以避免坏死产生更为简洁可靠，

且无须引入外源性材料；在血管化方面，自组装多

肽驱动的微球形成技术可在体外构建含类毛细血

管结构的组织微球，体内移植后具有良好的血管化

能力，为血管化策略提供了新思路［45］。对于牙髓再

生而言，更具挑战性的是根管这一特殊的三维受限

环境。微球不仅需要在狭长根管内保持结构和活

性，还需适应复杂的力学环境，并在感染控制后实

现快速血管化及与牙本质壁的有效整合。目前尚

缺乏真实感染根管模型对上述过程的系统验证。

此外，除关注微球的形成与存活外，还应重视其形

态发生过程，尤其是力学信号对微球命运的影

响［46］。因此，未来研究应进一步从微球能否形成转

向微球能否适应根管并实现功能性再生。基于此，

未来可重点关注 3个方向：（1）阐明根管力学约束对

微球结构及细胞命运的影响；（2）通过动态培养构

建具有更强稳定性和抗应激能力的预形成微球；

（3）利用微球自分泌ECM促进其与根管内壁的快速

整合。最终推动干细胞微球由单纯的细胞递送载

体，向具有稳定结构、持续存活和组织重建能力的

“再生单元”转变。总体而言，干细胞微球为牙髓再

生提供的价值，可能并不仅在于提高移植细胞的存

活率，而在于改变传统细胞移植的组织工程方式。

从单细胞悬液到具有细胞间通讯、ECM微环境及一

定组织结构的三维微球，本质上是从输送细胞向输

送具有组织形成潜能的再生单元转变。然而，牙髓

再生的最终目标并非在根管内形成单纯的细胞团

块，而是重建具有血管化、免疫调控、感觉及牙本质

形成能力的功能性牙髓组织。因此，未来研究需要

进一步突破微球形成-移植存活-组织形成的传统
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评价框架，将感染微环境、根管空间约束、力学信

号、血管化及牙本质界面整合纳入统一的研究体

系。只有当干细胞微球能够在真实根管环境中实

现长期存活、有序组织化并逐步恢复牙髓生物学功

能，其临床转化价值才能得到真正验证。由此，干

细胞微球有望成为连接细胞治疗、组织工程与牙髓

再生医学的重要技术桥梁，并推动牙髓治疗从感染

控制进一步迈向功能重建。
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