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人多能干细胞在口腔组织工程中的研究进展
秦丽颖1#  王琳1#  钱澄艺1  周平2*  郭艳玲1*

(1甘肃卫生职业学院口腔医学院, 兰州 730207; 2兰州大学口腔医学院(医院), 兰州 730000)

摘要      肿瘤、外伤及细菌感染等因素常导致牙体缺损、牙列缺失及颌面部骨与软组织缺损等

疾病。人多能干细胞(hPSCs)以其强大的自我更新能力和多向分化潜能 , 为口腔组织工程实现组织结

构与生物功能的同步重建提供了新的可能。该文围绕hPSCs在全牙、牙根、牙釉质、牙髓牙本质复合体、

牙周组织、颌面部骨组织及口腔软组织再生中的应用进展进行综述。首先 , 简要回顾了组织工程中

干细胞的选择。随后, 系统梳理了hPSCs在上述方向中的研究现状, 重点归纳了其主要诱导分化策略、

组织工程构建模式及体内再生效果, 详细阐述了颌面部骨组织、牙髓牙本质复合体再生相关内容, 同
时梳理了全牙、牙釉质、口腔软组织再生现存的技术瓶颈。最后, 明确了hPSCs在口腔组织工程中的

局限性并展望了其前景, 以期为hPSCs在口腔再生医学中的进一步研究与应用提供参考。
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Research Progress of Human Pluripotent Stem Cells in Oral Tissue Engineering
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Abstract       Dentition defects, dental defects, and abnormalities in the maxillofacial bone and soft tissues are 
frequently caused by tumors, trauma, and bacterial infections. In oral tissue engineering, hPSCs (human pluripotent 
stem cells) present novel opportunities for the concurrent rebuilding of tissue structure and biological function due to 
their capacity for self-renewal and multidifferentiation. This research reviews the advancement of hPSC applications 
in the regeneration of whole teeth, tooth roots, enamel, pulp-dentin complex, periodontal tissues, maxillofacial bone 
tissue, and oral soft tissues. It begins with a brief summary of stem cell selection in tissue engineering. The research 
status of hPSCs in various fields is then methodically reviewed, with an emphasis on their primary induction differen-
tiation mechanisms, tissue engineering building models, and in vivo regeneration effects. It provides a detailed discus-
sion of the regeneration of maxillofacial bone tissue and the pulp-dentin complex, while also identifying existing tech-
nical bottlenecks in the regeneration of whole teeth, enamel, and oral soft tissues. Finally, it discusses the limitations 
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颌面部组织缺损严重影响口腔的功能和美观 , 
过去几十年来 , 牙体缺损或缺失常使用材料修复 , 
而颌面部骨组织缺损则使用自体骨移植或异体骨

移植 [1-3]。然而 , 修复材料性能待改进 , 供体部位损

伤和移植组织数量有限等问题意味着仍需开发新

技术以进一步提升治疗效果。因此, 基于支架、生

长因子和干细胞的组织工程技术应运而生[4]。 
组织工程领域的最终目标是将干细胞分化为

祖细胞或体细胞 , 以替代损伤器官中的缺陷细胞 , 
其应用形式可分为两种, 一种是体外诱导干细胞分

化为靶细胞后, 将其移植至缺损区域使其参与组织

修复 ; 另一种是直接向组织缺损部位 (如外伤引起

骨缺损 )植入干细胞 , 使其在局部内环境或生长因

子辅助下进一步在体内分化为目的细胞。组织工

程中使用的干细胞主要包括人多能干细胞 (human 
pluripotent stem cells, hPSCs)和人间充质干细胞

(human mesenchymal stem cells, hMSCs)。其中

hPSCs包括人诱导多能干细胞 (human induced plu-
ripotent stem cells, hiPSCs)和人胚胎干细胞(human 
embryonic stem cells, hESCs)。而用于口腔组织

工程的 hMSCs主要包括来自颌面部骨髓的骨髓间

充质干细胞(bone marrow mesenchymal stem cells, 
BMSCs)与牙源性 hMSCs包括牙髓干细胞 (dental 
pulp stem cells, DPSCs)、牙周膜干细胞(periodontal 
ligament stem cells, PDLSCs)、根尖牙乳头干细胞

(stem cells from apical papilla, SCAPs)、乳牙牙髓

干细胞(stem cells from human exfoliated deciduous 
teeth, SHEDs)和牙囊干细胞 (denta follicle stem 
cells, DFSCs)等。其中BMSCs适合用于牙槽骨再

生, 因为其来源于骨髓, 与牙槽骨组织具有相似性, 
而牙源性 hMSCs则适用于牙本质、牙髓和牙周组

织等外胚间充质来源组织的再生 [5-7]。此外 , 局部

注射的 hMSCs具有抗炎和免疫调节功能 , 可作为

牙周炎治疗的种子细胞 [8-10]。目前 , 基于 hMSCs的
组织工程已应用于牙周组织、牙槽骨及牙髓再生

的临床试验 , 多项随机对照研究表明其安全性良

好 , 且再生效果较为理想 [11], 2023年的一项Meta分
析纳入了 5项随机对照试验、118例患者 , 结果显

示 hMSCs治疗组在牙龈附着水平、牙周袋深度和

骨缺损修复方面优于传统手术治疗 [12]。但需注意 , 
hMSCs仅具备向间充质谱系分化的潜能, 而天然牙

发育则是多要素 (包括上皮细胞、间充质细胞等功

能细胞 , 神经、血管等附属组织 , 以及局部免疫微

环境 )协同调控的结果。更为重要的是 , hMSCs的
生长能力会受供者的影响, 其在体外培养过程中存

在扩增能力有限、容易衰老等问题, 难以储备足够

数量的种子细胞用于组织再生。

相比之下, hPSCs具有无限的自我更新能力和体

外分化为任何成体细胞的能力 ,  这一独特特性为组

织工程中所必须的细胞提供了永不枯竭的资源。可

以说 , hMSCs主要促进特定组织修复 , 而hPSCs则具

有实现复杂口腔组织和器官真正生物再生的潜力 , 
这使其成为了口腔组织再生未来发展的关键方向。

其中从囊胚未分化的内细胞群中提取的hESCs虽然

具有无限增殖潜能 , 但是存在免疫排斥和医学伦理

问题 , 并不适用于组织工程。而由体细胞重编程而

来的hiPSCs被证实具有与hESCs相同的表型 , 且其

解决了免疫排斥和伦理道德问题 , 增加了干细胞自

体移植治疗的可行性 , 被认为是组织工程理想的种

子细胞来源 [13]。迄今为止 , 已成功从牙髓、口腔黏

膜、牙龈、牙周膜 (periodontal ligament, PDL)等不

同口腔组织 , 脱落的皮肤组织甚至是尿液中重编程

了hiPSCs, 以hiPSCs为基础的口腔组织工程在牙齿缺

失、牙体缺损、牙周组织再生和颌面部骨重建中具

有广泛的治疗前景[14-16]。其中, 在重编程供体细胞的

筛选中 , 相较于皮肤成纤维细胞 , 牙源性细胞是更为

理想的细胞来源。牙源性干细胞来源于拔除或脱落

的牙齿 , 属于临床废弃组织 , 可无额外创伤获得 , 且
被证实具有更高的重编程效率。更重要的是 , 源自

牙组织的hiPSCs保留了其神经嵴来源的部分表观遗

传记忆 , 这可能促进其向成牙、牙周、神经和颅面

谱系分化 [17]。这些独特的生物学特性使得源自口腔

of hPSCs in oral tissue engineering and their future prospects, aiming to provide a reference for further research and 
application of hPSCs in oral regenerative medicine.

Keywords       human pluripotent stem cells; human induced pluripotent stem cells; tooth regeneration; bone 

tissue engineering; soft tissue regeneration
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组织的hiPSCs在颅颌面组织工程与再生领域具有特

别的吸引力[18]。

现阶段虽然已有基于 hPSCs治疗的临床研究 , 
但多集中在视黄斑变性 [19]、缺血性心肌病 [20]、帕

金森病 [21]等 , 而其在口腔再生领域的应用仍局限

于临床前研究 , 主要障碍包括致瘤风险、基因组

不稳定性、制备流程复杂等。纵观 hiPSCs近年

来在发育生物学、生物材料工程和类器官技术方

面的进展 , hPSCs引导组织再生的能力是 hMSCs
所不能及的。因此 , 尽管目前在安全性、生产制

造和监管审批方面仍面临转化挑战 , 但持续研究

基于 hPSCs的策略对于实现功能性口腔组织再生

这一长期目标仍然至关重要。基于目前缺乏针对

hPSCs在口腔组织工程中应用现状、关键技术瓶

颈及转化前景的系统梳理 , 本文综述了近几年来

hPSCs在全牙再生、牙根再生、牙釉质再生、牙

髓牙本质再生、牙周组织再生、颌面部骨组织缺

损修复以及口腔软组织再生中的应用 , 重点讨论

了 hiPSCs在这几个方向中的应用潜能及仍存在的

问题 (图 1)。本综述旨在激发研究人员对 hPSCs应
用领域的探索兴趣 , 加快口腔颌面部组织缺损修

复的研究进程。

1   hPSCs在牙再生中的应用
1.1   全牙再生和牙根再生

在体内胚胎牙胚发育阶段 , 源自外胚层的上皮

细胞与神经嵴细胞 (neural crest cells, NCCs)来源的

间充质细胞发生信号互作 , 由此启动牙胚发育 [22]。

原发性上皮分化形成了成釉器 , 成釉器进一步形成

了牙冠表面牙釉质 , 牙间充质细胞则形成了牙齿的

大部分结构 , 包括牙髓、牙周膜以及由牙本质细胞

产生的牙本质 , 而其中由成釉器的内釉上皮和外釉

上皮构成的上皮根鞘则在牙根部牙本质和牙骨质的

形成中起着重要作用[23]。

2005年 , 王松灵院士团队 [1]从牙胚组织中分离

出了牙上皮细胞和牙间充质细胞 , 将其重组后共接

种在支架材料中并移植入小鼠体内 , 获得了具有类

牙釉质、牙本质以及牙髓的生物牙 , 该研究首次较

完整证实了通过牙上皮–牙间充质重组 , 可以实现牙

的发育重建。然而此后 , 全牙再生研究停滞多年 , 因
为MSCs虽易获得但牙上皮细胞却在成年后几乎消

失。随着hESCs和hiPSCs被引入牙再生领域 , 生物牙

再生研究进入了下一个发展阶段。2013年 , Cai等 [18]

将尿液源的hiPSCs诱导为上皮样细胞 , 取胚胎第14.5
天的胎鼠牙胚MSCs作为牙发育诱导中心进行牙胚

图1   人多能干细胞应用于口腔组织工程研究示意图

Fig.1   Schematic diagram of human pluripotent stem cells applied to oral tissue engineering 
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重组, 接种到支架后, 将其移植到小鼠肾被膜下培养3
周 , 发现hiPSCs来源的上皮进一步形成了与成熟成釉

细胞类似的釉柱结构 , 首次证实hiPSCs可以形成成釉

细胞 , 并且HE染色表明在形成的类牙样结构中存在

牙本质矿化结构与类牙髓的中央疏松结缔组织。虽

然该体系中的牙本质和牙髓主要来源于小鼠牙胚间

充质 , 且未形成完整牙根、牙骨质和牙周膜结构 , 但
该研究中牙器官重建为基于hiPSCs的全牙再生研究

指明了预期方向。Kim等 [22]的研究证实将hiPSCs和
hESCs分化为上皮样细胞并与人源DPSCs共培养20 d
后 , 有高表达牙釉质和牙本质相关标记物的牙样结

构形成 , 成功率约为30%。然而 , 多数研究并未评估

来源于牙囊细胞的牙周组织即牙骨质、牙槽骨和牙

周膜的形成 , 难以实现全牙再生的临床转化。纵然

有研究使用重组猪牙胚上皮和间充质干细胞的方法

在小猪颌骨原位完成了类牙结构 [20], 或从未萌出的

智齿中分离牙囊组织来分化牙类器官以期引导牙再

生 [21], 但使用的细胞在培养时容易衰老或具有异源

性 , 本文不做过多介绍。逐渐地 , 类器官的构建在复

杂组织再生如全牙再生、骨组织再生中逐渐受到关

注 , 类器官是体外自组织且自我更新的三维细胞结

构。传统的组织工程旨在制造替代组织 , 而类器官

旨在通过细胞自组织重现发育过程和器官特异性功

能。虽然目前已经有基于干细胞类器官的研究 , 但
多数研究中的干细胞选择了牙源性干细胞 , Kim等 [22]

使用骨形态发生蛋白4(bone morphogenetic protein 4, 
BMP4)诱导hiPSCs经拟胚体 (embryoid body, EB)向外 
胚层分化 , 随后使用BMP抑制剂Noggin与表皮生长

因子 (epidermal growth factor, EGF)联合诱导培养牙上

皮样细胞 , 随后将其接种于超低吸附培养板形成牙

釉质类器官 , 结果证实其能够高表达成釉细胞分化

相关标志物末梢更少同源框3(distal-less homeobox 3, 
DLX3)基因与X-连锁釉原蛋白  (X-linked amelogenin, 
AMELX), 且成釉细胞不断运输钙离子用于牙釉质矿

化 , 研究首次构建了基于hiPSCs的牙釉质类器官 , 然
而未继续验证全牙再生的可能。

对于牙根再生 , Sonoyama等 [24]发现 , 将接种

SCAPs和PDLSCs的羟基磷灰石 /磷酸三钙支架植入

小猪颌骨内可成功再生包含有类牙本质、牙骨质及

牙周膜结构的生物性牙根。在后续研究中, Guo等[25]

招募了15名牙外伤后牙齿脱落的患者进行临床试验 , 
他们将脱细胞牙本质基质与hDPSCs聚集体结合 , 并

植入脱落牙的牙髓腔后 , 发现hDPSCs聚集体最终形

成了具有血管和神经的牙髓以及牙骨质 –牙周膜组

织。然而遗憾的是, 目前尚未有基于hPSCs的牙根再

生应用于动物或临床试验的研究报道 , 这可能与牙

根发育的复杂性相关。牙根形成于牙冠发育完成之

后 , 成釉器的内釉上皮与外釉上皮向牙根方向延伸

形成上皮根鞘 , 随后上皮根鞘诱导牙乳头间充质细

胞形成牙本质、牙髓 , 进一步地 , 上皮根鞘断裂并诱

导牙囊间充质细胞形成牙根最外层的牙骨质 , 这一

分化过程难以在体外被充分模拟。

总之 , 基于 hPSCs的全牙再生与牙根再生仍

处于早期探索阶段 , 真正使用 hPSCs构建牙胚类器

官的研究更是处于相对空白状态。纵然目前证实

hPSCs能够分化为牙上皮样细胞并可通过细胞重组

技术实现牙样组织形成, 但再生成功率较低, 多在培

养过程中使用异源性成分如饲养层细胞。究其原因, 
牙冠的成釉器来源于上皮 , 牙本质与牙髓来源于牙

乳头, 牙根的牙骨质及牙周膜则来源于牙囊细胞, 三
者之间的协同发育机制尚未完全建立。因此 , 如何

利用hPSCs重建具有完整冠根结构、神经血管系统

及牙周支持组织的功能性生物牙 , 仍是未来口腔组

织工程领域最具挑战性的研究方向之一。

1.2   牙釉质再生

成熟牙釉质是体内唯一无细胞结构的矿化组

织 , 成釉细胞完成釉基质分泌与矿化后会发生程序

性凋亡 , 因此牙釉质缺损后无法自我再生 [26]。然而

随着hiPSCs的发现 , 有许多研究聚焦于hiPSCs诱导

牙源性上皮或成釉细胞的分化 , 总体来说类似于全

牙再生, hiPSCs的诱导分化主要有三种方案, 第一类

是以永生化的牙源性上皮细胞作为饲养层或使用上

皮细胞条件培养基 , 诱导hiPSCs分化为具有上皮表

型或类似成釉细胞的细胞 [27-28]。第二类是模仿骨发

育过程 , 在关键的发育节点来模仿成釉细胞的发育

顺序, 具体来说, 首先将hiPSCs悬浮培养形成具有三

胚层结构的EB, 随后通过刺激骨BMP、视黄酸或音

猬因子(Sonic hedgehog, SHH)信号通路 , 诱导EB向
口腔上皮外胚层分化 , 继而形成成釉细胞。目前虽

然证实BMP、SHH、WNT、EGF和TGFβ等细胞因

子的信号调节对于体外诱导hiPSCs定向分化至关重

要 , 但学界尚未就细胞因子添加的种类与时机达成

共识 [29]。通过与来源于胚胎第14~16天的磨牙牙胚

的牙源性间充质细胞重组共培养并移植到裸鼠肾囊
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下 , hiPSCs可分化为成釉细胞类细胞并产生矿化组

织 [30]。第三类则是类器官形成 , 在先前多数研究中

类器官的细胞来源于第三磨牙牙囊 [31-32]。Alghadeer
等 [33]通过收集胎儿牙胚并进行单细胞RNA测序 , 绘
制了人牙发育单细胞图谱 , 确定了人牙发育过程中

所有主要细胞群 , 系统解析了成釉细胞分化过程中

关键的BMP、WNT、成纤维细胞生长因子(fibroblast 
growth factor, FGF)和刺猬 (hedgehog, HH)信号调控

网络 , 并据此建立了基于 hPSCs的发育模拟诱导体

系 , 成功地利用皮肤成纤维细胞来源的hiPSCs诱导

分化出了成釉细胞样细胞 , 随后将该细胞与hDPSCs
共培养建立了基于成釉细胞样细胞的类器官结构 ; 
小鼠体内实验证实培养8周后 , 有高表达AMELX的

矿化牙釉质样结构形成。

尽管基于hPSCs的成釉细胞诱导和牙釉质样组

织构建取得了重要进展 , 但当前研究仍主要停留在

成釉细胞样细胞层面 , 尚未完全重建天然牙釉质特

有的牙釉柱、釉柱间质及釉牙本质界。此外 , 在涉

及小鼠体内移植支架时 , 研究仍使用来源于小鼠肿

瘤基底膜的基质胶 (matrigel), 未来仍需要临床级水

凝胶递送平台 [34], 推动真正意义上的牙釉质、全牙

再生技术落地。

1.3   牙髓牙本质再生

在牙胚发育过程中 , 牙乳头外层的细胞在内釉

上皮诱导下分化为成牙本质细胞 , 随着成熟成牙本

质细胞不断分泌牙本质 , 相应部位内部的牙乳头则

逐渐开始分化并伴有血管神经迁入形成牙髓。而当

牙齿萌出后, 慢性龋发生时, 细菌长期刺激会诱导病

变部位下方的DPSCs迁移到损伤部位分化为成牙本

质细胞, 进而矿化形成修复性牙本质, 牙本质中不存

在细胞结构 , 其形成高度依赖牙髓。因此组织工程

领域逐渐形成共识 , 仅再生牙本质在生物学上是不

完整的 , 而仅再生牙髓则无法修复牙本质。基于此 , 
本研究主要关注牙髓牙本质复合体再生。目前主要

有两种再生手段 , 一种是内源性干细胞归巢如血运

重建技术 , 另一种是基于组织工程的外源性干细胞

技术 , 相对于前者 , 后者不受患者年龄限制 , 具有更

广泛的研究前景。

如前所述, 牙髓的发生来源于NCCs, NCCs具有

多向分化潜能 , 是体内外研究牙再生的理想候选细

胞, 但要分离出大量NCCs却相当困难[35-36]。基于此, 
在诱导hPSCs形成NCCs(hPSCs-NCCs)后 , 再进一步

诱导其定向分化 , 是研究牙髓牙本质再生的主要方

向[37]。

有研究证实 , 重组生长因子可以诱导 hPSCs-
NCCs形成目的细胞 , Kidwai等 [38]将 hESCs分化为

hESCs-hMSCs后添加FGF8和BMP4, 诱导 hESCs-
hMSCs形成了高表达牙本质涎磷蛋白 (dentin sialo-
phosphoprotein, DSPP)与牙本质基质蛋白 1(dentin 
matrix protein 1, DMP1)的成牙本质样细胞。Zhang
等 [39]评估了 O9-1小鼠颅神经嵴细胞系与 hPSCs-
NCCs的牙本质形成能力 , 证实了两者在添加BMP4
的环境中均能形成高表达DSPP与DMP1的成牙本

质样细胞 , 进一步表明了神经嵴细胞 , 尤其是具有

无限制增殖能力的 hPSCs-NCCs, 是牙齿发育和牙

组织 /牙器官再生研究中一种极具前景的细胞来源。

Seki等 [40]通过转染Pax9和Bmp4表达质粒 , 诱导鼠

源性 iPSCs-NCCs(miPSCs-NCCs)形成成牙本质样

细胞。在最近的一项研究中 , Araújo等 [41]通过将包

载有细胞的胶原水凝胶植入裸鼠体内诱导牙髓牙

本质形成 , 重点分析了近年来持续被证实具有促进

矿化能力的WNT蛋白在诱导分化不同时间段中的

作用 , 结果表明了WNT10B主要促进分化启动 , 而
WNT5B不仅可启动分化 , 还可促进成牙本质细胞

成熟。但需要注意的是, 在分析牙本质形成效率时, 
不仅需要关注Micro-CT中牙本质的矿化面积与体

积 , 更需要关注的是牙本质小管的形成 , 否则形成

的结构只是高度钙化的团块状组织[42]。

Xie等 [43]评估了由DPSCs重编程的hiPSCs分化

为成牙本质样细胞的潜能 , 将hiPSCs接种至聚L-乳
酸修饰的脱细胞牙本质支架 , 并移植到裸鼠体内培

养28 d后 , 发现在其体内形成了具有管状牙本质的

类牙髓组织。相较于DPSCs长期传代后的分化能力

丧失 , hiPSCs在连续传至14代时仍能高表达成牙本

质向分化标志物。然而对于牙髓牙本质再生 , 最大

的难点并不是细胞来源, 而是牙髓血管化, 根管腔空

间狭小 , 新生血管只能经由根尖孔侵入根管内部形

成功能性牙髓, 如果没有快速血管化, 细胞移植后很

快会发生缺氧坏死 [44-45], 而成功诱导新生血管也是

现阶段牙本质牙髓复合体再生研究的热点。Cho等[46]

认识到了人血管内皮细胞(human vascular endotheli-
al cells, hUVECs)的重要性 , 研究将从磨牙中提取的

hDPSCs重编程为hiPSCs, 进一步将其分化为hiPSCs-
hUVECs后, 将hiPSCs-hUVECs与hDPSCs共培养, 结
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果证实成牙本质细胞经典标志物DSPP表达显著上

调 , 血管网络生成能力相较于没有hiPSCs-hUVECs
的对照组显著增强, 然而遗憾的是, 上述结果并未在

裸鼠体内进行验证。最近 , Kobayashi等 [47]将细胞因

子FGF4和FGF9诱导形成的hPSCs-NCCs与具有促血

管活性的自组装肽水凝胶混合后注入脱细胞的人牙

根管腔内, 再将其移植入小鼠体内, 该策略利用促血

管肽自组装形成仿细胞外基质的三维支架 , 促进移

植体系新生血管与宿主血管快速对接和移植细胞存

活 , 最终在人牙根片模型中形成了含丰富血管的牙

髓样组织、极性排列的成牙本质细胞样细胞层以及

牙本质样基质和前期牙本质 , 成功重建了具有组织

学特征的牙本质–牙髓复合体。

尽管hPSCs已被证实能够分化为牙髓牙本质复

合体 , 但多数研究中成熟牙本质形成不足、牙髓血

管化程度有待提升 , 且很少有研究关注到牙髓组织

中另一重要组分神经的形成。未来研究应持续关注

多细胞协同构建功能性牙髓牙本质复合体并进行长

期体内评估。

1.4   牙周组织再生

牙周炎是最常见、发病率最高的慢性炎症之

一。近年来 , 引导性组织再生、自体骨移植、异体

骨移植等技术已广泛应用于牙周组织缺损修复 , 但
术后牙周穿通纤维往往再生不全 , 临床治疗效果未

达预期 [48]。因此 , 牙周组织的完全再生是口腔领域

颇具挑战性的问题之一。

最近的研究表明 , PDLSCs在牙周组织再生中

起重要作用 , 具有生成PDL、牙骨质、牙槽骨、血

管和周围神经的能力 , 然而PDLSCs来源受限、细

胞产量较低且细胞易混杂 , 故需寻找新的替代种子

细胞 [14]。Wang等 [49]模拟hiPSCs在体内的发育模式 , 
使用成分明确培养基将 hiPSCs经NCCs诱导成 hiP-
DLSCs。Hamano等 [50]则将 hPSCs-NCCs培养在人

PDL细胞的细胞外基质中, 获得了hiPDLSCs。Sugi-
ura等 [51]的研究强调了PAX9的添加在这一过程中的

重要性 , 并且发现PDL来源的hiPSCs比非神经嵴组

织来源的hiPSCs具有更高的定向分化能力和NCCs
相关标志物表达水平 [52]。Yin等 [53]研究了hiPSCs来
源的hMSCs促进牙周组织分化的能力 , 证实了培养

28 d后 , hiPSCs-hMSCs高表达成骨基因、纤维生成

基因和牙骨质生成基因。此外 , 有研究将 hPSCs接
种在支架中 , 并移植入牙周袋内进行牙周炎治疗效

果评估。

Chien等[54]将hiPSCs封装入负载BMP6的热敏壳

聚糖/明胶/磷酸甘油水凝胶内, 并植入上颌磨牙骨缺

损的大鼠模型中培养6周, 实验结果证实水凝胶复合

体系促进了hiPSCs的体内成骨分化、新结缔组织的

分化以及牙周膜的形成。Yamashita等 [55]将hiPSCs-
NCCs培养在人PDL细胞的细胞外基质中 , 获得了

hiPDLSCs, 随后将其接种于β-磷酸三钙支架并植入

裸鼠背部培养8周, 实验证实有PDL样纤维生成。对

于PDLSCs直接引导牙周组织再生, 已有临床试验开

展, 但未见hPSCs相关报道[56-57]。但是需要关注的是, 
天然牙周膜内存在穿通纤维 , 然而目前 hPSCs研究

尚不能重建这种定向插入结构 , 且目前多数研究都

聚焦在PDL中, 缺乏牙骨质谱系诱导体系。

另外 , 牙周炎治疗中还需关注牙周袋内的免疫

调节。先前的研究证实hMSCs在动物和人体内具有

免疫调节特性 , 且具有较低的固有免疫原性 [58]。然

而鉴于 hMSCs的缺陷 , hiPSCs-hMSCs是一种更为

理想的免疫调节细胞选择。hiPSCs-hMSCs与原代

hMSCs的免疫调节特性对比实验证实 , 前者的免疫

能力与后者相当[59]。在牙周炎模型中, 使用miPSCs-
MSCs治疗后呈现牙槽骨吸收减缓与炎症因子表达

水平显著降低 [60], 证实hiPSCs-hMSCs具有广泛研究

前景。 

2   hPSCs在骨组织工程中的应用
牙槽骨缺损常见于牙周炎晚期 , 传统治疗方法

主要为异种骨粉植入, 近几年, 骨组织工程以其生物

相容性高、避免供体部位损伤、减少患者术中风险

等优点受到广泛关注。其中, 种子细胞hPSCs的应用

形式主要包括在体外扩增分化形成成骨细胞后接种

或直接负载在生物仿生支架上[61]。

对于hPSCs在体外二维条件下分化为成骨细胞

的研究, 主流的方法包括两种, 一种是经hMSCs成骨

分化, 另一种是hPSCs直接分化为成骨细胞。对于经

hMSCs成骨分化主要包括EB法和单层法。前者指

首先使hiPSCs形成具有向三胚层分化趋势的EB, 随
后添加功能化合物如激活素受体拮抗剂SB431542, 
定向诱导EB向外胚层分化 [62], 随后使EB贴壁并进

一步利用化合物诱导EB向hMSCs分化获得hiPSCs-
hMSCs。而后者单层法则是通过直接更换培养基诱

导hiPSCs向hMSCs分化 , 其间辅助添加功能化合物
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如CHIR99021[63]、激活素A等 [64]直接诱导 , 无需形

成EB。经hMSCs的hiPSCs成骨分化方案虽然分化

效率高、流程明确 , 但 hiPSCs-hMSCs纯化常需涉

及慢病毒转染或流式细胞分选 , 过程复杂耗时 , 且
hiPSCs-hMSCs缺乏统一的表面标志物用于细胞鉴

定, hiPSCs-hMSCs的开发仍需更多的研究[65]。

直接法成骨分化是指绕过 hiPSCs-hMSCs这
一步骤 , 直接将 hPSCs诱导为成骨细胞 , 同样也有

EB法和单层法两种方法 , 然而传统的成骨培养基

诱导分化效率低下 , 因此通常需添加促成骨小分子

如腺苷 [66]、维甲酸 [67]、雷帕霉素 [68-69]等。但需要

注意的是 , 多数研究中使用了含有胎牛血清 (fetal 
bovine serum, FBS)的培养基 , 异源性物质限制了

成骨细胞在后续临床中的应用。此外 , 对于成骨

细胞的分离和纯化仍是具有挑战性的研究 , 目前缺

乏公认的成骨细胞特定表面标志物 , 例如 , 基质细

胞抗原 -1(stromal cell antigen-1, STRO-1)、碱性磷

酸酶和 I型胶原α1链 (collagen type I alpha 1 chain, 
COL1A1)等已被用于分离成骨细胞 , 但这些蛋白并

非成骨细胞特有的 [70]。因此 , 对于体外诱导成骨分

化, 未来的研究需要更多地关注hiPSCs-hMSCs和成

骨细胞的纯化以及体外无异源性培养 , 为后续的临

床应用提供充足的细胞。

而对于三维骨组织工程 , 则需要支架材料和

细胞因子的参与。其中支架材料通过形成类似于

细胞外基质的网络 , 促进细胞黏附、增殖 [71-72]。细

胞因子则多为具有骨诱导效应的生物活性分子 , 
如 BMP4、FGF2、胰岛素样生长因子1(insulin-
like growth factor 1, IGF1)和血小板源性生长因子

(platelet-derived growth factor, PDGF)等 [73]。目前对

于三维骨组织工程 , hiPSCs的应用形式无外乎前述

两种 , 关注热点则在于不同支架材料对hiPSCs命运

的调控。

Duan等 [74]将miPSCs来源的EB培养在含釉基

质衍生物的培养基中 7 d后 , 接种在带有磷灰石涂

层的丝素蛋白支架上 , 随后移植入裸鼠下颌磨牙颊

侧骨缺损处 , 结果证实其可促进牙骨质、牙槽骨和

正常牙周韧带的形成。GelMA水凝胶和 I型胶原凝

胶同样被证实能够促进骨组织再生 [75]。值得注意

的是 , 新生骨组织的血管化是近年来关注的热点。

hiPSCs与 hUVECs共同培养在磷酸钙水泥 (calcium 
phosphate cement, CPC)支架上时 , 能够促进大鼠颅

骨新骨和血管生成 [76]。周细胞是 包裹在毛细血管

和微静脉外壁的扁平多突状细胞 , 与血管内皮细胞

紧密连接 , 共同构成血管壁结构 , 将接种了周细胞、

hUVECs和hiPSCs的CPC支架植入裸鼠体内, 比只含

有三种细胞中的一种或两种的支架更能有效促进骨

再生 [44]。而CPC支架进一步缀合RGD肽 , 将提高细

胞亲和力和骨预血管化能力[77]。

生物活性玻璃 (bioactive glasses, BGs)具有与骨

骼直接结合的能力 , 其溶解于体液中的离子产物可

刺激成骨细胞增殖和血管生成 [78]。尽管BGs之前已

被广泛研究 , 但均选择hMSCs作为种子细胞 , 关于

hPSCs的研究直到2019年才出现 [79]。近年来 , 纳米

材料促成骨分化的能力同样被广泛研究 , 金纳米棒

(gold nanorods, GNs)[80]或搭载有GNs的水凝胶[81]促进

hMSCs、hESCs、PDLSCs等细胞成骨分化的能力被

广泛讨论 , 但在hiPSCs中却未见研究。而对于氧化

石墨烯 (graphene oxide, GO), 有研究证实涂覆GO的

聚偏氟乙烯–聚乙烯醇静电纺丝支架 [82]、GO/骨形成

肽 -1 (bone forming peptide-1, BFP-1)共修饰的ε-聚己

内酯电纺纳米纤维支架 [83]、明胶 /GO/MgO纳米纤维

支架[84]等能够促进hiPSCs成骨分化。

近年来 , 随着研究发展 , 类器官与组织工程的

界限越来越模糊 , 初始的类器官类似自组织的细胞

团, 直径小于500 μm, 培养过程中存在缺氧、缺乏血

管、形态不稳定等问题 , 于是部分研究向其中添加

支架、灌流系统等 , 构建工程化类器官。目前多数

前沿研究 , 实际上都是将传统类器官的细胞结构与

组织工程支架进行复合 , 利用工程手段提升类器官

的复杂性和可控性 , 同时利用类器官的自组织能力

赋予组织工程更接近天然器官的功能。一个典型的

例子是Li等[85]报道的工程化血管化成骨细胞微环境, 
其将hiPSCs衍生的血管和成骨类器官依次组装在多

孔羟基磷灰石支架内 , 以重建人类骨微环境。所得

构建体包含自组装的血管网络、周细胞、成骨细胞、

神经纤维和巨噬细胞样细胞群 , 与天然骨髓的细胞

和分子复杂性极为相似。将该构建体植入小鼠体内

后观察到 , 该模型可与宿主组织建立能够持续存在

至少6周的功能性嵌合血管系统。关于骨类器官构

建的研究可参考其他综述[86], 本文不再赘述。

总而言之 , 近几年基于hPSCs的三维支架研究

相对较少, 且多数局限在体外评估, 缺乏完善的动物

体内验证。此外 , 使用小动物模型不足以完全模拟
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体内环境 , 还需要进一步研究大型动物的成骨和血

管生成机制 , 而这似乎正是工程化类器官在未来的

研究领域。hPSCs用于颌面部骨组织缺损修复的相

关代表性研究结果见表1[79,84,87-91]。

3   hPSCs在口腔黏膜与牙龈软组织再生

中的应用
牙龈和口腔黏膜作为口腔软组织 , 能够为深层

组织提供机械保护并抵御微生物入侵。由于创伤、

肿瘤切除或牙周疾病引起的软组织缺损 , 常导致功

能障碍和美观问题。缺损较小者常进行一期拉拢缝

合 , 而较大的缺损则需要利用游离植皮、局部皮瓣

转移等手段进行修复 [92]。传统的自体移植 , 常需要

供皮区二次手术 , 增加患者术后并发症发生率。因

此近年来 , 部分研究将hPSCs引入软组织再生领域 , 
以其复现口腔软组织真实的解剖结构和功能[93]。

口腔黏膜由复层鳞状上皮层、固有层和黏膜

下层构成 , 其发育有赖于外胚层来源的上皮组织与

外胚间充质来源的结缔组织协同分化。相比牙周

或骨组织 , 口腔黏膜属于双层复合组织 , 体外再生

难度更高 , 因此目前研究进度远落后于骨再生或牙

周组织再生。已有研究主要集中于 hPSCs向上皮

层的分化 , Das团队[94]已报道了将小鼠ESCs三维培

养分化为表皮角质形成细胞的方法。研究首先将

表1   hPSCs用于颌面部骨组织缺损修复的研究

Table 1   hPSCs for maxillofacial bone tissue defect repair
细胞

Cell line
手段

Method
成骨时间

Osteogenic time 
结果

Result

hiPSCs-hMSCs [87] In vitro: EB method for hiPSCs-hMSCs 
induction, direct method for osteogenic 
differentiation  
In vivo: embed the hiPSCs-hMSCs in a fibrin 
gel and graft them onto an HA/TCP scaffold

Twenty-one days in 
vitro
Eight weeks in vivo

In vitro: significant upregulation of osteogenesis-
related genes such as RUNX2, ALP, COL1A1, BSP, 
and OCN
In vivo: an increase in bone volume, the formation 
of new trabeculae and mature collagen matrix 

hiPSCs-hMSCs [88] EB method for hiPSCs-hMSCs induction, 
direct method for osteogenic differentiation 
by adding Ca2MgSi2O7

Twenty-one days in 
vitro

Significant upregulation of osteogenesis-related 
markers such as RUNX2, BMP2, COL1A1, BSP, 
and OCN 

 hESCs/hiPSCs [89] In vitro: direct method for osteogenic 
differentiation by adding adenosine to acquire 
osteoblasts
In vivo: loaded osteoblasts into macroporous 
hydrogels 

Twenty-one days in 
vitro
Sixteen weeks in 
vivo

In vitro: significant upregulation of osteogenesis-
related genes such as RUNX2, and OCN 
In vivo: cell-laden matrices were permeated 
with intraluminal red blood cells and new bone 
deposited (area fraction: 40%)

hiPSCs-MPLCs 
(mesenchymal 
progenitor-like 
cells) [90]

In vitro: EB method for hiPSCs-hMSCs 
induction, direct method for osteogenic 
differentiation with adding retinoic acid
In vivo: seed hiPSCs-MPLCs onto three-
dimensional biomimetic scaffolds composed 
of hydroxyapatite and poly (L-lactic acid)/poly 
(lactic-co-glycolide)

Fourteen days in 
vitro
Eight weeks in vivo

In vitro: upregulation of osteogenesis-related genes 
such as RUNX2, ALP, and OCN 
In vivo: the co-culture group showed the highest 
amount of new bone deposited (area fraction: 
32.61%)

hiPSCs-hMSCs and 
hUVECs [91]

In vitro: hUVECs co-cultured with hiPSCs-
MSCs
In vivo: ① CPC scaffold alone; 
② hUVEC-seeded CPC; 
③ hiPSC-MSC-seeded CPC; 
④ hUVECs co-cultured with hiPSCs-MSCs 
on CPC scaffolds

Twenty-one days in 
vitro
Eight weeks in vivo

In vitro: granular-like bone nodules deposited, 
microcapillary-like structures formed a meshwork
In vivo: the co-culture group showed the highest 
amount of new bone deposited (area fraction: 
46.38%±3.80%), and new blood vessels were 
formed inside the defect

hiPSCs [79] hiPSCs cultured on the strontium and cobalt-
containing BGs

Twenty-one days in 
vitro

Overexpress the osteogenic markers OCN, osteo-
nectin, and RUNX2

hiPSCs [84] hiPSCs cultured on the gelatin/GO/MgO 
nanofibers

Twenty-one days in 
vitro

Bone nodules deposited, elevated ALP (alkaline 
phosphatase) activity, and upregulation of osteo-
genesis-related markers such as RUNX2, COL1A1, 
ALP, and OCN 
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ESCs在体外二维环境下诱导分化 8 d, 随后将初步

分化的ESCs进一步接种至胶原支架表面并抬升凝

胶支架至气液界面进行体外三维上皮向分化 , 培养

14 d后结果证实有高表达上皮标志物细胞角蛋白

5/13/18/19(cytokeratin 5/13/18/19, CK5/13/18/19)和
E-钙黏蛋白的复层鳞状上皮生成[95]。在这项研究中, 
hPSCs体外培养时使用了FBS, 相较于使用血清替

代物的对照组, FBS组上皮生成效率更高, 然而FBS
的异源性成分阻碍了该研究的临床转化。值得注

意的是 , 基于 hPSCs构建口腔黏膜疾病类器官模型

的技术近年逐步受到学界关注 , 类器官相关研究的

推进 , 可为体内重建具备多层复杂功能结构的口腔

黏膜提供研究新思路[96]。

牙龈属于牙周组织的一部分 , 可根据部位不同

而分为牙龈表面角化的牙龈上皮、龈沟内非角化的

沟内上皮以及与牙面附着的结合上皮 , 而上皮下方

又包含有基底膜、固有层与血管网络 , 牙龈的结构

相较于其他牙周组织更加复杂。现阶段hPSCs研究

更多聚焦于骨和牙周膜重建 , 因此牙龈成为口腔组

织工程中的一个相对空白领域。但类似于口腔黏

膜类器官的构建为疾病研究提供模型 , 重建人牙龈

(reconstructed human gingiva, RhG)模型是牙科材料安

全性和有效性测试的仿生模型。传统RhG由牙龈角

化细胞形成上皮层 , 牙龈成纤维细胞位于胶原基质

内, 两者共同构建三维RhG, 而Brueske等[97]将hiPSCs
复合至胶原–纤维蛋白构建的RhG基质水凝胶中。结

果显示 , hiPSCs培养2周后完全消失 , 且未分化为牙

龈组织细胞 ; 其作用机制为hiPSCs以旁分泌方式释 
放调控因子 , 一方面直接促进模型内牙龈角质形成

细胞增殖、上皮层增厚 , 另一方面调控基质中成纤

维细胞重塑胶原基质 , 并诱导上皮钉突天然结构生

成 , 最终使体外模型获得与天然牙龈高度一致的上

皮表型。该研究证实 , hiPSCs在口腔软组织工程支

架体系中可发挥独特调控作用 , 而非仅作为组织修

复的种子细胞来源, 这一发现为hPSCs在组织工程领

域的应用模式开辟了全新思路。总而言之 , 若要实

现基于hPSCs的口腔软组织再生技术规模化应用, 则
仍需进一步优化无异源性分化方案、工程支架设计

和多细胞组装策略。

4   总结与展望
在口腔组织工程研究中 , 基于hPSCs的研究显

示出了极大的潜力。hPSCs可以在体外诱导分化成

各种类型的细胞 , 包括牙发育相关的上皮样细胞、

间充质细胞、神经嵴细胞 , 构成牙齿的牙髓细胞、

成釉细胞、牙周膜干细胞和成骨细胞等[98-101]。

全牙再生作为组织工程的一个高级目标 , 需求

是重建一个结构完整、稳定、具有生物活性的牙齿。

目前hPSCs介导的全牙再生研究仍处于类牙器官模

拟阶段 , 虽然研究者已能够利用hiPSCs获得矿化牙

釉质样组织 , 迈出了全牙再生最重要且基础的一步 , 
但目前尚未获得同时包含全部牙组织的生物牙 , 牙
釉质生成仍依赖牙源性间充质干细胞诱导 , 再生全

牙组织在血管化、神经支配等方面几乎未有研究关

注。此外 , 如何大规模扩增成釉细胞分化所需的上

皮细胞 , 如何将这些细胞准确地移植到牙槽骨等特

定位置 , 如何让新形成的全牙组织与原有的周围组

织整合 , 以及如何保证新牙齿的结构稳定性和功能

性等前沿问题仍待深入探索 [102]。牙根再生在其他 
干细胞如DPSCs中相对于全牙再生进展更快 , 利用

DPSCs在比格犬和恒河猴中成功再生生物牙根的发

现 [103-104], 为后续基于hPSCs的牙根再生研究奠定了

深刻的理论基础。

牙釉质再生常伴随牙釉质仿生同时出现 , 有幸

于hiPSCs的发现 , 不可再生的成釉细胞能够被定向

诱导分化 , 未来通过结合仿生支架与成釉细胞样细

胞 , 牙釉质再生未尝不可。而对于牙髓牙本质再生

与牙周膜再生 , 多数研究集中在添加信号分子定向

诱导hiPSCs-NCCs分化 [105], 虽然研究众多但尚未得

出统一结论 , 且多数研究使用具有异源成分的基底

如基质胶进行细胞扩增 , 在后续的临床转化中这将

是一大阻碍[100]。hiPSCs会保留供体细胞的 表观遗传

记忆 , 所以hiPSCs重编程时选择牙源性细胞似乎更

为理想 [106], 然而现阶段多数研究中使用的是重编程

更为成熟的皮肤源或尿液源性的hiPSCs[100,107]。因此, 
后续研究一方面需进一步提高 hiPSCs重编程效率 , 
为组织工程储备足量、可稳定扩增的种子细胞 ; 另
一方面需系统解析hPSCs体内外定向分化相关信号

通路 , 并建立无异源性培养体系 , 以此推动hPSCs相
关技术的临床转化[75]。

骨组织工程现已发展为相对成熟的研究领域 , 
该领域后续研究的核心重点包含两方面 : 其一是建

立二维培养条件下高效分离、鉴定成骨细胞的技术

体系; 其二是利用三维支架复刻体内生理微环境, 挖
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掘更多能够有效促进hPSCs成骨分化的新手段。而

骨类器官技术的快速兴起 , 也为科研人员提供了全

新的研究切入点。对于软组织工程 , 不可否认它目

前是hPSCs应用最薄弱的领域之一, 与骨、牙周、牙

髓等组织相比, 其研究数量明显偏少, 但近年来已经

开始出现一些值得关注的新方向。尽管现阶段尚无

口腔黏膜软组织下层结构如固有层的重建研究 , 并
且缺乏再生软组织的血管化、神经化等方面的研究, 
但我们相信 , 依托全牙再生多细胞组织工程、骨组

织工程预血管化领域已积累的研究基础 , 未来有望

构建具备完整生理功能的口腔再生软组织。

作为组织工程的重要组分种子细胞, hiPSCs
与肿瘤细胞具有相同的细胞和分子表型 , 且经典的

hiPSCs重编程中使用的诱导因子 c-Myc本身存在一

定的致瘤性 , 其特性决定了hiPSCs在移植上存在形

成畸胎瘤的风险 [39]。若更换诱导方式 , 则通常会引

起重编程效率的降低 [108], 而细胞在重编程和体外长

期培养过程中获得的基因组不稳定性则可能增加恶

性转化的风险。已有研究报道了hiPSCs细胞系易发

生拷贝数变异、染色体异常与体细胞突变等基因

组缺陷 [109], 这表明了hiPSCs与其分化的体细胞在临

床应用前必须建立严格的质量控制体系和纯化策

略。而从伦理角度来看 , hiPSCs重编程过程无需破

坏人类胚胎, 但伦理问题仍然存在, 特别是涉及捐赠

者知情同意、遗传信息的所有权与隐私保护、大

规模生物样本库建设 , 以及在hiPSCs重编程时应用

CRISPR/Cas9等基因编辑技术的问题。因此 , 基于

hPSCs的口腔组织工程 , 不仅需要提升安全性和有

效性 , 还需建立健全的伦理和监管框架。总体而言 , 
hiPSCs是下一代口腔组织工程最具前景的平台之

一, 但要实现常规临床应用, 仍需克服诸多科学和转

化方面的挑战。

综上所述 , hPSCs现有的研究已代表了组织工

程学及再生医学领域的重大进展 , 但其从实验室研

究走向常规临床诊疗 , 仍有大量现实难题亟待逐一

攻克。未来的研究需要进一步排除障碍 , 提升基于

hPSCs的口腔组织工程临床应用安全性和有效性。
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