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Abstract: To investigate the effect of Malassez epithelial surplus in inflammatory periodontal tissues on the number and 

differentiation ability of periodontal stem cells. 30 patients with periodontitis admitted to the hospital from November 2014 to 

April 2017 were selected as the observation group. A total of 30 healthy oral examination patients were selected as control group. 

Periodontal tissue in the 2 groups were taken and the periodontal ligament cells, the complete inflammatory periodontal ligament 

stem cells by using the low density screening, purification, and periodontal tissue were obtained by using differential digestion 

method of Malassez epithelial remaining, were observed under inverted microscope in the periodontal tissue Malassez epithelial 

residual form, will be in the periodontal tissue Malassez epithelial surplus together with inflammatory periodontal ligament stem 

cells, RT-PCR technique has been applied to the determination of ALP and Runx-2 mRNA expression level to observe the 

differentiation ability. Flow cytometry showed that the cell markers CD29 and CD90 in the cultured periodontal stem cells were 

positive (88.9% and 99.7%, respectively). A hematopoietic stem cell marker CD45 was negative (0.3%). The inverted 

microscope results showed that the residual epithelial cells of Malassez, isolated and cultured, had a large nuclear to cytoplasmic 

ratio, and the different cells were arranged relatively closely, with the overall cell structure of "paving stone". The expression 

levels of ALP and runx-2 mRNA in the observation group were higher than those in the control group (P<0.05). Malassez 

epithelial surplus in inflammatory periodontal tissues can promote the proliferation of periodontal stem cells and improve the 

ability of osteogenic differentiation. 

Keywords: Inflammatory Periodontal Tissue, Malassez Residual Epithelium, Periodontal Stem Cells, Proliferation Capacity, 

Differentiation Ability 
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摘要摘要摘要摘要：：：：目的：探讨炎症牙周组织中Malassez上皮剩余对牙周干细胞数量及其分化能力的影响。方法：取2014年11月-2017

年4月医院收治的牙周炎患者30例，设为观察组；取同期入院健康口腔检查者30例，设为对照组。分别取2组牙周组
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织并获得牙周膜细胞，利用低密度法完成炎症牙周膜干细胞的筛选、纯化，利用差速消化法获得牙周组织中Malassez

上皮剩余，倒置显微镜下观察牙周组织中Malassez上皮剩余形态，将牙周组织中Malassez上皮剩余与炎症牙周膜干细

胞进行共同培养，利用RT-PCR技术测定ALP及Runx-2 mRNA表达水平观察其分化能力。结果：流式细胞仪测定结果

显示：体外分离培养的牙周干细胞中细胞标志物CD29、CD90呈阳性，分别为88.9%与99.7%；而造血干细胞相关标

记物CD45为阴性，为0.3%；倒置显微镜结果显示：分离培养的Malassez上皮剩余细胞细胞有较大的核质比，并且不

同的细胞之间排列相对紧密，细胞整体呈“铺路石”样结构；观察组牙周组织共同培养后ALP及Runx-2 mRNA表达水

平，均高于对照组（P<0.05）。结论：炎症牙周组织中Malassez上皮剩余能促进牙周干细胞增殖能力，利用提高成

骨分化能力。 

关键词关键词关键词关键词：：：：炎症牙周组织，Malassez上皮剩余，牙周干细胞，增殖能力，分化能力 

 

1．．．．引言引言引言引言 

牙周支持组织包括两种软组织（牙龈、牙周膜）与

两种硬组织（牙槽骨、牙骨质）[1]。从人体解剖学角度

来说[2]，牙龈组织覆盖牙颈部周围、牙槽突表达的口腔

黏膜及上皮、下方结缔组织；而牙周膜则连接牙齿与牙

槽骨致密结缔组织，在牙齿稳固、功能中发挥了重要的

作用。文献报道显示[3]：牙周膜组织中存在尚未分化的、

具备自我更新、多向分化潜能的细胞，临床将其称为牙

周膜干细胞（PDLSCs），是牙周支持组织再生、重建

的基础。研究表明[4-5]：PDLSCs是一种牙周组织再生

公认的细胞，有助于促进干细胞的增殖、分化。但是，

炎症微环境下由于炎症因子的刺激等，会造成PDLSCs

细胞的分化能力下降，在一定程度上影响成骨能力，不

利于牙周组织的再生。Malassez上皮剩余（ERM）是牙

根发育过程中Hertwig＇s上皮根鞘（HERS）退化过程中

的细胞结构，被视为无用的组织。研究表明[6-7]：从正

常牙周组织中分离的PDLSCs通过与HERS共同培养能

提高牙周干细胞数量及分化能力，但是该结论有待验证。

为了探讨炎症牙周组织中Malassez上皮剩余对牙周干细

胞数量及其分化能力的影响。取2014年11月-2017年4月

医院收治的牙周炎患者30例及健康口腔体检者30例，报

道如下。 

2．．．．资料与方法资料与方法资料与方法资料与方法 

2.1．．．．临床资料临床资料临床资料临床资料 

取2014年11月-2017年4月医院收治的牙周炎患者30

例，设为观察组，男18例，女12例，年龄（16-45）岁，

平均（32.84±4.82）岁，病程（1-2）年，平均（1.02±0.35）

年；纳入标准：（1）符合牙周炎临床诊断标准者；（2）

均经过生化指标、口腔影像学检查最终得到确诊；（3）

均自愿取牙周组织。取同期入院健康口腔检查者30例，设

为对照组，男17例，女13例，年龄（17-47）岁，平均

（33.04±4.83）岁。排除标准：（1）不符合牙周炎临床诊

断及纳入标准者；（2）资料不全或难以配合诊断者；（3）

合并严重心、肝、肾功能异常及肝功能异常者。本课题在

伦理委员会批准、监督下进行，患者对治疗方法等知情同

意。 

2.2．．．．主要仪器和试剂主要仪器和试剂主要仪器和试剂主要仪器和试剂 

为了保证试验的顺利完成，采用的主要仪器和试剂主

要由YJ－875型超净工作台、上皮培养基、茜素红、胎牛

血清（FBS）、超声震荡仪、50 cm2培养瓶、6 孔培养板、

12 孔培养板、倒置相差显微镜及照相系统、ALP 检测试

剂盒等，相关试剂和仪器厂家如下，见表1。 

表表表表1 主要仪器和试剂。 

主要仪器和试剂主要仪器和试剂主要仪器和试剂主要仪器和试剂 厂家厂家厂家厂家/批号批号批号批号 

YJ－875型超净工作台 苏州净化设备厂 

上皮培养基 sciencell，美国 

胎牛血清（FBS） 杭州四季青公司 

超声震荡仪 上海生源器械厂 

50 cm2
培养瓶、6 孔培养板、12 孔培养板 Falcon，美国 

倒置相差显微镜及照相系统 Olympus，日本 

ALP 检测试剂盒 Takara日本 

注：研究中所使用的仪器和试剂均由相应公司提供。 

2.3．．．．方法方法方法方法 

分别取2组牙周组织并获得牙周膜细胞，利用低密度

法完成牙周膜干细胞的筛选、纯化，利用差速消化法获得

牙周组织中Malassez上皮剩余，倒置显微镜下观察牙周组

织中Malassez上皮剩余形态，将牙周组织中Malassez上皮

剩余与炎症牙周膜干细胞进行共同培养，利用RT-PCR技

术测定ALP及Runx-2 mRNA表达水平。 

(1) 牙周膜干细胞的筛选、纯化。分别取2组牙周组织，

将其放置在超净工作台上，采用组织自块酶消化

法向组织中加入150mL/L FBS的a-MEM培养基进

行培养，待细胞融合80.0%后进行传代培养。利用

低密度法完成牙周干细胞的筛选、纯化，传代培

养，取第四代细胞备用，利用差速消化法获得牙

周组织中Malassez上皮剩余，倒置显微镜下观察

细胞形态[8]。 

(2) 牙周膜干细胞鉴定。取第4代牙周膜干细胞利用胰

酶消化法制备单细胞悬液，将细胞密度调节为

1×10
6
/200uL，分别将其放置在EP管中，PBS下进

行3次清洗，向管中加入2uL鼠抗人CD29、CD90

抗体及2uL兔抗人CD45抗体，4°C下进行1h孵育，

利用流式细胞仪完成各标记物鉴定[9]。 
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(3) Malassez上皮剩余与炎症牙周膜干细胞共培养。

将ERM以5.5×10
3
/cm

2
接种在0.4um的Transwell

小室上层，加入培养液并放入培养箱中进行24h

培养，将第4代牙周干细胞，加入10mL/L培养

基，加入培养箱中，待细胞对数生长后完成

Malassez上皮剩余与炎症牙周膜干细胞共培养

[10]。 

(4) ALP及Runx-2 mRNA表达水平测定。利用RT-PCR

技术测定ALP及Runx-2 mRNA表达水平，以cDNA

作为模板，以GAPDH为内参照，有关操作严格遵

循Takara公司生产的试剂盒步骤完成，利用荧光

检测仪完成ALP及Runx-2 mRNA表达水平测定

[11]。 

2.4．．．．统计分析统计分析统计分析统计分析 

采用SPSS18.0软件处理，计数资料行 检验，采用n

（%）表示，计量资料行t检验，采用（ ）表示，P<0.05

差异有统计学意义。 

3．．．．结果结果结果结果 

3.1．．．．分离牙周干细胞的鉴定分离牙周干细胞的鉴定分离牙周干细胞的鉴定分离牙周干细胞的鉴定 

流式细胞仪测定结果显示：体外分离培养的牙周干细

胞中细胞标志物CD29、CD90呈阳性[12]，分别为88.9%与

99.7%；而造血干细胞相关标记物CD45为阴性，为0.3%，

由此看出：分离的干细胞为牙周干细胞，见图1。 

 
图图图图1 分离牙周干细胞的鉴定。 

3.2．．．．Malassez上皮剩余细胞形态上皮剩余细胞形态上皮剩余细胞形态上皮剩余细胞形态 

倒置显微镜结果显示：分离培养的Malassez上皮剩余

细胞细胞有较大的核质比，并且不同的细胞之间排列相对

紧密，细胞整体呈“铺路石”样结构[13]，见图2。 

 

图图图图2 Malassez上皮剩余细胞形态（×40）。 

3.3．．．．两组不同牙周组织共培养后两组不同牙周组织共培养后两组不同牙周组织共培养后两组不同牙周组织共培养后ALP及及及及Runx-2 mRNA表表表表

达水平比较达水平比较达水平比较达水平比较 

观察组牙周组织共同培养后ALP及Runx-2 mRNA表

达水平，见表2。 

表表表表2 2组不同牙周组织共培养后ALP及Runx-2 mRNA表达水平比较

（ ）。 

组别组别组别组别 例数例数例数例数 ALP Runx-2 mRNA 

观察组 30 0.86±0.12 1.02±0.21 

对照组 30 0.05±0.02 0.31±0.12 

t / 6.793 5.571 

P / <0.05 <0.05 

4．．．．结论结论结论结论 

本研究中，流式细胞仪测定结果显示：体外分离培养

的牙周膜干细胞中细胞标志物CD29、CD90呈阳性，分别

为88.9%与99.7%；而造血干细胞相关标记物CD45为阴性，

为0.3%，由此看出：分离的干细胞为牙周膜干细胞。本研

究中，观察组牙周组织共同培养后ALP及Runx-2 mRNA表

达水平，均高于对照组（P<0.05）。由此看出：炎症牙周

组织中Malassez上皮剩余连续培养有助于提高ALP及

Runx-2 mRNA表达水平。炎症牙周组织中Malassez上皮剩

余能提高成骨诱导分化能力，可能提高临床修复效果[14]，

但尚需要进一步验证和研究。 

5．．．．讨论讨论讨论讨论 

牙龈组织是指覆盖在牙槽突表面和牙颈部周围口腔

黏膜上皮及下方的结缔组织，属于牙周组织的重要组成

2x
sx ±

sx ±
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部位。正常牙龈组织色粉红，表明存在点彩，而在炎症

状态下牙龈组织将会引起充血肿胀，造成表面点彩消失

[15]。文献报道显示[16]：牙周炎是累及不同牙周支持组

织的慢性感染性疾病，是引起患者失牙的重要原因。对

于重度牙周病患者由于牙周支持组织出现不可逆丧失，

导致牙齿发生松动、移位，影响牙齿的稳固和健康。文

献报道显示：微环境对于干细胞的自我增殖、分化等具

有一定的影响，并且在炎症、衰老等情况下能降低牙周

干细胞多向分化能力，从而造成干细胞成骨分化能力降

低，能直接对牙周组织的再生产生明显的影响。近年来，

组织工程在牙周缺损组织修复中得到应用，而种子细胞

则是修复的关键内容。牙周干细胞是一种特殊的细胞，

本研究中，倒置显微镜结果显示：分离培养的Malassez

上皮剩余细胞细胞有较大的核质比，并且不同的细胞之

间排列相对紧密，细胞整体呈“铺路石”样结构。该细胞

具有高度增殖、分化能力，并且能在特定的作用下向成

骨、成脂方向分化，并且该类细胞经过诱导后能形成牙

骨质/牙周膜样结构。因此，本文通过研究牙周干细胞能

为临床牙周疾病的治疗提供依据和参考。Malassez上皮剩

余（ERM）是牙根发育时期Hertwig’s上皮根鞘退化后形

成的上皮结构组织。文献报道显示：ERM可以表达分泌

多种细胞角蛋白、胞外机制、细胞表面蛋白及生长因子

等。同时，ERM还可以合成一些与间充质细胞关系更加

密切的功能蛋白，包括：骨桥蛋白OPN、骨唾液蛋白、

骨保护素OPG及金属蛋白酶MMP-13级金属蛋白酶组织

抑制剂、成釉蛋白等[17,18]，在矿化组织形成、牙周组

织的改建中发挥了重要的作用。文献报道显示：将牙周

膜干细胞与上皮根鞘共同培养时，上皮根鞘能发挥良好

的作用，有助于诱导牙周膜干细胞向牙骨质细胞方向分

化，由此看出：炎症牙周组织中Malassez上皮剩余在牙根

/牙周发育过程中能引起上皮间充质而发生交互作用，从

而能提高成骨细胞的分化能力[19, 20]。 

国外学者研究表明：在牙齿发生移动时张力区的

ERM细胞将会增多，呈较强增殖和分化活性，在牙齿的

移动中发挥了重要的作用[21]。同时，ERM还能表达骨

保护素OPG，可以抑制骨细胞的分化活性。ERM在感受

外界的炎症和肿瘤条件的刺激后可以表现出极强的增殖

和分化能力，具有强大的分化潜能。能分泌生长因子并

经transwell小室滤膜等作用于牙周膜干细胞中，从而能提

高成骨分化能力[22]。Farea用人脱落乳牙与ERM共同培

养发现，ERM能协同转化生长因子TGF-β1的增殖，能诱

导乳牙的成牙骨质细胞分化，而这种活性通过高碱性磷

酸酶ALP活性及其矿物的沉积和蛋白质表达的上调来实

现[23]。国内学者研究表明：将牙周膜干细胞与上皮根鞘

进行间接共同培养时，上皮根鞘能有效的诱导牙周膜干

细胞向成牙骨质细胞方向分化。由此看出：ERM能提高

ALP及Runx-2 mRNA表达水平，有助于显示较强的分化

能力，该结论与经典的牙根重组实验结果相仿。综上所

述，炎症牙周组织中Malassez上皮剩余能促进牙周干细胞

增殖能力，利用提高成骨分化能力，能为临床牙周炎治

疗提供新的思路。 
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