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近年来 ,随着空间技术的发展 , 国内外有关研究表

明。空间环境可以改变动物细胞的生物性状和发育,空

间微重力环境可为细胞提供特殊的三维培养空间,这为

组织工程学研究提供了新的实验条件[1],因此,空间组织

工程应运而生。空间生物学近年来也取得了一些进展,

国内外学者对各种组织细胞进行了空间微重力研究,但

在这一领域对牙齿细胞的报道较少,尤其是对人类牙齿

细胞的研究尚未见报道。本实验将人牙髓间充质细胞搭

载宇宙飞船进入空间环境 , 回收细胞后继续培养 , 以探

索其在经历空间环境后是否能够成活及细胞形态、功

能、细胞骨架发生的改变。
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[摘要] 通过实际空间搭载实验 ,研究空间环境对人牙髓间充质细胞的影响。将人牙髓间充质细胞无源(细胞保存于密闭环境条件中 ,没

有细胞培养所需的 5% CO2、37 ℃、饱和湿度标准条件的适宜环境 )搭载长征 2 号飞船进入空间环境 , 空间飞行时间为 17d, 返回地面

后 , 继续培养成活并传代 , 观察其细胞骨架的改变。激光共聚焦显微镜观察显示:空间实验组细胞骨架出现弥散性的变化 , 局部微丝解

聚。实验结果表明 :人牙髓间充质细胞经历空间飞行后可以继续成活 ,并且细胞骨架发生了明显改变。
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1 材料和方法

1.1 实验材料

细胞来源于北大口腔医院因正畸目的而拔除的健

康青少年的双尖牙(经患者同意) , 患牙无龋 , 无牙髓病

变 ,无牙周病变。α- MEM培养基( Gibco公司)、胎牛血

清( Hyclone 公司)、HEPES( Sigma 公司)、胰蛋白酶( Sig-

ma公司)、青霉素钠、链霉素(华北制药股份有限公司)、

细胞保护剂、微载体(见图 1,图 2)及特制试管由中日友

好医院惠赠。

1.2 实验仪器

实验仪器包括超净工作台 (苏州安泰空气技术公

司)、CO2恒温培养箱( Forma 公司)、Labofuge 400R 型低

温离心机( Heraeus 公司)、LD4- 2A型离心机(上海医用

分析仪器厂)、电子天平( OHAUS)、光学显微镜( OLYM-

PAS公司 )、倒置相差显微镜 ( NIKON公司 )、数码照相

机( OLYMPAS公司)。

1.3 人牙髓间充质细胞的获得和培养

征得患者同意,将因正畸需要而拔除的健康年轻恒

牙用含双抗的生理盐水冲洗后置于α- MEM培养液中,

离体后 4 h 之内送达实验室处理。在无菌操作间内,在

无菌状态下劈开离体牙 ,将冠根髓组织取出 , 在培养液

浸润下剪成 1 mm3 大小的碎块均匀平铺于的 6 孔培养

板中 , 加入 α- MEM培养液 , 放入恒温培养箱中 ( 37℃,

5% CO2) , 3 d后小心换液,防止冲起组织块。约 14～21 d

后可看到组织块周围有细胞爬出。细胞贴壁后 5～7 d铺

满瓶底的 80 %时, 即可进行传代培养。弃去原培养液,
用 0.01 mol/LPBS洗涤 1 次, 加入 0. 25%胰蛋白酶, 倒

置相差显微镜下观察, 3~5 min 后可见大多数细胞已收

缩近圆形时加入等量含血清的 α- MEM培养液终止消

化。用尖吸管反复轻轻吹打培养瓶底壁,制成细胞悬液,

离心 1 000 rpm×3min。弃上清 , 加入含血清的 α- MEM

培养液重新悬浮 , 以 1:3 比例传代 , 接种于新的培养瓶

中培养。选取第 4~5 代生长状态良好的细胞用于以下

实验。

1.4 实验分组设置

实验分组设置见表 1。

1.5 人牙髓间充质细胞搭载飞船进入空间环境

人牙髓间充质细胞搭载长征 2 号返回式卫星于

2004 年 9 月 30 日发射升空 , 在空间飞行 17 d, 返回地

面 48 h内将细胞取回实验室。

1.6 人牙髓间充质细胞返回地面后发生的形态改变

1.6.1 肉眼及倒置相差显微镜下观察空间及地面组细胞

状态

观察试管中培养液颜色,然后将空间细胞及地面对

照组细胞从特制试管转移至六孔板中,倒置显微镜下观

察。

1.6.2 将空间组和地面组细胞复温 , 同时复苏冰冻保存

的正常组细胞

将空间组细胞及地面对照组细胞更换条件培养液

(原细胞升空前细胞培养液的上清液过滤后加入特殊培

养液 , 比例为 1: 5) , 置于 37℃,5%CO2 饱和湿度恒温箱

中复温 24 h。与此同时,复苏冰冻保存的正常牙髓间充

质细胞。

1.6.3 将 3 组细胞按常规培养并传代

1.6.4 细胞激光共聚焦显微镜观察罗丹明标记的细胞骨

架。

激光共聚焦显微镜观察细胞骨架之前需先将细胞

用罗丹明标记的鬼笔环肽染色, 染色步骤: PBS 洗 3～5

min; PBS 稀释的 3.7%的甲醛浸泡 10 min; PBS 洗 3～5

min; 0.1%Triton( PBS 配制 )洗 5 min; PBS 洗 3～5 min;

1%BSA(PBS配制)洗 30 min; PBS 洗 3～5 min; 10 "l 罗
丹明标记的鬼笔环肽混匀, 室温避光处理细胞样品 20

min; PBS 洗 1次 5 min;甘油封片剂封片。

2 实验结果

2.1 肉眼观察结果

肉眼可见空间组培养液颜色呈浅紫粉红色 , pH 值

8.0左右。倒置显微镜下观察可见空间组细胞从微载体

上脱落的死细胞较多 ,细胞多呈皱缩状(见图 3, 图 4) ,

图 2 微载体( 1×200)

Fig. 2 The microcarrier

( 1×200)

图 1 微载体( 1×100)

Fig. 1 The microcarrier

( 1×100)

表 1 实验分组设置
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图 7 正常对照组细胞倒置显微镜下形态 (1×200)

Fig. 7 Normal control cells under inverted microscope (1×200)

而地面对照组细胞则与微载体结合良好较少脱落。

2.2 倒置显微镜下观察结果

1 周后镜下观察 , 空间及地面组均有细胞贴壁生

长,地面组细胞贴壁较早且显著多于空间组细胞。与此

同时,复苏培养冰冻保存的正常组细胞。20 d后 3组细

胞均消化传代培养 , 3 组细胞的镜下形态无显著区别 ,

空间组细胞形态略显细小,生长传代稍慢,颗粒较多(见

图 5~图 7)。

2.3 激光共聚焦显微镜下显示的细胞骨架结构

空间组细胞与地面及正常对照组相比,微管及微丝

发生解聚 ,有序度降低 ,微管变短 ,荧光染色减弱 , 细胞

周边胞膜不完整。地面及正常对照组细胞骨架清晰,荧

光染色强 , 微管微丝粗大 , 排列整齐有序 ( 见图 8~
图 10)。

3 讨论

以往空间搭载实验证明,微重力和空间辐射可以改

变细胞骨架结构[2],细胞骨架系统对微重力环境非常敏

感[3];可能参与微重力导致的细胞形态功能变化过程 [4],

细胞可通过细胞外基质以及细胞骨架系统,协同化学信

号传导通路将重力变化的刺激级联传递到细胞核,激发

相关基因表达变化,进而影响细胞功能[5- 6]。

Infanger M.[7]通过模拟微重力促进人类上皮细胞凋

亡的研究表明模拟微重力可以导致细胞外基质蛋白

(extracellular matrix proteins,简称 ECMP)增加,改变细胞

骨架组分 (如 alpha 微管蛋白和中间丝 ) , 诱导凋亡。

Grimm D.[8]发现回转器模拟失重可诱导滤泡性甲状腺癌

细胞的凋亡。Dai Z.Q.[9]的研究也表明,在微重力下细胞

骨架微丝解聚。细胞骨架系统是重力的感受器,在重力

条件下 , 细胞骨架同细胞的形态、功能、信号传导等相

关,但细胞骨架与基因传导之间的关系尚不清楚[10]。

在本实验中 ,空间组细胞返回地面后 , 在与对照组

细胞同时培养的过程中,倒置显微镜下发现空间组细胞

死细胞较多,细胞生长传代较慢,细胞形态较为细小,细

胞内颗粒较多。采用激光共聚焦显微镜同时检测了地

面、正常对照组和空间组细胞微丝骨架结构的变化,发

现人牙髓间充质细胞在经历空间环境之后,细胞骨架胞

图 3 游离于微载体之外的

太空组细胞(1×100)

Fig. 3 Space control cells

dissociated from the

microcarrier (1×100)

图 4 游离于微载体之外的太空

组细胞(1×200)

Fig. 4 Space control cells

dissociated from the

microcarrier ( 1×200 )

图 5 太空组细胞倒置显微镜

下形态(1×200)

Fig. 5 Space control cells

under inverted microscope

(1×200)

图 6 地面对照组细胞倒置

显微镜下形态 ( 1×200 )

Fig. 6 Ground control

cells under inverted

microscope ( 1×200 )

图 8 激光共聚焦显微镜下空

间组细胞骨架形态

Fig. 8 Space control cells

under the confocal

microscopy

图 10 激光共聚焦显微镜下正常对照组细胞骨架形态

Fig. 10 Normal control cells under the confocal microscopy

图 9 激光共聚焦显微镜下

地面组细胞骨架形态

Fig. 9 Ground control cells

under the confocal

microscopy
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膜不完整,细胞骨架出现弥散性变化,局部微丝解聚,张

力纤维减少、骨架蛋白弥散分布、细胞骨架的网络结构

消失;而对照组细胞的微丝骨架排列有序、粗细均匀、走

向清晰,微管束粗长整齐,荧光染色强,说明人牙髓间充

质细胞骨架对空间微重力环境敏感,空间微重力环境可

以破坏人牙髓间充质细胞的细胞骨架,促进其凋亡。

本实验属于无源搭载,即将细胞保存于密闭环境条

件中 , 没有细胞培养所需的适宜环境———5 % CO2、

37℃、饱和湿度标准条件。细胞要经历空间微重力和空

间射线辐射, 以及宇宙飞船升空过程中的温度变化,这

些因素对细胞的生长状态及基因都可能会有所影响,所

以 ,笔者设置了地面对照组(除没有经历空间环境之外

其他条件均相同)与空间组相对照。为了尽量排除细胞

受温度变化的影响,将细胞保存于高品质的保温杯中以

隔绝温度变化。正常对照组采用与空间及地面对照组同

源同代的细胞,并利用液氮深低温冰冻保存 , 这就保证

了细胞处于同一代次,国外已有学者证实深低温保存是

可以保持细胞生长分化特性的[11- 12]。

空间的特殊微重力环境,可以为细胞提供一个不受

重力约束的三维生长空间, 这是在地面上无法实现的。

现有的各种组织工程材料都或多或少地有一些不利于

细胞生长的因素, 移植入体内会使机体产生排斥反应,

而空间环境本身提供的三维生长空间,可以使细胞不借

助支架材料生长,这为牙组织工程提供了新的思路和线

索。

目前的空间实验研究大多是空间环境对植物或对

肿瘤细胞的影响,而空间环境也可能会使人类正常基因

发生改变 ,牙髓是较易得到的正常细胞的样本 , 牙髓基

因的改变可以作为研究空间环境对人类正常基因影响

的研究载体。空间特殊的空间环境可以改变生物体基因

表达而诱发变异,这种变异可能是有益的也有可能是有

害的 ,通过实验研究 ,可以探索充分利用空间环境得天

独厚的优势,诱导牙髓细胞向我们所期望的方向去增殖

分化,牙髓干细胞有望成为一个较易得到的干细胞库的

种子来源。

此外,随着人类对空间的探索 , 世界各国都加快了

空间研究的脚步, 越来越多的宇航员进入空间环境,空

间环境对宇航员机体的影响也越来越受到关注。牙齿是

人类生活的重要器官之一 , 对生活质量有着很大的影

响 ,为保证宇航员在空间探索工作的顺利进行 , 空间环

境对牙齿的影响应该受到关注和深入的研究。

4 结论

将人牙髓间充质细胞搭载宇宙飞船进入太空,回收

细胞后 ,继续培养成活 ,对经历空间微重力环境之后的

人牙髓间充质细胞培养特性有了初步的了解,发现空间

环境能使人牙髓间充质细胞的形态、功能、细胞骨架发

生改变,为进一步利用空间平台研究牙组织工程提供了

线索。
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