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纳米 αFe2O3对牙髓干细胞
增殖及骨向分化和矿化能力的影响
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摘要: 对纳米 αFe2O3 进行二巯基丁二酸表面修饰，采用透射电子显微镜( TEM ) 观察其形貌，利
用振动样品磁强计( VSM ) 检测其磁学性能．配置含纳米 αFe2O3 浓度为 10 μg /mL 的培养基培
养牙髓干细胞，以不添加纳米 αFe2O3 的培养基为对照组． 采用荧光显微镜观察纳米 αFe2O3 组
与常规培养基组的细胞形态，以 CCK-8 检测细胞增殖情况，碱性磷酸酶( ALP) 试剂盒检测细胞
ALP活性，并进行茜素红染色以检验其矿化能力．结果表明，所用纳米 αFe2O3 为棒状，尺寸约 10
nm ×90 nm，VSM 结果显示其没有磁性．纳米 αFe2O3 培养基中牙髓干细胞的形态和增殖情况与
常规培养基中情况没有差异，但是碱性磷酸酶活性和矿化能力则显著提高( p ＜ 0． 05 ) ． 由此说
明，纳米 αFe2O3 对牙髓干细胞的形态和增殖没有影响，但却会促进其向成骨方向分化．
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Effects of nano αFe2O3 on proliferation，osteogenic differentiation
and mineral synthesis of dental pulp stem cells

Xia Yang1，2 Chen Huimin2 Hu Shuying2 Sun Jianfei1 Zhang Feimin2，3 Gu Ning1，3

( 1 Jiangsu Key Laboratory for Biomaterials and Devices，Southeast University，Nanjing 210096，China)
( 2 Jiangsu Key Laboratory of Oral Disease，Nanjing Medical University，Nanjing 210029，China)
( 3 Collaborative Innovation Center of Suzhou Nano Science and Technology，Suzhou 215123，China)

Abstract: Nano αFe2O3 is surface modified with dimercaptosuccinic acid ( DMSA ) ． Its morphology
is observed by transmission electronic microscopy ( TEM ) ，and its magnetic property is detected by vi-
bration sample magnetometer ( VSM ) ． The media with 10 μg /mL nano αFe2O3 is used to culture
dental pulp stem cells ( DPSCs) by using the media without nano αFe2O3 as the control． The morphol-
ogy of DPSCs in the nano αFe2O3 group and the control group is detected by fluorescent stain． The
cell proliferation is detected by CCK-8，and the cell alkaline phosphatase activity ( ALP) is measured
by a ALP kit． Alizarin red staining ( AＲS ) is used to detect the mineral synthesis． The results show
that nano αFe2O3 is spindle with about 10 nm ×90 nm in dimension． The VSM results prove that nano
αFe2O3 is nonmagnetic． No significant difference in cell morphology and proliferation between the
nano αFe2O3 group and the normal media group is detected． However，both ALP activity and mineral-
ization formation of cells are significantly increased ( p ＜0． 05) ． Therefore，nano αFe2O3 does not af-
fect the cell morphology and proliferation，but promotes the osteogenic differentiation of DPSCs．
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赤铁矿型氧化铁( αFe2O3 ) 是最简单的铁氧化

物，广泛存在于自然界中．它是室温下最稳定的铁氧
化物，不易腐蚀，不会被氧化或还原，具有无毒、价格
低廉、耐候性良好、抗腐蚀能力强等特点，在气体传
感、催化、医药等领域应用广泛．此外，它还是一种重
要的半导体材料，在光催化降解环境污染物、光解水
制氢以及锂离子电池领域有广泛的应用．
近年来，随着对 αFe2O3 纳米材料应用研究的深

入，其相关的生物学性质研究也引起了广泛关注．例
如，Zhang 等［1］研究了不同粒径纳米 αFe2O3 对 Ca-
co-2细胞的吸附和毒性效应，发现粒径对纳米颗粒
与细胞之间的吸附行为具有显著影响． Bhattacharya
等［2］研究了纳米级和微米级 αFe2O3 颗粒对人肺细

胞的毒性．目前，笔者尚未查阅到关于纳米 αFe2O3

对多潜能分化干细胞增殖和成骨分化影响的研究报

道．相关研究大都围绕着氧化铁的另一种晶型———
磁赤铁矿( γFe2O3 ) 展开． γFe2O3 因其独特的磁学性

能在磁共振成像检测、生物医学、组织工程等领域应
用广泛．文献［3-4］指出，一定浓度的纳米 γFe2O3 对

骨髓基质干细胞和牙髓干细胞无毒性，不影响其存

活、增殖及成骨分化能力． 因此，需要研究纳米
αFe2O3 对多潜能分化干细胞的作用，以比较不同晶

型和磁学性质的纳米铁对细胞的作用效果，探索其

对细胞的作用机制，以更好地开发纳米铁在生物医

学和组织工程领域内的应用．
本文制备了二巯基丁二酸( DMSA ) 包裹的纳

米 αFe2O3，采用透视电镜( TEM ) 观察其形貌，利
用振动样品磁强计( VSM ) 检测其磁学性质，并研
究了纳米 αFe2O3 对人牙髓干细胞活力、增殖和成
骨分化的影响．

1 材料与方法
1． 1 主要试剂和仪器
人牙髓间充质干细胞 ( humane dental pulp

stem cells hDPSCs) 由美国马里兰牙学院 Pro Xu
Hockin惠赠; αFe2O3 和二巯基丁二酸( DMSA ) 购
自中国阿拉丁公司; DMEM 培养基、胎牛血清以及
质量分数为 0． 25%的胰酶购自美国 GBICO 公司;
CCK-8 购自美国恩佐生化公司; 碱性磷酸酶
( ALP) 试剂盒购自日本和光纯药工业株式会社;
蛋白定量试剂盒 Pierce BCA Protein Assay Kit 购
自美国赛默飞世尔公司; 细胞荧光染料购自美国英

杰生命技术有限公司; 青 /链霉素、二甲基亚砜
( DMSO) 、β-甘油磷酸钠、胰蛋白酶、地塞米松、抗
坏血酸、茜素红购自美国 Sigma 公司．使用仪器包

括日本电子株式会社的 JSM-840 型扫描电镜、美
国 MolecularDevices公司的 SpectraMax M5 型酶标
仪、日本电子株式会社的 JEOL-7100 型透射电子
显微镜以及美国 Lake Shore Cryotronics 公司的
Lakeshore 7470 型振动样品磁强计．
1． 2 αFe2O3 的表面处理和形貌表征

将纳米 αFe2O3 稀释至约 1 g /L，调节 pH值为
2． 7，加入反应瓶中．称取铁质量 1 /4 的 DMSA，超
声溶解于 DMSO 溶液中，然后加入 Fe2O3 溶液中

搅拌反应 5 h．反应结束后离心洗涤样品，将溶液装
入透析袋中，用透析夹夹住袋口，放入装有双蒸水

的烧杯中，搅拌 24 h．透析后即可得到稳定的 DM-
SA /αFe2O3 胶体水溶液． 利用 TEM 观察其形貌，
采用振动样品磁强计测量其磁性．
1． 3 实验分组
细胞培养采用完全培养基和骨向诱导培养基．

细胞形貌和增殖实验中采用完全培养基，配方为

DMEM 培养基 +体积分数 10%的血清 +体积分数
1%的青霉素 /链霉素; 细胞分化实验中采用骨向诱
导培养基，即在完全培养基中添加地塞米松、抗坏
血酸、维生素 D、β-甘油磷酸钠．细胞培养时将培养
基作为对照组，αFe2O3 培养基作为实验组，其中

αFe2O3 在培养基中的浓度为 10 μg /mL．
1． 4 细胞增殖测定
细胞以每孔 5 000 个接种于 96 孔板中，于 37

℃，包含体积分数为 5% CO2 的孵育箱内培养． 在
接种后的第 1，4，7，14 d，每孔加入包含体积分数
10% CCK-8 的培养基孵育．培养箱内孵育 2 h 后，
从各孔中吸取液体滴入 96 孔板中，于酶标仪上波
长 450 nm 处检测其吸光度值．
1． 5 细胞形态检测
细胞接种 4 d 后，将细胞浸没于荧光染料中

后，在 37 ℃孵箱中孵育 15 min，然后用荧光显微镜
检测死活细胞情况和细胞铺展状况．
1． 6 碱性磷酸酶活性检测
在 2种培养基中细胞培养14 d后，进行 ALP检

测．从孵箱中取出 96孔板，采用 PBS 漂洗 3遍，每孔
加入 50 μL 体积分数为 0． 25%的 TritonX-100，置于
37 ℃孵箱中 2 h．然后加入 100 μL 反应底物，再置于
37 ℃孵箱中2 h，利用酶标仪于波长405 nm处测量吸
光度．将测得的吸光度值除以蛋白定量检测值后进行
统计分析，以排除不同细胞数对 ALP值的影响．
1． 7 茜素红染色
细胞培养 21 d 后，进行钙结节茜素红染色和

定量检测． hDPSC 经成骨诱导 21 d，PBS 清洗后，
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采用体积分数为 1%的福尔马林固定 30 min，质量
分数为 2%的茜素红染色 30 min，PBS 清洗后拍
照．然后，采用质量分数为 10%的氯化十六烷基吡
啶溶液溶解矿化物，利用酶标仪于 550 nm 波长下
检测吸光度．
1． 8 统计学分析
所有定量数据均采用统计分析软件 SPSS13． 0

进行独立样本 t 检验． 每种细胞实验重复 4 次，结
果以“均数 ±标准差”的形式表示，以 p ＜ 0． 05 表
示存在统计学差异．

2 结果与分析
透射电子显微镜结果显示，制备的 αFe2O3 呈

棒状，尺寸约 10 nm × 90 nm，颗粒之间单分散( 见
图 1) ． αFe2O3 的形貌有纳米棒、颗粒、多面体以及
由多面体组装的立方体，不同的制备方法和制备条

件会产生不同形貌的 αFe2O3
［5］．由此，可实现对纳

米 αFe2O3 尺寸和形貌的可控合成
［6-7］． 材料的尺

寸、结构、组成、孔隙度和形貌对其性能产生不同的
影响．在对细胞的作用上，材料尺寸、表面电荷和组
成成分都会影响纳米粒子的细胞摄取［8-9］．

图 1 TEM照片

室温下通过 VSM 测得样品的磁滞回线，结果
见图 2．由图可知，制备的 αFe2O3 没有磁性，因此，

可以排除磁性作用导致其产生的细胞效应．来自于
磁性材料的剩磁作用可影响细胞的增殖和分化［10］．

图 2 αFe2O3 颗粒的 VSM检测结果

选用含纳米 αFe2O3 的完全培养基与牙髓干

细胞共培养，纳米 αFe2O3 的浓度为 10 和 100
μg /mL．细胞在 αFe2O3 培养基中培养 4 d后，没有
检测到表示死细胞的红色荧光影像．表示活细胞的
绿色荧光图片显示，在 10 μg /mL αFe2O3 培养基

和正常培养基对照组中，大量活细胞都已经完全铺

展，呈现出典型的长梭状，细胞形貌与细胞密度无

显著差异( 见图 3 ( a) 和( b) ) ． 但是在 100 μg /mL
纳米 αFe2O3 的培养基中，培养的细胞形态发生了

显著变化( 见图 3( c) ) ．如图 4 所示，在 4 个检测时
间点处，10 μg /mL αFe2O3 培养基组与正常培养基

对照组的细胞增殖结果之间均没有显著差异( p ＞
0． 05) ．但当纳米 αFe2O3 在培养基中的浓度达到

100 μg /mL 时，细胞增殖受到显著抑制，这与图 3
( c) 显示的该浓度 αFe2O3 培养基对细胞形态的影

响一致．当浓度为 5，10，50 μg /mL 时，则没有检测
到这种不良作用． 究其原因在于，高浓度下暴露出
的铁颗粒内核可以催化产生 ＲOS，激活氧化还原敏

( a) 正常培养基

( b) 10 μg /mL 纳米 αFe2O3培养基

( c) 100 μg /mL 纳米 αFe2O3培养基

图 3 接种细胞 4 d后的细胞荧光染色图片
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图 4 CCK-8 检测细胞增殖结果

感性 JNK 信号通路［11］，从而促进细胞凋亡［12］． 因
此，选用质量浓度为 10 μg /mL 的纳米 αFe2O3 培

养基进行后续的细胞成骨分化检测．
本研究中主要检测了 ALP活性和矿化物形成

量这 2 个细胞成骨分化指标． 骨向诱导 10 d 后，2
组细胞的 ALP 活性分别为( 0． 89 ± 0． 15 ) 和( 1． 68
±0． 20) mU /mg 蛋白．由结果可知，第 2 组细胞的
ALP活性较对照组明显提高( p ＜ 0． 01) ．骨向诱导
21 d后，检测 2 组中细胞的矿化物形成量，结果见
图 5．由图可知，第 2 组细胞染色更深，矿化结节更

( a) 培养基

( b) 10 μg /mL 纳米 αFe2O3 培养基

图 5 茜素红染色结果

厚．定量检测结果显示，2 组细胞的矿化物相对形
成量分别为 1． 0 ± 0． 11 和 3． 45 ± 0． 29，即第 2 组细
胞的矿化物形成量较对照组明显提高( p ＜ 0． 01) ．
纳米材料对干细胞成骨分化的作用受纳米材

料种类和浓度影响．文献［13-15］指出，不同种类和
浓度的超顺磁性氧化铁纳米材料与骨髓间充质干

细胞共培养，所得结果各不相同． 关于 αFe2O3 对

牙髓干细胞这种多潜能分化干细胞成骨分化影响

的研究较少． 文献［13］指出，纳米 γFe2O3 对骨髓

干细胞成骨分化的促进作用与 MAPK 通路有关．
本研究中的体外成骨分化实验结果表明，10 μg /
mL 的纳米 αFe2O3 对牙髓干细胞成骨分化有促进

作用．

3 结论
1) 一定浓度的纳米 αFe2O3 对牙髓干细胞的

形态和增殖没有影响．
2) 纳米 αFe2O3 可以对牙髓干细胞的成骨方

向分化起到促进作用．
3) 本研究结果将为纳米 αFe2O3 在生物医学、
骨组织工程等领域内的应用提供理论依据并奠

定基础．
4) 下一步工作是使用普鲁士蓝染色，同时利
用 TEM 检测细胞对纳米 αFe2O3 的摄入及纳米

αFe2O3 在细胞内的分布情况，并在基因和蛋白水

平进一步验证纳米 αFe2O3 对牙髓干细胞成骨分

化的影响．
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