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犬上颌窦黏膜干细胞的培养和成骨性能的鉴定
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【摘要】 目的 探讨犬上颌窦黏膜干细胞的成骨性能。方法 取健康Beagle犬上颌窦黏膜，免疫磁珠法分选

CD146阳性细胞，培养犬上颌窦黏膜干细胞。流式细胞术检测一代细胞的表面抗原 CD146和 CD44、CD34。
犬上颌窦黏膜干细胞经基础培养（基础培养组）和成骨诱导培养（成骨诱导组）后，应用Real⁃time PCR、免疫组

化法检测 2 组成骨相关基因 mRNA 和蛋白的表达，应用 ALP 测试盒检测碱性磷酸酶（alkaline phosphatase,
ALP）活性，应用茜素红染色、Von KOSSA 染色观察成骨诱导后矿化结节的形成。结果 成功培养犬上颌窦黏

膜干细胞，流式细胞术检测显示CD146和CD44阳性、CD34阴性。成骨诱导组犬上颌窦黏膜干细胞Runt相关

转录因子 2（runt⁃related transcription factor 2，RUNX2）（t = 14.44，P < 0.001）、骨桥蛋白（osteopontin，OPN）（t =
7.85，P = 0.001）和ALP mRNA（t = 14.27，P < 0.001）表达量明显高于基础培养组，差异均有统计学意义；成骨

诱导组RUNX2和OPN蛋白表达水平增强。犬上颌窦黏膜干细胞经成骨诱导后，与基础培养组相比，ALP活性

增高，3 d（t = 8.79，P < 0.001）、7 d（t = 9.75，P < 0.001）、14 d（t = 12.14，P < 0.001）、21 d（t = 19.62，P < 0.001）、

28 d（t = 17.53，P < 0.001）时，成骨诱导组明显高于基础培养组；犬上颌窦黏膜干细胞经成骨诱导后茜素红和

Von KOSSA 染色可见到明显的矿化结节。结论 犬上颌窦黏膜干细胞具有成骨能力。
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Culture and identification of the osteogenic properties of beagle maxillary sinus membrane stem cells
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【Abstract】 Objective To investigate the osteogenic properties of maxillary sinus membrane stem cells (MSMSCs).
Methods Beagle maxillary sinus mucosa was collected, immunomagnetic bead method was applied for isolation of
CD146+ cells, and MSMSCs were harvested and cultured from the canine maxillary sinus floor mucosa. The levels of
the cell surface antigens CD44, CD146, and CD34 were determined at passage one by flow cytometry. Cells at passage
one were cultured in basal medium and osteogenic inductive medium. Real⁃time PCR, immunohistochemical staining, al⁃
kaline phosphatase activity, alizarin red staining and Von Kossa staining were used to investigate the osteogenic proper⁃
ties in vitro. Results The canine MSMSCs were cultured successfully. The results of flow cytometry were positive for
CD146 and CD44 expression but negative for CD34 expression. The relative mRNA expression of runt⁃related transcrip⁃
tion factor 2 (RUNX2) (t = 14.44，P < 0.001), osteopontin (OPN) (t = 7.85，P = 0.001) and alkaline phosphatase alka⁃
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line phosphatase (t = 14.27，P < 0.001) was apparently higher in the osteoinductive medium group than in the basal me⁃
dium group, the differences in relative mRNA expression between the groups were significant. The protein levels of
RUNX2 and OPN increased in the osteoinductive medium group. The alkaline phosphatase activity of the MSMSCs in⁃
creased when the cells were cultured in osteoinductive medium; the activity increased to a level that was significantly
higher than that in basal medium, particularly at days 3 (t = 8.79, P < 0.001), 7 (t = 9.75，P < 0.001), 14 (t = 12.14，
P < 0.001), 21 (t = 19.62，P < 0.001) and 28 (t = 17.53，P < 0.001). Obvious mineralized nodules were observed by aliz⁃
arin red staining or Von Kossa staining. Conclusion Maxillary sinus membrane stem cells exhibit osteogenic ability.
【Key words】 Maxillary sinus membrane; Stem cells; Osteogenesis; Alkaline phosphatase; Runt⁃related tran⁃
scription factor 2; Osteopontin; Mineralized nodules

上颌窦底提升术是解决上颌后牙区骨量不足

的有效方式，已广泛用于上颌后牙区牙种植，但由

于上颌窦底提升后窦底空间的成骨速度慢、成骨

量不足等问题，与牙槽骨其他区域相比种植体存

留率较低［1］。近年来研究发现上颌窦黏膜参与上

颌窦底提升空间成骨［2⁃4］。Mahler等［2］发现上颌窦

外提升患者术后出现感染化脓，经积极抗感染、手

术清创及重新填充骨移植材料处理，数月后发现

骨移植材料最上方出现“圆屋顶形”密质骨，推测

上颌窦黏膜具有成骨的潜能。Cricchio等［3］发现同

期种植时，新骨形成似乎是从上颌窦黏膜向种植

体表面扩展。Palma等［4］通过对比卷尾猴上颌窦底

提升同期牙种植中不填充骨移植材料和填充自体

骨 6个月后的骨⁃种植体接触率和骨质量，发现二

者并没有统计学差异。该研究不仅证实了上颌窦

底成骨空间维持的重要性，而且有了新的发现：未

植骨侧上颌窦新骨常在与上颌窦黏膜接触的血块

中形成，因此认为上颌窦黏膜有骨诱导作用。上

颌窦黏膜干细胞则是上颌窦黏膜发挥成骨作用的

重要细胞来源［5］。本课题组前期研究也证实人上

颌窦黏膜含有间充质干细胞，且具有多向分化能

力［6］。为了更进一步探索上颌窦黏膜干细胞的成

骨能力和成骨机制，本研究拟采取犬上颌窦黏膜，

通过免疫磁珠法分选 CD146阳性细胞，分离纯化

获得上颌窦黏膜干细胞［7］，并通过实验鉴定其成骨

能力，以期为促进上颌窦底提升术后的成骨效果

提供新的思路。

1 材料和方法

1.1 实验动物和主要试剂

年龄 1～2周岁Beagle犬，体质量 15～20 kg，购
自高要市康达实验动物科技有限公司。

胎牛血清（Gibco，美国）；Ⅱ型胶原酶（Gibco，

美国）；中性蛋白酶（Roche，美国）；α⁃MEM基础培

养基（武汉博士德公司）含 10%胎牛血清、100 U/mL
青霉素、100 U/mL链霉素、2 mmol/L L⁃谷氨酰胺；α⁃
MEM成骨诱导培养基（武汉博士德公司）含α⁃MEM
基础培养基、10 mmol/L β⁃甘油磷酸钠、50 mg/L维

生素 C、10⁃7 mol/L地塞米松；小鼠抗犬 CD146单克

隆抗体（Gibco，美国）；小鼠抗犬 CD34、CD44单克

隆抗体（Gibco，美国）；碱性磷酸酶（alkaline phos⁃
phatase, ALP）测试盒（武汉博士德公司）；TRIzol
Reagent（Invitrogen，美国）；DAB试剂盒（Abcam，英

国）；荧光定量 PCR检测试剂盒（Takara，日本）；茜

素红（上海杰美基因公司）；Von KOSSA 染色试剂

盒（上海杰美基因公司）；兔抗犬Runt相关转录因

子 2（runt⁃related transcription factor 2，RUNX2）、骨

桥蛋白（osteopontin，OPN）多克隆抗体（Abcam，英

国）；羊抗兔 IgG⁃HRP（Abcam，英国）。

1.2 犬上颌窦黏膜干细胞的分离培养

Beagle犬上颌窦黏膜按课题组前期已报道的

手术方法取材［8］（图 1）。

图 1 犬上颌窦黏膜取材

Figure 1 Collection of canine maxillary sinus
mucosa
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酶消化法进行细胞原代培养，至 70% ~ 80%汇

合时传代，免疫磁珠法分选 CD146阳性细胞。将

小鼠抗犬 CD146单克隆抗体按 4 μg/mL的浓度加

入单细胞悬液中，4 ℃下孵育 30 min后用 PBS漂洗

细胞两次，去除多余的抗体。选用包被好的小鼠

抗犬 IgG免疫磁珠，使用前将磁珠用 PBS漂洗 2次

以去除游离的抗体，并稀释 20倍。将预处理的磁

珠按 4 μg/mL的浓度放入与一抗充分结合的细胞

悬液中，均匀混合后置于室温下孵育 30 min。将结

合了磁珠的细胞悬液放入高强磁场中静置 5 min，
轻洗吸去试管中的液体，将试管脱离磁场并以 PBS
冲洗试管壁，将粘附在管壁上的细胞（即 CD146阳

性细胞）冲洗下来制成单细胞悬液，取样品滴于载

玻片及细胞计数器上，分别用于细胞纯度分析和

活力测定。倒置相差显微镜观察细胞生长情况和

细胞形态。

1.3 流式细胞技术检测犬上颌窦黏膜干细胞分子

表型

P1代细胞胰酶消化，制成单细胞悬液，PBS洗

涤 2次，离心收集细胞。

用 1 mL 含 3%胎牛血清的 PBS 重悬细胞，调

整细胞密度为 1 × 106个/mL。分别用 CD44⁃FIFC、

CD146⁃FIFC、和 CD34⁃FIFC 抗体标记，4 ℃孵育

30 min，PBS 洗涤，流式细胞仪检测。

1.4 Real⁃time PCR检测

P1代细胞接种于 6孔板中，细胞密度为 1 × 106

个/孔，分别用 α⁃MEM 基础和成骨诱导培养基培

养。7 d后收集细胞行 Real⁃time PCR 检测。根据

Gene Bank 数据库中犬 RUNX2、OPN、ALP 和 GAP⁃
DH的mRNA序列设计引物。

RUNX2 引 物 ：上 游 5′ ⁃ GATCATCGCTGAC⁃
CACCC⁃3′；下游 5′⁃GACAGTAACCACAGTCCCATCT
⁃3′；产物大小 165 bp。OPN 引物：上游 5′⁃CATG⁃
GTTGGCCTTATCCTG ⁃ 3′ ；下 游 5′ ⁃ CGATGCT⁃
GATCCCAATGTAG⁃3′，产物大小 146 bp。ALP 引

物：上游 5′⁃GGACTACGCTCACAACAACTACCA⁃3′；
下游 5′⁃ACCCTTGGCGAAGACTGCTA⁃3′，产物大小

188 bp。GAPDH 引物；上游 5′⁃ A TTCCACGGCA⁃
CAGTCAAG ⁃3′；下游 5′⁃ ATACTCAGCACCAGCAT⁃
CAC ⁃3′，产物大小 418 bp。
1.5 免疫组化法检测RUNX2和OPN蛋白的表达

P1代细胞接种于 6孔板中，细胞密度为 1 × 104

个/孔，分别用 α⁃MEM 基础和成骨诱导培养基培

养，用 PBS 替代一抗设立空白对照。7 d 后进行

SAB法免疫组化检测。4%的多聚甲醛 4 ℃下固定

20 min，PBS漂洗 3次，每次 5 min；0.3%的 Triton X⁃
100作用 15 min，PBS漂洗 3次，每次 5 min；3% H2O2

孵育 15 min，PBS 漂洗 3 次，每次 5 min；羊血清

37 ℃下封闭 20 min；1∶400 的兔抗犬 RUNX2 或

OPN多克隆抗体 4 ℃下孵育过夜，次日 37 ℃复温

45 min，PBS漂洗 3次，每次 5 min；1∶500的羊抗兔

IgG⁃HRP 37 ℃孵育 30 min，PBS 漂洗 3 次，每次

5 min；DAB显色，PBS漂洗 3次，每次 5 min；苏木素

复染。倒置显微镜观察、拍照。

1.6 ALP活性检测

P1代细胞接种于 6孔板中，细胞密度为 1 × 104

个/孔，分别用α⁃MEM基础（基础培养组）和成骨诱导

培养基（成骨诱导组）培养。1、3、7、14、21、28 d后收

集细胞行ALP活性检测。基础培养组为对照组。

1.7 茜素红及Von KOSSA染色

P1 代细胞接种于 6 孔板中，细胞密度为 1 ×
104个/孔，α⁃MEM成骨诱导培养基连续培养 28 d，
倒置显微镜观察细胞形态，避免因细胞过密导致

剥脱。

在诱导至第 28天时进行茜素红及Von KOSSA
染色。倒置显微镜观察，拍照。

1.8 统计方法

采用 SPSS 19.0软件进行统计，计量资料以（x

± s）表示，正态检验后，两组间均数的比较采用 t检

验。检验水平为α= 0.05。

2 结 果

2.1 细胞的形态学观察

原代培养 24 h犬上颌窦黏膜干细胞呈梭形或

多角形，细胞单个散在分布（图 2a）。4 d 可出现

细胞克隆，细胞快速增殖。约 7 d 细胞长满孔底

的 50%，融合成片，细胞以多角形为主（图 2b），

9～11 d 可第 1 次传代，2～3 d后细胞融合成片，

形成单细胞层，细胞形态呈多角形，可见长的突

起，细胞核大，核仁明显（图 2c）。第 1次传代 4 d后
细胞可达 80%汇合，可以进行第 2次传代。

2.2 流式细胞仪检测结果

流式细胞仪检测犬上颌窦黏膜干细胞表面标

记，结果显示犬上颌窦黏膜干细胞具有与骨髓间

充质干细胞（bone marrow stromal stem cells，BMSS⁃
Cs）相似的干细胞特异性表面分子，高表达 CD146
和CD44（共表达分子），造血表面分子标志物CD34
几乎不表达（图 3）。
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2.3 2组成骨标志物mRNA的表达

如图 4所示，成骨诱导组犬上颌窦黏膜干细胞

RUNX2（t = 14.44，P < 0.001）、OPN（t = 7.85，P =
0.001）和 ALP mRNA（t = 14.27，P < 0.001）表达量

明显高于基础培养组，各组间 mRNA表达量差异

有统计学意义。

2.4 2组RUNX2和OPN蛋白的表达

如图 5所示，骨诱导组犬上颌窦黏膜干细胞胞

浆中高表达RUNX2和OPN，表达部位主要位于胞

浆（图 5a和图 5b），基础培养组犬上颌窦黏膜干细

a：原代细胞培养 1 d，× 400；b：原代细胞培养 7 d，× 100；c：P1代细胞，× 400，HE 染色。

图 2 犬上颌窦黏膜干细胞形态 倒置相差显微镜

Figure 2 Morphology of MSMSCs Under inverted phase microscope

a b c

图 3 P1代犬上颌窦黏膜干细胞表型的流式细胞术分析

Figure 3 Phenotypic analysis of beagle MSMSCs at passage one by flow cytometry
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a：1、2为成骨诱导组和基础培养组RUNX2表达情况；3、4为成骨诱导组和基础培养组ALP表达情况；5、6为成

骨诱导组和基础培养组OPN表达情况；M：Marker；n = 3，b：**为与基础培养组比较，P < 0.01。RUNX2：Runt相
关转录因子 2；ALP：碱性磷酸酶；OPN：骨桥蛋白。

图 4 成骨诱导培养细胞成骨标志物mRNA的表达

Figure 4 mRNA expression of osteogenesis markers in MSMSCs after osteogenic induction
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胞不表达或低表达RUNX2和OPN（图 5c和图 5d），

空白对照不表达（图 5e和图 5f）。

2.5 ALP活性检测

培养细胞经成骨诱导后，ALP 活性增高，3 d
（t = 8.79，P < 0.001）、7 d（t = 9.75，P < 0.001）、14 d
（t = 12.14，P < 0.001）、21 d（t = 19.62，P < 0.001）、

28 d（t = 17.53，P < 0.001）时，成骨诱导组明显高于

基础培养组（图 6）。

2.6 成骨诱导后矿化结节形成情况

茜素红染色结果显示，犬上颌窦黏膜干细胞

成骨诱导培养 28 d后，有大量染为红色的矿化结

节（图 7a）。Von KOSSA 染色可见到暗红色矿化结

节（图 7b）。

a和 b：成骨诱导组犬上颌窦黏膜干细胞高

表达 RUNX2和 OPN，细胞胞浆呈棕黄色染

色，倒置相差显微镜 ×400。c和 d：基础培

养组犬上颌窦黏膜干细胞不表达或低表达

RUNX2和 OPN，细胞胞浆呈弱阳性着色或

不着色，倒置相差显微镜 ×400。e和 f：空
白对照不表达，细胞胞浆不着色，倒置相差

显微镜 ×400。RUNX2：Runt相关转录因子

2；OPN：骨桥蛋白。

图 5 犬上颌窦黏膜干细胞RUNX2和

OPN蛋白的表达

Figure 5 Expression of RUNX2 and
OPN proteins in beagle MSMSCs

a b c

d e f

基础培养组

成骨诱导组

**
** ** **

50
40
30
20
10
0

光
密

度
值

1 3 7 14 21 28
时间（d）
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图 6 碱性磷酸酶活性检测

Figure 6 ALP activity assay

a：茜素红染色，倒置相差显微

镜 × 100；b：Von KOSSA染色，

倒置相差显微镜 × 100。
图 7 茜素红染色和Von

KOSSA染色结果

Figure 7 Alizarin Red
staining and Von KOSSA

staininga b

3 讨 论

3.1 上颌窦黏膜成骨能力

目前研究发现，上颌窦底提升后新骨形成机

理可能与种植体和提升后的上颌窦底黏膜之间所

产生的密闭空间成骨有关［4］。上颌窦黏膜可以生

物屏障膜的功能在新骨形成中发挥作用［9］。近年

来，随着研究的深入，发现上颌窦黏膜在上颌窦底

提升成骨中不仅起屏障膜的作用，还具有成骨作

用。Srouji等［10］在裸鼠皮下植入人上颌窦黏膜，发

现上颌窦黏膜在裸鼠体内有异位成骨的能力。本课
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题组前期研究发现人上颌窦黏膜组织中存在的上颌

窦黏膜干细胞在骨诱导条件下具有明显成骨能力，

是上颌窦底提升术后窦底成骨的重要细胞来源［6］。

3.2 上颌窦黏膜干细胞表面标志分子

近年来，研究发现 CD105和 STRO⁃1是骨髓间

充质干细胞的表面标志分子［11，12］，Yun等［5］和本课

题组前期的研究发现人上颌窦黏膜干细胞也高表

达 STRO⁃1和 CD105，表明上颌窦黏膜干细胞与骨

髓间充质干细胞一样具有间充质来源细胞的特

性［6］。上颌窦黏膜干细胞作为一种间充质干细胞，

除了表达 STRO⁃1（stromal cell antigen⁃1）和 CD105，
也有可能表达其它间充质干细胞相似的干细胞特

异性表面分子。因此本实验检测了其它干细胞表

面分子标记物，结果发现犬上颌窦黏膜干细胞高

表达间充质来源细胞表面标志物 CD146和 CD44，
几乎不表达造血来源干细胞表面标志物CD34。为

探讨 CD146 和 CD44 阳性的上颌窦黏膜干细胞在

成骨诱导条件下向成骨细胞分化的能力，本研究

以免疫组化和Real⁃timePCR检测培养细胞成骨相

关基因的表达及以ALP测试盒检测碱性磷酸酶的

活性，以茜素红染色、Von KOSSA 染色观察了矿化

结节的形成。

3.3 上颌窦黏膜干细胞成骨能力

RUNX2是一种重要的成骨转录因子，是成骨

细胞开始分化的标志，诱导骨髓间充质干细胞成

骨分化，是骨形成过程中所必需的关键因子［13］。

ALP 是成骨细胞的功能性酶，在钙盐沉积中起关

键性作用，ALP活性的提高是骨向分化的重要标

志［14］。OPN也是成骨细胞的标志物，参与骨形成

与骨重建过程［15］。因此通过检测 RUNX2、OPN及

ALP的表达，可以评估上颌窦黏膜干细胞成骨能

力。本实验发现上颌窦黏膜干细胞经成骨诱导分

化后，RUNX2、OPN 及 ALP mRNA 表达量明显升

高，免疫组化检测也发现经成骨诱导培养的上颌

窦黏膜干细胞高表达RUNX2和OPN蛋白，而经成

骨诱导后碱性磷酸酶活性升高，茜素红和 Von
KOSSA 染色出现明显的钙结节，表明了上颌窦黏

膜干细胞具有成骨能力。
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