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干细胞表面抗原-1（stem cell antigen-1，Sca-1）
作为一种细胞表面标记常用于富集干细胞和前体细

胞，最早发现于小鼠激活的淋巴细胞[1]，是一种由鼠

Ly6基因家族编码，以糖基磷脂酰肌醇锚定的细胞表

面蛋白，相对分子质量为18 000，定位于浆膜的脂
质载体[2]。
骨骼肌受到损伤后，在骨骼肌局部存留的干细

胞和肌肉形成前体细胞激活、增殖、分化并融合形
成多核肌细胞，修复或替代受损的组织[3-4]。这对于
维持骨骼肌在运动和老化过程中的动态平衡非常重

要。实验证实表达Sca-1的细胞在体内和体外都可
以分化为骨骼肌，也可以生成造血细胞和间充质细

胞[5-6]。在细胞移植治疗中，Sca-1+细胞存活率高[7]，
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[摘要] 目的 探讨干细胞表面抗原－1（Sca-1）在成肌细胞增殖分化中的作用。方法 采用流式荧光细胞分选技术，
从C57BL/6小鼠骨骼肌中分离Sca-1+与Sca-1-细胞进行体外培养，使用CCK-8试剂盒检测2种细胞的增殖曲线，Western
blot测定2种细胞在体外培养过程中Sca-1、MyoD、成肌素（Myogenin）的蛋白表达。结果 在体外培养的前3 d，Sca-1+与

Sca-1-细胞增殖曲线没有明显差别；3 d后，Sca-1-细胞增殖比Sca-1+细胞明显加速。同时，2种细胞在体外培养过程中
Sca-1均没有明显表达，而Sca-1+细胞的成肌调节因子表达比Sca-1－细胞显著增加。结论 Sca-1的表达在细胞生长
发育过程中具有时段性，与成肌细胞细胞周期的起止有关。
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[Abstract] Objective To probe into the function of stem cell antigen-1（Sca-1） in cell proliferation and differen-
tiation. Methods Sca-1+ and Sca-1- muscle derived cells were separated from C57BL/6 mice by fluorescence-activated
cell sorting and then cultured in vitro. After 5 days cells proliferative curve were drawn according CCK-8 experimental
results. Western blot also were done to detect Sca-1, MyoD and Myogenin expression in cultured Sca-1+ and Sca-1-

muscle derived cells. Results The difference of the proliferative curve of Sca-1+ and Sca-1- muscle derived cells
cultured 3 days in vitro was not apparent, but Sca-1- muscle derived cells had a accelerated division rate in the follow
days compared to the Sca-1+ muscle derived cells. Sca-1 expression in both cells was not obvious. MyoD and Myogenin
expression were stronger in Sca-1+ than Sca-1- muscle derived cells. Conclusion Sca-1 expression in muscle derived
cells takes a period of time that related to the beginning and ending of the cell cycle.
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靶基因治疗效果好，但目前对这种细胞表面蛋白的

功能尚不明了。
成肌调节因子（muscle regulatory factor，MRF）

在肌肉细胞种系决定和分化中起重要作用。其中MyoD
和成肌素（Myogenin）都属于MRF，MyoD作为原发的
转录因子，在成肌种系决定中起作用[8]，见于激活的

卫星细胞；Myogenin作为继发的转录因子，在肌肉终
末分化时表达[9]。本研究对比观察了Sca-1+与Sca-1-

细胞在体外培养过程中的生长特性及MRF表达的特
点，希望获得实验线索以说明Sca-1在细胞增殖分化
过程中所发挥的功能作用。

1 材料和方法

1.1 小鼠原代成肌细胞的分离和培养
将4周龄C57BL/6小鼠脱颈处死，75%乙醇消毒

小鼠后肢皮肤，剪开皮肤，剔去脂肪和筋膜，剪取

后肢肌肉组织，立即放入预冷的DMEM中漂洗3次。
将肌肉小块转移至无菌的小烧杯中，用眼科剪充分

剪碎成浆状，加入组织混合酶（2.4 U·mL-1分散酶、
0.2%Ⅱ型胶原酶、2.5 mmol·L-1 CaCl2），37 ℃消化
45 min，每间隔15 min用吸管反复吹吸若干次。用含
20%胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）的生长液
终止消化，200目细胞筛选过滤，1 400 r·min-1离心

10 min，弃去上清，按照密度为每毫升1×106个细胞

悬于200 μL的PBS中，等待流式细胞仪检测和分选。
1.2 流式细胞仪检测原代成肌细胞中Sca-1的表达
将从小鼠骨骼肌中获得的新鲜成肌细胞以密度

为每毫升1×106个悬于200 μL的PBS中，加入藻红蛋
白标记的Sca-1单克隆抗体（Santa Cruz Biotechnolo-
gies公司，美国），37 ℃孵育30 min，用含体积分数
0.1%牛血清蛋白（bovine serum albumin，BSA）的PBS
洗涤、重悬细胞，移入专用测试管，应用流式细胞
仪检测Sca-1的表达，采用联机专用软件Cell Quest
进行分析。此外按照流式细胞仪仪器手册设置各项
参数，安装分选器，将上述细胞进行分选，分别收

集Sca-1+与Sca-1-细胞。
1.3 生长曲线的测定
生长曲线是判定细胞活力的重要指标，本实验

采取CCK-8试剂盒测定光密度值（A值），间接测量活
细胞数量。将流式细胞仪分选获得的Sca-1+与Sca-1-

细胞分别以密度为每孔3×104个细胞接种于96孔板，
每组20孔。培养1、3、5 d后向各孔中加入10 μL的
CCK-8溶液，37 ℃孵育4 h，直接测定450 nm处的A
值，绘制曲线。
1.4 Western blot检测成肌蛋白的表达
为了对比小鼠骨骼肌来源Sca-1+与Sca-1-细胞在

体外培养过程中从增殖到分化的变化，采用Western
blot检测Sca-1、MyoD、Myogenin的蛋白表达。将
Sca-1+与Sca-1-细胞分别以密度为每毫升5×104个细胞

接种到涂布过鼠尾胶原的60 mm培养皿中，培养液为
高糖DMEM（含有20%FBS、1%青链霉素、2.5 ng·mL-1

碱性成纤维细胞生长因子），细胞培养4 d后用细胞
刮刮下细胞，PBS清洗，离心，加入细胞蛋白裂解
液，冰上裂解30 min，提取蛋白，-80 ℃保存备用。
常规制备10%SDS-PAGE分离胶，混匀后，将其

灌入预先制备好的制胶板内（Bio-Rad公司的Mini-
Cell制胶系统），用水覆盖，室温凝固30 min。制备
5%SDS-PAGE浓缩胶，混匀后，灌胶并置室温凝固
30 min。电泳首先以8 V·cm-1进行，待上样缓冲液进

入分离胶后调整为15 V·cm-1，电泳时间约2 h；随后
以60 V的恒压进行硝酸纤维素膜电转，电转时间视
被转移蛋白的大小而定。电转结束后，将膜置于TBS
中漂洗，5%脱脂奶粉（北京普利莱公司）封闭，经TBS
充分振荡清洗后，分别滴加一、二抗（辣根过氧化物
酶标记的相应抗体），DAB显色，观察结果。

2 结果

2.1 Sca-1+与Sca-1-细胞体外培养增殖能力的测定

结果

流式细胞仪检测原代细胞中Sca-1的阳性表达率
为64.86％，分选后分别进行Sca-1+与Sca-1-细胞的体

外培养，经CCK-8试剂盒测定2种细胞的生长曲线见
图1。在培养过程中，前3 d Sca-1+与Sca-1-细胞增

殖速率没有明显差别，第3天后Sca-1-细胞开始加速

增殖。

图 1 Sca-1+与Sca-1-细胞体外培养的生长曲线测定

Fig 1 Proliferative curve of cultured Sca-1+ and Sca-1- muscle

derived cells

2.2 Sca-1+与Sca-1-细胞体外培养过程中Sca-1、Myo-
D、Myogenin的蛋白表达
Sca-1+与Sca-1-细胞体外培养过程中Sca-1、Myo-

D、Myogenin的蛋白表达结果见图2。由图2可见，
Sca-1+与Sca-1-细胞在体外培养过程中Sca-1表达均
不明显，Sca-1+细胞比Sca-1-细胞MyoD、Myogenin
表达强，说明Sca-1+比Sca-1-细胞在体外培养过程中
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具有更好的成肌特性。

图 2 Sca-1+与Sca-1-细胞体外培养过程中Sca-1、MyoD、Myoge-
nin的蛋白表达

Fig 2 Sca-1、MyoD、Myogenin expression of cultured Sca-1+

and Sca-1- muscle derived cells

3 讨论

从不同的组织中都可以分离出具有干细胞特征

的Sca-1+细胞[10]。在体外培养骨骼肌来源成肌细胞的
过程中发现，Sca-1+与Sca-1-细胞在体外培养5 d的过
程中Sca-1均未见明显表达。Jankowski等[11]研究也显

示细胞表面蛋白的表达在体外培养过程中会发生变

化。随着培养时间的延长，Sca-1表达下降。以Sca-1
表达为标记纯化出来的成肌细胞体外培养5 d，Sca-1
表达消失。这些结果说明，Sca-1的出现是细胞生长
发育过程中一个时段的表达特征，以此作为标记进行

干细胞筛选可能会产生一定的局限性。
尽管对于Sca-1在细胞生命活动的作用尚不了解，
但是很多实验结果却支持Sca-1的细胞信号功能[12-13]。
Sca-1基因沉默小鼠和骨骼肌成肌细胞的实验显示
Sca-1在成肌细胞增殖、分化、融合中发挥作用。对
于体外培养的C2C12成肌细胞，给予Sca-1抗体阻断，
其功能会促进细胞增殖和抑制成肌细胞融合。从体
内实验角度来看，分别在Sca-1+和Sca-1-鼠骨骼肌中

形成坏死性损伤，Sca-1-成肌细胞出现持续和加速

的细胞分裂，表现为高度的增殖反应[14]。本实验体
外培养增殖能力的检测结果也说明Sca-1-比Sca-1+

细胞具有更强的增殖能力。
Sca-1对于成肌细胞增殖分化的作用可能与对细

胞进出细胞周期的影响有关。通过基因芯片实验，学
者们发现在成肌细胞早期分化进行过程中，细胞离

开细胞循环时，包括DDAH2和Sca-1等几个基因表
达特异性上调[12]；当细胞开始分化时Sca-1表达出现
暂时性升高[14]。有学者认为，成肌调节因子的表达
与细胞分裂相排斥[13]，MyoD的功能是通过诱导细胞

周期蛋白依赖性激酶抑制剂p21[15-16]，同时伴随其他

Cip1/Kip1家族成员p57和p27，广泛抑制细胞周期蛋
白依赖性激酶的活性，从而使细胞停止分裂[17]。Myo-
genin则在肌肉终末分化时表达[9]。本实验结果显示：
Sca-1+比Sca-1-细胞表达更多的MyoD和Myogenin。从
以往的研究结果可以推测得出解释：虽然从骨骼肌

中分离出来的成肌细胞表达Sca-1，但其中一部分可
能是已经走出细胞周期，开始了早期分化细胞，因

而直接表达成肌分化蛋白；而Sca-1-成肌细胞表现

出的高度增殖反应导致成肌细胞分化延迟。这个结
果进一步提示，如果以Sca-1为标记分离出来的细胞
可能是还没有进入细胞循环的干细胞，或者是已经

进入早期分化阶段的成肌细胞。
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（本文编辑 胡兴戎）

速准确地去骨、分牙，有效去除骨及牙根部阻力，手
术时间明显缩短。同时用凿去骨劈牙时，振动大，凿
的力量和方向不能精确控制，易致相邻软硬组织受

伤，术后面部肿胀、张口受限并发症症状通常较重。
本研究表明：凿骨劈冠法拔牙的术后面部肿胀率及

张口受限程度均明显高于超声骨刀法。
疼痛是下颌阻生第三磨牙拔除术后最常见、也

是患者最恐惧和痛苦的一种并发症。本研究发现超
声骨刀法拔牙术后24 h患者多为轻度疼痛，而凿骨劈
冠法拔牙患者多为中、重度疼痛，这说明超声骨刀
法拔牙的创伤较凿骨劈冠法轻。
虽然超声骨刀法拔牙具有手术时间短、术后并

发症轻、安全方便等诸多优点，但如果术中使用不
当，如操作模式选择不正确、工作机头选择不当、切
骨时施加压力等，则不但不能发挥其优点，还会出

现较重的并发症。超声骨刀配有多个机头和不同工
作模式，使用时应根据部位以及骨厚度的不同，选

择相应的工作机头和工作模式，使手术快捷、安全，
从而取得良好的效果。机头SBUCI常用于劈牙、增
隙，SBUSI、USIL、0710常用于去骨。
另外虽然超声骨刀法较凿骨劈冠法拔牙安全、舒
适，但也存在一定的局限性，在劈牙和较厚的骨块

切割时切割效率稍差[6]，联合应用涡轮钻法分牙可提

高切割效率。作为一种临床技术的应用，超声骨刀
法还需要更长时间地观察和深入研究。
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