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摘� 要: 利用消化酶消化法, 用 DMEM 培养基对鹿茸干细胞进行了体外培养,分别从原代培养、传代、冻存、以

及复苏等几个环节进行了试验。摸索鹿茸干细胞合适的体外培养条件, 为鹿茸的各项相关研究打基础。结果

表明 ,用透明质酸酶和胶原酶对组织样进行消化, 然后用 10% DMEM 培养基进行培养细胞生长效果较好。适

宜培养条件是 37 � 、5%CO2 最大饱和湿度。
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Cultural Technique of Deer Antler Stem Cell in Vitro
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Abstract: The culture conditions of deer antler cell in vitro were studied in the research. The result

showed that the cell could be cultured in vitro with the hyaluronidase and collagenase to digest tissue and

grow well in the medium of 10% FCS DMEM. The optimized culture condition was in the environment of

37 � , 5%CO2 and saturated humidity�
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� � 鹿茸是鹿科动物的副性征, 作为鹿的一个器

官,具有周期性脱落、然后完全再生的特点。在快

速生长期每天可生长 1�0~ 3�0 cm,细胞分化的速

度至少相当于癌细胞的 30倍。对鹿茸再生机理

的研究
[ 1]
表明, 鹿茸的再生不是反向分化的结果,

而是建立在干细胞基础上的反应。研究表明,鹿

额外脊骨膜细胞是鹿茸发生的干细胞, 用基因标

记的方法也证实了这一结论的正确性
[ 2]
。从三维

组织学方面[ 2-4]研究得出,鹿的一个生茸区有 200

万个干细胞, 可以维持鹿一生的生茸。对鹿茸干

细胞的研究不仅为鹿茸发生及再生机制的研究打

下了基础, 而且也对鹿茸快速生长及再生特性的

研究与利用奠定了基础、指明了方向。而对鹿茸

干细胞体外的成功培养正是所有研究的基础和前

提。因此, 本文主要研究了鹿茸干细胞的体外培

养技术,旨在为鹿茸的各项研究打下坚实的基础。

1 � 试验材料

1�1 � 材料
1�1�1 � 培养基及主要试剂 � DMEM培养基、胎牛

血清( FBS)、胰蛋白酶、各种胶原酶、透明质酸酶、

谷氨酰胺、hepes 等购于海澳生物技术有限公司。

二甲基亚砜( DMSO)购于 Sigma 公司; 10% FBS+

DMEM为细胞培养基础液; 细胞消化液为 0�08%
的胰蛋白酶; 冻存液为 10% DMSO。所有细胞培

养用液用孔径为0�45和 0�22 �m 的滤膜过滤。
1�1�2 � 主要设备 � ESPEC BNA-311型 CO2 培养

箱;奥林巴斯 CKX41-32PH 倒置显微镜。

1�2 � 方法
1�2�1 � 原代培养 � � 取样: 取快速生长期鹿茸

尖部前软骨组织,立即放入无菌的装有 PBS的小

瓶里,迅速带回实验室。
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1�2�2 � 采用消化酶消化法进行原代培养 � 在无
菌间内剪碎取样组织, 用 PBS洗 1~ 2次, 然后加

入30~ 50倍体积的透明质酸酶和胶原酶 �混合

液消化一段时间,再用胶原酶 �消化,在消化过程

中注意观察消化液的混浊情况以及细胞的游离情

况,当细胞部分游离时, 800 r/ min离心 5min, 最后

将收集到的细胞及组织小块用无血清的 DMEM

洗1次,接种到培养液中, 放入 37 � 、5% CO2 最

大饱和湿度的培养箱中培养。3~ 4 d后观察细胞

的贴壁情况,在倒置显微镜下可以看到细胞从骨

膜碎块周围生长出来,饱满透明,立体感较强。此

后,约 2 d换1次液, 8~ 10 d即可长满汇合。

1�2�3 � 培养细胞的传代 � 待原代细胞生长到
80% ~ 90% 汇合时, 进行细胞传代培养。先用

PBS液洗 1~ 2次,或用少量的胰蛋白酶洗 1次,

以排除培养液对消化酶的影响。再用含 0�08%
胰蛋白酶的Hanks液消化,待细胞变圆、脱壁时收

集消化下来的细胞于离心管内, 800 r/ min 离心

5 min,倒掉消化液, 再以 1 � 10
5
个/ mL 的密度接

种到新的 10%FBS的 DMEM 培养液中, 用吸管吹

打使细胞悬浮均匀, 放入 37�0 � 、5%CO2 最大饱

和湿度的培养箱中培养。此后每隔 4~ 6 d传一

代。首次传代和第 2、3次传代时要注意调节消化

时间来纯化鹿茸干细胞。以分离其他细胞[ 5]。

1�2�4 � 细胞的冷冻保存 � 传代培养的细胞相互
汇合形成单层细胞时,如果需要保存一部分细胞。

首先,用与传代培养相同的方法消化、收集细胞。

离心弃消化液后, 加入含 10% DMSO 的细胞冷冻

液,轻轻吹打,使其成为最终浓度为 5 � 10
6
个/ mL

的均匀的细胞悬液。然后将细胞悬液分装入2 mL

的冻存管内,所装体积为冻存管容积的 2/ 3即可,

用封口膜封口。再用较厚的脱脂棉包好,然后装

入泡沫的保温盒内,直接放入超低温冰箱。使其

缓慢结冻。最后放入液氮中长期保存, 或放在

- 80 � 冰箱长期保存[ 5]。

1�2�5 � 细胞的复苏 � 细胞的冻存需要慢冻, 但

细胞的复苏需要快速复苏,以避免在冷冻和融化

的过程中形成冰晶, 刺破细胞,影响其成活率。因

此在复苏时首先将细胞冻存管从液氮罐中取出,

迅速放入 37~ 38 � 水浴中解冻, 待冰块全部融化

后,将细胞悬液放入 5 mL 离心管内, 加入在培养

箱中平衡至 37 � 的 DMEM 培养液 3 mL,充分混

合后,离心清洗 2次, 最后制成 1 � 105 个/ mL 的

细胞悬液,放入培养箱中培养
[ 6]
。

2 � 结 � 果

在营养充足,培养液未污染的情况下,培养第

4 d就可在倒置显微镜下见到细胞从骨膜碎块周

围长出,新生细胞呈多角形,饱满透明, 立体感强,

沿植块呈放射状贴壁生长。周围有光晕,细胞核

位于中间, 呈椭圆型, 轮廓清晰, 核内可见核仁。

培养约至第8~ 9 d, 细胞开始融合成片,细胞分裂

明显。细胞传代进化后,其结构与原代细胞无明

显差异,只是接种后贴壁时间缩短(见图 1)。鹿

茸干细胞用以上方法冻存、复苏细胞活力较高。

图 1 � 培养 6 d的鹿茸干细胞

Fig. 1. The antler stem cell cultured for six days

3 � 讨论与结论

3�1 � 细胞培养
细胞或组织块在接种后, 应避免经常翻动或

振动,否则组织块不易附着在瓶壁上,或是附着后

又脱落下来而不利于细胞贴壁生长。加入培养基

后,翻瓶时间也不宜过早,以防组织块受液体轻微

的波动或浮力作用从瓶壁上脱落下来。细胞随生

长密度增加会停止分裂和生长(接触抑制) ,此时

细胞会随传代时间的拖延出现空泡, 脂滴和颗粒

物增多,细胞机能下降;并且细胞在传代过程中不

易从瓶壁上脱落,影响传代后的细胞密度,一般情

况细胞在 80%~ 90%的汇合阶段传代最好,有利

于细胞维持二倍体性状。

细胞生长速度与细胞浓度有关,由于细胞的

短距离相互作用是依靠相邻细胞间的连接而实现

的, 细胞过稀导致细胞生长缓慢;细胞浓度偏高,

培养液中代谢废物浓度增长较快, pH 值快速下

降,抑制细胞的正常生长,并且还会在短时间内连
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接成片,出现接触抑制现象,因此传代后的细胞应

维持在一定的密度范围内,有资料表明,当细胞浓

度为 3 � 104~ 5 � 105个/ mL 时,细胞分裂旺盛[ 7]。

3�2 � 细胞纯化
在初代培养及早期传代培养时,可见鹿茸干

细胞与其他细胞呈区域性生长, 在培养瓶表面形

成一些小的细胞灶,需对细胞进行纯化。根据鹿

茸干细胞与混杂细胞对酶消化作用敏感性不同及

其贴壁速度的差异可将其分离。将混杂生长的培

养物用常规消化法作用 5~ 8 min, 用手轻轻拍打

瓶壁,此时鹿茸干细胞绝大部分可悬浮,加入培养

基后移入另一培养瓶内再培养。经过 2~ 3次选

择传代,可完全纯化,形成纯的鹿茸干细胞。

3�3 � 细胞培养条件的影响
3�3�1 � pH值 � 离体细胞对于培养液的 pH 值要

求很高,细胞的耐酸性比耐碱性强,在偏酸性环境

中更利于生长, 大部分细胞最佳生长 pH 值一般

在7�2~ 7�4之间。本试验中使用 CO2/ NaHCO3缓

冲液系统来维持一定的 pH 值, 当培养液颜色偏

黄,表明 pH 下降, 此时细胞质内颗粒增多, 生长

减慢,培养液中漂浮的死细胞增多。当培养液颜

色变为紫红色时表明 pH 升高, 影响细胞贴壁生

长。在培养鹿茸干细胞的培养过程中, 由于细胞

代谢旺盛, 培养液会较快地变酸, 因此, 培养液常

配得稍微偏碱一些( pH7�3~ 7�4) ,这样可使培养
液得到较充分的利用。

3�3�2 � 温度 � 细胞代谢强度与温度呈正比, 随

温度降低,生长趋向缓慢,但其对低温的耐受力比

对高温强, 一般细胞的适宜生长温度为 36�5~
37�5 � 。当温度上升至 39~ 40 � 1 h, 细胞受到

一定损伤仍有可能恢复; 上升到41~ 42 � 1 h,细

胞受到严重损伤;相反,温度不低于 0 � 时,细胞

代谢变得缓慢, 但并无伤害; 温度降至冰点以下

时,细胞因胞质结冰受损而死亡。本试验中对鹿

茸干细胞的培养温度范围控制在( 37�0 � 0�5) � ,
取得满意效果。

3�3�3 � 消化液 � 对细胞的消化方法一般采用两
种方式。� 酶消化法:采用蛋白消化酶将细胞间

的蛋白质水解, 使细胞相互离散,但胰蛋白酶溶液

过度消化细胞会对细胞造成较大的伤害,所以要

把握酶作用的时间和强度; � 螯合剂解离细胞法:

使用螯合剂如乙二胺四乙酸钠( EDTA)、柠檬酸钠

等结合细胞间质中的二价阳离子从而破坏细胞连

接,此效果较差且不易去除,通常是将螯合剂和蛋

白酶联合使用。本试验中, 主要采用 0�25%胰蛋
白酶作为细胞消化液,控制 pH 值为 7�2~ 7�4,温
度 37 � , 作用力最强。
3�3�4 � 血清质量及浓度 � 血清中含有促细胞贴
壁的成分,有助于细胞贴壁生长。不同来源(如胎

牛血清和小牛血清)的血清,在培养时虽然质量分

级一样,但细胞生长情况却有显著差异,有时甚至

不能生长(如用小牛血清时细胞不能生长,用标准

胎牛血清和特级胎牛血清时差异不显著)。本试

验采用体积分数为 15%和 10%的血清培养细胞

时,观察到细胞生长状态都保持良好,没有明显区

别,因此在初培养和维持培养时全部采用体积分

数为 10%的血清。

3�3�5 � 抗菌素 � 据报道, 卡那霉素、新霉素、两

性霉素、氯霉素、多黏菌素 B 都可用于防止细胞

培养中大部分细菌和真菌的感染, 但最常用的还

是青、链霉素。本试验中的培养液和 PBS 分别加

有青、链霉素, 质量浓度为 100 �g/mL 效果良好,

能有效地抑制细菌生长而不影响细胞的正常生

长,且较安全。

3�4 � 微生物影响
试验过程中由于操作失误或环境污染, 培养

瓶中偶有霉菌或细菌污染,在显微镜下观察,霉菌

呈白色的丝状团块, 如棉絮状漂浮在培养液中或

附着在培养瓶的表面。污染细菌的培养液变得浑

浊,黑色颗粒增多。一经发现污染应立即弃除,并

用过氧乙酸和新洁尔灭认真擦拭, 紫外灯照射或

高压灭菌消毒。因此在细胞培养工作中,要有无

菌操作意识,严格执行实验室无菌操作规程,以保

证试验顺利进行。

3�5 � 细胞冷冻和复苏
由于低温保护剂 DMSO 对细胞有毒性,因而

应尽量缩短 DMSO与成细胞在 4 � 以上的接触时

间。降温和复温速度是影响细胞存活的关键因

素。为保持细胞最大存活率,一般采用慢冻快融

的方法,冻存液中加入保护剂 DMSO后,可使冰点

降低,在缓慢冻结条件下,使细胞内水分在冻结前

透出细胞外, 从而减少细胞内冰晶的形成。细胞

复苏时采用 37~ 42 � 水浴快速复温法,使之迅速

通过细胞最易受损伤的- 5~ 0 � 。结果证明,鹿

茸干细胞细胞复苏后仍具有正常的结构和形态并

保持新陈代谢和自我复制功能。 (下转第14页)
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度为 0�444 2,而邢秀梅等
[ 4]
分析的塔里木马鹿的

平均杂合度为 0�243 8,阿勒泰马鹿平均杂合度为

0�218 1。赵宗胜等[ 11]对塔里木马鹿血液蛋白多

态性的研究计算出塔里木马鹿的平均杂合度为

0�442 4。也高于Mahmut等[ 12]对野生塔里木马鹿

杂合度的研究结果。可以看出, 本群体天山马鹿

的平均杂合度明显高于其它 2种马鹿。说明人工

授精和胚胎移植技术对本天山马鹿群体遗传结构

有了很大的改良。改变了自然交配制度下人工圈

养种源血统的单一性, 大大丰富了种资源基地的

马鹿群体遗传多样性, 为今后群体的进一步扩大

和产品质量的进一步提高打下基础。
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