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摘要
�
为了建立鹿茸再生干细胞的体外分离培养方法

,

进一步了解鹿茸再生
、

骨化等生理过程
,

本试验采用酶消化和组织块培养相结合的手段
,

成功进行了鹿茸再生干细胞的体外培养及传代扩增
,

对其生长曲线进行了初步分析
,

并对核结合因子
� � ��� �� �� 基因的表达情况进行了免疫细

胞化学的分析
,

结果表明用酶消化和组织块培养法能够很好地获得鹿茸再生干细胞
�
鹿茸再生干细胞表达 ��� � 基因

。
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鹿茸是鹿科动物头盖骨上的附属性器官
,

由于每

年能够脱落并完全再生一次
,

再生鹿茸生长速度极快

�每天可达 � 一 � � � �
,

且其骨质结构分化很细等特

点
,

成为很好的研究再生和骨化的生物模型 �’
一‘〕

,

受

到许多学者的关注
。

�� 多年的研究表明
,

鹿茸的发

生和再生是建立在干细胞基础上的 〔’〕
,

称为鹿茸再

生干细胞
。

这一发现己成为鹿茸生物学研究的一个新

的突破
。

本研究建立 了鹿茸再生干细胞的体外培养方

法
,

并对其生物学特性进行了初步研究
,

为进一步探

讨鹿茸再生干细胞的诱导分化及鹿茸再生
、

骨化等生

理机制奠定了基础
。

� 材料方法

�
�

� 材料

� 岁龄雄性梅花鹿 � 头
,

取 自中国农业科学院特

产所实验动物基地
。

培养液 � � ��
、

胎牛血清购于

� �� � � 公司
,

窿哩蓝 ���� �
、

二甲基亚枫 �� � � �

和多聚赖氨酸 �� !∀�� 
� �� � 购于 �� � �� 公司

。

鼠抗
�

�� � �� 抗体购于 ��� �� 公司
,

羊抗 鼠 �� �
一

� � � 购于

�� � �� ��� � � �� �� � �� � ��郡 公司
,

� � 显色试剂购于天

津颧洋生物制品科技有限公司
。

�
�

� 角柄骨膜干细胞的分离与培养

将刚处死的梅花鹿的鹿头带回实验室
,

对角柄及

其周围的鹿毛进行处理
,

刮净
,

用碘酒进行皮肤消

毒
,

然后用酒精棉球脱碘
,

消毒好之后拿到无菌室
,

无菌条件下取 出角柄骨膜
,

将角柄骨膜剪成 � � 耐

大小组织块
,

然后用 ��� � 的 � 型胶原酶于 �� ℃进

行消化
,

消化到组织块周围出现毛边时
,

离心去除消

化液
,

用 �� �� 洗 � 次
,

然后均匀接种到细胞培养
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鹿茸生物学研究
,

�
一� � ��� � �� � ��

�

��� �孚� � � ��� �
�

。�
�

� � 。

瓶中
,

�� ℃
、

� � �� � 及饱和湿度条件下培养
。

� 一 �

� 后
,

待细胞生长至 �� � 融合时用 �
�

�� � 胰酶消化
,

传代
,

备用
。

�
�

� 形态学观察

接种后在倒置显微镜下随时观察组织块周围细胞

的形态
,

并作摄像纪录
。

将传代的细胞制备细胞爬

片
,

培养 � 一 � � 后
,

进行 � � 染色
,

观察细胞形态
。

�
�

� �� � 法检测细胞的增殖

将传代培养的细胞消化后
,

调整细胞接种密度为

� � ��
� ,

接种于 � � 孔培养板中
,

每孔接种 � � � 林�
,

设 � 组
,

每组均设 � 个重复孔
,

接种后第 �
,

�
,

�
,

�
,

�
,

�
,

�
,

� 和 � 天
,

分别取出 � 组
,

加人 �竹

�� � 群� � � � � 林�
,

�� ℃孵育 � � 后
,

弃上清
,

加人

��  林� � �� 
,

避光振荡 �� � ��
,

用全自动酶标仪测

定 � ��
� � 处吸光度值

。

�
�

� 免疫细胞化学检测核结合因子 �� �� � �� � �� �
�

�� � �� � �� �
,

� ��� � �

将第 � 代细胞调整细胞密度为 � �� �
�
个� � �

,

接

种于加有盖玻片 �经多聚赖氨酸处理 � 的 � 孔培养

板内
,

培养 � � 后取出细胞爬片
,

用预冷固定液 �甲

醇
�
丙酮

� � �
�� 于 � ℃ 固定 �� � ��

,

�� 浸洗后
,

�� �
�
� � � � ��

,

�
�

�� � ���� �
一

� �� � � �  !�
,

山羊血清

� � ℃封闭 �� � ��
,

加入鼠抗
一

�� � �� 抗体
,

于 � ℃ 过

夜
。

� �� 浸洗 � 次
,

加羊抗鼠 ���
一

�即
,

� � ℃ 孵育

� � � ��
。

��� 洗 � 次
。

� � � 染色 �� � �几
,

自来水洗涤

后
,

苏木素染液复染
,

脱水
、

透明
、

中性树胶封片
。

显微镜下观察照相
。

� 结果

�
�

� 细胞培养

利用倒置相差显微镜观察培养不同阶段的细胞形

态
,

消化后的组织块均匀飘浮于培养基中
,

� 一 � �

后
,

组织块逐渐粘附于细胞培养瓶底部
,

� 一 � � 可

见有细胞从组织快周围爬出
,

� 一 � � 的后观察细胞
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的生长情况
。

培养基颜色略黄
,

组织块四周发散出较

多的骨膜细胞
,

呈放射状向周边生长
,

胞体较大
,

呈

梭状
。

传代培养细胞长势良好
,

传代培养后
,

� � 一 ��

� 即可完全贴壁
,

细胞呈较均一的长梭形
,

� � 左右

细胞可铺满整个培养瓶底面
,

可继续传代扩增
。

传代

后的细胞形态无明显变化
,

性质稳定
。

对细胞爬片进

行 � � 染色
,

倒置显微镜下观察角柄骨膜干细胞为梭

形
,

胞核染成蓝色
,

胞浆染成红色
。

呈漩涡状生长
。

胞体较大
。

见下图 �
。

图 � 传代培养的角柄骨膜细胞 《� 为 � � 染色 �

��‘��,‘

�仓�住住

�昌��寸�翘来彭

�
�

� 角柄骨膜细胞生长曲线

接种后 � 一� �
,

细胞数量变化不大
,

为细胞生长

的潜伏期
,

第 � 天细胞数量明显增多
,

说明细胞已进

人指数增生期
,

至接种后第 � 天细胞增长达到高峰
,

以后细胞生长速度较为缓慢
,

进人平台期
。

见图 �
。

�
�

� � ��� � 的表达

免疫细胞化学结果显示
,

角柄骨膜细胞经 � �  

显色
,

胞浆染成深棕色 � 图 � � 说明 �� �� � 表达呈

阳性
。

� � � � � � � �

接种天数 ��

图 � 角柄骨膜细胞生长曲线

图 � 角柄骨膜细胞 � � � 显色结果 � � 为阴性对照 �

� 讨论

研究 表 明
,

鹿茸 的再 生 是基 于 干 细 胞 的过

程〔‘
一 , � 。 这种干细胞定位于鹿茸的角柄骨膜中

,

被称

之为鹿茸再生干细胞
。

具有定向分化的能力
。

在鹿茸

生物学研究等领域具有广泛的应用前景
。

这种细胞仅定位于狭长的角柄骨膜中
,

骨膜组织

是一层依附于骨干上的薄膜
,

采集不是很便利
。

所以

本试验在将梅花鹿处死后
,

连同角柄将鹿头整体取

下
。

在实验室内剔除皮肤表面的细小绒毛
、

严格消

毒
,

然后带到无菌室以工字型开 口切开角柄皮肤
,

暴

露骨膜
,

剔出结缔组织
,

然后再用 鼠牙镊子逐条地将
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其取下
。

这样
,

骨膜很容易从骨干上剥离
,

又保证了

整个取样过程的无菌操作
。

另外
,

组织的采集也有季

节差异
。

大量试验表明
,

鹿茸的再生来源 于角柄骨

膜[
6」。 因此

,

我们推测在鹿角脱落前后骨膜会增厚
,

以供应鹿茸再生的细胞需求
,

而在此时进行骨膜组织

的采集会比较容易
,

组织量也会比较丰富
。

所以
,

本

试验选择了 1头 3 岁龄的雄性梅花鹿
,

在其花盘 (锯

茸后的骨质残留) 脱落前夕
,

进行采样
。

原代细胞培养一般采用组织块培养或者酶消化分

散培养法
,

骨膜为致密的结缔组织
,

普通的组织块培

养法不利于细胞的发散且耗时较长
,

酶消化法细胞增

殖快
,

但有大量的杂细胞掺人
。

所以
,

本试验选择了

联合培养法
,

首先使用 co nag en as
e l 不完全消化细小

的组织块
,

将消化后的组织进行贴壁培养
。

这样
,

当

组织块消化到四周不再平整
,

出现絮状毛边时
,

表明

在消化酶的作用下组织块边缘的细胞被消化下来
。

且

组织块容易贴壁
,

内部状态好的细胞容易爬出
。

7 d

后
,

培养液的颜色发生了变化
,

显微镜下可以观察到

细胞大量地从组织块周围爬出
,

呈长梭形
,

越靠近组

织块细胞越致密
,

个体也越小
。

欧阳钧等川 培养人

骨膜成骨细胞时发现
,

随着骨膜细胞不断地分裂长满

培养瓶后
,

细胞体积逐渐增大
,

分泌功能增强
,

分泌

物堆积在细胞周边
,

使细胞周界模糊不清
。

本试验也

有类似现象发现
。

传代后的细胞形态无明显变化
,

性

质稳定
。

因此
,

通过离体培养
,

使体内低量的角柄骨

膜细胞在体外实现扩增是可行的
。

细胞的生长曲线显示
,

细胞生长的潜伏期较短
,

一般 4 h 后即开始贴壁
,

24
h 可完全贴壁

,

3
一 7 d 为

细胞指数生长期
,

之后为平台期
。

说明细胞经过一到

两天的生长滞留期
,

第 3 天达到指数生长期
,

细胞增

殖速度较快
,

第 7 天达到生长期顶峰
。

鹿茸是鹿头上的骨质性器官〔8
一‘。」

,

而 cbfa
l 是成

骨过程中重要 的调节因子「”
一”」

,

所 以可 以推测该因

子在鹿茸骨化过程中会起到重要的调节作用
。

本试验

通过免疫细胞化学的方法检测 了该因子在鹿茸再生干

细胞中呈阳性表达
。

本试验所用的一抗为抗人的 Cb
-

fa l 抗体
,

说明人的该因子的单克隆抗体与鹿具有交

叉反应
,

可以定性检测鹿的该因子的表达情况
。

但其

调节机制及具体的调节功能目前还不清楚
。

本研究为

以后的鹿茸骨化及再生的研究奠定了基础
。
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