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摘 要:为了制备高质量的兔抗梅花鹿生茸区骨膜细胞裂解液血清，用于免疫学筛选 cDNA 表达文
库，试验采用淋巴结注射和背部皮下注射的方法制备了兔抗梅花鹿生茸区骨膜细胞裂解液血清。结
果表明:制备的抗血清效价是 1∶128，质量较高。
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Abstract: To prepare high － quality rabbit serum against the lysates of antlerogenic periosteal cells from sika deer for immunological screening
cDNA expression library，the methods of lymph node injection and back subcutaneous injection were used for preparing the antiserum． The re-
sult showed that the antiserum titer was 1∶128，showing high quality．

梅花鹿生茸区骨膜组织是梅花鹿角柄组织发生

所依赖的干细胞，角柄中不同阶段的软骨及骨细胞均

来源于这一细胞层的细胞，该区域是鹿茸再生的关键

点，去除生茸区骨膜的梅花鹿终生不再生茸［1 － 4］。但
是目前对于梅花鹿生茸区骨膜细胞的作用机制研究

不够透彻，一方面梅花鹿生茸区骨膜的取材受时间限

制，是比较稀有的材料，另一方面对梅花鹿生茸区骨

膜分子作用机制的研究处于起步阶段，该组织是否含

有特殊的新基因还有待于进一步研究。研究是在培
养梅花鹿生茸区骨膜细胞的基础上，同时基于已经构

建的梅花鹿生茸区骨膜细胞 cDNA 表达文库［5］的基
础上进行研究。
由于中国农业科学院特产研究所吉林省特种经

济动物分子生物学重点实验室构建的梅花鹿生茸区

骨膜细胞 cDNA 表达文库，是通过 λSCREEN 载体以
融合蛋白的形式在宿主菌 BL21 ( DE) pLysE 中进行
表达。该文库表达的融合蛋白氨基端为 β －半乳糖
苷酶序列，而羧基端为外源多肽，噬菌体载体插入的
cDNA片段最终以融合蛋白的形式表达，蛋白保持原
有的抗原性和生物活性，因此可以用配体结合试验来
筛选，也就是免疫学筛选的方法［6］。免疫学筛选 cD-
NA表达文库的方法有许多优点，它不需要了解蛋白
质和核酸的序列及蛋白质的生物学功能［7 － 8］，对于克
隆那些含量低、纯化难度大的蛋白质 cDNA克隆具有
重要意义; 但是影响免疫学筛选的因素很多，如 cD-
NA表达文库和抗体的质量等。中国农业科学院特
产研究所吉林省特种经济动物分子生物学重点实验
室研究证实，试验构建的梅花鹿生茸区骨膜细胞 cD-
NA表达文库质量较高，如果要对 cDNA 表达文库进
行有效筛选就需要制备高质量的梅花鹿生茸区骨膜
细胞裂解液抗血清。
1 材料与方法
1． 1 试验动物及试剂
新西兰大白兔 6 只，分别标记为 1 号、2 号、3 号、

4 号、5 号、6 号，由中国农业科学院特产研究所提供。
鹿生茸区骨膜细胞，由中国农业科学院特产研究所吉
林省特种经济动物分子生物学重点实验室培养保存。
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三羟甲基氨基甲烷 － HCl ( Tris － HCl) 、乙二胺四乙
酸( EDTA) 、D － Hank’s缓冲液、台盼蓝溶液、胰蛋白
酶消化液、弗氏不完全佐剂( FIA ) 、弗氏完全佐剂
( FCA) 、芭比妥 －芭比妥纳缓冲液，均由中国农业科
学院特产研究所吉林省特种经济动物分子生物学重

点实验室提供。
1． 2 分离阴性对照血清
选取 6 只新西兰大白兔( 体重为 2． 0 ～ 2． 5 kg，明

显可见耳静、动脉，健康) ，于梅花鹿生茸区骨膜细胞
裂解液初次注射前采血，分离血清作为阴性对照。在
此血清中加入叠氮钠至终浓度为 0． 02%，分装后
－ 20 ℃保存，备用。
1． 3 梅花鹿生茸区骨膜细胞裂解液的制备
采用 D － Hank’s缓冲液冲洗进入对数生长期的

梅花鹿生茸区骨膜细胞 2 次，加入 0． 25%胰蛋白酶
消化液( 含 0． 02% EDTA) 消化细胞。加入含有胎牛
血清的培养液制成细胞悬液，用台盼蓝溶液稀释
10 μL细胞悬液，用血细胞计数板计数，离心沉淀。加
入 PBS制成细胞悬液，在液氮中快速反复冻融 3 次，
然后在冰浴条件下超声波破碎 2 s，间隔 1 s，破碎
10 min。4 ℃、12 000 × g离心 15 min，取上清液，即为
梅花鹿生茸区骨膜细胞裂解液，用微量蛋白检测仪检

测裂解液蛋白浓度。
1． 4 梅花鹿生茸区骨膜细胞裂解液的乳化
根据测得的细胞裂解液蛋白质浓度和免疫试验

兔所需的蛋白量，分别取 285 μL、114 μL、30 μL的细
胞裂解液与等体积的 FCA进行乳化。在加强免疫新
西兰大白兔的同时将所取得的细胞裂解液与 FIA 等
体积混合，进行乳化。
1． 5 乳化液免疫新西兰大白兔制备血清
采取背部皮下多点注射和淋巴结免疫注射法

( 淋巴结免疫前 1 周先用 FCA注射新西兰大白兔，使
其致敏) 给兔子注射乳化好的细胞裂解液，每只试验

兔的免疫量为 1 mL /次，每注射点量约为 0． 2 mL，于
最后一次免疫 2 周后采血，分离血清，免疫程序见
表 1。

表 1 新西兰大白兔的免疫程序

兔号
乳化液用量 /
( μg·mL －1 )

免疫部位
免疫

次数
间隔天数 /d

1 号 500 淋巴结注射 3 14，14，7
2 号 500 背部皮下多点注射 3 14，14，7
3 号 200 淋巴结注射 3 14，14，7
4 号 200 背部皮下多点注射 3 14，14，7
5 号 50 淋巴结注射 3 14，14，7
6 号 50 背部皮下多点注射 3 14，14，7

1． 6 新西兰大白兔抗梅花鹿生茸区骨膜细胞血清的
特异性检测

采用对流免疫电泳方法检测，利用 0． 025 mol /L
巴比妥 －巴比妥纳缓冲液配置 1． 5%琼脂，加入适宜
浓度的叠氮钠，用于防腐; 用 5 mL移液枪吸取熔化好
的琼脂，浇铸到 6 块载玻片上; 待琼脂凝固后，用打孔
器在每个载玻片上打孔，孔径为 3． 5 mm，孔间距为
4． 0 mm，每排打 3 个，每行打 6 个，见图 1。每只试验
兔的多克隆抗血清设 8 个梯度，分别为 22，23，24，25，

26，27，28，29 倍稀释，剩余的孔加入阴性血清作为对

照。试验所用抗原为梅花鹿生茸区骨膜干细胞裂解
液，抗体为兔抗梅花鹿生茸区骨膜细胞裂解液血清。
在抗原孔内加入梅花鹿生茸区骨膜细胞裂解液
8 μL，其余孔加入不同稀释浓度的阳性抗血清 8 μL。
接通电源进行电泳，电流为 2 ～ 3 mA /cm，电压为 4 ～
6 V /cm，通电 45 min，观察结果。

1，3，5．抗原; 2，4，6．抗体。

图 1 载玻片上琼脂打孔方式

2 结果与分析
2． 1 梅花鹿生茸区骨膜细胞裂解液蛋白质的浓度
梅花鹿生茸区骨膜细胞裂解液蛋白质: OD280 /

OD260 = 0． 883，查得校正因子( F) = 0． 682，蛋白质浓
度( mg /mL) = F × OD280 × k。其中: k 为稀释倍数。
经计算，蛋白质浓度为 1 770 mg /mL。将裂解液蛋白
质放入 － 20 ℃冰箱保存，备用。
2． 2 兔抗梅花鹿生茸区骨膜细胞裂解液阳性血清质
量检测结果

经对流免疫电泳结果证实，免疫 2 号、3 号试验
兔制备的血清为阳性血清，具有明显的白色沉淀线，

阴性血清及 1，4，5，6 号试验兔均没有白色沉淀线产
生。由 2 号、3 号试验兔制备的抗血清效价均为
1∶128，即抗血清稀释 27 倍时满足试验要求。
3 讨论
梅花鹿生茸区骨膜细胞裂解液免疫试验兔制备

抗血清的过程应该考虑许多因素，选择合适的动物进

行免疫极为重要。此裂解液与免疫动物的种属差异
越远越好，亲缘关系太近不易产生抗体应答。研究的
目的是制备生茸区骨膜细胞裂解液抗血清，此外研究

所需的抗血清量相对来说比较少，因此新西兰大白兔

是最佳选择。注射生茸区骨膜细胞裂解液免疫试验
兔的途径很多，但哪一种途径最有效目前尚未见报
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道。研究采用皮下多点注射和淋巴结注射相结合的
方法。
研究开始之前未见有关梅花鹿生茸区骨膜细胞

裂解液免疫新西兰大白兔的报道，因此骨膜细胞裂解

液免疫新西兰大白兔的最适剂量需要探索。研究在
对新西兰大白兔注射之前对裂解液的剂量进行稀释，

分别为500 μg /mL、200 μg /mL、50 μg /mL，每种浓度
注射量均为 1 mL /次。
抗血清质量的检测方法有许多，研究采用对流免

疫电泳的方法，此方法能够在短时间内观察到结果，

灵敏度比双向琼脂扩散方法高 10 ～ 15 倍，抗血清在
pH值为 8． 6 的情况下带负电，因此点孔在正极，向负
极移动，骨膜细胞裂解液在电渗的作用下与抗血清发

生定向对流，在对流的过程中相遇形成白色沉淀线。
此白色沉淀线可以用散射光进行多角度观察，在对孔

之间有白色的沉淀线即为阳性血清。在多克隆抗体
阳性血清的各稀释倍数中，无沉淀线出现的倍数为多

克隆抗体阳性血清的效价。研究由对流免疫电泳结
果证实，免疫 2 号、3 号试验兔制备的的血清为阳性
血清，同时证实研究制备的阳性血清效价较高。因
此，500 μg /mL的骨膜细胞裂解液采用背部皮下多点
注射途径和 200 μg /mL的骨膜细胞裂解液采用淋巴

结免疫途径效果较好，得到的抗血清质量较高，能用

于对 cDNA表达文库进一步筛选。
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新西兰白兔胚胎分割的研究
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关键词:胚胎分割; 体外培养;新西兰白兔
摘 要:为了研究不同时期胚胎分割后新西兰白兔胚胎在不同培养液中的发育情况，试验采用徒手分
割法对 8 －细胞胚、桑葚胚、囊胚进行分割，并研究分割后半胚的发育情况。结果表明:囊胚的分割效
果好于 8 －细胞胚和桑葚胚，各时期胚胎分割后半胚体外培养发育至囊胚率分别为 42． 0% ( 8 －细胞
胚) 、75． 2% ( 桑葚胚) 、65． 1% ( 囊胚) ; 3 个时期半胚在 3 种培养液中的发育状况均为 DMEM 优于
TCM －199，TCM －199 优于 PBS;去除黏蛋白层的桑葚胚、囊胚分割成功率比未去除黏蛋白层的高。

胚胎分割是 20 世纪 80 年代发展起来的一种胚
胎生物学新技术，采用显微外科手术或徒手操作方

法，切割早期胚胎，制造同卵多仔后代。目前，已在小

鼠、绵羊、山羊、马、牛及猴等动物中获得成功［1 － 6］。
1968 年，N． W． Moore等［7］研究兔的胚胎分割，由于兔
胚胎外层具有特殊的黏蛋白层，增加了兔胚胎分割操

作的难度，因此国内有关兔胚胎分割的研究较少。试
验参照国内外其他动物胚胎的分割技术，对新西兰白

兔胚胎进行分割，探索分割后的各期半胚在不同条件

下的发育情况，最终获得更加完善、易于操作的兔胚
胎分割技术。
1 材料与方法
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