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IGF1对不同培养代数梅花鹿鹿茸间
充质层细胞增殖的影响
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摘 要：通过细胞培养技术，探讨胰岛素样生长因子1（IGF1）对体外培养不同代数的梅花鹿鹿茸间充质

层细胞增殖的影响。分离、培养生长90天的梅花鹿鹿茸间充质层细胞，将传代培养第2代、5代、8代细

胞经含有不同浓度的 IGF1（0，1，3，和10 nM）作用，培养24 h后用 3H-胸腺嘧啶核苷掺入测定法检测蛋白

合成放射性含量。不同浓度 IGF1处理组的蛋白合成放射性含量的平均值和最高值都是离体培养2代

的细胞最高（分别为32 146和35 973 DPM/mg）；培养5代的细胞（分别为2 781、3 206 DPM/mg）已明显

下降；第8代时（分别为489和736 DPM/mg）又进一步下降，并且与对照组无显著的差异。不同培养时

期的梅花鹿鹿茸间充质层细胞对 IGF1刺激的敏感度不同，取材于生长90天鹿茸的间充质层细胞在离

体培养8代后已失去了对 IGF1刺激的敏感性。
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Abstract: To investigate the effects of insulin-like growth factor 1 (IGF1) on the proliferation of sika deer
antler mesenchymal layer cells from different passages in vitro. The mesenchymal layer cells were isolated from
sika deer antlers of growing 90 day and cultured. The second, fifth and eighth population cells were incubated
with 0, 1, 3, and 10 nM IGF1. Thymidine incorporation assay was applied after 24 hours of culture respectively
to determine the radioactivity content of protein synthesis. The average and maximal radioactivity content of
protein synthesis value of the proliferation of cells from growing 90 day’s antler in the experimental group were
the highest in the second population cells (32 146 and 35 973 DPM/mg respectively), decreased in the fifth
population cells materially (2781 and 3206 DPM/mg), and decreased continuously in the eighth population
cells (489 and 736 DPM/mg) and there was no significant difference compared with the control group. The
sensitivity of sika deer antler mesenchymal layer cells to IGF1 varies from various passages. There was no
difference in sensitivity to IGF1 in the eighth population cells at 90 days growing period of antler in vitro.
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0 引言

鹿茸是一种传统中药材，在中国已应用了2 000多

年。同时鹿茸又是一种难得的生物医学模型，鹿茸是

哺乳动物生长速度最快的组织，在快速生长期其速度

每天可达 20 mm以上[1-2]。鹿茸的快速生长主要取决

于其生长中心间充质层细胞的分裂增殖速度，其增殖

速度比癌细胞的增殖速度还要快30多倍[2]。令人吃惊

的是，在这样快速增殖情况下形成的鹿茸组织竟是井

然有序的，没有任何出现癌变的迹象。迄今为止，鹿茸

生长的调控机制尚不清楚，揭示鹿茸生长的调控机理，

不仅能为提高鹿茸产量打下基础，还有可能为探明癌

变发生机理提供线索。

Suttie等[3-5]认为，鹿茸的生长速度与鹿体内胰岛素

样生长因子 1（Insulin-like growth factor 1, IGF1）的水

平呈强正相关，鹿茸尖部组织富含 IGF1受体。此研究

在梅花鹿鹿茸生长到 90天时分离鹿茸间充质层细胞

进行传代培养，研究 IGF1对不同培养代数鹿茸间充质

层细胞体外增殖的影响，为探明鹿茸生长的调控机理

提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验动物

选定 4岁龄的健康梅花鹿（中国农业科学院左家

特产研究所提供），在鹿茸生长到90天时割取鹿茸。

1.2 试剂

DMEM培养基（Gibco）；胰蛋白酶（Sigma）；I型胶

原 酶 (Invitrogen)；犊 牛 血 清 (Invitrogen)；台 盼 兰

（Sigma）；DMSO（Sigma）；IGF1（Roche）。

1.3 组织分离

割取鹿茸尖部组织，从中央部纵向切开以暴露茸

尖内部组织。依据Li等[1]的取材方法，在解剖显微镜

下定位和切取鹿茸的间充质层。

1.4 细胞培养及传代

用缓冲溶液清洗鹿茸间充质层 3 次。将组织切

碎，再用缓冲液清洗。将清洗后的组织碎块移入含有

鹿茸组织消化液（终浓度为含 200 U/mL的 I型胶原酶

的 90% DMEM 培养液，10%的犊牛血清）的培养瓶

中。于37 ℃温箱中孵育3 h左右。消化后的组织和游

离出的细胞通过离心除去消化液，再用细胞培养液清

洗后转移至培养瓶中培养。培养3天后换液并继续培

养，直到大多细胞群落相互融合时进行传代。用胰

酶-EDTA消化贴瓶生长的细胞，并对消化的细胞进行

台盼兰染色以确定细胞的活性。

1.5 试验设计

细胞长满培养面的85%~90%时，用胰酶-EDTA将

细胞消化掉并用台盼兰染色确定细胞活性。将细胞以

2×104细胞/mL的密度接种到24孔板的孔中，分别培养

2代、5代、8代细胞。培养 48 h后，用等量不含犊牛血

清但含有不同浓度的 IGF1（0，1，3，和 10 nM）的培养

液来替换孔中正常培养液，每个处理都为4孔重复，继

续培养24 h。在培养结束前2 h，于培养液中加入2.5 μ

Ci/mL的 3H-胸腺嘧啶核苷。培养结束后用 4 ℃的三

氯乙酸（TCA，10%）清洗细胞 3 次。再用 500 μL 1N

NaOH溶解细胞。吸取200 μL溶解液于液体闪烁计数

器中测定放射强度。另吸取 200 μL溶解液进行蛋白

合成放射性含量测定。最终结果以 4孔的算术平均

数±标准差来表示，单位为DPM/mg。

1.6 数据统计

采用SPSS10.0对所得数据进行方差分析，以确定

处理组（含有不同浓度的 IGF1组）与对照组（无 IGF1

组）之间差异的显著性。

2 结果

2.1 鹿茸间充质层细胞的分离和培养

培养的鹿茸间充质层细胞第3天全量换液除去未

贴壁的细胞，倒置显微镜下观察鹿茸间充质层细胞已

贴壁，细胞形态均匀，呈梭形，细胞呈克隆性生长，贴

壁的细胞迅速增殖。台盼兰检测结果表明，此试验中

所用的细胞活性均在90%以上。

生长天数：90d
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2.2 IGF1对鹿茸间充质层细胞增殖的影响

对取材于生长 90天鹿茸的间充质层细胞，3个不

同浓度 IGF1（1，3，10nM）处理组蛋白合成放射性含量

的平均值和最高值都是离体培养 2代的细胞最高（分

别为32 146和35 973 DPM/mg），与对照组比较差异显

著（P＜0.01）；而培养 5 代的细胞的平均值和最高值

（分别为 2 781和 3 206 DPM/mg）已大大下降，与对照

组比较差异仍然显著（P＜0.01）；到了第8代的细胞平

均值和最高值（分别为489、736 DPM/mg）已下降到与

对照组（390 DPM/mg）无显著差异的程度（P＞0.05），

结果见图 1。这说明，取材于生长 90天鹿茸的间充质

层细胞在离体培养 8代后实际上已失去了对 IGF1刺

激的敏感性。

3 讨论

鹿茸是唯一的一种能够每年完全再生的哺乳动物

器官，为研究提供了探索哺乳动物器官再生的理想的

动物模型[2]。鹿茸生长和再生都来源于鹿额骨生茸区

的骨膜，该骨膜细胞可在鹿体的其他部位诱导生茸，所

以为研究成体干细胞的特性提供了难得的材料[1]。Li

等[1,6]报道了如何在未经组织染色的、新鲜鹿茸尖部的

组织切面上精确定位和分离鹿茸间充质层细胞的方

法。该取材方法的建立为在细胞和分子水平上研究鹿

茸生物学，以及建立鹿茸生物医学模型上提供了有利

的手段。此研究利用这种取材方法获得梅花鹿生长

90天的鹿茸间充质层细胞，检测了鹿茸间充质层细胞

在培养不同代数对生长因子 IGFⅠ刺激的敏感度。

通过检测 IGF1对生长90天的梅花鹿鹿茸体外培

养不同代数鹿茸间充质层细胞的影响发现，不同浓度

IGF1处理组的蛋白合成放射性含量的平均值和最高

值都是离体培养 2代的细胞最高；培养 5代的细胞的

IGF1处理组的平均值和最高值已大大下降；到了第 8

代的细胞又有进一步的下降，并且与对照组已经无显

著差异。培养8代的间充质层细胞的状态属于鹿茸生

长末期的间充质层细胞，该结果表明，鹿茸在生长后期

的生长速度下降以至于停止可能与鹿茸间充质层细胞

失去对 IGF1刺激的敏感性直接相关。目前鹿茸研究

领域普遍接受的观点是鹿茸生长晚期生长速度的下降

是由于鹿体内雄激素水平的快速上升所致[7]。因为雄

激素的快速上升会导致鹿茸组织的快速骨化。而不断

骨化的鹿茸组织会大大减缓供应位于鹿茸尖部生长中

心的血流量，从而降低了鹿茸的生长速度。然而在鹿

茸快速骨化出现前给公鹿去势或使用雄激素拮抗剂醋

酸环丙氯地孕酮(Cyproterone acetate，CA)只能延长鹿

茸生长期，并不能维持鹿茸生长中期的生长速度 [8]。

其后Suttie等[9]提出 IGF1是刺激鹿茸生长的主要生长

因子，鹿茸在生长早期和晚期的生长速度低是由于鹿

体内 IGF1水平低而造成的。此研究的结果表明，除了

生长因子 IGF1浓度的变化外，鹿茸间充质层细胞本身

对 IGF1刺激的敏感度的变化也是影响鹿茸生长速度

的主要因素之一。
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