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Effects of insulin-like growth factor 1 on the in vitro proliferation of antler organic center
cells at different growing per iods
Abstract
AIM: The change of antler growth velocity in the whole antler growing period is caused directly by the antler's
sens itiveness to the growth factor or by the exterior factors such as hormone is now unknown. Using cell culture
techniques to inves tigate the effects of insulin-like growth factor 1 (IGF1) on the prolifera tion of antler growth centra l ce lls
a t different growing periods in vitro.
METHODS: This s tudy was carried out a t Bas ic Veterinary Medicine Research Ins titute in College of Animal Science and
Veterinary Medicine of J ilin Univers ity from March 2005 to June 2006. ①Empirica l methods : Tota lly three healthy
4-years -old s ika deer were selected. Each calf was s laughtered for antlers a t its earlier s tage (30 days), intermedia te
s tage (60 days) and advanced s tage (90 days) of antler growth, respectively. Mesenchyme layer (evection part, the
antler growth centra l ce ll layer) was located and taken under anatomical microscope. The antler growth centra l ce lls were
isola ted from sika deer antler and primarily cultured respectively. Cell viability was always above 90% measured us ing
Trypan blue , then the viable cells were frozen in liquid nitrogen. The second popula tion cells were incubated with 1, 3
and 10 nmol/L IGF1 for 24 hours . Simultaneous ly, blank control group was es tablished us ing equal volume of culture
medium without calf serum. ②Empirica l evaluation: 3H-Thymidine incorporation assay was applied to determine the
radioactivity content of prote in synthes is . The unit was Bq.
RESULTS: ①Isola tion and culture of the antler growth centra l ce lls a t different antler growth s tages : The cultured antler
growth centra l ce lls were uniformly spindle-shaped and adhered to plas tic surface , the cloning growth of these cells
prolifera ted rapidly. Growth velocity of the antler growth centra l ce lls was different a t different growing periods , the cells
of growth 60 days owned the highes t ra te in prolifera tion and followed by the cells of 90 days and 30 days , separa te ly.②
Effects of IGF1 on prote in synthes is radioactivity content of the antler growth centra l ce lls a t different growing periods :
The mean value of prote in synthes is radioactivity content on the antler growth centra l ce lls was 49.8 Bq, 532.0 Bq and
535.8 Bq at growth 30 days , 60 days and 90 days , respectively, which increased 9.64, 38.93 and 4.88 times as higher
as that of the blank control group, with the s ignificant differences [(5.2±0.6) Bq, (13.7±5.4) Bq, (109.8±27.0) Bq, P <
0.01].
CONCLUSION: ①IGF1 can enhance the prolifera tion of antler growth centra l ce lls .②The sens itivity of IGF1 on the antler
growth centra l ce lls differs a t different antler growing periods . It is s ignificantly higher a t growth 60-day antler, and the
sens itivity corre la tes with the growth velocity of antlers .
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摘要
目的：在整个生长期中鹿茸生长速度的变化，究竟是由鹿茸生长中心细胞本身对生长因子刺激的敏感度引起，还是由激素等外

部因素所导致目前尚不清楚。实验利用细胞培养技术观察胰岛素样生长因子 1对不同生长期的鹿茸生长中心细胞体外增殖的
影响。

方法：实验于 2005- 03/2006- 06在吉林大学畜牧兽医学院基础兽医研究室完成。①实验方法：3头 4岁龄的健康梅花鹿，分别
在鹿茸生长的早期（生长 30 d）、中期（生长 60 d）、晚期（生长 90 d）三期各锯取 1 头鹿的鹿茸，在解剖显微镜下定位和切取间
质层（突起部），即为鹿茸生长中心细胞所在的组织层。原代分离培养不同生长期的鹿茸生长中心细胞，锥虫蓝染色显示细胞活

性达 90%以上，活性确定后的细胞液氮冻存。取第 2代细胞，经 1，3，10 nmol/L胰岛素样生长因子 1处理 24 h。设立空白对照
组，用不含犊牛血清的等量培养液来替换孔中正常培养液。②实验评估：3H-胸腺嘧啶核苷法检测蛋白合成放射性含量，单位为
Bq。
结果：①不同生长时期鹿茸生长中心细胞的分离与培养：贴壁的鹿茸生长中心细胞形态均匀，呈梭形，克隆样生长，增殖迅速。

不同生长期的鹿茸生长中心细胞生长速度不同，60 d的鹿茸生长中心细胞生长最快，90 d次之，30 d最慢。②胰岛素样生长因
子 1对不同生长期鹿茸生长中心细胞蛋白合成放射性含量的影响：取材于生长 30 d 的鹿茸生长中心细胞，胰岛素样生长因子
1各浓度组的蛋白合成放射性含量均值为 49.8 Bq，是空白对照组（5.2±0.6）Bq的 9.64倍，差异有显著性意义（P < 0.01）。取
材于生长 60 d的鹿茸生长中心细胞，胰岛素样生长因子 1各浓度组的蛋白合成放射性含量均值为 532.0 Bq，是空白对照组
（13.7±5.4）Bq的 38.93倍，差异有显著性意义（P < 0.01）。取材于生长 90 d的鹿茸生长中心细胞，胰岛素样生长因子 1各浓
度组的蛋白合成放射性含量均值为 535.8 Bq，是空白对照组（109.8±27.0）Bq的 4.88倍，差异有显著性意义（P < 0.01）。
结论：①胰岛素样生长因子 1有促进鹿茸生长中心细胞分裂增殖的作用。②不同生长期的鹿茸生长中心细胞对胰岛素样生长
因子 1刺激的敏感度不同，生长期为 60 d时尤为显著，该敏感度与取材细胞时鹿茸的生长速度相关。
关键词：胰岛素样生长因子 1；鹿茸；生长中心细胞
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0 引言

鹿茸是能够每年完全再生的惟一哺乳动

物器官，为人类提供了探索自然界是如何解决

哺乳动物器官再生的良好机会，可以作为一种

难得的生物医学模型 [1 , 2]；但迄今为止鹿茸生

长的调控机制尚不清楚[2 - 4]。鹿茸发生和再生

都来源于鹿额骨生茸区的骨膜，该骨膜细胞为

一种自主独立分化系统，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[5 - 8]。鹿茸是哺乳动物生长速度

最快的组织，鹿茸的快速生长主要取决于其生

长中心细胞的分裂繁殖速度，其速度比癌细胞

还要快 30 几倍[9 - 11]。但是在这样快速情况下

形成的鹿茸组织竟然有条不紊，没有任何出现

癌变的迹象。所以揭示鹿茸生长的调控秘密还

有可能为揭示癌变机制提供线索。

鹿茸是雄鹿的副性征，其生长发育周期受

雄激素的调节[12]。每年春天当鹿体内睾酮含量

下降到一定的临界值以下时，鹿角（脱掉茸皮

的鹿茸）由角柄（俗称草桩，是鹿角脱落和鹿茸

再生的基础）上脱落，鹿茸的再生随即发生；夏

天鹿体睾酮水平保持最低，鹿茸进入快速生长

期；秋天睾酮含量急剧上升，导致鹿茸的生长

停止和完全骨化、脱掉茸皮；整个冬天由于鹿

体内的睾酮一直处于高水平，致使裸露的鹿角

紧密附着于角柄上，直到下一个春天睾酮水平

再次下降后才脱落，并触发新一轮鹿茸的再

生[13- 15]。在生长期，鹿茸的生长呈典型的 S 曲

线形。开始时较慢，生长中期最快呈几何级数，

然后生长速度下降[16]。虽然鹿茸角的生长发育

周期受雄激素水平变化的调节，但鹿茸生长本

身几乎与雄激素无关，而是由生长因子特别是

胰岛素样生长因子 1所决定的[17，18]。鹿茸生长

期生长速度的变化，即由慢到快、再由快到慢，

这种变化是由鹿茸生长中心细胞本身的内在

因素引起，还是由外部因素所导致，目前尚不

清楚。

1 材料和方法

设计：重复测量设计。

单位：吉林大学畜牧兽医学院，新西兰

INVERMAY农业研究中心。

材料：实验于 2005- 03/2006- 06 在吉林

大学畜牧兽医学院基础兽医研究室完成。3头

4 岁龄的健康梅花鹿（由中国农科院左家特产

研究所提供，商业用鹿）。试剂：DMEM培养基

（Gibco）；胰蛋白酶 （Sigma）；Ⅰ型胶原酶

(Invitrogen)；犊牛血清 (Invitrogen)；锥虫蓝

（Sigma）；DMSO（Sigma）；胰岛素样生长因子

1（Roche）。

设计、实施、评估者：实验设计为第七、八

作者，资料收集、干预实施及结果评估为第一～

六作者。均经过系统培训，未使用盲法评估。

方法：

取材与组织分离：3 头梅花鹿，分别在鹿

茸生长的早（生长 30 d）、中（生长 60 d）、晚

（生长 90 d）三期各锯取 1 头鹿的鹿茸，取材

部位见图 1。鹿茸锯下后，立即带入细胞培养

室的准备间消毒，并用手术刀切取 5 cm 长的

鹿茸尖部。将切下的鹿茸尖部组织带入细胞培

养间，再用手术刀从中央部纵向切开以暴露茸

尖内部组织。依据 Li等[5]的取材方法，在解剖

显微镜下定位和切取鹿茸的间质层（突起部），

该层即为鹿茸生长中心细胞所在的组织层

（图 2）。

细胞培养：用含有双抗的平衡缓冲盐溶液

清洗鹿茸间质层组织 3 次，然后将该组织在平

皿中切碎，再用缓冲液清洗。将清洗后的组织

碎块移入含有特殊配置的鹿茸组织消化液

（90% DMEM 培 养 液 ，10% 犊 牛 血 清 ，

课题背景: ①国
家自然科学基金
“两个基地”项目
（30510403163），
立项课题“茸角再
生过程中软骨内
成骨的分子调控
机制”，主要研究
CollagenX
（ColX）对鹿茸角
再生过程中对软
骨内成骨的影响，
采用细胞分离、培
养以及分子生物
学 技 术 ，通 过
RACE方法，首次
分离、克隆出梅花
鹿的 ColX 基因
（已 经 登 陆
GENBANK）。②
国家自然科学基
金 项 目
（30571340），立
项课题“IGF-I 及
其受体在梅花鹿
茸角内的表达及
与茸角再生的关
系”，提出了胰岛
素样生长因子 1
存在于梅花鹿鹿
茸角顶部再生鹿
茸角增殖区，促进
了干细胞及软骨
细胞的增殖。

图 1 白色斜线以上部分为鹿茸的取材部位

图 2 M段示鹿茸生长中心细胞的取材部位
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100 U/mL青霉素，100 mg/L链霉素）以及最

终浓度为 200 U/mL的Ⅰ型胶原酶的培养瓶

中。培养瓶在轻微震荡的情况下于 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 1 000 r/min 离心 10 min 除去消化液，

再用细胞培养液清洗 2 次后转移至培养瓶中。

将这些培养瓶放入 37 ℃、体积分数为 0.05 的

CO2培养箱中进行培养。

细胞活性检测和冻存：培养 3 d 后，大多

数游离出的细胞和小的组织块都已贴瓶并开

始分裂繁殖，在培养面形成大小不等的细胞群

落。用等量的新培养液替换含有未贴瓶的组织

和细胞的旧培养液，并继续培养直到大多细胞

群落相互融合为止。用胰酶-乙二胺四乙酸消

化掉贴瓶生长的细胞，并对消化掉的细胞进行

锥虫蓝染色以确定细胞活性。活性确定后的细

胞被分装到含有 1 mL冻存液（80%DMEM培

养液，10%犊牛血清，100 U/mL 青霉素，

100 mg/L链霉素，10% DMSO）的冻存管中，

每管细胞数约 109 L-1。将冻存管放入液氮罐中

保存。

分组干预：鹿茸生长中心细胞由液氮取

出、解冻，并接种到含有正常培养液的培养瓶

中培养。细胞长满培养面的 85%～90%时，用胰

酶- EDTA将细胞消化掉，锥虫蓝染色法确定

细胞活性。将细胞以 2×107 L-1的密度接种到

24孔板，1 mL培养液 /孔，此时的细胞为培养

的第 2 代细胞。接种细胞的培养板放入 37 ℃

的 CO2培养箱中进行培养。实验分为胰岛素样

生长因子 1组与空白对照组，48 h后分别用等

量不含犊牛血清的培养液、不含犊牛血清但含

有 1，3，10 nmol/L胰岛素样生长因子 1 的培

养液来替换孔中正常培养液，各组均设立重复

的 4孔，继续培养 24 h。在培养结束前 2 h，于

培养液中加入 2.5 mCi/L的 3H-胸腺嘧啶核

苷。

蛋白合成放射性含量的检测：培养结束后

用 4 ℃的三氯乙酸( 10%）清洗细胞 3 次，再用

NaOH 500 μL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溶解液进行蛋白含量测定。最终结果

以 4孔均值表示，单位为 Bq。

主要观察指标：①不同生长时期鹿茸生长

中心细胞的分离与培养。②胰岛素样生长因子

1对不同生长时期鹿茸生长中心细胞蛋白合成

放射性含量的影响。

统计学分析：由第七作者采用 SPSS 10.0

对所得数据进行方差分析，数据以 x±s 表示，

P < 0.01为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 不同生长时期鹿茸生长中心细胞的分离

与培养 含体积分数为 0.1 的犊牛血清

DMEM培养的鹿茸生长中心细胞第 3 天全量

换液除去未贴壁细胞，倒置显微镜下可见此时

细胞已贴壁，形态均匀，呈梭形，呈克隆性生

长，增殖迅速（图 3）。不同生长时期的鹿茸生长

中心细胞生长速度不同，60 d 的鹿茸生长中心

细胞生长最快，90 d 次之，30 d 最慢。锥虫蓝

检测结果表明本试验中所用细胞的活性达

90%以上。

2.2 胰岛素样生长因子 1 对不同生长时期鹿

茸生长中心细胞蛋白合成放射性含量的影响

取材于生长 30 d 的鹿茸生长中心细胞，1，3，

10 nmol/L胰岛素样生长因子 1 组的蛋白合成

放射性含量平均值为 49.8 Bq，最高值为

（62.4±27.1） Bq，分别是空白对照组 （5.2±

0.6）Bq的 9.64 倍和 12.07 倍，差异有显著性

意义（P < 0.01）。

取材于生长 60 d 的鹿茸生长中心细胞，

1，3，10 nmol/L胰岛素样生长因子 1组的蛋白

合成放射性含量平均值为 532.0 Bq，最高值为

（663.6±261.5）Bq，分别是空白对照组（13.7±

5.4）Bq 的 38.93 倍和 48.56 倍，差异有显著

性意义（P < 0.01）。

取材于生长 90 d 的鹿茸生长中心细胞，

1，3，10 nmol/L胰岛素样生长因子 1组的蛋白

合成放射性含量平均值为 535.8 Bq，最高值为

（599.6±147.5） Bq，分别是空白对照组

（109.8±27.0）Bq 的 4.88 倍和 5.46 倍，差异

有显著性意义（P < 0.01）。见图 4。

应用要点:①实验
首次证实精确定
位的鹿茸生长中
心细胞在不同生
长期对胰岛素样
生长因子 1 刺激
的敏感度不同。②
实验根据相关文
献报道的鹿茸干
细胞取材方法，在
梅花鹿茸生长的
早、中、晚期分别
收集鹿茸生长中
心细胞进行离体
培养，分析整个生
长期内鹿茸生长
速度的变化。

偏倚或不足 : 为
了确定在体外培
养情况下是否能
用传代的方法重
复活体中不同鹿
茸生长期鹿茸细
胞对胰岛素样生
长因子 1 刺激敏
感度的变化，试
验应该分析每一
生长期几个不同
培养代数的细胞
在分裂繁殖方面
对胰岛素样生长
因子 1 刺激的反
应，且生长中心
细胞的培养方法
还需进一步改
进。

图 3 倒置显微镜观察原代培养 3 d 的鹿茸生长中心细
胞
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3 讨论

当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

升所导致[13 ,19]。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

位与鹿茸尖部生长中心的血流量，从而降低了鹿茸的

生长速度。然而在快速鹿茸骨化出现前给公鹿去势或

使用雄激素拮抗剂 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[13]。其后 Suttie 等[17，18]提

出胰岛素样生长因子 1 可能是刺激鹿茸生长的主要生

长因子。本实验结果显示，在离体培养 2 代后，来自不

同生长期的鹿茸生长中心细胞在分裂增殖对胰岛素样

生长因子 1 刺激的敏感度迥然不同。离体培养鹿茸细

胞对胰岛素样生长因子 1 刺激的最高敏感度与鹿茸生

长最快期（约 60 d）相吻合。生长早期(30 d)的鹿茸干

细胞对胰岛素样生长因子 1 敏感度的相对值高于对照

组，但绝对值却低于生长晚期的鹿茸干细胞。表明除了

生长因子胰岛素样生长因子 1 浓度的变化外，鹿茸生

长中心细胞本身对胰岛素样生长因子 1 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。

实验中使用的胰岛素样生长因子 1 浓度是依据

Sadighi等[20]报道结果而定的。他们发现 3～10 nmol/L

范围的胰岛素样生长因子 1 浓度对培养的鹿茸尖部细

胞具有最大的刺激作用。本实验中全部胰岛素样生长

因子 1 处理组都非常显著高于对照组（P < 0.01）。总

的趋势是，所有胰岛素样生长因子 1 处理组，鹿茸生长

中心细胞的分裂繁殖都与加入的胰岛素样生长因子 1

浓度呈明显的量-效关系。早期的鹿茸生长中心细胞的

最大胰岛素样生长因子 1反应浓度为 10 nmol/L，而晚

期的鹿茸生长中心细胞的最大胰岛素样生长因子 1 反

应浓度是 3 nmol/L。即前者的最大胰岛素样生长因

子 1反应浓度明显高于后者。

本实验证实了精确定位的鹿茸生长中心细胞，在

不同的生长期对生长因子胰岛素样生长因子 1 刺激的

敏感度不同，该敏感度与取材细胞时鹿茸的生长速度

相关。也就是说，鹿茸的生长速度越快，由此而获得的

鹿茸生长中心细胞在离体培养情况下对胰岛素样生长

因子 1 的刺激反应就越强。鹿茸生长中心细胞对胰岛

素样生长因子 1 刺激的最高敏感度与鹿茸生长最快期

（约 60 d）相吻合。因此，胰岛素样生长因子 1促进鹿茸

干细胞分裂增殖的作用，可能是其促进鹿茸再生的重

要机制之一。
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图 4 胰岛素样生长因子 1 对不同生长时期第 2 代鹿茸生长中心细
胞蛋白合成放射性含量的影响
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