
鹿茸是我国名贵的传统中药，其药用价值一直受

到人们的青睐。近年来，人们逐渐意识到鹿茸拥有更为
惊奇的生物学现象：1）鹿茸是唯一能够完全再生的哺
乳动物器官；2）鹿茸具有令人惊奇的生长速度，最快时

每天可达 2cm，不会出现癌变的迹象；3）鹿茸具有很强
的免疫力，无论是脱掉鹿角后的伤口还是创伤，自然状

态下几乎不会感染。研究人员一直致力于寻找与上述
生物学特性有关的生物学活性物质。

梅花鹿生茸骨膜干细胞可溶性总蛋白抗体的制备及滴度测定

赵海平，杨福合，邢秀梅，崔学哲，李春义※

（中国农业科学院特产研究所，吉林 吉林 132109）

摘要：为了获取梅花鹿生茸骨膜干细胞可溶性总蛋白抗体。本试验培养了梅花鹿生茸骨膜干细胞，从该细胞中提取可溶性总蛋
白。以其可溶性总蛋白为抗原，通过淋巴结和皮下注射两种方式免疫试验动物，注射的抗原量分别为 70μg/只和 280μg/只。
分别于末次免疫后第 10天和第 20天采血，分离血清，通过 ELISA试验检测血清中抗体滴度。结果表明，280μg皮下免疫和
70μg淋巴结免疫均获得了较好的免疫效果，末次免疫后第 10天的抗体滴度较高。
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Preparation and Detection of Total Soluble Protein Antibody for
Antlerogenic Periosteum Stem Cells in Sika Deer
（Cervus nippon Temminck）

ZHAO Hai-ping，YANG Fu-he，XING Xiu-mei，CUI Xue-zhe，LI Chun-yi※
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Abstract：Sika deer（Cervus nippon Temminck）antlerogenic periosteal（AP）cells were cultured in order to produce polyclonal antibody.
Total soluble protein of AP cells was extracted as antigen. New Zealand white rabbits were inoculated through lymph node injection or
subcutaneous injection. The dosage of injection was 70μg and 280μg respectively. The blood was collected 10 days and 20 days after
the last inoculation respectively，and the serum thereof was isolated. The antibody titer of each serum was detected by ELISA. The re-
sults showed that 70μg antigen lymph node injection and 280μg antigen subcutaneous injection were resulted good immune-reac-
tion，antibody titer of the serum collected 10 days after the last inoculation was higher than that of 20 days.
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多年的研究表明，鹿茸的特殊性在于其最初的细

胞来源。在鹿茸发生前将生茸部位的骨膜切除，鹿将终
生不能生长鹿茸。而将切除的骨膜移植到鹿体的其他
部位，在移植的部位将发生异位的鹿茸[1~3]。因此该骨膜
被称为生茸骨膜。生茸骨膜细胞表达胚胎干细胞的关
键标记物（如 OCT4、Nanog和 SOX2）能在离体条件下
被诱导分化成软骨细胞、成骨细胞、脂肪细胞和肌肉细
胞[5]。因此，生茸骨膜细胞被称为鹿茸干细胞。
为了通过免疫学方法筛选梅花鹿生茸骨膜干细胞

区别于普通骨膜细胞独特的调控分子和生物活性成

分，本研究成功制备了鹿茸生茸骨膜干细胞可溶性总

蛋白抗体，为鹿茸相关研究的多克隆抗体的制备提供

了参考方案，为鹿茸生茸骨膜干细胞调控分子的鉴别

及有效活性成分的筛选奠定了基础。
1 材料和方法
1.1 材料
梅花鹿生茸骨膜干细胞（本试验室保存）。健康新

西兰大耳白兔 2只，1.5kg左右（农业部长白山野生生
物资源重点野外科学观测试验站提供）。DMEM、FBS、
胰蛋白酶（INVITROGEN公司）；蛋白质提取试剂盒（上
海杰美公司）；GENMED蛋白质萃取试剂盒（上海杰美
公司）；羊抗兔辣根过氧化物酶标二抗（Abcam公司）；
脱脂奶粉（Roche公司）。SPECORD S600型分光光度仪
（耶拿公司）

1.2 方法
1.2.1 生茸骨膜干细胞培养 将梅花鹿生茸骨膜干细
胞冻存管自液氮中取出，迅速放入 37℃水浴中，不断摇
动至冻存液融化。无菌条件下将细胞液移入 10mL
DMEM（含 10%FBS，以下同）培养液中，800r/min 5min。
弃上清，10mLDMEM培养液重悬细胞，移入细胞培养
皿中，CO2 培养箱培养。隔天换液，当细胞生长至
80~90%时传代。
1.2.2 生茸骨膜干细胞可溶性总蛋白提取 无菌条件
下，将生长至 80%~90%的细胞用 0.25%的胰蛋白酶消
化，10mL DMEM培养液悬浮，转移至 15mL离心管，

800r/min 5min。弃上清，150μL PBS悬浮，转移至 1.5mL
离心管。重复上述操作，共收集 8个细胞培养皿中的细
胞。细胞计数。800r/min 5min，弃上清，细胞称重。
按 GENMED组织可溶性总蛋白质萃取试剂盒操

作说明提取蛋白质，利用分光光度仪测定浓度后 - 70℃
保存。
1.2.3 采血和致敏 将兔子编号，于免疫前耳静脉采
血，取血清作阴性对照。淋巴结免疫的兔子于免疫前 7d
用弗氏完全佐剂 1mL/只注射于爪垫以致敏肩前淋巴
结和股淋巴结；皮下免疫的兔子不用致敏。
1.2.4 免疫 取生茸骨膜干细胞可溶性总蛋白提取
液，用 PBS稀释至适当的浓度。1号兔子采取淋巴结免
疫方式免疫，免疫抗原量为 70μg/只，即将含有 70μg
生茸骨膜干细胞可溶性总蛋白提取液用 PBS稀释至
500μL，与弗氏佐剂按 1∶1的比例混合乳化。免疫部
位为肩前淋巴结和股淋巴结 4点，共免疫 4次。初免用
弗氏完全佐剂，2免、3免用弗氏不完全佐剂乳化。初
免、2 免、3 免间隔时间为 14d，3 免后 7d 进行加强免
疫。2号兔子采取皮下免疫方式免疫，免疫抗原量为
280μg/只，与淋巴结免疫相同的方法乳化，免疫部位
及方式为皮下多点注射，免疫程序相同。
1.2.5 采血并检测血清中抗原滴度 于末次免疫后第
10天和 20天采血，制备血清，ELISA检测阳性血清中
抗体的滴度。
2 结果
2.1 细胞计数和重量
细胞计数为 8.0×106个 /mL，细胞重 70mg。

2.2 生茸骨膜干细胞可溶性总蛋白提取液浓度测定
OD280/OD260=0.965，F=0.743，生茸骨膜干细胞可溶

性总蛋白提取液浓度为 26.9mg/mL，结果见表 3。

2.3 抗体滴度测定结果

表 3 OD值测定结果
波长 1 2 3 平均值

OD260 0.373 7 0.375 3 0.375 2 0.374 7
OD280 0.361 4 0.361 7 0.361 0 0.361 4
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图 1 ELISA试验结果
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将显色后的 ELISA反应板放入 soft Max Pro5酶标
仪，测定其在 450nm波长下的 OD值，见图 1。
由图 1可知，阴性对照平均值为 N=0.324。根据

P/N>2.1判定，淋巴结免疫 10d血清滴度为 29；皮下免
疫 10d血清滴度为 210，淋巴结免疫和皮下免疫 20d血
清滴度均有所下降。由此可以看出，280μg皮下免疫和
70μg淋巴结免疫均可获得较好的免疫效果；末次免疫
后第 10天采血血清中抗体的滴度高于末次免疫后第
20天采血血清中抗体的滴度。
3 讨论
作为独特的生物医学研究模型，鹿茸的生长发育

近年来颇受研究人员的青睐，但是大多有关研究都只

停留在组织形态学水平上[6]。由于鹿茸材料珍希，研究
成本较高，成分复杂，有效成分及生物活性物质难以分

离，鹿茸发生、生长过程中内部调控方式比较独特，常
规研究方法不能达到预期目的。分子生物学的快速发
展，为鹿茸的研究提供了一个新的手段（或技术）。不少
研究者们把研究重点转向了从分子水平入手来研究其

内部调控机理及生物学内环境。李春义等研究者发现，
鹿茸的发生起源于生茸骨膜。鹿茸不同阶段的间充质、
软骨及骨细胞都来源于该骨膜细胞层的细胞[2～4]。由此
可推测，鹿生茸骨膜可能与鹿茸特殊的生物学现象有

着密不可分的联系。对于鹿茸生茸骨膜干细胞的研究，
成为了鹿茸研究新的突破口。本试验室成功构建了梅
花鹿生茸骨膜干细胞 cDNA表达文库，为研究生茸骨
膜干细胞特殊的调控分子和生物活性成分奠定了基

础。为此，本试验制备了梅花鹿生茸骨膜干细胞可溶性
总蛋白抗体，试图通过免疫学手段来筛选建立的生茸

骨膜干细胞 cDNA表达文库，以期获得其相对于其它
普通骨膜细胞的差异基因,为揭示鹿茸生长发育机制及
寻找特殊活性物质奠定基础。
试验中采用 GENMED组织可溶性总蛋白质萃取

试剂盒提取梅花鹿生茸骨膜干细胞可溶性总蛋白。以
细胞来替代组织块，省去了液氮研磨的过程。细胞收集
完成后，用 GENMED裂解工作液裂解细胞，以细胞的
数量来选择试剂的用量，共用细胞 70mg，获得蛋白质
13.5mg，提取的可溶性总蛋白占细胞总重的 19.3%，与
试剂盒中说明的 1g组织可获得 150~200mg可溶性总
蛋白的比例相符。
本试验成功制备了鹿茸生茸骨膜细胞多克隆抗

体，抗体最高滴度为 210；鹿茸生茸骨膜细胞可溶性总蛋
白 280μg皮下免疫和 70μg淋巴结免疫均获得较好
的免疫效果；末次免疫后第 10天血清中抗体滴度高于
末次免疫后第 20天血清中抗体滴度。
本试验为鹿茸生茸骨膜干细胞有效活性成分的筛

选奠定了基础。
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