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梅花鹿鹿茸间充质层与前成软骨层细胞的培养
及SB-431542对其增殖的影响

张 璐，韩玉帅，郭 斌，王守堂，田学超，冯海华，岳占碰

（吉林大学畜牧兽医学院，长春 130062）

摘 要：分离培养梅花鹿鹿茸间充质层细胞和前成软骨层细胞，通过研究TGF-β的特异性小分子拮抗剂

SB-431542 对这两种细胞增殖的影响，探讨 TGF-β在鹿茸间充质层细胞和前成软骨层细胞增殖与分化

中的调节机制。从生长30天的梅花鹿鹿茸中分离间充质层细胞和前成软骨层细胞，进行体外培养，将

传代培养第 2 代的间充质层细胞和前成软骨层细胞分别在含不同浓度 TGF-βⅠ型受体特异性抑制剂

SB-431542（0、1、3、5、8、10 μmol/L）的培养液中培养，48h后用MTT法测定这两种细胞增殖活性的变化，

用SPSS软件对其增殖的差异性进行分析。结果显示，体外培养的鹿茸间充质层细胞呈成纤维细胞样，

前成软骨层细胞呈纺锤形或梭形，台盼兰染色显示细胞活性均在90%以上。经SB-431542处理的间充

质层细胞的增殖活性低于对照组(P＜0.05)，而前成软骨层细胞增殖活性高于对照组(P＜0.05)，且

3 μmol/L和5 μmol/L的SB-431542处理的前成软骨层细胞增殖活性明显高于对照组(P＜0.01)。试验表

明，TGF-β可能在维持鹿茸间充质层细胞的快速增殖和诱导间充质细胞向软骨细胞分化等过程中起重

要的作用。
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Culture of Sika Deer Antler Mesenchymal Layer Cells and Prechonseoblasts
and the Effects of SB-431542 on Their Proliferation

Zhang Lu, Han Yushuai, Guo Bin, Wang Shoutang, Tian Xuechao, Feng Haihua, Yue Zhanpeng
(College of Animal Science and Veterinary Medicine, Jilin University, Changchun 130062)

Abstract: In this study, the sika deer antler mesenchymal layer cells and prechonseoblasts were isolated and
cultured, and the regulatory mechanism of transforming growth factor-β (TGF-β) to cell proliferation and
differentiation of deer antler mesenchymal layer cells and prechonseoblasts was explored through the research
on the effects of SB-431542, a special small molecular antagonist, on the proliferation of these two kinds of
cells. The mesenchymal layer cells and prechonseoblasts were isolated from the sika deer antler which had
grown for 30 days and cultured in vitro, and then the mesenchymal layer cells and prechonseoblasts which had
been sub-cultured for the second generation were cultured in culture solution with SB-431542 at different
concentrations (0, 1, 3, 5, 8, 10 μmol/L), then MTT assay was performed to detect the changes of cell
proliferation activity after 48 hours, and SPSS software was used to analyze the differences of cell proliferation.
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0 引言

哺乳动物器官的再生能力很低，鹿茸是哺乳动物

唯一的失去后还能完全再生的器官,是研究哺乳动物

器官再生及创伤修复理想的动物模型。鹿茸的生长速

度很快，存在于鹿茸生长顶端的间充质层细胞在鹿茸

的快速生长过程中起关键作用，这些细胞快速增殖并

不断分化,实现鹿茸的快速生长[1-2]。鹿茸的生长和再

生 受 许 多 因 素 所 调 控 ，其 中 转 化 生 长 因 子 β

(transforming growth factor-β, TGF-β)家族在该过程中

起重要的作用[3-4]。SB-431542是特异性TGF-βⅠ型受

体抑制剂，可竞争性结合 ATP 位点而特异性抑制

TGF-βⅠ型受体，阻止 I 型受体的磷酸化，进而阻断

TGF-β信号通路中特定靶基因的表达[5]。梅花鹿是中

国重要的经济动物，关于梅花鹿鹿茸再生的分子机理

资料报道较少，试验以梅花鹿为研究对象，通过研究

SB-431542对梅花鹿鹿茸间充质层与前成软骨层细胞

增殖的影响，来探讨TGF-β家族在鹿茸生长和再生中

的作用。

1 材料与方法

1.1 试验动物

从吉林农业大学梅花鹿养殖场选取约1岁龄的健

康梅花鹿，初角茸生长到约30天时割取鹿茸。

1.2 试剂

DMEM培养基（Gibco）；胰蛋白酶（Sigma）；Ⅱ型

胶原酶(Invitrogen) ；透明质酸酶(Invitrogen)；胎牛血清

( 杭州四季青)；台盼兰（Sigma）；DMSO（Sigma）；

SB-431542（Sigma）；MTT（Sigma）。

1.3 组织分离

切取5 cm长的鹿茸尖部，将切下的鹿茸尖部组织

在无菌条件下从中央部纵向切开以暴露茸尖内部组

织，结合形态学观察结果，依据Li[6]等的取材方法，在解

剖显微镜下定位和切取鹿茸的间充质层与前成软骨层。

1.4 细胞培养及传代

鹿茸间充质层组织切碎后用0.2%胶原酶Ⅱ消化，

接种到含 10%FBS的DMEM培养瓶中，放入 37℃、5%

CO2的培养箱中培养。鹿茸前成软骨层组织切碎后先

用0.1%透明质酸酶37℃消化20 min，去除透明质酸酶

后加入含 200 U/mL Ⅱ型胶原酶和 10%胎牛血清的

DMEM中消化，37℃温箱孵育约3 h，去除消化液，PBS

洗三次，用细胞培养液悬浮后转移至培养瓶中，在37℃
和 5%CO2的培养箱中培养。3天后换液并继续培养，

细胞生长到 80%融合时，用胰蛋白酶消化贴壁生长的

细胞，进行台盼兰染色以确定细胞的活性，倒置显微镜

观察并计数，做细胞爬片的HE染色。

1.5 试验设计

将第二代间充质层细胞与前成软骨层细胞接种于

96孔板（1×104个/mL)，细胞贴壁并生长至80%~90%丰

度时，加入不同浓度的SB-431542（终浓度为0、1、3、5、

8、10 μmol/L，用 DMSO 溶解），孵育 48 h 后每孔加入

0.5 mL的MTT/PBS溶液100 μL，37℃培养4 h，再各加

入 DMSO 100 μL 后剧烈震动 10 min，用酶标仪于

590 nm处测定吸光度。

1.6 数据统计

用SPSS10.0软件对所得数据进行分析。

2 结果与分析

2.1 鹿茸间充质层细胞与前成软骨层细胞的分离培养

将鹿茸间充质层细胞与前成软骨层细胞在培养的

第 3天换液，除去未贴壁的细胞，镜下观察可见，鹿茸

间充质层细胞形态均匀，呈成纤维细胞样（见图 1A,

B）；前成软骨层细胞呈纺锤形或梭形（见图1C,D）。台

盼兰染色显示细胞活性均在90%以上。

2.2 SB-431542 对鹿茸间充质层细胞与前成软骨层细

胞增殖的影响

将传代培养第 2代的细胞经不同浓度SB-431542

(0,1,3,5,8,10 μM)作用，培养48 h后用MTT法测其细胞

增殖的变化，并用 SPSS软件分析其差异性。结果表

明，经SB-431542处理的间充质层细胞的增殖活性低

于对照组(P＜0.05)（见图 2），而前成软骨层细胞增殖

The results showed that the deer antler mesenchymal layer cells cultured in vitro were fibroblast-like, while the
prechonseoblasts were fusiform or spindle-shaped, and trypan blue staining showed that the cell activity was
above 90%. The proliferation activity of the mesenchymal layer cells treated by SB-431542 was lower than the
control group (P<0.05), while the prechonseoblasts group was higher than the control group (P<0.05),
furthermore, the proliferation activity of prechonseoblasts treated by SB-431542 at the concentration of 3μmol/
L and 5μmol/L was significantly higher than that of the control (P<0.01). The results indicated that TGF-β
might play an important role in the process of maintaining the tacho-proliferation of mesenchymal layer cells
and inducing the differentiation of mesenchymal layer cells to chondrocytes.
Key words: sika deer antlers; mesenchymal layer cells; prechonseoblasts; SB-431542; proliferation
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A:间充质层细胞倒置显微镜观察（100×）；B:间充质层细胞爬片HE染色（100×）

C:前成软骨层细胞倒置显微镜观察（100×）；D:前成软骨层细胞爬片HE染色（100×）

图1 传二代梅花鹿鹿茸间充质层细胞与前成软骨层细胞形态
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图2 不同浓度SB-431542对梅花鹿鹿茸间

充质层细胞增殖的影响

图3 不同浓度SB-431542对梅花鹿鹿茸前

软骨层细胞增殖的影响

活性高于对照组(P＜0.05)，且 3 μmol/L和 5 μmol/L的

SB-431542处理的前成软骨层细胞增殖活性明显高于

对照组(P＜0.01)（见图3）。

3 讨论

关于鹿茸组织的结构及不同层次组织定位，目前

已有详尽报道。Li等[6]报道了在未经组织染色的新鲜

鹿茸尖部组织切面上精确定位和分离鹿茸间充质层与

前成软骨层细胞的方法。该取材方法的建立为在细胞

和分子水平上研究鹿茸生长及再生机理奠定了基础。

此研究利用这种取材方法获得梅花鹿生长约 30天的

初角茸间充质层与前成软骨层细胞，研究TGF-β的特

异性小分子拮抗剂SB-431542对这两种细胞增殖的影

响，探讨TGF-β在鹿茸间充质层细胞和前成软骨层细

胞增殖与分化中的调节机制。

在鹿茸的生长过程中，鹿茸生长顶端的间充质层

细胞不断增殖与分化，实现鹿茸的快速生长。前成软

骨层是由间充质层分化而来，逐渐过渡为软骨层，该层

细胞的形态介于间充质层细胞和软骨层细胞之间。间

充质层细胞的分离培养利用已建立起来的方法，即将

间充质层组织用胶原酶进行消化，得到游离的间充质

层细胞[7-9]。这种组织块预消化培养法，既能充分利用

样品组织，又能有效地获得目的细胞。前成软骨细胞

的分离培养方法和软骨细胞类似，在体外分离培养过

程中，为使细胞能够从细胞间基质中游离出来，可以用

酶消化法去除基质才能获得游离的细胞。采用透明质

酸酶和 II型胶原酶依次消化，裂解硫酸软骨素和胶原
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蛋白等细胞间基质，使前成软骨组织松软，该分离方法

可获得数量多、活力强的细胞，可以满足相关实验研究

的需要[10-12]。

Noda M 等 [13]在对小鼠成骨细胞的研究发现，

TGF-β能够抑制其碱性磷酸酶的活性，从而抑制细胞

过度骨化。Oka K 等 [14]等在对关节软骨的研究中发

现，抑制TGF-β2信号可导制关节周围软骨停止分化并

且发生骨化。SB-431542是特异性TGF-βⅠ型受体抑

制剂。研究结果显示，鹿茸间充质层细胞在低浓度的

SB-431542 存在的情况下增殖受到了抑制，随着

SB-431542浓度的增加，抑制作用更加明显。鹿茸间

充质层细胞在失去TGF-β信号调节的情况下生长速度

变慢，说明TGF-β可能对鹿茸间充质层细胞的增殖起

促进作用。SB-431542对前成软骨层细胞增殖的影响

和间充质层细胞相比结果恰恰相反，经SB-431542处

理后的前成软骨层细胞与对照组相比增殖速度加快，

在 SB-431542浓度为 5 μmol/L时达到最高，之后出现

下降。表明TGF-β对前成软骨层的作用是以促使前成

软骨层细胞的成熟从面完成向软骨细胞的分化为主，

并且抑制其细胞过度生长。TGF-β对鹿茸各层细胞的

作用因细胞的种类、细胞周围微环境和细胞自身状态

的不同而表现出刺激或抑制效应[15]，鹿茸的快速生长

与TGF-β维持鹿茸间充质层细胞的快速增殖和诱导间

充质细胞向软骨细胞分化有密切的联系。
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