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摘要：目的 建立较稳定的实验室骨细胞分离培养方法。方法 采用序列酶消化法，从 : 6 龄

=>?*@.59A*B,5- 乳鼠颅骨中分离骨细胞，通过形态学、改良钙钴法碱性磷酸酶（;CD）染色和免疫细胞化

学法骨钙素（EFD）染色来鉴定骨细胞。结果 细胞形态呈星状、有树状突起，;CD 染色阴性，EFD 染色

阳性，说明分离出的细胞为骨细胞。结论 本实验结果为在体外深入研究骨细胞的功能提供实验

手段。
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骨细胞是骨组织中数目最多的细胞，是早期感

受力学刺激变化的敏感细胞之一［!，%］。但由于其功

能及特性仍然不十分清楚，且由于骨细胞的特殊位

置，使可供在体外进行研究的成熟骨细胞的获得非

常困难［:］。目前，可供体外实验研究使用的骨细胞

系较少，也尚未见稳定有效的分离骨细胞的方法。

本研究利用序列酶消化法从 : 6 龄 =A 乳鼠颅骨中

分离 骨 细 胞，并 结 合 碱 性 磷 酸 酶 染 色（ *,R*,+25
>M0K>M*N*K5，;CD）和骨钙素（0KN507*,7+2，EFD）染色对

分离的细胞进行鉴定，建立起较为稳定的实验室骨

细胞分离培养方法，为开展深入的实验研究提供

手段。

3 材料和方法

343 实验动物

: 6 龄 =>?*@.59A*B,5- 乳鼠，购自北京大学医学

部实验动物中心。

345 主要试剂

AU(UIV9!%（! W !）干粉培养基（=+@)* 公司）；青

霉素，链霉素，Q?+N02 X9!""（;)?5K70 公司）；小牛血清

L=（杭州四季青生物工程材料有限公司）；胎牛血清

VE=，小牛血清白蛋白 E=;（北京元亨金马生物技术

开发有限公司）；!型胶原酶，胰蛋白酶（FHELG 公

司）；Y*//+N ;2N+9EFD（博士德生物工程有限公司）；碱

性磷酸酶标记山羊抗兔 H@F，A;E（;IEIL）（中杉金桥

生物制品有限公司）。

346 方法

34643 骨细胞的序列消化分离、培养及传代：主要

参考 F. 等［:］和 Z*N0 等［&］的分离方法，经过改进，具
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体分离、培养和传代步骤如下。（!）" # 龄 $% 乳鼠，

颈椎脱臼处死，浸入 &’(乙醇 " ) ’ *，取出颅骨；（+）

&,(乙醇浸泡 !, ) !’ *，-.$ 洗 + 次，刮除表面骨膜，

剪成 ! // 0 ! // 骨片；（"）加入 ,1!( !型胶原酶，

"&2，+, /34，吹打骨片，弃上清；（5）重复步骤""
次；（’）加入含 ,1!(.$6 的 ’ //789: ;%<6，"&2，+,
/34；（=）吹打骨片，收集上清液，离心 +,, !，’ /34，

加入 ! /8 含 ’( >.$ 和 ’(?$ 的 %@;@，备用；（&）

剩余骨片加入!型胶原酶溶液，"&2，+, /34，重复

步骤#；（A）将剩余骨片再切成更小块，加入 ;%<6
液，"&2，+, /34，重复步骤#；（B）剩余骨片再加入!
型胶原酶溶液，"&2，+, /34，重复步骤#；（!,）将 5
次所得 %@;@ 细胞溶液混合，接种于 !+ 孔培养板；

（!!）置于 ’( ?C+、"&2培养，每 " 天换液 ! 次；（!+）

于第 & ) !, 天，用 ,1+’(的胰蛋白酶溶液进行常规

消化、传代；（!"）传代后第 " 天，染色，进行细胞鉴

定。

!"#"$ 骨细胞的鉴定：本实验将碱性磷酸酶（6:-）

染色和骨钙素（.D-）染色相结合对骨细胞进行鉴

定。并以成骨样细胞系 @?"<"E;! 作为对照组。

!"#"$"! 6:- 染色：采用改良的 D7/7F3 钙钴法，具

体方法见表 !。

!"#"$"$ .D- 染色：采用免疫细胞化学法，一抗为

兔抗骨钙素抗体（GHII3J 64J3E.D-），二抗为碱性磷酸

酶标 记 的 山 羊 抗 兔 KLD（68MH834N -O7*POHJH*N D7HJ

64J3EGHII3J KLD），严格按照 %6. 试剂盒操作，具体方

法见表 +。

表 ! 碱性磷酸酶（6:-）染色步骤

序号 步骤

!
"($E甘油磷酸钠 ’ /8、+(巴比妥钠 ’ /8、+(?H?8+ !, /8、+(
@L$C5 ! /8、蒸馏水 !, /8 充分混匀制成孵育液

+
吸弃培养液，蒸馏水快速冲洗数次，B’( 乙醇固定，室温 !,
/34。蒸馏水洗 " 次，每次 ! /34

" 加入孵育液 + /8，"&2孵育 5 ) = O，蒸馏水洗 " 次，每次 ’ /34
5 加入 +(硝酸钴 + /8，室温 ’ /34，蒸馏水洗 " 次，每次 ’ /34
’ 加入 !(硫化铵 + /8，室温 ’ /34，蒸馏水洗 " 次，每次 " /34
= 脱水、透明、封片，显微镜下观察并成像

表 $ 骨钙素（.D-）染色步骤

序号 步骤

!
吸弃培养液，-.$ 快速 冲 洗 数 次，B’( 乙 醇 固 定，室 温 ",
/34。蒸馏水洗 " 次，每次 ’ /34

+ 加入 ,1!( <F3J74 破膜，室温 !, /34，-.$ 洗 " 次

" 加入 !( .$6 封闭，室温 ", /34
5 加入一抗（!Q+,,），室温孵育 !+, /34，-.$ 洗 " 次，每次 ’ /34
’ 加入二抗（!Q+,,），室温孵育 B, /34，-.$ 洗 " 次，每次 ’ /34
= 将 %6. 浓缩显色液稀释后，滴加显色 ’ ) !, /34，-.$ 洗 " 次

& 脱水、透明、封片，显微镜下观察并成像

$ 结果

$"! 细胞形态

=,(以上的细胞呈星形，有树枝状突起并与其

他细胞相联系（图 !、+），符合骨细胞的形态学特征，

提示分离的细胞为骨细胞。少数细胞呈纤维状或长

星型，可能为成骨细胞。

H：原代第 + 天的细胞；I：传代第 " 天的细胞

图 ! 乳鼠颅骨分离出的骨细胞形态（ 0 +,）

$"$ 骨细胞的鉴定

6:- 染色结果显示，从乳鼠颅骨分离出的细胞

未被染色（图 +H），呈阴性反应；@?"<"E;! 被染成黑

色（图 +I），呈强阳性反应。

.D- 染色结果显示，从乳鼠颅骨分离出的细胞

被染成黄色（图 "H），呈阳性反应，而 @?"<"E;! 未被

染色（图 "I），呈阴性反应。

两个染色实验结果显示，通过序列酶消化法从

乳鼠颅骨分离出的多数细胞符合骨细胞的表现，即

骨细胞能明确表达 .D- 而 6:- 染色阴性或仅弱阳
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