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摘　要　目的：比较Ⅰ型与Ⅱ型胶原酶在原代成骨细胞培养中的消化效果。方法：取６只新生２４ｈ内的ＳＤ大鼠，处死后取出颅

盖骨并制成碎骨片。将碎骨片等分成２份，标记为Ⅰ组和Ⅱ组，分别用０．１％Ⅰ型胶原酶和０．１％Ⅱ型胶原酶在３７℃消化２次，

每次１ｈ。将２次消化所得到的细胞悬液混匀后进行细胞培养，并对２组细胞分别进行细胞计数，观察细胞形态、细胞增殖情况

及碱性磷酸酶染色情况，并测定碱性磷酸酶含量。结果：①细胞计数。Ⅰ组细胞３次细胞计数结果分别为６．２０×１０５个·ｍＬ－１、

６．００×１０５个·ｍＬ－１、５．９０×１０５个·ｍＬ－１；Ⅱ组细胞３次细胞计数结果分别为３．２０×１０５个·ｍＬ－１、３．４０×１０５个·ｍＬ－１、２．９０

×１０５个·ｍＬ－１。Ⅰ组细胞总量为Ⅱ组细胞总量的２倍左右。②细胞形态。２组细胞多呈梭形，表面有２～３个突触与周围细胞

相联系，２组细胞形态无明显差异。③细胞增殖。Ⅰ组光密度（０．４９２±０．００１）与Ⅱ组光密度（０．４９１±０．００２）比较，差异无统计学

意义（ｔ＝０．３７９，Ｐ＝０．７１３）。④碱性磷酸酶染色。２组细胞用苏木素染色后，胞浆内均可见明显的咖啡色和红棕色颗粒。⑤碱性

磷酸酶含量。Ⅰ组碱性磷酸酶含量［（２．９２９±０．０２４）金氏单位］与Ⅱ组［（２．９３３±０．０２４）金氏单位］比较，差异无统计学意义（ｔ＝

０．３８９，Ｐ＝０．７０６）。结论：Ⅰ型胶原酶和Ⅱ型胶原酶均适用于成骨细胞的原代消化，但在消化１ｈ×２次条件下用Ⅰ型胶原酶容易

获得更多的成骨细胞。
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　　成骨细胞源于骨髓基质间充质干细胞，具有成骨
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功能，是骨组织中机械应力的主要效应细胞［１］。用酶

消化法培养成骨细胞，操作简便，获得的成骨细胞较

多，研究中常用于培养成骨细胞的消化酶主要是胰蛋

白酶和胶原酶［２］。Ⅰ型和Ⅱ型胶原酶都能用于培养
原代成骨细胞，为比较二者消化培养成骨细胞的能

·６·　　　（总４０６）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中医正骨２０１３年６月第２５卷第６期　




力，我们进行了相应的实验研究，现总结报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　２４ｈ新生ＳＤ大鼠６只，体质量４～
８ｇ，清洁级，由浙江中医药大学动物实验中心提供，
实验动物合格证号：ＸＬ２０２０８１。
１．２　主要试剂　ＲＰＭＩ１６４０含双抗培养基（美国Ｇｉｂ
ｃｏ公司）；胎牛血清（杭州四季青生物公司）；０．２５％
胰蛋白酶、ＰＢＳ缓冲液（吉诺生物医药技术有限公
司）；Ⅰ型胶原酶、Ⅱ型胶原酶（达文生物有限公司）；
ＭＴＴ试剂盒（北京普利莱基因技术有限公司）；碱性
磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）试剂盒、ＡＬＰ活性
测定试剂盒（南京建成生物公司）。

１．３　主要器材　二氧化碳恒温培养箱（德国 Ｔｈｅｒｍｏ
电子公司）；双人单面超净工作台（苏州净化设备有限

公司）；倒置显微镜及显微拍摄系统（德国 Ｌｅｉｃａ公
司）；ＢｉｏＴｅｋ８００酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ公司）；２４孔培
养板、９６孔培养板（美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司）。

２　方　法
２．１　取材　采用颈椎脱臼的方法将６只新生 ＳＤ乳
鼠处死，在７５％酒精中浸泡１０ｍｉｎ。揭去乳鼠头顶皮
肤，切下头盖骨置于 ＰＢＳ液内清洗２次，再将清洗至
发白的头盖骨剪成１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ的小片移入
０．２５％胰蛋白酶溶液内，在 ３７℃条件下预消化
１５ｍｉｎ后吸弃消化液。将碎骨片置于消毒过滤纸上
吸除表面水分，迅速置于天平上，平均分成２份。
２．２　标本分组及细胞消化分离　将分好的２份骨碎
片移入２个试管中，分别标记为Ⅰ组和Ⅱ组。分别向
２个试管中加入０．１％Ⅰ型胶原酶和０．１％Ⅱ型胶原
酶各５ｍＬ，在３７℃振荡消化分离细胞６０ｍｉｎ。将收
集的消化液以１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ后（离心半
径１３．５ｃｍ），吸去上清液，将沉淀的细胞团块用２．５
ｍＬ培养液制成细胞悬液。将剩余的碎骨片按照上面
的方法重复处理１次，然后将２次操作所得到的细胞
悬液混匀。

２．３　细胞培养　将 ２组细胞悬液稀释至 ２×１０５

个·ｍＬ－１，均分别接种于２４孔和９６孔培养板中，置

于细胞培养箱培养（３７℃，５％ＣＯ２），２４ｈ换液１次。
２．４　指标观察
２．４．１　细胞计数　分别从２个试管中吸取适量细胞
悬液，置于清洁计数板上计数，分别计数３次。细胞
数（个·ｍＬ－１）＝４个大格细胞数÷４×１００００。

２．４．２　细胞形态　培养３６ｈ待细胞贴壁后，将２组
盛有成骨细胞的２４孔培养板置于倒置荧光显微镜下

进行观察、拍照。

２．４．３　细胞增殖　从盛有２组成骨细胞的９６孔培

养板中各选６个培养孔，分别加入１０μＬＭＴＴ溶液，

３７℃继续孵育 ４ｈ后吸弃培养液，再加入 １００μＬ

ＭＴＴ溶解剂，于 ５７０ｎｍ波长处测定 ２组的光密度
（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）。

２．４．４　ＡＬＰ染色　用ＡＬＰ试剂盒采用重氮盐法进行

ＡＬＰ染色。分别从２组细胞悬液中抽吸２４孔培养板

中１孔或多孔培养液，用 ＰＢＳ清洗２次，待干燥后加

入固定液固定３ｍｉｎ。固定样本后，滴加底物运用液，

将培养板放入湿盒（含双蒸水纱布的容器）避光３７℃
孵育 １５ｍｉｎ，再用双蒸水洗。趁湿用苏木素复染

３ｍｉｎ左右，水洗后在显微镜下观察。

２．４．５　ＡＬＰ含量测定　从盛有２组细胞的９６孔培

养板中各选１８个培养孔，并分别分为测定孔、标准孔

和空白孔３个小组，每小组６孔。测定孔加入各组的

细胞上清液，每孔 ３０μＬ；标准孔加入浓度为 ０．０２

ｍｇ·ｍＬ－１酚标准应用液，每孔３０μＬ；空白孔加入双

蒸水，每孔３０μＬ。然后继续向每个培养孔加入 ＰＢＳ

液５０μＬ、基质液５０μＬ，充分混匀后，将培养板在３７

℃水浴１５ｍｉｎ。再加入显色剂１５０μＬ，轻轻摇均后用

酶标仪在５２０ｎｍ波长下测定２组ＯＤ值，并据此计算２
组细胞中ＡＬＰ含量。计算公式如下：ＡＬＰ（金氏单位）

＝（标准孔ＯＤ值－空白孔ＯＤ值）÷（测定孔ＯＤ值－

空白孔 ＯＤ值）×酚标准品浓度（０．０２ｍｇ·ｍＬ－１）×

１００ｍＬ×样品测定前稀释倍数。

２．５　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１８．０统计软件对所得
数据进行统计分析，２组细胞 ＯＤ值及 ＡＬＰ含量的组

间比较采用ｔ检验，检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　细胞计数　３次细胞计数结果显示，Ⅰ组细胞

总量为Ⅱ组细胞总量的２倍左右（表１）。
表１　２组成骨细胞计数结果比较　个·ｍＬ－１

组别 第１次 第２次 第３次
Ⅰ组 ６．２０×１０５ ６．００×１０５ ５．９０×１０５

Ⅱ组 ３．２０×１０５ ３．４０×１０５ ２．９０×１０５

３．２　细胞形态　２组细胞多呈梭形，表面有２～３个
突触与周围细胞相联系，２组细胞形态无明显差异
（图１）。
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图１　２组成骨细胞培养３６ｈ时的细胞形态（×２００）

３．３　细胞增殖　Ⅰ组ＯＤ值（０．４９２±０．００１）与Ⅱ组
ＯＤ值（０．４９１±０．００２）比较，差异无统计学意义（ｔ＝
０．３７９，Ｐ＝０．７１３）。

３．４　ＡＬＰ染色　２组细胞用苏木素染色后，胞浆内
均可见明显的咖啡色和红棕色颗粒（图２）。

图２　２组成骨细胞ＡＬＰ染色结果（×２００）

３．５　ＡＬＰ含量　Ⅰ组ＡＬＰ含量［（２．９２９±０．０２４）金
氏单位］与Ⅱ组［（２．９３３±０．０２４）金氏单位］比较，差
异无统计学意义（ｔ＝０．３８９，Ｐ＝０．７０６）。

４　讨　论
胶原酶能在生理酸碱度和温度条件下特异性地

水解天然胶原蛋白的三维螺旋结构，但不损伤其他蛋

白质和组织，因而被广泛用于各种细胞的分离培养。

Ⅰ型和Ⅱ型胶原酶都能用于培养原代成骨细胞［３－４］。

Ⅱ型胶原酶在软骨细胞培养中具有一定优势［５－６］，然

而关于这两种胶原酶在成骨细胞培养方面的优劣比

较，国内外学者却意见不一［７－８］。

在成骨细胞培养过程中，取材的实验动物、取材

部位以及动物年龄等均会影响实验结果［９］，为此本实

验统一选取新生ＳＤ乳鼠的颅盖骨为实验材料，力求
减少选材因素对实验结果的干扰。

利用计数板对细胞进行计数是实验室常用的方

法，具有直观、便捷的特点，但容易出现误差，故应多

次进行。本实验对２组细胞悬液进行了３次严格计

数，发现Ⅰ组细胞数目明显高于Ⅱ组，约为后者的２

倍左右，这提示在成骨细胞培养中，Ⅰ型胶原酶的消

化作用强于Ⅱ型胶原酶，其原因可能与骨组织成骨细

胞外多是富含Ⅰ型胶原的基质有关。

用ＭＴＴ法测定细胞增殖活性，可准确反映细胞

的存活、增殖、生长以及毒性，是细胞实验中常用的方

法。本实验在准确计数、等量接种和相同培养条件

下，对２组细胞进行了细胞增殖活性检测，结果２组

的ＯＤ值无明显差异，说明用这２种胶原酶得到的成

骨细胞增殖活性相近。

ＡＬＰ主要分布于细胞膜的钙结合转运蛋白，可促

进细胞成熟及钙化。ＡＬＰ定量检测可以反映成骨细

胞的分化水平，其活性越高，说明前成骨细胞向成熟

的成骨细胞分化得越明显。ＡＬＰ活性的高表达是成

骨细胞分化成熟的早期标志，ＡＬＰ活性增强时，骨形

成增强，并可促进骨基质矿化，因此 ＡＬＰ的活性是反
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映成骨细胞分化程度和功能状态的良好指标［１０］。本

实验中用Ⅰ型胶原酶和Ⅱ型胶原酶消化获得的细胞，ＡＬＰ
染色均为阳性，说明二者都是成骨细胞；而且２组细胞
ＡＬＰ定量检测结果无明显差异，说明Ⅰ型胶原酶和Ⅱ型胶
原酶消化获得的成骨细胞ＡＬＰ活性相当。

本研究结果表明，Ⅰ型胶原酶和Ⅱ型胶原酶均适
用于成骨细胞的原代消化，但在消化１ｈ×２次条件
下用Ⅰ型胶原酶容易获得更多的成骨细胞。本实验
为制定高效的成骨细胞体外培养方案提供了实验

依据。
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·通　知·

全国水针刀三氧消融术尸体解剖研修班及中华筋骨三针法学习班通知

水针刀三氧消溶术及筋骨针法是由中国骨伤微创水针刀学术委员会会长、张仲景国医学院教授、广东省中医院主任导师吴

汉卿教授在水针刀疗法的基础上，结合三氧治疗仪所研发的新技术，研制发明的多用系列筋骨针具已获国家专利，并创立了十

大筋骨针法（已编入骨伤教材），出版了《中华筋骨三针疗法》。该项技术的培训班已举办１８０余期，来自国内包括台湾、香港等

地区及国外（马来西亚、新加坡、韩国）的万余名医生学习、掌握了该技术。为满足广大医师要求，现继续举办以下研修、学习班：

水针刀三氧融盘术及尸体解剖研修班：由吴汉卿教授主要传授：水针刀新针法治疗骨伤颈肩腰腿痛病、水针刀三氧融盘术。

应用水针刀法结合新鲜尸体详细讲解三针法安全入路法、配合独特松解液及椎间孔扩张术、侧隐窝分离术。新颖的三针法理

论、独特的十大针法、结合尸体刀法入路、水针刀挂图，有专科医院手术病人治疗，同时讲解影像诊断，保证每位学员能够独立操

作。临床上可治疗腰椎间盘突出症，对颈肩腰腿痛患者具有较好的疗效。

中华筋骨三针法学习班：中华筋骨三针法是吴汉卿教授在水针刀针法九针疗法基础上，根据人体生物力学，提出了人体软

组织立体三角平衡学说，创立了平衡三针法。该班传授筋骨三针法原理、三针定位法、十大针法技巧。该法主要治疗：颈椎病、

颈１横突综合症、颈７棘突综合症、肩关节周围炎、肌筋膜炎、腰椎间盘突出症、股骨头坏死症、膝关节骨关节炎、神经痛、类风湿

性关节炎、脊柱相关病等。

脊柱九病区药磁线植入技术：传授独特的脊背九大诊疗区，临床应用水针刀分离、磁线留置并配合整脊手法，快速治疗脊柱

相关病，如颈源性心脏病、颈性咽炎、面瘫、三叉神经痛、癫痫病、慢性支气管炎、哮喘、胃炎、胃溃疡、结肠炎、生殖疾病等。

其他：参加学习班者将授予国家级中医药Ⅰ类继续教育学分（项目编号：３９０２０６００６）

　　开学时间：每月１日开课，需提前２日报到

报到地址：河南省南阳市仲景路与天山路口（水针刀专科医院）

邮政编码：４７３０００　　联系电话：０３７７－６３２８２５０７，１３７２１８２０６５７　　联系人：黄建

网址：ｗｗｗ．ｓｈｕｉｚｈｅｎｄａｏ．ｃｏｍ　　邮箱：ｓｈｕｉｚｈｅｎｄａｏ＠１６３．ｃｏｍ
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