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改良贴壁组织块法与改良 I型胶原酶消法对成骨细胞增殖效果的比较
研究

倪 滔，张文丽，罗应伟

（昆明医科大学口腔医学院，云南昆明 650031）

［摘要］目的 比较改良贴壁组织块法与改良 I型胶原酶消法对 SD大鼠颞下颌关节髁突软骨下骨成骨细胞的

增殖效果. 方法 取 10只出生 1～3 d SD乳鼠颞下颌关节髁突软骨下骨，将骨片平分成 2份，分别采用改良贴壁

组织块法和改良 I型胶原酶消法培养颞下颌关节髁突成骨细胞，并标记为 I组和 II组，通过细胞形态学观察、HE

染色、ALP染色鉴定成骨细胞．取第 4代成骨细胞进行细胞计数、MTT生长曲线及流式细胞仪周期分析，比较 2

种原代培养方法对成骨细胞增殖能力的异同. 结果 （1） I组和 II组培养的细胞经鉴定均为成骨细胞；（2） II组

成骨细胞总量约为 I组细胞总量的 1.5倍；（3） II组成骨细胞 MTT生长曲线较 I组细胞提前 2 d进入对数生长期

及达到生长高峰；（4） 2组细胞在达到第 4代时，细胞周期含量差异无统计学意义（ ＞0.05）．结论 改良贴

壁组织块法和改良 I型胶原酶消化法均适用于颞下颌关节软骨下骨成骨细胞的培养，但改良 I型胶原酶消化法可

以更快速有效地获得大量成骨细胞.
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Comparison of Effects of Two kinds of Culture Methods on
Proliferation of Osteoblast
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［Abstract］ Objective To compare the effects of improved tissue explants adherent method and improved
type- I collagen enzyme digestion method on proliferation of condylarsubchondral bone osteoblasts of SD rat's

Temporal mandibular joint（TMJ）．Methods Ten neonatal（1-3 d） SD rats were executed and their TMJ

condylar were fetched out. The bone fragments were equally divided into 2 parts and names group I and group II.

Group I was cultured by tissue explants adherent method， and Group II by type- I collagen enzyme

digestion method. The cell shape， HE staining， ALP staining were used to identify osteoblast. The cells

counting，MTT growth curve and cell cycle analysis of the fourth generation of osteoblast were observed.

Results（1） Identification:Group I and Group II had positive expression， the cells were osteoblasts. （2）

Cell counting: Group II had about 1.5 times as many cells as comparing with group I. （3） MTT growth

curve: The cells of Group II entered logarithmic phase and summit of growth in two days in advance

comparing with group I. （4） Cell cycle analysis：There was no significant difference in 2 groups（ ＞

0.05） . Conclusion Improved tissue explants adherent method and Type- I collagen enzyme digestion method

are suitable for condylar subchondral bone osteoblasts culture of SD rat's TMJ，but improved type- I collagen

enzyme digestion method can get more osteoblastes in short time and can provide more cells for laboratory

inverstigation.
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成骨细胞（Osteoblast）作为维持骨代谢平衡

和骨损伤修复的关键细胞，其能特异性分泌多种

生物活性物质，调节并影响骨的形成和重建过
程．随着骨代谢、骨骼疾病的深入研究，成骨细

胞的体外培养技术亦得到了广泛发展．现今成骨

细胞的原代取材方法主要包括改良贴壁组织块法

和改良 I型胶原酶消法，二者均能分离得到成骨细

胞 [1].

然而关于 2种方法在原代细胞培养方面的优

劣，国内外学者意见不一[2，3]，为了进一步明确 2种

培养方法对成骨细胞培养能力的异同，本实验拟

通过对比观察改良贴壁组织块培养法和改良 I型胶

原酶消法对成骨细胞培养中的增殖效果，以期望

建立一种更简便、增殖更快、纯度更高的原代培

养方法，为骨组织成骨细胞的深入研究奠定基础.

1 材料与方法

1.1 主要试剂

DMEM-F12 培养基 （HyClone），胎牛血清

（Solarbio）、青霉素 -链霉素溶液（100X） （碧云

天生物技术研究所）、0.25%胰蛋白酶（Solarbio）、

PBS缓冲液（吉诺生物医药技术有限公司）、I型胶

原酶（Sigma公司），MTT （Sigma公司）、二甲基

亚砜 （DMSO） （Sigma 公司）、碱性磷酸酶

（alkaline phosphatase，ALP）试剂盒（福州迈新生

物技术开发有限公司）．

1.2 实验动物

新生 1～3 d的 SD大鼠 10只，雌雄不限，清

洁级，由昆明医科大学实验动物中心提供，许可

证号：SXCK（滇） 2005-0008．

1.3 主要设备和仪器

超净工作台（AIRTECH）、二氧化碳恒温培养

箱（美国 Thermo公司）、光学显微镜（德国 Leica

公司）、倒置相差显微镜及显微拍摄系统 （德国

Leica公司）、25 mL培养瓶（美国 Corning公司）、

酶标仪（奥地利 ECAN公司）．

1.4 方法

1.4.1 取材 将新生 1～3 d的 SD大鼠置于 75%

乙醇中浸泡 3～5 min，用无菌生理盐水和蒸馏水反

复冲洗数次洗去乙醇，于无菌操作台分离出颞下

颌关节，清除肌肉、骨膜及纤维结缔组织，去除

软骨层，获取软骨下骨．用 PBS清洗 3次后，将
软骨下骨剪碎成 1 mm×1 mm×1 mm大小的碎块，

再次 PBS冲洗至骨块发白，加适量双抗 10 min．

弃去液体，将骨片置于消毒过滤纸上吸除表面水

分，置于天平上平均分为 2 份并标记为 I 组和 II

组．
1.4.2 改良贴壁组织块法（I组） 取 I组骨片加

入适量胰酶，37℃下搅拌消化 15 min，弃消化液，

完全培养基终止消化和反复吹打清洗后，将组织块

均匀铺在 25 mL培养瓶底，加入少量含 15%的完

全培养基，倒置于 37 ℃含 5%CO2 的培养箱中培

养，4 h后小心转正培养瓶，并加入培养基3～4 mL，

继续培养，次日换液，以后每3 d换液1次．均待细胞

生长至融合状态时传代，每次传代严格采用差速贴

壁法进行纯化，并记录细胞生长时间及细胞计数，

取第4代成骨细胞用于实验检测并爬片固定.

1.4.3 改良 I型胶原酶消法（II组） 取 II组骨片

加入适量胰酶，37℃下搅拌消化 15 min，1 000

r/min离心 5 min后 PBS冲洗，再次离心，弃消化

液加入 0.1%I型胶原酶 5 mL，消化 90 min，期间

每 15 min振荡 1次，加入完全培养基终离心后加

入适量含 15%的完全培养基，吹打骨块和消化下

来的细胞团块，使更多成骨细胞游离出来，吹散细

胞沉淀后，将细胞转入 25 mL培养瓶中．次日换

液，以后每 3 d换液 1次．均待细胞生长至融合状

态时传代，每次传代严格采用差速贴壁法进行纯

化，并记录细胞生长时间及细胞计数，取第四代成

骨细胞用于实验检测并爬片固定．

1.5 指标观察

1.5.1 倒置显微镜逐日观察 细胞原代培养及汇

合后传代生长情况，并拍照记录其形态特征．

1.5.2 HE染色 经固定后的细胞爬片，蒸馏水中

浸湿，放入苏木素中 10 min，自来水冲洗数次，用

0.5%稀盐酸酒精处理 10 s，自来水浸洗数次，置于

温水中数秒，伊红染色2～3 min，95%酒精2 min，依

次使用酒精Ⅰ（70%）、酒精Ⅱ（80%）、酒精Ⅲ（95%）
各处理2 min进行梯度脱水，最后用二甲苯Ⅰ、二甲

苯Ⅱ各处理5 min透明，自然干燥，封片.

1.5.3 碱性磷酸酶（ALP）染色 经固定后的细胞

爬片，PBS冲洗 3次，每次 3 min，甩干 PBS液，

每张切片加 50 滋L曲拉通 X-100液，室温孵育 10

min，PBS冲洗 3次，每次 3 min，3%H2O2孵育 15

min，PBS冲洗 3次，每次 3 min，按照免疫组化试

剂盒染色步骤进行，最后自来水冲洗、复染、脱

水、透明、封片．

1.5.4 细胞计数 分别取 I、II 组适量细胞悬液，

置于计数板上计数．每次分别重复计数 3次．公

式为：



图 1 2种培养方法原代培养（×40）
Fig. 1 Two methods of primary culture（×40）

A:改良贴壁组织块法；B:改良 I型胶原酶消法.

细胞数（个 /mL） = 4个大格细胞数
4

×1 000×稀释倍数

A B
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1.5.5 MTT生长曲线绘制 取 I、II组第 4代对数

生长期成骨细胞，分别常规 PBS冲洗，胰酶消化

后离心 1 000 r/min，5 min，培养基重悬接种到 96

孔板，接种密度为 1×104个 /mL，每孔 100 滋L，3

d换液 1次．从第 2天开始，连续 9 d用 MTT法测

定光密度值，即每天同一时间向每组 96孔板中加

入 0.5 mg/mL MTT溶液 10 滋L，37℃培养箱中继续

培养 4 h，吸弃孔内上清液后，每孔加入 150 滋L二

甲基亚砜（DMSO），将 96孔板置于摇床上振荡 10

min，然后用酶联免疫检测仪检测 490 nm吸光度值

并记录绘制生长曲线．

1.5.6 流式细胞周期测定 取 I、II组第 4代对数
生长期成骨细胞，分别常规 PBS冲洗，胰酶消化

后离心 1 000 r/min，5 min，加入 4℃ PBS 2 mL重

悬细胞并再次离心 2次，弃上清液后缓慢加入 0.7
mL -20℃冷无水乙醇，并充分混匀细胞，静置固

定 3～5 min后加入 4℃ PBS 0.3 mL，混匀后 4℃保

存固定 30 min 以上，离心弃固定液，经 RNA 酶

（10 滋g/mL）和 1%Triton X-100处理 30 min后，碘

化丙染色（10 滋g/mL） 30 min，以流式细胞仪检测

细胞 DNA含量和细胞周期．

1.6 统计学处理

应用 SPSS统计软件进行统计分析，图表均采

用 Microsoft Excel 2003制作，计量资料首先进行正

态性检验，复合正态分布数据以均数±标准差

（x±s）表示，2组之间的比较采用 检验，检验水

准以 ＜0.05为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 形态学观察比较

2组细胞形态无明显差别，在贴壁时均较小，呈

星形、三角形及短梭形，胞核不明显，随着细胞生长

分化，形态以多角形、长梭形为主，胞核明显增大，细

胞表面有突触并相互之间连结（图1、图2）.

2.2 HE染色

2组细胞以多角形、立方形、长梭形为主，多

有突起，胞核明显有 1～3个，胞核呈圆形或椭圆

形，居中或偏于一侧，嗜碱性，胞质清晰嗜酸性，

HE染色 2组细胞形态无明显差异（图 3）．

2.3 ALP染色

2种方法培养的成骨细胞ALP免疫组化染色细

胞膜及包浆内颗粒呈阳性反应，胞质内见大量棕色

颗粒，2组细胞阳性反应无明显差异（图4）.
2.4 细胞计数

重复 3次计数结果显示，I型胶原酶消化法细

胞生长数量较多，平均为 8.37×105，组织法细胞
生长数量较少，平均为 5.53×105，差异有统计学

意义（ ＜0.05），其总量为贴壁法细胞总量的 1.5

倍左右（表 1）．

2.5 2种培养方法成骨细胞的增殖曲线测定

用 MTT法检测细胞增殖活力的生长曲线结果

显示，改良贴壁组织块法培养的成骨细胞在接种后

4～7 d进入对数生长期，第8 d达到峰值，此后进入平

台期及生长衰减期；改良I型胶原酶消法培养的成骨

细胞在接种后3～4 d进入对数生长期，第5天达到峰

值，此后进入平台期及生长衰减期（图5）．

2.6 2种培养方法成骨细胞的流式细胞周期测定

流式细胞仪检测2种培养法的成骨细胞生长周

期，其结果表明：改良贴壁组织块法培养的第四代成

骨细胞G0/G1期比例为(62.90±3.15)%，G2/S/M期比例

（37.10±3.15）%；改良I型胶原酶消法所培养细胞

G0/G1期比例（59.33±9.57）%，G2/S/M期比例（40.67±

9.57）%，差异无统计学意义（ ＞0.05），见图 6．



表 1 2种方法培养成骨细胞计数结果比较（个 /mL）

Tab. 1 The cell counting of the osteoblasts cultured by two methods（个 /mL）

组 别 第 1次 第 2次 第 3次

组织法（I组） 5.20×105 5.9×105 5.50×105

酶消法（II组） 7.90×105* 8.8×105* 8.40×105*

图 4 2种培养方法第 4代成骨细胞 ALP染色（×100）

Fig. 4 The ALP staining of the fourth generation of osteoblasts cultured by two methods（×100）

A:改良贴壁组织块法；B：改良 I型胶原酶消法.

图 3 2种培养方法第 4代成骨细胞 HE染色（×100）

Fig. 3 The HE staining of the fourth generation of osteoblasts cultured by two methods（×100）

A:改良贴壁组织块法；B:改良 I型胶原酶消法.

图 2 2种培养方法第 4代成骨细胞（×100）

Fig. 2 The fourth generation of osteoblasts culturd by two methods（×100）

A:改良贴壁组织块法；B:改良 I型胶原酶消法.

A B

A B

A B

与 I组比较，* ＜0.05.
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图 5 2种培养方法MTT生长曲线

Fig. 5 The MTT growth curve of the osteoblasts

cultured by two methods

B

A

图 6 2种培养方法第 4代成骨细胞流式细胞仪检测

Fig. 6 The cell cycle analysis of the fourth

generation of osteoblasts cultured by two

methods

A:改良贴壁组织块法；B:改良 I型胶原酶消法.
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3 讨论

体外成骨细胞培养是细胞学研究中的重要手

段．传统原代方法细胞培养时间长、操作复杂、细

胞产出率低，随着胰蛋白酶的使用，很大程度上解
决了这一问题，虽然胰蛋白酶消化时间不易把握，

但其活性强，蛋白水解率高，有利于组织的贴壁及

粘附．胰蛋白酶的预消化作用加速了细胞的游离，

细胞产出量增大[4]．因而在胰蛋白酶的基础上原代

培养方法逐渐转变为改良贴壁组织块法及改良 I型

胶原酶消法．

改良贴壁组织块法是将组织细切成合适大小的

组织块，并把原代外植物贴壁于培养器皿培养，收

集生长扩增的成骨细胞进行研究的方法．此法特别

适用于少量组织的培养，可以减少酶解作用造成的

细胞丢失．但此法的缺点是部分组织缺乏黏附性，

以及向外生长的细胞具有选择性[5]．

改良 I型胶原酶消法是用 I型胶原酶消化处理

组织后收集游离细胞，体外进行培养．由于骨组织

ECM有机成分中 90%由 I型胶原构成，I型胶原酶

作为骨组织的一种特异性酶，能温和地水解天然胶

原蛋白，而不损伤其他组织[6]．此法不仅可以有效
避免细胞因迁移而选择性生长的问题，还可以短期

内获得大量的培养细胞，但存在胶原酶可以解离大

多数结缔组织，杂质细胞－成纤维细胞过度生长的

趋势缺点[7]．

因此实验结果的稳定性离不开原代培养成骨细

胞的纯化程度，在本实验中 2组细胞严格使用差速

贴壁法纯化并通过倒置显微镜观察、HE 染色、

ALP染色来鉴定成骨细胞，其结果表明 2种方法培

养的细胞均表现出典型的成骨细胞形态特征及强阳

性染色反应，2种培养方法均能有效地培养出成骨

细胞．

对所培养的成骨细胞进行增殖效果评价，细胞

周期的测定是一个重要的指标，流式细胞仪检测细

胞周期能有效反应细胞的增殖状态．细胞周期包括

1 次细胞分裂结束到下 1次分裂结束所经历的过

程，其中 G0/G1期主要表现为与细胞分裂的酶、线

粒体、高尔基体等增多，为 DNA的合成做准备，

G2/M/S包括了细胞 DNA、组蛋白合成及细胞分裂，

这一时期定量检测可以反映成骨细胞的增殖活性，

其测定值越高，表明细胞的增殖能力越强[8]．本研

究中用改良贴壁组织块法和改良 I型胶原酶消法获

得的成骨细胞，其 G0/G1及 G2/M/S表达无统计学意



义，说明当成骨细胞纯化至第 4代时，2种原代培

养方法获得的同一类型细胞增殖活性相当．

对 2种培养细胞进行细胞计数及 MTT生长曲

线绘制发现，改良 I型胶原酶消法培养的成骨细胞

数量较改良贴壁组织块法多，且细胞更快进入快速
生长期及达到生长高峰．组织块贴壁法需要组织粘

附后才能逐渐游离细胞，并且组织块一旦脱落则细

胞爬出量变少，相互连结作用减弱，细胞生长相对

缓慢；而用 I型胶原酶处理组织块后即可见大量细

胞游离出来，密度大的细胞量一方面贴壁多，另一

方面细胞相互连结作用强，使其生长迅速．另外

面，骨组织中成骨细胞外富含 I型胶原的基质， I

型胶原酶可通过整合素对成骨细胞发挥促分化和促

细胞间的粘附作用[9]，调节细胞的代谢生长，加速

骨组织中成骨细胞的游离生长，因此改良 I型胶原

酶消法在短期内获得更多的成骨细胞．

本研究的实验结果表明，改良贴壁组织块法及

改良 I型胶原酶消法均适用于颞下颌关节软骨下骨

成骨细胞的培养，2种方法获得的成骨细胞在稳定

状态下可以表现出相似的增殖效果，但改良 I型胶

原酶消法具有方法快速简便、特异性高、细胞产出

量高、细胞生长速度快等优点，在短期内可以更有

效地提供更多的实验研究细胞．
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