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乳鼠雪旺细胞对自体颅骨组织生长的影响

李钟鹏 1，庞芳河 2

（广西医科大学附属口腔医院 1. 综合门诊，2. 口腔种植科，广西 南宁 530021）

摘要 ：目的  探讨乳鼠雪旺细胞对自体颅骨组织生长的影响。方法  体外培养和纯化乳鼠雪旺细胞，取

乳鼠颅骨组织分为对照组和观察组。对照组颅骨组织单独培养，观察组颅骨组织与雪旺细胞共同培养，培养

第 1、2 和 3 周时免疫组织化学法测定颅骨组织骨钙素和骨桥蛋白水平，酶联免疫法吸附法测定培养液中骨碱

性磷酸酶活性含量。结果  雪旺细胞在体外被成功培养，纯度 >89%。不同时间点骨钙素水平有差别（P <0.05）；

观察组和对照组骨钙素水平有差别（P <0.05），观察组骨钙素水平比对照组高 ；观察组和对照组骨钙素水平

变化趋势有差别（P <0.05）。不同时间点骨桥蛋白水平无差别（P >0.05）；观察组和对照组骨桥蛋白水平无

差别（P >0.05）；观察组和对照组骨桥蛋白水平变化趋势无差别（P >0.05）。不同时间点骨碱性磷酸酶活性

有差别（P <0.05）；观察组和对照组骨碱性磷酸酶活性有差别（P <0.05），观察组骨碱性磷酸酶活性比对照组

高 ；观察组和对照组骨碱性磷酸酶活性变化趋势有差别（P <0.05）。结论  雪旺细胞可以提高颅骨组织骨钙

素水平和骨碱性磷酸酶活性，促进颅骨组织的生长。
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Effect of Schwann cells on growth of autogenous skull in  
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Abstract: Objective To investigate the effect of Schwann cells on the growth characteristics of autogenous 
skull tissue in neonatal SD rats. Methods The neonatal Schwann cells were cultured and purified in vitro . The skull 
tissues were divided into control group and observation group. The skull tissue of the control group was cultured 
alone. The skull tissue of the observation group was co-cultured with Schwann cells. In the 1st, 2nd and 3rd weeks 
of culture, the levels of osteocalcin and osteopontin in the skull tissue were measured by immunohistochemistry, and 
the bone alkaline phosphatase activity was measured by ELISA. Results Schwann cells were successfully cultured 
in vitro  with the purity over 89%. There were differences in the osteocalcin levels at different time points (P < 0.05). 
There were significant differences in the osteocalcin levels between the observation group and the control group 
(P < 0.05), the levels of osteocalcin in the observation group were higher than those in the control group. There 
was significant difference in the change trends of osteocalcin levels between the observation group and the control 
group (P < 0.05). There were no significant differences in the osteopontin levels at different time points (P > 0.05). 
There were no significant differences in the osteopontin levels between the observation group and the control group 
(P > 0.05). There was no significant difference in the change trends of osteopontin levels between the observation 
group and the control group (P > 0.05). The activity of bone alkaline phosphatase was different at different time 
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骨组织工程学发展迅速，保证组织工程化骨组织

在体内存活的决定性因素为血液供应和神经支配。当

移植骨块中有神经生长时才能完成新骨的爬行，完整

的神经支配在骨折愈合中具有重要作用，神经支配可

以调节骨组织的再生 [1]。雪旺细胞包绕周围神经轴突，

是周围神经的主要胶质细胞，是周围神经组织工程中

常用的种子细胞 [2-4]。本实验分离并纯化乳鼠雪旺细

胞，将其与乳鼠颅骨组织共同培养，观察其对颅骨组

织生长的影响。

1    材料与方法

1.1    材料

1.1.1      实验动物    出生 1 ～ 5 d、清洁级、雄性 SD

乳鼠由广西医科大学实验动物中心提供，许可证号 ：

SCXK 桂 2014-0001。

1.1.2       主要试剂    DMEM 培养基、胎牛血清购自

杭州四季青生物工程有限公司，骨钙素、骨桥蛋白、

ASBC 免疫组织化学试剂盒，以及兔抗 S-100 单克隆

抗体、胰蛋白酶、分泌性磷酸化蛋白质购自武汉博士

德生物工程公司。

1.2    方法

1.2.1       组织取材     取 9 只乳鼠脱臼处死，75% 乙

醇浸泡消毒，解剖显微镜下剥离双侧股神经用于

乳鼠雪旺细胞的培养 ；取出颅骨，在培养皿中剪成

2 mm×2 mm 颅骨碎块，每只乳鼠取 2 块颅骨碎块，共

18 块用于体外培养。

1.2.2      乳鼠雪旺细胞的培养、纯化及鉴定    将剥离

的双侧股神经置于 DMEM 高糖培养基，剥离神经外膜，

将坐骨神经剪成碎块，在含坐骨神经组织碎块的培养

基中加入胰蛋白酶消化，过滤消化液，将过滤液置于

离心管中，1000 r/min 离心 5 min，弃上清液加入培养

基中重悬细胞，将雪旺细胞密度调整为 1×105 个 /ml，

接种到培养皿中培养，12 h 后全量换液去除未贴壁细

胞，加入阿糖胞苷抑制成纤维细胞，48 h 后全量换液，

显微镜下观察雪旺细胞生长情况。将培养 12 d 的雪

旺细胞消化并接种到 6 孔板中培养 72 h，采用 S-100

兔单克隆抗体对雪旺细胞进行鉴定。

1.2.3    分组及处理    将 18 块颅骨块分为对照组和观

察组，每组 9 块颅骨块。对照组颅骨块在 DMEM 培养

皿中单独培养。观察组颅骨块与雪旺细胞共同培养 ：

将雪旺细胞密度调整为 1×106 个 /ml，取 100μl 加入

DMEM 培养皿中，并加入颅骨块共同培养。两组颅骨

块均培养 3 周。

1.2.4      骨钙素和骨桥蛋白水平测定    分别取对照组

和观察组培养第 1、2 和 3 周的颅骨块进行甲醛固定、

石蜡包埋，采用免疫组织化学法测定颅骨组织中骨钙

素和骨桥蛋白水平。将颅骨切片脱腊至水，3% 双氧

水 H2O2 灭活，抗原修复，加入封闭液封闭，加入骨钙

素和骨桥蛋白一抗孵育（1 ∶ 100），加入孵育生物素

化二抗孵育（1 ∶ 150），显色，加入苏木素复染，封

片观察。采用 Image-Pro Plus 6.0 图像处理系统，测量

每组 9 块颅骨组织中基质和阳性细胞染色光密度值。

1.2.5      培养液中骨碱性磷酸酶表达测定    取对照组

和观察组培养第 1、2 和 3 周的培养液，采用酶联免

疫吸附法测定颅骨培养液中骨碱性磷酸酶含量，采用

自动酶标仪测定碱性磷酸酶活性。

1.3    统计学方法

数据分析采用 SPSS 20.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，用重复测量设计的方差

分析，P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    雪旺细胞形态

大部分雪旺细胞培养 24 h 后贴壁生长，部分长出

细小突起 ；培养 48 h 后雪旺细胞形态明显，胞体呈梭

形，两端突起不等，周边有亮带 ；培养 7 d 后细胞呈

极性生长，胞体平行排列 ；培养 12 d 后细胞大部分连

接在一起，交织成网状。见图 1。

2.2    雪旺细胞的鉴定结果及纯度

对培养 14 d 的雪旺细胞采用 S-100 兔单克隆抗

体免疫组织化学法染色，可见雪旺细胞胞体呈梭形，

胞浆黄染，边界清楚。采用细胞计数板进行细胞计数，

points (P < 0.05). There was significant difference in the bone alkaline phosphatase activity between the observation 
group and the control group (P < 0.05), the activity of bone alkaline phosphatase in the observation group was higher 
than that in the control group. There was significant difference in the change trends of bone alkaline phosphatase 
activity between the observation group and the control group (P < 0.05). Conclusions Schwann cells can increase 
osteocalcin level and bone alkaline phosphatase activity of skull tissue, and promote the growth of skull tissue.

Keywords:  neonatal rat; Schwann cell; skull tissue; growth; tissue engineering
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雪旺细胞的纯度 >89%。见图 2。

2.3    两组骨钙素水平比较

观察组和对照组第 1、2 和 3 周骨钙素水平比较，

采用重复测量设计的方差分析，结果 ：①不同时间点

骨钙素水平有差别（F =21.425，P =0.000）；②观察组

和对照组骨钙素水平有差别（F =28.416，P =0.000），

观察组骨钙素水平比对照组高 ；③观察组和对照组骨

钙素水平变化趋势有差别（F =18.325，P =0.000）。见 

表 1 和图 3。

2.4    两组骨桥蛋白水平比较

观察组和对照组第 1、2 和 3 周骨桥蛋白水平

比较，采用重复测量设计的方差分析，结果 ：①不同

时间点骨桥蛋白水平无差别（F =1.324，P =0.253）；

②观察组和对照组骨桥蛋白水平无差别（F =1.032，

P =0.426）；③观察组和对照组骨桥蛋白水平变化趋势

无差别（F =0.856，P =0.583）。见表 2 和图 4。

2.5    两组骨碱性磷酸酶活性比较

观察组和对照组第 1、2 和 3 周骨碱性磷酸酶

活性比较，采用重复测量设计的方差分析，结果 ： 

①不同时间点骨碱性磷酸酶活性有差别（F =67.536，

P =0.000）；②观察组和对照组骨碱性磷酸酶活性有差

别（F =97.537，P =0.000），观察组骨碱性磷酸酶活性

比对照组高 ；③观察组和对照组骨碱性磷酸酶活性变

化趋势有差别（F =54.264，P =0.000）。见表 3 和图 5。

图 1    雪旺细胞    （×400）

表 1    两组骨钙素水平比较 

（n =9，x±s）

组别 第 1 周 第 2 周 第 3 周

对照组 7.51±2.51 8.30±1.76 12.12±1.13

观察组 11.92±3.57 13.67±3.51 18.43±5.21

表 2    两组骨桥蛋白水平比较 

（n =9，x±s）

组别 第 1 周 第 2 周 第 3 周

对照组 9.67±1.30 10.07±2.15 9.18±1.06

观察组 10.85±2.00 10.21±1.25 11.02±2.01

培养 48 h                                                培养 7 d                                            培养 12 d

图 2    S-100 免疫鉴定的雪旺细胞 

（免疫组织化学法 ×400）

图 3    两组骨钙素水平变化趋势

第 1 周          第 2 周         第 3 周
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图 4    两组骨桥蛋白水平变化趋势
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3    讨论

骨是富含血管、神经、筋膜等组织的复合体，骨

的形成和神经系统的发展关系密切，神经细胞对骨吸

收及骨形成发挥营养和调节作用 [5]。雪旺细胞是神经

胶质细胞，是周围神经的主要功能和结构细胞，参与

神经再生过程，雪旺细胞可以分泌数种神经营养因子，

促进轴突髓鞘化，提供神经再生需要的营养微环境，

协助神经内膜形成，清除细胞碎片，提供神经再生支

架 [6-7] ；雪旺细胞还可分泌多种神经生长因子，对神经

细胞的生长发育、再生及存活的维持发挥重要作用，

神经生长因子可以防止神经元死亡，促进神经再生，

增加轴突数量 ；雪旺细胞还可分泌白细胞生长因子、

转移生长因子、血小板生长因子等，对增加基质蛋白

合成、促进神经传递、促进细胞增殖分化发挥重要作

用 [8]。雪旺细胞是神经再生中唯一可以利用的神经胶

质细胞，为常用的周围神经组织工程的种子细胞 [9-10]。

本实验对乳鼠雪旺细胞进行培养和纯化，并将其

与乳鼠颅骨细胞共同培养，观察其对乳鼠颅骨组织生

长的影响。结果发现，乳鼠雪旺细胞可被成功培养，

纯度 >89%，观察组第 1、2 和 3 周的骨钙素水平和骨

碱性磷酸酶活性高于对照组，两组骨钙素水平和骨碱

性磷酸酶活性随着时间延长而升高，两组第 1、2 和 

3 周的骨桥蛋白水平比较无差异，两组骨桥蛋白水平

随着时间延长，变化不明显。骨钙素是骨转换和成骨

细胞活动的重要指标，骨改建与骨钙素水平关系密切，

成骨细胞功能下降则骨钙素水平降低，成骨细胞功能

增强则骨钙素水平升高 [11-12]，本研究结果发现，乳鼠

雪旺细胞可以促进乳鼠颅骨组织中骨钙素表达，且随

时间延长，颅骨组织中骨钙素水平升高，表明雪旺细

胞可以增强骨组织中成骨细胞功能。骨碱性磷酸酶来

源于成骨细胞，是反映骨形成和成骨细胞活性的敏感

指标之一，当骨形成大于骨吸收时，血清骨碱性磷酸

酶水平升高，当骨组织受外界刺激合成大量成骨细胞

时，成骨细胞分泌大量的骨碱性磷酸酶，引起碱性磷

酸酶活性增强 [13-14]，本研究结果发现，雪旺细胞可以

促进培养液中骨碱性磷酸酶活性增强，且随时间延长，

骨碱性磷酸酶活性呈上升趋势，可见，雪旺细胞具有

促进骨组织生长的作用。骨桥蛋白在组织中分布广泛，

是一种分泌型的磷酸化蛋白，骨桥蛋白在骨组织中可

由骨细胞、成骨细胞和破骨细胞分泌，骨桥蛋白对破

骨细胞和骨基质间的黏附具有识别和调节作用，从而

影响骨吸收 [15-16]，本研究结果发现，乳鼠雪旺细胞对

乳鼠颅骨组织中骨桥蛋白的表达没有明显影响，考虑

雪旺细胞对骨组织的吸收影响不大。
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