
牙质片层培养基使用说明书 
 
 

【产品名称】 
  通用名称：牙质片层培养基 
【包装规格】 
    50 片/包 
【预期用途】 

用于破骨细胞的培养。 
骨切片检测能与从实验动物（包括小鼠、大鼠、鸡、兔和猫）的骨分离的破骨细胞同时使用。它

已被广泛用于研究通过直接分离于骨或培养自骨髓培养基的人破骨细胞重吸收 (4)。该领域当今主要优

势之一是通过RANK配基的增加从外周红细胞诱导破骨细胞形成的技术的发展(9)。利用这项技术，大

量功能性破骨细胞能被激活，被激活的功能性破骨细胞将在包括骨位点重吸收的牙质片层在内的矿化

底层挖掘出重吸收间隙。重吸收很容易被反射光显微镜方法而量化。 
【产品简介】 

牙质片层以50片一包形式供应，包装于已消毒的旋转盖封容器内。该片层通过紫外线杀菌并且只

能在无菌环境（如层流柜）中打开。 
失活的牙质片层用作骨重吸收培养基。这些片层以 5 mm 直径的牙质薄片形式提供（正常厚度为

0.3 mm）。每批培养基均经过检测以确保被有功能的破骨细胞重吸收。另可提供预重吸收的样品片层

以便于体外重吸收功能鉴定 
【检验原理】 

该产品被设计利用“骨切片检测”以实现体外骨重吸收量化(1,2)，在“骨切片检测”中，培养的破骨细

胞在矿化的底层挖掘出真正的骨重吸收间隙。从该检测的第一个表述开始，在过去的16年间(1,2)，该

检测已被广泛地应用于研究许多因素对骨重吸收的影响且是当今体外骨重吸收研究使用最广泛的方

法。 
【储存条件及有效期】 

该产品可在室温下储存。如果容器不打开且片层保持干燥，在保质期内不会出现变质。 
【适用仪器】 
    适用于培养箱使用。 
【样本要求】 
    使用前取样。 
【检验方法】 
1. 牙质片层在已消毒的塑料容器中提供。仅允许在无菌环境（如层流柜）中打开。 
2. 打开容器后，需使用消毒镊子移开消毒棉塞。然后片层应通过颠倒试管转移至已消毒的皮氏培养

皿。 
3. 用细镊子将片层移至培养皿备用，注意不要刮到牙质表层。该片层被设计可应用在标准的96孔组

织培养盘中，但是它们也能在任何类型的组织培养容器中使用。 
4. 在增加细胞之前，牙质片层应被预加湿至少1小时。应使用消毒磷酸盐缓冲液或组织培养方法。 
5. 去除预加湿液后，加入细胞悬浊液。加入的细胞数量取决于破骨细胞来源和实验设计。重吸收由

光显微镜法进行分析，这样就有可能测量单个破骨细胞的活性。然而，在大部分实验方案中，加

入更多的破骨细胞将更合适（但是一般要少于200/牙质片）。 
6. 使用的沉淀时间也取决于破骨细胞来源和实验设计。成熟的破骨细胞将在1小时内附在牙质片层，

但是在许多方案中将需要更长的沉淀时间。培养基能通过使用包括自动移液管在内的标准组织培

养技术和设备而被改变。 
7. 由成熟破骨细胞导致的重吸收在培养12小时后可被检测出。培养的时间将取决于实验设计。 



8. 如果使用液态固定液，牙质片层可在组织培养容器中固定。撤除受限的培养基且用磷酸盐缓冲液

或组织培养基冲洗组织培养孔两次，再加入固定液。常使用的固定液是4%的戊二醛（用0.2M的甲

胂酸钠溶液配成）。 
9. 重吸收凹点能在多种标准组织学菌株着色后鉴定。我们推荐1%的甲苯胺蓝（用0.5%四硼酸盐溶液

配成）。牙质片层应在此甲苯胺溶液中染色3分钟。多余的染料通过冲洗去除，然后在非蒸馏水中

漂洗并风干。已染色的片层可即在室温下长期保存。 
10. 重吸收陷窝能通过多种途径鉴定，包括扫描电镜和光学显微镜。我们推荐使用反射光学显微镜。 
11. 使用者应考虑一些推荐的方法以确定最合适他们需要的技术。 
举例体外产生人破骨细胞的方法 
这个方法使用20 mL的外周血细胞将可提供适用于近50个牙质片层的足够的破骨细胞。 
1. 准备已消毒的牙质片层并置于96孔板的微孔中。每孔一个牙质片层。加入100 μL的最低必需培养基

( MEM　 )加10%的小牛胎血清(FCS)到每个预湿的牙质片层孔中。 
2. 混合20 mL的肝素抗凝的外周血和20 mL的 MEM　 。准备有5个5 ml Histopaque9（Σ）的Falcon试管

并加入8 ml的外周血细胞悬浮液。在450 g下离心30分钟并轻轻倒出淡黄色表面层。 
3. 在10 mL的 MEM　 清洗淡黄色表面层并在1500 rpm离心20分钟。重悬浮的细胞小球在4 mL的

MEM　 加10% FCS并使用血球仪计算细胞数量（注意：细胞的浓度将取决于淡黄色表面层的效率）。 
4. 一旦细胞计算出数量加入大约20 μl的约500,000细胞介质到96孔板的每个微孔中。放入孵育器并离

开1小时。 
5. 在孵育期后每孔用抽出的介质清洗3次并加入新鲜的介质。最后用100μl的新制成的 MEM　 加10% 

FCS代替，加入RANK ligand (30 ng/mL)和M-CSF (25 ng/mL)。 
6. 每2至3天更换介质溶液。破骨细胞将在2周后形成并且这个过程可以用牙质片层的消减和染色进行

监测。 
7. 在最开始培养的2个星期，潜在催化剂的作用或骨染色体异常转化抑制剂可加入到培养介质中。 
8. 在培养的第三个星期在牙质片层上出现广泛的重吸收，在这个时期可以用于评估潜在抑制或催化骨

重吸收物质的效果。 
9. 牙质片层用甲苯胺蓝染色和用反射显微镜分析重吸收的程度。 
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【生产企业】 
生产者名称：英国 Immunodiagnostic Systems Linited(IDS Ltd) 
生产者/生产场所地址：10 Didcot Way,Boldon  Business Park,Boldon,Tyne&amp;Wear,NE35 9PD,UK 
联系方式：+44 (0) 191 519 0660 
传真：+44 (0) 191 519 0760  
网址：www.idsltd.com 
 
售后服务机构：北京荣志海达生物科技有限公司 
地址：北京市海淀区永定路 88 号长银大厦 12 层 B12 室 
电话：+86 10 58895646   +86 20 32293178 
传真：+86 10 58895611   +86 20 32293177 
电子邮箱：info@rz-biotech.com  
网址：www.rz-biotech.com 
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