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成釉细胞瘤 ( ameloblastoma, AB)是口腔颌面部常见的

牙源性上皮性肿瘤 , 虽为良性肿瘤 , 但其具有局部侵袭性

生长的特点 , 临床治疗容易复发 [1- 3]。因而 , 采用体外培养的

AB细胞来研究其侵袭的分子机制和生物学特性是一种重

要的方法。由于 AB细胞在常规培养基中生长缓慢 [4- 6], 存

活时间短 , 因而不利于 AB的生物学研究。为了探索能更好

适合 AB细胞生长的培养基 , 本研究拟在国内首次采用无

血清培养基培养 AB细胞 , 研究 AB细胞在无血清培养基

中的生长特性。

1 材料与方法

1.1 细胞培养用主要材料和培养方法

DMEM培养液 (Gibco);Ⅰ型胶原酶 (Gibco);Ⅰ型胶原

(Gibco); 酶联免疫检测仪(Dragon,MK3), 流式细胞仪 ( BD 公
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摘 要 :【目的】研究成釉细胞瘤细胞在无血清培养基中的生长特性 , 建立成釉细胞瘤细胞的无血清培养

法。【方法】用 Defined Keratinocyte- SFM (DK- SFM)无血清培养基和 DMEM培养成釉细胞瘤细胞 , 观察细胞的生

长特性、细胞形态和传代次数 , 流式细胞仪( FCM)测定 S期细胞比率(SPF)和增殖指数(PI)。【结果】在 DK- SFM

培养基中 , 细胞传代 6 次 , 平均生长 92 d; 细胞形态清晰 , 仅见少许散在的成纤维细胞生长 ; SPF 值为

12.3% ～14.5%, PI 值为 11.6%～15.3%。在 DMEM中 , 细胞传代 3 次 , 平均生长 61 d;细胞境界不清 , 并可见较多

的成纤维细胞 ; SPF 值为 7.9%～9.2%, PI 值为 8.3%～9.6%。【结论】成釉细胞瘤细胞在 DK- SFM无血清培养基

中存活时间长 , DK- SFM较DMEM更适合体外培养成釉细胞瘤细胞。

关键词 :成釉细胞瘤 ; 培养基 ; 细胞培养

中图分类号 : R739.8 文献标识码 : A 文章编号 : 1672- 3554( 2006) 01-0113-04

Growth Character istics of Ameloblastoma Cells Cultured in Serum- free Medium In Vitro

ZENG Dong-lin, HUANG Hong-zhang, ZHANG Bin, PAN Chao-bin
(Department of Oral and Maxillofacial Surgery, The Second Affiliated Hospital, SUN Yat- sen University, Guangzhou 510120, China)

Abstract: 【Objective】 To investigate the growth behavior of ameloblastoma cells cultured in serum- free

medium and to establish the serum- free culture method for ameloblastoma cells in vitro.【Methods】 The Defined

Keratinocyte- SFM (DK- SFM) medium and DMEM medium were used for ameloblastoma cell culture in vitro. The

growth rates in different culture media were observed. The morphology and passages of ameloblastoma cells in

different media were investigated. The SPF value and PI value of the cells were detected by flow cytometry.

【Results】In DK- SFM medium, ameloblastoma cells were taken through 6 passages and maintained about 92 days.

The shape of cultured cells in DK- SFM medium was distinct. Only some sporadic fibroblast was seen in DK- SFM

medium. The SPF value and PI value of cells cultured in DK- SFM were 12.3% - 14.5% and 11.6% - 15.3% ,

respectively. However, in DMEM medium, the cells were only taken through 3 passages and maintained about 61

days, and the shape of it was not clear. A lot of fibroblasts were seen in DMEM medium. The SPF value and PI

value of cells cultured in DMEM were 7.9%- 9.2% and 8.3%- 9.6%, respectively.【Conclusion】Ameloblastoma cells

have long survival time in DK- SFM medium, which is better for the growth of ameloblastoma cells than that of

DMEMmedium.
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司 , USA) , Defined Keratinocyte - SFM (DK- SFM) 培 养 液

(GIBCO, 10744 号 ); SP 免疫组化试剂盒、细胞角蛋白 14

(Cytokeratin14,CK14)(克隆号 LL002)、CK16 (克隆号 LL025)、

CK18 (克隆号 DC10)、Vimentin (克隆号 V9)均购自 Maixin-

Bio公司。

新鲜 AB 组织标本 3 例 , 经病理诊断为滤泡型 AB 2

例 , 丛状型 AB 1 例。无菌条件下取 AB组织 , 以含 200 U/

mL青霉素、200 U/mL链霉素的 PBS液清洗 AB组织 3 次 ,

每次 5 min, 将组织剪成 1～2 mm3 大小的组织块 , 放入含 1

mg/mL 胶原酶的 DMEM培养液中 , 37 ℃恒温水育振荡器

中消化过夜 , 见组织块呈絮状时停止消化。取消化混合物 ,

1 000 r/min( LD4- 2型 , r =10 cm)离心 5 min, 去上清液 , 加入

PBS 清洗并重悬沉淀物 3 次 , 离心去上清液 , 加入 DMEM

培养液 , 以吸管吹打使细胞分散 , 台盼兰细胞染色计数 , 使

细胞密度为 1×106/mL, 接种于 25 cm2 细胞培养瓶中 , 置

37oC, 体积分数 5%CO2 饱和湿度的培养箱中培养。细胞接

种后静止培养 3 d 后 , 更换培养液 , 将细胞分为 DMEM组

和 DK- SFM组 , 分别加入含体积分数 10%胎牛血清的

DMEM和 DK- SFM培养液 , 然后每 3～4 d 更换相应的培养

液一次。所用的培养瓶及培养板预先以Ⅰ型胶原包被。

1.2 细胞形态的观察

每日在倒置光相差显微镜下观察细胞的形态 , 并拍摄

照片。

1.3 细胞生长曲线

取第 2 代的 DMEM组和 DK- SFM组的细胞 , 分别以每

孔 5×103个细胞接种于 96 孔培养板中 , 每孔加入相应的培

养液 200 μL。将培养板移入 CO2 培养箱中 , 37 oC、体积分

数 5%CO2及饱和湿度条件下 , 静止培养 2 d 后 , 每隔 2 d

按 MTT 法检测细胞的生长状况。每孔加入 MTT 溶液 ( 5

mg/mL) 20 μL, 继续培养 4 h, 终止培养 , 吸除培养孔内的

上清液 , PBS清洗培养孔 3 次 , 每孔加入 150 μL DMSO, 振

荡 10 min, 使结晶物充分溶解。选择 492 nm波长 , 在酶联

免疫检测仪上测定各孔吸光度 , 记录结果。于每一时段分

别取 DK- SFM组和 DMEM组的 12 个复孔的平均值 , 以时

间为横轴 , 吸光度值为纵轴绘制细胞生长曲线。

1.4 流式细胞仪分析

取第二代培养的肿瘤细胞 , 制备单细胞悬液 , 细胞数

不少于 6×105, 常规碘化丙啶 (PI)一步法染色 , 进行流式细

胞仪(flow cytometry, FCM)分析 , 以人淋巴细胞作为内参考

标准 , 变异系数(CV)小于 5%, 按通用的标准公式计算 DNA

指数(DI)、S期细胞比率(SPF)和增殖指数(PI)[6, 7]。

1.5 免疫组化染色

取第 2 代培养的细胞 , 在 6 孔培养板内预置盖玻片 ,

加入细胞培养基 , 预制细胞爬片。取待染的细胞爬片 , PBS

清洗 3 次 , 将盖玻片浸入含 4 g/mL多聚甲醛溶液中固定

20 min, 用 PBS 清洗 15 min, 采用 SP 免疫组化试剂盒 , 按

试剂盒说明操作 , 分别行 CK14, CK16, CK18 和 Vimentin

免疫组化染色 , DAB显色。

1.6 统计学分析

采用 SPSS 11.0 统计软件包的独立样本 t 检验法分别

检验 DK- SFM组和 DMEM组在不同时段的细胞吸光度的

差异 , 检测两组 SPF 值的差异及 PI 值的差异 , 检验水准 α=

0.05。

2 结 果

2.1 细胞形态学和 HE 染色

2.1.1 原代细胞 培养第 4 d, 镜下可见在培养瓶底有小

的细胞集落形成 , 集落呈散在分布。培养第 8 天 , DK- SFM

组的上皮细胞集落明显扩大 , 细胞呈铺路石样排列 , 细胞

呈多边形 , 集落中央未见细胞堆积的现象 , 集落中未见成

纤维细胞 , 集落之间未见成纤维细胞 ; DMEM组的上皮细

胞集落略有扩大 , 细胞形态各异 , 呈梭形、椭圆形、多边形 ,

细胞轮廓不清晰 , 显微镜下见集落中央的颜色较周边的明

显深 , 细胞似呈复层排列 , 集落之间有较多的成纤维细胞 ,

成纤维细胞增殖快 , 在低倍镜下呈现为围绕上皮细胞集落

呈漩涡状排列。培养 2 周后 , 细胞汇合达 60%～70%, DK-

SFM组细胞呈铺路石样排列 , 基本未见成纤维细胞 , 而

DMEM组的上皮细胞集落较小 , 集落之间有多量的成纤维

细胞 , 虽经多次酶消法和反复贴壁法只能清除部分成纤维

细胞 (图 1)。

2.1.2 传代细胞 当原代细胞汇合达 60%～70%, 按 1∶2 传

代。第一次传代后 , DK- SFM组的细胞增殖明显加快 , 大部

分细胞仍然呈多边形 , 亦可见圆形的细胞 ; DMEM组的上

皮细胞增殖慢 , 细胞形态各异 , 梭形细胞增多 , 成纤维细胞

增殖快。至培养 55～61 d, DK- SFM组细胞传代了 4 次 , 细

胞形态无大的变化 , 培养细胞中见单个散在的成纤维细

胞 ;而 DMEM组只传代了 3 次 , 且上皮细胞重叠排列 , 细胞

形态不一致 , 细胞界限不清晰 , 集落之间有较多的成纤维

细胞。培养 85～97 d, DK- SFM组第 6 次传代 , 细胞增殖速

度下降 , 细胞内出现空泡及黑色颗粒 , 最后从培养瓶底脱

落 ; DMEM组的上皮细胞于第 3 代时从培养瓶底脱落死

亡 , 为成纤维细胞所代替。传代细胞的 HE 染色 , 细胞呈多

边形 , 细胞浆红色 , 细胞核蓝色 , 有 1- 2 个核仁。DK- SFM

组的细胞境界清晰 , DMEM组细胞形态不一致 , 细胞境界

图 1 原代成釉细胞瘤细胞相差显微镜观察

Fig.1 The image of the pr imary passage Ameloblastoma

cells viewed with contrast phase microscope.

A. Cultured in DK- SFM; B. Cultured in DMEM ( 100×)
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不清。

2.2 细胞生长曲线

DK- SFM组的细胞接种后增殖较快 , 到第 8 d 时细胞

已经铺满了培养孔底 , 10 d 时 , MTT法检测细胞的吸光度

继续增加 , 细胞仍在增殖 ; DMEM组的细胞增殖较慢。在接

种培养后的 4 d、6 d、8 d、10 d, DK- SFM组细胞的吸光度

均大于 DMEM组。经 t 检验 , t 4d=4.71, P4d=0; t6d=5.05, P6d=

0; t8d=4.33, P8d=0.001; t10d=11.98, P10d< 0.001。不同时间的 P

值均小于 0.05, 具有统计学意义 (图 2)。

2.3 流式细胞仪分析

AB 细胞 DI 值 0.95- 1.01, 在正常二倍体细胞范围 ,

DMEM组细胞的 SPF 值、PI 值分别为 7.9%～9.2%和 8.3%～

9.6%; DK- SFM组的 SPF 值、PI 值分别为 12.3%～14.5%和

11.6%～15.3%。经 t 检验 , tspf=6.66, Pspf=0.005, tPI=4.14,PPI=

0.038, P 值均小于 0.05, DMEM组和 DK- SFM组细胞的

SPF 值、PI 值有显著性差异。

2.4 免疫组化染色结果

DMEM组和 DK- SFM组的细胞 CK14, CK16 染色阳

性 , 胞浆呈棕红色 , 高倍镜下呈丝网状 , 苏木素复染后 , 细

胞核呈蓝色 ; CK18 染色阴性 , Vimentin 染色阴性 (图 3)。

图 2 DK- SFM 组和 DMEM 组的 AB 细胞生长曲线

Fig.2 Growth curve of ameloblastoma cells of DK- SFM

group and DMEM group

图 3 AB 的免疫组化染色

Fig.3 Ameloblastoma cells stained by immunohistochemistry

The cytoplasm was showed by arrow. A: Cytokeratin 14 positive expression; B: Cytokeratin 16 positive expression; C:

Cytokeratin 18 negative expression; D: Vemintin negative expression. (×400)

3 讨 论

不同的细胞在体外培养时需要的培养基不同。由于 AB

在普通的培养基中生长缓慢 , 传代次数少 , 存活时间短 , 因

此 , 探索能更好适宜于 AB细胞体外增殖生长所需的特定

培养基具有重要意义。通常用于培养 AB细胞的培养基是

血清浓度为 10%～20%的 DMEM[4,5]。在这种培养基中 , 除了

上皮细胞生长 , 还出现了多量的成纤维细胞 , 需要通过多

次应用反复贴壁法和酶消化才能清除大部分成纤维细胞 ,

而且 , 上皮细胞生长缓慢。在本研究中 , 用 DMEM培养时观

察到了相似的结果 , 培养瓶底出现了较多的成纤维细胞。

DK- SFM原本用于培养角化细胞 , 该培养基不支持成纤维

细胞的生长 , 在该培养基中 , 角化细胞不分化 [8]。本研究将

其应用于 AB细胞的培养 , 发现在该培养基中 , 原代培养的

细胞中没有观察到成纤维细胞 , 只是在传代的细胞中见单

A B

C D

t /d

曾东林 ,等. 无血清培养基中成釉细胞瘤细胞的生长特性第 1 期

A
49
2

115



[1]

[2]

[3]

个散在的成纤维细胞 , 因而提高了上皮细胞的纯度。

有研究者用 DMEM培养 AB细胞 [6, 9], 细胞在培养液中

存活的时间只有 50～60 d, 传代 3～4 代。本研究发现 , 在

DK- SFM培养基中 , AB细胞平均存活了 92 d, 传代 6 代 ,

这同其他研究者应用 MCDB153 培养基培养 AB 细胞的结

果相似 [5]。DK- SFM组的 SPF 值和 PI 值明显高于 DMEM

组 , 说明细胞在 DK- SFM培养基中的增殖速度比 DMEM

组的快。因而 , DK- SFM比 DMEM更适合于 AB 细胞的生

长。

CK是上皮细胞的一种特征性标志 , 不同的上皮细胞

表达不同类型的 CK。CK14 常用于标记单层鳞状上皮 ,

CK16 常用于标记增生的鳞状上皮 , CK18 常见于复层上皮

包括腺上皮。有研究显示 , AB 上皮细胞的 CK14、CK16、

CK18 阳性表达 , 并且认为 CK16 可能是 AB快速生长的一

个指标[10- 12]。在本研究中 , 培养的上皮细胞 CK14、CK16 免疫

组化染色阳性 , CK18、Vimentin 免疫组化染色阴性 , 证明培

养的细胞是单层鳞状上皮来源 , 而非间叶组织来源 , 并且具

有较快的增殖潜能 ;而且 , 在该种培养基中 , 细胞没有分化

为复层鳞状上皮细胞。

总之 在 DK- SFM培养基中 , 细胞生长快 , 细胞形态更

清晰 , 上皮细胞纯度高 , DK- SFM比 DMEM更适合 AB细胞

的生长 , 适合较长期培养 AB细胞并进行生物学研究。

(衷心感谢中山大学光华口腔医院廖贵清教授、广东省

口腔医院曾曙光主治医师对本研究给予的帮助)
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