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摘　要　目的:探讨骨巨细胞瘤(GCT)各细胞成分及肿瘤坏死因子-α(TNF-α)和白细胞介素-1(IL-1)细胞因子在骨吸收

中的作用。方法:采用细胞分离技术和体外细胞溶骨模型 , 检测 GCT 各细胞成分的骨吸收活性及 TNF-α和 IL-1 对这种活性

的影响。结果:在溶骨模型中 , 多核巨细胞(M GC)的数目越多 , 45Ca2+的释放也越多;纤维母细胞样基质细胞(FC)组的45 Ca2+

值明显高于无细胞对照组(P <0.01),而与骨肉瘤细胞组比较 ,无显著差异;此外 , FC 的条件培养液能大大增强 M GC 溶骨模

型中45 Ca2+的释放(P <0.01);原代单核基质细胞(SC)经 TNF-α处理后 , 其模型中45 Ca2+释放明显增高(P <0.01), 而 IL-1

未见类似作用。结论:在 GCT 中 , 多核巨细胞具有直接溶骨的作用;纤维母细胞样基质细胞 , 除直接溶骨外 , 还可以分泌某种

物质促进多核巨细胞的溶骨效应;TNF-α能增强原代单核基质细胞的溶骨能力。
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Abstract　Objective:To explo re the bone resorption activi ty of different cell components in Giant cell

tumo r of bone (GC T)with reference to the ef fect of Tumor necrosis factor-α(TNF-α)and Interleukin-1(IL-1).

Methods:Cell separation technics and in vit ro model of bone reso rption by cells were used to detect the osteoly tic

capability of dif ferent cell components in GCT .The function of TNF-αand I L-1 in GCT' S bone reso rption were

also detected.Results:In bone resorption model , the more multinucleated giant cells(MGC)present , the

higher will be the level of 45 Ca2 + released.The 45 Ca2+ levels of fibroblast-like st rom a cell(FC)g roup were

signif icantly higher than that of no cell' s group (P <0 .01), w hile there w as no significant difference betw een

FC g roup and osteosarcoma cell g roup.In addition , the conditioned medium of FC could enormously increase the

levels of 45 Ca2+ released f rom MGC' s model (P <0.01).After t reatment by TNF-α, the stroma cells could

increase the levels of 45 Ca2+ released f rom it' s bone resorption model (P <0.01), but IL-1 did not have similar

effect .Conclusions:In GCT , the multinucleated giant cells has the ability to resorb bone m atrix di rectly .The

fibroblast-like stroma cells could not only resorb bone matrix directly , but also secret unknow material to

promo te bone resorption of multinucleated giant cells.TNF-αhas the ability to promote bone resorption of

GCT' s strom a cells.

Subject headings　giant cell tumor of bone/pathology ;bone resorption/pathology ;tumor necrosis factor ;

interleukin-1
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　　骨巨细胞瘤(gaint cell tumor of bone , GCT)是

一种常见的骨关节肿瘤 ,局部主要表现为溶骨性病

变。由于破骨细胞样多核巨细胞是GCT 的重要组

成部分 ,因而很多学者认为 ,多核巨细胞是GCT 骨

吸收的原因[ 1 , 2] 。然而 ,在病理分级中 , Ⅰ级 GCT

组织中的多核巨细胞数量多于 Ⅲ级 ,但 Ⅲ级的局部

溶骨性改变却比 Ⅰ级严重得多 ,提示 GCT 的溶骨

行为并非单一多核巨细胞作用所致 ,很可能是多种

细胞成分参与的结果。TNF-α和 IL-1已被证实为

破骨细胞活化因子
[ 3]

,而且在 GCT 中有相当的表

达
[ 4]

。但这些因子在 GCT 溶骨过程中的作用 ,至

今未见文献报道 。我们通过分离 GCT 中的单核基

质细胞和多核巨细胞 ,并加入外源性的 TNF-α和

IL-1 ,分别作用于体外溶骨模型 ,探讨 GC T 中各细

胞成分及上述细胞因子在骨质吸收中的作用 。

1 　材料与方法

1.1　标本来源

11例GCT 和 6例骨肉瘤(osteosarcom a OSC)

手术标本取自中山医科大学附属第一医院骨科 ,

GCT 分级 Ⅰ ～ Ⅱ级 ,另 5 例骨肉瘤培养细胞由本

细胞室提供。

1.2　细胞成分的分离与处理

将新鲜肿瘤标本剪碎 , 用 0.1%的胶原酶

(Sigma)消化 30 min ,制得瘤细胞悬液 ,通过 50 μm

孔径的不锈钢网过滤。将隔在网上的细胞洗脱下

来 , 获得多核巨细胞(m ultinucleated giant cell

M GC);收集滤过的细胞 ,即为 GC T 的原代单核基

质细胞(st rom a cell SC),其中包括纤维母细胞样和

巨噬细胞样基质细胞;分别将含 5 ×10
-9

mol/ L 的

TNF-α和 0.2 ×10-9mol/ L 的 IL-1新鲜培养液加

入5 ×106个 SC中 ,处理 72 h ,制得处理后的SC ;另

外 ,将 SC常规培养 ,传代 20次以上 ,得到一致的长

梭型单核细胞即为纤维母细胞样基质细胞(FBC),

将106 个 FBC 接种在培养瓶 ,加新鲜培养液 10

mL ,培养 48 h 离心 ,取上清液作为条件培养液

(condi tioned medium)。

1.3　灭活的45
CaCl2标记骨的制备

[ 5]

选取同胎生 ,大小重量相当的 3 d 龄 NH I 小

鼠 ,腹腔内注射 10 μCi
45

CaCl2溶液 ,3 d后处死 ,取

左右对称的蝶型颅顶骨 ,置微波炉中煮沸 3 min后

随机分为实验组和对照组 。

1.4　体外溶骨实验

将实验组和对照组颅盖骨片分别置于 96孔培

养板的孔内 ,凹面朝上。每孔加入 400 μL 的培养

液 ,按下列配伍进行实验 ,各组均重复 3 次:①分别

将 10
3
、5×10

3
、10

4
个 MGC 和加入 100 μL 的纤维

母细胞样基质细胞条件培养液的 10
4
个 M GC ,随

机加入实验组的颅骨片上 ,对照组不加细胞。 ②将

105 个 FBC 加入实验组的颅骨片上 ,对照组为无细

胞组和 105 个骨肉瘤细胞组。③分别将 105 个 SC 、

用 IL-1或 TNF-α处理的 105 个 SC 随机加入实验

组的颅骨片上 ,对照组不加细胞。将上述各组置孵

箱中培养 24 h或更换培养液继续培养 48 h。

1.5　液闪测定

从孔中取出 100 μL 上清液作液体闪烁计数

(Backm an 380型),每个样本检测 1 min ,记录放射

性核素
45

Ca
2 +
的计数值。

1.6　统计学处理

计量资料45Ca2+min -1值以均数±标准差( x

±s)表示 ,组间差异用方差分析 、 q 检验 ,以 P <

0.05为显著性差异界限。

2 　结　果

2.1　GCT多核巨细胞的体外溶骨

从表 1可见 ,将不同数目的多核巨细胞加入标

记颅骨片中培养 24 h ,各实验组 45Ca2+的释放与对

照组比较有明显差异(P <0.05)。随着细胞数目

增加 ,
45

Ca
2 +
的释放也随之增多。加条件培养液组

的
45

Ca
2+
值大大增加(P <0.01)。

表 1　GCT 多核巨细胞的溶骨中45Ca2+检测结果

Tabl 1 　The results of 45Ca2+ levels in bone resorption by

MGCs of GCT 　( x ± s)

Cell number Case(n) min-1 　 P 1)

0 M GC2) 11 　　912±135

1×103MGC 11 1224± 71 <0.01

5×103MGC 11 1348±288 <0.05

1×104MGC 11 1387±176 >0.05

104M GC+CM 11 2002±303 <0.01

　　1)The P values in the table were compared with former

group;2)M GC:multinucleated g iant cell;3)CM :conditioned

medium

2.2　GCT纤维母细胞样基质细胞的体外溶骨

从表 2可见 ,纤维母细胞样细胞组与对照的无

细胞组比较 , 其 45Ca2+值有显著性差异(P <

0.01);与骨肉瘤细胞组比较则无差异。
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表 2　GCT 纤维母细胞样细胞和骨肉瘤细胞溶骨中45Ca2+检测结果

Table 2　The results of 45Ca
2+

levels in bone reso rption by FCs of GCT and OSCs　( x ±s)

Cell number Case(n)
24 h

　　min-1 P 1)

48 h

　　min-1 P 1)

0 FBC　　　 11 　939±173 　　　728±132

1×105 FBC2) 11 1 089±298 <0.01 916±184 <0.01

1×10
5

OSC
3) 11 1 093±275 >0.05 931±176 >0.05

　　1)The P values in the table were compared with former group;2)FBC:fibroblast-like cell;3)OSC:osteosarcoma cell

2.3　GCT原代单核基质细胞体外溶骨

从表 3可见 , GCT 原代单核基质细胞有溶骨

能力 ,与对照组比较 ,其 45Ca2 +值有显著差异 。而

TNF-α处理的 SC 组 45Ca2 +的释放比未处理的 SC

组明显增加(P <0.01), IL-1却未见类似作用(P

>0.05)。

表 3　GCT 原代单核基质细胞溶骨中45Ca2+检测结果

Table 3　The results of 45Ca2+ levels in bone resorption by SCs of GCT 　( x ± s)

Cell number Case(n)
24 h

　　min-1 P 1)

48 h

　　min-1 P 1)

0 SC 　　　11 　951±125 　716±123

1×105SC3) 11 1 633±254 　　　<0.01 1 201±197 　　　<0.01

105SC+TNF-α 11 1 754±305 <0.01 1 396±226 <0.01

105SC+IL-1 11 1 568±275 >0.052) 1 246±186 >0.052)

　　1)The P values in the table w ere compared w ith former group;2)The P values in the table were compared with 1×105SC

g roup;　3)SC:stroma cell

3 　讨　论

GCT 具有很强的局部溶骨能力 。由于破骨细

胞样多核巨细胞是该肿瘤的主要成分 ,以往的研究

多集中在多核巨细胞的溶骨作用上 。Chambers等

人
[ 1]
从GCT 中分离出多核巨细胞 ,体外作用于骨

片后 ,用光镜 、电镜观察到多核巨细胞对骨片的吸

收 ,并证实前列腺素 E1 、降钙素等钙调节激素能影

响多核巨细胞的骨吸收能力。Kaneshisa等人
[ 2]
发

现GC T 中的多核巨细胞具有破骨细胞的功能结

构:皱褶缘和清晰带 ,它与骨表面接触后 ,便能象正

常破骨细胞一样吸收骨质。本实验用分离的多核

巨细胞与同位素标记的鼠颅骨共同培养 ,也证实了

多核巨细胞的骨质吸收能力。而且多核巨细胞的

数量越多 ,溶骨效应越明显。

然而 ,病理形态学显示 , GCT 破坏骨质的程

度 ,并不完全取决于肿瘤中所含的多核巨细胞的多

少。是否其它细胞成分也参与了骨质吸收过程 ,至

今还未有实验直接证明。纤维母细胞样基质细胞

已被认为是GCT 中的肿瘤性细胞 ,又是唯一能在

体外培养中长期递增殖的细胞
[ 6]

。我们用培养 20

代以上的纤维母细胞样细胞单独加入体外溶骨模

型中 ,直接证实了该细胞具有很强的骨质吸收能

力 ,其单独溶骨效应与骨肉瘤细胞相当。但其直接

溶骨的确切机制 , 目前仍不清楚。近来有资料显

示 ,GCT 中的纤维母细胞样基质细胞可通过分泌

尿激酶型纤溶酶原激活物(uPA),在 GCT 的侵袭

生长过程中参与细胞外基质的溶解
[ 7]

。事实上 ,

uPA是胶原酶原等金属蛋白酶原的激活物
[ 8 , 9]

。

我们推测 ,纤维母细胞样基质细胞的直接溶骨作

用 ,可能与激活胶原酶溶解骨胶原有关 。此外 ,我

们还发现 ,将纤维母细胞样基质细胞的条件培养液

加入多核巨细胞的溶骨模型中 ,能大大地增强后者

的溶骨效应。以上结果提示:纤维母细胞样基质细

胞除直接参与溶骨外 ,还可分泌某种物质促进多核

巨细胞的溶骨能力 。究竟这种物质是什么 ? 有待

进一步阐明 。我们实验中还显示(比较表 2 和表

3),巨噬细胞样和纤维母细胞样细胞组成的原代基

质细胞比单一的纤维母细胞样细胞有更强的骨质
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吸收作用 。可能这两种细胞在溶骨中有协同作用 。

TNF-α和 IL-1已被证实能增强破骨细胞对骨

质的吸收
[ 3]

, Yasuyuki 亦发现 GCT 组织能分泌

TNF-α和 IL-1[ 4] 。然而 ,我们的实验结果显示:在

没有多核破骨细胞参与的情况下 , TNF-α也能促进

GCT 中两种单核基质细胞溶骨作用。我们分析:

TNF-α对GCT 溶骨的促进作用不只局限于破骨细

胞;而 IL-1未能有上述效应 ,可能它在溶骨中的促

进作用 ,仅仅是最终激活了破骨细胞。

我们认为:GCT 特征性溶骨的生物学行为 ,决

非多核巨细胞单独作用所致 ,而是多种细胞成分及

其所分泌的 TNF-α等细胞因子相互影响 ,共同作

用于局部骨质的结果。其中纤维母细胞样基质细

胞是 GC T 的主体细胞 ,又是唯一的肿瘤性细胞 ,在

GCT 的溶骨中可能起主导地位 。
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