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骨巨细胞瘤体外培养及其

生物学特性的观察
①
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提 要 1 9 8 3一 1 9 9 2年作者通过组织培养
,

组化及免疫组化
、

电镜
、

细胞遗传学
,

动物接种等

方法
,

对骨巨细胞瘤 (G C T )的生物学特性进行研究
,

认为 G C T 的墓质细胞有两种
,

即间叶性荃质

细胞及巨噬细胞性基质细胞
,

巨噬细胞性基质细胞可能为许多种不同的巨噬细胞混合体
,

这两种

类型细胞在瘤组织内互相依赖存活
。

在体外培养见巨噬细胞性荃质细胞逐渐减少而消亡
,

间叶性

荃质细胞则在没有巨噬细胞性基质细胞的情况下也容易老化及消亡
,

故 目前尚未有本瘤的细胞株

建立
。

多核巨细胞是一反应性及终末性细胞
,

可能由于荃质细胞分泌目前尚末清楚的细胞因子
,

吸

引血中破骨细胞前身的单核巨噬细胞到瘤组织内
,

并促进其分化成破骨细胞样多核巨细胞
。

关锐词 骨巨细胞瘤 ,组织培养 ,免疫组化 ,细胞遗传学

中图号 R 7 3 8
.

1 , Q 2 8

骨巨细胞瘤 ( G C T ) 在我国远较 欧美 多

见
,

其原因未明 lj[
,

故在我国 G C T 的组织发

生学
,

细胞生物学等研究
,

有实际意义
。

我们

自 2 9 8 3一 1 9 9 2 年共进行细胞培养 2 8 例次
,

对瘤细胞生长特性
,

组化及免疫组化
,

电镜观

察
,

动物接种
,

以及瘤细胞遗传学特性进行研

究
,

小结如下
。

1 材料和方法

1
.

1 H E 染色

骨巨细胞瘤组织学分级
: I 级

,

单核的基

质细胞分化较好
,

即未见明显异型性
,

多核巨

细胞 (M G C )数量多
,

细胞核数也多
; l 级

,

单

核基质细胞 明显 异 型性
,

可出现 核分裂
,

M G C 少
,

细胞核数也少
;
介乎于 I 级和 l 级

之间为 I 级
。

1
.

2 组织培养

2 8例 G C T
,

其中 I ~ l 级 2 6 例
,

l 级 2

例
.

用 M E M
,

E a g le 培养液及 R PM I x 6 4 o 培

养液各半配制后
,

加入灭活小牛血清 20 %成

培液
。

每毫升培液含 Z o o U 双抗
,

每次传代用

0
.

2 5%胰酶及 0
.

5% E D T A 消化
,

在含 5%

C O
:

的 37 ℃恒温箱内静置培养
,

待细胞长满

小方瓶后再传代
。

1
.

3 组化及免疫组化

用盖玻片放置在小方瓶内
,

让瘤细胞在

盖玻片生长至旺盛期
,

然后取出用 P B S 液冲

洗
,

放于冷丙酮液内固定 l o m in
,

取出凉干后

放入
一

20 ℃冰箱内保存
。

组化染色包括酸性磷

酸酶 ( A C P )
,

碱性磷酸酶 ( A K P )
,

非特异性

醋酶 ( A N A E )
。

免 疫 组化包括波 形 蛋 白

( V m )
,

M 7 1 8
,

H L A
一

D R
,

S
一

1 0 0 蛋 白 ( S
-

10 0 )
,

第姐因子
,

溶菌酶 ( L ys )
,

抗胰糜蛋白

酶 ( A A C T )
。

用 A B c 法
,

D A B 显色
,

苏木素

染色对比
。

.1 4 电镜观察

将瘤细胞在培养瓶消化后
,

离心
,

弃上清

后将瘤细胞在滤纸上包封
,

置于 0
.
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二醛液固定 24 h
,

用俄酸后固定
,

水洗及逐级

酒精脱水
,

8 12 包埋
,

超薄切片及染色
,

在 H
-

1 0 0 型透射电镜下观察
。

.1 5 细胞遗传学

用生长旺盛期瘤细胞在收获前加入秋水

仙素
,

经低渗
,

固定
,

烤干制片
,

iG
e m s a

染色

及 G 显带染色
,

油镜下观察
。

L 6 动物接种

用生长旺盛期瘤细胞制成 s x lo
`

细胞

浓度取 0
.

s m l
,

注射入裸 鼠皮下
,

观察瘤结的

出现及生长情况
。

2 结 果

.2 1 培养过程

静置培养后 24 h 见游走性白细胞
,

巨噬

细胞等开始从植块移出
,

其后见梭形的基质

细胞及多核巨细胞出现
,

形成生长晕 (图 1 )
。

1 周后炎症细胞及 多核 巨细胞大部坏 死
,

而

基质细胞继续增生
,

并见相互连接成网状
,

一

些细胞肥大呈上皮形
,

梭形或多角形 ( 图 2 )
。

初代培养至 20 一 25 d 长满及传代
。

一般在 10

代以前生长较快
,

约 5一 9d 可传代 1 次
。

多核

巨细胞一般在传代后消失
,

最长者偶见传代

4 次还可见到
,

均 为 G C T I ~ l 级病例
。

在

2 8 例中 5 例培养不成功
,

13 例培养到 10 代

即终止
,

放入液氮内保存
,

其中 8 例培养到

2 0 代
,

另 2 例作 了较长期的培养
,

其中 G T 12

传代 4 9 代
,

为期 2 8 od
,

G T Z。

传代 5 9 代
,

为期

5 2 0 d
。

2
.

2 生长情况

3 例作生长情况观察
,

即 G T
Z ;

第 10 代
,

G T 20 第 5 代
,

及 G 1T
5

第 54 代各 2 瓶
,

传代细

胞密度为 0
.

4 X 10
`

个 /瓶
,

每隔 24 h 计数
,

细

胞的生长情况见表 1
。

表 l 体外骨巨细胞瘤培养细胞生长情况

细胞类别 (代 )
生 长 天 数

G T 2 1 ( P 一。 )

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0

0
。

8 1
.

2 1
.

2 2
。

6 5
。

3 7 3 1 0
。

2 1 6 4 3 0
.

5 2 5
。

4 2 5
。

4

G T
z。 ( P S )

G T
I。 ( P 。̀ ) 0

.

8 1
.

6 2
.

3 3
.

3 4
.

0 4
.

1 4
.

5 5
.

0 4
.

8 4
.

0 3
.

0

注
:

细胞生长数量单位为 x 10 ` 个 /瓶

从表 1 见瘤细胞在 5 代前生长慢
,

以后

则生长较快
,

至 50 代以后逐渐变慢
,

故生长

较快者 3一 d5 可传代
,

较慢者 7一 1 2d 可传

代
,

衰老期者要 1 4d 以上才长满传代
。

2
.

3 瘤细胞形态特点

将 6 例培养于盖玻片上的瘤细胞经 H E

染色
,

光镜下按形态特征计数 5 00 个瘤细胞

以算出其平均值百分比
。

结果为梭形细胞占

5 0% ~ 6 0%
,

多角形细胞 2 5% ~ 3 5%
,

类圆

形细胞 1%一 3%
,

多核或单核瘤巨细胞 8%

一 15 %
。

多核瘤巨细胞核数为 2一 4个
,

互相

重叠或如镜影样
,

巨核者其核比其它瘤细胞

核大 1 2/ 以上
。

.2 4 透射电镜观察 2j[

瘤细胞为类圆形
,

胞质丰富及表面有较

多微绒毛突起
。

核型不规则
,

异型性明显
,

呈

分 叶状或环形核
。

核仁较大的胞质内有较多

的粗面内质网
,

似间叶细胞样
,

另一些则具较

多溶酶体似巨噬细胞样
。

2
.

5 组化及免疫组化反应

组化 A C P 及 A N A E 在多核巨细胞呈阳
J

陕反应
,

仅部分基质细胞呈阳性反应
。

免疫组

化反应见大部分基质细胞对 V m 阳性
,

多核

巨细胞阴性反应
。

基质细胞可对一种或多种

有关巨噬细胞抗 体呈阳性反应
,

但 2 例 , 级

G C T 对溶菌酶 为阴性反应
,

所有瘤细胞对

E M A 及第恤因子阴性 反应
,

部分 基质细胞
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对 S
一

10 0 呈阳性反应 (图 3 )
。

G C T 免疫组化 反应见表 2 [ , ] 。

表 2 骨巨细胞瘤免疫组化反应

类 型

荃质细胞 G l ~ I

墓质细胞 G l

多核巨细胞

G T
, 。
培养基质细胞

内皮细胞

V m

份 ”

十

E M A A A C T S
一
1 0 0 L y s H L A

一

D R M 7 1 8 K B 9 0

++
2 ,

+

+ +

+ 一

+ (十 ) 3
,

一 未做

一 ( 一 )

(+ ) ( 一 )

未做

( 一 )

( 一 ) ( 一 ) ( 一 ) ( 一 )

1 )拼 > 5 0%
,

2 )十十 2 0 % ~ 5 0 %
, 3 )括号代表冰冻切片结果

2
.

6 细胞遗传学

培养细胞系 中 G T I :

的第 27 代
,

G T
I。

的

原代及第 19 代
,

和 G T
Z。

的第 24 代
,

做了染

色体常规分析
。

2
.

6
.

1 染色体数 目崎变 4 例次 中的 13 4

个分析细胞中
,

1 22 个出现数目异常
,

畸变率

达 91 %
,

其变动范围主要集中在亚二倍体与

超二倍体之间
,

以亚二倍体最多见 ( 8 8/ 1 22
,

约 占 72
.

1写 )
。

多于三倍体者少见 ( 14 l/ 22
,

约 1 1% )
。

2
.

6
.

2 染 色休结构崎变 对 4 例次 16 个核

型分析表明
,

染色体末端融合是最常见的细

胞遗传学改变
,

累及 s p t e r , 1 1 p t e r ,

16 p t e r ,

1 9 q t e r ,

Z o q t e : (图 4 )
。

染色体末端缺失也较

常见
,

累及 4 号
,

5 号
,

7 号
,

12 号
, 13 号

,

2 2

号
。

此外还发现异位
,

等臂染色体
,

双微体
。

2 .7 动物接种

用瘤细胞分 3 次接种 6 只裸 鼠
,

其中一

只 ( G T
1 5
)经 1 周后有瘤结出现

,

但长势慢
,

1

月后瘤结直径达 0
.

sc m
。

切 出常规病理切片

观察
,

见瘤细胞与机化肉芽组织相混
,

说明瘤

细胞能逐渐机化而消失
,

这可解释其余各裸

鼠不成瘤原因之一
。

3 讨 论

G c T 的组织发生学仍未清楚
,

目前较多

资料证明
,

瘤组织 内的多核 巨细胞与破骨细

胞相似
,

因而命名为骨 巨细胞瘤或破骨细胞

瘤
。

从我们多方面资料进一步证实这些多核

巨细胞不是真正的瘤细胞
,

因在组织培养中
,

多核巨细胞在 2 ~ 3 周后死亡或经几次传代

后消失
,

从未见有核分裂
,

这些培养的材料均

来自各级的 G C T
,

因此多核巨细胞是一终末

性细胞
。

真正的瘤细胞是基质细胞
,

对基质细

胞的发生学 皆有不同的意见
。

G o ldr in g 3[] 等

认为纤维母细胞样基质细胞是真正瘤细胞
,

因在原代培养 中巨噬细胞样 基质细胞可占

10 %一 40 %
,

经不断传代后逐渐减少至 5%

以下
,

而剩 下的瘤细胞具有 合成 I 型或 l 型

胶原蛋白的能力
,

这是纤维母细胞或间叶细

胞的特点
。

但 K o m iya 41[ 等则认为单核巨噬细

胞是基质细胞的主要来源
,

应用较敏感的单

核细胞抗原的抗体 (M C S
一

2
,

H
一

1 4) 是培养的

基质细胞 10 0%呈 阳性反应
1

,

且这些细胞具

有抗酒石酸性磷酸酶及有降钙素受体
,

与破

骨细胞相似
,

故认为基质细胞是多核巨细胞

的前身
。

我们的研究表明
,

基质细胞有两种
,

在组

织培养中形态较多为梭形细胞
,

与
.

未分化间

叶细胞或纤维母细胞相似
,

但亦有 多边形或

类圆形细胞
,

则与巨噬细胞相似
。

电镜下瘤细

胞也分为间叶性基质细胞及巨噬细胞样基质

细胞两类及其不同发育阶段
。

oK m iya 川培养

的细胞没有说明是经过 长期培养的
,

故很有

可能是短期培养的
,

因而巨噬细胞标记仍很

明显
。

我们两例经长期培养见基质细胞的巨

噬细胞抗原表达丧失
,

免疫组化上仅呈 V m

阳性反应
,

因此说明此时剩下的仅为间叶细



第 4期 刘子君
,

等
.

骨巨细胞瘤体外培养及其生物学特性的观察 2 6 3

胞样基质细胞
,

并以后逐渐老化而消失
,

未能

形成细胞株
,

因而考虑这两种基质细胞在肿

瘤组织 内是相互依存的
,

巨噬细胞样基质细

胞在一般体外培养难长期存活而间叶细胞样

基质细胞在没有巨噬细胞样基质细胞时也难

于继续生存
,

除非发生突变而转化为恶性细

胞 ( 一级 G C T )
。

冯传汉 [ 5〕等 1例培养 6 2 5d

最后也不能形成细胞株
,

l s hc ii[ 6] 等宣称培养

成功 2 例 G C T 细胞株 ( G l 及 G Z )
,

但动物接

种后瘤细胞产生骨质及软骨
,

这不符合 G C T

的特性
,

故不是本瘤的细胞株
。

由于本瘤动物

接种的致瘤性是十分低和弱的
,

形成瘤结最

后也被机化而消失
,

加之染色体组型及亚二

倍体多见
,

很少见三倍体或四倍体
,

这些说明

本瘤是良性或低度恶性的肿瘤
。

我们的免疫组化结果表明 7[]
,

基质细胞

对各种 巨噬细胞抗体反应呈多态性
,

因在同

一组织块切片中
,

仅部分基质细胞对每一种

巨噬细胞抗体呈阳性反应
。

这可能反映瘤细

胞不简发育的阶段
,

也可能说明瘤细胞是异

质性的群体
。

溶菌酶是成熟巨噬细胞抗原
,

在

l 级 G C T 阴性则说明瘤细胞是低分化而不

成熟的
。

M 71 8 在基质细胞及多核巨 细胞均

呈阳性反应
,

说明两者有此共同抗原
。

我们还

发现部分基质细胞对 S
一

1 00 反应阳性
,

在文

献中尚未见报道
,

说明这些细胞可能是特异

的巨噬细胞或是树突状网细胞
,

参与肿瘤的

免疫反应
,

其真正意 义 尚有待于进一步 研

究 [尽〕
。

破骨细胞样的多核巨细胞是如何参与及

形成本瘤的成分也不清楚
,

一些 资料提示基

质细胞分泌一些因子能吸引血中破骨细胞前

身的单核细胞进 入瘤组织 内
,

并促进其发育

及形成多核巨细胞川
。

目前已知维生素 D 。 ,

P G E
: ,

E G F
,

T G F
一 a , xL

一

l 及 T G F
一

p 都可促

进破骨细胞前身分化为多核的破骨细胞 10[ 〕 ,

故阐明 G C T 基质细胞分泌这些细胞 因子是

目前急需研究的课题
。

这可推测在 l 级 G C T

时恶变的基质细胞分化差
,

分泌的细胞素少
,

故多核 巨细胞少 见
,

与此相反 在 I 级 G C T

时则较多见
。

(本 文图见擂页 l)
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( eD p a r t m e n t o f P a t h o l o g y
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v e r s
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T h e a u t h o r s r e p o r t t h e r e s u l t s o f 1 0 y e a r s e x p e r i e n e e i n s t u d ie s o f t h e b i o l o g ie a l b e h a v i o r

a n d h i s t o g e n s i s o f g i a n t e e l l t u m o r o f b o n e ( G C T ) i n t i s s u e e u l t u r e s ,

h is t o e h e m i s t r y , im
-

m u n o h i s t o e h e m i s t r y , e l e e t r o n m ie r o s e o P y
, e y t o g e n e t i e s a n d im p l a n t a t i o n o f t u m o r t is s u e i n t o

n u d e m i e e
.

T h e r e s u l t s i l l u s t r a t e d t h a t t h e t u m o r e e l ls o f G C T e o n s i s t e d o f m e s e n e h y m a l
-

l ik e d s t r o m a l e e l l s a n d m a e r r o P h a g e 一 Ik i e s t r o m a l e e l l s
.

B o t h t y p e s o f e e l l s e o e x i s t i n t u m o r

t i s s u e a n d a r e m u t u a l l y d e p e n d e n t o n e a e h o t h e r
.

T h e m a e r o p h a g e
一

l ik e s t r o m a l e e l l h a v e

b e e n s h o w n t o b e a m i x t u r e o f s e v e r a l d i f f e r e n t s u b P o p u l a t i o n s w h i e h m a y e a r r y d i s s im i l a r

a n t i g e n s a s s h o w n b y im m u n o h is t o e h e m i s t r r y a n d e o u ld n o t s u r v i v e l o n g e r a f t e r e o n t i n u o u s

s u b e u l a t u r
.

T h e m e s e n e h y m a l s t r o m a l e e l l s b e e o m e g r a d u a l l y o b s o le s e e n t a n d n e e r o t i e a f t e r

t h e d is a p p e a r a n e e o f t h e m a e r o P h a g e
一

l ik e s t r o m a l e e l l s
.

T h a t m a y b e t h e e a u s e o f d if f ie u l t y i n

s e t t i n g
一 u P P e r m a n e n t G C T e e l l l i n e s 5 0 f a r

.

I t 15 s P e e u l a t e d t h a t e y t o k i n e s m a y b e s e e r e t e d

f r o m s t r o m a l e e l l s t o a t t r a e t t h e

舀
r e e u r s o r s o f m u l t i n u e l e a t e d g i a n t e e l l s f r o m t h e b l o o d t 。 t u

-

m o r t i s s u e a n d t h e r e e n h a n e e m u l t i n u e l e a t io n
.

K e y w o r d s g i a n t e e l l t u m o r o f b o n e ; t is s u e e u l t u r e im m u n o h i s t o e h e m is t r y ; e y t o g e n e t
-

I C
-

沼踌脚卜招砂 J ,卿
,气阳、 阵、 种气种氏钾 、 即、 即卜那踌碑沙洲气声氏尹沙护刃咐叻洲呀” 尹枯

,

呀
,气” ,挤妙洲气阵气阵、 种 ,乎妙挤妙挤妙侈妙挤沙乎妙乎妙挤 , 、 脚气那踌碑沙沪沙声 ,

简 讯

中国解剖学会
’

94 学术会议在西安召开

中国解剖学会第八届会员代表大会暨 1 9 9 4 年学术会议于 1 9 9 4 年 9 月 25 ~ 28 日在西安第四军医大学隆

重举行
。

到会代表来自全国 29 个省市
,

自治区各医学院校的解剖工作者及香港大学代表共 350 多人 (正式代

表 3 20 人
,

列席代表 30 多人 )
。

陕西省科协
、

第四军医大学各级领导应邀出席会议
.

第九届理事长中国科学院

院士薛社普教授讲话
,

并在退职前作学术报告
。

大会交流了经各省市初步筛选出来的优秀论文 2 34 篇
,

其中

20 5 篇作大会宣读交流
,

29 篇张贴展示
.

广东省被选论文宜读 11 篇
,

其中中山医科大学 6篇
。

为鼓励中青年学

者
,

提高学术水平
,

大会首次试行评选优秀论文报告奖 (高级职称者不参与评奖 )
。

共评出 20 篇优秀论文
。

中山

医科大学组胚教研室博士后薛庆善老师获优秀论文报告奖
。

大会选出第十届理事 57 人
,

常务理事 17 人
。

理事长徐群渊教授 (首都医大 )
,

副理事长黄流教授 (上海二

军医大 )
、

责长恩教授 (北京中医药大学 )
、

刘斌教授 (北医大 )兼秘书长
,

副秘书长于恩华副教授 (北医大 )
、

陈克

锉研究员 (中国医科院 )
,

并产生出 6 位杂志编委
,

4 位学术委员会专业组成员
。

广东省郭碗华教授 (中山医

大 )
,

姚志彬副教授 (中山医大 ), 王 国英教授 (第一军医大 )当选为第十届理事
,

大会选出薛社普
,

钟世镇二位教

授为名誉理事长
。

最后由徐理事长作闭幕词
,

总结大会圆满成功
。

(陈增保 )


