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大鼠骨肉瘤细胞吸收骨质实验

模型的建立与应用初探

徐栋梁
.

丘拒世 刘子君

病理学教研室

提 要 采用液体闪烁计数
、

光镜
、

电镜等技术
,

分别研究骨肉瘤细胞
一
骨培养体系中的骨代谢和形

态变化
,

建立了骨肉瘤细胞吸收骨质的体外实验模型
,

应用该模 型 证 实了 高浓度的经 乙 二磷酸 ( 尸 <

0
.

0 1 )
、

小鼠表皮生长因子 ( P < 。
.

0 5 ) 及骨肉瘤细胞培养基上清液 ( P < 0
.

0 5 ) 能促 进 骨质吸收
;
而

低浓度经乙二磷酸可保护骨质 ( 尸< 0
.

0 5 )
。

上述各组实验中
,

未见破骨细胞的增生性变化
,

但见骨肉

瘤细胞的形态学变化
,

故认为骨肉瘤细胞可直接破坏骨质
。

关匆词 骨肿瘤 ; 组织培养 ; 闪烁计数 ; 骨质吸收体外模型
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骨原发肿瘤及转移瘤都必须先破坏骨质才

能立足于骨内并进一步增生和扩展
,

但肿瘤破

坏骨质的机制目前还不十分清楚
。

主要有两种

看法
:

①间接作用
:

认为肿瘤细胞可通过激活

破骨细胞而间接发挥其破坏骨的作用
〔` ’ ; ②直

接作用
:

认为肿瘤细胞可直接引起骨质吸收不

依赖破骨细胞的活动
〔 2
” ’ 。

为此
,

作者将预 先

用 “ C a Z 十

标记的鼠颅盖骨与成株的大鼠骨肉瘤

细胞一起培养
,

观察该培养体系内生物化学和

形态学的动态变化及其影响因素
,

建立肿瘤细

胞破坏骨质的体外实验模型
,

应用于探索破骨

机制的研究
、。

现将实验结果报告如下
。

材 料 与 方 法

材 料

1
.

细 胞株 w is at r 大 鼠骨肉瘤细胞株
,

由山西省太原核辐射防治研究院提供
。

2
.

动 物 昆明种小白鼠及 w i s t ar 大白

鼠
,

由本校实验动物研究中心提供
。

3
.

培养基 R p M I
_

1 6 4 0 培养基及 E a g l e
基

础培养基
,

均为美国 G BI C O 出品
。

4
. ` “ e a , 十一 c a c l

Z

北 京 原 子 能研究所出

朴 硕士研究生
,

现在附属第一医院中心实验 室

品
。

5
.

小 鼠表皮生 长 因 子 ( m E G F ) 美国

S I G M A 出品
。

6
.

羚 乙二磷酸 ( E H D P ) 商品名 为 D idr -

o n e l ,

加 拿大 N O r w i c h E a t o n p h a r m a C e u t i c a l s

I n c
.

出品
,

主要成分为 1 一H y d r o X y e t h y l i d e n e -

1 , 1 一b iSP h o SP h o n i e a e i d
,

简 写 为 H E B P
,

常称为 E H D P
。

7
.

其 他 2 , 5一二苯基嗯哇 ( 简称 P P O )

和 1 , 4一双
一 〔2, 一 ( 5,

一苯 基嘻哇基 ) 〕 苯 (简

称 P O P O P )
,

均为美国 S I G M A 产品
,

与二甲

苯
、

乙醇等按比例配成闪烁液
。

方 法

1
. ` ,

e a , ` 一 c a e l Z

标记骨的制备 选择活泼

健康的新生小白鼠腹腔注射 2 件ic
` S

C a ’ +

￡ a 1C
2

溶液
,

72 小 时后处死
;
或选择怀孕第 18 天的

大白鼠皮下注射 7 5 林C i
` S

C a Z + 一 c a C 1
2

溶液
, 2 4小

时后剖腹并从子宫取出胚胎鼠
。

无菌条件下取

出新生小鼠或胚胎大鼠完整的 颅 盖 骨
,

aH
n k

液中仔细分离颅盖骨两面的骨膜及结缔组织
,

沿矢状缝剪开颅盖骨
,

随机取其左或右侧骨作

为实验组
,

另侧作为对照组
。

2
.

骨肉瘤细胞一颅盖骨 培 养体 系 ①将

不锈钢 网剪成条
,

弯成
“ }

—
}” 形架

,

洗净置
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2 4孔塑料培养板中一起用 7 5 % 乙醇消毒备用
。

②将实验组和对照组颅盖骨分别置相应各孔的

不锈钢网架上
,

使骨凹面向上
。

③加入一定量

培养液使骨片刚被其液面覆盖
,

培 养 24 小 时

后弃去全部培养液再换一定量新鲜培养液与骨

片凸面接触
,

但又不致浸泡整个骨片
。

④分组

进行实验
,

第 1部分
:
实验组骨与约 1 0 0 0 0 个

骨肉瘤细胞共培养
,

对照组骨加等量同种培养

液
。

均滴在骨凹面上
。

于第 3
、

6
、

9
、

12 天

取培养液作液体闪烁计数检查
` S C a , 干

的脉 冲

数
,

并分别取出部分颅骨片
,

按常规作切片及

超薄切片
,

但不进行脱钙
,

然后在光镜和电镜

下观察
。

第 2 部分
:

实验组与对照组骨均分别

加 1 0 0 00 个 骨 肉瘤细胞
。

实验组骨中分别加

入高浓度
、

低浓度 E H D P 溶液
、

m E G F
、

骨肉

瘤细胞培养上清液
,

对照组加等量培养液
。

第

3 天均补充新鲜培养液
,

第 5 天检测培养液中
` S

C a , +

的脉冲数及骨肉瘤细胞和骨片的形态学

变化
。

结 果

液体闪烁计数

1
.

骨肉瘤细胞破坏大
、

小鼠颅盖骨 实验

取一定量培养液做液体闪烁计数
` ,

ca
, 十

脉冲数

检测
,

其结果如表 1
。

该表中的数据为脉冲数

交士 S 天,

后次比前次减少的例数为取出做 光镜

或 电镜检查的骨片数
。

统计学方法应用 t 检验

法
。

2
.

几种 因素对大 鼠骨肉瘤细 胞破坏 大 鼠

骨质的影响作用 检验方法同 1 ,

其结果见表

2
。

表 1 骨 质 吸 收 过 程 中 钙 释 放 情 况

骨源 测定时间 实验组脉冲数 ( n )

第 3天

第 6 天

第 9天

第 12 天

1 0 9 9
。

9 士 2 2 7
。

2 ( 4 5 )

9 18
.

1 士 1 3 2
.

7 ( 4 0 )

7 9 0
.

8 士 1 2 5
。

1 ( 3 6 )

6 2 2
.

2 士 1 1 6
.

8 ( 3 2 )

对照组脉冲数 ( n )

1 0 2 6
.

9 士 2 5 0
。

0 ( 4 5

6 8 7
.

1 士 1 2 2
.

6 ( 4 0

5 0 7
。

0 士 1 0 2
.

9 ( 3 6

通8 3
.

7 士 1 2 8
.

C( 3 2

尸

) > 0
.

0 5

) < 0
.

0 5

) < 0
.

0 5

) > 0
。

0 5

生小新鼠

ù匕一台片口ùb八Un“n
甘n.n甘八Uùn.八U卜少咬咬第 3天

第 6 天

第 9 天

第 12 天

2 1 2 8
.

7 士 2 4 5
.

厂( 1 2 )

1 2 9 7
.

4 士 1 87
。

7 ( 1 0 )

9 6 3
。

5 士 2 1 2
.

3 ( 8 )

6 9 1
.

7 士 1 8 7
.

3 ( 6 )

1 9 2 5
。

3 士 2 1 5
。

3 ( 1 1 )

1 0 6 0
.

8 士 1 6 1
.

4 ( 1 0 )

7 0 7
.

2 土 2 0 5
。

4 ( 8 )

6 16
.

4 士 2 7 0
.

3 ( 6 )

胚胎大鼠

表 2 儿 种 因 素 对 钙 释 放 的 影 响

影响因素

高浓度〔 H D P

低浓度E H D P

m E G F

骨肉瘤细胞
培养上清液

实验组脉冲数 ( n )

4 0 3 2
。

2 士 1 5 7
。

9 ( 6 )

3 1 7 4
.

6 士 2 8 9
。

3 ( 6 )

2 6 7 2
.

1 士 1 2 1
。

5 ( 6 )

3 6 4 0
.

7 士 1 2 6
。

2 ( 6 )

对照 组脉冲数 ( n )

2 2 6 3
.

8 士 2 1 7
.

2 ( 6 )

3 6 9 8
。

0 士 3 1 1
。

6 ( 6 )

尸

< 0
。

0 0 1

2 2 6 1
.

吐土 1 1 4
.

6 ( 6 )

< 0
。

0 5

< 0
。

0 5

3 3 10 士 1 1 7
。

3 ( 6 ) < 0
。

0 5

光学显微镜检查

1
.

培养过程时骨质的影响 经过培 养 液

的体外培养后
,

颅盖骨在组织学上与未经培养

过的颅盖骨相比较
,

骨钙密度略下降
,

其他变

化较小
。

2
.

骨 肉瘤细胞破坏骨质的 动态 观 察 在

体外培养过程 中
,

骨肉瘤细胞破坏大小鼠颅盖

的形态学改变是相似的
。

颅盖骨与骨肉瘤细胞
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共培养第 3 夭
,

可见骨肉瘤细胞呈 1 一 3 层粘

附于颅骨
,

但骨的完整性及钙盐密度的改变尚

不明显
。

第 6 天
,

可见骨片变薄
,

骨钙密度下

降
,

甚至可见瘤细胞 附着处的骨而呈锯齿状骨

质缺损
。

第 9 天
,

可见骨片继续变薄
,

钙盐密 度

和骨有机基质密度均下降
,

肉瘤细胞粘附处呈

局限性骨质缺损 (图 1 )
,

甚至穿孔
。

第 12 天
,

骨片严重破坏
,

被瘤细胞吸收而呈多孔状
,

孔

径增大
,

部分区域只残存不完整的胶原纤维束
,

甚至全部由骨肉瘤细胞取代
。

骨质吸收的整个

过程中
,

各实验组骨均未见破骨细胞的增生及

功能活跃的表现
。

3
.

骨肉瘤细 胞培养液上清液的 影 响 培

养第 5 天
,

骨密度普遍下降
,

瘤细胞粘附处骨

片变薄
,

可见呈凹陷状或锯齿状缺损
,

对照组

病变轻
。

均未出现破骨细胞数量和形态学上的

改变
。

4
.

m E G F 的影响 骨肉瘤细胞生长活跃
,

细胞层次多
,

可达 5 ~ 6 层
,

骨钙和胶原明显

减少
,

可见锯齿状骨缺损
,

未见破骨细胞增生
。

5
.

E H D P 的影响 ① 在 高 浓 度 E H D P

作用下
,

肿瘤细胞生 长极差
,

但骨 钙 严 重 减

少
,

骨片完整性尚存
,

未见缺损性改变
。

②在

低浓度 E H D P 作 用 下
,

肿瘤细胞生长较差
,

层次少
,

多为单层
,

单个独立粘附于 骨 片 表

面
,

骨片钙盐及完整性无明显变化
。

电镜观察

颅盖骨与骨肉瘤细胞共培养第 9 天取骨作

电镜观察
,

发现骨肉瘤细胞内细胞器丰富
,

多

种形状的胞浆突起伸向骨表面及骨内部
,

细胞

核移向较粗大的细胞突起根部
,

突起周围骨结

构破坏
,

钙密度下降甚至消失
,

骨胶原纤维碎

裂
,

最后溶解消失
。

越接近骨肉瘤细胞
,

骨钙

和骨胶原的破坏越严重
。

单个或成群的瘤细胞

侵入骨内部
,

呈
“ 虫蚀样

”
骨质缺损

,

部分瘤

细胞伸出突起包裹裂解后的骨屑
,

有些部位肉

瘤细胞内有吞噬泡样结构 ( 图 2 )
。

讨 论

按照恶性肿瘤通过激活破骨细胞间接地吸
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收骨质的说法
,

肿瘤细胞可释放激活破骨细胞

的物质如破骨细胞活化 因子 ( 。 A F )
、

前列腺

素
、

甲状旁腺索等
〔” ,

因而出现破骨细胞增生

及功能活跃
。

但在本实验中
,

均未见破骨细胞的

增生及参与
,

成骨谱系细胞亦未活跃生长
,

只

有骨肉瘤细胞生长活跃
,

同时浸润吸收大量骨

质
,

释放大量钙离子
。

故我们认识到在体外培

养条件下骨肉瘤细胞可直接破坏骨质
,

而支持

肿瘤细胞可直接吸收骨质的观 点
。

电 镜 观 察

下
,

还发现骨肉瘤细胞浆突起伸入骨质进而呈

围堤状包裹骨碎片
,

细胞胞浆内亦可见细胞膜

包裹的骨碎片的结构
,

是否 骨肉瘤细胞能像巨

噬细胞吞噬异物那样
,

通过吞噬骨组织而达到

吸收破坏骨质的作用
,

尚待研究
。

本实验中
,

还可观察到骨肉瘤细胞破坏骨

内部和骨表面的结缔组织
,

特别是胶原纤维
。

进入骨内部的骨肉瘤细胞其周围的胶原常裂解

成碎片
,

最后均溶解消失
。

愈靠近瘤细胞
,

尤

其是胞浆突起周围
,

胶原破坏愈严重
。

实验中

增加肉瘤细胞培养上清液后促进骨 质 吸 收 作

用
,

胶原的溶解显著增多
,

说明肉瘤细胞可能

释放一些分解胶原的物质
,

如胶原酶等
。

有人

也报道肿瘤浸润过程中电镜下可见瘤细胞周围

出现 I 型胶 原碎片
〔` 〕 ,

许多肿瘤细胞中有胶原

酶活性
, 〔 s ’

从肿瘤细胞提取纯化的胶原酶具有

降解胶原的能力
。

所 以
,

我们认为骨肉瘤细胞

可能像破骨细胞一样释放诸如胶原酶
、

溶酶体

酶或其他蛋白溶解酶
,

破坏骨的有机与无机基

质
,

逐步在骨内形成浸润灶
。

G a l a s k o 等人
【” ,
发现 E H D p 等焦磷酸类似

物能抑制肿瘤组织块条件培养基中的骨的钙盐

溶解活性
。

uJ n g等
〔 e’
将 E H D P 注入新生小鼠

皮下
,

然后取其颅盖骨与肿瘤组织块条件培养

基内培养
,

亦发现其骨质吸收被抑制
。

M ll e h 认 为 E HD P 可 被 骨 质转换活跃处

的破骨细胞摄取
,

通过抑制破骨细胞的活性而

抑制骨质吸收作用
〔 , , 。

但在本实验中
,

未见到

破骨细胞参与骨质破坏活动
,

只见骨肉瘤细胞

的生长明显受到抑制
,

如胞浆 突 起 减 少
。

所

以
,

我们推测这时的骨质吸收的抑制现象可能
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与 E H D P 抑制骨肉瘤细胞的活性而降低 其 破

坏骨质的能力
,

达到保护骨的作用
。

但是
,

一

长期大量使用 E H D P 可使人体硬组

织去矿化
,

甚至可引起骨 折
,

还 可 抑 制 骨 和

软骨的矿化
。

本实验使用高浓度 的 E H D P 时
,

虽然骨肉瘤的生长严重抑制
,

但显著地促进了

钙盐的溶解析出
,

使骨质变疏 松
。

这 可 能 与

E H D P 的 理 化活性有关
〔 “ ’ ,

其机制有待进一

步探索
。

R a i s z
等

〔日’
报道了 m E G F 能 直 接促进培

养中的胚胎大鼠长骨干的骨质吸收
,

并显示该

体系中胶原合成减少
,

有人还 发 现 m E G F 引

起培养中的新生小鼠颅骨的钙释放增加
,

并认

为这是其促进骨质吸收所 致
【̀ 。 , 。

在 m E G F 促

进骨质吸收的过程中 O A F 没 有 增加
,

经病理

形态学检查后认为可能是 m E G F 直 接 刺激破

骨细胞前体细胞的增殖
`“ ’ 。

但本实验 未 见 破

骨细胞及其前体细胞增殖
,

只见骨肉瘤细胞大

量增殖
。

这种情况下出现的骨质吸收似乎与破

骨细胞 的关系不密切
,

但是由 m E G F 的 直 接

作用
,

还 是 m E G F 刺 激了肉瘤细胞的作用
,

或者是两者共 同的作用
,

尚待进一步研究
。

通过对骨与骨肉瘤细胞共培养体系的动态

观察
,

结合其钙代谢变化与形态学改变
,

取犯

了一系列重复性较好的数据及病理学图像
,

并

通过一些影响该培养体系代谢的因素对该体系

进行验证研究
,

建立了骨肉瘤细胞吸收骨质的

体外实验模型
,

通过初步应用
,

作者认为具有

可控性好
,

检测方便
,

应用广泛等特点
。

( 本文图见插 页 2 )
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