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人透明软骨抗 0 5一 7 32 细胞系浸润的研究

— 细胞培养及透射电镜观察

范 莹
井

刘子君

( 病理解剖学教研室

提 要 本文研究成骨肉瘤 0 5一 7 3 2细胞系浸润软骨的机理
,

指出经盐酸呱处理后 的软骨可被瘤细

胞所浸润
,

这些浸润细胞在电镜下见其有生长
、

代谢旺盛的特点
,

提示正常软骨 内含有抑制肿瘤细胞浸

润 的因子存在
。

关匆词 肿瘤浸润 微管及微粒 0 5一 7 3 2细胞系

透明软骨不易或几乎不被恶性 肿 瘤 所 侵

犯 〔 `〕 ,

目前发现透明软骨抗恶性肿瘤浸润似乎

与其所含的
,

能被盐酸孤 ( G u H C I ) 所抽提的

物质有关
。

但是
,

这些实验所用的软骨多为动

物透 明软骨
,

且在形态学上缺乏对 肿 瘤 细胞

内超微结构变化与肿 瘤浸 润 间关 系 研 究
。

B r a e k e 〔“ l
等的实验认为经 G u H c l 处理的透明

软骨其抗肿瘤浸润能力与正常透 明软骨并无不

同
。

鉴于此
,

本文应用组织— 细 胞 培 养 技

术
,

并在电镜下观察 0 5 一 73 2 人成骨肉瘤细胞

系与人关节透明软骨共培养的结果
。

材 朴 与 方 法

1
.

培养液 E n gl e ( 美国 D er t er 公司 )
、

2 6 4 0培养基 ( 日本 N i s s u i 药剂公 司 )
、

小 牛

血清
。

以上各液消毒灭菌后分别以40 %
、

40 % 和

20 %比例充分棍合均匀
,

加 1 %青
、

链霉素
,

j月 N a H C 0
3

调节 p H 值至 7
.

2一 7
.

4
。

2
.

细胞 0 5一 7 32 人成骨肉瘤细胞系北 京

积水潭医院建立 ; F B 取自引产胎儿肺组织成

纤维细胞
。

3
.

软骨 取材于本校附属医院及广 东 省

人民医院骨科手术截肢之正常透明软骨
。

4
。

其他试剂 0
.

25 %胰蛋白酶 ( D i fc 。 进

口分装 )
、

SM 盐酸孤 (上海试剂二厂 )
、

H a n k

氏液 ( 含 5 %青
、

链霉素 )
。

5
.

培养用器皿 不锈 钢 管 ( 长 1
.

2~ 1
.

5

。m
,

直径 0
.

s c m
,

内径 0
.

c3 m
,

其一端为锋利

切缘 , 不锈钢架 , 称量瓶 , 试管 , 离心管
。

6
.

细胞器官培养系统 将取材软骨 切 成

。
.

cI m厚的薄片
,

用 H a n k ,s 液冲洗
。

将软 骨

分为两部分
,

一部分立即与肿瘤细胞及成纤维

细胞共培养 ( 详见后 )
,

另一部分加入 10 倍体

积的 SM G u H C I
,

密封
,

放入 婆 ℃冰箱中抽提

3 6 ~ 48 小时
。

实验前取出
,

用培养液冲洗其表

面残留的 G u H C I
。

培养方法

用不锈钢管锋利切缘切割软骨
,

使软骨恰

好完全封闭不锈钢管开 口
,

放在不锈钢架上
,

然后一并放入称量瓶中
。

每个称量瓶中 4 ~ 6

个不锈钢管
。

用胰蛋白酶消化 0 5 一 7 3 2
、

F B 细胞 均 以

选 沐 1。“

个 /m l浓度
,

分别接种至含软骨的不锈

钢管中
,

密封称量瓶
,

将其放入 37 ℃ 培 养箱

中
。

隔天向不锈钢管中加入新鲜结养液
,

堵养

7 天
。

7
.

电镜标本制备 常规电镜标本 制 备
,

半薄切片定位
,

超薄切片
,

H 一 6 00 电镜观察
。

结 果

1
.

经 S M G u Hcl 抽提的透明软骨 其透

明软骨基质内胶原纤维的排列及结构
,

蛋白多

糖颗粒的分布均无改变
。

但软骨细胞核溶解呈

空泡状
,

胞浆均质化
。

2
.

与正常透明软骨共培养的细胞及软骨

( 1) 与正常透明软骨共培养的 BF BF 细
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胞在软骨表面排列 2 ~ 3层
。

细胞长棱形
,

胞

核小
,

染色质边集
,

胞浆内见较多游离核扩体

及少量粗面内浆网
。

未见细胞浸润入软骨
。

( 2) 与正常透明软骨共培养的 0 5一 73 2 细

胞 瘤细胞在软骨表面生长成 3 ~ 5 层
,

细胞

长梭形
,

核小
,

细长
,

胞浆内少数粗面内浆网

及游离核扩体
,

线粒体及高尔基复合体
,

偶见

微管
,

未见微丝 ( 图 1 ,

见封 2
,

下同 )
。

未

见肿瘤细胞浸润入软骨中
。

3
.

与经 SM G u H cl 抽提的透明软 . 共培

养的肿瘤细胞及软骨

( 1) 与经 SM G u H C I 抽提的透明软骨共

培养的F B细胞及软骨 BF 细胞在软骨表面排列
3 ~ 4 层

,

细胞形态与同正常透明软骨共培养

者无显著差异
。

未见细胞浸润入软骨 (图 2 )
。

( 2) 与经 SM G u H C I 抽提软骨共培 养的

0 5一 7 32 细胞及软骨 os
一7 32 细胞在软骨表面

排列 3 一 5 层
,

细胞体积大
、

圆形
、

椭圆形或

不规则形
,

核大而不规则
,

形成许多折叠
,

常

染色质丰富
,

核仁大而明显
,

亦见核小体
。

肿

瘤细胞胞浆内见大量游离核糖体
、

扩原颗粒
、

发育良好的粗面内浆网及高尔基复合体
。

与软

骨相邻处的肿瘤细胞胞浆中及肿瘤细胞伸入软

骨的胞浆突起处见大量线粒体
,

发育 良好
,

体

积较大
,

沿胞膜下单层排列
。

肿瘤细胞微管
、

微丝丰富
,

常排列在线粒体周围
。

尤其在细胞

膜下线粒体与细胞膜间的胞浆中及肿瘤细胞伸

入软骨的突起中
,

微管
、

微丝常大 量 聚集 成

束
,

并与该处细胞膜平行排列 ( 图 3 )
。

肿瘤

细胞向软骨伸出许多大小形态不 一 的胞 浆 突

起
,

呈垂直或斜向插入其内
,

并见部分甚至整

个肿瘤细胞浸润埋入软骨内
。

肿瘤浸润处的软骨基质
,

胶原 纤 维 被 破

坏
,

胶原纤维断裂或消失
,

蛋白多 扩 颗 粒 消

失
,

出现电子密度高的
、

大小不等形状不规则

的块状物质 ( 图 4 )
。

附表 两种细胞对软骨浸润性比较

讨 论

本文培养系统对软骨并不造成机械压力
,

细 胞 正常透明软骨 经 SM G u H C I 抽提软骨

F B 不能浸润 ( 5) 不能浸润 (6 )

0 5 一 73 2 不能浸润 ( 1 0) (1 )伸出胞突部分肿脚

细胞浸润入软骨 ( 4) 整

个肿瘤细胞浸润 入 软

骨 ( 5 )

注
:

括号内数字为例次

瘤细胞的生长也不受三维空间的限制
。

但与正

常透明软骨及经 G u H cl 抽提软骨共培养的肿

瘤细胞
,

其生长状态却有明显差异
,

提示在正

常透明软骨表面的 0 5一73 2 细胞生长及代谢状

态低下
。

与正常透明软骨对其影响有关
,

而与

经 G u H C I 抽提软骨共培养的肿瘤细胞生长活

跃并浸润入软骨中
,

是由于经 G u H CI 抽提后

透明软骨某些成分丢失
,

致对肿瘤细胞生长抑

制丧失
。

s r sb e e k 和 w h ea t l y 〔’ 」
首先报道了电镜下

在肿瘤浸润中有胶原纤维碎片出现
,

以后证实

许多肿瘤细胞中有胶原酶的活性
〔毛 ’ ,

在肿瘤浸

润蒂处胶原酶活性较肿瘤中心高
〔“ ’ 。

经提取
、

纯化的胶原酶分别具有降解 I
、

l
、

l
、

W型

胶原的作用
〔。 , 7 , ,

并可杀伤正常细胞
,

破坏细

胞间连接
,

从而造成组织结构的破坏
,

使肿瘤

细胞得以浸润
。

本文 0 5一 73 2细胞对经 G u H cl

抽提的透明软骨浸润中
,

破坏胶原纤维
、

浸润

入软骨的 0 5一 73 2 细胞胞浆内有大量粗面内浆

网
、

高尔基复合体等
,

因此推论
,

这些细胞有

分泌蛋白质的能力
。

结合在软骨交界处的胞浆

突起上有胞膜小凹出现
,

可能是肿瘤细胞分泌

蛋白质的表现
。

由子此处可见胶原纤维的破坏
,

故考虑其分泌物很可能是胶原 酶
。

K ue t tn er
〔 . ’

等发现人成骨肉瘤细胞中确有胶原酶活性
,

但

没提出是破坏透明软骨皿型胶原的原因
。

本实

验观察到胶原纤维的破坏应认为与 Os
一
73 2 细

胞分泌的胶原酶有关
。

与正常透明软骨共培养

的 0牛 732 细胞对照
,

后者产生分泌性蛋白质

的细胞器减少
,

软骨中胶原纤维也没有破坏
。



` 2 3`

肿瘤细胞的运动对浸润过程起重要作用
,

这与胞浆收缩性蛋白质— 微管
、

微丝有关
,

多见于肿瘤细胞浸润处的胞浆突起
,

或在体外

培养中肿病细胞伸出的伪足中
。

本文看到浸润

肿瘤细胞微管及微丝最早出现在胞浆突起处
。

浸润入软骨的深度越深
,

肿瘤细胞的微管
、

微

丝也越多
.

完全浸润埋入软骨中的肿瘤细胞中

可见大量微管及微丝
。

相反
,

与正常透明软骨

共培养的 0 5 一 7 32 细胞微管及微 丝 很 少 见
。

K u e t t n e r ` ’ 。 〕
等用 G u H C I 从牛透明软骨抽提

出一种物质
,

能影响肿瘤细胞的伸展及运动
,

但并未说明原因
。

我们认为可能是这些物质影

响肿姗细胞内的微管及微丝
,

从而使肿瘤细胞

失去运动的能力
。
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