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分离培养骨巨细胞瘤破骨样细胞的方法学研究 

赵宁侠 于世风 

囊要 本文通过组织块贴壁法、机械分离法和酶消化法对骨巨细胞瘤的破骨 

样细胞进行分离、培养。通过比较，结果显示：酶消化法提纯程度最高，收获量较多；机械分离法居中，但 

操作简单，对原位杂交、免疫组织化学和骨吸收功能检测具有一定的应用价值；组织块培养法需要时间 

长，各细胞成分混杂，对研究各细胞成分之间的关系，有一定帮助。 
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Abstract We cultured the osteoclast like cells(OLCI from giant cell tumour of bone in vitro by 

three methods．Comparison of the methods shows that isolation of the OLC by trypsin can obtain the 

purest and greatest amount of OLC．Mechanical isolation simple and useful for in situ hybridzation。 

ry and detection ot bone resorption．Explant culture requires long time and contains 

various cells from giant cell turnout，which is helpful in studying the relationship between these cells 
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30年代初，国外已有少量报道体外培养骨 

巨细胞瘤(giant cell tumor of bone，GCT)的研 

究。我国自1980年 也开始了体外培养 GCT 

的研究。这些方法大都将GCT中各细胞成分混 

合培养，或经反复传代后，只培养纤维型单核基 

质细胞(fibroblast—like stromal cell，FSTC)，不 

能对破骨样细胞(osteoclast—like cell，OLC)作 

仔细观察研究 本文比较了几种体外分离、培养 

OLC的方法，为研究OLC建立实验方法提供 

参考。 

1 材料和方法 

1．1 标本来源 

GCT培养标本共17例，主要由积水潭医院 

车课题受国亲自I}!；科学基金资助 

作者单位t100083 北京医科大学口腔医学院病理室 

骨肿瘤科提供，在培养前均做冰冻切片对手术 

新鲜GCT标本进行诊断核实。 

1．2 体外分离、培养 

取肿瘤灰红柔软的部位，在含青霉素(1000 

u／mJ)链霉素(100 u／m1)的Hanks液中，浸洗 

3遍。 

1．2．1 组织块贴壁法 

将取材的瘤组织，切成1 mm 大小的碎块。 

用吸管吸取小组织块，均匀铺贴于培养皿内。注 

入含1 5 FCS的 —MEM培养液，置3WC温箱2 

小时，待组织块与平皿底粘附后，再补加培养 

液，于5 CO：培养箱内371c培养。3天后换液 

1／Z。部分培养皿内加入l cm。的无菌盖玻片，使 

组织块贴附其上 以便观察研究。 

1．2．2 机械分离法 

将瘤组织切碎，加入少量培养液，将其悬 

浮，用吸管反复吹打，使其问细胞蝣离于培养液 
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内，静置30秒．将上层悬液吸出置培养瓶(含玻 

片)内培养。分别于30分钟、1、2、4、6、8、10、1 4、 

18和24IJ',时取出玻片．滴洗未贴壁的血细胞．每 

个时间点取j张玻片，在镜下观察．记数各类细 

胞，取平均值(取l例做时间图) 

1．2．3 酶消化分离法 

于剪碎的瘤组织中加入含0．25 胰酶 ED 

TA和2 mg／ml胶原酶的 a MEM (含1 5 

FCS)，混合30分钟，800g离心2分钟，取上层悬 

液，洗涤、种于培养瓶内。48小时后换液．并用 

PBS充分洗涤后，加入胰酶一EDTA消化液3分 

钟，吸出消化液，洗涤后再培养 原培养瓶内加 

入培养液．继续培养观察。 

1．3 OLC形态学观察 

1．3．1 常规组织切片观察。 

1．3．2 体外培养倒置相差显微镜观察。 

1．3．3 体外培养细胞HE、姬姆萨和瑞氏染色、 

观察。 

2 结果 

2．1 组织结构观察 

不同的GCT，其各细胞成分的比例不相 

同。但主要由两种形态的细胞组成：即多核巨细 

胞又称OLC和单核STC O】 C较大，含多个 

核，其数目在不同肿瘤组织中不同，一般在lo～ 

3O左右，多者可达上百个。单核 STC从形态上 

又可分为两种，一种呈棱形，似纤维母细胞，占 

单核细胞绝大多数，其生长分化程度与肿瘤的 

性质相关。另一类呈圆形，胞浆稍宽，似单棱巨 

噬细胞，该细胞较少。此外，GCT间质含量也各 

不相同，主要是一些纤维成分，其间散在一些毛 

细血管。大部分圆形单核细胞以及OLC分布于 

靠近毛细血管处。 

2．2 倒置相差显徽镜观察 

2 2．1 组织块贴壁法 

l6小时后，组织块周围有棱形或圆形的单 

核细胞游出。OLC游走较慢，3日后组织块周围 

形成一圈生长晕，主要可见3种形态的细胞 梭 

形单核细胞(FSTC)、圆形单核细胞即巨噬细胞 

型单棱基质细胞 (macrophage—like stromal 

cell，MSTC)和体积较大的OI c。其中FSTC生 

长迅速，占细胞成分绝大多数．OLC由FSTC 

围绕，在部分区域可见到MSTC密集成片。经 

传代后(<5代)0I C和MSTC逐渐消失，FSTC 

仍继续存活 

2．2．2 机械分离法 

于不同时间点取出玻片观察：OLC和 

MSTC贴壁较早(30分钟出现)，随着时间延长， 

其贴壁数逐渐增加，大约10小时左右其贴壁数 

开始减少．而FSTC逐渐增多。24小时后细胞基 

本不再贴壁，FSTC开始增殖分裂，并逐渐长满 

平皿 OI C数量未见增加，见图l。 

时间(小时) 

图1 不同时间 GCT中细胞贴壁数变化 

2．2．3 酶消化分离法 

细胞悬液生长48小时后，可见各类细胞均 

已贴壁伸展。经酶消化后，大部分 FSTC脱落 

(95 以上)，而OLC和部分 MSTC仍贴于平 

皿。将消化液内FSTC继续培养，可形成传代的 

FSTC系，OLC继续培养未见增殖。随时问延 

长，OLC有些结构模糊．胞浆内出现颗粒样物， 

逐渐死亡，似程序性死亡即凋亡，也有些脱落， 

浮于培养液内死亡。最长可存活20天左右 

2 2 4 OLC的HE、瑞氏和姬姆萨染色观察 

OLC形态与OC极为相似体积大，核较多， 
一

般在10～30个，有时可多达上百个。OLC胞 

浆内常有空泡样结构，有时呈泡沫样．胞浆周边 

有突起，并有活跃的伪足样运动，使OLC形态 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中国骨菔疏橙杂志 1999年2月第5卷第i期 

各异，如圆形、月牙形、扇形和其他不规则形态。 

3 讨论 

本文通过体外培养 GCT，观察到只有 

FSTC可反复传代，而OLC及MSTC无增殖能 

力。该结果支持了以往的观点，即 FSTC是 

GCT中的肿瘤成分，而OLC与 MsTc是非肿 

瘤性细胞口 ]。组织学观察到OLc和MSTC大 

多围绕血管周围，也提示 MsTC和OLC可能 

是由于肿瘤组织中分泌的某种趋化剂，使两者 

经循环系统进入瘤组织，说明MsTc和 OLC 

是反应性细胞，是非肿瘤成分 

国内、外许多资料表明GCT中主要分三类 

细胞，一类是肿瘤的实质成分即FSTC，另外两 

类与肿瘤免疫机制相关，即OLC及MSTC。关 

于OLC及MSTC的来源及性质文献中尚有争 

议。多数报道认为 lB]，MSTC在形态和超微结 

构上与OLC部分相似，经传代培养皆不能长期 

存活，两者都具有一些巨噬细胞的特点，如耐胰 

蛋白酶作用、NSE阳性和能与抗巨噬细胞的单 

克隆抗体结合等，说明OLC与MSTC可能来 

源于同一种细胞系，并且MSTC可能是OLC 

的前体细胞。本研究观察到的OLC与MSTC 

的胞浆宽，都无增殖能力，耐胰酶以及围绕血管 

周围分布等相似特点与文献报道的一致。 

GCT中含有大量的OLC，一些研究表明 

OLC具有破骨细胞的特点，如具有降钙素受 

体，抗酒石酸酸性磷酸酶阳性，体外骨吸收功能 

以及具有皱褶缘结构等。本研究观察到其形态 

与破骨细胞的许多相似之处，如多核、多空泡、 

多伪足、多形态等 因而．对研究GCT病理特点 

和破骨细胞生物学将有明显的意义。 

本文通过比较三种分离培养OLC的方法 

表明：①酶消化法提纯程度较高，收集量较多。 

②机械分离法纯化程度居中，时间长短不便掌 

握 由于操作简单，对一些要求纯化程度不高的 

研究如原位杂交、免疫组化和骨吸收功能检测 

等，也同样具有一定的应用价值。③组织块培养 

法需要时间长，各细胞成分混杂，对研究各细胞 

成分之间的关系，以及三者分化发育过程，有一 

定帮助 
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