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改良组织块混合酶消化法成骨样细胞培养

李靖‘ 黄鲁豫‘ 王全平‘ 吕荣‘ 白建萍‘ 倪国华

第四军医大学西京医院全军骨科研究所
,

陕西 西安 解放军 医院骨科

【摘要 】 目的 应用组织块与混合酶消化联合使用进行大鼠颅骨成骨细胞体外培养
。

方法 取新

生 一 的 大鼠颅骨剪碎依次用不同浓度的胰蛋白酶和 型胶原酶混合分 次对颅骨进行消化
。

纯化
、

接种后进行原代和传代培养并对细胞进行鉴定
。

结果 原代培养的细胞 染色阳性区域可以

达 以上
,

传代培养后细胞阳性率为
。

左右有钙结节形成
。

电镜观察示细胞表面有微绒

毛
,

粗面内质网丰富
。

原代培养细胞 州 免疫组化呈弱阳性表达
,

传代培养后细胞 表达逐渐增

强
,

以第 代左右细胞表达强度最高
。

结论 改良组织块混合酶消化法成骨细胞培养具有细胞成分单

一
、

表型稳定的特点
。

可为成骨细胞的代谢和生理的体外研究提供高纯度的细胞
。
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体外培养成骨细胞的方法对于研究生物因子
、

理化因素等对骨代谢的影响有着重要的意义
。

随着

基因克隆技术的发展
,

为了探讨各种基因在成骨细

胞中的表达以及外源性基因对成骨细胞的影响
,

建

立纯化的成骨细胞成为研究的必要条件
。

组织工程

在医学各个领域的迅速开展
,

骨组织工程中大量纯

化的成骨细胞的需求也对成骨细胞体外培养提出新

的要求
。

目前采用的胰蛋白酶
一

胶原酶分段消化法有

一定的局限性
,

主要表现为细胞纯度不高和对细胞

本身活性的影响〔‘
,

“〕。 因此
,

我们在以往培养方法的

基础上建立一种新的组织块与混合酶消化法以进行

成骨细胞的体外培养
。

材料与方法

实验材料 新生牛血清
,

特级
,

杭州四季青

公司
,

玉 公司
,

胰蛋 白酶 公

司
,

型胶原酶 公司
,

单克隆抗体由

第四军医大学口腔医学院惠赠
,

试剂盒购自博

士德公司
,

新生 大鼠 二级 由第四军医大学实验

动物中心提供
。

方法

细胞培养 新生 一 的 〕大鼠 只
,

酒精浸泡 处死
。

仔细切取颅盖骨移人无
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菌平皿
,

加人
一

液 反复冲洗并且仔细剪

除颅盖骨附着的软组织以及顶结节
。

将颅盖骨移人

安瓶瓶内剪碎到 大小块状物

后
,

加人
一

液混匀移人离心管中 倾倒出

液后
,

将胰蛋白酶与 型胶原酶 两者浓度均

为 体积比例加人离心管中
,

℃静置
。

去除消化液
,

加人
一

液
,

转

离心洗涤 一
。

去除 液后
,

再将

胰蛋白酶与胶原酶以 体积比例加人离心管中
,

继续 ℃静置消化
。

去除消化液后
,

加人

液离心洗涤 一
。

再加人胶原酶终浓度

为
,

℃静置
。

去除胶原酶消化液加

人
一

洗涤
。

加入 川 细

胞培养液的配制 取 袋 装
、

碳酸氢

钠
、 一

谷氨酞胺 维生素 混合

后加去离子水至容积为
。

磁力搅拌机搅拌

后用双层 拌 滤膜过滤消毒
。

过滤后加人新

生牛血清使培养液终浓度为 巧 共 吹打混匀

后分装人 培养瓶
。

细胞纯化 将装人培养瓶的培养物于 ℃

静置 后轻轻倾立培养瓶
,

将培养瓶底部培养液

包括骨粒 用移液管移人另一培养瓶
,

如此重复

次
。

℃
、

条件下培养
。

胰蛋白酶消

化传代
。

原代培养后传代过程中继续以上法纯化

次
。

原代于第 换液 次
,

以后每 换液 次
。

细胞生长特性的观察 从原代培养开始
,

在

倒置显微镜下观察细胞生长状况和生物形态学的变

化
。

细胞 染色和碱性磷酸酶 染色 将

盖玻片铺于培养皿底部
,

第
、 、 、

代细胞传代后

后取出盖玻片用 ℃冷丙酮固定
。

对盖

玻片上的细胞分别进行钙钻法 染色和 染

色
。

细胞的钙结节染色 原代持续培养的细胞

出现结节后用 漂洗 次
,

甲醛固定后进行

茜素红染色
。

细胞的免疫组化染色 法 生长于盖

玻片上的细胞用 ℃冷丙酮固定 的甲

醇双氧水处理 ℃条件下正常羊血清封闭

加人 单克隆抗体
,

℃作用 加人

生物素化二抗
,

℃作用 加人 复合物

于 ℃作用 上述各步之间均以 振洗
。

】〕 显色 一 苏木精衬染
,

脱水
,

透明
,

封片
。

细胞的透射电镜观察 消化收集第 代细

胞 又 一 个
,

℃的 洗涤 次
,

转 离

心 巧
,

弃上清液后细胞团块用 戊二醛固定
,

再用 四氧化饿固定
,

经梯度丙酮脱水
,

环

氧树脂浸透包埋
,

超薄切片后醋酸双氧铀和构椽酸

铅双重染色
,

透射电子显微镜观察
。

结果

培养细胞贴壁生长 后细胞开始增大
、

变形
,

外观逐渐变为圆形
、

梭形和鳞片状
。

细胞数 目逐渐

增多
,

细胞生长活跃
,

时细胞开始汇合成单层
,

生

长逐渐缓慢
。

左右大部分组织块内的细胞游出

图
。

细胞汇合后呈多层重叠现象
,

重叠细胞多变

为矮柱状或方形
,

约 左右出现细胞结节
。

细胞

结节的茜素红染色形成红色散在颗粒状物质
,

表明

有钙结节形成
。

细胞 染色结果显示细胞胞质内有黑色颗粒

状物质
,

有少量分散在细胞周围
。

原代细胞染色阳

性区域约达 以上
,

随着传代次数的增加
,

染

色的阳性率逐渐增加
,

到第 代细胞时阳性率已经

达到
。

此时细胞 染色形态大多为散状
,

立

方体 图
。

超微结构观察细胞多为不规则圆形或

椭圆形
,

细胞表面有微绒毛
,

细胞周围有少量胶原纤

维
。

细胞粗面内质网发达
,

核多不规则位于细胞周

边
,

有 一 个核仁
,

核内以常染色质居多 图
, 。

原代
〕

染色弱阳性
,

随传代次数的增加表达强度

逐渐增强
,

以第 代左右为阳性表达程度最高
。

讨论

颅盖骨体外成骨样细胞培养有组织块法以及胰

蛋白酶与胶原酶分段消化法〔〕
。

组织块法特点是培

养细胞纯度较高
,

但细胞游出比较缓慢而且数量少

酶消化法优点是能够得到较多的细胞
,

但纯度低是

其缺点
。

如何在提高细胞培养纯度同时增加培养细

胞数量是目前成骨细胞培养需要解决的问题
。

本实验采用组织块与混合酶消化方法联合使用

获取大量高纯度成骨细胞
。

我们在培养过程有以下

体会 取材时剔除骨缝结缔组织及顶部透明软骨

结节
,

减少可能带来的成纤维细胞和软骨细胞的污

染闭
。

胰蛋白酶消化能力强但容易对细胞产生

损害作用 型胶原酶对颅骨细胞外基质有很好的

消化作用但消化力弱
。

因此我们在第
、

次消化的

过程中采用低胰蛋白酶浓度逐渐降低的方法辅助以

胶原酶的消化
,

这样在提高消化效率的同时降低了
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对细胞的伤害性
。

在分次消化过程中第 次消化后

的细胞成分比较单一
,

因此只需要用胶原酶进行消

化
。

根据成纤维细胞较成骨样细胞容易贴壁的

特点〔〕
,

我们对细胞进行反复贴壁
,

去除了一部分混

杂于消化液中的成纤维细胞
,

提高了成骨样细胞纯

度
。

由于早期组织块贴壁不够稳定因此将初次

换液的时间推迟到培养后
,

为使细胞能够在这段

时间内获取足够的营养将培养液血清浓度提高为

巧
。

组织块大小合适
。

组织块过大导致细胞

无法全部游出
,

中央细胞坏死和贴附不够稳定
,

较为

合适的组织块约为
。

对培养细胞进行表型鉴定发现 细胞钙结节染

色阳性 细胞微绒毛丰富
,

粗面内质网发达
,

细胞核

不规则
,

细胞核内常染色质为主
,

核仁明显
,

并且可

以合成分泌胶原 培养细胞 州 呈阳性表达
,

第

代左右阳性表达强度最高 随传代次数增加
,

细胞

染色阳性区域增加
,

第 代细胞 上 染色阳性

区域已经达到
。

以上结果提示随着传代数的

增加细胞成骨样表型逐渐稳定闹
。

此外
,

我们培养

的成骨样细胞传 代左右可保持较好的生长状况
。

因此该方法所培养的成骨样细胞具有细胞成分单

一
,

表型稳定的特点
。

图 一 见插页
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例腰椎间盘突出的 及 观察

李明 胡怡 孙彬
中国中医研究院望京医院

,

北京

对我院 例腰椎间盘突出症患者进行了体感诱发电位

针极肌电图 的检测
。

以探讨该二项检查在临床

诊断中的意义
。

资料和方法

例患者中男 例
,

女 例 年龄在 一 岁 病程

个月一 年
。

受试者均经
、 ,

检查确诊为腰椎间盘突

出
。

采用美国 卫 肌电图 诱发电位仪
,

进行胫后神经
、

的测试
。

测定采用常规的检测方法
,

刺激电

极置于患侧内躁部
,

记录电极放置于臀纹中点
、

棘突及皮

层 颅中央
,

参考电极置 队 前额
,

刺激强度 一

,

叠加 次
,

重复 次以上
,

以姆趾轻微抽动为准
。

主要

观察 电位潜伏期
、

波型
。

检测用同心圆针电极垂直

插人肌肉
,

收集运动单位信号
,

对每块肌肉均进行插人电位
、

松弛
、

小力收缩
、

大力收缩状态的观察与记录
。

主要观察小力

收缩时 一 个运动单位的平均时限及波幅百分比
。

结果
〕
检测异常者 例占

,

表现为 潜伏期延长
,

波型异常或消失
。

收集腰髓的 共检测 块

肌肉包括患侧股四头肌
、

胫前肌
、

排肠肌
、

结果显示相应节段

的肌肉呈神经原性损害 城
, ,

妈段
、

玩
,

昆
,

根性损害
,

与临

床提供的
、

〔汀
、

线片的诊断符合率
,

定位准确率
。

讨论

我们认为 检测是一种相对精确的检测方法
,

用于

腰椎间盘突出的诊断是必要的
,

其 ①与 汀
、

结合
,

进一

步提高诊断水平 ②即可弥补影像学检查的不足
,

又可了解受

累神经根的机能状态
、

损害程度
,

为临床选择性治疗 手法
、

手

术 提供参考 ③定位准确率高
,

可为临床手术提供帮助 ④对

神经根受损以外的疾病的鉴别诊断也有一定参考价值
。

另外
,

例腰椎间盘突出症下肢 检测结果则与临

床诊断不完全一致
,

它的阳性率明显低于
,

节段定位也

有一定限度
,

虽然也可以用于腰椎间盘突出的检测
,

但结果仅

能作为参考
。
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