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　　提　要　目的: 筛选胎兔颅骨细胞原代培养中的细胞克隆 ,建立成骨细胞株。方法: 从胎兔颅骨组织中分

离培养颅骨细胞 ,在此基础上 ,运用有限稀释法行克隆传代筛选 ,建立成骨细胞株 ,并用酶组化、免疫组化及

染色体染色等方法予以鉴定。 结果: 原代培养的颅骨细胞来源复杂 ,形态多样 ;克隆传代筛选的细胞株 ,细胞

形态单一 ,碱性磷酸酶组化染色呈强阳性 ,骨形态发生蛋白免疫组化染色呈强阳性 ,钙红染色显示具有成骨

能力 ;染色体数目形态保持相对稳定。结论:利用有限稀释和克隆传代培养筛选建立的兔成骨细胞株 ,生物学

性状均一 ,遗传学性状稳定。
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　　成骨细胞培养技术 ,是研究骨生长代谢和成骨机

理的重要手段。 自 1964年 Peck
[ 1]首次将胎鼠骨组织

所含成骨细胞用于体外培养并获成功后 ,成骨细胞原

代培养方法不断提高和完善 ,细胞来源更为广泛 ;而原

代细胞培养面临的主要问题有:培养的成骨细胞群体

不均一 ,细胞污染重 ,用于实验研究的可比性差。近年

来 ,不少学者用不同的方法克隆培养出生物学性状均

一 ,遗传学性状稳定的细胞株以解决上述问题 ,并在

鼠、人等种属获得成功
[2～ 6 ]

;兔的成骨细胞胎株报道较

少 ,而研究骨形成与修复的体内试验大多数采用兔为

对象 ,因此建立与之相匹配的兔的成骨细胞株意义重

大。本实验体外分离培养胎兔颅骨细胞后 ,运用有限稀

释和条件培养液法进行克隆培养传代 ,建立成骨细胞

株 ,并从细胞形态学、酶组化、免疫组化等予以鉴定。

1　材料和方法

1. 1　材料及主要试剂
　　胎龄为 28 d的日本大耳白兔 (由第三军医大学动物中心提

供 ) ; PRM I 1640培养液 ( Gibco ) ;胎牛血清 ( Gibco ) ;胶原酶

( Sigma );胰蛋白酶 ( Sigma ); 96孔、 24孔培养板 ,青霉素、链霉

素、秋水仙素等。

1. 2　方法
1. 2. 1　胎兔原代颅骨细胞分离培养及传代　　妊娠 28 d纯种

　　 　重庆市重点科技攻关项目基金资助

　   　唐康来 ,男 , 30岁 ,主治医师 ,讲师 ,硕士

　   　预防医学系分子毒理实验室

日本大耳白兔 , 3%戊巴比妥钠麻醉下剖腹 ,无菌取出胎兔 ,切

取颅盖骨 ,置于含有 Hank 's液的培养皿中 ,去净软组织 ,并将

颅骨组织剪碎成 1 mm× 1 mm× 1 mm大小骨粒。 采用 PRMI

1640培养液清洗 2次 ,离心收集沉淀。经 0. 1%胶原酶 37°C消

化 30min,离心 ,再加入 0. 25%胰蛋白酶 , 37°C消化 30 min,离

心收集沉淀。再用 PRM I 1640培养液清洗 2次 ,离心收集沉淀 ,

接种入含有 PRM I 1640培养液 (内含 15%胎牛血清 ,青霉素

100 u /ml,链霉素 100μg /ml)的培养瓶 ,置 37°C, 4% CO2及饱

和湿度条件的 CO2孵箱培养 ,连续动态观察细胞生长情况。 待

细胞铺满瓶底后 ,倾去培养液 ,加入 Hank’ s液轻轻荡洗 ,用

0. 25%胰蛋白酶进行消化并按 1∶ 2或 1∶ 3的比例予以连续

传代培养。

1. 2. 2　克隆传代筛选培养　　连续传代至第 3代 ,待细胞将

长满瓶底 ,更换新鲜培养液培养 48 h,收集培养液 (即我们的条

件培养液 )备用。 0. 25%胰蛋白酶消化瓶底细胞 10 min左右 ,

弃去消化液 ,加入少量培养液轻轻荡洗细胞 ,再加入前面收集

的条件培养液并轻轻吹打制成单细胞悬液 ,稀释至 1个 /ml。将

单细胞悬液按每孔 1 ml接种入 96孔培养板内 ,置于 CO2孵箱

培养 ,连续动态观察细胞生长情况。 多于 1个或无细胞的培养

孔弃用 ,单个细胞孔进行连续培养并适时传代。 经下面的方法

证实为成骨细胞株予以保留 ,其余弃用。 证实为成骨细胞的细

胞株予以连续传代培养 ,并作生物学性状和遗传学性状观察。

1. 2. 3　细胞的鉴定方法

1. 2. 3. 1　倒置显微镜动态观察　　运用倒置显微镜连续动态

观察细胞生长及形态特征 ,并对克隆培养及传代的细胞增殖计

数。

1. 2. 3. 2　碱性磷酸酶 ( Alkaline pho spha ta se , ALP)细胞化学

染色　　将 1 cm× 1 cm大小盖玻片预先置入培养瓶 (板 )内 ,

待细胞生长在盖片上 ,按文献 [ 7 ]方法 ,采用改良钙钴法进行
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ALP染色 ,阳性细胞浆内可见灰褐色的细小颗粒 ,每群细胞每

代随机取 2张玻片 ,每张计数 500个细胞 ,测出 ALP阳性细胞

的百分率。

1. 2. 3. 3　骨形态发生蛋白 ( Bone mo rphogenetic pr o tein,

BMP)免疫组化染色　　按文献 [ 8 ]的方法制片 ,用 BM P-

M CAb免疫细胞化学法染色 ,显示细胞内 BM P存在部位

( BM P单克隆抗体由四医大杨连甲教授惠赠 ,免疫组化药盒为

华美公司提供 )。 阳性细胞浆内可见棕黄色颗粒 ,胞核空染 ,阳

性细胞计数方法按文献 [8]。

1. 2. 3. 4　钙红染色　　按文献 [8 ]的方法制片 ,分别对原代及

连续传代细胞和克隆细胞进行钙染色 ,了解细胞的成骨及钙化

能力 ,钙呈红色 ,其他组织细胞呈深浅不同的粉红色。

1. 2. 3. 5　染色体分析　　原代及连续传代得到的细胞和克隆

传代建立的细胞株按文献 [ 8]方法进行细胞染色体染色 ,每种

细胞任取 50个细胞行染色体计数。

2　结果

2. 1　相差显微镜下细胞生长及克隆形成的动态观察
　　镜下观察发现: 原代细胞贴壁时间长短不一 ,一般在 4～ 48

h;颅骨细胞多数贴壁 ,少数不贴壁。 原代细胞群中细胞形态差

异较大 ,有鳞片形、多角形、星形、长梭形、短梭形及小圆形等。

经连续传代培养 ,鳞片形、多角形、星形细胞比例逐渐增多 ,其

他形态细胞数目逐渐减少。 克隆传代后 ,单个细胞在条件培养

液中生长良好 ,细胞增殖分裂呈克隆样生长 ,每个克隆的细胞

形态基本一致。 随着传代次数增加 ,其细胞形态仍保持相对稳

定。 细胞增殖速度与未克隆传代细胞相比最初 6代比较快 ,特

别是 3～ 6代尤为明显 ,到 10代后细胞增殖速度大为降低。 克

隆筛选建立的细胞株寿命明显不如原代连续传代培养的细胞

系长。克隆筛选建立的细胞株传代到 12代就不再增殖 ,而原代

连续传代培养的细胞可传至 20代。

2. 2　细胞的生物学性状观察
2. 2. 1　原代细胞连续传代的生物学性状观察

2. 2. 1. 1　 ALP细胞化学染色显示　　培养的原代细胞部分呈

强阳性 ,比例大约为 35%左右 ,阳性细胞的形态多为鳞片形、多

角形及星形 ,阴性细胞形态多为梭形和圆形。 随着传代次数的

增加阳性细胞率也逐渐增加 ,第 1、 2、 3、 4代分别为 40. 6% 、

47. 8% 、 54. 3%和 61. 7% 。

2. 2. 1. 2　 BM P免疫组化染色　　阳性细胞浆内分布着棕黄

色颗粒 ,胞核空染 ;同样 ,阳性细胞也多见于多角形、鳞片形和

星形细胞。随着代数增加 ,其阳性率也逐渐增多。第 1代至第 4

代的阳性细胞比率大约为 34. 9% 、 39. 4% 、 46. 9% 、 55. 1%和

62. 3% ,与碱性磷酸酶阳性细胞率呈正相关。

2. 2. 1. 3　原代及连续传代的各代细胞均具有成骨能力 ,能形

成钙化中心。

2. 2. 2　克隆传代建立的细胞株生物学性状观察　　克隆传代

的细胞株从形态学上首先去除梭形及圆形细胞 ,保留多角形、

鳞片形和星形细胞株。再分别用 ALP细胞化学染色和 BM P免

疫组化染色排除阴性细胞株 ,保留二者均为阳性的细胞株 ,即

为我们筛选的成骨细胞株 ,见图 1、 2。经克隆传代的成骨细胞株

ALP细胞化学染色和 BM P免疫组化染色阳性率为 100%。 随

着传代次数的增加 ,其阳性率逐渐减低。 克隆传代的成骨细胞

同原代及连续传代细胞一样 ,具有成骨能力 ,能形成钙化中心 ,

见图 3。

图 1　克隆筛选建立的兔成骨细胞株碱性磷酸酶 (ALP)细胞化学染色　 (× 200)

Fig 1　 Alkaline phosphatase staining of the cloned rabbit osteoblatic strain　 (× 200)

图 2　克隆筛选建立的兔成骨细胞株骨形态发生蛋白 (BMP)免疫组化染色　 ( ABC× 200)

Fig 2　 BMP staining of the cloned rabbit osteoblat ic strain　 ( ABC× 200)
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图 3　克隆筛选建立的兔成骨细胞株钙红染色　 (× 200)

Fig 3　 Calcipexy staining of the cloned rabbit

osteoblat ic strain　 (× 200)

2. 3　细胞的遗传学观察
　　染色体染色显示克隆筛选建立的成骨细胞株为二倍体细

胞 ,染色体数目恒定 ,缺失、短臂及丢失罕见。 但随着传代的延

续 ,其染色体缺失、短臂及丢失也在逐渐增加。

3　讨论

　　胎兔颅骨组织原代分离培养的细胞群成分复杂多

样 ,有原始的间充质细胞、成纤维细胞、成软骨细胞、成

骨细胞、破骨细胞、骨髓细胞、甚至还有血细胞 ,不便于

成骨细胞生物学特性的观察。原代培养及连续传代培

养过程中 ,我们用轻微振荡加冲洗的方法去除非贴壁

细胞如:血细胞和部分骨髓细胞 ;用酶消化的方法可以

除去大部分成纤维细胞 ;另外 ,在培养过程中许多幼稚

的间充质细胞 ,成纤维细胞部分向成骨细胞转化。 这

样 ,随着培养时间的延长 ,成骨细胞的比例也就逐渐增

多 ,在我们的实验中得到了有力的证实。

　　目前研究成骨细胞生物学特性面临的一个突出问

题是:如何排除细胞污染 ,建立稳定均一的细胞株。 许

多学者运用克隆传代技术已克隆出多种细胞株如

MC3T3E, CRP1030, CPR4 /7等。其方法大致有: 有

限稀释法和软琼脂克隆法
[2～ 6, 9 ]

。影响有限稀释法进行

克隆传代成功的关键在于如何使单一细胞在培养基中

存活并增殖。我们通过实验摸索 ,利用具有丰富营养成

分的条件培养液 ,培养单一细胞是一种较好的方法 ,这

种条件培养液含有细胞生长、分化及增殖所需的各种

成分 ,为克隆传代的单细胞提供了相对稳定的外环境。

实验证明 ,运用有限稀释和条件培养液法克隆传代筛

选建立成骨细胞株是一种非常有效的方法。克隆筛选

传代的细胞株是否为成骨细胞 ,必须根据其生物学特

性和遗传学性能进行鉴定。成骨细胞的生物学特性有:

①成骨细胞生长活跃 ,形态以鳞片形、多角形、星形为

主 ,少量也有短梭形 ;②具有强碱性磷酸酶活性 ;③特

异地合成和分泌骨形态发生蛋白 ;④有合成、分泌骨钙

素及成骨能力 [10～ 12 ]。克隆传代的细胞 ,遗传学性状稳

定 ,自发突变率低。我们克隆传代的细胞株具备上述特

点。兔成骨细胞株的建立将会对骨组织工程及骨科的

基础研究具有巨大推动作用。然而这种细胞株经过长

期传代后 ,细胞某些生物学性状会发生改变或自发突

变 ,且传代具有有限性 ,即传至一定代数后 ,细胞会发

生凋亡、坏死。细胞发生自发突变的分子机理以及如何

建立一种稳定的、永生的兔成骨细胞株用于骨组织工

程研究 ,将是我们面临的新课题。
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Screening and identif ication of osteoblast clone derived from fetal rabbit

calvarial bone in vitro
Tang Kang lai , Wu Meiying , Yang Liu, Lu Weizhong , Li Jianfu, Cao Jia , Liu Shengxue ( Depa rtiment o f Or-

thopaedics, Southw est Hospital, Third M ilitary Medical Univ er sity , Chongqing 400038)

　　 Abstract　Objective: To scr een and identify the osteoblastic str ain de riv ed fr om fetal rabbit calva ria l

bone. Methods: Routine cell iso la tion and culture techniques we re used to screen the o steoblastic clone fr om

fetal rabbit calva riv al cells. Mo rpho lo gy o f cells and chromsome , immunohistochemical technique, w ere used

to identify th e cell strain. Results: The mo rpholog y o f primary cells cultur ed in vitro w ere div er sed, suggest-

ing a multiple o rigin o f the cloned cells. The mo rpho lo g y o f the cloned cells w ere unifo rm. ALP stain and

BMP immunochemica l stain w ere str ong positiv e. Ca lcipoxy stain showed the cell line had o steogene tic pr op-

er ty. Chromosome diploid and kept in steady state. Conclusion: The o steobla stic strain ha s the mo rpho lo gi-

ca l, biological genetical cha racte ristics o f osteoblasts.

　　 Key words　 o steobla sts; cell cultur e; cell str ain; cell clone
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剂能做 500张切片 ,而 SP试剂可做切片 900张。由此可见三种

试剂和方法在以上几方面有着明显差异和不同 ,见表 1。

表 1　 ABC、 LSAB和 SP三者的比较

阳性率 (% ) 背景 染色 属 价格
项目 稀释度

+   染色时间 ( h) 性 ( 100μl)元

ABC 1∶ 150 3 97 0 + ( - ) 4 有 350

LSAB 1∶ 250 0 95. 5 4. 5 ( - ) 1. 5 无 225

SP 1∶ 450 0 94. 7 5. 3 ( - ) 1. 5 有 235

+ :弱阳性 ; :阳性 ; :强阳性

3　讨论

　　实验结果初步显示 SP法 , LSAB法在敏感性 ,背影清晰度

及稀释度等均优于 ABC法。 ABC复合物是将过氧化物酶结合

在生物素上 ,再将该生物素 -过氧化物酶结合物与过量的卵白

素 ( Avidin)反应而成 [2]。 ABC中 A系来自鸡蛋白 ,它的等电点

为 10. 5,与组织间有较大的静电相互作用。 其糖位结合点易与

组织中的某些蛋白结合 ,尤其某些组织和细胞本身含有生物素

者更易结合 ,另外含过剩标记物的 ABC复合物常带有负电荷 ,

能粘连到组织的带阳电荷的部位。因而它能经常显示出非特异

性染色。而 SP和 LSAB是从一种链霉素中分离的蛋白质 ,不含

糖基链 [1, 3]。 分子量为 60 kd,等电点为 5. 6～ 6. 7,接近中性 ,几

乎不与组织中的内源性凝集样物质发生非特异性结合。由于其

本身的分子量小 , ABC复合物分子量大 ,因而它穿透组织的能

力比 ABC复合物大 ,反应速度快。 这即是 SP、 LSAB不易发生

非特异染色 ,背影更加清晰及稀释度更高的原因。

　　通过大肠癌石蜡切片中 P21蛋白免疫组化检测 ,从稀释度、

敏感性、非特异性染色、属性和价格等方面对 ABC、 LSAB和

SP三种方法进行了比较 ,结果显示 SP法优于 LSAB和 ABC

法而 LSAB法则优于 ABC法。 该结果对实际工作中有一定指

导意义。

　　关键词　免疫组化 ; P21;抗体

　　中图法分类号　 R392-33
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