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!基础研究!

小鼠子宫内膜基质细胞分离培养及鉴定

王庆跃!李
!

丹!魏莎莉#

!张
!

丽

"重庆医科大学干细胞与组织工程研究室
!

$%%%!<

%

!!

摘
!

要"目的
!

寻求一种简便有效的早孕小鼠子宫内膜基质细胞的培养方法&方法
!

采用胰蛋白酶消化与机械振荡相结合

分离小鼠子宫内膜基质细胞!接种后通过光镜观察其形态学特征!并采用免疫细胞化学进行细胞鉴定&结果
!

接种
"$D

后大部

分细胞已贴壁!培养
09

后细胞排列紧密(形态为长梭形&经过免疫细胞化学鉴定!成功获得了小鼠子宫内膜基质细胞&结论
!

胰蛋白酶消化与机械振荡相结合可成功分离并原代培养小鼠子宫内膜基质细胞&

关键词"子宫内膜$间质细胞$胰蛋白酶$振动$小鼠
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胚胎植入的各个阶段均涉及胚胎与母体子宫之间极其复

杂精细的调控作用#包括胚胎植入(定位和附着于腔上皮(细胞

外基质的广泛性降解和重塑(由滋养层细胞介导下侵入到母体

子宫内膜细胞中和那些介导母体子宫内膜细胞间反应的分泌

因子等)

!/0

*

'胚胎着床是妊娠成功的关键#其过程包括正常发

育的胚泡脱去透明带#胚泡在子宫内膜的迁移(定位和黏附#胚

泡滋养层向子宫内膜的侵入和子宫内膜的蜕膜化胎儿的免疫

保护)

$

*

#对其机制及调控研究是开展辅助生殖的技术基础#而

建立胚胎着床的体外培养模型是研究着床机制及其影响因素

必不可少的工具'正常的子宫内膜由单层柱状上皮细胞和固

有层组成'柱状上皮主要有具有分泌功能的子宫内膜腺上皮

细胞构成%固有层的结缔组织细胞称为子宫内膜基质细胞#与

网状纤维和基质等构成间质)

4

*

'至今#国外已有不少关于建立

动物胚胎与各种体细胞共培养系统的报道#但是很少有动物胚

胎与基质细胞共培养系统的报道#尤其是小鼠胚泡与小鼠基质

细胞共培养的报道'小鼠作为一种模式生物#具有繁殖快(周

期短等特点#且其生殖过程与人类相似#因此研究其生殖变化

有助于研究人类生殖过程的研究'基质细胞作为子宫内膜组

织中一种细胞#在胚泡着床窗口期发挥着极其重要的作用'要

研究基质细胞与胚泡之间的相互作用#就必须建立基质细胞和

胚泡的共培养体系'但是由于小鼠基质细胞的分离比较困难

及其培养方法尚有待改进#至今尚未建立基质细胞与胚泡的共

培养体系'由于小鼠胚泡着床窗的时间是孕
$

"

49

#因此#本

研究选择孕
$9

的小鼠子宫内膜进行基质细胞的分离和培养#

并对其分离困难(分离的数目少及活力低等进行了改进'

?

!

材料与方法

?#?

!

材料
!

动物!清洁级
]2T

小鼠#

<

"

@

周龄#体质量
"4

"

0%

K

#购自重庆医科大学动物实验中心#合格证号为
*(d3

$渝&

"%%?%%%!

'选择性成熟的雌鼠#前一晚与雄鼠合笼交配

$每笼按雌!雄比例
"[!

&#次晨发现有阴栓者为妊娠第
!

天

$

R!

&'试剂!

R+&+

"

a!"

固体粉末购自
'2Z(V8

#胎牛血清购

自杭州四季青#

.G

CJ

,:>

购自
*:

K

5L

公司#自配
1Z*

$

!8

配方!

]L(7?

K

#

]L

"

T1V

$

;

K

#

]LT

"

1V

$

%#4

K

&'免疫组化试剂购自

晶美生物工程有限公司#基质细胞鉴定抗体波形蛋白购自中杉

公司'主要仪器设备!超净工作台(离心机(倒置显微镜(

(V

"

恒温培养箱'

?#@

!

方法

?#@#?

!

子宫内膜基质细胞分离和原代培养
!

主要参照
+I/

(6G5LIQ

和
'7L,,EG

)

<

*的分离及培养方法#并加以改良'取妊

娠
R$

的雌鼠#采用颈部脱臼处死小鼠#迅速无菌取出子宫#放

入培养皿中#去除子宫周围脂肪组织后#用
1Z*

冲洗干净#去

除血渍#随后在另一培养皿中沿子宫长轴剖开#用预冷$

$e

&

1Z*

冲洗#冲洗完之后#放入含预冷$

$e

&的
!58%#"4U

胰蛋

白酶
/%#%4U&R.-

的离心管中#

$ e

消化
"D

#

0? e

消化
0%

5:>

#

0?e

消化时前
!%5:>

振荡
!

次#随后
"%5:>

每隔
45:>

振荡
!

次'加入预热
%#058

胎牛血清终止酶反应#吹打
"

5:>

#再静置
!5:>

#随后加入
@581Z*

并反复吹打后去除子

宫组织#

<%%G

"

5:>

先离心
45:>

#将液体转移至另一离心管中#

"?$0

重庆医学
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年
!"

月第
$%

卷第
0$

期



再
!%%%G

"

5:>

离心
!%5:>

'倒去上清液'调整细胞浓度为

!#%W!%

<

"
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#接种到
"$

孔培养板中培养'置
0? e

(

%#4U

(V

"

饱和湿度条件下培养中培养'

!"D

后换液#去除未贴壁的

杂细胞'

?#@#@

!

基质细胞的鉴定及纯度鉴定
!

将所提取的细胞种植到

含有盖玻片的
"$

孔培养板中培养#待细胞爬满
@%U

左右时#

进行免疫细胞化学染色'以
$U

的多聚甲醛室温固定
0%5:>

#

一抗$

![4%

&

$e

孵育过夜处理#生物素标记二抗
0?e

孵育
0%

5:>

#辣根过氧化物酶$

TN1

&标记链亲和素
0?e

孵育
"%5:>

#

二氨基联苯胺$

R-Z

&显色#苏木精复染#中性树胶封固'每组

染色均以
1Z*

缓冲液代替一抗作为阴性对照'

@

!

结
!!

果

@#?

!

子宫内膜基质细胞生长状况显微观察
!

倒置显微镜下观

察发现#酶消化后的子宫内膜明显变薄#变得疏松#消化液变得

浑浊#所获得的细胞大部分呈单个分散的圆形细胞#几乎无细

胞团'基质细胞于接种
%#4D

后开始贴壁#接种
"$D

后大部分

细胞已贴壁#细胞呈短梭形或多角形$封
0

图
!

&'培养
09

后

细胞生长旺盛#大部分为长梭形#几乎无多边形细胞#基本上铺

满培养板$封
0

图
"

&#可以连续培养
49

#不可以传代'

@#@

!

基质细胞鉴定及纯度鉴定
!

采用对基质细胞特异的波形

蛋白抗体和对上皮细胞特异的细胞角蛋白进行免疫细胞化学

染色'波形蛋白的阳性染色为棕黄色#主要分布在细胞质区

域%阴性对照的细胞区域均无阳性反应$封
0

图
0

&#上皮细胞

鉴定结果见封
0

图
$

(

4

'显微镜下随机选取
4

个不同的区域#

计数不同区域内的细胞总数和免疫染色阳性细胞数#统计结果

表明#提取的基质细胞纯度为$

;0#@\%#4

&

U

'

A

!

讨
!!

论

A#?

!

胰蛋白酶的消化时间
!

国内外学者多采用多酶$胶原酶

加胰蛋白酶&消化子宫内膜)

?/;

*

#步骤繁琐#消化时间不一#细胞

损失较多#容易污染'本研究采用
%#"4U

胰蛋白酶
/%#%"U

&R.-

单酶消化并比较了不同消化时间后所获得的细胞情况'

$e

消化
"D

#

0?e

消化
"%5:>

后#所得的消化液比较清亮#子

宫内膜比较完整#细胞数较少#但是活力高#易贴壁#生长较慢%

$e

消化
"D

#

0?e

消化
0%5:>

后#子宫内膜完全松弛#所得的

消化液较混浊#细胞数较多#活力高#易贴壁#生长较快%

$e

消

化
"D

#

0?e

消化
$%5:>

后#子宫内膜已成糊状且出现许多零

散的组织#所得的消化液非常混浊#细胞数非常多#但是细胞活

力低#不易贴壁#生长慢'

A#@

!

子宫内膜组织的处理
!

本研究通过对子宫内膜完整消

化(剪碎消化和纵向剖开消化比较发现#完整消化的时候#细胞

数目较少#但是细胞活力较高#贴壁比较早#生长比较快%而采

用对子宫内膜剪碎消化时#细胞数目比较多#但是细胞活力低#

不易贴壁'产生这样的原因可能是由于机械剪切#导致细胞损

伤#再过二次筛网后#细胞又受到筛网的切割#导致细胞活力

低#不易贴壁'采用纵向剖开消化时#可以综合其他二者的优

点'本研究采用子宫内膜纵向剖开消化后#减少了细胞的机械

损伤'在
0?e

时#定时振荡的目的是促使酶与组织充分接触(

缩短胰蛋白酶的作用时间(提高细胞活力及增加胰蛋白酶对子

宫内膜深层的消化'

A#A

!

基质细胞的纯化
!

国内外大多数学者都采用过筛网来纯

化#但是在过筛网的过程中#易使细胞破裂#导致死细胞增多#

细胞活性下降#且易污染'本研究采用分级离心$上皮细胞多

为细胞团#而基质细胞多为单个细胞#二者离心即可分离&#分

离出基质细胞#这样既有利于纯化基质细胞#还可减少基质细

胞的机械损伤#保持细胞活力'同时#利用贴壁纯化技术$基质

细胞和上皮细胞不同的贴壁时间!基质细胞
0%5:>

#上皮细胞

"

"

"$D

&进一步纯化细胞'

综上所述#本实验采用胰蛋白酶消化法和分级离心法相结

合的方法#实验步骤简捷#减少细胞污染(细胞的损失及细胞的

机械损伤#基质细胞的形态学及免疫细胞化学技术鉴定结果可

靠)

?

#

!%

*

#可获得了大量活力高且较纯的子宫内膜基质细胞#这

不仅为子宫内膜基质细胞的生物学研究打下基础#而且还为胚

胎体外共培养的研究提供大量的饲养层细胞'
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