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人子宫内膜基质细胞的分离纯化和体外培养方法研究
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　　摘　要：目的　分离和纯化人子宫内膜基质细胞用于宫腔粘连发病机制的研究。方法　通过二次酶消化、一次网筛和差时贴

壁等方法，分离和纯化人子宫内膜基质细胞，体外培养传代，通过免疫组织化学法进行细胞表型鉴定。结果　基质细胞在接种后

３０ｍｉｎ开始贴壁，可见梭形和多角形２种形态的细胞。免疫组织化学显示这２种细胞具有波形蛋白免疫反应性，反应率可达

９５％以上，而细胞角蛋白无免疫反应性，提示其为来源于内膜基质的基质细胞。分离出的子宫内膜基质细胞可以在体外进行增

殖。结论　采用二次酶消化、一次网筛和差时贴壁纯化等方法，可成功分离人子宫内膜基质细胞，且基质细胞可以有限的传代。
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　　宫腔粘连（ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅａｄｈｅｓｉｏｎｓ，ＩＵＡ）是子宫内膜损伤后

发生的纤维化病变［１］，其治疗是临床工作的一大难题。子宫内

膜由２层组成，即单层柱状上皮与固有层。柱状上皮主要由具

有分泌功能的子宫内膜腺上皮细胞（ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌ，ＥＥＣ）构成；固有层的结缔组织细胞主要为子宫内膜基质

细胞（ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌｓｔｒｏｍａｌｃｅｌ１，ＥＳＣ），属于成纤维细胞
［２６］。为

研究ＥＳＣ的生理功能，细胞间相互作用的应答机制，建立ＥＳＣ

体外培养体系进行分析是最理想的试验模型。本研究采用二

次酶消化、一次网筛和差时贴壁纯化等方法成功分离和纯化了

人ＥＳＣ，建立了一种简单高效的ＥＳＣ原代培养方法，为进一步

深入研究ＩＵＡ的机制奠定了基础，并提供了可靠的体外细胞

试验研究平台。现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１３年１２月至２０１４年３月苏州大学

附属第三医院妇产科因子宫肌瘤行全子宫切除术的患者１０

例，年龄４０～４５岁。１０例患者术前３个月均未用过激素治

疗，无内分泌疾病及全身性疾病，在开腹行全子宫切除术后，２

例于无菌条件下刮取部分子宫内膜，８例切取部分子宫内膜，

术后经病理学确诊均为增生期子宫内膜，于２ｈ内用冰盒运往

试验室进行分离培养。

１．２　方法

１．２．１　试验仪器及试剂　（１）仪器：二氧化碳培养箱（３１１１

型），购自Ｔｈｅｒｍｏ公司；倒置荧光显微镜（ＥｃｅｌｌＳｅｎｓ１９），购自

Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；净化工作台（ＳＷＣＦ２ＦＤ），购自苏州净化设备

有限公司；台式低速离心机（８０２型），购自上海医疗器械（集

团）有限公司；细胞培养瓶，购自ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；细胞培

养孔板，购自ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；冰箱（ＢＣＤ２１６型），购自

青岛海尔股份有限公司；电热恒温培养箱（ＤＲＰ９０８２型），购

自上海森信试验仪器有限公司；微量移液器，购自Ｔｈｅｒｍｏ公

司。（２）试剂：ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胰蛋白酶购自Ｇｉｂｃｏ公司；

ＦＢＳ购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；Ⅰ型胶原酶购自Ｓｉｇｍａ公司；ＳＰ免疫

组织化学染色试剂盒购自福州迈新生物技术开发有限公司；

ＴｒｉｔｏｎＸ１００购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；３％Ｈ２Ｏ２ 购自北京中

杉金桥生物技术有限公司；苏木素染液（批号：０４１Ｍ００１４Ｖ）购

自Ｓｉｇｍａ公司；ＰＢＳ柠檬酸缓冲液 （ｐＨ＝７．４）购自福州迈新

生物技术有限公司；ＤＡＢ显色试剂盒购自福州迈新生物技术

有限公司；波形蛋白抗体：ｓａｎｔａ，ｓｃ３２３２２；角蛋白抗体：ｓｃ

８０１８；羊抗兔辣根过氧化物酶标记抗体：ａｂｃａｍ，ａｂ１３６８１７。
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１．２．２　ＥＳＣ分离　收集临床手术子宫内膜及刮取的子宫内

膜立即放入盛有ＤｍｅｍＦ１２培养基（ＤＭＥＭ 培养基与Ｆ１２培

养基１∶１混合，含１０％ 胎牛血清，１００Ｕ／ｍＬ 青霉素，０．２

ｍｇ／ｍＬ链霉素，以下简称ＤＦ培养基）的无菌平皿中，２ｈ内

进行分离培养。于超净台中无菌操作，用ＰＢＳ液洗涤３次，剔

除血块及黏液，剪碎至糊状，转移至１５ｍＬ离心管，加入０．１２５

ｍｇ／ｍＬ胰酶，３７℃、５％ＣＯ２培养箱中消化５～１０ｍｉｎ。１０００

ｒ／ｍｉｎ，离心３ｍｉｎ，弃上清液。向组织沉淀中加入０．８ｍｇ／ｍＬ

的Ⅰ型胶原酶（体积比１∶５），３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中消化约

６０ｍｉｎ，每１５ｍｉｎ震荡离心管１次。反复吹打消化悬液，静

止，待剩余糊状组织沉淀后，小心吸取细胞悬液，经４００目筛网

过滤。滤液１０００ｒ／ｍｉｎ，离心８ｍｉｎ，沉淀获得较高纯度的基

质细胞及少量腺上皮细胞和红细胞。６０ｍｉｎ大部分基质细胞

贴壁后换液，ＰＢＳ漂洗２次后置入新鲜培养液，即获得较高纯

度的腺上皮细胞。２４ｈ后换液除去未贴壁的死细胞和血细

胞。

１．２．３　细胞培养　将分离所得的ＥＳＣ分别用血细胞计数板

计数后，在１００ｍＬ培养瓶中按（２～５）×１０５ 个／ｃｍ２ 的密度进

行接种，放置在５％ＣＯ２３７℃培养箱进行培养，每４８ｈ观察并

换液１次。

１．２．４　传代培养　在倒置显微镜下进行观察，可见细胞在约

５～６ｄ后长满培养瓶底，即可传代。吸去培养上清液后，加入

２．５ｍｇ／ｍＬ的胰蛋白酶进行消化，在显微境下观察到细胞收

缩变圆后，再吸去消化液，重新加入培养液，然后用吸管吹打使

细胞从培养瓶壁吹打下来，按（２～５）×１０５ 个／ｃｍ２ 扩大培养。

１．２．５　ＥＳＣ表型纯度免疫组织化学鉴定　细胞爬片培养后，

用４％甲醛固定１５ｍｉｎ，加入鼠抗人波形蛋白单抗和细胞角蛋

白单抗（ＰＢＳ代替一抗作空白对照），４℃过夜，加入经生物素

标记的二抗，严格按照说明书进行操作，以ＤＡＢ显色后，采用

苏木精进行复染，放置光镜下观察。阳性结果为细胞质被染成

棕黄染色，而阴性结果为细胞质未被染色。

２　结　　果

２．１　细胞培养结果　１０份子宫内膜组织标本中，７份培养成

功，培养未成功的３份标本均为分离得到的基质细胞过少所

致，其中２例为刮宫手术获得，另１例从切取的子宫标本中获

得。本研究中，细胞培养液及运送液中均加入１００Ｕ／ｍＬ青霉

素及０．２ｍｇ／ｍＬ链霉素，未发生真菌或其他细菌感染，但冻存

细胞复苏后发现７０％有细菌污染。

２．２　形态学观察　分离所得的间质细胞为单个细胞，细胞在

接种３０ｍｉｎ后开始出现贴壁，２ｈ贴壁基本完成。间质细胞初

贴壁时为多边形，在４～６ｄ后爬满瓶壁的细胞变为长梭形或

是纺锤形，胞体较小，具有成纤维细胞形态。本研究获得了纯

度超过９５％的 ＥＳＣ，间质细胞中偶见上皮细胞团出现（＜

５％），培养至Ｐ５代基本停止增殖。间质细胞传代的次数越

多，其纯度就越高。

２．３　免疫组织化学方法鉴定结果　波形蛋白在ＥＳＣ中呈阳

性表达，其细胞质显棕黄色颗粒（图１），而ＥＥＣ表达角蛋白，

ＰＢＳ空白对照细胞质均未着色。随机取５个×２００倍视野，计

算波形蛋白着色细胞即基质细胞比例。在原代培养的人子宫

内膜上皮细胞中，波形蛋白在９５％以上的基质细胞的细胞质

区域为强阳性表达，同时角蛋白为阴性表达。见图１。

　　Ａ：波形蛋白阴性对照（×２００）；Ｂ：角蛋白阴性对照（×２００）；Ｃ：波形蛋白阳性表达（×２００）；角蛋白阴性表达（×２００）。

图１　　免疫组织化学鉴定结果

３　讨　　论

ＩＵＡ是子宫内膜损伤后发生的纤维化病变。子宫内膜主

要由基质细胞和腺上皮细胞组成，基质细胞属于成纤维细胞。

因此，为研究ＥＳＣ的生理功能及细胞间的相互作用的应答机

制，建立ＥＳＣ体外培养体系进行分析是最理想的试验模型。

有研究发现，分离的细胞活力、纯度及接种密度直接关系

到ＥＳＣ原代培养的成功与否
［７］。在增生期，子宫内膜以基质

细胞为主［８］，根据这一特点，本研究在分离细胞时，收集增生期

子宫内膜，从而提高了原代细胞的产量。正常的子宫内膜由单

层柱状上皮和固有层组成。本研究分离基质细胞的子宫内膜

有２个来源，分别是从手术切除后的子宫刮取和切取获得。１０

份子宫内膜组织标本中，７份培养成功，培养成功率与 Ｒｙａｎ

等［３］的研究结果相似。试验中发现，２例刮取的子宫内膜组织

经消化后取得的细胞主要为腺上皮细胞，基质细胞较少而失

败，另１例从子宫标本切取的内膜组织也因基质细胞较少而失

败。总结以上的经验教训，后试验改为切取组织至少厚度达５

ｍｍ，面积大于１．５ｃｍ２，余下的所有７例均获成功。这与相关

研究通过刮宫取材即可成功高效分离ＥＳＣ的经验不同
［９１０］。

据文献报道，ＥＳＣ易受到阴道细菌的污染而可能导致培

养失败［４］。在本研究中，培养液及运送液中都加了１００Ｕ／ｍＬ

青霉素及０．２ｍｇ／ｍＬ链霉素，没有发生真菌或其他细菌感染。

但冻存细胞复苏后发现７０％有细菌污染，有待后续试验进一

步改进。对于纤维较多的内膜组织来说，酶法是最常用的方

法。大多数研究者选用胶原酶，酶浓度为０．１％～１．０％，消化

时间为４０～１２０ｍｉｎ
［８，１１１３］。本研究先用０．１２５ｍｇ／ｍＬ胰酶

消化５～１０ｍｉｎ，再用０．８ｍｇ／ｍＬ的Ⅰ型胶原酶（体积比１∶

５）消化约６０ｍｉｎ，在较短的时间内消化获得了较多的组织细

胞，降低了对细胞的破坏。Ｏｓｔｅｅｎ等
［５］学者使用二次过滤法

分离ＥＥＣ和ＥＳＣ，获得的ＥＳＣ纯度较高，但ＥＥＣ生长不良。

蒋洲梅等［６］通过低速离心与高密度接种的方法分离此２种细

胞，提高了ＥＥＣ的纯度，但降低了ＥＳＣ的纯度。本试验目的

仅分离基质细胞，根据基质细胞体积小，腺上皮细胞体积大且

易成团的特点，仅行一次４００目网筛法，有效降低了细胞的丢

失。分离所得的体积小的间质细胞多在２ｈ内完成贴壁；而体
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积较大的腺上皮细胞则相互聚集，无法通过４００目的筛网，在

２ｈ后才开始贴壁。本研究有效利用这种差异，采用一次性的

４００目筛网进行过滤及分时段的贴壁方法成功纯化细胞，同时

对混杂在子宫内膜中的大量红细胞，采用逐次换液的方法进行

清除，取得了良好的效果，且将其他干预因素对培养细胞的影

响有效排除，获得了纯度超过９５％的ＥＳＣ，此与谭先杰等
［４］的

试验结果相类似。此外，细胞特异性蛋白的表达不随原代细胞

的分离过程而改变，因而在鉴定培养结果时，可采用针对在体

细胞抗原的特异抗体对离体细胞进行免疫标记［１４１６］。本试验

细胞鉴定中波形蛋白成功免疫染色，证明采用本试验方法培养

所得的原代细胞并未改变其固有的细胞免疫特征，可进一步满

足将来的研究需要。但原代细胞培养至Ｐ５代基本停止增殖，

如何提高细胞活性及细胞传代有待进一步探索。

本研究通过合理取材，使用二次酶消化，降低了对细胞的

破坏，一次网筛和差时贴壁纯化，在较短的时间内获得了较多

的组织细胞，成功分离和纯化了人ＥＳＣ，为进一步研究ＩＵＡ的

发病机制及女性不孕不育体外细胞研究治疗奠定了体外细胞

学水平试验基础。
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［１５］ＦｕｊｉｔａＭ，ＭｉｚｕｔａＹ，ＩｋｅｇａｍｅＳ，ｅｔａｌ．Ｂｉｐｈａｓｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆ

ｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｅｒｓａｇａｉｎｓｔｂｌｅｏｍｙｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｐｕＬｍｏ

ｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＰｕｌｍＰｈａｒｍａｃｏｌＴｈｅｒ，２００８．２１（５）：８０５

８１１．

［１６］ＴａｊｉｍａＳ，ＢａｎｄｏＭ，ＩｓｈｉｉＹ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｄａｒａｖｏｎｅ，ａ

ｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｅｒ，ｏｎｂｌｅｏｍｙｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ

ｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＥｕｒＲｅｓｐｉｒＪ，２００８．３２（５）：１３３７１３４３．

［１７］ＫｉｍＳＪ，ＧｉｌＨＷ，ＹａｎｇＪＯ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆ

ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｃｕｔｅｐａｒａｑｕａｔｉｎｔｏｘｉ

ｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮｅｐｈｒｏｌＤｉａｌＴｒａｎｓｐｌａｎｔ，２００９．２４（４）：１２２６

１２３２．

（收稿日期：２０１４０７１１　修回日期：２０１４１００８）

６３６４ 重庆医学２０１４年１２月第４３卷第３４期


