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#摘要$

!

目的
!

探究原代人子宫内膜细胞分离及培养的简易方法!并对其纯度及生物活性进行鉴定'方法
!

采用胶原酶消

化人子宫内膜组织!经
1

次筛网过滤(离心及贴壁纯化技术!分离(纯化培养人子宫内膜间质细胞"

=:<

%和腺上皮细胞"

==<

%!用

细胞角蛋白"

L

O

4"V>?I4#,

%和波形蛋白"

G#D>,4#,

%免疫细胞化学染色法和免疫荧光方法对所分离的细胞进行鉴定'结果
!
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呈

平行生长!细胞呈梭形或多角形!波形蛋白抗体免疫细胞化学染色呈阳性!纯度达
(2X

以上'

==<

呈漩涡状生长!细胞呈多角形

或蝌蚪形!细胞角蛋白抗体免疫细胞化学染色呈阳性!纯度可达
(%X

'结论
!

应用胶原酶消化法及二次筛网过滤法成功分离并

培养数量(活力和纯度高的子宫内膜细胞!可操作性强!可供具备基本细胞培养条件的实验室进行推广'

#关键词$
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子宫内膜$间质细胞$腺上皮细胞$细胞培养
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子宫内膜是性激素作用的靶器官#其功能细胞在月经*妊

娠及子宫内膜疾病等生理与病理方面的作用机制尚未完全阐

明)随着分子生物技术的发展#子宫内膜细胞的体外培养为研

究细胞生长,分化-代谢以及激素作用机制提供一个理想的试

验模型'

$

(

)因此#建立一种可获得高纯度子宫内膜细胞的体外

培养体系尤为重要#既可用于其生理功能的研究#也可用于子

宫内膜异位症*功能失调性子宫出血*子宫内膜癌等多种疾病

发病机制的进一步研究)子宫内膜细胞#即间质细胞$
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&的分离纯化方法众多#当前国外最常用且

操作相对较简单的是二次筛网过滤法'

1.'

(

)本研究通过在二次

筛网过滤法的基础上根据自身试验条件对之加以改良#以探索

一种相对简单易行的人子宫内膜细胞分离方法#并对分离人子

宫内膜细胞的存活率和纯度进行判定#为子宫内膜细胞相关课

题研究奠定基础)

@
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材料与方法

@&@

!

标本来源和采集
!

本试验所采集的
$%

例子宫内膜组织

均来自广西中医药大学附属瑞康医院妇科因,子宫内膜异位症

或子宫腺肌症-行开腹或经腹腔镜下全子宫切除术的患者)患

者年龄
'/

&

0(

岁#平均$

01&1)d'&2/

&岁#术前
'

个月均未经

激素药物治疗)术中取得子宫内膜组织后#立刻投入无菌生理

盐水内快速清洗#初步洗去血污及杂质#然后放入含无菌预冷

Y;=;

"

7.$1

培养液$含双抗&中#于
'%D#,

内送往实验室进

行分离培养)本试验涉及的全部子宫内膜均经病理检查证实

为增生期或分泌期子宫内膜#并排除子宫内膜增生症*子宫内

膜炎性病变等)子宫内膜组织标本的留取经过医院伦理委员

会批准#且征得其本人同意并签署了知情同意书)
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合液*

%&12X

胰蛋白酶*

0&%%X

多聚甲醛$均来自索莱宝公司#

北京&%胎牛血清$天杭生物科技公司#浙江&%

%&12XT

型胶原

酶$

:#

H

DI

公司#美国&%细胞角蛋白抗体*波形蛋白抗体$均为

W"+4>?

公司#武汉&%

:B.(%%%

免疫组织化学试剂盒$中杉金桥

生物技术有限公司#北京&%

7T5<

标记的羊抗鼠抗体*两步法抗

兔"鼠通用型免疫组织化学试剂盒$中山生物技术有限公司#

北京&)
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仪器
!

水套式二氧化碳培养箱$

1'1'.1

#

:8=̂ 9̂W

生

产&%电热恒温水温箱$

:88&31$&)%%:

#上海跃进医疗厂生

产&%洁净工作台$

:3.<c.T7

#苏州安泰空气技术公司生产&%倒

置式生物显微镜$

<Ff0$:7

#
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生产&%高速冷冻离心机
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方法

@&B&@
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人子宫内膜细胞的分离*纯化及传代
!

所取到的内膜

组织参照文献'

0

(的方法加以改良#具体步骤如下)$

$

&清洗!

用
YUJI,V+

液将新鲜刮取的内膜组织清洗
'

次#尽量将血污及

杂质清除干净#将清洗后的组织剪碎约为
$DD

'

#肉眼呈糊状%

$

1

&消化!加入
%&12XT

型胶原酶
0%%

'

^

#
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恒温水浴
/D#,

左右#期间适度振荡
0

&

2

次)加入
'

倍体积
Y;=;
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7.$1

培

养液终止消化%$

'

&纯化!细胞悬液依次过
$%%

目及
0%%

目细胞

过滤网并用培养液冲洗细胞网#收集其表面的腺上皮细胞团)

得到的
1

种细胞悬液分别进行离心$

$%%%?

"

D#,̀ $%D#,

&#弃

上清液#保留细胞沉淀%$

0

&培养和传代!按细胞密度为
$%

2

"

D̂

接种于
12LD

1 细胞培养瓶内#

'-_

#

2X <Z

1

培养箱中孵育)

次日换液#之后每
0/

&

-1

小时进行细胞换液)待细胞铺满瓶

底后#用
%&12X

胰蛋白酶$含
%&%1X=Y59

&进行消化传代'

1

(

)

传代后的细胞平均分成
1

瓶继续培养)

@&B&A

!

细胞形态学观察
!

每天于倒置相差显微镜下观察
1

种

内膜细胞的形态与生长规律)

@&B&B

!

免疫细胞化学法染色
!

$

$

&细胞爬片!以细胞浓度为

$%

)

"

D̂

的细胞悬液接种于放有无菌盖玻片的
)

孔板内#于细

胞培养箱内孵育
10J

#待细胞长满
(%X

后#取出细胞爬片)

0&%X

多聚甲醛固定细胞#

%&$X

&

%&1X

聚乙二醇辛基苯基醚

通透细胞)

2&%X

正常山羊血清孵育
'%D#,

后弃血清%$

1

&分

别加入角蛋白抗体*波形蛋白抗体$工作浓度均为
$a2%

&#同

时设立阴性对照$用
BW:

代替一抗&#

0_

湿盒内过夜)次日复

温后滴加稀释的二抗#

'-_

孵育
'%D#,

#采用
:B

法进行染色

$滴加辣根酶标记链酶乳白素工作液&)中性树胶封片#光学显

微镜下观察)

@&B&C

!

免疫细胞荧光
!

$

$

&细胞爬片!同免疫细胞化学%$

1

&加

入一抗$此步骤同免疫细胞化学&#$避光&加入荧光标记二抗#

即
7T5<

标记的羊抗鼠抗体#

'-_

孵育
$J

后#

Y9BT

复染细胞

核
$%D#,

)

2%X

&

(%X

甘油封片#指甲油封片的四周#光学显

微镜下观察)

A
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结
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果
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培养结果
!

所取
$%

例标本成功分离并培养出
=:<

和

==<

的例数为
/

例#其余
1

例均为培养过程中真菌污染)结

果证实此方法有效*可行且简便)

A&A

!

细胞生长情况及形态观察
!

$

$

&

=:<

!接种后约
1J

左右

开始贴壁#此时#可观察到
1

种形态的细胞!梭形细胞占多数#

少量呈多角形)

=:<

细胞质饱满#核居中且圆#细胞呈平铺生

长)

=:<

易传代#连续培养
'

&

0!

后#细胞逐渐延伸成长梭

形#平行排列成束#密度大的区域则成团生长$图
$

&#最长可存

活数月%$

1

&

==<

!一般于接种后
10J

左右开始贴壁#细胞呈蝌

蚪形或多角形#细胞质丰富#核圆而大#细胞边界清楚#排列紧

密$图
1

&#约
0!

后呈漩涡状排列生长)

==<

平均生长时间约

为
)

周)在
==<

培养过程中会掺杂少量
=:<

)子宫内膜原代

细胞经首次传代后生长力旺盛#大约
2

&

)!

可再次传代)与

文献'

2.)

(报道相符合)

图
$

!!

光学显微镜下
=:<

细胞影像学表现%

$̀%%

&

图
1

!!

光学显微镜下
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细胞影像学表现%

$̀%%

&

A&B

!

子宫内膜细胞的纯度鉴定
!

=:<

的特异性标志分子为

波形蛋白#

==<

的特异性标志分子为细胞角蛋白)阳性结果

判定!

=:<

与
==<

均为细胞质染色#棕黄色视为阳性染色%方

法为!在低倍镜下每张盖玻片随机选取
$%

个视野计数染色阳

性细胞数和染色阴性细胞数)免疫细胞化学染色结果显示#

=:<

角蛋白染色阴性#波形蛋白染色阳性#阳性率
(2X

#阳性

细胞质呈棕黄色#核为蓝色$图
'

&%

==<

角蛋白染色阳性#波形

蛋白染色阴性#阳性率
(%X

#阳性细胞质染成棕黄色#核为蓝

色$图
0

&)

图
'

!!
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细胞染色影像学表现%

1̀%%
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2%(0

重庆医学
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年
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图
0
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细胞染色影像学表现%
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图
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细胞免疫荧光染色结果%

1̀%%

&

图
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细胞免疫荧光染色结果%

1̀%%

&

A&C

!

细胞免疫荧光结果
!

$

$

&

=:<

角蛋白染色阴性#波形蛋白

染色阳性#阳性率
(2X

#阳性细胞质呈荧光反应#核为蓝紫色

$图
2

&%$

1

&

==<

角蛋白染色阳性#波形蛋白染色阴性#阳性率

(%X

#阳性细胞质呈荧光反应#核为蓝紫色$图
)
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B

!

讨
!!

论

B&@

!

成功建立高纯度子宫内膜细胞体外培养系统的重要意义

!

目前#子宫内膜细胞体外培养是研究子宫内膜相关疾病公认

的一种有效途径#应用子宫内膜细胞分离纯化及培养技术#建

立人子宫内膜细胞体外培养系统#可对胚胎着床#月经调节机

制和子宫内膜异位症的产生机制等进行基础研究#并且可为研

究药物作用机制及肿瘤发生等提供有效的手段'

-./

(

)

B&A

!

人子宫内膜原代细胞体外培养的主要影响因素
!

子宫内

膜原代细胞能否成功培养与以下因素密切相关!细胞的活力*

纯度及细胞的接种密度'

(

(

)目前#有文献主张应用复合酶进行

组织的消化#经过多次试验#最终认为
T

型胶原酶对细胞的活

力影响较小#性价比较高#与许艳丽等'

$%

(研究结论相符)本研

究采用的标本均来自无菌条件下刮取的子宫内膜组织#并立即

放入含双抗的培养液中#最大程度避免了污染)此外#有研究

表明#适当增加冲洗组织标本的次数有利于将血污及黏液的进

一步去除#并可清除病原体'

$$

(

)消化后得到的悬液中包括

=:<

*

==<

及红细胞等其他杂质细胞#其中#

=:<

和
==<

可分

别通过
0%%

目及
$%%

目细胞筛网#而红细胞及其他杂质细胞则

极少能通过
$%%

目细胞筛网)故本研究采用分次筛网进行过

滤#离心后可得到较纯的
=:<

悬液及
==<

悬液)

9?,"A!

等'

$1

(认为#若在接种时细胞的密度过稀#则可因为细胞之间失

去相互支持#而最终导致培养失败)作者认为在接种细胞时

=:<

以
$%

2

"

D̂

浓度#

==<

则以
2%%

"

D̂

的浓度进行接种比较

适宜)在进行原代培养的过程中#还有国外学者采用
1

种细胞

混合培养作为体外细胞模型'

$'.$0

(

#此种方法有待进一步探索)

此外#人子宫内膜原代细胞分离*培养过程不改变细胞特异蛋

白的表达#可通过特异性抗体免疫标记离体细胞以鉴定培养结

果'

0

(

)本试验中角蛋白与波形蛋白进行细胞鉴定的成功充分

说明了这一点)

在本试验的探索过程中#可总结以下经验!$

$

&消化时采用

终浓度为
%&$XT

型胶原酶#消化时间为
/D#,

左右得到的细

胞较多*活力较好%$

1

&低速单次离心$

$%%%?

"

D#,̀ $%D#,

&细

胞的损伤较小%$

'

&取材时尽量去除血污及杂质#并在次日换

液#能更好地去除混杂的红细胞#以减少红细胞破裂死亡后释

放的酶对子宫内膜细胞产生的影响%$

0

&细胞消化传代时用含

%&%1X=Y59

的
%&12X

胰蛋白酶效果佳#因
=Y59

为一种螯

合剂#可对贴壁细胞起到一定的解离作用'

$2

(

%$

2

&原代细胞在

分离培养过程中易被污染#需严格遵守无菌操作要求)

总之#本方法采用单酶$胶原酶&消化和细胞筛网
1

次过滤

并低速离心#成功分离获取高纯度的子宫内膜
=:<

和
==<

且

没有改变其细胞特征)本方法具备操作简单*费用较低*所需

试剂少等优点#且分离培养的细胞纯度高#可为进一步研究子

宫内膜细胞相关生理病理机制提供满意的体外细胞平台)
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