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摘　要：为探讨性腺激素对山羊子宫内膜细胞分泌活性的影响，基于套皿培养技术构建永生化山羊子宫内膜上皮

细胞（ＥＥＣ）与基质细胞（ＥＳＣ）共培养体外研究模型，通过ＥＬＩＳＡ检测性腺激素Ｅ２ 和／或Ｐ４ 对单独培养ＥＥＣ中

ＴＮＦα与ＴＧＦβ分泌活性的调节作用以及ＥＳＣ对该培养体系的影响。结果显示：与未加激素对照组相比，单独或

混合添加Ｅ２ 和Ｐ４ 均可显著增加单独培养ＥＥＣ向顶端分泌ＴＮＦα水平（犘＜０．０５），而对细胞基底端ＴＮＦα分泌

活性影响不显著；Ｅ２ 单独作用较对照组显著降低ＥＥＣ向细胞顶端分泌ＴＧＦβ水平（犘＜０．０５），Ｐ４ 单独或与Ｅ２ 共

同作用下则主要对单独培养ＥＥＣ顶端及基底端分泌ＴＧＦβ水平具有显著增强作用（犘＜０．０５）。对于ＥＥＣＥＳＣ共

培养细胞模式，Ｅ２ 和／或Ｐ４ 显著降低ＥＥＣ顶端和基底端ＴＮＦα分泌水平（犘＜０．０５）；ＥＥＣ顶端ＴＧＦβ分泌水平

在Ｅ２ 和／或Ｐ４ 作用下显著降低（犘＜０．０５），而ＥＥＣ基底端ＴＧＦβ分泌水平不受激素作用所影响。激素对单独培

养及与ＥＳＣ共培养模式下的极化ＥＥＣ顶端及基底端ＴＮＦα与ＴＧＦβ分泌水平的差异，提示ＥＳＣ对激素作用下

山羊子宫内膜上皮细胞分泌方向及分泌水平的重要调节作用。
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　　子宫内膜受各种生殖激素的影响，随机体生理

状态的变化而变化，在内分泌和免疫方面发挥着独

特的功能。子宫内膜上皮细胞（Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌｅｐｉｔｈｅ

ｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＥＥＣ）和基质细胞（Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌｓｔｒｏｍａｌ

ｃｅｌｌｓ，ＥＳＣ）之间的相互作用对于子宫内膜正常功

能的发挥具有十分重要的作用。ＥＳＣ通过分泌可

溶性因子和细胞外基质调节ＥＥＣ的分化和生长，而

ＥＥＣ则通过分泌可溶性因子和细胞—细胞间的直

接作用调节ＥＳＣ的功能
［１］。动物子宫局部微环境

中表达大量的细胞因子，其中转化生长因子 β
（Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）和肿瘤坏

死因子α（Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）在机体

子宫局部免疫防御和生殖中具有关键的调节作

用［２４］。ＴＧＦβ是一种具有多种生理功能的生长因

子，可参与调节细胞增生、分化，调节细胞与细胞黏

连，促进细胞外基质合成等生理过程。目前认为

ＴＧＦβ也参与妊娠免疫调节
［４６］。Ｉｎｇｍａｎ 等对

ＴＧＦβ基因敲除小鼠的研究发现，ＴＧＦβ基因敲除

小鼠生殖功能严重受损，推测胚胎发育障碍可能是

由于体内 ＴＧＦβ缺失，导致生殖内分泌功能受

损［７］。ＴＮＦα可在免疫细胞表达，也可由生殖系统

分泌产生，是一种与生殖过程密切相关的炎性细胞

因子。正常情况下子宫内膜的腺上皮、基底膜及卵

巢间质中均有少量ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达，这对维

持子宫内膜组织内环境稳定和发情周期的调节发挥

着重要作用［８９］。雌二醇（１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２）和孕酮

（Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ，Ｐ４）是来自卵巢和子宫最主要的性

腺激素，大量研究证明Ｅ２ 与Ｐ４ 在调节子宫内膜细

胞分泌活性中发挥关键作用［１０１２］，研究Ｅ２ 和Ｐ４ 对

子宫内膜功能的影响将为深入理解子宫局部对病原

的免疫保护和对胎儿的免疫耐受及妊娠失败等提供

新思路。目前，关于人类与啮齿类动物的子宫内分

泌—免疫调节相关研究已有大量文献报道［１３１６］，而

有关性腺激素对反刍动物子宫内膜细胞分泌活性的

研究尚缺乏直接证明。

由于子宫内分泌—免疫调节是一种随发情周期

变化和妊娠进展而在时空上不断变化的动态过程，

其复杂性以及细胞因子作用的多向性和重复性及其

网络性的作用特点，大大增加了在体研究的难度。

因而，建立体外子宫模型成为最有前景的研究方法

之一。进行体外研究的一个先决条件是必须有足够

的细胞数量，原代培养的细胞一方面由于数量的限

制和无法长期传代，另外受分离方法的影响，很难达

到完全的纯化，其中污染的其他细胞很可能会影响

试验结果的准确性而限制了其应用。通过细胞端粒

酶修饰而建立的永生化细胞系克服了早先的细胞永

生化程序常常造成的细胞核型的异常和功能特性的

改变［１７１８］。本研究以ｈＴＥＲＴ （ｈｕｍａｎｔｅｌｏｍｅｒａｓｅ

ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａ）转染获得的永生化山羊ＥＳＣ和

ＥＥＣ为基础，通过ＥＬＩＳＡ检测Ｅ２ 和Ｐ４ 对永生化

山羊ＥＥＣ中ＴＮＦα和 ＴＧＦβ分泌活性的调节作

用以及ＥＳＣ对该培养体系的影响，为深入研究子宫

内膜生理或病理机理、胚胎—子宫内膜间相互作用、

以及家畜妊娠率的提高和生殖道的抗感染免疫机制

提供依据。

１　材料与方法

１．１　细胞

ｈＴＥＲＴ转染获得的永生化山羊ＥＳＣ和ＥＥＣ

由西北农林科技大学动物医学院靳亚平教授馈赠。

该细胞形态及免疫化学特性均与原代培养细胞

相似［１９２０］。

１．２　主要试剂

ＤＭＥＭ／Ｆ１２为 Ｇｉｂｃｏ产品；葡聚糖处理胎牛

血清为Ｂｉｏｗｅｓｔ产品；胰蛋白酶为 Ａｍｒｅｓｃｏ产品；

ＥＬＩＳＡ试剂盒为 Ｒ＆Ｄ公司产品；Ｅ２ 和Ｐ４ 均为

Ｓｉｇｍａ公司产品，分别用无水乙醇和氯仿配制，过滤

除菌，－２０℃冻存，使用时用含血清的培养液稀释

成设定浓度的工作液；悬挂式２４孔板细胞培养套皿

（ＰＥＴ膜，孔径０．４μｍ）为 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司产品。

１．３　犈犛犆和犈犈犆的复苏与传代培养

从液氮中取出冻存的山羊ＥＳＣ和ＥＥＣ分别放

７７４
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入３７．５℃水浴锅中迅速解冻，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心

５ｍｉｎ，弃上清，用新配制的ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养

液调整浓度至１×１０５ 个· ｍＬ－１接种于细胞培养

瓶，置于３７℃、５％ＣＯ２ 的培养箱中恒温培养２～３ｄ

（以下培养条件均与此同）。待细胞生长至约８０％

时，吸弃旧培养液，无菌ＰＢＳ液洗涤２～３遍后，加

入２ｍＬ０．２５％胰酶消化２～３ｍｉｎ，显微镜下观察

待细胞收缩变圆时，弃去胰酶，加入新鲜培养液，用

吸管轻轻吹打制成细胞悬液，调节细胞密度为１×

１０５ 个· ｍＬ－１接种于细胞培养瓶中，置３７℃、５％

ＣＯ２ 培养箱中培养。根据细胞生长情况，每２～３ｄ

传代１次，传代培养３～４次后进行下一步试验。

１．４　性腺激素对单独培养犈犈犆分泌活性的影响

采用套皿技术［２１］：将新鲜配制ＤＭＥＭ／Ｆ１２完

全培养基加入２４孔细胞培养板，每孔５００μＬ，随后

用无菌眼科镊将细胞培养套皿小室（ＰＥＴ膜，孔径

０．４μｍ）嵌入２４孔板各孔，于各小室内加入ＥＥＣ细

胞悬液２００μＬ（１×１０
５ 个·ｍＬ－１），置３７℃、５％

ＣＯ２ 培养箱中培养。通过细胞电阻仪每日测定

ＥＥＣ的 穿 膜 阻力值 （Ｔｒａｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，

ＴＥＲ）。根据测定的ＴＥＲ值（＞１０００Ω·孔
－１），确

定皿内ＥＥＣ生长至完全细胞单层时，将表１所述各

浓度的Ｅ２ 或／和Ｐ４ 分别加入下室培养孔和上室套

皿，激素添加剂量及比例参照文献［１０、１２、２２］。激

素空白对照组补加等量 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液。上

述培养体系于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养４８ｈ，

分别吸取上室和下室细胞培养上清液，ＥＬＩＳＡ检测

套皿内培养上清液中ＴＮＦα及ＴＧＦβ含量。

表１　试验处理

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狋狉犲犪狋犿犲狀狋狅犳犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋 ｎｍｏｌ·Ｌ－１

组别 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ １ ２ ３ ４ ５

雌二醇（Ｅ２）１７βＥｓｔｒａｄｉｏｌ ０ １０００１００ １０ ０

孕酮（Ｐ４）Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ０ ０ １０ １００ １０００

１．５　性腺激素和犈犛犆共同作用对犈犈犆分泌活性

的影响

　　基于套皿技术构建 ＥＥＣＥＳＣ 细胞复层模

型［２１］：将浓度为１×１０５ 个·ｍＬ－１的ＥＳＣ细胞悬液

加入２４孔培养板的培养孔，每孔５００μＬ，将上室套

皿嵌入，加入ＥＥＣ细胞悬液（１×１０５ 个·ｍＬ－１），每

皿２００μＬ，于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱培养。待皿内

ＥＥＣ单层ＴＥＲ值达到１０００Ω·孔
－１时，将表１所

述各浓度的Ｅ２ 或／和Ｐ４ 分别加入下室培养孔和上

室套皿，分组顺序与 １．４ 同，下室培养孔 ５００

μＬ·孔
－１，上室套皿２００μＬ·孔

－１。对照组补加等

量ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液，３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培

养４８ｈ，分别吸取上室和下室细胞培养上清液，

ＥＬＩＳＡ检测套皿内培养上清液中ＴＮＦα及ＴＧＦβ

含量。

２　结　果

２．１　性腺激素对单独培养山羊犈犈犆分泌活性的

影响

　　本研究通过套皿培养技术，检测性腺激素对体

外培养山羊子宫内膜上皮细胞单层分泌活性的影

响。试验结果显示，当套皿内ＥＥＣ形成完全细胞单

层后（ＴＥＲ值＞１０００Ω·孔
－１），激素作用下，上室

套皿与下室２４孔培养板各孔上清培养液内ＴＮＦα

与ＴＧＦβ分泌水平具有显著差异。如图１Ａ所示：

与未加激素对照组相比，单独或混合添加Ｅ２ 和Ｐ４，

均可显著增加上皮细胞向顶端分泌 ＴＮＦα水平

（犘＜０．０５），而对细胞基底端ＴＮＦα分泌活性影响

不显著；性腺激素对ＥＥＣ中ＴＧＦβ的极性分泌水

平也具有明显作用，如图１Ｂ所示：Ｅ２ 单独作用较对

照组显著降低ＥＥＣ向细胞顶端分泌ＴＧＦβ水平（犘

＜０．０５）。Ｐ４ 单独或与Ｅ２ 共同作用则主要对ＥＥＣ

细胞顶端及基底端分泌ＴＧＦβ水平具有显著增强

效应（犘＜０．０５）。

２．２　性腺激素及犈犛犆共同作用对山羊犈犈犆分泌

活性的影响

　　为检测子宫内膜基质细胞在激素调节上皮细胞

分泌活性中的作用，本研究构建了基于永生化山羊

子宫内膜细胞的体外ＥＥＣＥＳＣ细胞复层模型。结

果表明，相对于未添加激素组，性腺激素对该培养模

式ＥＥＣ中ＴＮＦα与 ＴＧＦβ分泌活性主要呈抑制

作用。如图２Ａ所示，与对照组相比，Ｅ２ 和Ｐ４ 单独

或共同作用均显著降低 ＥＥＣ 向顶端和基底端

ＴＮＦα分泌水平（犘＜０．０５）。子宫内膜上皮细胞单

层向上室内分泌的ＴＧＦβ水平在激素作用下均显

著降低（犘＜０．０５），而下室内ＴＧＦβ分泌水平不受

激素作用所影响（图２Ｂ）。

３　讨　论

子宫局部内分泌—免疫调节是一种随发情周期

８７４
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“”表示差异显著，犘＜０．０５；狀＝５。下图同

＂＂ｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｔ犘＜０．０５ｌｅｖｅｌ，狀＝

５．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

图１　性腺激素对犈犈犆中犜犖犉α和犜犌犉β分泌活性的

影响

犉犻犵．１　犈犳犳犲犮狋狅犳狊犲狓犺狅狉犿狅狀犲狊狅狀狉犲犾犲犪狊犲狅犳犜犖犉α犪狀犱

犜犌犉β犫狔犈犈犆

图２　性腺激素对犈犈犆／犈犛犆共培养模式犈犈犆中犜犖犉α
和犜犌犉β分泌活性的影响

犉犻犵．２　犈犳犳犲犮狋狅犳狊犲狓犺狅狉犿狅狀犲狊狅狀狉犲犾犲犪狊犲狅犳犜犖犉α犪狀犱

犜犌犉β犫狔犮狅犮狌犾狋狌狉犲犈犈犆／犈犛犆

和妊娠进程而在时空上不断变化的动态过程，其复

杂性以及细胞因子作用的多向性（一种因子多种功

能）和重复性（多种因子同一功能）等，大大增加了在

体内研究的难度，因而，建立体外子宫模型对于探讨

子宫内膜特性的影响因素以及各因素之间的相互作

用具有重要意义。本试验通过套皿技术建立山羊子

宫内膜上皮细胞和基质细胞的体外共培养模型，比

较分析了不同浓度及比例组合的Ｅ２ 和Ｐ４ 对子宫内

膜上皮细胞２种关键细胞因子ＴＮＦα与ＴＧＦβ分

泌活性的调节作用。

很多研究通过 ＲＴＰＣＲ、免疫组化、ＥＬＩＳＡ、

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等方法检测表明细胞因子和趋化因子

的免疫调节作用对于子宫内膜功能的正常发挥起着

关键作用［１５，２３２５］。子宫局部免疫微环境随发情周期

及生殖周期有规律的变化表明性腺激素对子宫内膜

细胞与免疫细胞分泌活性的重要调节作用［５，１０１１］。

研究表明子宫内膜上皮细胞产生多种具有重要生物

学功能的细胞因子［４６］，其中 ＴＮＦα和 ＴＧＦβ的

ｍＲＮＡ 与 蛋 白 质 表 达 均 受 到 Ｅ２ 和 Ｐ４ 的 调

控［５，１１，２３］。Ｇｒａｎｔ等
［２］对体外培养人子宫内膜上皮

细胞的分泌活性进行检测发现，极化的上皮细胞可

同时向细胞顶端和基底端分泌ＴＮＦα和ＴＧＦβ，Ｅ２

和Ｐ４ 均对该２种细胞因子的分泌水平具有不同的

调节作用。关于人类及鼠子宫内分泌免疫调节相

关的在体或体外研究有大量报道［１０１１，２１，２３，２５２７］，关于

羊等反刍动物的相关研究鲜有报道。Ｍｅｅｕｓｅｎ

等［２８］的研究表明，反刍动物子宫内具有与其他动物

明显不同的免疫调节机制。

本试验结果显示性腺激素Ｅ２ 和／或Ｐ４ 对单独

培养ＥＥＣ及ＥＥＣＥＳＣ共培养模式下的山羊子宫

内膜上皮细胞中ＴＮＦα与ＴＧＦβ分泌水平具有不

同的调节作用。对于单独培养ＥＥＣ，Ｅ２ 单独作用会

抑制ＴＧＦβ的顶端分泌，而Ｐ４ 单独或与Ｅ２ 共同作

用可不同程度增强ＥＥＣ顶端和基底端中ＴＧＦβ分

泌活性，对ＴＮＦα只限于顶端促分泌作用，基底端

则不受影响。相关研究表明，性腺激素主要通过与

其靶细胞上的相应受体特异性结合发挥其调节作

用［２６］。本研究中Ｅ２ 和／或Ｐ４ 对山羊ＥＥＣ顶端和

基底端分泌活性的不同调节作用提示子宫内膜上皮

细胞上 Ｅ２ 和Ｐ４ 受体的存在，其中Ｐ４ 对 ＥＥＣ中

ＴＧＦβ分泌活性的增强作用与相关研究报道相

似［２９］。Ｐ４ 对ＥＥＣ中ＴＮＦα顶端分泌水平的增强

作用则与在人及小鼠的相关研究报道存在一定差

异［２］，这种差异可能与不同种属间子宫微环境生理

特性及组织结构差异等方面的有关。

子宫内膜上皮细胞和基质细胞的相互调节作

用，对于 子宫 正常功能的 发挥 具有 重 要 的 作

用［２１，２７，３０］。Ｐｉｅｒｒｏ等
［３１］通过人子宫内膜上皮细胞

９７４
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与基质细胞共培养体外模型，发现Ｅ２ 对上皮细胞的

增殖作用是通过激素受体阳性的基质细胞旁分泌作

用发生。单独培养的局限性使得人们转而建立更能

模拟在体环境的体外三维模型［３２３３］。Ｇｒａｎｔ等
［２］在

分离自小鼠的ＥＥＣ和ＥＳＣ共培养体系中，则发现

ＥＳＣ可降低ＥＥＣ分泌ＴＮＦα的活性，而对ＴＧＦβ
分泌功能无影响。本研究通过套皿培养技术建立了

ＥＥＣ与ＥＳＣ共培养模型。ＥＬＩＳＡ结果检测表明，

Ｅ２ 和／或Ｐ４ 作用下，共培养体系 ＥＥＣ和 ＥＳＣ中

ＴＮＦα和ＴＧＦβ的分泌水平均较无激素处理对照

组表现出不同程度下降趋势，尤其是ＴＮＦα的分泌

活性下降显著。激素对单独培养和共培养子宫内膜

细胞模式下分泌水平调节作用的差异，提示ＥＥＣ

ＥＳＣ间相互作用在子宫局部内分泌免疫调节中的

重要作用。基于套皿培养技术构建ＥＥＣＥＳＣ细胞

复层模型较单独培养细胞能更准确地模拟在体子宫

内膜组织，为子宫局部微环境内分泌免疫调节机制

的研究提供新方法。

４　结　论

性腺激素Ｅ２ 与／或Ｐ４ 对单独培养ＥＥＣ顶端分

泌ＴＮＦα与ＴＧＦβ水平具有显著增强作用，而对

细胞基底端分泌活性影响不显著；相反地，性腺激素

对ＥＥＣＥＳＣ共培养细胞复层模式下ＥＥＣ中ＴＮＦ

α与顶端分泌 ＴＧＦβ具有显著抑制作用。激素对

单独培养及与ＥＳＣ共培养模式下的ＥＥＣ分泌水平

的差异，提示ＥＳＣ对激素作用下山羊子宫内膜上皮

细胞分泌方向及分泌水平的重要调节作用。
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