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山羊子宫内膜细胞与性腺激素对狌犖犓细胞

分泌活性的调节作用
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（西北农林科技大学动物医学院，杨凌７１２１００）

摘　要：为探讨山羊子宫内膜细胞和性腺激素对子宫自然杀伤（ｕＮＫ）细胞分泌血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）和γ干

扰素（ＩＦＮγ）含量的影响。本研究以永生化山羊子宫内膜基质细胞（ＥＳＣ）和上皮细胞（ＥＥＣ）为体外研究模型，通过

ＥＬＩＳＡ法检测子宫内膜细胞和性腺激素（Ｅ２和Ｐ４）对ｕＮＫ细胞分泌 ＶＥＧＦ和ＩＦＮγ含量的影响。结果显示，在

ｕＮＫ细胞与ＥＥＣ共培养时，雌激素Ｅ２ 单独或与Ｐ４ 共同作用可显著抑制ｕＮＫ细胞中ＩＦＮγ和 ＶＥＧＦ分泌水平

（犘＜０．０５），而Ｐ４ 单独作用不显著；而当ｕＮＫ细胞与ＥＳＣ共培养时，孕酮Ｐ４ 单独或与Ｅ２ 共同作用可显著增强

ＩＦＮγ在ｕＮＫ细胞中的分泌水平（犘＜０．０５），而Ｅ２ 单独或与Ｐ４ 共同作用可显著抑制ＶＥＧＦ分泌水平（犘＜０．０５）。

研究结果表明性腺激素对与 ＥＥＣ或ＥＳＣ共培养的ｕＮＫ细胞分泌水平具有不同程度的调节作用。
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　　子宫内膜细胞主要包括基质细胞（Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉ

ｕｍｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌ，ＥＳＣ）和上皮细胞（Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ

ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＥＥＣ）。研究认为，子宫内膜细胞可

通过多种途径参与局部免疫防御与免疫调节：如物
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理屏障、表达ＴＬＲｓ、分泌趋化因子和细胞因子及表

达免疫黏附分子等［１３］。子宫 ＮＫ 细胞（Ｕｔｅｒｉｎｅ

ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒ，ｕＮＫ）是一类功能特化的免疫细胞，

在发挥局部免疫调节作用的同时，在平衡子宫局部

免疫－内分泌中具有重要意义。目前对ｕＮＫ细胞

的研究取得了明显的进展，如其表型功能、变化规

律、局部免疫及产生的细胞因子，而有关子宫内膜细

胞在ｕＮＫ细胞募集与活化中的作用，以及性激素

对该作用的影响等方面尚不清楚。性腺激素Ｅ２ 和

Ｐ４ 是来自卵巢和子宫局部最主要的激素。大量的

研究证明，Ｅ２ 和Ｐ４ 对淋巴细胞的作用与剂量以及

两者的比例相关。但有研究表明，Ｐ４ 对ｕＮＫ细胞

的影响似乎并不是通过其直接作用，因为在子宫内

膜ｕＮＫ细胞尚未发现Ｐ４ 受体
［４５］。并且体外研究

中两种激素发挥作用所需要的浓度远远高于体内的

实际浓度和相应受体的结合度，推测可能通过子宫

内膜间接参与子宫局部的免疫调节。最近的研究也

表明，妊娠早期ｕＮＫ等免疫相关细胞在子宫内膜

呈时空分布变化，在胚胎附植期主要聚集于子宫内

膜基质细胞区域，提示子宫内膜细胞在局部免疫细

胞活化与功能发挥中的作用［６１０］。

本研究旨在以分离纯化的山羊ｕＮＫ 细胞和

ｈＴＥＲＴ（Ｈｕｍａｎｔｅｌｏｍｅｒａｓｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａ）转

染获得的永生化山羊 ＥＳＣ和 ＥＥＣ为基础，通过

ＥＬＩＳＡ法检测子宫内膜细胞对ｕＮＫ细胞分泌血管

内皮生长因子（Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，

ＶＥＧＦ）和γ干扰素（ＩＦＮγ）含量的影响，以探究山

羊子宫内膜细胞及性腺激素对ｕＮＫ细胞分泌活性

的影响。对于全面了解子宫局部免疫和内分泌免疫

调节机制，而且对深入了解生殖道的抗感染免疫机

制等均具有重要的理论意义和潜在的应用价值。

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［１１１２］。

１．２　主要试剂

ＤＭＥＭ／Ｆ１２为Ｇｉｂｃｏ产品；胎牛血清为 Ｈｙ

ｃｌｏｎｅ产品；胰蛋白酶为 Ａｍｒｅｓｃｏ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

ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养液稀释成设定浓度的工作

液；ＤＢＡ凝集素、ＤＮａｓｅＩ、Ｎ乙酰Ｄ氨基半乳糖均

购自Ｓｉｇｍａ公司；Ｍ２８０磁珠和磁力架均购自Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＤＢＡ凝集素一抗及 ＨＲＰ标记链霉

亲和素二抗为美国 ＵＳＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ公司产品；绵羊

ＩＦＮγＥＬＩＳＡ检测试剂盒、山羊 ＶＥＧＦＥＬＩＳＡ检

测试剂盒均购自武汉华美生物工程有限公司。

１．３　山羊狌犖犓细胞的分离与鉴定

参照 Ｍ．Ｃ．Ｂｉｚｉｎｏｔｔｏ等
［６］的方法，通过ＤＢＡ

标记链霉亲和素包裹磁珠法对山羊ｕＮＫ细胞进行

分离。主要程序：无菌采集２～３月孕龄山羊子宫

角，分离子宫中膜淋巴细胞汇集区并剪成１ｍｍ３ 左

右小块，用 Ｈａｎｋｓ溶液（含１％ ＢＳＡ、１０００Ｕ 的

ＤＮａｓｅｔｙｐｅⅠ）反复冲洗，离心后重悬于 Ｈａｎｋｓ

液，加入ＤＢＡ标记磁珠吸附溶液中ｕＮＫ细胞，然

后用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１Ｎ乙酰葡萄糖溶液洗脱磁珠并

分离ｕＮＫ 细胞。通过台盼蓝染色法计算活细胞

率。细胞纯度鉴定通过细胞离心法将分离的ｕＮＫ

细胞吸附于玻片，丙酮预冷后与生物素化ＤＢＡ凝

集素一抗及 ＨＲＰ标记链霉亲和素二抗反应，于显

微镜下鉴定ｕＮＫ细胞纯度。

１．４　犈犛犆和犈犈犆的复苏与传代培养

分别将冻存的山羊 ＥＳＣ和 ＥＥＣ迅速解冻，

１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心后，用新配置的含１０％胎牛血

清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２完全培养液调整浓度至１×１０５

个·ｍＬ－１接种于细胞培养瓶，于３７℃、５％ＣＯ２ 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，用灭菌

ＰＢＳ液洗涤２～３遍，加入０．２５％胰酶消化，进行传

代培养。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。

１．５　性腺激素作用下子宫内膜细胞体系对狌犖犓分

泌活性的调节作用

　　试验于２４孔套皿培养板进行。主要过程：将生

长状态良好的ＥＥＣ或ＥＳＣ用胰酶消化后，制成密

度为１×１０５个·ｍＬ－１的细胞悬液，分别加入２４孔

细胞培养板，每孔５００μＬ，置培养箱中培养。逐日

观察细胞生长情况，待各孔细胞生长形成单层时，弃

旧培养液；并按照表１所述浓度将Ｅ２ 或／和Ｐ４ 分别

加入２４孔板各行，每孔２５０μＬ，激素添加剂量及比

例参照文献［１，１３１４］。激素空白对照组补加等量

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液。随后于各孔加入套皿，皿内

加入５×１０４个·ｍＬ－１的ｕＮＫ细胞悬液，继续培养

７６８



畜　牧　兽　医　学　报 ４４卷　

至５６ｈ。每个处理做５个重复。收集套皿内细胞培

养上清液，按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明进行 ＶＥＧＦ和

ＩＦＮγ含量的测定与分析。

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

雌二醇（Ｅ２）１７βＥｓｔｒａｄｉｏｌ ０ １００ ０ １００

孕酮（Ｐ４）Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ０ ０ １００ １００

１．６　统计分析

数据按ＳＰＳＳ进行方差分析，数据相关分析结

果采用“平均数±标准差”表示，犘＜０．０５认为差异

性显著。

２　结　果

２．１　山羊狌犖犓细胞的分离与鉴定

通过ＤＢＡ标记链霉亲和素包裹磁珠法对山羊

ｕＮＫ细胞进行分离纯化。由图１Ａ可见与 Ｍ２８０磁

珠（细箭头所示）紧密结合的近似呈球形的ｕＮＫ细

胞（粗箭头所示）；当经０．１ｍｏｌ·Ｌ－１Ｎ乙酰葡萄糖

溶液洗脱磁珠后，可见分离ｕＮＫ细胞纯度较高，无

其他杂质（图１Ｂ），细胞浓度约２×１０５ 个·ｍＬ－１，

台盼蓝染色法计算活细胞率约为９０％；ＤＢＡ凝集

素染色法显示分离的细胞呈棕色阳性染色，表明分

离的山羊ｕＮＫ细胞纯度较高（图１Ｃ、Ｄ）。

Ａ．与 Ｍ２８０磁珠（细箭头所示）紧密结合的近似呈球形的ｕＮＫ细胞（粗箭头所示）；Ｂ．当经０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ Ｎ乙酰葡

萄糖溶液洗脱磁珠后，可见分离ｕＮＫ细胞；Ｃ、Ｄ．显示经ＤＢＡ凝集素染色后分离的ｕＮＫ细胞呈棕色阳性染色

Ａ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｃｏｎｔｒａｓｔ（ＤＩＣ）ｉｍａｇｅｏｆｖｉａｂｌｅｇｏａｔｕＮＫｃｅｌｌｓａｔｔａｃｈｅｄｔｏ犇狅犾犻犮犺狅狊犫犻犳犾狅狉狌狊（ＤＢＡ）ｌｅｃ

ｔｉｎｃｏａｔｅｄｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓ；Ｂ．Ｄｅｔａｃｈｅｄａｆｔｅｒａｄｄｉｔｉｏｎｏｆ０．１ｍｏｌ·Ｌ
－１ ＧａｌＮＡｃ；Ｃ，Ｄ．ＩｓｏｌａｔｅｄｕＮＫｃｅｌｌｓｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｒｅａｃｔｉｖｅｗｉｔｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｌａｂｅｌｉｎｇｗｉｔｈＨＲＰｃｏｎｊｕｇａｔｅｄＤＢＡｌｅｃｔｉｎ（ｂｒｏｗｎａｒｅａｓｐｏｉｎｔｅｄｏｕｔｂｙａｒｒｏｗｓ）

图１　山羊狌犖犓细胞分离纯化与鉴定

犉犻犵．１　犌狅犪狋狌犖犓犮犲犾犾狊犻狊狅犾犪狋犻狅狀犪狀犱狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀

２．２　性腺激素及子宫内膜细胞对狌犖犓 细胞中

犐犉犖γ分泌活性的影响

　　本研究通过套皿培养技术，检测性激素及体外

培养的山羊子宫内膜细胞对ｕＮＫ细胞分泌活性的

影响。结果表明，性腺激素Ｅ２ 或／和Ｐ４ 在单独培养

的ＥＥＣ或ＥＳＣ下对ｕＮＫ细胞分泌ＩＦＮγ水平有

不同程度的调节作用。与未加激素对照组相比较：

当ｕＮＫ细胞与ＥＥＣ共培养时，Ｅ２ 单独或与Ｐ４ 共

同作用对ｕＮＫ细胞分泌ＩＦＮγ活性具有显著的抑

制作用（犘＜０．０５），Ｐ４ 单独作用对ｕＮＫ细胞分泌

ＩＦＮγ活性影响不显著。对于ｕＮＫ细胞与ＥＳＣ共

培养５６ｈ后，Ｐ４ 单独或与Ｅ２ 共同作用对ｕＮＫ细

胞分泌ＩＦＮγ水平具有显著的增强作用（犘＜

０．０５），Ｅ２ 单独作用影响不显著（图２）。

２．３　性腺激素及子宫内膜细胞对狌犖犓 细胞中

犞犈犌犉分泌活性的影响

　　试验结果显示，性腺激素Ｅ２ 或／和Ｐ４ 在单独培

养的ＥＥＣ或ＥＳＣ下对ｕＮＫ细胞分泌ＶＥＧＦ水平

８６８
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有不同程度的调节作用，主要呈抑制作用。如图３

所示，当ｕＮＫ细胞与ＥＥＣ共培养后，与未加激素对

照组相比较，Ｅ２ 单独或与Ｐ４ 共同作用对ｕＮＫ细胞

分泌ＶＥＧＦ水平具有明显的抑制作用（犘＜０．０５），而

Ｐ４单独作用对ｕＮＫ细胞分泌ＶＥＧＦ活性影响不明

显；当ｕＮＫ细胞与ＥＳＣ共培养后，Ｅ２和Ｐ４ 单独或者

共同作用对ｕＮＫ细胞分泌ＶＥＧＦ水平均具有明显作

用，其中Ｐ４ 单独作用呈显著增强作用（犘＜０．０５），Ｅ２

单独或与Ｐ４共同作用呈显著抑制作用（犘＜０．０５）。

 ．差异显著，犘＜０．０５；狀＝５。下同
 ．Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｔ犘＜０．０５ｌｅｖｅｌ，狀＝５．Ｔｈｅ

ｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

图２　性腺激素及子宫内膜细胞对狌犖犓细胞中犐犉犖γ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犪狀犱犲狀犱狅犿犲狋狉犻犪犾犮犲犾犾狊狅狀

狊犲犮狉犲狋犻狅狀犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犐犉犖γ犻狀狌犖犓犮犲犾犾狊

图３　性腺激素及子宫内膜细胞对狌犖犓细胞中犞犈犌犉分

泌活性的影响

犉犻犵．３　犈犳犳犲犮狋狅犳狊犲狓犺狅狉犿狅狀犲狊犪狀犱犲狀犱狅犿犲狋狉犻犪犾犮犲犾犾狊狅狀

狊犲犮狉犲狋犻狅狀犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犞犈犌犉犻狀狌犖犓犮犲犾犾狊

３　讨　论

进行体外研究的一个先决条件是收获高纯度并

保持原有活性的单一细胞群。常见的ｕＮＫ细胞分

离方法有机械法和酶消化法，但因其局限性，效果皆

不理想。研究表明：ｕＮＫ细胞膜及胞浆中含有可与

双花扁豆素（ＤＢＡ）结合的特异性Ｎ乙酰半乳糖胺

的糖结合物［６］。本试验将 ＤＢＡ 凝集素包裹链霉亲

和素免疫磁珠，基于磁珠分选技术对妊娠山羊子宫

内膜中ｕＮＫ 细胞进行分离纯化与鉴定，清除了胰

酶消化后残留的各种杂质，成功地制备了高纯度的

ｕＮＫ细胞悬液。而怀孕中期哺乳动物体内ｕＮＫ细

胞含量最高，孕期过短或过长，动物体内的ｕＮＫ细

胞含量都会过低，无法满足试验需要［８９］。本研究采

集２～３月孕龄山羊子宫组织，保证了高浓度ｕＮＫ

细胞的获得，为深入研究子宫内膜细胞以及性腺激

素对高比例ｕＮＫ细胞分泌活性所发挥的作用奠定

重要的试验基础。

子宫内膜组织中存在有大量的免疫细胞。其中

ｕＮＫ细胞是妊娠早期子宫内最主要的淋巴细胞，

ｕＮＫ细胞水平变化与妊娠能否成功紧密联系。

ｕＮＫ细胞常出现于血管周围，并且表达血管内皮生

长因子（ＶＥＧＦ）
［１５］。ｕＮＫ细胞通过促进适量ＩＦＮγ

的分泌，在植入部位发挥促进螺旋动脉改造的作

用［１６］。本研究通过套皿培养技术，检测性激素及体

外培养的山羊子宫内膜细胞对ｕＮＫ细胞分泌活性

的影响。本试验结果显示，性腺激素对与ＥＥＣ或

ＥＳＣ共培养的ｕＮＫ细胞分泌水平具有不同程度的

调节作用。相关研究表明，性激素主要通过与其靶

细胞上的受体特异性结合发挥其调节作用［１７］。但

研究表明，Ｅ２ 和Ｐ４ 对ｕＮＫ细胞的影响似乎并不是

通过其直接作用，因为在子宫内膜ｕＮＫ细胞尚未

发现激素受体［４５］。Ｎ．Ｌｅｄｅｅ等
［１８］研究表明，妊娠

早期子宫内膜中ＩＬ１８表达水平将直接影响ｕＮＫ

细胞中ＩＦＮγ分泌水平。Ｘ．Ｆ．Ｑｉ等研究表明，Ｅ２

和／或Ｐ４ 对ＥＥＣ或ＥＳＣ中ＩＬ１８分泌水平具有不

同程度的调节作用［１９］，结合性腺激素Ｅ２ 和Ｐ４ 对山

羊子宫内膜细胞激素受体ＥＲ和ＰＲ表达水平的调

节作用［２０］。本研究结果中性腺激素对与 ＥＥＣ或

ＥＳＣ共培养的ｕＮＫ细胞ＩＦＮγ分泌水平不同程度

的调节作用提示性腺激素可能通过子宫内膜细胞上

的激素受体调节子宫内膜细胞的增殖及ＩＬ１８分泌

活性，间接参与对ｕＮＫ细胞分泌活性的免疫调节

作用。在与ＥＥＣ或ＥＳＣ共培养时，Ｅ２ 单独或与Ｐ４

共同作用均可显著抑制ｕＮＫ 细胞 ＶＥＧＦ分泌水

平，提示子宫内膜细胞介导性腺激素Ｅ２ 对ｕＮＫ细

胞ＶＥＧＦ分泌抑制的重要作用。

４　结　论

性腺激素对与 ＥＥＣ或ＥＳＣ共培养的ｕＮＫ细
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胞分泌水平具有不同程度的调节作用。雌激素Ｅ２

单独或与Ｐ４ 共同作用可显著抑制与ＥＥＣ共培养

ｕＮＫ细胞中ＩＦＮγ和 ＶＥＧＦ分泌水平，提示子宫

内膜上皮细胞在介导Ｅ２ 对ｕＮＫ细胞分泌活性中

的重要作用；在ｕＮＫ细胞与ＥＳＣ共培养时，孕酮

Ｐ４ 单独或与 Ｅ２ 共同作用可显著增强ＩＦＮγ在

ｕＮＫ细胞中的分泌水平，而Ｅ２ 单独或与Ｐ４ 共同作

用可显著抑制ＶＥＧＦ分泌水平，提示子宫内膜基质

细胞在介导性腺激素对ｕＮＫ细胞不同细胞因子分

泌水平的调节作用。
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