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家兔子宫内膜细胞和平滑肌细胞的分离培养

陈秀荔!赵永贞!靳亚平!张彦明"

"西北农林科技大学 农业部家畜生殖内分泌与胚胎工程重点开放实验室!杨凌
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要!本试验旨在体外分离培养兔子宫内膜细胞"腺上皮细胞和基质细胞#和平滑肌细胞!并且探讨纯化子宫内

膜上皮细胞和基质细胞的方法%用差速离心法和差速贴壁法获得纯化的子宫内膜上皮细胞和基质细胞!用滤网法

分离得到子宫平滑肌细胞!分别在添加
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的饱和湿度条件下培养(用免疫组化和免疫荧光法

鉴定细胞并检测分离的细胞纯度%结果表明用该方法成功地分离培养了兔子宫内膜上皮细胞和基质细胞!且
#

种

细胞纯度都达
<=%

左右!基质细胞出现蜕膜化(子宫平滑肌细胞的纯度为
<!%

左右!而且出现横纹状的生长%本

研究表明子宫内膜细胞和平滑肌细胞能够在体外成功培养(在含
#$%&'(

&

"$$

!

)

'

*+

牛胰岛素&

,-./0*12

'

+3

#

&

!."40*12

'

+5

4

的
6737

'

&"#

"

"8"

#培养液和
-!9/% :;

#

饱和湿度的培养条件下最有利于体外培养的子宫内

膜细胞和平滑肌细胞的生长%

关键词!子宫内膜细胞(平滑肌细胞(免疫组织化学(免疫荧光(蜕膜化
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子宫内膜作为性激素作用的靶器官!在生殖生

理研究中占有重要的地位%对子宫内膜细胞进行体

外培养!为研究细胞的生长&分化和代谢以及性激素

作用的机理提供了理想的实验模型(着床期子宫内

膜在胚泡黏附后发生蜕膜化反应!子宫内膜基质细

胞逐渐转化为蜕膜基质细胞!影响滋养层细胞的侵

入!一方面蜕膜组织中细胞外基质处于不断更新代

谢的动态平衡中!另一方面!蜕膜组织能够产生多种

细胞因子&生长因子以及金属蛋白酶!调节滋养层细

胞的多种基因表达!因此体外研究基质细胞的蜕膜

化现象对进一步研究胚胎植入机理十分必要)
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子宫平滑肌细胞的体外培养为研究子宫内以及其他

组织器官的血管的形成以及体外构建血管模型提供

了依据%目前对子宫内膜细胞和平滑肌细胞的分离

方法主要有两种!一种是滤网法)

/

*

!另一种是离心

法)

,

*

%本实验室曾应用滤网法分离子宫内膜细胞)

!

*

!

但其操作繁琐!因此!本研究对子宫内膜细胞的体外

培养加以改进!采用离心法获得细胞后再经过差速贴

壁法获得纯化的子宫内膜细胞!探讨更为简单有效的

纯化方法!为进一步的体外研究激素及生长因子对子

宫内膜细胞和平滑肌细胞增殖的影响提供依据(同时

为体外模拟正常子宫模型的建立奠定基础%
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材料与方法
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试验动物

!!

试验用母兔来自军事医学科学院实验动物中

心!临床检查健康!性成熟%

&D!

!

主要试剂
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孕马血清促性腺激素"

57(V

!北京奶牛中心#!

人绒毛膜促性腺激素 "

D:V

!北京奶牛中心#!
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人的角蛋白
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!北京中杉公司#多

克隆抗体!波形蛋白"

B̀*E0WB0

!北京中杉#多克隆抗

体!平滑肌肌动蛋白"

$

@ACWB0

!北京中杉#多克隆抗

体!
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(B
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*A

公司!分析纯#!

(5

免疫组

化试剂盒及
6?'

显色液以及相应的罗丹明荧光二

抗"北京中杉公司#%

&D!
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方法
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子宫内膜细胞的分离
!

雌性大耳白兔!性成

熟!体质量为
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肌肉注射
"$$Ta

的

57(V

超排处理!

4=D

后耳缘静脉注射
"$$Ta

的

D:V

!于第
#

天
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$

$$

空气栓塞处死超排处理兔!无

菌条件下取出子宫!用含双抗的
5'(

冲洗子宫至白

色!纵向剪开子宫!刮取子宫内膜!用
$.#/%

的胰蛋

白酶室温消化
$./

#

"*B0

!用吸管反复吹打几次!

将其收集到盛有培养液"含血清#的离心管中!吹打

均匀!采取以下的几种方法进行分离纯化$一种是滤

网法!用
#$$

目不锈钢网筛过滤!收集滤液!

"$$$

X

'

*B0

离心
/*B0

!得基质细胞(用完全培养基冲洗

滤网上的细胞!得到的液体进行离心!

"$$$X

'

*B0

离心
/*B0

!得上皮细胞)

!

*

%另一种分离纯化的方

法是差速离心法!将消化获得的子宫内膜细胞
"$$$

X

'

*B0

离心
/*B0

!弃去上清!然后再加入
"$*+

完

全培养液将其重悬!再经过
-$$X

'

*B0

离心
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取其上
#

'

-

的悬液接种于培养瓶中得基质细胞!取

下
"

'

-

悬液接种于培养瓶中得上皮细胞!因为这样

获得的细胞不是很纯!笔者尝试用反复差速贴壁法

对
#

种细胞进行纯化!从而获得纯度较高的子宫内

膜细胞%方法如下$将接种的
#

种细胞放置于

-!9

!

/%

的
:;

#

孵箱内培养
"D

后!吸取培养液于

离心管中离心!下层贴壁的为基质细胞"因其属于成

纤维样细胞所以易于贴壁#!再重复以上操作
#

次!

每次计数未贴壁的细胞数量!再离心收集未贴壁的

细胞!重新接种到瓶中进行培养得到上皮细胞%
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子宫平滑肌细胞的分离
!

在以往报道的基

础上加以改进)

=

!
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!将刮去子宫内膜的子宫用
5'(

冲洗几次!每次冲洗的液体收集到离心管中"内含基

质细胞和上皮细胞#!用差速离心法和差速贴壁法分

离纯化
#

种细胞!将冲洗过的子宫用眼科剪修剪边

缘!再将剩余部分剪成
"**

-的小块!加入适量的

$.#/%

胰蛋白酶室温消化
/*B0

!用
#$$

目不锈钢

网筛过滤%将滤液收集至离心管中!再向离心管中

加入等量含血清的完全培养基终止消化!滤网上面

的组织刮下来继续用
$.#/%

胰蛋白酶消化!直至消

化完全为止!

"$$$X

'

*B0

离心
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!收集细胞%
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子宫内膜细胞和平滑肌细胞的体外培养
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将分离纯化的子宫内膜细胞和平滑肌细胞吹打均匀

后以
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接种到
[!/

的培养瓶中!设立对照

组$一种培养液为含有
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!将其培养

瓶置于
-!9

!
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的
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#

培养箱内培养!

#M

后更换相应

的培养液!每天在倒置显微镜下观察细胞的生长情况%

".#.4

!

细胞爬片
!

用
$."#/%

胰蛋白酶和
$.$"%

36[?

消化长成单层的子宫内膜细胞!然后用含血

清的培养基终止消化!

"$$$X

'

*B0

离心
/*B0

!重悬

细胞并计数!以
"$

4

'

*+

接种到
4

孔培养板"内置盖

玻片#上!静置
"/*B0

!添加足量的培养液!置于

-!9

饱和湿度的
:;

#

培养箱中培养!约
#$D

后细胞

已经铺满瓶底
=$%

左右!细胞密度适中!细胞间存

在一定的空隙!适宜做免疫组化和免疫荧光试验%

".#./

!

细胞免疫组织化学染色
!

用
5'(

洗细胞爬

片
-

次!再用
4%

的多聚甲醛室温固定
"/*B0

!以链

霉素生物素蛋白
@

过氧化物酶"
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U

EX1F@

BME

!
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#进行免疫组织化学染色%鉴定
-

种细胞的

抗体$鉴定上皮细胞的抗体为小鼠抗人的细胞角蛋

白"

:

I

W1\EX1WB0"=

#!

"8"$$

稀释(鉴定基质细胞的

抗体为小鼠抗人的波形蛋白"

B̀*E0WB0
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"8/$$

稀

释(鉴定平滑肌细胞的抗体为小鼠抗人的
$

@

肌动蛋

白"

$
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#!以
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为阴性对照!

49

过夜!加生物

素标记的
(5

试剂盒二抗工作液进行染色!最后

6?'

显色!再用苏木素复染!凡细胞质染成棕黄色

的为阳性!未呈棕黄色的为阴性!每张爬片取
"$

个

不同的视野计数阳性细胞!统计阳性细胞率%

".#.,

!

细胞免疫荧光染色
!

将
4

孔培养板中长成

单层的细胞用
4%

的多聚甲醛室温固定
"/*B0

!进

行免疫荧光染色!用
".#./

中叙述的
-

种细胞的抗

体染色!

5'(

代替一抗作阴性对照%用罗丹明以
"

8/$

稀释"北京中杉公司#标记细胞的胞质!

N1@

ECDKW--#/=

以
"8=$

稀释标记胞核%细胞质呈红色

的为阳性结果!细胞质不着色的是阴性结果!统计细

胞质和细胞核的数量计算细胞的纯度%
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!

结果与分析
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子宫内膜细胞的生长情况
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在添加
#$% &'(

!

"$$

!

)

'

*+

牛胰岛素&

,-./

0*12

'

+3

#

&

!."40*12

'

+5

4

的
6737

'

&"#

"

"8"

#

培养液和
/% :;

#

的饱和湿度条件下培养!子宫内

膜上皮细胞较基质细胞难贴壁!培养
#4D

后发现贴

壁伸展成小圆形!基质细胞培养
"#D

观察发现其长

成小星星形的细胞!两种细胞在
4=D

基本长成单

层!细胞纯度达
<$%

!上皮细胞呈铺路石状!基质细

胞多呈多角形!而在添加
#$% &'(
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胰岛 素!

,-./ 0*12

'

+ 5

4

!

!."4 0*12

'

+ 3

#

的

6737

'

&"#

"

"8"

#培养液中培养的上皮细胞和基

质细胞较前一种培养液中生长的细胞状况差%平滑

肌细胞贴壁较快!

"#D

后将观察到伸展的长梭形细

胞!

4=D

后可见到形成横纹状的细胞单层!有时可

见+峰谷,样的结构%如图
"

#

-

所示%

图
&

!

培养
!EF3

的单层子宫内膜上皮细胞#倒置相

差显微镜
G&""

$

H0

I

E&

!

456/5.*3*

,

0/)*60-6?*66=12/C1-23-)-683-

B

=

18*231<*/.05<

#

J27*./*3<0?.1=?1

,B

!

G&""

$

图
!

!

培养
!3

的单层子宫内膜基质细胞#倒置相差

显微镜
G&""

$

H0

I

E!

!

456/5.*3=/.1<-6?*66=12!3-

B

=18*231<*/.0K

5<

#

J27*./*3<0?.1=?1

,B

!

G&""

$

!D!

!

细胞爬片的免疫组化染色

!!

分别对
-

种细胞进行免疫组化染色!上皮细胞

:_"=

阳性!胞质呈棕褐色"图
4

#!阳性率达
</%

(

基质细胞
B̀*E0WB0

阳性!胞质呈棕褐色!而且还见

到膨大的蜕膜化的基质细胞"图
/

#!阳性率达
=<%

(

平滑肌细胞
$

@ACWB0

阳性!胞质呈棕褐色!出现横纹

44#"
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期 陈秀荔等$家兔子宫内膜细胞和平滑肌细胞的分离培养

图
$

!

培养
!3

的单层子宫平滑肌细胞#倒置相差显

微镜
G&""

$

H0

I

E$

!

456/5.*3=<11/)<5=?6*?*66=12!3-

B

=18*231K

<*/.05<

#

J27*./*3<0?.1=?1

,B

!

G&""

$

图
'

!

上皮细胞
4A&%

阳性%胞质呈棕褐色%胞核呈蓝

色#

G!""

$

H0

I

E'

!

;231<*/.0-6?*66=4A&%

,

1=0/07*

%

?

B

/1

,

6-=/=/-0K

202

I

:.1C2

%

25?6*0=/-0202

I

:65*

#

G!""

$

图
F

!

基质细胞
L0<*2/02

阳性%胞质呈棕黄色%胞核

呈蓝色#

G&""

$

H0

I

EF

!

+/1<-6?*66=L0<*2/02

,

1=0/07*

%

?

B

/1

,

6-=/=/-0K

202

I

:.1C2

%

25?6*0=/-0202

I

:65*

#

G&""

$

状的生长方式"图
,

#!细胞阳性率达
<$%

%

!D$

!

细胞爬片的免疫荧光

!!

分别对
-

种细胞进行免疫荧光染色!罗丹明染

胞质呈红色!

N1ECDKW--#/=

染胞核呈蓝色!通过统

计胞质和胞核的数量计算细胞的纯度发现!上皮细

胞的纯度为
<=%

!基质细胞的纯度为
<=%

!平滑肌

细胞的纯度为
<!%

!如图
!

所示%

图
M

!

平滑肌细胞
"

K-?/02

阳性%胞质呈棕褐色%胞核

呈蓝色#

G!""

$

H0

I

EM

!

+<11/)<5=?6*?*66=

"

K-?/02

,

1=0/07*

%

?

B

/1

,

6-=/

=/-0202

I

:.1C2

%

25?6*0=/-0202

I

:65*

#

G!""

$

$

!

讨
!

论

!!

子宫内膜细胞的分离与培养方法各异 )

"$

!

""

*

!子

宫内膜在体内受雌激素&孕激素等的共同作用!在体

子宫内膜细胞分离培养后失去这些激素的作用而表

现出生长缓慢等特征!而且大量的研究证明性腺激

素对上皮细胞和基质细胞的作用是不可忽视

的)

"#

!

"-

*

%笔者通过差速离心法和反复差速贴壁法

成功地在体外分离和培养了子宫内膜细胞!并且通

过滤网法获得平滑肌细胞!

-

种细胞的形态比较均

一%笔者分别用不同浓度的
5

4

和
3

#

培养上皮细胞

和基质细胞!结果发现在高浓度
3

#

情况下
#

种细胞

的增殖能力强!这也符合在体的激素浓度变化%笔

者还观察了在此培养条件下培养了
"$

代以后的上

皮细胞!研究它的生长情况!结果发现上皮细胞形态

正常!增殖能力很强!并且通过免疫荧光的方法鉴定

细胞的纯度!每种细胞的纯度达到
<$%

左右%而且

本研究在细胞培养基中加入一定浓度的雌激素和孕

激素!探索子宫内膜细胞体外生长的条件!为以后的

研究提供支持%

!!

子宫内膜基质细胞发生蜕膜化是指成纤维样的

基质细胞在形态和功能上向蜕膜细胞转变的过程!

蜕膜细胞在胚胎着床和发育等方面起重要的作

用)

"4

!

"/

*

%

NEKK

等)

",

*报道的蜕膜细胞对来自于滋养

层细胞的旁分泌的信号的反应!证明了蜕膜细胞对

胚胎植入的重要意义(妊娠早期!类固醇激素
3

#

"

3KWX1

)

E0

#和
5

4

"

5X1

)

EKWEX10E

#通过控制子宫上皮

细胞和基质细胞的增殖和分化作用来调节一系列复

杂的胚胎与母体子宫间的相互作用!它们间的协同

/4#"
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6

&

VZ:_"=

&

B̀*E0WB0

&

$

@ACWB0

免疫荧光染色!罗丹明染胞质!阳性胞质呈红色(

'

&

3

&

NZN1ECDKW--#/=

非

特异性染核!细胞核呈蓝色(

:Z?

&

'

的重叠图(

&Z6

&

3

的重叠图(

TZV

&

N

的重叠图

?

!

6

!

VZ:_"=

&

B̀*E0WB0

&

$

@ACWB0B**G01L2G1XEKCE0WKWAB0B0

)

!

D̂1MA*B0E'KWAB0B0

)

L1XWDEC

I

W1

U

2AKW

!

U

1KB@

WB]EC

I

W1

U

2AKWKD1JEMXEM

(

'

!

3

!

NZN1ECDKW--#/=010@K

U

ECBLBCBW

I

KWAB0B0

)

L1X0GC2EB

!

0GC2EBKD1JEMY2GE

(

:Z

7EX

)

E

U

BCWGXE1L?A0M'

(

&Z7EX

)

E

U

BCWGXE1L6A0M3

(

TZ7EX

)

E

U

BCWGXE1LVA0MN

图
#

!

子宫内膜第
$

代上皮细胞&基质细胞和平滑肌细胞免疫荧光染色

H0

I

D#

!

J<<5218651.*=?*2/315:6*=/-0202

I

18/)*$.3

I

*2*.-/012*231<*/.0-6?*66=-23=<11/)<5=?6*?*66=

作用保持子宫内膜的蜕膜化程度!促进胚胎的植入!

已经证实类固醇激素可通过调节基因来控制这些作

用)

"!

#

"<

*

%本研究在前期研究的基础上进一步调整

激素浓度观察基质细胞的变化!结果发现基质细胞

在受到合适的激素的刺激下由以前梭形&分化能力

差&多能性的间充质细胞向两个方向分化!其中约一

半的细胞增大变成大而圆的蜕膜细胞!另一半分化

为小而圆的颗粒细胞!这和以前的报道相一致)

#$

*

%

体外研究子宫内膜细胞的蜕膜化的调节机制可以了

解体内激素的调节水平!有助于正确地了解子宫内

膜的容受性及其与胚胎间的作用机理%

!!

子宫平滑肌层含有大量的血管!如果平滑肌层

细胞过度生长!势必造成血管壁的增厚!管腔堵塞!

体外培养平滑肌细胞有利于研究子宫和其他富含血

管器官的血管形成机制)

#"

*

%子宫平滑肌细胞也表

达金属蛋白酶
775@#

及其抑制剂
[T75@#

!而雌激

,4#"



!

""

期 陈秀荔等$家兔子宫内膜细胞和平滑肌细胞的分离培养

素和孕激素对
775K

的表达有调控作用!它们之间

的不协调表达会造成子宫肌瘤)

##

*

%本试验以兔子

宫组织为材料!通过滤网法分离得到纯度较高的平

滑肌细胞!所培养的细胞呈横纹状生长!部分区域可

见典型的+峰
@

谷,样!

$

@ACWB0

免疫组织化学染色阳性!

纯度较高%该方法的建立为进一步研究平滑肌的功

能&代谢以及病理变化提供了新的试验模型!为研究

子宫方面的生理变化和疾病的发生提供资料%
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U

X1Ma

U

MAWE

!

#$$-

!

<

"

-

#$

##-

#

#-/Z

)

#

*

!

?

U

2B0S6ZT*

U

2A0WAWB10

!

WX1

U

D1Y2AKWMBLLEXE0WBAWB10

A0MDAE*1CD1XBA2

U

2ACE0WAWB10

$

*ECDA0BKWBCE]BME0CE

()9(9+A0M()9(#'+

)

S

*

ZS:E22(CB

!

"<<"

!

<<

"

5W4

#$

,="

#

,<#Z

)

-

*

!

&BKDEX(S

!

6A*K\

I

:NZNG*A0C

I

W1WX1

U

D1Y2AKWB0@

]AKB10

)

S

*

Z(E*B0:E22'B12

!

"<<-

!

4

"

-

#$

"=-

#

"==Z

)

4

*

!

NA*

U

W10?+

!

(A2A*10KE0+?Z3F

U

XEKKB101L*EK@

KE0

)

EXXBY10GC2EBCACBME0C1MB0

)

*AWXBF*EWA221

U

X1WEB@

0AKEKA0MWDEBXWBKKGEB0DBYBW1XKBKXE2AWEMW1*E0KWXG@

AWB10

)

S

*

ZS30M1CXB012

!

"<<4

!

"4"

"

"

#$

"

#

-Z

)

/

*

!

5BEXX13

!

7B0BCB&

!

?2EKBA0B;

!

&#$4Z(WX1*A2@E

U

BWDE2B@

A2B0WEXACWB10K *1MG2AWEEKWX1

)

E0XEK

U

10KB]E0EKKB0

01X*A2DG*A0E0M1*EWXBG*

)

S

*

Z'B12 Ê
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