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孕早期家兔子宫内膜细胞的分离培养与形态观察
Ξ

陈秀荔,靳亚平,利光辉,王　斌贝,林炜明
(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,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　为探讨子宫内膜细胞的分离与体外培养条件、生长特点及其增殖过程,采用不同消化方法进行了

孕早期家兔子宫内膜细胞的消化和分离培养试验。结果表明,多数情况下采用胰蛋白酶消化获得的细胞数量少且

活率低于 60% ,而采用 1 göL 胶原酶É型消化获得的细胞数量多达 1×106öcm 3,且活率大于 90%。经 74 Λm (200

目)滤网过滤分离培养出多角形和梭形 2种形态的基质细胞及铺路石状的腺上皮细胞,并均能在体外培养和传代。
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　　子宫是孕育胚胎的器官,子宫内膜是卵巢激素

作用的靶组织,子宫内膜在生殖生理研究中占有重

要地位[1 ]。已知子宫内膜细胞在发情周期及妊娠期

均发生形态及生物化学变化,而且还发生增殖及分

泌的改变。上述改变受多种因素的调节,研究其调节

机制对于深入了解胚胎附植的机理具有重要意义。

本试验通过对孕早期家兔子宫内膜细胞的体外培

养,探讨其纯化方法和传代培养条件,以期为进一步

研究其生长、分化和代谢以及卵巢激素作用机理提

供依据。

1　材料与方法

1. 1　试验动物

　　试验用母兔购自陕西扶风揉谷乡家兔养殖户,

临床检查健康,性成熟。

1. 2　主要试剂

DM EM öH anπs F212 (Gib ico ) ; H EPES 10～ 15

mmo löL (Sigm a ) ; 新生牛血清 (NBS) ; 胰蛋白酶

(serve) ,活性为 1∶250,用D 2H ankπs液配成 2. 5和

1. 25 göL 的溶液; 胶原酶É 型 (Gib ico ) ,活性为 1∶

265, 用DM EM 液配成 1 göL 的原液, 过滤除菌,

- 20 ℃保存。

1. 3　组织消化与细胞分离

1. 3. 1　胰酶消化　无菌采取怀孕 5～ 6 d 的子宫,

于含有双抗的D 2H ankπs平衡盐溶液中反复冲洗至

子宫呈白色,将 2个子宫角剪成数段,采用以下 2种

方法进行消化: (1)将子宫内膜翻出,结扎两端,分别

放入 2. 5 和 1. 25 göL 胰蛋白酶消化液中, 37 ℃水

浴消化 5～ 15 m in。消化完毕后,加入NBS以终止胰

蛋白酶活性,用载玻片轻轻刮取细胞,再将未消化完

全的子宫重复消化 1次,并刮取细胞,然后将 2次获

得的细胞混合,过 74 Λm (200 目)滤网,收集滤液于

离心管中,加入适量 8 göL 的氯化氨溶液崩解去除
血细胞, 再加入D 2H ankπs 液洗涤 3 次, 每次 1 000

röm in 离心 10 m in,得细胞组份É。冲洗滤网上面的
细胞并收集到另一离心管中,如前述方法离心洗涤

得细胞组份Ê。获得的细胞用适量的培养液悬浮,台

盼兰染色法检查细胞活率,并计数活细胞,将活率在

95%以上的细胞,用含血清的培养液调整其浓度为

6×105öcm 3。(2)将子宫内膜翻出,结扎两端,分别放

入 2. 5和 1. 25 göL 的胰蛋白酶消化液中,置 4 ℃冰

箱分别冷消化 10 h 和 24 h。消化完毕后, 按方法

(1)分离获取细胞。

1. 3. 2　胶原酶消化　用上述方法将子宫内膜翻出,

结扎两端,放入 1 göL 胶原酶消化液中,于 37 ℃水

浴消化, 取出后刮取细胞, 过 74 Λm (200 目)滤网,

分离细胞。另外用D 2H ankπs液冲洗滤网上的细胞,

离心洗涤,加入适量的培养液悬浮细胞。

2　结果与分析

2. 1　不同消化方案对家兔子宫内膜的消化效果

试验结果表明,采用不同消化方法对子宫内膜
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细胞的消化效果不同。比较发现,胰酶消化后所得的

消化液均呈粘液状,以 2. 5 göL 胰蛋白酶热消化组
的粘度最大,细胞活率在 60%左右。低浓度的胰蛋

白酶或冷消化所获得的细胞活率均在 95%以上,且

消化后消化液粘度较小,易于吸弃,细胞易分离和洗

涤。对最终分离的细胞数量及活率分析结果表明,几

种消化方法都可采用,但以低浓度的胰蛋白酶和冷

消化的细胞易生长贴壁,说明其活力较强。

应用胶原酶消化后,消化液粘度小,获得的细胞

数量大,细胞活率在 90%以上, 因此后续试验均采

用 1 göL 胶原酶É型于 37 ℃水浴消化 20～ 25 m in。

结果详见表 1。
表 1　不同消化方案对家兔子宫内膜的消化效果

T able 1　D igestion resu lts of rabb it endom etria l cells by differen t digest ion m ethods

消化酶
D igestion

enzym e

酶浓度ö(g·L - 1)
Enzym e

concen tration

消化时间öm in D igestion tim e

37 ℃ 4 ℃

结果
Resu lts

胰蛋白酶 T ryp sinase 2. 5 5 0 + + +

胰蛋白酶 T ryp sinase 1. 25 20 0 + +

胰蛋白酶 T ryp sinase 2. 5 0 300 +

胰蛋白酶 T ryp sinase 2. 5 0 600 + + +

胰蛋白酶 T ryp sinase 1. 25 0 1440 + + +

胶原酶 Co llagenase 1 20～ 25 0 + + +

胶原酶 Co llagenase 1 5 0 -

　　注: - . 组织块边缘整齐,不疏松,用力振荡后,液体基本清亮; + . 组织块边缘略疏松,发“毛”,用力振荡后,液体轻度混浊,消化率为25%～

30% ; + + . 组织块边缘疏松, 振摇后液体中度混浊, 消化率为 50% ; + + + . 组织块边缘疏松拉丝, 振摇后液体明显混浊, 消化率为 80%～

85%。

N o te: - . T he edge of the clump s w as regu lar, It d idnπt b reak dow n. A fter being shaked, the cu ltu red m edium w as clear; + . T he edge of the

clump s began to break dow n, appeared“loo se”. A fter being shaked, the cu ltu red m edium appeared ligh tly tu rb id. D igestib ility w as 25 percen t to

30 percen t. + + . T he edge of the clump s con tinued to break dow n, A fter being shaked, the cu ltu red m edium appeared tu rb id. D igestib ility w as

50 percen t. + + + . T he edge of the clump s broke dow n and appeared filifo rm. A fter being shaked, the cu ltu red m edium appeared obviously tu r2

b id. D igestib ility w as 80 percen t to 85 percen t.

2. 2　细胞的体外生长方式及其形态特征

细胞组份É于培养 10 h 后开始贴壁, 24 h 后大

部分已贴壁, 48 h 后基本长成单层, 大部分为具有

成纤维细胞形态的细胞,胞浆丰富,核椭圆; 长期连

续培养后, 细胞延伸为长梭形, 相互平行排列成束

(图 1) ,密度大的区域聚集成堆, 呈发散式生长 (图

2) ,其中多角形细胞有多个短小的突起,核居中; 连

续几天培养后,细胞变大,胞质多而明亮,核明显增

大,突起拉长。

细胞组分Ê接种 24 h 后部分腺体贴壁,并可见

细胞从腺体向外生长; 3 d 后,原接种的腺体细胞长

成漩涡状排列的致密单层细胞集落 (图 3, 4) ; 约 5 d

时, 细胞集落扩大并相互融合成片, 细胞密度达

1. 5×105～ 1. 7×105öcm 3。

H E 染色后, 细胞核为紫蓝色, 细胞质为粉红

色。

图 1　培养 4 d 的子宫内膜基质细胞 (×40)

F ig. 1　Separated early p regnan t rabb it endom etria l

strom al cells on 4th day of p rim ary cu ltu re

A bundle co lony is fo rm ed by po lygonal cells.

Inverted m icro scopy (×40)

图 2　培养 2 d的基质细胞 (倒置显微镜×25)

F ig. 2　O n 2nd day of p rim ary strom al cells cu ltu re,

strom al cells exh ib it a characterist ic divergen t

appearance ( Inverted m icro scopy×25)

　

2. 3　传代细胞的体外生长方式及其形态特征

细胞组份 I经传代后,具有成纤维细胞形态的

梭形细胞增多 (图 5) ,传 2～ 3代后细胞生长活力增

加。24 h 基本长成致密的细胞单层 (图 6)。
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图 3　培养 3 d的腺上皮细胞 (×40)

F ig. 3　O n 3rd day of Separated endom entia l

ep ithelia l cells exh ib it a characterist ic

“fla t tened”appearance (×40)

图 4　培养 3 d的腺上皮细胞 (×100)

F ig. 4　O n 3rd day of Separated endom entia l

ep ithelia l cells exh ib it a characterist ic

“fla t tened”appearance (×100)

图 5　传 1代后培养 24 h 的基质细胞 (×25)

F ig. 5　Subcu ltu re strom al cells a t passage 1

T hese cells w ere cu ltu red fo r 24 h (×25)

图 6　传 2代后培养 24 h 的基质细胞 (×40)

F ig. 6　Subcu ltu re strom al cells a t passage 2

T hese cells fo rm ed confluen t cu ltu res w ith in 24 h (×40)

　　细胞组份Ê 经传代后细胞生长缓慢,且随着传

代次数的增加,细胞的胞体膨大,胞浆空泡化; 若继

续培养,细胞就会逐渐从瓶壁上脱落。

3　讨　论

子宫内膜中含有大量的基质细胞和腺体细胞,

因研究目的不同,从子宫内膜中提取这 2 种细胞的

方法也各异[2, 3 ]。对于内膜组织来说,用酶消化法获

取细胞是最常用的方法。一般采用的是胶原酶,酶含

量为 1～ 10 göL [4～ 6 ] , 消化时间为 40～ 120 m in 不

等。据Casslen B G 等[7 ]报道,在消化过程中可加入

0. 15 göL DNA 酶,以消化DNA 样物质所形成的胶

状物,从而使更多的细胞游离出来[8, 9 ]。本试验结果

表明, 2. 5 göL 的胰蛋白酶消化对细胞损伤较大,热

消化比冷消化对细胞损伤大,但如果消化时间掌握

得好,活细胞率仍可达 90%以上。将细胞以 6×105ö

cm 3 接种于培养瓶中, 约 24 h 后内膜细胞基本贴

壁。应用 1 göL 胶原酶É型消化 15～ 20 m in 的效果

最好,所用的时间明显少于资料报道的时间,分析可

能与采取组织所处的生理时期不同有关,或者与动

物种类不同有关。试验期间曾对未孕兔进行消化试

验,在同样时间内消化效果较差。

根据子宫内膜细胞直径大小的不同,可以通过

过滤的方法将基质细胞和腺上皮细胞分离。O steen

等[10 ]根据细胞沉降速度不同, 静止后吸取细胞悬

液,分离出 2种细胞,获得了纯度较高的基质细胞和

腺体细胞。蒋洲梅等[11 ]采用低速离心及高密度接

种, 能够得到 80%以上纯度较高的人的腺上皮细

胞,但基质细胞的纯度有所下降。张芳婷等[12 ]采用

74 Λm (200目)和 35 Λm (350目)的滤网 2 次过滤,

获得纯度较高的人的基质细胞和腺体细胞。本试验

采用 74 Λm (200目)滤网过滤,将滤过的细胞 (组份

É )和滤网上的细胞 (组份Ê )分别培养,证明该法可

分别获得基质细胞和腺上皮细胞,不过腺上皮细胞

纯度不是很高。据报道[2, 13, 14 ] ,腺体细胞贴壁后成漩

涡状生长,但本次试验未见到此现象,而是呈现发散

式生长,这可能与获取细胞的方式不同有关。本试验

只采用了 74 Λm (200 目)的滤网, 而有学者采用了

74 Λm (200目)和 35 Λm (350目)的滤网获取细胞,

比本试验分离的细胞纯度高,这可能是贴壁生长方

式不同的主要原因之一,此外也可能与接种密度和

培养时间有关。传代后的腺体细胞空泡化可能与培

养基营养成分不足、细胞老化有关。

本试验对孕早期兔子宫的膜细胞进行了体外培

养,分别获得了基质细胞和腺上皮细胞。基质细胞有

2 种形态: 一种呈多角形,一种呈梭形, 光镜下具有
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成纤维细胞形态,这与蒋洲梅等[11 ]、张芳婷等[12 ]培

养的结果相同。W alton 等[15 ]报道,多角形间质细胞

能传代 20次而保持其形态不变。但在本次试验中,

细胞传代 2～ 3次后即伸长成梭形,形态类似于成纤

维细胞,在体外继续培养时,细胞变圆变大,连成片

状,显示蜕膜细胞样转化。这种现象可能是由于细胞

在活体内曾受到雌激素、孕激素的作用而导致其继

续分化。而腺体细胞培养后呈铺路石状生长,传代后

细胞胞体膨大,胞浆空泡化,最后从瓶壁上脱落,这

与蒋洲梅等[11 ]报道的不同, 可能与细胞的纯度有

关。

本试验通过孕早期家兔子宫内膜细胞的分离与

培养发现,采用 1 göL 的胶原酶É 型消化获得的细
胞再经 74 Λm (200 目)滤网过滤, 能成功地分离并

培养子宫内膜基质细胞和腺上皮细胞,可为进一步

研究胚胎附植机理提供实验模型。
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Iso la t ion, cu ltu re and m o rpho log ica l ob serva t ion of early p regnan t rabb it

CHEN X iu- l i, J IN Ya-p ing,L I Guang-hui,W ANG Y un ,L IN W e i-m ing
(K ey L abora tory of A n im al R ep rod uctive E nd ocrinology and Em bry o B iotechnology of M in istry of A g ricu ltu re,

N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T h is paper focu ses on op t im al condit ion of the iso la t ion and in v itro cu ltu re of endom etrium

cells of early p regnan t rabb it,w h ich w ere also dealt w ith the mo rpho logica l modality grow th and p ro lifera2
t ion characterist ics. D ifferen t d igest ion m ethods and iso la t ion m ethods u sed to p repare the cells w ere est i2
m ated by the cell cu ltu re. T he resu lts show that in mo st condit ion s, the num ber of cells w as sm all and the

viab ility ra t io w as low er than 60% u sing tryp sin to digest cells, w h ile u sing the den sity of 1 göL to digest

cells, the num ber of cells w as up to 1×106ömL 3 and the viab ility ra t io w as 90%. T he strom al cell and the

ep ithelia l cell w ere ab le to be separa ted th rough 74 Λm filter. Tw o k inds of the cells cou ld be cu ltu red to a
fu ll mono layer and regenera ted in v itro.

Key words: endom etrium ; cu ltu re in v itro; st rom al cells; ep ithelia l cells
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