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家兔卵巢间质细胞的分离培养与形态观察
Ξ

利光辉,陈秀荔,王　斌贝,林炜明,靳亚平
(西北农林科技大学 家畜生殖内分泌与胚胎工程农业部重点开放实验室,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　采用 0. 1% Ó型胶原酶和 2. 5 göL 胰蛋白酶20. 2 göL ED TA ,分别用热消化法和冷消化法消化分

离家兔卵巢间质细胞,以探讨其体外培养条件和生长特点。结果表明,无论用热消化法还是冷消化法, 0. 1% Ó型胶

原酶的消化效果均好于 2. 5 göL 胰蛋白酶20. 2 göL ED TA 的消化效果,前者的细胞活率在 90%以上,可用于体外

培养; 经 74 Λm 滤网过滤后的卵巢组织分离培养出梭形和不规则形的间质细胞,且 2种类型的细胞能在同一培养

体系中贴壁生长。说明 0. 1% Ó型胶原酶可用于家兔卵巢间质细胞的分离。
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　　卵巢是产生卵子和分泌性激素的器官,是脑垂

体前叶分泌的促性腺激素的靶器官之一,它不仅参

与生殖并维持发情周期,还对机体的内分泌功能和

新陈代谢起着重要的调节作用,在生殖生理研究中

占有重要地位。卵巢在动物的发情周期和妊娠期均

发生形态及生化变化。在卵巢发生这些变化的过程

中,不仅卵泡和黄体的形态及功能发生改变,而且卵

巢间质细胞的增殖及内分泌功能也发生改变。从理

论上研究卵巢间质细胞的增殖及内分泌功能在发情

周期和妊娠期发生变化的机理及调控因素,对进一

步研究卵泡发育的调控机理、排卵机理、黄体形成和

退化机理、卵巢萎缩机理、卵巢间质细胞错构瘤等癌

症发病机理,以及参与这些过程的激素及细胞因子

的作用机理均具有重要意义。本试验在体外条件下

培养妊娠早期母兔卵巢间质细胞,探讨其体外培养

条件和生长特点,为进一步研究其生理作用建立体

外模型。

1　材料与方法

1. 1　试验动物

　　成年母兔,购自陕西扶风县揉谷乡家兔养殖户,

临床检查健康,妊娠 7 d。

1. 2　主要试剂配制及保存

DM EM öH am πs F212 (1∶1) (H yclone) ,按使用

说明配制,过滤除菌,于 4 ℃冰箱保存,备用; H EP2

ES (华美生物工程公司) , 10～ 15 mmo löL , 过滤除

菌,于 4 ℃冰箱保存,备用;新生犊牛血清 (NBS) ,自

制,过滤除菌,于- 20 ℃冰箱中保存备用; 2. 5 göL
胰蛋白酶20. 2 göL ED TA 消化液 (上海生工) ,按参

考文献 [ 1 ]配制, 过滤除菌, 于- 20 ℃冰箱保存备

用; 0. 1% Ó型胶原酶, 活性为 1∶265, 用DM EM

溶液配成 0. 2%原液,过滤除菌, - 20 ℃保存,使用

时倍比稀释;胰岛素 (Sigm a) , 2 ΛgömL ,按参考文献

[ 1 ]配制,过滤除菌,分装,每瓶 1～ 2 mL ,于- 20 ℃

冰箱保存备用。

1. 3　组织消化与细胞分离

1. 3. 1　胰酶消化　用颈动脉放血法将母兔处死,用

消毒水清洗皮肤, 在无菌条件下打开腹腔, 取出卵

巢, 置于盛有 D 2H ank sπ液 + 双抗 (青霉素 100

U ömL , 链霉素 100 ΛgömL )的烧杯中,浸泡 20～ 30

m in; 然后转入无菌平皿中除去卵巢周围的结缔组

织及筋膜,并反复冲洗; 再转入无菌青霉素瓶,用眼

科剪刀将修剪好的卵巢组织剪碎,分别用热消化法

和冷消化法消化。

热消化法　将上述处理的部分卵巢组织移入加

有几粒玻璃珠的三角瓶, 加入 2. 5 göL 胰蛋白酶2
0. 2 göL ED TA 消化液 5～ 8 mL (以能覆盖玻璃珠

为宜) ,置于 37 ℃消化 10～ 20 m in,每隔 3～ 5 m in

摇动 1次。当看到组织块的边缘不整齐时,加入等体

积含 15% NBS的DM EM öH am πs F212 (1∶1)培养
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液终止消化。静置 2～ 3 m in,用吸管吸取上层液体

(不要让组织块重新悬起) , 弃去, 加入 15～ 20 mL

培养液,剧烈摇动,以打碎组织块,所得细胞悬液过

74 Λm 滤网,收集滤液于离心管中, 1 000 röm in 离

心 10 m in。加入培养液,将细胞团重新悬起,再离心

洗涤 1～ 2次。得到的细胞团用适当的培养液重新悬

浮,台盼兰拒染法检查细胞活率,用培养液调整活细

胞浓度至 5×105 cm - 3。制得的细胞悬液保存备用。

冷消化法　将上述处理的另一部分卵巢组织移

入加有几粒玻璃珠的三角瓶,加入适量的 2. 5 göL
胰蛋白酶20. 2 göL ED TA 消化液,置于 4 ℃冰箱中

消化 4～ 5 h。消化完毕后的操作方法同热消化法。

制得的细胞悬液保存备用。

1. 3. 2　胶原酶消化　用 0. 1% Ó型胶原酶取代2. 5

göL 胰蛋白酶20. 2 göL ED TA 消化液,按上述热消

化法和冷消化法操作,制得的细胞悬液保存备用。

1. 4　细胞培养与染色

1. 4. 1　细胞培养　将用不同消化方法得到的细胞

悬液移入培养瓶, 加入胰岛素, 于 37 ℃, 体积分数

5% CO 2 及饱和湿度条件下培养,观察其生长特性。

于 48～ 72 h 内首次换液,以后每 48 h 换液 1次,约

7 d 后生长成单层。

1. 4. 2　光学显微镜标本的制备　培养瓶内事先放

入处理的盖玻片,当细胞在其上生长成单层后,取出

盖玻片,用H ankπs液冲洗,再用体积分数 95%乙醇

固定 15 m in,作H E 染色。

2　结果与分析

2. 1　不同消化方法对卵巢组织的消化效果

　　试验发现,不同消化方法对卵巢间质细胞的消

化效果不同。无论是 0. 1% Ó型胶原酶消化液还是
2. 5 göL 胰蛋白酶20. 2 göL ED TA 消化液,用热消

化法得到的细胞数量均较冷消化法多,而细胞活率

相对较低, 用热消化法时 2. 5 göL 胰蛋白酶20. 2

göL ED TA 消化液所得细胞活率低于 60% ,且细胞

黏度大,容易聚集成团,不能用于体外培养;用0. 1%

Ó型胶原酶消化所得细胞活率均高于 90% ,适合于

体外培养。无论用热消化法还是冷消化法, 均以

0. 1% Ó型胶原酶的消化效果较好。用 0. 1% Ó型胶
原酶冷消化法可以制得足量细胞活率高的细胞悬

液,但耗时多,不宜采用。因此,最佳的消化方法是用

0. 1% Ó型胶原酶热消化法。
2. 2　细胞的体外生长方式与形态特征

细胞接种后于 18～ 24 h 开始贴壁, 48 h 内大部

分贴壁,生长成单层需 7～ 8 d。从形态上区分,主要

存在 2种类型的细胞。一种是不规则形卵巢间质细

胞,此类细胞胞核明显,边缘不整齐,有多个突起,细

胞与细胞之间拉丝,形成网状,细胞之间界限不清楚

(图 1)。在高倍镜下观察,胞核居于细胞一侧,突起

更加明显,细胞核周围还有一些小泡,胞质多而明亮

(图 2)。另一种是梭形卵巢间质细胞 (图 3) ,此类细

胞看不到细胞核,长成单层的细胞之间几乎没有空

隙。H E 染色后,卵巢间质细胞细胞核和细胞质更加

分明 (图 4) ,细胞核浓染,有的呈马蹄形,多数呈椭

圆形,有的细胞内还有双核甚至多核,在多核细胞的

核周围有不着色的空泡 (图 5)。核仁清晰,数目不

等,多数 4～ 5个,有的 7～ 8个 (图 6)。
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3　讨　论

本研究结果表明,以 0. 1% Ó型胶原酶 37 ℃消

化 30 m in 对卵巢间质细胞的消化效果最好, 与

0. 1% Ó型胶原酶冷消化法相比,可节约大量时间,

但细胞活率和细胞数量差异不大。而用胰蛋白酶2
ED TA消化卵巢组织,不仅对细胞的损伤大,而且细

胞容易粘成团块。这可能是由于细胞被消化破碎后,

细胞内容物释放,尤其是DNA 裂解,导致细胞发生

粘连。Casslen 等[2 ]在消化过程中加入 0. 15 göL

DNA 酶以消化粘连细胞的透明胶状物质,使更多的

细胞消化。

本研究用 74 Λm 尼龙滤网过滤法分离细胞,效

果较好。张芳婷等[3 ]采用 74和 40 Λm 的滤网 2次过

滤,能将子宫内膜间质细胞和腺体细胞分离开来,间

质细胞的纯度达 90%以上。M agoffin 等[4 ]用 Perco ll

密度梯度离心法分离纯化金色叙利亚仓鼠的卵巢间

质细胞,纯度也可达 90%以上。

卵巢是机体重要的内分泌器官,其生殖生理活

动具有一定的周期性。在周期的不同阶段,由于受不

同激素的影响,卵巢内各种细胞具有不同的生理功

能。本研究所用的卵巢组织取自妊娠约 7 d 的成年

母兔,培养后细胞的生长状况良好,在 24 h 内开始

贴壁,这种生长情况与有关报道一致[5 ]。在试验期间

也曾取未孕成年母兔的卵巢组织进行同样的试验,

在相同的条件下细胞的生长状况明显不如妊娠母

兔。由此推测,卵巢间质细胞的体外生长受卵巢所处

生理阶段的影响。

卵巢中有多种间质细胞。目前,至少有 4种类型

的间质细胞已经被鉴定,如初级卵巢间质细胞 (p ri2
m ary in terst it ia l cell)、膜间质细胞 ( theca2in terst i2
t ia l cell)、次级卵巢间质细胞 (secondary in terst it ia l

cell)和卵巢门间质细胞 (h ilar in terst it ia l cell) [6 ]。本

研究培养出的不规则形卵巢间质细胞在生长形态上

与金色叙利亚仓鼠的初级卵巢间质细胞非常相

似[4 ]。据文献报道[6 ] ,这种不规则形卵巢间质细胞仅

存在于人的胎儿卵巢髓质,是一群暂时性的产生雄

激素的细胞,在妊娠的第 12 周出现,而在妊娠的第

20周又消失,但该类型细胞对胎儿发育的功能还不

清楚。还有文献报道[7 ] ,这种类型的细胞在出生不久

的幼龄仓鼠的卵巢中也存在。本研究所用的试验动

物为成年母兔,也分离培养出这种细胞。但对这种细
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胞的功能及特性仍需进一步深入研究。
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In v itro cu ltu re and m o rpho log ica l ob serva t ion of

ovarian in terst it ia l ce lls in rabb it

L I Guang-hui, CHEN X iu- l i,W ANG Y un ,L IN W e i-m ing, J IN Ya-p 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 he p rim ary goal of th is research is to estab lish the condit ion s that the ovarian in terst it ia l

cells (O IC s) can grow w ell in v itro and ob serve O IC sπgrow th and mo rpho logy characterist ics. W e u se dif2
feren t d issocia t ing so lu t ion s (co llagenase type Ó and tryp sin2ED TA ) and m ethods (d issocia t ion at 37 ℃,

20- 30 m in and at 4 ℃, 4- 5 h respect ively) to derive O IC s from the trea ted ovarian t issue. T hen the O IC s

are cu ltu red in a hum idif ied 95% air25% CO 2 incubato r a t 37 ℃ supp lem en ted in su lin. W e find the best d is2
socia ted condit ion is u sing co llagenase at 37 ℃ fo r 30 m in o r so. T he cell viab ility is mo re than 90% w ith

typan b lue sta in. T he O IC s are iso la ted w ith 74 Λm filter. T here are tw o types of cells, one type is shu t t le2
like, the o ther is irregu lar. T he tw o types of cells are co2cu ltu red under the sam e condit ion and ancho red

grow ing on t issue2cu ltu re d ishes. A s a resu lt of ou r experim en ts,w e conclude that u sing the 0. 1% co llage2
nase type Ó is the best w ay to iso la te the O IC s.

Key words: O IC s; iso la t ion and cu ltu re; mo rpho logica l ob servat ion
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