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家兔子宫内膜细胞和平滑肌细胞的
分离培养及鉴定
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[摘　要] 　为了建立一种高效的子宫细胞分离培养方法 ,用酶消化、过滤、离心与差速贴壁纯化相结合的方法分

离培养家兔子宫细胞 ,分别以上皮细胞角蛋白、波形蛋白、α2平滑肌肌动蛋白等为抗原的免疫荧光对分离培养的细胞
进行鉴定 ,并采用流式细胞仪分析细胞纯度。结果表明 ,家兔子宫内膜上皮细胞培养 24 h后大部分贴壁 ,培养 3 d左

右形成单层细胞集落 ,呈角蛋白阳性 ,细胞圆形或椭圆形 ,胞质呈红色 ,核呈蓝色 ,纯度达 96 %以上 ;子宫内膜基质细

胞培养 0. 5 h后即有贴壁 ,培养 2 d后呈单层细胞集落状生长 ,呈波形蛋白阳性 ,细胞多边形或梭形 ,胞质呈红色 ,核

呈蓝色 ,纯度达 95 %以上 ;平滑肌细胞培养 24 h 后大部分贴壁 ,6～7 d 融合成片 ,呈α2平滑肌肌动蛋白阳性 ,细胞大

都长梭形 ,胞质呈红色 ,核呈蓝色 ,纯度达 98 %以上。说明该方法能够成功分离并得到高产量、高纯度、高增殖能力的

子宫内膜细胞及平滑肌细胞。
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Abstract : The p urpose of this st udy was to set up a method of cultivating highly p urified rabbit uterus

endomet rial cells and smoot h muscle cells. Rabbit uterus endomet rial epit helial cells , st romal cells and

smooth muscle cells were isolated and p urified by digestion of t ryp sin ,cent rif ugation and difference tempo

adherence ,and observed by light microscope and identified by immunocytochemical stain , and the p urity

was also analyzed by flow cytomet ry. The result s showed that high p urity epit helial cells (95 %) , st romal

cells (96 %) and smoot h muscle cells (98 %) were obtained ;t he epithelial cells became adherent after 24 h

of cult ure ,formed monolayer cell colony after culturing 3 days and were positively stained by anti2cytokera2
tin antibody ;the cells p resented egg2shape ,the cytoplasm showed red color ,and t he nuclus blue ; the st ro2
mal cells became adherent af ter 0. 5 h of cult ure ,form monolayer cell colony after culturing 2 days and were

positively stained by anti2vimentin antibody ,t he cells showed polygon or f usiform shape ,the cytoplasm was
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red ,and t he nuclus blue ;t he smooth muscle cells became adherent af ter 24 h of culture ,formed monolayer

cell colony af ter culturing 6 - 7 days and were positive stained by smoot h muscle actin antibody ,t he cells

p resented f usiform shape ,the cytoplasm showed red ,and t he nuclus blue. It is evident t hat , rabbit uterus

endomet rial cells and smoot h muscle cells of high outcome , high p urity and high proliferation can be ob2
tained by using this method.

Key words : animal cell cult ure ;uterus endomet rial epit helial cell ; uterus endomet rial st romal cell ; ute2
rus smoot h muscle cell ;rabbit

　　子宫组织由上皮细胞、基质细胞以及平滑肌细

胞组成 ,是雌性哺乳动物孕育胎儿的器官 ,在生殖活

动中占有重要地位。体外培养的子宫内膜细胞及平

滑肌细胞可以作为胚胎和胚胎干细胞系的饲养

层[122 ]。随着组织工程学的发展 ,体外构建组织工程

化子宫片层已成为现实[ 3 ] ,为进一步研究子宫疾病

和胚胎着床提供了更理想的试验模型。而以上研究

均需要大量的、高纯度的子宫细胞。国内外学者对

子宫内膜细胞及平滑肌细胞的分离培养方法进行了

大量研究。1989 年 ,Osteen等[4 ]根据细胞沉降速度

不同分离得到子宫内膜的两种细胞 ;张芳婷等[5 ]采

用 74μm (200目) 和 35μm (350目) 的滤网过滤 2

次 ,获得纯度较高的人子宫内膜基质细胞及腺上皮

细胞 ;Fernandez等[6 ]将悬浮的子宫内膜细胞吸附在

用 Thy21抗体包被的免疫磁珠上 ,也成功分离了子宫

内膜上皮细胞与基质细胞 ,但以上方法均有不足。为

了建立一种更有效的子宫细胞分离培养方法 ,本试验

采用酶消化、过滤、离心与差速贴壁纯化相结合的方

法 ,对家兔子宫细胞进行了分离培养及鉴定 ,以期为

子宫相关疾病及胚胎和胚胎干细胞的研究奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　试验动物　选用 5～6周龄雌性性成熟新西

兰大白兔 ,质量 2～2. 5 kg ,临床健康 ,由军事医学科

学院动物中心提供。

1. 1. 2 　试剂及仪器 　细胞培养液 : DM EM2F12

( Gibco 公司产品) ,体积分数 10 %胎牛血清 ( Hy2
clone公司产品) ,青霉素 100 U/ mL 和链霉素 100

U/ mL ,10μg/ L 牛胰岛素 ( Sigma 公司产品 ) , 5

μg/ L表皮生长因子 ( Sigma 公司产品) ,100 nmol/ L

雌二醇和 10 nmol/ L 孕酮 ( Sigma 公司产品) ; PBS

(自配) ;孕马血清促性腺激素 ( PMSG)和人绒毛膜

促性腺激素 ( hCG) (宁波激素制剂有限公司产品) ;

鼠抗人上皮细胞角蛋白抗体、鼠抗人波形蛋白抗体

和鼠抗人α2平滑肌肌动蛋白抗体 (北京中杉生物公

司产品) ;异硫氰酸荧光素 ( FITC)标记的 Ig G抗体

(武汉博士德公司产品) ;2. 5 g/ L 胰蛋白酶液 :胰蛋

白酶 ( Gibco公司产品)用无 Ca2 + 、Mg2 + 的 PBS配成

2. 5 g/ L质量浓度 ;1 g/ L I型胶原酶液 : I型胶原酶

(Sigma公司产品)用培养基配成 1 g/ L质量浓度。

CO2 培养箱 (美国 Forma 公司产品) ,BX51 相

差显微镜 (日本 Olymp us公司产品) ,DMIRN 荧光

显微镜 (德国 Leica 公司产品) ,BD2Calibur 流式细

胞仪 (美国 BD公司产品) 。

1. 2　家兔子宫的采集

于术前 3 d下午 16 :00对新西兰大白兔肌肉注

射 PMSG(100 U/只) ,术前 1 d下午 16 :00 耳缘静

脉注射 hCG(75 U/只) ,手术当日上午 8 :30耳缘静

脉注射空气处死后 ,用体积分数 75 %酒精消毒腹

部 ,打开腹腔取双侧子宫 ,置无 Ca2 + 、Mg2 + 的 PBS

中 ,备用。

1. 3　家兔子宫细胞的分离培养

1. 3. 1　家兔子宫内膜细胞的分离培养 　将取出的

家兔子宫在超净台上用无菌 PBS冲洗数次 ,用手术

刀在子宫组织的内面轻轻刮取子宫内膜组织 ,至发

白为止 (剩下平滑肌组织) ,将刮取的内膜组织剪成

1 mm3 的小块 ,加入适量 1 g/ L I型胶原酶液 ,于 37

℃温箱中消化 60 min ,其间可振荡数次 ,然后加入

胎牛血清终止消化 ,将消化后的细胞悬液经 150μm

筛网过滤 ,除去黏液和未消化的组织。再将滤过液

过 48μm筛网 ,收集滤液 (主要为基质细胞) ,离心

(1 200 r/ min ,5 min) ,以 6 ×105 mL - 1接种于培养

瓶中 ,加入配好的 DM EM2F12 培养液 ,于 37 ℃、体

积分数为 5 % CO2 的细胞培养箱中培养。反冲洗

48μm筛网 ,收集其上的细胞 (主要为腺上皮细胞) ,

离心 (1 200 r/ min ,5 min) ,以 6 ×105 mL - 1接种于

培养瓶中 ,加入 DM EM2F12培养液 ,于 37 ℃、体积

分数为 5 %CO2 的细胞培养箱中培养。由于基质细

胞接种 0. 5 h后大部分贴壁 ,上皮细胞接种 24 h后

贴壁 ,于接种后 2 h吸出培养液 ,将培养液重新接种

于另一培养瓶内培养 ,隔天换液 ,可纯化基质细胞和
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上皮细胞。

1. 3. 2　家兔子宫平滑肌细胞的分离培养 　充分刮

除家兔子宫内膜 ,用无血清 DM EM2F12 培养液清

洗 ,将所剩的子宫肌层用眼科剪充分剪碎 (约为 1

mm3 组织块) ,用新鲜的 2. 5 g/ L 胰蛋白酶液在 37

℃消化 5 min后 ,加入胎牛血清终止消化 ,再用 2. 5

g/ L 胰蛋白酶液在 37 ℃消化剩余组织块 5 min ,用

胎牛血清终止消化 ,重复消化直到组织块消化殆尽 ,

将消化液离心 (1 200 r/ min ,5 min) ,用培养液重悬

细胞 ,以 6×105 mL - 1接种于培养瓶中 ,于 37 ℃、体

积分数 5 %CO2 的培养箱中培养 ,隔天换液 ,以去除

血细胞 ,以后每 3 d换液 1次。

1. 4　家兔子宫细胞的鉴定

1. 4. 1　细胞形态观察 　每天用倒置显微镜观察细

胞贴壁生长情况。

1. 4. 2　细胞免疫荧光鉴定 　分别制备家兔子宫内

膜上皮细胞、基质细胞和平滑肌细胞爬片 ,用体积分

数 4 %多聚甲醛溶液固定 ,体积分数 5 %山羊血清封

闭 ,然后分别滴加 1∶100稀释的鼠抗人上皮细胞角

蛋白抗体、鼠抗人波形蛋白抗体和鼠抗人α2平滑肌
肌动蛋白抗体 ,于湿盒内 37 ℃孵育 1 h 后 ,置于 4

℃冰箱过夜。PBS漂洗后 ,加入 Cy3标记的荧光二

抗 ,于室温中孵育 1 h , PBS漂洗 , Hoechst33258 室

温孵育 20 min ,荧光显微镜下观察并拍照记录。阴

性对照均用 PBS代替一抗。

1. 5　家兔子宫细胞纯度分析

将细胞收集到 1 mL 的 EP管中 , PBS洗 2 次 ,

离心 (1 200 r/ min ,5 min) ,用体积分数 70 %酒精固

定 , - 20 ℃过夜 ;离心 (1 200 r/ min ,5 min) ,PBS洗

2次 ,用体积分数 0. 1 % Triton 处理 10 min ;离心

(1 200 r/ min ,5 min) ,PBS洗 2次 ,室温条件下用体

积分数 10 %山羊血清封闭 20 min ;离心 ( 1 200

r/ min ,5 min) ,PBS洗 2 次 ,加入一抗 (鼠抗人上皮

细胞角蛋白抗体 (1∶100稀释) 、鼠抗人波形蛋白抗

体 (1∶200稀释)和鼠抗人α2平滑肌肌动蛋白抗体
(1 ∶100 稀释 ) ) ,室温放置 30 min ,离心 ( 1 200

r/ min ,5 min) ,PBS洗 2次 ,加入 FITC标记的二抗

(1∶50稀释) ,室温放置 30 min ,避光。离心 (1 200

r/ min ,5 min) , PBS洗 2次 ,用 200μL PBS重悬细

胞 ,流式细胞仪检测。

2　结果与分析

2. 1　家兔子宫细胞的形态特点及生物学特性

家兔子宫内膜上皮细胞在接种 24 h 后大部分

贴壁 ,培养 3 d左右形成单层细胞集落 ,细胞多为圆

形或椭圆形 ,边界清晰 ,排列紧密 ,胞浆饱满 ,核圆而

大、位于细胞中央 (图 12A) 。家兔子宫内膜基质细

胞接种 0. 5 h后即有贴壁 ,培养 2 d后呈单层细胞集

落状生长 ,细胞呈多边形或梭形 ,边界清楚 ,排列紧

密 ,相互平行呈束状排列 ,胞质薄而透明 ,核居中 ,呈

椭圆或圆形 (图 12B) 。家兔子宫平滑肌细胞接种 24

h 后大部分贴壁 ,6～7 d融合成片 ,细胞呈长梭形、反

射状或旋涡状排列 ,成束的细胞平行排列 ,细胞可单

层生长 ,也可层叠排列呈典型“峰谷”状生长 (图 12C)。

图 1　相差显微镜下家兔子宫内膜细胞及平滑肌细胞形态 (×100)

A.上皮细胞 ;B.基质细胞 ;C.平滑肌细胞

Fig. 1　Rabbit uerine endometrial cells and smooth muscle cells under phase contrast microscope (×100)

A. Epit helial cells ;B. St roma cells ;C. Smoot h muscle cells

2. 2　家兔子宫细胞免疫荧光鉴定结果

家兔子宫内膜上皮细胞角蛋白染色呈阳性 ,细

胞呈圆形或椭圆形 ,胞质呈红色 ,核呈蓝色 (图 22
A) ;基质细胞波形蛋白染色呈阳性 ,细胞多边形或
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梭形 ,胞质呈红色 ,核呈蓝色 (图 22B) ;平滑肌细胞

α2平滑肌肌动蛋白染色呈阳性 ,细胞大都长梭形 ,胞

质呈红色 ,核呈蓝色 (图 22C) 。

图 2　家兔子宫内膜细胞及平滑肌细胞免疫荧光鉴定结果

A.上皮细胞 ;B.基质细胞 ;C.平滑肌细胞

Fig. 2　Immunofluorescence identification of rabbit uerine endometrial cells and smooth muscle cells

A. Epit helial cells ;B. St romal cells ;C. Smoot h muscle cells

2. 3　家兔子宫细胞的纯度

流式细胞仪检测结果显示 ,96. 5 %的家兔子宫

内膜上皮细胞呈角蛋白阳性 ,95. 36 %的基质细胞呈

波形蛋白阳性 ,98. 47 %的平滑肌细胞呈α2平滑肌肌
动蛋白阳性。

3　讨　论

子宫细胞的分离方法有多种 ,常因研究目的不

同而方法各异。对于纤维含量较高的子宫组织而

言 ,常用的方法是酶消化法。一般多应用胶原

酶[729 ] ,也有学者加入 0. 15 g/ L DNA 酶[10 ]。本试

验选用 1 g/ L I型胶原酶 ,在 37 ℃消化 60 min ,对

家兔子宫组织消化效果好 ,细胞存活率高 ,进一步利

用基质细胞体积小、腺上皮细胞体积大的特点 ,应用

过滤法分离两种细胞 ,获得了良好的效果。在细胞

纯化方面 ,有人试用离心法分离上皮细胞和基质细

胞[11 ] ,即 500 r/ min离心 3 min ,上清液主要为基质

细胞 ,沉淀物主要为上皮细胞 ,但效果较过滤法差 ,

原因是离心分离法对细胞损伤较大 ,随着离心次数

增加 ,细胞丢失较多。本试验参照戈一峰等[12 ]的方

法 ,利用基质细胞较上皮细胞贴壁早的特点纯化基

质细胞和上皮细胞 ,纯度达 95 %以上。

一般组织块越大获得的细胞数量越多 ;生殖周

期不同也会影响细胞的产量 ,子宫内膜增生中晚期

至分泌期获得的细胞较多 ;获取原代细胞的方法不

同产量也不同 ,如离心法较过滤法产量低 ;组织块消

化时间不同产量也不同 ,消化不足时只有少量细胞

被消化 ,而消化过度会使细胞活力下降。

本试验所获得的原代细胞均能传代 ,一般 3 代

以内细胞活力最强 ,7代以后细胞开始老化或凋亡。

有文献报道上皮细胞不能传代[13 ] ,但本试验中家兔

子宫上皮细胞传至第 10 代时仍生长良好。这可能

有两方面的原因 :一是操作方法不同 ,如消化时所用

的酶不同 ,胰蛋白酶消化的细胞较胶原酶消化的细

胞差 ;二是细胞培养环境不同 ,本试验在培养液中添

加了一定量的激素 ,能更好地模拟体内环境 ,有利于

细胞的生长。

子宫内膜是卵巢激素作用的靶组织 ,在体内受

到雌孕激素等的共同调节。有文献报道激素能促进

子宫内膜细胞的增殖[ 14 ] ,并提出了子宫内膜中存在

干细胞的假设 ,证明了激素能够启动子宫内膜的周

期性再生[ 15217 ]。本试验在细胞培养过程中 ,添加了

一定质量浓度的雌激素和孕激素模拟体内环境 ,为

子宫内膜细胞体外生长提供了良好条件 ,而两种激

素对平滑肌细胞影响不大。

本研究建立的子宫内膜细胞及平滑肌细胞的分

离培养方法 ,能够成功获得高产量、高纯度的细胞 ,

同时培养系统能够模拟体内环境 ,有利于细胞的生

长 ,能显著提高细胞产量 ,为进一步研究胚胎和胚胎

干细胞及子宫疾病提供了良好的条件。
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