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山羊子宫内膜基质细胞的分离培养及鉴定
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崔贞亮
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,

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

〔摘 要 〕 对山羊子宫内膜基质细胞进行分离与体外培养
,

研究其生长特性
,

并对其进行免疫细胞化学染色鉴

定
。

结果表明
,

山羊子宫内膜在 ℃条件下
,

以 的胶原酶 型消化 效果最好 采用过滤 一 低速离心 一

沉降相结合的方法分离山羊子宫内膜基质细胞效果较好
,

所得细胞在培养后 开始贴壁
,

培养 后
,

可见梭形

和多角形 种形态的细胞
,

呈网状铺满皿底
,

有明显的重叠生长现象 免疫细胞化学染色显示这 种形态的细

胞均表达波形蛋白
,

阳性率可达 以上
,

不表达角蛋白
。

说明采用本文所述的消化和分离方法可获得高纯度的子

宫内膜基质细胞
。
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子宫内膜层是卵巢激素作用的靶组织
,

也是胎

儿与母体的接触部位
,

其基质细胞在发情周期及妊

娠期会发生形态及生物学特性变化
。

上述变化受多

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
。

目前
,

在人和小鼠上
,

子

宫内膜基质细胞的培养已被应用于卵巢激素作用机

理〔’及胚胎与子宫相互作用的研究甲 〕
,

但在家畜

上
,

子宫内膜基质细胞的分离培养研究尚不多见
。

一 一

国家自然科学基金项 目 西北农林科技大学青年骨干教师支持计划项 目 。

吴庆侠 一
,

女
,

陕西城固人
,

在读硕士
,

主要从事家畜生殖内分泌研究
一

靳亚平 一
,

男
,

陕西宝鸡人
,

教授
,

博士生导师
,

主要从事兽医产科学和家畜生殖内分泌研究
。

一



西北农林科技大学学报 自然科学版 第 卷

为此
,

本试验对山羊子宫内膜基质细胞进行了分离

培养
,

并通过形态观察
、

免疫细胞化学等技术对其进

行了鉴定
,

以期为进一步的研究奠定基础
。

材料与方法

材 料

试验动物 月龄以上奶山羊购 自陕西扶

风县揉谷乡
,

临床检查健康
。

生化试剂 合成培养基 和

为美国 公司产品 为美国 公

司产品 新生牛血清购自杭州四季青生物制品公司

青霉素和链霉素为哈药集团制药总厂生产 胶原酶

型为 公司产品
,

活性
,

胰蛋白酶为

上海生工产品
,

活性 叭 角蛋白和波形蛋白为

博士德公司产品
一

试剂盒为福州迈新生物技术

开发有限公司产品 浓缩显色液为华美生物工

程公司产品
。

培养液 基础培养基为含
、

青霉素
、

链霉素 的

, 。

在基础培养液中补加体积分数 写 的新生

牛血清即为培养用液
。

山羊子宫内膜的采取

无菌采取山羊子宫
,

于 仆 平衡盐溶液中

反复冲洗至子宫呈 白色
,

剪取一段子宫角
,

纵向剪

开
,

用 仆 平衡盐溶液冲洗 一 次
,

剪取子宫

内膜层投人青霉素瓶
,

剪成
,

左右小块
,

用 仆

平衡盐溶液冲洗 次
,

移人带有玻璃珠的

三角瓶中
,

备用
。

山羊子宫内膜的消化

胰蛋 白酶消化 向上述三角瓶中加人

的胰酶
,

胰酶用量为
,

于不同温度和时

间条件下进行消化
,

比较不同温度和时间条件下的

消化效果
。

肤蛋 白酶结合胶原酶 冷热消化 向上述

三角瓶 中加 人 的胰 蛋 白酶
,

用 量 为
,

℃消化
,

小合吸出胰蛋白酶
,

加人

胶原酶
,

消化
。

胶原酶 工消化 向上述三角瓶中分别加入

和 的胶原酶
,

用量为
,

于不同温

度和时间条件下进行消化
,

比较不同温度和时间条

件下的消化效果
。

山羊子宫内膜基质细胞的分离与培养

消化结束后
,

向三角瓶中加入适量培养液 含血

清 以终止胰蛋白酶的作用
。

用力振荡三角瓶
,

使消

化的组织成为混悬液
,

过 拼 滤网
,

滤液加人离

心管
,

先 离心
,

收集上部悬液 再

离心
,

收集沉 淀细胞
,

用 仆

液
才

重悬
,

静置
,

收集上部悬液
。

离心
,

收集管底细胞
,

用 仆

液洗涤 次
。

加人适量培养液制成细胞悬

液
,

台盼蓝拒染法检测细胞活率
,

调整活细胞浓度为
一 ’ ,

按每孔 移至 孔板或按每个培

养皿 移人 的培养皿
,

于

℃
、

体积分数
、

饱和湿度条件下培养
。

培养

时换液 次
,

以后每 换液 次
,

定期观察细

胞贴壁和生长状况
。

山羊子宫内膜墓质细胞的鉴定

待培养皿 中的细胞铺满皿底后
,

用体积分数

酒精固定
,

用角蛋白和波形蛋白做一

抗
,

按 免疫组化染色试剂盒说明做免疫组化染

色
,

随后用 显色液显色
,

苏木素复染
,

显微镜下

观察
。

凡细胞质染为深棕色的为阳性细胞
,

未显深

棕色的为阴性细胞
。

结果与分析

山羊子宫内膜不同消化方案的消化效果

胰蛋 白酶消化 效果 本试验结果显示
,

℃条件下
,

胰蛋白酶消化 左右
,

消化效果较

差
,

得到的细胞量很少 消化 左右
,

液体猫度加

大
,

难以过滤
,

且细胞活率降低
。

℃消化 消化

效果差
,

消化 勃稠度加大
。

胰蛋白酶结合胶原酶 冷热消化 法 消化效

果 这种消化方法消化效果较好
,

液体戮度不大
,

易

于过滤
,

但细胞悬液中含有大量的葡萄串状小团块
,

不利于单个细胞与成团细胞的分离
。

胶原酶 消化效果 胶原酶 消化得到的

细胞悬液猫度小
,

易过滤
,

显微镜下观察悬液中所含

的葡萄串状团块体积较大
,

单个散在细胞易分离
,

细

胞活率在 以上
。

胶原酶 于不同温度和时间

条件下的消化效果详见表
。

由表 可知
,

以

胶原酶 于 ℃消化 效果最好
,

因此后续

试验均采用 胶原酶 于 ℃消化
。

山羊子宫内膜墓质细胞的分离效果

应用本文所述的过滤一低速离心 一沉降法分离

的山羊子宫内膜基质细胞
,

光镜下观察呈单个存在
,

基本不含细胞团块 图
。



第 期 吴庆侠等 山羊子宫内膜基质细胞的分离培养及鉴定

表 胶原酶 对山羊子宫内膜的消化效

酶浓度
· 一 ’

消化时间 结果
酶浓度

· 一 ’

消化时间 结果
以

注 一

消化温度 ℃ 消化温度 ℃

以

十

组织块边缘整齐
,

不疏松
,

振荡后液体基本清亮 组织块边缘略疏松
,

发
“
毛
” ,

振荡后液体轻度混浊
,

消化率为 肠

组织块边缘疏松
,

振摇后液体中度混浊
,

消化率为 组织块边缘疏松拉丝
,

振摇后液体明显混浊
,

消化率为

, ’ , ,

, “ , , 艺 ,

召 ,

, ,

、 , ,

山羊子宫内膜甚质细胞的培养特性

一 分离的山羊子宫内膜基质细胞在培养 后

开始贴壁
,

时开始生长
,

细胞体向两端突起
,

呈

纺锤形
。

培养 的细胞在光镜下可见 种形态

多数为梭形
,

另一种为多角形 主要为三角形或星

形
,

有多个短小突起
,

核圆居中 图
。

培养

后
,

细胞交织成网状 图
。

培养
,

梭形细胞延

伸
,

相互平行排列成束
,

三角形细胞变大
,

胞质更多

图 分离的山羊子宫内膜墓质细胞

而明亮
,

核明显增大
,

细胞有重叠生长现象
,

其中梭

形细胞较三角形细胞更为明显 图
。

培养
,

细胞即长满皿底
。

图 山羊子宫内膜基质细胞的培养特性

培养 的山羊子宫内膜基质细胞 相差
,

培养 的山羊子宫内膜荃质细胞 。。火

成束状排列的山羊子宫内膜梭形基质细胞 相差
,

于
,

、 亡
,

山羊子宫内膜基质细胞鉴定结果
。

阳性细胞胞质染为深棕色
,

尤以核周色深
,

胞

免疫细胞化学显示这 种细胞均呈角蛋白染色 核不着色 图
。

提示本试验所分离得到的细胞

阴性 图 而波形蛋 白染色 阳性
,

阳性 率大于 具有子宫内膜基质细胞的特征
。
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讨 论

图 山羊子宫内膜基质细胞的免疫组化染色结果

角蛋白染色呈阴性 波形蛋白染色呈阳性的细胞

法
,

可获得纯度高于 的基质细胞
。

本试验中
,

山羊子宫内膜基质细胞的生长情况

子宫内膜的消化多采用胶原酶
,

因为腺体对胶

原酶 耐 受
,

可 借 此 分 离 基 质 细 胞 与腺 细 胞
。

等 使用胰蛋白酶消化人子宫内膜
,

在消化

过程中同时加人 酶
,

以消化

样物质所形成的胶状物
,

结果获得游离细胞
,

表明胰

蛋白酶对建立子宫内膜基质单细胞悬液更为有效
。

王丽 研究表明
,

在小鼠子宫内膜的消化中
,

胰蛋白

酶结合胶原酶冷热消化的效果较好
。

无论采用何种

消化方式
,

对于人川
、

鼠〔
’〕、兔 消化时间均不宜超

过
。

本试验结果表明
,

由于山羊子宫内膜消化需

要时间较长
,

使用胰蛋白酶消化会对细胞造成较大

损伤
,

故不宜采用 胰酶
、

胶原酶 冷热结合法消化

效果较好
,

但腺团小
,

不利于分离出高纯度的基质细

胞 胶原酶 作用温和
,

对细胞的损伤小
,

本试验所

采用的 种浓度均可使用
,

但以 胶原酶

℃ 消化 为好
。

子宫内膜消化液中含有大量的基质细胞和腺体

细胞
,

目前
,

提取分离这 种细胞的方法一般多采用

次过滤法
,

即先将消化好的混悬液过 拼 滤网
,

以除去勃液和未消化组织
,

再过 拜 滤网
,

以除

去腺团
,

滤液中富含基质细胞
,

离心收集
, 〕。 陈秀

丽等 报道
,

使用 拜 滤网即可分开兔子宫内膜

基质细胞与腺细胞
。

等 根据细胞沉降速

度的不同
,

采用沉降法分离 种细胞
,

获得了纯度

较高的基质细胞和腺体细胞
。

本试验发现上述 种

方法均不能得到高纯度的山羊子宫内膜基质细胞
,

采用过滤一低速离心 一沉降相结合的细胞分离方法

及高密度接种与提早第一次换液相结合的培养方

与人皿
, , 〕、鼠 〔”“

、

兔 子宫内膜基质细胞的生长情

况基本一致
。

不同的是
,

本试验中山羊子宫内膜基

质细胞在培养 后 出现了重盛生长现象
,

这可能

与子宫所处的生殖生理时期有关
。

另外
,

本试验前

期的多次试验还发现
,

怀孕山羊的子宫内膜基质细

胞较未孕的子宫内膜基质细胞长势差
,

怀孕山羊多

见一种在贴壁后呈圆形的细胞
,

这种细胞在培养

后即空泡化
,

随后脱壁凋亡
,

这种现象还需进一

步研究
。
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娠小鼠黄体细胞分泌孕酮的作用随剂量的不同而有

区别
,

在一定剂量范围内
,

对孕酮分泌有促进作用
,

但当
一
丫大量存在时

,

对孕酮分泌则有一定的抑

制作用困 并且黄体细胞 的凋亡也受
一
下 的调

控阁
。

本研究发现
,

在发情期的三级卵泡和成熟卵

泡颗粒细胞及妊娠 周粒黄体细胞中
, 一

呈高

水平表达
,

而在妊娠
, ,

周
一

维持在一个

较低水平 在妊娠 周时
,

个别膜黄体细胞呈

下阳性
,

在妊娠 周时阳性细胞增多
,

到 周几乎

所有膜黄体细胞均呈阳性
,

这与上述研究结果相似
,

但也有不同
。

不同的原因是
,

本研究能区分体内正

常妊娠状态下
一
下在 类黄体细胞中表达的不同

之处
,

而上述体外试验不能区分
一
下在 种类型

黄体细胞中表达的不同
。

因此可推测
, 一

在粒

黄体细胞中参与了妊娠维持
,

在膜黄体细胞中参与

了黄体细胞的凋亡
。

根据本试验的结果
,

笔者认为
, 一

可能作为

一种激素样物质经 自分泌或旁分泌影响卵巢激素的

合成和分泌
,

参与排卵
、

卵泡的黄体化
、

妊娠维持及

黄体溶解
,

并且这些作用的发挥除了与
一

的剂

量有关外
,

还与靶细胞的类型有关
。 一

丫对生殖

的调控机制还有待进一步研究
。
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