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孕兔子宫内膜淋巴细胞的制备及体外培养
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摘　要: 对孕兔子宫内膜的对比消化及统计分析表明 ,用浓度为 2. 5 g /L或 1. 25 g /L的胰酶 0～ 4℃消化

7 h 30 min至 8 h 55 min,可分离到 正常的子宫内膜淋巴细胞 ( EM L) ;培养条件单独作用或与酶浓度共同作

用分别可极显著影响 (P < 0. 01)或显著影响 (P < 0. 05)孕兔子宫内膜淋巴细胞的活化作用。 试验表明 ,孕兔

子宫内膜经 1. 25 g / L的胰酶 0～ 4℃消化 8～ 9 h , 所获淋巴细胞在体外培养 48 h是孕兔子宫内膜淋巴细胞

制备及体外培养的可行方案 ;培养出的淋巴细胞适合用噻唑蓝 ( M TT )比色法进行活性检测。
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Abstract: Compa rativ e dig estion o f endometrium lymphocytes ( EM L ) fr om pregnant rabbits and va riance analysis

show ed tha t intact EM L could be iso la ted from endomet ria digested w ith tr ypsin( 2. 5 g /L or 1. 25 g /L ) fo r 7 h 30 min to

8 h 55 min( 0～ 4℃ ) and the activ ation of th e lymphocytes could be a ffected by cultur e condition(P < 0. 01) o r by that

and trypsin concentra tion to g eth er( P < 0. 05) . It can be concluded tha t dig estion of endomet rium with 1. 25 g /L trypsin

fo r 8～ 9 h ( 0～ 4℃ ) wa s the optimal condition fo r prepar ation o f EM L from pregnant rabbit and the activ ation of EM L

obtained could be conveniently tested w ith M TT assay after 48 hours of culture in vitr o.
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　　子宫内膜淋巴细胞 ( EM L)的制备和体外培

养是研究哺乳动物妊娠期母 -胎界面细胞免疫的

重要手段。 体外研究 EML的关键在于消化子宫

内膜时所用酶的浓度、消化温度、消化时间 ,以及

EML的培养条件。目前 ,对人、山羊和鼠等动物妊

娠期子宫内膜淋巴细胞的获取途径、活性检测及

影响因素已进行了较深入的研究 [1～ 7 ] , 但对孕兔

EML的研究尚未见报道。本研究旨在探索制备孕

兔 EML的理想途径和 EML体外培养的基本参

数 ,为确定孕兔 EML的体外培养及活性检测方

案提供依据。

1　材料和方法

1. 1　试验动物和试剂

选健康青年母兔 2只 , 1岁公兔 2只 ,按文献

[8]中的方法安排本交配种 ,用于试验。

胰蛋白酶溶液 (分 A1 、 A2、 A3三个浓度 )、

无钙镁缓冲盐溶液 ( CM FS)、 RPM I 1 640培养

液、完全培养液 ( CM )、 M TT溶液、 SDS- DMF溶

液、平衡盐溶液 ( BSS)、 PHA等 ,均按文献 [6 ]中
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的方法配制。

1. 2　方法

1. 2. 1　孕兔子宫内膜的获取和消化　分别在配

种后第 9天和第 22天无菌取出胎儿或胚泡明显

的子宫 ,置于盛有 0. 05 mol /L pH 7. 2 PBS液 (含

双抗 )的灭菌平皿中。 沿大弯剪开子宫体及子宫

角 ,剥除孕体 ,移入另一灭菌平皿。仔细剪取子宫

内膜 ,移入灭菌的 50 m l烧杯中。加入含双抗的

PBS液 ,巴氏吸管吹吸洗涤 2～ 3次至液体清亮。

吸弃上清液 ,加入 20 m l 5 mo l /L EDT ANa2 ,

37℃孵育 20 min, 吸弃上清 ,重复 2～ 3次 ,至吸

出液清亮。将组织块移入灭菌青霉素瓶 ,用弯头剪

刀剪成 1～ 2 mm
3的碎块。组织块经 BSS反复洗

涤至液体清亮 ,静置片刻。 吸弃上清液 ,将组织块

移入加有玻璃珠的灭菌三角瓶内。按表 1中不同

方案加入胰酶溶液 ,其量以能完全淹没组织块后

再补加 3～ 5 ml为度。

1. 2. 2　细胞分离　消化结束后 ,吸弃消化液 ,加

入适量 CMFS。用力振摇三角瓶使组织打散 ,再加

入 5% ( v /v )胎牛血清 ( FCS) ,依次用 200目和

400目滤网过滤 ,剩余组织用玻璃注射器芯挤压

过网。离心滤液 ,吸弃上清。用含 10% (v /v ) FCS

的 CMFS洗涤 ( 1 000～ 1 500 r /min离心 2～ 3

次 ) , CM FS混悬细胞。 用淋巴细胞分离液常规分

离淋巴细胞 ,以含双抗的 CMFS洗涤 2次 , RPM I

1640培养液洗涤 1次 , CM混悬。 台盼蓝染色检

查活性 ,以 CM调节细胞密度为 1× 10
6
/ml,细胞

活率> 85% 。

1. 2. 3　细胞培养及活化　将细胞悬液加入 96孔

培养板 ,每孔 100μl,按表 1中 B1、 B2两种培养方

案在 CO2培养箱 ( W J- 6D型 )中 37℃饱和湿度

培养。
表 1　孕兔 EML的制备及体外培养条件

Table 1　 Schedule for preparation and in vitro culture of EML from pregnant rabbit

孕兔编号
Rabbi t
No.

孕期 ( d)
Pregnancy
du rat ion

酶浓度分组
Trypsin concen tration

( g /L)

消化时间 ( min )
Digestion d uration

0～ 4℃ 37℃

消化结果
Diges tion
result s

培养方案
Sch edulefor
cul ture

培养时间 ( h)
Cul tu re
du rat ion

1 9 5. 0　 ( A1) 600 0 无完整活细胞 - -

2. 5　 ( A2) 0 45 活细胞极少 - -

2 22 2. 5　 ( A2) 525 0 有较多活细胞 B1 48

B2 72

1. 25　 ( A3) 535 0 有足量活细胞 B1 48

B2 72

　　“— ”:表示无法培养和测定　　 Impossible for tes ting

　　培养期间 ,用倒置显微镜观察兔 EML的活

化情况。培养完毕 ,各孔加入等量 M TT液作用 6

～ 8 h, SDS- DM F溶液作用 18 h,然后用酶标仪

( DG5030型 )于 570 nm波长测定 OD值 ,并进行

统计分析。

2　结果与分析

2. 1　消化结果

1号兔子宫内膜经 A1浓度的胰酶消化后 ,组

织较清亮 ,未发现活的淋巴细胞 ,经 A2组浓度的

胰酶消化后 ,组织稍混浊 ,发现极少量淋巴细胞 ,

无法培养。 2号兔子宫内膜经 A2或 A3胰酶组消

化后 ,组织较粘稠 ,但无拉丝或胶冻样液层出现 ,

并分离到 4 ml密度为 1× 106 /ml的 EML,台盼

蓝染色法测得细胞活率为 85%以上。

2. 2　孕兔 EML的培养及活化结果

2号兔 EML培养 35 h后显微镜观察 ,淋巴

细胞明显增殖 ,数量多而分散 ,有少量 4～ 5个细

胞组成的细胞丛 ,细胞较密集。 观察还发现 ,在同

样条件下 A3胰酶组的细胞比 A2组更密集 ,个别

孔有 18个细胞围成的细胞丛。

测得 2号兔 EML的 OD值见表 2,方差分析

结果见表 3。

表 2　 2号孕兔 EML的体外培养活性 ( OD)

Table 2　 Activity (OD) of in vitro cultured EML from pregnant rabbit

胰酶浓度
Concent ration
of t rypsin

培养方案
Schedule
for cul tu re

OD值
OD value

水平组总合
( TAB ) Total of
t rypsin group

水平组合平均
(X
-

AB) Average of
t rypsin group

A2( 2. 5 g /L) B1 1. 184 1. 144 1. 195 1. 206 1. 201 5. 93 1. 186

(作用 8h 45 min) B2 1. 176 1. 176 1. 160 1. 165 1. 173 5. 85 1. 17

A3( 1. 25 g /L) B1 1. 215 1. 202 1. 215 1. 217 1. 213 6. 062 1. 212

(作用 8h 55 min) B2 1. 164 1. 162 1. 159 1. 184 1. 160 5. 829 1. 166
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表 3　 2号兔 EML活化影响因素 (酶浓度和培养

时间 )的方差分析

Table 3　Variance analysis of trypsin concentration

and culture schedule in rabbit

变异原因
Dif ference s ource

平方和
SS

自由度
DF

均方
M S

F值
F

酶浓度
Trypsin
concent ration

0. 00043 1 0. 00043 1. 95

培养方案
Culture s chedule

0. 00471 1 0. 00471 21. 41* *

组间 Groups 0. 00136 1 0. 00136 6. 18*

误差 Error 0. 0035 16 0. 00022

　　表 3证明 ,单纯的酶浓度并不引起孕兔 EML

活化作用的显著变化 ,酶浓度与培养方案交互作

用 ,可引起孕兔 EML的活化作用出现显著的统

计学差异 (P < 0. 05) ,而培养方案单独作用就可

引起孕兔 EML活化作用极显著地改变 ( P <

0. 01)。表 2与表 3综合分析结果证明 , A3酶浓度

与 B1培养方案的组合最为可行。

3　讨 论

3. 1　 EML制备方案

酶浓度　组织中分离活细胞的关键在于对组

织的消化。胰酶对多种组织的消化能力较强 ,而且

比胶原酶廉价 ,因而被多数研究者用于消化人和

动物的子宫内膜或胎盘组织 [1～ 3 ]。 但是 ,胰酶 浓

度不同 ,对同一组织有着截然不同的消化效果。

用浓度为 5. 0 g /L的胰酶 37℃消化小鼠子

宫内膜 15～ 30 min,可使组织周边疏松拉丝 ,振

荡后液体混浊 ,仅有少量丝状剩余组织 ,组织块无

聚集 ,消化率达 85%以上 ,但离心分离后淋巴细

胞活率 < 20% [3 ]。本试验在 0～ 4℃下采用浓度为

5. 0 g /L的胰酶消化 10 h ,未能得到完整的活细

胞 ,这与上述结果基本一致 ,说明浓度为 5g /L的

胰酶不适合消化制备鼠及家兔的子宫内膜淋巴细

胞。

另一方面 ,曾用浓度为 2. 5 g /L的胰酶 0～

4℃消化小鼠子宫内膜 10 h,消化率为 75% ～

80% ,所分离到的淋巴细胞活率 70%～ 80% [3 ]。

本试验用浓度为 2. 5 g /L及 1. 25 g /L的胰酶在 0

～ 4℃冰箱中消化兔子宫内膜 8 h 45 min至 8 h

55 min,均得到了足量的淋巴细胞。因此 , 2. 5 g /L

及 1. 25 g /L的胰酶浓度可用来消化制备鼠类及

家兔子宫内膜淋巴细胞。

消化温度及时间　为了获得人子宫内膜上皮

细胞和间质细胞 ,曾在 37℃下用 2. 5 g /L胰酶消

化 30 min,取得了理想的分离效果 ;获得的子宫

内膜细胞还可用作与啮齿类早期胚胎细胞共培

养 [2 ] ;在 37℃水浴中用 2. 5 g /L胰酶及低浓度胶

原酶混合液振荡消化 50～ 100 min,也能分离到

正常的间质细胞及上皮细胞 [4 ]。

小鼠子宫内膜也在经 37℃下用 2. 5 g /L胰

酶消化 15～ 30 min后 ,组织周边疏松拉丝 ,振摇

后液体明显混浊 ,剩余组织呈块状或长丝状 ,部分

聚集 ,消化率为 75% ～ 80% ,所分离细胞活率为

70%～ 80% [5 ]。但是 ,本试验在 37℃下用 2. 5 g /L

胰酶消化 45 min未得到足量的活细胞 ,与上述结

果不同。这就提示 ,适当浓度的胰酶在 37℃的温

度下对家兔子宫内膜的消化作用明显强于其它动

物 ,消化的时间不容易控制。

在 0～ 4℃下 ,小鼠子宫内膜经 2. 5 g /L胰酶

消化 10 h后 ,组织周边疏松拉丝 ,振摇后液体明

显混浊 ,消化率也达到 75% ～ 80% ,所得细胞活

率达 70%～ 80%
[5 ]
。 本试验在 0～ 4℃下用

2. 5 g /L及 1. 25 g /L胰酶消化孕兔子宫内膜 8～

9 h,得到了同样满意的效果 ,而且细胞活率较高 ,

为 85%以上。 因此 , 0～ 4℃的消化温度及 8～ 9 h

的消化时间对制备家兔子宫内膜淋巴细胞是比较

合适的。对 2号兔的研究还发现 ,在 0℃环境下 ,

孕兔子宫内膜经过 2. 5 g /L及 1. 25 g /L两个不

同胰酶浓度的消化效果及其对细胞活化作用的影

响在统计学上无显著差异。

3. 2　 EML的体外培养时间

由于所制备子宫内膜细胞的种类不同 ,培养

条件及时间也不同。要将人子宫内膜间质细胞培

养到完整贴壁 ,一般需要 3～ 6 d
[4 ] ,而间质细胞与

上皮细胞的混合细胞要培养到完整贴壁 ,则需要

5～ 6 d
[2 ]
。 EML为非贴壁细胞 ,妊娠小鼠及山羊

EML体外培养 66 h
[ 3, 5]
后能正常活化。本试验将

兔 EML体外分别培养 48 h和 72 h,细胞都能正

常活化。但是 ,培养 72 h不仅用时较长 ,而且所得

淋巴细胞的活性稍低。 相反 , 48 h培养方案既节

省时间 ,所得淋巴细胞活性又极显著地高于前者 ,

因此 ,妊娠家兔的 EML以培养 48 h更为可行。

综上所述 ,用浓度为 1. 25 g /L的胰酶 0～

4℃消化 8～ 9 h,所得淋巴细胞体外培养 48 h是

孕兔 EML分离及培养的可行方案。
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2. 2　配方施肥　豫玉 27高产栽培和施肥量试验表明 ,

在中等肥力地块 ,要使单产达 9 000 kg /hm2以上 ,每公顷

应施纯 N225～ 300 kg , P2O5 120～ 150 kg , K2O～ 180 kg ,

S90 kg , ZnSO4 15kg。其中 N肥要在播后 25天施全部氮量

的 30% ,播后 45天施全部氮量的 75%。注意 N肥一定要

深施。

2. 3　科学供水　在出苗后拔节前 (即出苗后 20天内 )不

浇水以促进根系发育 ,提高植株吸水肥能力及后期抗倒

伏能力。拔节后至灌浆中期 ,特别是开花期要确保水分供

应 ,灌浆后期玉米对水分的要求已不迫切 ,应防止土壤湿

度过大 ,引起植株早衰。每次灌水前要在无大风大雨天气

时方可灌溉 ,以防止浇后土壤软化 ,遇到大风引起倒伏。

2. 4　精心管理　虫害防治: 播种前应用甲基 1605粉或

呋喃丹颗粒剂进行土壤处理以防治地下害虫。 出苗后用

甲基 1605乳剂兑水 800倍喷雾以防止玉米旋心虫、棉铃

虫、蓟马等苗期虫害。在大喇叭口期应用呋喃丹颗粒剂丢

心防治玉米螟。

及早定苗: 3叶期间苗 , 5叶期间定苗。 间、定苗时要

注意去除弱苗 ,保留生长健壮、整齐一致的苗。 遇到缺苗

处两侧选留大小一致的双株。 在定苗后如发现个别过弱

苗也要拔掉 ,以促进弱苗四周正常株生长。

中耕除草:开花前每次浇后及时中耕 ,中耕时要掌握

苗旁浅行间深的原则 ,同时要特别注意在玉米茎基部多

培土以防止倒伏。注意中耕时不要损伤玉米叶片及根系。

2. 5　适时收获　豫玉 27的主要特点是活杆成熟、灌浆

期长、千粒重高 ,所以 ,应改变苞叶发黄就收玉米的不良

习惯 ,而是在籽粒胚乳灌浆线消失后 (苞叶发黄后 7～ 10

天 )再收获 ,这样可充分发挥该品种的高产潜力。
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