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山羊子宫内膜腺上皮细胞的分离培养和鉴定
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摘　要:为了探讨山羊子宫内膜腺上皮细胞的分离 、生长条件以及纯度鉴定 , 通过 2 g / L 的Ⅰ型胶原酶置于

水浴消化 4 h , 200 目的滤网过滤后进行低速离心 ,收集沉淀物 , 沉降洗涤 3～ 5 次 , 将细胞移至 24 孔培养板置

37℃细胞培养箱中进行培养。 12 h 后开始贴壁生长 , 腺团开始向外部扩散 , 生长 2 ～ 3 d , 细胞扩散并出现明

显的铺路石状 , 4 ～ 5 d 腺团基本扩散开来并呈一定走向继续生长。经免疫组织化学方法进行细胞染色 , 细胞

表达角蛋白的阳性率达 90%以上。
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Isolation , Culture and Identification of Endometrium Glands in Goats
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Abstract:This paper focus on find the mathod of endometrium glands′isolation , g row th conditions

and ident ification. Chipped the tissues into 1mm3 , then digested 4 h w ith Co llagenase I of 2g /L at 37.

Af ter f iltered wi th 200 Sieve , gent ly centrifugalized and co llected the sediments. Washing 3 ～ 5 times ,

then t ransfer them into 24 plate , cuture in 37℃. Af te r 12 h , the g lands begin to g row th and extend ,

and become cobblestone 2 ～ 3 d later. Fo r 4 ～ 5 d the glands fully extended and g row along certain

w ay . Verified by immunocy tochemical staining method , the results show ed that the cells w ere posi tive

fo r cy tokeratin mo re than 90% of posit ive rate.
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　　子宫内膜腺上皮在胚胎发育过程中起着重要

作用 。啮齿类子宫腺体所分泌的白细胞抑制因子

和降血钙素等因子是建立子宫容受性和胚胎附植

所必需的
[ 1]
。而其生长和分化也是在白血病抑制

因子 、血管内皮生长引子 、表皮生长因子等作用下

进行的[ 2] 。获得高纯度的子宫内膜腺上皮细胞是

研究其在胚胎附植过程中所发挥作用的基础 。为

了进一步探讨山羊子宫内膜细胞的分离培养方

法 ,笔者对山羊子宫内膜腺上皮细胞进行体外培

养并通过形态观察 、免疫细胞化学等技术鉴定培

养的内膜细胞 ,以期为胚胎附植 、子宫局部免疫与

母体免疫系统的协调等机制研究提供试验基础。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

试验用山羊购自陕西省宝鸡市扶风县揉谷

乡 ,性成熟 ,临床检查健康 ,常规饲养 ,发情周期正

常。

1. 2　主要试剂

合成培养基:DMEMP /HamF12 (Gibco) ,

加 HEPES 10 ～ 15 mmol /L ( Sigma) , 5 %的新

生牛血清(四季青),青霉素 200 IU /mL ,链霉素

收稿日期:2006-04-28　　修回日期:2006-06-01

基金项目:国家自然科学基金资助项目(39770545);西北农林科技大学青年骨干教师支持计划项目(01140305)。
作者简介:丰艳妮(1979 -),女 ,山东日照人 ,在读硕士 ,主要从事家畜生殖内分泌方面的研究。

*通讯作者。



200 IU / mL pH 7. 2 ～ 7. 4 ,过滤除菌 , 4℃保存。

胶原酶Ⅰ型(Gibco),活性 1∶265 ,用含 2%血清

的 DMEM /HamF12 液配成 2 g /L 的浓度 ,过滤

除菌 , - 20℃保存 。胰酶(上海生工),活性 1∶

250 ,用不含血清的 RPM I1640配成 2. 5g /L 的浓

度 ,过滤除菌 , - 20℃保存 。固定液 , 95%的乙醇

加入 1%的冰醋酸 ,常温保存 。

Cy tokerat in(角蛋白)和 Vimentin(波形蛋

白)为博士德公司产品 。S-P 试剂盒为福州迈新

生物技术开发有限公司产品。DAB 浓缩显色液

为华美生物工程公司产品 。

1. 3　组织消化

胶原酶消化　无菌采取山羊的子宫 ,取一段

子宫角 ,置含有双抗的 D-Hank′s平衡盐溶液中

反复冲洗至子宫呈白色 ,纵向剪开 ,剪取子宫内膜

层 ,用 D-Hank′s平衡盐溶液反复冲洗 3 ～ 4 次 ,

直至液体清亮。将其投入青霉素瓶 ,剪成 1 mm3

左右小块 , D-Hank′s平衡盐溶液冲洗 3 ～ 4次 ,移

入带有玻璃珠的三角瓶中 ,加入 2 g /L 的胶原酶

Ⅰ ,37℃水浴消化 4 h。

胶原酶与胰酶结合消化　先加入 2. 5 g /L 的

胰酶 4 ℃消化 6 h ,小心吸出胰酶 ,然后加入 2 g /

L 胶原酶 I ,置 37℃消化 30 min。

1. 4　细胞分离与培养

消化完毕 ,用力振荡三角瓶 ,使消化的组织成

为混悬液 ,过 200目滤网 ,过滤所得液体加入离心

管 , 500r /min 离心 5 min ,收集沉淀物 , 加入 10

mL D-Hank′s 液吹起细胞 , 500 r /min 离心 3

min ,收集沉淀 ,再加入 10 mL D-Hank′s液吹起

细胞 ,使其自然沉降 5 ～ 8 min ,收集沉淀物 ,如此

反复沉降洗涤两次 , 最后一次用无血清的

DMEMP /HamF12进行洗涤 。最后加入适量培

养液制成 1 mL 细胞悬液 ,胎盼兰拒染法检测腺

团的细胞活率 ,调整活腺团浓度为 1600 个 /mL ,

移至 24 孔板 ,每孔 0. 5 mL ,用以观察其生长情

况;另外 ,移至 35×10(mm)的培养皿中 ,每个培

养皿 2 mL 用以进行免疫组化鉴定 。将 24孔板

和培养皿置 37℃ 5%CO 2饱和湿度条件下培养。

定期观察细胞贴壁和生长状况 。培养 2 ～ 3 d换

液一次 ,以后每 3 d换液 1次。

1. 5　细胞鉴定

待培养皿中的细胞铺满皿底后 ,用固定液将

其固定 15 min ,分别用 Cy tokeratin 和 Vimentin

做一抗 ,按 S-P 免疫组化染色试剂盒说明进行免

疫组化染色 ,随后用 DAB 显色液进行显色 ,苏木

素复染 ,显微镜下观察 。凡细胞质呈深棕色的为

阳性细胞 ,否则为阴性细胞。

2　结果与分析

2. 1　细胞分离结果

两种消化方式不同 , 结果有所差异。应用

2 g /L胶原酶进行热消化 ,所得的腺细胞团比较

大 ,单个细胞比较少(图 1);应用胶原酶和胰酶结

合的冷热消化法 ,得到的腺细胞团比只用胶原酶

进行热消化所得的要小 ,而且单个细胞比较多(图

2)。

2. 2　细胞在体外的生长情况及其形态特点

细胞在接种 12 h 后 ,开始贴壁生长 , 2 ～ 3 d

后 ,腺团向外扩散生长 ,呈明显的铺路石状(图

1);当其生长到第 4 ～ 5 d后 ,腺团基本上扩散开

来 ,并沿着一定的走向继续生长 ,最后铺成单层细

胞 ,直至覆盖平皿底面。

图 1　胶原酶消化(相差 400)

Fig. 1　Digested by collagenase(phase-contrast 400×)

图 2　胶原酶和胰酶混合消化(相差 400)

Fig. 2　Digested by collagenase and enzyme

(phase-contrast 400×)

图 3　培养 3 d的腺上皮(相差 200)

Fig. 3　3 days of glands(phase-contrast 200×)
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2. 3　细胞鉴定结果

免疫细胞化学显示所培养的细胞均为角蛋白

染色阳性(图 5),而波形蛋白染色为阴性(图 6),

其阳性率大于 90 %。阳性细胞胞质染为深棕色 ,

尤以核周色深 ,胞核不着色。由此可见 ,本试验所

分离得到的细胞具有子宫内膜腺上皮细胞的标志

特征 。

图 4　培养 5 d的腺上皮(相差 200)

Fig. 4　5 days of glands(phase-contrast 200×)

图 5　角白染色阳性(400×)

Fig. 5　 Positive for cytokeratin(400×)

图 6　波形蛋白染色阴性(400×)

Fig. 6　Negative for vimentin(400×)

3　讨论

为了研究胚胎在子宫内附植的机理 ,人们对

子宫内膜细胞的分离培养极为重视 ,并且通过不

同的方法进行人 、鼠以及兔的子宫内膜的纯化 ,为

进一步的研究奠定基础。本试验根据山羊子宫内

膜的特点 ,结合其他子宫内膜培养方法 ,对消化分

离和纯化方面进行摸索 ,得到纯度较高的子宫内

膜腺体细胞。

首先 ,本试验对消化方法加以筛选 ,并选择了

较好的分离纯化方法 。胶原酶主要用于水解结缔

组织中的胶原蛋白成分 ,而胰蛋白酶主要用于消

化细胞间质
[ 3]
,因此 ,腺团对胶原酶耐受可借此将

其与其他细胞分离开来[ 4] 。另外 ,也有人使用胰

酶与 EDTA 共同来消化人子宫内膜 ,以用于基质

细胞和腺上皮细胞的共同培养[ 5] 。除此以外 ,还

有用胶原酶消化分离到腺上皮后 ,再使用含 ED-

TA 的胰酶进行消化 ,以建立单细胞悬液[ 6] 。本

试验结果表明 ,用胰酶 、胶原酶冷热结合法消化效

果较好 ,但腺团小 ,不利于两种细胞的分离;应用

胶原酶于 37 ℃消化 4h效果最好。

关于基质细胞和腺体上皮细胞的分离 ,目前

多采用 2次过滤法 ,即先将消化的混悬液过 100

目滤网 ,除去粘液和未消化组织 ,再过 400 目滤

网 ,反冲滤网获得腺团
[ 7]
。也有报道说用 200目

滤网即可将兔的子宫内膜基质细胞与腺细胞分

开[ 8] 。早在 1989 年 , Osteen 根据细胞沉降速度

不同来分离子宫内膜的两种细胞[ 9] 。本试验在前

人的基础上加以改进 ,用过滤和细胞沉淀相结合

的方法来进行细胞分离 ,可获得纯度高于90 %的

腺上皮细胞。

本试验中山羊子宫内膜腺上皮细胞的生长情

况随着山羊所处的不同生理时期有所差异 ,这主

要是由于机体内的细胞因子和激素等因素作用的

结果 ,至于其如何发挥作用 ,还有待进一步的研

究。
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