
人子宫内膜由黏膜上皮、腺体、间质和血管等

组成，是卵巢激素作用的靶组织。通过子宫内膜细

胞体外培养系统，观察子宫内膜对激素、各类药物、

细胞因子的作用，在妇产科疾病的研究中占有重要

的地位。子宫内膜间质细胞及上皮细胞的分离及培

养，各家报道的方法不一，方法简单者细胞纯度尤

其是上皮细胞纯度不高，方法复杂者多次过滤等操

作增加了污染的可能性。本研究旨在探索建立一种
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高纯度分离子宫内膜腺上皮及间质细胞和体外培养技术
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摘 要：【目的】探索一种简便、高纯度分离在位子宫内膜腺上皮细胞和间质细胞的方法，建立高纯度体外

子宫内膜细胞培养模型。【方法】选择正常的新鲜子宫内膜组织 !"例，通过酶解，过滤及贴壁纯化等技术，每例
均用 9DEF方法（对照组）及改良的新方法（改良组）分离、纯化及培养子宫内膜腺上皮细胞及间质细胞，并进行
传代。【结果】)G 例标本获得成功，对照组分离的间质细胞纯度为（G.3 !! H %3 )&）I，腺上皮细胞纯度为（/!3 )) H
/3 !#）I；改良组分离的间质细胞纯度达（+&3 G+ H "3 +/）I，腺上皮细胞纯度（+%3 )! H !3 ))）I，与对照组比较，
差异有显著性意义（ ! " "3 ")）。【结论】改良方法简便J可高纯度分离子宫内膜腺上皮细胞及间质细胞。在体外
建立高纯度子宫内膜细胞培养模型，更利于在细胞和分子水平上研究子宫内膜的各种功能及干预调节。
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简便、高纯度分离子宫内膜腺上皮和间质细胞的体

外培养方法，为今后研究子宫内膜细胞生长、分化、

代谢及激素作用机制提供一种理想的体外实验模

型。

$ 资料与方法

$% $ 标本来源
选择 &##&年 "月至 &##&年 $&月在我院因子

宫肌瘤行全子宫切除的患者 $’ 例，(例因不孕症
做诊断性刮宫术，年龄 &) * ()岁，平均年龄 ((岁，
术前 +个月未用激素，月经周期规律（&) * +& ,）。
术中获取子宫内膜，之后立即投入盛有 ! -. /01
的无菌青霉素瓶内，低温条件下迅速转移到实验室

进行分离培养。术后病理诊断未发现子宫内膜存在

病变，其中增生期内膜 $(例，分泌期内膜 ’例。
$% & 主要试剂及配剂

!生长培养液：23454 6 73$&（289:;<<=>? -=,3
@A@;, 5BC9; 4;,@8- 6 D8EF@;GE 4@HE8F;7 I $&，JK0LM
产品）加 N5/51 +% O C 6 .，$## -. 6 .灭活胎牛血
清，青霉素 !# P 6 -.，链霉素 !# P 6 -.，QN O% & *
O% (。"细胞消化液：胶原酶 KR S 1@C-B产品 T 用
NBGU?液配成 $ -. 6 .的溶液V 胰蛋白酶液含 $% &!
-. 6 .胰酶及 #% & -. 6 . 52WR。细胞角蛋白抗体和
波形蛋白抗体购于武汉博士德公司。

$% + 方 法
参照 XYBG等 Z $ [的方法并作改进，将 XYBG的方

法作为对照组V 经改进的方法作为改良组。将 $例
标本分为 &份，用两种方法进行培养。
$% +% $ 子宫内膜细胞分组分离培养方法 对照
组：将子宫内膜组织在无菌操作下用 /01液冲洗 +
次，除去血块及黏液，剪成 #% ! * $ --+大小的碎

块，置入 $! -.离心管中，$## \ !离心 ! -@G，弃上
清，加入 &% ! * !倍的 $ C 6 .胶原酶 KR，混匀 +O ]
水浴 ’# -@G，隔 $! * &# -@G搅拌一下，消化后的细
胞悬液含单个间质细胞及葡萄串状上皮细胞，用

+) #-（(##目）的不锈钢筛网过滤，将滤液（主要含
单个间质细胞）经 $## \ !离心 ! -@G，弃上清，沉淀
物主要为间质细胞；将滤膜上组织及细胞漂洗收集

后，离心弃上清，沉淀物主要为上皮细胞团。将 &种
沉淀物各用 /01漂洗 &次，再用生长培养液调成细
胞悬液，经台盼蓝染色细胞计数，调整细胞浓度，间

质细胞以 #% ! \ $#’ 6 -.，上皮细胞团以 (##个团 6

<-&接种于培养瓶内，置 +O ]，体积分数 !^ LM&的

孵箱内培养，第一次换液于 & ,后，以后隔 & * + ,
更换培养液 $次。
改良组：接种及接种前的步骤均一样，利用间

质细胞与上皮细胞贴壁时间差异，间质细胞接种

"# * $&# -@G后将悬浮的细胞及上皮细胞团吸出弃
之，重新加入培养液，此时间质细胞已贴壁；上皮细

胞接种 $!# * $)# -@G后将悬浮的细胞及上皮细胞
团吸出转移到另一培养瓶中，原培养瓶加入新的生

长培养液（转移后培养的细胞为上皮细胞，转移前

已贴壁的细胞大部分为间质细胞）。均放置 +O ]，
体积分数 !^ LM&的孵箱内培养，第 $次换液于 & ,
后，以后隔 & * + , 更换培养液 $次。培养到细胞几
乎聚合成片，大约需要 + * O ,时间。培养期间每天
在倒置显微镜下观察每瓶细胞生长情况至少一次，

详细记录细胞变化用数码照相机及时摄影。改良组

和对照组每瓶细胞取十个不同的视野计数细胞，统

计上皮细胞和间质细胞的比例。

$% +% & 子宫内膜腺上皮细胞及间质细胞纯度鉴
定 在 ’孔培养板中放入盖玻片，分别按上述培养
条件培养间质细胞和腺上皮细胞。当细胞基本长满

后取出盖玻片，以 /01液洗涤 +次，用 (# C 6 .多聚
甲醛固定 &# -@G，两种细胞均用鼠抗人细胞角蛋白
和波形蛋白抗体作用，并设阴性对照（用 /01代替
$抗）( ]过夜，加生物素标记的%抗，加辣根过氧
化物酶标记的 R_@,@G，2R0显色液，再用苏木素复
染。凡细胞胞浆被染成棕黄色的为阳性细胞。改良

组和对照组每张片取 $# 个不同的视野计数细胞，
统计上皮细胞和间质细胞的比例。

$% +% + 子宫内膜腺上皮细胞及间质细胞的传代
当细胞铺满瓶底后，用消化液（$% &! C 6 .胰酶加

#% & C 6 . 52WR）进行消化传代。
$% +% ( 统计学方法 采用 "检验。

& 结 果

&% $ 细胞培养生长情况
&#例子宫内膜标本中 $)例培养成功（两种方

法均成功），&例失败（对照组和试验组均失败）。此
&例中有 $例因细菌污染失败，$例因细胞数量少，
上皮细胞未存活。原代培养的子宫内膜腺上皮细胞

接种后 ( * O ,和间质细胞在接种后 + * O ,接近铺
满。在分泌期子宫内膜分离得到的细胞中腺上皮细
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胞比例较多；增殖期子宫内膜分离得到的细胞中间

质细胞比例较多，细胞存活率 %"$%。
&’ & 培养细胞形态学特点及生长方式
间质细胞：接种的单细胞培养 ($ )*+后开始

贴壁，& ,后大部分已贴壁。#& ,开始生长，细胞较
扁平，细胞体向两端突起。镜下见多数呈纺锤状，少

数呈三角形，外形轮廓不甚清楚，折光性强，核不明

显，细胞之间平行排列或放射状排列，细胞之间较

独立。细胞铺满瓶底后用消化液传代。传代后细胞

外形多呈梭行，贴壁快，活性高，( - . /铺满瓶底，
对照组原代培养间质细胞间散在上皮细胞小团生

长，其比例约 #$% - &$%。传代后间质细胞逐渐纯
化，上皮细胞团因不能耐受传代而越来越少，传代

( - 0代后间质细胞纯度达 ""%以上。改良组原代
培养的间质细胞纯度相当高（图 #1），几乎找不到
上皮细胞团，偶见的小团样生长上皮细胞经传代

# - & 代亦可去除纯化。两组间质细胞均可传代
#$ - &$代，#$代以内其形状基本不变。
上皮细胞：对照组将分离的腺上皮细胞团接种

培养，# - & ,开始逐渐贴壁，&0 ,贴壁良好。细胞
长成旋涡状排列致密单层细胞集落，间质细胞插入

性生长，! - . /铺满瓶底。腺上皮细胞呈蝌蚪形，轮
廓清晰，胞核大而圆，胞浆呈颗粒状。间质细胞及上

皮细胞团交错分布，上皮细胞约占 !$% - .$%。随
着培养时间的延长，间质细胞逐渐增多密集，上皮

细胞团常被挤压缩小。用消化液消化传代后上皮细

胞呈拉网状生长，贴壁率较低，生长缓慢；间质细胞

贴壁率高，生长迅速。传代 & - (代后上皮细胞逐渐
减少消失，间质细胞明显增生，传 (代后间质细胞
纯度达 "2%以上，腺上皮细胞几乎消失。改良组经
接种后 & ,后 开始逐渐贴壁，&0 ,后贴壁良好。细
胞长成旋涡状排列的致密单层细胞集落（图 #3），
偶见间质细胞插入性生长，较散在。0 - . /细胞团
块铺满瓶底，平铺旋涡状排列的上皮细胞团偶见散

在的间质细胞。上皮细胞约占 "&% - "2%以上，用
消化液消化传代后上皮细胞贴壁率约 4$% -
.$%，细胞呈拉网状生长，细胞间距拉大，死细胞增
多，细胞增长缓慢，无法铺满瓶底，随着培养时间的

延长，死细胞逐渐增多，活细胞减少，但未见间质细

胞明显增生现象。

&’ ( 子宫内膜间质细胞及腺上皮细胞纯度的免
疫细胞化学鉴定

用对上皮细胞特异的细胞角蛋白（56789:;<7*+）

抗体及对间质细胞特异的波形蛋白（=*):+7*+）抗体
进行染色。结果表明：对照组原代培养的子宫内膜

间质细胞波形蛋白染色阳性，角蛋白阴性，纯度率

约（20’ && > !’ #.）%；原代培养的子宫内膜腺上皮
细胞中，细胞角蛋白染色阳性，波形蛋白染色阴性，

细胞纯度率约（4&’ ## > 4’ &(）%。改良组原代培养
的间质细胞角蛋白染色阳性细胞纯度率达

（".’ 2" > $’ "4）%（图 #?），腺上皮细胞角蛋白染色
阳性率达（"!’ #& > &’ ##）%（图 #@），二者比较差异
具有显著性（ ! " $’ $#）。

( 讨 论

(’ # 子宫内膜细胞体外培养的意义
子宫内膜细胞体外培养用于妇产科、生殖医

学、分子生物学等多种研究领域，可避开在体子宫

内膜的不同成分对刺激的反应的不一致及研究的

局限性以及用人体实验和动物模型进行研究所带

来的伦理学问题。应用子宫内膜细胞分离及培养技

术，建立人子宫内膜细胞体外培养模型，可对胚胎

着床，月经调节机制进行基础研究，并且可为研究

药物作用机制及肿瘤发生等 A &，( B提供有用的手段。

(’ & 子宫内膜细胞体外培养现状
为研究细胞之间的自分泌和旁分泌作用，以及

性激素等药物对子宫内膜细胞的影响，需要对子宫

内膜腺上皮及间质细胞进行分离培养，才能在细胞

水平上更好的对药物的作用机理进行研究。子宫内

膜标本取材容易，培养易于成功，子宫内膜间质细

胞及上皮细胞的分离及培养有较多文献报道 A 0 B，各

家报道的方法不一，方法简单者细胞纯度尤其是上

皮细胞纯度不高，CD7::+等 A ! B报道的方法和宿爱琴

等 A 4 B报道的方法间质细胞纯度达 2$% - "!%，但腺
上皮细胞纯度不及间质细胞。谭先杰等 A . B报道的方

法腺上皮细胞纯度约 "$%，间质细胞纯度达 "!%
以上，但操作步骤较复杂，多次过滤及用重力沉降

方法增加了污染的可能性。根据间质细胞体积较小

的特点，多次细胞筛过滤可达到纯化的目的，但对

细胞的存活力有影响。1;*5*等 A 2 B 认为如果只须培

养间质细胞，在胶原酶酶解子宫内膜后，用 .(!)
孔径的细胞筛过滤一次即可，在培养过程中，原来

纯度虽不高的间质细胞因可以传代，经过数次传代

后可纯化，纯度可达 "2%以上。在传代过程中上皮
细胞因不能耐受传代、红细胞等血细胞不会贴壁因
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而可除去。腺上皮细胞经消化后成细胞团，接种后

团状，旋涡状生长，因而可与子宫内膜表皮细胞区

分 $ " &。

’- ’ 培养方法改进及意义
本研究采用 ./01等的方法加以改良，采用酶

消化、过滤及根据成纤维细胞具有快速贴壁的特性

而采用选择性贴壁分离法，分离的间质细胞纯度达

"+2，上皮细胞纯度达 "#2以上。我们仅选择 ’+
!3孔径的细胞筛过滤一次，根据间质细胞具有快
速贴壁的特点，接种 # 4左右大部分细胞已贴壁，
而上皮细胞多于 # 4后贴壁，在初步分离出的间质
细胞培养至 ", 5 %#, 361时吸出培养液7 将未贴壁
细胞弃去，重新加入新的培养液继续培养，间质细

胞纯度明显提高。间质细胞接种时细胞密度宜较

大，达 ,- ! 8 %,)个 9 3:贴壁效果较好，在清洗时尽
量将血块和血细胞除去，可减少对间质细胞贴壁的

影响。细胞过筛时，筛上细胞团反复用 ;<=冲洗后
间质细胞会减少，但很难完全除去，因而接种后待

间质细胞基本贴壁而上皮细胞仅有极少贴壁时，将

未贴壁的细胞转移接种后基本可除去间质细胞，上

皮细胞在 #( 4内贴壁，可达到理想的细胞纯度。我
们的试验过程还发现子宫内膜间质细胞可以有限

传代，腺上皮细胞不能传代，与 ;6>??@等 $ %, &报道一

致。 本试验方法简便，分离过程使用筛网次数少，

可减少操作复杂带来污染的可能性并可降低成本，

获得的子宫内膜腺上皮及间质细胞纯度及活性均

高，可用于体外建立较理想的子宫内膜细胞培养模

型。

A本文图 %B 5 C 见插页 #D E6F- %B 5 C G4@H1 61 I0JK
J@L@M?>N O0F> # P

参考文献Q

./01 R ;7 =J4?6@JK S7 T0/L@? . U- RG@L0V6@17 J40?0JV>?W
6X0V6@1 01N J@3O0?6G@1 @Y 4M301 >1N@3>V?60L 01N >1W
N@3>V?6LG6G J>LLG 61 Z6V?@ $ [ & - \L61 S1N@J?61@L ]>V0I7

%""(7 *+ A’ P Q )(#-
^M01F ^ _7 .0F0 E7 ‘>1 _7 !" #$- R1V>?L>MK61W%I>V0
?>FML0V6@1 @Y F@10N@V?@O61W?>L>0G61F 4@?3@1> 3>GG>1F>?
?6I@1MJL>6J 0J6N 61 JMLVM?>N 4M301 >1N@3>V?60L GV?@30L
J>LLG $ [ & - E>?V6L =V>?6L7 #,,’7 *" A# P Q ’""-
<>1V61W:>/ a7 :@O0V0 B- %& ’(")* 3@N>LG @Y 4M301
IL0GV@J/GV 63OL01V0V6@1 $ [ & - <06LL6>?>G <>GV ;?0JV .>G \L61
bIGV>V c/10>J@L7 #,,,，%( A! P Q *)!-
]0VV4>HG \ [7 .>NY>?1 \ E7 ^6?GV < ^7 !" #$- \40?0JW
V>?6X0V6@1 @Y 4M301 OM?6Y6>N >O6V4>L60L 01N GV?@30L J>LLG
Y?@3 >1N@3>V?6M3 01N >1N@3>V?6@G6G 61 V6GGM> JMLVM?>
$ [ & D E>?V6L =V>?6L7 %""#7 !*Q "",-
bGV>>1 d c7 ^6LL c B7 ^0?F?@Z> [ T7 !" #$- C>Z>L@OW
3>1V @Y 0 3>V4@N V@ 6G@L0V> 01N JMLVM?> 46F4L/ OM?6Y6>N
O@OML0V6@1 @Y GV?@30L 01N >O6V4>L60L J>LLG Y?@3 4M301 >1W
N@3>V?60L I6@OG/ GO>J63>1G $ [ & - E>?V6L =V>?6L7 %"+"7 !#
A) P Q ")!-
宿爱琴，糜若然，涂持坤，等 - 高纯度子宫内膜细胞分
离和体外培养技术及其应用 $ [ & - 医学研究生学报，

#,,#，%! A# P，%%!-
谭先杰，刘东远，郎景和，等 - 子宫内膜腺上皮及基质
细胞分离、培养作为子宫内膜异位症体外细胞探索

$ [ & - 现代妇产科进展，#,,#，%%（%）：’,-
B?6J6 B7 =>1VM?K : ]7 =>L6 S7 !" #$- .>FML0V6@1 @Y
3@1@J/V>J4> 3@V0JV6J O?@V>61W% >eO?>GG6@"1 61 4M301
>1N@3>V?60L GV?@30L J>LLG I/ >GV?@F>1 01N O?@F>GV>?@1>
$ [ & - <6@L .>O?@N7 %"""7 )% A% P Q +!-
]/L@10G R7 =O>>? .7 ]0K@Z6VXK/ [7 !" #$- R33M1@46GV@W
J4>36J0L 010L/G6G @Y GV>?@6N ?>J>OV@?G 01N FL/J@N>L61 B
A;;%( P 61 6G@L0V>N FL01NML0? >O6V4>L60L J>LLG @Y 1@?30L
4M301 >1N@3>V?6M3$ [ & - ^6GV@J4>3 \>LL <6@L7 #,,,7 %%(
A! P Q (,!-
;6>??@ S7 ]616J6 E7 BL>G6016 b7 !" #$- =V?@30LW>O6V4>L60L
61V>?0JV6@1G 3@NML0V> >GV?@F>1 ?>GO@1G6Z>1>GG 61 1@?30L
4M301 >1N@3>V?6M3$ [ & - <6@L .>O?@N 7 #,,%7 )( A’ P Q
+’%-

A编辑 张恩健 P

中山大学学报 A医学科学版 P 第 #( 卷




