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机械法和胰酶法分离大鼠卵巢颗粒细胞的比较
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［摘要］ 目的 探讨胰酶法分离大鼠卵巢颗粒细胞的优势。方法 取 3～4 周龄雌性 SD 大鼠的卵巢，分别采

用机械法和胰酶法分离颗粒细胞并进行培养。机械法：于 40 倍解剖显微镜下用针头刺破卵巢成熟的卵泡，将含有卵

巢剩余组织及卵泡液的培养液用 200 目滤网过滤；胰酶法：用无菌眼科剪将卵巢剪成小于 2 mm3 的小碎块，然后加

入 0.25% 胰酶，室温消化 1 h 后，将含有卵巢碎块的消化液用 200 目滤网过滤。比较这 2 种分离方法获得的细胞数 
量、细胞活力，及雌二醇和孕酮的分泌情况。结果 机械法和胰酶法这 2 种方法分离的原代大鼠卵巢颗粒细胞存活

率均＞90%。将细胞培养 1～9 d，除 24 h 外，其余各时间点胰酶法分离的细胞增殖率均高于机械法；胰酶法细胞增殖

率峰值出现时间早于机械法 24 h，并且胰酶法分离的细胞最大增殖率［72 h：（210.09±0.95）%］高于机械法［96 h：
（180.50±0.74）%］，差异有统计学意义（P＜0.05）。胰酶法分离的细胞激素的最大分泌量、每日平均分泌量及分

泌总量均高于机械法，差异均有统计学意义（P 均＜0.05）。结论 胰酶法分离的大鼠卵巢颗粒细胞在细胞活力和激

素分泌功能方面均优于机械法，值得在卵巢早衰的研究中推广使用。
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Isolation of rat ovarian granulosa cells: a comparison between mechanical method and trypsin method
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［Abstract］ Objective To study the advantages of trypsin in isolating rat ovarian granulosa cells. Methods Ovarian 
granulosa cells of female SD rats aged 3-4 weeks were isolated and cultured by mechanical method and trypsin method, 
respectively. Mechanical method: under 40 folds anatomic microscope, mature follicles were punctured with a needle, and the 
culture solution containing the remaining tissue and follicular fluid of ovary was filtered with 200 mesh filter screen. Trypsin 
method: the ovary was cut into small pieces less than 2 mm3 with a sterile eye scissors, and then 0.25% trypsin was added. 
After digestion at room temperature for 1 h, the digestion solution containing the fragments of ovary was filtered with 200 
mesh filter screen. The cell count, cell viability and secretion of estradiol and progesterone were compared. Results The 
survival rate of primary ovarian granulosa cells isolated by the two methods was both higher than 90%. When cultured for 9 d,  
the proliferation rate of the ovarian granulosa cells isolated by trypsin method was higher than that by mechanical method, 
except for 24 h. The peak time of cell proliferation rate of trypsin method was 24 h earlier than that of mechanical method, and 
the maximum cell proliferation rate of trypsin method was higher than that of mechanical method (72 h: [210.09±0.95]% vs 
96 h: [180.50±0.74]%, P＜0.05). The maximum secretion amount, total secretion amount and average daily secretion amount 
of estradiol and progesterone in ovarian granulosa cells isolated using trypsin method were significantly higher than that using 
mechanical method (all P＜0.05). Conclusion Both cell viability and hormone secretion function of rat ovarian granulosa 
cells isolated by trypsin method are obviously superior to those by mechanical method. Trypsin method is worthy of further 
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promotion in the study of premature ovarian failure.
［Key words］ premature ovarian failure; granulosa cells; cell isolation and culture; trypsin method; mechanical method
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卵巢颗粒细胞与卵巢功能的维持有着密切关 
系［1-2］，因此其在卵巢功能特别是卵巢早衰的研究中

具有重要价值。大鼠卵巢颗粒细胞是进行卵巢早衰

相关研究的重要工具和载体，高效、简便的颗粒细

胞分离方式是开展相关实验的重要基础与前提。机

械法是目前大鼠卵巢颗粒细胞的主要分离方法［3-4］， 
而胰酶法［5］作为近年出现的一种新方法，在卵巢颗

粒细胞的分离中应用较少。本研究通过比较这 2 种

分离方法分离的大鼠卵巢颗粒细胞的数量、增殖活

力和激素分泌功能，探讨胰酶法分离大鼠卵巢颗粒

细胞的优势。

1 材料和方法

1.1 实验动物 选用 3～4 周龄、体质量 50～60 g 
的 SPF 级雌性 SD 大鼠 10 只［上海西普尔 -必凯

实验动物有限公司，动物生产许可证号：SCXK
（沪）2013-0016］，于温度 21～25 ℃、相对湿度

50%～70%的条件下饲养于标准塑料笼内，每笼5只， 
每日光照 12 h，自由摄食饮水，适应性喂养 1 周后

开始实验。

1.2 实验药物、试剂与仪器 DMEM/F12 培养液

（货号 12400-024）、无支原体 FBS（货号 16000-
044）、0.25%胰酶（货号25200072）、青-链霉素（货

号 15070063）均购自美国 Gibco 公司，孕马血清

促性腺激素（pregnant mare serum gonadotropin，
PMSG；货号 P9970）购自北京索莱宝科技有限

公 司，CCK-8 试 剂 盒（货 号 C0043）、H-E 染 色

试 剂 盒（货 号 C0105）、DAB 显 色 试 剂 盒（货

号 P0202）购自上海碧云天生物技术有限公司，

抗卵泡刺激素受体（follicle-stimulating hormone 
receptor，FSHR）兔多克隆抗体（货号 ab103874）
购自英国 Abcam 公司，雌二醇（货号 SBJ-R0048）
和孕酮（货号 SBJ-R0697）ELISA 检测试剂盒购自

南京森贝伽生物科技有限公司。主要仪器包括解剖

显微镜、倒置显微镜、光学显微镜（日本 Olympus
公司），CO2 培养箱（美国 Thermo Forma 公司），

全自动酶标仪（美国 Thermo 公司），离心机（湖

南湘仪实验室仪器开发有限公司），GC_911 型 γ
放射免疫计数器（上海中佳光电仪器分公司）等。

1.3 卵巢颗粒细胞的分离与培养 将 10 只 SD 大

鼠随机分为两组，每组 5 只，分别采用机械法和胰

酶法分离卵巢颗粒细胞。将每只 SD 大鼠一次性皮

下注射 PMSG 40 IU，48 h 后采用颈椎脱臼法处死，

然后将处死的大鼠以 75% 乙醇浸泡 3 min 消毒，在

无菌条件下迅速剖取卵巢，并放入预冷的无菌 PBS
中，去除卵巢周围的脂肪组织和表面的包膜，用

PBS 清洗后置于预冷的 DMEM/F12 培养液（含 10% 
FBS、100 U/mL 青霉素和 100 U/mL 链霉素）中，然

后分别按照机械法和胰酶法分离卵巢颗粒细胞。

1.3.1 机械法 将处理好的卵巢置于 40 倍解剖显

微镜下，用 1 mL 注射器针头固定并刺破卵巢成熟

的卵泡，轻轻推压，使含有卵母细胞及颗粒细胞的

卵泡液逸出于 DMEM/F12 培养液。然后将含有卵

巢剩余组织及卵泡液的DMEM/F12培养液用200目 
滤网过滤，滤液以 1 200×g 离心 5 min，弃去上清

液后，加入 5 mL DMEM/F12 培养液，用吸管轻轻

吹打数次，制成颗粒细胞悬液，锥虫蓝染色计数

后，置于培养箱（37 ℃、5% CO2、饱和湿度）中

培养，每隔 48 h 更换 1 次培养液，并于倒置显微镜

下观察、拍照。

1.3.2 胰酶法 在无菌净化台中，将处理好的卵巢

取出置于 3.5 cm 培养皿中，用无菌眼科剪将卵巢剪

成小于 2 mm3 的小碎块，加入 0.25%胰酶（含 0.01% 
EDTA），室温消化 1 h，每 10 min 晃动 1 次。然

后将含有卵巢碎块的消化液用 200 目滤网过滤，其

余步骤同机械法。

1.4 大鼠卵巢颗粒细胞的鉴定

1.4.1 H-E 染色观察颗粒细胞的形态 于 24 孔

板中接种重悬的大鼠卵巢颗粒细胞，接种密度为

1×105/ 孔，置于培养箱（37 ℃、5% CO2、饱和

湿度）中培养，当细胞铺满 70%～80% 盖玻片时，

取出玻片；PBS 洗涤玻片 3 次，每次 5 min；4%
多聚甲醛固定玻片 20 min，再次 PBS 洗涤玻片 3
次，每次 5 min；加入苏木精染色 2 min，流水冲

去浮色；盐酸乙醇分色数秒，流水冲洗 3 min；加

入 5% 伊红染色 2～3 min，流水冲去浮色；梯度

乙醇脱水，二甲苯透明，中性树脂封片后镜下观察

细胞形态。

第 2 期．赵 玮，等．机械法和胰酶法分离大鼠卵巢颗粒细胞的比较



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　   2020 年 2 月，第 41 卷· 178 ·

1.4.2 免疫细胞化学染色观察颗粒细胞的 FSHR 
表达 爬片制作同前，以 4%多聚甲醛固定 20 min，
然后进行免疫细胞化学染色。PBS洗涤玻片 3 次，每

次 5 min；加入 3%过氧化氢室温下孵育 5 min，PBS
洗涤玻片 3 次，每次 5 min；以正常的山羊血清封闭

无关抗原，室温下孵育 20 min，倾去不洗；滴加一抗

FSHR 兔多克隆抗体（1 ∶ 200）于玻片上，并置于

湿盒中 4 ℃过夜，PBS 洗涤玻片 3 次，每次 5 min； 

滴加二抗 IgG，37 ℃ 孵育 60 min；PBS 洗涤玻片 

3 次，每次 5 min。滴加 HRP 标记的链霉素工作液

50 μL，37 ℃ 孵育 30 min；PBS 洗涤玻片 3 次，每

次 5 min。滴加 DAB 显色液，镜下控制显色时间；

流水冲洗，苏木精复染 10 min；流水冲洗 3 次；常

规梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树脂封片后镜

下观察 FSHR 表达情况。

1.5 CCK-8法检测大鼠卵巢颗粒细胞增殖活力 将原 

代大鼠卵巢颗粒细胞接种于 96 孔板（1×105/ 孔），

每孔 100 μL，置于培养箱（37 ℃、5% CO2、饱和

湿度）中培养，之后每 24 h测定1次，连续测定 9 d， 

每个时间点设 5 个复孔。检测时每孔加入 CCK-8

试剂 10 μL，继续培养 4 h，用酶标仪于 450 nm 

处测定光密度（D）值，取平均值计算细胞增殖率：

细胞增殖率（%）＝处理时间组 D 值 /24 h 对照组

D 值×100%。以细胞增殖率为纵坐标、时间为横

坐标绘制细胞生长曲线。

1.6 ELISA 法检测大鼠卵巢颗粒细胞激素分泌 将原 

代大鼠卵巢颗粒细胞接种于 24 孔板（1×105/孔），

每 孔 l mL，每 组 设 3 个 复 孔，用 含 10% FBS 的

DMEM/F12 培养液培养细胞［含 100 ng/mL卵泡刺激

素（follicle-stimulating hormone，FSH）］，置于培养箱 

（37 ℃、5% CO2、饱和湿度）中培养，每隔 24 h进

行换液，并收集培养液置于－80 ℃ 保存，连续收集

9 d。最后按照ELISA检测试剂盒说明书检测颗粒细

胞中雌二醇和孕酮的含量。

1.7 统计学处理 应用 SPSS 23.0 软件进行统计分

析和描述，应用 Graphpad Prism 8 软件作图。计量

资料以 x±s 表示，采用独立样本 t 检验或重复测量

设计的方差分析进行比较。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 大鼠卵巢颗粒细胞的鉴定 H-E染色结果（图1A） 

显示，机械法和胰酶法分离的大鼠卵巢颗粒细胞在

镜下均可见到以下特点：细胞体积较大，为贴壁

细胞，呈多角梭状，大小均一，形态完整，边缘清

晰；细胞质及细胞核染色均匀，核为深蓝色，位于

细胞中央，呈卵圆形或不规则形；胞质淡红色，其

内含有许多颗粒。这些特点与文献报道［6］一致。

免疫细胞化学染色结果（图 1B）显示，卵巢颗粒

细胞的特异性标志物 FSHR 阳性染色主要定位于细

胞质，呈棕褐色着染，细胞核呈深蓝色。机械法和

胰酶法分离的颗粒细胞镜下 FSHR 阳性率分别达

（92.00±0.45）%、（93.00±0.78）%，表明这 2 种 
方法分离培养的颗粒细胞纯度均很高。

图 1 大鼠卵巢颗粒细胞的鉴定

Fig 1 Identification of rat ovarian granulosa cells
A: H-E staining (cells were isolated by mechanical method); B: 

Immunocytochemistry staining of FSHR (cells were isolated by 

trypsin method). FSHR: Follicle-stimulating hormone receptor. 

Original magnification: ×200 (A),×400 (B)

A B

2.2 2 种方法分离的大鼠卵巢颗粒细胞的生长 
对比 锥虫蓝染色结果表明，机械法和胰酶法分离

培养的大鼠卵巢颗粒细胞存活率均＞90%。初始

阶段镜下观察细胞均呈小圆形或椭圆形，表面可见

黑色颗粒。于倒置显微镜下观察细胞生长情况，胰

酶法分离的颗粒细胞培养 24 h 后开始贴壁，而机

械法分离的颗粒细胞约 36 h 才开始贴壁。细胞贴

壁后呈多角梭状生长，细胞核大而圆，胞质中富含

空泡，细胞间通过丝状伪足相互连接，聚集生长。

胰酶法分离的颗粒细胞培养 96 h 基本铺满培养皿 
（图 2），而机械法分离的颗粒细胞约 120 h 才铺

满培养皿。

CCK-8 法检测结果显示，机械法和胰酶法分

离的大鼠卵巢颗粒细胞的生长曲线具有明显的区

别（图 3）。具体表现为：初始培养至 24 h，2 种

方法分离的颗粒细胞均为细胞贴壁生长适应期；

培养至 48 h，胰酶法分离的颗粒细胞增殖率开始明

显增高［（140.09±0.91）%］并迅速进入对数生长

期，而机械法分离的颗粒细胞增殖率尚未明显增高

［（109.97±0.90）%］。
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培 养 至 72 h，胰 酶 法 分 离 的 颗 粒 细 胞 增

殖 率 达 到 最 大 值［（210.09±0.95）%］，而 机

械法分离的颗粒细胞增殖率才开始明显增高

［（129.84±1.09）%］并进入对数生长期。培养至

96 h，胰酶法分离的颗粒细胞生长密度达到顶峰并

进入平台期，细胞增殖率为［（200.30±0.66）%］，

而机械法分离的颗粒细胞增殖率达到最大值

［（180.50±0.74）%］。培养至 120 h，胰酶法分离

的颗粒细胞增殖率逐渐下降［（190.47±0.73）%］，

而机械法分离的颗粒细胞生长密度达到顶峰并进

入平台期，细胞增殖率为［（170.41±0.86）%］。

培养 168 h 以后，2 种方法培养的颗粒细胞的增殖

率均逐渐下降，并且均开始出现退化。统计分析

结果表明，胰酶法分离的细胞最大增殖率［72 h：
（210.09±0.95）%］高于机械法分离的细胞最大增

殖率［96 h：（180.50±0.74）%］，差异具有统计

学意义（P＜0.05）。

2.3 2 种方法分离的大鼠卵巢颗粒细胞的激素分泌

对比 ELISA 法检测结果（图 4）显示，机械法和

胰酶法分离的原代颗粒细胞雌二醇和孕酮的分泌趋

势与细胞的生长情况基本一致；胰酶法分离的细胞

分泌激素的最大值出现在 120 h，而机械法出现在

144 h。胰酶法分离的细胞激素的最大分泌量、每

日平均分泌量及分泌总量均高于机械法，差异均有

统计学意义（P 均＜0.05，表 1）。

图 2 胰酶法分离的大鼠卵巢颗粒细胞

培养 96 h 的生长情况

Fig 2 Growth of rat ovarian granulosa cells isolated  
by trypsin method cultured for 96 h

Original magnification: ×200

图 4 2 种方法分离的大鼠卵巢颗粒细胞雌二醇和孕酮分泌的比较

Fig 4 Comparison of estradiol and progesterone secretion in rat ovarian granulosa cells isolated by two methods
A: Estradiol; B: Progesterone. n＝3, x±s
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图 3 2 种方法分离的大鼠卵巢颗粒细胞增殖率比较

Fig 3 Comparison of proliferation rate of rat ovarian 
granulosa cells isolated by two methods
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表 1 2 种方法分离的大鼠卵巢颗粒细胞中雌二醇和孕酮最大分泌量、每日平均分泌量及分泌总量比较

Tab 1 Comparison of maximum, average daily and total secretion of estradiol and progesterone 

in rat ovarian granulosa cells isolated by two methods
n＝3, x±s

Method Estradiol (pg • mL－1) Progesterone (ng • mL－1)
Maximum Average daily Total Maximum Average daily Total

Trypsin 81.27±0.36* 57.77±0.35* 519.36±0.88* 3.46±0.21* 2.17±0.03* 19.05±0.12*

Mechanical 74.63±0.58 53.34±0.22 480.15±0.46 3.02±0.08 1.97±0.01 17.73±0.09
*P＜0.05 vs mechanical method
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早发性卵巢功能不全是卵巢早衰的前驱阶段，

其发病率呈上升趋势［7］。颗粒细胞是卵泡内最主要

的功能细胞，其生长、增殖与卵巢功能关系密切，

通常被作为最主要的对象和载体用于卵巢早衰的研

究。高效、便捷地建立颗粒细胞分离和培养体系

是此类研究顺利开展的前提与保证。应用机械法

分离大鼠卵巢颗粒细胞已有大量的文献［8-9］报道， 
而应用胰酶法分离大鼠卵巢颗粒细胞的文献报道

并不多见。胰酶法不需要解剖显微镜，所需设备简

单，而胰酶本身又是培养细胞所必需的试剂，容易

获得、使用方便，因此相对于机械法来讲，胰酶法

具有操作简便、快捷等优势。

参考既往文献［10］报道的方法，本研究采用

PMSG 刺激 3～4 周龄雌性 SD 大鼠。PMSG 能使

幼年大鼠处于动情前期，与成年大鼠相比，其体内

的卵巢颗粒细胞没有受到过内源性促性腺激素的

作用，这样获得的颗粒细胞处于相同的发育阶段，

有利于各项实验的开展。颗粒细胞是卵巢内唯一

表达 FSHR 的细胞［11］，利用 FSHR 免疫细胞化学

染色可以对卵巢颗粒细胞进行鉴定。本研究实验

结果显示，机械法和胰酶法这 2 种方法分离的细胞

镜下 FSHR 的阳性率均达到 90% 以上，表明这 2 种

方法均可以有效地获得卵巢颗粒细胞。2 种方法分

离的原代颗粒细胞存活率均＞90%，但胰酶法分离

的颗粒细胞增殖率峰值出现时间早于机械法24 h， 
细胞增殖率高于机械法，雌二醇和孕酮的分泌量也

大于机械法。由此可见，胰酶法分离的大鼠卵巢颗

粒细胞的增殖速度及激素分泌功能优于机械法，其

原因可能为细胞分离时，机械法对细胞的损伤大于

胰酶法，而胰酶法能够通过更加温和的方式将颗粒

细胞从卵巢组织中消化分离下来，从而使细胞获得

更强的增殖活力，其具体机制尚需在今后的实验中

进一步探讨。

总之，本研究表明机械法和胰酶法均可有效地

分离大鼠卵巢颗粒细胞，但胰酶法具有操作简便、

设备简单的优点，其分离的细胞增殖活力高、激素

分泌量大，更便于实验的高效开展，值得在卵巢早

衰的研究中推广使用。
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