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不孕症子宫内膜类器官建立与验证
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［摘要］ 目的 构建非免疫因素致不孕症和免疫因素致不孕症子宫内膜类器官培养体系，并比较两者免疫细胞因

子的差异。方法 标本采自海军军医大学（第二军医大学）第一附属医院生殖医学中心行宫腔镜检查的不孕症患者，

获取非免疫因素致不孕症患者（n＝3）与反复着床失败（RIF）患者（n＝5）子宫内膜组织，通过洗涤、消化、重悬及

接板，将组织嵌入基质胶中进行 3D 培养；在倒置显微镜下观察两组子宫内膜类器官生长情况；利用免疫荧光染色技术

检测子宫内膜特异性标志物雌激素受体（ER)、角蛋白和上皮钙黏蛋白表达情况；利用ELISA法测定两组细胞因子水平，

并比较两组细胞因子的差异。结果 在子宫内膜类器官体外培养过程中，类器官体积逐渐增大、细胞数量逐渐增多，培

养 7～10 d 的类器官体积达到稳定状态且形状逐渐趋于圆形。在相同时间内，非免疫因素致不孕症子宫内膜类器官数量

较 RIF 子宫内膜类器官多。免疫荧光染色显示类器官中子宫内膜相关标志蛋白ER、角蛋白和上皮钙黏蛋白均表达，提

示子宫内膜类器官构建成功。ELISA 检测结果显示，两组间干扰素 γ、IL-10、TNF-α、IL-4 水平和 TNF-α/IL-4 比值的差

异均有统计学意义（P＜0.05 或 P＜0.01），TGF-β1、IL-17 水平及 IL-17/TGF-β1、干扰素 γ/IL-10、TNF-α/IL-10 比值差

异均无统计学意义（均 P＞0.05）。结论 在体外成功培养获得了具有增殖能力的非免疫因素致不孕症与RIF 子宫内膜

类器官，为免疫性不孕症的基础研究提供了新模型。
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Establishment and validation of endometrial organoids in infertility
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［ Abstract ］ Objective　To construct a culture system of endometrial organoids for infertility induced by non-
immune or immune factors, and to compare the immune cytokines between them. Methods The samples were collected 
from infertility patients undergoing hysteroscopy in Department of Reproductive Medicine Center of The First Affiliated 
Hospital of Naval Medical University (Second Military Medical University). Endometrial tissues were obtained from 
patients with infertility caused by non-immune factors (n＝3) and patients with repeated implantation failure (RIF) (n＝
5). The tissues were embedded in matrix glue for 3D culture after washing, digestion, re-suspension and plate attachment. 
The growth of endometrial organoids of the 2 groups was observed under inverted microscope; the expression of estrogen 
receptor, keratin and E-cadherin, which were specific endometrial markers, was detected by immunofluorescence staining; 
and the cytokines of the 2 groups were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and the differences of 
cytokines between the 2 groups were observed. Results During the process of in vitro culture of endometrial organoids, 
the volume of organoids and the number of cells gradually increased. After 7-10 d of culture, the volume of organoids 
reached a stable state, and the shape gradually became a perfect circle. At the same time, the number of organoids from 
the infertility patients caused by non-immune factors was more than that from the infertility patients caused by RIF. 
Immunofluorescence staining showed the expression of endometrial related marker proteins estrogen receptor, keratin 
and E-cadherin, indicating the successful construction of endometrial organoids. ELISA results showed that the levels of 
interferon (IFN)-γ, interleukin (IL)-10, tumor necrosis factor (TNF)-α, IL-4 and TNF-α/IL-4 ratio between the 2 groups  

DOI: 10.16781/j.CN31-2187/R.20230597



海军军医大学学报　   2024 年 10 月，第 45 卷· 1212 ·

were significantly different (P＜0.05 or P＜0.01). There were no significant differences in the levels of TGF-β1 or IL-17, the 
ratios of IL-17/TGF-β1, IFN-γ/IL-10 or TNF-α/IL-10 (all P＞0.05). Conclusion Endometrial organoids with proliferative 
ability from patients with non-immune infertility and RIF have been successfully cultured in vitro, which provides a new model 
for the basic research of immune infertility.

［ Key words ］ endometrial organoids; infertility; repeated implantation failure; immune cytokines
［ Citation ］ CHEN M, FAN S, CHEN Y, et al. Establishment and validation of endometrial organoids in infertility［J］. 
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近年来，全球约 15% 的育龄夫妇面临不孕不育

问题，中国育龄女性中不孕症患者占 10%～15%，并

呈现逐年升高趋势［1］。体外受精 -胚胎移植（in vitro 
fertilization and embryo transfer，IVF-ET）是当前

最常用的辅助生殖技术［2］，而胚胎种植率低（约

30%）是困扰辅助生殖技术发展的难题，存在难

以突破的瓶颈［3］。其中，反复着床失败（repeated 
implantation failure，RIF）在 IVE-ET 患者中的发

生率高达 10%［4］。研究显示，子宫内膜免疫细胞

因子异常与胚胎种植失败密切相关［5］。子宫内膜

呈动态周期性变化，该动态过程的中断是导致胚胎

种植失败的关键因素［6］。有研究证实，RIF 患者中

80% 以上存在子宫内膜免疫异常，主要包括自然杀

伤（natural killer，NK）细胞、巨噬细胞、T 细胞

和树突状细胞异常，其中，NK 细胞和 T 细胞异常

与不孕症患者胚胎移植失败相关性较为明确［7］。

在月经周期的黄体中期，RIF 患者子宫内膜辅助性

T 细胞（helper T cell，Th）1 与 Th2 比值高于正常

可孕女性，导致母体对胚胎的排异作用和胚胎移植

失败［8］。Th1 产生的细胞因子主要包括 TNF-α、
干扰素 γ（interferon γ，IFN-γ）和 IL-2 等，对胚胎

着床有不良影响；Th2 产生的细胞因子包括 IL-4、
IL-5、IL-6、IL-10 等，对妊娠结局有积极影响。

Th1/Th2 比值升高对胚胎毒性增加，最终导致胚胎

植入失败，有可能成为检测 RIF 患者子宫内膜和移

植胚胎间排异的有效指标［9-10］。

目前，关于不孕症子宫内膜的研究多数以细胞

和动物模型为基础，但细胞模型因基因改变无法模

拟子宫内膜周期性变化的微环境且很难长期培养，

动物模型存在种属差异、研究周期长、成本高、成

功率低和伦理等问题，此外各项研究间药效指标差

异较大，导致研究结果无法互推和应用。

类器官是一种干细胞或原始组织来源的 3D 体

外模型，可弥补细胞和动物模型的不足，已被广泛

应用于肝脏、小肠、结肠、胰腺等疾病的研究，也

已扩展到子宫内膜疾病［11］。子宫内膜类器官技术经

过长期探索，逐渐成熟，保留了遗传和表型的稳定 
性［12］，为研究子宫内膜的变化提供有效的体外模

型。本研究拟通过建立非免疫因素致不孕症和 RIF
子宫内膜组织类器官，并比较两者免疫细胞因子的

差异，为 RIF 病理机制研究及相关治疗药物的体外

评价提供工具。

1　材料和方法

1.1　主要试剂　基础培养基（adDMEM/F12）（货

号 12634010）、N2 补充剂（货号 17502-048）、

不含维生素 A 的 B27 补充剂（货号 17504-044）、 
L- 谷氨酰胺（货号 35050-061）为美国 Gibco 公司产

品，Y-267632（货 号 129830-38-2）、TGF-β/Alk 抑

制剂A83-01（货号M5037）、p38 抑制剂 SB202190
（货 号 M2062） 为 美 国 AbMole BioScience 公 司

产品，重组人表皮生长因子（epidermal growth 
factor，EGF；货号 315-09）、重组人 Noggin 蛋白

（货号 120-10C）、Wnt 激活剂（货号 315-20）、 
重组人成纤维细胞生长因子 10（fibroblast growth 
factor 10，FGF-10；货号 100-26）、重组人R-spondin-1
（货 号 120-38）、 上 皮 钙 黏 蛋 白 抗 体（货 号

60335-1）、角蛋白抗体（货号 26411-1）为美国

PeproTech 公司产品，ITS 液体培养基补充液（货号

13146）、N- 乙酰 -L- 半胱氨酸（货号 A9165）为

美国Sigma-Aldrich公司产品；雌激素受体（estrogen 
receptor，ER） 抗 体（货 号 8002） 为 美 国 Santa 
Cruz 公司产品。

1.2　样本收集　标本采自本院生殖医学中心行宫

腔镜检查的不孕症患者，经海军军医大学（第二军

医大学）第一附属医院伦理委员会批准。采样时间

为月经周期排卵后 5 d［经超声检查确认，相当于

黄体生成素（luteinizing hormone，LH）达峰值后 

7 d，月经周期的种植窗口期］。

纳入标准：（1）对照组年龄 25～39 岁，有
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生育史，由于输卵管或男性因素不育，IVF-ET 次 
数≤1 次。（2）实验组年龄 25～39 岁，无生育史，

不育原因不明，IVF-ET 次数≥3 次。

排除标准：近期采用避孕措施（如过去 3 个月

内使用宫内节育器或激素）；内分泌代谢异常（如

胰岛素抵抗、甲状腺功能减退）；遗传异常（如严

重子宫腺肌病或子宫内膜异位症、严重输卵管积水、 
中度至重度宫内粘连、子宫畸形）；复发性流产；

血栓形成；自身免疫性疾病；BMI＞30 kg/m2。

1.3　子宫内膜类器官建立

1.3.1　原代培养　在室温下将组织样品转移到含青

霉素 / 链霉素的基础培养基中，并在 1 h 内处理。

将选择的组织在基础培养基中清洗，去除污染的血

液后倒入培养皿中。用镊子将组织片转移到干净

的盘子里，用手术刀将其切成 0.5～1 mm3 大小的

碎片。随后加入胶原酶及分散酶于培养皿中，盖上

盖子，放入 37 ℃的培养箱中于摇床上轻轻摇晃消

化 1 h 后，加入 2 倍体积的中和培养基以中和消化

液，随后进行细胞计数。按每孔（2～4）×105 个

细胞的密度接种于 6 孔板中，加入基质胶混匀，

子宫内膜培养基与基质胶比例为 4 ∶ 6。在 37 ℃ 

细胞培养箱中放置 40～50 min 后，每孔加入 800 μL 
培养基。培养期间，每 2～3 d 更换培养基，7～10 d 
后传代。

1.3.2　传代培养　用预冷枪头吹打类器官和基质

胶后，转移至培养基中，洗涤，4 ℃下 800×g 离心 
5 min，用 3～5 mL 胰酶替代物（货号 12604021，
TrypLE，美国 Gibco 公司）消化 10 min，加入中和

培养基终止消化。随后 4 ℃下 800×g 离心 5 min，
按照 1 ∶（2～5）的比例重悬于培养基与基质胶混

合物中，接种于 6 孔板中培养。

1.3.3　免疫荧光染色　溶液 1：用 0.08 g 牛血清白

蛋白加入 80 μL Triton X-100 及 40 mL PBS 配制；

溶液 2：用 80 μL Tween-20 及 40 mL PBS 配制。从

培养箱中取出 6 孔板，吸出细胞板中原有培养基，

加入基础培养基，用巴斯德吸管吹打类器官和基质

胶后，转移至 15 mL 离心管中，4 ℃下 800×g 离心 
5 min，去除上清。在收集的类器官中加入 10 mL 
冰的溶液 1，轻微晃动混合，在 4 ℃下孵育 10 min， 
4 ℃下 800×g 离心 5 min。再以冷的溶液 2 重悬，

转移到 24 孔板中，每孔 2 mL 悬液。在 4 ℃孵育

15 min。将 200 μL 溶液 2 加入一个空白孔作为参

照孔。倾斜 24 孔板，确认类器官在孔底。吸出 
1.8 mL 溶液 2，剩余大约 200 μL（参照 200 μL 溶

液 2 空白孔）。将 200 μL 含一抗的溶液 2 加入到

每一孔，并在 4 ℃摇床上孵育过夜。吸出溶液 2，
使每孔剩余大约 200 μL 液体（参照 200 μL 溶液 2
空白孔）；每孔再加入 1 mL 溶液 2，轻微摇晃孵

育 10 min，重复 2～3 次。每孔加入 200 μL 含有二

抗的溶液 2，在震荡条件下室温孵育 1 h，重复洗

涤 3 次。用共聚焦显微镜拍摄照片。

1.3.4　ELISA 法测定 IL-4、IL-10、TNF-α、IFN-γ、 
IL-17、TGF-β1 水平　类器官上清液用于检测分泌

性的成分，800×g 离心 20 min，用无菌管收集上

清。提前配制好实验所用试剂，空白孔加入 50 μL 
标准品 / 样品稀释液，其余孔各对应加入标准品

或待测样品 50 μL，贴上封板胶纸，将反应板混

匀后 37 ℃孵育 50 min；洗板操作：用洗涤液将

反应板充分洗涤 3 次，每孔加入洗涤液 300 μL， 
充分洗涤后，甩干液体，重复此步骤 4 次，避免异

物进入反应板；空白孔加入 100 μL 生物素化抗体稀

释液，其余孔各加入生物素化抗体工作液 100 μL， 
贴上封板胶纸，混匀后 37 ℃孵育 50 min；重复洗

板操作；每孔加入链霉亲和素 -生物素 -过氧化物

酶复合物工作液 100 μL，贴上封板胶纸，混匀后 
37 ℃孵育 30 min；重复洗板操作；每孔加入提前

配制好的 TMB 显色液 100 μL，混匀后贴上封板胶

纸，置于 37 ℃避光显色 15～20 min（若颜色偏浅，

可适当延长时间）；每孔加入 100 μL 终止液，混

匀，30 min 内使用酶标仪在 450 nm 波长处测光密

度（D）值。

1.4　统计学处理　应用SPSS 26.0和GraphPad Prism 5 
软件进行统计学分析。数据符合正态分布，以 x±s

表示，组间比较采用独立样本 t 检验。检验水准

（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　患者的基本情况　最终纳入 3 例非免疫因素

致不孕症患者子宫内膜组织（对照组）及 5 例 RIF
患者子宫内膜组织（实验组）。对照组患者情况如

下：患者 1，38 岁，移植失败 1 次，2 次顺产（末

次 2019 年），术中见宫腔形态规则，内膜分布均

匀，左侧宫角局部内膜充血；患者 2，43 岁，备孕

2 年未孕，男方弱精，胚胎移植失败 1 次；患者 3，
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28 岁，因男方无精症行睾丸穿刺 IVF-ET，胚胎移

植失败 1 次，术中见前壁内膜局部漂浮、充血。

实验组患者情况如下：患者 1，27 岁，胚胎移

植失败 3 次，异位妊娠 1 次，自然受孕生化 4 次，

术中见宫腔形态规则，内膜分布均匀；患者 2， 
30 岁，因卵巢功能减退行 IVF-ET，胚胎移植 3 次，

1 次异位妊娠（孕 32 周死胎引产），术中见宫腔

双侧壁略内聚，以微剪剪开；患者 3，26 岁，胚胎

移植失败 3 次，术中见前后壁内膜均匀性增厚，呈

厚毯样改变，后壁局部内膜片状隆起；患者 4，30
岁，未避孕未孕 3 年，胚胎移植失败 3 次，术中见

双侧宫角处前壁内膜呈微息肉样改变，充血明显，

双侧输卵管通畅；患者 5，37岁，胚胎移植失败 3次，

术中见宫腔形态规则，前壁内膜不均匀增厚，后壁

内膜尚均匀。

2.2　子宫内膜类器官的形成　将子宫内膜组织消

化成细胞进行接种，2～3 d 后镜下可见类器官初

步形成，内部呈现空泡状，细胞大小不一。培养子

宫内膜类器官，每隔 3 d 镜下观察，第 3～9 天随

着培养时间延长类器官的细胞数量逐渐增多、体

积不断增大，形状逐渐趋于圆形，大者长径 200～ 

300 μm，7～10 d 后可进行传代。相同时间内对照

组子宫内膜类器官数量比实验组更多，可能由于

实验组 RIF 患者组织细胞量少所致（图 1）。经过

TrypLE 消化液的消化后，子宫内膜类器官消化为

单细胞或类器官碎片，重新包埋于基质胶中，在培

养基中细胞因子和信号因子的作用下，使类器官细

胞重新自组装形成球型结构，且传代后数量不断增

多（图 2）。子宫内膜类器官可以长期扩增，可传
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A: The 5th generation; B: The 6th generation; C: The 7th generation; D: The 8th generation; RIF: Repeated implantation failure. 

 

2.3 非免疫因素致不孕症与 RIF 患者子宫内膜类器官的验证  免疫荧光染色结果显示，子宫内膜特异性标

志物 ER、角化蛋白和钙粘蛋白 E 均表达（图 2），提示构建的子宫内膜类器官具备子宫内膜的特征。 
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IL-17 水平和 IL-17/TGF-β1 比值差异均无统计学意

义（均 P＞0.05）。 用 IFN-γ/IL-4、IFN-γ/IL-10、
TNF-α/IL-10 和 TNF-α/IL-4 比值代表 Th1/Th2 比值，

结果显示（图 4），对照组 IFN-γ/IL-4 和 TNF-α/
IL-10 比值低于实验组，IFN-γ/IL-10 比值高于实验

组，但差异均无统计学意义（均 P＞0.05）；而实

验组 TNF-α/IL-4 比值高于对照组，差异有统计学意

义（P＜0.05）。本结果提示 Th1/Th2 比值与 RIF
的发生有一定的关系，Th1/Th2 比值或可成为检

测 RIF 和移植胚胎间排异的有效指标，值得进一步 
研究。

图 3　非免疫因素致不孕症患者（A）与 RIF 患者（B）子宫内膜类器官的免疫荧光染色结果

Fig 3　Immunofluorescence staining of endometrial organoids in patients with non-immune infertility (A) and RIF (B)
Scale bar＝100 μm. RIF: Repeated implantation failure; DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole; ER: Estrogen receptor.

**

IFN-γ/IL-4

IFN-γ/IL-10

TNF-α/IL-10

TNF-α/IL-4

Non-immune infertility

图 4　非免疫因素致不孕症患者与 RIF 患者子宫内膜 

类器官 Th1/Th2 产生的细胞因子比值

Fig 4　Ratio of cytokines produced by Th1/Th2 of 

endometrial organoids from patients with non-immune 

infertility and RIF
**P＜0.01. RIF: Repeated implantation failure; Th: Helper T 

cell; IFN-γ: Interferon γ; IL: Interleukin; TNF-α: Tumor necrosis 

factor α. 

3　讨　论

子宫内膜类器官是代表子宫内膜结构和功能

的、自组织的子宫内膜细胞的三维聚集体［13］。子

宫内膜作为着床部位和妊娠的营养支持具有重要意

义，但目前还没有长期的体外培养系统能再现子宫

内膜的功能。二维单层细胞培养常用于体外研究。

然而，原代细胞在长期培养中不能扩增且传代效率

低，易丢失柱状表型和极性［14］。这些模型不能准

确地反映人类子宫内膜发育和功能的所有特征。

被称为类器官的 3D 细胞团能够从多种器官发展而

来，成为研究组织生物学和疾病的有力工具［15］。

Turco 等［16］建立了未怀孕女性的子宫内膜类器

官和早期妊娠女性蜕膜类器官。Boretto 等［17］成功
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建立了人和小鼠来源的子宫内膜类器官。本研究根

据上述研究的培养条件对子宫内膜类器官培养条件

进行优化调整，成功构建了非免疫相关不孕症患者

及免疫相关 RIF 患者的子宫内膜类器官。本研究结

果显示，子宫内膜类器官具有个体差异性，在相同

培养时间内非免疫因素不孕症患者子宫内膜类器官

的数量较 RIF 患者的多。这可能与免疫因素有关，

也可能是组织大小、细胞数量差异及患者本身的个

体差异所致。免疫荧光染色结果显示，RIF 患者与

非免疫因素不孕症患者子宫内膜类器官均表达子宫

内膜标志物。

RIF 可能是由子宫因素或胚胎因素改变引起

的，子宫内膜容受性破坏、基因表达改变、外周血

和 / 或子宫内膜免疫紊乱均与 RIF 有关。然而，并

非所有患有 RIF 的女性都有相同类型的免疫功能障

碍，这表明 RIF 是一种异质性疾病，与不同的免疫

反应有关［18］。Th1 细胞产生 IL-2、IFN-γ 和 TNF-α

等诱导细胞介导的细胞毒性和炎症反应；Th2 细胞

产生 IL-4、IL-5、IL-6 和 IL-10 等细胞因子，这些

细胞因子在抗体的产生中起重要作用［19］。Kuroda
等［20］对 197 例≥3 次胚胎移植周期后 RIF 和 / 或≥ 

2 次临床妊娠失败后复发性妊娠丢失的患者进行

Th 检测，结果显示这两类患者的 Th1 水平和 Th1/
Th2 比值高于可育和一般不育妇女。本研究结果表

明，非免疫因素致不孕症患者的 Th1 和 Th2 相关细

胞因子（IFN-γ、TNF-α、IL-4 和 IL-10）表达水平

均高于 RIF 患者，差异均有统计学意义（P＜0.05
或 P＜0.01），TNF-α/IL-4 比值高于 RIF 患者（P＜ 

0.01）。上述研究结果证实了 Th1 和 Th2 分泌的

细胞因子可能在不同的生理或病理条件下发挥作

用。研究证实，调节性 T 细胞（regulatory T cell，
Treg）是子宫免疫调节的关键，其数量减少和功能

下降与 RIF 密切相关，子宫内膜 Th17 与 Treg 细胞

呈负相关［21］，Th17/Treg 细胞参与 RIF 患者外周血

和子宫内膜组织的免疫调节［22］，Th17 和 Treg 之

间的平衡可能更多地解释了生殖失败的病理生理过 
程［23］。子宫内膜 Th1/Th2 及 Th17/Treg 比例失衡

会影响胚胎种植，是不明原因反复流产的关键因 
素［24］。本研究中非免疫因素不孕症患者与 RIF 患

者的 IL-17、TGF-β1 及 IL-17/TGF-β1 比值差异无

统计学意义，其原因可能是由于本研究样本量较

小，后续拟扩大样本量进一步验证。

子宫内膜类器官体外模型可用于重复和标准

化研究子宫内膜生理学和相关疾病，也是研究不孕

症的工具［25］。Turco 等［16］成功建立了恶性子宫内

膜类器官，为研究子宫内膜异位症和子宫内膜癌等

常见疾病以及早期妊娠生理学提供了有效的体外模

型。此外，在激素刺激下，人子宫内膜类器官能够

在形态组织学和分子水平上模拟正常的月经周期［17］。

关于子宫内膜类器官仍有一些障碍需要解

决。首先，可变性和实用性是类器官研究的一个常

见障碍；其次，开发一种能够包括免疫细胞、内皮

细胞和子宫肌层细胞等其他细胞类型的培养系统是

很困难的；最后，因为子宫内膜具有特殊的解剖特

征，包括基底层和功能层，体外模拟很难再现类器

官子宫内膜的特殊特征。但是，子宫内膜类器官为

子宫内膜研究开辟了新的途径，为研究子宫内膜提

供了极好的机会，推动了对子宫内膜发育和疾病的

分子和细胞机制的理解。从疾病建模到个性化医

疗，子宫内膜类器官将成为广泛的生物医学应用的

有前途的工具。
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