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人在位和异位子宫内膜腺上皮细胞和间质细胞的原代培养
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[摘要 ]　目的: 探讨在位和异位子宫内膜腺上皮细胞和间质细胞分离培养方法, 为研究子宫内膜异位症的发病机制提供体外

细胞模型。方法: 通过消化、过滤、沉降等方法, 分离培养正常对照子宫内膜以及子宫内膜异位症在位、异位子宫内膜腺上皮细

胞和间质细胞, 模拟人体内雌激素水平研究促进细胞生长的方法, 光学显微镜观察离体细胞形态。结果: 正常对照子宫内膜细

胞分离培养成功率达 91. 7% (11ö12) , 子宫内膜异位症在位子宫内膜细胞成功率为 93. 8% (15ö16) , 子宫内膜异位症异位子宫

内膜细胞成功率为 75. 0% (12ö16)。间质细胞传代 2 次后, 生长缓慢, 经雌激素作用后, 生长明显改善; 腺上皮细胞不能传代,

经雌激素作用后, 生长改善不明显。结论: 体外分离培养的人子宫内膜细胞比子宫内膜异位动物模型更接近于人体的特点, 在

位和异位子宫内膜腺上皮细胞和间质细胞分离培养可作为研究子宫内膜异位症的体外细胞模型之一。
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[ ABSTRACT ]　Objective: To exp lo re the w ay to separate and cu ltu re eu top ic and ectop ic endom etria l glandu lar cells and

their strom al cells, p roviding an in v itro cell model of endom etrio sis fo r study of its m echan ism. M ethods: D igest ion, filt ra t ion

and sedim en tat ion w ere used to iso late and cu ltu re the eu top ic and ectop ic endom etria l glandu lar cells and their strom al cells.

T he estrogen level w as im atated to study the w ay of p romo ting cell grow th. M o rpho logical characters of eu top ic and ectop ic

endom etria l cells w ere exam ined using op tical m icro scope. Results: T he success rate of separat ion and cu ltu re of no rm al con2
t ro l endom etria l glandu lar cells and its strom al cells w as 91. 7% (11ö12) ; of eu top ic endom etria l glandu lar cells and its strom al

cells of endom etrio sis w as 93. 8% (15ö16) ; of etop ic endom etria l glandu lar cells and its strom al cells of endom etrio sis w as

75. 0% (12ö16). Conclusion: T he cu ltu red eu top ic and ectop ic endom etria l cells is mo re like hum an body featu re than the en2
dom etrio sis model of an im als. So the iso lat ion and cu ltu re of eu top ic and ectop ic endom etria l glandu lar cells and their strom al

cells m ay serve as an in v itro experim en tal model.
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[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (11) : 122821231 ]

Ξ 　 子宫内膜异位症 (内异症)体外模型是研究其发

病机制的重要工具, 国内外学者不断地对此进行了

探索。由于人子宫内膜间质细胞及腺上皮细胞尚未

成功建系, 所以其原代培养成为内异症体外研究的

一个重要方法。但是, 在位和异位内膜间质细胞及腺

上皮细胞的分离培养成功率, 尤其是异位内膜细胞

培养的成功率却不容乐观。本研究拟进一步探索正

常的在位子宫内膜细胞、内异症在位内膜细胞以及

内异症异位内膜细胞的分离培养方法, 以提高子宫

内膜细胞分离培养成功率, 为子宫内膜异位症的发

病机制提供有价值的体外细胞研究模型。

1　材料和方法

1. 1　组织标本的获取　2002 年 12 月至 2003 年 6

月在本院妇产科手术的内异症患者 16 例, 年龄

23～ 47岁, 平均 (41. 13±2. 78) 岁; 因子宫肌瘤行子

宫全切术的患者 12 例, 年龄 23～ 47 岁, 平均

(41. 83±2. 79) 岁。所有患者无内科合并症, 术前 3

个月内未用过激素治疗, 均在剖腹行子宫、附件全切

术后, 无菌条件下刮取子宫内膜。采取标本均得到患

者的同意, 并签署了知情同意书。

1. 2　主要试剂　F12 和DM EM 培养液、胶原酶Ì
型、新生牛血清 (美国 Sigm a 公司) , DN aseÉ (华美

生物工程有限公司) , 小牛血清清蛋白 (BSA ) (晶美
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生物工程有限公司) , 鼠抗人波形蛋白 (vim en t in) 抗

体、鼠抗人细胞角蛋白 (cytokera t in ) 抗体 (DA KO

公司)。

1. 3　方法

1. 3. 1　分离培养方法　将分离的组织标本用无菌

F12öDM EM 培养液洗净血液后, 按谭先杰等[ 1 ]方法

进行分离培养操作: 将洗净的内膜组织剪碎至约< 1

mm (肉眼呈糊状) , 置入 0. 1% 胶原酶溶液于 37℃消

化 60～ 90 m in 后, 再加入 DN ase É 消化 30～ 40

m in。消化后的细胞悬液含单个间质细胞及腺上皮

细胞团, 40 Λm 的细胞滤网过滤, 所得的滤液经

3. 0% 和 1. 5% 的BSA 溶液梯度沉降, 可得到较纯

的间质细胞; 滤网上冲洗所得的溶液里含较纯腺上

皮细胞[ 2 ]。过滤后将间质细胞和腺上皮细胞分别置

入 F12öDM EM 培养液中, 置培养瓶于 5% CO 2、

37℃孵箱中培养。

1. 3. 2　活细胞观察　用倒置显微镜直接观察生长

于培养瓶壁的活细胞。

1. 3. 3　光学显微镜标本制备　将无菌盖玻片放入

6 孔培养板内。当间质细胞在其上生长后, 取出盖玻

片, PBS 液洗涤后固定, 行H 2E 染色; 将腺上皮细胞

用 0. 02% ED TA 和 0. 025% 的胰酶消化为单个细

胞后, 涂片, 固定, 行H 2E 染色。

1. 3. 4　免疫组织化学标本制备　现已证明角蛋白

广泛存在于人类的上皮组织及培养的上皮细胞内,

而波形蛋白则主要位于间质细胞中[ 3, 4 ]。为了对细胞

进行鉴定, 将长满间质细胞的盖玻片以及腺上皮细

胞涂片, 用甲醇固定过夜。分别用单克隆抗体细胞角

蛋白 1∶100 和人波形蛋白 1∶100 作 S2P 法染色

(DA KO 公司) , 再用苏木精复染。凡细胞质染成棕

黄色的为细胞角蛋白阳性细胞或人波形蛋白阳性细

胞, 未显棕黄色为阴性细胞。每次染色取 1 例子宫内

膜组织片作阳性对照, 用 PBS 代替一抗作阴性对

照。

1. 3. 5　在位和异位子宫内膜间质细胞的传代和培

养　细胞生长铺满瓶壁时即可传代。传代时, 弃去培

养瓶中的培养液, 加 0. 02% ED TA 4 m l, 于室温下

消化 5～ 8 m in, 在显微镜下观察, 见到细胞收缩变

圆时, 倒掉消化液, 加入培养液, 用吸管将细胞自瓶

壁吹打下来, 接种于新培养瓶。在位间质细胞经 2 次

传代后, 细胞贴壁能力减弱, 生长缓慢, 遂参照人体

内雌激素水平, 分别加入浓度为 0. 3、0. 25、0. 2、

0. 15、0. 1 Λgöm l 的雌激素, 光学显微镜观察细胞生

长情况。腺上皮细胞不能传代, 培养 1 周后细胞数逐

渐减少, 形态发生改变, 同样加入浓度为 0. 3、0. 25、

0. 2、0. 15、0. 1 Λgöm l 的雌激素, 光学显微镜观察细

胞生长情况。

2　结　果

2. 1　细胞分离培养情况　 (1) 分离培养的 12 例正

常对照的子宫肌瘤的子宫内膜标本, 成功 11 例, 分

离成功率为 91. 7%。(2)分离培养的 16 例内异症在

位子宫内膜标本, 成功 15 例, 分离培养成功率为

93. 8%。 (3)分离培养的 16 例内异症异位子宫内膜

标本, 成功 12 例, 分离成功率为 75. 0%。

2. 2　细胞形态特点

2. 2. 1　倒置显微镜观察　在位和异位间质细胞接

种 24 h 后基本都能够贴壁, 间质细胞多呈梭形排

列, 胞质薄而透明, 核椭圆, 正常对照和内异症在位

内膜间质细胞体积较大, 贴壁后呈旋涡状生长, 而内

异症异位内膜间质细胞形态较在位间质细胞小, 分

散生长。24 h 后可观察到上皮细胞少量贴壁, 细胞

呈团状排列生长, 为致密细胞集落, 细胞呈多角形或

蝌蚪形, 边界清楚, 排列紧密; 异位内膜腺上皮细胞

胞质饱满, 核圆大, 如图 1 和图 2 所示。

2. 2. 2　免疫细胞化学类型鉴定　如图 3 所示, 腺

上皮细胞行人波形蛋白染色大多数呈阳性反应, 细

胞纯度率可达 85% ; 间质细胞行细胞角蛋白染色呈

阳性反应, 细胞纯度率达 80% , 经 1 次传代后, 纯度

率可达 85% 以上。

2. 3　细胞传代后培养情况

2. 3. 1　间质细胞　经显微镜每日观察, 细胞经雌激

素刺激后, 生长速度有不同改变, 浓度为 0. 3、0. 25、

0. 1 Λgöm l 时, 细胞生长情况改善不显著, 而在浓度

为 0. 15 和 0. 2 Λgöm l 的雌激素刺激下, 细胞生长明

显改善。异位间质细胞生长速度较在位间质细胞快,

经雌激素刺激后, 其生长也呈加快趋势。加入雌激素

5 d 后间质细胞铺满培养瓶底, 2 次传代后, 细胞生

长又逐渐缓慢, 有的细胞从瓶底脱落, 出现空泡, 加

入雌激素后, 生长无明显改善。

2. 3. 2　腺上皮细胞　在位和异位腺上皮细胞生长

均缓慢, 1 周后细胞数逐渐减少, 形态发生改变, 经

H 2E 染色后可观察到, 细胞萎缩, 胞质出现大量空

泡; 经锥虫蓝染色可见活细胞数减少。而加入

不同浓度的雌激素后 , 细胞生长情况也无明显变

化。
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图 1　在位和异位子宫内膜间质细胞形态

F ig 1　Cytom orpholog ica l exam ination of eutop ic and ectop ic endom etr ia l stromal cell (H-E, ×300)

A : N o rm al strom al cell; B: Eutop ic strom al cell of endom etrio sis;

C: Ectop ic strom al cell of endom etrio sis

图 2　在位和异位子宫内膜腺上皮细胞形态

F ig 2　M orpholog ica l exam ination of eutop ic and ectop ic endom etr ia l glandular ep ithel ia l cell (H-E, ×300)

A : N o rm al glandular ep ithelial cell; B: Eutop ic glandular ep ithelial cell

of endom etrio sis; C: Ectop ic glandular ep ithelial cell of endom etrio sis

图 3　内异症异位内膜间质细胞类型鉴定

F ig 3　Iden tif ica tion of ectop ic endom etr ia l

cell of endom etr iosis(S-P, ×300)

A : Ectop ic strom al endom etrial cell;

B: Ectop ic glandular ep ithelial endom etrial cell

3　讨　论

体外分离培养人子宫内膜腺上皮与间质细胞比

子宫内膜异位动物模型更接近于人体的特点。异位

内膜间质与上皮细胞的功能及相互作用不同于在位

内膜, 而非内异症在位内膜细胞也有可能异于内异

症内膜细胞, 故于体外进行正常对照在位内膜细胞、

内异症在位及异位内膜细胞的原代培养, 能够提供

细胞在组织原位的某些信息, 有助于进一步研究正

常对照在位子宫内膜细胞、内异症在位内膜细胞和

内异症异位内膜细胞的功能和相互作用, 找到它们

之间的差异, 观察其生长特征、受体表达、生物活性

及药物动力学影响, 对子宫内膜细胞进行体外培养,

为研究细胞生长、分化和代谢以及卵巢激素作用机

制提供了一个可实用的实验模型, 为揭示内异症的

发病机制及内异症的临床治疗提供重要的理论依

据[ 5～ 7 ]。

本研究中正常对照子宫肌瘤的子宫内膜细胞原

代培养的分离成功率略低于内异症在位子宫内膜细

胞的分离培养成功率, 这是因为子宫肌瘤患者月经

周期不规律, 内分泌紊乱, 增生期的内膜增生不良,

所以获取的标本较少, 致使内膜分离后的细胞数极

少而分离培养失败。异位子宫内膜分离培养的成功
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率达 75. 0% , 高于R yan 等[ 8 ]报道的 56% 和浙江大

学医学院[ 9 ]报道的 68. 1%。根据经验, 本课题组认

为异位内膜体外培养需注意以下几点: (1)体积较大

的卵巢巧克力囊肿, 其内皮分离培养后, 细胞数量很

少, 不易分离培养成功。 (2)巧克力囊肿内壁有新鲜

出血且囊肿体积较小 (< 3 cm ) 的, 分离培养后的细

胞容易生长。(3)子宫韧带异位结节以及腹膜异位灶

的分离培养不易成功, 但是取材时, 若能获取量较多

的紫红色异位结节, 也可以分离出数量较多的间质

细胞和腺上皮细胞。本研究中内膜标本消化时使用

的是胶原酶Ì 和DN aseÉ , 虽然价格较常用的胰酶

贵, 但是经其消化后的间质细胞容易贴壁生长。根据

作者的细胞培养经验, 可以适当延长胶原酶Ì 和

DN aseÉ 的消化时间 (一般延长为 2 h) , 可以使内膜

组织充分消化, 获取更多的细胞。而胰酶消化时间过

长就会影响细胞的活性, 间质细胞不易贴壁, 甚至造

成细胞培养失败。

在子宫内膜细胞分离培养中, 离心的次数越多,

细胞丢失亦越多, 也会影响细胞活性; 而离心转速较

高时, 同样会影响细胞的活性; 均可导致细胞损伤增

强, 造成培养成功率的下降。所以在本研究中, 间质

细胞和腺上皮细胞的离心次数不超过 4 次, 而离心

转速最高为 900 röm in, 尽量减少对细胞的损伤, 提

高分离培养成功率, 而所得细胞的纯度也达 90% 以

上。

子宫内膜是卵巢激素作用的靶组织, 在体内受

雌激素、孕激素等的共同作用, 在位和异位子宫内膜

细胞分离培养后失去这些激素的作用而表现出生长

缓慢等特征, 所以本研究在细胞分离培养后, 立即加

入不同浓度的雌激素, 探索子宫内膜细胞体外生长

的最佳条件, 为以后的研究提供实验支持。研究证

实, 女性体内血清雌激素水平在月经第 11～ 13 天最

高, 可达 1 100 pm o löL (300 pgöm l)。以此为据, 加入

不同浓度的雌激素后, 观察到雌激素浓度为 0. 15 和

0. 2 Λgöm l 时, 细胞生长速度明显加快。细胞生长加

快, 有利于进行细胞各项指标的研究。但在雌激素作

用下, 离体子宫内膜细胞特性是否有所改变, 还需进

一步的研究。

离体在位和异位子宫内膜细胞的爬片, 排除了

内膜组织中非内膜成分的干扰, 有利于各项检测指

标的进行, 能够使免疫细胞化学检测表达定性、定位

准确, 还能进行半定量分析[ 10 ]。另外, 本次研究的内

膜组织标本采取的均为增生期的内膜, 尚需补充分

泌期的内膜标本, 以进一步完善对离体在位和异位

子宫内膜的观察和监测, 为内异症研究进程提供充

分的理论依据。
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