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不同月经周期人子宫内膜细胞的体外培养特性及鉴定

陈佳红!宋晓萍!孙雪荣"山东省青岛市妇女儿童医疗保健中心
!
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#

!!

!摘要"

!

目的
!

通过原代培养人子宫内膜细胞!进而建立正常子宫内膜的体外模型!同时观察不同月经周期内

膜细胞的培养特性%方法
!

选择因子宫肌瘤而行子宫全切术的
$*

例患者!取子宫内膜细胞进行分离$纯化和培养%

并用免疫细胞化学法进行鉴定%结果
!

$*

例患者中
$%

例培养成功!在不同月经周期取材的内膜标本其培养细胞

生长的数量$质量$成活率及形态上无明显差异&免疫细胞化学法结果显示!间质细胞
)̀ $+

染色阴性!

Z8JC:>8:

染

色阳性!阳性率
+%3

!阳性细胞胞质呈棕黄色&腺上皮细胞
)̀ $+

染色阳性!

Z8JC:>8:

染色阴性!阳性率
1"3

!阳性

细胞胞质染成棕黄色%结论
!

本实验成功对子宫内膜细胞进行了体外的分离培养及鉴定!为研究细胞的生长$分化

和代谢以及性激素的作用机制提供了一个理想的实验模型!同时认为内膜细胞的各种培养特性不存在明显的月经

周期性改变%

!关键词"

!

人子宫内膜细胞&

!

月经周期&

!

体外培养&

!

免疫细胞化学法
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子宫内膜作为性激素作用的靶器官#在女性生理的研究中

占有重要地位*

$

+

,腺上皮和间质细胞均可受卵巢激素的影响

产生周期性的变化#且在子宫内膜中占有数量上的优势#所以

常说的子宫内膜的体外培养指的就是对腺上皮细胞和间质细

胞的培养*

*

+

,由于这两种细胞在体外较难分离和纯化#给建立

子宫内膜细胞的体外模型带来一定的困难#进而影响到相关研

究的进行,因此本实验通过原代培养的方法对人子宫内膜细

胞进行体外培养#并对其进行分离纯化及鉴定#旨在为研究细

胞的生长(分化和代谢及性激素的作用机制提供一个理想的实

验模型#为建立正常子宫内膜的体外模型奠定基础,

>

!

资料与方法

>6>

!

一般资料

>6>6>

!

人子宫内膜标本
!

人子宫内膜取自
*%%1

年
$%

月至

*%%+

年
!

月青岛市妇幼保健院妇科因子宫肌瘤而行子宫全切

术的患者#共
$*

例#处于不同月经周期,年龄
!%

!

#"

岁#平均

#%

岁#既往月经规律#月经周期
*1

!

!%@

#经期
"

!

'@

#

!

个月

内未服用过激素类药物#无全身内分泌疾病,

>6>6?

!

主要试剂
!

超级灭活胎牛血清购自
(

A

DE=:C

公司)

4O,O

"

L$*

培养基购自美国
P8ND=

公司)胶原酶
$0

购自
/8

G

&

JF

公司)

/M

试剂盒和
40U

"

(*5*

显色试剂盒购于北京中山

生物工程公司)鼠抗人细胞角蛋白(波形蛋白单克隆抗体购自

北京中山生物工程公司,

>6?

!

方法

>6?6>

!

人子宫内膜细胞的分离(纯化和培养
!

子宫切除后立

即在无菌操作下#纵体剖开宫体#刮取子宫前后壁内膜组织#即

刻置入装有
#Y

无菌
4&(0Ẁ /

液
*%J-

的小瓶中#立即送

实验室培养,全部标本均留部分用
$%3

甲醛液固定后送组甲

织学检查#以排除子宫内膜病变,参照
Q=EHH

等*

!

+的细胞培养

方法进行分离(研磨(消化(过滤#然后不同转速离心分别培养

腺上皮细胞和间质细胞#常规进行传代及换液,

>6?6?

!

免疫细胞化学染色
!

以已知的阳性片为阳性对照#同

时设置阴性对照&用
MU/

液代替一抗',取出细胞爬片#

MU/

冲洗
"J8:

#共
!

次#浸入无水乙醇
i

丙酮&

$i$

'

#Y

固定
$"

J8:

,

!3(

*

5

*

室温孵育
"

!

$%J8:

#蒸馏水洗#

MU/

浸泡
"

-

%!!*

-
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J8:

#滴加封闭用血清#室温孵育
$%

!

$"J8:

#甩去多余的液

体,滴加一抗&细胞角蛋白(波形蛋白抗体'

"%

#

-

#置于湿盒内

!'Y

孵育
*B

或
#Y

过夜,

MU/

冲洗
"J8:

#共
!

次#滴加生物

素标记的二抗工作液#置于湿盒内
!'Y

孵育
!%J8:

,

MU/

冲

洗
"J8:

#共
!

次,滴加辣根酶标记链霉卵白素工作液#置于湿

盒内
!'Y

孵育
!%J8:

,

MU/

冲洗
"J8:

#共
!

次,滴加
40U

显色液#并置于显微镜下观察#适当着色后以流水冲洗终止反

映,苏木素复染#流水冲洗终止反映#常规脱水#透明#中性树

脂封片#在光学显微镜下观察#以细胞质中出现黄色或黄棕色

的染色为阳性细胞,

?

!

结
!!

果

?6>

!

细胞培养生长情况
!

$*

例子宫内膜标本中
$%

例培养成

功#

*

例不成功的原因为真菌污染,在不同月经周期取材的内

膜标本#其培养细胞生长的数量(质量(活率及形态上无明显差

异#但晚分泌期内膜的腺体产量高,只要最初的胶原酶消化得

到足够的细胞数量#就可成功地培养出腺上皮细胞和间质

细胞,

?6?

!

细胞生长方式及形态学特点

?6?6>

!

腺上皮细胞
!

将分离的腺体接种培养#

*#B

后已贴壁

生长#

!@

后细胞长成旋涡状排列的致密单层细胞集落#细胞

呈类圆形或蝌蚪形#边界清楚#排列紧密#胞质呈颗粒状#胞核

大而圆#核仁明显&图
$

',约
'@

时#细胞伸长#细胞集落扩大

并相互融合成片,

图
$

!

显微镜下原代培养的腺上皮细胞形态%

a#%%

&

图
*

!

显微镜下原代培养的间质细胞形态%

a#%%

&

?6?6?

!

间质细胞
!

将纯化后的单细胞接种培养#

*B

已开始

贴壁#

$*B

已开始生长#细胞体向两端突起#似出芽,细胞接

种密度较小时#约需
'

!

+@

聚合成片#细胞生长旺盛时
!

!

#@

即聚合成片,培养出的间质细胞光镜下为多角形#有多个短小

细胞突出#胞质薄而透明#核圆居中#细胞排列无极性#平铺生

长,这种细胞是原代及早期代次培养中的主要细胞类型&见

图
*

',

?6@

!

免疫组化染色法观察
!

用对腺上皮细胞特异的细胞角蛋

白&

)̀ $+

'和对间质细胞特异的波形蛋白&

Z8JC:>8:

'染色表

明#间质细胞
)̀ $+

染色阴性#

Z8JC:>8:

染色阳性#阳性率

+%3

#阳性细胞胞质呈棕黄色&图
!

')腺上皮细胞
)̀ $+

染色阳

性#

Z8JC:>8:

染色阴性#阳性率
1"3

#阳性细胞胞质染成棕黄

色&图
#

',

图
!

!

子宫内膜间质细胞波形蛋白染色%

a#%%

&

图
#

!

子宫内膜腺上皮细胞角蛋白染色%

a#%%

&

@

!

讨
!!

论

子宫内膜细胞体外培养技术可用于妇产科(生殖医学(细

胞生物学及分子细胞学等多种研究领域*

*

+

,目前国外学者针

对子宫内膜细胞体外培养模型#已经开展了许多方面的研究#

但国内研究项目较少,本研究通过原代培养的方法建立正常

子宫内膜的体外模型#同时观察不同月经周期内膜细胞的培养

特性#旨在为研究细胞的生长(分化和代谢以及性激素作用的

机制提供一个理想的实验模型#同时进一步求证内膜细胞的各

种培养特性在不同的月经周期是否存在明显的差异,

目前子宫内膜细胞分离及体外培养方法基本成熟#再加上

子宫内膜组织标本取材容易#只要操作过程中能严格控制污

染#几乎所有标本均能成功培养,本实验成功对不同月经周期

的子宫内膜细胞进行分离(培养,其中
$*

例子宫内膜标本中

$%

例培养成功#

*

例不成功的原因为真菌污染,众所周知#子

宫内膜受卵巢激素的影响发生周期性变化,本实验在细胞培

养中发现#增生期间质细胞多于上皮细胞#而分泌期则上皮细

胞较间质细胞数量多,总体上在不同月经周期取材的内膜标

本#其培养细胞生长的数量(质量(成活率及形态上无明显

差异,
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