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分离培养子宫内膜腺上皮和问质细胞方法的改进 

王 佳 -，姚珍薇 -，唐良萏 -，钟梁z，令狐华 -，谯建 -，刘北忠z 

(1．重庆医科大学附属第一医院妇产科，重庆 400016；2．重庆医科大学检验系，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探索一种获得高产量、高纯度子宫内膜腺上皮细胞和间质细胞的分离培养方法。方法：通过高浓度胶原酶和 

DNase联合消化、过滤及贴壁纯化等技术，分离培养30例子宫内膜腺上皮和间质细胞，并拟传代。结果：29例标本培养成功，每 

1g子宫内膜组织约可分别得到(40 50)×106个腺上皮细胞和(40—50)×106个间质细胞，细胞产量高。并且腺上皮细胞纯度率 

约96％，间质细胞纯度率达98％以上。间质细胞可以有限传代，腺上皮细胞不能传代。结论：通过改良步骤，可提高腺上皮和间 

质细胞产量，同时保证了其纯度及活性，不失为一种较理想的子宫内膜细胞分离培养方法。 
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I mprovement on isolation and culture of human endometrial glandular 

epitheliaI cells and stromaI cells in vitro 

ANG jia。et al 

(Department of Obstetrics and Gynecology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To explore the isolation and culture of a better yield of purified human endometrial glandular epithelial 

cells and stromal cells．Methods：Digestion with high concentrated collagenase and DNase，filtration an d adhesion purificmion 

were used to isolate，purify human endometrial glandular epithelial cells and stromal cells in 30samples．And the two kinds of 

cells were reproduced．Resu／ts：The endometrial cell culture was successfully established in 29 of 30 endometrium samples． 

From one gramme of endometrial tissue．the yields of glandular epithelial ceHs and stromal cells were (40-50)×106 and 

(40-50)×106 respectively．Th e purities of glandular epithelial cells and stromal cells were 96％ and 98％ respectively．Stromal 

cells could be reproduced into several passage．However．glandular epithelial ceHs could not be reproduced．Conclusion：A 

better yield of purified human endometrial glandular epithelial cells and stromal cells Can be obtained by the modified culture 

procedure． 
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子宫内膜是卵巢激素作用的靶组织，在生殖生 

理的研究中占有重要地位。对子宫内膜细胞进行体 

外培养，可为研究细胞生长、分化、代谢及激素作用 

机制提供一种体外实验模型。对此，国内外学者不 

断地进行了探索。但是，子宫内膜腺上皮细胞和间 

质细胞的分离培养成功率却不容乐观。本研究拟进 

一 步探索子宫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，为研究子宫内膜细胞 

的生殖生理提供有价值的体外实验模型。 

1 材料与方法 

作者介绍：王 佳(1969一 )，女，博士，主治医师， 

主要研究方向：妇科肿瘤及子宫内膜异位症。 

1．1 组织标本的获取 

选择 2005年 8月至 2005年 12月在重庆医科大学附属 

第一医院妇产科因子宫肌瘤行全子宫切除的患者 30例，年 

龄 37 49岁，平均年龄 43岁，所有患者术前 3个月均未用过 

激素治疗。在剖腹行全子宫切除术后，无菌条件下刮取子宫 

内膜，置于灭菌的含青霉素、链霉素的生理盐水中，30min内 

冰盒运往实验室进行分离培养。 

1．2 主要试剂 

DMEM／Ham’s—F12培养液、Serva胶原酶 NB4(德国 Ser- 

va公司)、DNase I(美国Gibco公司)，胎牛血清(杭州四季青 

生物制品公司)，抗人角蛋白(Cytokeratin)、抗人波形蛋白 

(Vimentin)、SP试剂盒及 DAB均购自北京中杉金桥生物技 

术有限公司。 

1．3 方 法 
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参照 Ryan等IlJ及唐雪莲等目的方法，并加以改进。 

1．3．1 子宫内膜细胞分离培养方法 无菌条件下获取子宫 

内膜组织，无菌操作下生理盐水洗涤，尽量除去血块及粘液 ， 

将其剪成 lmm X lmm X lmm左右的小块，置入刻度离心管 

中，1000 r／rain离心 5rain，弃上清。测量组织体积 ，按胶原酶 

与组织体积之 比为 10：1的比例加入 0．2％ Serva胶原酶 

NB4，置于37℃，含5％CO2的恒温孵箱内消化30min。加入 

DNase，至终浓度为 15U／ml，置于 37℃，含 5％CO 的恒温孵 

箱内继续消化30min。用400目的不锈钢筛网过滤消化后的 

细胞悬液。 

(1)腺上皮细胞的培养： 

将滤膜上组织及细胞漂洗收集后，1200r／min离心 5min． 

弃上清 ，生理盐水洗涤 2次。沉淀中加入含 15％胎牛血清的 

FD培养液，调成细胞悬液 ，以 0．5 X 106／1111的浓度接种于培养 

瓶内，置于 37℃，含 5％C02的恒温孵箱内培养。接种后 3h， 

将悬浮的细胞及上皮细胞团吸出转移到另一培养瓶中，加入 

培养液 ，置于 37~C，含 5％CO 的恒温孵箱内培养。 

(2)间质细胞的培养： 

滤液以 1600r／min，离心 5min，弃上清 ，生理盐水洗涤 2 

次。沉淀中加入含 15％胎牛血清的 FD培养液 ，调成细胞悬 

液，以0．5 X 10qml的浓度接种于培养瓶内，置于 37℃，含 5％ 

co 的恒温孵箱内培养。接种后 2h，将悬浮的细胞及上皮细 

胞团吸出弃之，重新加入培养液 ，置于 37℃，含 5％c0 的恒 

温孵箱内培养。 

两种细胞第 1次换液均于 2天后，以后隔 2~3天更换培 

养液 1次，培养到细胞几乎聚合成片，大约需 7天。 

1．3．2 子宫内膜腺上皮和间质细胞的形态及纯度鉴定 

(1)倒置相差显微镜观察腺上皮和间质细胞 ，比较二者 

的形态学差异。 

(2)免疫细胞化学鉴定 ：用细胞角蛋白及波形蛋白抗体 

对腺上皮和间质细胞进行免疫组化 sP染色。一抗：鼠抗人细 

胞角蛋白19单克隆抗体(工作液)，鼠抗人波形蛋白单克隆 

抗体(工作液)。二抗为生物素标记羊抗小鼠IgG。以上试剂及 

sP试剂盒均为北京中杉金桥生物技术有限公司提供。实验 

步骤严格按照试剂盒说明书进行。 

1．3．3 子宫内膜腺上皮和间质细胞的传代 当细胞生长铺 

满瓶底后，用含 0．03％EDTA的 0．25％胰酶进行消化传代。 

2 结 果 

2．1 子宫内膜腺上皮和间质细胞生长情况 

30例子宫内膜标本中29例培养成功，1例失 

败，细胞存活率I>97％。这 1例因细菌污染失败。每 

1g子宫内膜组织约可分别得到(40～50)X 10 个腺 

上皮细胞和(40～50)X 10 个问质细胞。原代培养的 

子宫内膜腺上皮和问质细胞均在接种后 5～7天接 

近铺满。 

2．2 子宫内膜腺上皮和间质细胞的形态学特点 

子宫内膜腺上皮细胞呈蝌蚪形，轮廓清晰，胞核 

大而圆，胞浆呈颗粒状，旋涡状排列生长，见图 1。问 

质细胞较扁平，细胞体向两端突起，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，细胞之间放射状排列或平行排列，见图2。 

图 1 子宫内膜腺上皮细胞(1OOx) 

图2 子宫内膜间质细胞(1OOx) 

2．3 子宫内膜腺上皮和间质细胞的免疫细胞化学 

鉴定 

用对上皮细胞特异的细胞角蛋白(Cytokeratin) 

抗体及对间质细胞特异的波形蛋白(Vimentin)抗体 

进行免疫组化sP染色。结果表明：原代培养的子宫 

内膜腺上皮细胞中，细胞角蛋白染色阳性占绝大多 

数，波形蛋白染色阳性细胞很少，纯度率约96％，见 

图3。原代培养的问质细胞中，细胞角蛋白染色阴 

性，波形蛋白染色阳性，纯度率达 98％以上，见图4。 

2．4 子宫内膜腺上皮和间质细胞的生物学特点 

原代培养的间质细胞可传 2～3代，3代以后其 

细胞形态会发生改变。原代培养的上皮细胞未能成 

功传代。 
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图 3 子宫内膜腺上皮细胞免疫组化染色(200x) 

图 4 子宫内膜间质细胞免疫组化染色(200x) 

3 讨 论 

子宫内膜细胞是性激素作用的靶细胞，在月经 

周期中发生着形态与功能的变化。妊娠时，子宫内 

膜受生殖激素 、细胞因子及免疫细胞的调节，其变 

化影响着胚泡着床。体外分离培养子宫内膜细胞可 

避开在体子宫内膜的不同成分对刺激反应的不一 

致及研究的局限性，是分析这些细胞功能及其相互 

作用的基础，在研究月经生理 、妊娠等的机制中具 

有重要意义。子宫内膜异位症是临床常见病，但其 

发病机制目前仍不清楚。异位内膜组织不易获取， 

而在位内膜腺上皮及问质细胞的体外培养，可作为 

研究子宫内膜异位症的较好的模型，可为研究该病 

的发病机制及筛选临床治疗药物提供有用的手段。 

因此，子宫内膜细胞体外培养已广泛应用于妇产 

科、生殖医学、分子生物学等多种研究领域。 

关于子宫内膜腺上皮和间质细胞的分离培养 

有较多文献报道，各家报道的方法不一。Arici等【 认 

为 200目孔径过滤可直接培养间质细胞，但其纯度 

不够。Osteen等[41报道的方法间质细胞纯度达 80％ 

～ 95％，但腺上皮细胞纯度远不及问质细胞。以上方 

法简单者细胞纯度均不高。Overton等[51将间质细胞 

经 360目筛网过滤，滤液通过含 peroll梯度纯化细 

胞，并高速离心裂解红细胞，过程较为繁杂。谭先杰 

等【q报道的方法腺上皮细胞纯度约 90％，问质细胞 

纯度达 95％以上 ，但操作步骤较复杂，多次过滤及 

重力沉降等方法增加了污染的可能性，并多次过滤 

对细胞的存活力也有一定影响。唐雪莲等【 哒择 400 

目孔径的细胞筛仅过滤一次，并根据间质细胞与上 

皮细胞贴壁时间的不一致进行第二次分离，提高了 

间质细胞及上皮细胞的纯度，但获得的细胞数量 

少，尤其是间质细胞数量损失较多。本研究在此基 

础上作了进一步改进，采用 Serva胶原酶 NB4和 

DNase I联合消化。Serva胶原酶 NB4含 I类和 Ⅱ类 

胶原酶，具有均衡的蛋白水解活性。我们将胶原酶 

浓度提高至 0．2％，同时增加其用量 ，即按胶原酶与 

组织体积之比为 10：l的比例加入胶原酶，可使内 

膜组织充分消化，并可缩短胶原酶消化时间，由通 

常的 l～2h缩短至 30rain。在胶原酶消化后加入 

DNase I继续消化，可使内膜组织消化更加完全，获 

得更多的细胞，保证了细胞的高产率。在分离细胞 

时，我们同样采用400目孔径的细胞筛过滤一次， 

根据间质细胞体积小 、质量轻的特点，在滤液离心 

时提高离心转速至 1600ffmin，可获得多量间质细 

胞。通过改良步骤，每 lg子宫内膜组织约可分别得 

到(40～50)×10 个腺上皮细胞和(40～50)×10 个 

间质细胞，大大提高了腺上皮细胞和间质细胞的产 

量。并且两种细胞纯度及活性均高，腺上皮细胞纯 

度率约96％，间质细胞纯度率达98％以上。我们的 

研究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Pierro等 道一致。 

本实验采用 Serva胶原酶 NB4和 DNase I联合 

消化，分离过程仅使用筛网一次，可减少操作复杂 

带来污染的可能性并降低了成本，获得的子宫内膜 

腺上皮和间质细胞数量多，其细胞纯度及活性均 

高。方法简便易行，提高了两种细胞产量，同时保证 

了其纯度及活性 ，不失为一种较理想的子宫内膜细 

胞分离培养方法。 
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