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小鼠囊胚在人羊膜上着床行为的实验研究 
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冀 要 目的：探索用人羊膜作为胚胎着床模型支持材料的可行性。方法：将妊娠第四天的小鼠囊胚培养在人羊膜的基 

膜面，并作病理观察。结果：小鼠囊胚能存羊膜 lF常脱带、贴附和扩展，其脱带率和贴附率与在培养板中的结果没有差 

异，但扩展率显著低于在培养板中的值；滋养层细胞对羊膜的基膜有侵入，二者在结构上有变错。结论：人羊膜可用作胚胎 
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Studies of mouse blastocysts implantation on human 

amniotic basement membrane 

TAN ．et aI 

Department ofObstetrics and Gynecology，Second Affiliated Hospital 

Abstract 0bjective：To develop a new embryo implantation model州th human amnion．Methods：Culture 

the mouse blzatenysts on day 4 of pregnancy on human amniotic basement membrane and observe 

microscopically．Results；Mice blastcysts developed normally experiencing shedding zona pellucida，attachment 

and outgrowtKThere was no difference between the percentage of blastocysts shedding ZORn pellucida and 

attachment cultured on the membrane and in the 96-well plates while the percentage of outgrowing blastocycts on 

the membrane was significantly lower than that in the plates．However，light microscopic examination indicated that 

trophoblasts invaded the basement membrane while it was impossible to do so on the plastic or glass surfaces． 

Conclusion： Human amnion could be used as substratum of in vitro model for ped-implantation development ot 

mouse blasten ysts． 
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哺乳动物胚胎着床时，胚胎首先与予宫内膜贴 

附，随后滋养细胞增生分化，侵蚀子宫上皮，逐渐 

埋入子宫基质 在此过程中，子宫基质细胞分化为 

蜕膜 细 胞 ，并在 周 围沉 积膜样 细胞 外基质 ( 

extraoellular matrix，ECM)，其主要成分是层粘连蛋 

白(1aminin，LN)、纤粘连蛋白(fibrinectin，FN)、Ⅳ 

型胶原(IV collagen)、Virenneetin、Entaetin等 。从 

生物学角度来讲，着床的核心过程在于滋养细胞与 

子宫内膜之问细胞与细胞(cell-cell，C-C)、细胞与 

细胞外基质(c-ECM)的相互作用。将单一的ECM成 

分涂于培养基或培养iln／孔，让胚胎或滋养细胞在其 

上生长，结果表明，LN、FN可以促进滋养细胞的 

粘附、扩展和迁移 ’。 人足月孕羊膜含有Ⅳ型胶 

坂、LN等ECM，可以作为一种天然基膜，将胚胎 
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培养在羊膜上， i仅可以观察胚胎在ECM的生长行 

为，而且可制作切片，进行病理或超微结构的观 

察。已有学者通过将肿瘤细胞和分离的人胎盘滋养 

细胞在人羊膜上培养来观察它们的侵蚀行为 ，迄 

今未见有囊胚在人羊膜上着床行为的研究报道。 

l 材料和方法 

1．1 实验动物 

．绒NIHd,鼠 由重庆医科大学实验动物中心提供，合 

格证号：243010,12。雌鼠体重20~35Z，雌雄按3：I台笼．自 

然变配，次日晨发现有阴栓者为妊娠第1灭(D )。 

1．2 主要设备和试剂 

I．2．I 主要设备 超净工作台(SW-CG-IC标准型，苏州安泰 

r卒气净化有限公司)、二氧化碳孵化箱(Shel-LabTC2323，美 

)、倒置显微镜(XSZ-D2型，重庆光学仪器厂)、Olympus高 

级倒置显撒镜(IX70，F_j本)、解剖镜(Mofic，日本)、Olympus 
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光学显微镜(BH2)。 

1．Z2 器材：96子L细胞培养板(GIBCO，美国)、05．0cm玻璃 

表面皿(重庆玻璃仪器公司)、03．0cm×高0．8cm玻璃小培养 

皿(重庆玻璃仪器公司)、中1．5cm~高0．7cm~ l圈(自制)。 

1．2．3 试剂：Ham's F】2和DMEM培养基(Sigma产品)、胎牛血 

清(GIBCO产品)、1．O％氨水(重庆化学试剂总厂，过滤除 

菌)、无菌生理盐水。 

13 方法 

1．3．1 人羊膜的处理：取健康、足月、剖蝮产的人胎膜，在 

超净工作台上先用无菌生理盐水漂洗干净血迹，然后钝性剥 

离羊膜与绒毛膜，与绒毛膜接触面为羊膜的基质面，另 一面 

为羊膜的上皮面。将羊膜在1．O％的氨水中洗涤2．0 h，再用生 

理盐水漂洗6次，此时大部分羊膜上皮崩解、脱落，羊膜呈 

透明状，残留的上皮细胞呈白点或白斑，清晰可见，可用干 

燥棉签轻轻捧去。 

1．3．2 羊膜培养圈的制作：用丝线将羊膜上皮面朝内固定于 

玻璃圈的一侧端口，剪去多余羊膜，翻转后移入玻璃小培养 

皿中，这样，上面开口、底面是羊膜上皮面的培养圈就做成 

了。备用时，培养圈里加入0．2ml培养液以防羊膜干燥，加 

盏后保存于普通冰箱的冷藏室。 

1．3．3 囊胚的获得与种植：取妊娠4 dd,鼠于下午3：00-4：00 

脱颈处死，剪取双侧子宫角，吸取FI ：DMEM(1：1)培养液用 

4号针头从输卵管端冲洗子宫腔。在解剖镜下挑选发育良好 

的囊胚，移入已加培养液的羊膜培养圈中进行培养，8～l2个 

囊胚，羊膜圈；培养板中8-10个囊胚，孔。 

1．3．4 培养条件：FI2；DMEM~1：l1，另加20％胎牛血清，pH 

值7．4，5％C ，37℃．相对湿度7~／r00％。 

1．3．5 观察拍照：间隔12h观察一次，以水平晃动培养碟， 

不咎动位置者记为贴附囊胚；在已贴附囊胚的周围扩展出滋 

养层细胞者记为扩展囊胚。记录囊胚脱带、贴附、扩展情 

况，并在Olympus高级倒置显微镜下拍照。 

1．3．6 组织切片：培养48h后，剪断羊膜圈上固定羊膜的丝 

线，将羊膜平铺于直径8．0cm的培养皿中。在解剖镜下，确 

定胚胎的生长位置，将周边多余的羊膜剪去，咎入Bouin氏 

液固定24h，酒精梯度脱水，石蜡切片，HE染色，Olympus 

光学显微镜下观察拍照。 

1．3．7 统计学处理：x-检验。 

2 结 果 

2．1 小鼠囊胚在人羊膜上培养的一般情况 

妊娠第四天的小鼠囊胚在羊膜上培养24h后， 

可见部分囊胚已脱去透明带，脱带胚胎的形状和大 

小与在培养板中的情形一致，偶见正在脱带的胚胎 

(见图1)。少数脱带胚胎已贴附于羊膜表面。培养48 

小时后．可见少数胚胎的初生滋养层多核巨细胞呈 

放射状大范围扩展(见图2)或者镜下星亮点散布在胚 

胎的四周(见图3)。 
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围l 在羊JAa~ t24b后，正在脱透明带的囊胚，x2oo 

围2 在羊膜上培养48h后，滋养屡细胞呈 

放射状扩晨生长，×2帅 

围3 在羊腱上培养柏h后．已扩晨的滋养细臆呈 

亮点分布在胚胎用圈．x200 

2．2 小鼠囊胚在人羊膜上与培养板中生长发育的比 

较研究 

小鼠囊胚在人羊膜上培养24h后，其脱带率、 

贴附率、扩展率分别为29．2％、12．5％、2．1％，与在 

培养板中的对应值31．6％、9．6％、0相比，均没有显 

著性差异(尸>0．05)。培养48h后，两组胚胎累计脱带 

率分别为60．4％和59． 、贴附率分别为54．2％和46． 

5％，仍没有显著著异(尸>0．05)，但是扩展率在羊膜 

上只有18．4％，而在培养板中高达39．6％，二者差异 

非常显著‘尸<0．01)。仔细分析附表可知，在羊膜 
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表 小■囊胚在人羊膜上和培养板a~4Sh时的实际脱带率、贴附率、扩晨率 

培养板 人羊膜 

脱带率 

贴附率 

扩展率 

48h(n=96) 觑_r门=j 48h(n-tt4) 帅=6到 

6．3％(6) 

14．6％(14) 

10．3％ f6) 

24．1％(1 41 

65．5％f38) 

P 

上，只有30．9％的己脱带囊胚扩展生长，而47．1％的 

大部分囊胚尚停留于贴附阶段，另有22．0％的囊胚 

刚脱带：在培养板中．绝大部分已脱带囊胚都己扩 

展(65．5％)，处在贴附阶段和刚脱带的胚胎只分别占 

24．1％和10．4％。结果表明，羊膜对囊胚的脱带和贴 

附没有影响，但对滋养层细胞的扩展似乎有抑制作 

用。 

2．3 小鼠囊胚在人羊膜上着床行为的病理观察 

选择已经贴附和扩展的胚胎作成切片后观察发 

现，贴附胚胎与羊膜表面的关系并不是简单的机械 

粘着，而是有滋养层细胞和(或)内细胞团细胞对羊 

膜的侵蚀，二者结构在接触面上有交错，胚胎边缘 

与羊膜表面分界清楚，大约成直角关系(见图4)。滋 

养层细胞已扩展的胚胎与羊膜在接触面上同样有结 

田4培彝鹌h的胚胎譬站在羊囊的基赡面 

显示胚胎对膜囊面有侵入，×4O0 

田5~-n-n48h的胚胎在羊膜已扩展生长，~2oo 

13．2％(15) 

28 1％(32) 

18．4％f21) 

22．1％(15) 

471o／,(32) 

3n9 21) 

构的交叉．但其边缘向四周铺展．已与羊膜表面形 

成连续关系(见图5)。在图4和图5中，可见许多低分 

化、多核的胚胎细胞．但是囊胚腔不明显 

3 讨 论 

胚胎在体外培养时，顺序出现脱带、贴附和扩 

展，所谓扩展就是当胚胎培养在塑料或玻璃制造的 

培养板(皿)中，滋养层细胞沿培养板(皿)的表面向胚 

胎四周生长迁移 在此过程中，滋养层细胞分化为 

多核、不规则的巨细胞，胚胎由立体结构转变为扁 

平结构，囊胚腔消失，内细胞团基本上位于中央位 

置。当滋养层巨细胞扩展到一定的面积范围时就不 

再继续向外扩展．此时，内细胞团的细胞重组排 

列，出现一定的结构，可能正在分化。但是，无论 

人类还是小鼠，囊胚的滋养层细胞在体内并无扩展 

生长的现象。滋养层细胞一经贴附就开始增生、分 

化，并分泌蛋白酶溶解子宫上皮，进而穿过基膜， 

使胚胎逐渐埋入子宫内膜之中‘ 。 

羊膜既 同于柔软疏松的子宫内膜，也不同于 

非生物材料的培养板(皿)．它有一定的厚度，因此 

胚胎在其上可能首先会有一个侵入的过程。倒置镜 

下．扩展的滋养层细胞与羊膜上表面不在同一水平 

面(焦点)上．图2中，滋养层细胞侵入的位置较浅， 

可见放射状扩展的细胞形态．图3中，滋养层细胞 

之所以表现为亮点分布在内细胞团的周围和底面， 

是因为滋养层细胞已侵入羊膜之中．细胞质及细胞 

间界限不明显．细胞核因密度高、折射光线而表现 

为亮点状。病理切片和超微结构观察(另文发表)证 

实了此点分析和观察。据此．实验结果中，脱带囊 

胚在羊膜上的扩展率低于在培养板的数值并不能说 

明羊膜对胚胎的扩展生长有抑制作用．因为部分已 

贴附的胚胎已经或者正在侵入羊膜的基膜．但尚未 

表现出镜下可识别的扩展特征。 

羊膜基膜中的ECM能促进包括滋养层细胞、肿 

枷 
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瘤细胞在内的细胞的粘附和迁移。本实验中．小鼠 

囊胚在羊膜上的贴附率并不显著高于在培养板中的 

观察结果，其原因可能是处理羊膜的氨水浓度偏 

高。其他学者 。 一般使用0．1％的浓度．而本实验采 

用的是1．0％，因为这个浓度除去上皮细胞的效果更 

好。是否1．0％的氨水使ECM蛋白发生了变性还有待 

于进一步的研究。 

正常人羊膜厚约0．02mm~O．05mm，自内而外分 

为上皮细胞层、基膜、致密层、成纤维细胞层与海 

绵层，其中羊膜上皮细胞由单层无纤毛立方细胞组 

成。基膜是位于上皮细胞之下的一层网状组织，由 

粗纤维和粗胶原纤维组成。致密层、成纤维细胞层 

与海绵层来 自胚外中胚层．其中成纤维细胞层含有 

成纤维细胞及霍夫包细胞，海绵层的疏松网状结缔 

组织使得羊膜与绒毛膜之间有相对的活动性，便于 

剥离 迄今在羊膜各层中尚未发现微血管、淋巴管 

和神经 一。通过机械、化学方法 处理后的羊膜 

主要是基膜成分，其在生命科学研究中有着重要的 

应用价值 早期，羊膜曾用于肿瘤细胞侵蚀过程的 

观察和机理探讨 ⋯ 以及用来研究滋养层细胞的侵 

蚀和雌孕激素、蛋白酶、细胞因子等活性物质在此 

过程中的调节作用 。组织工程中，羊膜可作为成 

纤维细胞或雪旺氏细胞培养生长的载体．用于修 

复、连接断裂的肌腱或神经纤维 。此外．新鲜羊 

膜或保存在特殊培养系统中的羊膜临床上还用于大 

面积皮肤烧伤的治疗⋯。 

人羊膜的来源十分丰富，作为一种天然的生物 

膜结构．其在胚胎着床机理的研究中具有可利用的 

重要价值．因为它有培养板(皿)不具备的三个优 

点：含有LN、FN等ECM；胚胎在其上有侵入行为 

发生；可制成切片进行显微或超微结构的观察。因 

此，胚胎在人羊膜上着床模型的建立无疑为胚胎着 

床机理的研究提供了一个强有力的工具。 
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