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早孕绒毛细胞滋养层细胞分离培养的实验研究
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　　提　要:目的　改善体外分离和培养人早孕绒毛细胞滋养层细胞(cytotrophoblast , CTB)的方法 , 探讨 CTB 的一些生物

学特性。方法　取人工流产 6～ 8周妊娠绒毛 ,机械法分离 , 酶消化 ,经 Ficoll分离介质离心得到单个核细胞进行培养并鉴

定 ,测定其生长曲线并观察其体外转化 、细胞周期和激素合成。结果　分离培养的 CTB经免疫细胞化学染色鉴定 , 接种后

2 h 开始贴壁 , 第 5天融合 90%以上 ,细胞周期显示约有 79%细胞处于 G0 G1 期 , 激素分泌表现出随 CTB 的转化而变化。

结论　成功分离培养了人早孕绒毛 CTB ,方法简便易行 ,获得的细胞形态单一 、生长稳定 、定向转化 , 为进一步研究 CTB 在

生殖生理中的作用提供了实验基础。

　　关键词:细胞滋养层细胞;细胞培养;生物学特性

　　中图法分类号:R321.4;R329.2　　　 文献标识码:A

In vitro culture of human cytotrophoblasts isolated from early pregnancy villi
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　　Abstract:Objective　To improve the methods for isolation and culture of human cytotrophoblasts(CTBs)from

early pregnancy villi and to investigate its partial biological properties.Methods　Human villi from 6-8 weeks legal

voluntary interruption pregnancy were mechanically isolated , enzyme-digested and dispersed into mononuclear cells by

Ficoll gradient centrifugation.The mononuclear cells were cultured and identified , and their growth curve was deter-

mined.Other biological properties such as transition in vitro , cell cycle , and hormone synthesis were observed.Re-

sults　Immunocytochemistry revealed that CTBs began to adhere to the wall at 2 h after inoculation , while more than

90% cells fused at 5 d.Cell cycle revealed that 79% cells were at G0 G1.The secretion of E2 , β-HCG , and PROG

increased in a CTB-dependent manner.Conclusion　We have successfully cultured human cytotrophoblasts isolated

from early pregnancy villi and obtained monomorphic cells with stable growth , which provides a useful experimental

technique for the studies of the roles of CTBs in reproductive physiology.

　　Key words:cytotrophoblast;cell culture;biological characterization

　　人早孕绒毛中除了滋养层细胞(cytotrophoblast ,

CTBs)外 ,还有成纤维细胞 、子宫基质细胞 、蜕膜细胞

等。滋养层细胞分位于漂浮绒毛表面参与母胎物质交

换的合体滋养层细胞(syncytiotrophoblast , STB);位于其

内层的单个核滋养层细胞前体-细胞滋养层细胞;可

迁移入蜕膜 、子宫螺旋动脉的中间型滋养层细胞(in-

termedia trophoblast , ITB)
[ 1]
。而多潜能的CTB是各型滋

养层细胞的备用库 ,由于其在胎盘中所处的位置 ,采用
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不同的方法所得的细胞数及纯度不同 。研究和利用

CTB有望为胚胎植入 、滋养层细胞的增殖 、调节及妊娠

相关疾病的发生 、发展的研究提供有力的实验手段。

我们采用酶消化 、Ficoll密度梯度离心和差速贴壁法对

早孕绒毛 CTB进行分离 、纯化与培养并在体外观察其

部分生物学特性 。

1　材料和方法

1.1　主要试剂与仪器
　　dMEM 培养粉 、标准胎牛血清:Hyclone;胰酶:Gibco;dNase

Ⅰ :华美生物工程有限公司;青 、链霉素:华北制药厂;MTT:Am-

ersha;dAPI、Ficoll:Sigma;NICON-TMS 倒置显微镜;荧光显微镜:
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OLYMPUS;流式 细胞仪:BECTON Dickinson(BD);酶标仪:

BIOZYME Ⅲ(北京);CO2 孵箱:Heraeus(上海)。

1.2　标本来源
　　取自第三军医大学新桥 、西南医院门诊自愿人工流产 6～ 8

周绒毛组织 ,孕妇健康无合并症。

1.3　实验方法
1.3.1　CTB 的分离 、培养和鉴定

1.3.1.1　分离培养　参照文献[ 1 ～ 5] , 略作改进。 无菌条件

下 ,取妊娠 6～ 8 周人工流产术后的绒毛 , 机械法剪碎 , 0.125%

胰酶和 0.1% dNaseⅠ 1∶1 混合液 30 ml消化40 min , 剩余组织反

复同法消化几次 ,收集上清液 , 70 μm 的尼龙筛网过滤 。洗涤 ,

重悬。沿管壁缓慢加入装有预冷 Ficoll的离心管中 , 4 ℃ 1 200

×g 离心 20 min ,取中间云雾状细胞层 , DMEM F-12(1∶1)3 ml

洗两次 , 2%台盼蓝染色计数 , 稀释成 6×105 ml , 接种于 24孔细

胞培养板中 ,每孔加培养基补足 1 ml(含 100 U 青霉素 , 100 μg

链霉素),放入 37 ℃, 5%CO2 ～ 95%空气饱和湿度培养箱中孵

育。反复差速贴壁以除去贴壁的成纤维细胞等杂细胞。 2 h 后

观察细胞贴壁情况 ,以后每隔 24 h 观察。每3 d 全量换液 1次 ,

共 9 d。

1.3.1.2　光 、电镜及免疫细胞化学鉴定　①倒置显微镜下观察

分离的 CTB 并照相;②电镜:原代培养分离 、纯化的 CTB3%戊

二醛固定后送透射电镜检测;③采用 S-P法免疫组化检测贴壁

细胞中细胞角蛋白-7(cytokeratin-7 , CK-7)、波形蛋白(vimentin)、

人绒毛膜促性腺激素(β-HCG)的表达。

1.3.2　CTB 的纯度和活力测定

1.3.2.1　原代培养 48 h 的 CTB贴壁爬片 , S-P法免疫组化图像

分析 CTB 中 CK-7阳性细胞数鉴定纯度。

1.3.2.2　细胞活力测定　　台盼蓝排出实验:1滴细胞悬液与

2 滴台盼蓝混合后滴入细胞计数板 , 2 min 后 , 显微镜下计数至

少 200个细胞 , 计算活细胞百分比。

1.3.3　CTB 周期测定　　取分离纯化后的 CTB , 吹打制成单细

胞悬液 , 70%乙醇固定后流式细胞仪检测。

1.3.4　CTB 荧光标记示踪其细胞形态分化　　在 6 孔板内置

细胞培养处理过的盖玻片 , 将无菌 dAPI 原液加入培养基中使

其终浓度达 50μg ml。8 h 后即取出玻片 , 荧光显微镜下照像 ,

每隔 24 h 照像 1次。

1.3.5　CTB 的生长曲线　　将分离纯化的 CTB 单细胞悬液 , 计

数 ,调整浓度为 1×104 孔 ,接种 96 孔培养板 , 每孔 200 μl细胞

悬液 ,培养。 从第 2 天起 ,固定时间加入 5 mg ml的 MTT(四甲

基偶氮唑)20μl , 继续培养 , 4 h 后吸弃培养液 ,加入等量 0.04 ～

0.1 mol L 盐酸异丙醇溶液显色 , 在酶标仪上以 595 nm 波长测

定每个孔吸光度。每隔 24 h 测活细胞吸光度值 , 至第 7 天结

束。取同一时相点 3 个孔吸光度的平均值 ,以时间(d)为横坐

标 ,吸光度(A)值为纵坐标 , 绘制生长曲线。

1.3.6　激素分泌测定　　培养的 CTB 自第 2 天起每天取培养

液100μl ,磁性分离酶联免疫测定法测 CTB、E2(estradiol)、β-HCG

(β-human gonadotropin)、PROG(prolactin chorionic gonadotropin)含

量。连续 7 d。

2　结果

2.1　CTB的分离 、培养与分化
　　原代培养分离纯化的 CTB 形态单一(图 1), 接种 2 h 后细

胞开始贴壁 , 24 h 明显贴壁并可见细胞聚集 , 融合现象 , 2～ 3 d

开始有 STB 形成 , 5 d 后 STB 逐渐增多 , 6 d 左右融合 90%以上。

光电镜及荧光示踪表明 CTB 大多为幼稚未分化细胞 , 体外培养

由单个核的细胞向多核 、巨核细胞定向分化。

图 1　原代培养分离纯化的 CTB　(×200)

Fig 1　Isolated and purified CTBs of primary cul ture　(×200)

2.2　CTB的鉴定及纯度和活力
2.2.1　鉴定　　①倒置显微镜下观察:贴壁的 CTB 呈立方多

角或卵圆形 ,核较圆 , 核分裂常见 ,胞界清楚。随着其分化 , 逐

渐形成多个核 ,体积大的滋养层巨细胞和 或 STB;②透射电镜:

细胞核膜清晰 , 核仁明显 , 见核间孔 , 常染色质丰富 , 细胞质中

有大量散在游离核糖体 ,内质网较少 , 高尔基复合体不发达 , 有

板层状嵴的线粒体(图 2)。

图 2　分离纯化的 CTB透射电镜观察　(分辨率 00005 )

Fig 2　Transmission electron microscope photograph of the isolated

and purified CTBs　(resolving power 00005 )

2.2.2　纯度和活力　　①免疫细胞化学图像分析:染色结果

CK-7强阳性 , 胞浆胞膜着色 , 对上皮型的 CTB 较为特异 , 着色
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细胞数量占该类细胞总数的 91%, 即 CTB 的纯度达 91%;而 vi-

mentin 阴性 ,说明分离培养的细胞中无间质细胞生长;β-HCG

(±), 说明 β-HCG 阴性的 CTB ,已开始分化 , 部分形成的 STB 可

分泌 β-HCG。 ②台盼蓝排出实验 , 活细胞的百分比为 96.5%。

换 3个视野算平均值为 96.3%。

2.2.3　CTB 细胞周期　　CTB 中 S+G2 +M 期的细胞有 21%

活跃于增殖期 ,而处于 G0 G1 期的细胞占 79%(图 3)。

图 3　CTB细胞周期

Fig 3　Cell cycles of CTBs

2.2.4　CTB 生长曲线　　24 h 后吸光度值锐减 , 为细胞开始分

化 ,3 d 后吸光度值变化不大 , 细胞定向转化 , 第 5 天吸光度值

出现一个小的峰值 ,遂又下降 , 为 STB形成 , 然后衰退死亡。

2.2.5　E2 、HCG、PROG分泌 CTB培养 24 h 后 , 3 种激素开始分

泌并逐渐升高。孕酮于第 3 天迅速升高 , 然后趋于平缓至第 4

天时达高峰 ,随后渐下降。雌二醇在 24 h 后逐渐升高 , 至第 4

天达高峰 , 随后锐减 , 第 5 天后下降又趋于缓和。β-HCG 的分

泌缓慢升高 ,约于第 5 天达高峰 ,然后陡然下降。

3　讨论

　　CTB是各种类型胎盘滋养层细胞的前体 ,具有多

种分化潜能 ,具有“干细胞”样特性。虽然目前已建

株
[ 6 ,7]

,但经体外载体转染传代 ,是否仍具有 CTB的各

种特性尚不清楚 。原代培养的各种方法均有偏颇之

处。从最初的胰酶消化到胰酶 、DNase Ⅰ 、胶原酶 、ED-

TA等交叉混合使用 ,只是所用试剂 、剂量不同。纯化

细胞有 BSA梯度法 、percoll非连续密度梯度法等 ,均存

在着梯度液制备繁琐 ,细胞获得量少 ,纯度不高 ,活力

差等问题 ,故如何获取纯度较高的 CTB一直是人们关

注的问题 。

　　目前常用的分离 CTB 的方法均是在胰酶消化的

基础上采用:密度梯度离心 、贴壁分离筛选和流式细胞

仪分离 。Tarrade 等
[ 3]
采用更为温和的胰酶消化条件 ,

使滋养层细胞从绒毛上逐步脱离。对胰酶消化分离早

孕滋养层细胞的方法做出了有意义的贡献。流式细胞

仪是目前最客观最有效地分离纯化滋养层细胞的方

法 ,可同时检测 2 ～ 3个参数 ,但在所选抗体特异性不

高的情况下会出现假阳性结果 。而且对仪器 、试剂要

求较高 ,代价高昂。BSA梯度法所耗费的时间长 ,细胞

获得量少 。Kliman等
[ 1]
最早采用 percoll非连续密度梯

度法分离纯化 CTB ,后得到广泛推广 ,但密度梯度离心

分离法均存在者梯度液制备繁琐 、需预冷等问题。

Choy 等
[ 2]
利用Ficoll分离液(γ在 1.077 g ml)也获得了

均一性较高的 CTB ,因此我们也选用此密度的分离介

质进行分离 。由于胰酶消化作用的非特异性 ,导致原

代培养的滋养层细胞在纯化前含有较多的成纤维细

胞 、子宫基质细胞 、蜕膜细胞等其它杂细胞 ,这些杂细

胞污染在纯化后尽管去除了不少 ,但依然存在 。根据

CTB在接种后 2 h 开始贴壁 ,而成纤维细胞等杂细胞

先于 2 h贴壁的特性 ,我们应用反复差速贴壁法以去

除杂细胞 ,此种方法早已应用于肿瘤及其它一些细胞

的原代培养 ,避免了细胞贴壁变形后再标记去除的繁

琐及污染的风险 。文献[ 4]首次报道经胰酶消化后所

得的单核细胞很有可能是 STB破裂后 ,细胞膜碎片包

裹细胞核所形成的。因为它们不能贴壁 ,可于 8 h后

换液以除去之 。经以上方法得到的 CTB 纯度相对较

高 ,达 90%以上 ,细胞形态单一 ,生长稳定 ,定向转化。

经光电镜观测及免疫细胞化学鉴定证实为 CTB ,图像

分析表明细胞纯度达 91%,细胞活力测定活细胞百分

比为 96.3%。说明上述方法较适合 CTB的分离 、纯化

和体外生长。

　　培养的 CTB细胞周期分析表明 ,在我们的培养条

件下 ,只有少数细胞处于活跃的增殖期 。其超微结构

也显示我们分离培养的 CTB 具有早期细胞的形态学

特点 ,生长曲线也显示其活细胞数的递减。而且 ,在体

外观察中 ,我们注意到CTB经历了由单核-单核细胞

聚集-小多核细胞-多核巨细胞和 或 STB的过程 ,即

单个核 CTB分化为具有激素合成功能的 STB 及分化

为具有远处迁移 、浸润功能的绒毛外细胞滋养细胞。

随着其形态分化 、合胞体的形成 ,出现功能分化 ,激素

开始合成并随其功能 、形态的变化而变化呈一定的曲

线
[ 8]
。其中以 β-HCG 为代表性标志物 ,PROG 、E2 的合

成分泌也类似于 β-HCG 。说明CTB形态与功能分化的

统一性 ,dAPI荧光标记示踪及激素合成变化为其强有

力的佐证 。

　　当前胚胎着床成为胚胎发育学研究的热点之一 ,

对胎盘滋养细胞的研究是一种重要手段 ,而最佳的体

外分离培养CTB的方法是研究的关键。在此基础上 ,

可进一步研究滋养层细胞的增殖 、分化 、浸润及其在生

殖生理和免疫及妊娠相关疾病中的作用 。本研究成功
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改善了分离培养人早孕绒毛 CTB 方法 ,简便易行 ,获

得的细胞形态单一 、生长稳定 、定向转化 ,为进一步研

究CTB在生殖生理中的作用提供了实验基础。
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rHuEPO对慢性肾衰患者红细胞膜带 3蛋白的影响

Effects of recombinant human erythropoietin on band 3 protein of red blood cell in pa-
tients with chronic renal failure
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　　贫血是终末期病(ESRF)的常见症状 , 也是 ESRF 心血管系

统合并症及酸碱电解质紊乱的重要原因。 重组人促红细胞生

成素(rHuEPO)是治疗 ESRF肾性贫血的有效方法。红细胞阴离

子转运蛋白(band 3 protein , 带 3蛋白)是红细胞膜主要蛋白质 ,

分子量约为90 000～ 100 000 , 它的主要功能是阴离子转运 、识别

和清除衰老红细胞 、稳定红细胞膜骨架及调控红细胞糖酵解活

性[ 1] 。本研究旨在探讨慢性肾衰患者红细胞带 3 蛋白变化及

rHuEPO 对红细胞带 3蛋白的影响 , 并探讨其意义。

1　资料与方法

　　分组及标准:患者组(50 例):Cr>442 μmol L , BUN>7.1

mmol L , 男性 28例 , 女性 22 例 , 年龄 21 ～ 65 岁 , 平均(41.7±7.

2)岁;rHuEPO 治疗前 Hb<80 g L ,治疗后 Hb 上升>2.0 g L;于

治疗前 、后抽血检测下述指标。对照组(50 例):健康男性 28

例 ,女性 22例 , 年龄 20 ～ 63 岁 , 平均(40.2±6.8)岁 , 亦抽血检

测下述指标。
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　　红细胞膜带 3蛋白相对含量测定:参照张龙翔[ 2] 的方法制

备红细胞膜样本 ,用 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳 , 0.25%考马斯

亮蓝 G250 染色 , 在 CS-910 型双波薄层扫描仪上扫描 、波长 550

nm , CRI-B 型数据处理仪(日本岛津)记录扫描图谱 , 显示各区

带相对含量。

　　统计学处理:数据以 x±s表示 , 用SPSS10.0统计软件行配

对 t检验和两均数间 t检验。

2　结果

　　rHuEPO 治疗前 ,带 3 蛋白相对含量为(28.73±5.09),较对

照组(26.14±4.51)有显著升高(t =2.69 , P <0.005);rHuEPO

治疗后 , 带 3蛋白相对含量为(27.54±5.48), 较治疗前有显著

降低(t=2.57 , P<0.01)。

3　讨论

　　慢性肾衰多有不同程度的代谢性酸中毒 ,对慢性肾衰代谢

性酸中毒的呼吸代偿 ,既往对肺的研究较多 , 如呼吸运动 、肺组

织的结构变化等;对红细胞转运CO2结构基础变化的研究较
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