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"摘要#

!

目的
!

建立子宫内膜异位症"

WS+

$异位&在位内膜间质细胞的体外细胞模型!实时观察间质细胞形态变化%方法
!

胶原酶消化异位&在位内膜组织!二次筛网过滤结合低速离心法分离纯化间质细胞!应用免疫细胞化学染色进行细胞鉴定!并进行

传代培养!观察细胞生长状况及细胞形态差异%结果
!

培养成功率
($&'3

!间质细胞纯度达
(23

'异位间质细胞
(

代内&在位及

对照组间质细胞
$$

代内!细胞形态及活性并无明显改变%结论
!

子宫内膜间质细胞可为子宫内膜异位症研究提供较好的细胞

模型%
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子宫内膜异位症'间质细胞'细胞培养'二次筛网过滤法
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子宫内膜异位症$

WS+

%是指具有生长活性的子宫内膜组

织在子宫腔披覆内膜*肌层以外的其他部位)从发现
WS+

至

今#关于其发病机制有多种理论#但尚无一个满意的解释)对

WS+

的研究仍任重道远#一个好模型对其研究必不可少)近

年来由于动物及人体模型存在较大差异且受到伦理学的限制#

体外模型已成为
WS+

研究的热点)本研究目的是分离培养

WS+

患者异位*在位内膜间质细胞#为进一步探讨
WS+

发病

机制和治疗药物筛选提供一个有价值的实验模型)

B

!

资料与方法

B&B

!

一般资料
!

卵巢子宫内膜异位症$

PWS+

%组!

1%$1

年
(

月至
1%$'

年
$

月在江西省妇幼保健院妇科住院接受腹腔镜手

术的
PWS+

患者#年龄
1%

!

'(

岁#取患者子宫内膜及囊壁各
/

例$子宫内膜病理为正常增生期*囊壁病理确诊为
PWS+

%)对

照组!本院同期确诊为非
WS+

的卵巢良性畸胎瘤的患者#年龄

1$

!

0%

岁#取患者的子宫内膜
-

例$子宫内膜病理为正常增生

期%)所有患者月经规律#术前
)

个月无甾体类激素治疗史#排

除肿瘤病史#无生殖道炎症和放置宫内节育器史#非妊娠或哺

乳期)本研究经本院伦理委员会批准#受试者均签署知情同

意书)

B&C

!

仪器与试剂
!

LSWS

培养基$赛默飞%#胎牛血清$四季

青%#胶原酶
'

*多聚甲醛$

J"98@K#"

%#青霉素链霉素混合液

$

\"=98+

%#

%&123

胰蛋白酶$

4#"="

DD

<!

%#鼠抗波形蛋白单抗*鼠

抗人角蛋白单抗*免疫组化检测试剂盒及
L64

试剂盒$中杉金

桥%)

Jd.OI.RQ

型净化工作台#

SOP.$26O

型二氧化碳培养

箱#

P9

:

A

D

C+

倒置显微镜#水浴箱#低速离心机#细胞计数板)

B&D

!

方法

B&D&B

!

取材
!

将术中取得的组织放入预冷的装有无菌
4̀J

液的广口瓶中#放置冰盒内#立即送回实验室$

'% A#,

内%

处理)

B&D&C

!

细胞原代培养
!

将组织用
4̀J

液清洗
'

次#去除血

块(在培养皿中用眼科剪剪碎#约
$AA

'

(加入
(AN

无血清培

养基#反复吹打#移至离心管中#加入
$AN%&$3

'

型胶原蛋

白酶#

'-Y

水浴箱中消化
)%A#,

#每
$%

!

$2

分钟摇晃
$

次(见

组织呈絮状#即加入含血清的培养基终止消化#充分吹打(分别

用
/%

目$孔径
11%

#

A

%*

'%%

目$孔径
2%

#

A

%筛网过滤
$

次#将

最终过滤液放入离心管内#

$%%%@

"

A#,

离心
2A#,

#弃上清液(

加入含
$23

胎牛血清的培养基充分混匀后置于培养瓶中#

'-Y

*

23 OP

1

培养箱中培养(

1>

后进行第
$

次细胞换液(第

1

天再次换液#以后每隔
$

日换液)每日在倒置显微镜下观察

细胞形态)

B&D&D

!

传代培养
!

当培养瓶细胞长满
/%3

!

(%3

时#行传代

培养)去除培养基#

4̀J

洗
1

遍(加入
-%%

#

N%&123

胰蛋白

酶#

'-Y

消化
$

!

1A#,

#显微镜见
-%3

!

/%3

细胞变圆形#加

入
2AN

含血清的培养液终止消化(充分吹打#细胞计数#约

0/%1

重庆医学
1%$2

年
2

月第
00

卷第
$2

期

"

基金项目!江西省自然科学基金资助项目$

1%$14641%2%$$

%

!

作者简介$黄冬花$

$(//V

%#硕士研究生#主要从事子宫内膜异位症方面的

研究)

!

#

!

通讯作者#
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"

AN

接种至新瓶#放入培养箱中培养)

B&D&E

!

内膜间质细胞鉴定
!

将细胞按
$h$%

)

"

AN

接种于
)

孔板中培养(细胞长满
-%3

!

/%3

#行细胞鉴定)

03

多聚甲

醛
0Y

固定
'%A#,

(

'3 e

1

P

1

室温封闭
$%A#,

(分别加入波形

蛋白单抗*角蛋白单抗*空白对照加入
4̀J

液#

'-Y$>

(滴二

抗!滴加试剂
6

#

'-Y $2A#,

#滴加剂
4

#

'- Y $2A#,

(滴加

L64

显色
2A#,

(用
!!!e

1

P

充分清洗#洗到空白孔无色为止(

以细胞质或核呈现棕黄色为阳性细胞#在倒置显微镜低倍镜下

随机取
2

个视野#采用本实验室开发的加方网
TC,!<@+<,

测试

系统计数阳性表达细胞数目及总细胞数目#计算分离得到的内

膜间质细胞纯度)

C

!

结
!!

果

C&B

!

原代细胞培养结果
!

1'

例标本中#

1$

例$

($&'3

%标本培

养成功#

$

例异位和
$

例对照组标本因细菌污染失败)

C&C

!

间质细胞形态学特点
!

新分离的
'

组内膜间质细胞外观

特征相似#悬浮液中呈单个细胞#形态呈圆形或椭圆形(贴壁后

呈梭形生长#少部分呈星形生长#细胞质薄且透明#细胞核圆形

居中#细胞平铺生长#无明显极性)细胞培养过程中见异位间

质细胞比在位*正常细胞稍大#形态仍是梭形或星形)

C&D

!

间质细胞生长情况
!

分离的内膜间质细胞
'%A#,

后部

分细胞开始贴壁#

10>

后大部分间质细胞已贴壁)在位*对照

组间质细胞生长速度较快#

1

!

'!

传代
$

次(异位间质细胞生

长速度相对较慢#

0

!

2!

传代
$

次$细胞传代后生长形态见图

$

%)在位*对照组间质细胞
$$

代内#异位间质细胞
(

代内#细

胞形态及活性并无明显改变#若继续传代#发现细胞形态增大#

胞质中含有颗粒#细胞出现崩解现象#在相同的消化条件下#裂

解的细胞数目较多)

C&E

!

间质细胞鉴定
!

间质细胞表面特异性标志分子为波形蛋

白#腺上皮细胞的特异性标志分子为细胞角蛋白)细胞化学染

色结果示!内膜间质细胞波形蛋白阳性着色$棕黄色%#角蛋白

及空白对照未着色#间质细胞纯度达
(23

$图
1

%)

!!

6

!对照组(

4

!异位组(

O

!在位组)

图
$

!!

各组间质细胞传代后生长形态

!!

6

!波形蛋白组(

4

!角蛋白组(

O

!空白组)

图
1

!!

各组细胞化学免疫鉴定结果

2/%1

重庆医学
1%$2

年
2

月第
00

卷第
$2

期
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!

讨
!!

论

D&B

!

体外培养内膜间质细胞对
WS+

研究的意义
!

近年来#细

胞培养技术已应用于生物学*医学等研究领域)通过体外细胞

培养#可以观察细胞生长分化*增生*侵袭及转移等情况#还能

进行细胞化学*超微结构*生物学特性*分子生物学方面及药物

作用机制方面的研究)建立体外
WS+

异位*在位间质细胞模

型#可对
WS+

的发病机制进行基础研究#并可为研究其药物治

疗作用机制提供有效手段)

D&C

!

WS+

异位*在位细胞体外培养方法
!

间质细胞生长活性

及传代与间质细胞数量及纯度密切相关&

$

'

#国内外子宫内膜间

质细胞的分离纯化方法却不尽相同)间质细胞的获取主要利

用化学分离和物理分离法)化学分离即酶消化法!有胰蛋白酶

和胶原酶消化两种#胰蛋白酶消化可裂解大部分内膜组织#但

消化过程中可观察到细胞悬液中有絮状物#细胞悬液黏度大#

影响所得细胞数量)胶原酶一般消化
'%

!

(%A#,

#不影响细胞

悬液黏滞度#但消化时间较为关键#消化不完全时#难以获得完

全单细胞悬液#而消化过度所得细胞活性差#不易细胞培养)

物理分离法则包括离心法*重力沉降法及筛网过滤法)最初学

者们利用低速离心或重力沉降法#但所得细胞纯度较低&

1

'

#目

前此法较少单独应用)筛网过滤法有一次滤网过滤和二次筛

网过滤法&

'.2

'

)人子宫内膜间质细胞直径约
0%

#

A

#腺上皮细

胞直径约
-%

#

A

#筛网过滤法是根据这两种细胞大小的差异来

过滤分离)许艳丽等&

)

'发现经筛分离的间质细胞单层汇聚时

间短于离心分离)李妍等&

-

'利用筛网分离和离心分离两种方

法结合发现可以有效地把细胞分离纯化)

本研究在总结众多分离方法的基础上进行改良#采用消

化*二次筛网过滤*低速离心和选择性贴壁
0

步法#间质细胞获

得率和纯度令人满意)采用
%&$3

胶原酶
'-Y

消化
)%A#,

#

每间隔
$2A#,

摇匀
$

次)水浴
'-Y

#可提高胶原酶活性#联合

间歇性将消化液与组织充分混匀#使细胞消化完全#该酶消化

下的细胞活性较好*细胞纯度更高#方法较王海燕等&

/

'报道的

精简)随后利用
/%

目$孔径约
11%

#

A

%的滤网除先去除未消

化完的组织团块#再过滤
'%%

目$孔径约
2%

#

A

%筛网将腺上皮

细胞与间质细胞分开(之后将滤液低速离心(最后利用间质细

胞分离
'%A#,

开始贴壁*腺上皮细胞分离
1>

开始贴壁#以及

红细胞不贴壁的性质#将细胞重悬培养
1>

后进行首次换液#

去除腺上皮及红细胞#提高细胞纯度#并为间质细胞营造良好

的生长环境)最终所得间质细胞纯度达
(23

#细胞活性好#在

位*对照组间质细胞
1

!

'!

传代
$

次#异位间质细胞
0

!

2!

传

代
$

次)且发现异位细胞
(

代内#在位组*对照组间质细胞传

到
$$

代内#细胞形态及活性并无明显改变#结果优于廉红梅

等&

(

'的报道)说明本实验联合改良法在获得足够细胞数量的

同时保证了较高的细胞纯度#有助于细胞的培养和传代进行)

D&D

!

WS+

异位*在位细胞体外培养注意事项
!

目前异位*在

位子宫内膜间质细胞的体外培养成功率并不高#尤其是异位内

膜间质细胞的培养成功较低#所以要成功建立体外培养模型#

除了选择一个好的分离纯化方法外#在标本的选择及分离操作

细节上也尤为重要)$

$

%月经周期!子宫内膜组织中含更多间

质细胞的患者易发生
WS+

&

$%

'

)不同月经周期中#细胞含量不

同#增殖期以间质细胞为主#分泌期以上皮细胞为主)要获取

足够间质细胞数量#应选择月经增殖期内膜组织)$

1

%取材!腹

膜红色病变处内膜细胞含量高#但标本难以取得#目前较多是

选
PWS+

囊壁)

PWS+

囊肿大#细胞含量少(褐色处的囊壁组

织一般为陈旧性出血灶#而淡黄色处囊壁组织相对新鲜#尤其

是肉眼可见绒毛样组织标本#细胞数量多)故最好选择
0

!

2

?A

囊肿#取淡黄色处的囊壁或肉眼见绒毛样的组织)$

'

%去除

红细胞!标本中混杂的红细胞破裂后释放的酶会影响培养液环

境#取材时应尽量刮除内膜表面的黏液及血块#并用
4̀J

液清

洗
'

次#尽可能去除血块)接种
1>

后进行细胞换液#也可去

除不贴壁的红细胞)$

0

%消化时间短于
'%A#,

#获得细胞数目

少(细胞消化时间过长*消化酶浓度过高均会损伤细胞)本实

验应用
%&$3

胶原酶消化
)%A#,

#间质细胞含量高#细胞纯度

较高)$

2

%离心!离心次数过多*转速过高#均可导致细胞破裂*

细胞丢失及影响细胞活性)本研究中#离心次数不超过
1

次#

离心转速不超过
$%%%@

"

A#,

)$

)

%抗生素使用!标本在采取的

过程可能存在污染#尤其是在位内膜和对照组内膜#故在培养

液中加入一定量的抗生素#避免细菌污染)

总之#本研究采用胶原酶消化*二次筛网过滤法和离心法

相结合获得较高纯度和较多数量的
WS+

异位*在位间质细胞#

可为
WS+

的研究提供满意的体外细胞模型)
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