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人子宫内膜中存在一群具有克隆增殖能力的细胞**☆ 

马  颖，何援利 

 

 

文章亮点：采用机械和酶消化相结合的方法分离出人子宫内膜细胞，并采用有限稀释法体外培养子宫内膜腺上皮细

胞和基质细胞，检测人子宫内膜细胞克隆形成能力，证实腺上皮细胞和基质细胞均可形成大、小克隆，从而证实子

宫内膜中存在一群具有克隆增殖能力的细胞，它们可能是子宫内膜干细胞。 

关键词：子宫内膜细胞；克隆；有限稀释法；表面标记；检测 

 

摘要 

背景：克隆形成能力是干细胞的重要特性，多项研究证明，子宫内膜在起源上具有单克隆性。 

目的：通过体外培养，检测人子宫内膜细胞克隆形成能力。 

方法：采用机械和酶消化相结合的方法分离出人子宫内膜细胞，培养腺上皮细胞和基质细胞，观察细胞形态及生长

特性并检测波形蛋白和角蛋白的表达，采用流式细胞仪对细胞进行 CD133，CD34，CD45，CD90，CD73及 CD29

表型鉴定；观察细胞克隆生长特点、测量细胞克隆大小和计算克隆形成率。同时取人子宫肌细胞培养作为对照。 

结果与结论：经过 12 d的原代培养后，腺上皮细胞和基质细胞均可形成大、小两种克隆。角蛋白表达阳性为腺上皮

细胞，波形蛋白表达阳性为基质细胞。流式细胞术检测子宫内膜细胞表达 CD90、CD29、CD73 等表面标记，不表

达 CD34、CD45，CD133。腺上皮细胞、基质细胞大克隆和小克隆大小及形成率比较，差异均有显著性意义(P < 0.05)；

人子宫肌细胞用有限稀释法原代培养无细胞克隆生长。说明子宫内膜细胞在体外培养中，腺上皮细胞和基质细胞大

克隆增殖能力均高于小克隆。这些细胞可能是子宫内膜干细胞。 

 

 

Cloning efficiency of human endometrial cells in vitro    

 

Ma Ying, He Yuan-li 

 

Abstract 

BACKGROUND: Colony forming ability is an important characteristic of stem cells. Many studies have shown that the 

endometrium has monoclonal characteristics.  

OBJECTIVE: To detect the cloning efficiency of human endometrial cells in vitro.  

METHODS: Human endometrial cells were isolated and dissociated mechanically and enzymatically from human 

endometrium. Stromal and epithelial cells were separated by two series of filters. The cell morphology and growth 

characteristics were observed and the expressions of vimentin and keratin were detected. Flow cytometry was used to 

identify the expression of CD133, CD34, CD45, CD90, CD73 and CD29 markers in endometrial cells. The clone growth 

characteristics were observed, the size of clones was measured and the rate of cloning efficiency was calculated. 

Meanwhile, human uterine muscle cell was used as a control. 

RESULTS AND CONCLUSION: After primary cultured for 12 days, glandular epithelial cells and stromal cells were 

divided into large and small clones by size and growth characteristics. The gland clone was positive for keratin and the 

stromal clone was positive for vimentin by immunohistochemistry. Results from flow cytometry showed that endometrial 

cells were positive for CD29, CD90 and CD73 but negative for CD34, CD45 and CD133. There was significant 

difference of the sizes and cloning effiency of the large and little gland clones between glandular epithelial cells and 

stromal cells (P < 0.05). Human uterine smooth muscle cells were primary cultured by limiting dilution method. The 

endometrial cells can form landular epithelial cells and stromal cells in vitro which included large and small clones. The 

proliferation efficiency of the large gland clone was higher than that of the small gland clone. These cells may be the 

endometrial stem cells. 

 

Ma Y, He YL. Cloning efficiency of human endometrial cells in vitro.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(45): 

8496-8500.     
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0  引言 

 

人子宫内膜具有显著的增殖和自我修复的能力，是

一类少有的能够周期性脱落及快速再生的组织，1978

年PrianishniKov
[1]
据此提出子宫内膜干细胞存在的可

能，使子宫内膜功能层增生修复。 

Chan等
[2]
学者利用标签滞留技术证明了小鼠子宫

内膜干细胞的存在。2007年Masuda等
[3]
将人类子宫内

膜上皮和基质混合群细胞移植到NOD/SCID小鼠肾包

膜下，证实部分子宫内膜细胞在异种移植体系中能够

自我更新，具有高度的增殖能力和一定的分化潜力，

符合干细胞的标准。克隆形成能力是干细胞的重要特

性，多项研究证明，子宫内膜在起源上具有单克隆性，

Tanake等
[4]
学者的研究结果证实了人类子宫内膜腺体

上皮的单克隆来源及小鼠子宫内膜的单克隆性。还有

研究者将人类子宫内膜基质和腺体进行体外培养，检

测了子宫内膜细胞的克隆能力，认为同一克隆的细胞

可能起源于相同的前体细胞或祖细胞，即可能的子宫

内膜干细胞
[5-6]
。有限稀释法是最常用单克隆细胞养方

法，其原理是将细胞悬液连续倍数稀释至极低密度，

然后接种于培养板上，培养一段时间后可能出现单个

细胞克隆。它与软琼脂培养法、单细胞显微操作法和

流式胞仪分离法等方法比较，具有操作简单，周期较

短和费用较低的优点
[7]
。 

实验拟通过机械和酶消化相结合的方法分离出人

子宫内膜细胞，用两次滤网的方法分离出腺上皮细胞和

基质细胞，用有限稀释法培养腺上皮细胞和基质细胞，

并对细胞的克隆形成能力进行分析鉴定，同时利用一些

已知的干细胞表面标志物对细胞进行鉴定。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞鉴定实验。 

时间及地点：于2011年1至6月在南方医科大学珠江

医院中心实验室完成。 

材料：子宫内膜来源于珠江医院妇产科因宫颈上皮

内瘤变(CIN)Ⅲ级行子宫切除的女性，术前3个月内未使

用过外源性激素，30-50岁，详细记录患者的信息，并

与患者签署知情同意书。所取样本包括5 mm子宫肌层

的子宫内膜全层。对照组取子宫肌细胞来源于同一的患

者，余条件相同。患者对实验知情同意，实验过程符合

医学伦理学标准。 

主要试剂： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

方法： 

标本的处理：将收集的子宫内膜标本放入无菌的青链

霉素溶液中，1 h送入实验室。用无Ca
2+

Mg
2+
的缓冲液

PBS进行冲洗，直到液体清亮。移入无菌的培养皿中，

用眼科剪切成1 mm×1 mm×1 mm。 

有限稀释法子宫内膜细胞原代培养：子宫内膜组织小块

仔细去除子宫肌层(保留内膜和肌层交界)后，剪切成   

1 mm×1 mm×1 mm。用含有300 g/L胶原酶Ⅲ和40 g/L

脱氧核糖核酸酶Ⅰ的PBS，在37 ℃150 r/min振荡培养

箱内消化。消化后的细胞悬液用200目和400目的滤网两

次过滤，富含基质细胞的滤液离心后制成基质细胞悬

液。用PBS冲洗滤网，收集贴附其上的腺上皮细胞离心

后制成腺上皮细胞悬液
[8]
，0.4%锥虫蓝染色后计算活细

胞数，然后调整细胞密度，按照活细胞数300个/cm
2
的

密度接种到6孔板或50 mL一次性塑料培养瓶内，轻轻吹

打使其细胞分布均匀，置体积分数CO2培养箱中培养，

每天观察细胞，对其生长情况进行追踪，每三四换液1次，

并在培养瓶或培养皿上对克隆进行标记，共培养12 d。 

活细胞计数方法：取消化后的细胞悬液，0.4%锥虫蓝

染色1 min，加到细胞计数板中央的盖玻片上或下侧的

计数板凹槽处，至盖玻片被液体充满为止。置显微镜下

计数四角大方格内的细胞数，锥虫蓝拒染的细胞为活细

胞。对于压线的细胞只计数在上线和左线者。按下式计

数细胞悬液中活细胞的密度。 

 

 

细胞克隆的组织来源鉴定：①腺上皮细胞和基质细胞

以5×10
8
 L

-1
接种于6孔培养板(培养板内事先放有盖玻

片)，于37 ℃、体积分数5%CO2恒温箱中培养。当细胞

生长融合后，PBS洗5 min。②新鲜配制的含0.02%的

TritonX-100的40 g/L多聚甲醛室温固定30 min，5 min×3

试剂 来源 

胎牛血清  

DMEM/F12 培养基  

胶原酶Ⅰ型、胶原酶Ⅲ型  

鼠抗人细胞角蛋白单克隆抗体 

Cytokeratin、鼠抗人波形蛋白单克 

隆抗体 Virnentin 、羊抗鼠 FITC  

胶原酶Ⅲ型 

SP免疫组化试剂盒、DAB试剂盒 

锥虫蓝粉末、Giemsa粉末  

鼠抗人 CD29-PE 、CD34-PE、 

CD73-PE、CD45-FITC 、CD90-FITC 

CD133-PE  

杭州四季青 

美国 Gibeo公司 

美国 Invitrogen公司 

武汉博士德生物有限公司 

 

 

广州盈信有限公司 

北京中杉金桥生物公司 

武汉大风生物公司 

ebioscience公司 

 

miltenyi公司 

 

细胞密度=(4个大格细胞总数/4)×稀释倍数×10
7
 L 
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次。③加入1∶50稀释的波形蛋白(vimentin)和角蛋白

(keratin)抗体中，在湿盒内4 ℃孵育过夜，PBS洗5 min×3

次。④二抗1∶50的羊抗鼠FITC37 ℃避光孵育45 min，

PBS洗5 min×3次。⑤甘油封固，荧光显微镜观察。 

流式细胞鉴定干细胞表面标记：选取生长状态良好的

细胞集落，制浓度为1×10
6
 L

-1
单细胞悬液，流式细胞仪

检测CD29、CD45、CD90、CD34、CD73和CD133。 

 细胞克隆增殖能力的检测：①分别以基质细胞300/cm
2

和腺上皮细胞500/cm
2
接种在6孔培养板中培养。于    

37 ℃、体积分数5%CO2培养箱培养，定期用倒置显微镜

观察细胞生长情况，每三四天换液1次，每天观察细胞集

落形成情况。②在培养的第12天，镜下观察计数克隆数，

并用40 g/L多聚甲醛固定10 min后，用Giemsa染色或苏

木精染色30 s，流水冲洗，甘油封固，克隆形成率=克隆

数/接种细胞数×100%。③在培养第12天用带刻度的显微

镜，测量细胞克隆两个垂直径线，克隆大小(mm)=两个垂

直径线的平均值(mm)/放大倍数。对Giemsa染色后肉眼可

见细胞克隆用游标卡尺测量克隆直径
[9]
。 

主要观察指标：①子宫内膜细胞生长的一般情况。②

细胞克隆的组织来源鉴定。③细胞克隆增殖能力的检测。 

统计学分析：采用SPSS 16.0软件分析，数据采用 

x
_

±s表示，组间均数比较采用单因素方差分析(one-way 

ANOVA) ， 两 两 比 较 采 用 LSD(least signifieant 

differerence)检验，方差分析前对各组数据进行正态性

检验 (Shapiro-Wilk Test)和方差齐性检验 (Levene’s 

Test)，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  子宫内膜细胞原代生长一般情况和克隆形态  在

六孔板培养第一两天，有部分细胞贴壁，单个贴壁细胞

生长缓慢。基质细胞在培养的第5-8天，发现有含有数

十及几百个排列紧密细胞的较大克隆出现，也有仅有十

几个细胞排列松散的小克隆的存在，见图1，2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

在培养的第8-10天，较大克隆增长迅速，有的小克

隆生长缓慢，甚至会因为细胞脱落而导致细胞数减少。在

12 d停止培养，可见有含百余个细胞组成的小克隆存在，

也有数几百个排列紧密细胞的较大克隆出现，见图3，4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  细胞克隆的组织来源鉴定  角蛋白表达阳性，波

形蛋白表达阴性的为腺上皮细胞，角蛋白表达阴性，波

形蛋白表达阴性的为基质细胞，阳性表现为绿色荧光，

见图5，6。 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1  Large clones of endometrial epithelial cells (×200) 

图 1  子宫内膜腺上皮细胞大克隆(×200) 

Figure 2  Small clones of endometrial epithelial cells (×400) 
图 2  子宫内膜腺上皮细胞小克隆(×400) 

Figure 3  Large clones of endometrial stromal cells (×200) 
图 3  子宫内膜基质细胞大克隆(×200) 

Figure 4  Small clones of endometrial stromal cells (×200) 
图 4  子宫内膜基质细胞小克隆(×200) 

Figure 5  Immunofluorescence staining of epithelial cells 
(×200) 

图 5  子宫内膜腺上皮细胞免疫荧光染色(×200) 
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2.3  流式细胞鉴定结果  对集落形成细胞进行流式细

胞术检测，结果发现子宫内膜细胞表达 CD90、CD29、

CD73等表面标记，但不表达 CD34、CD45，CD133，

见图 7。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  细胞克隆增殖能力的检测  见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

腺上皮细胞和基质细胞，均有大、小两种克隆：大

克隆细胞生长较为旺盛，增殖迅速，细胞数量较多，细

胞排列紧密，克隆较大；小克隆细胞生长较为缓慢，细

胞数较少，排列疏松，在第8-10天生长不明显，甚至会

因为细胞脱落而导致细胞数减少，克隆较小。腺上皮细

胞及基质细胞大克隆和小克隆的大小及形成率比较，差

异具有显著性意义(P < 0.05)。 

 

3  讨论 

 

近年有大量的研究均提示子宫内膜可能存在具有

高度增殖、自我更新和分化潜能的干细胞，其来源可能

是循环中的骨髓干细胞，或者由内膜部分残存的胚胎干

细胞发育而来
[10]
，这些细胞可能参与了多种病理生理过

程。既往研究认为有干细胞活性的细胞可能存在于基底

层
[11-12]

，亦有文献报道在脱落的功能层即月经血中也发

现子宫内膜干细胞
[13-14]

，故取子宫内膜全层，这保证了

组织来源的质量和数量。 

本研究首先分离子宫内膜腺上皮细胞和基质细胞，

并采用了最常用的单克隆细胞培养法——有限稀释法

进行细胞的体外培养，获得了单个细胞起源的克隆。与

单细胞显微操作法比较，虽然有限稀释法没有单细胞显

微操作时每个培养孔里加入一个细胞精确，而且不同克

隆的细胞通过自分泌和旁分泌产生细胞因子，可能在培

养中互相影响，但是它操作更为简便、培养时间较短而

且对于某些细胞可以不需要添加特殊的细胞生长因子及

饲养层，也可以获得单细胞克隆。在既往的研究中，有

些学者采用了免疫磁珠法，先将腺上皮细胞和基质细胞

进行分离后，再进行体外培养，分别检测腺上皮细胞和

基质细胞的克隆形成率
[15]
。也有学者采用200目和400目

的尼龙网滤过细胞分离腺体上皮细胞和基质细胞
[16-17]

。

实验采用了后一种方法成功分离了子宫内膜腺上皮细

胞和基质细胞，并用波形蛋白和角蛋白免疫荧光及流式

细胞仪检测细胞表面标志物的方法对所得细胞进行了

鉴定，角蛋白表达阳性，波形蛋白表达阴性的细胞为腺

上皮细胞，角蛋白表达阴性，波形蛋白表达阳性为基质

细胞
[18-20]

，且可表达多个已知的干细胞表面标志物。在

本研究中，腺上皮细胞和基质细胞培养至12 d时，均有

大、小两种克隆：大克隆细胞生长较为旺盛，增殖迅速，

细胞数量较多，细胞排列紧密，克隆较大；小克隆细胞

生长较为缓慢，细胞数较少，排列疏松，在第8-10天生

长不明显，甚至会因为细胞脱落而导致细胞数减少，克

隆较小。腺上皮细胞大克隆和小克隆大小分别约为

(3.71±1.2) mm和(0.49±0.21) mm，其差异具有显著性

(P < 0.05)；基质细胞大克隆和小克隆大小分别约为

(2.65±0.40) mm和(0.39±0.11) mm，其差异具有显著性

(P < 0.05)。腺上皮细胞大克隆和小克隆的形成率分别

为(0.049±0.012)%和(0.12±0.05)%，基质细胞大克隆和

表 1  腺上皮细胞和基质细胞的克隆大小及形成率比较 
Table 1  Comparison of size and cloning efficiency of cell clone 

of glandular epithelial cells and stromal cells 
      (x

_

±s) 

a
P < 0.05, vs. large clone 

Clone 

Size of clone (mm) Cloning efficiency (%) 

Glandular 

epithelial cells 

Stromal 

cells 

Glandular 

epithelial cells 
Stromal cells 

 

Large  

Small 

 

3.71±1.20 

0.49±0.21
a
   

    

 

2.65±0.40 

0.39±0.11
a
 

 

0.049±0.012 

0.12±0.05
a
     

  

 

0.006±0.002 

0.42±0.03
a
 

 

Figure 6  Immunofluorescence staining of stromal cells (×200) 
图 6  子宫内膜基质细胞免疫荧光染色(×200) 

Figure 7  Detection of endometrial cell surface markers by 
flow cytometry 

图 7  子宫内膜细胞表面标记物流式细胞仪检测结果 
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小克隆的形成率分别为 (0.006±0.002) %和 (0.42      

±0.03) %。4种克隆的形成率比较，差异有显著性意义  

(P < 0.05)。综上所述，子宫内膜中确实存在有一类具

有干细胞特性的细胞群，这些实验结果均为后续人子宫

内膜干细胞的研究奠定了基础。 
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