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模拟子宫微环境诱导大鼠胎盘间充质干细胞向
子宫内膜上皮细胞方向分化的实验研究*
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摘要：目的 模拟子宫微环境诱导大鼠胎盘间充质干细胞 （PMSCs） 向子宫内膜上皮细胞方向分化。

方法 原代培养大鼠PMSCs及传代，绘制细胞生长曲线，制备子宫内膜条件培养液，用子宫内膜条件培养液和

雌激素（β-雌二醇）进行体外诱导分化PMSCs；免疫荧光化学法检测细胞波形蛋白和角蛋白的表达；实时荧光定

量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测上皮细胞标记细胞角蛋白7（CK-7）、细胞角蛋白18（CK-18）、细胞角蛋白

19（CK-19）、上皮膜抗原（EMA）的基因表达；Western blotting检测波形蛋白和角蛋白表达量。结果 实验组

CK-7、CK-18、CK-19、EMA mRNA相对表达量高于对照组（P <0.05）；实验组波形蛋白相对表达量低于对

照组（P <0.05）；实验组角蛋白相对表达量高于对照组（P <0.05）。结论 使用子宫内膜诱导培养液和雌激素能够

促进大鼠PMSCs向子宫内膜上皮细胞方向分化，其作用显著，体外模拟子宫微环境在PMSCs向子宫内膜上皮细

胞方向分化中有着重要的作用。
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PMSCs to endometrial epithelial-like cells transformation under
simulated uterine microenvironment in rats*
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Abstract: Objective To study the effect of simulated uterine microenvironment on the differentiation of rat

placental mesenchymal stem cells (PMSCs) into endometrial epithelial cells. Methods Primary cultured rat PMSCs

and passage, growth curve, endometrial conditioned medium, endometrial conditioned medium and estrogen (β -

estradiol) to induce differentiation of PMSCs in vitro, immunofluorescence chemistry and Western blotting to detect

the expression of vimentin and keratin in cells, qPCR to detect the gene table of epithelial cell markers cytokeratin 7

(CK-7), cytokeratin 18 (CK-18), cytokeratin 19 (CK-19), and epithelial membrane antigen (EMA). Results The

relative expressions of CK-7, CK-18, CK-19, and EMRNA in experimental group were higher than those in control

group (P < 0.05). The relative expression of vimentin in the experimental group was lower than that in the control

group, and the relative expression of keratin in the experimental group was higher than that in the control group (P <

0.05). Conclusion The use of endometrial induction medium and estrogen can promote the differentiation of

PMSCs into endometrial epithelial-like cells in rats, which plays an important role in the differentiation of PMSCs

into endometrial epithelial-like cells in vitro.
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子宫内膜不仅具有高度的增殖活性，还具有

周期性更新的特性，并受卵巢激素变化的调节[1]。

子宫内膜的来源与循环的骨髓干细胞有关，也可

能与内膜中残留的胚胎干细胞有关[2]。胎盘间充质

干细胞（placental mesenchymal stem cells, PMSCs）属

于一类多能干细胞，是从胎盘组织中分离培养出

来的。PMSCs具有易贴壁生长的特性，其生物学特

性与骨髓间充质干细胞相似，具备高自我更新和

多向分化的能力[3-4]。对哺乳类动物和人类来说子

宫内膜是维持正常生殖能力的必要条件[5]。有研究

表明[6]，子宫内膜损伤可导致不孕，损伤的子宫内

膜会出现大量的瘢痕化，导致子宫供血不足，影

响胚胎着床。由于机体子宫功能和内环境的有序

性和复杂性，因此目前无良好的治疗方法，随着

干细胞技术的发展，临床开始使用干细胞诱导分

化修复子宫内膜[7-8]。本研究模拟子宫微环境诱导

大鼠PMSCs向子宫内膜上皮细胞方向分化，以期为

临床运用干细胞分化修复子宫内膜提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

实验动物：选择2月龄的SD大鼠，体重150～

180 g，由南京君科生物工程有限公司提供。实验

试剂：DMEM培养基（美国HyClone公司），兔抗大

鼠波形蛋白抗体、小鼠抗大鼠角蛋白抗体（美国

Gibco公司），兔抗大鼠细胞角蛋白7（CK-7）、细胞

角蛋白18（CK-18）、细胞角蛋白19（CK-19）、上皮

膜抗原 （EMA） 抗体（上海钰博生物科技有限公

司），DMEM/F12培养液（杭州吉诺生物医药技术有

限公司）。

1.2 方法

1.2.1 大鼠 PMSCs 原代培养及传代 将雌、雄大

鼠按 1∶3 合笼，于第 2 天上午 8:00 查看是否有阴栓

形成，如有则确定为受孕，记为ES。进入无菌室，将

孕13.5 d的SD大鼠处死，75%酒精消毒20 min后，放

入超净工作台内，打开腹腔及子宫，可见有成串胎

鼠，剪开羊膜后从脐带胎盘端离断，收集所有胎盘，

用无菌盐水冲洗，小心去除残余脐带和羊膜组织，

将剩余的胎盘组织用无菌组织剪剪成1 mm×1 mm×

1 mm的小块。将组织放入50 ml的离心管中，加入

混合酶 （胰蛋白酶∶I型胶原酶=1∶1），放入37℃

水浴箱内消化50 min，消化过程中每隔20 min摇动

1次，最终用含10％胎牛血清的DMEM终止消化，

随即用200 μm的不锈钢筛滤掉未消化的组织，过滤后

的细胞液以1 000 r/min离心10 min，收集细胞沉淀。

在一次性的15 ml离心管内加入5 ml由 1.131 g/ml的

percoll 液和 PBS混合制成1.073 g/ml 的细胞分离液，

用培养基将细胞沉淀混匀后缓慢加入细胞分离液

中，然后900 r/min离心25 min，离心后用移液管小

心地吸取白膜层，PBS洗涤收集的细胞，离心后去

除PBS，最终用含10% FBS的DMEM培养液吹洗管

内细胞制成悬液，将细胞以1×l06/ml接种至标记好

的25 cm×25 cm培养瓶中，置于培养箱内，其温度

设置为37℃，CO2浓度为5％。3 d后首次换液，倒置

相差显微镜下观察细胞形态和细胞增殖状况。根据

细胞生长情况每2～3天换液1次，待细胞铺满瓶底

约80％以上时，消化细胞，以l∶2比例进行传代。

1.2.2 绘制细胞生长曲线 取生长良好的第 3 代

PMSCs 制备单细胞悬液，调整细胞浓度为 2×

104 个 /ml 接种到 24 孔板，每孔接种 0.5 ml，放入

37℃、5% CO2培养箱内培养，每天随机选取3个培

养孔，胰酶消化后计算每孔细胞数，取3孔内细胞

数均值，待细胞长满时停止计数。以时间为横坐

标，细胞数为纵坐标，绘制细胞生长曲线，连续

观察14 d，未计数细胞每3天换液1次。

1.2.3 子宫内膜诱导培养液的制备 将1%戊巴比

妥钠40 mg/kg麻醉后的雌性SD大鼠，置于超净工作

台上消毒，准备各种器械、试剂、耗材，打开腹腔取

出双侧子宫，用PBS冲洗3次以去掉组织表面血污，

放入加有双抗、PBS的60 mm培养皿中清洗，小心去

除最外层的浆膜层，纵行剖开后再横向剪成 0.3～

0.5 cm的小段，称取湿重，按100 g/L加入DMEM培养

基，4℃摇床震荡2 h，4℃冰箱过夜，4℃、3 000 r/min

离心30 min，离心后吸取上清液，用一次性无菌过滤

器过滤至新的离心管内，密封，置入-20℃冰箱冷

冻保存。

1.2.4 大鼠 PMSCs 体外诱导分化子宫内膜细胞

取出装有大鼠第3代PMSCs的培养瓶，去除原有培
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养基，向瓶内加入少许消化酶，以能覆满瓶底为

限，室温下消化1～2 min后轻轻摇晃，当显微镜下

发现细胞回缩、间隙增大、细胞变类圆形时，立

即终止消化，吸除培养瓶内的混合液。加入培养

基，用移液管轻轻吹打瓶壁细胞制成细胞悬液，

以 1×106 个/ml 接种于 60 mm 培养皿，待细胞达

80%以上融合时，吸除原有培养基，加入无菌子宫

内膜诱导培养液，放入培养箱内继续培养，每3天

换 1 次液，连续 14 d，对照组 DMEM 培养基培养。

每天倒置显微镜下观察细胞生长情况，当细胞基

本长满培养皿底时，吸除旧的培养液，加入消化

酶少许，以能覆满瓶底为限，倒置显微镜下观察

扁平梭形细胞脱落情况。当观察到大多数扁平梭

形的细胞变圆并开始脱落时，立即加入2 ml含 10%

胎牛血清的培养基终止消化。用移液管缓慢轻轻

地吹打细胞后弃去培养皿内液体；再用少许培养

基冲洗2次，加入培养基后继续培养3 d，再次观

察细胞情况。若镜下仍见扁平梭形细胞，可再重

复1次上述胰酶消化法，将扁平梭形细胞去除。

1.2.5 免疫荧光化学法检测细胞中波形蛋白和角蛋

白的表达 将第 3 代 PMSCs 以 5×104 个/ml 接种于

24 孔培养板中，培养液为含 5%FBS 的 DMEM/F12，

分为实验组和对照组，实验组使用含有 20% 的子

宫内膜诱导培养液，对照组使用含有5%的FBS的

培养基进行培养。倒置显微镜下观察细胞的形态

和增殖情况，培养5 d后，弃去培养基，使用PBS

清洗3次，5 min/次，弃去PBS，将盖玻片取出，摆

放于铺有蜡膜的150 mm×150 mm的培养皿中，细

胞面朝上并做标记。用4%的多聚甲醛固定15 min，

再用PBS清洗2次，3 min/次，加入5%的BSA在室

温下封闭处理30 min。将兔抗大鼠波形蛋白抗体、

小鼠抗大鼠角蛋白抗体按1∶50在封闭液中稀释，

40 μl/盖玻片，在室温下孵育1 h。将一抗吸除，使

用PBS清洗3次，5 min/次，加入5%的BSA在室温

下封闭处理30 min，吸除封闭液，用PBS清洗3次，

5 min/次。分别加入1∶500稀释的FITC标记的抗兔

IgG、抗小鼠IgG，40 μl/盖玻片，在室温下孵育1 h。

吸除二抗，用 PBS 清洗 3 次，每次 10 min。滴加

0.5 μg/ml的DAPI进行染核处理，40 μl/盖玻片，在

室温下孵育2 min，用PBS清洗 3次，5 min/次。用

蒸馏水漂洗1次，将盖玻片夹起，吸水纸吸干，将

细胞面朝下，封边处理，做标记。在荧光显微镜

下阅片，拍照。

1.2.6 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检查 CK7、

CK18、CK19、EMA mRNA 相对表达量 将第 3 代

PMSCs以5×104个/ml接种于6孔培养板中，培养液

为含5% FBS的DMEM/F12，分为实验组和对照组，

实验组使用含有20%的子宫内膜诱导培养液，1×

10-7β-雌二醇，对照组使用含有 5% 的 FBS 的培养

基。培养5 d后，用PBS清洗PMSCs6孔培养板，加

入Trizol 0.6 ml/孔，轻轻吹打，收集细胞，置于1.5 ml

的离心管中，室温下静置5 min，再加入120 μl 的
氯仿 （约为RNAiso的 1/5体积量），剧烈震荡30 s，

室温下静置 5 min，4℃下 12 000 r/min，离心 15 min，

取其上清液，移入400 μl的异丙醇，震荡处理，摇

匀，室温下静置 5 min，4℃下 12 000 r/min，离心

10 min，弃除上清液，将75% 1 ml的乙醇加入至离

心管中清洗沉淀，4℃下12 000 r/min，离心5 min，

弃除上清液，留取RNA沉淀，重复上述步骤，彻

底清洗RNA沉淀，在室温环境下进行干燥沉淀处

理，加入20 μl DEPC水溶解RNA沉淀，轻轻吹打，

取20 μl的RNA，加入198 μl样品稀释液，测定OD

值、浓度，进行逆转录反应，依次加入反应物2.5 μl
稀释10倍的PCR缓冲液，1.5 μl MgCl2溶液，0.5 μl
正向引物和反向引物，最后加水配成总体积为25 μl
的反应体系。CK-7正向引物：5'-GTTCCATTTGCA

AAGGCTGT-3'；反向引物：5'-CAGGTGGTTATCCC

GAAAGA-3'。CK-18正向引物：5'-GCTCTGCCAGG

CGCCCAGCTACGG-3'；反向引物：5'-CAGGCGGTC

GTTCAGGCTTTGCATG-3'。 CK-19 正 向 引 物 ： 5'-

TCGCCAAGATCCTGAGTGA-3'； 反 向 引 物 ： 5'-

TCCGTTTCTGCCAGTGTGT-3'。EMA 正向引物：5'-

GTACCTCCTCTCACCTCCTCCAA-3'；反向引物：5'-

CGTCGTGGACATTGATGGTACC-3'。GAPDH 正向引

物：5'-AGCGGGAAATCGTGCGTG-3'；反向引物：

5'-CAGGGTACAGGTGGTGCC-3'。PCR反应条件为：

94℃预变性1 min；55℃变性1 min；72℃退火1 min，

进行 35 个循环，72℃延伸 5 min，重复最少 3 次，

GAPDH作为内参照，采用2-△△Ct法计算CK-7、CK-

18、CK-19、EMA mRNA相对表达量。

1.2.7 Western blotting 检测波形蛋白和角蛋白相

对表达量 将第 3 代 PMSCs 以 5×104 个/ml 接种于
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24 孔培养板中，培养液为含 5%FBS 的 DMEM/F12，

分为实验组和对照组，实验组使用含有20%的子宫

内膜诱导培养液，1×10-7β-雌二醇，对照组使用含

有5%的FBS的培养基。培养5 d后，每1×106个细

胞加入500 μl的细胞裂解液，细胞裂解后提取总蛋

白，BAC法检测蛋白浓度，取等量的蛋白样本25 μg，
进行 5% 的 SDS-PAGE，将蛋白转移至 PVDF 膜，

10%的脱脂奶粉封闭2 h，分别加入兔抗大鼠波形蛋

白抗体、小鼠抗大鼠角蛋白抗体和β-actin抗体，在

4℃环境下孵育过夜，TBST清洗3次，加入ECL荧

光底物显色，在暗室使用高敏感的X射线胶片进行

曝光显影。检测波形蛋白、角蛋白条带和β-actin蛋
白条带的灰度值，目的蛋白相对表达量=目的蛋白

条带灰度值/内参条带灰度值。

1.3 统计学方法

数 据 分 析 采 用 SPSS 20.0 统 计 软 件 。 计 量

资料采用均数±标准差（x±s）表示，比较用 t

检验。P <0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠 PMSCs 的形态特点

原代细胞刚接种至培养瓶时可见大量悬浮圆形

细胞（见图1A），接种7 d后倒置显微镜下看到细胞

贴着培养瓶的壁生长，圆形细胞开始延伸，变成梭

形或不规则形，轮廓清晰，仍有部分细胞呈圆形

（见图1B），培养14 d后细胞几乎铺满瓶，细胞的形

态为漩涡状排列的均一长梭形细胞，可传代（见图

1C）；一般传代后细胞 7～8 d 即可扩增至再次

传代。

2.2 细胞生长曲线

细胞随着培养时间的延长，数量逐渐增加。

见图2。

2.3 大鼠PMSCs向子宫内膜细胞诱导分化特征

及角蛋白、波形蛋白表达情况

诱导 14 d 后，显维镜下观察部分细胞呈基

质细胞改变，较扁平，呈梭形，核不明显，排列

无规律；部分其他细胞多角形，排列成团，核比

较圆而大，呈现出上皮样细胞的改变。用胰酶消

化法获得较高纯度的上皮样细胞。HE染色可见上

皮样细胞均呈多角形，胞浆呈淡红色，胞核呈淡

蓝色 （见图3）。细胞免疫荧光检测角蛋白结果显

示，实验组大部分细胞出现绿色荧光，即为角蛋

白表达呈阳性，对照组只有胞核为蓝色荧光。说

明PMSCs不表达角蛋白，诱导后的角蛋白为阳性，

即呈现上皮样细胞改变（见图4A、4B）。细胞免疫

荧光检测波形蛋白结果显示，实验组细胞出现大

量绿色荧光，对照组只有胞核为蓝色荧光。说明

PMSCs 不表达波形蛋白，诱导后的波形蛋白为阳

性，即呈现上皮样细胞改变（见图4C、4D）。

A：原代细胞接种；B：原代细胞接种后7 d；C：原代细胞接种后14 d。

图1 大鼠PMSCs的形态特点
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图2 细胞生长曲线图
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2.4 两组CK-7、CK-18、CK-19、EMA mRNA相

对表达量比较

两组 CK-7、CK-18、CK-19、EMA mRNA 相对表

达量比较，差异有统计学意义（P <0.05）。实验组高

于对照组。见表1。

2.5 两组波形蛋白和角蛋白的相对表达量比较

两组波形蛋白和角蛋白相对表达量比较，差

异有统计学意义 （P <0.05），实验组高于对照组。

见图5和表2。

3 讨论

间充质干细胞属于一类多能干细胞，能够在

多类组织中提取，例数胎盘、骨髓及脂肪组织中，

在一定条件下间充质干细胞会被诱导分化为子宫

内膜上皮细胞[9]。间充质干细胞具有较高的免疫调

节能力和较低的免疫原性，因此使用干细胞对不

孕患者进行治疗得到了广泛的关注[10]。PMSCs是从

胎盘中提取出来的，其具备多向分化的潜能和自

我更新增殖的能力，能够通过诱导分化为不同种

类 的 细 胞 ， 如 成 骨 细 胞 、 子 宫 内 膜 上 皮 细 胞

等[11-13]。子宫维持着女性的生殖能力，其中子宫内

膜分为基底层和功能层，基底层是由疏松结缔组

织组成，而功能层更新、脱落和再生与月经周期

有关[14]。子宫内膜受到损伤会导致闭经、不孕等疾

病的发生，对女性的健康和生殖能力产生较大的

影响[15]。PMSCs和骨髓间充质干细胞相似，培养条

件相同，且胎盘来源广泛，取材方便，因此本文

模拟子宫微环境诱导大鼠PMSCs向子宫内膜上皮细

胞样方向进行分化。

本研究提取大鼠PMSCs，并制备子宫内膜诱导

培养液，进行大鼠PMSCs体外诱导分化子宫内膜细

图3 上皮样细胞改变 （HE染色×50）

A B

C D

A：对照组角蛋白的表达；B：实验组角蛋白的表达；C：对照组

波形蛋白的表达；D：实验组波形蛋白的表达。

图4 角蛋白、波形蛋白表达情况

（免疫荧光法×100）

表1 两组CK-7、CK-18、CK-19、EMA mRNA相对表达量

比较 （x±s）

组别

对照组

实验组

t 值

P 值

CK-7

mRNA

1.00±0.01

2.41±0.36

31.628

0.000

CK-18

mRNA

1.00±0.01

4.20±0.61

65.193

0.000

CK-19

mRNA

1.00±0.01

2.15±0.33

28.641

0.000

EMA

mRNA

1.00±0.01

3.62±0.44

53.617

0.000

54 kD

57 kD

42 kD

对照组 实验组

波形蛋白

角蛋白

β-actin
†与对照组比较，P <0.05。

图5 波形蛋白和角蛋白的相对表达量比较

表2 两组波形蛋白和角蛋白相对表达量比较 （x±s）

组别

对照组

实验组

t 值

P 值

波形蛋白

1.00±0.01

3.27±0.50

44.208

0.000

角蛋白

1.00±0.01

5.49±0.73

84.065

0.000

·· 64



第 15 期 李爱丽，等：模拟子宫微环境诱导大鼠胎盘间充质干细胞向子宫内膜上皮细胞方向分化的实验研究

胞实验。有研究实验发现人和大鼠的子宫内膜的

微环境中，PMSCs 可有效分化为子宫内膜上皮细

胞[16]。另有研究表明[17]，通过移植PMSCs和雌激素

对宫腔粘连患者的治疗效果显著，且治愈性较高，

并在后续的治疗和体外受精胚胎移入中成功受孕。

PMSCs在子宫微环境中通过诱导可能会向子宫内膜

上皮细胞分化，通过对PMSCs的移植能够治疗子宫

内膜干细胞缺失类疾病，能够作为子宫外干细胞

的来源，将子宫内膜组织进行重建，起到治疗的

作用[18-20]。本实验中，通过制备子宫内膜条件培养

液，诱导PMSCs向子宫内膜上皮细胞进行分化，结

果显示实验组 PMSCs 向子宫内膜上皮细胞分化成

功。亦有实验[21]通过不同的培养方式诱导PMSCs向

子宫内膜上皮细胞分化，结果显示在含有 20% 的

子宫内膜诱导培养液，1×10-7β-雌二醇培养液中

的PMSCs向子宫内膜上皮细胞分化成功，与本文结

果一致。

细胞角蛋白是一种主要在上皮细胞的骨架上

表达的蛋白，能够有效维持上皮细胞的形态完整

性[22]。波形蛋白主要在非表皮细胞和间叶细胞中存

在，也在骨骼肌和心肌Z盘中的Ⅲ型中间纤丝内存

在，作为一种纤丝蛋白，能够维持细胞器和细胞

核之间的特定空间。波形蛋白和角蛋白常被应用

于间充质干细胞和上皮细胞的表达[23-24]。本实验通

过细胞免疫荧光法检测细胞中波形蛋白和角蛋白

的表达，结果显示，实验组大部分细胞出现绿色

荧光，即为角蛋白表达呈阳性，对照组只有胞核

为蓝色荧光。说明PMSCs不表达角蛋白，诱导后的

细胞角蛋白阳性，即呈现上皮细胞改变。实验组

细胞出现大量绿色荧光，对照组只有胞核为蓝色

荧光。说明PMSCs不表达波形蛋白，诱导后的细胞

波形蛋白阳性，即呈现上皮细胞改变。此结果说

明在诱导后PMSCs成功向子宫内膜上皮细胞分化。

有研究[25]提取 PMSCs并制备子宫内膜条件培养液，

诱导PMSCs向子宫内膜上皮细胞进行分化，使用免

疫荧光法对波形蛋白和角蛋白进行检测，结果显

示，诱导后波形蛋白和角蛋白均表达，说明其模

拟子宫微环境将PMSCs诱导至子宫内膜上皮细胞分

化成功，与本文研究结果一致。另外本文还对两

组CK-7、CK-18、CK-19、EMA mRNA相对表达量

进行检测，结果显示实验组 CK-7、CK-18、CK-

19、EMA mRNA的相对表达量均高于对照组，说明

实验组模拟子宫微环境诱导PMSCs向子宫内膜上皮

细胞分化成功。有研究[26-27]使用RT-PCR对模拟子

宫微环境诱导PMSCs向子宫内膜上皮细胞分化和单

纯 PMSCs 向子宫内膜上皮细胞分化的 CK-7、CK-

18、CK-19、EMA表达情况进行检测，结果显示，

模拟微环境下的PMSCs向子宫内膜上皮细胞分化成

功，与本文研究结果一致。

综上所述，PMSCs在一定的诱导条件下能够向

子宫内膜上皮细胞方向分化，且在内源性间充质

干细胞和外源性因素的作用下，诱导PMSCs向子宫

内膜上皮细胞方向分化作用更显著，为临床不孕

患者使用PMSCs治疗提供依据。
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