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!!&摘要'!目的!研究人羊膜上皮细胞!>./4=4/=-+5-?1H-5>13-43?133*#>&KG*"在人卵泡液的长时间刺激下能

否转分化为卵泡样结构(方法!在前期实验结果基础上#体外分离培养>&KG*#MZ人卵泡液为诱导条件#延长诱

导时间至$$,#倒置显微镜观察细胞形态学改变#化学发光免疫技术检测培养基上清液中雌激素!1*524,-+3#K:"水

平的变化#实时荧光定量D聚合酶链式反应!21435-/1DH+3Q/124*1?>4-=214?5-+=#FED(GF"检测雌性生殖细胞特异性

基因!0<L̂ +<"I#+%&$)"表达情况(结果!诱导组!添加有MZ卵泡液的培养基"在培养第"#天出现卵母细胞样

细胞!B'G*"#随着时间延长#B'G*体积增大#周围见透明带样环变#随后减小#部分消失*对照组无上述现象(诱

导组<"I#及0<L̂ 的/F%&表达水平较对照组升高!$$#L#M"#并且具有两个高峰*诱导组%&$)/F%&表达

水平与对照组之间的差异无统计学意义!$&#L#M"(诱导组有K: 生成#其水平随时间先下降后升高再下降*对照

组无K: 生成(结论!在体外#>&KG*具有向卵泡样结构转分化的潜能(

&关键词'!人羊膜上皮细胞!人卵泡液!转分化!雌性生殖细胞!卵泡样结构!雌激素
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/:7F-=+7>B"#G>1=;,.!"##$"#G>-=4*);$-8,9-0+E8+,7>*97:%D**:G7$=8F7:)-#d-04=W"#####G>-=4

# G+221*H+=,1=?14.5>+2#KD/4-3$V4V>1=;W"!$Q4>++L?+/L?=

&8FG=A'$='!IFJ,$=#*,!E+,1512/-=1S>15>12>&KG*?4=,-00121=5-451-=5+0+33-?31D3-<1*52.?5.21L+,=%>-G!

>&KG*S121-*+3451,02+/>./4=512/H34?1=544=,?.35.21,*1\.1=5-433Q-=/1,-./*.HH31/1=51,S-5>MZ>./4=

0+33-?.34203.-,LE>1/+2H>+3+;Q+05>1?133*S4*1O4/-=1,JQ-=P1251,/-?2+*?+H1LG>4=;1*+01*524,-+331P13*4=,

1OH21**-+=*+0;12/?133*H1?-0-?;1=1-=5>1?.35.21,/1,-./S121,151?51,JQ?>1/-3./-=1*?1=?1-//.=+4**4Q4=,

F1435-/1D(+3Q/124*1G>4-=F14?5-+=!FED(GF"#21*H1?5-P13QLK,G&B=G!B+?Q51D3-<1?133*!B'G*"S1210+.=,-=

5>+*1?.35.21,-=5>1/1,-./*.HH31/1=51,S-5>MZ >./4=0+33-?.34203.-,LE>1B'G*;24,.433Q4;;24=,-V1,#

*>2.=<4=,0-=433Q,-*4HH1421,+P125-/1L@+S1P12#5>-*H>1=+/1=+=S4*=+5+J*12P1,-=5>1?+=52+3;2+.HL

@-;>121OH21**-+=*+0<"I#4=,0<L̂ S1210+.=,-=5>10+33-?31;2+.H?+/H421,S-5>5>1?+=52+3S>-?>/1,-./

S-5>+.5MZ>./4=0+33-?.34203.-,!$$#L#M"#S-5>5S+H14<*L%+*-;=-0-?4=5,-00121=?1-=5>11OH21**-+=+0%&$)

S4*0+.=,J15S11=5>15S+;2+.H*!$&#L#M"LK*524,-+3S4*,151?51,-=5>1?.35.21/1,-./+05>10+33-?31;2+.H-=

4/+,1+0,1?214*-=;D2-*-=;D,1?214*-=;#J.5=+5-=5>1?+=52+3;2+.HLL>($B&G#>(!>&KG*>4P15>1H+51=5-435+

524=*D,-00121=5-451-=5+5>10+33-?31D3-<1*52.?5.21-=P-52+L

&M,EN>A-G'!!>&KG*!!@./4=0+33-?3103.-,!!E24=*D,-00121=5-45-+=!!71/431;12/?133!!7+33-?31D

3-<1*52.?5.21!!K*524,-+3

!!近年来#妇科恶性肿瘤在世界范围内的发病率

越来越高#且出现年轻化趋势." :/(妇科恶性肿瘤

常用的治疗仍以手术为主#再辅以放化疗#治疗后最

为突出的并发症为卵巢结构或功能受损所致的不孕

和低雌激素水平相关的围绝经期综合征(为解决这

些问题#亟需寻求一种与体内雌激素效价+代谢途径

等相一致的天然或近天然雌激素及一种新的生殖细

胞来源(

" 四川省科技厅科技支撑计划项目!%+L:#""6f#")W"资助

# 通信作者#KD/4-3$V4V>1=;W"!$Q4>++L?+/L?=

!!研究表明源于废弃人胎盘组织的人羊膜上皮细

胞!>./4=4/=-+5-?1H-5>13-43?133*#>&KG*"既具有

干细胞多向分化的2可塑性3#又弥补了干细胞取材

困难+资源缺乏+致瘤风险及伦理学限制等缺点(研

究证实>&KG*能表达%4=+;及B?5D$!多能干细胞

特异性转录因子"#在适宜条件下能分化为内+中+

外三胚层不同类型的细胞
.) $/(>&KG*在体外能

分化为内胚层源性的肝细胞样细胞
.M/
及胰腺8样

细胞
.!/#中胚层的心肌细胞.)/+脂肪细胞+软骨细

胞
.$/
及骨样细胞等

.W/
以及外胚层的神经元细

胞
.)#U/(目前尚无>&KG*分化为雌性生殖细胞的
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报道#故本课题旨在研究>&KG*在人卵泡液的刺激

下能否转分化为雌性生殖细胞或卵泡样结构(

本课题前期研究
.̂/
表明人卵泡液在体外可诱导

>&KG*失去上皮细胞特有的铺路石样外观#并融合

呈集落样生长*诱导组的生长分化因子 !̂YX7̂ "及

无精症缺失基因!X&f'"表达较对照组明显增高#

本实验在此基础上延长诱导时间#从形态学和基因

水平上观察>&KG*的变化#观察是否有雌性生殖细

胞生成及卵泡样结构产生#以及能否分泌雌性激素(

1!材料和方法

1L1!组织来源及主要试剂

1L1L1!组织来源!本实验中所用胎盘组织取自于

四川大学华西第二医院产科#行剖宫产术后健康孕

妇的胎盘组织#输血免疫检测均为阴性#排除经阴道

分娩+胎膜早破等有感染可能或合并其他任何妊娠

合并症者(人卵泡液取自四川大学华西第二医院辅

助生殖技术中心体外受精!7:F7>=80125-3-V45-+=#

C̀ 7"助孕的妇女#经阴道取卵过程中#抽取优势卵

泡卵泡液(选择对象均为因单纯输卵管病变引起不

孕#排除卵巢早衰等因素影响(本实验经患者知情

同意#并经华西医院医学伦理委员会批准(

1L1L/!主要试剂及仪器!X9K9 低糖培养基+胎

牛血清+人上皮生长因子!Y-J?+公司"#胰蛋白酶

!&/21*1+"#硫酸链霉素+青霉素#非必需氨基酸+#D

巯基乙醇+谷氨酰胺+肝素钠#(GF 引物+EFCV+3

F14;1=5!C=P-52+;1=公司"#F143D5-/1(GF试剂盒

!E+Q+J+"*超净工作台+GB: 细胞培养箱+超低温冰

箱#恒温水浴箱#倒置相差显微镜 !B3Q/H.*"#小型

台式离心机+低温高速离心机#实时荧光定量(GF

仪#紫外分光光度仪+电泳仪+凝胶成像分析系统+酶

标仪等(

1L1L6!主要试剂的配置

1L1L6L1!人卵泡液的制备!将获得的人卵泡液分

装入M#/'无菌离心管放入离心机中#以)###2)

/-=的转速在$[下离心)#/-=*在无菌操作台用

滴定管取出离心后的离心管上清液*#L::!/蓝色

滤器连续过滤两次除菌#分装#置于$[备用(

1L1L6L/!X9K9 基础培养基!低糖 X9K9 干

"袋#@K(K6:L$;#%4@GB::L$;#左旋谷氨酰胺

#N:̂ ;#丙酮酸钠"##/;#青霉素#L":;#链霉素

#N"$;(

1L1L6L6!实验组培养基!无菌条件下#在 )̂/'

的X9K9基础培养基中加入"#Z胎牛血清M/'+

MM!/#D巯基乙醇"U#!'+MZ人卵泡液M/'+肝素

钠U##e和"Z非必需氨基酸"/'(

1L1L6L3!对照组培养基!无菌条件下#在UU/'

的X9K9基础培养基中加入"#Z胎牛血清M/'+

MM!/#D巯基乙醇"U#!'+肝素钠U##e和"Z非

必需氨基酸"/'(

1L/!实验方法

1L/L1!引物设计!引物由C=P-52+;1=公司合成(

0<L̂ 上 游 引 物$M]DEEGE&EGEYEEYYYGY

&YYED)]#下游引物$M]D&YGGY&&G&YEYEEYE

&Y&YYD)]#"$MJH*<"I#上游引物$M]DYY&GG

Y&&YG&E&G&&&GYD)]#下游引物$M]D&EEE&

&YG&EEYGGGY&GED)]#")WJH*联会复合体蛋

白)!*Q=4H5+=1/43?+/H31OH2+51-=)#%&$)"上游

引物$M]D&&&EGEYYY&&YGGYEGEYED)]#下游

引物$M]DGGGEEG&&E&&G&EGEEGGEGEYD)]#

"#MJH*内参#D4?5-=上游引物$M]D&GE&EGYY

G&&EY&YGYYEEGD)]#下游引物$M]D&EYGG&G

&YY&EEGG&E&GGGD)]#WWJH(

1L/L/!>&KG*原代培养!健康产妇离体胎盘"

个#平置于无菌操作盘中#剪去脐带#以脐带为中心

作2十3字切口*从2十3字切缘分离羊膜和绒毛膜#钝

性分离羊膜与绒毛膜#XD>4=<0*液反复冲洗#剪成

小块#放入离心管!4"中#加入#L#MZ胰蛋白酶

)W[震荡消化"#/-=#弃去上清液*向离心管!4"

中加入#N#MZ胰蛋白酶)W[震荡消化)#/-=#随

后用含"#Z血清的X9K9 低糖培养基终止消化#

将上清液移入另一离心管!J"*再向离心管!4"加入

#L#MZ胰蛋白酶)W[震荡消化)#/-=#随后用含

"#Z血清的X9K9 低糖培养基终止消化#将上清

液移入另一离心管!?"*将离心管J+?中的消化液通

过:##目筛网过滤#收集细胞悬液#:##kJ$[低

温离心机离心"#/-=#去除上清液#向细胞沉淀中

加入培养基#混匀#接种于培养瓶中#)W[+体积分

数MZGB: 无菌细胞培养箱中培养#:%),后换液#

待细胞长至U#Z%̂ #Z融合后传代(

1L/L6!>&KG*诱导分化!取细胞融合达U#Z%

#̂Z的第"代>&KG*#分为对照组!G组"和诱导组

!7组"(诱导组中培养基加入MZ人卵泡液#对照

组中培养基不添加人卵泡液(每隔:%),换液一

次#换液时收集培养上清液用于雌激素!K:"含量检

测#每天于倒置相差显微镜下观察两组细胞形态变

化并通过图像处理软件测量结构大小#每隔)%W,

收集两组细胞总F%&和蛋白(

:)M
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1L/L3!F143D5-/1(GF检测基因表达!EFCV+3试

剂收集诱导组和对照组F%&#氯仿D异戊醇方法提

取总 F%&#以 B3-;+"U为非特异性引物#按照KP4

Y211=F143D5-/1(GF试剂盒!EBAB8B"说明书合

成?X%&(定量(GF仪!8CBDF&X"上完成(GF扩

增#扩增条件$X&f'基因 M̂[:/-=#̂M["#*#

M!["#*#W:["M*#共 )̂ 个循环*0<L̂ 基因+

%&$)基因和#D4?5-= M̂[:/-=#̂M["#*#MU[

"#*#W:["M*#共)̂ 个循环(琼脂糖凝胶电泳观

察扩增产物纯度及 <"I# 基因+0<L̂ 基因和

%&$)基因的表达情况(基因水平以:_&&G5
值表示(

1L/L5!培养基上清液中K: 测量!于_:#[冻存

对照组和实验组培养上清液#冰上解冻后#离心机顺

势震荡混匀#应用化学发光免疫技术检测上清液中

K: 含量(

1L6!统计学方法

所有实验均重复)次#结果以%Gb+表示(采用

B=1DS4Q&%B̀ &进行多组间比较#采用独立>检

验完成两组间比较#$$#L#M为差异有统计学意义(

/!结果

/Q1!%8.LG诱导培养过程中形态学改变

培养第W天时#诱导组部分细胞失去多角形态#

近似球形#融合呈集落样生长*对照组细胞形态无变

化#仍保持上皮细胞特有的形态特征(培养第"#天

时#诱导组培养瓶中出现卵母细胞样细胞!B'G*"#

体积比周围细胞大#呈卵圆形#周围可见一层透明带

样物质包绕*对照组培养瓶中没有此现象(随着培

养时间延长#诱导组透明带样环变得明显#B'G*体

积逐渐增大#呈圆形#最大可达$#!/*随后透明带

样物质逐渐变薄#崩解#B'G*体积变小+变形#部分

消失*对照组没有此现象!图""(培养过程中B'G*

直径的变化$培养第"#天到第:M天B'G*的直径

逐渐增大#培养第:M天到第))天逐渐减小#差异有

图1!%8.L"诱导培养过程中不同时间点细胞形态学改变

@#R1!+>AD%>B>R#$'B$%'(R,><%8.LG'<=,A#(-&$=#>(!/00"

&$G+=52+3;2+.H*8$7+33-?31;2+.H*4$W5>,4Q*J$"#5>,4Q*?$"W5>,4Q*,$"M5>,4Q*1$))2,,4Q*0$$$5>,4Q

))M
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统计学意义!$$#N#M"!图:"(

图/!诱导过程中I9LG的直径变化

@#R/!L%'(R,G#(=%,-#'?,=,A><I9LG-&A#(R=%,#(-&$=#>(

/Q/!K;T:LK检测生殖细胞特异性基因的表达

!!图)%图M显示#诱导组细胞<"I#及0<L̂

的/F%&表达水平较对照组升高#差异有统计学意

义!$$#L#M"*诱导组%&$)/F%&表达水平与对

照组之间的差异无统计学意义!$&#L#M"(从时间

上看#诱导组<"I# /F%&水平在第"#天达到高

峰#之后下降*又在第:"天时回升#最后再降低*第

:"天时水平低于第"#天#差异有统计学意义!$$

#N#M"*0<L̂ /F%&水平变化趋势与<"I#相似#

第:"天时高于第"#天#差异有统计学意义!$$

#N#M"*诱导组%&$)培养第:"天时表达量开始增

高#差异有统计学意义!$$#L#M"#之后%&$)表达

量无明显变化(对照组中%&$)/F%&水平变化

与诱导组相似#但<"I#和0<L̂ /F%&水平无

图6!K;T:LK检测生殖细胞特异基因0'12的表达变化

@#R6! ,̂=,$=#>(><R,A?$,BBGD,$#'BR,(,,CDA,GG#>(0'12FEK;T

:LK

" $$#L#M#P*L?+=52+3;2+.H*# $$#L#M#P*L"#,-=5>1

*4/1;2+.H

图3!K;T:LK检测生殖细胞特异基因/0,U的表达变化

@#R3! ,̂=,$=#>(><R,A?$,BBGD,$#'BR,(,,CDA,GG#>(/0,UFEK;T

:LK

" $$#N#M#P*L?+=52+3;2+.H*# $$#N#M#P*L"#,-=5>1

*4/1;2+.H

图5!K;T:LK检测生殖细胞特异基因%)36的表达变化

@#R5! ,̂=,$=#>(><R,A?$,BBGD,$#'BR,(,,CDA,GG#>(%)36FEK;T:LK

i$$#N#M#P*L#D"$,-=5>1*4/1;2+.H

明显变化(总体上看#0<L̂ 的平均表达量低于

<"I##%&$)的平均表达量低于<"I#和0<L̂ (

/Q6!培养上清液中./ 水平的变化

K: 水平的变化见图!#诱导过程中#对照组无

K: 生成*诱导组培养基!添加有人卵泡液"中K: 基

础水平约为!"LWMb#L#̂ "k"#$
H;)/'!图中以#,

标记"#至培养第M天时培养基中 K: 水平降至

!"N#)b#L#!"k"#$
H;)/'#然后转而增加#至第

"̂ 天达到最高峰!$L#)b#L#!"k"#$
H;)/'#之后

K: 水平逐渐下降(其中第 "̂ 天时培养上清液中

K: 水平与其他时间K: 水平相比差异均有统计学意

义!$$#N#M"(

$)M
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图P!培养上清液中./水平的变化

@#RP!./$>($,(=A'=#>(#(=%,GD,(=?,-#'-&A#(R-#<<,A,(==#?,

3 $$#N#M#P*L5>1+5>125-/1H+-=5*

6!讨论

本课题前期实验从基因蛋白水平和K: 生成方

面推测人卵泡可诱导>&KG*向雌性生殖细胞方向

转分化#但诱导过程中未发现有卵细胞样细胞或卵

泡样结构生成(故本实验进一步延长诱导时间#从

形态学和基因水平上观察>&KG*的变化#观察是否

有雌性生殖细胞生成及卵泡样结构产生#以期为卵

巢功能衰竭患者寻求雌性激素来源#为卵母细胞移

植及卵巢组织再生奠定基础(

>&KG*的可塑性介于胚胎干细胞及成体干细

胞之间(:##)年及:##!年#@e8%KF 和 XAGK

分别将鼠胚胎干细胞及胎猪皮肤干细胞分化为

B'G*
."# ""/(本实验诱导组中在培养第"#天时开

始出现B'G*#比周围细胞大#卵圆形或圆形#周围

可见一层薄的透明带样物质包绕#直径)#%$#!/#

较正常卵母细胞小 !正常卵母细胞直径 M#%

W#!/".":/#而对照组中未见到B'G*产生(随着诱

导时间延长#其直径逐渐增大#呈圆形#透明带样环

更加明显*随后#透明样物质变薄+解体#卵母样细胞

变小#变形#部分消失(由此可推测#>&KG*分化过

程中可能有卵泡样结构形成(

<"I#基因是减数分裂前生殖细胞的标志基

因
.")/(0<L̂ 是卵母细胞特异性标志物#为卵巢卵

泡发育过程中的必需因子
."$/(%&$)为组成减数分

裂过程中联会复合体的轴侧重要原件#染色质袢附

着在%&$)上#启动第一次减数分裂的发生#可见

%&$)可作为鉴定哺乳动物卵母细胞是否进入第一

次减数分裂过程的特异性标志物
."M/(本实验发现

诱导组生殖细胞特异性基因<"I#+0<L̂ /F%&

表达水平明显高于对照组#而在延长诱导时间过程

中诱导组%&$)/F%&表达水平与对照组仍然无

差异(从时间上看#诱导组<"I# /F%&水平先

升高后下降#随后再复升#最后再降低#第二高峰低

于第一高峰*0<L̂ /F%&水平变化趋势与<"I#

相似#第二高峰高于第一高峰(本实验中诱导组生

殖细胞特异性基因表达明显高于对照组#从基因转

录水平上推测>&KG*可能分化为卵母细胞*但是两

组间 %&$) 表达差异无统计学意义("̂!M 年#

KXI&FX6提出在卵细胞成熟的生理过程存在种

属差异#特别是最后的成熟阶段#因此#以其他哺乳

类为研究对象获得的结论可能与人类有区别
."!/(

在关于多能干细胞分化为卵母细胞的研究中#分化

所获得的雌性生殖细胞均未超过生殖细胞早期阶

段
.")/(也有研究报道人多能干细胞能产生单倍体

雌性细胞#但所产生的单倍体雌性细胞既不具备卵

母细胞的形态也不具有完成受精过程的能力#即具

有体外卵母细胞成熟障碍的问题
."W/(综上#本实验

获得的B'G*中的卵母细胞尚无进入第一次减数分

裂的能力#且没有观察到B'G*进一步分化成熟的

证据#推测本实验获得的B'G*处于原始生殖细胞

阶段或始基卵泡阶段(此外#获得的 B'G*存活时

间短#获得率极低且具有随机性(

两种促性腺激素D两种细胞模型是雌激素合成

的经典学说(胆固醇在卵泡膜细胞中合成雄激素#

继而再在颗粒细胞中经过芳香化转化酶的作用而形

成雌激素*前者需要黄体生成素参与#后者需要卵泡

刺激素参与(本实验结果表示诱导组培养基中可检

测到K:#最高可达$L#)k"#$
H;)/'*而对照组中

未检测到有K: 生成(由此推测$>&KG*在向B'G*

分化过程中#可能形成卵泡膜细胞及颗粒细胞而产

生雌激素#提供了生理性激素来源#使天然激素替代

治疗!@FE"成为可能(但本实验诱导组培养基中

所检测到的雌激素水平低#仅相当于青春期前或绝

经期女性的卵巢功能#故仍需进一步研究如何促进

体外B'G*及卵泡样结构成熟#以期获得正常的生

殖功能及内分泌功能(I&%Y等
.":/
将>&KG*通

过尾静脉注射到化疗致卵巢早衰的小鼠模型上#待

两月后#观察提示>&KG*能分化为颗粒细胞并促进

卵泡再生#今后有待应用于人体提高女性癌症术后

存活者生殖健康及生活质量(

本实验证明>&KG*具有向卵泡样结构转分化

的潜能#为卵巢功能衰竭或结构缺如患者行激素替

代治疗及辅助生殖技术治疗带来希望(但是#本实

M)M
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验所获得的雌激素量少并且尚未检测到B'G*进一

步分化成熟的证据#在后续实验中需进一步深入研

究+优化+完善及还原雌性生殖细胞生长发育的微环

境#应用干细胞标志物及流式细胞学等技术分选出

质量高的干细胞+优化>&KG*的分离方法+采用颗

粒细胞共培养+实时调整培养基中的激素比例等措

施#促进B'G*进入减数分裂过程#促进其进一步分

化成熟#促进卵泡发育和成熟#增加雌激素合成(
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