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人早期胚胎体外培养中自体子宫内膜细胞共培养
与序贯培养联合系统的建立

张宁媛,胡娅莉,孙海翔,王　玢,徐志鹏,陈　华
(南京大学医学院附属鼓楼医院生殖医学中心,江苏 南京 210008)

摘要：　目的：建立早期胚胎与自体子宫内膜细胞共培养与序贯培养联合系统的培养方法。　方法：黄体中期获
取子宫内膜,细胞培养后程序化冻存。取卵前解冻自体内膜细胞,受精后将双原核胚转移至已更换分裂期胚胎培
养液的自体子宫内膜细胞行共培养,取卵后 72ｈ更换囊胚培养液行共培养。　结果：人黄体中期子宫内膜有良好
的体外培养活力,程序化冷冻与快速复温后细胞存活高,自体胚胎共培养的应用比率为74.04%。种植前各时期早
期胚胎联合应用序贯培养液,在自体内膜细胞上生长良好。建立联合培养系统的临床妊娠率68.83%,种植率
44.23%。　结论：人早期胚胎与自体子宫内膜细胞共培养联合序贯培养系统的建立,为早期胚胎体外培养的模式
提供了一种新的思路,力求提高种植前胚胎的质量与发育潜能。
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　　1978年试管婴儿的出生为人类生殖自我调控
开创了新纪元。20多年来,随着促排药物的广泛使

用、体外培养系统的逐步改善和显微操作技术的革
新应用,辅助生殖技术取得了长足进步。但大多数
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生殖中心临床妊娠率的报道仍徘徊在 30% ～60%,
胚胎体外培养过程仍有许多不解之谜。如何改善胚
胎环境,提高胚胎质量与发育潜能,一直是研究的重
点。人早期胚胎的体外培养往往采用序贯培养或共
培养,本研究将两种培养方法联合应用,试图建立人
早期胚胎与自体子宫内膜细胞共培养与序贯培养联

合系统,以求改善胚胎种植能力。
1　材料与方法

1.1　材料　人子宫内膜与早期胚胎：取自自愿接受
自体子宫内膜细胞培养及体外受精-胚胎移植技术
的患者。
1.2　试剂　ＤＭＥＭ●Ｆ12(子宫内膜细胞培养液,
Ｇｉｂｃｏ)、Ｇ1.3(卵裂期胚胎培养液,Ｖｉｔｒｏｌｉｆｅ)、Ｇ2.3
(囊胚期胚胎培养液,Ｖｉｔｒｏｌｉｆｅ)、胶原酶ⅠＡ(Ｓｉｇｍａ)、
胰蛋白酶 (Ｓｉｇｍａ)、ＦＢＳ(小牛血清,Ｇｉｂｃｏ)、ＤＰＢＳ(无
钙、镁磷酸缓冲液,Ｉｒｖｉｎｅ)、ＤＭＳＯ(二甲亚砜,Ｓｉｇ-
ｍａ)。
1.3　方法
1.3.1　人子宫内膜细胞的原代培养、程序化冷冻与
快速复温方法 [1-3]　原代培养：取卵前周期的黄体中
期选择专用子宫内膜取样器,在常规消毒阴道、宫颈
管后,进宫腔抽吸少许内膜组织,置于 ＤＰＢＳ洗涤数
次,组织块移入培养皿,解剖镜下用钟表镊撕碎,修
剪成 1～2ｍｍ3,在 37℃、0.25ｇ●Ｌ胶原酶ⅠＡ中消
化 2ｈ。含有腺细胞和间质细胞的雾状上清移至 5
ｍｌ的无菌试管,100×ｇ离心 5ｍｉｎ,沉淀加培养液 4
ｍｌ,吹打 2ｍｉｎ,以 103●ｍｌ密度接种于 25ｃｍ2的培养
瓶中,ＤＭＥＭ ●Ｆ12(含 10%ＦＢＳ)37℃、5%ＣＯ2培
养。培养 3ｄ使细胞贴壁并形成细胞集落。培养液
每 2～3ｄ更换 1次。

程序化冷冻：取聚合 >95%且形态正常的内膜
细胞,0.25% (ｗ●ｖ)胰蛋白酶中消化制成细胞悬
液,转移至 5ｍｌ试管,200×ｇ离心 10ｍｉｎ,去上清洗
涤 2次。沉淀物用冷冻试剂 (70% ＤＭＥＭ ●Ｆ12 +
10%ＤＭＳＯ +20%ＦＢＳ)混悬。约106●ｍｌ放置于1.8
ｍｌ冷冻管。启动程序降温仪的冷冻程序,以 -1℃●
ｍｉｎ由室温降至 -30℃,再以 -50℃●ｍｉｎ降至
-150℃,直接投入液氮保存。
快速复温：液氮中取出冻存管,立即投入 37℃

水浴解冻至融化,细胞转移至 10ｍｌ无菌试管。缓
慢一滴一滴地加入 9ｍｌＤＭＥＭ ●Ｆ12(含 10%ＦＢＳ)
防止细胞渗透性损伤。200×ｇ离心 5ｍｉｎ。弃上
清,加入 1ｍｌ培养液,细胞混悬液以 105●ｍｌ密度接
种于 四 孔 培 养 板,ＤＭＥＭ ●Ｆ12(含 10% ＦＢＳ)、

37℃、5%ＣＯ2培养。
1.3.2　胚胎自体内膜细胞共培养联合序贯培养系
统的建立 [4]　黄体中期取子宫内膜细胞行原代培
养、冷冻 [5]。采卵前 1ｄ,解冻自体子宫内膜细胞并
培养。在观察原核日,预计约 50% ～100%细胞聚
合。培养液更换成0.5ｍｌＧ1.3,2ＰＮ胚胎每2～3个
1组置于单层细胞上。4孔培养皿培养于 6%ＣＯ2、
37℃的环境中,每日观察胚胎情况。取卵后第 3ｄ
培养液更换成0.5ｍｌＧ2.3,胚胎每2～3个1组置于
单层细胞上。取卵后第 5、6ｄ观察囊胚形成与孵出
情况。
1.4　统计学分析　采用 ＳＰＳＳ12.0统计分析软件行
χ2检验,Ｐ<0.05为差异有显著性。
2　结果

2.1　内膜细胞形态、生长特性与共培养联合序贯培
养系统的建立　原代培养的人子宫内膜细胞大部分

表现为梭形,另有一部分表现为多角形。接种前未
分离腺体细胞和基质细胞,故贴壁细胞应为两者的
混合。接种后 24ｈ即见到细胞贴壁,其后生长旺
盛,细胞聚合呈旋涡状排列。冷冻后解冻复苏的内
膜细胞接种后生长速度接近原代细胞,形态规则。
双原核胚置于自体子宫内膜单层细胞上,采用序贯
培养液,可见早期各阶段胚胎生长良好 (图 1)。

图 1　人各期种植前胚胎与自体子宫内膜细胞共培养图
Ａ：双原核与自体子宫内膜细胞 (×100)；Ｂ：4细胞与自体子宫内膜
细胞 (×100)；Ｃ：8细胞与自体子宫内膜细胞 (×200)；Ｄ：囊胚与自
体子宫内膜细胞 (×200)
Ｆｉｇｕｒｅ1.Ｈｕｍａｎｐｒｅｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎｅｍｂｒｙｏｓａｎｄｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌｃｅｌｌｓ
(ＥＭＣ)
Ａ：2ＰＮａｎｄＥＭＣ(×100)；Ｂ：4-ｃｅｌｌａｎｄＥＭＣ(×100)；Ｃ：8-ｃｅｌｌａｎｄ
ＥＭＣ(×200)；Ｄ：ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔａｎｄＥＭＣ(×200)

2.2　子宫内膜细胞培养结局　随机采集 104例子
宫内膜,其中 77例经培养、冻存及解冻后用于体外
受精-胚胎移植周期的自体胚胎共培养,成功应用的
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比率为74.04% (77●104)。另 27例放弃,其中因内
膜细胞培养失败放弃 19例,具体数据见表 1。

表 1　子宫内膜细胞培养结局 (ｎ=104)
Ｔａｂｌｅ1.Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ(ｎ=104)

Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｎｏ.ｃａｓｅｓ[ｎ(% )]
Ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｃｏｃｕｌｔｕｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ 77(74.04)
Ｆａｉｌｅｄｃｏｃｕｌｔｕｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ 27(25.96)
　Ｆａｉｌｅｄｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ 19(18.27)
　Ｈｙｐｏｃｅｌｌｓｏｒｈｙｐｅｒｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｃｒｙｏ-ｔｈａｗｉｎｇ 6(5.77)
　Ｆａｉｌｅｄｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ 2(1.92)

2.3　共培养建立对临床结局的影响　成功建立胚
胎共培养环境的 77例与共培养建立失败的 27例,
尤其是因内膜细胞培养失败放弃的 19例患者在年
龄、获卵数、受精与胚胎评分上无明显差异。取卵后
72ｈ胚胎移植的临床妊娠率与种植率的比较见表2。

表 2　自体内膜细胞共培养建立与否对临床妊娠率与种植率
的影响 (% )
Ｔａｂｌｅ2. Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆａｕｔｏｌｏｇｏｕｓｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ
ｃｏｃｕｌｔｕｒｅｏｎｔｈｅｒａｔｅｓｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｐｒｅｇｎａｎｃｙａｎｄｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

(% )
Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｐｒｅｇｎａｎｃｙｒａｔｅ　 Ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎｒａｔｅ　

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｃｏｃｕｌｔｕｒｅ 77 68.83(53●77) 44.23(69●156)
Ｆａｉｌｅｄｃｏｃｕｌｔｕｒｅ 27 51.85(14●27) 35.09(20●57)
Ａｂａｎｄｏｎｅｄｄｕｅｔｏｆａｉｌｅｄ 19 42.11(8●19)∗ 30.77(12●39)
ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ

与建立共培养组相比,∗：Ｐ<0.05
Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ,∗：Ｐ<0.05

3　讨论

共培养和序贯培养都是常用的人早期胚胎的体

外培养方法。在序贯培养液发明以前,一直沿用共
培养。但异体甚至异种辅助细胞共培养由于操作繁
琐,更重要是安全性的瓶颈,在序贯培养液出现以
后,应用很少。序贯培养注意到体外培养的胚胎在
不同发育时期代谢需求的不同,依次采用适合该时
期营养需要的培养液进行培养,但与生理环境仍有
差距。序贯培养中最关键的序贯培养液的配方都是
经研究证实在胚胎的不同发育阶段确实促进胚胎生

长的成分。而体内胚胎的生长发育环境中尚存在各
种分泌因子,这些成分的结构目前尚不清楚,对胚胎
的调控机制及各成分间协同作用也不明确。自体子
宫内膜共培养系统的建立解决了安全方便的辅助细

胞来源,将胚胎放置在有自体子宫内膜细胞的体外
环境中共同生长,利用内膜细胞的自分泌和旁分泌
功能,释放生长因子,可提供更接近的生理环境,促
进胚胎体外发育,减少了母胎相互间某些不利因素
的影响 [6,7]。本研究试图在胚胎序贯培养的同时,提
供胚胎与子宫内膜细胞共培养的自然环境,即建立
早期胚胎的自体内膜共培养与序贯培养联合系统,
力求提高胚胎的质量与发育潜能。

自体内膜共培养的方法在培养液、冷冻液的稳
定选择以及有序操作的基础上已成功确立 [8],人黄
体中期子宫内膜有良好的体外培养活力,程序化冷
冻与快速复温后细胞存活高,经体外原代培养、冷冻
及复苏后成功用于体外受精-胚胎移植周期的自体
胚胎共培养的比率已达74.04%。放弃共培养最主
要的因素是内膜原代生长失败 (18.27% ),这其中有
内膜细胞的形态异常,24ｈ贴壁少甚至不贴壁,延展
性差,出现空泡样变性等,考虑与患者自身内膜条件
相关。内膜取样过少导致细胞来源不足,也是放弃
共培养的原因。其他的原因有冷冻复苏后细胞贴壁
少,可能与冷冻复苏的操作对细胞的损伤有关。冷
冻复苏后生长过密往往是解冻时机和细胞培养密度

的调整不当造成。随着培养与冻融技术的逐步成
熟,加强对内膜细胞的生长速度和接种密度的调控,
与共培养时机同步,自体胚胎共培养的比率有望进
一步提高。

胚胎质量是影响体外受精-胚胎移植成功最重
要的因素之一,早期胚胎的自体内膜共培养与序贯
培养的联合培养系统涉及胚胎、辅助细胞层和培养
液 3方面。共培养系统中辅助细胞的存在模拟了人
体自然环境,补充了胚胎发育过程中所需各种因子,
提供了更接近生殖生理的生长环境 [9]。而序贯培养
液又注意到胚胎在不同发育时期代谢需求的不同,
依次选用适合的培养液培养。将自体子宫内膜细胞
共培养与序贯培养方法联合应用,为早期胚胎体外
培养的模式提供了一种新的思路。种植前各时期早
期胚胎联合应用序贯培养液,在自体单层内膜细胞
上生长良好。已有的初步临床结果显示,建立共培
养联合序贯培养系统组与放弃共培养而单用序贯培

养组比较,临床妊娠率与种植率均在数值上有升高
的趋势,显示人早期胚胎自体内膜细胞共培养与序
贯培养联合系统的建立,应有助于提高早期胚胎的
种植能力与发育潜能,是一种良好的早期胚胎体外
培养方式 [10]。与因原代培养失败放弃共培养组相
比,内膜培养成功的临床妊娠率有统计学上明显差
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基因型 (表 3),主要为 ＣＴＸ-Ｍ型,检出率为86.4%
(38●44)。2株基因不明菌 ＥＳＢＬｓ确认试验均阳性,
三维酶试验仅出现 ＥＳＢＬｓ酶活性,这说明携带了编
码 ＥＳＢＬｓ的基因,但本试验只设计了 ＴＥＭ型、ＳＨＶ
型、ＣＴＸ-Ｍ型和 ＯＸＡ型 4种主要 ＥＳＢＬｓ基因的检
测,所以未定型的 2株可能携带其他的少见型基因。

产 ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌一般只携带一种 ＥＳＢＬｓ,
近年来有文献报道同时携带两种或两种以上的

ＥＳＢＬｓ[10]。本实验中,46株细菌有 38株携带单个
ＥＳＢＬｓ(82.6% ),3株同时携带两种 ＥＳＢＬｓ(6.5% ),
1株携带了 3种 ＥＳＢＬｓ(2.2% ),多个 ＥＳＢＬｓ基因是
否位于同一质粒还需进一步研究。

本实验 3株产 ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌同时检测到质
粒型 ａｍｐＣ基因,1株为 ＤＨＡ型,2株为 ＣＩＴ型,说明
由质粒编码的 ＡｍｐＣ酶已在我院泌尿系统感染者的

大肠埃希菌中出现。这不仅给临床带来了比 ＥＳＢＬｓ
更为棘手的难题,而且对传统检测 ＥＳＢＬｓ的方法提
出了挑战。首先,这两者的结合,使细菌获得了更加
广泛的抗菌谱；另外美国临床实验室标准化协会

(ＣＬＳＩ●ＮＣＣＬＳ)对大肠埃希菌检测 ＥＳＢＬｓ的推荐标
准是建立在这种菌不产 ＡｍｐＣ酶的基础上,但当
ＡｍｐＣ酶和 ＥＳＢＬｓ同时产生的情况下,有可能降低
ＥＳＢＬｓ检测的阳性率。而对这些酶检测的失败往往
导致耐药性的传播以及治疗的失败,故如何有效预
防耐药性的产生及传播,并加强对上述耐药机制的
检测,将是迫切需要解决的问题。

参考文献

[1]　ＣａｎｔｏｎＲ,ＯｌｉｖｅｒＡ,ＣｏｑｕｅＴＭ,ｅｔａｌ.Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙｏｆｅｘｔｅｎｄ-
ｅｄ-ｓｐｅｃｔｒｕｍ β-ｌａｃｔａｍａｓｅ-ｐｒｏｄｕｃｉｎｇＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉｓｏｌａｔｅｓｉｎ ａ
Ｓｐａｎｉｓｈｈｏｓｐｉｔａｌｄｕｒｉｎｇａ12-ｙｅａｒｐｅｒｉｏｄ[Ｊ].ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ,
2002,40(4)：1237-1243.

[2]　邵海枫,赵晓智,王卫萍,等.肺炎克雷伯菌中质粒介导的
ＡｍｐＣ酶及相关表型研究 [Ｊ].中华检验医学杂志,2006,29
(2)：117-119.

[3]　 Ｐｅｒｅｚ-ＰéｒｅｚＦＪ,ＨａｎｓｏｎＮＤ.Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄ-ｍｅｄｉａｔｅｄ
ＡｍｐＣβ-ｌａｃｔａｍａｓｅｓｇｅｎｅｓｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓｂｙｕｓｉｎｇｍｕｌｔｉｐｌｅｘ
ＰＣＲ[Ｊ].ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ,2002,40(6)：2153-2162.

[4]　ＲａｓｈｅｅｄＪＫ,ＪａｙＣ,ＭｅｔｃｈｏｃｋＢ,ｅｔａｌ.Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｅｘｔｅｎｄｅｄ-
ｓｐｅｃｔｒｕｍβ-ｌａｃｔａｍｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ(ＳＨＶ-8)ｉｎａｓｔｒａｉｎｏｆＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉｄｕｒｉｎｇｍｕｌｔｉｐｌｅｅｐｉｓｏｄｅｓｏｆｂａｃｔｅｒｅｍｉａ[Ｊ].ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡ-
ｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ,1997,41(3)：647-653.

[5]　 Ｎｕｅｓｃｈ-ＩｎｄｅｒｂｉｎｅｎＭＴ,ＨａｃｈｌｅｒＨ,ＫａｙｓｅｒＦＨ.Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ
ｇｅｎｅｓｃｏｄｉｎｇｆｏｒｅｘｔｅｎｄｅｄ-ｓｐｅｃｔｒｕｍＳＨＶβ-ｌａｃｔａｍａｓｅｓｉｎｃｌｉｎｉｃａｌ
ｉｓｏｌａｔｅｓｂｙａｍｏｌｅｃｕｌａｒｇｅｎｅｔｉｃｍｅｔｈｏｄ,ａｎｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｔｈｅ
Ｅｔｅｓｔ[Ｊ].ＥｕｒＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌＩｎｆｅｃｔＤｉｓ,1996,15(5)：398-
402.

[6]　ＥｄｅｌｓｔｅｉｎＭ,ＰｉｍｋｉｎＭ,ＰａｌａｇｉｎＩ,ｅｔａｌ.Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅａｎｄｍｏｌｅｃ-
ｕｌａｒｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙｏｆＣＴＸ-Ｍ ｅｘｔｅｎｄｅｄ-ｓｐｅｃｔｒｕｍβ-ｌａｃｔａｍａｓｅ-ｐｒｏ-
ｄｕｃｉｎｇＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉａｎｄＫｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｉｎＲｕｓｓｉａｎｈｏｓ-
ｐｉｔａｌｓ[Ｊ].ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ,2003,47(12)：3724-
3732.

[7]　黄支密,陈　榆,毛培华,等.鲍曼不动杆菌耐药性及 β内酰
胺酶基因型研究 [Ｊ].中华检验医学杂志,2003,26(11)：683-
685.

[8]　熊自忠,朱德妹,张婴元,等.临床分离的肺炎克雷伯菌和大
肠埃希菌中超广谱 β-内酰胺酶的检测 [Ｊ].中华医学杂志,
2002,82(21)：1476-1479.

[9]　耿　燕,张王刚,王香玲,等.泌尿系感染产超广谱 β内酰胺
酶 (ＥＳＢＬｓ)大肠埃希菌的耐药表型和基因分型 [Ｊ].第四军
医大学学报,2005,26(7)：622-624.

[10]　ＢａｒａｎｉａｋＡ,ＦｉｅｔｔＪ,ＳｕｌｉｋｏｗｓｋａＡ,ｅｔａｌ.Ｃｏｕｎｔｒｙｗｉｄｅｓｐｒｅａｄｏｆ
ＣＴＸ-Ｍ-3ｅｘｔｅｎｄｅｄ-ｓｐｅｃｔｒｕｍ β-ｌａｃｔａｍａｓｅ-ｐｒｏｄｕｃｉｎｇｍｉｃｒｏｏｒｇａｎ-
ｉｓｍｓｏｆｔｈｅｆａｍｉｌｙＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅｉｎＰｏｌａｎｄ[Ｊ].Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ
ＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ,2002,46(1)：151-159.

(夏欣一　编发 )

(上接 999页 )
异,是否移植前一周期内膜培养情况,能部分反映移
植周期的内膜条件,有待更大样本临床结果考证。
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