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牦牛子宫基质细胞与上皮细胞的标记物  
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摘  要：以妊娠前后的牦牛子宫为材料，应用免疫组织化学 SP法，研究波形蛋白(Vimentin)、泛角蛋白(CKs)和
角蛋白 7(CK7)能否成为牦牛子宫内基质细胞和上皮细胞的特异标记物。结果表明，Vimentin可作为妊娠前后牦牛
子宫基质细胞标记蛋白；CKs 可标记妊娠前后牦牛子宫腺上皮、腔上皮细胞和妊娠早期尿囊内层细胞；CKs 和
CK7均可标记妊娠早期牦牛尿囊外层细胞。 
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Specific mark of stroma cell and epithelial cell in yak uterus 
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Abstract: Through the immunohisto chemistry SP methods, it was studied that whether the expression of Vimentin, 
cytokeratins and cytokeratin-7 could be specific mark of yak stroma cell and epithelial cell before and after implantation. 
The results showed: Vimentin was a specific mark of yak stroma cell before and after implantation. The cavity epithelium, 
epithelium and allantoic inner layer cell were only marked by CKs. The allantoic outer layer cells were comarked by CKs 
and CK7. 
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牦牛是一种典型的季节性发情动物，其品种原

始，繁殖能力和生产能力很低。用体外培养技术进

行牦牛生殖的相关研究，可促进牦牛品种的改良和

繁殖工作。哺乳动物子宫和胎盘结构十分复杂，要

对其中的各种细胞进行体外培养和相关试验，必须

找到特异的细胞标记。CK家族成员被认为是不同上
皮细胞所特有的表达物[1]，波形蛋白 Vimentin 被认
为是间充质细胞的特有标记物[2]。CKs/Vimentin一直
被作为区分人子宫内膜上皮细胞和基质细胞的特异

性免疫标记[3−5]，CK7/Vimentin被认为是人滋养层细
胞的特异性标志物[6]。据报道[7−8]，体外研究时来源

于不同动物子宫的细胞与来源于人的细胞存在差

异。关于牛子宫内基质细胞和上皮细胞的研究[9]已有

报道，但关于牦牛这一原始物种的研究尚属空白。

笔者以妊娠前后牦牛子宫为研究对象，采用免疫组

织化学方法，对与附植过程密切相关的腔上皮、腺

上皮和基质细胞等细胞的特异性标记物进行研究。 

1  材料与方法 

经颈动脉放血后 30 min内，取牦牛子宫，根据
其卵巢判断子宫所处周期。试验所用未妊娠牦牛子

宫的单侧或双侧卵巢上均有 0.5 cm以上的卵泡，无
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黄体和血体。妊娠牦牛子宫根据胎儿大小判断为妊

娠 25 d左右。取双侧子宫角的 1/2处的子宫组织，
迅速用 pH7.4的 4%多聚甲醛固定。 
所用抗体包括鼠抗人细胞角蛋白广谱单克隆抗

体(mouse anti-cytokeratin，CKs)克隆系AE1/AE3、鼠
抗人细胞角蛋白 7 单克隆抗体 (mouse anti- 
cytokeratin，CK7)克隆系OV-TL12/30、鼠抗人平滑肌
肌动蛋白单克隆抗体 (mouse anti-actin smooth 
muscle，actin)克隆系 1A4、鼠抗人波形蛋白单克隆抗
体(mouse anti-vimentin，Vimentin )克隆系V9。  
切片制备和染色方法：样品采用石蜡包埋，4 µm

连续切片，贴片于多聚赖氨酸包被的载玻片上，45 ℃
烤片过夜；按免疫组织化学 SP 法，用石蜡切片，脱
蜡至水；用 0.01 mol/L pH6.0枸橼酸盐缓冲液抗原修
复 15 min；用蒸馏水冲洗，PBS浸泡 5 min；用 3%H2O2

室温孵育 10 min；用山羊血清封闭 15 min；滴加一抗，
于 37 ℃孵育 2 h或 4℃孵育 10 h，阴性对照组以 PBS
代替一抗；用 PBS 冲洗；生物素化二抗室温作用 15 
min；用 PBS冲洗；用辣根酶标记链霉卵白素工作液，
于室温作用 15 min；用 PBS冲洗；DAB显色，用苏
木精复染；封片观察。  

2  结果与分析 

未妊娠的牦牛子宫内，CKs在腺上皮(GE)和腔
上皮(LE)细胞发生特异性表达(图 1−G、K)；Vimentin
只在基质细胞(SC)发生特异性表达 (图 1−H、L)。
妊娠的牦牛子宫内，CK7在尿囊内层细胞(EE)和部
分腔上皮细胞(LE)为阳性(图 1−E、I)，在腺上皮
(GE)、基质细胞(SC)、滋养层(TR)和尿囊外层(EM)
呈阴性(图 1−A、E、I)；CKs 在腺上皮(GE)、腔上
皮(LE)、尿囊内层(EE)和尿囊外层(EM)为阳性(图
1−B、F、J)，在基质细胞(SC)为阴性(图 1−B、J)；
Vimentin在基质细胞(SC)和尿囊外层(EM)为阳性，
在滋养层(TR)、腔上皮(LE)和腺上皮(GE)为阴性。 
连续切片显示，处于妊娠早期的牦牛子宫尿囊

外层(EM)细胞是一种Vimentin 和 CKs双阳性的细
胞(图 1−C、D)。与 CKs相比，CK7在尿囊内层(EE)
细胞呈较弱的阳性(图 1−E、F)。此时的滋养层(TR)
细胞并不表达CK7(图 1−A、I)，而少数的腔上皮(LE) 
细胞胞浆内存在 CK7的弱阳性表达(图 1−I)。Actin
只标记子宫平滑肌和血管平滑肌。试验中的所有阴

性对照组均无阳性反应。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    A、B、C、D、E、F、I、J为妊娠期；G、H、K、L未妊娠；A、E、I由 CK7标记；B、D、F、J、G、K由 CKs标记；C、H、J由 Vimentin ｡标记  

图 1  牦牛子宫组织免疫着色(×400) 

Fig.1  Immunocytochemical analysis of yak endometrial (×400) 
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3  结论与讨论 

鼠抗人波形蛋白单克隆抗体可以标记妊娠前、后

牦牛子宫基质细胞。鼠抗人细胞角蛋白广谱单克隆

抗体可标记妊娠前后牦牛子宫腺上皮、腔上皮细胞

和妊娠早期尿囊内层细胞。鼠抗人细胞角蛋白广谱

单克隆抗体和鼠抗人细胞角蛋白 7 单克隆抗体均可
标记妊娠早期牦牛尿囊外层细胞。 

CKs和Vimentin在各种类动物子宫内膜上皮细
胞和基质细胞的表达特点存在差异。本研究结果与

应用于人类的研究结果相同[3−5]，并未出现其他物

种存在的上皮细胞双阳性表达现象[7−8]，因此，可

采用 CKs/Vimentin 作为鉴别牦牛子宫内膜上皮细
胞和基质细胞的特异性标记物。本试验中 CK7在妊
娠前后牦牛子宫内膜腔上皮细胞内的表达差异可

能与子宫周期有关[9]。要对此进行证实，需要对 CK7
在整个牦牛子宫周期内的表达规律进行研究。 

CKs/Vimentin曾被用于鉴别人的滋养层细胞。
在人类的整个妊娠期，滋养层细胞只稳定表达

CK7[10−11]。CK7/Vimentin 被用于鉴别人滋养层细
胞[12]。本试验中 CK7 无法标记牦牛滋养层细胞。
由于尿囊外层细胞是 CKs/Vimentin双阳性细胞，而
且 CK7在尿囊内层呈弱阳性表达，因此，可以采取
CK7/CKs/Vimentin 联合的方式鉴别滋养层细胞和
尿囊内、外层的细胞。结合本试验结果，对比应用

于人、兔等物种的研究，发现妊娠期内 CK家族成
员在滋养层细胞内的表达存在一定规律，不同物种

间 CK家族成员的表达规律存在差异[6]。CK家族成
员表达规律的种间差异可能源自不同胎盘的结构

影响。对比 CK7 与 CKs 在滋养层细胞和尿囊内、
外层细胞内的表达差异，发现这 3种细胞可能表达
CK 家族内特定的蛋白，这为进一步进行特异标记
物筛选指明了方向。 
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