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摘 要 雄性生殖干细胞（5;(/ B/75 ?:/5 0/((?，5WZD?）来源于原始生殖细胞（9715’731;( B/75 0/((?，EWD?），且终生存在于性分化
后的睾丸中。从 !$周胎牛分离睾丸细胞，!步连续贴壁速率差法能有效纯化胎牛 5WZD?，经流式细胞仪检测，D4K阳性细胞的
比例达到 KI\G]。原代与支持细胞共培养，出现隆突状和鸟巢状两种细胞集落。获得 J株传至 #代仍呈现集落生长的细胞
株，且集落 8^E染色阳性。对第 "代鸟巢状细胞集落免疫组化和诱导分化分析，结果显示：ZZP8J和 V0:S#免疫组化染色阳性；
短期内可自发形成 0SA1:染色阳性的分化态精原细胞；定向诱导分化形成了表达神经丝蛋白（*/,7’ C1(;5/<:，*M）的神经样细胞
和表达!S;0:1<的心肌样细胞团。试验结果表明：!$ 周胎牛雄性生殖干细胞在体外可形成具有多分化潜能性的类胚胎干
（/567-’<10 ?:/5，PZ）细胞。
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雄性生殖干细胞（5;(/ B/75 ?:/5 0/((?，5WZD?）
是哺乳动物性分化后存在于睾丸中，并能将遗传物

质传递给后代，5WZD?在特定细胞微环境中具有保

持数量的稳定性和定向分化能力的干细胞。5WZD?
的研究主要包括分离纯化［J，!，"］与鉴定［#］，保证

5WZD?稳定增殖的体外培养体系构建［I，H］；另外，



!"#$%同体或异体移植［&，’，(］和体外定向分化形成单
倍体精子［)*，))］的研究也报道较多。近年来研究显

示，!"#$%能形成类 +#细胞，具有与源于内细胞团
（,$-）的 +#细胞相同的特性，如形成典型的鸟巢状
细胞集落、表达 +#细胞的标志、体外形成的内胚体
可进一步诱导分化形成三个胚层的细胞、在裸鼠皮

下形成具有三个胚层的畸胎瘤等等。有关这方面的

报道仅见 -./0 1232/%45#6.306272等（8**9）［)8］对新生
小鼠和 120!:. "423 等（8**; 年）［)<］对成年小鼠的
!"#$%的研究，并分别将类 +# 细胞成功传代并建
系。本研究探讨了胎牛 !"#$%分离纯化效果，并对
胎牛 !"#$%源类 +# 细胞形成的影响因素、基本特
征和体外分化特性进行了研究，为进一步建立胎牛

!"#$%源类 +#细胞系提供基础资料。

! 材料与方法

!"! 材料
牛胎儿从西安屠宰场收集，8*周左右胎牛睾丸

从西安某屠宰场收集，在 9=下运回实验室。
!"# 方法
!"#"! 培养液与诱导程序：
（)）基础培养液：>-+-（高糖）? )*@ AB#（自
制）? 8!!0CDE 谷氨酰胺 ? *F*)!!0CDE 非必需氨基
酸 ? )*!GD!E ,3%4C.3 ? )**,HD!E青霉素 ? )**,HD!E
链霉素（现配现用）。

（8）传代细胞培养液：基础培养液 ? )*3GD!E
E,I ? 8*3GD!E #$I。
（<）诱导程序"：添加含有 )!!0CDE 85-:的基
础培养液预诱导 896，JB#洗 8 K <次，换为 L!!0CDE

#5巯基乙醇浓度的 >-+-液诱导诱导 *FL6后，用基
础培养液与神经细胞条件培养液（) M )）培养 896，神
经细胞条件培养液参考李勇等［)9］的方法；倒置显微

镜下，观察细胞形态变化。

（9）诱导程序$：用 <*@基础培养液 ? &*@心
肌细胞条件培养液 ? )*N & !0CDE OP ? *F&L@ >-#Q
配置成培养液，细胞培养一段时间后，更换为 <*@
基础培养液 ? &*@心肌细胞条件培养液，心肌细胞
条件培养液参考华进联等［)L］的方法，每 8 K < R换液
一次，间隔 89 6观察记录。
!"#"# 胎牛支持细胞（%/:70C. S:CC%，#$%）和 !"#$%的
分离和传代培养：

（)）睾丸细胞的获取 ：胎牛睾丸细胞的分离方
法参考 ,T2RU27等［8］（8**8）的方法。基本过程如下：
将从屠宰场取回来的胎牛睾丸，浸泡在 &L@的酒精

8!.3，用含青链霉素的生理盐水冲洗 9 K ; 次，无钙
镁 JB# 清洗 8 K < 次，去除附睾、白膜，分离曲细精
管，用眼科镊子拨洗，尽量去除曲细精管外壁的间质

细胞，剪碎，静置 )*!.3，去除上清液，加入 )* 倍
（! M !）的 *F)@的%型胶原酶，置于 <&=、L@的培
养箱中孵育 8*!.3，)*@血清 >-+-中和，低速离心
（L**7D!.3）8!.3，除去上清，加入细胞消化液（*F8L@
胰蛋白酶 ? *F*9@ +>VP）9!E，室温处理 L!.3。)8
号注射针头轻轻吹打数次，用等量含 )*@ AB# 的
>-+-细胞培养液中和。用孔径为 )**!!的滤纱
过滤后，将细胞悬液移入 )*!E离心管中，)***7D!.3
离心 L!.3（)*!E离心管），弃去上清液，用细胞培养
液把细胞沉淀制成悬液。细胞记数，调整细胞浓度

为 ) W )*; K 8 W )*; 个D!E，接种在 ;*!!平皿上。
（8）贴壁速率差分离纯化 !"#$%和 #$%：原代共
培养 ; 6后，换液并分离贴壁细胞和未贴壁细胞，将
未贴壁细胞悬液 L**7D!.3离心 8!.3，用新鲜培养液
重悬，再移入新的培养皿中培养 )6，再分离出未贴
壁的细胞和贴壁细胞。未贴壁细胞即为较纯的

!"#$%，收集各阶段的细胞，以流式细胞仪检测细胞
J+5$>( 抗体（ #.G!2）的阳性比例，其方法参考
1232/%45#6.306272等［9］（8**9）的方法。
将贴壁细胞用 *F8L@胰酶消化，在 )***7D!.3下

离心 L!.3（)*!E离心管），用细胞培养液把所得细胞
沉淀制成悬液，并调整细胞浓度为 ) W )*; K 8 W )*;

个D!E。最后，在含有 L!E细胞培养液的培养皿（直
径为 ;*!!）中，用加样器移入细胞悬液 )!E，震荡混
匀后培养。采取这样的方式传 8代，可获得较纯的
#$%。选用第 <代的 #$%作饲养层细胞（丝裂霉素 $
处理 86）。
在 <’=、L@ $Q8、饱和湿度的条件下培养，以后

每 9’6换液 )次，每 < K 9R常规传代 )次。
（<）!"#$%培养：将 !"#$%接种在 -+I饲养层
上，在基础培养液 ? )*3GD!E E,I ? 8*3GD!E #$I中，
在 <’=、L@ $Q8、饱和湿度的条件下培养，以后每

9’ 6半量换液 )次。当培养至 ’ K )*R，培养皿中形
成典型细胞集落时，显微针剥离并将大集落分散成

小细胞团，传代培养于同样的培养系统中，培养 L K
;R，一部分细胞进行免疫组化染色分析，一部分细胞
进行定向诱导分化培养。

（9）!"#$%诱导分化培养：选择第 8代的 !"#$%
细胞集落，挑出细胞集落，用 *F)8L@胰酶消化 < K
L!.3，成单细胞和小细胞团，离心重悬，接种在 #$%
饲养层上，在 <’=、L@ $Q8、饱和湿度的条件下基础
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培养液中培养。

选择第 !代的 "#$%&细胞集落，显微针剥离并
将大集落分散成小细胞团，接种在 ’()饲养层上。
培养 !*，待大多数 "#$%&贴于饲养层上时，分别采
用诱导方法 +和 !进行定向诱导分化。
!"#"$ 细胞的鉴定：
（+）形态学鉴定：倒置相差显微镜下观察集落
生长行为和形态特征。

（!）,-.染色：吸出培养液，无钙镁 ./$清洗 0
次，12戊二醛室温固定 +3"45，无钙镁 ./$ 清洗 0
次，加入 ,-. 染色液（67!"89":!;奈酚磷酸盐，
+"89":坚固蓝，67+"<=9: >?4&盐，调至 .@值为 A71），
作用 +3 B 06"45。再用无钙镁 ./$冲洗 0次，倒置显
微镜下观察，照相。

（0）细胞表面标志抗原免疫组化分析：对第 !代
培养于 ’()饲养层上的细胞或集落进行鉴定，以不
同细胞表面标志抗原 $$(,;+和 CDE;1检测细胞；对
第 0代定向诱导细胞分别以 F)单克隆抗体（&48"G）
和心肌!;GDE45单克隆抗体（&48"G）为一抗进行免疫
组化检测。按照免疫组化试剂盒说明的方法进行。

!"#"% 分子生物学检测：D;H4E 引物参考上游序列

3I;>%,,%#,%%>>%%%#,,##, %,%%,;0I，下游序列
3I;%>##>##>>%,#,#>>%%,>, #,%;0I，序列长度为
0A3JK（LMG*NG?等［!］，!66!）；分别收集隆突生长集落、
鸟巢状生长集落和纯化培养第 O 代的 $%&，提取总
PF,，采用 P>;.%P鉴定获得的细胞 D;H4E表达水平。
.%P 扩增的条件为：Q3R 3"45 预变性，Q3R 36&，
33R 36&，O!R +"45，03 个循环后，O!R延伸 +6"45。
反应结束后，取 3":反应液进行 +2琼脂糖凝胶电
泳。

# 结果

#"! &’()*纯度流式细胞仪检测
分别获取睾丸细胞、原代培养 ST未贴壁细胞及

其传代培养 +T后的未贴壁细胞，.(;%UQ抗体检测
细胞阳性率，每一阶段检测的样本为 3个，且分别来
自 3个胎儿的睾丸细胞。结果如图 +。
图 +显示，!6周牛胎儿睾丸中含有大约 +O712

的细胞表达 %UQ，经过原代培养 ST，未贴壁细胞含
有约 33702的 %UQ 阳性细胞，经 ! 次贴壁差培养
+T，获取的未贴壁细胞有 Q37A2的 %UQ 阳性细胞，
同型抗体对照资料未显示。

图 + 胎牛睾丸细胞贴壁速率差纯化过程中 %UQ阳性细胞流式细胞仪检测
)48V + (WG"45GE4<5 <X X=<Y DNE<"ZE?N <X XZEG= DG=[4Z& EZ&E4& DZ==& \&458 *\?458 *4XXZ?Z5E4G= K=GEZ&

]5&Z=ZDEZ*（=ZXE），ET?<\8T <5Z;&EZK G*TZ?458 K=GEZ& [Z=<D4EN *4XXZ?Z5E &Z=ZDEZ*（"4**=Z）G5* ET?<\8T EY<;&EZK& G*TZ?458 K=GEZ& [Z=<D4EN *4XXZ?Z5E &Z=ZDEZ*（?48TE）
%UQ K<&4E4[Z DZ==& ?GE4< V F<EZ ETZ KZ?DZ5EG8Z <X %UQ;K<&4E4[Z DZ==& JZX<?Z <? GXEZ? &Z=ZDE4<5V

#"# &’()*+()*原代共培养
实验共收集 !6周胎牛 Q例，将原代共培养系统

中的 "#$%&培养均表现相同的特点。培养 !*，大部
分 "#$%&贴壁 /%&上生长，培养至 3 B S*，"#$%&成
集落样生长，出现较多的隆突状和少量鸟巢状生长

的两种集落（图 0;G）。部分细胞不贴壁，去除不贴壁
细胞后，再培养 + B !*，细胞集落进一步增大，隆突
状集落细胞间隙明显，呈现桑椹状；鸟巢状集落细胞

间隙紧密，连续培养至 !6*左右，桑椹状集落脱离皿
底，呈悬浮状；鸟巢状集落中细胞变大，出现明显的

间隙，,-.染色显示集落中央细胞呈现弱阳性，周围
细胞呈现纤维状分化（图 0;J）。用显微玻璃针挑取
培养 S B A*的集落细胞，P>;.%P检测结果（图 !）显
示，隆突状生长集落细胞表达 D;H4E和鸟巢状生长的

集落细胞不表达 D;H4E。

图 ! D;H4E "PF, P>;.%P检测
)48V ! D;H4E "PF, <X *4XXZ?Z5E DZ==& ZWG"45Z* JN P>;.%PV

’："G?HZ?；+：DG?45G;ENKZ D=\&EZ?& DZ==& =G5Z；!：FZ&E;ENKZ D=\&EZ?& DZ==&
=G5ZV
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!"# 鸟巢状生长的集落细胞传代培养
挑取细胞集落，!"#$胰酶消化成小的细胞团后

接种到 %&’饲养层上传代培养，两类细胞均呈现平
铺或半平铺生长。在该培养体系中，其中一例细胞

传至第 (代仍呈现集落状生长，细胞集落 )*+细胞

化学染色显示阳性（图 ,-.），但传至第 /代时不呈现
集落状生长，传代培养持续存活时间达到 /01。选
择第 ,代培养 2 3 #!1的细胞集落进行间接免疫组
化染色显示 44&)#阳性（图 ,-1）和 5.6-(阳性（图 ,-
7）。

图 , 胎牛 894:;源类 &4 细胞的体外培养与分化
’<=> , !" #$%&’ .?@6?A7 BC1 1<DD7A7C6<B6<EC ED &4-@<F7 .7@@; 17A<G71 DAE8 D76B@ HEG<C7 894:;

)> IJE F<C1; .7@@; .@?;67A;：.BA<CB-6KL7 .7@@; .@EC7;（!）BC1 L@BC7-6KL7 .7@@; .@EC7;（"）M N!!；O> )*+ LE;<6<G7 .7@@; <C 8<11@7 ED .@EC7 B6 EA<=<CB@ LB;;B=7
N!1 M N!!；:> )*+ LE;<6<G7 .@EC7 B6 , LB;;B=7 M N!!；P> 5.6-( LE;<6<G7 @<F7-&4 .7@@; B6 , LB;;B=7 M N!!；&> 44&)# LE;<6<G7 @<F7-&4 .7@@; .@EC7 B6 , LB;;B=7
M (!!；’> .-F<6 LE;<6<G7 AE?C1 .7@@; M N!!；9> Q’ LE;<6<G7 @<F7-C7AG7 .7@@; M (!!；R>!-B.6<C LE;<6<G7 @<F7-.BA1<B@ .7@@; .@?;67A M (!! >

!"$ %&’()源类 *’细胞体外诱导分化及检测
对传至 ,代的细胞接种在 4:;饲养层上，以基

础培养液添加 #!C=S8T &9’，培养至第 / 1，部分贴于
4:;饲养层上的圆形细胞呈现 .-F<6阳性（图 ,-D）。
第 , 代的细胞在 %&’饲养层上培养 #1后，大

部分圆形细胞贴壁。在诱导程序"定向诱导培养
,1，成团细胞易脱壁，呈现多突或双突细胞贴壁牢
固，这类细胞 Q’呈现阳性（图 ,-=），表明这类细胞
表达神经细胞特异 Q’表面标记，未诱导处理组极
少细胞 Q’阳性，且纯化的支持细胞为阴性（资料未
显示）。

传代培养 N 3 ,1后的细胞以诱导程序#定向诱
导后，培养 21，部分集落呈现!-B.6<C阳性（图 ,-U），
对照组中细胞呈现!-B.6<C阴性（资料未显示）。

# 讨论
分离纯化哺乳动物睾丸精原干细胞，采用贴壁

速率差法的细胞用于体外培养，可获得较好活性细

胞；鉴定精原干细胞主要对其特异细胞表面标志进

行检测，一些研究显示，哺乳动物精原干细胞特异表

达$-整合素
［#0］和 :PV［(］等细胞表面标志。本试验采

用连续 N 步贴壁速率差获取的细胞流式细胞仪检
测，:PV阳性细胞比例达到 V/"2$，表明连续 N步贴
壁速率差获得细胞主要是 894:;。
在牛 894:; 体外培养的研究中，WXK1BAK 等［##］

（N!!,）体外培养 , 3 /月龄牛精原干细胞发现，培养

至第 ,周和第 (周，精原细胞显著增加，呈现克隆状
生长；在形态学上明显可区分出两种克隆状态：圆形

和放射性，进一步体外培养，圆形克隆内的细胞均为

.-F<6阴性，但是放射状克隆中的细胞呈现 .-F<6 阳
性。大量研究显示，表达 .-F<6的精原细胞是分化型
的细胞类型［#Y，#2］，这暗示圆形克隆内的细胞可能是

未分化的精原干细胞。本实验首次从 N! J胎牛睾
丸细胞原代培养 N!1，获得具有隆突生长和鸟巢状
生长集落的两种类型的集落，隆突状生长集落细胞

表达 .-F<6和鸟巢状生长的集落细胞不表达 .-F<6，这
与 WXB1KBA 等［##］（N!!,）对 , 3 /月龄牛的精原干细胞
研究报道的结果相近，尽管细胞生长的集落形态呈

现一定差异，可能与牛发育阶段有关。表明鸟巢状

生长的细胞集落呈现未分化状态。

以往研究结果认为 9PQ’、TW’、4:’等细胞因子
对 894:;的存活和增殖具有重要作用［#V，N!］，并且认
为 9PQ’是 894:;存活增殖的主要因素［N#］，精原干
细胞存活增殖并不依赖于 TW’；另外，4:’与 .-*<6的
相互作用调控细胞凋亡，体内 .-*<6受体表达下降伴
随生殖细胞凋亡增加［NN］；高剂量的 4:’ 有利于
894:;源的类 &4细胞集落形成和分裂活性；添加足
量的 4:’可以抑制或抵消分化型的 894:;表达的
.-F<6的作用，从而减少 894:;的凋亡。本试验尽管
未对 TW’是否为胎牛 894:;分裂活性所必需进行探
讨，但结果表明，在 %&’饲养层上，当有 TW’、4:’存
在时，胎牛 894:;分化减慢，同时有利于源类 &4细
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胞集落的形成。

哺乳动物 !"#$%源类 &# 细胞研究表明，由新
生小鼠［’(］和转基因 %)*+, - &"./ 的成年小鼠［’0］的
!"#$%能获得类 &#细胞集落，免疫组化表明，这类
细胞表达 &#细胞不仅表达!’1 +23"4152)67*52

［’4］，还

表达 ##&81’［(0］、9:)0;<［(<］和 =+2>7［(?］等 &#细胞标志
基因。本试验以 @&.做饲养层，在 AB.、#$.等细胞
因子存在的条件下，第 0代胎牛 !"#$%源细胞集落
呈鸟巢状生长，且显示 8C/染色、##&8’和 9:)1<免
疫组化染色为阳性，表明由胎牛 !"#$%可得到具有
类 &#细胞特性的细胞。
哺乳动物精原干细胞源类 &# 细胞具有与 &#

细胞相同的分化潜能，并体外分化分化成心肌、神

经、骨骼肌细胞和上皮细胞［’(，’0］；将类 &#细胞移植
到裸鼠体内，可形成畸胎瘤［’0］。本实验结果显示，

采用牛支持细胞作饲养层，短期内自发向生殖细胞

分化；并以 @&.做饲养层及在特定诱导剂定向培养
下，胎牛 !"#$%源类 &#细胞分别可形成表达 =.神
经样细胞和表达"1+:)52 心肌样细胞，表明胎牛
!"#$%源类 &#细胞具有多向分化的潜能，但向其他
类型细胞分化的可能性还有待进一步研究。
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