
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2012, 34(6): 517–526 http://www.cjcb.org

生殖细胞形成的调控机制及体外培养体系的研究进展
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摘要      生殖细胞是多细胞生物体遗传物质传递的载体, 在发育生物学、临床医学及畜牧业生

产等领域中具有广阔的应用前景。原始生殖细胞作为胚胎体内最早出现的生殖细胞, 在发育过程

中受多种信号因子的诱导, 发生特化、迁移、分化及减数分裂, 最终形成单倍体的配子, 此过程在

遗传学和表观遗传学方面受到严格的调控。另外, 多能性干细胞向生殖细胞的分化以及生殖细胞

的体外培养方面在最近均取得了较大的进展。该文将主要围绕原始生殖细胞, 综述最近几年来关

于生殖细胞形成中的转录调控及体外培养体系的进展。
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特约综述

胚胎干细胞是从内细胞团分离建立的一类具有自我更新及多能性的细胞, 在体外可

以长期培养, 在适当条件下分化形成包括生殖细胞在内的三胚层组织。本实验室利

用胚胎干细胞体外培养体系结合小鼠模型, 研究胚胎干细胞向原始生殖细胞分化过

程中的转录调控网络及信号传导通路, 优化生殖细胞的形成效率, 探讨生殖系统疾病

的发病机制, 为干细胞在再生医学及畜牧业生产中的应用提供理论及实验依据。

http://www.biomed.ecnu.edu.cn/newsite/research.asp

生殖细胞是多细胞生物体内能繁殖后代的细

胞的总称, 包括原始生殖细胞(primordial germ cells, 
PGCs)、生殖母细胞(gonocytes)和最终形成的成熟

配子(精子和卵子)。哺乳动物生殖细胞在发育过程

中经减数分裂形成单倍体的精子和卵子, 交配后形

成的受精卵又恢复成为二倍体, 物种的遗传物质通

过这种方式向子代传递, 生物体从而得以繁衍不息。

1   PGCs的形成、迁移及分化
PGCs是最早出现的生殖细胞, 在细胞结构、遗

传学和表观遗传学方面与体细胞均有不同, 这些在

基因和细胞水平的变化, 是PGCs形成功能性配子及

产生下一代所必需的。总体来说, PGCs的发育过程

大致分为三个阶段: 在胚胎尿囊的早期形成及命运

决定过程; 在后肠和肠系膜的中期迁移; 在生殖嵴的

后期分化[1]。因此, PGCs一系列复杂发育的过程具

有时空的依赖性。

1.1  PGCs的形成与迁移

在哺乳动物中, PGCs的命运决定发生在受精卵

着床之后。以小鼠为例, PGCs的命运决定可分为两 
步[2]: 首先, 在胚胎发育第5~6天(days post coitum, dpc) 
左右, 一小群近顶胚层(proximal epiblast, 位于尿

囊基部)来源的细胞受胚外组织(如胚外外胚层, 
extraembryonic ectoderm, ExE; 及内脏内胚层, viseral 
endeoderm, VE)所分泌的骨形态发生蛋白(bone mor­
phogenetic proteins, BMPs)、Nodal、Fgf8等的诱导, 
开始表达fragilis, 继而形成表达fragilis/Blimp1的
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PGCs前体细胞; 之后, 其中的一部分细胞在胚胎发

育7.25 dpc, 体细胞的标志基因受到抑制, 形成表达

Blimp1、Prdm14、fragilis、Stella及碱性磷酸酶(alkaline 
phosphatase , AP)检测呈阳性的PGCs。之后, PGCs
逐渐向胚内迁移, 经尿囊基部的后背原条(posterior 
primitive mesoderm)到达后肠内胚层(hindgut endo­
derm), 随后在8.5 dpc通过后肠经背肠系膜(dorsal 
mesentery)从胚胎中线(midline)开始向胚胎两侧的

生殖嵴迁移。在12.5 dpc之前, 大多数PGCs已进入

生殖嵴, 而在生殖嵴之外的PGCs将会走向凋亡(图1)。
1.2  PGCs的分化、减数分裂与配子的形成

PGCs到达生殖嵴后, 失去迁移能力, 增殖停滞, 
不再具有多潜能性, 体外培养难以形成全能性胚胎

生殖细胞克隆, 这时的生殖细胞被称为生殖母细胞。

由于胚胎本身的性别不同, 受生殖嵴内微环境影响, 
生殖母细胞有两种不同的发育方式: 雄性生殖母细

胞停滞在细胞周期的G1/G0期, 在出生后的7~10天左

右恢复, 开始减数分裂, 经历精原细胞、初级精母细

胞、次级精母细胞和精子几个阶段; 雌性生殖母细

胞在迁移至生殖嵴后即从13.5 dpc进入第一次减数

分裂前期, 经细线期、偶线期和粗线期, 至出生后细

胞停滞在双线期, 排卵前才开始第二次减数分裂[3]。

目前对减数分裂的调控机制了解还较少, 比较

清楚的是视黄酸(retinoic acid, RA)及Stra8的作用。

Bowles等[4]利用RA启动子调控的报告基因实验研究

发现, RA与RA合成有关的酶如RALDH2均是由胚

胎10 dpc时期的中肾产生, 由于胚胎时期的中肾管

开放, 与生殖嵴直接相连, RA可能就是通过开放的

中肾管进入生殖嵴, 启动Stra8以及减数分裂标志基

因Scyp1、Dmc1等的表达, 诱导生殖母细胞开始减

数分裂。RA分解必需的酶CYP2B1在雄性生殖嵴中

高表达, 从而降解RA, 使RA量减少, 减数分裂在胚

胎期的雄性生殖母细胞得以抑制[5]。在CYP2B1缺
失的小鼠中, Stra8及Scyp1等在13.5 dpc的雄性生殖

嵴中高表达, 导致雄性生殖母细胞在13.5 dpc即提前

进入减数分裂, 在出生前发生凋亡, 造成雄性不育[6]。

同样, Stra8基因敲除的小鼠在胚胎期即发生雌性生

殖母细胞减数分裂受阻, 青春期雄性小鼠的精母细

胞亦停滞在减数分裂的前期[7]。

1.3  PGCs形成过程中涉及的重要基因

PGCs的形成包括了几方面的共同作用: 旁分泌信

号的诱导(BMPs、Nodal、Fgf8等); 体细胞命运的抑

制(Blimp1); 表观遗传标志的改变(Blimp1/Prdm14)及
多能性的维持(Oct4、Nanog、Sox2、Blimp1/Prdm14
等) 。由于生殖细胞发育的复杂性, 这其中包括自身

发育过程和微环境的支持, 至今对生殖发育机制的

研究还不完全清楚, 目前发现的多个在PGCs分化和

发育过程中起关键作用的基因大多为基因敲除实验

的结果。

1.3.1    BMPs为PGCs特化的关键诱导因子        如上

所述, 在胚胎的5 dpc, ExE(BMP4/8b)及VE(BMP2)就 
开始分泌BMPs。BMP信号通过与Alk2/3/6受体结合, 
导致Smad1/5/8的磷酸化,进一步与Smad4形成异二

聚体, 入核激活顶胚层中Blimp1和Prdm14表达, 对
PGCs特化起了至为关键的作用[8-10]。Ohinata等[10]和

Ying等[11-12]认为, ExE分泌的BMP4为PGCs特化的主要

诱导因子, 剂量至关重要, BMP2与BMP4结构上存

在相似性, 在小鼠5 dpc胚胎的VE细胞群中表达, 加

图1　PGCs的形成、迁移、增殖、凋亡与分化中的信号通路及转录调节

Fig.1　The signaling pathways and transcriptional regulation in fate specification, migration, proliferation, 
apoptosis and gamete formation in mice
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强BMP4剂量效应, 起辅助作用; 而BMP8b则调控VE
的发育, 拮抗内脏内胚层前端(anterior viseral endo­
derm, AVE)的抑制信号, 使只有受到最高量BMP诱
导的近顶胚层细胞可以最终成为PGCs。在BMP信
号通路上的任何组分的缺失均会导致小鼠PGCs的
形成障碍。例如, BMP4或BMP8纯合缺失的小鼠胚

胎内无PGCs的形成及Blimp1的表达[13-14]; PGCs的数

量在BMP2纯合缺失时明显减少[12]; Alk2、Smad1/4/5
的基因敲除均会导致PGCs形成缺陷, 小鼠不孕不 
育[15-20]。另外, Wnt、FGF、Activin/Nodal等信号亦参

与了PGCs的形成: Wnt3的缺失小鼠无表达Blimp1/
Prdm14的PGCs形成[10]; 而Smad2突变导致Nodal、
Fgf8表达失调, 多处顶胚层细胞形成PGCs[21]。

1.3.2    Blimp1和Prdm14对PGCs的形成起至关重要

的作用        Blimp1为转录抑制因子, 包含一个N末

端的PR/SET结构域, 5个C2H2组成的富含脯氨酸的

锌指结构和C末端的酸性区域。Blimp1最初作为

一个能特异诱导B细胞终末分化的基因被克隆[22]。

Ohinata等[23]通过基因敲除及谱系追踪实验的分析

发现, Blimp1在胚胎6.25 dpc的PGCs前体中即有特

异表达, 被敲除Blimp1的小鼠在PGCs形成的初期就

会受到阻滞。Prdm14和Blimp1同样包含一个PR结
构域, 并在部分Blimp1阳性的PGCs前体细胞中表达, 
但在Blimp1基因缺失的PGCs前体中, Prdm14的表达

正常, 表明Prdm14的表达至少在初期不受Blimp1的
调控, 是独立于Blimp1之外起作用的[24]。在Prdm14
缺失突变的小鼠中同样没有PGCs的形成, 从而证实

了Blimp1及Prdm14均对PGCs的特化起重要的作

用[24]。Blimp1及Prdm14的表达均受BMPs的直接调

控[24]。另外, West等[25]报道Blimp1是microRNA-Let7
的一个靶基因。Lin28编码一种microRNA结合蛋白, 
与Let7的前体相结合阻止其成熟microRNA的形成, 
因此, Lin28亦可通过间接正调控Blimp1的表达来影

响PGCs的发生。

如上所述, PGCs的形成意味着一小群近顶胚层

细胞的体细胞命运被抑制, 重获多能性, 并发生表

观遗传标志的改变。在Blimp1基因缺失的PGCs中, 
Hoxb1等体细胞标志基因的表达抑制丧失, Sox2表
达下降[23]。另外, Ancelin等[26]研究发现, 精氨酸甲

基转移酶Prmt5能和Blimp1相互作用形成复合体, 在
小鼠8.5 dpc胚胎的PGCs中诱导H2A/H4-R3的高度

甲基化。在胚胎11.5 dpc时, Blimp1-Prmt5蛋白复合

体从细胞核转移到细胞质, 导致H2A/H4-R3的去甲

基化, 因而Blimp1影响PGCs的组蛋白修饰, 其基因

缺失会导致PGCs表观遗传标志异常。与Blimp1不
同, 在Prdm14缺失的PGCs中, Sox2表达下降, 表观

遗传标志如组蛋白甲基化(H3K9me2、H3K27me3)
亦受到影响, 但Hoxb1等体细胞标志基因的表达正

常, 意味着Prdm14可以改变PGCs的表观遗传标志, 
启动多能性基因, 但不能抑制体细胞标志基因的表

达[24]。

1.3.3    Nanos家族成员在生殖细胞形成中的作用

Nanos家族共包含3个成员: Nanos1、Nanos2和Nanos3, 
编码包含锌指结构域的RNA结合蛋白。Nanos最早

在果蝇中被发现, 对PGCs体细胞命运的抑制, 多能

性的获得, 及PGCs的迁移均有作用。在哺乳动物中, 
Nanos1仅在睾丸组织高表达, 基因敲除后的小鼠并

没有出现生殖发育方面的缺陷, 这可能是由于家族

成员间的功能冗余造成的[27]。Nanos2在小鼠胚胎

13.5 dpc, 即PGCs迁移到生殖嵴后的雄性生殖母细

胞中开始表达, 在Nanos2突变型的小鼠中, 精子的

发育受到了阻滞, 因此, Nanos2促进精子的形成而

对PGCs的发育并无影响[28-30]。但Nanos3则不同, 在
小鼠胚胎7.5 dpc的PGCs中就开始表达, 一直延续到

PGCs的迁移阶段。Nanos3缺失的小鼠无论在雄性

还是雌性中都没有生殖细胞的形成, 与Prdm14的基

因敲除小鼠表型类似, 但Nanos3的缺失不会引起表

观遗传标志发生改变, 相反, 会导致PGCs的凋亡[30]。

另外, Julaton等[31]最近利用胚胎干细胞体外分化体

系, 报道Nanos家族在人类PGCs的形成中亦是必不

可少的, 表明了Nanos基因功能在哺乳动物中具有保

守性。

1.3.4    DAZ基因家族在生殖细胞形成中的作用        
DAZ家族成员是一类在生殖细胞中有特异性表达的

RNA结合蛋白, 均具有RNA结合区(RPM)及24个氨

基酸组成的Daz重复序列。DAZ家族有三个成员, 
按进化的先后为: 位于2号染色体上的BOULE基因, 
在各种两性动物的生殖细胞中都有表达; 位于3号
染色体上的Dazl基因仅在脊椎动物的生殖细胞中表

达; 进化中出现最晚的DAZ基因在很多人类精子缺

乏症的患者当中发现其缺失, 仅在部分灵长类动物

及人类的生殖细胞中表达, 并由于基因复制等机制

在Y染色体上具有多个拷贝, 与Dazl在蛋白序列上有

90%的同源性[32]。在小鼠中, Dazl最早在11.5 dpc胚
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胎的PGCs中可被检测到, 敲除后在14.5 dpc的生殖

腺中生殖母细胞明显减少, 到了胚胎15.5 dpc时存活

下来的生殖母细胞大部分呈现出凋亡的状态, 随着

时间推移凋亡细胞出现增多的趋势, 最终导致雄性

及雌性小鼠不孕不育[33];  BOULE在人和小鼠的睾丸

有特异性表达, 其缺失的精原细胞虽可发生减数分

裂, 但精子发育受阻, 因而造成雄性不育[34]。

1.3.5    其他在PGCs中特异性表达的基因        其他

在PGCs中特异性表达的基因包括Oct4、Nanog、
Sox2、Stella、Fragilis等 [35-36]。Oct4、Nanog及Sox2
均与PGCs多能性的维持有关, Oct4基因缺失会导

致PGCs的凋亡及形成减少[37]。Fragilis(又名Ifitm3)
是干扰素诱导表达的跨膜蛋白大家族的成员, 与其

他的Ifitm成员位于同一染色体上形成Ifitm cluster。
1999年, Yoshimizu等[38]用OG-2小鼠(Oct4启动子融

合EGFP的转基因小鼠)作为实验模型, 通过跟踪小

鼠生殖细胞的分化、迁移增殖和发育过程, 证明了

在小鼠胚胎发育的6.25 dpc, 顶胚层细胞在BMP4的
作用下即开始表达Fragilis, 但其功能目前尚有争议。

Tanaka等[39]曾提出了“homing and repulsion”的模型, 
认为在Ifitm3/Ifitm1介导PGCs与周围体细胞间的相

互作用, 使PGCs得以迁移到生殖嵴, 并与中胚层细

胞分离开来。但2008年, Lange等[40]把整个Ifitm家族

敲除或把Ifitm3单独敲除后均未发现PGCs的形成受

到任何影响, 突变型小鼠生殖细胞在成体中的发育

亦正常, Ifitm家族缺失小鼠能够正常繁衍后代。这

些结果的分歧是否与实验方法及使用小鼠的基因背

景有关尚需更多的实验证据。

Stella在胚胎干细胞、卵子、受精卵和PGCs中
都有较高的表达。早期的报道中一直认为Stella对
PGCs的特化有至关重要的作用, 但随着研究的深入, 
2003年Payer等[41]通过基因敲除小鼠实验发现, Stella
基因缺失的小鼠体内仍能正常产生PGCs, 在PGCs
发生的时间、生成的数量和迁移的方式和路线方面

均未发现异常, 但Stella缺陷型的雌性小鼠繁殖能力

受到了严重影响, 说明Stella在PGCs中虽有特异性的

表达, 但对其特化和发育没有影响, 而是一个母性效

应(maternal effect)基因。

1.4  在PGCs增殖、凋亡和迁移中发挥作用的信号

通路和重要的细胞因子

最早形成的PGCs数量极少, 从7.5 dpc的40个, 
增加到13.5 dpc的25 000个, 所以在进入生殖嵴之

前, 伴随PGCs的迁移肯定有一个增殖的过程。之后

PGCs进一步受生殖嵴微环境的影响成为生殖母细

胞。在整个过程中, 生殖细胞亦经历了多次凋亡。

首先, 那些未在特定时间内进入生殖嵴的细胞发生

凋亡, 以避免生殖嵴外的PGCs形成肿瘤的可能性; 
另外, 进入生殖嵴的PGCs在出生前亦有两次凋亡发

生, 以排除那些有缺陷的生殖细胞, 保证后代遗传物

质的稳定性及质量。例如, 线粒体DNA的缺陷可诱

导生殖细胞的凋亡[42]。PGCs及生殖母细胞的凋亡

主要由Bcl-x及Bax的平衡来调控。Bcl-x基因敲除的

小鼠体内无精子产生, 雌鼠的卵细胞数量亦明显减

少, 而这一生殖细胞缺陷的表型可被Bax基因缺失所

纠正[43]。此外, Nanos3亦对生殖细胞的凋亡有调节

作用: 即使在Bax基因缺失的小鼠体内, Nanos3基因

的敲除仍会导致PGCs的凋亡, 说明Nanos3的作用独

立于Bax之外[44]。

在PGC增殖和迁移过程中同样有许多信号通

路和重要基因参与其中, 已知的较为重要的如SCF/ 
c-kit、LIF(leukemia inhibitory factor)、FGFs以及细胞 
趋化因子CXCR4、CXCL12等。其中, c-kit是一种

酪氨酸激酶受体, 与其配体SCF结合后激活下游一

系列STAT介导的信号通路, 在PGCs增殖和迁移中

起着重要的作用。在胚胎发育时期, 打断该通路中

的任何一个环节都会导致PGCs的迁移发生错误。

例如, c-kit编码区域缺失(dominant white spotting 
locus, W)的小鼠体毛为白色, 同时伴有不育[45]。多

个体内体外实验均证实SCF与LIF、FGF可共同作用

促进PGCs的增殖[3]。

2   多能干细胞(pluripotent stem cells)向生

殖细胞分化的体系
干细胞是一类具有自我更新能力和分化潜能

的细胞群体, 按照其来源及分化能力可分为胚胎干

细胞(embryonic stem cells, ESCs)、诱导性多能干细

胞(induced pluripotent stem cells, iPS)和成体干细胞

(adult stem cells, ASCs)。干细胞可以分化成为不同

类型的细胞, 进一步形成更为高级复杂的组织和器

官, 所以在再生医学上具有重要的临床应用价值。

ESCs及iPS具有最高的自我更新能力及分化潜能, 在
合适的条件下, 在体内外均可以被诱导形成各种类

型的成体细胞, 例如, 心肌细胞、神经细胞、血细胞

等, 其中也包括生殖细胞。
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2.1  小鼠多能干细胞向生殖细胞分化的体系(图2)
最早的多能干细胞形成生殖细胞的报道出现

于2003年。Toyooka等[46]将报告基因绿色荧光蛋白

(GFP)插入到VASA启动子, 而VASA是一种ATP依赖

的RNA解旋酶, 在迁移后期到减数分裂后的生殖细

胞中均有表达, 其缺失导致雄性生殖细胞增殖和分

化的缺陷。Toyooka等便利用这一VASA报告基因

ES细胞株, 将其分化形成拟胚体(embryoid bodies, 
EBs), 与分泌BMP4的饲养层细胞共培养, 观察到有

GFP+的生殖细胞的产生, 将这群细胞分选后移植入

不育小鼠睾丸曲细精管, 产生了高度分化的精子, 但
该实验尚缺乏精子的生物学功能检测。在2004年, 
Geijsen等[47]发现在小鼠ESCs自然分化时存在一小

群SSEA1阳性、持续表达Oct4的细胞, 这群细胞高

度表达生殖细胞特异性基因, 并发生基因印记(im­
printing)消除, 分选后在体外经RA及LIF共培养后形

成了胚胎生殖细胞样(embryonic germ cells, EGCs)
克隆, 从而表明这些SSEA1+的细胞为PGCs; 研究进

一步发现, ESCs在分化中出现了极少量(0.01%)表达

精子顶体蛋白(FE-J1)的单倍体类精母细胞, 这些类

精母细胞进行卵细胞浆内显微注射后, 大约50%的

受精卵可发生卵裂并发育到二细胞期胚胎, 其中约

有20%的受精卵发育到囊胚期, 但最终并没有得到

新生的小鼠。之后, Nayernia等[48]利用含Stra8-GFP
及Prm1-dsRed报告基因的ESCs, 最终在2006年成功

地分离单倍体细胞, 显微注射后得到了小鼠, 从而证

明ESCs来源的生殖细胞是有功能的。

多能干细胞来源的卵母细胞的最早报道来自

Hübner等[49], 他们将含Oct4-GFP报告基因的ESCs, 
在无饲养细胞和生长因子的条件下进行分化, 观察

到有滤泡样结构的类似卵母细胞的生成, 并检测到

了卵细胞透明带蛋白ZP2、ZP3等标记的表达, 继续

培养产生了类似囊胚的结构, 暗示其具有自发的孤

雌生殖活性。之后, Kerkis等[50]报道用RA诱导小鼠

ESCs分化为精子和卵子, 这些精卵共培养后能形成

受精卵并最终发育为桑葚胚样结构。Qing等[51]将

小鼠ESCs分化后产生的PGCs再与卵巢颗粒细胞共

培养, 约10天后生成表达卵母细胞特异基因GDF-9、
ZP1、ZP2和ZP3的细胞克隆, 说明卵巢颗粒细胞能

有效地诱导ESCs来源的PGCs向雌性生殖细胞方向

分化。Yu等[52]通过Dazl基因的过表达, 经过贴壁培

养, 约20天将小鼠ESCs诱导出游动的精子, 同时也

伴有表达GDF9的卵母细胞出现, 但产率较低。迄今

为止, 这些多能干细胞来源的卵母细胞在体内的功

能及生物学活性尚未有报道。

尽管多个验室用ESCs成功诱导出生殖细胞, 但
由于PGCs以及减数分裂的发生机制还远未阐明, 这
一领域仍存在许多尚未解决的问题。利用ESCs体
外分化形成PGCs大多是自发的过程, 因而分化效

率非常低, 不超过5%, 这便限制了PGCs的大量获得

图2　小鼠ESCs向PGCs分化的体外体系

Fig.2　The in vitro differentiation of ESCs towards PGCs
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及形成机制的研究和应用。2011年Hayashi等[53]以

Blimp1启动子融合GFP报告基因的小鼠ESCs为实验

材料, 利用含Activin A和beta-FGF的N2B27培养基将

其诱导形成Blimp1阳性的顶胚层类似细胞(epiblast 
like cells, EpiLCs), 然后在BMP4和LIF等作用下利

用EB分化方式将EpiLCs进一步诱导形成PGCs类似

细胞(primordial germ cell-like cells, PGCLCs), 部分

PGCLCs亦共表达SSEA1及CD61, 被植入生殖缺陷

型新生小鼠的曲细精管中, 可发育成有功能的成熟

精子, 经过受精最终得到正常的子代小鼠, 据报道利

用此种方法诱导的PGCLCs形成效率为40%。

2.2  人多能干细胞(hESCs)向生殖细胞分化的体系

hESCs向生殖细胞分化的研究起步较晚, 体外

诱导分化的效率也很低, 其分化后生殖细胞的表面

标记目前也并不完全清楚。诱导hESCs分化常采用

拟胚体EB或贴壁培养分化的方法: Clark等[54]采用拟

胚体EB分化的方法, 首先发现hESCs在这种自发分

化条件下生殖细胞特异性基因(包括VASA、SCP1、
SCP3、GDF9及TEKT1)表达升高, 暗示可能有生殖

细胞的形成。Tilgner等[55]通过贴壁培养分化发现, 
hESCs在分化3周后可形成SSEA1+/c-kit+/VASA+的
细胞, 进一步研究发现, 这些细胞的印记基因甲基化

程度降低, 可能为PGCs。Bucay等[56]在不加诱导因

子的条件下, 通过控制hESCs克隆所含细胞数(少于

50个)和细胞换液时间和次数, 贴壁培养分化亦诱

导出表达FSHR的Sertoli细胞和SSEA1+/CXCR4+/
SSEA4+及表达VASA的PGCs。

目前, hESCs诱导分化成为生殖细胞主要采用

3种方式: ①特定细胞因子诱导; ②与特定的体细胞

(例如: STO、Sertoli细胞等)共培养; ③导入与生殖

细胞形成有关的特定基因以提高其形成效率。例

如, Kee等[57]发现BMP4/7/8b可共同作用, 提高hESCs
向VASA+细胞的形成。另外, Park等[58]将VASA作

为PGCs的标志基因, 在对10周龄的人类胚胎生殖嵴

的免疫组化染色时发现表达VASA的PGCs共表达

c-KIT、SSEA1及胎盘碱性磷酸酶PLAP, 因而在进

一步研究中将hESCs与人胚胎生殖腺支持细胞共培

养, 通过VASA、c-KIT、PLAP、SSEA1的免疫荧光

识别从hESCs中分化形成的PGCs, 发现共培养可以

促进PGCs的形成。由于VASA的生殖细胞特异性, 
Kee等[59]在最近的另一报道中, 构建了VASA-GFP
的hESCs, 诱导分化后分选出表达绿色荧光的细胞, 

这些细胞经过遗传基因印记消除实验证明是PGCs, 
BMPs能大大增加其生成的效率。和小鼠PGCs类
似, 这些PGCs可在特定培养条件下形成EG样细胞。

更为重要的是, Kee等[59]发现, 过表达Daz家族成

员Boule不仅能提高hESCs向VASA-GFP+的PGCs分
化效率, 还可以促进这些生殖细胞进行减数分裂并

形成单倍体配子, 但由于伦理学及方法学的限制, 
hESCs来源的PGCs及其配子的生物学功能在目前的

条件下尚难以验证。

3   生殖细胞向多能干细胞的转化
3.1  PGCs的分离及体外培养

尽管小鼠的PGCs在1954年即被Chiquoine等[60]

发现, 其分离与体外培养却在近30年后。de Felici
等[61]在1982年首先从小鼠体内成功地分离PGCs, 并
在低温下可使PGCs在体外培养一周以上。之后的

研究发现, 尽管单独培养的PGCs只能存活几天, 和
STO等饲养层细胞共培养可使PGCs存活7天甚至

更长, 而SCF、LIF、beta-FGF能促进其生长, 形成致

密的集落。1992年, de Felici等[61]建立了PGCs来源的

类似小鼠胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)的
细胞系, 命名为胚胎生殖细胞(embryonic germ cells, 
EGCs)。小鼠EGCs注入裸鼠皮下, 2~3周可形成畸胎

瘤, 不但包括大量间充质细胞, 还包括神经、血细胞、

上皮、软骨和心肌等多种类型的三胚层组织细胞, 
表明EGCs具有多能性。继小鼠EG细胞系建立之后, 
科学家又成功利用人的PGCs建立了EG细胞系[62]。

研究发现, 只有8.5到12.5 dpc小鼠胚胎的PGCs可以

形成EGCs, PGCs进入生殖嵴后, 就会失去这种多潜

能性。尽管PGCs与EGCs形态相似, 但PGCs的裸鼠

皮下接种不能形成畸胎瘤, 体外培养分化亦不能形

成三胚层来源的组织细胞[63]。

小鼠的EGCs呈碱性磷酸酶阳性和SSEAl阳性, 
人的EG细胞除了AP和SSEA1阳性外, 有报道为

SSEA-3、SSEA-4阳性。EGCs有很多特点和ESCs类似, 
例如, 两者都形成岛状的集落克隆, 核仁大, 并且核

质比较高; 连续多次传代后, 核型仍能保持正常, 但
二者的表观遗传标志不同[62]。例如, 从11.5~12.5 dpc
小鼠胚胎分离培养的EGCs已发生遗传基因印记消

除[63]。PGCs的体外培养和EG细胞系的建立为生殖

发育提供了一种理想细胞的模型, 对发育生物学的

理论研究及实际的临床应用均具有重要意义。 
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3.2  生殖干细胞的体外培养体系及减数分裂诱导

小鼠出生后6~8天的睾丸内几乎只有A型精原

干细胞(spermatogonia stem cell, SSCs)和Sertoli等支

持细胞, 8天后开始出现B型SSCs, A型SSCs不但能

分化为B型SSCs, 而且能够自我更新, 但B型SSCs只
能继续发育最终形成精子。SSCs在形态上与支持

细胞、间充质细胞有明显的不同, 呈圆形或椭圆形, 
核质比较大, 接种培养后, 睾丸支持细胞贴壁速度

较快且呈成纤维细胞样等不规则形状, 而SSCs贴壁

速度较慢且呈圆形或椭圆形, SSCs系呈葡萄状的克

隆存在, 细胞间的致密程度要比ESCs克隆松散。另

外, A型SSCs中Oct4、Plzf和AP表达呈阳性, 而B型
SSCs, 包括原始细线期、偶线期、粗线期的精母细

胞, Oct4、Plzf和AP均为阴性, 因此这些蛋白可作为

早期A型SSCs的标志。培养SSCs的培养基比较特殊, 
在基本培养基的基础上还需要许多其他细胞因子的

共同参与, 这其中包括: EGF、SCF、类胰岛素样生

长因子、促卵泡生成素、人生长激素、胰岛素、转

铁蛋白、维生素A、视黄醛、睾酮、二氢睾酮和核

苷[64]。

Kanatsu-Shinohara等[65]在2003年首先在体外建

立了SSCs的长期培养体系, 在特定的培养条件下, 
这些SSCs在体外可存活长达5个月以上, 被命名为

生殖干细胞(germline stem cells), 移植小鼠的曲细

精管后可形成精子, 繁衍后代。在之后的另一研究

中, Kanatsu-Shinohara等[66]发现体外培养的SSCs在
GDNF、beta-FGF、EGF及LIF等诱导下, 部分细胞

可形成类似EGC的克隆, 可进一步在含LIF的培养基

中扩增形成多能干细胞, 在体内体外形成三胚层来

源的组织细胞。Conrad等[67]及Kossack等[68]在2008、
2009年相继报道了从人SSCs建立的多能干细胞系。

长期以来科学家认为, 在出生后的成体组织不存在

雌性生殖干细胞。最近, Zou等[69]及White等[70]相继

在小鼠及人的卵巢中分离了雌性生殖干细胞, 但其

多能干细胞的培养体系还未有报道。

尽管体外培养的SSCs或PGCs可移植小鼠体内

形成有功能的精子, 但它们在体外难以发生减数分

裂, 同样, 近期研究报道ESCs或多能干细胞来源的

PGCs的形成体系已有较大提高,  但单倍体精子发

生的效率仍然很低, 可能与体外培养缺乏减数分裂

所需的Sertoli等支持细胞所形成的微环境有关。最

近, 日本科学家利用睾丸组织与SSCs或体外建立的

精原干细胞系共培养, 成功诱导了SSCs的减数分裂, 
为生殖发育的研究提供了新的方法与模型[71-72]。

4   展望
生殖细胞作为动物体内遗传信息传递的载体, 

在发育生物学、医学及畜牧业生产等领域具有广阔

的应用前景。2006年日本科学家山中伸弥首次成功

地把小鼠的成纤维细胞诱导形成多能干细胞[73], 而
这种多能干细胞可进一步分化成为包括生殖细胞在

内的多种组织细胞, 为再生医学中干细胞在临床上

的应用向前推进了坚实的一步。

目前, 生殖干细胞及EGCs的体外培养体系虽已

经建立, ESCs体外分化为生殖细胞方面亦取得了瞩

目的成就, 但在hESCs分化为精子细胞上的研究还

仅停留在体外实验阶段。另外, 由于对生殖细胞分

化发育及其微环境缺乏足够的了解, 分离纯化各级

生精细胞难度较大, 体外诱导减数分裂的效率仍需

提高, 小鼠和人存在种属差异, 分化形成的生殖细胞

的质量及生物学活性难以检测, 从而使ESCs或iPS向
生殖细胞的诱导及应用遇到了一些困难。在成熟的

生殖细胞体外诱导分化和分离系统建立之前, 还需

对生殖细胞分化发育的进程及机制有更深的认识。

总之, 生殖细胞的诱导、分化及培养目前还处在基

础研究阶段, 但随着技术的成熟, 必将会为不孕不育

的临床治疗及畜牧业生产开辟一条崭新的途径。
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Mammalian Germ Cell Development: From in vivo Specification to 
in vitro Differentiation

Wang Qian, Li Jin, Tang Chao, Zhang Jingjing, Wang Yuan*
(Shanghai Key Laboratory of Regulatory Biology, Institute of Biomedical Research, East China Normal University, 

Shanghai 200241, China)

Abstract        Germ cell lineages ensure genetic information through generations, and have great implications 
in developmental biology, clinical therapy and agriculture. Primordial germ cells (PGCs) are the first germ cell 
population that is segregated from somatic cells during early embryonic development, and are thus the founder cells 
for all progeny gametes. The specification, migration and differentiation of PGCs is induced by various signaling 
and strictly controlled through transcriptional regulations and epigenetic modulations. The in vitro culture of germ 
cell had been established, and recent studies demonstrated the improved differentiation of germ cell lineages from 
pluripotent stem cells. In this review, we will summarize reports regarding transcriptional regulation and epigenetic 
modulation of PGC specification as well as in vitro system to derive and to culture germ cells.
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