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摘要      精原干细胞(spermatogonial stem cells, SSCs)作为成体干细胞的一类, 既具有自我更新

和分化的潜能, 又可向子代传递遗传信息。阐明其增殖过程及分化特性对SSCs的进一步应用具有

重要意义。小鼠SSCs的微滴培养研究显示, 微滴培养技术与常规培养方法相比具有独特的优势。

然而其他物种的SSCs能否实现微滴培养尚有待证实。该研究旨在利用微滴培养法建立大鼠SSCs
体外培养技术。5、8、10、20、40个大鼠SSCs分别置于20 μL微滴中培养, 用丝裂霉素处理的STO
细胞作为滋养层。倒置显微镜观察记录大鼠SSCs的增殖状态。一个月后, 对微滴培养的SSCs进行

免疫荧光双标记染色鉴定。结果显示, 一个微滴内接种5个SSCs就能实现扩增培养; 培养一个月后, 
SSC仍然表达其特异的标记基因分子如CDH1、OCT4、PLZF、Thy1和Gfra1。体外诱导分析显示, 
微滴培养的大鼠SSCs具有分化为精母细胞的能力。大鼠SSCs微滴培养法的建立, 为其他物种SSCs
的培养提供了借鉴, 也为再生医学和生命科学相关领域的研究提供了技术平台。
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Abstract       Spermatogonial stem cells (SSCs) not only possess the capacity for self-renewal and 
differentiation, but also can pass on genetic information to offspring. It has great significance to verify proliferation 
and differentiation of SSCs for further application. Research on microdrop culture of mouse SSCs showed that it 
had unique advantages compared to conventional culture methods. However, feasibility of the microdrop culture in 
other species remains to be confirmed. The purpose of this study was to establish rat SSCs culture system in vitro by 
the microdrop culture method. We transfered 5, 8, 10, 20, 40 rat SSCs into microdrops containing 20 μL medium, 
respectively, in which STO cells treated with mitomycin were used as the feeder layer. The proliferation status of the 
rat SSCs were observed and recorded using microscopy. After cultured for one month, immunofluorescence double-
label staining and induction of differentiation in vitro were performed for analysis of the cultured SSCs. The results 
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showed that inoculating at least five SSCs in a microdrop was able to achieve the SSC proliferation. After cultured 
in microdrop for one month, the rat SSCs still expressed the marker molecules such as CDH1, OCT4, PLZF, Thy1 
and Gfra1. And they also possessed the ability to differentiate into spermatocytes in vitro. The microdrop culture 
technique for proliferation of rat SSCs had been established. It offers reference for cultivation of SSCs in other 
species, and provides a technology platform for related research field in regenerative medicine and life science.

Key words         spermatogonial stem cells; microdrop culture; immunofluorescence staining; differentiation 
in vitro

在医药以及生物学领域已有超过百万篇科研文献是

以大鼠为实验动物的。然而, 目前还没有较好的方法

建立转基因大鼠, 从而限制了大鼠的应用[10]。小鼠研

究已经显示, 将转基因的SSCs移植到受体鼠睾丸, 能
传递供体的遗传信息, 产生转基因的后代[11]。将小鼠

SSCs操作技术应用于大鼠研究, 已经繁育出转基因

大鼠[12]。但是, 大鼠SSCs操作技术的核心部分之一, 
即SSCs的长期培养, 仍然存在技术难点。本研究对

大鼠SSCs微滴培养技术进行探索, 用少量数目明确

的大鼠SSCs进行体外培养, 实现了大鼠SSCs的扩

增。免疫荧光双标记染色和体外诱导分化分析鉴定

显示, 微滴培养技术能维持大鼠SSCs的标记分子表

达特性和分化能力, 适用于少量大鼠SSCs的增殖培

养。

1   材料与方法
1.1   材料

Wistar-Iamichi大鼠由内蒙古大学动物实验

中心国家二级清洁型动物房繁育。本研究的大鼠

SSCs由本实验室提供[13]。实验中采用了β-琉基乙

醇(SERVA公 司)、Amphotericin B(BBI公 司)、 链

霉素(BBI公司)、青霉素(日本和光株式会社)、
MEMa(GIBCO公 司)、DMEM/F12(GIBCO公 司)、
丝裂霉素(浙江海正药业)、丙酮酸钠(日本和光株

式会社)、谷氨酰胺(日本和光株式会社)、石蜡油

(Sigma公司)、EDTA(上海生工生物工程有限公

司)、Trpsin(AMRESCO公司)、胎牛血清(FBS, 天
津灏洋生物)、BSA(Sigma公司)、正常山羊血清

封闭液(BOSTER)、Hoechst(SIGMA公司)、Triton-
X100(SIGMA公司)、卵泡刺激素(FSH, 宁波第二

激素厂)、睾酮(宁波第二激素厂)、60 mm培养皿

(CORNING公 司)、12孔 板(CORNING公 司)、 无

血清细胞冻存液(Sigma公司)、细胞生长因子

GDNF(PROSPEC公 司)、Gfrα1(R&D SYSTEMS公

精原干细胞(spermatogonial stem cells, SSCs)是
精子发生的前体细胞, 也是雄性个体体内唯一可以

终生保持自我更新和增殖并将遗传信息纵向传递给

后代的特殊干细胞群体。多年来, SSCs在细胞生物

学、内分泌学和生殖医学的极大发展前景一直被人

们所重视[1]。深入研究SSCs的相关生物学特性有助

于阐明精子发生的机制, 对SSCs的进一步应用研究

也具有重要意义。因此, SSCs的体外培养也成为了

当今生物科学研究的热点问题。

1994年, Brinster等[2-3]建立了SSCs移植技术, 此
后SSCs的研究便得到了空前的发展。近年来, 又建

立了小鼠SSCs的体外长期培养和增殖方法[4-5]。随

后, 科学家们又建立了大鼠SSCs的体外培养和增殖

方法。然而, 在培养过程中对SSCs的生长过程却并

不完全了解。能否建立一种方法可以对SSCs进行少

量细胞的培养并保证较高的成活率, 直接得到SSCs
的细胞簇。在探讨此问题的过程中, 用微滴培养技

术培养SSCs引起了我们的兴趣[6]。   
微滴培养技术最早始于Brinster[7]在1963年所创

建的液体石蜡覆盖微滴培养法, 其最早应用于卵子

和胚胎的培养, 这种用石蜡油覆盖的小滴培养对卵

子和胚胎细胞的观察以及收集定量性的数据是特别

有帮助的。同时, 在单位体积中培养适当数量的细

胞, 能够保证细胞正常生长, 维持培养液滴正常的渗

透压。微滴法从此开始被许多研究者采用, 现在也

成为许多体外受精项目中的标准操作[8]。最近, 日本

研究组将微滴培养技术成功应用于小鼠SSCs的体

外增殖培养[9]。研究人员使用小鼠胚胎成纤维细胞

作为滋养层细胞, 利用显微操作技术将SSCs转移到

微滴中进行培养, 获得了成功。研究指出, 在SSCs的
体外培养过程中, 微滴培养技术的进一步成熟会使

我们更深刻地了解SSCs的体外生长机理和自我更

新及分化的条件。

大鼠是实验室中研究得较多的一种实验动物, 
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司)、bFGF(PROSPEC公司), 其他化学试剂均为国产

分析纯。

大鼠SSCs染色实验所用的一抗: 抗CDH1抗体

(Santa Cruze)、抗OCT4抗体(Abcam)、抗PLZF抗体

(Santa Cruze) 、抗Thy1抗体(Santa Cruze)、抗GFRal
抗体(Santa Cruze); 二抗: CY3偶联的山羊抗小鼠

IgG(碧云天生物技术有限公司)、FITC偶联的山羊

抗兔IgG(碧云天生物技术有限公司)。SSCs分化后

染色所用一抗: 抗Scp3抗体(Santa Cruze); 二抗: CY3
偶联的山羊抗兔IgG(碧云天生物技术有限公司)。
细胞核染料Hoechst33342(Sigma)。
1.2   大鼠精原干细胞的分离纯化及鉴定

用22~24 d的大鼠, 按Zhang等[14]的方法分离纯

化制备大鼠SSCs。大鼠精原干细胞的体外培养参照

Kubota等[15]的方法进行, 用丝裂霉素处理的STO细

胞做为滋养层, 用无血清培养液进行精原干细胞培

养。

1.3   微滴的制备

采用60 mm培养皿作为微滴承载器皿, 每培养皿

12个微滴, 每个微滴含有20 μL SSC培养液[14-16]。每个

微滴内接种丝裂霉素C处理的STO细胞(1~2)×106/mL
作为滋养层细胞[17], 在液滴表面覆盖3 mL石蜡油。

用同样方法制作6个微滴培养皿。在37 °C、5% CO2

的饱和湿度细胞培养箱(BINDER)中过夜培养后, 按
文献[13]的方法利用显微操作技术将大鼠SSCs定量

转移至培养皿的微滴中进行微滴培养。

1.4   大鼠SSCs的微滴培养

将确定数目的大鼠SSCs转移至微滴中进行培

养: 利用显微操作技术将0、5、8、10、20、40个
SSCs分别转移至6个60 mm培养皿的72个微滴中, 每个

培养皿的微滴内只接种相同数目的细胞, 每组有12个
重复数据。加入细胞后, 在微滴内连续吹吸8次从而

使微滴内的SSCs均匀接触滋养层细胞。将培养皿置

于37 °C、5% CO2的细胞培养箱进行细胞培养。每隔

2 d更换SSCs培养液。必要时补充适量的滋养层细胞。

定时对微滴内的细胞进行观察并照相: 每次换

液时用Nikon TE2000-U倒置显微镜对培养的SSCs
进行观察照相。培养至一个月时, 一部分微滴中的

SSCs用于细胞固定和免疫荧光染色鉴定, 其余微滴

中的SSCs收集起来用于体外诱导分化实验。

1.5   免疫荧光双标染色鉴定

张岩等[16]证实, CDH1也可以作为大鼠SSCs的

标记分子, 可以用于大鼠SSCs的鉴定。因此, 本实

验用CDH1作为主抗体, 与其他四种抗体(OCT4[18]、

PLZF[19]、Thy1[20]、Gfrα1[21])组合成为四组进行免疫

荧光双标染色鉴定, 即OCT4-CDH1、PLZF-CDH1、
THY1-CDH1、Gfra1-CDH1。取在微滴连续培养一

个月的SSCs, 小心吸去微滴内的培养液, 用4%多聚

甲醛对微滴内的细胞室温固定1 h, DPBS洗涤5次, 随
后用正常山羊血清对细胞进行室温封闭处理30 min。
封闭后向四个微滴中加入第一种一抗(CDH1)(1:80
稀释), 4 °C过夜。吸去一抗, 用DPBS洗涤5次以除

去未结合的IgG, 再向4个微滴中加入Cy3偶联的二

抗(1:100稀释)(Goat-anti-mouse), 室温孵育30 min, 用
DPBS洗涤5次以除去未结合的二抗IgG。第二种一

抗如果其抗原是胞内蛋白就要进行通透处理。随

后向4个滴内分别对应加入OCT4、PLZF、Thy1、
Gfra1四种一抗, 4 °C过夜, 用DPBS洗涤5次以除去未

结合的IgG, 加入FITG偶联的二抗(1:100稀释)(goat-
anti-rabbit)共孵育30 min, 使用DPBS洗涤5次, 再对4
个滴进行Hoechst33342(1:1 000稀释)染色, DPBS洗
涤5次后加入新鲜的DPBS, 用Nikon TE2000-U倒置

荧光显微镜进行观察照相。

1.6   SSCs的体外诱导分化

首先, 将12孔板的两个孔标记为A、B, 用0.2% 
gelatin处理, 培养板置于37 °C恒温培养箱1 h, 然后

吸去gelatin处理液, 用PBS洗3遍。在A、B两孔中分

别加入山羊睾丸支持细胞1×106/mL(Sertoli cells, 由
本实验室提供[22]), 在含10% FBS的DMEM/F12培养

液中, 37 °C、5% CO2培养过夜。缓慢吸出支持细

胞培养液, 向A孔中加入微滴培养法所获得的大鼠

SSCs, B孔作为对照组只有支持细胞。将12孔板进

行整板离心, 用水平离心转头3 000 r/min, 使SSCs贴
在底部的支持细胞上。温和地吸干培养液, 每孔加

入含0.3%低熔点琼脂糖的分化诱导液(DMEM/F12, 
10% FBS)、青霉素(100 U/mL)、链霉素(100 μg/mL)、β-
巯基乙醇(0.1 mmol/L)、两性霉素B(0.125 μg/mL, 
SCF 100 ng/mL) 500 μL[23], 斜置于10 °C水浴中15 min
使琼脂糖凝固。凝固后再每孔添加500 μL分化诱导

液, 放入37 °C、5% CO2的恒温培养箱中培养。每隔

2~3 d换一次培养液, 并每天进行观察。

对分化培养10 d的细胞进行Scp3免疫荧光染色

分析。吸去培养皿中的培养液, 使用4%多聚甲醛对

两组细胞室温固定1 h, DPBS洗涤3次, 使用Triton-
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X100对A、B两孔细胞进行通透处理后, 加正常山

羊血清封闭液室温处理30 min, 封闭后向两孔中加

入一抗(Scp3)(1:50稀释), 4 °C过夜。吸去一抗, 使用

DPBS洗涤3次以除去未结合的IgG, 再向两孔中加入

Cy3偶联的二抗(1:200稀释)(Goat-anti-rabbit), 室温

与细胞共孵育30 min, 使用DPBS洗涤3次, 再对两个

孔进行Hoechst33342核染色, DPBS洗涤3次后加入

新鲜的DPBS, 用Nikon TE2000-U荧光倒置显微镜进

行观察照相。

2   结果
2.1   大鼠SSCs分离纯化培养结果

大鼠SSCs经过单细胞悬液制备、差别贴壁纯

化, 纯度达到90%以上。用丝裂霉素C处理的STO细

胞作为滋养层, 用已知成分的无血清培养液对大鼠

SSCs进行继代培养一年以上, 传代达30代以上。

2.2   连续一个月微滴培养大鼠SSCs的增殖状况

用30代以上的大鼠SSCs进行大鼠微滴培养研

究。通过微滴换液培养、观察、照相等实验操作, 
对微滴培养的大鼠SSCs进行观察记录。其中不同接

种数目的全部微滴内的SSCs均实现扩增, 尤其是数

量最少的5个细胞的微滴同样实现SSCs扩增, 并均

能在微滴内的增殖培养达一个月, 通过观察记录了

微滴内SSCs连续增殖的状况(图1), 证明该方法所培

养的SSCs可以实现正常增殖。

2.3   免疫荧光双标染色鉴定

采用四组免疫荧光染色对在微滴内培养一个

月的大鼠SSCs进行免疫荧光双标记染色。所用抗

体组合为CDH1-OCT4、CDH1-PLZF、CDH1-Thy1、
CDH1-Gfra1。染色表明, 采用微滴培养的大鼠SSCs
表达其特异的标记分子CDH1、OCT4、PLZF、
Thy1和Gfra1。滋养层细胞(黄色箭头)的染色结果为

阴性(图2), 说明大鼠SSCs经过微滴培养一个月后仍

然保留SSCs标记分子。

由微滴内成功实现SSCs的细胞簇的生长和分

化, 我们可以发现微滴确实可以为细胞生长提供较

A B C

D E F

G H I

1 d 4 d 7 d

13 d 16 d 22 d

25 d 28 d 31 d

20 µm 20 µm 20 µm

20 µm 20 µm 20 µm

20 µm 20 µm 20 µm

接种10个SSCs(A、D、G中白色箭头指示的细胞)的微滴在培养1 d(A)、4 d(B)、7 d(C)、13 d(D)、16 d(E)、22 d(F)、25 d(G)、28 d(H)及31 d(I)的照片, 
其中滋养层细胞在A、D、G中由黄色箭头指示。

Photos were captured at day 1 (A), 4 (B), 7 (C), 13 (D), 16 (E), 22 (F), 25 (G), 28 (H) and 31 (I), respectively. And the microdrop the original number of 
SSCs (white arrow pointed cells in A, D and G) is 10. The SSCs and the feeder cells (yellow arrow pointed cells in A, D and G) had been marked. 

图1   微滴方法培养的大鼠SSCs(200×)
Fig.1   Rat SSCs cultured by microdrop technique (200×)
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A~E: 抗体组合为CDH1-PLZF; F~J: 抗体组合为CDH1-Gfra1; K~O: 抗体组合为CDH1-OCT4; P~T: 抗体组合为CDH1-Thy1。其中, CDH1将细胞

染成红色荧光(C、H、M、R), PLZF、Gfra1、OCT4、Thy1将细胞染成绿色荧光(B、G、L、Q)。图片合并后, 观察到两种抗体染色的细胞重叠(E、G、

O、T)。SSCs(A、F、K、P中白色箭头指示的细胞)都被标记分子染色, 而滋养层细胞(A、F、K、P中黄色箭头指示的细胞)均为阴性。细胞核

被Hoechst33342染成蓝色(D、I、N、S)。
A~E: stained with CDH1 and PLZF; F~I: stained with CDH1 and Gfra1; K~O: stained with CDH1 and OCT4; P~T: among them, CDH1 positive cells 
were labeled as red colour (C, H, M, R); PLZF, Gfra1, OCT4 and Thy1 positive cells were stained as green colour, respectively (B, G, L, Q). After 
merged, red colour and green colour were overlaped (E, G, O, T). SSCs (white arrow pointed cells in A, F, K, and P) were stained with fluorescence, 
and the feeder layer cells (yellow arrow pointed cells in A, F, K, and P) were negetive. Cells were stained with Hoechst33342 to detect nuclear DNA (blue 
colour in D, I, N, S).

图2   微滴内培养一个月的大鼠SSCs免疫荧光双标记染色

Fig.2   Double-label immunofluorescence stainning of rat SSCs cultured in the microdrops for one month 

A: 微滴培养法获得的SSCs进行诱导分化培养, 8 d后观察到的精母细胞(黄色箭头)形成, 白色箭头指示山羊睾丸支持细胞; B: 对照实验组内未

加入SSCs, 山羊睾丸支持细胞(白色箭头)8 d后状态良好。

A: spermatocytes (yellow arrow pointed) were formed after the SSCs cultured in inducing differentiation condition for 8 days; B: there were no SSCs 
in the control sample. The goat Sertoli cells (white arrow pointed) were possessed of normal morphology after cultured in inducing differentiation 
condition for 8 days. 

图3  大鼠SSCs的体外诱导分化

Fig.3  Inducing differentiation of rat SSCs in vitro
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理想的生长环境, 并且石蜡油的覆盖也明显防止了

液体蒸发。

2.4   微滴内大鼠SSCs的体外分化

为了确认微滴培养法所获得的大鼠SSCs是否

可以在体外进行分化, 本实验将体外分离纯化的山

羊睾丸支持细胞和微滴培养法获得的大鼠SSCs进
行共培养, 并定时进行观察比较。在睾丸支持细胞

完全贴壁后加入大鼠SSCs, 在加入SSCs的24 h内
贴在皿底精原细胞的数量逐渐减少。培养24 h后, 
精原细胞数量基本稳定, 之后每隔2~3 d置换一次

培养液。培养3~4 d时, 较少看到SSCs。培养至8 d
观察到有较多精母细胞成批出现(图3)。由于精母

细胞体积较大, 往往大于15 μm, 其中初级精母细胞

多大于20 μm, 所以很容易辨认(图3)。利用定时多

次拍照技术可以对比发现, 精母细胞有较明亮的细

胞质, 有的有细胞附器, 能做顺时针或逆时针旋转, 
但没有或少有位移。这个细胞形态及运动行为与

睾丸组织块共培养体系的精母细胞观察结果相一

致[24-25]。

SCP3为精原干细胞减数分裂的标记蛋白。使

用SCP3抗体对己分化的细胞进行免疫荧光染色鉴

定, 证明微滴培养法所获得的SSCs经过体外诱导分

化能够转变为精母细胞(图4)。  

3   讨论
在整个精子发生过程中, 精子的产生是一个高

度复杂的细胞分化过程, 需要整个睾丸内的各种细

胞的精确调控。这个复杂的过程就开始于睾丸基底

膜上的一群数量很少的SSCs。在成年小鼠睾丸内

的全部生殖细胞中, 仅有0.03%是SSCs[26]。因此, 对
SSCs进行培养是从体外研究SSCs及精子发生过程

调控的关键一步。

Brinster[7]于1963年用液体石蜡覆盖微滴培养

法培养卵子和胚胎取得成功。本实验中使用的微

滴培养法, 实现了较少接种数目的大鼠SSCs的增殖, 
尤其是数量少至5个细胞的微滴内同样可以实现大

鼠SSCs扩增。这足够说明微滴培养体系对于大鼠

SSCs的体外培养是可行的, 而较少接种数目的大鼠

SSCs在常规的培养方法中却难以实现扩增。这种在

微滴中接种较少数目的细胞就可实现该细胞的增殖

将会为SSCs的进一步研究提供新的技术支撑, 同时

也为其他物种SSC的培养提供新的选择。

E-cadherin(CDH1)[16]、 OCT4[18]、PLZF[19]、

Thy1[20]、Gfrα1[21]作为大鼠SSCs标志分子已被报道, 
本实验使用CDH1作为大鼠SSCs的特异性检测主抗

体, 其在体内和体外都实现了特异性表达[16]。最近

报道证实, CDH1(也被称作E-cadherin)是小鼠SSCs
的特异表面标记基因[27]。CDH1是一个特异的在上

皮组织中表达的跨膜糖蛋白, 被证实在胚胎形成、

通过细胞间连接复合物形成组织结构和产生细胞极

性中起作用[28]。本研究组张岩等[16]也通过大量的实

验阐明CDH1可以作为大鼠SSCs的标记分子, 用于

大鼠SSCs的鉴定。本研究用这些标记分子对培养

长达一个月的SSCs进行双标免疫荧光染色鉴定, 而
这些SSCs特异标记蛋白在滋养层细胞内却恰好不

会表达。结果证明, 微滴培养法对大鼠SSCs的标记

分子表达特性不会产生负面影响, 培养31 d后, 大鼠

SSCs仍维持表达精原干细胞标记分子。

为了证实微滴培养所得的大鼠SSCs仍具备分

化潜能, 将体外分离纯化的山羊睾丸支持细胞和微

滴培养法获得的大鼠SSCs进行共培养。开始观察的

3~4 d大鼠SSCs数量减少很快。这与之前的研究结

A: 可见光; B: Hoechst33342染色; C: Scp3染色; D: 前三张的合并图。黄色箭头指示精母细胞, 白色箭头指示山羊睾丸支持细胞。

A: visable; B: Hoechst33342 staining; C: Scp3 staining; D: merge of previous 3 pictures. The yellow arrow indicated spermatocyte, and the white arrow 
indicated goat Sertoli cell.

图4   诱导分化培养10 d后观察到大鼠精母细胞形成

Fig.4   Spermatocyte formation was observed after cultured by inducing differentiation for 10 d
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20 µm 20 µm 20 µm 20 µm

Visable Hoechst33342 Scp 3 Merge



霍  龙等: 大鼠精原干细胞的微滴培养法 677

果很类似, 可能是由于细胞凋亡导致的[29], 另外造成

这种情况的原因也可能是有SSCs进入分化阶段便与

支持细胞脱离而漂浮进入培养液里, 导致因更换培

养液而流失。还有, 该体外诱导分化体系不能提供

接下来的精子形成所需的其他激素和微环境, 所以

分化后的精母细胞数量随着时间的延长而减少。在

培养10 d后对分化为精母细胞的大鼠SSCs的成功染

色证明了微滴培养法所获得的SSCs仍具有原本的分

化潜能, 能够分化为精母细胞。在精母细胞SCP3染
色中, SCP3的高表达不出现在细胞核中, 在其他物

种如山羊的实验中也发现有类似情况。这可能是由

于SCP3在内质网合成后, 还没有大量转运到细胞核; 
或者可能是在现有的体外培养条件下, SCP3转运到

细胞核存在某些障碍, 尚需要做进一步的研究。

通过实验发现, 微滴培养法对大鼠SSCs的体外

培养过程实现了定期观察, 便于研究SSCs在液体微

滴内的相对适宜培养条件。采用常规的培养皿培养

系统虽可对SSCs进行体外较多数量的培养, 但是这

种方法难以观察SSCs的个体生长过程。此外, 随着

研究的深入, 相信追踪到单个SSCs的详细生长过程

在下一步工作中也会实现。同时, 微滴培养法可以

大量节省实验用细胞和生长因子等实验耗材, 不仅

可以减少大量的实验成本, 而且可以广泛被其他相

关试验借鉴。

在实验研究过程中我们体会到, 微滴培养体系

具有一定的优点: 覆盖的石蜡油不仅可避免细胞染

和培养液蒸发的损失, 还起到了稳定pH的作用。研

究表明, 覆盖油层还可以起到对有毒物质洗涤的作

用[30]。同时, 国内外专家已经开始研究如何更好地

控制SSCs体外的培养条件, 如水分蒸发、温度、pH
控制、有毒物物质排除等一系列问题, 微滴培养技

术可以为SSCs生长创造更好的条件。

综上所述, 本实验利用微滴培养法建立了大鼠

SSCs的体外培养体系。在微滴内接种较少数量的

SSCs(本实验中最小接种数为5)也可以实现扩增, 从
而为今后SSCs的培养及扩增提供了新的途径, 为以

后SSCs特性的研究提供更加准确和便利的条件。对

SSCs免疫荧光双标染色和成功诱导体外分化为精

母细胞, 证明该方法不会改变SSCs的标记分子表达

特性, 可以获得具有分化潜能的大鼠SSCs。这一培

养方法的建立不但为其他物种SSCs的培养提供了

借鉴, 所获得的SSCs也将为再生医学和生物学相关

领域的研究提供了技术平台。
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