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山羊精原干细胞体外培养分化

杨延飞张涌*

(西北农林科技大学生物工程研究所，杨凌 712100)

摘要 探索山羊精原千细胞体外培养体系。收集 2 月龄关中奶山羊辛丸，一步酶法消化分

离曲细精管细胞，台盼兰检测平均存活率 82.7%，以 1 X 106 个 /ml接种含 15% 胎牛血清 DMEMI

F12培养瓶， 37'C 、 5%C02和饱和温度条件下培养， 4 周后 FBS 逐渐降至 10%。房、代培养以多突

起和片状的幸丸体细胞铺壁生长为主， 10天左右精原干细胞数量增加，可见二联体和四联体， 3 周

左右有鸟巢状和山脉状集落形成，碱性磷酸酶染色阳性，培养30 天集落数不断增加，散在分布有

贴壁和漂浮精子，换液后精子丢失。挑取单集落重新接种铺壁的曲细精管体细胞饲养层后陆续有

精子细胞及精子形成，主要分布于集落周围。

关键词 精原干细胞:培养:分化:精子:山羊

精原干细胞持续、高产的精子分化进程构成了

成年动物体内最大的自我更新系统。每克羊辜丸组

织可日产精子 2400-2700 万，如此高效的生产过程

如果能在体外进行，将极大促进哺乳动物精子发生

机制研究，开辟精原干细胞为宿主的转基因新途

径，还可能从根本上治疗雄性遗传病以及更有效利

用保存濒危物种和优良雄性资源。虽然移植技术近

几年的发展极大促进了精原干细胞的研究应用，但

体外培养系统仍相当滞后。最近报道培养新生牛辜

丸组织完成体外精子发生过程[叫，为哺乳动物精原

干细胞培养研究提供了新思路。本研究实现山羊精

原干细胞向精子体外培养分化，为后续的转基因研

究提供技术准备。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试验动物 6 只 2 月龄关中奶山羊公羔，

由杨陵区姚南村养殖场提供。

1.1.2 主要试剂、溶液 凹型胶原酶(Col IV)、膜

蛋白酶、 EDTA、台盼蓝、 β甘油磷酸铀均为 Sigma

公司产品; D-Hanks(D-H，自配); DMEMIF12(DIF, 

Gibco BRL); 胎牛血清(FBS)为兰州民海公司产品:

氨韦青霉素及硫酸链霉素为哈尔滨制药总厂产品:

其余药品为国产分析纯。

1.2 方法

1.2.1 取材 阴囊清洗剃毛消毒后局部麻醉，无

菌打开切下两侧辜丸，其一分离细胞， D-H 冲洗 5

次后切开白膜取 1 cm3 辜丸实质，置 DIF 液 0.5 h 内带

回:另一侧辜丸置 4% 多聚甲醒带回作组织切片。

1.2.2 原代细胞分离培养 去除辜丸组织块周围

结缔后清洗离散曲细精管，剪碎 5 min，十倍体积

0.1 %Col IV (DIF 配制) 37 'C消化 60 min，中间轻晃

10 次， 200 目纱网过滤，计数和存活率检测。以

1 X 106个 /ml 接种含 15%FBS 的 DIF 的 25 cm2 培养

瓶， 37 'C 、 5% CO2 饱和湿度培养，隔天换液。
1.2.3 传代培养 细胞长满 90% 瓶底时传代，第

1 次传代前用培养液清洗 2 次，镜下观察，待 0.25%

膜蛋白酶 (D-H 配制，含 0.02%EDTA)消化 60% 贴

壁细胞脱落时加入新培养液轻吹打 5-8 次， 1: 3 传

代，传代 5 次后第 1 个月仅隔天换液，不再传代。

第 2个月起每月传代 1 次，隔天换液，每次换液FBS

(初始浓度 15%)减少 1% 至终浓度 10%，组织培养

倒置显微镜下观察细胞生长情况。

1.2.4饲养层的制备 曲细精管细胞原代培养5-7

h 后吸除培养液，用新培养液轻轻冲洗 3 次以去除悬

浮及刚贴附的少量精原细胞，继续培养至长满瓶底

90% 后膜蛋白酶消化至 30% 左右贴壁细胞脱落时弃

掉酶攘，从而进一步去除可能贴附的精原细胞，用

新鲜培养液冲洗后在含10%FBS的DIF培养瓶中隔天
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，换液培养， 1 周后可获得主要由 Sertoli 细胞和极少

数肌样细胞铺壁生长构成的辜丸体细胞饲养层。

1.2.5 分化培养 体外培养 4、 6 、 8 周时分别

挑取在镜下观察集落边缘没有散在分布的圆形或椭

圆形细胞的单集落，饲养层预先用膜蛋白酶消化至

40% 左右贴壁细胞脱落后加 FBS 中止消化，之后以

每瓶 5 个单集落接种，培养条件与集落供体始终保

持一致，组织培养倒置显微镜下观察。

1.2.6 精原干细胞的鉴定 (1)辜丸组织切片及AKP

染色常规方法制作辜丸石蜡切片(4μm)和 H.E.染

色，碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, AKP)检测I31 ，

光镜观察。 (2)培养细胞 AKP 组织化学染色 与

Gomori 法[3]略有不同， 95% 乙醇固定细胞爬片 10

min，凉干， 37 'C环境下在基质液中作用 5 h(避

免水份蒸发)，蒸馆水洗后 2% 硝酸钻处理 5 min , 

洗去多余硝酸钻， 1% 硫化接处理 3-5 min ，水洗

3min , 1% 伊红染色 2 min，水洗凉干镜检。

2 结果

2.1 曲细精管细胞分离效果

共进行 5 次 ColN分离曲细精管细胞，台盼兰

拒染法测定细胞存活率，倒置显微镜下取培养瓶中

心和四角共5个视野观察计算原代培养 24-36 h 圆形

细胞比率，培养 48 h 后用膜蛋白酶消化贴壁细胞至

完全脱落后计数，与接种细胞总数比较计算细胞贴壁

率，结果 ColN一步酶法消化每克辜丸组织最多可

获 3.2 X 10 6 个细胞，平均存活率为 82.7% ，困形

细胞比率为 17.3% ，细胞贴壁率为 6.1%。与常规

两步法比较[431，一步W型胶原酶消化分离的山羊曲

细精管细胞总数较少，存活率较低，但简洁经济，

能满足本试验实际需要。

2.2 精原干细胞与 Sertoli 细胞原代共培养

分离的混合细胞接种 0.5 h后 Sertoli细胞开始贴

壁， 3 h 伸出突起， 5 h 少数大而圆透亮且核质比

高的细胞悬浮， 8 h 贴壁细胞伸出伪足， 15 h 后绝

大数细胞已沉降瓶底，随培养时间延长贴壁细胞

(主要为Sertoli细胞)突起逐渐增多伸长至互相接触交

织成单层(图 1-1)，组织培养倒置显微镜下观察底层

细胞呈多角不规则形和片形，与体内曲细精管细胞

形态比较鉴别观察可区分为 Sertoli 细胞和肌样细

胞。上层细胞均为圆形或椭圆形，大小较为一致，

散在分布，具有 2 个左右核仁及较高的核质比例，

AKP 染色阳性(图 1-匀，贴附单层体细胞上，少数

·研究论文·

未贴附者换液后丢失，因这些细胞分离自 2 月龄羔

羊，生殖母细胞己分化为基膜定居的圆形及椭圆形

精原干细胞，故通过形态观察比较即可区分。

2.3 精原干细胞的增殖与分化

传代后 Sertoli 细胞急剧增长，可见伸出的伪足

构成一些腔体，中心常有一个精原干细胞悬挂于空

腔内(图 1-3)，在体内精原干细胞位于 Sertoli 细胞构

成的小室内被严格调控，可能体外培养的精原干细

胞和 Sertoli 细胞也试图恢复这一构型，当继续培养

而不传代时腔体则逐渐消失。精原干细胞起初培养

3-5 天约 10% 脱落后丢失，数量逐渐降至 20% 左

右， 1 周后数量开始增加。 10 天左右出现二联体和

四联体。 2 周后精原干细胞数成倍增加。 3 周左右

可见大量增殖的精原干细胞形成一些小集落，逐渐

增大，有的呈鸟巢状，中心致密，可见单个较大

透亮细胞，外围似树根与 Sertoli 细胞交接， AKP 染

色阳性(图 1-4); 有的呈山脉状，互相连接，边缘

不整，与饲养层界限不清，部分 AKP 染色阳性。

培养 4 周后鸟巢状集落上突，更加致密，周围

出现分化精原细胞。第 2 个月集落数不断增加，消

化传代时集落被离散，但传代培养后又有新的集落

形成，周围贴附有较多单个细胞，处于有丝分裂和

减数分裂期细胞，精母细胞，以及圆形精子细胞

(图 1-5) 。偶可见精子细胞胞质内核旁出现较大亮

泡，椭圆形精子细胞伸出鞭毛，伴随鞭毛不断延长

细胞变扁，最后形成头部贴附饲养层的精子(图 1-

6) ，换液后漂浮的精子丢失，但 2 个月之后仍有新

的精子形成。

挑取体外培养 4 、 6 、 8 周精原干细胞单集落

重新接种 Sertoli 细胞饲养层后在集落边缘及周围均

可发现分化的精原细胞、精母细胞、精子细胞以及

精子(图 1-7) 。

2.4 曲细精管显微结构及 AKP 染色

2 月龄山羊曲细精管显微观察包含定位基膜的

圆形或椭圆形精原干细胞、柱形或锥形 Sertoli 细胞

及管周排列的梭形肌样细胞(图 1-8)。分离细胞体外

培养时可观察到呈多角不规则形的 Sertoli 细胞，扩

展面积较大呈片形的肌样细胞，两者贴壁生长交织

成单层，以及呈透亮圆形或椭圆形，核质比高，单

个贴附于底壁体细胞层进行生长增殖与分化的精原

干细胞，以上 3 种细胞类型与组织切片观察所得细

胞类型一致，表明一步酶法消化可以成功分离到所
有种类曲细精管细胞。
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F ig.l C ulture and diffe r entiation of GuanZhong milk goat spermatogonial stem cells (SSCs), his tology of testis a nd a lkaline 

ph ospha ta se (AKP ) sta ining 

1: Serto[i ce ll s and myoid ce ll s fo rmed a confl uent monolayer. 2: Cul tured SSCs positive ly sta ined with AKP. 3: Single SSCs suspended in the 

cavity surro unded by Sertoli ce lls. 4: Bird -nes t-like colony posit ively stained with AKP. 5: Differentiated co lony. 6: Elongate spermatid was 

deve loped. 7: Recu ltu red colony differentia ted into sperat ids. 8: Histology of GuanZhong mi lk goat testi s. 9 : SSCs in GuanZhong milk goa t 

seminiferous tu bule positi ve ly stained wi th AKP. Ss: Spermatogon ial stem ce lls. S: Serto li ce ll s. M: Myoid cell s. Sd : Di fferentiated SSCs. Sc 

Spermatocytes. Sp: Sperm atids. SI: e longa te spermatids. St: Semi niferous tubu les. C: Colonies. Bars in the figures are all equa l to 1 0 μm . 

辜丸切片 AKP 染色后精原干细胞呈黑色(图 1-

9) ， 培养的细胞及鸟巢状集落 AKP染色亦呈黑色(图

1 -2 ， 图 1- 4) ， 与 曲细精管染色结果一致，表明整

个培养过程始终有精原干细胞存在 。

3 讨论

目前国 内外尚无公认的精原干细胞鉴定标记 ，

有关山羊精原下细胞体外培养分化研究未见报道 。

组织切片染色观察表明 2 月龄山羊曲细精管包含精

原干细胞 、 Sertoli 细胞和肌样细胞。 为获得较多一

致的精原干细胞 ， 避免繁琐有争议的鉴定环节，我

们选择 60 日龄羔羊进行分离，此时曲细精管基膜定

居的精原干细胞处于增殖阶段 ， 得到的细胞主要为

精原干细胞和 Serto l i 细胞 。 培养细胞和国1细精管细

胞形态及 AKP 染色比较鉴别表明分离到的核质比高

的单个较大圆形或椭圆形透亮的贴壁上层细胞即为

精原干细胞。 此外 ， 集落消化传代培养后不断有新

的集落生戚， 且挑取单集落接种饲养层后周边有精

子生成，体现了精原T细胞的自我增殖与分化特

性 。

精原干细胞在体内锚定于曲细精管 Serto l i 细

胞，与其紧密接触 ， 受其严格调控 。 增加血清浓

度可促进 Sertoli 细胞增殖 ， 辜丸体细胞饲养层(主要

为 Serto li 细胞)对精原于细胞荐活增殖至关重要(2[ 。
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为了提高体外培养存活率，我们进行曲细精管体细

胞与精原干细胞共培养，初期培养使用 15% 胎牛血

清，这样辜丸体细胞，特别是 Sertoli 细胞可迅速贴

壁增殖而尽快形成天然饲养层，使精原干细胞得以

附植存活，同时为其以后的增殖提供坚实的体细胞

微环境支持，待精原干细胞渡过培养危险期，数量

倍增后降低血清浓度，延长传代间隔，促使其自分

化，结果证实这些策略能够完成山羊精原干细胞向

精子的体外分化。

精原干细胞源于原始生殖细胞，碱性磷酸酶可

用来鉴别原始生殖细胞及其集落，有研究发现小鼠

精原细胞表达 AKP[61。本试验检测了山羊精原干细

·研究论文·

胞及其集落的 AKP 活性，结果组织切片、培养单

细胞、鸟巢状集落及个别山脉状集落均出现染色阳

性，初步表明本试验成功实现山羊精原干细胞的体

外培养及向精子的定向分化
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Culture and Differentiation of Goat Spermatogonial Stem Cells 

Yan-Fei Yang, Yong Zhang* 
( /nstiωte 01 Biotechnology, Northwest Sci-tech Universi，η 01 Agriculture and Forestη ， Yangling 712/ω1， China) 

Abstract The objective of this study was to develop a practical in vitro culture system of goat spermatogo-

nial stem cells (SSCs) to facilitate further studies on transgenesis. 12 testis from 2-month-old bucks (GuanZhong 

milk goat) were decapsulated and dissociated enzymatically by one step to recover seminiferous tubule cells. 1x106 

cells/ml with a viability 82.7% was cultured in 25 cm2 f1asks containing DMEM/F12 supplemented with 15% feta1 

bovine serum (FBS) for first 4 week, less FBS after each medium exchange thereafter with 10% FBS as final 

concentration at 37 .C in a humidified atmosphere with 5% CO2• During the frrst two week of culture, the number 

of SSCs declined then increased, pairs and chains of spermatogonia appe缸'ed ,in the third and fourth week, bird­

nest-like and mountain-like colonies were observed with positive alkaline phosphatase (AKP) staining. During the 

second month of culture, more and larger colonies were found, there were'anchored and free elongate-spermatid­

like cells around colonies, selected the colonies and cultured them confluent monolayer of Sertoli cells, spermatid 

were formed around. For the first time to our knowledge, goat spe口natogonial stem cells have been cultured and 

differentiated into spermatids in vitro, this culture system would provide targeted cells for tansgenesis, greatly 

accelerate the research on goat spe口natogenesis and utilization of excellent male gene reso町ces.
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