
。

细胞生物学杂志 Chinese Journal of Cell Biology 2008 , 30: 537- 540 http://www .cjcb.org 

表皮生长因子和前列腺素 E1 对小鼠精原细胞
增殖的促进作用

王凯明 张大雷 * 米玉玲曾卫东张才乔 **

(浙江大学动物科学学院，杭州 3 10029 )

摘要 利用 生殖细胞 - 体细胞元血清共培养模型研究 了 表皮生长因 (EGF)和前列腺素 EI

(PGE 1 )对小鼠 A型精原细胞增殖的影响 。 A 型精原细胞在 ITS 培养液(添加月夷岛素 、 转铁蛋白和亚

硝酸铀的 D~扭M)中培养 24h 后进行 c-kit 、 EGF、表皮生长因子受体但GFR)、环氧化酶 -1 (COX-l) 

及环氧化酶 -2 (COX-2)的免疫细胞化学检测 ， 72 h 后测定其形成集落款的情况。 结果显示 ， A 型

精原细胞呈 c-kit 阳性 ， EGF 、 EG陀、 COX-l 及 COX-2 主要表达于精原细胞。 EGF (10-7 -10-6 mol/L) 

或 PGE 1 (1 0-8-10-6 mol/L)均可显著促进精原细胞集落的形成。 此外，前列腺素(PG)受体拮抗剂

SCI9220 (1 0-6-10-5 mol/L)可抑制 PGE 1 对精原细胞的促增殖作用 ， COX-l 抑制剂 SC560 (1 0-7-10-5 

mol/L)和 COX-2抑制剂 NS398 (1 0-7-10-5 mol几)能抑制 EGF促进精原细胞增殖的作用 。 因此 ， EGF 

可通过促进局部 PG 的产生而剌激精原细胞的增殖。

关键词 表皮生长因子;前列腺素 E1 ; 精原细胞;细胞增殖;小鼠

精子发生是十分复杂的生殖细胞增殖和分化的

过程，受到多种激素 、 生长因子和细胞因子的精确

调控。 其中表皮生长因子(epidermal growth factor, 

EGF)是精子发生过程中重要的旁分泌调控因子， 能够

剌激精原细胞 DNA 的合成，促进精原细胞的有丝分

裂和集落形成[1 ， 2 1 。体内外研究均表明 ， EGF 通过其

受体(EGFR)促进前列腺素(prostaglandin， PG)合成酶，

即环氧化酶 2 (cycloxygenase 2 , COX-2)的过度表达，

致使细胞有丝分裂活性的增高[31 。因此， EGF 和 PG

可能都参与精原细胞发育的调控。然而， 也有研究

表明 EGF 能够抑制 A 型精原细胞的分化[41 。

PG 是由细胞膜释放的花生囚烯酸通过 COX 途

径合成的一类脂类信号介导分子[51 。 研究表明 ， PG 

在哺乳类体内参与排卵、 受精 、 胚泡的植入 、 蜕

膜化等多种生殖过程的调控 。 PG 广泛存在于成年

人体及其他哺乳动物的辜丸内，但 PG 在精子发生过

程中的作用尚不清楚。 COX 是一种 PG 内过氧化物

合成酶，在花生四烯酸转化为 PG 及血栓素的过程中

起到关键性作用 。 COX 具有 COX-l 及 COX-2 两种

同功酶。 COX-l 广泛表达于各种组织中，对生理应

答进行调控 ; 而 COX- 2 可受细胞因子 、 生长因子

以及肿瘤促进剂的诱导产生。 本实验利用小鼠精原

细胞 - 体细胞无血清共培养模型研究 EGF 和前列腺

素 E1 (PGE 1 )对小 鼠A型精原细胞体外增殖的影响， 以

揭示这两种重要的局部调控因子对 A 型精原细胞发

育 的作用 。

1 材料与方法

1.1 生殖细胞分离和培养

ICR 乳鼠由浙江省医学科学院实验动物中心提

供。颈椎脱臼法处死 6 日龄小 鼠， 取出两侧辜丸，除

去白膜，分离曲细精管，经 PBS 和 DMEM 培养液

(Sigma)清洗， 反复吹打曲细精管以去除间质细胞。

将组织剪碎形成 1 mm3大小的组织块后用 1 mg/rn1胶

原酶(Gibco BRL)在 37 'C下消化 2 次(1 0 min 、 5

min) 。 经 75μm 滤网过滤后， 滤液以 1 000 r/min 离

心 10 rnin，再用新鲜培养液洗涤后用台盼蓝染料排除

法计算细胞活率 。 基础培养液为高糖 DMEM 培养

液， 其中添加 1.75 mmol几 Hepes 、 2 mmol/L 谷氨酌

胶 、 100 IU/ml 青霉素和 100μg/ml 链霉素 。 在基

础培养液中添加 10μg/ml 膜岛素 、 5 μg/ml 转铁蛋

白和 3xl0-8 mol/L 亚晒酸铀作为完全培养液(ITS 培

养液) 。 细胞按 5xl04 个 / 孔的密度接种到 96 孔细胞

培养板(Nunc， Denmark) ， 置于 37 'C 、 5 % CO2 的培
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养箱中培养。

1.2 药物处理

在细胞培养的同时加入PGE ， (10九10-6 mol/L，宁

波激素制品厂)和 EGF ( 10九10-6 mol/L, Cytolab Ltd., 

Israel)单独或联合进行处理。 此外， PGE[ 处理组添加

其EPl亚型受体拮抗剂SC19220 (10九10←5 mol/L), EGF 

组添加 COX-l 合成酶抑制剂 SC560 或 COX-2合成酶

抑制剂 NS398 (10-7- 10-5 mol/L, Sigma, USA)。对照组

仅添加 ITS 培养液。每个处理 4 孔，实验重复 3 次 。

1.3 细胞形态观察及免疫细胞化学鉴定

在倒置相差显微镜下观察细胞贴壁状况以及细

胞形态和集落形成的变化 。 细胞培养 72h 后， 每孔

随机取四个视野用显微数字成像系统(Pixera Pro 

150ES , USA)拍照，使用图象分析软件 Simple PCI 

(Compix, Inc., USA)统计贴壁的精原细胞集落的数目

及面积。 细胞培养 24 h 后参考己有方法进行 c-kit 、

COX- l 、 COX-2、 EGF和 EGFR免疫细胞化学鉴定[6] 。

1.4 数据分析

所得数据采用 SAS(6.12 版本)软件中 GLM过程

进行方差分析及 Duncan ' s 多重分析比较， 检验误差

为 5 %和 1%水平 。

2 结果

· 研究论文·

2.1 精原细胞体外培养状态

刚分离的皇丸内细胞包含生殖细胞和体细胞， 体

细胞主要是支持细胞与极少量未除尽的间质细胞。

在无血清 ITS 培养体系中培养 5h 后，支持细胞呈梭

状贴在培养板底部，生殖细胞呈圆形。培养 72h 后

支持细胞形成平滑的单层平铺在培养板底部， A 型精

原细胞形成集落状紧贴在支持细胞单层上生长 。

2.2 免疫细胞化学鉴定

细胞培养 24 h 后进行 c-kit 、 EGF 、 EGFR 、

COX-l 和 COX-2 免疫细胞化学鉴定。 结果显示， A

型精原细胞呈 c-kit 阳性， 支持细胞基本不着色，阴性

对照的生殖细胞和体细胞均不着色， EGF和 EGFR主

要表达在精原细胞上， 此结果与先前的报道一致[6] 。

COX-l 和 COX-2 免疫细胞化学结果显示， COX- l 和

COX-2主要表达在精原细胞上，在支持细胞上亦有少量

表达，阳性精原细胞呈棕红色，支持细胞浅着色(图 1 ) 。

2.3 EGF 和 PGE1 对精原细胞集落数的影响
细胞培养 72h 后，与对照组相比， EGF (10九10-6

mol/L)显著增加精原细胞集落的数目 (P<O.O日，但 10-8

moνL 组剌激的作用不显著(图 2A) o PGE , (10-8_10-6 

moνL)显著增加精原细胞集落的数目及面积(P<0.05)

(图 2B) 。

2.4 各种抑制剂对 EGF 和 PGE1 的促精原细胞集

图 1 精原细胞 COX-l 和 COX-2 兔疫细胞化学染色(200x ， 标尺 50 阳n)

A: 阴性对照; B: COX-l ~日性; C: COX-2 阳性 。 ~示 A 型精原细胞， →示体细胞。
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落数目的影响

各组数据均为平均数 土标准差(n=4) ， 不同字母表示差异显著(P< 0.05) 。
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医.1 4 PGE, (10-7 moVL)联合 SC19220 对精原细胞集落数目

的影响

各组数据均为平均数土标准差(n=4) ， 不同字母表示差异显著(P<0.05) 。

落增殖作用的影响

EGF (1 0 -7 mol/L)对精原细胞的促增殖作用能够

分别被COX-l 抑制剂 SC5ω (10-7-10-5 mol/L)和 COX-2

抑制剂 NS398 (10-7-10-5 mol止)显著抑制(P<û.05) (图 3) 。

PG 受体拮抗剂 SC19220 (1 0主ι10-5 mol/L)能显著抑制

P GE1 (10 -7 mol/L)对精原细胞的促增殖作用(P<0.05 ) ，

但较低浓度的 SC19220 (10-7 mol/L)作用不明显(图 4) 。

3 讨论

在本实验的细胞培养系统中， 因为 6 日龄的小鼠

生精上皮只包含 A型精原细胞和支持细胞， B 型精原

细胞从第 8 天开始分化形成问。 c-kit 的表达作为 A型

精原细胞的标记己被广泛接受[81 。 本实验利用 c-kit

免疫细胞化学结果表明 c-kit在生殖细胞上表达，从而

证实了所分离和培养的生殖细胞为 A 型精原细胞。

本实验结果表明 ， PGE1 (10 -8-10-6 mol/L)能够显

著促进精原细胞增殖。 近期研究表明 PG 能够通过

环氧化酶途径在细胞内 自身合成， 并参与调控造血干

细胞内环境稳态，促进干细胞增殖[91 。 在对第二信使

的调节作用上， PGE/ PGE 2 (10 -9_10-4 mol/L) 均能剂量

相关地增加细胞内环磷腺昔浓度积累量， 最高可达 8

倍于基础生理水平， PGE2还能对胞内游离Ca2+浓度进

行调控，而 PGE1 主要调控 cAMP- 蛋白激酶A系统[ 1 01 。

COX-2 在体细胞与精原细胞中的表达对 PG 的合成

起到重要作用 [ 1 1 1 。 在本试验 中， PG 受体拮抗剂

SCl9220 可抑制 PGE 1 对精原细胞的促增殖作用 ， 提

示 PGE1 可能通过受体途径，参与细胞内环境稳态调

节， 激活 cAMP- 蛋白激酶 A 第二信使系统， 从而促

进精原细胞的增殖 。

EGF 也称为促有丝分裂因子， 是一种热稳定 、

含有 53 个氨基酸的多肤， 具有很强的促细胞分裂作

用，对于细胞周期调控 、 能量代谢、 生物合成以及

胚胎发育等具有广泛的生物学作用[1 21 0 EGF 的促生

长功能主要是通过与细胞膜上的 EGFR 结合而发挥

作用的 。 EGFR 为原癌基因 cerbBl 所编码，并具有

酷氨酸激酶活性。 当 EGF 与 EGFR 结合时可引起胞

浆内 EGFR酷氨酸蛋白激酶活性迅速提高， 引起细胞

内 Ca2+ 浓度上调， 基因转录加速;同时还能激活蛋

白激酶 C 和腺昔酸环化酶， 改变细胞的骨架结构， 促

进细胞分化[1坷 。 免疫细胞化学结果表明， EGF 及其

受体在支持细胞和生殖细胞中都有表达。在本试验

中 ， EGF (1 0 -8_10-6 mol/L)显著促进 A 型精原细胞集

落数的增加， 并且这种促增殖作用可被 COX-l 或 COX-2

抑制剂所抑制， 提示EGF亦可通过促进局部PG的产生

而对精原细胞产生促增殖作用 。
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Promoting Effeds of Epidermal Growth Fador and .Prostaglandin E1 on the 
Proliferation of Mouse Spermatogonia 

Kai-Ming Wang, Da-Lei Zhang*, Yu-Ling Mi, Wei-Dong Ze吨， Ca缸i-QiaωoZhan缸ang*

(College 01 Animal Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310029, China) 

Abstract A serum-free germ-somatic cell coculture model was established to evaluate the effects of 

epide口nal growth factor (EGF) and prostaglandin E J (PGEJ) on the proliferation of mouse type A spe口natogonia .

Irnmunocytochernical stains for c-kit, EGF, EGF receptor (EGFR), cyclooxygenase-l (COX-l) and cyclooxygenase-

2 (COX-2) were performed after culture for 24 h and the cell proliferation was assessed after culture for 72 h. The 

results showed that type A spermatogonia were c-kit positive; EGF, EGFR, COX-l and COX-2 were mainly ex

pressed in spe口natogonia ; EGF (10-7- 10-6 moνL) or PGE1 (10-8-10-6 mollL) treatment significantly increased sper

matogonial colony number and area. Furthermore, the promoting effect of EGF on spermatogonia proliferation was 

dirninished by COX- lICOX-2 inhibition, while the effect of~GEJ was blocked by PG receptor inhibition. The above 

results suggest that EGF may promote local PGEJ production to enhance the proliferation of spermatogonia. 

Key words epidermal growth factor; prostaglandin EJ; spermatogonia; cell proliferation; mouse 
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