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鸡胚辜丸支持细胞的分离 、 纯化与鉴定
采克俊刘莉*丁海雷 l 张易祥丁志丽张念慈

(湖州、|师范学院生命科学学院，湖州 3 1 3000; I 扬州大学动物科学与技术学院，扬州1225009)

摘要 以 1 8 天鸡胚辛九为实验材料，经肢原酶和股蛋白酶两步酶消化法得到生精上皮细胞

悬液。在房、代培养过程中经差异贴壁和低渗处理后，获得了纯度约为 90% 的羊层支持细胞。 对纯

化的培养物染色鉴定，结果显示支持细胞为碱性磷酸酶(AKP)阴性，而混杂在其中的另 一种体细胞

管用细胞为 AKP 阳性;油红 0 染色显示，支持细胞胞质 内含有大量的脂肪滴，核 内见双极小体;叮

咬橙染色证实支持细胞富含RNA; 罗丹明 123 染色显示支持细胞富含线粒体; Hoechst 33342 染色

显示支持细胞细胞核主长卵圆形，核的长轴与细胞长轴平行;免疫荧光染色显示支持细胞胞质中表

达波形蛋白 。 建立了 一套简单 、 易行的鸡胚辛丸支持细胞分离纯化与鉴定方法。

关键词 鸡胚;辜丸;支持细胞;纯化;鉴定

支持细胞(sertoli cells)是辜丸生精上皮内一种外

形极不规则的高柱状细胞，从管周肌样细胞所处的基

底膜延伸出去，直到曲细精管的管腔。支持细胞能

分泌多种营养因子，主要作用是支持、营养和保护

/ 生精细胞，对精子的生成具有重要的调节作用[门 。 因

此，支持细胞的分离培养是进行精子发生机制和生殖

毒理学研究的一条有效途径。此外，近年来研究发

现，支持细胞作为饲养层能促进共培养细胞的生长;支

持细胞还能分泌免疫保护因子，降低移植物的免疫排

斥反应[2.3] 。因此，支持细胞体外培养研究具有重要

的理论意义与应用价值，成为新的研究热点。

目前己建立多种哺乳动物如小鼠、大鼠、犬、

狲猴支持细胞分离培养的方法，并己建立永生细胞

株[4-9] 。 但是，有关禽类辜丸支持细胞的分离纯化和

体外培养至今未见正式报道，对其特征也知之甚少。

本文以 1 8 天鸡胚辜丸为实验材料，探讨禽类支持细

胞的分离纯化和鉴定方法，为禽类支持细胞的体外培

养及应用研究积累基础资料。

1 材料与方法

1.1 实验材料

广西土鸡(Guangxi native broilers)受精种蛋购自

湖州广东温氏畜牧有限公司，种蛋置于自动孵化箱

.; (德国 Grumback) 中，在 37 . 5 'C ，相对湿度为 55% 的

条件下孵化， 每天翻蛋 4 次。

1.2 主要试剂

高糖DMEM培养基、胎牛血清购于 Gibco 试剂

公司 ; AKP试剂盒购于华美生物工程有限公司;波形

蛋白免疫荧光染色试剂盒购于武汉博十德生物工程

有限公司。其他试剂包括 Hoechst 33342 、 腆化

丙链、胶原酶 IV、膜蛋白酶(0 . 25 %) 、 青霉素、链

霉素 、 L- 谷氨酷胶、丙酣酸制、罗丹明 12 3 、日丫

睫橙、油红 0，均购于美国 Sigma 公司。

完全培养基为含 1 mmol止 丙酣酸纳、 2 mmol/L 

L 谷氨酌胶、 1% 非必需氨基酸的高糖 DMEM 培养

液中添加 10% 胎牛血清 。

1.3 支持细胞的分离

孵化第 18 天种蛋用 75% 的酒精擦洗消毒。无

菌获取两侧辜丸(雌性右侧卵巢退化，有两个白色性

腺者为雄性)，置于含双抗的 PBS 中浸洗 3 次。在体

视显微镜下仔细剥离白膜和血管。剪碎，加入适量

的无钙镇离子 PBS 吹打数次，移入离心管中静置 5

rnin ， 弃上清液，用 10 倍于组织块体积的 1 mg/ml 胶

原酶消化，在 37 'C下作用 30 rnin，期间每隔 5 rnin 混

匀一次。第一次酶解后 500 r/min 离心 2 min，弃上

清液，之后用 0.25% 膜蛋白酶 -EDTA 消化 5 min，收

集细胞悬液，加含血清的培养基终止消化， 300 目不

锈钢网筛过滤。 过滤液以 1 200 r/min 离心 5 min , 

弃上清液，再用完全培养基重新悬浮细胞，取少量细

胞进行活率检测和 AKP 染色剩余细胞用于原代培

养。

1.4 石蜡切片

取 4对辜丸 Bouin 氏液固定 2 天后， 进行常规石

收稿日期 2008-06-11 接受日期 2008-08-2 1

国家自然科学基金(No.30500270)、浙江省科技攻关重点计划(No
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蜡切片和 HE 染色，切片厚度为 5μm 。 制好的切片

用光学显微镜(Motic BA400)进行观察拍照。

1.5 细胞活率检测

1 ml 细胞悬液或培养液中， 加入 6μ1 Hoechst 

33342, 8μl 腆化丙链。 轻轻泪匀后， 37 'C避光温育

15 min 。 荧光显微镜下观察死细胞呈红色， 活细胞

呈蓝色[ 10] 。

1.6 支持细胞的纯化

1.6.1 差异贴壁 细胞浓度调整为 5xl05 个 Iml ，

接种在 6 孔培养板上，在 37 'C 、 5 % CO2、饱和湿
度条件下培养。 随后定时(1 5 min 、 3 0 min 、 1 h 、

2h 和 4 h)观察细胞贴壁情况，按不同时间段将未贴

壁的细胞悬液吸出 ， 进行细胞记数，计算贴壁细胞所

占比例 。 培养板中贴壁细胞再用预热的 PBS 洗一次，

然后换成完全培养基继续培养 24 h 后，统计支持细

胞(梭形体细胞)所占比例 。

1.6.2 低渗处理 培养 48 h 后，经过 0.5 h 差异贴

壁的单层支持细胞， 弃去原培养液，先用 PBS 洗两次，

再使用不同渗透压的 PBS 溶液(PBS 和纯水分别以

1 : 0 , 1 汀， 1 : 2 , 1 : 5 , 0 : 1 的比例混合， PBS 

渗透压大约是 300 mOsmlkg，纯水渗透压为 OmOsml

kg)对细胞进行低渗处理 2min， 中途观察细胞形态变

化， 然后弃去渗透液，再加等渗 PBS 洗一次， 最后换

成新的完全培养基，检测培养板中的细胞活率。 继

续培养24 h后，统计支持细胞(梭形体细胞)所占比例，

定时观察细胞的生长情况 。

1.7 支持细胞的特征鉴定

1.7.1 AKP 活性检测 细胞悬液涂片或体外培养

的支持细胞单层，用固定液固定 15 min; 再用 PBS 清

洗 3 次去除固定液，加入新鲜配置的 BCIP肘BT 染色

液避光染色 20 min , PBS 清洗后，倒置显微镜下观

察 、拍照 。

1.7.2 油红0染色 100 ml异丙醇中加入 0.5 g 油

红 0，充分溶解后作为贮存液 。 使用时取贮存液 6

时，加 4 m1 蒸馆水稀释，静置 10 min 后过滤。细胞

体外培养一段时间后， 弃去培养液，加入 PBS 缓冲的

4% 多聚甲眶， 在 4 'C下固定 1 h, PBS 洗 2 次， 将油红

O 滤液加入培养板， 室温下染色 20 min 。 弃去染液，

60% 的乙醇分色 3-5 s, 7.K洗 。 苏木精复染 30 s，水

洗至变蓝色， 立即观察 。

1.7.3 叮咬橙染色 培养板经 PBS 洗 3 次，晾干，

甲醇固定 10-15 min 。 用新鲜配制的 0.02% 口丫睫橙

染液染色 5 min o PBS 清洗 3 次， 最后加少量 PBS ，

·研究论文·

荧光显微镜观察 。

1.7.4 罗丹明 123 染色 1 ml 细胞培养液中加入

10μ1 10μg/ml 罗丹明 123 染液， 37 'C避光染色 20

mln 后立即观察 。

1.7.5 Hoechst 33342 染色 1 ml 培养液中，加入

6μ1 Hoechst 33342, 37 'C避光温育 15 min， 荧光显微

镜下观察细胞核形态[10] 。

1.7.6 波形蛋白表达检测 采用免疫荧光染色法

检测支持细胞波形蛋白表达，操作步骤参照试剂盒说

明， 二抗标记完成后添加 10μg/ml ~典化丙链复染细

胞核， 室温温育 5 min ， 荧光显微镜检测拍照。

1.8 统计分析

实验重复4次，实验数据用平均值±标准差表示，

组间资料应用单因素方差(One way ANOV A)分析，

P<0.05 视为有显著性差异，各项统计均用 SPSS 13.0 

软件在计算机上完成 。

2 结果

2. 1 支持细胞的分离

石蜡切片显示(图 1 )，孵化第 18 天鸡胚辜丸曲细

精管己经形成， 部分区域管腔结构清晰可见。 性原

细胞较大而圆，位于曲细精管管腔当中 ; 支持细胞核

长卵圆形，有规律地排列在曲细精管的基底膜上。

共取出 200 个辜丸， 经两步酶消化，平均每个辜丸得

到生精上皮细胞( 1. 01 土0.26)xl06 个 。 细胞悬液经

Hoechst 333421 腆化丙链双重荧光染色， 死细胞呈红

色，活细胞呈蓝色(图 2A) ，平均活率为(96 . 16:t0.84)% 。

AKP 染色可以识别出细胞悬液中的各种细胞。 其中，

大圆形细胞为性原细胞，占整个细胞悬液的( 8 . 00士

2.36)%，性原细胞中AKP阳性率占整个细胞悬液的为

(3.71 :t1. 1 2)%; 管周细胞为 AKP 阳性，占整个细胞悬

液的(36.18:t6.53)%; 支持细胞为 AKP 阴性，占整个细

胞悬液的(47.67 :t 8 .88)% (图 2B) 。 此外，细胞悬液中

还含有(8.14 :t 1 .82)% 红细胞。

2 .2 支持细胞分离纯化

2.2.1 差异贴壁 在原代培养过程中，刚接种细

胞为圆形，体积较小，以均一的单细胞状态存在。 0.25

h后约有一半的细胞开始贴壁，但此时还贴壁不牢， 轻

轻晃动易漂浮，之后贴壁细胞逐渐增多， 0.5 h 后贴壁

细胞增加至 74% 左右，细胞开始伸展，有突起贴壁长

出，至 4h 后，除红细胞外，全部细胞都已贴壁，且贴

壁较牢(图 3) 。 培养 24 h 后，支持细胞胞体呈梭状

或不规则状，细胞体积增大，两侧有多个突起 。 以
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梭形体细胞代表支持细胞， 发现随着贴壁时间的延长，

支持细胞所占比例逐渐下降但在 0 . 25 h 、 0.5 h 和

1 h 没有显著差异(图 3 )。综合考虑不同时间差异贴

e d A A 

a 

100 

40 

80 

60 

20 

(
#
)
岭
南
机
陆

采克俊等: 鸡胚率丸支持细胞的分离、纯化与鉴定

不同时间差异贴璧对贴璧率和细胞纯度的影响

数据上标字母不同表示差异显著 (P < 0 .0 5 ) 。

4 0.5 1 2 

差异贴壁时间 (h)

0.25 
。

图 3

图 1 18 天鸡胚辜丸组织石蜡切片

可见曲细精管结构已经形成，粗箭头所示为性原细胞，位于曲细精

管管腔中，细箭头所示为支持细胞，位于排列在曲细精管的基底膜

上。标尺 40 μm 。

图 2 18 天鸡胚辈丸细胞悬液的检测

A: 细胞活率检测，箭头所示为死细胞; B: AKP 活性检测，白色箭头所示为支持细胞，黑色粗箭头所示为性原细胞，黑色细箭头所示为管周细

胞 。 标尺 40μm 。

f 

图 4 18 天鸡胚辜丸支持细胞体外培养的形态特征

A 混合培养 2 天，圆形的性原细胞; B : 混合培养 5 天，见性原细胞集落; C: 支持细胞差异贴壁培养 2 天后低渗处理; D 支持细胞差异贴壁培养

2 天后低渗处理恢复;E 支持细胞差异贴壁结合低渗处理，继续培养 2 天;F 支持细胞差异贴壁结合低渗处理，继续培养 5 夭 。 标尺: 50 μffi ， 
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壁对贝占壁率和细胞纯度的影响， 0 . 5 h 和 1 h 两个时

间段较合适，在下面的实验中选用 0.5 h 。 虽然性原

细胞贴壁速度较慢，但若不差异贴壁，性原细胞也会

贴壁增殖，贴壁后仍然为圆形，贴附在支持细胞上。

混合培养 2 天后，性原细胞聚集增殖，多为 2 、 3 个

细胞相连，部分性原细胞仍呈单个存在(图 4A); 混合

培养 4~5 天后，形成典型的葡萄串状集落(图 4B)。经

过纯化培养的孔板中性原细胞残留很少，未见集落形

成 。

2.2.2 低渗处理 培养 48 h 后单层支持细胞利用

低渗PBS处理后圆形细胞的数量明显减少，梭型的细

胞比例大大提高，但是， 渗透压降低到 50 mOsm/kg 

后，细胞活率明显下降， 所以， 综合考虑，纯度和细胞

活率， 100 mOsm/kg 低渗 PBS 处理效果最佳(表 1 ) 。

在低渗处理过程中，观察到圆形细胞脱落，而支持细

表 1 不同渗透压的 PBS 溶液低渗处理对体外培养支持细胞

活率和纯度的影响

PBS/ 纯水 渗透压近似值 细胞活率 体细胞纯度

(V/的 (mOsm/kg) (%) (%) 

1 : 0 300 98.97:1:0 .76' 89.93 :t 1.74' 

1 1 150 98 .1 5 士0 .40 ' 9 1. 62土 1.25 '

1 2 100 98.05 土 0.8 1 ' 95 . 01 土 1 .4 2 b

1 5 50 89 . 60土 1. 00 b 96 .4 5土2 . 34 b

o 1 。 79 . 65 士 2 . 52 ' 97 .4 8 士1. 62 b

同列数据上标字母不同表示差异显著(P<0.05) 。

./ 

图 5 体外培养的 18 天鸡胚皇丸支持细胞染色鉴定

A: 纯化培养第 5 天，口丫陡橙染色，细胞核为长卵圆形，呈绿色荧光， 细胞质呈桔黄色荧光; B : 纯化培养第 7 天，汕红 0 染色，苏木精复染，胞

质内见脂肪滴; C; 纯化培养第 3 天，油红 0 染色， 苏木精复染，细胞核为 l夭卵圆形，核内见双极小体;0 纯化培养第 3 天，罗丹明 123 染色，

显示支持细胞富含线粒体 ; E 纯化培养第 4 天 ， AKP 染色，支持细胞为阴性，管周细胞为 AKP 阳性; F : 纯化培养第 5 天， Hoechst 33342 染

色， 显示支持细胞细胞核呈长卵圆形，核的长轴与细胞长轴平行 。 标尺 : A-O: 20 μm ; E 、 F: 40 μm 。

(A) 
) 

口口
( 

图 6 18 天鸡胚皇丸支持细胞纯化培养物波形蛋自免疫荧光染色

A: 明视野 ; B 荧光视野下见支持细胞胞质中表达波形蛋臼，呈绿色荧光，细胞核被腆化丙绽染成红色。 标尺 : 40 μm 。
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来克俊等 鸡胚辜丸支持细胞的分离、纯化与鉴定

胞发生肿胀，由梭形变成椭圆形， (图 4C)，恢复到等

渗后，支持细胞体积又恢复正常，形态又变成梭形(图

4 0 ) 。

2.3 支持细胞的特征鉴定

支持细胞和性原细胞贴壁后形态不同 。 支持细

胞贴壁速度较快， 贴壁后形状不规则，主要为梭形，呈

成纤维细胞样，铺展面积较大，两侧有两个突起胞体;

培养 48 h 后，支持细胞胞体进一步增大，呈膜状铺在

培养板上(图 4A) 。支持细胞在体外培养增殖旺盛，

经过差异贴壁和低渗处理，继续培养 2 天， 支持细胞

达到 80%汇合(图 4E); 再继续培养 3天达到完全汇合

(图 4日 ; 之后隔日换液， 继续培养一周仍存活良好。

体外纯化培养的支持细胞经口丫皖橙染色鉴定， 发

现细胞核呈绿色荧光，细胞质呈桶黄色荧光，证明支

持细胞含有丰富的 RNA(图 5A) 。 支持细胞含有脂肪

滴，随着培养时间的延长，脂肪滴逐渐最大明显，经

油红0染色，脂肪滴被染成红色(图 5B); 苏木精复染，

细胞核呈椭圆形， 被染成淡蓝色，核内见典型的双极

小体结构(图 5C) o AKP 染色鉴定，发现支持细胞不

着色，为 AKP 阴性，而混杂其中的管周细胞被染成深

褐色，为 AKP 阳性( 图 5E) 。 统计表明，纯化培养的

支持细胞单层中，还残留有 9 .45 % 的管周细胞。 管

周细胞形状不规则，多呈三角形，有多个突起胞体。

罗丹明 123 染色显示，支持细胞质中含有丰富的线粒

体，发绿色荧光(图 50) 0 Hoechst 33342 染色，显示
支持细胞细胞核呈长卵圆形，核的长轴与细胞长轴平

行(图 5F) 。 免疫荧光染色显示波形蛋白特异表达于

支持细胞胞质中 ( 图 6) 。

3 讨论

选择 1 8 天鸡胚辜丸作为实验材料，不仅取材方

便，易于无菌操作，而且此时己分化出数量较多的支

持细胞，而精子发生也还未启动，生精上皮中的唯一

的生殖细胞是性原细胞[ll]，因此容易获得较高纯度的

支持细胞。 本文通过组织切片观察及分离纯化实验

也证明了这一点 。 此外，在 1 8 天鸡胚中，支持细胞

已经稳定表达胶质细胞源神经营养因子等细胞因子

(未发表资料) 。 但这并不意味着取材时期越早越好，

因为在更早阶段，比如孵化第 9-11 天，虽然己分化出

支持细胞，但数量不多，形态不易分辨[1飞哺乳动物

支持细胞的取材时期多选择在刚出生到青春期前， 这

一时期不仅在生精上皮中支持细胞比例较高，而且支

持细胞在体外增殖能力强。 进入青春期后，各级生
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精细胞陆续出现，支持细胞占总细胞的比例迅速下降，

支持细胞的增殖能力也会降低[明。 最近， Bo放urt 等[1 2]

对鸡出壳后支持细胞在体内的增殖情况进行了系统

研究，发现大约到第 8 周后，支持细胞即停止分裂。

这提示，如果进行鸡支持细胞的体外培养研究， 最好

在第 8 周之前取材 。

生精上皮细胞的分离多采用消化酶，包括胶原

酶 、 膜蛋白酶、透明质酸酶等依次消化[5 ， 8] 。本文

采用胶原酶和膜蛋白酶两步酶消化法，可以将生精上

皮充分消化，从每个 18天鸡胚辜丸得到 lx106个细胞，

活率也较高，取得了较好的分离效果。并且， 经过

第一步消化和低速离心等措施己去除了辜丸间质细

胞的干扰。 不过，在刚分离的细胞悬液中，除了混

有性原细胞和红细胞外， 还含有比例高达 36.18% 的

管周细胞，支持细胞仅占 47.67% 。 红细胞不能在体

外贴壁增殖，很容易通过换液去除 。 性原细胞和其

他生精细胞一样，与支持细胞相比，贴壁较慢， 且不

耐受低渗透压打击[1坷，所以可以通过差异贴壁和低渗

处理去除。本研究证实该纯化策略对鸡支持细胞也

是适用的 。 在原代培养过程中， 差异贴壁 0.5 h 或 1 h, 

再用 100 mOsmlkg 低渗 PBS 处理效果最佳，梭形体

细胞的纯度高达 95% 。 纯化后继续至第 7 天， 经过

中途的洗涤换液处理，培养板中几乎没有圆形的性原

细胞，但还残留有另一种体细胞一一管周细胞。不

过，管周细胞的比例由接种时的 36 . 18 % 降低到

9.45% 。 之所以管周细胞的比例大大降低，可能是因

为管周细胞的贴壁能力 ， 或者抗低渗打击的能力较支

持细胞差， 也可能是由于管周细胞在体外的增殖速度

比支持细胞慢，具体原因还有待于进一步研究。 为

了降低管周细胞的污染，可在曲细精管消化时， 提高

胶原酶的浓度，延长作用时间，但不能过度消化， 影

响细胞活率[坷。 Scarpi no 等问采用 OSA 凝集素特异

站附，可以快速高效富积大鼠支持细胞，减少了管周

细胞的污染 。

细胞培养应考虑其生理状态下的温度，鸡的基础

体温大约为 41-43 .C 但鸡细胞培养的温度一般都

是 37 .C或者 38 .C 。 在预实验中，我们比较了 41 .C 、

38.5 .C和 37 .C下鸡胚辜丸细胞的培养情况。结果

表明， 41 .C细胞容易脱落，不适合培养; 37 .C和 38.5

℃下，鸡辜丸细胞都能增殖，但 38 . 5 .C下生长略为迅

速，其他无明显差异，而实验室培养的其他类型细胞

都选用 37 .C 。因此， 我们也选用 37 .C作为鸡辜丸

支持细胞的培养温度。 井且证明在 37 .C条件下， 鸡
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支持细胞生长良好 。

鉴定体外培养的支持细胞常用方法是形态学观

察和染色鉴定。 本文发现 18 天鸡胚辜丸支持细胞形

态特征与哺乳动物的相似 主要为梭形，呈成纤维细

胞样，铺展面积较大，两侧有两个突起胞体[叫]。不

过，仅凭形态学特征不易识别出混杂其中的管周细

胞。由于鸡的管周细胞与哺乳动物的一样， 都为

AKP 阳性，而支持细胞为 AKP 阴性[6， l45]，本文采用

AKP染色清楚地将两者区别开来。在以前的支持细

胞纯化培养研究中， 一般都将梭形成纤维细胞样的体

细胞作为支持细胞，而没有将其与管周细胞区别开，

这会高估了支持细胞的比例[5 ， 16J 。

此外，本文还采用多种其他染色方法， 较完整地

鉴定了鸡支持细胞的特征，进一步证实鸡支持细胞与

哺乳动物的相似。其中口丫昵橙染色、苏木精染色，

以及 Hoechst 33342 染色都显示支持细胞细胞核呈

长卵圆形。 DNA 荧光染料 Hoechst 33342 作为一种

活体荧光染料，可以直接对培养中的活细胞染色，不

改变细胞的形态特征和增殖能力，对细胞核结构的检

测最为可靠[叫 。 日丫睫橙染色还证实支持细胞的细胞

质富含RNA，罗丹明 123染色显示支持细胞富含线粒

体，这说明体外培养的支持细胞仍然具有很强的分泌

功能。 细胞质中含有脂肪滴，以及核内有双极小体

结构，是支持细胞所特有的细胞结构[1飞本实验用

油红 0 染色，苏木精复染，也观察到了这一特征，取

得了满意的效果 。 支持细胞胞质中的大量脂滴，可

能与其吞噬和分泌功能有关。本文还发现，随着培

养时间的延长，支持细胞的脂肪滴逐渐增大明显 。

在辜丸曲细精管中，波形蛋白特异地表达于支持细

胞[5J 。 本文通过免疫荧光染色，检测到体外纯化培养

·研究论文-

的支持细胞胞质中表达波形蛋白，进一步确认所获得

的纯化培养物主要是支持细胞 。

除了本文使用的鉴定方法外，研究人员还采用富

尔根染色或甲基绿 - 派洛宁染色，或者通过电镜，清

楚观察到细胞核核仁周围的卫星核小体这一支持细

胞所特有的细胞结构[5， l6]; 或者检测支持细胞特异表

达的 WT1 ， FasL 、 雄激素结合蛋白 、 转铁蛋白、

抑制素 、 生长因子等[5 ， 1 6 J 。这些方法也可以反应支

持细胞的特征，关于禽类支持细胞这些特征的检测鉴

定还有待于进一步研究 。

综上所述，本文以 18天鸡胚辜丸为实验材料， 经

胶原酶和膜蛋白酶两步酶消化法、 差异贴壁和低渗

处理，以及多种染色鉴定，建立了一套简单、易行

的鸡胚辜丸支持细胞分离纯化与鉴定方法，为鸡支持

细胞的体外培养与应用研究打下了基础 。
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Isolation, Purification and Characterization of Sertoli Cells from 

Embryonic Chickens 

Ke-Jun Cai, Li Liu*, Hai-Lei Dingl , Yi-Xiang Zhang, Zhi-Li Ding, Nian-Ci Zhang 

(School of Life Sciences, Huzhou Teachers College, Huzhou 313000, China; 'College of Anirnal Science and Technology, 

Yangzhou University, Yangzhou 225009, China) 

_.; 

Abstract Testes from 18-day-old embryonic chickens were used to isolate seminiferous epithelial cells by .... 

sequential two-step enzyme digestion with collagenase and trypsin. During primary culture, highly purified mono­

layers containing about 90% sertoli cells can be successfully achieved by differential plating and hypotonic treatment. 

The sertoli cell-enriched cultures were then characterized by staining. The results showed that, no alkaline phos-
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phatase (AKP) staining were found in sertoli cells itself, while another somatic cells , peritubular myoid cells were 

AKP positive. lipid droplet formation in the cytoplasm and bipolar co叩uscula in nucleus were clearly detected after 

oil red 0 staining. Acridine orange staining demonstrated 出at sertoli cells were rich in RNA. Rhodarnine 123 staining 

showed that sertoli cells were rich in mitochondria. Hoechst 33342 staining showed that sertoli cells had a long 

elliptical shaped nucleus and the long axis of nucleus oriented parallel to the long axis of the cell. Immunofluorescent 

staining showed 由at vimentin was expressed in sertoli cell cytoplasm. A simple and reliable method for isolation, 

~ purification and characterization of sertoli cells from embryonic chickens has been established. 

f 
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