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卵泡剌激素和雌激素对体外培养的小鼠精

原细胞增殖的影晌
张大雷 l 周 玲 2 邹挺 1 * 杨蓓 l 吴 磊 l

( I 南昌大学医学院， 南昌 330006 ; 2 南昌市卫生学校， 南吕 330006 ) 

摘要 利用精房、 细胞-体细胞体外无血清共培养模型研究 了卵泡剌激素 (FSH)和 17- [3 雌二

醇(E2)对小 鼠 A 型精原细胞增殖的影响 。 结果表明: FSH (1 0 ng/ml)可显著增加精原细胞集落数 目，

蛋白激酶A (Pl(，的抑制剂 H89可抑制 FSH对精原细胞的促增殖作用，说明 FSH (1 0 ng/ml)可通过PKA

介导的信号途径促进 A 型精原细胞增殖。 Ez 能够促进小鼠 A 型精原细胞的增殖， 而雌激素受体阻

断剂他莫西芬(tamoxifen)可抑制 E2 的促增殖作用，说明 E2 是直接通过雌激素作用与幸九细胞上受
体结合进而调控精房、细胞的发育 。 此外 ， FSH (1 0 ng/ml )联合 E2 (1 0.8_10.7 mol止)具有加性效应 。

关键词 A 型精原细胞;卵泡剌激素 ; 1 7- 们堆二醇;细胞增殖

精子发生是一个复杂的生殖细胞增殖和l分化的

过程。 精原细胞是精子的前体细胞， 精原细胞的发

育和精子生成的维持需要内分泌及旁分泌信号的精

密调控。 下丘脑一腺垂体一性腺生殖轴分泌的多种

激素，如l腺垂体分泌的卵泡剌激素(FSH)丰1]性腺分泌

的性激素在精原细胞的发育过程中发挥重要的调节

作用。 FSH 对于启动和维持精子发生具有重要的作

用， FSH 能够抑制精原细胞分化， 剌激精原细胞和支

持细胞(Sertoli)的增殖，井促进减数分裂中生殖细胞的

发育[ 1 ， 2 ] 。 而雌激素不仅是卵巢发育所必需的性激

素，在雄性生殖调控过程中也起到至关重要的作用，尤

其是在早期的精子发生过程中是一种必不可少的激

素。 雌激素参与 Leydig 细胞的发育和精子的生成l 3 l ，

并能够促进性腺机能减退小鼠的罪丸发育和正常的

精子发生[4 ] 。 但雌激素是通过皇丸细胞上的受体直

接发挥作用还是通过腺垂体间接发挥作用还不是很

清楚。本实验利用生殖细胞一体细胞无血清共培养

模型研究 FSH 和 17 - ß 雌二醇(E2)对小鼠 A 型精原细
胞增殖的影响， 以进一步揭示促性腺激素和性激素对

精原细胞发育的调控作用 。

1 材料与方法

1. 1 生殖细胞分离和培养

颈椎脱臼法处死出生后 6天的 ICR 小 鼠， 取出两

侧辜丸，除去被膜， 分离 曲细精管， 经 PBS 和培养液

清洗， 反复吹打 |曲细精管以去除间质细胞。 将组织

剪碎成小组织块后用 1 mg/ml 胶原酶在 37
0

C 消化 。

滤网过滤后，细胞离心洗涤 3 次后经台盼蓝染和|排除

法计算细胞活率。培养液为高糖 DMEM 培养液

(Sigma) ， 其中添加 1.75 mmollL Hepes 、 2 mmol/L 谷

氨酌版 、 1 00 U/ml 青毒素和 100 mg/ml 链霉素 、 10

mg/ml 腆岛素、 5 mg/ml 转铁蛋白和 3x lO.8 mol/L 亚

晒酸铀作为完全培养液(ITS 培养液) 。 细胞按 5x104

个 / 孔的密度接种到 96 孔细胞培养板(Nunc) ， 置于

37 oC ， 含 5 %C02 的培养箱中培养。
1.2 药物处理

在细胞培养 的 同 时加入 FSH(lOng/ml ，

OVAGEN™) 、 腺昔酸环化酶激活剂 Forskolin (10.6 

mollL, Sigma)和蛋白激酶A (pKA)抑制剂 H89 (10.7-1O.5

mol/L , Sigma)单独或联合处理细胞 。 此外，用 FSH

(1 0 ng/ml )和 民 (1 0.8-10-6 mollL, Sigma)单独或联合以

及 E 2 (1 0-6 mollL)联合雌激素受体阻断剂 tamoxifen

(0 ,1 mg/ml , Sigma)进行处理。 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

在倒置相差显微镜下观察细胞贴壁状况以及细

胞的增殖和形态变化 。 细胞培养 72h 后 ， 每孔选 4

个视野用显微数字成像系统(Pixera Pro 150ES)拍照，

用图象分析软件 Simple PCI(Compix , Inc)统计贴壁

的 A 型精原细胞集落的数目 。
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1.4 精原细胞的 c-kit 和 PCNA 免疫细胞化学染

色

细胞培养72h后用 4%多聚甲醒固定 20 ITÙn, 3% 

H202 泪育 10 mjn 灭活内源性过氧化物酶。 在室温下

用山羊血清封闭 20ITÙn 后加入小鼠抗 c-kit 或 PCNA

抗体， 4
0

C过夜后滴加生物素化山羊抗兔 IgG ， 37 oC 

温育 20 min，使用 DAB 显色试剂盒，室温显色。 细

胞显棕红色为阳性细胞 。

1.5 数据分析

所得数据采用 SAS(6 .1 2 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

2. 1 精原细胞培养状态

刚分离的辜丸细胞包含精原细胞和体细胞，在无

血清的 ITS 培养体系中培养 72h 后 Sertoli 细胞形成

平滑的单层平铺在培养板底部，圆形的A型精原细胞

形成集落状紧贴在 Sertoli 细胞单层上生长，而且呈

PCNA 阳性(图 1) 0 A 型精原细胞进行 c-kit 的免疫细

胞化学鉴定。 结果表明，精原细胞呈 c-kit 染色阳性，

Sertoli 细胞基本不着色阴性对照生殖细胞和体细胞

均不着色(图 1 )，此结果与先前的报道一致阳 。

2.2 FSH 通过 PKA 途径对精原细胞增殖的影响

细胞培养 72h 后， PIG气 的激活剂 Forskolin(1 0-6

moνL)可剌激 A 型精原细胞的增殖， A 型精原细胞集

"..、

落数目显著增加 。 与对照组相 比， FSH(1 0 ng/ml )显

著增加了精原细胞集落的数i=I (P<O _O日，而 PKA 的抑

制剂 H89(1 0.7~1O-5 mol/L)可显著抑制 FSH 引起的精原

细胞增殖， A型精原细胞的集?在数目显著减少(P<0.05 ，

图 2) ， 单独的 H89 处理对精原细胞的增殖无显著影

响 。 免疫细胞化学结果表明 ， 与对照组相比， FSH 处

理后体细胞的 PKA 阳性染色明显增强(图 1 ) 。

2.3 E2 对精原细胞增殖的影响
Ez( 10-7~1O.6 mollL)显著促进了小鼠 A 型精原细

胞的增殖， 精原细胞集落的数目显著增加(P<0.05 ， 图

3) 0 FSH(1 0 ng/ml)联合 Ez( 10九10.7 mollL)处理呈现

加性效应，精原细胞集落数同显著高于 FSH 或 E2 单
独处理组。 此外， tamoxifen (0 .1 mg/mL)联合 E2(1 0-6

mollL)处理后， A 型精原细胞集?在数目显著低于 E2 单
独处理组(P<0.05 ， 图 的 。与对照组相比，单独的

tamoxifen 处理对精原细胞增殖没有影响 。

3 讨论
多种激素和生长因子都参与了精原细胞发育的

调控l创 。 FSH 和辜酣(testosteron e ， T)对于精子生成

是必需的 [71 0 T 可剌激精原细胞和 Sertoli 细胞增殖，

能够启动和维持哺乳动物正常的精子生成1 81 。 体外

研究也表明， FSH和 T联合处理能够促进精原细胞的

增殖和 Sertoli细胞的存活， 并促进减数分裂和精子生

成[91 0 Sertoli 细胞分泌的信号分子或细胞因子在精

原细胞增殖分化的调控中发挥重要作用 [ 1 0] 。 研究表

Fig.l Immunocytochemical staining of c-kit, PCNA and PKA in spermatogonial cells and Sertoli cells 

A: negali ve c-kit slaining; B: posili ve c-kit staining; C: posi tive PCNA staining (x200 , scale bar, 10μm); D: negative PKA staining; E: positive 
PKA staining in control ; F: positive PKA staining in FSH (10 ng/ml) group (x400, scale bar, 20μm) . Arrowheads: lype A spermatogonial cells; 
arrows: Sertoli ce ll s. 
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明， 三维软凝胶培养体系和体细胞共培养精原干细胞

可模拟体内的微环境维持精原干细胞的生长分化[ll] ，

生殖细胞 -Sertoli 细胞 - 细胞外基质三维培养体系可

用来评价辜丸生殖细胞的发育毒性[121 0 FSH 作用靶

点为 Sertoli 细胞， FSH与其受体结合后调控 Sertoli 细

胞的功能，从而间接调控精子的发生。 FSH 能够启

动性未成熟动物精子生成，并显著增加 Sertoli 细胞和

Ap型精原细胞的数目，辜丸的重量和体积也明显增加[町，

FSH 受体基因敲除的小鼠辜丸重量和辜酣水平均降

低[131 0 FSH可通过 PKA途径激活脂肪酸酌胶水解酶，

从而调控 Sertoli 细胞的增殖[141 0 Mi 等{巴l研究也表明，

FSH能够促进辜丸生殖细胞的增殖，其作用可能是通

过 Sertoli 细胞的旁分泌作用上调 c-kit 的表达实现

的 。 在本实验中，腺昔酸环化酶激活剂 Forskolin 可

显著促进A型精原细胞的增殖 PKA的选择性抑制剂

H89 可抑制 Forskolin 引起的精原细胞增殖，这一结果

表明 Forskolin 能够增加细胞内 cAMP 的水平，从而

激活PKA信号传导途径调控小鼠 A型精原细胞的增

殖 。 此外 ， FSH (1 0 ng/ml)可明显增加体细胞 PKA

的表达，并能够显著促进 A 型精原细胞的增殖，而

FSH 的促增殖效应可被 H89 所抑制，提示 FSH 可通过

cAMPIPKA介导的信号途径作用于 Sertoli细胞，并通

过 Sertoli 细胞的旁分泌作用促进小鼠 A型精原细胞

的增殖。

许多研究表明雌激素对雄性生殖细胞的发育也

具有重要的作用 。 雌激素能够有效的抑制体外培养

的人类辜丸生殖细胞凋亡[161，保护精子 DNA 损伤[1 7]

井促进胎儿的辜丸发育。 雌激素缺乏能够导致精原

细胞减少，并影响精子生成[181 0 Han 等[1 91研究表明雌

激素能够刺激鼠胚胎干细胞的增殖， 井增加原癌基因

(c-fos , c-jun 和 c叫yc)的表达。 雌激素受体介导的过

程对于雄性生殖细胞的发育起着重要的作用 。 雌激

素受体阻断剂 tamoxifen 能够抑制雌激素语导的鼠胚

胎干细胞增殖 。 雌激素受体基因敲除能够影响精子

生成。精子数目减少，精子功能被削弱，精子活性

降低并导致不育[201 。 也有研究表明功能性的雄激素

受体对雌激素剌激的辜丸发育是必需的，雄性激素受

体阻断剂能显著抑制雌激素引起的辜丸重量增加和

生精上皮的增殖[41 。 在本实验中， E2 能够促进小鼠 A

型精原细胞的增殖，而 tamoxifen 可显著抑制 E2 的促
增殖作用，这说明E2是通过雌激素样作用与其受体结
合进而调控精原细胞的发育。 此外， FSH (1 0 ng/ml) 

联合 E2 (10-8-10-7 mollL)具有加性效应。这些结果可
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为激素调控的性腺发育提供理论依据，但是多种激素

之间的协同作用对精原细胞发育的调控还需要进一

步研究。
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408 研究论文 -

Effects of Follicle-stimulating Hormone and Estrogen on Proliferation of 

Mouse Spermatogonial Cells in vitro 

Da-Lei Zhang 1, Ling Zhou2, Ting Zou 1* , Bei Yang 1, Lei Wu 1 

(' Medical College of Nanchang University, Nanchang 330006, China; 2Nanchang Medical School, Nanchang 330006, China) 

Abstract The serum-free spermatogonium-somatic cell coculture model was used to evaluate the effects 

of fo llicle-stimulating hormone (FSH) and epidermal 17ß-estradiol (E2) on proliferation of mouse type A sper­

matogonial cells. Results showed that FSH (1 0 ng/rnl) significantly increased spermatogonial colony number and the 

proliferating effect was blocked by PKA inhibitor H89' These results suggested that FSH stimulated the proliferation 

of mouse spermatogonia invol ving acti vation of PKA signaling pathway. E2 (10-7_10-6 mollL) promoted proliferation 

of type A spermatogonia and the promoting effect of E2 was inhibited estrogen receptor antagonist tamoxifen (0.1 

mg/mL). These results indicated that E2 exerted direct estrogenic action to regulate spermatagonial development via 

estrogen receptors expressed in the testis. Furthermore, FSH (1 0 ng/rnl) could synergize with E2 (10-8_10-7 mollL) to 

promote spe口natagonial proliferation. 

Key words type A spermatogonial cell ; follicle-stimulating hormone; 17归-estradiol ; proliferation 
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