
不同时期鸡胚原始生殖细胞分离的研究 并

秦洁 肖小王君李碧春祷

(扬州大学畜牧兽医学院 江苏扬州 225009) 

摘要 采用 Ficol1密度梯度离心，酶解离两种方法在鸡胚孵化的第 14 期、 19 期、28 期，分

离 、培养鸡胚中的原始生殖细胞(PGCs) 。 探索 PGCs分离、培养的适宜时期及方法，以期获得较多

数量，较高活力的 PGCs作介导生产转基因鸡。 结果表明:1.提取、分离 PGCs的最佳时期依次为

19 期、28 期 。 2. 两种分离方法均能分离到一定数量的 PGCs细胞。 但在 19 期和 28 期，酶解离法

分离到的 PGCs的相对数量较多，存活时间较长，是一种较适宜的分离方法。

关键词: 鸡胚原始生殖细胞 分离

原始生殖细胞(Primordial Germ Cel1s , PGCs)是

指能够发育为性细胞的前体细胞，对物种延续至关

重要。 在雄性动物， PGCs分裂形成精原干细胞的

前体一性原细胞，而后附着在生精细胞上皮进入精

子发生过程;在雌性动物， PGCs分裂形成卵母细

胞。 对体外培养的 PGCs进行研究，有助于揭示体

内一些多潜能干细胞的生理生化及生物学特性，从

而为解决发育生物学、细胞生物学等方面的理论问

题以及转基因动物的生产、嵌合体制作等方面的实

际问题提供新的思路、方法，具有重要的理论意义及

生产实践价值。 但由于胚胎发育中 PGCs数量较

少，常与体细胞混合[1] ，故培养时很难大量收集和

纯化;此外，与哺乳动物相比，禽类的受精卵含有大

量的卵黄，给 PGCs的分离、纯化带来了较大的困

难。 目前，这方面的研究工作仅在小鼠(2) 、 猪( 3 ) 、

牛 (4 )的报道材料较多。 本实验根据鸡 PGCs的迁

移、聚集规律[5 ] ，分别在第 14期 、 19期 、 28期这3个聚

集高峰期对PGCs的体外分离、培养进行系统研究，

为人工分离鸡PGCs提供了坚实的实验依据，为建立

鸡PGCs细胞系乃至转基因鸡生产奠定了基础。

材料与方法

1.种蛋的来源和孵化

种蛋为中国农业科学院家禽所提供的自来杭鸡种蛋。

经消毒后，在 38'(; , 60% - 70 % 湿度下孵化。 孵化期按

Harnburger 和Hamilton 建立的标准进行划分[的。

2. 试剂 、溶液及配制

TCM-199 :Cffi∞(分装产品)

小牛血清:杭州四季青(瓶装产品)

Fi∞H-400: Pharrnacia(瓶装产品 )

TCM-199:配制时溶解冗M-199 粉末 9 . 85g , N注fα~

1. 55g，加庆大霉素，调 pH至 7 . 2 ，定容至 1000ml，过滤除菌。

Trypsin-EDTA细胞消化液:配制时溶解?、JaC18. 挝、KCl

0 . 4g、 N副C03 O. 35g、D葡萄糖 19、膜蛋白酶 O . 挝、 EDTA

0.2元。 加庆大霉素，定容至 1000ml。

6 . 3%和 16% 的 Fi∞11: 按需要量取粉剂 Ficoll-400 溶于

添加 10%FCS 的 TCM-199 溶液中即可。

3 . 第 14 期血液中 肥。的提取

受精蛋孵化至第14期(孵化50- 53时，提取鸡胚血液[7] 。

PGCS 的分离 将收集到的血液 1500 r/min 离心

5min，沉淀用 O . lml 不含小牛血清的 TCM-199 培养液重悬，

与 0.9ml 浓度为 16% 的 Fi∞11 混匀，其上覆盖 6 . 3%Fi∞U 至

界面清晰。 3500/min 离心 30min . 缓缓吸取界面处 200 -

500μl 液体，加入 TCM-199 至 1mlo 1500r/min 离心 5min ，重

复两次，洗去 Ficoll。 沉淀最终溶于 1.5ml 添加 10%FCS 的

TCM-199 中 。 置 38'(; ， 5%α~ 饱和湿度的培养箱中培养。

4. 第 19 期生殖峭肥。的提取

受精蛋孵化至第 19 期(孵化 68 -72h) ，获取取鸡胚生

殖d嚼。

生殖崎部位的获得 无菌采取鸡胚，用无钙缕的 PBS

浸洗 3 次，在解剖显微镜下去其头、尾、心凸及肝突。 取后肠

前 113 的背外侧组织部位(生殖崎部 ) 0 19 期的外渗区集中

于尾侧到卵黄动脉间(如示意图 1) 。

PGCS 的分离 :膜酶法分离 PGCs将取下的生殖峭部位

用 PBS 浸洗 3 次， 5 - lOml Trypsin-ED企A 细胞消化液室温

下消化 5min，消化时辅以硅化的玻璃吸管轻轻吹打便分散。

以消化液用量 5 % 的 FCS 终止消化。 800 - 1000r/min 离心

8min，弃上清，调整细胞浓度至 104ml - 1 。 置 38'(; ， 5%α马

培养。 24h换液，以后每 48h换液 1 次。

本文 2003 年 4 月 7 日收到 ， 7 月 13 日接受。

骨 基金项目:国家自然科学基金资助(30170678) 。

酬通讯作者。 E-mail: ghchen@yzu.edu.cn 
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图 1 鸡胚 19 期生殖峭部位示意图

Va 表示卵黄动脉 i 圆点表示 PGCs。

Fi∞11 密度梯度法分离 PGCS 将取下的生殖ú嚼部用元

钙缕的 PBS 浸洗 3 次，同酶消化法将其消化。 离心后收集细

胞沉淀，以后步骤同 3 进行 Fi∞u 密度梯度提取 PGCs。

5. 第 28 期性腺 PGCS 的提取

受精蛋孵化至第 28 期(孵化约 5 . 5d) ， 获取鸡胚性腺。

鸡胚性腺的获取 :无菌采取鸡胚，用无钙缕的 PBS 浸洗

3 次，在解剖显微镜下去其头部，腹面朝上，在肾脏内侧可见

两条对称的月牙形白色条带，小心取下。 此后步骤同 4 中采

用膜酶分离法及 Fi∞11 密度梯度法分离 PGCS。

6. Trypan Blue ( 台盼蓝)染色

采用 0.4% 的台盼蓝染色 2rnin，死细胞被染成蓝色 ， 活

细胞不着色。

7. PAS(Periodicacid-schiff , PAS)特异性染色

参照 Meyer 的 PAS染色程序进行染色[8 ) 。

结 果

1. PGCs的形态特点

在倒置相差显微镜下观察， 刚分离到的单个

PGCs较体细胞大，细胞周围有明显的光环。 核大，

偏中央，有的 PGCs具伪足。 红细胞则元明显的光

环，直径明显小于 PGCs。 由于 PGCs的细胞质中含

有大量的糖原颗粒沉积，而体细胞中糖原颗粒相对

较少，因此 PGCs 能被组化的 PAS ( Periodic acid

schiff , PAS)染色法染色而与周围的体细胞区分开

来。 PGCs的染色特征是:细胞核不着色，细胞质呈

红色[ 13 ) 。 经 PAS 染色后， PGCs除细胞核外，整个

细胞质由许多深染的区域，细胞形状由圆变长，有的

变为椭圆形，还有个别仍保持圆形，有的还在顶端伸

出伪足(如图 2) 。

y 

图 2 四cs 经 PAS 染色后的各种形态 10 x 100 (箭头所示)

注 :①椭圆形的 PGCs，②有伪足的 PGCs。

2. 不同方法分离 PGCs的结果

对分离到的 PGCS在体外培养条件下观察，约 1h

体细胞已贴附在培养瓶底，呈成纤维样分布，铺展，

PGCS悬浮在培养液中 ，有伸缩的伪足便于游动。 培

养 24h 进行观察，发现 3 个时期分离到的 PGCS 均趋

于细胞集落状，通常可见 10 个左右 PGCS组成的小集

落。 这可能是由于生命力旺盛的四Q多以集落形

式存在[9 ) 。 随着培养时间的延长，PGCs逐渐死亡:细

胞质颜色开始变深，细胞轮廓不清，形态皱缩。 3 个

时期的 PGCS体外培养存活情况见表 1。

表 1 3 个时期的 问。在体外培养存活情况

时期
PGCS存活率(%)

刚提取时 24h 后 48h 后

14 期 85 .6 :t 4. 9 40 . 7 士 2 . 3 23 . 6 :t 2. 8 

19 期 85 . 7 士 5.6 50. 4 :t 2.7 33.5 :t 2. 1 

28 期 80 .5 士 4. 4 45 . 5 士 3.1 31. 7 :t 1. 3 

表 1 显示 : 第 14 期提取的 PGCs存活时间最

短，在 60 - 72h。 第 19 期的最长 ， 在 80 - 88h。 第

28 期的介于两者之间，存活时间为 72 - 80h。 这 3

个时期所提取的 PGCs经体外培养 24h 后 ， 存活率

60h后 72h 后 80h后 88h后

9.4 :t 3. 4 / / / 

21. 3 :t 1. 7 10 .3 :t 0. 7 3. 9 :t 0. 3 / 

19 .3 :t 1. 2 7.9 :t 0.6 / / 

均出现大幅度下降。 可能是由于 PGCs脱离了机体

的内环境和营养供给体系，进入一个新的生长环境

后，使得低活力的 PGCs在短期内死亡。 此外，也可

能是由于培养液中仅添加少量的小牛血清，没有外

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志



318 细胞 生 物 学 杂志 2003年

加可溶性生长因子，不能长时间维持 PGCs 的生长。 表 2 显示，采用 EDTA-膜酶法分离到的细胞总

分别采用 EDTA-膜酶解离法和 Ficoll 密度梯度 数， PGCs 数 ，体细胞存活率以及 PGCs存活率都高

离心分离第 19 期、28 期鸡胚 PGCs，结果见表 2。 于采用 Ficoll 密度梯度离心的分离结果。

表 2 不同方法分离鸡胚胎中 PGCS 的结果比较

时期 分离法 1细个胞胚数胎/ 体细胞存活率 PGCs 数/ PGCs存活率 PGCs浓度
(% ) 1 个胚胎 (%) (%) 

酶解离法 2.71 X 104 :t O. 32 X 104[150] > 90 72 :t 6[150] 90 3.3 
19 期

梯度离心法 1. 73 X 104 :t 0. 11 X 104[150] 90 40 :t 6[150] 85 7.2 

酶解离法 3. 12 X 104 :t 0.30 X 104 [150] 90 78 :t 6[ 150] 90 2.6 
28 期

梯度离心法 1. 94 X 104 :t O. 22 X 104[150] 90 48 士 6 [ 150 ] 85 6.7 

注:1. 括号中的数字为实验中所用的胚胎数。
2. 活细胞通过台盼蓝染色识别 ， PGCs只通过其形态标准识别。
3. PGCS 通过 PAS特异性反应鉴别。

讨论

1. PGCs 体外培养时存活时间上存在的差别

本实验中，来自第 14 期的血液 PGCs 的存活时

间最短，而来自第 19 期的生殖d晴、第 28 期的性腺

PGCs存活时间相对较长，可能是由于在这两个时

期的 PGCs提纯后仍混由大量的基质细胞，这些基

质细胞分泌的一些促生长因子，使得 PGCs 在体外

培养过程中存活时间延长[ 11 ] 。 血液中不存在这种

基质细胞，因此，来自血液中的 PGCs 在相同的体外

培养条件下存活时间较短。 从第 19 期生殖崎与第

28 期性腺中分离的 PGCs在存活时间上的差别，可

能是由于来自第 28 期性腺的 PGCs 已完全定位于

性腺，PGCs与性腺基质细胞之间已建立起紧密的

联系。 而第 19 期的 PGCs 则刚迁移到性腺区，PGCs

与性腺基质细胞之间的联系比较薄弱。 将 PGCs分

离出来后，PGCs与基质细胞之间的联系被中断，相

比较而言，这种中断关系产生的不利作用对第 28 期

性腺中的 PGCs影响较大，导致在相同的体外培养

条件下，从第 28 期鸡胚分离的 PGCs 存活时间比从

第 19 期鸡胚分离的 PGCs存活时间的短。

2. PGCs分离的最适时期

PAS染色是鉴定 PGCs 的重要标志方法。 由于

PGCs的细胞质中含有大量的糖原颗粒沉积，而体

细胞中糖原颗粒相对较少，因此 PGCs能被组化的

PAS染色法染色而与周围的体细胞区分开来。 本

实验证实，在鸡胚发育的第 14 期 、 19 期以及 28 期 ，

鸡胚 PGCs细胞质糖原含量比较稳定[7] ，这 3 个时

期分离到的 PGCs 经 PAS 染色后均能呈现较明显

的染色特征。

本实验中，第 14 期血液中获取的 PGCs在相同

的体外培养条件下的存活时间最短，从每个鸡胚中

能获得的 PGCs 数目少，而且其分离和纯化操作很

复杂[ 12] ，也不易得到大量的 PGCs。 本实验结果显

示:从第 19 期生殖崎分离的 PGCs在存活时间上最

长，分离后的纯度也比较高，根据其迁移规律，此时

虽仍有极少的 PGCs 处于迁移状态，但绝大部分己

迁移到了生殖崎处[ 13 ] 。 因此，在第 19 期分离 PGCs

在数量上有一定的优势，在操作上较为简便，可以避

免上、下胚层及卵黄污染。 在第 28 期每个鸡胚能获

得的 PGCs数比第 19 期获得的 PGCs数稍多，但分

离的 PGCs在体外培养的存活时间比第 19 期的存

活时间要短，提纯后的浓度要低;而且此期的 PGCs

接近分化期(分化在第 30 期开始)其全能性可能会

受到影响。 由上述分析比较 ，可得出在第 19 期鸡胚

分离 PGCs比较合适。

3. 分离 PGCS 的适宜方法

在不同的发育阶段 ， PGCs的形态 、大小及细胞

内容物有所不同 ，为了从 19 期 、28 期的鸡胚中获取

大量的 PGCs活细胞，我们分别采取了两种分离方

法。 经多次验证，本实验结果认为，采用 EDTA-膜

酶分离是一种较可行的方法，主要原因有两个方面:

(1)分离到的 PGCs 数量较 Fi∞11 密度梯度离心法

多。 与酶解法不同， Ficoll 密度梯度离心是将酶解

离后的细胞再经不同的 Fico11 密度梯度进行提纯，

得到的 PGCs虽然纯度稍高，但经过多次洗涤细胞

等步骤会使 PGCs有所损失;此外，进行酶解消化

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志



第 25 卷第 5 期 细胞生物学杂志 319 

时，必然有部分组织块不能完全解离，夹杂其中的

PGCs会随细胞团及组织块在高速离心时沉降于离

心管底，而我们采用的密度梯度分层分离只吸取离

心管上部细胞悬液，这也可能会损失部分 PGCs。

(2)分离到的 PGCs活力较强，存活时间也较长。 在

Fico11 密度梯度分离的过程中，经高速离心及机械吹

打等步骤会在一定程度上使细胞活力受损，使 PGCs

活细胞数减少。 实验观察发现，酶解法分离到的

PGCs存活时间也较长。 原因可能是 Fi∞11 密度梯

度离心分离到的 PGCs在缺乏体细胞的情况下培

养，难以长时间存活[ 14 ) 。 用酶解法分离到的 PGCs

中1昆有大量体细胞，这些体细胞在培养 1h 左右分化

为成纤维细胞，一方面成纤维细胞可与 PGCs协同

竞争生存，另一方面可分泌大量生长因子，如 IGF、

EGF，有利于 PGCs的存活增殖;同时也释放相当的

分化抑制因子，如 LIF，抑制 PGCs分化。 当成纤维

细胞分裂至一定程度，会出现老化，分泌的细胞因子

不足以维持 PGCs增殖和抑制其分化，最后导致死

亡。 这也是本实验中基础培养基中没有添加任何因

子，PGCs仅能存活 3-4d 的主要原因 。

本实验尝试采用鸡胚 PGCs与性腺类似物成纤

维细胞共培养的方法，初步证实了鸡胚成纤维细胞

可能会为 PGCs短期的存活和增殖提供所必须的细

胞因子;对于 PGCs的长期培养、传代至建系中应用

鸡胚原代成纤维细胞(PCEF)或小鼠胚胎原代成纤

维细胞(P岛1EF)作饲养层并添加各类细胞因子，本

实验正在进一步研究中。
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ISOLATION AND CULTURE OF PRIMORDIAL GERM CELLS 
FROM CHICKEN EMBRYOS 祷

QIN Jie XIAO Xiao Jun LI Bi Chun 铃

( College of Animal Science and Veterinary Medicine , Yangzhω University ， Yang功。u 225009) 

ABSTRACf Along with two methods of Ficoll density-gradient centrifugation and EDTA-Trypsin col

lection of isolating primorclial germ cells (PGCs) from chicken embryos at thr四 clifferent stag臼: from bl∞d at 

stage 14 , from genital ridge at stage 19 and gonadal at stage 28 . PGCs were then cultured in the TCM-199 

meclium ∞nt出ning 10 % FCS in vitro. T he number of viable cells were determined by using the T可pan Blue 

t臼t; PGCs were identified using PAS reaction. The result showed that , EDTA-Trypsin ∞llection was more 

preferable to PGCs collection at stage 19 and stage 28 , and these two stages were suitable for collection of 

PGCs from early chicken embryos. 

Key words: Chicken embryo Primordial genn cells (PGCs) Isolation 
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