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牛精原干细胞体外分化潜能的分析
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生物控制与资源利用国家重点实验室, 中山大学附属第一医院, 广东省生殖医学重点实验室, 广州 510275)

摘要      家畜精原干细胞操作的核心技术是精原干细胞(spermatogonial stem cells, SSCs)的长

期培养。至今家畜精原干细胞的长期培养方法还没有完善。其中的一个原因是缺乏简便有效的家

畜精原干细胞生物活性鉴定手段。该研究的目的是建立一种牛精原干细胞生理潜能的体外分析方

法, 用于体外培养的牛精原干细胞的生物活性鉴定。首先培养牛精原干细胞, 进而用干细胞因子

(stem cell factor, SCF)对体外长期培养的牛精原干细胞进行诱导分化。在诱导分化过程中对细胞

进行显微观察, 并且用免疫荧光染色法鉴定分化的细胞。观察结果显示, 经过诱导培养8 d后, 牛精

原干细胞形态发生了明显改变; 细胞的运动行为显示出精母细胞特有的特征。免疫荧光染色结果

显示, 分化的细胞表达精母细胞的标记基因Scp3。上述结果例证了体外培养的牛精原干细胞具有

分化为精母细胞的潜能。该研究建立了牛SSCs体外诱导分化的分析方法, 用于鉴定体外培养的牛

SSCs的生理潜能。但是体外诱导培养条件不能满足牛SSCs减数分裂的全部要求, 导致出现一些不

完全符合精母细胞特征的现象。诱导分化培养液尚需改进。
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Abstract       Long-term culture of spermatogonial stem cells (SSCs) in vitro is the core technique of the 
spermatogonial stem cell manipulation in livestock. However, the method for long-term culture of livestock SSCs 
has not yet been established so far. One of the reasons is lack of a simple and effective approach for analysis of 
biological activity of the livestock SSCs. The purpose of this study was to establish a method for identification of 
the bovine SSCs (bSSCs) biological activity in vitro. Firstly, bSSCs were cultured. Then, bSSCs were induced with 
stem cell factor (SCF) for differentiation in vitro. During the induction, the cells were observed with microscope, 
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and the differentiated cells were identified by immunofluorescence staining. The results from observitions showed 
that the morphology of the bSSCs was changed obviously after induction culture for 8 d; and the cell motion 
behavior revealed specific characteristic of spermatocytes. The results from immunofluorescence staining showed 
that the differentiated cells expressed Scp3, a marker gene of spermatocytes. The results above illustrate that the 
bSSCs cultured in vitro possess the potential for differentiation into spermatocytes. In this study, the analysis 
method for inducing differentiation of the bSSCs has been established, and it can be applied for identification of 
physiological potential of the bSSCs cultured in vitro. However, culture conditions of inducing differentiation in 
vitro can’t meet all of the requirements for bSSC meiosis, resulting in some phenomena not fitting completely with 
the characteristics of spermatocyte. The culture medium of inducing differentiation still needs improvement.
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精原干细胞(spermatogonial stem cells, SSCs)是
分布在雄性动物睾丸曲细精管基底膜上唯一能将遗

传信息传给子代的成体干细胞。SSCs既能自我更

生又能分化进入精子发生过程, 通过这两种形态的

动态变化, 维持着成体动物睾丸中SSCs库的动态平

衡[1-2]。通过小鼠模式动物的研究已经建立了SSCs
操作的两个关键技术, 即SSCs移植技术[3]和SSCs长
期培养方法[4-5]。SSCs经过体外长期培养后, 其生理

活性通过SSCs移植技术进行验证, 即将SSCs移植到

受体睾丸中, 检验供体SSCs能否重建新的精子发生

过程。通过鼠类SSCs的研究, 展示出体外操作SSCs
在畜牧业中将有重要的应用前景。首先, SSCs可用

于优良品种家畜的种质资源保存。其次, 优良品种

家畜的SSCs可经过远距离运输, 移植给本地品种受

体, 从而产生供体的精子, 便利于外来优良品种的引

进。也可用类似的操作方法, 实现家畜野生品种遗

传信息的导入, 达到改良现有家畜品种的目的。通

过SSCs的体外操作, 建立起家畜种质资源保存和利

用的新技术[6]。家畜SSCs的长期培养是实现上述家

畜SSCs操作技术的瓶颈。当前存在的问题, 一是要

建立稳定的家畜精原干细胞长期培养体系; 二是要

建立家畜精原干细胞的鉴定方法。而家畜SSCs的
鉴定又可分为两个方面, 即标记蛋白的鉴定和生理

功能的鉴定。在小鼠的研究中, SSCs的标记蛋白采

用PLZF和GFRα-1等抗体进行免疫荧光染色鉴定, 
SSCs的生理功能则通过移植到受体鼠睾丸进行分

析鉴定[4]。但是家畜SSCs的生理功能分析鉴定目前

仍然无法采用移植到受体睾丸的方法。曾经有人采

用异种移植法, 将体外富集短期培养的牛SSCs移植

到免疫缺失的小鼠睾丸中, 但是并不能在小鼠睾丸

中重建牛的生精过程, 只能观察到牛SSCs在小鼠睾

丸中存活增殖[7-8]。

为了克服家畜等大动物SSCs生理功能分析中

存在的困难, 我们提出采用SSCs的生理潜能的分析

方法, 即在体外分析家畜等大动物SSCs是否具有潜

在的分化为精母细胞的能力, 为解决体外培养的家

畜精原干细胞的生物学功能分析提供一个新途径。

我们已经建立了牛SSCs的体外培养体系(另文发

表)。从实际情况出发, 我们选用牛SSCs为研究对象, 
探索体外培养的牛SSCs生理潜能的分析方法, 用以

分析牛SSCs在体外启动精子发生过程产生精母细

胞的分化能力。

已有研究指出, 哺乳动物睾丸中SSCs的命运

主要有两种。一种是自我更新, 由GFRα-1/GDNF信
号系统维持[9]; 另一种是分化进入精子发生过程, 由
c-kit/SCF信号系统维持[10]。Feng等[11]的研究表明, 
干细胞因子(stem cell factor, SCF)能够在体外条件

下诱导SSCs的分化, 产生精母细胞。进一步的研究

表明, SCF通过c-kit受体偶联的信号通路, 引发精原

细胞的分化[12]。由于哺乳动物的精子发生过程具有

保守性, 我们假定SCF也能够在体外条件下诱导牛

SSCs产生精母细胞。经过探索, 我们建立了体外分

析鉴定长期培养的牛SSCs生理潜能的方法。

1   材料与方法
1.1   实验材料

Gelatin购自Sigma公司, 12孔培养板购自Corning
公司,  DNEM/F12购自Gibco公司, 一抗: SCP3、GFRα-
1(本实验组制备, 待发表)、PLZF购自Santa Crus公
司。二抗: cy3偶联山羊抗小鼠IgG、cy3偶联山羊

抗兔IgG购自碧云天生物技术有限公司, FITC偶联

兔抗山羊IgG购自武汉博士德生物工程有限公司。
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TritonX-100、Hoechst 33342购 自Sigma公 司, NGS
购自武汉博士德生物工程有限公司, 青霉素、链霉

素购自Wako公司, 两性霉素购自BBI公司, FBS(标
准胎牛血清)购自天津灏洋生物制品科技有限公司, 
PBS本实验组配制, SSCs培养液SSCM见专利申请号

[201210549380.5], 纯化培养的黑白花牛SSCs(以下

简称牛SSCs)由本实验室提供, 其他化学试剂均为国

产分析纯。

1.2   实验方法

1.2.1   牛SSCs的培养      STO(SIM mouse embryo-
derived thioguanine and ouabain resistant)细胞的培养

及用丝裂霉素处理STO细胞的方法见参考文献[13-
14]。黑白花牛SSCs的培养液见专利说明书[15]。以丝

裂霉素处理的STO细胞为滋养层细胞, 用SSCM培养

液进行牛SSCs的培养。每2 d换一次培养液, 5~7 d
进行一次细胞传代。

1.2.2   牛SSCs的体外诱导分化      取12孔培养板, 用
0.1% Gelatin处理。处理4 h后, 铺上预先用丝裂霉素

处理过的STO细胞, 在37 °C、5% CO2、饱和湿度的

细胞培养箱中培养过夜, 然后铺上牛SSCs, 在SSCM
中培养。待SSCs生长好以后, 换上SSCs分化诱导液

(DNEM/F12培养液, 含10% FBS、100 ng/mL SCF、
100 U/mL青霉素、100 μg/mL链霉素), 用无SCF的
分化诱导液为对照。每2 d换一次SSCs分化诱导液, 
连续培养10 d左右。

1.2.3   显微镜观察及数字动画显微摄影      用Nikon 
TE2000-U光学显微镜对细胞进行观察拍照。数字动

画显微摄影按参考文献[16]的方法进行。显微镜连

接数字照相机(Nikon Digital Camera DXM 1200F)再
连接到Dell电脑上。图像处理软件为Nikon ACT-1。
时间推移的拍照参数选每分钟12张, 拍照结果用动

画放映软件放映。不同类型的生精细胞会有不同的

运动行为, 可作为生精细胞分类的依据[17-18]。

1.2.4   免疫荧光染色      取多次传代培养的牛

SSCs, 用4%多聚甲醛固定液室温固定细胞30 min, 
然后用SSCs标记分子PLZF和GFRα-1对细胞进行

免疫荧光双标染色, 用以鉴定牛SSCs。细胞用含

10% NGS的PBS室温封闭30 min, 采用GFRα-1一
抗(1:100稀释), 4 °C孵育过夜, 二抗用cy3偶联的羊

抗小鼠IgG(1:200), 室温孵育30 min; 再用PLZF一
抗(1:50稀释), 4 °C孵育过夜, 二抗用FITC偶联的兔

抗羊IgG(1:32), 室温孵育30 min。最后用Hoechst 
33342(1:1 000)室温孵育8 min染细胞核。

体外分化培养的细胞用精母细胞特异的标记

分子SCP3抗体进行免疫荧光染色。分化诱导10 d
后, 用4%多聚甲醛固定液室温固定细胞30 min, 用含

10% NGS的PBS室温封闭30 min, 一抗用SCP3(1:50)
稀释液4 °C孵育过夜, 二抗用cy3偶联的山羊抗兔

IgG(1:100)稀释液室温孵育30 min, Hoechst33342 
(1:1 000)稀释液室温孵育8 min染细胞核。

2   结果
2.1   牛SSCs诱导前维持细胞簇形态和标记分子

表达特征

牛SSCs细胞培养过程中, 用倒置显微镜观察, 
可见形态特异的SSCs细胞簇, 类似葡萄串状, 与体

外培养的小鼠SSCs类似[4]。用SSCs的标记抗体进行

免疫荧光双标染色, PLZF一抗加FITC偶联的兔抗羊

IgG二抗将细胞染成绿色荧光(图1B)。GFRα-1一抗

加cy3偶联的羊抗小鼠IgG二抗将细胞染成红色荧光

(图1C)。经过图像合并后, 显示这两种荧光染色的

细胞是重叠的(图1E), 说明用精原干细胞培养液培

牛精原干细胞免疫荧光双标染色结果。A: 可见光照片; B: 绿荧光照片, 显示PLZF标记的细胞; C: 红荧光照片, 显示GFRα-1标记的细胞; D: 蓝
荧光照片, 显示细胞核; E: A、B、C合并图。标尺=40 μm。 
The results of immunofluorescence double-label staining of bSSCs. A: visible photograph; B: green fluorescence photograph, showing the cells marked 
with PLZF; C: red fluorescence photograph, showing the cells marked with GFRα-1; D: blue fluorescence photograph, showing the cell nucleus; E: 
merge of A, B and C. Scale bars=40 μm.

图1  牛精原干细胞免疫荧光双标染色鉴定

Fig.1  Identification of bSSCs by immunofluorescence double-label staining

A

40 μm

Visible PLZF GFRα-1 Hoechst33342 Merge

40 μm 40 μm 40 μm 40 μm

B C D E
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养的细胞仍然保持牛SSCs的标记分子表达特征。

2.2   牛SSCs诱导分化后细胞形态和运动行为的

变化

体外培养的牛SSCs改用分化诱导液进行诱导

分化培养, 2~3 d后发现SSCs及其衍生的细胞减少, 
细胞簇开始分散。分化培养至8 d时, 观察细胞可见

形态有明显的改变。分化前的牛精原干细胞簇状结

构明显, 细胞较小, 大约10~15 μm左右。用SCF诱导

分化8 d后, 细胞增大至25~30 μm(图2)。数字动画显

微摄影结果显示, 细胞核有旋转现象, 细胞附器也会

运动, 显示出精母细胞的行为特征[16-17]。用无SCF的
分化诱导液培养的牛SSCs增大不明显(图3B)也没有

精母细胞的行为特征。

2.3   诱导分化的细胞SCP3免疫荧光染色结果

用SSC分化诱导液培养牛SSCs, 8 d后用精母细

胞特异的标记分子SCP3抗体进行免疫荧光染色, 这
些大细胞就会染上红色荧光(图3A)。用无SCF的分

化诱导液培养牛SSCs, SCP3抗体免疫荧光染色显阴

性(图3B)。说明体外培养的牛SSCs具有分化潜能, 
经过SCF诱导能够转化为精母细胞。诱导分化培养

A: 没有诱导培养的牛精原干细胞, 粗箭头指示STO细胞, 细箭头指示牛精原干细胞; B: 诱导分化培养8 d的细胞。粗箭头指示STO细胞, 细箭头

指示类精母细胞。标尺=40 μm。

A: the bovine SSCs without induction. The thick arrow showed STO cells. The thin arrow showed undifferentiated bSSCs; B: differentiated cells after 
induction for 8 d. The thick arrow showed STO cells. The thin arrow showed spermatocyte-like cells. Scale bars=40 μm. 

图2  牛SSCs用SCF诱导8 d后的细胞形态

Fig.2  Cell morphology after induction of bSSCs with SCF for 8 d

A B

A: 用SSC分化诱导液培养牛SSCs 8 d后免疫荧光染色结果, 粗箭头指示STO细胞, 细箭头指示类精母细胞。B: 用无SCF的分化诱导液培养牛

SSCs 8 d后免疫荧光染色结果, 粗箭头指示STO细胞, 细箭头指示精原干细胞衍生的细胞。

A: cell culture was performed in SSC differential induction medium. The thick arrow showed STO cells. The thin arrow showed spermatocyte-like 
cells; B: cell culture was performed in non-SCF differential induction medium. The thick arrow showed STO cells. The thin arrow showed the SSC 
derived cells.

图3  牛SSCs体外诱导分化后用SCP3抗体进行免疫荧光染色结果

Fig.3  SCP3 immunofluorescence staining was performed after differential induction of bSSCs in vitro

(A)

(B)

Visible SCP3 Hoechst33342 Merge

Visible SCP3 Hoechst33342 Merge

40 μm 40 μm 40 μm 40 μm

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm
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至10 d左右时, STO滋养层细胞表面只能见到很少量

的大于25 μm的大细胞, 大部分已经消失。

3   讨论
在体外SSCs培养研究中, 除了鉴定SSCs的标记

分子表达能力之外, 还需要鉴定SSCs的分化能力, 以
表明体外培养的SSCs具有分化进入精子发生过程的

生理功能[19]。在小鼠SSCs的研究中, Brinster等[20]创

立的SSCs移植法是鉴定精原干细胞生理功能的标

准。然而, 在牛SSCs的研究中, 用睾丸移植法鉴定体

外培养的SSCs的生理功能还没有先例。将牛SSCs
移植到免疫缺失的小鼠睾丸也观察不到牛SSCs的
分化[7-8]。

本实验室已经成功培养了牛SSCs(图1)。已有

报道, PLZF是牛SSCs的标记分子[21], GFRα-1也是精

原干细胞的标记分子。这两种抗体的阳性细胞是重

叠的, 显示出牛SSCs在诱导之前保留着SSCs标记基

因的表达特性。GFRα-1是膜蛋白, 染色结果显示, 
GFRα-1在细胞质和细胞膜中均有分布, 这是由于基

因在细胞核中转录后, 转录本转移到细胞核外形成

粗糙内质网, 然后启动翻译过程产生前体蛋白, 前
体蛋白的加工过程也是在细胞质中进行的, 最后成

熟的蛋白质在引导肽的引导下转运到细胞膜上。所

以在细胞质和细胞膜上都会着色。最新发表的猫科

SSCs特征的论文中, 体外培养的猫SSCs免疫荧光染

色结果显示, GFRα-1分布在细胞质和细胞膜中, 跟
本研究的照片结果是一致的[22]。

小鼠的研究表明, 干细胞因子SCF是诱导SSCs
分化的信号分子[23]。通过siRNA沉默精原细胞中

SCF的受体c-kit的表达, 可使细胞周期停滞, 证实了

SCF/c-kit信号系统对减数分裂起到重要的作用[24]。

Feng等[11]的研究表明, 在体外培养条件下, 用SCF诱
导能够使端粒酶诱导永生化的小鼠SSCs分化产生

精母细胞。为了检测长期培养的牛SSCs是否仍然

具有分化为精母细胞的潜能, 用含有SCF的SSCs分
化诱导液进行细胞培养。培养至第8 d时, 观察到大

于25 μm的大细胞出现。数字动画显微摄影结果显

示出这些大细胞具有精母细胞的行为特征[16-17]。免

疫荧光染色鉴定结果显示, 这些大细胞表达精母细

胞标记分子SCP3[25]。研究结果表明, 长期培养的牛

SSCs经过体外诱导培养能够转变为精母细胞。如

果在诱导培养液中不加SCF, 就观察不到大于25 μm

的大细胞出现, 而且SCP3免疫荧光染色显阴性。说

明精母细胞的产生是SCF诱导的结果。用无SCF的
分化诱导液培养的牛SSCs细胞增大不明显, 也说明

培养液中撤去GDNF等维持SSCs自我更新的因子之

后, 牛SSCs虽然有自分化趋势, 但是自分化的启动

有一个延时阶段, 故而起始阶段变化不大。我们注

意到在免疫荧光染色中, SCP3的高表达不出现在细

胞核中, 在其他物种如山羊的实验中也发现有类似

情况。这可能是由于SCP3在内质网合成后, 还没有

大量转运到细胞核; 也有可能是在现有的体外培养

条件下, SCP3转运到细胞核存在某些障碍。与上述

现象相一致的是, 图3A中的SCP3阳性的细胞仍存在

明显的核仁, 与典型的精母细胞的形态不符。这些

结果暗示, 现有的体外培养条件不能满足牛SSCs减
数分裂的全部要求, 造成牛SSCs转化为精母细胞的

过程存在一些障碍, 导致出现一些不完全符合精母

细胞特征的现象。这一点尚待进一步的研究。

体外诱导分析法鉴定SSCs的生理潜能需要用

丝裂霉素处理的STO细胞做为滋养层。已有研究

表明, STO适宜做体外增殖牛生殖细胞的滋养层[26]。

加入SSC分化诱导液后, 经过2~3 d的分化诱导培养, 
就会有大量的SSCs消失, 显示SSCs已经开始分化。

Chen等[27]最近发现, CD147在精原干细胞分化启动

后开始表达, 它有双重功能, 一方面引发细胞迁移, 
一方面引发细胞凋亡。在睾丸中SSCs分化后, 离开

曲细精管基底膜, 逐渐向管腔迁移。迁移过程中生

精细胞依然被Sertoli细胞包围。但是在体外培养条

件下, SSCs只有一面黏附于STO滋养层细胞, 其余三

面被培养液包围。SSCs分化后, 随着生理状态的改

变, 可能会产生迁移或凋亡现象。因此, 体外分化会

伴随着大量生殖细胞的消失。但是在某种微环境下, 
在某个分化时间点, 还是会捕捉到精母细胞的存在。

这个方法的建立, 为体外培养的牛SSCs的生理潜能

的检测提供了便利, 也为体外培养的其他家畜SSCs
的生理潜能的检测提供了参考。

本研究建立了牛SSCs体外诱导分化的分析鉴

定方法, 用于鉴定体外培养的牛SSCs的生理潜能。

同时也提出, 诱导分化培养液可能存在某些缺陷, 使
诱导产生的精母细胞的SCP3在细胞质中积累, 不能

转运到细胞核中, 而且SCP3阳性细胞仍存在明显的

核仁, 与典型的精母细胞的形态不符, 说明现有的诱

导分化培养液对牛SSCs转化为精母细胞存在不利
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的影响, 因此诱导培养液尚需改进。
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