
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2022, 44(12): 2386–2393 DOI: 10.11844/cjcb.2022.12.0017

收稿日期: 2022-05-11              接受日期: 2022-07-25
国家自然科学基金面上项目(批准号: 31872434、32172803)资助的课题

*通讯作者。Tel: 0431-87836187, E-mail: zhangxuem@jlu.edu.cn
Received: May 11, 2022              Accepted: July 25, 2022
This work was supported by the National Natural Science Foundation of China (Grant No.31872434, 32172803)
*Corresponding author. Tel: +86-431-87836187, E-mail: zhangxuem@jlu.edu.cn

哺乳动物体外配子发生研究进展
陈斓歆  杨蕊  张博洋  朱春玲  赵彦森  唐博  张学明*

(吉林大学动物医学学院, 动物胚胎工程吉林省重点实验室, 长春 130062)

摘要      生殖细胞的全能性保证了遗传信息和表观遗传信息的多样化和持续性。基于人们对

生殖细胞发育机制理解的不断深入和干细胞技术在生殖领域中的应用, 目前利用多能干细胞(plu-
ripotent stem cells, PSCs)在体外重建生殖细胞发育过程的相关研究已取得显著进展。PSCs包括通

过转录因子或化学小分子诱导体细胞重编程产生的诱导性PSCs(induced PSCs, iPSCs)和来自植入

前胚胎的胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)。体外重建生殖细胞发育也称为体外配子发生(in 
vitro gametogenesis, IVG)。IVG不仅可为进一步探索生殖细胞发育机制奠定基础, 还可为创新医学

的应用开辟前景。该文主要讨论了哺乳动物IVG的研究现状以及该领域当前面临的挑战。
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Abstract       The totipotency of germ cells ensures the diversification and sustainability of the genetic and 
epigenetic information. Based on the deep understanding of the mechanisms of germ cell development and the 
applications of stem cell technology in reproduction, significant progress has been made in the research of using 
PSCs (pluripotent stem cells) to reconstruct germ cell development in vitro. These PSCs include the iPSCs (induced 
PSCs) generated by somatic reprogramming induced by transcription factors/chemical small molecules and ESCs 
(embryonic stem cells) from the preimplantation embryos. The reconstruction of germ cell development in vitro is 
also known as IVG (in vitro gametogenesis), which is important not only to lay the foundation for further explora-
tion of the mechanisms of germ cell development, but also to open up prospects for innovative medical applica-
tions. Here, the current progress of mammalian IVG and its challenges were discussed.
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哺乳动物生殖细胞可分化成两性配子 [1]。两性

配子融合后发育形成新个体 , 新个体会继承来自亲

本的遗传和表观遗传信息。生殖系发育异常会导致

后代不育或遗传和表观遗传障碍。近年来, 通过诱导

培养多能干细胞 (pluripotent stem cells, PSCs)从而重

建生殖细胞发育过程的体外配子发生 (in vitro game-

togenesis, IVG)研究取得了很大进展。小鼠 IVG和人

IVG的成功为探索人生殖细胞发育机制过程中规避

技术和伦理方面的难题提供了新途径。IVG技术也

可用于其他动物如濒危物种。如能从濒危物种得到

其PSCs, 即可拯救其基因组或细胞资源 , 在不牺牲亲

本的情况下生产生殖细胞, 从而保护生物多样性[2]。
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1   哺乳动物生殖细胞发育
原始生殖细胞(primordial germ cells, PGCs)是最早

可识别的雌雄配子的祖细胞 , 其进一步发育分化后能

将亲本遗传性状传至子代 , 因此是基因组编辑的理想

目标。PGCs在胚胎发育早期就已生成 , 但很难在体外

扩增 [3]。在小鼠胚胎第8.0~9.5天(E8.0~E9.5), PGCs沿内

胚层(未来的后肠)迁移; 在E9.5, PGCs通过后肠迁移至

中胚层, 最后定植于生殖嵴[4]。PGCs最终的性别分化不

仅受染色体结构的控制 , 也受性腺体细胞的控制。在

与胚胎性腺体细胞信号互作之前 , PGCs尚未发生性别

分化 [5]。PGCs在迁移和增殖过程中进行表观遗传重编

程, 使其DNA全基因组去甲基化并改变组蛋白修饰, 从
而使母细胞的亲代印记消失, X染色体重新被激活[6]。

在雌性胚胎卵巢中 , 卵原细胞接收原始颗粒细

胞或卵巢环境的信号后分化为初级卵母细胞 , 进入

减数分裂时期 [7]。减数分裂受阻的卵母细胞最终被

颗粒细胞包围 , 形成单个或多个成群的原始卵泡 [8]。

卵母细胞的生长是在原始卵泡向初级卵泡转变时被

触发的 , 其生长伴随着颗粒细胞层的扩张。随着卵

母细胞的生长和卵泡颗粒细胞层数的增多 , 初级卵

泡发育为次级卵泡、成熟卵泡。一般在青春期前后, 
卵巢上才会有成熟卵泡。此时卵母细胞发育为成熟

卵母细胞[9], 后者具有母体基因组和表观基因组。卵

母细胞完成两次减数分裂 , 最终与精子结合形成受

精卵。因此 , 卵巢体细胞尤其是卵泡颗粒细胞在促

进雌性生殖细胞发育方面有重要作用。

在雄性胚胎睾丸中 , 新生的支持细胞(包绕PGCs
发育而来的性原细胞 )或睾丸内环境信号使性原细胞

(gonocyte)分化为前精原细胞, 后者经历有丝分裂阻滞

并获得父系表观基因组和对抗转座子活性的能力 [10]。

出生后 , 前精原细胞分化为精原细胞或精原干细胞

(spermatogonial stem cells, SSCs)。这些细胞基本上停

止发育 , 直到青春期前它们才开始产生强劲的精子发

生波 , SSCs既能自我更新维持干细胞群 , 又能进行连

续、同步和广泛的增殖、分化 , 最终形成精子 [11]。因

此 , 睾丸体细胞特别是支持细胞在支持雄性生殖细胞

发育中起关键作用。

2   小鼠IVG
2.1   小鼠PGCs样细胞 (mouse PGCs-like cells, 
mPGCLCs)

在发育过程中 , mPGCs起源于E6.5的近端外胚

层 , 一些表达B淋巴细胞诱导成熟蛋白1(B lympho-
cyte induced maturation protein 1, BLIMP1)的细胞

对mPGCs的形成和特异性基因表达至关重要 [12]。

另外 , 通过骨形态发生蛋白(bone morphogenetic 
protein, BMP)信号通路激活的WNT3也是mPGCs特
化所必需的。BLIMP1、PRDM14(PR/SET domain 
14)和TFAP2C(transcription factor AP-2 gamma)这3
个转录因子涉及到体细胞编程的抑制、干细胞多

能性的重新激活和全基因组表观重编程 , 是mPGCs
特化的关键 [13]。在BMP4作用下 , E5.25~E6.25的上

胚层细胞可分化为mPGCs。
多能性细胞在胚泡中以初始群体的形式出现 , 

它们具有形成生殖系和体细胞的能力 , 能启动谱系

分化。多能性细胞在培养中至少有两种多能性状

态: 初始态(naïve state)和始发态(primed state)。小鼠

ESCs代表了多能性的初始态, 上胚层干细胞(epiblast 
stem cells, EpiSCs)代表了最终的启动阶段 /始发

态。小鼠ESCs能形成体细胞嵌合体和生殖系嵌合

体, 通常在使用白血病抑制因子(leukaemia inhibitory 
factor, LIF)、丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen-activat-
ed protein kinase, MAPK)抑制剂(PD0325901)和糖原

合成酶激酶3(glycogen synthase kinase-3, GSK3)抑
制剂 (CHIR99021)的培养条件 (2i+LIF)下培养。小

鼠EpiSCs(mEpiSCs)则具有偏分化潜能, 在常规条件

下其嵌合能力较弱。在激活素 (Activin)和成纤维细

胞生长因子 (fibroblast growth factor, FGF)存在的条

件下 , mEpiSCs自我更新并在E6.5之后表现出类似

于上胚层的特性。最近 , KINOSHITA等 [14]在低浓度

生长因子条件下培养小鼠上胚层细胞 , 使其衍生出

介于初始态细胞和始发态细胞之间的形成态干细胞

(formative stem cells, FSCs), 并证明此法同样适于人

胚胎中类似干细胞的诱导和扩增(表1)。
E5.5~E6.0的所有上胚层细胞基本都能响应

BMP4信号而表达BLIMP1和 PRDM14, 如能在体

外产生小鼠上胚层样细胞 (mouse epiblast-like cells, 
mEpiLCs), 就能对生殖细胞进行定向诱导 [15]。研究

者们现已摸索出将E6.0 mESCs诱导为mEpiLCs的
策略 , 发现用Activin和FGF对mESCs进行约2天的

刺激可将mESCs诱导为mEpiLCs。在BMP4作用下 , 
mEpiLCs在迁移阶段分化为mPGCLCs, 而且该mP-
GCLCs具有与E9.5 mPGCs相似的特性 [16]。将雄性

mPGCLCs移入无内源性精子发生的新生小鼠睾丸
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中可以促进精子发生 , 而将雌性mPGCLCs与小鼠胚

胎卵巢体细胞聚集培养后移入免疫缺陷小鼠的卵巢

囊中则能诱导卵子产生 , 且这样产生的精子和卵子

都能产生可育后代。这些过程可用雄性和雌性小鼠

的 iPSCs(miPSCs)进行重复 , 为 IVG奠定了基础。最

近, OIKAWA等 [17]在大鼠上重复了此过程, 其IVG系

统有利于筛选代间或跨代遗传疾病的致病因素。 
转录组分析表明 , mEpiLCs与mEpiSCs不同 , 前

者更类似于前原肠胚形成的E5.5~E6.0上胚层细胞 [18]。

mEpiLCs和小鼠原肠上胚层细胞所表现的状态属于形

成态 , 可对外界信号做出多向分化反应 [19]。mEpiLCs
还具有较为独特的富含组蛋白修饰的表观基因组 , 这
些表观修饰一般在关键性发育调节基因上 , 对相关基

因的及时激活至关重要 [20]。最近 , 通过调节Activin和
WNT信号通路已在体外诱导出了稳定的FSCs[21]。

总之 , mPGCLCs诱导体系有助于分析mPGCs
的特化机制。例如 , ARAMAKI等 [22]发现了可激活

BLIMP1和PRDM14的WNT信号通路的下游效应因

子T, 进而阐明了衔接mPGCs和mPGCLCs特化所需

的外部信号转导和内部转录网络的机制。

2.2   体外卵子发生

在气–液界面条件下聚集培养重组卵巢 (胚胎卵

巢体细胞和雌性mPGCLCs的混合物 )可重建体外卵

子发生 , 整个过程分为体外分化、体外生长和体外

成熟3个阶段。体外分化中mPGCLCs在次级卵泡期

分化为初级卵母细胞 , 在体外生长阶段则进一步分

化为成熟卵母细胞。结果表明 , 来自mESCs和miP-
SCs的MII卵母细胞都可以受精形成后代 , 证明体外

卵子发生成功 [23]。与体内卵子发生相比 , 体外来源

的卵母细胞的 2细胞胚胎发育到足月胎儿的成功率

远低于体内。体外卵子发生还有同源染色体错配率

高、线粒体DNA含量低等问题 , 这可能与mPSCs的
质量及培养条件等因素有关。总之, 改善雌性mPSCs

的培养条件和体外卵子发生仍面临挑战。

尽管有上述局限性, 体外卵子发生系统在阐明

卵母细胞发育机制方面仍有重要作用。在卵巢中, 
大多数卵母细胞在原始卵泡中保持休眠状态, 保障

了卵母细胞的储备, 延长了雌性个体的生殖寿命。

在重组卵巢中却很少形成休眠的卵母细胞(原始卵

泡), 几乎所有的卵母细胞都与体细胞一起发育, 形
成次级卵泡。转录组分析显示, 体内原始卵泡中的

卵母细胞高表达与缺氧反应和细胞外基质相关的基

因。因此, 在低氧或超静水压力条件下培养重组卵

巢可以产生休眠卵母细胞, 这证明了生物物理机制

对原始卵泡募集起关键作用。

目前 , 科学家们已确定了一组足以触发卵母

细胞生长的转录因子 (NOBOX、FIGLA、LHX8、
TBPL2、SOHLH1、STAT3、SUB1、DYNLL1), 其
同时表达对卵母细胞生长至关重要 , 是原始卵泡向

初级卵泡过渡所必需的。这些因子的表达可以迅速

将PSCs转化为能够受精并随后卵裂的卵母细胞样细

胞 , 后者的形成不涉及PGCs的表观遗传重编程和减

数分裂 , 说明卵母细胞生长和谱系特异性DNA重新

甲基化与PGCs的表观重编程是可分离的。这为生殖

生物学和医学提供了一种独特的材料—卵质 [24]。

总之 , 重组卵巢体系有助于揭示卵母细胞发育机制 , 
以及转录因子在诱导mESCs产生卵母细胞样细胞中

的关键机制。

2.3   体外精子发生 
与重组卵巢相似, 雄性mPGCLCs和胚胎睾丸体

细胞的聚集培养体被称为重组睾丸。在气–液界面

条件下培养的重组睾丸自组织成细管状结构, 促使

mPGCLCs分化为精原细胞样细胞。与体内发育相比, 
mPGCLCs来源的精原细胞体外发育时间长、效率

低, 在长期培养(约8周)后只有部分细胞进入第一次

减数分裂前期[25]。

表1   多能性的3个阶段及特点

Table 1   The three stages and characteristics of pluripotency
多能性

Pluripotency
培养条件

Culture condition
衍生细胞

Derived cell
依赖的转录因子

Dependent transcription factors
嵌合体定植

Chimera colonization

Naïve 2i+LIF ESCs ND Complete chimerism

Formative AloXR FSCs Otx2 Micro chimerism

Primed Activin, FGF EpiSCs Etv4/5 No chimerism

ND: 未确定; AloXR: 低激活素+XAV939(WNT通路抑制剂)+RARi(泛维甲酸受体逆激动剂)。
ND: not determined; AloXR: low Activin+XAV939 (WNT pathway inhibitor)+RARi (pan-retinoic acid receptor inverse agonist).
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利用 mPGCLCs来源的精原细胞样细胞可以

衍生出具有SSCs功能的生殖干细胞 (germline stem 
cells, GSCs)样细胞 (GSCLCs), GSCLCs可以进行精

子发生 , 产生可育后代。因为存在一定的表观遗传

差异, GSCLCs的精子发生效率明显低于GSCs, 但从

GSCLCs衍生的后代大体正常。这表明GSCLCs在
精子发生或早期发育过程中选择了适当的表观基因

型。体外精子发生过程中生精细胞的遗传和表观遗

传特性还有待进一步研究 , 精子发生过程中减数分

裂的体外重建目前仍有困难。

3   人类IVG 
3.1   人类生殖系的起源 

将小鼠IVG方法应用于人, 有可能实现人IVG。

但在哺乳动物不同物种之间, 生殖细胞的发育机制

存在显著差异, 需要对不同物种进行详细研究才能

准确了解特定物种的生殖细胞发育机制。由于实验

材料获取的限制, 有关人生殖细胞发育机制方面的

数据非常匮乏, 人生殖细胞的起源问题也很棘手。

为此 ,  科学家们建立了食蟹猴 (cynomolgus 
monkey)模型。单细胞转录组分析显示食蟹猴

ESCs(cyESCs)具有与植入后晚期 (E16或E17)和早期

(E12或E13)上胚层细胞高度相似的转录组。在上胚

层细胞从初始态向始发态发育的过程中 , hPSCs的基

因表达与cyESCs、植入后晚期或早期上胚层细胞的

基因表达都很相似[26]。TAN等[27]将hPSCs显微注射到

体外发育20天的食蟹猴囊胚中, 检测其在不同时间点

与猴胚胎的嵌合情况 , 结果证实hPSCs可以嵌合到晚

期猴胚泡的内细胞团中 , 并在胚胎植入前后和早期胚

胎培养过程中促进胚胎和胚外细胞系的分化 , 他们还

通过单细胞RNA测序进一步确定了hPSCs在培养的

猴子胚胎中的分化轨迹。这有助于我们更好地理解

早期人类发展和灵长类进化进程 ; 同时 , 通过囊胚互

补将PSCs用于种间器官发生和器官移植, 可为再生医

学提供大量体内生成的人类细胞、组织和器官。最近, 
其他关于人E16~E19原肠胚的单细胞转录组研究也表

明hPSCs相当于植入后的上胚层细胞。

组织学研究表明, 食蟹猴PGCs(cyPGCs, 表达

关键标记物SOX17和TFAP2C)起源于羊膜, 并从植

入后的上胚层分化而来。cyPGCs可见于E11~E17的
羊膜中, 最初存在于羊膜背侧, 之后沿着羊膜后中线

向下迁移, 随后向后部上胚层下方迁移并扩增。羊

膜不仅表达BMP4及其效应因子, 还表达一些中胚

层标记物, 符合作为PGCs前体的要求[28]。有关食蟹

猴和人类植入前胚胎的培养实验也表明, cyPGCs和
hPGCs确实源自羊膜样结构。

在人IVG中, 初始态hPSCs的获得十分关键。目

前有非转基因体系可以诱导始发态hPSCs转化为具

有植入前上胚层转录和表观遗传特征的细胞[29]。但

这些培养体系仍需优化, 因其培养出的细胞与植入

前上胚层细胞的转录组一致性较弱, 从hPSCs培养

所获细胞的表观遗传和核型也都不稳定。尽管如

此, 这些细胞仍可被诱导分化为滋养外胚层细胞, 证
明它们获得了植入前胚胎细胞的潜能。人类原始多

能干细胞可分化为胚外滋养层和下胚层细胞, 现已

建立了原始干细胞胚泡模型[30], 这种模型的获得将

使对早期人类胚胎发生的分子信号、遗传解剖、辅

助生殖培养条件的探索成为可能[31]。最近, GAN-
JIBAKHSH等[32]采用人类脱细胞羊膜支架, 建立了

从人iPSCs生成男性生殖细胞的3D培养模型, 成功

将人包皮成纤维细胞重编程为hPSCs, 这种hPSCs不
但能表达多能性标记, 也可分化为三胚层来源的组

织细胞。

3.2   hPGCLCs的诱导及hPGCs和hPGCLCs的特

化机制

科学家探索了将hPSCs诱导为人类PGCLCs (hP-
GCLCs)的方法[33]。在含有GSK-3抑制剂CHIR99021、
M E K抑制剂 P D 0 3 2 5 9 0 1、p 3 8  M A P K抑制剂

SB203580和 JNK抑制剂SP600125(4种抑制剂 , 4i)的
培养基中培养hPSCs, 在BMP信号通路作用下, hPSCs
可被诱导为近似原肠期的上胚层样hPGCLCs[34]。在

常规培养条件下 , hPSC可先被诱导成中胚层样细胞

(incipient mesoderm-like cells, iMeLCs), iMeLCs再经

BMP信号转导后形成hPGCLCs。这两种条件下获得

的hPGCLCs都显示出与早期hPGCs相似的基因表达

特性。进一步研究表明 , hPGCLCs还具有表观重编

程潜力 , 能分化为早期卵母细胞或前精原细胞 , 证明

hPGCLCs确为hPGCs的体外对应物。hPSCs的始发

态多能性不同于mEpiSCs。hPSCs诱导的尤其是通过

iMeLCs得到的hPGCLCs具有始发态多能性 , 能产生

包括羊膜细胞和生殖细胞在内的所有类型细胞 ; 而
始发态EpiSCs几乎没有能力向生殖细胞分化[35]。

通过hPGCLCs诱导系统, 可以探讨hPGCs和hPG-
CLCs的特化机制。有研究表明 , 在BMP信号作用下 , 
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SOX17、TFAP2C和BLIMP1的表达对hPGCLCs的特

化是必需的。同时 , BMP效应蛋白GATA2/3与SOX17
和TFAP2C结合可以诱导hPGCLCs的产生。SOX17还
是hPGCs和hPGCLCs特化最上游的转录因子之一 , 对
下游关键基因 (包括BLIMP1)的表达以及其他生殖细

胞特化程序的激活至关重要。SOX17不仅在灵长类

PGCs中起关键作用 , 在猪等动物中也是如此 ; 但其在

小鼠生殖细胞特化中不起作用 , 这表明小鼠可能具

有独特的PGCs特化程序 [36]。目前已知hPGCs和hPG-
CLCs特化所涉及的关键转录因子的作用层次、调控

网络都与mPGCs和mPGCLCs特化不同。

此外 , mPGCs和mPGCLCs特化与表观重编程

耦合 , 而hPGCLCs特化则与表观重编程相分离。在

mPGCs和mPGCLCs特化中 , BLIMP1、PRDM14和
TFAP2C抑制了DNA甲基化从头修复和维持的关键机

制 , 使mPGCs和mPGCLCs形成几乎无DNA甲基化活

性的状态 , 导致mPGCs和mPGCLCs增殖时全基因组

DNA的被动去甲基化。相比之下, 尽管hPGCLCs特化

伴随着DNA甲基转移酶3A/B的下调 , 但它维持了泛

素样含PHD和环指域1(ubiquitin-like with PHD and ring 
finger domain 1, UHRF1)的表达, UHRF1蛋白识别半甲

基化位点, 招募维持了DNA甲基转移酶1的水平, 使新

合成的DNA链甲基化 [37]。在增殖时hPGCLCs保留了

全基因组DNA甲基化谱和甲基化水平, 表明小鼠和人

PGCs和PGCLCs特化的转录网络确有不同。

3.3   人早期卵母细胞及前精原细胞的诱导 
组学技术的进步使我们对人生殖细胞发育相

关的转录组和表观遗传动力学的理解更加深入。人

生殖细胞有着独特的基因调控网络, 在数月之内, 生
殖细胞通过细胞间演变进行全基因组DNA去甲基

化、雌性印记擦除及X染色体重激活以及进化中较

年轻转座子的耐去甲基化 (这可能导致跨代表观遗

传 )等表观遗传重编程。胎儿生殖细胞 (fetal germ 
cells, FGCs)是成熟配子的胚胎前体细胞。雌性

FGCs经历了 4个不同的连续阶段 (有丝分裂、视黄

酸信号转导、减数分裂前期和卵子发生 [38]), 后3个
阶段的FGCs分别在胚胎第11、14、18周左右出现。

雄性FGCs的发育经历迁移、有丝分裂和细胞周期

阻滞等阶段。研究发现 , 尽管部分有丝分裂FGCs在
第 10周左右就进入视黄酸反应期或有丝分裂阻滞

期, 但直到第26周仍能发现有丝分裂FGCs。不同阶

段的FGCs可在中后期胚胎的卵巢或睾丸中被发现 , 

这表明两性FGCs发育具有异步性[39]。

将hPGCLCs与小鼠胚胎卵巢体细胞在气–液界

面条件下的聚集培养物称为异种重组卵巢, 培养约4
个月后hPGCLCs可分化为卵原细胞和前卵母细胞。

在异种重组卵巢中, 培养77天左右hPGCLCs可分化

为卵原细胞和生殖母细胞, 120天左右其可获得与

FGCs高度相似的状态。由hPGCLCs衍生的卵原细

胞可表现出表观重编程特征, 如全基因组DNA去甲

基化、印记擦除、hPSCs中异常DNA甲基化的消除

等。此外, 部分失活的X染色体又被去甲基化和重

激活[40]。这些发现为人IVG的研究奠定了基础。同理, 
将hPGCLCs与小鼠胚胎睾丸体细胞聚集培养称为异

种重组睾丸, 培养一段时间后hPGCLCs可分化为雄

性性原细胞, 随后分化为前精原细胞。但目前尚未

实现来自hPSCs的完整体外精子发生过程。

hPGCLCs在异种重组卵巢和睾丸中分化为早

期卵母细胞和前精原细胞的机制尚不清楚。雌性

hPSCs中X染色体的状态对hPGCLCs特化和成熟的

影响仍需探究。hPSCs通常携带一条激活的X染色

体 (Xa)和一条灭活的X染色体 (Xi), Xi在体外对重

编程更有抵抗力 , 表明Xi在hPSCs中具有独特的表

观遗传机制。唐氏综合征患者患有不孕症 , 因此其

hPGCLCs可作为研究人早期生殖细胞发育、PGCs
特异性、生殖细胞形成的表观遗传和分子机制以及

一些不育疾病(无精子症和畸形精子症)的模型[41]。

4   其他哺乳动物的IVG
目前 , IVG技术尚未在其他物种中实现 (图 1)。

小鼠和人类 IVG的研究说明生殖细胞发育机制存在

物种差异 , 这反映了在其他哺乳动物中建立 IVG体

系的必要性 , 由于ESCs的获取和建立存在困难 , 科
学家们试图通过 iPSCs来打破这一瓶颈。目前 , 羊
和马的 iPSCs已被建立。有研究表明 , cyESCs和 cy-
iPSCs在WNT信号抑制剂作用等特定条件下可以维

持未分化状态 , 这些PSCs都可被有效诱导为类似于

早期 cyPGCs转录组的PGCLCs[42]。目前 , 从猪源性

PSCs(piPSCs)中诱导PGCLCs的固定培养体系也已

被建立[43]。在牛iPSCs方面, 国内外学者尝试使用了

多种类型的体细胞进行诱导并建立了细胞系。然而, 
所获牛iPSCs的分化状态、增殖能力, 特别是多次传

代和反复冻存复苏后的发育能力尚未确证。另外 , 
其重编程过程中的表观遗传和转录组学规律也不清
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楚。最近, 国内团队获得了牛的扩展多能干细胞, 为
牛体外配子发生研究提供了新的细胞材料 [44]。总体

上, 目前大家畜的IVG仍有许多问题亟待解决。

5   IVG面临的挑战
迄今虽已进行了大量小鼠卵子和精子发生研

究, 但尚不能将其直接应用于人类。在IVG应用于

人类之前, 要考虑3个因素。首先要确定卵子发生和

精子发生的起始细胞类型; 其次要消除无用的其他

细胞类型, 纯化PGCs; 最后要从PSCs中产生有功能

的精子或卵子, 仍需将其移入卵巢或睾丸中。PGCs
在卵巢或睾丸中发育过程的体外重现至关重要, 需
要进一步探索。

体内性腺环境是减数分裂必需的, 但将iPSCs
或iPSCs来源的细胞移入人睾丸仍有伦理和安全方

面的限制。雄性生殖细胞分化的另一主要方法是将

iPSCs异种移植到小鼠或灵长类动物的睾丸中来评

估其分化为生殖系细胞的潜力[45]。然而, 异种移植

系统也不理想, 物种差异会妨碍系统中有效人类配

子的发生。如果用人胎儿或新生儿性腺体细胞形成

人重组卵巢或睾丸, 有可能取得更大的成功; 用同一

物种的性腺材料同样也可以提高濒危动物IVG的效

率。但要想在适当发育阶段分离到足够数量的人胎

儿性腺体细胞仍存在技术和伦理挑战。随着人们对

性腺发育机制的理解, 现已经能从mPSCs诱导出完

全能支持卵子发生的胎儿卵巢体细胞样细胞, 这项

技术将为人和其他物种提供相当于胚胎性腺体细胞

的细胞。

目前, 利用类器官培养系统使人和其他物种的

未成熟生殖细胞在体外发育成熟还很困难。利用类

器官培养系统获得的GSCLCs与从精原细胞获得的

GSCs还存在一定的表观遗传差异, 体外精子发生培

养过程中生精细胞的遗传和表观遗传特性也有待进

一步研究。

hiPSCs的建立不仅为解决配子体外发育缺陷导

致的不孕/育症提供了方法, 还为研究人生殖细胞发

育的转录控制、表观重编程、减数分裂和基因组稳

定性等提供了新途径。但hPSCs的遗传和表观遗传

质量及其产生的配子的质量均需审慎评估。研究表

明, 体细胞会积累大量突变, 而iPSCs在衍生过程中

也会获得遗传和表观遗传突变, 使其衍生的配子因

失去正常生殖系机制的保护而发生更多突变[46]。因

此, 在使用此类细胞时, 必须严格检查起始材料hiP-
SCs及其所得配子的基因组序列, 还应监测所获配子

或胚胎的表观遗传谱, 以防止配子遗传任何有害的

表观突变。在实际操作中, 使用累积突变较少的胚

胎或新生儿细胞作为下一代hiPSCs的供体细胞, 可
规避这一问题。

除生殖细胞的起源外, IVG也可以涵括生殖细

胞在体内发育过程中所经历的主要生物学事件, 如
表观遗传重编程、减数分裂重组等。IVG研究的最

终目标是使用确定因素来重建配子发生的整个过

程。随着对生殖细胞发育机制的进一步了解, 在特

定条件下配子发生过程的再现程度和范围将进一步

扩大。人IVG的实现将为生殖医学提供新的可能, 
如不育/孕症、遗传和表观遗传疾病的诊断和建模、

新型治疗方法的探索, 以及辅助生殖技术和培养方

法的改进等[47]。基于法律和伦理方面的考虑, 需审

慎评估是否可用IVG衍生的人类配子来产生后代。

通过体外卵子发生所获卵母细胞产生的小鼠胚胎, 
许多因发育异常而在产前死亡, 且正常出生的小鼠

也存在胎盘较重的问题, 这表明存活的个体可能存

在隐性畸形。因此, 应该对IVG衍生个体的基因表

达、表观特性、行为、寿命和疾病易感性等进行深

图1   体外配子发生(根据参考文献[15,25]修改)
Fig.1   In vitro gametogenesis (modified from the references [15,25])
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PGCLCs GSCLCs
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SpermSpermatogonia

In vitro gametogenesis (IVG)
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入研究。由于一些表观遗传突变是可遗传的, 因此

这种评估和研究应进行数代。在基础医学领域, 创
建IVG衍生的与人类生理更相似的动物模型(如IVG
衍生的猕猴)以及进行类似的评估都至关重要且前

景广阔。

6   结语
生殖细胞的主要功能是保证遗传和表观遗传

信息的准确性, 以及创造生物信息的多样性。通过

IVG技术, 在体外探究并阐明生殖细胞发生发育的

机制具有重要科学意义和潜在实践价值。本文主要

评述了哺乳动物生殖细胞发育、小鼠IVG和人IVG
的最新进展和面临的挑战。需要注意的是, 对于人

IVG必须慎之又慎。随着人们对实验动物IVG和人

IVG的不断研究和探索, 相信IVG在未来将会对医

学、畜牧业生产、濒危动物保护等产生巨大影响。
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