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精原干细胞命运调控的研究进展
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摘要      精原干细胞(spermatogonial stem cells, SSCs)是体内一类特殊的成体干细胞, 它的自我更

新和分化平衡决定着雄(男)性持续一生的精子发生过程, 是遗传信息在物种间世代稳定传递的基础。

半个世纪以来, 对SSCs的识别、培养、移植和命运调控相关分子机制的研究极大拓展了人们对其生

物学特性的认知。该综述将介绍SSCs研究的相关历史、重要里程、进展和依然面临的瓶颈问题, 以
期为生育力拯救、干细胞基因改造、濒危动物多样性保护、畜牧业生产等研究和应用提供参考。
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Advances in Spermatogonial Stem Cell Fate Regulation
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Abstract       SSCs (spermatogonial stem cells) are the unique adult stem cells because the balance between 
their self-renewal and differentiation determines lifelong spermatogenesis in the body, which also supports the 
transmission of genetic information from generation to generation in species. Over the past half century, the de-
velopment of cell identification, culture, allogeneic transplantation and the study of fate regulation on SSCs have 
greatly improved our understanding of their biological properties. This review introduces the history, milestones, 
recent progress and unresolved issues still faced of SSC studies, and aims to summarize the current knowledge with 
a view to providing reference for fertility preservation, stem cell genetic modification, endangered species conser-
vation, and livestock production.
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物种的延续依赖配子的精准传递 , 其中精子发

生(spermatogenesis)产生精子, 为后代提供遗传信息, 
保证种系延续和多样性, 而在哺乳动物中, 精子的持

续产生依赖于精原干细胞(spermatogonial stem cells, 
SSCs)的命运调控 , 例如 : 自我更新、分化及二者之

间的平衡 [1]。SSCs位于睾丸生精小管基底部 , 通过

自我更新来维持其数目的稳定性 ; 并通过有丝分裂

过程分化为子细胞 , 随后进入减数分裂 , 形成精子。

在睾丸一个生精周期内 , 部分SSCs分化启动一波精

子发生 , 而另一部分SSCs则通过自我更新为下一波

精子发生做准备。

探讨SSCs命运调控的机制 , 除阐明精子发生这

一过程成体干细胞调控的理论基础外 , 同时对临床

男性不育患者 , 尤其是青春期前男性儿童癌症患者

的生育力保护上也具有潜在临床价值 , 通过SSCs移
植技术可以恢复经放化疗后生精受损或丧失的患者

生育能力 [1]。随着CRISPR/Cas9等基因编辑技术的

发展, 在精子发生的干细胞中, 这些技术的应用也有

望重塑遗传性男性不育患者的生育力[2]。目前, 以啮

齿类模式动物为代表的SSCs研究 , 已经具有较为成

熟的功能性移植和体外培养系统 , 对SSCs自我更新

与分化机制的探讨 , 也将为其他成体干细胞的命运

调控提供线索。此外 , SSCs的研究也将为濒危动物

多样性保护 , 干细胞遗传修饰、制造和开展转基因

动物研究等带来贡献[1,3]。

1   SSCs的生物学特征
SSCs起源于原始生殖细胞(primordial germ cells, 

PGCs), PGCs在迁移过程中 , 不断增殖 , 到达生殖嵴

后 , 停止分裂并保持静默状态 , 转为性原细胞 , 出生

后性原细胞开始活跃, 发育为未分化精原细胞[4]。

在小鼠睾丸中, 未分化精原细胞包括As(Asingle)、
Apr(Apaired)和Aal(Aaligned) 3个亚群[5]。早在1971年, 
研究者们提出了传统的As精原干细胞模式 , 认为As
是精原干细胞 , 它们在形态和功能上是同质的 [6-7]。

As通过一次对称分裂产生的子细胞 , 一方面可以彼

此迁移 , 成为2个新的As, 或者它们因为胞质分裂不

完全, 可以通过细胞间桥连接保持在一起, 成为一对

Apr, 这对Apr继续不完全分裂, 形成Aal~4、Aal~8和
Aal~16, 进一步在维甲酸(retinoic acid, RA)的诱导下, 
Aal转化为A1型精原细胞 , 即进入分化型精原细胞

群, 通常包括6代, 分别为A1、A2、A3、A4、In、B

型精原细胞 , 并在最后一次有丝分裂时产生精母细

胞, 再经两次减数分裂及精子变形, 完成整个精子发

生过程。而在As的分裂模式上 , 也有部分研究者提

出不对称分裂模式, 认为As经过一次分裂, 可形成一

个As, 继续保持干细胞状态, 同时分裂产生的另一个

单细胞则在其第一次分裂时产生Apr。几十年来, 基
于生精小管整体染色的形态学评估和 3H-胸腺嘧啶

追踪 , 提出的传统“As模型”一直是哺乳动物睾丸中

SSCs动力学的主要解释, 并且认为这种As到Apr-Aal
的分化是不可逆的过程。但在2010年, YOSHIDA团

队 [8]基于报告基因的小鼠进行的谱系追踪和实时成

像分析的结果 , 发现这种As并不是同质的 , SSCs只
是As的一个亚群。此外 , Apr、Aal可通过断裂生成

单个精原细胞 , 恢复干细胞的潜能 , 故而他们提出

“断裂式”模式, 对传统的As模式进行了补充。

值得注意的是 ,  与啮齿类动物相比 ,  灵长类

SSCs分为两类, 一类为增殖活跃的SSCs, 我们称之为

Apale, 另一类为Adark, 是处于静止期的SSCs, 在一

定条件下可转化为Apale。此外 , 灵长类SSCs通过有

丝分裂产生的精原细胞直接过渡为B型分化精原细

胞。虽然灵长类动物和啮齿类动物之间的精原细胞

活动略有不同, 但其总体原理和动力学是相似的[9]。

2   SSCs研究历程的关键性事件
2.1   SSCs的最初识别

SSCs的概念最初由CLERMONT和BUSTOS-
OBREGON[10]在1968年提出 , 他们通过对大鼠睾丸

生精小管的整体染色的观察 , 详细描述了各种类型

精原细胞的核形态 , 并根据细胞的形态将A型精原

细胞分为五种不同的类型。其中A1型精原细胞具

有圆形的、苍白的细胞核 , 它们都在管腔周期 IX分

裂 , 产生A2型细胞。随后 , 这些细胞依次在管腔周

期XII分裂 , 产生A3型精原细胞。A2型和A3型细胞

核呈大卵圆形 , 随机分布于支持细胞核之间的空间

内。A3型精原细胞在周期XIV分裂产生A4型细胞。

鉴于在A4型精原细胞有丝分裂高峰之前不会出现

A1型细胞, 他们推测A4精原细胞是精子发生过程中

活跃的干细胞 , 具有提供更多已分化的中间型精原

细胞和复制产生A1型细胞的两种功能。此外 , 他们

还定义了一种新型的精原细胞 , 该细胞被称为A0型
精原细胞。这些细胞可见于所有管腔周期 , 占A型

总数的 21%, 具有卵形核及较小核仁。由于这些细
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胞的有丝分裂很少见 , A0精原细胞被定义为储备干

细胞, 它们通常不参与精原细胞的更新和分化, 但可

以在精原细胞池耗竭后补充精原细胞的数量。 
2.2   SSCs体内移植技术的发明和发展

虽然自20世纪50年代以来 , 许多实验方法 , 包
括组织学、免疫染色、整体染色和脉冲追踪标记 , 
被用于尝试识别SSCs, 但结果均不够非常明确。直

到1994年, 遗传学家、转基因技术开拓者—BRIN-
STER的实验室 [11-13]利用前期转基因后细胞示踪技

术结合睾丸移植技术 , 对SSCs自我更新和分化能力

进行定量功能分析 , 首次证明了睾丸中生殖干细胞 , 
即精原干细胞的存在。化疗药物白消安能够消除小

鼠体内生殖细胞 , 他们以白消安处理过的小鼠或因

内源性Kit基因突变而缺乏精子发生的W型小鼠作

为受体小鼠 , 将供体雄性小鼠的睾丸细胞悬液注入

受体小鼠睾丸生精小管内 , 供体生殖细胞穿过睾丸

支持细胞(Sertoli cells)的紧密连接, 迁移并定植在生

精上皮的基膜处 , 利用受体小鼠睾丸内生精微环境

进行精子发生, 移植两个月后, 供体来源的功能性成

熟精子出现 , 并且精子形态正常 , 与卵子受精后能

够产生携带供体基因的可育后代(图1D和图1E)。该

移植系统的开发, 从功能上对SSCs有了明确的定义, 
同时也为SSCs自我更新的基础研究开辟了新路径。

此外 , 为了将精原细胞移植技术扩展到其他物

种 , 并评估使用小鼠作为异种移植受体的可行性 , 
1996年 , BRINSTER实验室 [14]报道 , 基于小鼠的生

精微环境 , 大鼠的SSCs能够长期自我更新和分化 , 
并且能够在小鼠睾丸内产生大鼠的精子 , 然而对于

其他更高级物种 , 如人及其他灵长类动物 , 它们的

SSCs能够在小鼠睾丸中长期存活至少 6个月 , 但不

能进行分化 , 提示小鼠睾丸微环境不足以完全支持

更高级物种的SSCs发育[15]。

随着研究者们的探索 , 精原细胞移植技术已从

最开始的小鼠, 扩展到非啮齿类动物的研究, 包括家

畜和灵长类睾丸生殖细胞移植技术的研究 , 这些研

究极大推进了生殖生物学技术的发展。例如 , OAT-
LEY团队 [16]构建了Nanos2基因敲除遗传不育家畜

模型 (猪、山羊 ), 该模型作为异体移植受体 , 对供体

来源的精原干细胞不发生免疫排斥 , 并能完成精子

发生。2021年, SHETTY等[17]报道, 在经辐照处理的

青春期前恒河猴的睾丸内 , 移植青春期后恒河猴的

SSCs, 可恢复精子发生, 产生潜在的功能性精子。

2.3   SSCs体外培养体系的建立

SSCs的体外培养体系是研究睾丸内SSCs命运调

控的重要平台, 随着1994年睾丸生殖细胞移植技术的

出现 , SSCs的功能检测推动了体外培养系统迅速发

展并取得了突破性成就。1998年 , NAGANO等 [18]将

表达β-半乳糖苷酶的转基因小鼠的睾丸生殖细胞种

植在STO[sandos inbred mice (SIM) embryo-derived 
thioguanine- and ouabain-resistant, SIM小鼠胚胎来源

的并具有硫鸟嘌呤和哇巴因抗性 ]饲养细胞 (feeder 
cells)上 , 在含有 10%胎牛血清 (fetal bovine serum, 
FBS)补充培养基中培养4个月后 , 再将培养的SSCs
移植到受体小鼠睾丸内, 依然能够产生生精克隆, 表
明SSCs可以在体外培养中维持至少4个月。然而该

项研究培养的SSCs缺乏明确的干细胞增殖特征 , 并
且存活率也非常低 , 不能作为有效的 SSCs体外培

养系统。直到2003年 , SHINOHARA团队 [19]首次报

道能够长期稳定体外培养遗传背景为 ICR(institute 
of cancer research)或BDF1(C57BL/6×DBA/2 F1, 即
C57BL/6背景小鼠与DBA/2背景小鼠交配获得的F1
代小鼠 )的新生小鼠SSCs。该研究团队利用差异贴

壁的方式富集小鼠性原细胞 , 以丝裂霉素处理后的

小鼠胚胎成纤维细胞 (mouse embryonic fibroblasts, 
MEF)作为饲养细胞 , 在含有血清补充的Stempro-34
培养基中进行培养 , 同时培养液中加入了神经胶质

细胞源神经营养因子 (glial cell line-derived neuro-
trophic factor, GDNF)、 碱性成纤维细胞生长因子

2(fibroblast growth factor 2, FGF2)、白血病抑制因

子 (leukemia inhibitory factor, LIF)和表皮生长因子

(epidermal growth factor, EGF)等生长因子。在该培

养体系中, 富集的性原细胞恢复并能稳定增殖, 形成

葡萄串状细胞克隆 , 同时SSCs相关抗原阳性。通过

移植技术证实了培养的细胞克隆具有SSCs自我更新

和分化能力 , 并且能够恢复先天不育小鼠的生育力 , 
使其产生可育子代。然而该培养系统对小鼠遗传背

景具有依赖性 , 无法有效培养C57BL/6或者129/Sv遗
传背景的小鼠SSCs, 并且该培养系统的培养液加入

了血清, 导致培养液具体成分不够明确。2004年, 一
种无血清培养的SSCs体外培养系统被BRINSTER
实验室 [20]建立起来。通过THY1+细胞分选获得的未

分化精原细胞种植在STO细胞上 , 培养液为不含血

清的MEMα(minimum essential medium α)基础培养

基 , 并在培养基中加入牛血清白蛋白 (bovine serum 
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albumin, BSA)、胰岛素、转铁蛋白、硒、腐胺、2-
巯基乙醇、游离脂肪酸、N-2-羟乙基哌嗪 -N-2-乙
烷磺酸(HEPES)和抗生素等, 加入GDNF、GFRα1和
FGF2细胞因子能够有效支持C57BL/6、129/SvCP和
SJL(Swiss Jim Lambert)背景小鼠SSCs形成葡萄串状

的紧密团块 , 并能稳定增殖 (图1A)。该无血清培养

系统 , 成分明确 , 能够有效鉴定影响SSCs体外自我

更新与分化的外源性因子 , 为SSCs的基础生物学研

究奠定了基础 , 并使SSCs基因修饰成为可能。后期

该实验室 [21]发现通过降低该培养系统中的氧气浓度

能够有效提高SSCs的增殖活性 , 并能够进一步优化

小鼠SSCs的体外培养体系。

随着小鼠SSCs体外培养体系的建立 , 大鼠、仓

鼠、兔子等动物的SSCs体外培养体系也相继建立 , 
并且可以重复和用来开展进一步的研究工作 [22-24]

(图1B和图1C)。然而这些动物均为啮齿类动物 , 并
且这些培养系统均是依赖于关键的外源性生长因子

GDNF的发现[25]。2009年, SADRI-ARDEKANI等[26]报

道能够体外长期扩增人的SSCs 28周 , 并通过一些

SSCs标记基因的检测和异种移植方法进行了SSCs
鉴定 , 但由于缺乏明确的人类SSCs移植功能评估方

法 , 对其扩增的SSCs功能依然存在争议。2017年 , 
ZHENG课题组 [27]首次报道了灵长类近亲动物树鼩

SSCs能够体外大量扩增并能通过移植产生子代。该

项研究在GDNF依赖的 SSCs体外培养系统的基础

上 , 外源性细胞因子Wnt3a的补充和以树鼩支持细

胞作为饲养细胞是树鼩原代SSCs体外培养的关键。

由于树鼩的生理和病理特征均与灵长类物种 (包括

人 )极其相似 , 因此 , 树鼩SSCs体外培养系统为探讨

灵长类物种 (包括人 )的SSCs体外培养体系以及命运

A~C: 依赖生长因子GDNF的无血清培养体系, 体外培养小鼠(A)、大鼠(B)、兔子(C)的SSCs克隆, 其中小鼠、大鼠以STO细胞为饲养层细胞, 
兔子以C166细胞为饲养层细胞[24,28]; D、E: B6.129S-Gt(ROSA) 26Sor/J小鼠含有内源性报告基因β-半乳糖苷酶, 经X-Gal染色显示为蓝色(D), 
B6.129(Cg)-Gt(ROSA) 26Sortm4 (ACTB-tdTomato,-EGFP) Luo/J小鼠具有双荧光Cre报告等位基因, 可以在Cre诱导前, 由ACTB启动子启动强烈持久的红色荧

光蛋白表达(E), 通过睾丸细胞移植技术将上述两种小鼠分选获得的SSCs移植到129×C57BL/6背景生殖细胞缺失的受体鼠睾丸内, 在睾丸的曲

细精管内产生广泛的与移植干细胞起源相对应的再生精克隆[29]。

A-C: clump forming grape-shaped SSCs of mice (A), rat (B) and rabbit (C), with a GDNF-dependent serum-free culture system in vitro, and their 
feeder cells are STO, STO, and C166 cells respectively[24,28]; D,E: B6.129S-Gt(ROSA) 26Sor/J mice (D) carry a transgenic allele of the Escherichia coli 
β-galactosidase gene, and cells/tissues were stained blue with X-Gal staining. Mice under B6.129(Cg)-Gt (ROSA) 26Sortm4 (ACTB-tdTomato,-EGFP) Luo/J back-
ground (E) have two-color fluorescent Cre-reporter allele. Prior to Cre recombination, the ACTB promoter allows much stronger and persistent expres-
sion of the red fluorescence proteins in cells/tissues. Transplanted spermatogonial stem cells derived from transgenic mice (D and E) could efficiently 
repopulate in germ cell-depleted recipient mouse testes under 129×C57BL/6 background shown by the presence of blue (X-Gal positive, D) or red fluo-
rescencepositive (E) colonies[29].

图1    精原干细胞的体外培养与移植

Fig.1   In vitro proliferation and transplantation of spermatogonial stem cells
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调控的分子机制提供了很好的平台。然而该培养体

系目前并没有继续开展更深层次的研究工作 , 目前

高级物种的SSCs体外大量增殖建系的体系和相关

研究依然报道罕见。

2.4   SSCs多潜能性的验证

2004年 , SHINOHARA团队 [30]在新生小鼠SSCs
原代培养的4~7周内 , 偶然发现在1.5×107个细胞中 , 
约有1个细胞的比例能够形成胚胎干细胞样的细胞

克隆 , 这些克隆被命名为多潜能性生殖系干细胞

(multipotent germline stem cells, mGS细胞)。该细胞

能够体外诱导分化为多种体细胞 , 如造血细胞、神

经细胞等 , 注入裸鼠体内可形成畸胎瘤 , 此外 , 显微

注射到囊胚后能够正常胚胎发育形成嵌合体 , 提示

小鼠SSCs具有多潜能性。然而 , 由于PGCs到SSCs
的发育时间很短 , 发生在出生前13.5天到出生后3.5
天 , 新生小鼠睾丸不排除有潜在 PGCs的可能 , 为
此 , 成年小鼠睾丸的研究工作也随之开展。2006
年 , GUAN等 [31]报道 , 从成年小鼠睾丸中分选出的

STRA8+的SSCs同时具有单能性和多能性。通过移

植 , 该群细胞能够在小鼠睾丸中进行正常的精子发

生。而在胚胎干细胞培养液中 , 该群细胞又可以转

化为多潜能干细胞 , 并能通过显微注射在囊胚中进

行正常的胚胎发育。该项研究提示成年小鼠睾丸中

的SSCs也具有多潜能性 , 但未能对多能性干细胞的

来源进行有效验证 , 不排除有睾丸中其他体细胞来

源的情况。2009年, KO等 [32]利用体外培养的成年小

鼠睾丸SSCs克隆实验阐明了多潜能性干细胞的来

源问题 , 证实了成年小鼠睾丸的SSCs确实具有多潜

能性。因此, 在成年小鼠的睾丸中, 形成多能性细胞

的能力仍然存在 , 这为是否能够从睾丸活检中建立

人类多潜能性干细胞提出了可能 , 这些细胞能够克

服人类胚胎干细胞相关的伦理和免疫学问题 , 结合

未来干细胞治疗技术 , 为研究和治疗各种细胞系中

的遗传疾病提供新的机会。2008年 , 一项研究报道

人的SSCs也能够体外诱导成多能干细胞 [33], 但遗憾

的是, 这项工作随后被否定, 该多能干细胞与人成纤

维细胞具有相似的基因表达模式 , 是由成纤维细胞

演变而来的[34]。

2.5   体外精子发生

精子发生主要包括 SSCs的自我更新与分化、

精母细胞减数分裂和精子变形三个阶段 [35]。目前 , 
不孕不育困扰着全球约15%的育龄夫妇 , 男性因素

引起的不育约占50%[36]。其中 , 非梗阻性无精子症

患者的精子发生异常以及青春期前儿童癌症患者

的放化疗损伤是男性不育的重要原因。然而 , 该群

体患者可能无法产生功能性精子 , 目前的辅助生殖

技术尚无法使该群体的生育力得到恢复 , 如体外受

精 (in vitro fertilization, IVF)、卵胞质内单精子注射

(intracytoplasmic sperm injection, ICSI)、圆形精子注

射(round spermatid injection, ROSI)等。利用SSCs建
立可靠的体外精子发生培养体系既能帮助解析精子

发生过程中的复杂调控机制 , 同时也可作为临床上

生育力恢复的潜在策略[37](图2)。
目前 , 科学家们对体外精子发生已经做了许多

方法尝试 , 涉及多种培养液和生物材料。虽然这些

培养技术还未能达到临床应用阶段 , 但已取得了阶

段性的突破。如今 , 通过体外培养睾丸组织碎片的

器官培养方法是最成功的体外精子发生培养系统 , 
已可实现小鼠及大鼠的完整体外精子发生 , 并通过

精子注射实验获得了健康的子代 [38-39]。鉴于器官培

养在啮齿类动物精子发生上取得的巨大突破 , 科学

家对人类睾丸也采用了相同的培养方式 , 并已取得

有希望的成果 [40-41]。然而 , 在人类体外精子发生的

探索中 , 人们也注意到了精子发生在物种间的巨大

差异 , 因此对于培养液的尝试和培养方式的优化仍

需不断探索。

图2    体外精子发生的策略

Fig.2   Strategies for in vitro spermatogenesis
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此外 , 得益于生物工程技术的发展 , 睾丸类器

官、睾丸细胞三维培养及三维打印技术也被应用于

体外精子发生的尝试中 , 这些新兴的培养技术可通

过体外重建睾丸结构而有望实现体外精子发生[42]。

3   微环境及外源性细胞因子对SSCs的调控
3.1   生精微环境

睾丸组织主要由生精小管及其周围间质组织

组成, SSCs定位于生精小管基底膜上, 在那里与周围

的体细胞相互作用 , 形成一个SSCs保护区 , 被称为

SSCs的生精微环境, 也被称为“niche”[43]。其中, 支持

细胞位于生精小管的基底膜处 , 可为SSCs提供结构

支撑以及SSCs发育过程中的众多关键性细胞因子

和外基质 , 同时支持细胞之间的紧密连接形成血睾

屏障 , 为SSCs提供了一个安全的生精环境。周围的

间质组织由各种类型的细胞组成 , 除巨噬细胞、毛

细血管、淋巴组织、神经纤维组织外 , 还包括管周

肌细胞、间质细胞(Leydig cells)等, 这些细胞同样能

够产生多种细胞因子 , 直接或间接调控SSCs的自我

更新与分化(表1)。
3.2   外源性细胞因子对SSCs自我更新的调控

3.2.1   GDNF      GDNF是转化生长因子β家族中的

成员之一, 最初被发现于中脑多巴胺能神经元, 对多

巴胺能神经元的存活与分化极其重要 , 被命名为神

经胶质细胞系来源的神经营养因子。它广泛表达于

体内多个组织 , 在睾丸组织中 , 主要由支持细胞分

泌 , 2000年的一项开创性研究表明 , GDNF是小鼠未

分化精原细胞命运决定的关键调控因子 [25]。在该研

究中, 过表达Gdnf的小鼠显示精原细胞异常增殖, 而
Gdnf半敲杂合子小鼠精原细胞逐渐丢失 , 导致生精

小管仅有支持细胞排列。在这两种情况下 , 雄性小

鼠都因精子发生受损而导致不育 , 表明GDNF可控

表1   参与精原干细胞命运调控的外源性细胞因子

Table 1   Extrinsic cell factors in regulating the fate of spermatogonial stem cells
细胞因子

Cell factors
主要分泌细胞

The main secretory cells
功能调节

Regulation of functions
参考文献

References

GDNF Sertoli cells,
peritubular myoid cells,
endothelial cells

Maintaining self-renewal of SSCs by binding to its receptor RET, 
GFRa1, and activates phosphorylation sites in the downstream PI3K-
AKT, ERK, and mTORC1 signaling pathways

MENG, et al. 2000
CHEN, et al. 2016
WANG, et al. 2017

FGF2 Sertoli cells Synergizing with GDNF to regulate self-renewal of SSCs by activat-
ing the MAP2K1 pathway and up-regulating ETV5, BCL6B expres-
sion

ISHII, et al. 2012

FGF8 Spermatogonium Maintaining self-renewal of SSCs by activating the MEK/ERK 
signaling pathway and inducing GFRa1 and RET expression

HASEGAWA, et al. 2014

FGF5 Lymphatic endothelial 
cells

Promoting proliferation of SSCs by activating ERK and AKT signal-
ing pathways and upregulating PCNA, Cyclin A2 and Cyclin E1

KITADATE, et al. 2019

FGF9 Leydig cells Maintaining self-renewal of SSCs by inducing p38 MAPK phos-
phorylation and upregulating ETV5, BCLB6

YANG, et al. 2021

WNT3a Spermatogonium Promoting proliferation of SSCs by activating the Wnt/β-catenin 
classical signaling pathway

GOLESTANEH, et al. 
2009

WNT6 Sertoli cells Promoting proliferation of SSCs by activating the Wnt/β-catenin 
classical signaling pathway

TAKASE, et al. 2016

WNT5a Sertoli cells Inhibiting apoptosis and maintaining self-renewal of SSCs by acti-
vating JNK signaling

YEH, et al. 2011

CSF-1 Leydig cells,
peritubular myoid cells

Promoting proliferation of SSCs by binding to CSF1R OATLEY, et al. 2009
KOKKINAKI, et al.2009

CXCL12 Sertoli cells Promoting SSCs homing and maintaining self-renewal of SSCs by 
binding to CXCR4

KANATSU-SHINOHA-
RA, et al. 2012
YANG, et al. 2013

RA Sertoli cells Activating STRA8 to initiate differentiation and induce meiosis ENDO, et al. 2015

BMP4 Spermatogonium Synergizing with retinoic acid to induce differentiation of SSCs YANG, et al. 2016

SCF Sertoli cells Promoting differentiation of SSCs by upregulating differentiation-
related genes including STRA8 and c-KIT

NASIMI, et al. 2021
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制精原细胞的增殖和分化。随后 , GDNF依赖性的

SSCs体外培养系统建立 , GDNF对于SSCs的命运调

控得到再次验证[19-20]。

GDNF受体主要由GFRα1和RET组成, 在哺乳动

物睾丸中, GFRα1和RET在SSCs中优势表达, GFRα1
或Ret突变能够抑制SSCs增殖 , 导致SSCs丢失 [44]。

GDNF通过与其受体RET、GFRα1结合 , 激活下游多

条通路 , 如PI3K-AKT信号通路、ERK信号通路 , 以
及mTORC1复合物Raptor的863丝氨酸位点磷酸化等, 
进而调控SSCs的自我更新与分化[29]。

3.2.2   FGF家族      FGF家族 , 即成纤维生长因子家

族 , 作为另一种外源性生长因子 , 在SSCs命运调控中

同样扮演着重要角色。其中 , FGF2生长因子 , 主要

由支持细胞分泌 , 它能与GDNF协同作用 , 通过激活

MAP2K1通路上调ETV5、BCL6B表达 , 促进SSCs体
外自我更新 , 已被用于SSCs体外培养体系 [20,45]。然

而, 体内实验发现, Fgf2过表达的小鼠睾丸并未明显

增加SSCs的数量 , 相反 , Fgf2敲降后能够促进SSCs
增殖 , 尽管利用可生物降解明胶微球 (biodegradable 
gelatin microsphere, BGM)系统在小鼠睾丸内释放

FGF2细胞因子 , 能够扩增SSCs数量 , 但这些细胞群

表现出与GDNF扩增的SSCs不同的表型 , 并且FGF2
能够抑制RA代谢和GDNF的产生, 提示FGF2在niche
中的功能可能更适合于 SSCs的分化 [46-47]。为此 , 
FGF2在SSCs自我更新与分化调控过程中的功能依

然存在着争议 , 有待于进一步研究 , 同时也显示出

SSCs生物学功能的复杂性。

除了FGF2生长因子外 , 其他FGF家族因子在

SSCs命运调控中也具有重要作用 , 例如 , FGF8通过

其受体FGFR1激活MEK/ERK信号通路, 诱导GFRα1
和RET的表达 , 维持SSCs的自我更新 [48]。又如靠近

血管的淋巴内皮细胞分泌的FGF5能够促进GFRα1
表达阳性SSCs的增殖 [49]。2021年 , YANG等 [50]报道 , 
FGF9也能促进SSCs体内外增殖, 它主要由间质细胞

分泌 , 通过对FGF9处理培养的SSCs进行RNA测序 , 
发现FGF9可诱导p38 MAPK的磷酸化 , 并激活其在

SSCs内的信号级联反应 , 导致ETV5表达上调 , 进而

增加BCL6B的表达水平, 最终导致SSCs数量增加。

3.2.3   WNT家族      WNT信号通路是一种高度保守

的细胞间通信机制, 也是干细胞(包括SSCs)自我更新

调节的关键通路。例如WNT3a能够通过Wnt/β-catenin
经典信号通路促进小鼠C18-4精原干细胞系和新鲜

游离的原代精原细胞的增殖 , 由支持细胞分泌的

WNT6作为旁分泌信号因子激活Wnt/β-catenin经典

信号通路促进成年小鼠睾丸中SSCs的增殖 [51-52]。在

非经典通路调控中 , WNT5a通过 JNK信号能够抑制

凋亡, 维持体外培养的SSCs自我更新[53]。

3.2.4   其他      除了GDNF、FGF家族、WNT家族外, 
其他细胞因子也逐渐被报道 , 例如2009年研究报道 , 
由间质细胞和管周肌样细胞分泌的集落刺激因子

1(colony stimulating factor 1, CSF-1)能够体内外调控

SSCs的自我更新 [54-55], 2013年, SHINOHARA团队 [56]

建立了一个以睾丸细胞为饲养细胞的 SSCs体外长

期培养系统 , 并发现趋化因子配体CXCL12结合其

受体CXCR4能够促进SSCs的迁移归巢 , 但CXCL12
的补充及Cxcr4的敲除并未影响到体外培养的SSCs
的增殖 , 而另一项研究报道 , CXCL12-CXCR4信号

通路既能够重塑细胞外基质来控制 SSCs的黏附和

迁移 , 也能够促进细胞增殖 , 阻断RA诱导的SSCs分
化[57]。

3.3   外源性细胞因子对SSCs分化的调控

精子发生始于SSCs有丝分裂形成Apr精原细胞, 
在部分细胞因子的驱动下, SSCs开始走向分化, 但由

于缺乏SSCs和Apr精原细胞明确的分子标记, 破译这

一机制仍是一项艰巨的任务 [43]。其中 , 维甲酸主要

由支持细胞等细胞分泌 , 通过周期性的RA-STRA8
信号转导, 与生精周期相互协调, 调节SSCs的分化过

程[58]。RA是维生素A的中间代谢产物, 缺失维生素A
的小鼠睾丸 , 未分化精原细胞停止发育 , 补充RA后 , 
恢复正常精子发生 [59]。骨形态发生蛋白4(bone mor-
phogenetic protein 4, BMP4)属于TGF-β家族, 主要在

生殖细胞中表达 , 能够发挥自分泌效应 , 与RA信号

具有协同作用, 促进SSCs分化[60]。除此之外, 还有干

细胞因子 (stem cell factor, SCF)等外源性细胞因子 , 
它们通过对靶向基因的调控, 促进SSCs的分化[61]。

4   内源性细胞分子对SSCs的调控
4.1   转录因子的转录水平调控

由微环境分泌的细胞因子参与了SSCs的外部

调控, 而其作用于SSCs的下游靶标基因构成了SSCs
命运决定的内部因素, 其中包括了大量转录因子, 这
些转录因子能够相互调节并作用于共同的靶点 , 在
SSCs自我更新与分化过程中 , 整合形成复杂的转录

网络[62](表2)。
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表2   参与精原干细胞命运调控的转录因子

Table 2    Transcription factors in regulating the fate of spermatogonial stem cells
转录因子

Transcription 
factors

主要表达阶段

The primary expression stage
突变小鼠表型*
Phenotypes of 
mutant mice*

功能调节

Regulation of functions
参考文献

References

BCL6B Spermatogonia,
round sperm (stage 7)

Sub-fertile Regulated by GDNF to maintain self-renewal 
of SSCs

OATLEY, et al. 2006

ETV5 Spermatogenic cells at all 
stages

Infertile Regulated by GDNF to mediate the expression 
of multiple SSCs self-renewal related genes

CHEN, et al. 2005
OATLEY, et al. 2007
WU, et al. 2011

LHX1 Spermatogonia,
round sperm (stage 7)

Lethal at embryo Regulated by GDNF to maintain self-renewal 
of SSCs

OATLEY, et al. 2007

POU3F1 Spermatogonia Lethal at birth Stimulating Pou3f1 expression through GDNF-
PIK3-AKT pathway to maintain   self-renewal 
of SSCs

WU, et al. 2010

T Spermatocyte,
spermatogonia

Lethal at embryo Regulated by the GDNF/ETV5 pathway to 
promote proliferation of SSCs

WU, et al. 2011

ID 4 As Sub-fertile Regulated by GDNF to maintain self-renewal 
of SSCs

OATLEY,  et al. 2011

EOMES As, Apr Lethal at embryo EOMES+ SSCs are resistant to chemotherapeu-
tic drug damage to maintain SSC homeostasis

SHARMA, et al. 2019

FOXC2 As, Apr Lethal at birth Regulated by GDNF, it specifically binds the 
promoter region of target genes and negatively 
regulates cell cycle progression

WEI, et al. 2018
WANG, et al. 2023

SIRPA As, Apr, part of the Aal Normal Binding to PTPN11 and activating the MAP2K1 
pathway to promote self-renewal of SSCs

MIYAZAKI, et al. 
2023

PLZF As, Apr, Aal Infertile Regulating numerous transcription factors and 
RNA binding proteins to maintain self-renewal 
of SSCs

BUAAS, et al. 2004
COSTOYA, et al. 2004

TAF4B Gonocytes, spermatogonia,  
sperm

Infertile Maintaining self-renewal of SSCs FALENDER, et al. 
2005

POU5F1 As, Apr, Aal (mainly in As) Lethal at embryo Maintaining self-renewal of SSCs DANN, et al. 2008

FOXO1 Gonocytes,
As, Apr, Aal

Infertile Regulated by the PI3K-AKT pathway to main-
tain self-renewal of SSCs

GOERTZ, et al. 2011

BMI1 As Infertile Maintaining self-renewal of SSCs ZHANG, et al. 2008
KOMAI, et al. 2014

PAX7 As Lethal at birth Maintaining self-renewal of SSCs ALOISIO, et al. 2014

SOX3 As, Apr, Aal Infertile Promoting spermatogonial differentiation RAVEROT, et al. 2005
LARONDA, et al. 
2011

SOHLH1 Spermatogonia Infertile After Sohlh1 deletion, the differentiation of 
spermatogonia into spermatocytes is blocked

BALLOW, et al. 2006

SOHLH2 Spermatogonia Infertile Promoting differentiation of type A spermato-
gonia to type B spermatogonia

HAO, et al. 2008

DMRT1 Spermatogonia (mainly in un-
differentiated spermatogonia)

Infertile Recognizing and binding to the Sohlh1 promot-
er to promote spermatogonial differentiation,
inhibiting meiosis induced by RA

MATSON, et al. 2010

STAT3 Round spermatid, gonocytes,
spermatogonia

Lethal at embryo Promoting spermatogonial differentiation OATLEY, et al. 2010

NGN3  As, Apr, Aal (mainly in Aal) Lethal at birth A key downstream regulator of Stat3, 
promoting spermatogonial differentiation

KAUCHER, et al. 
2012

RAD9A Spermatogenic cells at all 
stages

Infertile Promoting spermatogonial differentiation HUANG, et al. 2016

*: 突变小鼠表型数据来源于Jackson实验室, 网址: https://www.informatics.jax.org/。
*: the data of mutant mouse phenotype came from Jackson’s lab, website: https://www.informatics.jax.org/.
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4.1.1   GDNF依赖性转录因子      GDNF作为SSCs自
我更新调控的关键外源性细胞因子 , 为了进一步确

定GDNF下游靶标 , OATLEY等 [63]去除SSCs培养液

中GDNF 18 h后 , 再进行GDNF补充 , 结合微阵列分

析方法 , 发现Bcl6b、Etv5、Lhx1等基因受GDNF调
控 , 这些基因在GDNF去除时表达量减少 , 而在补充

GDNF后表达量增加。其中 , Bcl6b是一个含有锌指

结构的肿瘤抑制基因 , 能够在睾丸THY1+ SSCs中富

集, 并受GDNF细胞因子调控, 促进SSCs增殖。Bcl6b
敲除小鼠睾丸变小 , 约 24%的睾丸管腔异常 , 出现

空泡化或异常精子 , 与野生型小鼠交配可生育后代 , 
但每窝鼠仔数量明显减少。进一步通过 siRNA技

术对体外培养的SSCs进行Bcl6b转录水平敲降 , 7天
后 , SSCs克隆大小及数量明显降低 , 体内移植后约

有88%的SSCs发生丢失。ETV5是ETS家族的一个

转录因子 , 受GDNF和FGF2共同调控。2005年的一

项研究发现, Etv5敲除小鼠(Etv5−/−)雄性不育, 睾丸明

显变小。在4周龄时 , Etv5−/−小鼠的生精小管与野生

型相似, 有多层生殖细胞, 表明第一波精子发生的正

常起始 , 但在6周时 , 发现许多Etv5−/−生精小管生殖

细胞逐渐丢失, 10周时, 大多数小管没有任何生殖细

胞, 基底膜上只有形态正常的支持细胞, 表现为仅支

持细胞综合征 [64]。但在该项研究中, ETV5主要在支

持细胞中表达 , 可能通过外源通路调控SSCs自我更

新的维持 , 具体机制有待于进一步阐明。随后的研

究表明 , ETV5也在生殖细胞中表达 , 但其表达水平

低于支持细胞 , 对体外培养的SSCs进行Etv5敲降后 , 
体内移植的克隆数较对照组减少了62%[65]。其他转

录因子, 包括LHX1、 POU3F1、BRACHYURY (T)等, 
也相继通过体外敲降和SSCs移植技术被鉴定 , 均为

受GDNF调控的干性维持相关蛋白 , 能够促进SSCs
的自我更新[65-67]。

ID4属于DNA结合抑制蛋白家族成员 , 主要在睾

丸A型精原细胞中表达。2011年 , OATLEY团队 [68]利

用特异性 ID4抗体以及 ID4-GFP荧光标记小鼠证实 , 
ID4主要在As中表达, 是SSCs的标记蛋白。在THY1+ 

SSCs中 , ID4受外源性细胞因子GDNF调控 , 敲降后

的SSCs虽然体外增殖的细胞数无明显变化 , 但经体

内移植后生精克隆数明显减少 , 提示 Id4的敲降影响

了SSCs的自我更新能力。此外, Id4敲除小鼠表现为

亚可育状态, 并且随着年龄增长, 小鼠睾丸管腔逐渐

出现空泡化, 生殖细胞进行性丢失, 附睾内精子数也

明显减少, 也再次说明体内SSCs的维持严重受损。

2019年 , SHARMA等 [69]对 luxoid突变小鼠进行

Gdnf过表达 , 成功挽救了生殖细胞的丢失。他们发

现EOMES因子表达阳性的 SSCs能够抵抗化疗药

物损伤 , 维持SSCs稳态。此外 , 叉头转录因子家族

成员FOXC2主要在As、Apr中表达 , 并受GDNF调
控 , 可特异性结合靶基因启动子区域 , 负向调控细

胞周期进程 , 维持SSCs静息状态 [70-71]。信号调节蛋

白α(signal regulatory protein alpha, SIRPA)是一种

在大鼠和小鼠中均为保守的SSCs标记物 , 在GDNF
的作用下表达水平增加 , 通过与PTPN11结合 , 激活

MAP2K1通路, 促进SSCs的自我更新[72]。

4.1.2   GDNF非依赖性转录因子      PLZF又称

ZFP145或 ZBTB16, 是一种转录抑制因子 , 具有 
Kruppel类型锌指结构域。2004年BUAAS等 [73]证明

编码Plzf基因的无义突变是导致 lu(luxoid)突变雄性

小鼠不育的重要原因 , 该小鼠睾丸变小 , 生殖细胞

进行性丢失 , 曲细精管结构逐步瓦解。同年 , COS-
TOYA等 [74]利用基因打靶技术产生了Plzf敲除小鼠 , 
同样出现lu突变雄性小鼠不育表型。PLZF主要表达

于性原细胞和未分化型精原细胞, 对Plzf敲除的精原

细胞进行转录组分析显示 , PLZF能够调控众多转录

因子和RNA结合蛋白 , 可能在SSCs中通过转录、转

录后等不同水平调控SSCs的自我更新。

TAF4B是RNA聚合酶 II转录因子TFIID复合物

重要组成成分 , 它主要在性原细胞、精原细胞及单

倍体精子细胞中表达, 是持续精子发生所必需的, 也
是小鼠生育的必要条件 , 在SSCs维持自我更新能力

上具有重要作用。2005年 , FALENDER等 [75]报道 , 
Taf4b敲除雄性小鼠年轻时可育 , 但随后表现出年龄

依赖性的生殖细胞进行性丢失 , 导致Taf4b敲除雄性

小鼠不育。

OCT4又称POU5F1或OCT3, 能够维持胚胎干

细胞的多潜能性。它主要在性原细胞和未分化精原

细胞 (主要为As)中表达。2008年 , DANN等 [76]建立

RA诱导SSCs体外分化系统 , 发现OCT4表达水平明

显降低 , Oct4敲降的SSCs体内移植后生精克隆数约

为对照组的1/6, 说明OCT4在SSCs维持过程中具有

重要作用 , 能够促进SSCs自我更新。而在2010年的

研究发现Oct4的敲降并没有显著降低SSCs体内移植

后的生精克隆数 , 这可能与两项研究使用的基因敲

降方式、体外精原干细胞培养系统以及小鼠背景不
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同相关[66]。

FOXO1是Foxhead转录因子家族成员之一 , 主
要在性原细胞和未分化精原细胞中表达 , 在性原细

胞向未分化精原细胞转化过程中 , FOXO1蛋白亚细

胞定位发生从胞质向胞核的迁移 , 是体内性原细胞

和未分化精原细胞的独特标记分子 , 能够通过包括

RET在内的特定转录因子靶点网络调控SSCs的自我

更新与分化。2011年, GOERTZ等[77]利用Vasa-Cre工
具小鼠与Foxo1Flox/Flox小鼠交配获得生殖细胞特异性

Foxo1敲除小鼠 , 该小鼠睾丸变小 , 随着年龄生殖细

胞进行性丢失 , SSCs自我更新的维持严重受损。通

过小鼠睾丸全基因转录组分析发现 , FOXO1能够

直接或间接调控多个维持促进 SSCs自我更新的转

录因子 , 包括LHX1和c-RET等 , 提示FOXO1可能是

SSCs中一个不依赖于GDNF细胞因子调控的的转录

网络的主调控因子。

B细胞特异性Moloney小鼠白血病病毒整合位

点1(B cell-specific Moloney murine leukaemia virus 
integration site 1, BMI1), 属于PcG(polycomb group)
家族 , 是SSCs自我增殖的关键调控因子 [78], 2014年 , 
KOMAI等[79]报道, Bmi1是长期生殖干细胞的标记基

因 , 在SSCs稳态维持和精原细胞再生过程中发挥重

要作用。同年 , ALOISIO等 [80]发现 , 转录因子PAX7
是小鼠As的特异性标记物, 能够促进SSCs自我更新, 
在正常精子发生以及癌症治疗后生育力恢复过程中

具有重要作用。

4.1.3   调控SSCs分化的转录因子      近年来 , 促进

SSCs分化的转录因子也逐渐被报道 , 其中一部分可

能影响SSCs开始走向分化的命运决定 , 而另一部分

可能在精原祖细胞分化过程中具有调控作用 [62]。例

如: SOX3能够刺激SSCs中Ngn3基因表达, 抑制自我

更新相关基因Oct4表达 , Sox3全身敲除和生殖细胞

条件性敲除小鼠出生后14天 , 睾丸内未分化精原细

胞异常累积 , 分化受阻 [81-82]。Sohlh1和Sohlh2敲除小

鼠睾丸内PLZF+未分化精原细胞累积 , 精母细胞少 , 
提示存在精原细胞分化缺陷 [83-84]。DMRT1既能够

识别并结合Sohlh1启动子, 促进Sohlh1基因表达进而

促进精原细胞分化 , 又能抑制RA诱导的减数分裂 , 
协调精原细胞有丝分裂与减数分裂的转换 [85]。在

THY1+精原细胞培养中 , Ngn3或Stat3敲降的SSCs数
量增加, 但无明显增殖现象, 经体内移植后生精克隆

再生受阻, 只有As、Apr、Aal未分化精原细胞群, 表

明SSCs分化过程受到抑制 [86-87]。Rad9a生殖细胞条

件性敲除的成年雄性小鼠由于精原细胞分化完全受

阻而导致不育[88]。

4.2   RNA结合蛋白的转录后水平调控

转录后调控 , 主要包括前体RNA的可变剪接、

信使RNA(mRNA)的加帽加尾等多个环节的调控过

程, 在生命调控过程中同样具有中心作用, 特别是在

无脊椎动物和脊椎动物中的系统性研究表明 , 转录

后调控是早期发育的关键 , 这一过程通常需要RNA
结合蛋白 (RNA binding proteins, RBPs)来发挥对细

胞功能的调节[89-90]。

RBPs存在于核内或胞质内, 通过RNA识别序列

与双链或单链RNA结合, 来调节RNA的命运。其中, 
RBPs对mRNA的成熟至关重要 , 参与mRNA前体的

5′末端加帽 , 内含子的剪接、编辑 , 3′端多聚腺苷酸

尾部加尾 , 并能进一步指导RNA输出和定位特异细

胞质进行翻译 , 控制RNA的降解等 [91]。近年来的研

究发现, RBPs介导的转录后调控在SSCs命运决定中

具有重要作用(表3)。
NANOS2是一个进化上保守的锌指结构RBP, 

受生长因子GDNF调节 , 并且在成年小鼠早期精原

细胞 (包括As、Apr)中表达。Nanos2条件性敲除小

鼠可以耗尽SSCs储备, 过表达Nanos2可以诱导SSCs
的过度积累 , 因此 , NANOS2是SSCs自我更新的关

键干细胞调控因子 [92]。2015年 , ZHOU等 [93]研究发

现NANOS2能够与其他细胞信使核糖核蛋白 (mes-
senger ribonucleoprotein, mRNP)组分一起 , 对促进

精原细胞分化的相关基因进行直接招募和翻译抑

制 , 同时抑制雷帕霉素复合物1(mechanistic target of 
rapamycin complex 1, mTORC1)信号通路, 确保SSCs
原始状态。

DND1是脊椎动物保守的RBP, 表达于性原细胞

到减数分裂前精原细胞阶段 , Dnd1敲除小鼠雄性不

育。在小鼠SSCs中, DND1结合mRNA的3′非翻译区

(3′ untranslated region, 3′UTR)中的UU(A/U)三核苷

酸序列 , 并通过直接招募CCR4-NOT去腺苷酶复合

物, 降低靶向mRNA的稳定性, 抑制SSCs凋亡[94]。

RNA结合蛋白LIN28A是细胞命运和增殖的关

键决定因素 , 并已被证明在人或小鼠睾丸未分化的

精原细胞中特异性表达 [95]。尽管Lin28a基因敲低并

不影响SSCs的再生能力 , 但Lin28a生殖细胞条件性

敲除雄性小鼠睾丸变小 , 生育力降低 , 对Lin28a敲
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除小鼠SSCs体外建系发现 , 体外培养6天后 , Lin28a
的敲除显著抑制了SSCs的体外扩增。为进一步解

析LIN28A在SSCs的调控机制 , WANG等 [95]利用交

联免疫共沉淀技术游离小鼠睾丸RNA进行高通量

测序(highthroughput sequencing of RNAs isolated by 
crosslinking, HITS-CLIP), 发现LIN28A与mRNA上

富集GGAG (A)序列的CDS或3′UTR区域位点结合 , 
抑制减数分裂相关基因的表达 , 调节哺乳动物中未

分化精原细胞的命运和雄性小鼠的生育能力。

为了进一步探讨RBPs在未分化精原细胞群 (包
括SSCs)中的生物学功能活性调控作用, 2020年, DU
等 [96]利用mRNA相互作用捕获技术在体外培养的小

鼠SSCs中捕获全景式RNA结合蛋白 , 通过与蛋白质

数据库比较, 分析等电点、无序残基含量以及GO分

析分子功能、细胞组分、生物学功能等进行验证 , 
进一步结合生殖细胞基因表达谱系 , 初步寻找到15
个在SSCs中特异或优势表达的RBPs, 其中TRIM71、
ESRP1、MEX3A这3个蛋白暂无生殖系统报道 , 通
过小鼠睾丸切片免疫组化和整体荧光染色验证该 3

个蛋白在未分化精原细胞中优势表达 , 敲降后影响

体外培养的SSCs的增殖与存活。通过构建Trim71
生殖细胞条件性敲除小鼠, 雄性小鼠不育, 睾丸变小

空泡化, 生精阻滞, 精原细胞群中SSCs比例增加, 并
发现TRIM71可能通过与EWS RNA结合蛋白1(EWS 
RNA binding protein 1, EWSR1)相互作用调控SSCs
的分化过程 , 但TRIM71调控SSCs分化过程的具体

机制仍需进一步解析。Esrp1生殖细胞条件性敲除

小鼠 , 雄性小鼠睾丸无明显变化 , 生育力正常 , 但
ESRP1的丢失会阻断小鼠卵母细胞的发育 , 导致雌

性不育[97]。

除上述RBPs外, 越来越多RBPs被报道在SSCs命
运调控中的作用。例如 , DDX5能够在未分化精原细

胞中调控精子发生关键基因的可变剪接、细胞周期

蛋白mRNA的输出和稳定性等过程, 促进SSCs的增殖

和生育力的维持 [98]。UHRF1与 snRNA相互作用 , 并
调节靶向前体mRNA的可变剪接维持小鼠SSCs的稳

态 , Uhrf1基因敲除雄性小鼠的SSCs逐渐丢失 , 最终

导致仅支持细胞综合征和不育 [99]。Srsf10的缺失能

表3   参与精原干细胞命运调控的RNA结合蛋白

Table 3   RBPs in regulating the fate of spermatogonial stem cells
RNA结合蛋白

RBPs
主要表达阶段

The primary expression 
stage

突变小鼠表型*
Phenotypes of mu-
tant mice*

功能调节

Regulation of functions
参考文献

References

NANOS2 As, Apr Infertile Recruiting differentiation-related genes for transla-
tional repression and inhibiting the mTORC1 signal-
ing pathway to maintain self-renewal of SSCs

SADA, et al. 2009
ZHOU, et al. 2015

DND1 Gonocytes and spermato-
gonia

Infertile Recruiting the CCR4-NOT de-adenylase complex 
and decreasing target mRNA stability to maintain 
self-renewal of SSCs

YAMAJI, et al. 
2017

LIN28A As, Apr, Aal Sub-fertile Binding to CDS or 3′UTR region sites enriched for 
GGAG (A) sequences to suppresses meiosis-related 
gene expression

WANG, et al. 
2020

TRIM71 As, Apr, Aal Infertile Interacting with the  EWS RNA-binding protein 1 
(EWSR1) to promote spermatogonial differentiation

DU, et al. 2020

DDX5 Spermatogenic cells at all 
stages

Infertile Regulating variable splicing of spermatogenesis-
critical genes, cell cycle protein mRNA output and 
stability, and interacting with PLZF to maintain self-
renewal of SSCs

LEGRAND, et al. 
2019

UHRF1 As, Apr, Aal Infertile Regulating variable splicing of targeted precursor 
mRNAs to maintain self-renewal and differentiation  
of SSCs

ZHOU, et al. 2022

SRSF10 Spermatogenic cells at all 
stages

Infertile Interfering with selective splicing of genes associated 
with germ cell development, cell cycle and chromo-
some segregation to regulate SSCs homeostasis 

LIU, et al. 2022

*: 突变小鼠表型数据来源于Jackson实验室, 网址: https://www.informatics.jax.org/。
*: the data of mutant mouse phenotype came from Jackson’s lab, website: https://www.informatics.jax.org/.
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够干扰生殖细胞发育、细胞周期和染色体分离相关

的基因的选择性剪接 , 严重损伤未分化精原细胞的

扩增和分化[100]。

4.3   表观遗传学细胞分子的调控

表观遗传学可以被描述为不改变DNA序列的

可遗传性改变, 表观遗传变化能够影响基因表达, 从
而导致细胞内蛋白水平表达变化。在哺乳动物细胞

中 , 表观遗传主要分为 : DNA碱基的共价修饰、组

蛋白翻译后修饰和非编码RNA(ncRNA), 这些表观

遗传学修饰及细胞分子同样也能够参与 SSCs的命

运调控[101]。

4.3.1   DNA甲基化与组蛋白修饰      DNMT3A是

一种 DNA甲基转移酶 , 能够广泛甲基化基因组。

DURA等 [102]发现Dnmt3a敲除小鼠随着年龄增加 , 睾
丸及生精小管管腔逐渐变小 , SSCs累积 , 分化阻滞。

Dnmt3a敲除后 , DNA甲基化受到抑制 , 干细胞基因

增强子异常募集 , 促进SSCs自我更新 , 抑制分化。

DOT1L是一种进化上保守的组蛋白H3K79甲基转

移酶 , 能够利用SAM(S-腺苷甲硫氨酸 )作为甲基供

体, 催化H3K79单甲基化、二甲基化和三甲基化[103]。

Dot1l敲除小鼠睾丸在出生后40天迅速变小 , 生殖细

胞丢失 , 最终出现仅支持细胞综合征 , 抑制DOT1L
可降低 SSCs体内移植后的干细胞活性。机制上 , 
DOT1L的失活导致H3K79甲基化的整体丢失 , 进而

抑制转录因子HoxC的表达, 严重降低SSCs的自我更

新能力。

4.3.2   LncRNA      长链非编码RNA(lncRNAs)由
位于细胞核和细胞质中的核苷酸组成 , 这些基因

由RNA聚合酶 II转录 , 长度大于200核苷酸 , 不能翻

译成蛋白。随着高通量测序技术的发展 , 大量的

lncRNAs被发现与多种生物过程相关 , 包括SSCs的
自我更新与分化过程的调控 [104]。为了探讨lncRNAs
是否参与SSCs自我更新调控, LI等[105]于2016年对体

外培养的小鼠SSCs提取的RNA进行了高通量测序 , 
发现了55 924个在SSCs中受GDNF生长因子调控的

lncRNAs。为了进行更严格的分析 , LI等 [105]关注了

在GDNF缺失和恢复时表现出显著表达变化的转录

本, 鉴定出了805个lncRNAs, 发现了lncRNA 033862
主要在小鼠SSCs中表达 , 并受GDNF信号通路的影

响 , 它是GDNF受体GFRα1的反义转录本 , 通过与

GFRα1染色质相互作用, 调节GFRα1的表达水平, 进
而调控SSCs的自我更新。LncRNA 033862的敲除

严重损伤了体外培养的小鼠 SSCs的自我更新以及

体内移植后再生精子发生的能力。此外 , lncRNA 
AK015322也被证明在SSCs中高表达 , 它通过拮抗

miR-19b-3p, 减弱其内源性靶转录因子ETV5的抑制

作用, 促进SSCs的自我更新 [106]。LncRNA Mrhl通过

结合SOX8转录因子, 负向调控WNT信号通路, 促进

精原细胞分化 [107]。LncRNA 106504875通过靶向核

心转录因子PLZF促进猪精原细胞增殖[108]。

4.3.3   microRNA      microRNA是含有19~25个核苷

酸的短小非编码RNA, 通过与目标基因的3′非翻译

区或开放阅读框 (open reading frame, ORF)结合 , 在
转录后水平控制基因表达 , 导致mRNA降解或翻译

抑制 [109]。越来越多的证据表明 , microRNA在SSCs
自我更新与分化调控过程中也具有重要作用。例

如 , miR-21受转录因子ETV5调控 , 维持SSCs自我

更新 , 抑制miR-21能够促进细胞凋亡 , 影响干细胞

活性 [110]; 又如miR-202是 let-7家族的一员 , 通过调

控STRA8和DMRT6等关键调控因子的表达 , 抑制

SSCs分化和减数分裂起始 , 在miR-202基因敲除小

鼠中 , 未分化精原细胞池减少 , 并伴随着年龄依赖

性的生育能力下降[111]。

5   SSCs目前研究的难点与不足
随着SSCs的命运调控的研究进展 , 科学家们提

出了大量SSCs相关的标记基因, 用于体内识别和分离

纯化, 例如Gfrα1、Plzf、Ngn3、Lin28a、Nanos2、Id4、
Bmi1、Pax7、Eomes、Foxc2等 [68-69,71,73-74,79-80,86, 92,112-113]。

然而 , 由于SSCs生物学的复杂性 , 未分化精原细胞

群的细胞形态无明显差异 , 这些筛选的标记基因可

能在多个精原细胞群中表达, 尽管Id4、Bmi1、Pax7
等只在As中表达 , 但这些基因标记的SSCs群体也依

然存在异质性。为此 , 目前暂无明确的SSCs标记基

因 , 限制了我们对于体内SSCs更为深入的生物学研

究。

小鼠 SSCs体外培养体系和体内移植系统的

建立 , 推动了SSCs研究迅速发展 , 也为高级生物的

SSCs体外培养提供了参照模型 , 然而依赖于生物进

化史、生存环境等因素, 哺乳动物之间, 甚至是类人

猿等近亲之间 , SSCs的生精微环境和基因表达调控

模式均存在着明显差异 [114-115], 虽然已有研究报道能

够长期体外培养灵长类近亲树鼩的SSCs[27], 但目前

大型动物、灵长类 (包括人 )成熟的体外培养体系依
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然缺乏, 进一步导致高级生物SSCs机制研究受限。

6   展望
随着谱系追踪、睾丸生殖细胞体内移植、

SSCs体外培养等技术的发展 , 我们开始逐渐打开

SSCs领域的未知世界。然而目前人的SSCs分子机

制研究和临床应用还处于初步阶段 , 有待于建立成

熟的人的SSCs长期体外培养扩增体系 , 以及合适的

异种移植动物模型进行SSCs的功能验证 , 例如将人

的SSCs移植到灵长类受体睾丸模型内 [17]。近年来

的研究表明 , 单细胞转录组测序(single cell RNA se-
quencing, scRNA-seq)技术能够在单细胞水平上分辨

成人睾丸细胞 , 并能阐明从精原细胞到精子细胞命

运顺序转变中亚型之间的复杂关系 , 该技术将是研

究人类SSCs命运调控的强有力工具[116]。

此外, 近年来, 类器官已成为疾病研究、再生医

学及药物筛选的理想模型 , 其他各组织类器官的广

泛应用和迅猛发展也证明了类器官作为体外模型的

价值。以SSCs为起点构建的睾丸类器官是目前尚未

被成功开发的类器官 , 我们对其研究仍处于起步阶

段。通过对SSCs命运调控机制及其生精微环境的探

讨 , 探寻睾丸形态发生因子以及对结构重组阶段的

生殖细胞进行保护可能是构建具有完整体外精子发

生功能的睾丸类器官的关键因素[117]。
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