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哺乳动物精原干细胞技术的研究进展

周燕 吴绍华

【摘要】 精原干细胞（9:;<-.=">"3/.0 9=;- 8;009，??@9）具有高度的自我更新能力和分化潜能。其体外

培养以及近年来兴起的移植、基因转染的深入研究，为探讨精子的发生机制、重建不育个体的精子发生、

生产转基因动物提供了新的途径。本文对 ??@9 技术的研究进展作一综述。
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在哺乳动物的睾丸内，精原干细胞（??@9）是一

群具有高度自我更新能力和分化潜能的细胞，它能

向子代传递遗传信息，是雄性成体内惟一可复制的

二倍体的永生细胞［G］。精子的发生除依赖于生精细

胞与睾丸支持细胞间的密切联系，还有赖于曲精小

管生精上皮基底处 ??@9 的正常自我增殖和分化。

长期以来，生精上皮的复杂性、??@9 鉴定的困难使

其研究一度停滞不前。近年来发展起来的新技术，

如，??@9 移植、??@9 转染建立转基因动物将 ??@9 的

研究推上了一个新的高度，从而为体外研究精子的

发生、男性不育症的治疗以及珍稀动物物种的保存

开辟了新的思路。

; 447( 的增殖和分化

??@9 紧贴曲细精管的基膜分布，呈圆形或卵圆

形，核大，胞质除核糖体外，细胞器不发达。它可分

为 ’、H 两型，’ 型 ??@9 根据曲细精管基膜上局部排

列特 征，又 可 分 为 ’9/3>0;（’9）、’:./<;D（’:<）及

’.0/>3;D（’.0）& 型。目前认为［$］，’9 细胞是精子发

生的干细胞，它可通过有丝分裂形成两个新的干细

胞，或者定向分化形成胞质不完全分裂的 ’:< 细胞，

’:< 细胞由细胞间桥连接，进一步分裂形成 * 个、I
个或 G) 个 ’.0 细胞，’.0 细胞再分裂、分化形成 ’G、

’$、’&、’* 中间型细胞，最终分化为 H 型细胞，H 型

细胞经过数次分裂后，体积增大，分化为初级精母细

胞，再经过减数分裂，最终形成精子。

精子的形成是一个循环往复的过程，在其发育

过程中有两步重要的分化过程，第一步是 ’9 细胞不

完全分裂为以胞质间桥相连的 ’:< 细胞；第二步是

’.0 细胞分化成 ’G 精原细胞，这是精子形成过程中

不可逆的关键点，在细胞行为方面发生了显著的变

化，细胞周期开始缩短，细胞增殖的方式也发生了改

变。许多病理情况，如，塞尔托利细胞中毒、辐射损

伤、维生素缺乏以及睾丸温度升高等均可作用于这

一环节导致 ??@9 分化的停止。

< 447( 的分离、纯化

各种组织中的成体干细胞数量都非常低，??@9
也不例外，据估计每侧睾丸中每 G%* 个细胞中约有 $
个干细胞［&］。并且随着动物日龄的增加，??@9 逐渐

分化成各级生精细胞，其绝对数目以及占生殖细胞

的比例都会下降，给分离纯化造成更大困难。因此，

通常选用日龄较小动物的睾丸组织进行分离。文献

报道，一般小鼠选用出生后 J K I 天；大鼠选用 L K G%
天［&］；兔选用 G 个月以内；而狗和牛则选用 & 个月左
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""#$分离的基本依据是曲细精管中各种细胞

组分的比重、大小、贴壁速度和表面标记的不同。目

前多采用二步酶消化法，首先获取单细胞悬液，方法

为先取下动物的睾丸组织，除去附睾、白膜后，将睾

丸组织剪成 %&&’ 的碎块，采用两次短时间的胶原

酶消化，能将未消散的睾丸间质消散并释放大部分

的管周肌样细胞，最大程度的减少了间质组织以及

管周肌样细胞的污染；最后采用胰蛋白酶，()*$+ 消

化，释放支持细胞和精原细胞。双步酶消化法能有

效地分离并制备出高产量和存活率高的单细胞悬

液。

在获取了单细胞悬液后，对 ""#$ 的进一步分

离，国内外学者有不同的报道。国外学者曾用自然

沉降法、密度梯度离心法、细胞离心淘洗法等对生殖

细胞分离，所运用的分离介质有 ,+-./00、12./00、3"4、

#$#05 等，细胞纯度可达 678左右。国内张学明等［9］

采用 ,+-./00 不连续密度梯度离心法分离小鼠的精

原细胞，纯度达 :6;<:8；俞作仁等［:］以 58 = !8牛

血清白蛋白（3"4）连续梯度作为分离介质，采用重

力沉降法结合细胞贴壁培养的方法分离精原细胞，

纯度达 >%8。

由于 ""#$ 的标记不足，使其纯化和鉴定一度成

为阻碍其研究的关键。57 世纪 >7 年代国外研究报

道了小鼠睾丸中 .?@2A 受体的表达在 4% = 4! 精原细

胞中为高水平，在 BC 型、3 型及早期的前细线期精

母细胞中为低水平，在后期的精母细胞及精子中不

表达。因而，.?@2A 受体可作为 4% = 4! 型精原细胞

的标记物。这一发现为 ""#$ 的分离纯化提供了新

的思路。近来，国外学者 "D2C/D*-* 等［<］通过研究发

现，!: 和"% 整合素是鉴定 ""#$ 的新标记，与其他的

睾丸细胞群相比，""#$ 具有在流式细胞分选下低侧

向散射、表达!:、"% 整合素，低表达 .?@2A 和!#整合

素的特性。根据这一特性，其实验小组采用低光散

射、!: 整合素阳性、!#整合素阴性多参数筛选策略

分离 ""#$，获得了 %95 = %:: 倍的富积。而在最新的

报道中［6］，实验发现在 ""#$ 表面普遍表达一种新的

抗体———#(> 分子，在大鼠和小鼠的睾丸组织中应

用抗 #(> 分子抗体可得到比一般高 9 = < 倍的 ""#$
富积。总之，多参数筛选策略的应用可使 ""#$ 的纯

化进一步提高，为将来的研究奠定基础。

! ""#$ 的冻存

""#$ 的低温冻存对 ""#$ 移植技术及其应用有

重要的意义。EF*G* 等［>］指出，小鼠和大鼠 ""#$ 悬

液在低温冻存后同样可以进行精子的发生。(/H-2C?
$@2 等［!］用 13"、(IJI、(IE" 以 % K ’ K % 的比例缓慢

加入等体积细胞悬液，混合，放入 L <7M冰箱至少

%5 小时后，贮藏于 L %>:M液氮中，解冻后细胞的存

活率达 :’8 = 658。BN*OP*- 等［%7］进行的针对 9 = <
个月小牛睾丸 4 型精原细胞低温保存的研究显示

控制性缓慢降温（%MQ&2C）的活细胞比率显著高于

快速降温（9MQ&2C），而非控制性同样缓慢速度降温

比控制性缓慢降温效果更好，应用含有 %78 1#"，

%78(I"E 和 7;7<I 的蔗糖的 IJI 培养基，以非控

制性缓慢降温的方案冻存 4 型精原细胞最为有效，

可获得接近 <78的活细胞。

1-+O+-2.@R 等［%%］的研究发现，用睾丸生殖细胞技

术（ST#S），比较新鲜 ""#$ 悬液与冷冻的细胞悬液

进行睾丸移植的效果，将前者注射入睾丸，>78出现

了精子细胞，而控制性快速降温中，冷冻液为丙三醇

的精子细胞的形成率达 %5;98，而 (I"E 的形成率

为 55;<8。这一结果同样显示运用冷冻的精原细

胞悬液对于精子的产生是可行的，但冷冻技术仍有

待进一步的完善。

% ""#$ 的体外培养

哺乳类精原细胞的体外培养早在 57 世纪 :7 年

代就开始了，随着对 ""#$ 分离纯化技术的不断改

进，以及一些激素、生长因子、维生素等对 ""#$ 作用

的不断深入了解，体外培养技术取得了很大进展。

%>>6 年，)*F*C/ 等［%5］报道，在 "BI 小鼠成纤维细胞

耐硫代鸟嘌呤和耐乌苯苷亚系（"SE）饲养层细胞

上，可将小鼠的 ""#$ 维持培养 ’ 个月，也有人使用

小鼠成纤维细胞（IJ1）作为饲养层细胞，经丝裂霉

素或$射线处理终止其分裂后制备成饲养单层，

""#$ 能在饲养层上维持其二倍体状态不断增殖但

不分化。研究发现 IJ1 和 "SE 均能分泌促进 ""#$
增生和抑制其分化的因子?白血病抑制因子（UB1）。

目前对哺乳动物 ""#$ 体外培养的研究指出，采用

(IJI 作为培养基，加入乳酸盐和丙酮酸盐以及非

必需氨基酸、"?巯基乙醇、转铁蛋白等添加剂培养效

果较为理想，一些激素，如，活性素、胰岛素、卵泡刺

激素以及维生素 4、#、J 等对 ""#$ 的体外存活和增

殖也 有 重 要 作 用。除 此 以 外，干 细 胞 生 长 因 子

（"#1）、碱性成纤维细胞生长因子（H1T1）等对 ""#$
的体外存活都有重要作用。

VWH/A* 等［%’］研究发现：通过将 SDP?% 作为表面

标记对隐睾鼠的 ""#$ 进行分离，得到的 ""#$ 在无

血清培养基的 "SE 饲养层上培养其活性能维持一
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周，结合 !!"# 移植技术对生长因子的作用进行研

究，发现 $%&%、’(% 对 !!"# 的分化起抑制作用，而

&)*% 则起到了促进作用。

近来，我实验室应用原代培养的小鼠骨髓基质

细胞作为饲养层培养 !!"#，!!"# 呈现大量非分化增

殖现象，活性维持达 ++ 天。

目前来看，虽然 !!"# 的体外培养技术已有了很

大的提高，但因缺乏特异性的评价体系，故更加高

效、经济的培养方法有待进一步的研究和开发。

! ""#$ 的移植

!!"#移植技术是近年来发展起来的一项新技

术，包括同源移植和异源移植。前者是将一种动物

睾丸中 !!"# 移植到与它同种的另一个体中，这一技

术首始于 ,--. 年 /012#340 等［,.］用转细菌 !"#$ 基因

的小鼠作为供体进行同种 !!"# 移植，结果发现被移

植细胞中作为标记的 !"#$ 基因可通过精子进入子

代中，随后人们又成功的进行了大鼠间的同源移植。

自此，!!"# 移植技术成为干细胞技术研究热点之

一。

在小鼠的 !!"# 移植中，通常首先采用白消安

（$5#56782）处理小鼠，杀死大部分内源性 !!"#，或用

射线照射，也可采用无内源性精子发生的动物，如，

9:9; 突变鼠作为受体，该突变体纯合子的睾丸内，

曲细精管中没有生精细胞，且几乎不含精原细胞。

选好受体小鼠后，选用带有一定标记，如，绿色荧光

蛋白（&%<）或携带 !"#$ 基因动物的生精细胞作为

供体细胞，用容量为 ;= > ,==!’ 的显微注射设备将

含有 !!"# 的供体混合生精细胞注入受体的曲精小

管。一般在被注的细胞悬液中加入台盼兰以方便鉴

定和分析注射后供体细胞的生长情况。移植后对睾

丸进行组织学检查以评价供体干细胞的增长情况。

以上的方法适合于小鼠和大鼠之间的 !!"# 移

植，对牛、猴等大型哺乳动物，多采用超声波引导的

睾丸网注射方法进行注射。

国内学者［,;］最新研究报道了选用 ; 天 /86$:?
小鼠睾丸移植于 . 周龄小鼠皮下，分别选用 += 只雌

性和 += 只雄性的 /86$:? 小鼠作为受体，每只小鼠接

受 . 次移植，受体小鼠在移植后 ,、+、@、;、A、-、,+ 和

,; 周被处死。通过组织学检查评价 !!"# 的发育情

况。结果发现移植在雄鼠体内的睾丸组织 A=B@C
存活，而雌鼠体内仅 DAB+C存活。所有移植的精原

细胞数量均有增加，有的细胞数目增加达 @= 倍。移

植后 ,; 周发现较多的圆形的精子细胞，尚未发现成

熟的精子。这一结果显示了应用同源移植进行研究

精子发生的可行性。

!!"# 的异源移植是指将一种动物的 !!"# 移植

到不同种动物体内。,--D 年 "6E23F140 等［,D］将大鼠

生精细胞导入免疫缺陷小鼠的曲精小管中，结果在

小鼠睾丸中产生了大鼠的精子，取得了跨物种产生

精子的重大突破。)EG012#H1 等［.］为了研究物种起源

差异对 !!"# 移植的影响，将兔和狗的精原细胞分别

移植于鼠的睾丸中，在移植后的 ,+ 个月中观察发

现，兔的精原细胞可增殖为有细胞间桥连接的链状

细胞或成网状的细微结构，但却不能进行进一步的

分化。狗的精原细胞移植到鼠体内也可看见呈现成

对、短链状细胞或细小网状结构，但同样未见到精子

发生过程中的进一步分化。而将 I8J#340 大鼠的

!!"# 移植入小鼠却可在小鼠体内见到 I8J#340 大鼠

的精子细胞和精子。这一结果说明了在种系发生上

受体与供体差异越远，移植的精原细胞与受体曲精

小管内的微环境越不相容。

% ""#$ 转染法建立转基因动物

所谓的转基因动物是通过实验手段，将特定的

外源基因导入动物早期胚胎细胞，使外源基因整合

在细胞染色体上，再将这些转化细胞经短期培养，植

入受体动物体内，新生动物即表现出新的遗传性状，

这些新性状可通过被整合动物的生殖细胞遗传给子

代。

+= 世纪 K= 年代初 &E0G82 通过显微注射法建立

了第一批转基因小鼠模型。,-K- 年，’8L13082E 等利

用小鼠精子与 )*M 温浴的方法得到转基因小鼠。

国内学者于 ,--A 年首次提出利用外源性基因在体

内转染 !!"# 建立转基因动物模型具有可能性。随

后这一方面的研究在国内外得以广泛开展。

目前，制备转基因动物的主要方法是将外源性

)*M 导入早期胚胎。主要方法包括显微注射法，逆

转录病毒感染法、胚胎干细胞介导法和精子介导法。

从原则上讲，转染 !!"# 建立转基因动物技术比转染

和筛选胚胎干细胞更容易，因为可被转染的胚胎干

细胞只能从很少的小鼠株型中获得，而转基因后代

却可以通过 !!"# 移植手段从更多的物种获得。

近年来国内外学者利用 !!"# 转染法建立转基

因动物的研究不断深入。!F12EF808 等［,A］用显微注

射法将逆转录病毒注入未成熟小鼠曲细精管内转染

!!"#，转染的雄性小鼠与雌性小鼠交配后产生转基

因后代，其阳性率达 +BKC，并且其外源基因可稳定

地表达于子代中。N8364O 等［,K］用电穿孔技术将"P半
乳糖苷酶基因转染新生小牛 !!"#，然后移植到切除
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睾丸的裸鼠背上，移植后一周观察到曲细精管内的

精母细胞完全转移到基膜，移植后 !" 周可观察到分

化中的生殖细胞，并且在睾丸组织内可见到!#半乳

糖苷酶的转基因表达。组织学分析提示在塞尔托利

细胞和分化的精原细胞中表达这一基因。国内刘光

泽等［$%］以 &’(（)*+）型为目的基因，将全基因克隆到

,’-.!! 质粒中，与脂质体按一定的比例混合，转染

/0 小鼠 1123，结果在实验的 ! 只 /0 雄性小鼠第一

月繁殖的 4! 只仔鼠中，巢式 ,2- 检测 $" 只阳性，平

均总阳性率为 !!546（$"74!）。表明已获得有表达

的 &’( 转基因小鼠。赵君等［!8］将 ’29#!:;<= 与小

鼠乳清酸蛋白（>=,）?@上游调控序列融合后，与脂

质体按一定比例混合，再加适量台盼兰制成转染液

注入小鼠睾丸曲细精管中，共注射了 . 只公鼠，" 天

后将公鼠与母鼠合笼，生仔鼠 !8 只。>A3BA+C 印迹

证实，$ 只母鼠的乳腺组织表达了 ’:D#! 蛋白，其 E$

代的 $ 只小鼠中，F 只 ,2- 阳性。说明以脂质体形

式注射到小鼠曲细精管的外源基因，可以通过精子

转移到成熟的卵子中，且还可遗传给后代。

国内外的研究结果表明，体内 1123 转染建立转

基因动物是可行的，其研究为转基因动物的建立提

供了一条新的途径。

! ""#$ 技术的应用前景

干细胞研究是 !$ 世纪生命科学领域的一大热

门课题，而 1123 的研究成为其中的热点之一。1123
技术的发展使体外详尽地研究精子发生的过程和机

制成为可能；为雄性不育症的治疗提供了新的方法，

也为青年肿瘤患者因放疗和化疗带来的精原细胞损

伤的治疗带来新的曙光；通过 1123 转染法建立转基

因动物为濒临灭绝动物的保护开辟了新的思路；同

时，这一技术的发展不仅对医学内分泌学、生殖医学

的发展具有强大的推动作用，而且在物种保护和畜

牧业领域也具有广阔的应用前景。
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