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山羊精原干细胞的分离纯化及鉴定
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摘　要：旨在探究１种简便高效分离纯化山羊精原干细胞的方法。采用三步酶消化对４月龄的山羊睾丸进行处

理，分离获得单细胞悬液。将细胞依次培养于明胶、大鼠鼠尾胶原和层粘连蛋白涂层的细胞培养皿中，根据各类细

胞贴壁能力和贴壁速度不同进行精原干细胞的富集和纯化，并在各步纯化过程中用精原干细胞特异标记分子

ＰＬＺＦ和ＣＤＨ１进行免疫荧光标记染色鉴定，统计精原干细胞所占的比率，并对获得的细胞进行初步培养和鉴定。

每克睾丸中分离出１．３６×１０７ 个细胞。纯化后每克睾丸组织获得８．７×１０４ 个细胞，其中精原干细胞纯度达８７．０％。

将分离纯化后的细胞在体外培养可形成细胞簇，并表达精原干细胞标记分子ＣＤＨ１和ＰＬＺＦ。结果表明，通过三步

酶消化和差异贴壁方法已经建立起山羊精原干细胞的分离纯化技术。用此技术纯化的山羊精原干细胞（ＳＳＣｓ）能

在体外培养增殖，形成细胞簇。
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　１０期 孔群芳等：山羊精原干细胞的分离纯化及鉴定

　　精原干细胞（Ｓｐｅｒｍａｔｏｇｏｎｉａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＳＳＣｓ）

是指位于曲细精管基膜上，既能自我更新，维持自身

群体数量恒定，又能定向分化产生精母细胞的成体

干细胞，是雄性成体内唯一可将遗传物质传递到下

一代的永生细胞［１］。位于曲细精管基底膜的Ａｓ（Ａ

ｓｉｎｇｌｅ）细胞是最原始的精原细胞，Ａｓ细胞不断分

裂，或以对称分裂的形式分裂成为２个分离的新的

Ａｓ细胞，或以不对称分裂的形式分裂成一个Ａｓ型

细胞，另一个进一步分裂呈２个通过细胞间桥相连

的Ａｐｒ（Ａｐａｉｒｅｄ）型精原细胞。Ａｐｒ细胞有丝分裂

成４链、８链或１６链 Ａａｌ（Ａａｌｉｇｎｅｄ）精原细胞。

Ａａｌ经过有丝分裂分化成 Ａ１～Ａ４、Ｉｎ（Ｉｎｔｅｒｍｅ

ｄａｔｅ）型和Ｂ型精原细胞。Ｂ型精原细胞开始分化

成为精母细胞。在传统模型中认为单个的Ａｓ细胞

为精子发生的干细胞［２］，但是 Ａｓ细胞在睾丸内数

量很少，在成年小鼠睾丸内的全部生殖细胞中，仅有

０．０３％是干细胞
［３］。ＳＳＣｓ的独特优势使其成为动

物转基因的理想载体细胞［４］。而ＳＳＣｓ转染，异体、

异种移植技术的实际应用，都要用高度纯化的

ＳＳＣｓ。但目前为止还没有一种分子和表型标记来

纯化出真正干细胞意义的 Ａｓ细胞，Ａｐｒ和 Ａａｌ也

能表达Ａｓ所能表达的标记，在体外培养中普遍将

Ａｓ、Ａｐｒ和Ａａｌ型的精原细胞称为未分化型精原细

胞，所 以 Ａｓ、Ａｐｒ、Ａａｌ精 原 细 胞 统 一 被 称 作

ＳＳＣｓ
［５］。目前，小鼠中已建立了较成熟的ＳＳＣｓ技

术体系，而大动物的相关研究还处于探索阶段［６］，要

将小鼠的研究成果应用于家畜的精原干细胞操作，

首先需要解决的问题是找到一种可行的方法将其分

离纯化，并进行体外培养扩增。在小鼠研究中，用于

富集和纯化ＳＳＣｓ的方法主要有：隐睾手术富集法、

免疫磁珠分选法、流式细胞分选法、Ｐｅｒｃｏｌｌ密度梯

度离心法和差异贴壁法。流式细胞分选法和免疫磁

珠分选法都需要ＳＳＣｓ特异的表面抗原的抗体。然

而，家畜ＳＳＣｓ中表面抗原抗体的研究报道不多，基

因文库中家畜ＳＳＣｓ表面抗原的基因序列也不多。

为了解决这个问题，笔者克隆了绵羊 犆犇犎１基

因［７］，测定了基因序列，并制作了抗体。

山羊具有繁殖率高、产乳量高、适应性强、易管

理等特点，是最适合做乳腺生物反应器的家畜动物

之一，其应用价值已经越来越被国内外科研工作者

所重视。然而目前关于山羊ＳＳＣｓ的研究还处于初

步分离和短期培养的阶段［８１０］，关于ＳＳＣｓ移植的研

究也大多集中在用雄性睾丸混合细胞直接移植到受

体山羊睾丸中［１１１３］，这在一定程度上制约了移植的

成功率。如果取得足够的较高纯度ＳＳＣｓ将对于山

羊ＳＳＣｓ的移植是一个很大的突破。国内外关于纯

化的研究报道很少，有人用细胞外基质对山羊ＳＳＣｓ

的纯化进行了初步研究，结果纯度不高［１４］。Ｍ．Ｂａ

ｈａｄｏｒａｎｉ等发现山羊 ＳＳＣｓ特异表达 ＰＬＺＦ 活

性［１０］。本研究在前人研究的基础上，采用三步酶消

化对４月龄的山羊睾丸进行处理，制备单细胞悬液，

然后根据各类细胞贴壁能力和贴壁速度不同进行

ＳＳＣｓ的富集和纯化，对各步纯化过程中用ＳＳＣｓ特

异标记分子ＰＬＺＦ和ＣＤＨ１进行免疫荧光标记染

色鉴定，统计精原干细胞所占的比率，对纯化获得的

细胞培养后用ＣＤＨ１和ＰＬＺＦ免疫荧光双标记染

色鉴定。这是首次对差异贴壁后各个纯化过程收集

的细胞进行ＳＳＣｓ纯化效率进行记录。主要目的是

探索一种简便高效的分离纯化山羊ＳＳＣｓ的方法，

为进一步研究山羊ＳＳＣｓ的增殖、分化、遗传修饰及

移植打下基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　试验动物　　山羊睾丸取自于内蒙古呼和

浩特市穆斯林屠宰场，取４月龄山羊的睾丸１对，保

存于４℃，在１～２ｈ内用于细胞分离培养。

１．１．２　主要试剂、溶液　　ＳＳＣＭ 培养液［１５］，

ＤＭＥＭ／Ｆ１２（Ｇｂｉｃｏ），胎牛血清（ＦＢＳ，天津濒洋生

物）、β巯基乙醇（ＳＥＲＶＡ），两性霉素Ｂ（ＢＢＩ），Ｃｏｌ

ｌａｇｅｎａｓｅＩＶ （Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ），ＥＤＴＡ（上海生工），

Ｔｒｙｐｓｉｎ（Ａｍｒｅｓｃｏ），ＤＮａｓｅＩ（上海生工），明胶、层

粘连蛋白（Ｓｉｇｍａ），ＣＤＨ１抗体（本实验室制备），

ＰＬＺＦ抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚｅ），山羊抗小鼠ｃｙ３二抗、兔

抗山羊ＦＩＴＣ二抗（碧云天），Ｈｏｅｃｈｓｔ（Ｓｉｇｍａ），其

他化学试剂均为国产分析纯，ＰＢＳ、大鼠尾胶原均为

本实验室自制［１６］。

１．２　方法

１．２．１　山羊睾丸单细胞悬液的制备　　山羊睾丸

精原干细胞的分离参照 Ａ．Ｈｏｎａｒａｍｏｏｚ等
［１１］和张

岩等［１７］组合酶消化的方法，并做了一些改进：山羊

睾丸除去阴囊和睾丸鞘膜，在无菌条件下去除白膜，

剪切为２～３ｍｍ
３ 左右的小块。去除睾丸网和血管

后，用剪刀将组织块剪碎，并加入ＣｏｌｌａｇｅｎａｓｅＩＶ在

３７℃孵育４０ｍｉｎ。随后加入透明质酸酶和 ＤＮａ

ｓｅＩ，在３７℃孵育２０ｍｉｎ。将消化后的曲细精管用

５５５１
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ＰＢＳ洗３次，然后加入０．２５％ Ｔｒｙｐｓｉｎ／ＥＤＴＡ和

ＤＮａｓｅＩ溶液，３７℃孵育１０ｍｉｎ，反复吹打，使其形

成单细胞悬液，立刻加入含ＦＢＳ的培养液终止反

应。依次通过２００目和３００目的尼龙膜过滤得到单

细胞悬液。台盼蓝染色计数检测细胞存活率，取出

适当数量的细胞做细胞涂片用于ＳＳＣｓ检测。

１．２．２　山羊精原干细胞的纯化　　山羊睾丸ＳＳＣｓ

的纯化参照Ｆ．Ｋ．Ｈａｍｒａ等
［１８］和张岩等［１７］差异贴

壁纯化ＳＳＣｓ的方法，并做了一些修改：将得到的细

胞悬液依次接种在明胶、大鼠鼠尾胶原、层粘连蛋白

涂层的培养皿中，在３２．５℃、５．５％ＣＯ２的细胞培养

箱中分别培养６８ｈ、４ｈ和４０ｍｉｎ。在层粘连蛋白

涂层的培养皿中培养４０ｍｉｎ后吸去未贴附的悬浮

细胞及培养液，加入ＰＢＳＢＳＡ溶液使黏附细胞脱

壁，收集脱壁的细胞，细胞计数，并进一步体外培养。

分别取明胶未贴附、鼠尾胶原未贴附的细胞做细胞

涂片，和层粘连蛋白贴附的细胞用于ＳＳＣｓ检测。

１．２．３　ＳＳＣｓ的培养　　收集到的山羊ＳＳＣｓ，用丝

裂霉素处理的ＳＴＯ细胞
［１９］为滋养层，ＳＳＣＭ 为培

养液在３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度培养，隔天换液。

１．２．４　细胞的免疫荧光染色　　对分离的单细胞

悬液、明胶未贴附的细胞、鼠尾胶原未贴附的细胞涂

片和层粘连蛋白贴附的细胞进行免疫荧光标记染色

鉴定。用ＰＢＳ洗３次，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，并

用含有山羊血清的封闭液封闭３０ｍｉｎ，然后加入稀

释的一抗分别为抗ＣＤＨ１抗体（１∶１００稀释），抗

ＰＬＺＦ抗体（１∶１００稀释），４℃孵育过夜，用ＣＹ３

标记山羊抗小鼠ＩｇＧ（１∶３００稀释），ＦＩＴＣ标记兔

抗山羊ＩｇＧ（１∶４００稀释）二抗孵育３０ｍｉｎ，Ｈｏ

ｅｃｈｓｔ３３３４２（１∶１０００）孵育８ｍｉｎ，用 ＮｉｋｏｎＴＥ

２０００Ｕ光学显微镜对细胞进行观察并照相。对初

步培养的精原干细胞进行免疫荧光双标记染色鉴

定，步骤同上。

１．２．５　数据分析　　对分离的单细胞悬液、明胶未

贴附的细胞、鼠尾胶原未贴附的细胞涂片和层粘连

蛋白贴附的细胞进行免疫荧光标记染色鉴定后，对

各个分离过程得到的细胞至少统计２００个细胞。分

别统计ＰＬＺＦ和ＣＤＨ１阳性细胞数，重复３次。计

算各个分离纯化过程中ＰＬＺＦ和ＣＤＨ１阳性细胞

比率，据此计算出山羊ＳＳＣｓ纯化效率。

２　结　果

２．１　山羊犛犛犆狊的分离纯化

经过组合酶消化处理和过滤，得到山羊睾丸单

细胞悬液，平均每克睾丸组织分离出１．３６×１０７ 个

细胞，细胞存活率为９２．４％。该细胞悬液中有未分

化的ＳＳＣｓ、分化的精原细胞和体细胞，偶尔可见未

消化的曲精细管团块和凋亡的细胞（图１Ａ）。经明

胶涂层的培养皿贴壁分离之后，发现有悬浮的圆形

细胞和半贴壁的细胞团（图１Ｂ）形成。轻轻去除死

亡的细胞后，收集未贴壁的细胞，剩余贴壁的细胞为

体细胞，包括肌样细胞和支持细胞（图１Ｃ）。收集到

的未贴附的细胞主要为精原细胞，将这些细胞铺到

大鼠鼠尾胶原涂层的培养皿中（图１Ｄ），分化的精原

细胞先于未分化的精原细胞贴在鼠尾胶原上。在鼠

尾胶原贴壁培养后，收集未贴附的细胞主要为未分

化的精原细胞，铺在层粘连蛋白涂层的１２孔板内

（图１Ｅ）。ＳＳＣｓ先于其他细胞黏附于层粘连蛋白

上，轻轻洗去未贴壁的细胞后，剩余贴壁的细胞主要

为ＳＳＣｓ（图１Ｆ），平均每克睾丸组织得到８．７×１０４

个细胞。

２．２　山羊犛犛犆狊分离纯化效率

对分离的单细胞悬液、明胶未贴附的细胞、鼠尾

胶原未贴附的细胞涂片和层粘连蛋白贴附的细胞进

行ＰＬＺＦ和ＣＤＨ１免疫荧光双标记染色（图２）。图

２显示，ＰＬＺＦ和ＣＤＨ１染色重叠，阳性细胞的细胞

核致密，这些细胞计数为ＳＳＣｓ。ＳＳＣｓ分离纯化效

率如图３所示。酶消化分离的单细胞悬液中，阳性

细胞比率为１４．２％±０．８％。经过明胶贴壁负选

后，在未贴壁的细胞中，阳性细胞比率为４８．５％±

０．７％。经过鼠尾胶原贴壁负选后，在未贴壁的细胞

中，阳性细胞比率为６１．５％±２．２％。最终在层粘

连蛋白贴壁细胞中，阳性细胞比率为８７．０％±

０．８％。

２．３　山羊犛犛犆狊的培养和免疫荧光双标记染色鉴定

收集到的ＳＳＣｓ培养４ｄ后，可以观察到细胞数

量增加，培养１周后可见大量增殖的精原干细胞聚

集形成细胞簇。经免疫荧光双标记染色鉴定后，发

现这些细胞簇可同时表达ＳＳＣｓ特异的标记基因

ＰＬＺＦ和ＣＤＨ１，而ＳＴＯ细胞则不表达（图２）。
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　１０期 孔群芳等：山羊精原干细胞的分离纯化及鉴定

Ａ．单细胞悬液；Ｂ．明胶涂层培养６８ｈ的细胞；Ｃ．明胶涂层培养６８ｈ后贴壁的细胞；Ｄ．明胶涂层培养６８ｈ后未贴壁

的细胞；Ｅ．大鼠鼠尾胶原涂层培养４ｈ后收集的未贴壁的细胞；Ｆ．层粘连蛋白涂层贴壁的细胞。箭号表示精原细

胞，星号表示体细胞，箭头表示曲细精管团块和凋亡细胞

Ａ．Ｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ；Ｂ．Ｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄ６８ｈｉｎｇｅｌａｔｉｎｃｏａｔｅｄｃｕｌｔｕｒｅｄｉｓｈ；Ｃ．Ｇｅｌａｔｉｏｎｂｉｎｇｄｉｎｇｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄ６８

ｈｉｎｇｅｌａｔｉｎｃｏａｔｅｄｃｕｌｔｕｒｅｄｉｓｈ；Ｄ．ＧｅｌａｔｉｏｎＮｏｎｂｉｎｇｄｉｎｇｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄ６８ｈｉｎｇｅｌａｔｉｎｃｏａｔｅｄｃｕｌｔｕｒｅｄｉｓｈ；Ｅ．Ｃｏｌｌａ

ｇｅｎｎｏｎｂｉｎｄｉｎｇｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ４ｈｏｆｃｕｌｔｕｒｅｉｎｒａｔｔａｉｌｃｏｌｌａｇｅｎｃｏａｔｅｄｃｕｌｔｕｒｅｄｉｓｈ；Ｆ．Ｌａｍｉｎｉｎｂｉｎｄｉｎｇｃｅｌｌｓｉｎｌａｍｉｎｉｎ

ｃｏａｔｅｄｃｕｌｔｕｒｅｄｉｓｈ．Ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｐｅｒｍａｔｏｇｏｎｉａ，ａｓｔｅｒｉｓｋｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｏｍａｔｉｃｃｅｌｌｓ，ａｎｄａｒｒｏｗｈｅａｄｉｎｄｉｃａｔｅｓｅｍｉｎｉｆ

ｅｒｏｕｓｔｕｂｕｌｅｓｃｌｕｍｐｓａｎｄａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓ

图１　分离纯化的山羊精原干细胞（标尺＝２０μ犿）

犉犻犵．１　犌狅犪狋犛犛犆狊狅犫狋犪犻狀犲犱犪犳狋犲狉犻狊狅犾犪狋犻狅狀犪狀犱狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀（犛犮犪犾犲犫犪狉＝２０μ犿）
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Ａ１～Ａ５．单细胞悬液免疫荧光染色鉴定；Ｂ１～Ｂ５．明胶未贴附的细胞免疫荧光染色鉴定；Ｃ１～Ｃ５．胶原蛋白未贴附的细胞免

疫荧光染色鉴定；Ｄ１～Ｄ５．层粘连蛋白贴附的细胞免疫荧光染色鉴定；Ｅ１～Ｅ５．体外培养的ＳＳＣｓ染色鉴定。绿色代表ＰＬＺＦ
阳性细胞（Ａ１、Ｂ１、Ｃ１、Ｄ１、Ｅ１），红色代表ＣＤＨ１阳性细胞（Ａ２、Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２、Ｅ２），蓝色代表 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２核染色（Ａ３、Ｂ３、Ｃ３、

Ｄ３、Ｅ３），可见光显微镜照片（Ａ４、Ｂ４、Ｃ４、Ｄ４、Ｅ４），合并图（Ａ５、Ｂ５、Ｃ５、Ｄ５、Ｅ５）。Ａ１～Ａ５、Ｃ１～Ｃ５标尺＝４０μｍ，Ｂ１～Ｂ５、Ｄ１～

Ｄ５、Ｅ１～Ｅ５标尺＝２０μｍ

Ａ１Ａ５．Ｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ；Ｂ１Ｂ５．Ｇｅｌａｔｉｎｎｏｎｂｉｎｄｉｎｇｃｅｌｌｓ；Ｃ１Ｃ５．Ｃｏｌｌａｇｅｎｎｏｎｂｉｎｄｉｎｇｃｅｌｌｓ；Ｄ１Ｄ５．Ｌａｍｉｎｉｎｂｉｎｄｉｎｇ

ｃｅｌｌｓ．Ｅ１Ｅ５．ＳＳＣｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏ．ＧｒｅｅｎｃｏｌｏｒｉｎｄｉｃａｔｅｓＰＬＺＦｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ（Ａ１，Ｂ１，Ｃ１，Ｄ１，Ｅ１）．Ｒｅｄｃｏｌｏｒｉｎｄｉｃａｔｅｓ

ＣＤＨ１ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ（Ａ２，Ｂ２，Ｃ２，Ｄ２，Ｅ２）．ＢｌｕｅｃｏｌｏｒｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｕｃｌｅｉｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２（Ａ３，Ｂ３，Ｃ３，Ｄ３，Ｅ３）．

Ｖｉｓｉｂｌｅｐｉｃｔｕｒｅ（Ａ４，Ｂ４，Ｃ４，Ｄ４，Ｅ４）．ＭｅｒｇｅｄｐｉｃｔｕｒｅｏｆＰＬＺＦ，ＣＤＨ１ａｎｄＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２ｐｉｃｔｕｒｅ（Ａ５，Ｂ５，Ｃ５，Ｄ５），Ｍｅｒｇｅｄ

ｐｉｃｔｕｒｅｏｆＰＬＺＦ，ＣＤＨ１ａｎｄｖｉｓｉｂｌｅｐｉｃｔｕｒｅ（Ｅ１）．ＭｅｒｇｅｄｐｉｃｔｕｒｅｏｆＰＬＺＦ，ＣＤＨ１ａｎｄｖｉｓｉｂｌｅｐｉｃｔｕｒｅ．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝４０μｍ（Ａ１

Ａ５，Ｃ１Ｃ５），Ｓｃａｌｅｂａｒ＝２０μｍ（Ｂ１Ｂ５，Ｄ１Ｄ５，Ｅ１Ｅ５）

图２　分离纯化过程和体外培养的山羊犛犛犆狊的免疫荧光标记染色鉴定

犉犻犵．２　犐犿犿狌狀狅犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳犵狅犪狋犛犛犆狊犳狅狉犲犪犮犺犲狀狉犻犮犺犿犲狀狋狆狉狅犮犲犱狌狉犲犪狀犱犻狀狏犻狋狉狅犮狌犾狋狌狉犲

图３　山羊犛犛犆狊纯化效率

犉犻犵．３　犜犺犲犲狀狉犻犮犺犿犲狀狋犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔狅犳犵狅犪狋犛犛犆狊

３　讨　论

ＳＳＣｓ既能通过自我更新维持生殖干细胞库的

稳定，又能通过严格而有序的调控，最终分化形成精

子，在整个生命过程中维持雄性动物正常的生殖能

力。研究者们在研究ＳＳＣｓ的细胞学特性、分离纯

化ＳＳＣｓ的方法、ＳＳＣｓ体外诱导单倍体细胞甚至精

子的形成、探索ＳＳＣｓ的体外长期培养系统、ＳＳＣｓ

的基因修饰和同种异种间的移植方面做了很多工

作，而ＳＳＣｓ的研究必需有足够数量和较高纯度的

细胞。

青春期前期，精原干细胞发生后，随动物日龄的

增加，精原细胞开始分化形成各级生殖细胞，其绝对

数目及所占生殖细胞的比例都逐渐下降，因此选择

合适的年龄是首先应该考虑的，一般日龄相对小的

睾丸组织能得到较高的ＳＳＣｓ消化分离率
［２０］。４月

龄的山羊睾丸内未分化的生殖母细胞大量增殖发

育，形成原始 Ａ型精原细胞
［２１］，据此本研究选用４

月龄的山羊睾丸进行ＳＳＣｓ的分离纯化。

分离出所有的 Ａ型精原细胞是目前为止最有

效的富集ＳＳＣｓ的方法
［２２］。睾丸细胞分离的最终目

的是将细胞分离成单细胞形式，并且尽量避免影响

细胞的活性。通常报道的分离方法一般是利用

Ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ、透明质酸酶、Ｔｒｙｐｓｉｎ和 ＤＮａｓｅ消化

６０ｍｉｎ，去除间质细胞和曲细精管团块后再加入

Ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ、透明质酸酶和ＤＮａｓｅ消化４５ｍｉｎ进

行两步酶消化［２２］。本试验采用三步酶消化法，用

ＣｏｌｌａｇｅｎａｓｅⅣ处理后，使曲细精管分解成小段，然后

加入透明质酸酶和ＤＮＡ酶消化曲细精管。最后用

Ｔｒｙｐｓｉｎ和ＤＮａｓｅ消化，将细胞分离成单细胞。用

此方法平均从每克睾丸组织获得１．３６×１０７ 个细

胞。这一结果高于前人对山羊（１．０８×１０７）
［１４］、牛

（１．３３×１０６）
［２２］、水牛（２．８８×１０６）

［２３］和绵羊（８．０±

２．６）×１０６
［２４］用二步酶消化法获得的细胞数。分离

的细胞存活率为９２．４％，表明三步酶消化法分离睾

丸细胞效果较好。

ＳＳＣｓ数量稀少，对其进行体外分离培养较为困

难，因此必须寻找合适的分子标记来分离富集精原

干细胞。ＰＬＺＦ（Ｐｒｏｍｙｅｌｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａｚｉｎｃｆｉｎ

ｇｅｒ，早幼粒细胞白血病锌指）是转录抑制因子Ｐｏｚ

和Ｋｒｕｐｐｅｌ（ＰＯＫ）家族的一个成员，在睾丸中ＰＬＺＦ

仅在早期未分化的精原细胞中表达，它的表达是维

持ＳＳＣｓ自我更新所必需的
［２５２６］。Ｍ．Ｂａｈａｄｏｒａ

ｎｉ
［２７］等对绵羊和山羊睾丸组织的ＰＬＺＦ抗体免疫组

化显示ＰＬＺＦ在它们的未分化的精原细胞均有表

达，表明ＰＬＺＦ的表达在这些物种中具有保守性。

另外他们发现在分离的山羊ＳＳＣｓ中也有ＰＬＺＦ的

表达［１０］。研 究报 道 ＣＤＨ１（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）是小鼠

ＳＳＣｓ的特异表面标记基因
［２８］，在大鼠［２９］部分ＳＳＣｓ

中也有表达，是否在山羊ＳＳＣｓ内表达，至今还没有

报道。本研究以ＰＬＺＦ和 ＣＤＨ１为标记，对山羊

ＳＳＣｓ的分离纯化效率进行了统计。酶消化分离的

单细胞悬液中，阳性细胞比率为１４．２％，这与绵羊

８５５１



　１０期 孔群芳等：山羊精原干细胞的分离纯化及鉴定

的研究结果相似（１７．７％）
［２４］。

曲细精管基底膜细胞外基质成分中包括层粘连

蛋白和胶原蛋白。研究发现ＳＳＣｓ特异表达细胞表

面分子β１和α６整合素
［３０］，而这些整合素是层粘连

蛋白的受体［３１］。所以ＳＳＣｓ与层粘连蛋白的亲和力

最高［３０，３２］，而分化的精原细胞优先于未分化的精原

细胞附着在胶原蛋白上［３３］。明胶是一种变性的胶

原蛋白衍生物，也是一种细胞黏附蛋白，通常将明胶

涂层到玻璃或塑料培养皿中用来培养多种类型的体

细胞。根据上述机理采用差别贴壁法对山羊ＳＳＣｓ

进行分离纯化。在明胶涂层的培养皿中，体细胞贴

壁的速度远远超过精原细胞，培养６８ｈ后，体细胞

大多完成贴壁，而精原细胞贴壁不牢甚至不贴壁，轻

轻吹打即脱落。经过明胶贴壁负选后，在未贴壁的

细胞中，ＳＳＣｓ阳性细胞比率为４８．５％。在鼠尾胶

原涂层的培养皿中，分化的精原细胞比未分化的精

原细胞更容易黏附在鼠尾胶原上。在未贴壁的细胞

中，ＳＳＣｓ阳性细胞比率为６１．５％。而未分化的精

原细胞更容易附着在层粘连蛋白上，去掉未贴壁细

胞，将贴壁细胞收集即可得到大量纯化的精原干细

胞。最终在层粘连蛋白贴壁细胞中，ＳＳＣｓ阳性细胞

比率为８７．０％。这个纯化结果高于用Ｐｅｒｃｏｌｌ密度

梯度离心法富集水牛ＳＳＣｓ（７１．８６％±２．３４％）
［２３］

和绵羊ＳＳＣｓ（６５．３％±３．２％）
［２４］的纯化效率，明显

高于用细胞外基质纯化的山羊ＳＳＣｓ（４９％）
［１４］。这

是首次对差异贴壁各个步骤得到的ＳＳＣｓ的比率进

行统计。纯化得到的细胞经过培养，能够形成细胞

簇，并且具有干细胞标记分子表达特性。本研究中

ＣＤＨ１在山羊ＳＳＣｓ内表达首次得到验证。

本研究通过酶消化得到的细胞通过差异贴壁

法，不需要专门的仪器设备和特异的细胞表面分子

标记抗体，简便易行，能够高效的富集山羊ＳＳＣｓ。

纯化得到的细胞经过培养，能够形成ＳＳＣｓ簇，并且

维持表达ＳＳＣｓ标记基因。这些结果将为进一步研

究山羊ＳＳＣｓ的增殖、分化、长期培养、遗传修饰及

移植操作打下基础。
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