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摘　要：精原干细胞的分离培养及移植等相关技术对于雄性动物不育、精子发生机理的研究及转基因新技术的建

立都具有重要意义。虽然小鼠精原干细胞的生物学特性已经研究得较为清晰，并建立了较为成熟的分离、纯化、培

养技术体系，其受体制备和移植技术也较为成熟，但是，技术效率仍然很低。对小鼠精原干细胞生物学特性、分离

培养及受体制备与移植方法的分析总结，将对干细胞制备最佳时机的确定、已有精原干细胞分离纯化、培养和受体

准备及移植方法的改进提高起到重要的推动作用，也为今后大型动物的相关研究指明了方向。
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　　精原干细胞（Ｓｐｅｒｍａｔｏｇａｎｉａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＳＳＣｓ）

是一类具有自我更新和定向分化潜能的组织特异性

干细胞，通过自我更新维持自身数目的相对恒定，并

通过定向分化产生各级精原细胞直至精子，ＳＳＣｓ又

是成年动物体内唯一能将遗传信息传递给子代的干

细胞类型［１］。ＳＳＣｓ的分离鉴定与移植对人类临床

医学以及试验方法学等的发展具有重要的理论与实

践意义，放化疗前获取并保存病人的生殖细胞，治疗
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后进行 ＳＳＣｓ移植即可恢复放化疗病人的生育

力［２］；同时，ＳＳＣｓ的分离、培养与移植为深入开展雄

性性腺细胞的机能和精子发生等基础研究奠定了基

础；ＳＳＣｓ研究又开辟了一条不同于原核显微注射和

核移植的转基因动物制备新途径，既避免了技术精

度要求较高的卵母细胞和胚胎操作，又降低了制作

转基因动物的成本。目前，小鼠中已建立了较成熟

的ＳＳＣｓ技术体系，大动物的相关研究还处于探索

阶段，为迅速建立成熟的大动物技术体系、加快大动

物的相关研究，有必要对ＳＳＣｓ的各个技术细节进

行总结分析。此外，动物睾丸中精原干细胞的数量

和比例很低［３］，增加了ＳＳＣｓ移植和转基因动物制

备等相关操作的难度，因此，ＳＳＣｓ的分离、培养成为

限制ＳＳＣｓ技术发展的重要环节。

１　犛犛犆狊的生物学特性及犛犛犆狊移植制备时机

的确定

　　在小鼠胚胎期第１３．５天，雄性原始生殖细胞

（Ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌｇｅｒｍｃｅｌｌｓ，ＰＧＣｓ）被支持细胞前体细

胞及管周肌细胞前体细胞包围形成精索，此时的

ＰＧＣｓ称性原细胞（Ｇｏｎｏｃｙｔｅｓ）或前精原细胞（Ｐｒｏｓ

ｐｅｒｍａｔｏｇｏｎｉａ），数目约２５０００个，之后进入有丝分

裂静止期［４］。出生后性原细胞开始向曲细精管周围

迁移，至出生后４～６ｄ，大部分已迁移到曲细精管基

膜，并转化为原始 Ａ型精原细胞，即精原干细胞。

出生后６～８ｄ，静止的精原干细胞重新进入细胞周

期，一部分精原干细胞维持干细胞池，另一部分逐次

分化为Ａ型精原细胞、中间型及Ｂ型精原细胞、各

级精母细胞等，并直到完成第１次精子发生（约出生

后３５ｄ）。此后，生精周期持续进行，未分化精原细

胞的数量基本保持恒定［５］。

Ｏｌｉｖｅ等将啮齿动物精子发生过程中的细胞分

为精原干细胞（原始 Ａ型精原细胞）、精原细胞（Ａ

型精原细胞、中间型精原细胞（Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ）、Ｂ型

精原细胞）、各级精母细胞和精子细胞（图１）。其中

精原干细胞包括单个Ａｓ（Ａｓｉｎｇｌｅ）细胞和通过细胞

间桥相连的Ａｐａｒ（Ａｐａｒｅｄ）细胞及４、８或１６个细胞

一组的Ａａｌｉ（Ａａｌｉｇｎｅｄ）细胞类型；Ａｓ细胞通过不对

称分裂产生１个Ａｓ和１个Ａｐａｒ细胞，或通过对称

分裂产生２个Ａｓ，有的Ａｓ细胞通过对称分裂产生

Ａｐａｒ，并进一步分裂为 Ａａｌｉ细胞。然而，这几种精

原干细胞中只有Ａｓ细胞具有自我更新和继续分化

潜能［６］。Ｈｅｒｍａｎｎ等将啮齿类动物Ａｓ到Ａａｌｉ（１６）

之间的细胞归类为未分化的精原细胞（图２），其中，

Ａｓ细胞为精原干细胞（ＳＳＣｓ），具有自我更新和继

续分化功能，其它细胞为祖精原细胞；Ａ１到Ｂ间的

各类细胞为分化的精原细胞。灵长类动物细胞类型

的界定与啮齿类动物不同，在Ｂ型精原细胞之前，

只有Ａｄａｒｋ和Ａｐａｌｅ２种未分化的精原细胞，分别

代表ＳＳＣｓ和祖精原细胞
［７］。对于Ａｓ细胞的数目，

研究结果不尽相同。早期对６～２０日龄未成熟小鼠

各级精原细胞的形态学分析结果表明，每个睾丸大

概有３５０００个 Ａｓ细胞，占所有睾丸生殖细胞的

０．０３％
［３］，而Ｏｌｉｖｅ的研究表明，每个性成熟小鼠睾

丸有约２００００～３００００个Ａｓ精原细胞
［６］。上述研

究说明了ＳＳＣｓ数量的有限性，其较大的变化范围

表明了Ａｓ细胞纯化的难度。同时，随着年龄的增

加，精原干细胞比例明显降低，获得并富集精原干细

胞的难度增加。因此，在小鼠出生后４～６ｄ，更容易

获得大量精原干细胞。同理，牛的最适期为５～７月

龄［８］，羊为４月龄
［９］，猪为１月龄

［１０］。甚至有的直

接利用只含性原细胞类生殖细胞的新生动物为研究

对象［１１］，因为移植后，只有１２％的小鼠精原干细胞

能在受体中形成克隆，并进行正常的精子发生［２］，所

以，ＳＳＣｓ分离纯化的时机和技术本身及体外培养富

集技术优化对确保ＳＳＣｓ移植和转基因效率非常

重要。

图１　啮齿类动物精子发生
［６］
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２　供体精原干细胞的分离、纯化及培养

２．１　精原干细胞的分离

组织消化是分离精原干细胞的第一步，方法有

８７６１
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图２　啮齿类和灵长类动物精子发生模型
［７］
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机械分离、酶学分离、培养过程中的选择性分离等。

常选用机械分离与酶学分离相结合的方法解离睾丸

组织，制备单细胞悬液。Ｙａｎｇ等比较了１周龄猪睾

丸性原细胞的不同分离方法，结果显示，机械法与酶

消化法相结合比单纯使用机械法的活细胞获得率提

高约９倍
［１２］，其具体操作如下：将除去白膜的供体

睾丸剪切成小组织块，再采用２步酶消化，依次破坏

睾丸内部的结缔组织和细胞间质，使大多数细胞分

散为单细胞，然后用一定孔径细胞筛过滤，获得含目

的细胞的单细胞悬液。组织消化时，酶的种类及使

用方法直接影响分离、培养和移植的效率。目前，使

用的酶主要有胶原酶、胰蛋白酶、透明质酸酶以及分

散酶。Ｂｒｉｎｓｔｅｒ等首先采用胶原酶和胰蛋白酶建立

了最经典的两步酶消化法，并将制备的细胞悬液直

接移植，在１０４个受体睾丸中３８个呈供体细胞阳

性，即移植成功效率为３７％
［１３］。为避免采用胰蛋白

酶容易消化过度对细胞造成伤害，Ｏｇａｗａ等在完成

第一步胶原酶消化后，使用胶原酶和透明质酸酶替

代单一的胰蛋白酶进行第二步消化［１４］，透明质酸酶

不但可以消化结缔组织，又能分散单个细胞，但性质

较胰蛋白酶温和，操作较为宽泛，不易对细胞造成伤

害。对不孕鼠移植精原干细胞悬液后，单个受体睾

丸切片检测到６７．９％的曲细精管恢复了精子发生。

近来，可以用于组织细胞分散的分散酶，因为不损坏

细胞膜而保持了细胞的活力，在ＳＳＣｓ细胞的分离

培养中受到了重视。Ｈａｍｒａ等以分散酶对睾丸组

织进行一步消化，制备的细胞悬液中，精原细胞标记

ＤＡＺＬ检测阳性同时体细胞标记ｖｉｍｅｎｔｉｎ呈阴性

的细胞占８３％
［１５］，取得了较理想的分离富集效果，

同时仅一步消化就能达到理想效果，减少了工作量，

提高了工作效率。最新研究表明，适当的机械处理

方式有助于提高消化分离效率。传统的机械法结合

酶消化法所获得的猪性原细胞比例约为７％，但在

消化前后分别将机械破碎的睾丸组织在振荡器上震

荡１ｍｉｎ和３０ｓ，分离到的性原细胞比例可达４０％，

分离效果明显改善［１２］。

２．２　精原干细胞的纯化

得到单细胞悬液后，可利用密度梯度离心、差异

贴壁分选、免疫磁珠细胞分选、流式细胞仪分选等方

法进行精原干细胞的富集，这些方法各有优缺点。

密度梯度离心法操作简单［１６］，但可能会导致富集的

细胞中混有大小相近的已分化细胞。差异贴壁分选

是基于细胞不同黏附特性的最简单的富集方法。先

以明胶包被培养皿对睾丸细胞悬液进行短时培养，

获得不贴壁的包含精原干细胞的生精细胞，再以层

粘连蛋白包被培养皿，进行二次培养即可获较纯的

贴壁ＳＳＣｓ
［１７］。免疫磁珠和流式细胞仪分选法均以

细胞表面标志为依据，是基于亲和原理较为可靠的

细胞富集方法。前者将特异性表面抗原（表面标志）

的抗体与磁珠偶联成免疫磁珠，细胞悬液过分离柱

后，因为表面特异性抗原与磁珠的特异结合，而使目

标细胞得以分离纯化。以干细胞通用标记ｃｋｉｔ为

表面标记，经免疫磁珠分选后，可获得大于９５％的

ｃｋｉｔ阳性细胞
［１８］。后者先将荧光素标记抗体与细

胞表面标记结合，再经流式细胞仪分选。另外，将隐

睾手术法获得的睾丸生殖细胞悬液移植到受体，获

得的干细胞克隆是非隐睾手术对照组的２５倍
［１９］。

隐睾法造成动物睾丸内温度升高，干扰了正常的精

子发生，减少了各级生精细胞，精原干细胞因为在生

精上皮中的比例大大提高而得到了相对富集。该方

法较适合于实验动物，对于大家畜及灵长类动物，其

应用则受到了限制。而将不同方法优化组合已成为

富集干细胞的研究趋势，如造血干细胞、角质化干细

胞、脑干细胞均高表达整合素分子，因此，Ｓｈｉｎｏｈａｒａ

等利用ａｌｐｈａ６整合素和ａｌｐｈａｖ整合素这２个标记

对隐睾小鼠ＳＳＣｓ进行了流式细胞分选，结果，在隐
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睾基础上干细胞又富集了３．７～４．３倍，即约是非隐

睾对照组的１００倍
［２０］。虽然目前已针对干细胞表

面分子标记建立了流式细胞分离技术，并借鉴其他

干细胞的表面分子标记进行了ＳＳＣｓ的分离与纯

化，但由于还没有鉴定出可以１００％富集ＳＳＣｓ的特

异性表面分子标记［７］，限制了流式细胞分离纯化技

术在ＳＳＣｓ分离纯化中的应用，因此，特异标记分子

的挖掘成为本领域的重要研究方向。

２．３　精原干细胞的培养

精原干细胞分离富集后的适当培养，可使ＳＳＣｓ

完成自身损伤修复和增殖，并为细胞的遗传修饰及

受体动物准备争取时间，提高移植和转基因效率。

培养效果取决于最佳培养条件（例如基本培养基、血

清、饲养层细胞、生长因子）的探索和选择。Ｐｉｑｕｅｔ

ｐｅｌｌｏｒｃｅ等富集ＳＤ大鼠生殖细胞后，在基本培养基

基础上添加ＬＩＦ进行ＳＳＣｓ培养，结果表明，该生长

因子具有明显促进精原干细胞增殖的作用［２１］。Ｋａ

ｎａｔｓｕＳｈｉｎｏｈａｒａ等富集 ＤＢＡ／２小鼠性原细胞后，

以ＳｔｅｍＰｒｏ３４ＳＦＭ 为基础培养基，并添 加 了

ＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ＬＩＦ、ＧＤＮＦ等基本生长因子和０．１％

血清，以丝裂霉素Ｃ处理的ＭＥＦ（Ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃ

ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ）为饲养层，培养１３４ｄ，传递了２７代
［２２］。

因为在ＳＳＣｓ传代培养中的良好表现，该实验室专

门进行了ＬＩＦ添加与否的对比试验，结果证明ＬＩＦ

确实能促进精原干细胞克隆数量的增加［２３］。Ｋｕｂ

ｏｔａ等富集ＤＢＡ／２品系小鼠的ＳＳＣｓ后，以不含血

清的 ＭＥＭａ为基础培养基，并添加基本生长因子，

以丝裂霉素Ｃ处理的ＳＴＯ（ＳＩＭｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｄｅ

ｒｉｖｅｄｔｈｉｏｇｕａｎｉｎｅａｎｄｏｕａｂａｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ抗硫代鸟嘌

呤和乌本苷的ＳＩＭ 小鼠成纤维细胞）为饲养层，连

续培养了６个月。该实验室同时证实，无血清时，

ＤＢＡ／２品系小鼠ＳＳＣｓ只在ＧＤＮＦ条件下就可培

养８０ｄ，而Ｃ５７品系小鼠无论是否有ＧＤＮＦ都不能

长期培养［２４］。Ｈａｍｒａ实验室富集大鼠ＳＳＣｓ后，以

ＤＭＥＭ／Ｆ１２为基本培养基，以丝裂霉素Ｃ处理的

ＭＥＦ细胞为饲养层，以Ｂ２７代替血清，添加基本生

长因子，培养１５１ｄ，传递了１２代
［２５］。上述研究表

明，尽管建立了鼠ＳＳＣｓ培养体系，可进行长时间培

养，但培养时间和传代次数还因品种、实验室而异。

目前，在大动物ＳＳＣｓ培养中尚缺乏特定的培

养体系，培养时间较短，培养效果有一定的不确定

性。Ａｐｏｎｔｅ等采用ＫａｎａｔｓｕＳｈｉｎｏｈａｒａ等建立的小

鼠ＳＳＣｓ培养体系进行牛ＳＳＣｓ的分离培养，可使

ＳＳＣｓ增殖１００００倍，但仅能培养１个月
［２６］。深入

研究小鼠精原干细胞培养体系对大动物ＳＳＣｓ的影

响及大动物ＳＳＣｓ的自我更新和分化机制，以实现

大动物ＳＳＣｓ的长期培养，将是今后本领域的又一

个重要研究方向。

３　精原干细胞移植受体的准备及移植

移植受体的准备是精原干细胞移植的重要环

节，决定了精原干细胞移植能否成功及其效率。影

响受体对外源干细胞接受性能的因素主要有２个：

（１）内源生殖细胞对外源干细胞定植的阻碍作用；

（２）异体移植中存在的免疫排斥作用。

受体中原有干细胞对外源干细胞的进入具有阻

碍作用［２７］。正常情况下，睾丸中充满了各种类型的

生殖细胞，这些细胞影响了供体精原干细胞在受体

曲细精管中的迁移和定位。不仅如此，精原干细胞

生存在由支持细胞和基底膜构成的微环境（Ｎｉｃｈｅ）

中，供体精原干细胞需逐渐向基膜迁移，直至竞争到

微环境，定居于其中并启动自我更新，否则将走向定

向分化。所以，为便于外源ＳＳＣｓ的迁移和定位，内

源生殖细胞的消除是必要的。目前，消除内源生殖

细胞的方法主要有白消安、Ｘ射线、低温缺血及热应

激处理等。低温缺血和热应激处理因效果相对不明

显而较少使用。射线处理技术仅对目标位置进行照

射即可达到理想的受体处理效果，更适用于牛、羊、

猴等繁殖力较低、阴囊较大、睾丸游离于体外的大动

物［２８］。但仪器笨重，携带不方便。白消安处理能有

效消除内源生殖细胞及精子，但传统的腹腔注射法

会导致骨髓细胞的减少，甚至会危及受体生命［２８］。

如能采用其他药物替代白消安或者改善注射方法避

免对造血系统的伤害，将会使白消安注射法更安全

可靠，同时为大动物受体制备提供更科学的理论指

导。因此，对处理时间和方式方法的深入探索将是

移植受体制备的一个重要研究方向。

ＳＳＣｓ移植的免疫排斥性曾备受关注。Ｂｒｉｎｓｔｅｒ

设计了与供体遗传背景相同的免疫相容不育小鼠、

以白消安处理的与供体遗传背景相同的免疫相容可

育小鼠和白消安处理过的裸鼠３种受体，３种受体

移植后都有供体精子发生［１３］，证明对同一品系受体

鼠或免疫缺陷型鼠进行ＳＳＣｓ移植，不会发生免疫

排斥。Ｉｚａｄｙａｒ等进行了牛ＳＳＣｓ自体移植和同种异

体移植研究，自体移植后有精子发生而异体移植未

观察到供体精原细胞亚群［２９］。推测，受体免疫排斥
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导致了同种异体移植的失败。然而，Ｈｅｒｒｉｄ等进行

了不同品系牛个体间ＳＳＣｓ移植，试验中同样未进

行受体免疫抑制处理，但在未消除内源生殖细胞的

未成年受体睾丸中观察到了供体精原细胞克隆［８］。

对Ｓｔｏｃｋｗｅｌｌ等移植的受体牛５２～９６周精子的微

卫星检测分析表明，受体精液中含有供体源阳性精

子［３０］。同种异体移植在猪［１０］、羊［９］、狗［３１］等动物上

也相继获得成功。因为未成熟受体睾丸曲细精管中

生殖细胞较少，有利于供体细胞的定位，这３种动物

的移植试验均以未成熟动物为受体，这也为本领域

的研究提供了一种新思路，虽然很多研究都进行了

内源生殖细胞的去除处理，并有文章专门表述了该

处理的必要性，但是这种处理是否是必要的，是否在

特定环境、特定条件下可以有特例，这将是受体制备

领域中值得深入研究的内容。综上所述，除Ｌｚａｄｙａｒ

的同种异体移植试验外，受体均不拒绝供体的生殖

细胞，这引起了对ＳＳＣｓ移植异体排斥的重新考虑。

有研究人员认为，移植的部位是睾丸组织，而免疫排

斥是由血液介导的抗原抗体反应，曲细精管中由基

底膜和支持细胞形成的血睾屏障，阻止了血液中免

疫因子透过血睾屏障与供体细胞的结合，使供体生

殖细胞逃避了免疫系统的监控［３２］。

４　问题与展望

目前，虽然在小鼠中建立了较为成熟的ＳＳＣｓ

分离培养及移植技术体系，并且在大动物中也取得

了成功的案例，但因为缺乏精源干细胞表面特异标

记，除了最基本的形态学和耗时费力的移植受体试

验等鉴定方法外，仅能借用胚胎干细胞、成体干细胞

等的表面特异标记进行流式细胞仪分析鉴定［１９］，这

种研究状况不利于进行精原干细胞的高效分离研

究。然而，干细胞研究取得了较快进展，这些研究对

具有很多共性特点的精原干细胞研究具有重要的指

导意义，较多的共性标记和试验手段为精原干细胞

特异表面标记的挖掘鉴定奠定了充分的试验基础，

同时，蛋白质组学、转录组学及生物信息学的飞速发

展也为精原干细胞表面特异性分子标记的研究提供

了重要的理论指导。

虽然大动物精原干细胞的分离鉴定和移植研究

还处于探索阶段，但对模式动物小鼠的研究为开展

大动物相关研究奠定了基础，同时大动物同种异体

移植试验的成功说明了血睾屏障在精原干细胞移植

中的重要作用。超声波介导技术在大动物精原干细

胞的移植和受体制备研究中都将起到积极作用。随

着对睾丸中精子发生过程的深入了解、白消安作用

机理研究的逐渐深入，以及白消安作用途径的系统

分析，药物的处理方式也将会越来越科学高效，内源

生殖细胞对精原干细胞移植的影响将会逐渐明了。

所以，随着分子细胞生物学及相关学科的快速发展，

必将推动精原干细胞表面分子标记和移植技术取得

较快突破，并带动上游的大动物ＳＳＣｓ分离培养和

鉴定技术的提高［２］，这些技术研究将会有助于高效

精原干细胞介导法转基因技术的开发，并推动精子

发生机理［２２］和男性生育力恢复等研究取得较快

进展。
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１３６（６）：８２３８３１．

［３２］　ＰＨＩＬＬＩＰＳＢＴ，ＧＡＳＳＥＩＫ，ＯＲＷＩＧＫＥ．Ｓｐｅｒｍａｔ

ｏｇｏｎｉａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．

犘犺犻犾犜狉犪狀狊犚狅狔犛狅犮犅犅犻狅犾犛犮犻，２０１０，３６５（１５４６）：

１６６３１６７８．

（编辑　郭云雁）
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