
书书书

畜牧兽医学报　２０１０，４１（４）：５０５５１０

犃犮狋犪犞犲狋犲狉犻狀犪狉犻犪犲狋犣狅狅狋犲犮犺狀犻犮犪犛犻狀犻犮犪

鹌鹑早期原始生殖细胞迁移和聚集规律的研究

常国斌１，程旭梅１，李碧春１，刘向萍２，

秦玉蓉１，陈　蓉１，陈国宏１

（１．扬州大学动物科学与技术学院，扬州２２５００９；２．中国农业科学院家禽研究所，扬州２２５００３）

摘　要：本研究旨在观察鹌鹑早期原始生殖细胞的迁移和聚集规律，为分离ＰＧＣｓ，并将其应用于转基因技术提供

依据。运用ＱＨ１单抗标记特异性的识别鹌鹑的ＰＧＣｓ，检测早期各个阶段ＰＧＣｓ的分布和数量。研究表明：鹌鹑

的原始生殖细胞（ＰＧＣｓ）起源于胚盘暗区，而后逐渐迁移至明区、生殖新月区。孵化２７ｈ，已有少量ＰＧＣｓ分布于明

区的血管中。到孵化３６ｈ时，有大量的ＰＧＣｓ聚集在明区血管网中，左右两侧都有。孵化４５ｈ时，从头部到脐肠系

膜ＰＧＣｓ均有散在和聚团分布，并主要聚集在头部间充质的血管中。ＰＧＣｓ在各个时期的数量存在差异，有２个增

殖高峰期，即原条期（孵化６ｈ）和十体节期（孵化３６ｈ）。ＱＨ１单抗可鉴定早至未孵化期的鹌鹑原始生殖细胞，

ＰＧＣｓ在早期胚盘中是随机散在分布的，而且具有２个增殖高峰期。
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ｃｅｌｌｓ，ＰＧＣｓ），所以它们的起源和分布情况是未知

的。在鸟类中，最早鉴别生殖细胞的是Ｇｉｎｓｂｕｒｇ和

ＥｙａｌＧｉｌａｄｉ
［１］，通过细胞含有糖原颗粒可以鉴别鸡

胚原条期胚盘中的生殖细胞。然而在鹌鹑上这样的

标记物并未见报道，由于鹌鹑的ＰＧＣｓ不含有糖原

颗粒，所以能够鉴定鸡胚ＰＧＣｓ的方法不能用于鉴

定鹌鹑ＰＧＣｓ。Ｐａｒｄａｎａｕｄ等
［２３］在对鹌鹑早期胚胎

血管发生树进化规律的研究中，意外发现 ＱＨ１单

抗能够结合鹌鹑的ＰＧＣｓ，但其特异性和结合效率

未得到进一步证实。目前，普遍认为鸟类ＰＧＣｓ起

源于Ⅹ期的胚盘上胚层，Ⅳ期时经下胚层迁移到原

条期的生殖新月部位［１，４］。Ⅹ期时进入刚刚形成的

胚胎血管系统，随血液循环至生殖原基附近，穿过

毛细血管壁到达生殖原基定居，并分化成精子或卵

子［５］。相关鸡胚ＰＧＣｓ的起源、迁移和定居规律的

研究国内外都有报道，而鹌鹑这方面的研究国内报

道较少。鹌鹑胚胎发育期短，相对于鸡胚操作存在

其优越性，作为一种重要的实验动物模型，若能对其

发生发育的机理了解得更透彻，将为今后禽类转基

因常规技术的进步以及家禽市场上的商业化应用提

供必要的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

鹌鹑种蛋由江苏省姜堰市种鹑厂提供。

１．２　试剂

ＱＨ１单抗购自ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＳｔｕｄｉｅｓＨｙｂｒｉ

ｄｏｍａＢａｎｋ（ＤＨＳＢ）；荧光素标记的羊抗鼠二抗购

自Ｒｏｃｋｌａｎｄ。

１．３　方法

将新鲜种蛋放入孵化箱（无锡设备厂鸣凤４８２０

型）内孵化，孵化温度为３８℃，相对湿度为６０％。

分别取孵化０～４５ｈ的胚盘，未孵化期以及孵化１２

ｈ的胚盘按照ＥｙａｌＧｉｌａｄｉ等
［６］的分期标准，孵化１２

ｈ以后按照Ｈａｍｂｕｒｇｅｒ等
［７］的分期标准。每期取６

枚左右，用于整体装片免疫组化方法染色。

１．３．１　胚盘取出　　用眼科镊子轻轻敲击其钝端，

去掉蛋壳和壳膜，使其成直径１～２ｃｍ的圆孔，暴露

出卵黄及胚盘，顺着胚盘的边缘将胚盘剪下，放入盛

有温热ＰＢＳ（３８℃，ｐＨ７．４）的培养皿中漂洗，轻轻

晃动培养皿，使卵黄和卵黄膜从胚盘上脱离下来，

去除卵黄和卵黄膜。再加入新的温热ＰＢＳ，漂洗胚

盘，依此重复３次。最终将漂洗干净的胚盘移入

４％多聚甲醛固定液中，于４℃固定２～３ｈ。

１．３．２　整体装片染色　　将固定好的胚盘于室温

条件下ＰＢＳ漂洗２遍，加封闭液于４℃过夜封闭，

取出后于室温中放置４５ｍｉｎ，去除封闭液。加

１∶１００稀释的 ＱＨ１单抗于４℃过夜处理，取出后

室温放置４５ｍｉｎ，去除ＱＨ１抗体，然后４℃ＰＢＳ漂

洗３遍，每次５ｍｉｎ。滴加适量的１∶２００稀释的荧

光素标记羊抗鼠二抗，４℃避光过夜处理，取出晾干

后，加甘油缓冲液，封片，荧光显微镜检查。

２　结　果

２．１　各期中犘犌犆狊的迁移、聚集及分布

试验所检测的各期，在胚盘明区部位都能观察

到由ＱＨ１单抗标记的发绿色荧光的细胞。明区是

胚外区，位于中胚层两对称角间的头部区域，不包括

中胚层和血管。它属于生殖新月区的一部分，是早

期胚胎ＰＧＣｓ主要聚集区。ＰＧＣｓ的特征显现为：

细胞大（大小在１２～２５μｍ不等），有时呈圆形，有

时呈卵形，并且有时有伪足。观察从未孵化期到孵

化４５ｈ的鹌鹑胚盘，４５ｈ以后的时期中，内皮系统

的分化会干扰ＰＧＣｓ的观察。

２．１．１　未孵化期胚盘（ｓｔａｇｅｓⅩⅪ，ＥＧ＆Ｋ）　　

在少量的样本中可以观察到ＰＧＣｓ。它们几乎都分

布在暗区，紧靠与明区的交接区。它们通常分离、单

独存在或者有时两两相连。这时，内胚层不是以一

个完整的胚层存在，而是以分离的内胚层细胞簇的

形式分布在胚盘的后部，这些细胞通常在取样时丢

失。取样后一般只能够得到外胚层。

２．１．２　孵化６ｈ的胚盘（ｓｔａｇｅｓⅫⅩⅢ，ＥＧ＆Ｋ）　

　显示荧光的ＰＧＣｓ有时三、四个聚集，并且大多数

位于明区图１、图２。ＰＧＣｓ散在分布于整个胚盘，

明暗交界区分布较多，单个细胞大而圆。如箭头所

示。

２．１．３　孵化１８ｈ的胚盘（原条期）　　明暗交界的

地方变厚，明区中央已经形成一条圆柱状的原条，长

度接近于明区的全长，在原条前端明区中有大量的

ＰＧＣｓ。

２．１．４　孵化１９ｈ的胚盘（头突期）　　ＰＧＣｓ还是

以集团或散在形式出现，有时会多到９个聚在一起。

它们分布在整个明区，仅有少量在暗区，主要分布在

头前侧部近暗区的明区生殖新月区。见图３、图４，

图中ＰＧＣｓ集中分布于生殖新月区，如箭头所示。

２．１．５　孵化２３ｈ的胚盘（三体节期）　　ＱＨ１阳

６０５
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性细胞数明显增多，大多数ＰＧＣｓ观察到位于胚盘

的前半区域，仅有一些分离的细胞群在尾部区域，位

于前半区域的细胞仍主要集中在生殖新月区。见图

５、图６，图中ＰＧＣｓ大量分布在头部，仅有少量在尾

部区域。箭头所指为ＰＧＣｓ所在位置。

图１　孵化６犺的鹌鹑胚盘整体染色观察　（４０×）

犉犻犵１　犜犺犲狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狑犺狅犾犲犲犿犫狉狔狅犪狋６犺狆狅狊狋犻狀犮狌

犫犪狋犻狅狀　（４０×）

图２　孵化６犺的鹌鹑胚盘局部放大观察　（４００×）

犉犻犵２　犜犺犲犾狅犮犪犾犲狀犾犪狉犵犲犿犲狀狋狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犲犿犫狉狔狅犪狋６犺

狆狅狊狋犻狀犮狌犫犪狋犻狅狀　（４００×）

图６　孵化２３犺的鹌鹑胚盘局部放大观察　（４００×）

犉犻犵６　犜犺犲犾狅犮犪犾犲狀犾犪狉犵犲犿犲狀狋狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犲犿犫狉狔狅犪狋２３

犺狆狅狊狋犻狀犮狌犫犪狋犻狅狀　（４００×）

图３　孵化１９犺的鹌鹑胚盘整体染色观察　（４０×）

犉犻犵３　犜犺犲狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狑犺狅犾犲犲犿犫狉狔狅犪狋１９犺狆狅狊狋犻狀犮狌

犫犪狋犻狅狀　（４０×）

图４　孵化１９犺的鹌鹑胚盘局部放大观察　（４００×）

犉犻犵４　犜犺犲犾狅犮犪犾犲狀犾犪狉犵犲犿犲狀狋狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犲犿犫狉狔狅犪狋１９

犺狆狅狊狋犻狀犮狌犫犪狋犻狅狀　（４００×）

图５　孵化２３犺的鹌鹑胚盘整体染色观察　（４０×）

犉犻犵５　犜犺犲狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狑犺狅犾犲犲犿犫狉狔狅犪狋２３犺狆狅狊狋犻狀犮狌

犫犪狋犻狅狀　（４０×）

２．１．６　孵化２７ｈ的胚盘（七体节期）　　ＰＧＣｓ群

分布较为稀疏，已有少量细胞分布于明区的血管中。

见图７、图８。箭头所指为ＰＧＣｓ所在位置。
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图７　孵化２７犺的鹌鹑胚盘整体染色观察　（４０×）

犉犻犵７　犜犺犲狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狑犺狅犾犲犲犿犫狉狔狅犪狋２７犺狆狅狊狋犻狀犮狌

犫犪狋犻狅狀　（４０×）

图８　孵化２７犺的鹌鹑胚盘局部放大观察　（４００×）

犉犻犵８　犜犺犲犾狅犮犪犾犲狀犾犪狉犵犲犿犲狀狋狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犲犿犫狉狔狅犪狋２７

犺狆狅狊狋犻狀犮狌犫犪狋犻狅狀　（４００×）

２．１．７　孵化３６ｈ的胚盘（十体节期）　　在胚体近

心脏的两侧形成了左右脐肠系膜，并在明区中形成

毛细血管网。暗区中的血岛已经扩展到整个暗区，

与明区中的毛细血管网相连。大量的ＰＧＣｓ主要聚

集在胚体外的明区血管中。见图９。此期ＰＧＣｓ在

头部左右两侧明区血管中分布最多。如箭头所示。

２．１．８　孵化４５ｈ的胚盘（十八体节期）　　此时，

心脏已经分化为心房和心室，心脏突出于胚体外。

ＰＧＣｓ散在分布于胚体头前侧的明区，和靠近胚体

中部、尾部的明区中。并且在胚体头部间充质血管

中也有大量ＰＧＣｓ的分布。有报道认为此后ＰＧＣｓ

经由血循环系统分布于胚体中各处。见图１０，图中

从头部到脐肠系膜ＰＧＣｓ均有散在分布，主要集中

于头部间充质区域，如箭头所示。

图９　孵化３６犺的鹌鹑胚盘整体染色观察　（４０×）

犉犻犵９　犜犺犲狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狑犺狅犾犲犲犿犫狉狔狅犪狋３６犺狆狅狊狋犻狀犮狌

犫犪狋犻狅狀　（４０×）

图１０　孵化４５犺鹌鹑胚盘整体染色观察　（４０×）

犉犻犵１０　犜犺犲狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狑犺狅犾犲犲犿犫狉狔狅犪狋４５犺狆狅狊狋犻狀

犮狌犫犪狋犻狅狀　（４０×）

２．２　各期犘犌犆狊的分布数量的变化

各期鹌鹑胚盘中的ＰＧＣｓ数量见表１。
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　４期 常国斌等：鹌鹑早期原始生殖细胞迁移和聚集规律的研究

表１　各期鹌鹑胚盘中的犘犌犆狊数

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犘犌犆狊犪犿狅狌狀狋狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狋犪犵犲狊狅犳狇狌犪犻犾犲犿犫狉狔狅

分期Ｓｔａｇｅ
孵化时间／ｈ

Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅ

样本数

Ｎｕｍｂｅｒ

ＰＧＣｓ数目

ＰＧＣｓａｍｏｕｎｔｓ

平均数

Ｍｅａｎ

ⅩⅪ ＥＧＫ
ａ ０ ６ 未检测到Ｎｏｔｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ

ⅫⅩⅢ
原条期

Ｐｒｉｍｉｔｉｖｅｓｔｒｅａｋ

６

１８

５

３

１１；９；２１；１３；１０

１１４；１０９；９７

１２．８±４．８２ａ

１０６．７±８．７４ｂ

头突期 Ｈｅａｄｐｒｏｃｅｓｓｓｔａｇｅ １９ ６ １０１；１１２；７３；８９；１２３；７７ ９５．８±１９．７４ｂ

三体节期 Ｔｈｉｒｄｓｏｍｉｔｅ ２３ ５ １８３；１５４；１２１；１７９；１０４ １４８．２±３４．９５ｂｃ

七体节期Ｓｅｖｅｎｔｈｓｏｍｉｔｅ ２７ ３ １７２；１６５；１８４ １７３．７±９．６１ｃ

十体节期Ｔｅｎｔｈｓｏｍｉｔｅ
十八体节期 Ｅｉｇｈｔｅｅｎｔｈｓｏｍｉｔｅ

３６

４５

７

４

２０２；１９１；１６８；２３１；２０６；１８７；２１１

１３１；１３６；１２９；１０１

１９９．４±１９．９７ｃ

１２４．２±１５．７８ｂ

同列不同字母表示差异显著（犘＜０．０５）；．分期按照文献［６］；其余分期按照文献［７］

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５）；．Ｔｈｅｓｔａｇｅｓａｒｅｃｌａｓｓｉｆｉｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｒｅｆｅｒ

ｅｎｃｅ［６］，ｏｔｈｅｒｓｔａｇｅｓａｒｅｃｌａｓｓｉｆｉｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｒｅｆｅｒｅｎｃｅ［７］

３　讨　论

以前诸多对早期ＰＧＣｓ迁移规律的报道表明：

原条期它们主要分布在胚盘头部区域，即生殖新月

区。研究报道在鸡、鸭、火鸡、山鹑、鹌鹑胚中都观察

到了这一生殖新月区［８］，它覆盖了整个胚盘头部区

域的２／３。由于特异性标记抗体的缺失，以前不能

观察到原条期以前鹌鹑胚盘的ＰＧＣｓ的分布情况。

采用ＱＨ１单抗特异性的标记能实现并观察到早至

未孵化时期的ＰＧＣｓ。尽管卵黄或胚盘的背景色的

干扰很强，但仍能分辨出，ＰＧＣｓ首先出现在靠近明

暗交界区的暗区，然后在第ⅫⅩⅢ ＥＧＫ期分布在

明区，ＨＨ第ⅡⅢ期主要分布在明区，并多数在胚

盘头部区域。对于迁移到生殖新月区之前的鹌鹑胚

ＰＧＣｓ的分布一直以来都存在争议。Ａｎｄｒｉｅｓ等
［８］

预测未孵化期大多数ＰＧＣｓ分布在平行于胚尾区域

的地方。本文研究结果支持Ｆａｒｇｅｉｘ的观点，在二

体节期以后，ＰＧＣｓ主要分散于头部区域，包括暗

区，范围超越了生殖新月区。

另一个值得探讨的问题是ＰＧＣｓ在生殖部位是

否有不对称分布性。鸟类左侧性腺通常比右侧性腺

含有更多的ＰＧＣｓ，这一特性由Ｄｉｄｉｅｒ等在多个物

种中得以证实［９］。例如在 ＨＨ 第２５～２６期，鸡左

右两侧ＰＧＣｓ的分布比例为８０／２０，鹌鹑为７０／３０，

鸭为６０／４０。然而，这一分布不对称性在孵化第３

天时并不明显，并且在鸡和鸭的不同品系也存在较

大差异。ＶａｎＬｉｍｂｏｒｇｈ等
［１０］报道了白来航鸡的母

鸡比公鸡存在更大的分布不对称性差异。要理解这

一现象，学术界提出了很多种解释，例如：ＶａｎＬｉｍ

ｂｏｒｇｈ等
［１０］提出的胚胎右旋转论；ＶａｎＬｉｍｂｏｒｇｈ

等［１１］提出的性腺中相邻体细胞对生殖细胞的诱引；

Ｄａｖｉｄ等
［１２］提出的性腺外未知因子的影响。一些研

究者在生殖新月区时即发现了ＰＧＣｓ有分布上的不

对称性，如Ｃｌａｗｓｏｎ和 Ｄｏｍｍ 对鸡的研究
［１３］。我

们的试验中并未发现这种分布的不对称，ＰＧＣｓ在

整个胚盘中是随机散在分布的。

一般而言，在胚胎的各个时期检测到的ＰＧＣｓ

数目存在较大差异。Ｃｌａｗｓｏｎ等
［１３］在对鸡的研究

中，发现原条早期到四体节期期间没有明显的增殖；

而在七体节期时有明显的增殖。有学者在鸡和鹌鹑

胚盘中发现了原条期到七体节期之间，ＰＧＣｓ有明

显增殖［１３］。李碧春等［１４］ＰＧＣｓ聚集的高峰期出现

在孵化的第Ⅴ、Ⅺ、ⅩⅢ、ⅩⅣ 期。李赞东等［１５］发现

荧光标记的鸡ＰＧＣｓ在微注射４８ｈ后移动到胚胎

生殖原基附近聚集。叶荣忠等［１６］认为鸭胚胎血液

中ＰＧＣｓ数量的高峰期在第十六期。本文对鹌鹑的

研究中发现，未孵化期到原条期，以及原条期到十体

节期间ＰＧＣｓ数都有显著的增加。因此可以认为鹌

鹑胚胎的原条期以及十体节期是ＰＧＣｓ的增殖时

期。

４　结　论

本研究结果表明，ＱＨ１单抗可鉴定早至未孵化

期的鹌鹑原始生殖细胞，鹌鹑的原始生殖细胞

（ＰＧＣｓ）起源于胚盘暗区，而后逐渐迁移至明区、生

殖新月区。孵化４５ｈ时，从头部到脐肠系膜ＰＧＣｓ

均有散在和聚团分布，并主要聚集在头部间充质的

血管中。ＰＧＣｓ在各个时期的数量存在差异，有两

个增殖高峰期，即原条期（孵化６ｈ）和十体节期（孵

化３６ｈ）。
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