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山羊原始生殖细胞的分离与培养
Ξ
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　　[摘　要 ]　从46例山羊胎儿中分离培养原始生殖细胞,发现胎龄在25～ 38 d的胎儿原代培养时都可获得大量

的细胞集落,适合做胚胎生殖细胞的分离培养,最高传至 6代。以小鼠胎儿成纤维细胞 (M EF)、山羊胎儿成纤维细

胞 (GEF)、牛胎儿成纤维细胞 (BEF )为饲养层, 在不添加细胞因子情况下, 都可以培养出原代山羊的胚胎生殖细

胞。传代结果表明,M EF 的培养效果较好,但与GEF 组差异不显著 (P > 0. 05) ,BEF 组培养效果较差 (P < 0. 05)。以

3个不同质量浓度L IF 的培养液培养山羊原始生殖细胞 (PGC)结果表明,在原代培养时,效果差异不显著 (P > 0.

05) ; 而在传代过程中,以含L IF 10 ngömL 组培养效果最好,但与含L IF 5 ngömL 组差异不显著 (P > 0. 05) ,L IF 1

ngömL 组培养效果较差 (P < 0. 05)。
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　　 20 世纪 70 年代, 人们对原始生殖细胞

(p rimo rdia l germ cells, PGC s)的特性就有所认识,

但一直未能获得较大突破。1992年,M atsu i等[1 ]对

小鼠原始生殖细胞进行长期培养,建立了胚胎生殖

细胞 (em b ryon ic germ cells, EG cells) 系。利用胚

胎生殖细胞可以更有效的生产转基因动物,而利用

转基因山羊的乳腺可以生产外源医用蛋白或药物,

并可直接应用于临床,因此山羊的胚胎干细胞分离

与培养具有重要的实用价值。同时,山羊原始生殖细

胞的分离与培养对治疗性克隆、器官移植以及发育

生物学和细胞生物学等方面的研究都有重要意义。

L ee等[2 ]从 25 d 山羊胎儿中分离出PGC,将细胞传

至4代,经碱性磷酸酶 (a lkaline pho sphatase,A KP)

染色呈阳性, 冷冻解冻后的细胞可以存活。

Kuhho lzer 等[3 ]通过对培养的山羊 PGC 进行鉴定,

发现 PGC 对细胞表面标志抗原21 ( stage2specif ic

em b ryon ic an t igen21, SSEA 21) and FM A 21 (一种胚

胎癌细胞表面的糖蛋白)反应呈阳性。在国内,韩建

永等[4 ]从 44 d 山羊胎儿生殖嵴中分离得到EG 细

胞,传5代。本研究探讨了山羊原始生殖细胞的分离

培养方法,并对影响山羊PGC 分离与培养的一些因

素进行比较,为进一步建立山羊EG 细胞系奠定了

基础。

1　材料与方法

1. 1　培养液

1. 1. 1　基础培养液　DM EM (高糖) + 10% NBS

(或FBS) + 0. 1 mmo löL Β2巯基乙醇+ 2 mmo löL 谷
氨酰胺+ 0. 01 mmo löL 非必需氨基酸+ 100 IU ömL

青霉素+ 100 IU ömL 链霉素。

1. 1. 2　EG 细胞培养液　基础培养液 (含 10%

FBS) + 10 ngömL L IF。

1. 2　小鼠、山羊和牛胎儿成纤维细胞饲养层的制备

1. 2. 1　小鼠胎儿成纤维细胞的制备　昆白系小鼠

由第四军医大学实验动物中心提供。配种后12～ 14

d, 取小鼠胎儿制作胎儿成纤维细胞。将胎儿的四

肢、内脏、头、尾除去, 取胎儿肌肉组织, 用无钙镁

PBS 清洗以彻底去除血污, 眼科剪充分剪碎组织。

在剪碎的组织中加入适量细胞消化液, 37 ℃作用

10～ 15 m in, 用带有 12# 针头的注射器轻轻吹打数

次。用等量细胞培养液中和,以终止消化。离散后的

组织悬液用孔径为 100 Λm 的滤纱过滤, 滤液经

1 000 röm in 离心5 m in (10 mL 离心管)。弃去离心

管中的上清液,用细胞培养液将细胞沉淀制成悬液,

统计细胞数,调整细胞浓度为1×106～ 2×106mL - 1。

在直径为9 cm 的培养皿中,加入1 mL 细胞悬液,再
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加入 7 mL 培养液,震荡混匀后,在 37 ℃,体积分数

5% CO 2 和饱和湿度条件下培养。45 m in 后换液以

去除尚未贴壁的杂细胞与死细胞,以后每 48 h 换液

1次。

1. 2. 2　山羊和牛胎儿成纤维细胞的制备　在屠宰

场收集怀孕本地山羊和牛胎儿,无菌条件下、4 ℃左

右、4 h 内运回实验室。根据胎儿冠臀长度大致推算

胎儿日龄,取合适的山羊和牛胎儿分离成纤维细胞,

当原代成纤维细胞铺满培养皿底时,即时传代或制

作饲养层。

1. 2. 3　胎儿成纤维细胞饲养层的制备　小鼠胎儿

成纤维细胞 (M EF)、山羊胎儿成纤维细胞 (GEF)和

牛胎儿成纤维细胞 (BEF)饲养层的制备方法基本相

同。首先,将四孔板浸入体积分数75%酒精中处理24

h,取出后放在恒温台上凉干, 同时紫外灯照射 30

m in,再往每孔加入 0. 6 mL 明胶溶液, 继续放在恒

温台上1～ 2 h。在铺细胞前30 m in 吸出明胶。事先

挑取刚好铺满皿底、生长旺盛的成纤维细胞,吸去培

养液,加入含丝裂霉素2C 5 ngömL 的培养液,在培

养箱中处理2～ 3 h (M EF 处理2 h, GEF 处理2. 5 h,

BEF 处理3 h)。吸去含丝裂霉素2C 的培养液,并用

无钙镁 PBS 冲洗 4～ 5 次,确保丝裂霉素2C 完全除
去。加入细胞消化液 (0. 25% 胰蛋白酶+ 0. 04%

ED TA ) 4 mL ,作用3～ 5 m in 后,用等量细胞培养液

终止消化,并用吸管吹打成单细胞悬液。将细胞悬液

移入10 mL 离心管中, 1 000 röm in 离心5 m in。弃上

清,将细胞沉淀用细胞培养液制成悬液,并调整细胞

浓度为5×105mL - 1。在已经吸去明胶的四孔组织培

养板中加入细胞悬液,每孔0. 6 mL。在体积分数5%

CO 2、饱和湿度、以及适合的温度条件下 (M EF 37

℃,BEF 38 ℃, GEF 38 ℃)培养。

1. 3　山羊PGC 的收集

在屠宰场收集怀孕本地山羊胎儿,无菌条件下、

4 ℃左右、4 h 内运回实验室。无菌取胎儿,测量分离

的山羊胎儿冠臀长,无钙镁PBS 洗涤。在体视显微

镜下剖取生殖嵴及其周围组织,眼科虹膜剪机械剪

碎生殖嵴及其周围组织, 用 0. 125%胰蛋白酶+

0. 02% ED TA 室温条件下消化后,再用与胰蛋白酶

等体积的含10% NBS的DM EM 终止消化。100 Λm

滤纱过滤组织液, 1 000 röm in 离心 5 m in, 弃上清

液,加含10% NBS的基础培养液 (含10% FBS)悬浮

细胞,重复离心1次,再弃上清液,制作细胞悬液,倒

置显微镜下检测和计数分离到的PGC,细胞接种浓

度为1×104～ 2×104mL - 1,接种于4孔板内。

1. 4　山羊EG 细胞的传代培养

在PGC 增殖为克隆集落后 4～ 6 d,集落变得凸

起、较大,其周围开始出现分化细胞,此时即可传代。

将观察到的PGC 集落用细针挑出,用 0. 125%胰蛋

白酶+ 0. 02% ED TA 室温条件下处理3～ 5 m in,用

玻璃细管轻轻吹打,或附以细针机械离散EG 细胞

集落,使其成为一些小的细胞团块和单个细胞,移入

培养液中洗涤后,接种于饲养层上。以后传代周期为

4～ 6 d,方法相同。

1. 5　山羊EG 细胞的鉴定

1. 5. 1　形态学鉴定　倒置显微镜下观察集落生长

行为和形态特征。

1. 5. 2　A KP 染色　吸出培养液,无钙镁PBS清洗3

次, 4%戊二醛室温固定 15 m in,再用无钙镁PBS 清

洗 3次,加入A KP 液 (0. 2 m gömL Α2奈酚磷酸盐, 1

m gömL 坚固蓝RR , 0. 1 mo löL T ris,调节pH 值为

8. 4) ,作用15～ 30 m in。无钙镁PBS冲洗3次,倒置

显微镜下观察,照相。

1. 5. 3　体外分化实验　挑取典型的EG 细胞集落,

消化液消化成单个细胞或小细胞团块,置于衰老的

饲养层上,用含10% NBS的基础培养液培养。

2　结果与分析

2. 1　山羊PGC 原代培养及其生长行为

　　刚分离的PGC 在饲养层上均匀分布,单个PGC

体积较体细胞大,核也较大。在24 h 内, PGC 贴壁、

增殖,并出现迁移、相互聚集现象。24～ 36 h 开始克

隆出小集落,组成集落的细胞彼此轮廓不清,与周围

成纤维细胞饲养层界限明显。经过短期培养, EG 细

胞集落迅速增殖。4～ 5 d 集落数增多、变大; 5～ 7 d

后,出现典型的岛状和山包状集落,集落明显突出饲

养层表面; 8～ 9 d 后,集落变得更大,但周边出现分

化细胞,多为成纤维样或上皮样细胞。

2. 2　不同饲养层对山羊PGC 培养的影响

取1. 9, 1. 6, 2. 2, 2. 7 cm 的4例胎龄相近的山羊

胎儿分离培养PGC,原代培养所用培养液为基础培

养液 (含 10% FBS) ,按照每个胎儿接种于四孔板的

4个孔,分别培养于 4种饲养层上,传代培养所用培

养液为EG 细胞培养液,比较各种饲养层的培养效

果。由表 1可见,M EF, GEF, BEF 饲养层和无饲养

层,在不添加细胞因子情况下,都可以分离培养出原

代山羊的胚胎生殖细胞。传代结果表明,以M EF 的

效 果较好, 但 M EF 组与 GEF 组差异不显著

(P > 0. 05) ; BEF 组和无饲养层组培养效果较差。
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表 1　不同饲养层对原代PGC 培养的影响

T able 1　Effect of differen t feeder cells on

the cu ltu re of goat PGC

饲养层
Feeder
cells

平均原代集落数
A verage of

co lon ies

平均传代数
A verage of

passages

M EF 23±2. 4 a 5±0. 8 a

GEF 21±2. 6 a 4. 75±0. 25 a

BEF 17±2. 4 a 3. 50±0. 58 b

无饲养层
N o feeder cells

19±3. 3 a 2. 50±0. 58 b

　　注:同列字母相同表示差异不显著 (P > 0. 05)。下表同。

N o te: T he letters in the sam e line indicate no distinct difference

(P > 0. 05).

2. 3　不同质量浓度L IF 对山羊PGC 培养的影响

取2. 1, 2. 6, 2. 8和1. 9 cm 的4例胎龄相近的山

羊胎儿分离培养PGC,所用培养液为基础培养液 (含

10% FBS) + 不同质量浓度的L IF ,按照每个胎儿接

种3个孔 (每孔采用的培养液不同) ,培养于M EF 饲

养层上,比较各种质量浓度L IF 的培养效果。

由表 2可以看出,在原代培养时, 3个不同质量

浓度L IF 的培养效果差异不显著 (P > 0. 05)。而在

传代过程中,以含L IF 10 ngömL 组效果最好,但与

含L IF 5 ngömL 组差异不显著 (P > 0. 05) , L IF 1

ngömL 组传代培养效果相对较差 (P < 0. 05)。
表 2　不同质量浓度L IF 对PGC s传代培养的影响

T able 2　Effect of differen t concen tra t ion of L IF

on the passage of goat PGC s

培养液
T ype of m edium

原代平均集落数
T he average of

the clones

平均传代数
T he average of

the passages

L IF 1 ngömL 19 a 2. 5 a

L IF 5 ngömL 22 a 4. 5 b

L IF 10 ngömL 23 a 5. 25 b

2. 4　胎龄大小对山羊PGC 分离培养的影响

以相同的分离和培养 (M EF 为饲养层,培养液

为EG 细胞培养液) 方法分离培养山羊胎儿原始生

殖细胞,统计结果见表3。

表 3　胎儿胎龄对山羊EG分离培养的影响

T able 3 Effect of differen t em bryon ic age of the fetus on the iso la t ion and cu ltu re of goat EG cells

胚胎日龄öd
Em bryon ic age

胎儿数量
N um ber of fetus

能分离出集落的胎儿数
N um ber of fetus ab le to

p roduce EG co lon ies

分离出集落的胎儿的原代集落数
A verage of co lon ies of every

fetus in p rim ary cu ltu re

< 25 3 1 14

25～ 38 16 14 19

38～ 44 6 3 14

> 45 4 0 0

　　由表3可以看出,胎龄25 d 以下的胎儿,生殖嵴

复合物获得的PGC 克隆集落相当少,这可能与PGC

数目过少有关。但有 1例胎龄大约在 23～ 25 d的胎

儿分离出了PGC,而且集落数目较多。胎龄在25～ 38

d 的胎儿原代培养时可获得大量的细胞集落, 38～

44 d 的胎儿较25～ 38 d 的难获得EG 细胞集落。胎

龄在45 d 以上时,未获得细胞集落。

2. 5　山羊EG 细胞的鉴定结果

2. 5. 1　A KP 染色鉴定结果　对培养的 PGC 集落

进行A KP 染色,集落着色明显。但有些集落已发生

部分分化,分化的细胞和其他细胞呈弱阳性或阴性

(图1)。

2. 5. 2　体外分化实验结果　试验观察到山羊 EG

细胞分化为类胚体、脂肪样细胞、成纤维样细胞、上

皮样细胞等 (图1)。

3　讨　论

3. 1　不同饲养层对山羊PGC 培养的影响

　　目前,无论建立何种动物的ES细胞系都离不开

饲养层,饲养层细胞对胚胎干细胞的增殖和维持未

分化状态具有重要作用。T illm ann 等[5 ]用胎牛肝成

纤维细胞 (BFL F)作饲养层分离到绵羊和山羊的类

ES细胞,而用STO、大鼠肝细胞饲养层 (BRL )、绵羊

输卵管上皮 (O T E)、绵羊子宫上皮细胞 (OV E)、牛

子宫成纤维细胞 (BV F )、胎牛睾丸成纤维细胞

(BO T F )、胎牛肾成纤维细胞 (BFKF )作饲养层, 均

未获得ES细胞。本研究结果表明:M EF, GEF,BEF

饲养层和无饲养层,在不添加细胞因子情况下,均可

以分离培养出原代山羊的EG 细胞。M EF 较GEF

好,但二者差异不显著 (P > 0. 05)。传代比较发现,

传代的EG 细胞在M EF 和GEF 上均能进行增殖,二

者差异不显著 (P > 0. 05)。BEF 组和无饲养层组培

养效果相对于M EF 和GEF 较差 (P < 0. 05)。

3. 2　不同质量浓度L IF 对山羊PGC 培养的影响

L IF 的功能不仅限于抑制多潜能干细胞的分

化,还具有刺激体外培养的PGC 增殖的作用。ES、

EG、EC 细胞表面都表达有L IF 受体和 gp 130 受体

亚单位[6 ]。通过与L IF 结合传递信号,促进PGC 的生
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存[7～ 9 ]。各种ES细胞系表现出对L IF 质量浓度的不

同依赖性。R esn ick 等[10 ]认为,L IF 对PGC 的作用与

其剂量有关, Zandstra 等[11 ]检测了小鼠ES 细胞对

一系列L IF 质量浓度的反应,发现L IF 质量浓度增

加对 ES 细胞生长率的影响很小,主要作用是保持

ES细胞的多能性和生存活力。本研究采用分别含有

1, 5 和 10 ngömL L IF 的培养液培养山羊原始生殖

细胞,结果表明,在原代培养时不同质量浓度的L IF

培养效果差异不显著 (P > 0. 05) ; 而在传代过程中,

1 ngömL L IF 显然不能满足需要, 5 ngömL 与 10

ngömL L IF 组培养效果差异不显著 (P > 0. 05)。这

可能是PGC 细胞本身和饲养层细胞分泌的L IF,在

一定程度上补充了培养液中L IF 的不足[8, 9 ]。说明当

PGC 在活力较好的饲养层上培养时, 5～ 10 ngömL

L IF 可以维持山羊EG 细胞的生存。

3. 3　胎龄大小对山羊PGC 分离培养的影响

用PGC 分离培养 EG 细胞的胎儿有其适宜时

间。理论上讲,用于EG 细胞分离培养的胎儿胎龄越

小,分化程度就越低,越具有多能性。但胎龄过小,胎

儿所含PGC 的数量越少,不易建立EG 细胞系。因

此,掌握采集PGC 胎儿的胎龄尤为重要。Kuhho lzer

等[3 ]采用怀孕 32 d 的山羊胎儿, L ee 等[2 ]采用怀孕

25 d 的山羊胎儿,韩建永等[4 ]从 44 d 山羊胎儿生殖

嵴中分离得到EG 细胞,传至5代。本研究采用25～

38 d 胎儿获得了较多的EG 细胞克隆,表明在此期

间胎儿生殖嵴存在大量PGC。而从胎龄25 d 及以下

胎儿取生殖嵴和中肾嵴复合物很难获得PGC 克隆

集落,这可能与PGC 数目过少有关,胎龄 25 d 的山

羊胎儿开始形成生殖嵴,此时原始生殖细胞正处于

迁移路径中,尚未完全到达生殖嵴,使分离到的PGC

数目较少。但有1例胎龄23～ 25 d 的胎儿可以分离

到 PGC, 而且细胞活力较好, 形成的集落数目也较

多,这可能由于此时的PGC 大部分已经迁移到中肾

复合物处, PGC 数目也增殖了许多, 而且此时中肾

组织较容易分离,使试验获得了较多的PGC。38～ 44

d 的胎儿较25～ 38 d 的难获得EG 细胞集落,主要是

由于组织消化不理想,消化时间过长又影响细胞活

力。胎龄在45 d 以上时,未获得细胞集落,可能由于

此时的生殖嵴已经发育成性腺,由于本试验只用胰

蛋白酶+ ED TA 作为消化液,使得此时组织也比较

难消化 (消化时间长影响细胞活力) ,而且PGC 部分

分化为性原细胞,从而使所获得PGC 数目过少。
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图 1　山羊类ES细胞培养与鉴定
A. 原代培养2 d的EG,集落比较小,×100; B. 原代培养的较大的EG细胞集落,×100; C. 原代培养6 d的EG集落,A KP 染色,集落着

色明显,×100; D. 已部分分化为上皮样细胞的原代EG 集落,×100; E. 已发生部分分化的原代EG 集落进行A KP 染色,集落呈A KP

阳性,×100; F. EG 集落自发分化现象,×100; G. EG 细胞集落分化为类胚体,×100; H. EG 细胞分化为类脂肪细胞,并进行油红染

色,×100。

F ig. 1　T he cu ltu re and iden tificat ion of goat like2ES cells

A. T he cu ltu red goat EG cells co lony on PM EF after two days, and the co lony of EG rem ains sm all,×100; B. T he b igger goat EG cells

co lony in p rim ary cu ltu re,×100; C. T he co lony of EG cells cu ltu red after 6 days w as stained fo r A KP,×100; D. T he co lony of EG

cells have differen tiated in to ep ithelia2like cells, ×100; E. T he co lony of EG cells w as stained fo r A KP, and som e EG cells have

differen tiated in to cells w ith o ther mo rpho logy,×100; F. T he co lony of EG cells differen tiated in to fib rob last2like cells,×100; G. T he

co lony of EG cells differen tated in to em bryo id body,×100; H. T he co lony of EG cells differen tiated in to lipocyte2like cells,×100.
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letha l ra te mo re than 70% and incidence ra te 100%. T he anatom ical d iagno sis show ed that patho logic

mo rpho logy w as sm iliar to field cases, such as hemo rrhages in m u scle, Glandu lar stom ach and heart, edem a

as w ell as“pu rp le grapes bunch2like”facet in Bu rsa. T he sero logica l in spect ion, the viru len t invest iga t ion,

ch icken em b ryo inocu la t ion mo lecu lar b io logica l analysis, and the electron m icro scopy exam inat ion all

show ed that the iso la ted w as very viru len t st ra in, w h ich suggested that there w ere very viru len t st ra in s,

d ifferen t from o rdinary viru len t, typ ica l and m u tated IBDV stra in s in ch icken s in H enan P rovince. T he

analogy in spect ion on the am ino acid sequence of IBDV V P 2 geneπs hyper2variety sect ion w as done, w h ich

resu lted in a phylogenet ic t ree, show ing that the evo lu t ional rela t ion betw een HN 01 stra in and vv IBDV

stra in s of G9201 and U K661 is clo se; bu t the evo lu t ional rela t ion betw een HN 01 stra in and H K46, O KYM ,

D 6948, U PM 92204, KS is far.

Key words: infect iou s bu rsa l d isease viru s; very viru len t st ra in; iso la t ion and iden t if ica t ion; V P 2;

sequencing; phylogenet ic t ree
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Iso la t ion and cu ltu re of goa t em b ryon ic germ cells

GE X iu-guo, HUA J in - l ian ,YANG J i- j ian , XU X iao-m ing,DOU Zhong-y ing
(S haanx i Cen ter of S tem Cell E ng ineering & T echnology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he p rimo rdia l germ cells w ere iso la ted from 46 goat fetu ses w ith em b ryon ic age from 25 to

38 days. T he research show ed there w ere m any co lon ies in p rim ary cu ltu re. O ne EG cell line m ain ta ined

undifferen t ia t ion fo r 6 passages. W hen goat p rimo rdia l germ cells w ere cu ltu red on differen t feeder cells,

M EF, GEF and BEF all cou ld su sta in goat p rim ary em b ryon ic germ cells, and M EF w as finer than o thers.

Bu t there w ere no sign if ican t d ifference betw een M EF and GEF (P > 0. 05). Goat p rimo rdia l germ cells

w ere cu ltu red w ith the m edium of 3 differen t concen tra t ion s of L IF. T here w as no difference in p rim ary

cu ltu re (P > 0. 05). W hen passed, the group con ta in ing ngömL L IF w as finer than o thers. Bu t there w as no

difference w ith the group con ta in ing 5 ngömL L IF (P > 0. 05). T he group con ta in ing 1 ngömL L IF w as the

w o rst.

Key words: goat; em b ryon ic stem cell; p rimo rdia l germ cell
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