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　　[摘　要 ]　利用F ico ll密度梯度离心,提取鸡胚第28期 (孵化132 h)性腺中的原始生殖细胞 (PGC s) ,用不同的

冷冻保护液,对PGC s采用分离后直接冷冻保存和体外培养 24 h 后冷冻保存 2种方法,以筛选合适的冷冻保护体

系。结果发现,分离提纯后直接进行冷冻保存的PGC s,存活率最高为 (87. 07±1. 29) % ;体外培养 24 h 后进行冷冻

的PGC s,存活率最高为 (44. 08±1. 19) %。对复苏后的PGC s进行体外培养结果发现,分离提纯后直接进行冷冻的

PGC s,在体外培养过程中具有形成细胞克隆的能力, 且可传代和进行体外分化; 而体外培养 24 h 后进行冷冻的

PGC s,复苏后在体外培养过程中不能形成细胞克隆,且在体外培养 40 h 左右死亡。

[关键词 ]　鸡;原始生殖细胞;冷冻保存;体外培养

[中图分类号 ]　Q 813. 7　　　　[文献标识码 ]　A [文章编号 ]　167129387 (2005) 0220039204

　　随着世界人口的剧增和环境的污染,及人们对

动物资源的不合理开发利用,使动物遗传资源储备

急剧减少,因此对动物资源的保护日显其重要性和

紧迫性。在哺乳动物中,胚胎的冷冻保存已获得成

功,在禽类中对精子的保存也获得成功[1 ]。但对禽类

精子的保存只是保存了雄性遗传物质,而雌性遗传

物质没有得到保存。由于禽类受精卵大,且含有大量

卵黄,通过保存受精卵来保存其遗传物质目前还没

有报道。禽类原始生殖细胞 (p rimo rdia l germ cells,

PGC s)是精子或卵子的祖先细胞,具有发育成精子

或卵子的全能性,因此,可通过对PGC s的冷冻保存

来保存禽类的遗传物质。

本研究对鸡胚第28期性腺中的PGC s进行冷冻

保存。复苏后用台盼蓝染色检测其存活率,并进行体

外培养和分化试验,以筛选合适的冷冻保护体系,探

索禽类遗传物质保存的新途径。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　鸡胚的来源与孵化　受精蛋来自中国农业

科学院家禽研究所, 品种为苏禽黄鸡, 孵化温度为

37. 5 ℃,相对湿度为60%。孵化分期按H am bu rger

等[2 ]的方法划分。
1. 1. 2　主要试剂　高糖DM EM 为 Gibco 公司产
品, ED TA 2胰酶消化液 (胰酶质量浓度为 0. 5 göL ,

ED TA 质量浓度为0. 25 göL , ED TA 和胰酶均为上
海化学试剂公司产品,胰酶活性为 1∶250) , F ico ll2
400为Pharm acia 公司产品,胎牛血清为杭州四季青
公司产品,鸡血清、丝裂霉素2C、碱性成纤维细胞生
长因子 (F ib rob last Grow th Facto r2basic2bFGF)、人
白细胞介素 (hum an In terleuk in2h IL 211)、人胰岛素
样生长因子 (hum an In su lin2L ike Grow th Facto r2
h IGF )、人干细胞生长因子 ( hum an Stem Cell

Facto r2hSCF ) 和 鼠 白 血 病 抑 制 因 子 (mou se

L eukem ia Inh ib ito ry Facto r2mL IF)均为Sigm a 公司
产品。
1. 2　第28期性腺PGC s的提取

受精蛋孵化到第 28 期后, 获取生殖嵴所在部

位,在室温下消化 5 m in,用小牛血清 (N CS)终止消

化, 0. 15 mm 网筛过滤后, 180 g 离心5 m in,收集细

胞。沉淀用0. 1 mL 不含N CS的TCM 2199培养液重

新悬浮,移入含 0. 9 mL 160 göL F ico ll液的指形管

(规格为2 mL )中,混匀,形成质量浓度为144 göL的
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F ico ll与细胞混合液,再在其上缓缓加入0. 2 mL 63

göL F ico ll液, 800 g 离心 30 m in, PGC s聚集在 144

与63 göL F ico ll层交界处,吸取交界处富含PGC s的

F ico ll液0. 2 mL 到指形管中。加入1. 5 mL 含10%

小牛血清的 TCM 2199 培养液, 混匀, 180 g 离心 5

m in,重复此步骤2次。

1. 3　6种冷冻保护液的组成及平衡方法

6种冷冻保护液的组成见表1。

平衡方法: 细胞悬液在 2～ 4 ℃平衡 45～ 60

m in, - 4～ - 6 ℃诱发结晶45 m in,然后将诱发结晶

后的细胞置于液氮表面,利用液氮蒸汽使细胞降温

并持续1 h 以上,然后浸入液氮保存。
表 1　6种冷冻保护液的组成

T able 1　Compo stion of the freezing m edia mL öL

冷冻保护液
F reezing m edia

二甲基亚砜
DM SO

乙二醇
E thyleneglyco l

聚乙二醇
Po lyethyleneglyco l

小牛血清
N CS

DM EM 培养液
DM EM m edium

É 100 ö ö 100 800

Ê ö 100 ö 100 800

Ë 50 50 ö 100 800

Ì ö ö 100 100 800

Í ö 50 50 100 800

Î 50 ö 50 100 800

1. 4　复苏后活力的检测

PGC s复苏方法参考文献[ 3 ]。复苏后,将1份细

胞悬液与2份台盼蓝染色液混匀, 2 m in 后于倒置显

微镜下观察计数。透亮而不着色的为活细胞,染成蓝

色的为死细胞。

1. 5　PGC s的培养体系

培养体系É :向DM EM 培养基中添加10%胎牛

血清, 2%鸡血清, 2 mmo löL 谷氨酰胺, 1 mmo löL
丙酮酸钠, 55 Λmo löL 22巯基乙醇和100 U ömL 硫酸

庆大霉素。以鸡胚成纤维细胞作饲养层,制作方法见

参考文献[ 4 ]。于 38. 5 ℃,饱和湿度,体积分数 5%

CO 2 条件下在24孔板中培养。

培养体系Ê : 向培养体系É 中再添加 5 ngömL

hSCF, 10 U ömL mL IF, 10 ngömL bFGF, 0. 04

ngömL h IL 211和10 ngömL h IGF。于38. 5 ℃,饱和

湿度,体积分数5% CO 2 条件下在24孔板中培养。

1. 6　PGC s培养24 h 后的冷冻保存

PGC s在培养体系Ê 中培养 24 h 后,一些活力

不强的PGC s死亡,悬浮于培养液中。存活的PGC s

贴于成纤维细胞上,并开始生长,但贴壁的PGC s不

牢固, 用滴管轻轻吹打可使其重新悬浮, 这样收集

PGC s比较简单、易行。吹打下来的PGC s离心 (180

g 离心5 m in)收集,再进行冷冻保存。

1. 7　PGC s的传代与分化

PGC s于培养体系Ê中培养 6 d 后,用ED TA -

胰酶消化液将PGC s克隆和饲养层细胞一起消化成

单个细胞,重新接种到培养体系Ê中培养。PGC s传

至第2代时,先在培养体系Ê中培养5 d,再更换到培

养体系É中进行培养,观察其自行分化情况。

1. 8　统计方法

用SPSS 10. 0统计软件进行分析,用 t检验进行

差异显著性分析,结果以“平均值±标准误”表示。

2　结果与分析

2. 1　PGC s的冷冻保存效果

　　分离提纯后, PGC s分别在各种冷冻保护液中

进行直接冷冻和在培养体系Ê中培养 24 h 后冷冻,

其复苏后的存活率见表2。
表 2　鸡胚第 28期性腺中获取的PGC s冷冻保存后的存活率 (n= 8)

T ab le 2　L ivab ility of the PGC s iso la ted at stage 28 po st thaw (n= 8) %

冷冻方式
C ryop reser2
vation mode

冷冻保护液 F reezing m edia

É Ê Ë Ì Í Î

直接冷冻
C ryop reserve
after iso lated

63. 93±
1. 17 A 3 3

65. 26±
0. 91 A 3 3

87. 07±
1. 29 A

62. 52±
0. 79 A 3 3

73. 69±
1. 12 A 3

72. 92±
0. 95 A 3

培养 24 h 后
冷冻
C ryop reserve
after cu ltu red

36. 34±
1. 03 B 3

38. 74±
1. 23 B 3

44. 08±
1. 19 B

39. 04±
0. 97 B 3

37. 46±
0. 89 B 3

40. 28±
1. 01 B

　　注:同行中各数据与本行的最高存活率相比,标不同大写字母表示差异极显著。标“3 ”表示P < 0. 05,标“3 3 ”表示P < 0. 01。

N o te: In the sam e row , compared w ith the h ighest vitality of the PGC s, in the sam e co lum n, differen t cap italization letters indicated

sign ifican t difference. M ark“3 ”m eans P < 0. 05,m ark“3 3 ”m eans P < 0. 01.
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　　由表2可知,从鸡胚第28期性腺中获取的PGC s

直接进行冷冻,不同冷冻保护液的冷冻保护效果不

同, 以Ë 号的冻存保护效果最好, 达 (87. 07±1.

29) % ,且与其他保护液之间存在显著 (P < 0. 05)或

极显著差异 (P < 0. 01) ; Í 和Î 号对细胞的冻存保
护效果差异不显著 (P > 0. 05) , 但优于É , Ê 和Ì
号, 且差异显著 (P < 0. 05) ; É , Ê 和Ì 号对细胞的
冻存效果差异不显著 (P > 0. 05)。PGC s在培养体系

Ê中培养24 h 后进行冷冻保存,仍以冷冻保护液Ë
的冻存保护效果最好, 为 (44. 08±1. 19) % , 显著

(P < 0. 05)优于É , Ê , Ì 和Í 号, 但与Î 号差异不
显著 (P > 0. 05) ; 除Ë 号外,其余 5种冷冻保护液对

细胞的冷冻保护效果差异不显著 (P > 0. 05)。由表2

还可以看出,分离后直接冷冻的细胞,复苏后的存活

率极显著 (P < 0. 01)高于培养24 h 后冷冻的细胞。

2. 2　PGC s的体外培养与传代

分离后直接冷冻的 PGC s复苏后, 接种到培养

体系Ê 中进行培养, 24 h 后可见 PGC s已经贴壁, 3

d 后可见PGC s形成小的克隆,克隆颜色较浅,细胞

之间排列疏松、界线较明显。5 d 后可见PGC s克隆

明显增大,克隆中细胞排列紧密,很难辨认出单个细

胞,且克隆颜色变深 (图版1)。在培养第6天进行传

代,用ED TA 2胰酶消化液把PGC s克隆和饲养层细

胞一起分散成单个细胞,重新接种到培养体系Ê 中
继续培养,培养 2～ 3 d 后可重新聚集增殖形成细胞

克隆。

在培养体系Ê中培养24 h 后冷冻的PGC s,复苏

后再接种到培养体系Ê 中进行培养, 24 h 后观察发

现,有65%～ 75%的PGC s死亡,并出现大量的细胞

碎片,在整个培养过程中没有出现PGC s聚集成集

落的现象,只有极少数PGC s贴壁,存活的PGC s边

缘粗糙,细胞质颜色较深,在培养 40 h 左右, PGC s

细胞全部死亡。

2. 3　PGC s的自发分化

PGC s传至第2代,先在培养体系Ê中培养5 d,

再更换到培养体系É中进行培养。更换培养基的第
3天起,饲养层细胞开始从培养板底部脱落、死亡, 5

d 后可见大部分饲养层细胞死亡,有的PGC s克隆崩

解、消失,在培养液中出现大量漂浮的单个死细胞。

有的 PGC s克隆体积较更换培养体系前明显缩小,

但细胞排列仍很紧密,克隆颜色较深 (图版 2) ,继续

培养后,克隆并不消失,而是悬浮于培养液中,最后

死亡。有的PGC s克隆由鸟巢状紧密排列变得疏松,

在 PGC s克隆周围分化形成颗粒细胞样细胞 (图版

3)。

图版 1～ 3　PGC s的体外培养和分化

1. PGC s在培养体系Ê中培养5 d后形成的克隆 (×200) ; 2. PGC s在培养体系É中培养5 d后形成的克隆 (×200) ;

3. PGC s分化形成类颗粒细胞样细胞 (×200)

P late 1- 3　Cultu re in v itro and co lony of PGC s

1. T he co lony of PGC s w hen cu ltu re five days in cu ltu re system Ê (×200) ; 2. T he co lony of the PGC s w hen

it cu ltu re five days in cu ltu re system É (×200) ; 3. T he co lony differen tiated in to cells like granu le (×200)

3　讨　论

冷冻打破了细胞的正常生理过程,势必对细胞

造成一定的损害,主要表现为细胞内冰晶的形成和

细胞外所产生的溶液效应。在本试验所使用的3种

冷冻保护剂中, DM SO 和乙二醇属渗透性保护剂,

其保护机制是在细胞冷冻悬液完全凝固之前渗透到

细胞内,降低细胞内外未结冰溶液中电解质的浓度,

从而达到保护细胞的目的。DM SO 在常温下对细胞

有较大的毒副作用,操作过程中应尽量缩短细胞悬

液在常温下的时间。聚乙二醇属非渗透性保护剂,不

能渗透到细胞内,其保护机制是能优先与溶液中的

水分子结合,降低溶液中自由水的含量,使溶液冰点

降低,减少冰晶损伤;同时可使溶液中电解质浓度降

低,从而减少溶质损伤。PGC s是生殖细胞的祖先细

胞,有关其冷冻保存方面的报道较少。在禽类研究

中,国内目前仅见于血液中PGC s的冷冻保存[5 ] ,但

血液中PGC s分离困难,且数目较少。本试验对分离
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数量较多,且操作容易的性腺中的PGC s进行冷冻

保存,结果发现,分离后直接冷冻的PGC s,其存活率

最高为 (87. 07±1. 29) % ,这一结果介于N aito 等[6 ]

和李赞东等[5 ]报道的血液中PGC s冷冻后复苏的存

活率之间 (存活率分别为 94. 2%和 80% ) ,可能是由

于血液中的PGC s和性腺中的PGC s存在组织方面

的差异,由此导致其存活率不同。培养 24 h 后进行

冷冻的PGC s,以冷冻保护液Ë 中的存活率最高,为

(44. 08±1. 19) % ,其存活率极显著 (P < 0. 01)低于

分离提纯后直接冷冻的PGC s。原因可能是:把PGC s

从饲养层上吹下来时,对PGC s活力有一定影响; 离

心收集细胞时,对细胞产生了离心损伤; PGC s在体

外培养24 h 后,其生理特性相对于分离后不经培养

的PGC s发生了一定变化,使得其对超低温冷冻保

存的各个处理过程的抵抗力降低,导致存活率极显

著低于分离后直接冷冻保存的PGC s。

本试验中,分离后直接进行冷冻的PGC s,复苏

后再在培养体系Ê中培养24 h,此时PGC s已贴壁,

并开始生长。培养体系Ê中, hSCF 等细胞因子具有

促进 PGC s贴壁、增殖及形成克隆的能力,而mL IF

具有抑制PGC s分化的能力。本试验中, PGC s培养3

d 后,即可形成克隆, 5 d 后克隆明显增大。在培养第

6天做传代培养,以防饲养层细胞老化, 影响PGC s

生长。传代时一同消化下来的饲养层细胞接种后大

部分不能存活,少量细胞重新贴壁,通过换液,可把

死亡的饲养层细胞清除。PGC s在培养体系Ê 中培
养时,由于各种因子的作用,使其能进行增殖、克隆。

而培养24 h 后冷冻的PGC s,在本试验中没有得到克

隆结果。

PGC s在无饲养层情况下可自发分化形成神经

元样细胞、表皮角质细胞和分泌颗粒的分泌细胞

等[7 ]。本试验中,当PGC s的培养体系由培养体系Ê
更换为培养体系É时, PGC s失去了mL IF 等因子的

作用,虽然此时仍有成纤维细胞饲养层分泌的抑制

因子和促生长因子, 但其分泌量远不能满足PGC s

体外培养所需,且此时成纤维细胞由于长时间培养,

已经开始老化、死亡,其分泌因子能力已逐渐降低、

甚至完全消失[8 ]。PGC s在培养体系É中培养4～ 5 d

后, PGC s克隆可能会崩解消失; 或克隆体积缩小,

最后死亡,但不崩解; 或自行分化,形成颗粒细胞样

细胞。本试验结果表明,鸡胚第28期性腺中PGC s同

血液中的PGC s一样,可进行冷冻保存,复苏后于适

宜的培养体系中培养,可分裂增殖形成克隆,并可自

发分化形成其他类型的细胞,这为今后对PGC s进

行定向诱导分化形成各种组织细胞,用于组织损伤

修复等提供了可参考的依据。
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energy and m ain essen t ia l am ino acids w ere designed. T he o ther 3 diets w ere fo rm ed by supp lem en ta t ion of

1 gökg u rea (U ) in diets of the 3 basal d iets. T he 6 diets w ere assigned to 6 group s at random. T he resu lts

show ed: 1. W ith the increase of CP, feed in take (F I) decreased, F I of 16% CP and 16% CP+ U w ere h igher

than that of o ther group s sign if ican t ly (P < 0. 05) ;W eigh t gain of 16% CP + U and 18% CP w ere h igher

than that of o ther group s sign if ican t ly (P < 0. 05) ; FCR of 16% CP and 18% CP+ U w ere h igher than that

of o ther group s sign if ican t ly (P < 0. 05) ; 2. W ith CP increasing, the abdom inal fa t decreased. T he abdom inal

fa t ra te of 20% CP and 20% CP + U w ere low er than o ther group s (P < 0. 05) ; T he b reast m eat ra te of

18% CP w as h igher than that of 16% CP and 16% CP+ U and 20% CP+ U (P < 0. 05). Supp lem en ta t ion

u rea in diets has the trend of low ering the abdom inal fa t ra te (P > 0. 05). D iet w ith 20% CP p lu s 1 gökg

u rea low ered the b reast m eat ra te sign if ican t ly (P < 0. 05) ; 3. CP in diets and supp lem en ta t ion of u rea affect

BUN and BT P of b ro ilers sign if ican t ly. T he conclu sion is: 1. T hough the requ irem en t of a ll essen t ia l am ino

acids can m eet the needs of b ro ilers, the modera te con ten t of non2essen t ia l am ino acid are needed in diet.

2. U nder the energy level and am ino acid p rofile of th is experim en t, the diet w ith 16% CP w ill h inder the

perfo rm ance of b ro ilers becau se of the deficiency of non2essen t ia l am ino acid, bu t adding 1 gökg u rea cou ld

compen sate th is deficiency and m ake b ro iler ach ieve bet ter perfo rm ance.

Key words: p ro tein con ten t; u rea; b ro iler; perfo rm ance
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C ryop reserva t ion and cu ltu re of ch icken p rim o rd ia l germ cells a t stage 28

X IAO X iao- jun1, 2, CA IL in - l in1, QIN J ie1,L I B i-chun1

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology , Y ang z hou U niversity , Y ang z hou , J iang su 225009, Ch ina;

2 D ep artm en t of L if e S cience, H uz hou T eachers Colleg e, H uz hou , Z hej iang 313000, Ch ina)

Abstract: In o rder to invest iga te the po ssib ility of cryop reservat ion and differen t ia t ion of the ch icken

p rimo rdia l germ cells ( PGC s ) at stage 28, the PGC s from the gonada by F ico ll den sity2gradien t

cen trifugat ion w ere iso la ted, and cryop reserved righ t after iso la t ion o r after being cu ltu red 24 h in v itro in

d ifferen t p reservat ives. T he vita lity of the frozen2thaw ed PGC s w as determ ined by T rypan b lue exclu sion

m ethod. T he resu lt show ed: the vita lity w as the h ighest (87. 07±1. 29) % w hen the PGC s cryop reserved

righ t after iso la t ion. T he thaw ed PGC s cou ld fo rm co lony w hen cu ltu red in v itro. T he vita lity of the PGC s

reached h ighest (44. 08±1. 19) % w hen it w as cu ltu red 24 h in v itro befo re cryop reservat ion, and the PGC s

cou ld no t fo rm co lony and cou ld on ly su rvive abou t 40 h w hen cu ltu re in v itro.

Key words: ch icken; p rimo rdia l germ cells; cryop reservat ion; cu ltu re in v itro
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