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山羊胚胎原始生殖细胞的分离与培养
Ξ

杨继建, 葛秀国, 窦忠英
(西北农林科技大学 国家干细胞工程技术研究中心陕西省分中心, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　选择受精后 30～ 50 d 的关中奶山羊胎儿为材料, 参照小鼠原始生殖细胞 (PGC s) 分离得到了山羊

的 PGC s, 将其分别培养在 STO 饲养层上, 或与同源山羊成纤维细胞 (GEF) 及山羊睾丸支持细胞 (GSC s) 共培养。

结果表明, 3 种方法均能获得类 EG 细胞。分离得到的类 EG 细胞在 STO 饲养层上仅传 4 代; 培养在 GEF 上的效果

最差, 传至第 3 代时丢失; 而在 GSC s 上培养的效果最好, 可传 6 代。
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　　胚胎干细胞因具有发育多能性而备受关注, 是

当今生命科学领域研究的热点。根据其来源又可分

为内细胞团 ( inner cell m ass, ICM ) 来源的 ES 细胞

和胚胎原始生殖细胞 (p rimo rdia l germ cell, PGC s)

来源的 EG 细胞。EG 细胞与 ES 细胞相比较易获

得, 因为 PGC s 的细胞数目比 ICM 的多, 取材过程

也相对容易, 因此 EG 细胞成为研究哺乳动物早期

细胞分化的重要工具。1992 年,M atsu i[1 ]等对小鼠

PGC s 长期培养并建立了胚胎生殖细胞系。此后, 在

大鼠、猪、山羊、牛等动物和人的 PGC 研究上也取得

了重要进展。

胚胎干细胞的增殖培养要有相应的饲养层, 目

前较为成熟的、常规使用的是用小鼠成纤维细胞制

备的饲养层。但小鼠成纤维细胞饲养层的异源性污

染影响了胚胎干细胞的进一步研究, 因此人们开始

研究用同源细胞作为饲养层来避免这一问题。睾丸

支持细胞 ( serto li cells, SC s) 能分泌多种物质[2 ] , 这

些物质对多种细胞和组织有明显的促生长作用, 因

此本试验将 SC s 与 PGC s 共培养, 其目的是观察

SC s 对 PGC s 的增殖与生长是否有明显的促进作

用, 并与 STO 饲养层法及 PGC s 与山羊胚胎成纤维

细胞 (GEF) 共培养法进行了比较。将 SC s 与 PGC s

共培养, 如能使 PGC s 在体外保持未分化状态, 并迅

速大量增殖, 将有助于干细胞建系和定向分化的进

一步研究, 为临床应用奠定基础[3～ 9 ]。

1　材料与方法
1. 1　材料与试剂

1. 1. 1　材　料　从西安屠宰场收集受精后约 30～

50 d 的关中奶山羊胎儿, 4 ℃运回实验室。STO 细

胞由中国科学院上海细胞生物研究所惠赠。

1. 1. 2　培养液　 (1) STO 细胞培养液为含 100

mL öL 新生犊牛血清 (NBS) 的DM EM (高糖)。 (2)

PGC 培养液为含 100 mL öL NBS、0. 1 mmo löL 22巯
基乙醇、2 mmo löL 谷氨酰胺、1 mmo löL 丙酮酸钠、

100 IU ömL 青 霉 素 和 100 ΛgömL 链 霉 素 的

DM EM。

1. 1. 3　丝裂霉素C 溶液　将 2 m g 丝裂霉素C 溶

于 200 mL STO 细胞培养液中, 0. 22 Λm 滤膜过滤,

每 10 mL 进行分装, - 20 ℃保存备用。

1. 1. 4　A KP 染色液的配制　称取 2. 0 m g Α2奈酚

磷酸盐, 10. 0 m g 坚固蓝 RR , 121. 4 m g T ris 盐, 溶

于 10 mL 四蒸水中, 混合均匀, 调节 pH 为 8. 4, 滤

纸过滤使用。现配现用。

1. 2　方　法

1. 2. 1　STO 饲养层的制作　挑选细胞连成一片、

刚好铺满皿底且生长旺盛的制作饲养层。用 10

ΛgömL 丝裂霉素C (Sigm a)处理 1. 5～ 3 h, PBS 清洗

3～ 5 次, 胰酶消化, 并按 1. 2×105ö孔 STO 密度将

细胞接种到预先用 1 göL 明胶处理的四孔板中[10 ]。

1. 2. 2　GEF 的制备　取山羊胚胎生殖嵴, 剪碎组

织后加含 0. 125 göL 胰酶和 0. 02 göL ED TA 的消
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化液, 于 37 ℃下消化 20 m in, 加培养液中止消化并

吹打, 细胞悬液经 100 Λm 滤网过滤, 将 5×104 个细

胞接种于 35 mm 平皿, 用 DM EM 完全培养液

(DM EM 中添加体积分数 10% 的小牛血清, 10 000

IU 青霉素和 10 000 IU 链霉素) 培养。为获得较纯

的成纤维细胞, 在 37 ℃培养 30 m in 后, 将未贴壁的

悬液吸出后再添加DM EM 完全培养液。

1. 2. 3　GSC s 的提取与培养　无菌取出 2 月龄关

中奶山羊睾丸, 剥去白膜, 剪碎生精小管, 加 1 gömL

胶原酶 (Sigm a 公司产品) 及 1 göL 胰酶, 31 ℃水浴

震荡, 30 m in 后加培养液中止消化并吹打, 细胞悬

液经 100 Λm 滤网过滤后静置 5 m in, 弃上层漂浮细

胞, 取试管底部细胞, 用完全培养液调整细胞密度,

将 5×104 个细胞接种于 35 mm 平皿中, DM EM 完

全培养液培养。接种 PGC s 的前一天以 1×105ö孔密

度将细胞接种到用 1 göL 明胶处理过的四孔板中。

1. 2. 4　PGC s 的收集　将从屠宰场取回来的羊胎

儿, 用含青链霉素的生理盐水冲洗 4～ 6 次, 在显微

镜下无菌剥离生殖嵴。用 PBS 液清洗 2～ 3 次, 剪

碎, 用 0. 125 göL 胰酶+ 0. 02 göL ED TA 2 mL 于

37 ℃处理 10～ 15 m in。用 16# 注射针头轻轻吹打数

次, 以等量 ES 细胞基本培养液中和。0. 074 mm 纱

布过滤, 细胞悬液以 1 000 röm in 离心 5 m in。弃上

清液, 加 ES 细胞培养液制作细胞悬液, 记数, 调整

细胞浓度为 5×104ömL。将细胞悬液接种在 STO 或

M EF 饲养层上, 在 CO 2 培养箱中培养, 2 d 换液 1

次。原代培养 5～ 9 d 后, 可形成典型的 EG 细胞样

集落。

1. 3　PGC s 的A KP 染色鉴定

取第 2 代、第 5 代 EG 集落加入多聚甲醛固定

15 m in, 然后加入A KP 染液孵育 10 m in。镜下观察

并照相。

2　结　果
2. 1　PGC s 的生长行为观察

　　PGC s 呈圆形或椭圆形, 比周围的体细胞大, 核

大胞质少。5～ 9 d 后, 可见典型的鸟巢状 PGC s 集

落, 细胞集落隆起, 边缘整齐, 细胞排列致密, 看不出

明显的细胞结构 (图 1) , 传至 4 代后集落仍很典型。

2. 2　PGC s 在不同饲养层上的培养效果比较

观察结果表明, PGC s 在 STO 上培养及分别与

GEF 或 GSC s 共培养 1～ 4 d 时, 三者效果无明显差

异, 培养至第 7 天, 接种在 GSC s 表面的 PGC s 集落

明显多于GEF 表面和 STO 表面。由表 1 可知, 继续

培养至第 3 代时, 未见 GEF 表面有继续生长的

PGC s 集落; 接种在 STO 饲养层上的 PGC s 可传至

第 4 代; 而接种在 GSC s 表面的 PGC s 传至第 6 代

还可见明显的 PGC s 集落, 但数量显著减少, 传至第

7 代时丢失。分布于 GSC s 表面 (图 2)的 PGC s 集落

体积也略大于与 GEF 共培养的 PGC s。
表 1　PGC s 细胞与 GEF、GSC s 共培养及在 STO

饲养层上 EG 集落数的比较

T able 1　Contrast of EG clone num ber on the

feeders of GEF、GSC s and STO

代数
Passage GEF STO GSC s

P0 16±2. 5 20±7. 0 43±20. 5

P1 56±2. 5 14±5. 0 25±5. 0

P2 2±1. 5 12±3. 0 37±6. 5

P3 0 7±2. 5 47±8. 5

P4 2±1. 0 27±4. 5

P5 0 10±2. 5

P6 5±2. 0

P7 0

图 1　原代培养 6 d 出现山羊 PGC s 集落 (×100)

F ig. 1　T he goat PGC s clon ing

on the six th day (×100)

图 2　培养在 GSC s 上的第 6 代 PGC s 集落 (×100)

F ig. 2　T he six th passage goat

PGC s clon ing on the GSC s (×100)

2. 3　A KP 检测

在 3 种饲养层中生长的集落细胞经A KP 染色

后均呈不同程度的阳性反应, 说明集落中生长的细

胞是 PGC s, 具备干细胞的特性 (图 3)。
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图 3　第 5 代 PGC s 集落A KP 染色 (×100)

F ig. 3　T he second passage PGC s

clon ing,A KP po sit ive (×100)

3　讨　论

PGC s 和 ICM 细胞虽同属于胚胎干细胞, 但

PGC s 是胚胎形成后机体内的干细胞, 与胚泡期的

内细胞团相比, 经历了着床的筛选, 而生理状态下有

相当数量的胚泡因生长发育不良而不能正常着床,

最终导致自行排出, 因此 PGC s 的健康程度应远远

大于 ICM 细胞[11 ]。干细胞经体外长期培养而获得

大量未分化的 ES 或 EG 细胞是定向分化研究的基

础。EG 细胞培养的经典方法是培养在 STO 饲养层

上, 但 STO 与 PGC s 的异源性影响了胚胎干细胞的

进一步研究。因此本试验选择了同源生殖嵴成纤维

细胞与山羊睾丸支持细胞为饲养层进行对比研究。

试验结果显示, PGC s 与 GSC s 共培养, 其集落数与

发育程度均优于经典的 STO 饲养层培养, 而与同源

生殖嵴成纤维细胞的共培养效果最差。

原代 PGC s 在生长过程中先附着于饲养层上,

然后部分细胞迁移形成细胞团, 并增殖形成多层细

胞克隆, 形状似鸟巢状; 部分单个细胞亦能增殖形成

较小克隆[1 ]。M ichael 等[6 ]在饲养层上观察到了迁移

的 PGC s。本试验中也观察到了有些细胞团或克隆

是在很短的时间内形成的, 这一结果也证实了

PGC s 的迁移理论。

人们在 PGC s 的培养过程中以 STO 或M EF 作

饲养层, 同时在饲养层中添加各种生长因子 (如

L IF, SCF, bFGF, fo rsko lin ) , 目的是缓解 PGC s 的

凋亡, 延长其存活时间[1, 6, 12 ]。但也有报道认为, STO

作饲养层并非必须添加生长因子和抑制分化因子。

近年来, 对于 SC s 的研究[2 ]揭示 SC s 具有分泌L IF,

SCF 和 bFGF 的功能。因此, SC s 应该在促进其表面

接种的 PGC s 大量增殖的同时抑制其分化, 本试验

也证明了这一点。本研究对培养到第 5 代的 PGC s

进行了A KP 的标记检测, 结果呈阳性, 证明了培养

至第 5 代的 PGC s 仍具备干细胞的特性。综上所述,

将 PGC s 与 GSC s 共培养可明显促进 PGC s 的贴壁

与增生, 抑制体外培养中 PGC s 的分化, 更重要的是

减少了异源污染, 为胚胎干细胞的进一步研究提供

了一种很好的方法。
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T he iso la t ion and cu lt iva t ion of goa t p rim o rd ia l germ cells

YANG J i- j ian , GE X iu-guo,DOU Zhong-y ing
(S haanx i B ranch of N a tiona l S tem Cells E ng ineering & T echnology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: 30- 50 dpc (days po stco itum ) Guanzhong goats fetu s w ere selected to iso la te the PGC s by

iso la t ing the mou se PGC s. T h ree m ethods w ere taken in the experim en t: f irst, PGC s w ere cu ltu red on the

STO feedo rs; second, PGC s w ere co2cu ltu red w ith the GEF; th ird, PGC s w ere co2cu ltu red w ith the GSC s.

T he resu lts ind ica ted that EG cells w ere all ab le to gain in the th ree w ays. A nd, PGC s co2cu ltu red w ith

GSC s w ere cu ltu red fo r 6 passages, PGC s on STO w ere cu ltu red fo r 4 passages, bu t PGC s co2cu ltu red w ith

GEF w ere lo st in the th ird passage.

Key words: goat; p rimo rdia l germ cells; em b ryon ic stem cell
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C lon ing of 5 flank ing sequence of goa t BL G and regu la t ing

the exp ression of GFP in cell

SONG Hong-we i, ZHENG Y ue-mao, ZHANGM ing-feng, TANG Shuang, ZHANG Y ong
( Institu te of B io2E ng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S hannx i 712100, Ch ina)

Abstract: 5′f lank ing region of goat BL G w as amp lif ied from goat genom ic DNA acco rd ing to the pub2
lished w ho le sequence of goat BL G and cloned to pM D 218t vecto r co rresponden t ly. By sequencing, the am 2
p lif ied sequence w as the sam e as 99% as pub lica t ion, w ith w h ich rep laced p reviou s p romo ter CM V cloned

in pEGFP2c1 exp ressional vecto r and tran sfected the cu ltu red M amm ary cell in v ivo. T h rough ob servat ion

under UV m icro scope, it show ed that GFP had been successfu lly exp ressed in M amm ary Gland cell. T hen,

the cloned sequence can be served fo r the study of m amm ary gland exp ression con struct.

Key words: goat; Β2lactoglobu lin gene; green fluo rescen t p ro tein gene
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