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人原始生殖细胞分离培养的初步研究
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摘 要
: 【目的】探讨分离培养人原始生殖细胞的最佳条件

。

【方法】用胰蛋白酶消化 5 一
9 周人流组织中的

人胚生殖蜻
,

获取人原始生殖细胞
。

以小鼠胚胎成纤维细胞作饲养层
,

在高糖 DM EM 培养基中添加 or 卜m ol / L

福 司克林 ( fo
r sk iol n) 和 5 一

10 此 / L 碱性成纤维细胞生长因子 ( b FG )F 的培养液中培养
、

传代
,

并对子代细胞进行

碱性磷酸酶活性检测和体外分化实验
。

【结果】原代培养时形成许多大小不等
,

形态各异的由人原始生殖细胞组

成的集落
,

约 5 一 7 d 传代
。

传代后
,

集落生长
,

变大
。

细胞培养到第七代
,

检测碱性磷酸酶染色为强阳性
,

体外分

化实验有拟胚体形成
。

【结论】人原始生殖细胞可以用胰蛋白酶消化分离培养
。

用高糖 DM EM 培养基
,

添加

fo sr k ol in 和 b F GF 有利于人原始生殖细胞增殖
。

体外分化实验初步证实人原始生殖细胞具有多向分化潜能
。
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在胚胎早期
,

性别分化之前
,

首先与体细胞分 称为胚胎 生殖细 胞 (
e m b yr on i 。 ge mr

c
ell

,

E G 细

离形成的生殖细胞称 为原始生殖细胞 (p ir m o
dr ial 胞 )

,

是胚胎性干细胞的另一个来源
。

近年的研究证

罗mr
。 e l l s

,

P G e s
)

,

在体外分离培养
、

建系成功后改 实 E G 细胞与胚胎干细胞 (
e m b叮o n i e s t e m e e l l

,

E S
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细胞 )具有相似的多向分化潜力
,

是研究细胞分化
、

基因操作
、

药物筛选
、

致畸实验
、

生殖细胞发育
、

分

化和成熟的调节机制及生殖系肿瘤发生等方 面的

有用工具
`’ 一 4 , 。 自 1 998 年报道人 E G 细胞建系成功

后 ` 5〕
,

相关的研究 尚少
,

主要受制与体外培养体系

尚不理想
。

多家实验室力图重复实验
,

但尚未见培

养建系成功的报道
。

因此
,

本文探讨体外分离培养

人原始 生 殖 细 胞 ( h
u m a n p ir m o dr i a l g e

mr
c e l l s

,

h P G C s
)的条件

,

为中国人 E G 细胞系的建立及应用

研究奠定基础
。

1 材料和方法

1
.

1 材 料

胚胎组织来源于某医院妇产科人流室
。

健康
、

自愿人工终止妊娠的孕 5 一 9 周 (受精龄 )人流胚胎

组织
。

昆明小鼠来源于中山大学北校区实验动物 中

心
。

h P G C s 的培养液为高糖 D M E M 中添加 2 0 0 m L /

L 胎牛血清
,

Z m m o l / L 谷氨酞胺
,

0
.

l m m o l / L 非必

需氨基酸
,

10 ` I U / L 人白血病 抑制因子 ( hu m an

l e u k e m i a i n h i b i t o叮 fa e t o r ,

h L IF )
,

0
.

1 m m o l / L 刀琉

基乙 醇
,

1 0 林m o l / L 福司克林 ( fo sr k o l i n )
,

5 一 10

林g / L 碱性成纤维细胞生长因子 ( b F G )F
,

以上均为

G I B C O / B R L 产品
。

鼠胚成纤维细胞的培养液为高

糖 DM E M (G IB C O / B R L 产品 )
,

含 r 0 o m L / L 新生

牛血清 (杭州四季青公司产品 )
,

10 0 o oo u / L 青链

霉素
。

1
.

2 小鼠胚胎成纤维细胞的培养及饲养层制备

取 12
.

5 一 14
.

s d 孕鼠 (见阴栓为 0
.

s d)
,

断颈

处死
,

无菌条件下取出胚胎
,

去除胚胎头部
、

内脏和

四肢
,

将躯干部转移到另一平皿内
,

用 PB S 充分洗

涤
,

弃除红细胞
。

然后
,

用眼科剪将鼠胚躯干剪成 1

mm3 以下的碎块
,

转移到离心管内
,

加人 2
.

5 9 / L

胰蛋白酶消化
,

收集细胞悬液
,

用含 1 0 0 m L / L 新

生牛血清高糖 D M E M 培养
。

用 3 一 5 代成纤维细胞

制备饲养层
,

当细胞生长为均匀单层细胞片时
,

加

人丝裂霉素 C ( 日本协和发酵工业株式会社生产 )
,

终浓度为 10 m g / L
,

继续培养 Z h
,

弃上清
,

用 P B s

轻洗 5 次
,

加人培养液
,

在 1周 内使用
。

1
.

3 h P G C s 的分离与培养

参照文献「2
,

3
,

51 进行
。

用无菌瓶收集健康
、

自

愿人工终止妊娠
,

孕 5 一 9 周 的人流胚胎组织
。

用

PB S 轻洗
,

小心
、

仔细寻找分离出胚胎下腹部组

织
,

在解剖镜下用眼科剪 (镊 )取胚胎生殖岭及周 围

组织
。

剪碎至 1 m m ,

大小
,

加人 2
.

5 9 / L 胰蛋白酶
,

37 ℃ 作用 3 一 5 m in
,

加人等体积的培养液终止消

化
,

离心弃上清
,

加人 h P G C s 培养液悬浮后
,

转移

到饲养层上
,

放人 C O
:

培养箱中培养
,

每 Z d 换液 1

次
,

5 一 7 d 传代
。

传代时
,

弃培养液
,

用 P B S 洗 3 次
,

加人 2
.

5 9 / L 胰蛋 白酶
,

37 ℃ 作用 3 一 5 m in
,

用含

血清培养液终止消化
,

轻轻吹打
,

离心
,

加人 h PG sC

培养液悬浮
,

接种到新 的饲养层上培养
。

1
.

4 h P G C s
的体外分化

在明胶包被的培养皿
,

无饲养层和 h L IF
,

用含

20 0 m L / L 胎 牛 血 清 的 高糖 DM E M 培 养液 培养

h P G C S ,

大约 3 一 l o d 有类胚体 (
e m b yr o n i e b o d y

,

E B )形成
。

1
.

5 碱性磷酸酶的检测

碱性磷酸酶 ( a lk a l i n e p h o s p il a t a s e ,

A K p ) 的检

测按照 19 52 年 oG m o ir 的 。 一

蔡基磷酸法
。

将待测

细胞用无水乙醇固定 30 m in
,

P B S 洗涤 3 次后
,

在

孵育液中作用 15 m i n ; 流水冲洗 2 一 3 m i n ; 在 10

m L / L 醋酸水溶液中浸洗 1 m i;n 流水冲洗
,

甘油封

盖
。

对照组在孵育液中不加 a
一

蔡酚磷酸钠 l6]
。

2 结 果

2
.

1 鼠胚成纤维细胞的生长情况

原代有杂细胞混杂生长
,

从第 2 代开始
,

基本

为纯化的梭形成纤维细胞
。

2
.

2 h P G C s 的生长情况

单个 h P G C s
体积大

,

核质比高
,

有 2 个以上的

核仁
,

在饲养层上呈集落生长
,

有些增殖为隆起的

多层细胞克隆 (图 1 )
。

克隆形态差异很大
,

有扁平

状
、

隆起状
、

岛屿形
、

圆形
、

椭 圆形
、

条状及不规则状

等
。

典型集落初始呈小而圆的隆起
,

边界清楚
,

细胞

密集
、

胞界不清
。

集落逐渐生长呈多层
,

形成
“

鸟巢

状
”

集落
。

在实验 中观察到 h PG C s
自然分化为成纤

维细胞
、

神经元样细胞
、

上皮样细胞及跳动的心肌

细胞
。

2
.

3 碱性磷酸酶检测 结果

在饲养层上生长的 h P G C s
克隆 AK P 染色呈强

阳性反应
,

饲养层细胞和分化的细胞不着色 (图

2 )
。

2
.

4 h P G C s 的体外分化

在无饲养层
,

不添加 h IL F
,

仅用含 20 0 m L / L

胎牛血清的高糖 DM E M 的培养液培养 h P GC s ,

3 一 4

d 后 自然分化形成类胚体 ( e m b钾 o i d b o d y
,

E B ) (图
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3 )
,

在外层分化为较大细胞组成的内胚层样结构
,

中间为未分化的干细胞
。

继续培养到 7 一 10 d
,

囊状

胚体形成
,

在囊腔和早期分化出的内胚层样结构之

间发育成一层类外胚层 的上皮样细胞
。

该结构可

维持 3 周左右
。

图 l 生长在饲养层上的人原始生殖细胞
图 2 人原始生殖细胞克隆 A K P染色强阳性

图 3 人原始生殖细胞体外悬浮培养有拟胚体形成
F ig
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e
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T h e m i脚
t i o n h P G C s ; 3 A
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of rm
e d E B ( x 10 0 ) ;

3 B
.

7 一 9 d lat e r
.

of rm
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3 讨 论

h P G C s
是一种具有多 向分化潜能的干细胞

。

关

于 PG C s 的起源
,

说法不一
,

较公认的观点是来源

于胚胎原始外胚层 (上胚层 ) vl]
。

在人胚 3 一 4 周
,

h PG C s 出现在尿囊基底部卵黄囊壁上的内胚层细

胞之间 ; 4 周末
,

位于后肠上皮 ; 5 一 6 周 h P G Cs 沿

背肠系膜迁移到生殖峙 ; 7 一 8 周完成迁移
。

大约有

1 70 0 个 h P G sC 迁移到生殖岭
,

开始增殖分化成精

原细胞或卵原细胞
「4 , 。 因此

,

在体外必需通过有效

途径来阻止 h P G C s 的 自然倾向
,

使其再程序化或

去分化来维持多能干细胞特性
。

目前
,

培养 h P G C s
不仅要添加 hU F

,

还需要饲

养层才能抑制其自然分化倾向
。

饲养层的质量关系

到 h PG C s 的生死
,

饲养层不宜过厚
,

呈单层
,

均匀

分布为好
。

丝裂霉素 C 作用时间可依饲养层厚薄稍

延长或缩短
。

如果丝裂霉素 C 作用强度不够
,

饲养

层细胞在高营养的培养液 中会蓬勃生长
,

极容易出

现翻卷
,

包裹 h PG C s 。

丝裂霉素 C 作用过强
,

饲养层

就易出现 沟痕
,

裂纹
,

细胞衰老崩解
。

此外
,

在培养

基中添加 fo sr k o l i n 和 b F G F 具有促进 h P G C s
存活

和增殖的作用
,

与 Sha m bl ot t 等 .l5
吕

,

9 ’
的报道相似

。

由

于检测 h P G C s 的抗体昂贵且不易获得
,

我们仅用

AKP 进行检测
。

已有的研究表明
,

E S 细胞和 h P G sC

均呈 A K P 强阳性反应
。

此外
,

本实验将 h P G C s
在无

饲养层
,

无 h IL F 的培养基中培养
,

有类胚体形成
,

我们的结果与相关的报道一致
【.5 吕’ 。

在实验中
,

还观

察到 h P GC s
集落有 自然分化为成纤维细胞

、

神经

元样细胞
、

上皮样细胞及跳动 的心肌细胞
,

表明

h P G C s
具有多 向分化的潜能

。

h P G C s 的消化传代一直是难点
,

h PG C s 耐胰蛋
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白酶
,

不易分散
。

我们在实验 中尝试过机械分离
、

胰

蛋白酶
、

胶原酶及木瓜酶消化传代
,

但无 明显效

果
。

寻找有效的消化传代和扩增方法
,

有待进一步

研究
。

从人流组织 中寻找
、

分离 h P GC s 是 实验 中要

特别注意的问题之一
。

在孕 5 一 7 周
,

胚体尚未成人

形
,

而 9 周
,

h P G C s 开始性分化
。

通常
,

由蜕膜
、

绒毛

膜及胚体组成的人流组织中的胚体已碎
,

极其不容

易寻找 到完 整的 胚体
,

特别是 腰骼部 组织 (含

hP G C s 的生殖峙 )
。

此外
,

取人流标本时
,

要注意在

胚胎发育过程 中会出现胚胎停止发育或空孕囊妊

娠
,

因此
,

最好有 B 超检查结果
。

取到材料后
,

需尽

快分离培养
,

在 3 h 内完成为好
。
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