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　　摘要：通过制作、观察翘嘴红
!

（Ｅｒｙｔｈｒｏｃｕｌｔｅｒｉｌｉｓｈａｅｆｏｒｍｉｓ）各生长阶段的精巢切片，确定翘嘴红
!

精原干细胞最佳

分离时间。采用两步酶消化法分离其精原干细胞，并进行体外初步培养研究，最后通过碱性磷酸酶染色、干细胞标志

基因Ｏｃｔ－４ＲＴ－ＰＣＲ扩增进行鉴定。结果显示：７月龄翘嘴红
!

精巢为分离精原干细胞的最佳时期，所分离的精原

干细胞符合干细胞的形态、增殖及表达特征，且细胞碱性磷酸酶染色呈阳性，支持细胞碱性磷酸酶染色呈阴性，Ｏｃｔ－４
基因表达呈阳性。

　　关键词：翘嘴红
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　　精原干细胞（ｓｐｅｒｍａｔｏｇｏｎｉａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＳＳＣｓ）具有自我更
新及分化的潜能，是动物体内唯一能传递遗传信息的干细胞。

ＳＳＣｓ起源于原始生殖细胞（ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌｇｅｒｍｃｅｌｌｓ，ＰＧＣｓ），存在
于动物的睾丸或者精巢中，是雄性动物精子发生的前体细

胞［１］。ＳＳＣｓ在医学、畜牧生产学等领域应用前景极为广阔，
如探究精子的发生机制、治疗雄性不育及制作转基因动物等。

当前对ＳＳＣｓ研究多集中在体外分离、培养、增殖、诱导分化、
移植等方面，涉及的物种主要包括小鼠［２－３］、大鼠［４－５］、禽

类［６－７］、灵长类等，关于鱼类 ＳＳＣｓ研究相对较少［８－１０］。研究

显示，鱼类ＳＳＣｓ细胞相较哺乳类动物及禽类具有更强的可塑
性，在一定条件下不但可以分化为精子，甚至可以分化发育为

卵子［１１］。翘嘴红
!

（Ｅｒｙｔｈｒｏｃｕｌｔｅｒｉｌｉｓｈａｅｆｏｒｍｉｓ）别称太湖白
鱼，是“太湖三白”之一，是长江中下游地区重要的经济鱼类，

关于其人工繁育、养殖技术等研究已经很多，但是关于其生殖

发育研究较少。本研究以翘嘴红
!

ＳＳＣｓ为研究对象，研究翘
嘴红

!

ＳＳＣｓ分离的最佳年龄段，并进行初步培养，旨在为采
用生殖细胞移植法开展替代育种研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验用鱼　试验所用翘嘴红

!

购自浙江省湖州市菱

湖镇某养殖场，暂养于１．２ｍ×１．０ｍ的孵化桶中，每隔３ｄ
更换１次水。
１．１．２　试剂　ＤＭＥＭ／Ｆ１２购自 Ｇｉｂｃｏ公司；胰蛋白酶
（１∶２５０）、胶原酶Ⅳ、青链霉素混合液（１００×）购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ
公司；明胶、ＨＥＰＥＳ、β－巯基乙醇购自生工生物工程（上海）
有限公司；胎牛血清（ＦＢＳ）购自 ＰＡＡ公司；碱性磷酸酶试剂

盒购自碧云天生物技术研究所；Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司；ＲＮＡ酶抑制剂、Ｍ－ＭＬＶ反转录酶购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；
Ｔａｑ酶、ＤＮａｓｅⅠ、ｐＭＤ２０－Ｔ载体、Ｏｌｉｇｏｄ（Ｔ）１５等购自大连
宝生物工程公司；其他试剂均为国产分析纯。

１．２　方法
１．２．１　翘嘴红

!

精巢石蜡切片的制作　取各年龄段翘嘴红
!

精巢，用Ｂｏｕｉｎ氏液固定，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，石蜡
包埋，厚度７μｍ连续切片，Ｈ．Ｅ染色，中性树胶封片后显微
镜下观察、拍照［１２－１３］。

１．２．２　翘嘴红
!

精原干细胞的分离与培养　无菌条件下收
集８～１０尾７月龄翘嘴红

!

精巢，用含有双抗的 ＰＢＳ漂洗３
遍，剥离脂肪、白膜等附属组织，将剩余的精巢组织剪成

１ｍｍ３左右的小块，用２．５ｍＬ一次性注射器尾部进行碾压，
使精巢组织尽量分散，向分散的组织中添加０．１％Ⅳ型胶原
酶，２６℃消化１．５ｈ，其间每１０ｍｉｎ轻摇１次以加速消化，收
集消化液８００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，弃上清；剩余组织块用１０倍
体积的０．２５％胰蛋白酶消化１５ｍｉｎ，其间用吸管不停吹打，
使细胞尽可能游离分散，过２００目滤网；用含有１０％ＦＢＳ的培
养基终止消化，８００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，弃上清；用 ＤＭＥＭ／Ｆ１２
完全培养基（含１０％ ＦＢＳ、１００μｇ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链
霉素、１０μｇ／ｍＬｂＦＧＦ、１０μｇ／ｍＬＬＩＦ、５μｇ／ｍＬＨＥＬＰＳ）重悬
细胞，调整细胞浓度为１０６个／ｍＬ，按照１ｍＬ／孔的量铺于明
胶包被的２４孔细胞培养板中，２６℃培养２ｈ后加新鲜培养基
１ｍＬ，以后每６０ｈ换１次液。
１．２．３　碱性磷酸酶（ＡＫＰ）活性鉴定　取培养４ｄ且生长良
好的细胞进行ＡＫＰ活性检测，按照说明书进行操作。
１．２．４　ＳＳＣｓ细胞表面标记物的检测　分别收集培养２、４、６、
８ｄ的细胞，采用 Ｔｒｉｚｏｌ－酚 －氯仿法提取总 ＲＮＡ，用 ＤＵ５３０
型紫外分光光度计（Ｂｅｃｋｍａｎ公司）测定纯度、浓度，取２μｇ
反转录为第一链ｃＤＮＡ。根据笔者所在课题组已获得的翘嘴
红

!

Ｏｃｔ－４ｃＤＮＡ部分系列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＦ３８１３８８）设
计 引 物，Ｐ１：ＧＣＧＣＡＴＣＡＣＡＣＴＧＧＧＣＴＴＣＡＣ，Ｐ２：ＴＧＴＴ
ＧＧＧＴＴＴＧＧＧＧＣＡＣＴＴＣＡＴＡＡ，目的片段长度为３０８ｂｐ。利用
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反转录获得的第一链 ｃＤＮＡ为模板在 ＰＣＲ扩增仪（Ｓ１０００，
Ｂｉｏ－Ｒａｄ）上扩增 Ｏｃｔ－４片段，扩增条件为：９５℃ ５ｍｉｎ；
９５℃ ３０ｓ、６１℃３０ｓ、７２℃３０ｓ，３５个循环；延伸１０ｍｉｎ。用
１．２％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ产物。

２　结果与分析

２．１　翘嘴红
!

精巢的发育规律

为研究分离翘嘴红
"

ＳＳＣｓ的最佳时间段，笔者采用制作

石蜡切片方法研究翘嘴红
!

性成熟前各时间段精巢发育规

律。切片观察证实，５月龄之前的冬片鱼种，性腺发育处于Ⅱ
期左右，性腺细胞分化尚不明显，只有少量的性原细胞

（图１－Ａ）。５～７月龄，精巢发育处于Ⅲ ～Ⅳ期，此时 ＳＳＣｓ
已经形成，且未发生分化，是翘嘴红

!

ＳＳＣｓ分离的理想时期
（图１－Ｂ）。８月龄开始，随着鱼体的快速生长，性腺发育速
度加快，精巢内开始出现各个阶段的生殖细胞，１０月龄已经
出现精子细胞，不利于ＳＳＣｓ分离（图１－Ｃ）。

２．２　ＳＳＣｓ的分离与培养
２．２．１　ＳＳＣｓ的分离培养　细胞悬液培养３～４ｈ开始有细胞
贴壁，培养６～７ｈ多数体细胞已贴壁，培养２４ｈ几乎所有细
胞均已贴壁，倒置显微镜下观察，大多数体细胞已经铺展成梭

形、三角形等不规则形状，ＳＳＣｓ仍保持圆形镶嵌在体细胞层
上，铺展面积较小。培养４８ｈ支持细胞已全部铺展为面积较
大的不规则形状，ＳＳＣｓ仍贴于支持细胞上，大多为单个细胞。
培养７２ｈ圆形ＳＳＣｓ开始缓慢增殖，此时培养体系中 ＳＳＣｓ已
出现２、４个或多个连成一串的现象（图２）。

２．２．２　碱性磷酸酶（ＡＫＰ）染色　碱性磷酸酶活性是检测细
胞分化程度的重要指标，相比而言 ＳＳＣｓ分化程度低，碱性磷

酸酶活性高，染色也较深，通过对培养４ｄ的精巢细胞进行碱
性磷酸酶染色，可见ＳＳＣｓ细胞被染成深棕色，支持细胞等着色
较浅或不着色，所分离的ＳＳＣｓ细胞尚处于未分化状态（图３）。

２．２．３　ＳＳＣｓ细胞表面标记物Ｏｃｔ－４的检测　根据翘嘴红
!

Ｏｃｔ－４基因序列设计引物，采用ＲＴ－ＰＣＲ方法检测所培养细
胞Ｏｃｔ－４基因的表达，琼脂糖电泳结果显示，培养２、４、６、８ｄ
的细胞中均有明显的条带（图４），且大小为３００ｂｐ左右，与预期
相符，表明所分离的ＳＳＣｓ细胞克隆仍保持较好的干细胞活性。

３　结论与讨论

研究表明，雄性动物生殖干细胞起源于胚胎外胚层，经过

一系列的迁移、增殖等逐渐被生精小管索包围而形成生殖腺，
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其中生精小管内的体细胞被诱导分化成围性原细胞，并停留

在Ｇ１／Ｇ０期直至动物出生，然后逐渐发育为 ＳＳＣｓ等。鱼类
精原细胞不规则排列在精巢之中，和多数脊椎动物一样，鱼类

精原细胞在形态上可分为 Ａ型精原细胞、Ｂ型精原细胞。本
试验选用了４～１０月龄翘嘴红

!

的精巢制作石蜡切片，结果

表明，７月龄翘嘴红
!

精巢中的性原细胞已经逐渐发育为

ＳＳＣｓ，且未见精子发生，表明细胞还未分化，仍保持干细胞特
性，１０月龄时已有精子细胞出现，已经不适合 ＳＳＣｓ分离。鱼
类ＳＳＣｓ分离主要采用酶消化法，该方法分离的细胞较多，且
便于纯化。Ｒｉｓｌｅｙ等和Ｐａｎｄａ等采用胶原酶消化法分别成功
从幼年非洲蛙鱼、南亚野鲮精巢组织分离得到了 ＳＳＣｓ［１４－１５］。
Ｌａｃｅｒｄａ等采用组合酶（胶原酶、胰蛋白酶）消化法从罗非鱼
精巢组织获得了ＳＳＣｓ［１６］。另外也有研究人员采用组织块培
养法从鳗鱼、斑马鱼精巢中成功分离得到 ＳＳＣｓ，但该方法分
离到的ＳＳＣｓ细胞较少，且杂细胞较多，不利于后期纯化［１７］。

本试验采用组合酶消化法，从７月龄翘嘴红
!

精巢中成功分

离出ＳＳＣｓ细胞，且细胞经过长时间的培养，已具有干细胞形
态及表达特征。碱性磷酸酶活性是评价细胞具有多能性与否

的重要标志之一。对培养４ｄ的细胞进行碱性磷酸酶染色，
发现碱性磷酸酶染色阳性的圆形细胞。当前已知的鱼类

ＳＳＣｓ细胞表面标记物较少，且不同鱼的标记物也不尽相同，
但是ＰＯＵ结构域转录因子家族的Ｏｃｔ－４基因被广泛应用于
ＥＳ细胞、成体干细胞鉴定［１８］。Ｋｅｈｌｅｒ等研究表明，Ｏｃｔ－４是
ＰＧＣｓ发育的必需基因，Ｏｃｔ－４基因敲除胚胎的 ＰＧＣｓ细胞会
凋亡［１９］。本研究采用ＲＴ－ＰＣＲ技术检测细胞是否表达干细
胞标志基因 Ｏｃｔ－４，结果显示，培养 ２～８ｄ的细胞均有
Ｏｃｔ－４基因表达，说明所培养的翘嘴红

!

ＳＳＣｓ细胞克隆仍然
保持较好的干细胞活性。本研究通过制作、观察４～１０月龄
翘嘴红

!

精巢组织切片，发现７月龄的翘嘴红
!

幼鱼精巢为

分离ＳＳＣｓ的最佳材料，采用两步酶消化法分离得到其精巢细
胞，最后通过碱性磷酸酶染色、干细胞标志基因 Ｏｃｔ－４的
ＲＴ－ＰＣＲ鉴定，确定所分离的细胞为翘嘴红

!

ＳＳＣｓ，初步建
立了翘嘴红

!

精原干细胞培养体系，为下一步开展翘嘴红
!

生殖细胞移植替代育种研究打下基础。
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