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目的
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定量聚合酶链反应!
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及减数分裂
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期的几个特异性基因的表达$
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利用该实验方法能培养出高纯度%具有良好干性及极强增殖能力的小鼠
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"并使该细胞进入减数分裂$
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目前#已有
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#具有建系效率高#取材容易等优势#因此在多能干细胞

的培养中#利用
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进行培养更加便利$虽然国内外多家实

验室对
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培养进行了相关研究+
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#但均采用培养于
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饲养层上的方法#培养周期长且步骤繁琐$本研究取
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小鼠胚胎生殖嵴行组织块贴壁培养
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并进行鉴定#为建立

小鼠
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系奠定实验基础#现报道如下$
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养箱内培养*!

$

"培养
I$2

后全量换液#每
D

天换液
!

次#待组

织块爬出细胞达到
HBc

融合时用
BCIKc

胰蛋白酶消化传代于

明胶包被过的新培养皿#隔天换液*倒置相差显微镜下持续观

察并记录培养细胞的生长情况$

!C$
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表面标记流式分析
!

用流式细胞仪对第
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代细胞的表面

特异性抗原进行检查$
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胰蛋白酶消化待检细胞
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E 个)
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待检抗
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!:

"#原

始卵巢则较小且有斑点!图
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表达阳性#

&&S:G$

表达阴性#见图
I

$

#C$

!

:1

染色
!

细胞持续
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1P'6

的
:1

染色鉴定图%

e!BB

&

#C%

!

细胞免疫荧光染色
!

g363

和
&;

M

D

的表达是生殖细胞特

有的减数分裂基因$培养至第
D

代的
41P'6

免疫荧光染色

显示#绝大部分细胞均表达
g363

和
&;

M

D

#见图
$

$

!!

:

(

g363

*

?

(

&;

M

D

$

图
$

!!

第
D

代
1P'6

免疫荧光鉴定图%

eIBB

&

#C&

!

JOG1'J

检测结果
!

第
D

代
41P'6

采用
JOG1'J

方法

检测其特异性基因的表达$电泳结果如图
K

所示#经连续传代

后
41P'6

在
4JU:

水平上存在基因
>;A$

%

g363

!

55V$

"%

&A03H

%

&;

M

D

%

1̂D

表达$

!!

!

(

,30X*0

#

I

(

P:15W

#

D

(

1̂D

*

$

(

&A03H

*

K

(

>;A$

*

E

(

&;

M

D

*

#

(

g363

$

图
K

!!

JOG1'J

检测第
D

代
1P'6

减数分裂

特异性基因的表达

$

!

讨
!!

论

!!

1P'6

分化自外胚层细胞#

41P'6

最早可在
#

"

#CK.

M

;

于尿囊基膜附近被发现#并于
!ICK.

M

;

到达生殖腺$

!ICK.

M

;

的胎鼠生殖嵴%生殖细胞处于减数分裂前期#而
!DCK.

M

;

生殖

嵴的
1P'6

已开始减数分裂#提示
!ICK.

M

;

的
1P'6

可能是研

究卵子发生的关键时期+

KGH

,

$因此本研究中#首要解决问题即

为分离
!ICK.

M

;

胎鼠生殖嵴$该时间段胎鼠组织体积小#平

均
K

"

H44

#且脆性极大#生殖嵴更是于显微镜下也寻找不易#

导致提取时间长#组织易污染#细胞活性减低等情况#均增加了

实验难度$参照
W3

@

3627

等+

H

,的方法将胎鼠从雌鼠子宫取出

后#置于
5,S,

高糖培养液进行生殖腺分离#减少了组织污

染#有利于保留组织细胞的活力*分离出胎鼠生殖腺后#采用弯

针去除中肾保留生殖嵴#较之使用显微镊等工具#更能将中肾

剔除干净#利于后续培养中细胞的纯化$

传统培养
1P'6

的方法均是将
1P'6

细胞接种在成纤维

细胞制备的饲养层表面#使其在饲养层表面不断生长与发

育+

$G#

#

"

,

$但该方法步骤繁琐且耗时较长$本实验采取将
!ICK

.

M

;

胎鼠生殖嵴剪碎后#直接行组织块贴壁培养#首先省去了

将组织消化为单细胞这一步骤#减少了因消化不足或消化过度

对细胞的影响*其次本方法省略了制备饲养层#降低了因饲养

层质量不稳定#而对
1P'6

培养的影响$培养
D

"

K.

后在倒置

相差显微镜下可观察到从组织块爬出
1P'6

细胞#

K

"

#.

细胞

即可生长至
#Bc

"

HBc

融合进行传代#又在培养时间上短于

传统饲养层法$本试验的直接贴壁法#较之传统的饲养层法#

不仅简化了实验步骤#又缩短了培养时间$而且通过后续

&&S:G!

%

&&S:G$

检测%

:1

染色等初步鉴定是
41P'6

$

&&S:

是一种糖蛋白#一般表达于胚胎发育早期#也可表

达于未分化的多能性干细胞#故其表达具有种属特异性+

!B

,

$

且研究发现#人类及某些灵长类
S''6

中#表达
&&S:GD

%

&&S:G$

#不表达
&&S:G!

#而其
SP'6

中
&&S:G!

%

&&S:GD

%

&&S:G$

均为阳性表达#与之不同的是小鼠
SP'6

和
S''6

表

达
&&S:G!

#却不表达
&&S:GD

或
&&S:G$

$在本研究中#分离

的
41P'6

通过流式细胞仪鉴定表达
&&S:G!

#不表达
&&S:G

$

#与小鼠
SP'6

细胞表达相似#表明本研究所培养的细胞属于

小鼠的
SP'6

$而该细胞
:1

染色阳性#结合其主要在未分化

或低分化状态的细胞中呈阳性反应的特点+

!!

,

#表明该培养方

法可使
41P'6

在保持不分化的同时#还能继续生长与增殖$

>;A$

是
1>f

转录因子家族的一员#由
1-/K=!

基因编码

产生$

>;A$

与细胞的亚全能性有关+

!I

,

#在未分化的
SP'6

%

S''6

和
,P&'6

及生殖系细胞中均有表达+

!D

,

#其表达与细胞

的功能有关#维持一定水平的
>;A$

表达对干细胞自我更新和

多能性的维持起重要作用$有研究表明#

>;A$

最早在所有卵

裂球都有表达#之后表达局限于内细胞团#在滋养外胚层和原

始内胚层则表达下调$且一旦
1P'6

启动分化#其表达立即下

调#不仅如此#

>;A$

表达的定量分析揭示#

>;A$

的表达降低#

1P'6

细胞会朝向滋养外胚层分化+

!$

,

$说明
>;A$

基因的表达

对维持
1P'6

的未分化状态具有十分重要的意义$

&A03H

是哺

乳动物生殖细胞由有丝分裂转变为减数分裂前特异表达的基

因#即系减速分裂的早期标志+

!K

,

$

g363

则为
1P'6

迁移后期

标志基因#位于人类染色体
K

`

且靠近着丝点$

g363

基因在两

性生殖细胞中特异表达#在其迁移后期到减数分裂后的生殖细

胞中均有表达+

!E

,

$

&;

M

D

即联会复合体蛋白
D

是生殖细胞减数

分裂中联会复合体侧生元件的核心部分#其表达对于第一次减

数分裂的完成具有重要作用#系减速分裂特异标志基因+

!#

,

$

而
^

M

D

是组成透明带最外层的一种硫酸糖蛋白#是卵母细胞

向生殖细胞分化发育形成初级卵母细胞%次级卵母细胞%极体

及透明带的标记物+

!H

,

$本研究中#经过细胞免疫荧光染色及

JOG1'J

检测发现#

>;A$

%

&A03H

%

g363

%

&;

M

D

%

^

M

D

均为阳性表

达#表明本研究培养的
1P'6

不仅是一种来自小鼠胚胎早期的

胚胎生殖细胞#处于未分化状态#而且可进入减数分裂
#

期$

综上所述#本试验已成功地进行了
41P'6

体外增殖培养

研究#所用组织块直接贴壁法较传统培养方法具有简单%稳定#

操作便利等优势$且通过上述鉴定#证明该方法培养后#

!E!!

重庆医学
IB!E

年
D

月第
$K

卷第
"

期



41P'6

均能表达标志多能性的
>;A$

基因及减数分裂
#

期的

几个特异标志物
&A03H

%

g363

%

&'1D

%

1̂D

$但目前尚未能进一

步证实#在体外培养下能否最终完成减数分裂$因此还需要进

一步探索适合
1P'6

生长的培养体系#期望能进一步研究体外

培养
1P'6

完成减数分裂的可能性机制#同时也为建立小鼠

SP'6

系奠定实验基础$
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