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曲细精管片段培养法和混合细胞共培养法
对小鼠生精细胞的增殖分化效应

汪存利１，姜　宏１，孙静波２

　　［摘要］　目的　探讨曲细精管片段培养法和混合细胞共培养法对体外培养生精细胞的增殖、分化效应。方法　采用曲
细精管片段培养法和生精细胞支持细胞共培养法对７～８ｄ小鼠生精细胞进行体外培养，通过细胞形态学观察、细胞存活率
和精母细胞特异性基因Ｐ１９、单倍体精子细胞特异性基因ＴＰ１检测及染色体倍性分析，比较两种培养法生精细胞的存活、增殖
以及分化情况。结果　两种培养方法均可见生精细胞增殖，Ｐ１９／ＴＰ１比值呈降低趋势，并可获得少量带鞭毛的精子细胞和长
形精子，但共培养法生精细胞增殖速度及存活时间均优于片段法。体外培养各阶段，共培养法所获细胞数和存活率及单倍体

精子细胞形成率均显著高于片段培养法（Ｐ＜０．０５）；Ｐ１９／ＴＰ１比值显著低于组织片段培养法（Ｐ＜０．０５）。结论　生精细胞支
持细胞共培养法的细胞增殖速度、存活率、存活时间及单倍体精子细胞形成率均优于曲细精管片段培养法，是较为理想的小

鼠生精细胞体外培养方法。
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　　生精功能障碍患者由于精子发育阻滞，无法获
得具有父系遗传物质的子代，易对患者夫妇造成较

大心理负担，并引起一系列伦理道德问题。有研究

证实，通过体外培养使生精细胞脱离体内不利的病

理环境，可能使生精细胞的增殖和分化进程重新启

动，进一步发育成为单倍体精子细胞甚至成熟精子，
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再通过卵细胞胞浆内显微授精技术可使该类患者获

得父本遗传的后代［１３］。哺乳动物精子发生是在曲

精细管微环境内进行的一个复杂过程［４５］。自２０世
纪初哺乳动物生精细胞开始体外培养以来，生精细

胞体外培养有着较大发展，但始终没有一种培养方

法能获得令人满意的单倍体精子细胞的转化率［６９］。

本研究采用曲细精管片段培养和生精细胞支持细
胞共培养法对小鼠生精细胞进行体外培养，通过细

胞形态学观察、细胞存活率和精母细胞特异性基因

Ｐ１９、单倍体精子细胞特异性基因 ＴＰ１检测及染色
体倍性分析，试图获得一个稳定、高效的生精细胞
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体外培养体系，为非梗阻性无精子症的临床治疗提

供理论和实验基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物　７～８ｄ雄性昆明小白鼠４只，体重
（４．８７±０．３６）ｇ，由安徽医科大学实验动物中心提
供（实验动物合格证号：３４０００２０００３１０）。
１．２　实验试剂和仪器　改良的 Ｅａｇｌｅ培养基（Ｓｉｇ
ｍａ，美国）、胎牛血清和 ０．２５％胰蛋白酶ＥＤＴＡ
（Ｇｉｂｃｏ公司，美国）、卵泡刺激素（ＦＳＨ）（Ｓｅｒｏｎｏ公
司，瑞士）、Ｐ１９和 ＴＰ１试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔ公司，南
非）。基础培养液：ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋５０ＩＵ／ＬＦＳＨ＋１
μｍｏｌ／ＬＴ＋１０％ＦＢＳ＋１００ＩＵ／ｍＬ青霉素 ＋１００
μｇ／ｍＬ链霉素。实验所需仪器主要包括：ＩＸ７１倒置显
微镜、ＳＺＸ１０解剖显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）、Ｆｏｒｍａ
３１３１ＣＯ２培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ，美国）、ＰＣＲ扩增仪（ＡＰＰＯ
ＬＯ，ＵＳＡ）、ＣＷＣＪ１Ｆ超净工作台（苏州安泰公司，中
国）、ＥＰＩＣＳＸＬＭＣＬ流式细胞仪（Ｂｅｃｋｍａｎ，ＵＳＡ）。
１．３　曲细精管片段培养法　无菌获取４只７～８ｄ
雄性昆明小鼠的双侧睾丸，并将其切成约１ｍｍ３的
组织碎块，以间距０．５ｃｍ左右均匀分布于底部湿润
的培养瓶中（２５ｍＬ斜颈细胞培养瓶以２０～３０块为
宜）。将斜颈培养瓶倒置于３４℃，５％ＣＯ２，１００％饱
和湿度培养箱中约４ｈ。待组织块贴壁后正置培养
瓶，再缓慢向瓶底注入基础培养液，２４ｈ后显微镜
下观察曲细精管贴壁情况。

１．４　混合生精细胞与支持细胞共培养法　将上述
小鼠睾丸组织块移入离心管，加入１０倍体积１ｇ／Ｌ
胶原酶Ⅳ，混匀，３７℃消化１０～１５ｍｉｎ，１０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ（离心半径９ｃｍ），弃上清，加入２．５ｇ／Ｌ
胰蛋白酶（含０．０２％ＥＤＴＡ）和１．５ｇ／Ｌ透明质酸酶
各２ｍＬ，３７℃下消化５～１０ｍｉｎ，细胞筛过滤制成单
细胞悬液，调节细胞密度至５×１０６／ｍＬ，接种于２５
ｍＬ斜颈细胞培养瓶中。置３４℃，５％ＣＯ２，１００％饱
和湿度培养箱，每４８ｈ更换培养液，每２４ｈ观察、记
录细胞生长情况。

１．５　形态学观察和计数　镜下（×４００）随机计数
３００个细胞，记录生精细胞数量，取计数３次的平均
值，计算生精细胞百分率（％）＝生精细胞数／被计
数细胞总数×１００％。
１．６　生精细胞存活率检测　生精细胞悬液经
０４％台盼蓝溶液染色后用 Ｍａｋｌｅｒ精子计数板计数
总生精细胞数和非着色生精细胞数，３ｍｉｎ内完成，
取计数３次的平均值。生精细胞存活率（％）＝非
着色生精细胞数／总生精细胞数×１００％。

１．７　生精细胞阶段特异性基因检测　取培养各阶
段待测生精细胞悬液，采用半定量 ＲＴＰＣＲ法检测
Ｐ１９和ＴＰ１（具体操作按说明书进行）。通过 Ｐ１９／
ＴＰ１间接判断粗线期精母细胞向圆形精子细胞的转
换情况。

１．８　染色体倍性分析　取培养各阶段待测生精细
胞悬液，７０％冷乙醇处理１２ｈ以上，碘化丙碇（ＰＩ）
室温避光作用１５ｍｉｎ，流式细胞仪进行染色体倍性
检测。

１．９　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行
统计学处理。计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，组间比较采用ｔ检验；定性数据以百分率（％）表
示，组间比较采用 χ２检验；Ｐ＜０．０５表示差异有统
计学意义。

２　结　果

２．１　两种培养法生精细胞生长发育形态学观察　
与片段培养法相比，混合细胞共培养法生精细胞增

殖速度快，存活时间长（表１）。

表１　两种培养法生精细胞生长发育比较

生精细胞生长形态 片段培养法 共培养法

支持细胞形成单层 ５ｄ后 ２～３ｄ后
次级精母细胞出现 ７ｄ ３～４ｄ
圆形精子细胞出现 １０～１２ｄ ５～７ｄ
长形精子细胞出现 １３～１４ｄ ８～１０ｄ
支持细胞开始脱落 １５～１７ｄ １５～１８ｄ
所有细胞几乎凋亡 ３周后 ４周后

２．２　不同培养方法对生精细胞的增殖分化效应　
２．２．１　生精细胞数和存活率比较　随体外培养时
间的延长，两组的生精细胞数和存活率均呈下降趋

势，而混合细胞共培养法在各培养时间获得的生精

细胞数和细胞存活率均显著高于曲细精管片段培养

法（Ｐ＜０．０５，表２）。
２．２．２　生精细胞阶段特异性基因表达分析　随时
间延长，两组 Ｐ１９／ＴＰ１比值均呈降低趋势，且支持
细胞生精细胞共培养法显著低于组织片段培养法
（Ｐ＜０．０５，表３），提示随着培养时间的延长，两种培
养法单倍体精子细胞转化率均逐渐增高，但共培养

法的转化率要显著高于片段培养法。

２．２．３　流式细胞仪（ＦＣＭ）细胞倍体分析　培养１０
ｄ后两种培养法单倍体精子比例均随培养时间延长
而逐渐递增，而共培养法在各培养阶段获得的单倍

体精子细胞比例均显著高于曲细精管片段培养法

（Ｐ＜０．０５，表４）。
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表２　两种培养方法不同培养阶段生精细胞数和存活率比较（ｘ±ｓ）

项目 方法 培养４ｄ 培养１０ｄ 培养１５ｄ 培养２０ｄ

细胞数（×１０６／ｍＬ） 片段培养法 ４．２２±０．８３ ２．５３±０．５２ １．９８±０．９３ ０．６６±０．７１
共培养法 ６．０１±１．１８ ４．８４±０．７３ ２．８５±１．０２ １．７４±０．４７

存活率（％） 片段培养法 ９２．５４±０．６９ ７１．３２±０．９１ ５７．４３±０．６２ １０．５３±０．４７
共培养法 ９５．８７±０．９１ ８５．７２±０．６６ ７２．２８±０．４８ ４８．９３±０．３９

　注：与曲细精管片段培养法同期比较，Ｐ＜０．０５

表３　两种培养方法不同培养阶段 Ｐ１９／ＴＰ１比较（ｘ±ｓ）

组别 培养５ｄ 培养１０ｄ 培养１５ｄ 培养２０ｄ

片段培养法 ８．０６±０．５９４．２６±０．４７３．９１±０．５４１．５９±０．４２
共培养法 ４．１３±０．７１１．９２±０．２３１．３４±０．６３０．９２±０．３１

　注：与曲细精管片段培养法同期比较，Ｐ＜０．０５

表４　两种培养方法不同培养阶段单倍体精子细胞
比例（％，ｘ±ｓ）

组别 培养４ｄ培养１０ｄ 培养１５ｄ 培养２０ｄ

片段培养法 ０ ８．３３±０．４２ １１．２４±０．７２１２．３６±０．３２
共培养法 ０ １９．１４±０．５９２７．２２±０．４６３０．２５±０．２２

　注：与曲细精管片段培养法同期比较，Ｐ＜０．０５

３　讨　论

哺乳动物生精细胞体外培养始于２０世纪２０年
代，主要经历了组织培养、曲细精管片段培养和混合

细胞培养等发展阶段［６，１０］。早期生精细胞体外培养

主要是部分睾丸组织培养，但该法不能明确精子发

生所必需的条件以及睾丸组织中生精细胞与支持细

胞之间的相互作用，且大块组织培养易因组织缺氧

导致大片坏死，生精细胞存活率较低，目前已很少

采用。

曲细精管片段培养是将曲细精管进行简单的物

理分离或酶消化法处理后，对获取的曲细精管碎片

进行培养，该培养方法基本上保留了睾丸组织的原

有结构，能在体外模拟体内的微环境，充分利用了生

精细胞与支持细胞的相互作用，避免了因缺氧导致

的组织大片坏死，有利于启动生精细胞增殖分化。

该法成功的关键取决于曲细精管碎片的大小和酶消

化处理的程度［１１］。

２０世纪７０年代发明了重力沉降法分离各种生
精细胞，使单独培养各阶段生精细胞成为可能。由

于生精细胞的增殖分化需支持细胞提供支持和营

养，该法因缺乏支持细胞，生精细胞存活时间较短。

随后学者们采用物理和酶消化方法处理睾丸组织，

将纯化后的生精细胞种植于支持细胞饲养层上，使

得生精细胞与支持细胞在体外培养过程中重新建立

联系，由于预先对生精细胞进行纯化，便于鉴定体外

培养过程中各阶段生精细胞，为研究支持细胞在生

精细胞体外增殖、分化中的作用、精子细胞发生的分

子机制以及生精细胞减数分裂的相关调节因素提供

了条件［１２１３］。但该法实验条件要求较高，过程繁

琐，且难以获得纯度较高的各级生精细胞。

支持细胞是睾丸的主要基质细胞，在生精细胞

体内发育过程中参与血睾屏障的组成，对精子的发
生、成熟、分化、获能和受精等方面均起重要作

用［１４］。在生精细胞体外培养中添加支持细胞作为

饲养层，可使生精细胞体外培养环境与体内精子发

生的微环境更为相似，有利于延长生精细胞的体外

存活时间，提高精子的分化率。

本研究采用的曲细精管片段培养法和混合细胞

（支持细胞生精细胞）共培养法均为支持细胞存在
下的生精细胞培养模式。ＲＴＰＣＲ结果显示，随着
培养时间的延长，粗线期精母细胞特异基因 Ｐ１９与
单倍体精子细胞特异基因 ＴＰ１的比值逐渐降低，表
明精母细胞向单倍体细胞的转化率逐渐增高；ＦＣＭ
细胞倍体分析结果也表明，随着培养时间的延长，两

种培养法的单倍体细胞占比逐渐增高。与曲细精管

片段培养法相比，混合细胞共培养法获得的细胞数

更多，细胞存活率和单倍体精子细胞转化率更高，二

者之间的差异显著 （Ｐ＜０．０５），且单倍体精子细胞
特异表达基因ＴＰ１在第５天即有表达，提示混合细
胞共培养法优于曲细精管片段培养体系。

本研究还发现，生精细胞体外培养到３～４周，
大量支持细胞开始退化，生精细胞也随之脱落、凋

亡。结果提示虽然生精细胞在与支持细胞共培养的

条件下可增殖、分化，但支持细胞在体外的存活、传

代时间是有限的，随着支持细胞的退化、凋亡，生精

细胞亦失去了生长和分化所需要的营养和细胞因

子，不能在体外长时间保持增殖分化能力。因此，今

后仍需探寻更加理想的饲养层细胞，建立更加稳定、

高效的生精细胞体外培养体系。

（下转第５９６页）
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是ＯＧＴＴ餐后ＡＵＣ０－３ｈ观察疗效，结果表明ＧＬＰ１在
各给药组升高均比安慰剂组显著，并且在 １００和
２００ｍｇ组改变显著，说明此剂量范围内有较好的治
疗改善作用。

胰岛素和Ｃ肽等比例释放，研究中胰岛素和 Ｃ
肽具有显著性差异的改变主要集中在 １００和 ２００
ｍｇ给药组（表４、５）。证实了１００和２００ｍｇ的药物
能有效促进胰岛素和Ｃ肽释放。

血糖控制是糖尿病治疗的最终目标，降低血糖

可以降低对靶器官的损害，减少并发症的发生，因此

降血糖作用是疗效评价的重要指标。本研究中５０
ｍｇ组对空腹血糖降低显著，而１００ｍｇ组在空腹血
糖、餐后３ｈ血糖、ＯＧＴＴ后血糖 ＡＵＣ０－３ｈ均有显著
降低，说明１００ｍｇ剂量组作为推荐剂量的优势。以
上结果表明，本研究采用的 ＤＰＰⅣ抑制剂在 ５０～
２００ｍｇ剂量范围内是安全的，耐受性良好，似可推
荐１００ｍｇ为Ⅱ期临床试验剂量。
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