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小鼠睾丸支持细胞的分离培养与鉴定

杨君杰，刘善荣，杨　玲，王凤玫，任传路，胡凯猛，刘厚奇

（第二军医大学基础医学部组织胚胎学教研室，上海２００４３３）

［摘要］　目的：分离培养小鼠睾丸支持细胞并进行鉴定。方法：取１８～２０ｄ雄性小鼠的睾丸，酶消化法原代培养。用ＲＴ

ＰＣＲ的方法克隆带有锌指结构域的支持细胞基因ＳＥＲＺ，与ｐｃＤＮＡ３．０连接后构建重组质粒ｐｃＤＮＡ３．０ＳＥＲＺ。用ＫｐｎⅠ和

ＸｂａⅠ分别酶切质粒ｐｃＤＮＡ３．０ＳＥＲＺ，获得线性化模板进而合成探针。原位杂交检测ＳＥＲＺｍＲＮＡ在培养细胞中的表达；用

ＲＴＰＣＲ的方法检测雄激素结合蛋白（ＡＢＰ）在支持细胞中的表达。结果：支持细胞多为多边形，核呈三角形或不规则形，染

色浅，核仁明显，细胞完全铺开，成膜状，相邻细胞之间交织连接，细胞纯度为（８５．１±２．５）％。ＳＥＲＺｍＲＮＡ在培养细胞的胞

质中高水平表达。ＲＴＰＣＲ结果表明我们分离的支持细胞能够表达ＡＢＰｍＲＮＡ。结论：我们成功分离和鉴定了小鼠睾丸支

持细胞，纯度为（８５．１±２．５）％。
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　　文献［１，２］报道可以从胚胎干细胞起源的类胚体中

分离到类原始生殖细胞，然后移植到睾丸获得精子细
胞。但在这两个实验中存在着共同的问题，胚胎干细
胞进行随机分化，分化概率较低且不稳定，难以作为
一种稳定的模式来研究生殖细胞发生分化的机制。
而支持细胞是睾丸生精小管中的上皮细胞，为精子发
生提供微环境，在精子发生中起主要作用［３，４］。因此，
我们拟把胚胎干细胞与支持细胞共培养，在体外诱导
分化出精原细胞，从而建立一种胚胎干细胞向生殖细
胞分化的稳定模型并探讨其中可能的机制。

　　本实验是该研究的初期工作，主要是分离和培
养支持细胞，并检测支持细胞的特异性基因ＳＥＲＺ
的表达，同时还检测了支持细胞的一种分泌性功能
蛋白———雄激素结合蛋白（ａｎｄｒｏｇｅｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏ

ｔｅｉｎ，ＡＢＰ）的表达。

１　材料和方法

１．１　细胞和试剂的来源　ＩＣＲ小鼠，雄性，１８～２１
ｄ龄，购自第二军医大学实验动物中心。ｐｃＤＮＡ３．０
质粒和大肠杆菌ＤＨ５α为本教研室保存；小量柱式
离心组织／细胞总ＲＮＡ抽提试剂盒（上海华舜生物
科技有限公司）、３ＳＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉｐｒｅｐＫｉｔＶ３．１、３Ｓ
ＤＮＡＧｅｌＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔＶ３．１（上海中科英达生物
科技有限公司）；限制性内切酶 ＫｐｎⅠ和 ＸｂａⅠ
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（ＰｒｏｍｅｇａＣｏｒｐａｒａｔｉｏｎ）；Ｔ４ＤＮＡ连接酶（Ｆｅｒｍｅｎ
ｔａｓ，ＭＢＩ）；日常 ＤＮＡ电泳琼脂糖（ＴＹＰＥＡ，ｅｌｅｃ
ｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｇｒａｄｅ，Ａｍｒｅｓｃｏ）；溴化乙锭（ＥＢ，Ａｍ
ｒｅｓｃｏ）；γＤＮＡＭａｒｋｅｒ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ，ＭＢＩ）；高效感受
态细菌制备试剂盒（上海生工试剂公司，Ｓａｎｇｏｎ）；

ＡｇａｒＡ（Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｉｃａｌ，ＢＢＩ）；胰蛋白胨、酵母提取
物（ＯＸＯＩＤ，Ｅｎｇｌａｎｄ）；氨苄青霉素（１０ｍｇ／ｍｌ，上海
生工生物工程技术服务有限公司，Ｓａｎｇｏｎ）；甘油
（ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｇｒａｄｅ，Ａｍｒｅｓｃｏ）；胎牛血清（ＦＢＳ，

５６℃３０ｍｉｎ灭活，杭州四季青生物工程材料有限公
司）；ＤＭＥＭ、０．２５％ 胰蛋白酶ＥＤＴＡ（ｈｉｇｈｇｌｕ
ｃｏｓｅ，Ｇｉｂｃｏ）；Ｌ谷氨酰胺（ｈｉｇｈｐｕｒｅｇｒａｄｅ，Ａｍｒｅｓ
ｃｏ）；碱性磷酸酶标记的抗地高辛抗体（Ｂｏｈｒｉｎｇｅｒ
Ｍａｎｎｈｅｉｍ）。

１．２　支持细胞原代培养　支持细胞原代培养主要
参照 Ｗｅｌｓｈ和 Ｗｉｅｂｅ［５］的方法，略加改变，以下各步
操作均在无菌条件下进行。处死１８～２０ｄ的雄性
小鼠，取出睾丸，剥除被膜，含抗生素的ＤＨａｎｋｓ液
洗３次，并切碎。胰酶与胶原酶按１１的比例消化

１２～１５ｍｉｎ后，经７５μｍ的滤网过滤，含１５％胎牛
血清的ＤＭＥＭ 培养液洗细胞２次，以每皿５×１０５

个细胞的密度接种至１００ｍｍ培养皿中。含１５％胎
牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液、ＣＯ２培养箱（饱和湿度；

９５％ 空气５％ ＣＯ２；３７℃）培养。２４ｈ后换液。以
后每３～４ｄ换液１次。

１．３　组织和细胞总ＲＮＡ提取　用小量柱式离心
组织／细胞总ＲＮＡ抽提试剂盒。取５μｌ总ＲＮＡ进
行１％甲醛变性凝胶电泳，电泳结果可见２８Ｓ、１８Ｓ
２条清晰完整的带，证实所提取的总ＲＮＡ无降解。
将总ＲＮＡ用适量ｄｄＨ２Ｏ稀释后于紫外分光光度
计扫描测定，Ｄ２６０／Ｄ２８０稳定在１．８～２．２之间，表明
所提取之总ＲＮＡ质量较好。

１．４　引物设计与合成　ＰＣＲ引物用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉ
ｅｒ５．０设计并由博亚生物有限公司合成。ＳＥＲＺ
（２９１ｂｐ）：５′ＧＧＧ ＧＴＡ ＣＣＣ ＴＣＡ ＧＣＡ ＴＣＣ
ＴＣＴＴＣＧＴＣＣＴＣ３′，５′ＧＣＴＣＴＡＧＡＡＡＧＣ
ＴＣＴＣＣＡＴＧＴＡＣＴＣＣＴＴＣＧＴ３′。上游引物
的酶切位点为ＫｐｎⅠ，下游引物的酶切位点为Ｘｂａ
Ⅰ（见下划线）。ＡＢＰ（３２４ｂｐ）：５′ＣＴＣＧＧＣＴＣＡ
ＣＡＧＴＡＧＧＣＴ３′，５′ＧＣＡＧＧＴＣＣＡＣＡＴＣＡＣ
ＡＧＴＴＴ３′。

１．５　ＲＴＰＣＲ　两步法 ＲＴＰＣＲ，第一步：逆转录
反应。反应体系参考说明书，条件如下：４２℃，３０
ｍｉｎ；９９℃，５ｍｉｎ；５℃，５ｍｉｎ。第二步：ＰＣＲ反应。
反应体系参考说明书，条件分别如下：ＳＥＲＺ：９４℃，５

ｍｉｎ；９４℃，３０ｓ；６０℃，３５ｓ；７２℃，４０ｓ；共３０个循
环。ＡＢＰ：９４℃，５ｍｉｎ；９４℃，３０ｓ；６０℃，３５ｓ；７２℃，

４０ｓ；共３０个循环。最后延伸温度为７２℃，１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物在加有ＥＢ２．０％琼脂糖凝胶中进行电泳，
以紫外凝胶扫描仪ＦＲ２００观察结果并拍照。

１．６　连接与转化　取９０μｌＲＴＰＣＲ产物经１％琼
脂糖凝胶电泳（含ＥＢ０．５μｇ／ｍｌ；电压５０Ｖ）分离出
目的条带，在紫外灯上切下含目的条带的凝胶，用

３ＳＤＮＡＧｅｌＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔＶ３．１回收、纯化目的
片段。用限制性内切酶 ＫｐｎⅠ和 ＸｂａⅠ双酶切

ｐｃＤＮＡ３．０载体质粒和目的片段。分别回收、纯化
双酶切后的载体片段和目的片段，方法同前。用

Ｔ４ＤＮＡ连接酶重组连接双酶切载体片段和目的片
段，形成ｐｃＤＮＡ３．０ＳＥＲＺ重组质粒。用上述重组
质粒转化大肠杆菌ＤＨ５α。

１．７　重组质粒的鉴定　涂有重组质粒转化菌的琼
脂平板上选择分散良好的单克隆菌落，挑至３ｍｌＬＢ
培养基（含氨苄青霉素６０μｇ／ｍｌ）中，３７℃振荡摇
床，２００～３００ｒ／ｍｉｎ，培养过夜（１２～１６ｈ）。用３Ｓ
ＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉｐｒｅｐＫｉｔＶ３．１抽提质粒，操作方法见
说明书，最后用３０μｌｄｄＨ２Ｏ溶解质粒ＤＮＡ。取１０

μｌ重组质粒做双酶切鉴定。若双酶切鉴定表明重组
成功，则进行保种与保存。

１．８　测序　以Ｔ７／ＳＰ６为通用引物，由上海生工生
物工程技术服务有限公司测序。测序结果用

ＤＮＡＳｔａｒ软件与目的ＤＮＡ序列比对。

１．９　地高辛标记体外制备ＲＮＡ 探针　用ＫｐｎⅠ和

ＸｂａⅠ分别酶切质粒ｐｃＤＮＡ３．０，用３ＳＤＮＡＧｅｌＰｕｒｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎＫｉｔＶ３．１纯化线性 ＤＮＡ，以此为模板合成

ＲＮＡ探针。标记程序按照Ｒｏｃｈｅ公司ＤｉｇＲＮＡ 标
记试剂盒操作方法进行。以线性质粒ｐｃＤＮＡ３．０／

ＫｐｎⅠ为模板，ＳＰ６ＲＮＡ聚合酶催化合成反义链ＲＮＡ
探针；以线性质粒ｐｃＤＮＡ３．０／ＸｂａⅠ为模板，Ｔ７ＲＮＡ
聚合酶催化合成正义链ＲＮＡ探针。

１．１０　原位杂交鉴定支持细胞　所有杂交用器皿均
严格按无ＲＮＡａｓｅ方法处理。（１）细胞预处理：室
温下，将细胞爬片用４％多聚甲醛固定１０ｍｉｎ，０．１
ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗３×５ｍｉｎ；０．１ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸／ＰＢＳ
处理５ｍｉｎ；０．４％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００／ＰＢＳ洗１５ｍｉｎ；

０．１μｇ／ｍｌ蛋白酶Ｋ３７℃消化３０ｍｉｎ；４％多聚甲醛
冲洗５ｍｉｎ；０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗２×３ｍｉｎ；０．２５％
乙酸酐（０．１ｍｏｌ／Ｌ三乙醇胺配制）１０ｍｉｎ；２×ＳＳＣ
冲洗１０ｍｉｎ。（２）杂交处理：将切片用灭菌滤纸吸
干，并将其放入杂交缓冲液（探针至终浓度０．５μｇ／

ｍｌ）中，４３℃保温１２～１６ｈ。４×ＳＳＣ３７℃漂洗１５
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ｍｉｎ；２×ＳＳＣ３７℃漂洗３０ｍｉｎ；１×ＳＳＣ３７℃漂洗

１５ｍｉｎ；０．５×ＳＳＣ３７℃漂洗１５ｍｉｎ；０．１ ×ＳＳＣ
３７℃漂洗１５ｍｉｎ。（３）检测：上述细胞用０．０５ｍｏｌ／

ＬＰＢＳ洗３×５ｍｉｎ，加入碱性磷酸酶（ＡＫＰ）标记的
地高辛抗体，室温湿盒１ｈ；用０．０５ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗

４×５ｍｉｎ；ＴＳＭ１冲洗２×５ｍｉｎ；ＴＳＭ２冲洗２×５
ｍｉｎ；ＮＢＴ和ＢＣＩＰ显色液中，室温暗处显色６ｍｉｎ。

０．０５ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗２×５ｍｉｎ，终止反应。本实验设
置２种阴性对照：（１）杂交前用１００μｇ／ｍｌＲＮａｓｅＡ，

３７℃预处理细胞１ｈ；（２）加正义探针进行反应，其余
步骤与加反义探针的样本相同。结果判定：４００倍
光镜下随机选择视野，计数２００个细胞以上，计算支
持细胞原位杂交阳性细胞百分率。

２　结　果

２．１　原代培养　培养８ｈ后，用倒置相差显微镜观
察，此时细胞变大，折光性强。２４ｈ后细胞贴壁，相
邻细胞交织连接，细胞呈镶嵌状排列，细胞间隙较大
且不规则。此后胞质逐渐增大，折光性减弱。３～４
ｄ后细胞铺成膜状单层，细胞间隙变小，呈圆形或椭
圆形。４～６ｄ细胞完全铺开。细胞多为多边形，有
较大核仁，其形态和胞质面积不再改变（图１）。

图１　相差显微镜下的支持细胞

Ｆｉｇ１　Ｓｅｒｔｏｌｉｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒ
ｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×１００）

２．２　ＲＴＰＣＲ　１％琼脂糖凝胶电泳显示，ＳＥＲＺ
ＲＴＰＣＲ产物为２９１ｂｐ，ＡＢＰＲＴＰＣＲ产物为３２４
ｂｐ，分别与预期扩增片段长度相符，应是我们的目的
片段（图２）。

２．３　重组质粒的酶切鉴定　ｐｃＤＮＡ３．０载体插入
片段 ＳＥＲＺ 测序结果用 ＤＮＡＳｔａｒ与小鼠 ＳＥＲＺ
ｍＲＮＡ蛋白编码区序列比对，结果１００％符合。重
组质粒双酶切后，一条较短的片段与预期ＤＮＡ片
段的长度（２９１ｂｐ）相符；较长一条与双酶切的ｐｃＤ
ＮＡ３．０质粒（约５．４ｋｂ）等长（图３）。

图２　ＲＴＰＣＲ产物的电泳分析

Ｆｉｇ２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ
１：ＳＥＲＺ；２：ＡＢＰ；Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

图３　ｐｃＤＮＡ３．０ＳＥＲＺ重组质粒的酶切鉴定

Ｆｉｇ３　Ｄｉｇｅｓｔｉｖｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐｃＤＮＡ３．０ＳＥＲＺ
Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１：ｐｃＤＮＡ３．０ＳＥＲＺ；２：ｐｃＤＮＡ３．０ＳＥＲＺ／

ＫｐｎⅠ＋ＸｂａⅠ

２．４　ＲＮＡ 探针的制备　第２泳道为反义探针，第

３泳道为正义探针，大小为１５４ｂｐ左右（图４）。

２．５　原位杂交鉴定　反义探针的检测结果为阳性
杂交信号，胞质深蓝色，胞核不着色；阴性对照未见
阳性信号，胞质、胞核均不显色（图５）。支持细胞原
位杂交阳性细胞率为（８５．１±２．５）％。

图４　ＲＮＡ探针

Ｆｉｇ４　ＲＮＡｐｒｏｂｅｓ
１：Ｔｅｍｐｌａｔｅｓ；２：Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｏｂｅｓ；３：Ｓｅｎｓｅｐｒｏｂｅｓ
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图５　原位杂交鉴定支持细胞

Ｆｉｇ５　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＳｅｒｔｏｌｉｃｅｌｌｓｂｙｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ
Ａ，Ｂ：ＳＥＲＺ ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ；Ｃ，Ｄ：ＳＥＲＺ ｎｅｇａｔｉｖｅｃｅｌｌｓ；Ａ，

Ｃ：×１００；Ｂ，Ｄ：×４００

３　讨　论

　　支持细胞有较多的分离和培养方法，但一致认

为支持细胞的培养成功主要取决于两个方面：细胞

活性与目的细胞的纯度［６］。我们在实验中发现，在

从组织分离的过程中，用胰酶与胶原酶按１１的比

例消化１２～１５ｍｉｎ后，直接过滤，这种方法对细胞

的活性影响较小，最大限度的保持了细胞体内生长

的活性；在细胞原代培养时，我们在文献［５］报道的基

础上避开了低渗处理，结果表明这种处理方法也有

效地保持了细胞的活性，且杂细胞比例与传统方法

无明显差别。在此基础上我们分离获得的支持细胞

既维持了较高的活性，又拥有较高的纯度，这为下一

步工作奠定了基础。

　　本研究从形态和功能两个水平对培养的支持细

胞进行了鉴定。从形态上看，我们分离培养的支持

细胞多为多边形，完全铺开，有较大核仁，这符合支

持细胞的典型特征。此外，最新文献［７］报道ＳＥＲＺ

在调控支持细胞功能和激素代谢中起重要作用，是

鉴定支持细胞的特异性基因。原位杂交结果表明我

们分离的支持细胞高表达ＳＥＲＺ基因。从功能上

看，雄激素结合蛋白是支持细胞的一种分泌性蛋白，

通过维持睾丸和副睾中较高的雄激素水平来调节精

子发生和精子成熟［８］，也是支持细胞功能和血睾丸

屏障形成的一个生化标志物［９］。ＲＴＰＣＲ结果表明

我们分离的支持细胞能够表达ＡＢＰｍＲＮＡ。

　　本研究成功地分离了支持细胞，为支持细胞和

胚胎干细胞共培养的研究奠定了基础。
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