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摘　要 ：雄性哺乳动物睾丸内持续的精子发生是维持其生殖能力的必备条件。精原干细胞 (SSCs) 是精子发

生的基础，是永久分化成精子的克隆源，它既可以自我更新维持体内干细胞的数量，又可以增殖分化形成

各阶段的生精细胞直至成熟精子。现对 SSCs 分离、鉴定与培养等技术及其应用的进展进行综述，发现两

步酶消化、差异贴壁、磁珠分选等方法是体外分离与纯化 SSCs 的常用方法。特异性标志物的研究一直在

推进 SSCs 的纯化与鉴定，并仍将是 SSCs 技术的研究重点之一。培养基、血清、生长因子和饲养层在

SSCs 体外培养中至关重要，但长期培养中血清可引起 SSCs 分化的问题有待解决。在基础与临床方面的应

用中，SSCs 体外培养系统为研究精子发生过程、遗传学、雄性辅助生殖和细胞再生治疗等开辟了新的道路。
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Abstract: The continuous spermatogenesis in testis is essential to maintain the reproductive ability of male 
mammals, while the spermatogonial stem cells (SSCs) are fundamental for this process as “permanent” sources to 
form sperm clone. The SSCs can not only renew themselves to maintain the number of stem cells, but also can 
proliferate into different stages of reproductive cells from spermatogenic cells to mature sperms. By summarizing 
the current advances in the technology of isolation, identification and culture of SSCs and their applications, the two 
step enzyme digestion, differential attachment, and magnetic bead sorting were found to be the commonly used 
methods for the separation and purification of SSCs in vitro. The study of specific surface markers has been 
improving the purification and identification of SSCs, which will continue to be one of the hot topics in the SSCs-
related techniques. Culture medium, serum, growth factor and feeders were important factors in SSCs culture, but in 
the long-term culture, the SSCs differentiation caused by serum was a problem to be solved. For the applications in 
the basic and clinic medicine, the systematic SSCs methods paved new ways for the study of spermatogenesis, 
genetics, assisted male reproduction, and regeneration therapy.
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精原干细胞 (spermatogonial stem cells, SSCs) 是
位于曲细精管基膜上的一种干细胞，是精子发生的

基础，具有既能够自我更新维持其干细胞的数量，

又能够定向分化成精母细胞的特点。SSCs 的这种

双重功能保证了雄性哺乳动物可以不断地产生精

子。目前，雄性生殖的许多基础医学与临床医学问

题悬而未决，SSCs 的体外培养技术与应用的尝试
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因而一直备受关注。本文将对该领域的进展做一

综述。

1　SSCs的分化与分类

非灵长动物 SSCs 大致分为 A、B 和 In 型 3 类，

而小鼠体内 A 型精原细胞有 7 种，即 As、Apr、Aal、

A1、A2、A3 和 A4
[1]。其中，As 精原细胞被认为是

啮齿类“真正的”SSCs，属于未分化 A 型精原细

胞 [2]。形态学上，As 细胞在睾丸中位于紧贴曲细精

管基膜的部位 [3]，As 细胞可分裂成两个 Apr 细胞 [4]，

Apr 细胞进一步分裂形成由 4 个、8 个、16 个或 32
个细胞链组成的链状 Aal。Aal 型精原细胞再分裂形

成 A1 型精原细胞，后者经过连续 6 次分裂分化形

成 A2 型精原细胞。A2 型精原细胞进一步逐级分化

为 A3、A4 型精原细胞。Apr 和 Aal 精原细胞所进行

的是与生精上皮周期不同步的细胞克隆，以扩大种

群，而 A1~A4 精原细胞则是与生精上皮周期同步的

精原细胞克隆。B 型和 In 型精原细胞处在定义上的

生精阶段，是形态清晰的互相连接的细胞群。尽管

学者们在啮齿类动物的 SSCs 扩张方式上有轻微的

分歧，但都普遍认同 As 精原细胞是小鼠和大鼠睾

丸内唯一能够自我更新的精原细胞 [5-7]。与非灵长

类动物不同的是，包括人在内的灵长类生物的

SSCs 分为 Adark、Apale 和 B 型 3 种，Adark 和 Apale 型

为未分化的精原细胞。Adark 型精原细胞为储备型干

细胞，Apale 型精原细胞为自我更新型干细胞，有丝

分裂保持活跃状态 [8]。与非灵长动物相比，灵长类

SSCs 缺少 A1~A4 和 In 型 SSCs 分化过程。

2　SSCs的分离与鉴定

睾丸是雄性激素和生殖细胞形成的必需器官，

其组织包括生精小管 (seminiferous tubule，又称“曲

精小管”) 和睾丸间质，前者主要由生精细胞 (sper-
matogenic cell) 和支持细胞 (sertoli cells, SCs) 构成

( 图 1)[9]。生精细胞是精原细胞、初级精母细胞、

次级精母细胞、精子细胞和精子的总称，这些细胞

依次从基膜向管腔方向移行、成熟并进入管腔的过

程称为精子发生 (spermatogenesis)。在精原细胞中

还有一定数量的未分化干细胞，即 SSCs，它是精

子发生过程持续不断、终生不息的细胞学基础。支

持细胞分布于生精细胞之间，其作用包括支持、营

养生精细胞，促进生精细胞成熟等。生精小管之间

的睾丸间质中还含有一种分泌雄激素的间质细胞

(Leydig 细胞 )。

从下至上依次为：精原细胞(spermatogonium)、初级(前细线

期)精母细胞(preteptotene spermatocyte)、次级(粗线期)精母

细胞(pachytene spermatocyte)和精子(前体)细胞(spermatid)。
图1  睾丸支持细胞及其相连的生精细胞模型[9]

2.1　SSCs的分离

用来分离 SSCs 的动物一般取其胎儿期或性成熟

以前。小鼠出生后 4~6 d 更容易获取大量的 SSCs[10] ；

同样，牛的最适期 5~7 月龄 [11]，羊为 4 月龄 [12]，

猪为 1 月龄 [13]，也可用 9 d 的大鼠 [14] 和 1 d 的鸡 [15]

进行实验。1981 年，Meistrich 等 [16] 提出应用胰蛋

白酶组合 DNase I 对小鼠 SSCs 一步法进行分离。

随着后期研究的不断改进，更多的采用两步酶消化

法，即 1 mg/mL 胶原酶和 0.25% 胰蛋白酶消化法对

新生鼠睾丸进行消化 [17]。但其也还具有一些不足，

需在研究中不断摸索与改进，如酶消化时间、消化

不足或过度 ( 尤其是胰蛋白酶 ) 使所需细胞收获率

低 [18]。王庆忠等 [19] 对两步法的酶进行了改进，并

对大鼠的 SSCs 进行分离，取得了良好的效果；2016
年，Akbarinejad 等 [20] 进一步改进，第一步采用

1 mg/mL 胶原酶、1 mg/mL 透明质酸酶、1 mg/mL
胰蛋白酶及 0.5 µg/mL DNase 混匀 DMEM 溶液进行

消化，清洗后再用 1 mg/mL 胶原酶、1 mg/mL 透明

质酸酶及 0.5 µg/mL DNase 混匀 DMEM 溶液进行消

化。人类的 SSCs 细胞的分离也同样地采取了直接

机械法 [21] 和两步酶消化法 [22-23]。用上述方法将组

织分散后，接下来采用以下方法分离获得 SSCs。
2.1.1　差异贴壁法

该法将曲细精管细胞悬液接种于经明胶或层黏

连蛋白 (laminin) 处理过的培养器皿中，利用 SCs
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与 SSCs 贴壁速率的差异，对精原细胞进行分离。

该方法的实验条件比较简单，常被用于大鼠 [19]、小

鼠 [24] 等动物的 SSCs 分离纯化。该方法主要对原代

细胞培养产生影响，适用于早期快速获取纯度较高

的方式，且操作简单；但其纯化效果会被过度生长

的 SCs 所影响，且只能从出生后 5~6 d 的小鼠分离

SSCs，而 7 d 后不适合。

2.1.2　Percoll密度梯度离心法

该法在离心管中依次加入浓度递减的 Percoll
淋巴细胞分离液，再将待分离细胞悬液加于最上层

并离心，从而达到分离的目的。Izadyar 等 [25] 通过

对纯度为 25.5% 的牛 A 型精原细胞的睾丸细胞悬液

进行 Percoll 密度梯度离心，获得浓缩型精原细胞，

得到了纯度达 51%的A型精原细胞。最近的研究中，

用不连续的 Percoll 密度梯度法对猪的 SSCs 进行了

纯化 [26]。此外，该种方法还被用于羊 [27]、猴 [28]、人 [29]

的 SSCs 分离。Herri 等 [30] 对差异贴壁法、Percoll
不连续密度梯度离心、流式细胞分选法和免疫磁珠

分选法进行了比较，发现差异贴壁法可浓缩细胞 5.3
倍，浓缩效果比其他 3 种好，但与之比较后两者的

特异性较好。该方法基于细胞大小和重量而进行分

离，其优点是常见的实验室设备及较低成本足以执

行，但分层不清晰、操作麻烦、离心时间长，容易

造成 SSCs 的丢失，且其较低特异性也是待解决的

一个重要问题 [31]。

2.1.3　荧光激活细胞分选法(fluorescence acti-vated 
cell sorting, FACS)

FACS 是利用流式细胞仪进行的一种单细胞定

量分选技术，需用 SSCs 表面的相对特异性标志物，

利用流式细胞仪进行阴性或阳性的筛选。Liu 等 [29]

以 OCT4 为表面抗原，利用 FACS 筛选人的 SSCs

纯度达 86.7%。该方法分离细胞的纯度较高，但由

于需要特殊仪器且价格比较昂贵，并不适合常规实

验室使用。

2.1.4　免疫磁珠分选法(magnetic beads assisted cell 
sorting, MACS)

MACS 是将磁珠直接或间接偶联在抗体上，通

过抗原抗体特异性识别，使其与带有抗原的细胞相

连，在高强度、梯度磁场中通过分离磁珠将目标细

胞分离出来。最早由 Brinster 和 Avarbock[32] 提出使

用免疫磁珠分选法，以 α 整合素 (α6-integrin, ITGA6
或 CD49f) 作为表面抗原对精原细胞进行分离，分

选细胞的效率提高了 8.4 倍。后期有研究以 CD9 作

为表面抗原 [33] 和采用 CD90.2 免疫磁珠分离纯化小

鼠的 SSCs[34]。该方法的分离效率随抗原抗体亲和

力大小和可利用表面抗原的数量而变化。其不同于

FACS 分离，可对少量 SSCs 进行分析，也避免了

FACS 繁琐、严格的前处理和高要求的无菌条件，

磁珠对细胞无损伤，分选后不影响细胞活性 [35]。近

年来，使用该方法的研究者也越来越多。

为了在下文继续讨论 SSCs 标志物的相关内容

前给读者一个背景信息，表 1 罗列了研究者们在人

和啮齿类动物研究中提及的 SSCs 标志物。

各种属之间的 SSCs 表面标志物的表达情况不

完全相同，且也没有一种生物学标志是单独存在于

人或鼠等动物中的 [41]，上表单列入人或鼠中的标志

物仅仅是相应研究者的报道。虽然受很多不确定因

素的影响，目前 SSCs 似乎还没有公认的绝对特异

性标志物，但对 SSCs 表面标记的持续研究正在努

力解决这一问题。

2.2　SSCs的鉴定分析

目前大多数的 SSCs 鉴定方法都是基于其特有

表1  人和鼠的精原干细胞标志物

物种 精原干细胞标志物 文献

 CD133、CHEK2、MEAGA4、UTFI、SSEA4、CD90  [36-37] 
人 DAZL   [21]
 VASA    [23,38]
鼠 KIT、NANOS2、CDH1、 ID4、NANOS3、NGN3、PIWI12、STRA8 [36,39] 
 VASA、CD44   [24]
 PCNA、ZBTB16 [40] 
 TH2B    [17]
人和鼠 GPR125、UCHL1、THY1、CD9、LIN28、NANOG、RET、SOX3、GFRα1、    [34,36]
 ITGA6 (α6-INTEGRIN, CD49f)、ITGB1 (1β-INTEGRIN, CD29)、SSEA1    [17,36] 
 OCT4、PLZF   [17,35-36] 
 SALL4    [29]
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标志物而开展的。有研究发现 Oct4、Piwi12 和 Ngn3 
(neurogenin3) 仅在培养细胞上表达，而 GFRα1 在

SSCs 上高水平表达，证明细胞克隆主要是由 SSCs
组成的 [19]，且不同 SSCs 来源导致标志物的选取也

有所差异，寻找简单而通用的标志物是本领域较长

时期内的热点之一。

2.2.1　荧光定量PCR (qPCR)检测

qPCR 可直接检测 SSCs 基因转录产物，结果

仅由细胞本身基因的表达量所决定，能在分子水平

上较为精确地评估分选效果。以 β-actin 作为内参

基因，选择 SCs 特异表达基因 GATA4 和 SSCs 表达

基因 OCT4 和 GFRα1 作为待检测基因。该研究中

qPCR 分析结果显示，MACS 纯化 SSCs 的效率为

5.9~6.5 倍 [35]。有研究通过内参基因 GAPDH、β-actin
和干细胞的标志基因 OCT4 等基因的 qPCR 反应，

确定其所获得的 SSCs[15]。现在越来越多 SSCs 的研

究鉴定与分析采用该方法 [20]。

2.2.2　免疫细胞化学检测法

通过 SSCs 的标志基因 CD9，对细胞进免疫组

化实验，CD9 抗原与带有荧光信号的 CD9 抗体结

合产生荧光，用显微镜观察可以对进行细胞进行鉴

定 [17]。通过免疫荧光检测细胞内 GFRα1、VASA、

CD44 的表达，对培养的 SSCs 进行鉴定 [24]。ITGA6、
PLZF[17] 等标志物也有被用于该检测方法。

此外，我国研究者还用 iTRAQ 质谱法发现

GFRα1、CD49f、CD29 等已知标志物在 SSCs 中的

变化趋势与以往文献一致，同时筛选出 10 种可供

进一步研判的 SSCs 标志物 [34]。

3　SSCs的体外培养

3.1　饲养层细胞的选择

不同的饲养层细胞或滋养层细胞 (feeder layer cell)
对 SSCs 的培养具有不同的影响效果。常将原代小鼠

胚胎成纤维细胞 (mouse embryonic fibroblasts, MEFs)、
小鼠成纤维细胞 (SIM mouse embroy-derived thiogua-
nine and ouabian resistant, STO)、小鼠睾丸间质细胞

(mouse testicular stromal, MTS)、SCs 等细胞用丝裂

霉素处理后作为饲养层用于 SSCs 的培养。有研究

用 STO、MEFs、牛的 SCs 和层黏连蛋白这 4 种不

同的饲养层对牛的 SSCs 进行培养，发现 STO 能提

供 SSCs 更良好的生长环境 [42]。在人 SSCs 细胞的

培养中用 MEFs[43] 和 SCs[29] 也是可行的。早期对

C57BL/6 小鼠的研究认为 MTS 能代替 MEFs，但单

从这一实验结果尚不足以确认两者的优劣 [44]。不同

的饲养层及不同来源的 SSCs 细胞是影响体外培养

SSCs 自我更新与增殖的重要因素 [45]，因此，在实

验中应根据不同来源的 SSCs 选择合适的饲养层

细胞。

3.2　SSCs的血清培养基

2005 年，Kanatsu-Shinohara 等 [46] 研究发现，高

浓度血清可以促进 SSCs 的生长，但同时也刺激了

饲养层 SCs 的生长。在羊的 SSCs 实验中，1% 的

血清培养基比高浓度血清更利于细胞增殖 [47]。

Aoshima 等 [48] 用血清替代物 KSR (knockout serum 
replacement) 与血清进行 SSCs 的培养研究。SSCs
的血清培养基也是 SSCs 培养研究的一个焦点。

3.3　SSCs的细胞因子

Lee 等 [49] 研究表明，SSCs 的自我更新过程中

需要多种细胞因子的相互作用，但相互作用机制相

当复杂。目前，常用 DMEM/F12、DMEM、MEMα
为基础培养基，同时根据实验需求添加相应的细胞

因子，常用因子有以下几种。

3.3.1　干细胞因子(stem cell factor, SCF)
SCF 又称为 c-kit 配体，对 SSCs 体外增殖具有

一定的作用。刘茜等 [50] 研究指出，可在培养液内

加入 40 g/L 的 SCF 与 2 g/L 全反式维甲酸 (all trans 
retinoic acid, RA)，以促进 SSCs 的体外增殖。

3.3.2　胶质细胞源性神经营养因子(glial cell line-
derived neurotrophic factor, GDNF)

GDNF 与 SSCs 细胞膜上的 GFRα1 结合形成

GDNF-GFRα1 复合物，结合并活化 RET，并进一

步激活 MAPK、SFK 和 PI3K-AKT 信号通路，进而

调节 SSCs 的自我更新和分化 [51]。Wang 等 [52] 研究

提出，在 SSCs 培养初期高浓度的 GDNF (20 ng/mL)
有利于细胞的增殖，低浓度 (4 ng/mL) 有利于后期

稳定培养，后期研究用 20 ng/mL GDNF 与 1 000 U/mL
白血病抑制因子 (leukemia inhibition factor, LIF) 可
促进小鼠的 SSCs 增殖也证明了这一结论。

3.3.3　成纤维细胞生长因子(basic fibroblast growth 
factor, bFGF)

bFGF 在 SSCs 的体外培养中也是必不可缺的。

Wu 等 [53] 的研究表明，在培养基内添加 25 ng/mL 
bFGF 及其他因子能够使小鼠 SSCs 在体外持续增殖

超过 120 d。Momeni-Moghaddam 等 [15] 采用 15 ng/mL 
bFGF 也取得了良好的效果。

3.3.4　白血病抑制因子(LIF)
LIF 能够抑制干细胞体外分化，Momeni-Mog-
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haddam 等 [15] 采用 15 ng/mL LIF 使细胞持续增殖。

红景天多糖联合 LIF、GDNF 也能使 SSCs 增殖 [54]。

3.3.5　其他因子

除上述辅助因子之外，根据实验需求可加入乳

酸盐和丙酮酸盐以及一些其他的常用添加剂，如非

必需氨基酸、β- 巯基乙醇、转铁蛋白等营养物质对

SSCs 的体外存活和增殖有重要作用。

4　SSCs的应用

4.1　在基础医学中的应用

在营养物、药物及环境污染物等因素对雄性生

殖作用的研究中，SSCs 可作为良好的靶细胞或研

究材料。睾丸是硒蛋白的重要靶组织之一 [55-56]。在

研究硒蛋白 V (selenoprotien V) 在精子发生过程具

有某种重要功能中，SSCs 是重要的靶细胞。Livera
等 [57] 对啮齿动物维生素 A 缺乏或过多的研究表明，

维生素 A 对雄性生殖系统的发育和正常维持是必需

的。锌在各种生物活动中扮演重要角色。锌是一个

重要的微量元素，在生殖细胞的修护、精子发生发

展和精子运动中都起着重要的作用 [58]。SSCs 除了

自我更新和分化外，还能在潜在自我重编程去分化

过程中获得全能性 [59]。基于这种特性，有实验将小

鼠 SSCs 转化为心肌细胞、内皮细胞、血液细胞、

胰岛细胞 [60]，或是将人的 SSCs 转化为成骨细胞、

神经细胞和胰岛细胞 [43]。

4.2　在临床医学中的应用

关于 SSCs 的临床研究逐渐增多。1994 年，

Brinster 和 Avarbock [32] 第一次提出 SSCs 移植技术。

为了继续该研究的临床应用，通过构建基因突变，

如 W 突变小鼠 [61]，或经白消安 [62] 等诱导实验处理

得到无生育能力的雄性动物，再尝试用 SSCs 移植

来恢复其生育能力。SSCs 移植是鉴定和评估 SSCs
活性的金标准 [63]，但是这种方法还存在技术上的挑

战，有待进一步的研究与探索。此项技术的发展对

于雄性不孕不育的治疗，以及濒危动物的保护等都

有着非常重要的意义。李俊涛等 [64] 发现养精胶囊

提取液促进了 SSCs 的增殖及活性，这可能为养精

胶囊在临床上治疗不育症提供了理论依据。添加 β-
甘油磷酸钠、地塞米松、维生素 C、胰岛素、碱性

成纤维细胞生长因子条件培养液诱导培养 SSCs 提
示，SSCs 在一定的诱导条件下具有成骨能力，有

望为骨组织工程学研究提供种子细胞 [65]。这些工作

显示 SSCs 在再生医学中具有良好的应用前景。

5　小结与展望

随着 SSCs 研究领域新实验技术和方法的应用，

越来越多的营养素、基因、调节蛋白及生长因子不

断被发现与 SSCs 增殖和分化密切相关。SSCs 的研

究逐渐成为生殖健康领域中的热点和重点，SSCs
有可能通过诱导和重编程在体内分化为其他全能性

细胞，表明 SSCs 具有很大的潜能与可塑性，具有

可转分化为肝干细胞及其他细胞的能力。SSCs 体
外培养就可直接转分化，不需外源基因驱动，安全

性更高。同时 SSCs 来源于患者自身组织时，可以

减少免疫排斥反应。现阶段小鼠的 SSCs 在体外能

完成生精过程，并培养出精子，并且该项技术在其

他物种体外培养中也逐渐发展，包括猫甚至人类。

通过细胞移植、组织培养等方式，SSCs 分化为精

子细胞和成熟精子的体外实验逐步发展，这对临床

研究和治疗等再生医学领域具有重要价值。SSCs
增殖分化的基因调控机制尚不明确，调控因子是通

过哪种信号转导发挥其调节作用依然不是很确定，

这些都需要进一步的深入研究，从而为动物克隆、

无精男性不育症及人类某些遗传性疾病的基因治疗

与研究提供新的方法和途径。
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