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摘要: 精原干细胞( spermatogonial stem cells，SSCs) 是雄性动物体内唯一可以将遗传信息遗传给后代的成体干

细胞，具有自我更新和分化为精子的能力。对于小鼠而言，随着精原干细胞体外培养体系的逐渐建立和完善，

人们不仅对精原干细胞自身的增殖和分化调节机制有了较深入的了解，同时也发现了精原干细胞在再生医学

和转基因动物领域具有其独有的优越性，目前的研究结果已经可以通过安全的途径将小鼠精原干细胞诱导转

变为和胚胎干细胞功能相似的多能性干细胞，同时也实现了通过异体移植精原干细胞的方式来制作转基因小

鼠和大鼠。这些研究结果让人们看到了精原干细胞对人类再生医学和制作大型转基因动物具有巨大的应用潜

力。本文将对通过诱导精原干细胞获得的多能性干细胞的研究现状及其用于制作大型转基因动物所面临的问

题和可能的解决途径加以概述和总结。
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Abstract: Spermatogonial stem cells ( SSCs) have the ability of self － renewal and differentiation and are
the unique adult stem cells in males that can transmit genetic messages to offspring． The establishment and
gradual improvement of culture systems for SSCs in mice not only allow a good understanding of regulatory
mechanisms underlying proliferation and differentiation of SSCs，but also suggest that SSCs have unique advan-
tages in regenerative medicine and generation of transgenic animals． It might be safer to convert SSCs to em-
bryonic stem cells － like pluripotent germ line stem cells，compared to virus vector transduced induced pluri-
potent stem ( iPS) cells． Attempts have been made to produce transgenic mice and rats by allogenic transplan-
tation of SSCs． This review will discuss current research progress of pluripotent germline stem cells，and chal-
lenges and possible solutions of producing large domestic transgenic animals using those stem cells．
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1 精原干细胞的发育过程

对于雄性哺乳动物而言，精原干细胞的形成经历了一个复杂的发育过程。当精子与卵子结合形成

受精卵，受精卵经过卵裂发育成囊胚，再由囊胚发育为内胚层、中胚层和外胚层。生殖干细胞起源于外

胚层，一些外胚层细胞从尿囊出发迁移到生殖脊，在此处发育为原始生殖细胞( PGCs) 。原始生殖细胞

被支持细胞( Sertoli 细胞) 的前体细胞包围，形成精索( seminiferous cords) 。精索形成后，PGCs 随着形态

的变化而发育成为性原细胞( gonocytes) ，性原细胞在动物出生后，逐渐发育为精原干细胞［1］。对于人类

而言，在出生后约 2 个月时性原细胞开始逐渐发育为精原干细胞［2］，而小鼠在出生后 6 d 左右就开始此

过程［3 － 4］。精原干细胞具有自身决定的自我更新和分化的能力［5］。精原干细胞通过自我更新产生新的

精原干细胞，精原干细胞经过逐级分化可形成精母细胞( spermatocyte) ，精母细胞经过减数分裂可形成

雄性配子———精子。精原干细胞的自我更新和分化几乎伴随着雄性个体的终生，因此精原干细胞是雄

性哺乳动物唯一能向子代传递遗传信息可自我更新的二倍体体细胞。

2 多能性生殖干细胞的研究进展

多能性生殖干细胞是指具有多向分化潜能类似胚胎干细胞( ES － like 细胞) 的生殖干细胞，具有和

胚胎干细胞相似的基因表达水平、体外分化潜能和嵌合体生成能力［6 － 7］。正常情况下，生殖干细胞只具

有单能性，只会向精子方向定向分化形成雄性的配子。但在体外长期培养的情况下，有极少数精原干细

胞会自发发生去分化，重新获得胚胎干细胞的特性并能保持正常的核型。
2003 年日本科学家 Shinohara［8］首次获得了长期体外培养小鼠精原干细胞的培养体系，随后在

2004 年，他便从刚出生的小鼠的睾丸里分离出精原干细胞并通过在体外长期培养获得了多能性生殖干

细胞，他们称这种细胞为 ES － like 细胞，这种细胞形成之后可以用小鼠胚胎干细胞培养液进行传代培

养，在外型上与小鼠胚胎干细胞相似，并具有分化为多种类型细胞的能力，可形成畸胎瘤和通过胚胎注

射获得生殖系转移的后代，从而首次证明了这种多能性生殖干细胞具有和胚胎干细胞相似的分化潜力［6］。
在 2006 年，Guan 等［7］用成体小鼠的精原干细胞获得了 ES － like 细胞并再次证实了这种细胞的多

能性和嵌合体生成能力。之后研究人员更是对多能性生殖干细胞的研究推向到人和其他物种。2008
年，Conrad 等［9］的研究表明可以从人成体睾丸里分离和富集精原干细胞，之后用含有 LIF 或 LIF + GD-
NF 的培养液培养 3 ～ 4 周即可获得多能性生殖干细胞，这些多能性生殖干细胞与人的胚胎干细胞一样

都高水平表达 STAT3、CD9、KLF4、OTEX 和 VASA，然而前者的 POU6F1 和 DAZL 的表达量要高于后

者，而后者的 OCT4、SOX2、e － cadherin、NANOG 和 GDF3 表达量又明显高于前者，说明这些多能性生殖

干细胞与人的胚胎干细胞之间还存在一定的差异性，虽然体内实验可以形成畸胎瘤，表明其在体内具有

分化为多种组织的能力，但是否具有真正意义上的多能性还有待证实。
对于猪、牛和羊等大动物的精原干细胞的体外培养而言，目前主要通过用小鼠的培养体系或对其进

行改良期望找到在体外长期培养的方法体系［10 － 12］。但物种之间存在差异性，小鼠的培养体系尚不能满

足大鼠及仓鼠精原干细胞的培养要求［13 － 14］，使得此方法体系运用于大动物精原干细胞的培养进展比较
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( 1) 将精原干细胞转变为多能性生殖干细胞，对基因组修饰后通过胚胎注射和移植，获取转基因后代; ( 2) 精原干

细胞在体外培养，对基因组修饰后，注射到受体公鼠睾丸内，通过交配，获得转基因后代。
( 1) Spermatogonial stem cells are converted into pluripotent germline stem cells，for which genomic DNA can be modi-

fied and then used to obtain transgenic offspring by embryo injection and transplantation． ( 2) Spermatogonial stem cells are
cultured in vitro and then genome is modified． These cells are injected into the testis of recipients to generate transgenic off-
spring by mating the recipients with normal female mice．

图 1 精原干细胞用于制作转基因动物的途径

Fig． 1 Ways to generate transgenic animals using spermatogonial stem cells

缓慢。另一方面当前对精原干细胞自然转变为多能性生殖干细胞的机制了解得不多，尤其是大动物真

正多能性胚胎干细胞系尚未建立，培养体系不成熟，也限制了除小鼠之外的大动物多能性生殖干细胞的

研究进展。

3 精原干细胞和多能性生殖干细胞用于生产转基因动物

小鼠和大鼠胚胎干细胞分离和培养的成功使得人们可以在体外对胚胎干细胞在基因水平上进行改

造，通过同源重组和基因打靶技术使得制作转基因动物成为可能，然而运用胚胎干细胞制作转基因动物

目前还仅局限于小鼠［15］和大鼠［16］。对于猪、牛和羊等大型哺乳动物，由于目前其胚胎干细胞建系还处

于探索阶段，尚未获得真正意义上的多能性胚胎干细胞，从而阻止了使用此方法来构建大型转基因动物。
通过核移植和 DNA 原核显微注射法也可以制作转基因动物，但由于此技术效率极低，对基因组改

造也十分困难，外源基因整合的随机性可使动物发育异常或不健康，使得此方法用于制作大型转基因动

物有明显的局限性。
近几年来，随着诱导多能性干细胞( iPS 细胞) 的出现，使得制作转基因动物又获得了一个新的途

径。对于小鼠而言，iPS 细胞和胚胎干细胞具有相近的基因表达水平、体外分化能力和嵌合体生成能

力［17］。然而当前 iPS 细胞的安全性和效率问题仍未得到很好的解决，诱导过程中涉及的外源基因的整

合可能会破坏基因组的功能，胚胎注射生成的后代能否发育正常以及能否实现生殖系转移也将影响运

用此方法制作转基因动物的效率。同时对于大型哺乳动物而言，其获得的诱导多能性干细胞是否具有

多能性，目前还缺乏可以做对照标准的胚胎干细胞，用于做转基因动物还需要不断的探索。
运用精原干细胞来制作转基动物可以克服以上 3 种方法的不足之处，并且已在小鼠和大鼠上获得

成功［18 － 21］。精原干细胞可以通过 2 种方式来获得转基因动物，一种是在体外培养使其逐渐转变为多能

性生殖干细胞，再对多能性生殖干细胞进行基因组修饰，通过胚胎注射的方法获得含有生殖系转移的后

代，再经过杂合体后代之间交配，从而获得纯种的转基因后代( 图 1) 。目前在小鼠方面此方法仅有嵌合

体后代的报道，尚无对多能性生殖干细胞进行基因组改造来产生转基因后代［6 － 7，22］。另一种方法是通

过精原干细胞移植的方法来制作转基因后代，这种方法得益于小鼠及大鼠精原干细胞体外长期培养体
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系的建立以及睾丸注射方法［23 － 24］的产生，从而能够在体外对精原干细胞进行长期培养，使得对其进行

基因组改造得以实现，对将基因组改造后的精原干细胞进行药物筛选后，注射到除去内源精原干细胞的

小鼠的睾丸的曲细精管内，启动外源精原干细胞的精子发生过程，与雌鼠交配后即可获得杂合体后代，

再通过杂合体之间的交配就可获得纯种的转基因或基因敲除后代。
精原干细胞用于制作转基因动物在小鼠和大鼠上的成功，使得人们看到有希望运用此方法来获得

大型哺乳类转基因动物。然而运用此方法制作大型转基因动物，目前还比较困难。主要有两方面的原

因，一方面是目前还没有体外长期培养大动物精原干细胞的理想培养体系，使得较难获得充足的基因组

改造后的可供异体移植的精原干细胞。另一方面是对精原干细胞向多能性生殖干细胞自然转变的机制

知之甚少，自然转变的时间较长，不太容易控制大型动物精原干细胞体外的培养条件使之倾向于向多能

性生殖干细胞转化。
然而近年来随着对精原干细胞的深入研究，对 SSCs 自身的自我更新及分化的调节机制有了较深入

的了解。GDNF 被认为是调节精原干细胞增殖及分化的最为关键的生长因子，通过激活 Ras /ERK1 /2
信号通路，来促进精原干细胞的增殖［25］。BMP4 通过下调 cdh I 和上调 kit 基因使得精原干细胞粘附性

下降和趋于分化［26］。而 ERK1 /2 信号通路和 BMP4 对小鼠胚胎干细胞的作用却刚好相反，这些研究表

明精原干细胞与胚胎干细胞在维持自我更新方面存在很大不同。这些结果有利于研究精原干细胞向多

能性生殖干细胞自然转变的机制。同时精原干细胞在大型动物猪、牛和羊实现了异体移植。这些研究

都为通过精原干细胞的方法制作大型转基因动物奠定了基础，相信在未来几年内这方面研究会有突破

性进展。

4 小 结

生殖干细胞正在以其独有的特性吸引着人们越来越多的关注。这是由于生殖干细胞在实际应用上

存在其它类型的细胞所不具有的优点。对于生产转基因动物而言，尤其是大型哺乳类动物( 如猪、牛和

羊) ，将目的基因整合到生殖干细胞里，供体可以不断地产生含目的基因的精子，从而与雌性个体交配，

可以源源不断地产生转基因后代，可以提高转基因效率，对提高畜牧业生产和制作医学上大动物模型有

重大意义。
诱导多能性生殖干细胞不仅可以用于制作转基因动物，更可以用于再生医学治疗人类组织损伤或

功能缺陷性疾病。胚胎干细胞具有分化为各种组织细胞的潜能，可以很好地被用于再生医药，然而胚胎

干细胞来自于胚胎，用于人类疾病治疗存在伦理道德和法律的约束。iPS 细胞有望成为胚胎干细胞的

替代品用于再生医药，从而克服胚胎干细胞所存在的伦理道德问题。然而，当前通过体细胞诱导获得的

iPS 细胞，需要外源基因的插入，存在不安全性，要实现临床应用还需要较长的时间。生殖干细胞很好

的避开了这些问题，近年来的研究表明生殖干细胞可以在体外的培养条件下自然转化为类胚胎干细胞，

不需要任何外源的转录因子的参与。因此对生殖干细胞的研究，无疑会加快转基因动物及再生医药的

发展，并提高运用干细胞对人类疾病的临床治疗的可行性。
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