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生长因子作为细胞体外培养和在体细胞生长及增殖必

需的调节因子，一直被广泛的关注。业已证明干细胞因子

（EA,- F,(( 78BA’/，EF7）、白血病抑制因子（(,GH8,-;8 ;=@;.;A’/<
I8BA’/，JK7）和碱性成纤维细胞生长因子（LM8;B 7;./’.(8MA
N/’OA@ 78BA’/，.7N7）具有刺激细胞增殖的作用［! P 5］，但大都是
对单一因子进行研究。本实验探讨用这三种生长因子的不

同组合观察对小鼠精原干细胞增殖的作用，以期定性和定量

的探讨出体外培养初期三种因子对小鼠精原干细胞生长的

影响，为小鼠精原干细胞系的建立奠定基础。

( 材料和方法

()( 材料

()()( 酶和试剂：QR:R培养基、胎牛血清、非必需氨基酸、

!0巯基乙醇、丙酮酸钠购自 NKLFS LTJ公司，胶原酶 K&、胰蛋
白酶、透明质酸酶、维生素 D、F、:、噻唑蓝（R66）、二甲基亚
砜（QRES）购自 EKNRD公司，U,/B’((为 U@8/-8B;8公司产品，J
（ V）谷氨酰胺购自中国医药公司。
()()* 实验动物：3 P "日龄的雄性昆明小白鼠，解放军军需
大学实验动物中心提供。

()* 方法

()*)( 分离纯化小鼠精原干细胞：无菌收集 3 P "W雄性小
鼠睾丸，加入适量 ULE将生精小管吹散，静置 4-;= 后弃上
清。加入 !->X-J胶原酶在 13Y、4ZFS$ 条件下作用 !4-;=
（期间晃动数次）后去上清，重复上述过程一次。加入 ![4->X
-J透明质酸酶和 %[$4Z胰蛋白酶同样条件下作用 4 P
!%-;=；14%目尼龙网过滤制成单细胞悬液。将单细胞悬液置
于 U,/B’((密度梯度（按 ![%#!、![%4!、![%5!、![%1!、![%$!依次
叠加）的最上层，$%%> 离心 $%-;=［4］。吸取梯度在 ![%1! 和

![%5!之间的细胞小带加入 ULE稀释，!%%%/X-;=离心 1-;=，
弃上清，重新加入 ![4-J 培养液吹起，调整细胞密度至 !%4

个X-J。每次实验干细胞纯度均在 34Z以上。

()*)* 精原干细胞培养：将 $%%"JX孔 细胞悬液接种于 2#孔
培养板中，实验分 3组，每组设 #个重复，置于 15Y、4ZFS$、

!%%Z湿度条件下培养。待 $5@细胞贴壁后，除对照组外，各
组分别加入事先配置好的不同生长因子的培养液。每隔 "
P !$@观察细胞的存活及分裂增殖情况。在加入生长因子

3$@和 !$%@后对各组进行 R66检测。各组中生长因子的浓
度及其配置见表 !，三因子组合实验分组见表 $。

表 ( 含不同浓度生长因子精原干细胞培养液的配制

+,&-. ( +/. 01--10,2314 15 6.7386 0142,34349 7355.:.42

9:1;2/ 5,021: ;32/ 7355.:.42 0140.42:,2314

F’=B,=A/8A;’= ’I >/’OA@ I8BA’/

X（=>X-J）

N/’G\M

! $ 1 5 4 # 3

EF7 4 !% $% 1% 5% !%%

JK7 %[! ! 4 !% $%

.7N7 %[! ! 4 !% $% 4% !%%

()*)< R66 检测：%[$4Z胰蛋白酶消化单层培养细胞，用

QR:R培养液制成单细胞悬液，以 !%1 P !%5 个X孔的密度接
种于 2#孔培养板中；13Y、4Z FS$ 及 !%%Z湿度条件下培养

1 P 4W后，每孔加入 R66溶液（4->X-J）$%"J，13Y孵育 5@，终
止培养，弃上清。每孔加入 !4%"J QRES，振荡 !%-;=。选择

52%=-波长，在酶联免疫检测仪上测定各孔的光吸收值，记
录结果。以时间为横轴，光吸收值为纵轴，绘制细胞生长曲

线。



表 ! 组合实验中生长因子的浓度

"#$%& ! "’& ()*(&*+,#+-)* ). /,)0+’ .#(+),1 ()2$-*#+-)*

!"#$%#&’(&)"# "* +’",&- *($&"’

.（#+./0）

1’"234

5 6 7 8 9 : ; < = 5> 55 56 57 58 59 5:

?!@ > > > > 9 9 9 9 7> 7> 7> 7> 5> 5> 5> 5>

0A@ > 9 5> 6> > 9 5> 6> > 9 5> 6> > 9 5> 6>

B@1@ > 9 5> 6> 9 > 6> 5> 5> 6> > 9 6> 5> 9 >

34!45 统计学分析：用 CDEF?A!软件和 ?GFGA?GA!软件进行
单因素方差分析、正交实验设计、多因素方差分析、相关回归

分析、非线形估计检验。

! 结 果

!43 不同浓度的三种因子体外培养小鼠精原干细胞的6""
检测结果

加入 ?!@ ;6-后，HGG检测结果显示，剂量组与对照组之
间、各剂量组之间活细胞数量均有显著差异（! I >J>9）。其
中 7>#+./0剂量组的 KL值显著高于其它各组（! I >J>9）；体
外培养 56>-后，方差分析显示各组间 KL值差异极显著（! I
>J>5），其中 6>、7>、8>#+./0剂量组的活细胞数量明显高于其
它各组（! I >J>5）。

图 5 不同浓度的 ?!@体外培养小鼠精原干细胞的 HGG检测结果

@)+M5 HGG N%O%N "# ??! ,)&- P)**%’%#& $"#$%#&’(&)"# "* ?!@ )# $2N&2’%

加入 0A@的小鼠精原干细胞在体外培养 ;6-及 56>-后
进行 HGG检测。结果显示，;6-时方差分析表明各组与对照
组差异不显著（! Q >J>9），9、5>#+./0剂量组的 KL值略高于
其它组；体外培养 56>-时，方差分析显示 5>、6>#+./0剂量组
与对照组之间差异显著（! I >J>9）。

图 6 不同浓度的 0A@体外培养小鼠精原干细胞的 HGG检测结果

@)+M6 HGG N%O%N "# ??! ,)&- P)**%’%#& $"#$%#&’(&)"# "* 0A@ )# $2N&2’%

体外培养 ;6-时，加入 B@1@ 的小鼠精原干细胞经 HGG

检测，方差分析表明各组与对照组差异不显著（! Q >J>9），
6>、9>#+./0剂量组的活细胞数量略高于其它各组；体外培养
56>-时，各因子组与对照组差异极显著（ ! I >J>5），其中
6>#+./0剂量组与 9> #+./0 剂量组 KL 值明显高于其它各
组，多重比较结果显示差异显著（! I >J>9）。

图 7 不同浓度的 B@1@体外培养小鼠精原干细胞的 HGG检测结果

@)+M7 HGG N%O%N "# ??! ,)&- P)**%’%#& $"#$%#&’(&)"# "* B@1@ )# $2N&2’%

!4! 三种因子不同浓度的不同组合体外培养小鼠精原干细
胞的6""检测结果
加入三种因子不同浓度的组合后，细胞培养 56>- 时

HGG检测，经多元回归分析表明：?!@与 B@1@对小鼠精原干
细胞增殖的影响显著（! I >J>5），相关系数 "?!@ R >J77> 和

"B@1@ R >J96>；根据所得的方程（图 8）求出在这种条件下，?!@
的最佳作用剂量是 5:#+./0；B@1@的作用效果呈线性变化
（图 9），在这种条件下，其作用效果随 B@1@的剂量增高而上
升。而 0A@ 对小鼠精原干细胞增殖的影响不显著（ ! Q
>J>9），逐步回归分析将其淘汰。?!@与 B@1@的交互作用显
著（! I >J>5）。综合作用效果见图 :。

图 8 三因子体外培养 ??! 56>- ?!@作用的非线形估计趋势图

@)+M8 G-% #"#DN)#%(’ &’%#P "* ?!@ %**%$& "# ??! (*&%’ 56>- $2N&2’%P

,)&- &-% $"/B)#(&)"# "* ?!@，0A@ (#P B@1@（#+./0）

99;:期 尹 明等：体外培养条件下 ?!@、0A@与 B@1@对昆明白小鼠精原干细胞增殖的影响



图 ! 多因子体外培养 ""# $%&’ ()*)作用的多元回归趋势图

)+,-! .’/ 0123+42/56/,6/77+89 36/9: 8; ()*) /;;/<3 89 ""# =;3/6 $%&’

<12316/: >+3’ 3’/ <80(+9=3+89 8; "#)，?@) =9: ()*)（9,A0?）

图 B 体外培养 ""# $%&’时多因子组合的作用趋势

)+,-B .’/ /;;/<3 8; ""# <12316/: =;3/6 $%&’ >+3’ "#)，

?@) =9: ()*) <80(+9=3+89（9,A0?）

! 讨 论

使小鼠精原干细胞在体外无限增殖且保持未分化状态

是建立小鼠永生化细胞系的前提和基础。在体外培养过程

中，一般添加一种到两种生长因子［B］以维持细胞的存活。考

虑到细胞在体内处于精确而复杂的微环境，组织和细胞的稳

态机制是由细胞因子网络控制，本实验将与小鼠精原干细胞

在体内存活有关的 "#)、?@)和 ()*)三种生长因子添加到培
养液中发现，三种因子单独和联合作用均对小鼠精原干细胞

的增殖产生影响。

"#)及其 <5C+3受体在小鼠精子发生和精原干细胞（"4/65
0=38,89+=2 "3/0 #/22，""#）的增殖A分化中具有至关重要的作
用，已有报道 "#)能够显著促进精原干细胞的增殖［D，B］。本
实验也证明了这一点，当浓度低于 E& 9,A0?时，活细胞的数
量随着 "#)浓度的增加而上升；但当 "#)增至 $&&9,A0?时其
促增殖效果反而减弱，推断其原因可能为：在 "#)从低到高
浓度变化过程中，"#)与 <5C+3之间的特异性结合激活多种蛋
白激酶，通过多条途径诱导目的基因的表达，产生最大的细

胞增殖反应［F，G］；当 "#)达到一定的阈值水平时，细胞膜上全
部的 <5C+3受体都被结合，再多的 "#)也无法继续发挥这种生
物学效应；而这些 "#)可能又和培养介质中的物质或胞外、
胞膜上的其它物质结合，从而诱发了抑制细胞分裂物质的活

性，或激活了细胞内一些潜在的负调控因子，使某些蛋白酪

氨酸激酶与 <5C+3的偶联能力显著减弱，最终导致细胞增殖的
下降。?@)能够使 H*#7和前精原细胞增殖并抑制其分化，在
本实验中 ?@)同样可以促进 ""#的增殖，表明 ""#有着象它
们祖先———H*#7对 ?@)一样的感受性，因为 H*#7可以表达
一种 ?@)受体，即使在无饲养层的情况下，?@)也可以与受体
相结合从而发挥其生物学作用。这也和 ?@)有可能抑制精
原干细胞凋亡的说法相辅相成，已有研究发现，?@)可以直接
抑制 H*#7的凋亡［I，$&］，表明 ?@)在生殖细胞的发育中可能存
在另外一种新的影响机制，当然也不排除作用于精原干细胞

的可能。同样，加入 ()*)的 ""#在体外培养 $%&’后，%&9,A
0?和 !& 9,A0?的剂量组都呈现出很好的生长态势，表明 ()5
*)也增强了小鼠精原干细胞的有丝分裂能力。
在本研究中，三种因子组合的作用效果不是累加的，也

不是完全相互抑制。体外培养 $%&’ 精原干细胞的增殖对
"#)和 ()*)呈剂量依赖性。"#)的效应值呈一条曲线，开始
时随着 "#)浓度的增加细胞增殖加快，当 "#)超过某一浓度
时，细胞的增殖反而受到抑制，这和 "#)单一作用小鼠精原
干细胞时的效果相似。所不同的是，在三种因子共同作用的

环境中，"#)达到最佳作用效果的浓度只是单一作用时的一
半，即 "#)为 $B9,A0?时 ""#的增殖达到颠峰。J)*)则与小
鼠精原干细胞的增殖显示出一种正向的量效规律。交互作

用结果显示，"#)与 ()*)的作用是相互促进、彼此加强的。
也就是说，在本实验中，当 "#)为 $B9,A0?时，()*)的作用剂
量越大，促增殖的效果就越显著。可以得出这样的结论，在

小鼠精原干细胞体外培养的早期，"#)与 ()*)联合加入优
于单因子的作用效果，因为只要向培养液中加入很少的剂量

就能比单因子更显著地促进小鼠精原干细胞的增殖。从结

果中看出 ?@)的加入本实验中未有明显的量效关系。此结
果尚需以后的实验来证实，?@)在细胞增殖和分裂的早期或
更晚一些时候是否发挥着特定的生物学作用还需要进一步

探讨。

"#$#"#%&#’（参考文献）

［ $］ K’3= L，M808,+:= N，O8’0=/ N !" #$ - P/,12=3+89 8; 4682+;/6=3+89

=9: :+;;/6/93+=3+89 +9 74/60=38,89+=2 73/0 </227：3’/ 682/ 8; %5&’" =9:

+37 2+,=9: "#)- (!)!$*+,!-"，%&&&，()*（$&）：%$%! Q %$E$
［ %］ )/9, ? R，P=S+9:6=9=3’ T，OU0 V- "3/0 </22 ;=<386A<5C+3 1456/,15

2=3/7 <U<2+9 OE =9: 468083/7 </22 <U<2/ 468,6/77+89 S+= 3’/ 4’875

4’8+987+3+:/ E5C+9=7/A4F& "B C+9=7/ 4=3’>=U +9 74/60=38,89+=- . /’*$

01!, %&&&，)*+（EE）：%!!F% Q %!!FB
［ E］ T+C828S= O，V=63+98S= M，"/+:/973+<C/6 V !" #$ - ?/1C=/0+= +9’+(+386U

;=<386 73+012=3/7 4682+;/6=3+89 8; 46874/60=38,89+=2 73/0 </227- 2!+3*4

5!3"’$ (!)，$IIF，,：F$F Q F%$
［ D］ )/9, ?R，#’/9 M，O/33+9 ? !" #$ - */9/6=3+89 =9: ’- )’"3* :+;;/6/93+5

B!F 生 物 工 程 学 报 $G卷



!"#$% $& ! ’()*+!"$,$%#!- .)-- -#%)/ !"#$%"$，0110，!"#（2231）：450 6

452
［ 2］ 7)-- 8，9:;#%# <，9:;#% 9 $& ’( / 7#+#!% =#*:’ >1 -!*,) ":+$* !%"#?

,)% #’ :%!;-) "$ "*!%’&$*+ +$:’) )+;*@$%#. &#;*$;-!’"’ -!.A#%, "@() B

#%’:-#%?-#A) ,*$C"D &!."$* *).)("$* / )*+" ,’&( -"’. !"# / ! -，B554，

"$（04）：BB0BE 6 BB00B
［ F］ 9$’’# G，H$-.# 7，I-;!%)’# 8 $& ’( / J$--#.-)?’"#+:-!"#%, D$*+$%) #%?

K:."#$% $& ’"))- &!."$*（78J）+9LI #% <$:’) ’)*"$-# .)--’ !%K ’"#+:-!?

"#$% $& HLI ’@%"D)’#’ #% ’()*+!"$,$%#! ;@ ’$-:;-) 78J/ 0$1+( 2#+(，

B554，%&&（B）：F3 6 E>
［ E］ MNILO P <（张学明），QIR Q P（赖良学），QR H P（李德雪）$&

’( / 7)(!*!"#$% !%K G:*#&#.!"#$% $& <$:’) 7()*+!"$,$%#!- 7")+ 8)--’/

-"&’ -%’&+3#"’( !"#$%"$4（解剖学报），0111，’%（4）：042 6 043
［ 3］ SD"! N，T$+$,#K! U，H$D+!) U $& ’( / 9),:-!"#$% $& (*$-#&)*!"#$%

!%K K#&&)*)%"#!"#$% #% ’()*+!"$,$%#!- ’")+ .)--’："D) *$-) $& "?5#& !%K
#"’ -#,!%K 78J/ H)=)-$(+)%"，0111，%!#（B1）：0B02 6 0B4B

［ 5］ <!"’:# T，V$A’$W H，L#’D#A!C! 7 $& ’( / X&&)." $& ’"))- &!."$* !%K -):?

A!)+#! #%D#;#"$*@ &!."$* $% +:*#%) (*#+$*K#!- ,)*+ .)--’ #% .:-":*)/

L!":*)，B55B，’&’：E21 6 E20
［B1］ G)’.) I，J#-#((# 8，9$’)%"D!- X $& ’( / <!-#,%!%" &#;*$:’ D#’"#$.@"$+!

&$--$C#%, ;$%) +!**$C "*!%’(-!%"!"#$% &$* !.:") -):A)+#!/ 6*’%47(’%&

)*+"，B554，!&（4）：0055 6 041B

())*+,- .) /01，231 456 7181 .5 9.:-* /;*<=4,.>.5?4@ /,*= 0*@@- A<.@?)*<4,?.5 !" #!$%&

TRL <#%,B，0! QR H)?P:)B，4
B（89’*&$*3’4&$* /%#1$*4#&: +; )<-，=>’%?">9% 1211BF，=>#%’）

0（=>#%$4$ ,’&#+%’( @93’% A$%+3$ =$%&$*，2$#B#%? B11BEF，=>#%’）
4（-"’.$3: +; C#(#&’*: C$.#"’( !"#$%"$，2$#B#%? B11B32，=>#%’）

B7-,<4+, VD) (*)’)%" ’":K@ #K)%"#&#)K "D) &!=$*!;-) )%=#*$%+)%" .$%K#"#$%’ &$* 7()*+!"$,$+#!- ’")+ .)--’ #% 1#&*+ !..$*K#%, "$
"D)#* :%#Y:) ;#$-$,#.!- (*$()*"#)’ / VD*)) ,*$C"D &!."$*’，’")+ .)-- &!."$*（78J），-):A)+#! #%D#;#"$*@ &!."$*（QRJ）!%K ;!’#. &#?
;*$;-!’" ,*$C"D &!."$*（;JOJ）C)*) !-- &$:%K "$ #%K)()%K)%"-@ .$%"*#;:") "$ "D) (*$-#&)*!"#$% $& +$:’) ’()*+!"$,$%#!- ’")+ .)-- /
VD) ()*.)%"!,) $& .)-- (*$-#&)*!"#$% ’#,%#&#.!%"-@ )%D!%.)K ;@ 78J !" 41 %,Z+Q ;:" K).*)!’)K C#"D D)#,D")%#%, #"’ .$+;#%!"#$% !&?
")* .:-":*)K B01 D$:*’ / VD) +#.) ’()*+!"$,$%#!- ’")+ .)--’ C)*) ’#,%#&#.!%"-@ (*$-#&)*!")K !&")* B01 D$:*’’.:-":*) C#"D B1 %,Z+Q
!%K 01 %,Z+Q（) [ 1\1B）$& QRJ，;)"C))% 01 %,Z+Q !%K 21 %,Z+Q（) [ 1\1B）&$* ;JOJ/ 78J !%K ;JOJ C)*) ’#,%#&#.!%"-@
)%D!%.)K +#.) ’()*+!"$,$%#!- ’")+ .)--’ (*$-#&)*!"#$% !&")* "D)’) "D*)) &!."$*’ .$+;#%!"#$%/ J$* QRJ，%$ $;=#$:’ )&&)." C!’ !;?
’)*=)K/

C*D E.<6- ’()*+!"$,$%#!- ’")+ .)--，(*$-#&)*!"#$%，,*$C"D &!."$*，.:-":*) #% 1#&*+

9).)#=)K：1F?B4?0110

VD#’ C$*A C!’ ’:(($*")K ;@ O*!%" &*$+ L!"#$%!- L!":*!- 7.#)%.) J$:%K!"#$% $& 8D#%!（L$/45EE122>）/

! 8$**)’($%K#%, !:"D$* / V)-：3F?B1?FE334440；J!]：3F?B1?3FE3B14F；X?+!#-：

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

@#%+#%,)*^D$"+!#- / .$+

本 期 广 告 索 引

企 业 版 位 企 业 版 位

I+)*’D!+ _#$’.#)%.)’公司 封底 北京五洲东方科技公司 中心彩插!
9$.D)诊断公司 封二 ‘RQXT公司 中心彩插"
I,#-)%"公司 封三 宁波新芝生物科技公司 文后黑白插!
G*$+),!公司 文前彩插!、" 上海保兴生物设备公司 文后彩插!

北京博朗特科技有限公司 文前彩插# 常州三环生物工程公司 文后彩插"
江苏达森集团 文前彩插$ G*$+),!公司 文后黑白插"

上海理工大学高机公司 文前彩插% 上海联环生物工程公司 文内黑白插#
镇江东方生物工程公司 文前彩插& 云南旺源生物科技有限公司 文后彩插#

E2EF期 尹 明等：体外培养条件下 78J、QRJ与 ;JOJ对昆明白小鼠精原干细胞增殖的影响




