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摘 要 视黄酸对维持正常的雄性睾丸结构和功能起着重要的作用。近来的研究发现，在雄性生殖腺发育过程中有一组基

因，它们可以被视黄酸特异性的诱导活化，称为 :/*+（Q;15,(=;/3 6- ./;1E’10 9013）基因。从鼠源分离得到的 :/*+ @ 基因编码一种
细胞质蛋白，该基因只特异性的在成熟雄性生殖细胞中表达，其功能被认为与精子形成有关。为研究 :/*+ @ 基因的表达特性，
我们从小鼠的基因组中克隆了 :/*+ @ 基因的启动子序列（L\#C6）。将 :/*+ @ 基因的 L\#C6启动子序列克隆到 :PT<IHL载体的

PT<I基因之前，构建成由 :/*+ @ 基因 L\#C6启动子序列调控表达绿色荧光蛋白的 :Q;7=>HPT<I载体。将其分别转化到不同类
型的细胞中，如小鼠 PQHL!M细胞、人胎儿胰腺干细胞、小鼠骨髓间充质干细胞和小鼠精原干细胞等，通过荧光显微镜观察发
现，绿色荧光蛋白只在小鼠精原干细胞中表达，表明 :/*+ @ 基因是组织特异性表达的基因。将 :Q;7=>HPT<I转化小鼠骨髓间充
质干细胞，经 T#L>筛选 !周后，用视黄酸诱导，L!@培养后，有一部分转化 :Q;7=>HPT<I载体的细胞表达绿色荧光蛋白。.?HIJ.
证明这些细胞中有精原干细胞特异表达基因 :/*+ @ 的转录，还有生殖细胞特异表达基因 !20,#$5@ 和 A0/B 的转录，这些结果说
明小鼠骨髓间充质细胞经视黄酸的诱导可以向生殖细胞方向分化。
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根据广泛临床调查显示，在世界范围内不孕不

育症困扰着 +GH以上的育龄夫妇［+］。越来越多的
证据显示，男性原因引起不育的情况在不断地增加，

已占达到近半数的比例。男性不育的原因是生殖细

胞不能正常分化和增殖，导致精子产生的数量下降。

因此，如何能提高男性生殖细胞的活性，成了解决男

性不育问题的关键。

通过干细胞的手段来治疗人类的疾病是目前非

常活跃的研究领域，有着广阔的前景。成体骨髓干细

胞应用于临床治疗也已经有较长的时间了［,］。越来

越多的证据表明，在骨髓中除了造血干细胞之外，还

有内皮干细胞和骨髓间充质干细胞等成体干细胞。

成体骨髓源的骨髓间充质干细胞具有多向分化潜能，

在一定条件下能分化为多种不同组织的细胞，如骨细

胞、肝脏细胞、心肌细胞，甚至脑细胞等等［G，I］。

视黄酸为脊椎动物的生殖所必需，在雄性体内，

视黄酸对于维持睾丸组织的正常结构和功能发挥着

重要的作用。缺乏视黄酸将导致精子产生的停滞和

曲细精管组织的退化［J］。另有报道称，视黄酸对原

始生殖细胞的存活和增殖也有影响［K］。

L!<)*1#!等人用小鼠 8+M畸胎瘤干细胞作为模
型，分离出一些由视黄酸诱导表达的基因片段，称之

为“ ,#-.”（D(#2/3!()$ N< ?)(#1.#" &"#$ ）系列基因，
,#-./ 基因是其中之一［O P ++］。实验证明，,#-./ 基因
的表达仅限于小鼠胚胎发生过程中的生殖腺和成年

雄性的减数分裂前生殖细胞［+,］。用含有 ,#-./ 基因
启动子（+QI=: RL&片段）和绿色荧光蛋白的载体制
作的转基因小鼠只在睾丸部位有绿色荧光蛋白的表

达，说明 +QI=:启动子具有组织特异性表达特性，由
它启动绿色荧光蛋白的表达可以作为细胞向生殖细

胞分化的早期标志［+,］。

本实验成功诱导骨髓间充质干细胞向精原干细

胞分化；成功构建了 5D(*!EAF678载体，经转化后，小
鼠精原干细胞表达绿色荧光蛋白，而小鼠 FDA+,M细
胞、人胎儿胰腺干细胞、小鼠骨髓间充质干细胞不表

达；转化 5D(*!EAF678载体的小鼠的骨髓间充质干细
胞在视黄酸诱导前不表达绿色荧光蛋白，经 ?&诱
导后表达绿色荧光蛋白。表明小鼠骨髓间充质干细

胞具有向精原干细胞分化的能力，而且 5D(*!EAF678

载体特异性标记了向精原干细胞方向分化的细胞，

为下一步通过流式细胞仪从定向诱导分化的骨髓间

充质干细胞中分选出能用于治疗的精原干细胞打下

了基础。

) 材料与方法
)*) 材料
小鼠肌肉组织取材于昆白系雄性小鼠，小鼠精

原干细胞从 K S E 日龄的昆白系雄性新生小鼠和 E
S +T周龄昆白系雄性小鼠中分离得到。血液U细胞U
组织基因组 RL&提取试剂盒购自 @V&L6FL 公司；
5CRA+E@ 载体购自 @!W!?! 公司，5F678A+ 购自 NR
N#.0"#)1")0公司；小鼠 FDA+,M 细胞是北京大学干细
胞研究中心赠送，小鼠成纤维细胞和人胎儿胰腺干

细胞由本实验室分离；6I+E购自 D#>2!公司；细胞裂
解液，反转录试剂盒等购自 8*.2!>)公司。
)*+ 方法
)*+*) D(*!EAF678载体的构建：根据基因文库中小
鼠 ,#-./ 基因启动子序列设计出一对引物（序列见
表 +）。以小鼠的肌肉组织为材料，提取基因组
RL&，然后用 8B? 方法从基因组 RL& 中扩增出
+QI=: ,#-./ 基因的启动子片段。8B? 反应采用
JT!X的反应体系，反应进行 GI 个循环，其中包括：
MIY变性 IJ0，KJQGY退火 IJ0，O,Y延伸 +2#1。后经
电泳和胶回收目的 RL&片段，再克隆到 5CRA+E@载
体中。因为这个 +QI=: 启动子的上游有一个单一
01’"的酶切位点，同时 5CRA+E@ 载体上有一个
2"3?#酶切位点，因此可以用 01’"和 2"3?#双酶
切判断插入片段的方向，然后选择插入方向正确的

5D(*!EACR+E@。再用 4()$$和 ,."#双酶切下目的
片段，将其连接到启动子检测载体 5F678A+ 上。同
时将克隆的 RL&片段作序列分析测定。
)*+*+ 细胞的分离培养：为了获得小鼠精原干细
胞，在无菌条件下摘取 G S K日龄小鼠的睾丸组织，
用含青霉素和链霉素各 ,TTVZU2X的 8ND浸泡 G2#1，
然后用含青霉素和链霉素各 +TTVZU2X 的 8ND 洗 ,
遍。先在实体显微镜下用异物针剥去睾丸表面的包

膜，分离出曲细精管。然后将组织剪碎，吸至离心管

中，+TTT*U2#1 离心 J2#1。弃上清，接着先用 TQTJH

TIK %5()676 839-).’ 3: 0(3#6"5)3’31& 生物工程学报 ,TTO，[.3Q,G，L.QI



胶原酶!在 !"#下消化 !$%&’（每隔 (%&’ 涡旋一
次），再用 $)*(+胰酶 , $)$-+ ./01 消化 (%&’，而
后加入等量 /2.2 , 3$+456终止酶反应。用 3$$
目滤纱过滤组织消化液，得到的原代细胞在 /2.2
, 3$+456的培养液中培养。细胞培养到第 (天时
培养液半量换液，以后每隔 !7进行一次半量换液。
培养 3*7左右，可观察到细胞开始明显增殖，支持细
胞逐渐老化。可以传代培养。传代需要用成纤维细

胞（2.8）做饲养层。
小鼠 .693*:细胞的培养需要先用 2.8细胞做

饲养层。2.8 在用丝裂酶素处理 ;< 后，吸去培养
液，加 $)*(+胰酶 , $)$-+ ./01!"#消化 !%&’，然
后加入等量的 /2.2培养液中和酶反应。再 3$$$=>
%&’离心 (%&’，弃上清，重悬，记数，而后接种于已铺
明胶的平皿中，每个 ?@%的平皿接种约 * A 3$? 个细
胞，3*<后将 .693*:细胞以每个 ?@%平皿 ! A 3$( 个
细胞的密度接种于饲养层上。.693*: 的培养液用
高糖的 /2.2 , 3(+8B6，其他成分包括：$)3%%CD>E

"9巯基乙醇，*%%CD>E 谷氨酰胺，$)$3%%CD>E 非必须
氨基酸，3$’F>%E EG8，3$$GH青霉素 , 3$$GH链霉素。
小鼠骨髓间充质干细胞的分离培养是在无菌条

件下，取 - I 3$周成年雄性小鼠的股骨，先用含青霉
素和链霉素 *$$GH>%E的 J56浸泡 !%&’，然后用含青
霉素和链霉素各约 3$$GH>%E的 J56冲洗两遍，剪成
小段，用注射器吸取培养液 /2.2 , 3$+456冲洗
骨髓中的细胞，再用 3$$ 目的滤纱过滤，/2.2 ,

3$+456，!"#，(+ BK* 培养。!7后半量换液，以后
每 !7半量换液，细胞增殖至 -$+时进行传代。
!"#"$ 用 L6M=N-9.O8J载体转化小鼠骨髓间充质干
细胞：用 $)*(+胰酶 , $)$-+ ./01 消化（!"#，
(%&’）小鼠的骨髓间充质干细胞，/2.2 , 3$+456
终止消化，3$$$=>%&’ 离心 (%&’，弃上清，/2.2 ,
3$+456重新悬浮细胞，以 $)( A 3$( I *)$ A 3$( >孔
的密度接种于 *;孔板。将 *#E的 E&LCPQ@M&’ *$$$与
;-#E的 /2.2（无血清）混合为溶液$，将含 $)-#F
L6M=N-9.O8J 或 L%1@M&’9.O8J［3!，3;］或 LB2R9.O8J 与
/2.2培养液混合成 ($#E的溶液&，室温放置 (%&’
后，将上述两种溶液再混合成 3$$#E的溶液，室温放
置 *$%&’。细胞接种 3*<后，每孔加入 3$$#E上述配
好的溶液（溶液$,溶液&）。每个实验作 !个重复。
!"#"% 经转化小鼠骨髓间充质干细胞的筛选和诱
导：小鼠的骨髓间充质干细胞在转化 ;-< 后，换
/2.2, 3$+456 , !($’F>%E O;3- 的培养液培养。
以后每 !7 换一次溶液，持续筛选两周，然后用
/2.2 , 3$+ 456 , 3$S ? %CD>E 视黄酸进行诱导分
化。处理 3*<后，在荧光显微镜下观察绿色荧光蛋
白的表达。

!"#"& T09JBT检测：经视黄酸诱导的小鼠骨髓间
充质干细胞用 $)*(+胰蛋白酶消化，3$$#E /.JB处
理的 J56 洗 3 遍，加入 3$#E 细胞裂解液，提出总
T41。然后做 T09JBT反应。JBT所用的引物序列
分别列于表 3中。

表 ! 应用在本实验中的 ’()引物
*+,-. ! */. 0123.14 54.6 27 8/24 48569

4N%Q 6QUVQ’@Q 2Q= !%>#

"#$%& J=C%CMQ=
6Q’WQ：(X9B00OBB0BB11OOOOO011OO0O019!X
1’M&9WQ’WQ：(X9BO1B0OBBBO0BOB1O11011O11O9!X

*(
*(

?()!

"#$%& BC7&’F
=QF&C’

6Q’WQ：(X90B1B1OBB0B111O0OOB1OO9!X
1’M&9WQ’WQ：(X9OB11B1O1O0OO1OO1OO1O09!X

*3
*3

?(

BY@D&’1*
6Q’WQ：(X9B1BB0BO1OOB100BOOO9!X
1’M&9WQ’WQ：(X9BOOO0111O1O1B1OB0OB9!X

3-
3:

?$

K@M;
6Q’WQ：(X910B0OB0O11OB1O11O1OO9!X
1’M&9WQ’WQ：(X9OO00B0B100O00O0BOOB09!X

*$
*$ (?)(

# 结果
#"! 构建 0:81+;<=>?’载体
用 JBT 方法，将 "#$%& 基因的 (X端非编码区

3);Z[ /41片段从小鼠肌肉组织的基因组 /41中扩
增得到（图 31）。对此序列进行分析的结果表明，所
得片段与已知发表的序列有 ::+的同源性。该片段
中不仅包括93$区 J=&[’C\W 5C]和9!(区的 6Q]MN%N [C]
等保守区，上游还含有许多干细胞特异性因子，如 .6

细胞自我更新维持因子 4N’CF、干细胞特异性标记基
因 ’(#)、干细胞多能性维持基因 "*+, 等。将 3);Z[
/41片段先克隆到 L2/93-0载体上，然后用 -./&和
0(*T$双酶切判断片段的插入方向。根据实验设计，
因为在 L2/93-0载体多克隆位点上游 *:处有一个
0(*T$位点，在目的片段 , *!3处有一个 -./&位点，所
以如果插入的方向正确，可切出一个 *?"[L大小的片
段（图 35）。将目标 /41片段从克隆载体上切下后，
再连接到不含启动子的 L.O8J 载体上构成 L6M=N-9

3;?李 巍等："#$% & 基因的激活与精原干细胞的特异性分化研究



!"#$载体（图 %&）。新构建的载体 ’()*+,-!"#$含有
%./01 ()*+,基因启动子，该启动子可特异性的调控绿
色荧光蛋白基因 !"#$在精原干细胞中的表达。其
结构模式图见图 %2。

图 % 电泳结果和载体模式图
#345% 678 *89:;)9 <= 8;8>)*<’7<*8939 +?@

)78 A<@8 >7+*) <= )78 ><?9)*:>)
B：%./01 ’*<A<)8* <= !"#$%，C73>7 C+9 ’:*3=38@ =*<A +4+*<98 48; +=)8*

$&D；E：@<:1;8 @3489)3<? )< +?+;F939 3= )78 %./01 ’*<A<)8* <= ()*+,

3?98*)8@ 3? )78 *347) C+F；&：+4+*<98 48; +?+;F939 <= ’()*+,-!"#$ +=)8*

@3489)3?4 1F *89)*3>)3<? 8?@<?:>;8+98；2：9>78A+)3> *8’*898?)+)3<? <= )78

’()*+,-!"#$ =:93<? 48?8 97<C3?4 %./01 ’*<A<)8* *843<? <= A<:98 ()*+,

48?8 ;3?08@ )< )78 ><@3?4 *843<? <= !"#$5

!"! 载体转化与表达
为了检验所构建的载体能否正常工作，将

’()*+,-!"#$载体分别转化小鼠 !(-%GH细胞、人胎儿
胰腺干细胞和小鼠骨髓间充质干细胞。结果显示在

未经诱导的情况下，三种转化了 ’()*+,-!"#$的细胞
都不表达绿色荧光蛋白，这表明 !"#$% 启动子不论
是在胚胎干细胞还是在成体干细胞中都不能活化。

为进一步证明 !"#$% 启动子细胞特异性活化的特
性，我们分别将含有非特异性启动子的 ’&IJ-
!"#$，含有心肌细胞特异性启动子的 ’B>)3?-!"#$
以及 ’()*+,-!"#$等三个载体转化到小鼠原代培养
的睾丸组织细胞中。结果显示，作为阳性对照的转

化了 ’&IJ-!"#$载体的细胞在转化 %G7 后出现绿
色荧光蛋白强阳性表达，其中不论是多角型的支持

细胞还是圆形精原干细胞都表达绿色荧光蛋白（图

GB，E）。作为阴性对照的转化了 ’B>)3?-!"#$ 载体
的细胞在转化 %G7后，无绿色荧光蛋白的表达。将
实验组载体 ’()*+,- !"#$转化到原代培养的睾丸组
织细胞中，%G7后，只有圆形的精原干细胞表达出绿
色荧光蛋白（图 G&，2），而其他类型的转化细胞如成

纤维细胞和多角型的支持细胞都不表达绿色荧光蛋

白。这个实验结果证明所构建的载体能够正常工

作，同时进一步证明 !"#$% 启动子只在精原干细胞
中活化，调控表达目的基因。

图 G 由 !"#$% 启动子调控的绿色荧光蛋白
在精原干细胞中的表达

#345G 678 8K’*8993<? <= "#$ +=)8* )*+?9=8>)3?4
)78 ’&IJ-!"#$ +?@ ’()*+,-!"#$ )< A((&9

B +?@ & C8*8 <198*L8@ 1F <*@3?+*F A3>*<9><’8，+?@ E +?@ 2 C8*8

<198*L8@ 1F =;:<*89>8?) A3>*<9><’5 B +?@ E C8*8 )78 A((&9 )*+?9=8>)8@

C3)7 ’&IJ-!"#$；& +?@ 2 C8*8 )78 A((&9 )*+?9=8>)8@ C3)7 ’()*+,-

!"#$5

!"# 诱导骨髓间充质干细胞向精原干细胞分化
为了检测小鼠骨髓间充质干细胞经视黄酸的诱

导，是否向精原干细胞方向分化，将所构建的 ’()*+,-
!"#$载体转化骨髓间充质干细胞。经过两周 "/%,
药物筛选，得到稳定转化的细胞。然后，用视黄酸诱

导转化的骨髓间充质细胞向精原干细胞的方向分

化。当培养体系中加入诱导剂 %G7之后，可见少量
细胞形态由骨髓间充质干细胞所固有的长梭形变为

精原细胞所固有的圆形，在荧光显微镜下观察，部分

圆形细胞表达了绿色荧光蛋白（见图 M箭头所示），
这说明经诱导的骨髓间充质细胞表达了精原干细胞

所特异表达的基因。为进一步证明骨髓间充质细胞

向精原干细胞的方向分化，我们除了采用一对 !"#$%
引物之外，还用了精原干细胞特异性标记 &’()*+,-
和干细胞标记.("/ 等两个基因的引物做 $&D分析。
D6-$&D检测结果表明，骨髓间充质干细胞在未被视
黄酸诱导之前，不表达 !"#$%、&’()*+,- 和 .("/ 等基
因。经视黄酸诱导 %G7 后，可以检测到 !"#$%、
&’()*+,- 和.("/ 等基因的表达，表明细胞已开始向
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精原干细胞分化（如图 !所示）。

图 " 由 #$%&’启动子调控的绿色荧光蛋白在
诱导后的骨髓间充质细胞中的表达

()*+" ,-. ./0%.11)23 24 5(6 24 78#91，:-);- :.%. $%&314.;$.<
:)$- 0#$%&’=>5(6 &4$.% )3<?;.< @A %.$)32); &;)< 42% BC -2?%1

图 ! 用 D,=69D方法检测骨髓间充质细胞分化为
精原干细胞后 #$%&’，9A;E)3FC和 G;$!的表达

()*+! D,=69D 1-2:1 $-. $%&31;%)0$)23 24 #$%&’，9A;E)3FC &3< G;$!
H&3. B :&1 $-. %.1?E$ 24 D,=69D 24 78#91，:-);- :.%. 32$ $%&314.;$.<

:)$- 0>5(6=#$%&’，&4$.% )3<?;.< @A %.$)32); &;)<；H&3. C :&1 $-. %.1?E$ 24

D,=69D 24 78#91 &4$.% )3<?;.< @A %.$)32); &;)<；H&3. " :&1 $-. %.1?E$

24 D,=69D 24 7##91 &1 $-. 021)$)I. ;23$%2E；H&3. ! :&1 $-. %.1?E$ 24 D,=

69D 24 78#91 :-);- :&1 32$ )3<?;.< @A %.$)32); &;)<1+

! 讨论
近年来的一些研究证明，>#细胞和畸胎瘤细胞

经体外诱导，如用视黄酸诱导，可以形成类似于早期

生殖细胞的群落，将这些细胞进行体内移植或是体

外的培养，将会向生殖细胞方向分化，使不孕不育的

治疗和生殖细胞的发生过程的研究展现出空前的前

景［BC，BJ K BL］。可是，由于受取材方面的制约，胚胎干

细胞要应用于临床还有很长的路要走［B’］。

CMMN年 O&A.%3)& 等人构建了 #$%&’=>5(6 载体，
通过原核注射的方法制作了转基因小鼠。分离 ’ P
BM周龄的转基因小鼠的骨髓间充质干细胞，经传代
培养后，用视黄酸诱导，有约 "Q的细胞表达绿色荧
光蛋白。然后通过荧光激活细胞分选的方法分选到

这些发荧光的细胞，经检测，这些细胞表达早期生殖

细胞特异性表达的基因。他们的研究证明了雄性骨

髓间充质干细胞可以向生殖细胞方向分化［BR］。本

实验在参考了 O&A.%3)&等人的实验的基础上，在实

验方法上作了改进。本实验构建了含有 #$%&’ 基因
特异性启动子和绿色荧光蛋白编码序列的 0#$%&’=
>5(6载体，证明了其特异性。然后分离普通小鼠的
骨髓间充质干细胞，转化 #$%&’=>5(6 载体，经 5!B’
筛选两周后，再用视黄酸诱导，BC-后可出现表达绿
色荧光蛋白的圆细胞，D,=69D 也检测到 #$%&’、
9A;E)3FC和 G;$!的表达，这些结果进一步证明了视
黄酸能诱导骨髓间充质干细胞向精原干细胞分化。

此外，通过本实验的方法也能获得被绿色荧光蛋白

标记的原始生殖细胞，为进一步用流式细胞仪分选

可用于治疗雄性不育的成体干细胞打下基础。

由于本实验所用的骨髓间充质干细胞是直接取

材于正常小鼠，而不是转基因小鼠，使得用于向精原

干细胞，以至最终向雄性生殖细胞诱导的骨髓间充

质干细胞具有个体特异性。因此也就更接近于应

用，特别是对于人类男性不育的临床治疗。另外，

O&A.%3)&等人用转基因小鼠的骨髓间充质细胞向生
殖细胞方向诱导分化实验时，将分选到的表达绿色

荧光蛋白的细胞做体内移植后，细胞分化至减数分

裂前的生殖细胞时，就会发生“停滞”现象，即细胞不

再继续分化［BR］。而用 6BR 向生殖细胞诱导的时候
不会出现这种现象。出现“停滞”现象的原因目前还

不清楚，如果是由于转基因小鼠的骨髓间充质干细

胞中，由于基因组中插入了外源基因，使得某些基因

的表达受到了抑制，那么，取材于正常小鼠的骨髓间

充质干细胞将会使这一问题得到解决。

到目前为止，已经有了很多关于由干细胞诱导

分化为生殖细胞的报道。S?@3.% 等人用小鼠胚胎
干细胞诱导分化为卵母细胞［BL］；5.)T1.3等人由小鼠
胚胎干细胞在体外得到了雄性生殖系细胞［BJ］；

,2A22U&等人用 8I-位点的基因敲除的小鼠胚胎干
细胞诱导分化得到了原始生殖细胞［BN］；O&A.%3)& 等
人用 6BR细胞诱导分化为精子细胞［B］。包括本研究
在内的这些研究，不仅为研究生殖细胞和体细胞的分

化过程中基因的功能和体细胞和生殖细胞之间的关

系提供了理论基础，而且对于建立新型繁殖工程，特

别是对于男性不育的治疗方面，也有着重大的意义。
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更多精彩图书请登陆网站 G55K：[[;;;2 4-7&+,-&9,&2 ,$:2 ,9，欢迎致电索要书目：?N?<L@?N>D?N
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