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摘要：【目的】检测猪精原干细胞（ＰＳＳＣｓ）在分化过程中其内部超微结构及细胞器的变化情况，并且找到适宜ＰＳＳＣｓ
的冷冻保存条件，为长期保存ＰＳＳＣｓ和研究ＰＳＳＣｓ的分化机制提供科学依据．【方法】采用两步酶消化法和 Ｐｅｒｃｏｌｌ
不连续密度梯度法获取ＰＳＳＣｓ，利用透射电子显微镜（ＴＥＭ）对ＰＳＳＣｓ在体外不同培养时间的超微结构变化进行观
测，并且利用台盼蓝染色法和碱性磷酸酶（ＡＰ）染色法比较不同浓度的甘油和二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）保存液对ＰＳＳＣｓ
冻存效果的影响．【结果和结论】未分化的 ＰＳＳＣｓ细胞膜完整平滑，细胞器正常，胞质均匀，无伪足出现，细胞核清
晰．而开始分化的 ＰＳＳＣｓ出现伪足，线粒体数量大幅增加．冻存 ７ｄ后，解冻结果表明，ＰＳＳＣｓ以
Ｖ（ＤＭＳＯ）∶Ｖ（ＤＭＥＭ／Ｆ１２）∶Ｖ（ＦＢＳ）∶Ｖ（１００×双抗）＝１０∶６９∶２０∶１为宜．
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　　干细胞生物学特性的研究是生命科学领域研究
的热点问题，精原干细胞（Ｓｐｅｒｍａｔｏｇｏｎｉａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ＳＳＣｓ）作为其中一部分，近年来成为干细胞生物学的
重点研究模型，因为ＳＳＣｓ的自我更新和分化牵涉到
生命科学领域的许多方面，并且 ＳＳＣｓ是雄性哺乳动
物体内唯一能够将基因信息传递给下一代的干细

胞，更为重要的是它强大的功能分析优势［１］．因此，
研究ＳＳＣｓ在分化发育过程中其细胞内部超微结构
的变化有着很重要的意义．

细胞冻存是细胞保存的主要方法之一．利用冻
存技术将细胞置于 －８０～－１９６℃的环境条件中低
温保存，可以使细胞暂时脱离生长状态而将其细胞

特性保存起来，在需要的时候再复苏细胞用于试验．
同时，适度地保存一定量的细胞，可以防止因正在培

养的细胞被污染或其他意外事件而使细胞丢种，起

到了细胞保种的作用．除此之外，还可以利用细胞冻
存的形式来购买、寄赠、交换和运送某些细胞．所以
提供长期保存的ＳＳＣｓ是进行基础研究的必需途径，
如果无法进行长期冷冻保存，那么 ＳＳＣｓ的利用率将
大大降低，无法突破地域的限制．

因为物种间的差异，ＳＳＣｓ冷冻条件也因物种而
异．有研究人员报道牛 ＳＳＣｓ冷冻后保持生物活性的
能力，同时进行了再移植，发现在移植后的２～３个
月能形成克隆［２３］．对于小鼠而言，冻存一段时间之
后，睾丸混合细胞仍可用于 ＳＳＣｓ移植，并且将冷冻
后小鼠ＳＳＣｓ移植入不育小鼠睾丸，结果不育小鼠产
生了后代［４５］．对于人类而言，当孩子被确诊为癌症
时，作为男孩子的家长越来越多的要求对其孩子的

ＳＳＣｓ进行长期的冷冻保存，以防孩子在进行抗癌治
疗过程中丧失生育能力［６］．

作为与人类亲缘关系较近的猪，其生理生化指

标及解剖结构很多与人类相似，越来越多地被用作

药物及某些人类疾病的研究，是一种理想的模式动

物．如何对猪 ＳＳＣｓ（ＰＳＳＣｓ）进行冷冻保存仍需进一
步的研究．基于此，本试验利用透射电子显微镜对体
外培养不同时间的 ＰＳＳＣｓ超微结构进行观测，并研
究甘油、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）作为冻存保护剂对
ＰＳＳＣｓ的影响，为进一步研究ＰＳＳＣｓ的冷冻保存技术
提供科学依据．

１　材料与方法
１．１　研究对象与主要试剂

５日龄之内的长白仔公猪，购于华南农业大学原
种猪场；明胶、Ⅳ型胶原酶粉末、０．２５％胰酶 －ＥＤＴＡ
溶液等为 Ｓｉｇｍａ公司产品；１００×双抗溶液、ＤＭＥＭ／
Ｆ１２液体培养基为 Ｇｉｂｃｏ公司产品；胎牛血清为 Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ公司产品；ＮＢＴ／ＢＣＩＰ染液为北京鼎国生物有
限公司产品；Ｐｅｒｃｏｌｌ为 Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司产品；ＤＭＳＯ、
甘油、戊二醛、锇酸、醋酸铀、枸橼酸铅、Ｅｐｓｏｎ８１２树
脂为Ｓｉｇｍａ公司产品．
１．２　ＰＳＳＣｓ的分离纯化

ＰＳＳＣｓ的分离纯化：利用两步酶消化法获取睾丸
混合细胞悬液，利用 Ｐｅｒｃｏｌｌ不连续密度梯度法纯化
ＰＳＳＣｓ，具体操作步骤及所需用品参考本课题组已发
表文献［７］．
１．３　ＰＳＳＣｓ不同培养时间的超微结构观测
１．３．１　ＰＳＳＣｓ的基础培养条件　３７℃条件下，
Ｖ（ＣＯ２）∶Ｖ（空气）＝５∶９５，１００％饱和湿度．

ＳＳＣｓ基础培养基的配制：Ｖ（ＤＭＥＭ／Ｆ１２不完全
培养基）∶Ｖ（ＦＢＳ）∶Ｖ（１００×双抗溶液）∶Ｖ（必需氨基
酸溶液）∶Ｖ（非必需氨基酸溶液）＝８７∶１０∶１∶１∶１其
中含有２ｍｍｏｌ／ＬＬ－谷氨酰胺和丙酮酸钠．无细胞
因子添加．
１．３．２　ＰＳＳＣｓ的收集　将体外培养不同时间的
ＰＳＳＣｓ以１６℃条件下，１５００ｒ／ｍｉｎ（４５３ｇ）离心 ５
ｍｉｎ，之后用ＰＢＳ清洗１～２次，相同参数进行离心．去
掉上清液，用体积分数为２５％戊二醛固定细胞沉淀．
１．３．３　ＰＳＳＣｓ透射电镜超薄切片的制作　１）将体积
分数为２５％戊二醛固定后的细胞用１２ｇ／Ｌ的琼脂糖
包埋，包埋后可置于体积分数为２５％戊二醛固定液
中保存１周；２）用０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液洗样去固定
液，洗６次，每次２０ｍｉｎ；３）４℃条件下用１０ｇ／Ｌ锇酸
固定２ｈ；４）用０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液洗样去锇酸，洗６
次，每次１０ｍｉｎ；５）梯度乙醇逐级脱水；６）梯度丙酮逐
级脱水；７）Ｅｐｓｏｎ８１２树脂包埋，超薄切片；８）醋酸铀
和枸橼酸铅双重染色；透射电子显微镜观察．
１．４　ＰＳＳＣｓ细胞冻存液的配置

ＰＳＳＣｓ不同细胞冻存液具体成分如下（均含１％
双抗）：

２ 　　 华　南　农　业　大　学　学　报　　　 第３５卷　



组１，Ｖ（ＤＭＳＯ）∶Ｖ（ＤＭＥＭ／Ｆ１２）∶Ｖ（ＦＢＳ）∶
Ｖ（１００×双抗）＝５∶７４∶２０∶１；

组２，Ｖ（ＤＭＳＯ）∶Ｖ（ＤＭＥＭ／Ｆ１２）∶Ｖ（ＦＢＳ）∶
Ｖ（１００×双抗）＝１０∶６９∶２０∶１；

组３，Ｖ（ＤＭＳＯ）∶Ｖ（ＤＭＥＭ／Ｆ１２）∶Ｖ（ＦＢＳ）∶
Ｖ（１００×双抗）＝２０∶５９∶２０∶１；

组４，Ｖ（甘油）∶Ｖ（ＤＭＥＭ／Ｆ１２）∶Ｖ（ＦＢＳ）∶Ｖ（１００×
双抗）＝５∶７４∶２０∶１；

组５，Ｖ（甘油）∶Ｖ（ＤＭＥＭ／Ｆ１２）∶Ｖ（ＦＢＳ）∶Ｖ（１００×
双抗）＝１０∶６９∶２０∶１．

将纯化好的ＰＳＳＣｓ，按照５×１０５ｍＬ－１的密度，用
不同的冻存液冻存．先放入４℃冰箱预冷２０ｍｉｎ，再
放入－２０℃的冰箱预冷２０ｍｉｎ，最后放入－８０℃的
超低温冰箱进行冻存研究．分别在１、３、７ｄ定时解
冻，用台盼蓝染色，检测细胞活率，细胞活率较低的

组则直接淘汰，活率高的组则进行碱性磷酸酶（ＡＰ）
染色以鉴定ＰＳＳＣｓ是否分化并进行体外培养试验以
观测其复苏后基本生物学特性的变化情况．

１．５　数据统计分析

数据采用ＥＸＣＥＬ和ＳＰＳＳ１４０统计分析．

２　结果与分析

２．１　ＰＳＳＣｓ在体外不同培养时间的超微结构观察

　　随着ＰＳＳＣｓ在体外培养时间的不同，其外部形
态会发生变化．同时，ＰＳＳＣｓ内部各类细胞器数目及
结构也会伴随着变化．图１Ａ中可见，ＰＳＳＣｓ在体外
培养２４ｈ时，细胞外部光滑，细胞呈链状存在；图１Ｂ
中可见，体外培养８ｄ后，ＰＳＳＣｓ表面出现伪足，细胞
膜表面粗糙不平，表明 ＰＳＳＣｓ体外开始分化．经过透
射电镜检测，发现体外培养２ｄ的 ＰＳＳＣｓ胞质均匀，
胞膜光滑平整，细胞核明显，细胞器正常（图 ２Ａ、
２Ｂ）；体外培养８ｄ的 ＰＳＳＣｓ表面有伪足突起产生，
细胞内部线粒体数目大量增多（图２Ｃ、２Ｄ）．

Ａ：２４ｈ的情况；Ｂ：８ｄ伪足出现（箭头）；标尺＝２０μｍ．

图１　ＰＳＳＣｓ体外培养不同时间细胞外形变化
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｓｈａｐｅｃｈａｎｇｅｓｏｆＰＳＳＣｓｄｕｒｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｉｎｇ

ｐｅｒｉｏｄｓｉｎｖｉｔｒｏ

Ａ：ＰＳＳＣｓ体外培养２４ｈ情况，黑色箭头表示线粒体，白色箭头表示细

胞核核仁；Ｂ：Ａ图局部放大后情况；Ｃ：ＰＳＳＣｓ体外培养８ｄ情况，箭头

表示线粒体，圆圈内是突起的伪足；Ｄ：Ｃ图局部放大后情况；Ａ、Ｃ图

标尺＝２μｍ，Ｂ图标尺＝２００ｎｍ，Ｄ图标尺＝５００ｎｍ．

图２　体外培养不同时间ＰＳＳＣｓ透射电镜扫描图
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＰＳＳＣｓｄｕｒｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｉｎｇ

ｐｅｒｉｏｄｓｉｎｖｉｔｒｏ

２．２　不同体积分数ＤＭＳＯ的冻存效果
由表１可知，在冻存１ｄ后，体积分数为１０％和

５％ＤＭＳＯ的冻存液中细胞的成活率均高于８０％，而
体积分数为２０％ＤＭＳＯ的冻存液中的细胞成活率只
有４０％，差异显著（Ｐ＜００５）．到第７天的时候，只
有体积分数为１０％ＤＭＳＯ的冻存液中的细胞成活率
高过８０％，其余体积分数的 ＤＭＳＯ冻存的细胞成活
率大幅下降．同时，随着冻存时间的延长，不同体积
分数ＤＭＳＯ冻存的细胞成活率均大幅下降，体积分
数为５％ＤＭＳＯ冻存的细胞成活率由８５％降到了不
足６０％，而体积分数为２０％ＤＭＳＯ冻存的细胞成活
率从４０％降到了１４％，只有体积分数为１０％ＤＭＳＯ
冻存的细胞成活率维持在８０％左右基本不变，所以
用体积分数为１０％ＤＭＳＯ的细胞冻存液进行细胞冷
冻－复苏后体外培养试验．

表１　不同体积分数的ＤＭＳＯ的冻存效果１）

Ｔａｂ．１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎｓｏｆＤＭＳＯｏｎ
ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖｉｎｇ

φ（ＤＭＳＯ）／％
成活率／％

１ｄ ３ｄ ７ｄ
５ ８５．９２±０．２５ａ ８３．１５±９．３６ａ ５９．９８±０．７ｂ
１０ ８６．３９±２．０３ａ ７９．７５±２．２５ａ ８０．９６±１．７７ａ
２０ ４０．１６±３．３５ｂ ２２．９８±５．１５ｂ １４．２２±２．６６ｃ

　１）表中数据为平均值 ±标准差，ｎ＝５，同列数据后凡有一
个相同小写字母者，表示差异不显著（Ｐ＞０．０５，ｔ检验）．
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２．３　不同体积分数甘油的冻存效果
由表２可知，在冻存１ｄ后，体积分数为１０％和

５％的甘油的细胞成活率差异显著（Ｐ＜０．０５），但成
活率都没有超过４０％．到了第３天时，二者的差异仍
然显著，但是冻存的细胞成活率均大幅下降，都没超

过３０％．由于甘油冻存液冻存的ＳＳＣｓ解冻后成活率
非常低，所以，之后的ＡＰ染色及体外培养试验终止．

表２　不同体积分数的甘油的冻存效果１）

Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎｓｏｆｇｌｙｃｅｒｏｌ
ｏｎｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖｉｎｇ

φ（甘油）／％
成活率／％

１ｄ ３ｄ
５ １４．１４±２．１２ｂ ７．４６±３．８７ｃ
１０ ３３．６３±６．３６ａ ２９．８５±３．４９ａ

　１）表中数据为平均值±标准差，ｎ＝５，同列数据后凡有一
个相同小写字母者，表示差异不显著（Ｐ＞００５，ｔ检验）．

２．４　ＰＳＳＣｓ复苏后体外培养试验
据表１、表２结果，ＰＳＳＣｓ的冷冻复苏后体外培

养试验用体积分数为 １０％ＤＭＳＯ的细胞冻存液进
行．将冻存７ｄ的 ＰＳＳＣｓ复苏后用 ＡＰ染色，着色率
为（８２．９４±２．４４）％（图３Ａ），同时进行体外培养，３６
ｈ后，有细胞团形成（图３Ｂ），表明解冻后的ＰＳＳＣｓ大
部分仍表现干细胞的性质，并且其基本生物学特性

未受到影响．

Ａ：ＰＳＳＣｓ解冻后ＡＰ染色，白色箭头所指为未分化ＰＳＳＣ，黑色剪头所

指为已分化ＰＳＳＣ，标尺＝２０μｍ；Ｂ：ＰＳＳＣｓ解冻后体外培养３６ｈ，标

尺＝５０μｍ．

图３　ＰＳＳＣｓ解冻后体外培养３６ｈ情况
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅＰＳＳＣｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏｆｏｒ３６ｈａｆｔｅｒｔｈａｗｉｎｇ

３　讨论
３．１　长白仔猪ＳＳＣｓ不同培养时间细胞内部超微结

构的观察

　　ＳＳＣｓ在体内最终会分化成精子，已有报道称
ＳＳＣｓ在体外经诱导分化可以形成圆形精子细胞，伴
随有鞭毛出现，并且发现带鞭毛的精子细胞可以产

生有繁殖力的小鼠后代［８９］．
本课题组前期已利用原子力显微镜（ＡＦＭ）对未

分化的ＰＳＳＣｓ表面超微结构及细胞力学特性进行了
检测［１０］．但ＰＳＳＣｓ在分化过程中，其细胞内部超微结
构的变化及细胞器的变化情况并未进行观测，本次

试验经过透射电镜的观察，发现未分化的 ＰＳＳＣｓ细
胞膜完整平滑，细胞器正常，胞质均匀，无伪足出现，

细胞核清晰．而出现伪足的 ＰＳＳＣｓ，其内部线粒体的
数量都大幅增加，线粒体是用来给细胞提供能量的，

与细胞的生命活动旺盛程度有关．当细胞伪足出现
时，细胞潜在的“运动量”会增加，此时已开始分化，

出现伪足后要为将来变成精子游动而做准备，细胞

所需的能量大幅增加，所以其线粒体数量在出现伪

足时相应地大幅增加．对 ＰＳＳＣｓ在分化过程中内部
结构及细胞器数目变化的观测将为研究 ＳＳＣｓ本身
的生物学特性提供科学依据．
３．２　长白仔猪ＰＳＳＣｓ的冻存研究

细胞冷冻打破了细胞的正常生理过程，在细胞

内部形成冰晶，破坏细胞的正常结构，对细胞造成一

定的损伤，在冷冻过程中添加一定剂量的冷冻保护

剂可以在一定程度上降低冷冻所造成的损伤．现在
一般认为加入冷冻保护剂主要有以下作用：１）可以
冲淡溶液中溶质浓度，使细胞摄入的盐量降低；２）进
入细胞，改变细胞内过冷状态，使胞内压接近胞外

压，降低细胞脱水皱缩程度和速度；３）冷冻剂进出细
胞容易，缓解复苏时渗透性肿胀引起的损伤［１１］．

ＤＭＳＯ是一种相对分子质量较小、渗透性强的化
学物质，是目前最常采用的细胞冻存保护剂，其作用

机制是可降低培养液冰点并防止游离蛋白质聚集，

提高细胞膜对水的通透性［１２］；冻存前渗透到细胞内

的ＤＭＳＯ可以降低细胞内外未结冰溶液中电解质浓
度，从而保护细胞免受高浓度电解质损伤，同时细胞

内水分不会过度外渗，避免细胞过度脱水皱缩［１３］．有
研究表明，用ＤＭＳＯ对成年恒河猴 ＳＳＣｓ进行冷冻保
存，复苏后进行裸鼠的异种移植，在睾丸的基底膜处

会形成链状细胞和克隆团［１４］．Ｏｇｕｒａ等［１５］研究人员

对金黄仓鼠睾丸细胞冻存后，复苏存活的细胞达到

４３％．有研究报道，利用冷冻人类卵巢组织的方法对
小鼠及人睾丸组织进行冻存，将 ＤＭＳＯ作为冷冻保
护剂，解冻后的睾丸组织获得了良好的形态［１６１７］．

对牛ＳＳＣｓ进行冷冻保存后，ＳＳＣｓ仍具有保持生
物活性的能力，对其进行再移植，发现在移植后的

２～３个月仍能形成克隆［２］．在对鸡ＳＳＣｓ进行冷冻保
存试验时，相较于甘油来说，ＤＭＳＯ可以作为鸡 ＳＳＣｓ
最佳的冷冻保护剂［１８］．但是，ＤＭＳＯ对细胞有一定的
毒性，浓度过高不利于细胞复苏后的存活与活性的
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恢复．
由本试验结果可知，体积分数为１０％的 ＤＭＳＯ

组成的冻存液的冻存效果最好，并且解冻后在体外

培养３６ｈ还会形成细胞团，并且可以被 ＡＰ染色．体
积分数为２０％的ＤＭＳＯ与体积分数为１０％的ＤＭＳＯ
的试验结果差异显著，表明体积分数高的 ＤＭＳＯ对
于ＰＳＳＣｓ的冻存来说也是有害的．

甘油是冻存动物精子最常用的抗冷冻剂，它能

渗入细胞内部，浓缩或者结合胞内水分，降低溶液中

盐的浓度和冷冻液的渗透压，从而发挥其对细胞的

保护作用［１９］．
对于甘油作为冷冻保护剂冻存 ＰＳＳＣｓ来说，活

率非常低，甚至连 ３０％都不足，这说明甘油作为
ＰＳＳＣｓ的抗冷冻剂效果较差，反映出冷冻精原干细胞
与冷冻精液有着较大的本质不同，所以在对 ＰＳＳＣｓ
进行低温冷冻保存时，应使用抗冻效果相对良好的

ＤＭＳＯ而非甘油，此结果与其他物种 ＳＳＣｓ冷冻研究
结果相似，可为以后对ＰＳＳＣｓ长期研究奠定基础．
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