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制备精原干细胞滋养层细胞条件的优化 *
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摘要 目的：优化精原干细胞培养滋养层细胞的制备条件。方法：首先根据文献资料报道和实践经验确定丝裂霉素 C 作用 STO 细

胞的浓度范围和时间范围，利用双因素优选法缩短丝裂霉素 C 处理 STO 细胞的试验范围。然后采用 MTT 检测法确定丝裂霉素

C 处理 STO 细胞的最佳浓度和时间。结果：滋养层细胞处理后不经过冷冻保存的情况下，17.64 μg/ml 2 h 处理条件的 STO 细胞在

培养 14 天内细胞数量基本保持稳定，其它处理条件的细胞数量均有所增加；经冷冻保存的情况下，14.72 μg/ml 2 h 处理条件的

STO 细胞在培养 14 天内细胞数量基本保持稳定，其它处理条件的细胞数目均有所降低。结论：滋养层细胞处理后不经过冷冻保

存的情况下，17.64 μg/ml 2 h 的处理条件是丝裂霉素 C 处理 STO 细胞的最佳条件；经冷冻保存的情况下，14.72 μg/ml 2 h 的处理

条件是丝裂霉素 C 处理 STO 细胞的最佳条件。
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ABSSTRACT Obejective: To investigate the optimal conditions in establishing STO as spermatogonial stem cells' feeder layer
cells. Methods: According to literature reports and experience, the concentration range and the processing time range of mitomycin C
treating STO cells for use as the feeder layers was determined. Two-factor optimization method was used. Two relatively better
experimental points that MMC treats STO cells were used. Then, the optimal concentration and treatment time of MMC treating STO
cells with MTT method was determined. Results: Without cryopreservation, after treatment with the condition of 17.64μg/ml 2h, the
number of STO cells remained stable in culture for 14 days, and the number of STO cells is increased after treatment with the other
conditions; With cryopreservation, after treatment with the condition of 14.72 μg/ml 2h, the number of STO cells remained stable in
culture for 14 days, and the number of STO cells is decreased after treatment with the other conditions. Conclusion: Without
cryopreservation, the condition of 17.64 μg/ml 2h is the optimal condition for mitomycin C treating STO cells; With cryopreservation, the
condition of 14.72 μg/ml 2h is the optimal condition for mitomycin C treating STO cells.
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前言

精原干细胞(spermatogonial stem cells，SSCs)是精子发生的

前体细胞。在自然状态下，它是出生后个体内在整个生命过程

中能够进行自我更新并将基因传递至子代的惟一干细胞群[1,2]。
SSCs 在干细胞生物学、医学、农牧业等领域都具有 重要的理论

和实践意义[3,4]。然而，由于 SSCs 在睾丸组织中的数量极少，在

体外存活和增殖又受到多种因素的影响[5-9]。因此，建立和优化

SSCs 的体外长期培养体系一直是本研究领域的重要课题。要

建立 SSCs 的体外长期培养体系，不但要保证 SSCs 在体外能

够无限增殖，同时还要保持其未分化状态。大量的研究表明，滋

养层在促进 SSCs 存活、增殖及抑制其分化等方面起着重要作

用[10-11]。
研究发现，丝裂霉素 C (Mitomycin C ，MMC)可以用来处

理 STO 细胞，用于制备精原干细胞体外培养的滋养层细胞
[12,13]。目前为止，有关丝裂霉素处理小鼠胎儿成纤维细胞用于胚

胎干细胞培养的研究报道较多，但是，丝裂霉素处理 STO 细胞

作为精原干细胞长期培养的滋养层的研究报告很少，而且丝裂

霉素 C 处理 STO 细胞的最佳剂量及最佳处理时间还没有量

化。本文探索丝裂霉素 C 处理 STO 细胞的最佳处理条件，对完

善精原干细胞的体外培养技术具有重要意义。

1 材料与方法
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图 1.10 倍镜视野中记录细胞数目的区域

Fig.1 Region of recording the number of cells in×10 view

1.1 材料

STO 细胞为本实验室保存。
1.2 主要试剂

PBS、噻唑蓝（MTT，购于上海生工生物工程技术服务有限

公司）、二甲基亚砜 （DMSO）、DMEM 培养基 （购自 Gibco 公

司）、丝裂霉素 C （海正药业生产，H33020786）、胎牛血清

（FBS）、0.1 %明胶。
1.3 双因素优选法

根据文献资料报道[13-14]和本实验室实践经验确定两个因素

的试验范围：时间从 1 h 到 4 h，丝裂霉素浓度从 10 μg/ml 到

30 μg/ml。经过黄金分割法得到四个试验点：17.64 μg/ml 2 h 9
min，22.36 μg/ml 2 h 9 min，17.64 μg/ml 2 h 51 min，22.36 μg/ml
2 h 51 min。

培养 STO 细胞，生长至 80 %左右以 1×105/ 孔传代至 12
孔板，每孔加入 1 ml 培养液。生长至 50-80 %时用丝裂霉素 C
(Mitomycin C ，MMC)处理，每个条件处理三个复孔。作用时间

一到，立刻用 1 ml PBS 洗三遍，加入 1 ml 新鲜培养液，放入培

养箱中培养，每天观察细胞的生长状况并做记录，待培养孔中

的细胞可以数清时，在十倍镜视野下数细胞数（如图 1 所示：10
倍镜下每孔 10 个视野，记录所示标记有 "@" 的五个视野中的

细胞数目，求平均值，此平均值即为细胞数。若此细胞数小于

60 个，则按细胞死亡来记录）。

根据第一次的实验结果（确定 2 h 9 min 17.64 μg/mL 的丝

裂霉素处理条件为最好），在 1 h 到 2 h9 min，10 μg/ml 到 17.64
μg/ml 之间经黄金分割法得到四个优选条件，即 12.92 μg/ml 1
h 26 min；14.72 μg/ml 1 h 26 min；12.92 μg/ml 1 h 43 min；14.72
μg/ml 1 h 43 min，然后进行试验。试验方法同第一次实验。
1.4 MTT 法测定 MMC 处理 STO 细胞的最佳条件

根据上述双因素优选法确定 MMC 处理 STO 细胞的最佳

条件位于 14.72 μg/ml 2 h 和 17.64 μg/ml 2 h 之间。为进一步确

定其最佳处理条件，结合 1/2 法和 MTT 法来确定丝裂霉素 C
处理 STO 细胞的最佳条件。经过 1/2 法于 14.72 μg/ml 2 h 和

17.64 μg/ml 2 h 之间得到一个实验点，即 16.18 μg/ml 2 h，所以

利用 MTT 法测定经 0 μg/ml 2 h（阳性对照）、14.72 μg/ml 2 h、
16.18 ug/ml 2 h 和 17.64 μg/m 2 h 四个条件丝裂霉素 C 处理后

的细胞在 96 孔板中培养 2,4,6,8,11,14 天时的细胞数量 （以 0
天时的细胞数量为对照），并绘制 STO 细胞在这段时间内的生

长曲线，从而确定丝裂霉素 C 处理 STO 细胞的最佳条件。
培养 STO 细胞，生长至 80 %左右时传代至四个 100 mm

的培养板中，并第二天分别以 0 μg/ml 2 h（阳性对照）、14.72

μg/ml 2 h、16.18 μg/ml 2 h 和 17.64 μg/m 2 h 进行丝裂霉素 C
处理。2 h 后，用 PBS 洗 3 遍，悬浮细胞，接种于预先用 0.1 % 明

胶处理的 96 孔板中（接种密度为 1×105/ml,每孔 200 μl,每个

条件处理的细胞分别铺 5 个复孔），置于 37℃、5 % CO2 培养箱

培养。96 孔板中的细胞培养 2,4,6,8,11,14 天时，取出 96 孔板，

每孔用 200 μl PBS 洗一遍后，加入 200 μl 细胞培养液和 10 μl
MTT 溶液，置于 37℃、5 % CO2 培养箱中培养 4 h 后，取出 96
孔板，小心除去培养孔中的液体，再用 PBS 洗 2 次，最后加入

二甲基亚砜（DMSO）150 μl，酶标仪上振荡 10 min，使结晶物完

全溶解，测定 OD490nm 值。
MTT 法测定 STO 细胞经 0 μg/ml 2 h（阳性对照）、16.18

μg/ml 2 h、14.72 μg/ml 2 h 和 17.64 μg/ml 2 h 丝裂霉素处理后

冻存，解冻于 96 孔板中培养 2，4，6，8，11，14 天时的细胞数量

（以 0 d 时的细胞数量为对照），确定在冻存的情况下 MMC 处

理 STO 细胞的最佳条件。培养 STO 细胞并传代至四个 100mm
的培养板中（步骤同上），第二天进行丝裂霉素处理。时间到时

用 PBS 洗 3 遍，悬浮细胞，然后进行冻存（每个处理条件冻存

一管细胞）。两天后，解冻丝裂霉素处理过的细胞，接种于预先

用 0.1 % 明胶处理的 96 孔板中 （接种密度为 1×105/ml, 每孔

200 μl,每个条件处理的细胞分别铺 5 个复孔），置于 37℃、5 %
CO2 培养箱培养。96 孔板中的细胞培养 2，4，6，8，11，14 天时，

进行 MTT 检测，测定 OD490nm 值（方法同上）。
1.5 统计分析

实验数据使用 SPSS 软件进行方差统计分析，确定差异显

著性。

2 结果

2.1 双因素优选法

双因素优选法第一次实验中，经不同丝裂霉素浓度和时间

处理后的 STO 细胞存活状况 （见图 2）。22.36 μg/ml 2 h 9 min
处理组的细胞存活至 14 天时的细胞数量为 42，即细胞已经死

亡；17.64 μg/ml 2 h 51 min 处理组的细胞存活至 14 d 时的细胞

数量为 23，即细胞已经死亡；22.36 μg/ml 2 h 51 min 处理组的

细胞存活至 9 d 时的细胞数量为 44，即细胞已经死亡；而 17.64
μg/ml 2 h 9 min 处理组的细胞存活至 14 d 仍有大约 20 %左右

的细胞存在，说明该处理条件下的细胞不会被过度抑制而导致

过早死亡，在四组处理条件中为最佳实验条件。
双因素优选法第二次实验中，经不同丝裂霉素浓度和时间

处理后的 STO 细胞存活状况 （见图 3）。经 12.92 μg/ml 1 h 26
min、14.72 μg/ml 1 h 26 min、12.92 μg/ml 1 h4 3 min、14.72
μg/ml 1 h 43 min 四组条件处理后的 STO 细胞在培养过程中都

存在明显的增殖现象，说明这四组处理条件都没有较好地抑制

细胞的增殖，所以在四组处理条件中 14.72 μg/ml 1 h 43 min 为

最佳实验条件。
根据以上两次实验可以确定，MMC 处理 STO 细胞的最佳

条件位于 14.72 μg/ml 1 h 43 min 和 17.64 μg/ml 2 h 9 min 之

间，由于 1 h 43 min 和 2 h 9 min 都与 2 h 较接近，故认为 MMC
处理 STO 细胞的最佳条件位于 14.72 μg/ml 2 h 和 17.64 μg/ml
2 h 之间。
2.2 MTT 法

采用 MTT 法测定 MMC 处理 STO 细胞的最佳条件，在未
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图 2 经 17.64 μg/ml 2 h 9 min、22.36 μg/ml 2 h 9 min、17.64 μg/ml 2 h

51 min、22.36 μg/ml 2 h 51 min 四组丝裂霉素处理条件处理前后的

STO 细胞的存活状况。a 17.64 μg/ml 2 h 9 min 处理组，a1 为处理前，

a2 为处理后第 2 d，a3 为处理后第 14 d；b 22.36 μg/ml 2 h 9 min 处理

组，b1 为处理前,b2 为处理后第 2 d,b3 为处理后第 14 d；c 17.64 μg/ml

2 h 51 min 处理组, c1 为处理前,c2 为处理后第 2 d,c3 为处理后第 14

d；d 22.36 μg/ml 2 h 51 min 处理组，d1 为处理前，d2 为处理后第 2 d,

d3 为处理后第 14 d。10 倍镜照相，标尺为 50 μm。
Fig.2 STO cell survival situation before and after treatment with

mitomycin C with the four treatment conditions of 17.64 μg/ml 2 h 9 min,

22.36 μg/ml 2 h 9 min,17.64 μg/ml 2 h 51 min,22.36 μg/ml 2 h 51 min. a

17.64 μg/ml 2 h 9 min treatment group,a1 Before treatment,a2 The second

day after treatment,a3 The fourteenth day after treatment;b 22.36 μg/ml 2

h 9min treatment group,b1 Before treatment,b2 The second day after

treatment,b3 The fourteenth day after treatment;c 17.64 μg/ml 2 h 51 min

treatment group,c1 Before treatment,c2 The second day after treatment,c3

The fourteenth day after treatment; d 22.36 μg/ml 2 h 51 min treatment

group,d1 Before treatment, d2 The second day after treatment, d3 The

fourteenth day after treatment.×10,Bar:50 μm.

经冻存的情况下，不同浓度 MMC 处理 STO 2 h 后对 STO 细胞

分裂和存活的影响（见表 1）。
对照组 STO 细胞第 2~14 d 的 OD490nm 值与第 0 d 的

OD490nm 值相比，差异显著( P < 0. 05，见表 1、图 4)。实验结果

表明未经丝裂霉素处理的细胞，第 2 天进入对数生长期，细胞

数量随培养时间的增加而显著增加。
丝 裂 霉 素 C 处 理 时 间 是 2h 时 ，14.72μg/ml 处 理 组 第

2~14d 的 OD490nm 值与第 0 d 的 OD490nm 值相比，差异显著

( P < 0. 05，见表 1、图 4)；16.18 ug/ml 处理组第 2~14 d 的

OD490nm 值与第 0 d 的 OD490nm 值相比，差异显著 ( P < 0.
05，见表 1、图 4)；而 17.64 μg/ml 处理组第 2~14 d 的 OD490nm

值与第 0 d 的 OD490nm 值相比，无显著差异( P > 0. 05，见表

1、图 4)，细胞数量保持较稳定状态。
采用 MTT 法测定丝裂霉素 C 处理 STO 细胞的最佳条件。

在冻存的情况下，不同浓度丝裂霉素 C 处理 STO 2 h 后对 STO
细胞分裂和存活的影响（见表 2）。

对照组 STO 细胞第 2~14 d 的 OD490nm 值与第 0 d 的

OD490nm 值相比，差异显著( P < 0. 05，见表 2、图 5)。实验结果

表明未经丝裂霉素处理的细胞，第 2 天进入对数生长期，细胞

数量随培养时间的增加而显著增加，第 11 d 开始进入平台期。
丝 裂 霉 素 C 处 理 时 间 是 2h 时 ，16.18μg/ml 处 理 组 第

6~14d 的 OD490nm 值与第 0d 的 OD490nm 值相比，差异显著(
P < 0. 05， 见 表 2、图 5)；17.64 μg/ml 处 理 组 第 8~14 d 的

OD490nm 值与第 0 d 的 OD490nm 值相比，差异显著 ( P < 0.
05，见表 2、图 5)；而 14.72 μg/ml 处理组第 2~14 d 的 OD490nm
值与第 0 d 的 OD490nm 值相比，无显著差异( P > 0. 05，见表

2、图 5)，细胞数量保持较稳定状态。

3 讨论

单独对纯化的 SSCs 进行体外培养，SSCs 往往很难存活，

适宜的滋养层是 SSCs 体外培养的关键性因素之一。滋养层在

SSCs 的培养过程中发挥两方面的作用：促进精原干细胞的增

殖和抑制其分化。促进增殖作用主要是由于滋养层细胞能分泌

许多促有丝分裂因子，分化抑制作用主要是由于滋养层细胞能

分泌一些细胞分化抑制因子[11]STO 细胞取材方便，常被用来制

备 SSCs 的滋养层细胞。STO 滋养层细胞与 SSCs 共培养过程

中，若滋养层细胞增殖过快则会与精原干细胞争夺营养，同时

干扰细胞克隆的形成。因此，对 STO 预处理的目的是抑制细胞

的增殖并保持其分泌细胞因子的功能。常用的预处理方法有两

种，使用丝裂霉素处理和 γ 射线照射[15]。多数学者采用丝裂霉

素的处理方法。
丝裂霉素为细胞周期非特异性药物，对肿瘤细胞的 G1

期，特别是晚 G1 期及早 S 期最为敏感，在组织中经酶活化后，

通过烷化作用与细胞 DNA 交联，使其双链解聚，可抑制肿瘤细

胞的 DNA 合成[16]，因此主要用于各种肿瘤的治疗。在滋养层制

备中，若丝裂霉素作用过弱，STO 细胞仍具有有丝分裂能力，则

对 SSCs 细胞产生竞争性抑制；若丝裂霉素作用过强，则会使

STO 细胞死亡，干扰 SSCs 的生长，甚至导致 SSCs 的死亡和分

化[17]。目前为止，有关丝裂霉素处理 STO 细胞条件的研究报道

很少。对制备小鼠 SSCs 培养滋养层条件的优化有利于获得高

质量的 SSCs 滋养层细胞，为大规模体外培养 SSCs 提供基础，

有利于干细胞生物学、医学、农牧业等领域的发展。本实验根据

文献资料报道[13-14]和本实验室以往的研究经验，确定最初丝裂

霉素处理 STO 细胞的条件范围（时间从 1 h 到 4 h，丝裂霉素浓

度从 10 μg/ml 到 30 μg/ml），利用双因素优选法，经过观察发现

丝裂霉素处理 STO 细胞的最佳条件位于 14.72 μg/ml 2 h 和

17.64 μg/ml 2 h 之间。为了进一步确定其最佳处理条件，采用

MTT 法测定细胞数量,并绘制细胞生长曲线，最终可以得出结

论：未经冻存情况下，17.64 μg/ml 2 h 的处理条件是丝裂霉素

处理 STO 细胞的最佳条件，经该条件处理后，在培养 14 天之

内 STO 的细胞数量基本保持稳定；冻存的情况下，14.72 μg/ml
2 h 的处理条件是丝裂霉素处理 STO 细胞的最佳条件，经该条
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图 3 经 12.92 μg/ml 1 h 26 min、14.72 μg/ml 1 h 26min、12.92 μg/ml 1 h 43 min、14.72 μg/ml 1 h 43 min 四组丝裂霉素处理条件处理前后的 STO 细

胞的存活状况。a 为 12.92 μg/ml 1 h 26 min 处理组，a1 为处理前，a2 为处理后第 3 d；b 为 14.72 μg/ml 1 h 26 min 处理组，b1 为处理前,b2 为处理

后第 3 d；c 为 12.92 μg/ml 1 h 43 min 处理组，c1 为处理前，c2 为处理后第 3 d；d 为 14.72 μg/ml 1 h 43 min 处理组，d1 为处理前，d2 为处理后第 3

d。10 倍镜照相，标尺为 50 μm

Fig.3 STO cell survival situation before and after treatment with mitomycin C with the four treatment conditions of 12.92 μg/ml 1 h 26 min,14.72 μg/ml 1

h 26 min,12.92 μg/ml 1 h 43 min,14.72 μg/ml 1 h 43 min. a 12.92 μg/ml 1 h 26 min treatment group, a1 Before treatment,a2 The third day after

treatment; b 14.72 μg/ml 1 h 26 min treatment group, b1 Before treatment, b2 The third day after treatment; c 12.92 μg/ml 1 h 43 min treatment group, c1

Before treatment,c2 The third day after treatment; d 14.72 μg/ml 1 h 43 min treatment group, d1 Before treatment, d2 The third day after treatment.×10,

Bar:50 μm

处理浓度（μg/ml）
Treating concentrations

培养时间（d）Culture time

0 2 4 6 8 11 14

0 μg/ml 0.125 0.312 0.438 0.705 0.812 1.045 1.243

±0.004 ±0.002* ±0.004* ±0.018* ±0.048* ±0.004* ±0.018*

14.72 μg/ml 0.106 0.148 0.158 0.218 0.402 0.550 0.690

±0.005 ±0.002* ±0.006* ±0.001* ±0.009* ±0.011* ±0.011*

16.18 μg/ml 0.109 0.153 0.150 0.263 0.435 0.528 0.345

±0.004 ±0.004* ±0.008* ±0.008* ±0.035* ±0.033* ±0.021*

17.74 μg/ml 0.123 0.165 0.123 0.113 0.148 0.127 0.128

±0.004 ±0.012* ±0.009 ±0.010 ±0.020* ±0.022 ±0.011

注：利用 SPSS 统计学软件进行统计学分析。数据为 OD490nm 值的平均值和标准差；与对照组（0 d）的 OD 值相比较，未加 "*" 表示差异不显著(

P > 0. 05)，"*" 表示差异显著( P < 0. 05)。
Note: Analysis with SPSS statistical software.The numbers refer to averages and derivation of OD490nm data; compared with control group(the OD value

of 0d is the control group),the numbers marked without "*" represent no significant difference between them (P > 0.05) , and the numbers marked with "*"

represent the significant difference between them (P < 0.05) .

表 1 未经冻存情况下，不同浓度丝裂霉素 C 处理对 STO 细胞活力的影响

Table 1 In the case of without cryopreservation, effects of treatment of different concentrations of mytomycin C on STO vitalities

件处理后冻存，在解冻后培养 14 天之内 STO 的细胞数量基本

保持稳定。
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