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为了建立大泷六线鱼!
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9
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"精巢支持细胞系$本研究通过对大泷六线鱼精巢支持细胞进行分离

和培养$建立并优化了精巢支持细胞培养体系%首先$在精巢支持细胞分离方法上$相较于组织块培养法$利用酶解法分离

获取的支持细胞纯度更高&其次$优化了精巢支持细胞的培养体系$即添加
$c6WWL:

'

-

非必需氨基酸或
6d

鱼胚胎提取液

的
-@6!

培养基!含
6$d

胎牛血清!

.Z2

""为最佳培养基&最后对分离和培养的精巢支持细胞进行了鉴定$结果显示贴壁培

养的支持细胞呈多边形$碱性磷酸酶!

,%

"染色呈阴性$支持细胞标记基因
Y&>

表达水平显著高于生殖细胞的标记基因

$
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U

+
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$确定了所培养的细胞为精巢支持细胞%
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支持细胞是精巢中不可或缺的一类重要细胞$在

生物体的精巢生长发育和精子发生过程中起到至关重

要的作用$并且可以促进精原干细胞的维持与自我更

新(

6

)

%在成熟精巢中$支持细胞的数量影响了生殖细

胞和精子的数量(

"

)

%支持细胞呈不规则的多边形$四

周有很多形态各异的凹陷$生殖细胞多附着于凹陷中%

在体外单独培养精原细胞往往不易成活$但将支持细

胞作为滋养层细胞与之共同培养时$可促进精原细胞

的生长增殖(

7@>

)

%这是由于支持细胞的细胞质中含有

大量的细胞器$如线粒体+内质网和高尔基体等(

!

)

$这

些细胞器可为精原细胞提供自我更新和维持过程中所

需的多种因子$包括转铁蛋白+碱性成纤维细胞生长因

子
"
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"+神经胶质细胞源性神经营养因子!

[*@

/.

"+胰岛素样生长因子
6

!

([.@6

"和白血病抑制因子

!
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"等(

<@6!

)

%此外$相邻的支持细胞间通过紧密连接

的形式构成血睾屏障!

Z3Z

"$其外质特化结构可维持

细胞之间的连接$促进精原细胞黏附于支持细胞

上(

6<@"6

)

%目前$国内外对支持细胞的研究报道大多数

集中在哺乳动物上$在鼠+兔+牛和羊中已经报道了精

巢支持细胞的分离+纯化及培养方法(

""@"!

)

%鱼类中$在

尼罗罗非鱼+褐牙鲆和暗色颌须鮈中已有精巢支持细

胞的分离培养研究$而其他鱼类中关于精巢支持细胞

的研究较少(

"<@"Y

)
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大泷六线鱼!
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"是中国北方特

有的海水经济鱼类之一$因其怀卵量少+鱼卵具有高黏

性以及遇到海水后极易黏结成团块状等特性$导致其

人工授精与孵化存在着诸多困难(

"?

)

%通过移植大泷六

线鱼的精原细胞至种内或种间受体鱼可能是解决大泷

六线鱼大规模繁育的方法之一%本研究对大泷六线鱼

精巢支持细胞进行了分离+体外培养和鉴定$以期为建

立其支持细胞的细胞系奠定基础$同时也为其精原细

胞稳定的体外培养环境提供理论参考%

6
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材料与方法

6A6

动物来源与取样

本实验选取健康+生长状态良好且处于精原细胞

增殖期的大泷六线鱼!体长
6"

!

6YCW

$体质量
>$
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"$用浓度
6$$W
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的
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麻醉剂将大泷六线



#

期 王旭亮$等#大泷六线鱼精巢支持细胞分离培养体系的建立和优化

鱼麻醉
6$WFD

后$对其进行断椎处理$从泄殖孔剖开腹

腔后取出精巢并将其放于含
"$d

三抗!青霉素
@

链霉素
@

两性霉素
Z

混合溶液"的
%Z2

缓冲液!

6-

配方#

Yc!

M

/K+:

+

"c<Y>

M

/K

"

5%)

>

3

6"5

"

)

+

$c7?

M

/K5

"

%)

>

3

"5

"

)

$
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5r#c>

"中浸泡除菌
6$WFD

%

6A"

大泷六线鱼精巢支持细胞的分离和原代培养

用含
6$d

三抗!青霉素
@

链霉素
@

两性霉素
Z

混合

溶液$其中青霉素含量为
6$W

M

'

W-

$链霉素含量为

6$W

M

'

W-

$两性霉素
Z

含量为
"!

4

M

'

W-

"的
%Z2

缓

冲液将解剖获得的精巢清洗
!

!

<

次$彻底去除精巢外

部的结缔组织及血块&取适量精巢组织放入含有
6W-

无血清培养基的细胞培养瓶中$剪成
6WW

7左右的组

织块&并用直径
$c>

4

W

的筛网将组织块与精子+其他

游离的细胞以及细胞碎片分离&然后用无血清培养基

对组织块进行清洗$清洗
"

次后暂存于无血清培养基

中备用%

6A"A6

组织块培养法原代培养
!!

将组织块均匀铺在培

养瓶中$静置待组织块固定后$向培养瓶中无组织块的

一侧加入培养基$在组织块不接触培养基的条件下倒

置
>G

使组织块黏附在培养瓶中$随后将培养瓶翻转使

组织浸入培养基$在无
+)

"

+

">s

恒温培养箱中继续培

养%待组织周围有细胞呈放射状迁出后$更换培养基$

此后每
7

天进行
6

次换液%

6A"A"

酶解法原代培养
!!

将收集的组织块放于含

6W

M

'

W-

胶原酶
9

的无血清培养基的细胞培养瓶中$

在
">s

条件下摇晃酶解
"G

$期间通过镜检观察酶解

程度$待大多数组织被酶解成单个细胞后$加入胎牛血

清!

.Z2

"终止酶解反应$用移液枪将酶解后的细胞团吹

散%然后向培养瓶中加入适量的培养基$放于
">s

恒

温培养箱中培养$待细胞贴壁生长后$更换新的培养

基$此后每
7

天进行
6

次换液%

6A7

不同培养基对支持细胞原代培养的影响

6A7A6

基础培养基对支持细胞原代培养的影响
!!

分别

使用
-@6!

+

*X&X

'

.6"

和
*X&X

培养基进行支持细

胞原代培养$

">s

恒温培养
#H

后$观察不同培养基中

细胞的迁出和贴壁状态%

6A7A"

胎牛血清"

.Z2

#浓度和生长因子对支持细胞原代

培养的影响
!!

在含有不同浓度
.Z2

的
-@6!

培养基

中$添加
$c6WWL:

'

-

非必需氨基酸!

ZFL(DH

"或
6d

鱼

胚胎提取液$

">s

恒温培养
#H

后观察细胞的迁出和

贴壁状态%

鱼胚胎提取液的制备#取大泷六线鱼桑椹胚或囊

胚时期的胚胎$经过
7

次反复低温冻融!

fY$s

"$

>$$$Q

'

T

离心
!WFD

$吸取上清液并通过
$c""

4

W

滤

膜过滤除菌获得鱼胚胎提取液%

6A>

大泷六线鱼精巢支持细胞传代培养

待细胞的贴壁率达到
#!d

以上时$可对细胞进行传

代%首先$弃去原有培养基$使用不含
.Z2

的培养基或

%Z2

缓冲液清洗贴壁细胞
"

次$加入
6W-$c"!d

胰蛋白

酶室温酶解
!WFD

后$轻轻摇晃培养瓶使细胞脱落%待

细胞悬浮后$加入
6W-.Z2

终止酶解反应&然后$用移

液枪将细胞团吹打成单细胞$再加入适量新鲜培养基$于

">s

恒温培养箱中继续培养$每
"H

进行
6

次换液%

6A!

大泷六线鱼精巢支持细胞的染色鉴定

使用
Z+(%

'

/Z3

碱性磷酸酶染色试剂盒!

ZO

;

L@

RFWO

"对贴壁的细胞进行染色!染色方法按试剂盒说明

书进行"$其中干性的细胞会被染成紫色$非干性的细

胞无法被染色$从而可以鉴定贴壁细胞是否为支持细

胞$同时以干性的精原细胞作为阳性对照%

6A<

大泷六线鱼精巢支持细胞的分子鉴定

通过
3'(aL:

法提取支持细胞总
'/,

$利用
%QF@

WO2CQF

S

R'3QOK

M

ODRVFR

!

3KQKEK

"合成
C*/,

用于

\

%+'

检测%使用
%QFWOQ%QOWFOQ!A$

软件设计大泷六

线鱼
Y&>

+

$

2R

U

+

3"/"

基因的特异性引物!见表
6

"$选

用
>W='IE.

基因作为内参$利用
-F

M

GR+

;

C:OQ>Y$

QOK:@RFWO%+'T

;

TROW

!

'LCGO

"进行
\

%+'

检测%反应

体系共
"$

4

-

$包括
6$

4

-"q24Z'

:

%QOWFI&I

3K

\

3X

$

!

3KEKQK

"+

$c>

4

-6$DWL:

'

-

正反向引物+

"

4

-!D

M

'

4

-

模板
C*/,

和
#c"

4

-

灭菌
*&%+

水%

反应条件#

?!s

预变性
!WFD

&

?!s6!T

$

<$s>!T

$

共
>$

个循环&每组设置
7

个重复%数据分析采用

"

f

66

+R的方法$通过
2%226>A$

软件对进行显著性分析$

1

#

$c$!

时表明具有显著性差异%

表
6

!

本研究中所用到的引物序列

3KJ:O6

!

%QFWOQTO

\

9ODCOT9TOHFDRGFTTR9H

;

引物

%QFWOQT

序列!

!

/

$

7

/"

2O

\

9ODCO

!

!

/

$

7

/"

Y&>@

\

%+'

.̂

#

+,[3[,3+[+3+,3+3+,33

'1

#

,,[[[+33+,+3++3,+,

$

2R

U

@

\

%+'

.̂

#

[3[[,[3[33[,+[[333,[

'1

#

+,+3,++,+,+++333,,+

3"/"@

\

%+'

.̂

#

333+++3[,+33[3[3+33+

'1

#

[[3[,[[+[,+33+,333

>W/'IE.@

\

%+'

.̂

#

+[+,+[,,++,,,+,,,+

'1

#

[,+[,+,,[,[[333+,[,[

6A#

支持细胞增殖曲线的绘制

利用血球计数板进行细胞计数$即
!

个中方格细

胞数总和
w

稀释倍数
q6$

7

r6W-

的细胞总数%将悬

液细胞数量控制在
6$

>个'
W-

左右$在
">

孔板中进行

传代培养$每
"H

更换
6

次培养基$每天进行细胞计数$

7#
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连续统计
<H

$绘制细胞增殖曲线%

"

!

结果

"A6

大泷六线鱼精巢支持细胞的分离和原代培养

"A6A6

组织块培养法对原代精巢支持细胞迁出的最适培

养条件筛选

"A6A6A6

不同基础培养基对原代精巢支持细胞迁出的影

响
!

通过组织块培养法分离获得的支持细胞在
-@6!

+

*X&X

'

.6"

和
*X&X7

种基础培养基中均从第三天

开始迁出%

#H

后$组织块周围出现小面积的生长晕$

如图
6

所示%比较细胞迁出结果可知
-@6!

基础培养基

!见图
6,

"为大泷六线鱼组织块培养法精巢支持细胞

原代培养的最适培养基$其细胞迁出的数量和范围均

远高于另外
"

种培养基!见图
6Z

+

+

"%

"A6A6A".Z2

浓度和生长因子对原代精巢支持细胞迁出

的影响
!

为探究不同浓度
.Z2

对原代精巢支持细胞迁

出的影响$向
-@6!

培养基中分别添加
!d

和
6$d

的

.Z2

$结果显示添加
.Z2

有利于原代精巢支持细胞的

迁出$

.Z2

添加组!见图
"Z

+

+

"相对未添加组!见图

",

"的细胞迁出效果更好$其中添加
6$d.Z2

促进细

!

,

#

-6!

培养基&

Z

#

*X&X

''

.6"

培养基&

+

#

*X&X

培养基%比例尺#

6$$

4

W

%

,

#

-6!

&

Z

#

*X&X

'

.6"

&

+

#

*X&XA2CK:OJKQ

#

6$$

4

WA

"

图
6

!

基础培养基对组织块分离培养的原代精巢支持细胞迁出的影响

.F

M

A6

!

&PPOCRTLPJKTK:WOHF9WLDCO::OWF

M

QKRFLDLPTOQRL:FCO::TFTL:KROHJ

;

OI

S

:KDROHRFTT9OC9:R9QO

!

,

+

*

+

[

#无血清添加&

Z

+

&

+

5

#添加
6$d.Z2

&

+

+

.

+

(

#添加
6!d.Z2

&

,

+

Z

+

+

#未添加血清外其他成分&

*

+

&

+

.

#添加
$c6WWL:

'

-

所有类型非必需氨基

酸&

[

+

5

+

(

#添加
6d

鱼胚胎提取液%比例尺#

6$$

4

W

%

,

$

*

$

[

#

DLTOQ9WKHHOH

&

Z

$

&

$

5

#

6$d.Z2KHHOH

&

+

$

.

$

(

#

6!d.Z2KHHOH

&

,

$

Z

$

+

#

DL

LRGOQCLW

S

LDODRTOICO

S

RTOQ9WKHHOH

&

*

$

&

$

.

#

$c6WWL:

'

-OKCGDLD@OTTODRFK:KWFDLKCFHKHHOH

&

[

$

5

$

(

#

6dOIRQKCRFD

M

TL:9RFLDPQLWPFTGOWJQ

;

LT

KHHOHA2CK:OJKQ

#

6$$

4

WA

"

图
"

!

.Z2

浓度+非必需氨基酸和鱼胚胎提取液对组织块分离培养的原代精巢支持细胞迁出的影响

.F

M

A"

!

&PPOCRTLP.Z2

$

DLD@OTTODRFK:KWFDLKCFHKDHOIRQKCRFD

M

TL:9RFLDPQLW

M

QOO:FD

M

OWJQ

;

LT

LDCO::OWF

M

QKRFLDLPTOQRL:FCO::TFTL:KROHJ

;

OI

S

:KDROHRFTT9OC9:R9QO
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胞迁出效果最佳%此外$在含
6$d.Z2

的基础上再添

加
$c6WWL:

'

-

非必需氨基酸!见图
"&

"或
6d

鱼胚胎

提取液!见图
"5

"可进一步促进原代精巢支持细胞的

迁出%

"A6A"

酶解法对原代精巢支持细胞最适培养条件的筛选

!!

根据组织块培养法实验结果对培养基类型和
.Z2

添加浓度进行调整$酶解法培养条件优化实验选取

-@6!

+

*X&X

'

.6"

和
X6??7

种培养基$然后将
!d

和

6$d.Z2

分别添加到每种培养基中$培养
#H

后的细

胞贴壁数量和状态如图
7

所示%对各组结果进行比较

表明含
6$d.Z2

的
-@6!

培养基同样适合酶解法分离

的精巢支持细胞的原代培养%

!

,

+

Z

#

-@6!

&

+

+

*

#

*X&X

'

.6"

&

&

+

.

#

X6??

&

,

+

+

+

&

#添加
!d.Z2

&

Z

+

*

+

.

#添加
6$d.Z2

%比例尺#

6$$

4

W

%

,

$

Z

#

-@6!

&

+

$

*

#

*X&X

'

.6"

&

&

$

.

#

X6??

&

,

$

+

$

&

#

!d.Z2KHHOH

&

Z

$

*

$

.

#

6$d.Z2KHH@

OHA2CK:OJKQ

#

6$$

4

WA

"

图
7

!

基础培养基和
.Z2

对酶解法分离的

精巢支持细胞原代培养的影响

.F

M

A7

!

&PPOCRTLPJKTK:WOHF9WKDH.Z2LD

S

QFWKQ

;

C9:R9QO

LPTOQRL:FCO::TFTL:KROHJ

;

ODa

;

WOHF

M

OTRFLDC9:R9QO

"A"

大泷六线鱼精巢支持细胞的鉴定

"A"A6

精巢支持细胞的形态观察
!!

用筛选的最适培养

基!

-@6!

"对大泷六线鱼精巢支持细胞进行原代培养$

在细胞贴壁率达到
#!d

以上时进行传代培养$并对
"

种方法分离培养的细胞进行形态观察%结果显示组织

块培养法分离培养的细胞形态多样$表明除支持细胞

外$还存在梭形的成纤维细胞和少量圆形的生殖细胞

!见图
>,

"&酶解法分离培养的细胞形态单一$呈现不

规则多边形$并未出现其他类型的细胞!见图
>Z

"%因

此$利用酶解法分离培养获得精巢支持细胞纯度更高$

可用于后续实验%

!

,

#组织块培养法分离培养的精巢支持细胞&

Z

#酶解法分离培养的精巢

支持细胞%比例尺#

6$$

4

W

%

,

#

2OQRL:FCO::TFTL:KROHKDHC9:R9QOHJ

;

OI@

S

:KDROHRFTT9OC9:R9QOWORGLH

&

Z

#

2OQRL:FCO::TFTL:KROHKDHC9:R9QOHJ

;

ODa

;

WOHF

M

OTRFLDC9:R9QOWORGLHA2CK:OJKQ

#

6$$

4

WA

"

图
>

!

不同方法分离培养的精巢支持细胞的形态观察

.F

M

A>

!

XLQ

S

GL:L

M

FCK:LJTOQUKRFLDLPTOQRL:FCO::TFTL:KROH

KDHC9:R9QOHJ

;

HFPPOQODRWORGLHT

"A"A"

酶解法迁出的精巢支持细胞的染色鉴定
!!

通过

碱性磷酸酶染色来检测酶解法分离并培养的精巢支持

细胞是否存在精原细胞%结果显示$酶解法分离和培

养的精巢支持细胞未被染成紫色!见图
!,

"$而具有精

原细胞的对照组则被染成深紫色!见图
!Z

"$表明培养

的细胞中不存在干性的精原细胞%

!

,

#支持细胞碱性磷酸酶染色结果&

Z

#精原细胞碱性磷酸酶染色结果%

比例尺#

!$

4

W

%

,

#

2OQRL:FCO::TTRKFDFD

M

&

Z

#

2

S

OQWKRL

M

LDFKTRKFDFD

M

A

2CK:OJKQ

#

!$

4

WA

"

图
!

!

酶解法迁出的精巢支持细胞的染色检测

.F

M

A!

!

2RKFDFD

M

HOROCRFLDLPTOQRL:FCO::T

"A"A7

酶解法迁出的精巢支持细胞的分子鉴定
!!

利用

精巢不同类型细胞的标记基因对酶解法分离和培养的

细胞进行分子鉴定$结果显示生殖细胞标记基因
$

2R

U

+

3"/"

几乎不表达$而支持细胞标记基因
Y&>

高表达$因

此
Y&>

表达水平显著高于
$

2R

U

和
3"/"

$这说明可通过

酶解法来分离培养获得纯度较高的大泷六线鱼精巢支

持细胞!见图
<

"%

!#
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!
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年

图
<

!

Y&>

+

3"/"

和
$

2R

U

基因在酶解法分离培养的

精巢支持细胞中的表达水平

.F

M

A<

!

&I

S

QOTTFLD:OUO:LPY&>

$

3"/"KDH

$

2R

UM

ODOFDTOQRL:F

CO::TFTL:KROHKDHC9:R9QOHJ
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ODa

;

WOHF

M

OTRFLDC9:R9QO

"A7

大泷六线鱼精巢支持细胞的生长曲线

对稳定传代的精巢支持细胞进行了生长周期测

定$结果显示#在接种的初级阶段!

6

!

7H

"$细胞快速增

殖$细胞数目急剧增加&在中间阶段!

7

!

>H

"$细胞的增

殖速度放缓$细胞数目稳定上升&在接种后第四天$细

胞有衰退迹象$但数目维持稳定&接种后第五天$细胞

进入衰退期!见图
#

"%

图
#

!

大泷六线鱼精巢支持细胞的生长曲线

.F

M

A#

!

[QL]RGC9QUKR9QOLPTOQRL:FCO::TFD

M

QOOD:FD

M

7

!

讨论

7A6

支持细胞的原代培养方法

获取原代支持细胞一般采用胰蛋白酶消化法和差

速贴壁法(

7$

)

%本研究中$采用了
"

种方法获取原代细

胞#组织块培养法和酶解法%用组织块培养法迁出的

细胞中虽然大部分都是支持细胞$但还存在一些成纤

维细胞及生殖细胞$细胞培养后期很难将除支持细胞

外的其他细胞去除$而酶解法得到的细胞类型比较单

一$所以酶解法是获取高纯度支持细胞的最优方法%

在哺乳动物精巢支持细胞系建立的过程中$多采

用胰蛋白酶对精巢组织进行酶解消化%针对鱼类细胞

通常较为脆弱这一特点$本文作者使用胶原酶
9

对精

巢组织块进行酶解消化$相较于胰蛋白酶酶解消化$胶

原酶酶解消化组织更温和$酶解消化后分离的细胞损

伤更小$所获得的细胞在
">G

后的贴壁率可以达到

?!d

以上%此时使用差速贴壁法除去原培养基中的悬

浮细胞$并用
6q%Z2

缓冲液清洗贴壁细胞
"

次$更换

培养基$除去生殖细胞来进一步纯化分离的细胞$从而

提高培养细胞的纯度%

7A"

不同培养基对原代细胞培养的影响

在细胞培养中$培养基的组成成分在细胞的生长

和增殖中起到重要作用%不同的基础培养基$不同的

.Z2

浓度以及生长因子的添加等都会对细胞的生长增

殖产生影响%常用的基础培养基有
X&X

+

*X&X

+

*X&X

'

.6"

+

X6??

和
-@6!

等(

76

)

%

X&X

是最基本的

培养基$主要用于一些贴壁细胞的培养&

*X&X

培养

基是在
X&X

基础上研制的$含有葡萄糖与各种氨基

酸$常用于快速生长的细胞培养%

*X&X

'

.6"

与

X6??

基础培养基中虽然加入了
5&%&2

作为缓冲剂$

但在长时间培养细胞的情况下$也会导致培养液
S

5

显

著升高$而支持细胞在高
S

5

的培养环境中难以贴壁$

不利于细胞生长%

-@6!

培养基中除了添加
5&%&2

作

为缓冲剂外$还含有高浓度的氨基酸$同时使用半乳糖

代替常用的葡萄糖$进一步提高了培养基的缓冲能力$

以解除
S

5

变化较大不利于细胞培养的限制%由于

-@6!

培养基的组成成分中没有添加
/K5+)

7

$因此不

需要
+)

"

作为缓冲$本实验的大泷六线鱼精巢支持细

胞在
-@6!

培养基且无
+)

"

的恒温培养箱中培养$培养

基中因长时间细胞培养而升高的
S

5

可用培养基中的

丙酮酸代谢产生
+)

"

来平衡%

细胞培养中必须添加营养物质或生长因子等才能

使细胞正常生长与增殖%培养基需要添加一定浓度的

血清$血清浓度依据培养细胞种类而定%目前广泛使

用的血清主要为马血清和胎牛血清!

.Z2

"%马血清常

用于有丝分裂后的神经元培养$即使其浓度较高$也能

促进细胞的分化&

.Z2

常用于培养增殖细胞$也可用于

多种细胞系的传代培养和细胞的原代培养%在大鼠睾

丸支持细胞培养中$采用的
.Z2

浓度为
"$d

(

7"

)

$而在

本研究中发现$较低浓度的
.Z2

!

6$d

"更适用于硬骨

鱼支持细胞的培养$因此推测这可能与加入
.Z2

后培

养基的微环境改变!

S

5

及渗透压"相关%综上筛选出

大泷六线鱼精巢支持细胞的最优培养基$即添加

$c6WWL:

'

-

非必需氨基酸或
6d

鱼胚胎提取液且含

6$d.Z2

的
-@6!

培养基%

7A7

支持细胞的鉴定

由于在精原细胞的体外培养中$支持细胞通常作

为滋养层细胞$所以对支持细胞类型的鉴定尤为重要%

<#
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在小鼠中$已有研究表明
Y&>

基因可在未成熟的支持

细胞中表达$且一直持续表达至支持细胞成熟后$是广

泛应用的支持细胞标记基因(

77

)

&除了分子标记鉴定外$

还可以通过细胞染色的方法对支持细胞的纯度进行鉴

定(

7>

)

%通过罗丹明
6"7

染色可观察到支持细胞细胞质

中线粒体的含量较高$这与其分泌的能力强相关&同时

用碱性磷酸酶染色$支持细胞呈阴性$未被染成紫色%

这些方法都能对支持细胞进行有效的分离和鉴定(

7!

)

%

在本研究采用了形态观察+细胞干性染色及分子

标记基因表达等方法对分离出的细胞进行了鉴定%分

离的细胞具有与大鼠睾丸支持细胞相同的多边形上皮

样细胞形态(

7<

)

$同时通过细胞碱性磷酸酶染色显示细

胞中没有包含具有干性的精原细胞$并且分离的细胞

中大量表达支持细胞的标记基因
Y&>

$这些试验结果表

明$本实验中所分离和培养的细胞是大泷六线鱼精巢

支持细胞%
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