
动物学报　49 (6) :868～872 , 2003
A cta Zoologica S inica　　　　　 　

　 2003204228收稿 , 2003207229修回

　3 国家自然科学基金 ( No. 39980030) 资助项目、国家“863”计划 ( No. 2001AA213131) 资助项目 [ This research was funded by a

grant from National Natural Science Foundation (No. 39980030) ]

33 通讯作者 (Corresponding author) . 　E2mail : lzdcrc @cau. edu. cn

　第一作者简介　李赞东 , 女 , 45 , 教授。研究方向 : 禽类胚胎和遗传工程。

　 ν 2003动物学报 Acta Zoologica Si nica

禽类原始生殖细胞的迁移能力 3

李赞东①33　李相芝②　赵东风②　Takashi KU WANA②
(①中国农业大学生物学院 , 北京 100094)

(②National Institute for Minamata Disease , Kumamoto　86720008 , Japan)

Migration of avian primordial germ cells 3

L I Zan2Dong①33 　L I Xiang2Zhi②　ZHAO Dong2Feng②　Takashi KUWANA②

( ① College of Biological Science , Chi na A gricult ural U niversity , Beiji ng　100094 , Chi na)

( ② N ational Instit ute f or Mi namata Disease , Kumamoto　86720008 , Japan)

Abstract　Blood samples were collected from chicken embryos at stage 11～15 , and labeled with fluorescent dye PKH26.
Primordial germ cells ( PGCs) were then isolated from blood samples by nycodenz density gradient centrifugation. After
PGCs were labeled and isolated , about 200 PGCs in one microliter were injected into the subgerminal cavity of quail blas2
toderm at stageⅩ. After 48 hours incubation , chicken PGCs were identified by fluorescent microscopy. Red fluorescence
emitted from PKH26 labeled chicken PGCs was observed in the head , the heart and the developing gonadal anlage of quail
embryos. The result suggests that chicken PGCs still keep migration ability after 56 hours [ Acta Zoologica S inica 49
(6) : 868 - 872 , 2003 ] .
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　　鸟类原始生殖细胞 ( Primordial germ cells ,

PGCs) 起源于 Ⅹ期的胚盘上胚层 ( Eyal2Giladi et

al . , 1981) , 4期时经下胚层移动到原条期的生殖

新月部位 ( Eyal2Giladi et al . , 1981 ; Ginsburg et

al . , 1986 , 1987 ; Urven et al . , 1989) 。10期时进

入刚刚形成的胚胎血管系统 , 随血液循环至生殖原

基附近 , 穿过毛细血管壁到达生殖原基定居 , 并分

化成精子或卵子 ( Mayer , 1964 ; Fujimoto et al . ,

1976 ; Nieuwkoop et al . , 1979 ; Nakamura et al . ,

1988 ; Kuwana , 1993) 。鸟类 PGCs具有独特的迁

移路线 , 使得研究者可以在适当的时期 , 方便地分

离 PGCs , 并可通过种间或种内相互移植来制备性

系嵌合体。由于 PGCs是精子或卵子的祖先细胞 ,

从而有可能成为转基因研究的重要载体 , Allioli et

al . ( 1994) 、Naito et al . ( 1994 ) 、Ebara et al .

(2000) 以 PGCs作为载体进行了转基因研究的尝

试。Kuwana et al . (1999) 提出 PGCs在生殖原基

聚集可能与异常发达的毛细血管网的捕捉有关 , 并

且这种毛细血管网有可能与 PGCs在左右侧性腺分

布不对称有关 (Dubois et al . , 1978) 。研究表明 ,

鸡、小鼠、非洲爪蟾的 PGCs具有活泼的迁移能力

( Kuwana et al . , 1986 ; Godin et al . , 1990 ,

1991) , 鸡的生殖原基对小鼠及非洲爪蟾的 PGCs

具有积极的诱引作用 , 这种作用可能是超越物种界

限的共同模式 (Rogulska et al . , 1971 ; England et

al . , 1986) 。本实验以鸡 PGCs 为供体 , 以鹌鹑

( Cont runix ponica) 胚胎为受体 , 研究了 PGCs的

迁移能力及在受体胚胎中异种 PGCs的分布情况 ,

为制备种间性系嵌合体 , 挽救濒危鸟类及转基因研

究提供科学依据。

1　材料与方法

111　材料

60 枚白来亨鸡种蛋购自大分县荒卷养鸡场



(Aramaki Chicken Farm , Oita , Japan) , 鹌鹑种蛋

购自爱知县丰桥东海有机株式会社 ( Toukai Com2
pany , Aichi , Japan) 。

112　试剂

Nycodenz 购自 Nycomed Pharma AS ( Asker ,

Noryat) , P KH26荧光试剂购自 Zynaxis (Malvern ,

cell Science , Inc , PA , USA) KAv21 细胞培养液参

照 Kuwana et al . (1996) 的方法配制。

113　方法

11311　鸡胚血液的采集 　新鲜的白来亨鸡种蛋用

70 %的酒精擦拭消毒后在 3815℃, 60 %～70 %的

相对湿度 , 90 度/ 60 分的转蛋条件下培养 56 h 左

右 , 使胚胎发育至 14 期左右 , 然后用微玻璃针由

胚胎血管中抽取含有 PGCs的血液 , 悬浮于不含血

清的 DMEM培养液中。

11312　鸡胚血液中细胞的荧光色素标记 　鸡胚血

液中细胞的荧光色素标记参照厂家提供的方法进

行 , 简要步骤如下 : 将上述采取的血液细胞计数 ,

根据细胞数确定 P KH26 原液和 Diluent C溶液的用

量 , 并将 P KH26原液用 Diluent C溶液稀释至 4 ×

10 - 6 mol/ L 备用。血液样品经 400 r/ min 离心 5

min后 , 弃去上清 , 用 Diluent C溶液悬浮细胞后 ,

加入等量的 4×10 - 6 mol/ L P KH26 溶液标记细胞。

3 min后 , 加入血清培养 1 min以终止反应。再加

入 KAv21溶液 , 400 r/ min离心 10 min。细胞沉淀

移至另一新试管中 , 加入 KAv21 溶液 , 400 r/ min

离心 5 min 后弃上清 , 重复此步骤 3 次以清洗细

胞。在荧光显微镜下 ( Nikon Diaphot300 , Nikon

Instec Co. Ltd. , Kanagawa , Japan) 确认细胞的标

记率及荧光强度。

11313　鸡 PGCs的纯化　将上述经 P KH26标记的

鸡胚血液沉淀中加入 1 ml 8 %的 Nycodenz溶液以

悬浮细胞。在 6 ml 试管中加入 1 ml 12 %的 Nyco2
denz溶液 , 将细胞悬液加于此溶液上方 , 其上再

加入 200μl 2 %的 Nycodenz溶液 , 800 r/ min离心

20 min。在 8 %和 12 %的 Nycodenz 液面交界处吸

取 600μl细胞悬浮液。在 600μl 细胞悬浮液中加

KAv21 至 114 ml , 1 200 r/ min 离心 6 min后 , 弃

去上清。沉淀中加入 200μl 8 %的 Nycodenz溶液 ,

悬浮细胞。在 115 ml 试管中加入 600μl 14 %的

Nycodenz溶液 , 在其上方重叠 300μl 10 %的 Nyco2
denz溶液 , 再将细胞悬液重叠于上方 , 800 r/ min

离心 10 min。回收 8 %和 10 %的 Nycodenz溶液层

加 KAv21至 114 ml , 调整 PGCs数为 50～100细胞

/μl (Zhao et al . , 2003) 。

11314　PGCs的种间移植及检测 　在鹌鹑种蛋的

赤道部附近打开一个小孔 , 露出胚盘。用微注射法

把 50～100 个 P KH26 标记的白亨鸡 PGCs导入鹌

鹑胚盘中央区域 , 密封切口后在 3815℃, 60 %～

70 %的相对湿度 , 90 度/ 60 分的转蛋条件下培养

48 h 左右。然后从卵黄切下全部胚胎放入 PBS

( - ) 溶液中 , 在荧光显微镜 ( Nikon , Tokyo ,

Japan) 下观察 PGCs的存在部位及数量。

2　结　果

实验分为 Ⅰ、Ⅱ两组进行 , 分别使用了 25 枚

和 28 枚种蛋。两组实验共入孵 53 枚白来亨鸡种

蛋 , 培养 56 h后的生存率为 91 % (48/ 53) , 发育

不良或发育停止的胚胎为 9 % (5/ 53) , 发育到 13、

14期 (血液中 PGCs达到峰值的时期) 的胚胎占

50 % (27/ 53) 左右 (表 1) 。

由表 2可以看出 P KH26 标记的鸡 PGCs微注

射到鹌鹑胚盘后的嵌合体胚胎培养 48 h 后的实验

组 Ⅰ和 Ⅱ的总生存率为 77 % ( 10/ 13 ) , 注射

P KH26标记的红血球的对照组 Ⅰ和 Ⅱ的总生存率

为 64 % ( 9/ 14) ; 在实验组存活胚胎中检测到

P KH26 标记的 PGCs 的个体所占比例是 70 %

(7/ 10) , 对照组检测到 P KH26标记的红血球的个

表 1　供体鸡胚的发育情况

Table 1　Developmental stage of donor chicken embryos

组别

Group

( n)

11期胚胎数

Number of embryos

at stage 11

12期胚胎数

Number of embryos

at stage 12

13期胚胎数

Number of embryos

at stage 13

14期胚胎数

Number of embryos

at stage 14

15期胚胎数

Number of embryos

at stage 15

发育不良的胚胎数

Number of hypog2

enetic embryos

Ⅰ (25) 4 4 5 5 2 4

Ⅱ (28) 1 4 6 11 5 1

总数

( Total) (53)
5 8 11 16 7 5
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表 2　PKH26标记的鸡 PGCs在孵化 48 h的鹌鹑胚胎体内的分布

Table 2　The distribution of PKH26 labeled chicken primordial germ cells in the quail embryos after 482hour incubation

组别

Group

微注射的

鹌鹑种蛋数

Number of microinjec2

ted eggs of quail

发育 48 h后受体

胚胎的生存率

Viability of the

recipient embryos

after 48 h incubation

受体胚胎中 PKH26

荧光阳性率

Positive rate of

PKH26 fluorescence

in the recipient embryos

鸡 PGCs及红血球在各鹌鹑

受体中的分布位置

Localizations of chicken PGCs

in different recipient quail embryos

after 48 h incubation

对照Ⅰ

(ControlⅠ)
8 50 % (4/ 8) 50 % (2/ 4)

1. 卵黄动脉附近 (Near the vitelline artery)

2. 头部与心脏之间 (Between the head and

the heart)

对照Ⅱ

(Control Ⅱ)
6 83 % (5/ 6) 40 % (2/ 5)

1. 头部 ( Head)

2. 脊椎的两侧 ( Two sides of the spine)

实验Ⅰ

( The treated Ⅰ)
8 63 % (5/ 8) 80 % (4/ 5)

1. 游离细胞 ( Free cells)

2. 游离细胞 ( Free cells)

3. 头部 2、3 个细胞块 ( Two or three cell

masses in the head)

4. 心脏背侧 (Back of the heart)

实验Ⅱ

( The treatedⅡ)
5 100 % (5/ 5) 60 % (3/ 5)

1. 头部 ( Head)

2. 头部、心脏、中肾腹侧及生殖原基附近

( Head , heart , ventral mesone2phros and

about the gonadal anlage)

图 1　PKH26标记的鸡 PGCs在孵化 48 h的鹌鹑胚胎生殖原基附近的分布情况 (实验组)

Fig11　Distribution of chicken PGCs labeled with PKH26 around the gonadal anlage of

a quail embryo after 48 h incubation

左 (Left) : 暗场 (Dark field) 　右 (Right) : 明场 (Bright field)

体所占比例是 4414 % (4/ 9) 。实验组 P KH26标记

的 PGCs分布在头部、心脏及生殖原基附近 (表 2

图 1) , 而对照组 P KH26标记的红血球大部分在头

部 (图 2 , 左) 出现 , 只有一例在脊椎的上半部分

出现 (图 2 , 右) 。

3　讨　论

禽类 PGCs由上胚层经过生殖新月区及血液循

环移至生殖原基的迁移路线分为组织间移动和随血

流移动两个部分。一般认为 PGCs的迁移路线由化

学和物理两个因素决定。化学因素主要是由于生殖

原基分泌一种物质 (可能是类固醇类物质) 吸引

PGCs迁移 (Swartz et al . , 1972) 。PGCs迁移的物

理因素是其本身具有变形运动的能力。鸡的 PGCs

含有大量糖原颗粒 , 并有伪足 , 可进行阿米巴运

动 , 并且 PGCs在迁移的不同时期其形态、大小及

内容物略有不同。PGCs处于上胚层时其形态特征

与其它细胞无法区分 , 而处于生殖新月区时细胞呈
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图 2　PKH26标记的鸡红血球在孵化 48 h的鹌鹑胚胎中的分布情况 (对照组)

Fig12　Distribution of chicken red blood cells labeled with PKH26 in the quail embryos

after 48 h incubation ( Control)

红色荧光分别出现在胚胎 (左) 头部与心脏之间 (右) 脊椎的两侧 [ Red fluorescence can be observed in the quail embryos (left) between the

head and the heart and (right) in the two sides of the spine ]

圆形或卵圆形 , 直径约为 12～20μm , 细胞内含有

大量卵黄颗粒、核糖体和线粒体。进入血液循环后

PGCs呈球形 , 直径约为 9～16μm , 细胞表面有少

量微绒毛 , 卵黄颗粒减少 , 脂滴和糖原颗粒增多。

进入生殖原基后 , PGCs拉长 , 具有伪足 , 直径约

为 10～25μm , 糖原颗粒数量剧减 , 高尔基复合体

和内质网发达。卵黄和糖原颗粒的减少说明 PGCs

在迁移过程中是消耗能量的 ( Urven et al . , 1989 ;

Swartz , 1982) 。本实验用无细胞毒性且对细胞增

殖无影响的 P KH26 荧光色素 ( Messina et al . ,

1992) , 标记鸡血液中的 PGCs并微注射到鹌鹑胚

盘中 , 发现荧光标记的鸡 PGCs在微注射 48 h后移

动到鹌鹑胚胎生殖原基附近聚集 (图 1) 此结果表

明鸡 PGCs 在鹌鹑胚胎中仍然具有正常的迁移能

力 , 鹌鹑胚胎的生殖原基对鸡 PGCs具有诱引 (趋

化) 作用。Rogulska et al . (1971) 和 England et

al . (1986) 报道 , 早期鸡胚不仅对鸟类的 PGCs有

诱引作用 , 还对小鼠及非洲爪蟾的 PGCs也有诱引

作用。Li et al . (2002) 通过微注射法移植鸡胚盘

细胞制备了麻鸭 - 鸡嵌合体 , 其中一只雄性嵌合体

经后代检测证明为性系嵌合体 , 表明麻鸭生殖原基

对鸡的 PGCs也有诱引作用。本实验的重要意义在

于使用荧光标记的 PGCs细胞作为供体在活体中跟

踪检测了由胚盘经过血液循环到达生殖原基的迁移

过程 , 为生殖原基对 PGCs的诱引作用可能存在一

种超越物种界限的共同模式这一理论 , 在细胞水平

上提供了有力的证据。

另外 , 由于 PGCs是取自孵化 56 h后的鸡胚血

管中 , 经分离纯化后注射到未孵化的鹌鹑种蛋胚盘

中 , 从而再一次经历组织间迁移和血液循环到达鹌

鹑的生殖原基 , 因此 PGCs的生理年龄倒退了 56

h。由于作为受体的未孵化种蛋可以大量获得 , 无

需供体与受体生理年龄的同步化 , 与将胚胎血液

PGCs相互移植的操作技术相比 , 步骤相对简便快

捷。因此利用 PGCs这种在受体胚胎中能够重新正

确定位的特性将可以极大的提高嵌合体法转基因的

研究效率。
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