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海藻酸微囊法冷冻保存绵羊精原干细胞
刘代艳  罗奋华  孔群芳  包佳婧  吴应积*

(内蒙古大学哺乳动物生殖生物学及生物技术教育部重点实验室, 呼和浩特 010070)

摘要      细胞冷冻保存技术是动物研究的重要组成部分。该研究首次应用海藻酸微囊冷冻

保存绵羊精原干细胞(spermatogonial stem cells, SSCs), 旨在提高绵羊SSCs的冷冻保存效率。冻

存前后对绵羊SSCs存活率进行评估, 在绵羊SSCs液氮冻存10 d后进行细胞培养和CDH1、PLZF、
GFRα1、OCT-4、Thy-1五个精原干细胞特异分子标记蛋白的免疫荧光鉴定。结果表明, 在液氮冻

存1 d后, 绵羊SSCs存活率从58.4%±1.4%(单细胞悬液冻存组)提高到78.7%±1.3%(海藻酸微囊包埋

冻存组); 液氮冻存10 d后, 单细胞悬液冻存组细胞存活率降低至48.1%±0.8%, 而海藻酸微囊包埋组

细胞存活率仍保持在78.0%±1.5%。对液氮冻存10 d后的细胞进行体外培养, 培养4 d后, 海藻酸微

囊包埋冻存组能形成典型的精原干细胞簇。进行细胞免疫荧光鉴定, 发现在微囊包埋冻存10 d后
CDH1、PLZF、GFRα1、OCT-4、Thy-1均显示阳性。海藻酸微囊的应用显著提高了绵羊SSCs的
冷冻保存效率, 且对绵羊SSCs的标记基因表达无显著影响。该方法的建立为其他家畜及濒危动物

种质资源保存提供了依据。
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The Applications of Alginate Microcapsules in Sheep Spermatogonial 
Stem Cells Cryopreservation
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Abstract       Cryopreservation of animal cells is an essential part of cell biology. In order to improve efficacy 
of sheep spermatogonial stem cells (SSCs) cryopreservation, alginate microcapsules were used to cryopreserve the 
sheep SSCs in the present study. Cell viability and culture were evaluated and compared; The products of five SSC-
specific proteins, including CDH1, PLZF, GFRα1, OCT-4 and Thy-1 were examined by immunofluorescence after 
stored in liquid nitrogen for 10 d. The results indicated that alginate microcapsules could increase sheep SSCs vi-
ability to 78.7%±1.3%, while stored with single cells suspension was 58.4%±1.4% after stored in liquid nitrogen 
for 1 d. The viability of sheep SSCs with alginate microcapsules was 78.0%±1.5%, while stored with single cells 
suspension was 48.1%±0.8% after stored in liquid nitrogen for 10 d.  After four days culture, the SSCs with alginate 
microcapsules embedded can form a typical SSCs clusters after stored in liquid nitrogen for 10 d. Immunofluores-
cence showed that CDH1, PLZF, GFRα1, OCT-4, Thy-1 were expressed after cryopreservation. Taken together, 
alginate microcapsules significantly improved the efficacy of sheep SSCs cryopreservation, and maintained the ex-
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pression of sheep SSC-specific genes after thawing. This study indicates a new method for the cryopreservation of 
animal resources by using the alginate microcapsule, especially for the livestock and those endangered species.  

Key  words        alginate microcapsules; SSCs; cryopreservation; viability

精原干细胞(spermatogonial stem cells, SSCs)是
存在于雄性动物睾丸生精小管基膜上的生殖干细

胞, 是雄性体内将遗传信息传递给后代的唯一成体

干细胞, 能在不断自我更新的同时, 分化形成精母细

胞[1]。鉴于SSCs携带遗传信息的完整性, 众多研究

者基于不同的出发点去研究和应用精原干细胞。自

SSCs在啮齿类动物中移植成功后[2-3], SSCs的研究和

应用拓展到多种动物和多种用途。相关文章针对用

SSCs移植技术制作转基因动物这一技术进行了全

面展望, 从中我们可以看出, 这一新技术的发展成熟

将大大加速转基因动物制作的步伐[4]。针对放疗[5]

和化疗[6]所引起的不育症而言, SSCs的移植技术为

其患者带来了恢复生育能力的希望[7-8]。SSCs移植

技术也为濒危物种和良种家畜的保护或生成提供了

新思路[9]。从SSCs的干细胞特性出发, 可以将其进

行抑制分化生成多能生殖干细胞用于再生医学和遗

传医学[10-11]。上述已有的研究表明, SSCs在大规模

品种改良、种质资源保存、转基因动物的制作、再

生医学、不育症治疗等领域具有重要的应用前景。

SSCs在成年雄性动物睾丸内的数量较少, 因
此, SSCs的增殖培养、冷冻保存和鉴定是SSCs应
用的关键技术。小鼠SSCs的培养[12-13]和大鼠SSCs
的培养[14-15]已经取得成功。家畜SSCs的长期增殖

培养技术至今还没有报道。伴随着培养研究的进

展, 用于SSCs鉴定的标记分子也逐步增加。到目前

为止, 已被发现的SSCs特异标记分子包括CDH1[16]、

PLZF[17]、GFRα1[18]、OCT-4[19]、Thy-1[20]等。其中, 
CDH1为绵羊SSCs的标记分子已经得到验证(本实验

室研究新结果, 即将发表)。 
家畜SSCs高效的冷冻保存技术在SSCs的实际应

用中具有重要意义。本研究以本实验室绵羊SSCs培
养研究成果[21]为基础, 建立一个高效的绵羊SSCs冷
冻保存方法。常规的SSCs冷冻保存存在细胞存活率

低下的问题, 从而严重限制了细胞在实践操作中的应

用[22]。近几年, 应用海藻酸微囊对小鼠骨髓间质干细

胞[23]、人类牙髓干细胞[24]、小鼠胚胎干细胞[25]、人

类胚胎干细胞[26]等进行冷冻保存研究已经取得很好

的结果, 与常规的冷冻保存方法比, 干细胞存活率有

了显著的提高。因此我们假设海藻酸微囊用于绵羊

SSCs的冷冻保存也会使细胞存活率显著提高。本

研究选取CDH1、PLZF、GFRα1、OCT-4、Thy-1作
为绵羊SSCs的标记分子, 在评估干细胞存活率时以

CDH1作为干细胞特有标记, Ca-AM为活细胞标记

染料, 对冷冻保存前后绵羊SSCs的存活率进行研究, 
取得了令人满意的结果。

1   材料与方法
1.1   实验细胞

绵羊SSCs[21]、丝裂霉素处理的STO(小鼠鼠胚成

纤维细胞系, 为绵羊SSCs培养的滋养层细胞)细胞[27]

均由本实验组提供。

1.2   主要仪器及试剂

实验室自制微囊发生器, 原理见参考文献[24]。
DMEM/F12(Gibco公司), EDTA(上海生工生物工程

公司), 胎牛血清(FBS, 天津灏洋生物制品科技有限

公司), 钙绿素(Ca-AM)、海藻酸钠、BSA、多聚甲醛、

冻存液、gelatin均购自Sigma公司, 抗CDH1抗体

(1:100稀释)、抗GFRα1抗体(1:100稀释)、抗PLZF抗
体(1:50稀释)、抗Thy-1抗体(1:50稀释)均购自Santa 
Cruze公司, 抗OCT-4抗体(1:100稀释)购自Abcam公

司, CY3标记山羊抗小鼠IgG(1:500稀释)、FITC标
记山羊抗兔IgG(1:200稀释)、FITC标记山羊抗小鼠

IgG(1:200稀释)均购自上海碧云天生物技术有限公

司, 其他试剂均为国产分析纯。

固定液: 4%多聚甲醛+0.02%戊二醛溶于PBS, 
STO细胞培养液配方见参考文献[28], 干细胞培养液

(SSCM)配方见参考文献[21]。
1.3   绵羊SSCs的培养、包埋及冻存

用0.1%的gelatin溶液1 mL/孔处理12孔板, 培养

箱中静置1 h, PBS洗3次, 加入STO细胞培养液重悬

的STO细胞, 细胞浓度调整为3×105/mL, 每孔1 mL, 
37 °C、5% CO2、饱和湿度条件下培养4 h, 待STO
细胞均匀贴壁后, 用干细胞培养液(SSCM)[21]重悬绵

羊SSCs, 调整细胞浓度为5×104/mL进行细胞接种培

养, 当干细胞覆盖率达60%左右时进行细胞传代。

细胞的包埋、释放及冷冻程序见[29], 细胞浓度



刘代艳等: 海藻酸微囊法冷冻保存绵羊精原干细胞 1605

调整为1×106/mL重悬于2%(w/v溶于PBS)的海藻酸

钠溶液中, 然后将海藻酸钠单细胞悬液经恒流泵导

入微囊发生器, 经高压静电作用滴入0.15 mol/L的氯

化钙溶液中制得包埋细胞的海藻酸微囊。室温条

件下, 200 g/min离心3 min收集海藻酸微囊, 用干细

胞冻存液重悬细胞微囊体后按冷冻程序进行冷冻保

存, 同时设单细胞悬液冻存对照组, 冻存时间定为液

氮保存1 d和10 d。
1.4   绵羊SSCs的收集及细胞活率测定

1.4.1   细胞的收集      在绵羊SSCs生长良好的情况下, 
收集细胞, 将细胞浓度调整为1×106/mL, 取500 µL绵羊

SSCs悬液于24孔板中, 将24孔板进行离心, 2 000  r/min、
8 min, 经离心后的细胞贴于24孔板底部。

1.4.2   活细胞染色      将含5 µmol/L Ca-AM的SSCM
对细胞进行活细胞染色, 每孔加入500 µL, 37 °C、5% 
CO2、饱和湿度条件下孵育30 min, PBS洗5 min× 3次。

1.4.3   CDH1抗体染色      每孔加入500 µL固定液, 
室温摇床上(60 r/min)孵育30 min, PBS洗5 min×3次。

用含10% NGS的PBS溶液进行封闭和抗体稀释, 室温

摇床上封闭30 min后, 每孔加入500 µL CDH1一抗稀

释液, 于4 °C静置过夜。PBS洗5 min×3次, 每孔加入

500 µL CY3二抗稀释液, 室温摇床上(60 r/min)30 min, 
PBS洗5 min×3次。

1.4.4   染核      用PBS以1:1 000稀释Hoechst 33342, 每
孔500 µL, 室温摇床上孵育8 min, PBS洗5 min×3次。

1.4.5   照相      每孔加入500 µL PBS后上Nikon荧光

显微镜观察, 且进行照相。 
1.4.6   统计视野的确定      图1为Nikon荧光显微镜20
倍镜下24孔板中一个孔的视野模式图, 从不同角度

选取8个视野进行拍照, 对8个视野中的CDH1阳性细

胞和Ca-AM阳性细胞进行统计和分析。

1.5   绵羊SSCs冻存后体外培养

在液氮冻存10 d后将绵羊SSCs以5×104/孔的密

度接种于3×105/孔的STO饲养层上, 以未冻存的绵羊

SSCs为对照, 培养4 d后进行观察照相。其中培养第

2 d换一次干细胞培养液(SSCM)。
1.6   绵羊SSCs冻存后的免疫荧光鉴定

海藻酸微囊包埋冻存10 d后解冻培养进行免疫

荧光鉴定, 具体方法见绵羊SSCs活率测定中抗体染

色部分, PLZF和OCT-4均为核蛋白, 在添加一抗孵育

前用0.5%的Triton-X100通透5 min, 进行双染时, 重
复添加抗体孵育步骤即可。

1.7   数据分析

实验数据以mean±S.D.形式表示, 显著性差

异分析用SPSS 16.0软件进行, 用Excel对实验数据

进行统计和作图。

2   结果
2.1   绵羊SSCs活率的评估

在绵羊SSCs冻存前后对细胞进行计数, 取5×105 

/孔于24孔板中, 进行细胞存活率评估。三次重复

试验所得结果见图2, 冻存前绵羊SSCs的存活率为

图1  24孔板内选取视野模式图

Fig.1  The viewing mode in 24-well plates

不同字母组别之间活率呈显著差异(P<0.05), 相同字母组别之间活

率无显著差异(P>0.05)。 
The different letter indicates significant difference (P<0.05) in viability 
by one-way ANOVA, and the same letter indicates no significant 
difference (P>0.05) in viability by one-way ANOVA.

 图2  绵羊SSCs冻存前后的细胞存活率

Fig.2  Viability of sheep SSCs before and 
after cryopreservation
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82.15%±1.9%, 液氮冻存1 d后海藻酸微囊组细胞存活

率为78.7%±1.3%, 与冷冻前无显著差异, 液氮冻存1 d
后单细胞悬液冻存组细胞存活率降为58.4%±1.4%, 
显著低于冻存前和海藻酸微囊包埋组冻存1 d的存

活率。液氮冻存10 d后海藻酸微囊组细胞存活率为

78.0%±1.3%, 与冷冻前无显著差异, 单细胞悬液冻存

组细胞存活率降为48.1%±0.8%, 显著低于海藻酸微囊

包埋冻存10 d的存活率。将1 d和10 d存活率进行比较

发现, 单细胞悬液冻存组细胞存活率随着冻存时间的

增加下降呈显著水平, 而微囊包埋组细胞存活率随时

间的增加并未体现出显著下降。  
相应的免疫荧光结果见图3, 其中绵羊SSCs显

示CDH1阳性, 活细胞显示Ca-AM阳性, 且绿荧光显

色均匀, STO细胞则显示CDH1阴性。

2.2   绵羊SSCs冻存后体外培养形态

在冻存10 d后, 将SSCs培养4 d, 对细胞进行照

相, 结果见图4。从中可以看出液氮保存10 d后, 海
藻酸微囊包埋冻存组细胞经过4 d的培养, 细胞生长

正常, 与未冻存的精原干细胞一样, 能形成典型的精

原干细胞簇。

2.3   海藻酸微囊包埋冻存后绵羊SSCs免疫荧光

鉴定

海藻酸微囊包埋绵羊SSCs液氮冻存10 d后, 解
冻复苏进行培养, 培养8 d后进行细胞免疫荧光鉴

定(图5)。结果证明, 绵羊SSCs细胞簇显示CDH1、
PLZF、GFRα1、OCT-4、Thy-1阳性, 而STO饲养层

细胞显示阴性。从最右列Merge图可以发现, CDH1
阳性细胞与PLZF、GFRα1、OCT-4、Thy-1阳性细

A~E: 冻存时间为0 d; F~J: 微囊包埋冻存1 d; K~O: 单细胞悬液冻存1 d; P~T: 微囊包埋冻存10 d; U~Y: 单细胞悬液冻存10 d; A、F、K、P、U: 可见光; 
B、G、L、Q、V: 钙黏连蛋白1; C、H、M、R、W: 钙绿素; D、I、N、S、X: 染核; E、J、O、T、Y: 钙黏连蛋白1和钙绿素的重叠图。STO: 
鼠胚成纤维细胞系。标尺=20 µm。

A~E: cryopreservation 0 day; F~J: alginate microcapsules cryopreservation 1 day; K~O: single cell suspension cryopreservation 1 day; P~T: alginate 
microcapsules cryopreservation 10 days; U~Y: single cell suspension cryopreservation 10 day; A,F,K,P,U: visible light; B,G,L,Q,V: E-cadher (CDH1); 
C,H,M,R,W: Calcein AM (Ca-AM); D,I,N,S,X: Hoechst 33342; E,J,O,T,Y: CDH1 and Ca-AM merge. STO: SIM mouse embryo-derived thioguanine 
and ouabain resistant. Bar=20 µm.   

图3  绵羊SSCs冻存前后细胞活率免疫荧光染色

Fig.3  Immunofluorescence staining of sheep SSCs before and after cryopreservation
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A: 未冻存; B: 微囊包埋冻存; C: 单细胞悬液冻存。标尺=20 µm。

A: non cryopreservation; B: alginate microcapsules cryopreservation 10 days; C: single cell suspension cryopreservation. Bar=20 µm.
图4  绵羊SSCs冻存后体外生长形态

Fig.4  Morphology of sheep SSCs after cryopreservation

A B C

A、F、K、P: 可见光; B、G、L、Q: 钙黏连蛋白1; C: 早幼粒细胞白血病锌指蛋白; H: GDNF家族受体α-1; M: 八聚体结合转录因子-4; R: 胸腺

细胞表面糖蛋白1; D、I、N、S: 染核; E: 钙黏连蛋白1和早幼粒细胞白血病锌指蛋白重叠图; J: 钙黏连蛋白1和GDNF家族受体α-1重叠图; O: 钙
粘黏蛋白1和八聚体结合转录因子-4重叠图; T: 钙黏连蛋白1和胸腺细胞表面糖蛋白1重叠图。标尺=20 µm。

A,F,K,P: visible light; B,G,L,Q: E-cadherin (CDH1); C: promuelocytic leukemia zinc finger protein (PLZF); H: GDNF receptor alpha-1 (GFRα1); M: 
octamer-binding transcription factor-4 (OCT-4); R: a protein on the surface of T-cells (Thy-1); D,I,N,S: Hoechst33342; E: CDH1 and PLZF merge; J: 
CDH1 and GFRα1 merge; O: CDH1 and OCT-4 merge; T: CDH1 and Thy-1 merge. Bar=20 µm.

图5  海藻酸微囊包埋冻存10 d后绵羊SSCs免疫荧光鉴定结果

Fig.5  Immunofluorescence of sheep SSCs with alginate microcapsules embedded cryopreserved 10 d
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胞均能重叠。用标记分子进行免疫荧光双标染色的

结果说明, 用海藻酸微囊包埋法对绵羊SSCs进行冷

冻保存, 不会影响绵羊SSCs标记分子的表达特性。

3   讨论
SSCs是维持雄性动物精子发生过程和正常生

育能力的保障。在复杂的微环境下SSCs能实现自我
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更新和分化, 在不育症、濒危物种种质资源保存等

方面具有重要的利用价值[30], 其中高效的冷冻保存

效率是SSCs利用的重要前提。

2010年, Zhang等[23]将海藻酸微囊应用到小

鼠骨髓间质干细胞的冷冻保存中, 结果发现液氮

冻存后单细胞悬液冻存组活率从92.0%±1.3%降

到42.0%±4.4%, 而微囊包埋冻存组细胞活率仍

保持在88.9%±2.9%。本研究在绵羊SSCs的冷冻

保存中引入海藻酸微囊, 在液氮冻存1 d后, 绵羊

SSCs活率从58.4±1.4%(单细胞悬液冷冻组)提升到

78.7%±1.3%(微囊包埋冻存组)。Zhang等[23]认为

海藻酸微囊在细胞冻存实验中的应用显著提高细

胞存活率, 可能是海藻酸微囊构成的三维结构加强

了细胞之间的联系, 同时为细胞带来了一定的机械

保护作用, 而单细胞悬液冻存则直接将细胞进行冻

存, 细胞之间无法形成微环境, 同时直接对细胞进

行操作将导致细胞不同程度的机械损伤。本研究

对解冻后细胞进行培养, 结果表明: 液氮冻存10 d
后, 海藻酸微囊包埋冻存组细胞解冻复苏培养4 d
后细胞形态正常, 和未冻存的绵羊精原干细胞一

样, 形成典型的精原干细胞簇。免疫荧光双标染色

鉴定结果显示, 经海藻酸微囊包埋冻存的绵羊SSCs
复苏后仍然表达CDH1、PLZF、GFRα1、OCT-4、
Thy-1等精原干细胞标记蛋白, 说明海藻酸微囊包

埋冻存过程对绵羊精原干细胞的体外培养没有负

面影响。同样的结果在人类牙髓干细胞[24]、小鼠

胚胎干细胞[25]和人胚胎干细胞[26]的冻存研究中也

得到了证实。针对海藻酸微囊的存在能显著提高

干细胞冷冻保存效率这一研究结果, 有研究者认为

海藻酸微囊能在体外环境下形成一个微环境, 在维

持细胞间紧密联系的同时依靠机械作用对微囊内

细胞进行保护[29], 能有效降低冷冻过程中冰晶的生

成[31], 在一定程度上避免了直接用干细胞悬液进行

冻存所导致的干细胞存活率低下、功能丢失等现

象[32], 从而为干细胞的进一步研究应用提供实验

根据。

综上, 本研究结果表明, 海藻酸微囊法显著提

高了绵羊SSCs的冷冻保存效率, 且冻存后不影响

SSCs标记蛋白表达, 为SSCs在家畜及濒危物种种质

资源保存、转基因动物制作及不育症等领域的研

究和应用提供理论和技术参考。
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