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牙鲆卵原细胞鉴定、分离及纯化的初步研究
孙朝徽  于清海  周勤  宋立民  姜秀凤  王青林  任建功  王玉芬*  任玉芹*

(中国水产科学研究院北戴河中心实验站, 秦皇岛 066100)

摘要      为获得高比例和高数量的卵原细胞, 采用酶组合消化和Percoll梯度离心法开展了不

同月龄牙鲆卵原细胞分离纯化的研究。通过光学观察及Vasa蛋白在生殖细胞的定位对卵原细胞

进行了鉴定区分。结果表明, 所获卵巢单细胞悬液中, 6月龄每毫克卵巢组织获得的卵原细胞量为

(9.86±1.02)×104个, 显著高于18月龄和30月龄(P<0.05)。Percoll梯度离心后, 卵原细胞主要分布于

L-15与20% Percoll梯度液间、20%~35% Percoll梯度液间, 其占比高达75%以上, 显著高于纯化前卵

原细胞占比(P<0.05); 且细胞存活率高达84%以上, 与纯化前细胞存活率无显著性差异(P>0.05)。除

18月龄外, 6月龄和30月龄每毫克卵巢组织获得的卵原细胞量纯化前后均无显著性差异(P>0.05)。
该文通过酶组合消化和Percoll梯度离心的方法对最适月龄—6月龄牙鲆卵原细胞进行分离纯化, 
最终可获得高比例、高数量和高活性的卵原细胞, 为进一步开展牙鲆生殖细胞移植、基因修饰等

研究提供了必备的细胞来源。
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Identification, Separation and Enrichment of Oogonia from 
Japanese Flounder (Paralichthys olivaceus)

Sun Zhaohui, Yu Qinhai, Zhou Qin, Song Limin, Jiang Xiufeng, Wang Qinglin, Ren Jiangong, Wang Yufen*, Ren Yuqin*
(Beidaihe Central Experiment Station, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qinhuangdao, 

People's Republic of China, Qinghuangdao 066100, China)

Abstract       In order to obtain high proportion and plenty of oogonia from Japanese flounder, the differences 
of isolation of oogonia from the fish of different months of age were compared and analysed by enzyme combina-
tion digestion and Percoll gradient centrifugation in this study. In addition, the oogonia were identified by optical 
observation and immunolocalization of Vasa protein in the germ cells. The results showed that (9.86±1.02)×104 
oogonia were obtained from 1 mg of 6-month-old ovaries, which were significantly higher than those of 18 months 
and 30 months (P<0.05). After Percoll gradient centrifugation, the oogonia were mainly distributed in L-15-20% 
Percoll gradient fluid and 20%-35% Percoll gradient fluid. The proportions of the oogonia of the two cell zones 
were more than 75%, which were significantly higher than those of the beginning (P<0.05). Moreover, the cell 
survival rates were more than 84%, roughly matched those of the pre-purified cells (P>0.05). There were no sig-
nificantly differences between the number of oogonia before and after purification from 1 mg of 6- or 30-month-old 
ovaries except for 18-month-old (P>0.05). High proportion and abundant oogonia can be obtained from 6-month-
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old ovary through enzyme combination digestion and Percoll gradient centrifugation, so as to provide the necessary 
source of cells for further develop germ cell transplantation, gene modification research.

Keywords       Paralichthys olivaceus; oogonia; identification; separation; enrichment; vasa

在大多数物种中, 原始生殖细胞、精原细胞和

卵原细胞是具有自我更新且产生功能性配子的干细

胞[1-4]。在具有大量产卵生殖策略的无脊椎动物和脊

椎动物中, 卵原细胞是存在于雌性整个生命周期的

卵巢中的祖细胞, 执行着干细胞的功能, 在动物的整

个育龄期确保持续地产生卵母细胞, 最终形成卵子。

相对于卵巢中各类型细胞, 卵原细胞数量较少, 并且

随着生殖周期而发生变化[5]。 
近年来, 生殖细胞移植技术(germ cell trans-

plantation, GCT)已在水产养殖和濒危物种保护方面

得到广泛的应用[6-10]。一般地, 多采用原始生殖细

胞(primordial germ cells, PGCs)[11]、精原细胞(sper-
matogonial, SG)[12]和卵原细胞(oogonia, OG)[8,13-14]进

行生殖细胞移植。其中, 斑马鱼和银汉鱼的卵原细

胞移植后均产生了供体的后代[13-14]。然而, 牙鲆的

卵原细胞移植尚未见报道。而如何获得高比例和高

数量的卵原细胞则是牙鲆卵原细胞移植成功最为关

键的一个环节。另外, 卵原细胞是牙鲆雌鱼成体干

细胞中唯一与下一代遗传背景密切相关的细胞, 其
日益成为研究基因的学者关注的对象。因此, 需要

可靠的方法来鉴定和分离纯化牙鲆卵原细胞。

在鱼类中, 由于缺乏卵原细胞特异标记, 所以

需要较为可靠的方法来鉴别以便获取大量的卵原细

胞来开展其他研究。目前, 鉴定鱼类的生殖细胞特

异基因日益增多, 诸如oct4、nanos、vasa等[14-19]。其中, 
vasa基因是DEAD-box家族成员, 用于编码ATP依赖

的一种RNA解旋酶。在大部分物种中, 其仅在生殖

细胞体系表达。所以, vasa作为特异标记被广泛地应

用于原始生殖细胞和配子发育的研究。吴晓萌等[20]

于2013年完成了牙鲆vasa基因克隆及表达分析, 为
本文通过Vasa蛋白在牙鲆生殖细胞定位鉴定和区分

卵原细胞提供了数据支撑。而生殖干细胞分离和

纯化的方法主要有组合酶消化法结合免疫磁珠分

选法[21]、流式细胞分选法[22-23]、差速贴壁法[17,24-25]

以及Percoll梯度离心法[26-27]等。本文拟采用消化酶

组合和Percoll梯度离心分离纯化牙鲆不同月龄卵原

细胞, 并通过光学观察和Vasa蛋白在生殖细胞的定

位鉴定区分卵原细胞以便比较牙鲆不同月龄卵原细

胞的差异, 以期获得较高比例和高数量的卵原细胞, 
为进一步开展牙鲆生殖细胞移植、基因修饰等研究

打下基础。

1   材料与方法
1.1   实验用鱼

选取3组实验鱼, 即6月龄10尾、18月龄和30月
龄牙鲆各4尾。测量全长、体质量后断脊柱放血, 待
血流干后, 采集卵巢组织称重, 并用PBS(pH7.2)冲洗

1遍后剪取0.5 cm3左右性腺组织, 用4%多聚甲醛固

定, 保存备用。统计各月龄牙鲆生长情况(表1)。
1.2   卵原细胞分离方法

每组实验鱼做4个重复。每个重复称取300 mg
卵巢组织放入含有1 mL PBS的凹面皿中, 剥离卵巢

薄膜、剪碎组织。将剪碎的组织块转移至15 mL离
心管中, 300 ×g离心5 min, 去除上清液, 加入3 mL酶
消化工作液, 每隔半小时吹打1次。酶消化工作液

包括: 0.25%胰蛋白酶(Worthington公司, LS004454)、
0.055% DNA酶 I(Sigma公司 , 11284932001)、5%胎

牛血清(Gibco公司, 16000-044), 溶剂为L-15培养基。

25 °C下消化3 h后, 用孔径为100 μm、40 μm的细胞

筛网依次过滤, 300 ×g离心5 min, 用L-15培养基清洗

2次, 将细胞悬浮于1.5 mL L-15培养基(含有5%胎牛

血清)中待用, 并用锥虫蓝染色, 计算活细胞数量。

表1   各月龄牙鲆生长情况

Table 1   The growth of Japanese flounder among different age in months
各月龄

Months of age
全长(cm)
Total length (cm)

体质量(g) 
Body weight (g)

性腺指数

GSI
6 19.38±2.74 81.19±17.69 0.16±0.04

18 42.83±4.75 533.57±197.39 0.68±0.04

30 49.33±2.89 614.35±64.25 1.17±0.32
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1.3   Percoll密度梯度离心纯化 
每组实验鱼做3个重复。参考张晓丽等[28]对新

生小鼠精原干细胞的纯化方法, 首先按照1.5 mol/L 
NaCl׃Percoll=19׃的比例将Percoll原液配制成生理渗

透压, 再用生理盐水将已达到生理渗透压的Percoll
液配制成20%、35%、50%浓度梯度各1.5 mL, 制备

成Percoll梯度液。最终将待纯化的1.5 mL细胞悬液

置于梯度最上层, 200 ×g离心30 min后, 将各级细胞

带小心移出, 清洗2次, 浓缩至不同的容积, 吹打均

匀, 取10 μL锥虫蓝染色, 计算活细胞量, 显微拍照。

将余下的细胞样品用4%多聚甲醛溶液固定细胞24 h
后, 用PBS清洗3次, 最终琼脂糖包埋备用。

1.4   组织学及免疫荧光分析

对琼脂糖包埋的细胞样品和性腺组织样进行

常规脱水、石蜡包埋、连续切片, 切片厚度5 μm。

对组织切片进行苏木素–伊红(H-E)染色, 中性树胶

封片, 用3D Histech数字切片扫描分析系统(型号: 
Pannoramic MIDI)进行扫描观察。

将牙鲆Vasa蛋白序列(GenBank序列号: XP_0199-
57862.1) 1~204 aa作为抗原序列, 构建质粒, 表达纯化

蛋白制备抗原用于免疫兔子, 最终制备出牙鲆Vasa
兔多克隆抗体(杭州华安生物技术有限公司制备

αVasa)。对组织和细胞的石蜡切片进行脱蜡复水, 
抗原修复, 3%过氧化氢溶液室温孵育25 min, 阻断内

源性过氧化物酶, BSA封闭, 加入一抗αVasa(1500׃) 
4 °C孵育过夜, 第2天洗涤甩干切片加入羊抗兔荧光

二抗(1300׃, 阳性红光), DAPI染液(谷歌生物, G1012, 
复染细胞核, 最后脱水封片, 全组织切片和细(500׃1

胞切片扫描观察。

1.5   统计分析

根据卵原细胞形态学特征和Vasa蛋白在生殖细

胞中的定位, 统计纯化前后卵原细胞量及卵原细胞

占比。采用SPSS 22.0软件对不同月龄牙鲆分离获

得的活细胞率、卵原细胞量、卵原细胞占比分别进

行单因素方差分析, P<0.05表示具有显著性差异; 对
纯化前后卵原细胞量及卵原细胞占比进行单因素方

差分析, P<0.05表示具有显著性差异。

2   结果
2.1   卵原细胞鉴定

原始生殖细胞(primordial germ cells, PGCs)细胞

直径范围为10~12 μm, 细胞核直径范围为6~10 μm, 

有1~2个致密核仁, 并且具有特征性的亚细胞结

构—生殖质颗粒[3]。而牙鲆卵原细胞与原始生殖

细胞形态学上十分相似, 呈圆形或椭圆形, 核质比较

高, 是牙鲆卵巢组织中最小的生殖细胞, 其一般位

于卵巢上皮基底膜沿着产卵板成簇状分布, 每一簇

约2~10个卵原细胞(图1)。vasa基因是DEAD-box家
族成员之一, 是生殖系细胞特异基因。在牙鲆雌性

卵巢中, 牙鲆vasa基因只在卵原细胞和卵母细胞的

细胞质中表达, 不在其他体系细胞中表达(图1D~图
1F)。故通过Vasa蛋白在细胞中的免疫定位, 将生殖

细胞和其他体系细胞区别; 另外, 卵母细胞直径较卵

原细胞直径大且有明显的胚泡特征, 很容易与卵原

细胞区分开来(图1和图2)。较小的αVasa阳性生殖细

胞中, 最小生殖细胞[直径范围为6.3~9.7 μm, 平均值

为(8.4±0.8) μm; 细胞核直径范围为5.0~9.5 μm, 平均

值为(7.3±1.1) μm]的细胞质非常少并带有较强的荧

光信号(图2A), 被鉴定为卵原细胞; 较大一些的生殖

细胞由于细胞质扩大, 归属为正在形成的卵母细胞

(图2B); 而细胞直径范围为12~15 μm的I时相早期卵

母细胞已有较为明显的胚泡结构(图2C)。所以, 根
据生殖细胞形态大小和结构特征, 采用普通光学观

察和Vasa蛋白在生殖细胞中的免疫荧光定位分析很

容易鉴定区分出牙鲆卵原细胞。对6月龄、18月龄

和30月龄的组织学观察和免疫荧光分析发现, 不同

月龄的牙鲆卵巢中卵原细胞分布存在差异。其中, 6
月龄牙鲆卵原细胞分布最多, 其主要以卵原细胞、I
时相卵母细胞为主。

2.2   卵原细胞分离效果

经过组合酶消化处理、过滤和清洗, 最终得到

不同月龄牙鲆卵巢单细胞悬液。通过分析比较各月

龄细胞存活率发现: 各月龄细胞存活率均高达92%
以上, 且各月龄之间不存在显著性差异(P>0.05)。
通过普通光学观察和Vasa蛋白在生殖细胞中的免

疫荧光定位(图3), 统计分析各月龄细胞悬液中卵原

细胞(表2)发现: 各月龄卵原细胞占比均低于54%, 
且各月龄之间不存在显著性差异(P>0.05)。各月

龄平均每毫克卵巢组织分离获得的卵原细胞量存

在显著性差异(P<0.05); 其中, 6月龄卵原细胞量

为(9.86±1.02)×104个/mg, 显著高于18月龄和30月
龄; 而18月龄与30月龄卵原细胞量无显著性差异

(P>0.05)。各月龄之间的平均性腺指数存在显著性

差异(P<0.05), 6月龄平均性腺指数为0.16±0.04, 显
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A~C: 卵原细胞、正在形成的卵母细胞、I时相早期卵母细胞特征观察; 星号表示胚泡。

A-C: observation of the characteristics of oogonia, forming oocytes and type I early oocytes separately; asterisk: germinal vesicles.
图2   各级较小雌性生殖细胞特征观察

Fig.2   Observation of the characteristics of female small germ cells

A B C

20 µm 20 µm 20 µm 20 µm 20 µm 20 µm 20 µm20 µm20 µm

Vasa+DAPI Vasa+DAPI Vasa+DAPI

A: 细胞普通光学观察; B: Vasa蛋白在雌性生殖细胞中的免疫荧光定位。BC: 血细胞; DC: 死细胞; OC: 卵母细胞; OG: 卵原细胞; SC: 支持细胞。

A: the ordinary photology observation of cells; B: the immunolocalization of Vasa in the germ cells of females. BC: blood cells; DC: dead cells; OC: 
oocytes; OG: oogonia; SC: sertoli cell.

图3   细胞普通光学观察及Vasa蛋白在雌性生殖细胞中的免疫荧光定位

Fig.3   Ordinary photology observation and immunolocalization of Vasa protein in the germ cells of females

A

20 µm 20 µm

OG

SC

OC

OG

SC

DC

DC

BC

OC

Vasa+DAPIB

A~C: 分别为6月龄、18月龄、30月龄的卵巢组织切片图; D~F: 分别为6月龄、18月龄、30月龄Vasa蛋白在卵巢中的免疫荧光定位。箭头表示

初级卵母细胞; 星号表示卵母细胞胚泡; 虚线圈起来的区域为卵原细胞或卵原细胞簇。

A-C: the ovaries histology of 6-month-old fish, 18-month-old fish and 30-month-old fish separately; D-F: immunolocalization of Vasa protein in the 
ovaries of 6-month-old fish, 18-month-old fish and 30-month-old fish. Arrow: oocytes; asterisk: germinal vesicles; the area enclosed by the dotted line: 
oogonia or the cluster of oogonia.

图1   牙鲆卵巢组织切片及Vasa蛋白在卵巢的免疫荧光定位

Fig.1   Immunolocalization of Vasa protein and histology in the ovaries of Japanese flounder
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表2   不同月龄牙鲆卵原细胞分离效果

Table 2   The result of oogonia separation among different months of age

月龄

Months of age
细胞存活率(%)
Cell survival rate (%)

卵原细胞量(×104)/mg卵巢组织

Oogonia counts (×104)/mg ovarian tissue
卵原细胞占比(%)
Oogonia proportion (%)

性腺指数

GSI

6 92.8±1.5a 9.86±1.02a 43.67±7.64a 0.16±0.04a

18 93.0±6.9a 3.42±0.67b 53.17±1.49a 0.68±0.04b

30 93.7±1.5a 3.87±1.44b 47.00±7.81a 1.17±0.32c

不同字母表示存在显著性差异(P<0.05), 相同字母表示无显著性差异(P>0.05); 下同。

Different lowercase letters indicate significant differences among the groups (P<0.05), while the same letter indicates the absence of a sig-
nificant difference (P>0.05); the same below.

vasa基因仅在性腺生殖细胞中特异表达, 且在雌性

生殖细胞(原始生殖细胞、卵原细胞和卵母细胞)中
高表达。因此, 本文采用牙鲆Vasa蛋白序列最终制

备成Vasa蛋白抗体, 通过免疫荧光的方法并结合普

通光学观察能较为容易地鉴别出卵原细胞。

随着月龄的增加, 卵原细胞开始分化形成各级

生殖细胞, 其绝对数目及所占的生殖细胞比例也将

下降[29]。所以, 选择合适的月龄制备牙鲆卵巢单细

胞悬液尤为重要。以往文献中几乎没有详细地开展

过针对不同月龄分离纯化生殖干细胞的差异方面研

究[24-25,28-30], 仅Takeuchi等[31]比较分析了不同月龄的

鮸鱼精原干细胞分离纯化的差异。本文通过对不同

月龄的组织学观察发现, 6月龄牙鲆卵巢发育处在I
期向II期过渡阶段, 以卵原细胞和I时相卵母细胞为

主, 卵母细胞卵径范围为12~41 μm(图1A和图1D); 18
和30月龄牙鲆卵巢发育均处在II期, 18月龄牙鲆以II
时相早期卵母细胞为主, 卵径范围为43~108 μm(图
1B和图1E), 30月龄牙鲆以II时相中期卵母细胞为主, 
卵径范围为84~200 μm(图1C和图1F)。所以, 理论上

选择6月龄牙鲆制备牙鲆卵巢生殖细胞单细胞悬液

可获得大量的卵原细胞, 优于18月龄和30月龄, 与本

文最终得到的结果吻合。

分离获得高质量的单细胞悬液另一个关键因

素是酶消化。本文参照Takeuchi等[31]酶消化法, 优化

适合牙鲆的卵巢生殖细胞分离各项参数最终获得高

质量的牙鲆卵巢生殖细胞单细胞悬液。比较分析不

同月龄卵原细胞分离效果发现: 在制备单细胞悬液

过程中, 细胞筛网滤掉了大部分卵径大于40 μm的卵

母细胞, 故导致三个月龄之间牙鲆卵原细胞占比无

显著性差异; 然而, 6月龄平均每毫克卵巢组织获得

的卵原细胞量远远大于18月龄和30月龄。由此, 可
以进一步证明6月龄最为适合制备牙鲆卵巢生殖细

著低于其他两个月龄(P<0.05)。
2.3   卵原细胞纯化效果

通过Percoll密度梯度离心纯化后, 各月龄均获

得4个细胞带, 从上向下依次为1、2、3、4四层, 将
各层细胞带小心吸出, 清洗2次, 进行普通光学观察

和细胞免疫荧光分析发现, 1、2细胞带主要为卵原

细胞及少量的支持细胞和I时相早期卵母细胞(图
4A、图4B和图4E、图4F)。3细胞带主要为卵母细

胞(图4C和图4G), 4细胞带为血细胞及杂质(图4D和

图4H)。通过对各月龄纯化前后细胞存活率分别进

行比较发现, 各月龄纯化后细胞存活率较纯化前降

低, 但与纯化前差异不显著(P>0.05)(表3)。通过对

各月龄纯化前后卵原细胞占比分别进行比较发现, 
各月龄的1、2细胞带卵原细胞占比均显著高于纯化

前(P<0.05), 但1、2细胞带两者之间无显著性差异

(P>0.05)(表3)。将1、2细胞带的细胞悬液混合后, 
通过对各月龄纯化前后平均每毫克卵巢组织获得的

卵原细胞量分别进行比较发现, 6月龄、30月龄纯化

前后无显著性差异(P>0.05), 而18月龄纯化后显著

低于纯化前(P<0.05)(表3)。

3   讨论
在具有大量产卵生殖策略的无脊椎动物和雌

性脊椎动物中, 卵原细胞执行着干细胞的功能, 既要

不断增殖维持自身的数量, 又要在动物的整个育龄

期持续地分裂、分化确保卵子发生[13]。鉴于卵原细

胞的重要作用, 我们需探索一套高效的鉴定、分离

和纯化牙鲆卵原细胞的方法, 这对于开展其生殖干

细胞移植、基因功能等研究具有重要的意义。

目前, 鲆鲽鱼类生殖系细胞的特异基因有vasa、
oct4、nanos、dnd等。其中, 张全启团队[20]已经于

2013年完成了牙鲆vasa基因克隆与表达分析。牙鲆

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



孙朝徽等: 牙鲆卵原细胞鉴定、分离及纯化的初步研究 1515

复实验, 细胞存活率纯化前后没显著性差异, 各月龄

均获得了卵原细胞占比高达77%以上的单细胞悬液, 
且纯化后6月龄和30月龄卵原细胞量与纯化前无显

著性差异, 18月龄除外。18月龄纯化前后卵原细胞

量出现差异的原因很可能因为在某次清洗细胞过程

中丢失过多造成, 需要进一步的研究排除。通过本文

的实验数据, 我们推出一套高效获取牙鲆卵原细胞的

方法, 即以6月龄作为最适月龄, 通过组合酶消化和不

连续percoll密度梯度离心来分离纯化牙鲆卵原细胞, 

A~D: 纯化后各层细胞带普通光学观察; E~G: Vasa蛋白在生殖细胞中的免疫荧光定位。箭头表示卵原细胞。

A-D: ordinary photology observation of each cell zone; E-G: immunolocalization of Vasa protein in germ cells. Arrows: oogonia.
图4   卵原细胞纯化结果

Fig.4   The results of the enrichment of oogonia
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胞单细胞悬液。

目前, 生殖干细胞纯化的方法比较常用的有差

异贴壁法、不连续Percoll密度梯度离心法等[21-27]。

本文采用的是不连续Percoll密度梯度离心法, 此方

法方便、快捷, 不需要特定的实验仪器, 在常规实

验室均可进行。本实验通过多次的预实验, 最终将

Percoll密度设置成20%、35%、50%三个梯度。经过

不连续Percoll密度梯度离心后, 卵原细胞主要集中在

L-15~20%、20%~35%。而且经过多次不同月龄重
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并结合卵原细胞形态学特征和Vasa抗体在生殖细胞

的定位, 从而有效鉴别卵原细胞的阳性率。
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