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申请类别：   指南项目V             开放项目□           
课题名称：绵羊精原干细胞培养滋养层细胞的制备及特性分析                                            
教师姓名： 吴应积                   研究方向：动物生殖生物学               
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拟接收本科生年级和人数：4-6人 （07级4人，08级2人）                   
研究项目介绍

	背景知识简介

（或训练内容）

	精原干细胞的研究是当前哺乳动物生殖生物学研究的热门课题。在精子发生过程研究中，精原干细胞占有重要的地位。在生物技术研究中，精原干细胞已开始应用于制作转基因动物的研究。在医学研究中，精原干细胞已于最近用分子生物学试剂诱导产生多能干细胞（iPS），不需要用转基因技术，为医学组织器官移植打开了一扇新的窗口。但是，精原干细胞的培养难度很高。尤其是大动物的精原干细胞培养技术，至今仍未成功。Brinster教授（精原干细胞研究的著名专家）在2008年说尚需5至10年才能成功。我们正在开展绵羊精原干细胞的培养技术研究，已经取得一些进展，也碰到一些问题。其中滋养层细胞的制备是精原干细胞培养的关键技术之一，但是滋养层细胞用丝裂霉素处理后到底发生了什么变化并未见报道。弄清楚滋养层细胞丝裂霉素处理前后的变化，并对滋养层细胞的基因表达加以改造，使其适应大动物精原干细胞培养的需要，是完善大动物精原干细胞培养技术中亟待解决的问题。

	现有研究基础


	我们开展精原干细胞和精子发生过程的研究已近6年。已建立了山羊睾丸支持细胞和生殖细胞长期共培养方法，已建立支持细胞纯化培养方法，新近进行的绵羊精原干细胞移植研究已获成功。最近我们开展精原干细胞培养研究，已经建立了绵羊精原干细胞分离纯化技术，获得了可喜的结果。这些研究过程中形成的技术方法及思路，为我们开展精原干细胞培养的滋养层细胞的制备及特性分析打下了坚实的基础。

	研究摘要

	滋养层细胞的制备是精原干细胞培养的关键技术之一。但是滋养层细胞用丝裂霉素处理后到底发生了什么变化并未见报道。弄清楚滋养层细胞丝裂霉素处理前后的变化，并对滋养层细胞的基因表达加以改造，使其适应大动物精原干细胞培养的需要，是建立大动物精原干细胞培养技术亟待解决的问题。本研究选用鼠胚成纤维细胞株STO为绵羊精原干细胞培养的滋养层细胞。用国产丝裂霉素处理STO细胞，分析选择最佳处理剂量及处理时间。对处理前及处理后的STO细胞进行基因表达的分析，重点检测精原干细胞标记基因（cdh1, Gfr a1, Plzf, c-kit等）的表达状况，及精原干细胞增殖培养所需细胞因子（bFGF、GDNF等）的表达水平。同时构建人GDNG真核表达载体，用于制备超表达GDNF的STO细胞。

	进度计划

	第一年：

1. STO细胞培养，丝裂霉素处理最佳条件探索。

2. 丝裂霉素处理前后，STO细胞基因表达的分析，包括RNA制备，反转录，PCR，细胞免疫荧光染色。

第二年：

1. 构建人GDNF真核表达载体，包括分子克隆，重组载体分析鉴定。

2. 重组质粒稳定转染STO细胞，包括重组细胞筛选，表达人GDNF的分析鉴定

	预期成果形式
	拟发表c类研究论文1篇，拟发明专利1项

	项目来源说明
	如说明已获资助或正在申请中的项目名称、时间和经费
人神经营养因子－3羊乳腺生物反应器的制作（一）（绵羊精原干细胞研究）已获自治区自然科学基金资助，2009-01至2010-12，8万


注：本表供拟承担指南项目或开放项目的指导教师填写，并向学生公布。
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