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研究项目介绍

	背景知识简介

（或训练内容）

	1. 研究的目的、意义和成果的预计去向
哺乳动物精子发生过程是一个发生在曲细精管内的关于生殖细胞发育的复杂过程。它包括三个过程，首先，精原干细胞进行自我更新，然后，经多次的有丝分裂和减数分裂，途经B型精原细胞和精母细胞，形成圆形精子细胞，最后，经过精子形成阶段发育为成熟的精子[1]。而精原干细胞是该过程的基础，它既可以自我更新，也可以通过分化产生子代细胞。精原干细胞的这种双重的功能，是雄性动物在其一生中维持生殖能力所必需[2]。有报道称，来自新生小鼠睾丸的胚胎生殖细胞和生殖干细胞具有多能性[3-4]。最近又发现成体精原干细胞的多能性 [5，6]。体外分离得到的成年小鼠精原干细胞可应答于特定的培养条件，获得胚胎干细胞特性，这些细胞可在体外自动分化成三个胚层，注射免疫缺陷鼠后可形成畸胎瘤，若注射早期囊胚，精原干细胞可参与形成各种组织[5]。这说明成年小鼠精原干细胞拥有形成多能细胞的潜能。这一发现对于人类在细胞水平上的器官重建以及遗传疾病治疗的研究具有极为重要的意义。但是，最新的成体精原干细胞多能性研究显示出相矛盾的结果。日本的一个研究组提出一旦成体精原干细胞转化为多潜能的干细胞，就会失去进入精子发生过程的能力[7]。这些结果显示成体精原干细胞的研究意义重大，然而还有新的问题有待进一步澄清。本课题的目的之一就是在现有基础上进一步研究成体精原干细胞的分化潜能。

另一方面，现有的精原干细胞研究都集中在小鼠上，以大鼠为材料的研究工作少有报道。大鼠作为一种重要的实验动物，拥有很多优良的实验特性， 第一，像小鼠一样，大鼠体积小，妊娠时间短，一个生命周期内可产生大量的子代；第二，和小鼠相比，大鼠可提供更多的组织材料，特别是那些数量较少，较难纯化的细胞，大鼠在某些医学研究中是不可缺少的研究模型；第三，和小鼠相比，经射线或药物处理后的人类精子发生过程的重建与大鼠的更相似[8]；最后，大鼠睾丸也许会在成年干细胞的鉴定、分离以及纯化方面提供许多无法预料的优势 [9]。我们以大鼠为材料进行精原干细胞潜能的研究，虽然难度增加了，但是研究结果对小鼠精原干细胞的研究将是很好的补充和印证，可以弥补小鼠模型研究中的不足，使研究结果的应用范围扩大，更具有普遍意义。

本项目研究结果不仅是增进对精原干细胞的自我更新和分化有更深入的了解，而且所建立的转基因大鼠将为精原干细胞的自我更新和精子发生过程的研究极大的方便。而且对精原干细胞应用于组织再生、器官重建以及凋亡器官的血管再形成打下良好的基础。目前治疗性胚胎干细胞的研究存在诸多的伦理问题和免疫排斥问题。如果自身成体精原干细胞的多能性能够用于治疗性胚胎干细胞克隆研究，就不存在伦理问题和免疫排斥问题，这将对干细胞移植疗法等医学研究产生极大的影响。
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	现有研究基础


	项目申请人在美国和加拿大的知名大学进修学习和工作十多年。在美国德克萨斯大学MD. Anderson癌症中心工作期间，参与了WT-1基因的转录调控研究，做了大量的DNA重组和不同种细胞特异转录表达的实验,在基因表达的时空调控方面有扎实的理论基础和丰富的研究经验。在美国圣路易斯华盛顿大学医学院工作期间，参与了胚胎干细胞的遗传修饰研究工作，对干细胞的培养和遗传修饰积累了经验。在多伦多大学做博士后研究期间，用Atm基因消除的转基因小鼠开展小脑神经系统的信号转导工作，对转基因小鼠的鉴定积累了丰富的经验。2003年下半年到本教育部重点实验室参加工作后，近两年多以来，对国际上开展精原干细胞长期培养和移植方法做了大量的调研工作，对这一研究领域的研究现状和今后的发展前景有透彻的了解(见申请人近三年发表的论文)。此外，亲身参与和指导开展精原干细胞培养和睾丸移植研究，已取得了一些成果，积累了新的研究经验和方法。例如建立了大鼠的精原干细胞不连续梯度纯化方法；探索了用白消安或X-射线摧毁大鼠睾丸内源的精原干细胞的方法（图1）；建立了大鼠睾丸输出管注射方法（图2）和睾丸网注射法；建立了绒山羊雄性生殖细胞的长期培养方法（见已发表论文）等。总之，项目申请人有能力带领项目组开展攻关，在此创新研究中完成提出的研究目标。

	研究摘要

	精子发生过程是高度复杂而有序的过程，精原干细胞是该过程的基础，它既可以自我更新，也可以发生分化进入精子发生过程。精原干细胞的这种双重功能，是雄性动物在其一生中维持生殖能力所必需的。本项目旨在对大鼠的精原干细胞进行体外分离纯化及长期培养，并对其在体内体外的发育潜能进行研究。预期培养的精原干细胞可获得胚胎干细胞的特性，在体外可分化成三个胚层。若注射早期囊胚，可形成嵌合体，精原干细胞可参与形成各种组织。大鼠的相关研究至今尚无报导。与小鼠相比，大鼠在某些程度上与人类更接近，而且用大鼠制作某些疾病的医学模型是小鼠不能代替的。因此为人类精原干细胞的培养和分化潜能的研究奠定基础，使细胞水平上的组织再生和某些疾病模型的研究成为可能。目前治疗性胚胎干细胞的研究存在诸多的伦理问题和免疫排斥问题。如果自身成体精原干细胞的多能性能够用于治疗性胚胎干细胞克隆研究，就不存在伦理问题和免疫排斥问题，这将对干细胞移植疗法等医学研究产生极大的影响。

	进度计划

	第一年：（1)大鼠精原干细胞的培养。建立细胞纯化方法,测定最佳培养条件，包括培养基和添加的细胞因子的剂量、培养温度等。（2)用荧光免疫染色法及RT-PCR法鉴定精原干细胞。（3）DNA重组质粒载体的构建，酶谱鉴定，PCR鉴定,以及ＤＮＡ序列测定。

第二年：（1)用质粒DNA转染精原干细胞，用G-418筛选稳定转染的精原干细胞。（2) 用RT-PCR法及荧光标记基因的表达结果对重组的精原干细胞进行鉴定。（3)建立睾丸移植受体鼠，消除内源的精原干细胞。（4)。将转基因的精原干细胞移植入受体睾丸内。对受体睾丸做组织切片，根据红荧光和绿荧光蛋白标记基因的表达和相关细胞的特异蛋白的免疫荧光细胞染色测定，分析植入的精原干细胞在睾丸体内分化的结果

第三年：（1）已移植的受体与母鼠交配，产生幼子。（2）对子一代进行基因型鉴定及在精原干细胞中表达荧光蛋白标记基因的鉴定。（3）从子一代中选出荧光蛋白标记基因表型的杂合子，与野生型鼠交配，产生子二代。分析子二代的转基因遗传特性。产生的转基因大鼠用于精原干细胞分化潜能的研究。


	预期成果形式
	以论文和专利形式提交研究成果。在本项目研究过程中，为这一新兴的研究领域培养两名博士生和两名硕士生。


	项目来源说明
	正在申请中的项目名称:大鼠精原干细胞的长期培养及分化潜能研究 （高等学校博士学科点专项科研基金）
时间:2009.01-2011.12


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。






