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摘要：生殖细胞的发生是发育和遗传的基础。在几乎所有哺乳动物中，原始生殖细胞（primordial germ cell,PGC）均由近端上胚层体
细胞在周边细胞特定的信号诱导下特化而成。目前的研究已经发现一些与生殖细胞特化有关的信号分子和关键转录调控元件，
以及特化后生殖细胞获得的与体细胞不同的生物特性。生殖细胞的特化是一个结合了体细胞发育程序的抑制、细胞多能性程序
的启动和全基因组表观遗传重编程三个方面的动态的复杂过程。多能性干细胞（胚胎干细胞或诱导型多能干细胞）具有发育全能
性，能分化为机体任何一种细胞类型，包括生殖细胞。利用多能性干细胞体外分化形成生殖细胞有助于深入系统地研究配子发生
的调控机制，为干细胞在不育症治疗方面的应用带来新希望。
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ABSTRACT: Specification of germ cell fate is fundamental in development and heredity.In almost all mammals,the primordial germ
cells are induced in pluripotent epiblast cells by specific signaling molecules. The current study has found some signal molecules and key
transcription regulators related to the specification of germ cell lines , and different biological characteristics acquired by specialized germ
cells compared to somatic cells. The corresponding experimental results show that the germ cell specification integrates at least three key
events: repression of the somatic program, re-acquisition of potential pluripotency, and ensuing genome-wide epigenetic reprogramming.
Pluripotent stem cells (embryonic stem cells or iPS)have the developmental totipotency,and can differentiate into any cell type of the
body,including germ cells.Therefore, the model of using multipotent cells to differentiate into germ cells in vitro can thoroughly and sys-
tematically contribute to the regulation mechanism of gamete genesis , bringing new hope to the application of stem cells in infertility
treatment.
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前言

原始生殖细胞的特化是生殖细胞发生的第一个关键步骤，

从目前的研究可知 PGC由近端上胚层体细胞在周边细胞特定
的信号诱导下特化而成。大致有两种途径可实现 PGC的特化。
一种是通过卵母细胞中的特殊细胞质 -生殖质（先成论）；另一
种是通过胚胎发育过程中多能性细胞产生的特定信号的诱导

（后成论）。现代生物学中先成论在许多模式生物中都存在，如：
线虫、果蝇。但在小鼠和几乎所有哺乳动物中后成论更为普遍。
尽管 PGC的模式不同，最近的研究发现，两种特化模式涉及相
同的细胞机制，其中最显著的是体细胞程序的抑制。虽然此机
制在不同生物体有差异，但越来越多的证据显示特化的生殖细

胞在后续发育中会经历一些相同的信号途径，提示不同物种间

生殖细胞系具有保守性。

1 PGC特化的信号调控

1.1 BMP信号途径对 PGC特化的重要调控作用
经典胚胎学研究表明，近端上胚层细胞在特定的信号作用

下特化出一群 AKP阳性细胞，这群细胞被称为原始生殖细胞
（PGC）。基因敲除实验证明骨形态发生蛋白（BMP），包括
BMP4、BMP8b和 BMP2，对 PGC的形成具有重要作用[1]。其中
来自胚外外胚层的 BMP4 信号能诱导上胚层中 Blimp1 和
Prdm14两个 PGC特化关键调控基因的表达。具体过程如下：
BMP4信号通过复合物 Alk3(或 Alk6)、Ⅱ型受体（主要是 Bmpr
Ⅱ），再经过 Smad1和 Smad5激活上胚层中 Blimp1和 Prdm14
表达。同样来自胚外外胚层的 BMP8b能调控脏内胚层（VE）发
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育，限制脏内胚层前端（AVE）的抑制信号，使生殖细胞特化处
于合适水平。BMP2在小鼠 E5.5脏内胚层表达，且结构上与
BMP4非常相似，能够提高 BMP4的诱导作用，确保形成足够
数量的 PGC。2009年，Mitinori Saitou等[1]发现Wnt3a能够影响
BMP信号途径。在Wnt3a纯和突变体胚胎上胚层有 BMP4表
达，但 Smad1/5/8磷酸化下调，Blimp1等生殖细胞早期基因表
达缺失或显著减少，这提示Wnt3a通过作用于 BMP4信号途
径而启动生殖细胞发育。然而，BMP信号途径是通过何种机制
产生生殖细胞系（如直接作用靶细胞，受体复合物，BMPs靶基
因），以及为何上胚层中只有一小部分细胞具有生殖细胞发育

命运等等，这些问题还有待进一步探究。
1.2 Blimp1是 PGC特化的关键调控元件

2005 年 ，Ohinata Y 利 用 单 细 胞 芯 片 分 析 得 知
Blimp1/Prdm1在原始生殖细胞特异表达[2]。Blimp1编码一个有
效的转录抑制因子，这个转录抑制因子具有一个 N- 末端
PR/SET结构域，5 个 C2H2 组成的富含脯氨酸的锌指结构和
C-末端酸性区域。Blimp1最初作为一个能特异诱导 B细胞终
末分化成血浆细胞的基因被克隆[3]，后来，Blimp1被证实是 B
细胞终末分化的必需基因[4,5]。基因表达分析发现 Blimp1最初
在原肠作用发生之前约 6.25天小鼠胚胎上胚层近后端少量细
胞中有表达，并且 Blimp1阳性细胞数量不断增加，在小鼠 E6.
75大约有 20个聚集成群的阳性细胞，在小鼠 E7.25细胞数量
增加到 40。遗传谱系追踪证实胚胎早期发育阶段几乎所有
Blimp1阳性细胞最终都发育为呈 stella阳性的 PGC。因此，可
以认为小鼠 E6.25近端上胚层出现的 Blimp1阳性细胞是 PGC
前体细胞[2,6]。Blimp1功能实验发现它在早期胚胎 PGC特化阶
段发挥重要作用。Blimp1突变体胚胎的 PGC特化停止在一个
非常早期阶段，AKP阳性细胞的数量会显著减少，形成一些紧
密的细胞聚集体，产生的 PGC样细胞不发生向后肠内胚层的
迁移。这些异常细胞也不能完全表达 PGC特异基因，如 stella、
fragilis等，并且不能持续抑制 Hox基因的表达[1]。

2 早期生殖细胞分化相关基因

PGC 由近端上胚层中少量细胞特化而成，特化形成的
PGC沿特定路径迁移至生殖嵴，在迁移的同时细胞增殖并发生
印迹基因的表观遗传修饰。早期生殖细胞的发生受到一系列复
杂的分子网络信号调控，目前对参与的信号调控已有一定认

识，如 Kit/KL通路、FGFs通路、LIF细胞因子对 PGC增殖和存
活具有正调控作用，TGFβ-activin/nodal信号对 PGC增殖具有
抑制作用 [7]，并且，对参与调控的重要基因也有所了解，如 I-
fitm3、C-kit、E-cadherin、Stella、DAZL、Vasa和 Nanog等。

Ifitm3是干扰素诱导的跨膜蛋白家族成员之一，在 BMP4
刺激后的上胚层细胞中有表达，编码干扰素诱导性跨膜蛋白，

与 PGC特化时获得外胚层诱导信号相关[8]。Ifitm3首先在小鼠
E6.25的近端上胚层被检测到，在小鼠 E6.5，其表达转移至胚
胎后端，局限在胚外中胚层细胞，小鼠 E6.75之后，Ifitm3在
PGC中表达[9]。用 Oct3/4-EGFP示踪生殖细胞的转基因小鼠进
一步验证了早期 PGC的转移过程[10]。Ifitm3在 PGC前体的表
达可能参与细胞间的诱导与应答反应，这对于 PGC命运的决
定是非常重要的。

经典遗传学研究表明 Steel和W位点对 PGC迁移、增殖
和存活非常重要 [11,12]。Steel位点编码分泌型配体 -SCF/Kitl,而
W位点编码能与之结合的细胞表面酪氨酸激酶受体 -Kit[13,14]。
PGC表达 c-kit受体，而 PGC迁移路径上的体细胞表达 SCF
(stem cell factor),并且 SCF表达具有明显梯度，生殖嵴表达最
高[15]。SCF/c-kit介导迁移途中的 PGC附着到体细胞上，引导
PGC向生殖嵴运动[16]。PGC完全迁移到生殖嵴后，c-kit表达迅
速下调，从而对 SCF作用的反应性降低。体内外实验证实 SCF
通过 AKT/mTOR/Bax 途径可抑制 PGC 凋亡和促进 PGC 增
殖，但具体的分子机制还不清楚。

Stella 基因编码高度分歧性蛋白，定位于人类染色体
12p13，与小鼠 Stella基因只有 31.2%的同源性[17]。 Stella特异
表达于 PGC和减数分裂前的生殖细胞，在 PGC特化阶段发挥
重要作用[18]。目前的研究发现 Stella是早期生殖细胞命运决定
的最可靠的分子标记，可用于追踪体内外生殖细胞的发育状

况。
VASA是移行后期进入生殖嵴并发生减数分裂和配子形

成的生殖细胞特异性基因。VASA编码 RNA结合蛋白并定位
于胞质，可能参与卵子发生期间 mRNA的运输和翻译。人类
VASA基因在雄性和雌性生殖细胞均有表达，与生殖细胞发育
过程中进化保守性相一致。到目前为止，VASA是唯一对于生
殖细胞系完全特异的基因，大多数种属细胞中 VASA的表达即
代表生殖细胞的出现。

DAZ（Deleted in Azoospermia,DAZ)基因家族缺失常见于
无精症或少精症患者，是男性精子形成障碍的主要遗传因素。
该基因家族编码有活性的核糖蛋白型 RNA结合蛋白，其在出
生前、后生殖细胞中均有表达[19]。该基因家族至少包括 3个成
员：DAZ，位于人类 Y染色体长臂，缺失与男性不孕有关；DA-
ZL是 Y染色体上 DAZ的常染色体同源体，其功能不限于精子
发生，与卵子形成也有关；BOULE具有调节减数分裂的作用。
人类 DAZ和 DAZL蛋白，在性腺细胞的胞核和胞质以及精原
细胞的胞核中均有表达，当雄性生殖细胞进入胞质减数分裂

时，这些蛋白重新定位在胞质中。

3 PGC迁移阶段的表观遗传重编程

随着原肠作用进行，PGC开始迁移，从尿囊迁移到内胚层
来源的后肠，经背侧肠系膜迁移入正在发育的生殖嵴。在迁移
过程中 PGC自我增殖，并发生表观遗传重编程，包括全基因组
DNA去甲基化、父源性和母源性印迹擦除以及失活 X染色体
重新活化。在小鼠 E6.75中 Blimp1阳性的 PGC前体开始启动
全基因组表观遗传修饰以区别于周边的中胚层体细胞[20]。表观
遗传修饰包括活化和抑制两个方面，其中活化修饰有

H3K4me2、me3 和 H3K9ac，抑制修饰有 H3K9me1、me2、me3
和 H3K27me2、me3[20]。小鼠 E8.0，PGC开始发生迁移，迁移后
PGC在全基因组水平的 DNA甲基化和 H3K9me2两个主要抑
制修饰下调[20,21]，并且 H3K9me2以一种渐进式的、逐个细胞下
调。小鼠 E8.75，几乎所有 PGC处于低水平 H3K9me2。对小鼠
E8.0-E9.0迁移 PGC的细胞周期分析发现约 60%PGC处于 G2
期。有趣的是，恰巧在这一时期，因 RNA聚合酶Ⅱ合成受阻，
PGC的整个转录作用被迫暂停[20]。这些现象表明当 PGC停止
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在 G2期时全基因组抑制修饰下调，与此同时，关闭 RNA聚合
酶Ⅱ依赖型转录作用。因此，PGC迁移过程中全基因组 DNA
甲基化和 H3K9me2下调是一个主动过程。
在全基因组 DNA甲基化和 H3K9me2下调的同时，另一
个由 PRC2 (polycomb repressive complex2) 调控的抑制修饰
H3K27me3上调[20,21]。H3K27me3上调是一个逐渐进行的过程。
PGC迁移阶段的表观遗传重编程具有潜在的生物学意义，迁移
PGC 从 DNA甲基化、H3K9me2 到 H3K27me3 在整个基因组
范围内改变它的抑制修饰。有文献报道 DNA 甲基化和
H3K9me2在维持抑制基因稳定性方面起关键作用。相比之下，
PRC2介导的 H3K27me3则抑制发育过程中谱系特异性基因
的表达，其中许多调控发育相关基因同时拥有 H3K27me3和
H3K4me3两种修饰，以此确保一旦启动诱导分化谱系发育相
关基因能够迅速表达。

DNA甲基化和 H3K9me2被认为与沉默基因抑制状态的
稳定性有关，这些沉默基因能决定细胞的发育命运。H3K27me3
可能参与抑制多能性细胞谱系特异性基因的表达，并且这种抑

制作用具有较强的可塑性。在生殖细胞中 H3K27me3上调可能
有助于创造一个胚胎干细胞样的基因组环境。，事实上，可以从
PGC获得多能性胚胎生殖细胞（EG）[22,23]。表观遗传重编程和
Oct3/4、Sox2、Nanog等多能性关键基因的特异表达或重新表达
对 PGC获得多能性潜能具有重要作用[24,25]。但另一方面，早期
胚胎的某些基因能够阻止 PGC完全回复到多能性状态。因此，
要理解迁移途中 PGC发生的全基因组表观遗传重编程的意义
所在，就必须明确 DNA甲基化和 H3K9me2表达下调激活的
靶基因以及 H3K27me3表达上调沉默的靶基因。

4 多能性干细胞向生殖细胞的诱导分化

多能性干细胞（胚胎干细胞或 iPS细胞）具有发育全能性，
能分化为机体任何一种细胞类型。已有实验证实多能性干细胞
可以在体外分化形成各种不同发育程度的生殖细胞[17,26-28]。2003
年，Hubner等[29]最早报道小鼠胚胎干细胞在无滋养层培养体系

下诱导分化能形成表达 Oct4和 Vasa的早期生殖样细胞，继续
培养 3-4周，这些细胞表达减数分裂标记基因，形成卵泡样结
构，并排出由原始透明带包裹的卵母细胞，获得的卵母细胞最

终发生孤雌激活发育为囊胚样结构。同年，Toyooka等[30]将小鼠

胚胎干细胞聚集成拟胚体（EB）并结合体内移植方法，成功获
得了高度分化的精子，但该实验缺乏精子的生物学功能和受精

能力的分析。2004年，Geijsen等[27]从小鼠胚胎干细胞形成的

EB中分离出 PGC，体外经维甲酸（RA）诱导分化为成熟的精
子，用识别精子顶体（FE-J1）的抗体进一步纯化分离圆形精子，
行卵胞浆内单精子显微注射(ICSI)，约 50%受精卵进行卵裂，发
育到二细胞期胚胎，其中 20%的受精卵发育到囊胚期，但并未
得到出生的新生小鼠。2004年，Clark等[17]报道人胚胎干细胞形

成的 EB体外自发分化有减数分裂前生殖细胞特异基因的表
达，如：Dazl、Vasa和 SYCP3等，暗示胚胎干细胞具有体外自发
分化为生殖细胞并进入减数分裂的能力，但实验并未观察到完

整的联会复合体的形成，说明细胞并不能进入减数分裂，他们

认为减数分裂的完成可能还需要一些生殖细胞因子和（或）促

进其分化发育的微环境的参与。2009年，冯立新等[31]将小鼠胚

胎干细胞的 DAZL基因异位表达后直接诱导出游动的精子和
卵母细胞。2009年，Kehkooi Kee等[32]通过构建携带生殖细胞特

异基因荧光报告系统的人胚胎干细胞系，利用荧光报告细胞系

进行生殖细胞的体外诱导分化，结合流式分选技术获得了足够

数量的、高纯度的生殖细胞。他们还发现编码生殖细胞特异性
胞浆 RNA结合蛋白的 DAZ基因家族对生殖细胞形成有重要
调控作用。在人胚胎干细胞中过表达 DAZ基因家族的三个基
因（DAZL、DAZ和 BOULE）可获得单倍体精子样细胞。2010
年，Renee A.Reijo Pera等[33]将胎儿皮肤细胞和成体皮肤细胞来

源的 iPS细胞体外诱导分化获得了早期生殖细胞，最先证实
iPS细胞也具有向生殖细胞分化的潜能。
利用多能性干细胞体外分化体系研究生殖细胞的发生和

发育已开展了将近 10年，并取得了一些进展。例如，证实了多
能性干细胞可以通过拟胚体（EB）或者单层贴壁培养方式在体
外自发或诱导分化形成原始生殖细胞[17,26-28],并建立了原始生殖
细胞体外筛选的荧光报告基因体系 Stella-GFP [18,34,35]或

Vasa-GFP[32,30,36]，通过报告基因体系结合 FACS技术可获得高纯
度的生殖细胞。多能性干细胞体外分化为生殖细胞虽然取得了
令人鼓舞的研究进展，但这一领域仍存在许多尚未解决的问

题。主要包括：（1）受研究材料的限制，生殖细胞的发生机制还
远未阐明；（2）多能性干细胞体外分化为生殖细胞的体系还不
成熟，目前利用多能性干细胞体外分化形成生殖细胞大多是自

发的过程，外源性的诱导因子作用不明显，因而分化效率非常

低，最高分化率仅为 5%，这便限制了 PGC下游的研究和应用。
因此，多能性干细胞向生殖细胞的诱导分化还需要在技术体系

和分化机制上不断探索。

5 展望

生殖细胞的发生和发育是一个复杂且高度动态变化的过

程，目前对生殖细胞的发生机制尚未清楚。如：Bmp4-Smad信
号激活 Blimp1和 Prdm14表达的精确分子机理；上胚层中为何
只有少量细胞对周边信号作出应答，启动生殖细胞发育程序；

PGC特化阶段是否还有一些尚未发现的关键转录调控元件等
等。另一方面如何提高多能性干细胞向生殖细胞诱导分化的效
率也亟待解决。
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