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精原干细胞自我更新及分化的调控机制研究进展
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[摘要] 精原干细胞(SSC)是睾丸中最原始的生殖细胞,通过自我更新和连续分化最终成为成熟的精子,SSC
对维持高效的精子发生起着至关重要的作用,与生精微环境(niche)之间复杂的分子和细胞相互作用构成了精子发

生的基础。以往认为niche主要由睾丸支持细胞构成,而新近研究表明,睾丸内多种细胞、分子信号通路均参与调

控SSC的自我更新及分化。本文就睾丸生精微环境调控SSC自我更新及分化的研究进展进行综述。
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Researchadvancesintheregulatorymechanismofself-renewalanddifferentiationofspermatogonialstemcells PANYu,LIWen-

xin,ZHANG Yunchao,JING Tao (DepartmentofAndrology,TheAffiliatedHospitalofQingdaoUniversity,Qingdao

266000,China)

[Abstract] Spermatogonialstemcells(SSC)arethemostprimitivegermcellsinthetestisanddevelopintomaturesperms

throughself-renewalandcontinuousdifferentiation.SSCplayanimportantroleinmaintainingefficientspermatogenesis,andthe

complexmolecularandcellularinteractionsbetweenSSCandmicroenvironment(alsocalledniche)formthebasisofspermatogene-

sis.PreviousstudiesbelievedthatthenichewasmainlycomposedofSertolicells,butrecentstudieshaveshownthatvarioustypes

ofcellsandmolecularsignalingpathwaysinthetestisareinvolvedintheregulationoftheself-renewalanddifferentiationofSSC.

Thisarticlereviewstheresearchadvancesinthemicroenvironmentforspermatogenesisinthetestisinregulatingtheself-renewal

anddifferentiationofSSC.
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  精原干细胞(SSC)是睾丸中最原始的生殖细胞,精子发

生是一个需要SSC在自我更新和分化中达到平衡并最终源

源不断产生单倍体精子的过程。一方面,SSC自我更新可以

维持干细胞池的细胞数量,从而确保男性在生命的大部分时

间里可以持续生精;另一方面,SSC分化则是生成成熟精子

所必经的过程。睾丸内生精微环境(niche)在调控SSC自我

更新以及分化的过程中发挥重要作用,睾丸内niche的形成

不仅需要支持细胞、间质细胞、内皮细胞、管周肌样细胞

(PMC)、巨噬细胞等多种细胞的相互支持,各种调节因子也

在niche中发挥调控SSC自我更新和分化作用。近年来对

SSC体外培养体系的探索带动了niche的相关研究,新近研

究报道体外培养的小鼠SSC可以保留自我更新能力,而且

在移植入生精功能衰竭的小鼠睾丸后可以重新恢复持续的

精子发生过程[1]。本文拟综述睾丸内niche对SSC自我更

新和分化调控机制的研究进展,以期为改进SSC体外培养

体系提供理论依据,有助于临床诊治因SSC功能受损而导

致的男性不育疾病。

1 参与睾丸内niche的细胞类型及其作用

1.1 睾丸支持细胞(SC)

通常认为SC是组成睾丸内niche最重要的细胞,其主

要作用是维持睾丸生精小管的管腔结构,维持血-睾屏障

(BTB)的完整性。新近单细胞测序研究提示,SC可以分为

a、b、c3种亚群,除了管腔结构的支撑作用,各亚群SC还具

有不同的调控生精功能:a亚群表现出干细胞的一些特征,b
亚群主要参与调控代谢功能,c亚群主要功能是吞噬生殖细

胞及其代谢废物[2]。SC的3个亚群同时存在并在成人睾丸

niche中保持稳定状态,从而维持生精小管的基本结构,也保

障了睾丸内niche稳态。目前已认识到SC在生精过程中通

过分泌多种细胞因子、调节BTB和吞噬凋亡的生精细胞等

多种途径发挥重要的支持和调控作用。

1.1.1 分泌多种细胞因子 SC能够产生抗缪勒管激素

(AMH),AMH参与决定性别分化并反向调节SC的发育;

分布在SC表面的雄激素受体和转铁蛋白可协同促进精子

发生过程;SC还可以产生雄激素结合蛋白,从而维持睾丸内

niche高水平的雄激素。此外,SC还被证实可以产生多种调

控因子,其中研究较多的包括胶质细胞源性神经营养因子

(GDNF)[3]、A型血小板源性生长因子[4]、血管内皮生长因

子A(VEGFA)家族成员及其受体[5]、成纤维细胞生长因子
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2(FGF2)[6]、表皮生长因子[7]等,这些细胞因子均在精子发

生的不同阶段发挥着重要的调控作用。

新近研究发现,SC通过旁分泌作用产生的调控因子对

于调控精子发生、维持SC自身功能稳态亦有重要作用[8]。

国内研究提示,精浆中来源于SC的外泌体不仅可以作为精

索静脉曲张疾病造成SC功能损伤的标志物,还可以作为非

梗阻性无精子症病人的精子发生预测标志物[9]。除此以外,

在小鼠动物实验中还发现SC来源的外泌体通过调控多种

miRNA分子,不仅可以与睾丸SC发生互动作用进而调控

睾丸内niche的雄激素水平[10],还可以通过E3-Zeb2-MAPK
信号通路调控SSC的增殖和分化[11]。在生精小管中,SC分

泌的外泌体可促进SSC的分化,而未分化 A型精原细胞分

泌的外泌体则抑制SSC增殖。未成熟SC来源的外泌体可

促进睾丸间质细胞(LC)的存活并抑制其类固醇的合成。

1.1.2 调节BTB 相邻SC之间建立的紧密连接、黏附连接

和缝隙连接是构成BTB的结构基础。Cldn11已被证实是

BTB的重要成分,可以促进SSC穿过BTB结构并定植于野

生型小鼠睾丸的生精小管基膜,而Cldn11的缺失可以导致

SSC不能有效迁移和定植,进而引起不育[12]。

1.1.3 吞噬凋亡的生精细胞 SC还可以通过黏附和吞噬作

用促进凋亡细胞的解体,当SC表达FasL,同时生精细胞表

达Fas,二者相结合就会使生精细胞进入凋亡程序,这是精

子发生过程中所必需的步骤。

1.2 LC
睾丸生精小管之间分布的疏松结缔组织即睾丸间质,在

睾丸间质内负责合成雄激素的内分泌细胞即LC,LC常成群

分布于睾丸间质微血管的邻近区域,新近报道显示LC可能

源自TCF21+间充质细胞[13]。对人类睾丸组织进行单细胞

测序分析,结果显示睾丸LC与SC起源于同一个异质祖细

胞亚群,表明睾丸LC与SC具有同源性[14]。LC主要作用

是分泌产生睾酮,除了睾酮,LC还生成一些在调控精子发生

过程中发挥重要作用的因子,例如白细胞介素1α[15]、骨形态

发生蛋白4(BMP4)[16]、胰岛素样生长因子-1(IGF-1)[17]等,

这些因子可以通过调控内源性睾酮生成或LC代谢功能从

而参与调控精子发生过程。SC所释放的外泌体可以穿过

BTB并显著增加LC的Cc趋化因子配体20(Ccl20)表达水

平,而Ccl20可以促进LC中蛋白激酶B的磷酸化,进而维持

LC的功能稳态。最新研究显示,来自骨髓间充质干细胞的

外泌体,可以通过 AMPK-mTOR信号通路增强LC的细胞

自噬,从而改善环磷酰胺导致的LC合成睾酮能力下降,为
环磷酰胺导致低睾酮血症提供新的治疗靶点[18]。

1.3 PMC
PMC是一群平滑肌细胞,包裹着睾丸曲细精管,是曲细

精管管壁的主要细胞成分,通过PMC节律性收缩可以推动

管腔内液体流向睾丸网,对于精子的睾丸内运输具有重要作

用。PMC的节律性运动主要受LC分泌的抗利尿激素、缩
宫素、前列腺素等调控,GATA4可以减弱PMC的收缩功

能,PMC收缩功能降低与男性少/弱精子症有关。另外,

PMC还参与构成BTB,PMC的结构或功能发生改变时可出

现细胞外基质异常沉积或形态变化,进而影响正常的精子发

生过程。新近研究显示,褪黑素可以通过调控PMC的免疫

反应、炎症因子分泌以及细胞顺应性等多种途径,影响BTB
维持正常生精过程的功能[19]。另有动物实验证实,PMC可

以表达雄激素受体,通过与 LC的协同作用,调控睾丸内

niche的雄激素水平,从而确保正常的精子发生过程[20]。

1.4 巨噬细胞

睾丸巨噬细胞分布于睾丸间质内和生精小管基底部,位
于生精小管基底侧的巨噬细胞数量可以随着SSC的增加而

增多,其可以分泌促进SSC增殖和诱导分化的细胞因子,例
如集落刺激因子1(CSF1)、与合成维甲酸(RA)相关的酶等。

既往研究显示,生精小管管周巨噬细胞的缺失可以导致SSC
分化进程中断,目前发现从巨噬细胞分离所得的外泌体可以

保护精原细胞免受辐射损伤,进而促进正常的生精过程。最

新研究显示,生精小管管周巨噬细胞在出生前已经出现于胎

儿睾丸内,且胎儿睾丸间质内的巨噬细胞和生精小管管周巨

噬细胞均主要来源于胎肝源性前体细胞,而在出生后睾丸发

育过程中,骨髓源性细胞并未对睾丸巨噬细胞池的补给有实

质性作用[21]。

1.5 睾丸内皮细胞(TEC)

TEC是睾丸内niche的重要组成部分,能够分泌FGF2、

基质细胞衍生因子-1、巨噬细胞炎症蛋白2、胰岛素样生长因

子结合蛋白2以及一氧化氮(NO)等多种调节因子,其中

NO可抑制睾丸 LC产生雄激素,FGF2可促进 TEC产生

GDNF,而且TEC是睾丸内GDNF的主要来源。新近研究

证实,TEC能够在没有外源性 GDNF的体外培养环境中维

持SSC的正常增殖,而且TEC分泌产生的调节因子可以显

著促进细胞毒性损伤后生精上皮的再生[22]。另有研究显

示,人睾丸内TEC的衍生外泌体可能在精子发生过程中作

为潜在的效应因子发挥重要调控作用[23]。

1.6 淋巴管内皮细胞(LEC)

LEC位于生精小管和睾丸间质交界处,覆盖于淋巴管

的表面。靠近血管系统的 LEC可以产生多种 FGF(例如

FGF4、FGF5、FGF8等),从而进一步促进 Gfrα1+ 的SSC持

续自我更新,这对于维持SSC细胞池的细胞数量是非常重

要的[24]。

2 参与睾丸内niche调节因子作用机制

睾丸内niche存在大量各类调节因子,在不同年龄阶段

发挥不同的作用,调控SSC持续进行自我更新或启动分化,

从而维持SSC细胞池中足够多的细胞数量和正常的男性生

育力;而且,SSC还会根据niche中调节因子的变化,在自我

更新状态与分化状态之间进行动态、可逆的转换。

2.1 与SSC自我更新相关的调节因子

2.1.1 GDNF GDNF是已知参与调控SSC自我更新与分

化的最重要的调节因子之一。GDNF家族成员通过结合未

分化型SSC表面上的GFRα1/Ret受体复合物,激活PI3K/
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AKT、Ras-ERK、MAPK、SFK等信号途径,进而激活SSC持

续自我更新;与GDNF协同促进SSC自我更新的其他细胞

因子包括FGF2、CXCL12、VEGFA等。如果未分化型SSC
表面受体结构或组分发生变化,可导致SSC细胞池数量快

速衰竭;而且随着SSC进入分化过程,其细胞表面的 GFRα
受体表达水平也迅速降低[24]。

既往观点认为 GDNF主要来源于SC,GDNF在SC中

受到内分泌、旁分泌和自分泌机制的综合调节。XI等[25]的

新近研究发现,卵泡刺激素可以通过激活PI3K/Akt/mTOR
途径抑制转录因子EB(TEEB)的核易位以减少溶酶体生物

合成来抑制SC的自噬作用,从而增强SC表达GDNF并促

进SSC的自我更新。另有研究显示,肿瘤坏死因子α(TNF-
α)通过 核 因 子κB(NF-κB)依 赖 途 径 诱 导 转 录 阻 遏 蛋 白

(HES1)的表达从而抑制SC的 GDNF表达水平[26]。国外

学者SHARMA等[27]的新近研究认为,GDNF在SC中呈周

期性表达,他们提出 GDNF促进SSC持续自我更新的作用

是通过抑制分化而不是通过促进增殖来实现的。还有研究

显示,GDNF的分泌和来源受到其他多种因素的调控,TEC
表达GDNF的水平甚至要高于SC,而且PMC在雄激素刺

激下也可以产生GDNF[22]。

2.1.2 纤维母细胞生长因子家族(FGFs) FGFs(FGF2、

FGF9等)对于维持未分化A型精原细胞的自我更新有重要

作用,体外实验已证实FGF2和GDNF可以协同促进未分化

A型精原细胞的增殖,体内过表达FGF2可以诱导未分化A
型精原细胞的持续增多[22]。睾丸内niche的FGFs来源尚

存争议,目前认为主要由SC、LEC和LC产生。

FGFs如何参与调控SSC自我更新和分化的分子机制

目前仍不清楚。KITADATE等[28]提出SSC细胞池的细胞

数量受到来自LEC的FGFs严密调控,认为睾丸内niche的

稳态是通过竞争有限的FGFs来实现的。新近研究显示,

FGF2可以通过抑制 RA 的分解代谢进而诱导SSC的分

化[29]。另有研究表明,FGF9也是SSC不断增殖的重要调

控因子,它通过诱导P38MAPK磷酸化、上调Etv5 等靶基因

进而促进SSC不断增殖[30],其中Etv5 是ETS转录因子家

族的重要成员,Etv5-/-雄性小鼠可出现唯支持细胞综合征

的严重生精衰竭[31]。RAJACHANDRAN等[32]运用高分辨

率空间转录组学技术证明,LC和TEC可以分泌产生多效性

生长因子(PTN),其在高浓度时可与FGF2竞争结合SDC
受体,进而抑制FGF2介导的SSC自我更新功能。

2.1.3 白血病抑制因子(LIF) LIF是髓系白血病 M1细胞

的分化诱导剂和增殖抑制因子,对细胞的存活、增殖和分化

起着重要的调节作用。LIF在睾丸内主要表达于PMC,其
受体LIF-R主要表达于SSC。LIF在睾丸内niche可能通过

信号转导途径发挥生理作用,其与LIF-R/gp130受体复合物

结合后,进一步激活STAT3,从而抑制SSC的分化程序;此
外,LIF还可以通过激活PI3K、MEK/ERK等信号途径,促
进SSC的自我更新。新近研究发现,在体外培养体系中加

入LIF则可以促进具有高碱性磷酸酶活性的小鼠SSC细胞

克隆生长,表明LIF可能在小鼠SSC体外培养体系中发挥

重要作用[33]。

2.1.4 干细胞因子(SCF) SCF广泛表达于多种细胞,在调

控细胞存活、增殖、干细胞维持、配子发生等方面均发挥重要

作用,若SCF表达存在缺陷,则细胞有丝分裂、干细胞维持

等生理进程都将受到破坏,甚至导致胚胎停止发育或流产。

在生殖系统中,SCF主要来源于SC,并特异性作用于精原细

胞,SCF通过结合其受体c-kit参与调控SSC的自我更新和

分化。新近研究证实,MEK和PI3K在SCF与c-kit共同介

导的细胞有丝分裂过程中都是必不可少的,在体外培养体系

中加入 MEK或PI3K抑制剂,均可以有效抑制SSC的体外

增殖[34]。

2.2 与SSC分化相关的调节因子

2.2.1 RA RA是维生素 A的代谢中间产物,是一种诱导

雄性生殖细胞分化的重要调节因子,主要由睾丸SC产生,

缺乏RA或维生素A会导致未分化A型精原细胞的持续积

累,一旦在生精上皮中重建正常的RA代谢途径,未分化 A
型精原细胞即可转变为分化的A型精原细胞。

SSC受到RA信号途径的调控进而启动细胞的分化过

程,是通过激活 RA下游的 mTORC1信号通路而实现的,

mTORC1信号通路在 SSC中的激活可以导致未分化精原

细胞的耗竭,并可上调启动分化的相关基因(包括 Ngn3、

Sox3、Lin28a、Rarg 等),同时维持自我更新的相关基因(包
括Gfra1、Ret、Lhx1、Eomes、Pdx1 等)则出现表达下调。

新近研究显示,Stra8在调节未分化精原细胞对RA的反应

性中发挥重要作用[35]。

2.2.2 Wnt/β-连环蛋白信号途径 Wnt/β-连环蛋白途径在

调控SSC分化启动过程中具有十分重要的作用。TOKUE
等[36]证实,从未分化型精原细胞(Gfrα1+)到分化型精原细

胞(Ngn3+)状态的转换即是由 Wnt/β-连环蛋白途径所驱

动,还发现SHISA6可以抑制未分化型精原细胞中的 Wnt
信号途径,以维持SSC的自我更新状态并阻止其过早进入

分化进程,推测SHISA6可以作为Gfrα1+ 的未分化型精原

细胞的新标记。

2.3 睾丸内niche的其他重要调节因子

2.3.1 C-X-C趋化因子12(CXCL12) CXCL12是CXC趋

化因子配体蛋白家族的一个亚型。免疫荧光染色结果显示,

CXCL12表达定位在SC,CXCL12/CXCR4信号途径在SSC
的自我更新、迁移和分化中均发挥重要作用[37],特别是对于

引导SSC正确迁徙并定植在生精小管基底侧的niche至关

重要。另有研究表明,CXCL12的调控机制可能与激活SSC
表面的G蛋白/PI3K/AKT、G蛋白/PLC/MAPK等信号途

径有关[38]。

2.3.2 CSF1 CSF1是最常见的促炎细胞因子之一,与各种

炎性疾病有关。CSF1在睾丸LC和部分生精小管管周细胞

中都有表达,值得注意的是,CSF1受体在未分化型精原细胞

中高度表达,虽然不影响未分化型精原细胞的增殖,却增加

了其干细胞特性。
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2.3.3 Ets相关分子(ERM) 已有研究证实ERM 在SSC
和SC中高表达,参与调控SSC的自我更新进程,过表达

ERM可以增加SSC和SC中CXCL12的表达水平,进一步

促进SSC的自我更新[39];而ERM 表达缺失则会导致SSC
的自我更新失败,最终产生唯支持细胞综合征的病理表型。

2.3.4 上游刺激因子1(USF1) USF1是一种广泛表达的

转录因子,人类USF1与调节动脉血压、中枢神经系统的突

触可塑性和脂类代谢等均相关。新近研究发现,睾丸SSC
和SC中均可检测到 USF1表达,Usf1-/- 小鼠可以出现随

年龄增加的进行性生精功能下降,可能源于SSC无法维持

稳定的自我更新[40]。

2.3.5 生殖细胞增殖相关蛋白 NANOS2 保守的RNA结

合蛋白NANOS2是维持SSC自我更新所必需的,但其调控

机制尚不完全清楚。新近研究显示,NANOS2可与CCR4-

NOT复合体相互作用,并直接结合到对SSC自我更新具有

重要作用的 mRNA上以调节其稳定性,进而参与调控SSC
的自我更新[41]。

3 总结与展望

随着研究方法和理念不断更新,研究者们对于睾丸内

niche调控精子发生的认知已有很大进步,除了SC,人们认

识到睾丸内的间质细胞、PMC、LEC和上皮细胞等也具有十

分重要的作用,而且某一特定的调节因子,例如 GDNF或

CSF1,并不能全面阐释其在调控SSC自我更新和分化中的

全部作用,因为睾丸内niche中同一种调节因子并不全是由

同一类型细胞分泌产生的,而且同一种调节因子在不同情形

下亦可能发挥不同的调节作用。另外,由于SSC体外培养

体系的日益完善,新的基因检测技术不断涌现,使得我们可

以检测到SSC体外培养体系中更多重要的调节因子,探寻

高效诱导SSC体外增殖、分化的分子机制是未来研究的热

点之一。

综上所述,SSC的自我更新和分化受到睾丸内niche的

严密调控,niche的形成不仅需要特定类型细胞在结构上的

支持,还需要niche中多种细胞所产生的特定调节因子,明
确睾丸内niche的构成对于研究精子发生至关重要,更有助

于改进SSC的体外培养体系,从而为探寻SSC功能受损导

致男性不育的发病机制提供研究基础。
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