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体外贴壁和微囊化生长睾丸支持细胞形态与其功能的相关性★ 

张国境1，赵  佳2，金  洁1，路  欣2，史小林2 

 

Correlation between the morphologies and physiological function of adherent and 

microencapsulated Sertoli cells    

Zhang Guo-jing1, Zhao Jia2, Jin Jie1, Lu Xin2, Shi Xiao-lin2 

文章亮点： 

观察体外培养不同状态的小鼠睾丸支持细胞的形态与其生理功能间的相关性，结果提示不同形态的睾丸支持细胞在

蛋白质分泌数量和种类上都存在着差异，细胞形态与其生理功能之间存在着明显的相关性。 

 

Abstract 

BACKGROUND: In vitro culture has been a main method for studying the living cells. However, there is a big difference 

in the morphology of the cells and growth environment between in vitro and in vivo. So it is unclear whether the bioactivity 

of cells in vitro can reflect precisely the cell growth in vivo. 

OBJECTIVE: To investigate the correlation between the morphologies of the cells cultured in vitro and their physiological 

function.  

METHODS: Different morphologies of mouce Sertoli cells were cultured in vitro. One of morphologies was the growth of 

cell adherence, and the cells were flat; another cells grew in microcapsule, which showed sphere. Culture solution from 

the two kinds of morphologies of SCs was taken out, and sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis was 

finished for obtaining the corresponding electrophoretic band. And then, the molecular weight of protein was calculated to 

ascertain which kind of protein secreted by Sertoli cells with different morphologies.  

RESULTS AND CONCLUSION: There were 14 electrophoretic bands from the growth of cell adherence with flat Sertoli 

cells, and the molecular weight of protein distributed from 17×10
3
 to 158×10

3
. There were 10 electrophoretic bands from 

the cell growth in microcapsule with spherical Sertoli cells, and the molecular weight of protein distributed from 17×10
3
 to 

58×10
3
. These findings suggest that there are differences between the quantity and the kind of protein which is secreted 

by Sertoli cells with different morphologies. There are obvious correlations between the morphologies of the cells cultured 

in vitro and their physiological function. 

 

Zhang GJ, Zhao J, Jin J, Lu X, Shi XL. Correlation between the morphologies and physiological function of adherent and 

microencapsulated Sertoli cells. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(33): 6189-6193.    

[http://www.crter.org/crter-2012-qikanquanwen.html] 

 

摘要 

背景：细胞体外培养一直是研究活细胞的主要方法，但体外培养细胞的形态和生长环境与体内环境有很大差异，因

此，细胞的生物活性是否能准确反映体内该细胞的状态尚不清楚。 

目的：观察体外培养细胞的形态与其生理功能间的相关性。 

方法：体外培养不同生长状态的小鼠睾丸支持细胞，一种为贴壁生长状态，细胞呈扁平状；另一种为微囊化生长状

态，细胞呈立体球状。分别取 2种不同形态睾丸支持细胞的培养液，进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，获

取相应的蛋白质条带，通过蛋白质相对分子质量的计算来确认睾丸支持细胞分泌蛋白质的种类。 

结果与结论：贴壁生长的扁平状的睾丸支持细胞培养液中可辨别出 14 个条带，蛋白质相对分子质量分布在

(17~158)×103之间；微囊化生长的立体球状睾丸支持细胞培养液中可辨别出 10 个条带，蛋白质相对分子质量分布

在(17~58)×103之间。提示不同形态的睾丸支持细胞在蛋白质分泌数量和种类上都存在着差异，细胞的形态与其生理

功能之间存在着明显的相关性。 

 

关键词：睾丸支持细胞；条件培养液；体外培养；贴壁；微囊；形态 

缩略语：十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳：sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electropheresis，

SDS-PAGE；睾丸支持细胞条件培养液：sertoli cell conditioned medium，SCCM 

 

张国境，赵佳，金洁，路欣，史小林. 体外贴壁和微囊化生长睾丸支持细胞形态与其功能的相关性[J].中国组织工程

研究，2012，16(33):6189-6193.      [http://www.crter.org/crter-2012-qikanquanwen.html] 

 



 

张国境，等. 体外贴壁和微囊化生长睾丸支持细胞形态与其功能的相关性 

P.O. Box 1200, Shenyang   110004   www.CRTER.org 6190 

www.CRTER.org 

1 首都医科大学燕
京医学院组织胚
胎学教研室，北京
市  101300；2首
都医科大学基础
医学院组织胚胎
学教研室，北京市  
100069 
 
张国境★，女，
1967 年生，北京
市人，汉族，2005
年首都医科大学
毕业，硕士，副教
授，主要从事生殖
医学的研究。 
zgj29@163.com 
 
通讯作者：史小
林，教授，博士生
导师，首都医科大
学基础医学院组
织胚胎学教研室，
北京市  100069 
shixl.good@ 
163.com 
 

中图分类号:R318 

文献标识码:B 

文章编号:2095-4344 

(2012)33-06189-05 

 
收稿日期：2012-01-10   

修回日期：2012-03-25 

(20111010009/WL·T) 

 
 

 

0  引言 

 

自1951年厄尔利开发了动物细胞的体外培

养基以来，生物学观察与研究活细胞的主要方

法都是通过细胞体外培养的手段。但在培养瓶

中生长的细胞，其生物活性是否能准确反映体

内该细胞的状态，另外利用细胞体外培养法作

为某些难以进行体内试验的替代方法，以体外

观察活细胞的生物学改变，间接探测体内试验

的细胞学反应等检测结果，是否能准确地说明

问题，一直是进行生物学探索研究者的疑问。

提出疑问的理由是组织和细胞离体后独立生存

在人工的培养环境中，虽然模拟体内环境，但

细胞的形态与生长环境仍与体内有很大差异。 

为了探究体外培养细胞的形态与其生理功

能间的相关性，本实验将选择生理功能复杂的

睾丸支持细胞，利用细胞体外培养方法，观察

贴壁生长状态的睾丸支持细胞(细胞呈扁平状)

和微囊化生长状态的睾丸支持细胞(细胞呈立

体球状)，在相同的培养条件中，其外分泌(即分

泌的可溶性蛋白质)的功能状态是否能随之发

生改变。目的是通过本实验探索影响细胞功能

状态的形态因素。 

 

1  材料和方法 

 

设计：对比观察。 

时间及地点：实验于2007-06/2010-12在

首都医科大学完成。 

材料：  

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

动物：健康SPF级10~15 d龄雄性ICR小鼠，

体质量8~10 g，由中国协和医科大学实验动物

研究所提供，用于制备睾丸支持细胞悬液。 

实验方法： 

睾丸支持细胞原代培养：取出并分离小鼠双

侧睾丸。将生精小管剪成小段，混合消化液消

化，制成单细胞悬液，过滤、静置，弃上清。

重悬细胞，以1×10
9
 L

-1
的细胞浓度接种于培养

瓶中培养，24 h换液，以后约4 d换液1次。 

睾丸支持细胞传代培养：原代培养的细胞生

长近汇合期时，加入0.25%胰蛋白酶溶液，   

37 ℃条件下消化1.0~2.0 min。制成细胞悬液。

以5×10
8
 L

-1
的细胞浓度分瓶接种，标准环境培

养，约3 d换液1次。 

微囊化睾丸支持细胞的制作及培养：消化传代

生长至近汇合期的睾丸支持细胞，调整细胞悬

液的浓度至4×10
8
 L

-1
；取0.5 mL细胞悬液与等体

积1.5%海藻酸钠混合，吸入1 mL注射器中；向6

孔培养板的一个孔中加入3 mL 1.1%CaCl2，将

注射器内的细胞悬液滴入该孔，制成凝胶珠；

加入2 mL 0.05%多聚左旋赖氨酸氢溴酸盐，作

用6 min；加入0.15%海藻酸钠3 mL，作用5 min，

加入3 mL 1.5%柠檬酸钠作用6 min；将孔中较

整齐的微囊放入另一孔中，加3 mL完全培养液，

标准环境培养，约3 d换液1次。每毫升细胞悬

液约可制作120个微囊，以60个/瓶的密度于    

35 mL培养瓶中，完全培养基、标准环境培养。 

睾丸支持细胞的鉴定：免疫细胞化学方法标

记培养细胞中的Fas-L，以确认培养细胞为睾丸

支持细胞。40 g/L多聚甲醛4 ℃固定15 min，

0.1%Triton-X-100孵育 15 min；体积分数

3%H2O2浸泡标本5 min，置PBS中5 min；滴加

电荷封闭液，湿盒内10 min；滴加工作浓度的

Fas-L一抗，4 ℃湿盒内过夜；PBS清洗；滴加

二抗，37 ℃湿盒内20 min；PBS清洗；滴加三

抗，37 ℃湿盒内20 min，PBS清洗；DAB显色。  

睾丸支持细胞培养液的十二烷基硫酸钠-聚丙

烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 (sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electropheresis，SDS-PAGE)： 

收集样品：睾丸支持细胞进入指数生长期

(P3~5)和微囊化睾丸支持细胞培养3 d后，将各

组细胞培养液更换为含体积分数5%胎牛血清

的DF-12培养液，培养1周后用预温的PBS轻缓

漂洗3~5次，洗去残余血清。弃PBS后加入无血 

来源 试剂及仪器 

标准胎牛血清 

胰蛋白酶、褐藻酸钠、十二烷

基硫酸钠 (sodium dodecyl 

sulfate，SDS) 

人、大鼠、小鼠 Fas-L免疫组 

织化学染色试剂盒 

考马斯亮蓝 R-250 

IX70倒置式系统显微镜 

MCO175 CO2培养箱 

DYY-8C型电泳仪  

Hyclone公司 

Sigma公司  

 

 

武汉博士德生物工程 

有限公司 

AmreSCo公司 

Olympus 

Sanyo 

北京六一仪器厂 
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清培养液，标准环境培养24 h。收集上清，4 ℃ 500×g

离心5 min，取上清收集于离心管中，于-80 ℃冻存。

其冻存液为睾丸支持细胞条件培养液(SCCM)，将贴壁

生长睾丸支持细胞的SCCM标记为SCCM-T，微囊化生

长睾丸支持细胞的SCCM标记为SCCM-W。 

浓缩样品：将冻存的SCCM样品置于4 ℃冰箱融化

后混匀。依次经离心浓缩过滤装置UFC9，4 ℃ 2 500×g

离心35 min和离心浓缩过滤装置UYM3，4 ℃ 3 000×g

离心4 h。收集样品于200 μL EP管中，-80 ℃冻存。 

样品的蛋白质浓度测定：采用考马斯亮蓝蛋白质定

量法，又称Bradford法。 

(1)溶液配制：①标准蛋白质溶液：用超纯水将标准

牛血清白蛋白(4 g/L)稀释为3 000，2 000，1 000，500，

200，100，50 mg/L。②工作染色液：使用前用超纯水

将5×考马斯亮蓝浓缩染色液稀释为工作染色液。稀释后

的工作染色液可在4 ℃避光保存3个月。4 ℃保存的工作

染色液温度应升到室温后才可使用，否则将降低吸光度。 

(2)测定方法：取数支0.5 mL EP管，分别加入空白

对照(超纯水)、各稀释度的标准蛋白质溶液和待测蛋白

质样品各4 μL，再加入100倍体积的工作染色液，充分

混匀，放置2 min。设置酶标仪程序并打印，按顺序将

各溶液分别加入96孔培养板中，加样体积为200 μL。在

595 nm处测定各待测样品的蛋白质浓度。 

用电泳缓冲液调节经浓缩的两组样品的蛋白质浓

度至5 g/L。分别取10 μL加入电泳缓冲液和上样缓冲液，

热变性后进行电泳。使用高相对分子质量范围蛋白质

Marker(130 000，75 000，58 000，38 000，25 000，

18 000)。 

SDS-PAGE：①变性蛋白质样本制备：取50 μL蛋

白样本加入等量2×蛋白样本缓冲液，混合均匀，于95 ℃

水中变性5 min，立即放入冰水浴中，冷却后放入-20 ℃

冰箱中。②聚丙烯酰胺凝胶制备：将分离胶缓慢灌入玻

璃槽中，高度占模具高度的70%，上层覆以适量蒸馏水

隔离胶体与空气。配制4%浓缩胶，将剩余空间灌满浓

缩胶后插入样品梳，待到浓缩胶聚合后，将样品梳拔出。 

4%浓缩胶(2.5 mL)配方： 

 

 

 

 

 

 

 

③电泳：在电泳槽内加入电泳缓冲液，在加样孔内

分别加入蛋白Maker和蛋白样品。先以80 V的恒压电泳

30 min，当溴酚蓝指示剂进入分离胶之后，再以120 V

的恒压电泳，约60 min，直到溴酚蓝染料抵达分离胶底

部，结束电泳。④观察：将凝胶浸泡在考马斯亮蓝染色

液中，置水平摇台上轻摇4.0~5.0 h后，凝胶浸泡在7%

乙酸溶液内，置于水平摇台上轻摇数小时脱色，直至凝

胶的背景与蛋白质条带的对比度明显、蛋白质条带清晰

可见、背景显色很浅为止。使用凝胶成像系统照相存档。 

蛋白质相对分子质量的计算：①标准曲线的绘制：

测量由凝胶顶端至溴酚蓝移动带前沿的距离，再准确量

出由凝胶顶端至各蛋白质Marker条带前沿的距离，按公

式：相对迁移率(Rm)=蛋白条带迁移距离/溴酚蓝指示剂

迁移距离，求出Rm。然后在单对数坐标纸上做图。以

蛋白质Marker相对分子质量的对数为纵坐标，用其对应

的Rm值为横坐标，可得一直线，即为标准曲线。②样

品中未知蛋白质相对分子质量的测定：测得同步电泳样

品中目的条带的Rm值，在标准曲线上查得其对应的相

对分子质量的对数，再计算出其相对分子质量。 

主要观察指标：贴壁生长状态的睾丸支持细胞条件

培养液(SCCM-T)和微囊化生长状态的睾丸支持细胞条

件培养液(SCCM-W)中，睾丸支持细胞分泌的可溶性蛋

白质在数量和种类上的差异。 

统计学分析：由第一作者采用SPSS 10.0软件完成

统计处理。 

   

2  结果 

 

2.1  贴壁生长的睾丸支持细胞形态  倒置显微镜下可

见刚分离的睾丸支持细胞为圆形，24 h贴壁后可见其伸

出多个突起，细胞扁平，细胞核较大，见图1a；细胞生

长增殖三四天后汇合，传至P4或P5代后，细胞突起相

嵌形成单细胞层铺于培养瓶底，最突出的特征为细胞质

内含有许多大小不等、分布不均的脂滴，见图1b。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

配方 含量 

超纯水 

40%Acr/Bic 

0.5 mol/L Tris(pH8.8) 

10%SDS 

10%AP 

TEMED  

1.58 mL 

0.25 mL 

0.63 mL 

25 μL 

12.5 μL 

2.5 μL 

Figure 1  The morphology of Sertoli cells (P0, P5) (Inverted 
microscope) 

图 1  倒置显微镜 P0，P5睾丸支持细胞形态变化  

b: P5 (×200) 

 
a: P0 (×100) 
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2.2  微囊化的睾丸支持细胞形态  实验用1 mL注射器

缓慢推出制作微囊的方法，每mL细胞悬液大约推出130

个凝胶珠，最终获得大约120个左右较整齐的微囊。大

体观微囊呈透明圆球体，直径约2 mm，见图2a；体视

镜观察，微囊呈圆球形，大小均匀，分散良好，无粘连，

表面光滑，微囊中细胞分布均匀，每个细胞平均占有的

空间为2.5×10
6
/μm

3
，相邻细胞的间距约为135.7 μm。

平均每个微囊中约含有3 000个细胞，见图2b。在整个

培养过程中，微囊内的细胞数量无大体可见的变化。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  SCCM的SDS-PAGE检测结果  各组样品分别浓

缩约300倍。调节各组样品的蛋白质浓度至5 g/L后进行

电泳。结果见图3，在SCCMT中可辨别14个条带，蛋白

质相对分子质量分布在17 000~158 000之间；SCCMW

中可辨别出10个条带，蛋白质相对分子质量分布在   

17 000~58 000之间。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

依据蛋白质Marker绘制标准曲线，在标准曲线上查

得各条带对应的相对分子质量的对数，计算得它们的近

似相对分子质量分布在17 000~158 000之间，见图4。 

数据是3次实验的平均值，各组数据间差距小于±

10%。已分离出的14个条带中有10条找到了与其相对分

子质量相对应的蛋白，见图5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

既往的研究结果表明，睾丸支持细胞是异体组织细

胞移植的理想候选细胞，它具有以下几个明显优势：①

睾丸支持细胞能够分泌多种蛋白质，已知的有ABP、硫

酸糖蛋白1和2、转铁蛋白、抗Müller管激素、转化生长

因子等
[1]
。②睾丸支持细胞有局部免疫豁免功能。③睾

丸支持细胞还可在局部分泌众多的生物基质材料，这些

生物基质不仅在维持组织的正常形态中起作用，而且对

细胞形态功能乃至生长分化均起重要的调节作用
[2]
。已

有研究将睾丸支持细胞应用于异体肾细胞、骨髓间充质

干细胞、神经干细胞的共同移植等
[3-7]
，均得到了满意结

果。因此实验选择睾丸支持细胞为研究对象，通过对不

同生长状态睾丸支持细胞的条件培养液行SDS-PAGE

分析，探讨不同细胞形态与其功能间的相关性。 

在制备蛋白质分析用条件培养液时，实验中使用了

无血清培养液对各组细胞进行24 h培养。Robert等
[8]
的

实验已证实，卵泡刺激素和睾丸激素只会影响睾丸支持

细胞合成蛋白质的总量，而不会引起分泌蛋白质的种类

改变。故对贴壁生长的睾丸支持细胞和微囊化生长的睾

丸支持细胞条件培养液进行SDS-PAGE，可以定性反映

睾丸支持细胞在正常培养(即有血清培养)状态下可溶性

Figure 2  The morphology of microcapsuled Sertoli cells  
图 2   微囊化睾丸支持细胞形态 

Figure 3  SDS-PAGE results of Sertoli cells conditioned 
medium (SCCM)-T and SCCM-W 

图 3  贴壁生长状态及微囊化生长状态的睾丸支持细 
胞条件培养液的 SDS-PAGE检测结果 

Figure 4  The relative molecular weight of protein of Sertoli 
cells conditioned medium (SCCM)-T and SCCM-W 

图 4  贴壁生长状态及微囊化生长状态的睾丸支持细胞条件
培养液中蛋白的近似相对分子质量 

a: SCCM-T b: SCCM-W 

Figure 5  The comparison of electrophoretic bands 
between Sertoli cells conditioned medium 
(SCCM)-T and SCCM-W 

图 5  贴壁生长状态及微囊化生长状态的睾丸支持细
胞条件培养液蛋白条带比较 

b: Microscope observation (×200) 

 
a: General observation 
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蛋白质的分泌情况。 

细胞微囊化技术的基本原理是利用微囊半透膜结

构所具有的相对分子质量选择性通透特点，将具有免疫

活性的大分子物质阻隔在微囊外，囊内细胞生存所需要

的营养物质以及信号物质能快速、通畅的进入微囊。同

时，囊内细胞所分泌的具有活性的小分子物质也能快速

扩散出去
[9-12]

。可见，要应用此技术，待包裹的细胞必

备条件是：①具有分泌生物活性物质的细胞。②此种生

物活性物质的相对分子质量比免疫球蛋白(相对分子质

量为150 000)小，能通过半透膜。 

SCCMT经SDS-PAGE可分辨出14个蛋白质条带，

Mr 17 000~158 000之间(由于采用浓缩离心装置对蛋白

质样品进行浓缩时选用的是10 000截留相对分子质量

的超滤膜，10 000以下的分子有可能被滤出)，实验结

果与Robert等
[8]
的实验相似。SCCMT已分离出的14个

条带中有10条找到了与其相对分子质量相对应的蛋白。

这些蛋白分别与雄激素结合蛋白、转铁蛋白、硫化糖蛋

白、转化生长因子α、β、睫状神经营养因子、白细胞介

素1、3、6，脑源性神经营养因子、碱性成纤维细胞生

长因子、胶质细胞源性神经营养因子、神经生长因子等

细胞因子的相对分子质量相对应。 

SCCM-W经SDS-PAGE可分辨出10个蛋白质条

带，Mr 17 000~58 000之间。SCCM-W中未见58 000

以上的蛋白质条带，这可能是由于本实验制备的工艺不

能通过相对分子质量在58 000以上的大分子蛋白所致，

有文献报道使用静电微囊发生器制作微囊，获得微囊的

直径在200~500 μm之间
[13]
。有研究者认为，微囊越小，

相对每个微囊内细胞的数目也越少，使得每个细胞与外

界接触的面积增大，更容易保持其活性和功能
[14-15]

。实

验中使用1 mL注射器，由于方法简便，仅为实验所用，

故推出的微滴直径在2 mm左右，有可能导致Mr 58 000

以上的蛋白不能从微囊内释放。但就Mr 58 000以下的

蛋白质而言，SCCM-W中的蛋白质条带明显高于

SCCM-T。其中Mr 20 000~30 000之间的条带较为明显，

而且较SCCM-T宽，此外，有2个条带在SCCM-T的低相

对分子质量区域内没有显示。与这些相对分子质量可能

对应的蛋白，分别有神经生长因子、碱性成纤维细胞生

长因子、胶质细胞源性神经营养因子、NT3、6和NT4、

7。 

综上所述。睾丸支持细胞的不同形态与其外分泌的

生理功能之间呈现有明显相关性。两者间的相关性不仅

表现在分泌量间的差异，而且在分泌物的种类方面也存

在着差异。因此实验结果支持应用体外细胞培养的方法

探测体内细胞的生理功能需慎重。 
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