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摘要： 旨在探究鸡胚性腺形态分化关键阶段， 汉堡－汉密尔顿时期 ２９～３４ （ＨＨ２９～ＨＨ３４） 雌雄鸡胚左右性腺体细胞和原始生殖细胞 （ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ
ｇｅｒｍ ｃｅｌｌｓ， ＰＧＣｓ） 的数量差异， 了解性腺分化和不对称发育在细胞水平的动态变化特征。 分离胚胎性腺形态分化中 Ｅ６ （ＨＨ２９）、 Ｅ７ （ＨＨ３１） 和

Ｅ８ （ＨＨ３４） 三个关键时期的广西麻鸡鸡胚左右侧性腺， 通过实时荧光定量 ＰＣＲ 对性腺 ＰＧＣｓ 进行标记基因表达水平鉴定， 高碘酸希夫 （ＰＡＳ）
糖原染色进行鉴定并统计左右侧性腺体细胞和 ＰＧＣｓ 数量以分析其差异。 结果： 从性腺中分离的 ＰＧＣｓ 显著高表达生殖细胞标记基因类无精症缺

失基因 （ＤＡＺＬ） 和死盒解旋酶 ４ （ＤＤＸ４） （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且 ＰＡＳ 糖原染色显示 ＰＧＣｓ 呈现紫红色， 表明成功分离得到 ＰＧＣｓ； 细胞差异分析结果显

示， 雄性鸡胚左右侧性腺体细胞和 ＰＧＣｓ 在三个时期均无显著差异， 与雄性性腺形态发育特征相符； 雌性鸡胚中， 右侧性腺体细胞和 ＰＧＣｓ 数量

在 ＨＨ２９ 时呈现低于左侧的趋势， 但差异不显著， 与此时性腺形态开始分化特征一致； 在 ＨＨ３１ 时期， 雌性左右侧性腺体细胞和 ＰＧＣｓ 数量差异

显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 早于组织形态出现明显差异的 ＨＨ３４ 时， 而胚胎发育至 ＨＨ３４ 时差异进一步扩大 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 综上， 本研究揭示了性腺中 ＰＧＣｓ
数量的动态变化， 为解析不对称发育启动机制提供了新的时间框架与研究视角。
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　 　 鸡原始生殖细胞 （ ｃｈｉｃｋｅｎ ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌｓ，
ＰＧＣｓ） 是生殖细胞的前体， 外观呈直径为 １０～２０ μｍ
的圆形或椭圆形， 比体细胞大［１］。 ＰＧＣｓ 在透明区出

现后通过血液循环定植于性腺中， 最终性腺发育为睾

丸或卵巢。 ＰＧＣｓ 为种质保存、 转基因鸡的生产和生

殖细胞系统的研究提供了重要的细胞材料。 鸡的雄性

性腺正常发育为两侧睾丸， 雌性性腺只有左侧能发育

为卵巢， 右侧逐渐萎缩退化， 呈现出不对称发育的特

征， 性腺中的 ＰＧＣｓ 则随着胚胎发育进程分化为精原

细胞或卵原细胞［２］。
在胚胎发育至 Ｅ３􀆰 ５ ～ Ｅ４􀆰 ５ 时无法从性腺形态上

区分雌雄［３］。 胚胎孵化到 Ｅ６～Ｅ６􀆰 ５ （汉堡－汉密尔顿

时期 ２９ ～ ３０， ＨＨ２９ ～ ＨＨ３０） 时性腺分化开始［４－５］，
并伴随着一些基因和信号通路的差异表达， 如雌激素

受 体 α （ ＥＲα ）、 骨 形 态 发 生 蛋 白 ７ （ ＢＭＰ７ ）
等［６－７］。 雄性两侧性腺对称发育， 而雌性则不对称发

育， 雌性左右性腺之间的不对称形态在 Ｅ８ （ＨＨ３４）
时变得明显［８］。 然而， 关于雌性左右性腺具体何时

在细胞水平上开始出现差异仍不清楚。 本研究旨在比

较鸡胚左右侧性腺中总细胞和 ＰＧＣｓ 的数量差异， 探

究性腺形态分化阶段性腺体细胞及 ＰＧＣｓ 的数量动态

变化情况， 以期为理解性腺分化及性腺不对称发育提

供新视角。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 种蛋

受精种蛋 （广西麻鸡） 来源于广西金陵农牧集

团有限公司， 在温度为 ３７􀆰 ５ ℃， 相对湿度为 ５５％的

条件下孵化。
１􀆰 ２　 主要试剂

ＤＭＥＭ 培养基购自大连美仑生物公司； ＭＥＭ 维

生素溶液、 Ｂ － ２７ＴＭ 添加剂、 Ｌ －谷氨酰胺购自美国

Ｇｉｂｃｏ 公司； 无动物源胰蛋白酶、 卵转铁蛋白、 白蛋

白购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司； 碱性成纤维细胞生长因子、
肝素钠、 人激活素 Ａ 购自美国 ＭＣＥ 公司； 高碘酸希

夫 （ＰＡＳ） 糖原染色液 （细胞） 购自索莱宝科技有

限公司； 血液 ／细胞 ／组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购

自天根生化科技 （北京） 有限公司； ＰＣＲ 扩增酶、
反转录试剂盒、 荧光定量试剂盒、 ＤＬ２０００ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ 购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司。
１􀆰 ３　 鸡胚左右性腺形态观察

将 Ｅ６ （ ＨＨ２９）、 Ｅ７ （ ＨＨ３１） 和 Ｅ８ （ ＨＨ３４）

时期的孵化种蛋用酒精消毒后打开气室端， 取出胚

胎， 在体式显微镜下打开腹腔， 用镊子掀开内脏， 暴

露中肾和性腺， 观察左右性腺并拍照记录。
１􀆰 ４　 鸡胚性腺 ＰＧＣｓ 的分离和纯化

将孵化种蛋 （Ｅ６～ Ｅ８） 酒精消毒后打开气室端，
取出胚胎， 在体式显微镜下分离位于中肾两侧的性腺

组织， ＰＢＳ 洗涤后存于 １􀆰 ５ ｍＬ 无菌管。 加入无动物源

胰蛋白酶， ３７ ℃孵育 ５ ｍｉｎ， 吹打研磨， 再孵育 ５ ｍｉｎ。
ＰＢＳ 中和后离心弃上清液， 用 ＰＧＣｓ 完全培养基重悬

至 ２４ 孔板。 差速贴壁 ４ ｈ 后转移上层培养液 （悬浮的

ＰＧＣｓ） 至新孔， 底层贴壁的性腺基质细胞 （ＧＳＣｓ）
补充５００ μＬ 培养基继续培养。 每 ２～３ ｄ 半量换液。
１􀆰 ５　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测

分别收集培养的性腺 ＰＧＣｓ 和 ＧＳＣｓ， 提取总

ＲＮＡ， 反转录。 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测生殖细胞标

记基因类无精症缺失基因 （ＤＡＺＬ） 和死盒解旋酶 ４
（ＤＤＸ４） 的表达量。 引物序列信息见表 １。 反应体系

１０ μＬ： ２ × ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
５ μＬ， 上下游引物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 ０􀆰 ４ μＬ， 模板

１ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ３􀆰 ２ μＬ。 反应条件： ９５ ℃预变性 ３０ ｓ；
９５ ℃变性 ５ ｓ， ６０ ℃退火 ３０ ｓ， ４０ 个循环。 定量结果

采用 ２－ΔΔＣｔ法计算相对表达量。

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物序列信息

名称 序列 （５′→３′） ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＤＡＺＬ－Ｆ ＴＣＡＣＴＧＡＣＡＧＧＡＣＴＧＧＴＧＴＴＴＣ

ＤＡＺＬ－Ｒ ＡＴＴＧＣＴＧＧＴＣＣＣＡＧＴＴＴＣＡＧ
２０４２１８

ＤＤＸ４－Ｆ ＴＣＣＣＡＧＡＧＣＣＣＡＣＡＣＡＧＡＴＧ

ＤＤＸ４－Ｒ ＡＡＧＴＧＡＴＧＣＧＣＣＣＴＣＣＴＣＴＣ
２０４７０８

β－ａｃｔｉｎ－Ｆ ＡＴＴＧＴＣＣＡＣＣＧＣＡＡＡＴＧＣＴＴＣ

β－ａｃｔｉｎ－Ｒ ＡＡＡＴＡＡＡＧＣＣＡＴＧＣＣＡＡＴＣＴＣＧＴＣ
３９６５２６

１􀆰 ６　 鸡 ＰＧＣｓ 的 ＰＡＳ 糖原染色

将新鲜分离的性腺消化成细胞悬液， 滴加于多聚

赖氨酸载玻片上， 涂抹分散， 静置 １０ ｍｉｎ 使细胞黏

附。 滴加 ２０ ～ ４０ μＬ 固定液覆盖细胞， 暗盒静置

１５ ｍｉｎ 固定。 蒸馏水轻洗 ２ 次， 暗盒晾干 ５ ｍｉｎ。 加

２０ μＬ 氧化剂覆盖细胞， 暗盒氧化 ２０ ｍｉｎ， 蒸馏水冲

洗晾干。 滴加 ２０ μＬ 希夫 （ Ｓｃｈｉｆｆ） 染液避光浸染

１５～３０ ｍｉｎ， 亚硫酸溶液洗 ３ 次后晾干。 加苏木素染

色 １～２ ｍｉｎ， 自来水冲洗晾干， 镜检细胞数量。
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１􀆰 ７　 鸡胚性别鉴定

采集少量鸡胚躯干组织提取基因组 ＤＮＡ， 根据

鸡染色体结构域解旋酶 ＤＮＡ 结合蛋白 １ （ＣＨＤ１） 基

因在 Ｚ 和 Ｗ 染色体的片段大小不一致对鸡的遗传性

别进行 ＰＣＲ 鉴定， 琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 产物。
利用 ＣＨＤ１ 基因 ＰＣＲ 扩增条带判断雌雄［９］。
１􀆰 ８　 鸡胚左右侧性腺的细胞计数

受精种蛋分别孵化至 ＨＨ２９、 ＨＨ３１、 ＨＨ３４， 将

单侧性腺消化成 １００ μＬ 细胞悬液， 吸取 １０ μＬ 细胞

悬液涂抹在多聚赖氨酸防脱载玻片上， 等待 ５ ｍｉｎ 使

细胞完全沉淀， 用体视显微镜观察， ＰＧＣｓ 呈圆形或

椭圆形， 体积比性腺中其他细胞大； 每侧性腺取 ３ 个

视野拍照后用 ＩｍａｇｅＪ 进行细胞计数。
１􀆰 ９　 数据统计与分析

采用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件的双尾 ｔ 检验对数据进行分

析。 数据表示为 “平均值±标准误”。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示有

统计差异。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 鸡 ＰＧＣｓ 的 ＰＡＳ 糖原染色法鉴定

采用 ＰＡＳ 糖原染色法对鸡胚性腺中分离的 ＰＧＣｓ
进行鉴定。 ＰＡＳ 糖原染色如图 １ 所示， 深紫色为

ＰＧＣｓ， 体积比性腺中其他细胞大， 而其他细胞呈淡

紫红色， 形成明显的着色差异。
２􀆰 ２　 鸡 ＰＧＣｓ 标志基因的实时荧光定量 ＰＣＲ 检测

实时荧光定量 ＰＣＲ 检测鸡 ＰＧＣｓ 和 ＧＳＣｓ 的

ＤＡＺＬ 和 ＤＤＸ４ ｍＲＮＡ 表达情况见图 ２。 与 ＧＳＣｓ 相

比， 分离培养的细胞中生殖细胞标记基因 （ＤＡＺＬ 和

ＤＤＸ４） 表达水平极显著上调， 而 ＧＳＣｓ 几乎不表达，
证实所得的细胞为鸡 ＰＧＣｓ。
２􀆰 ３　 鸡胚左右侧性腺的细胞数量统计

经性别鉴定后的 ＨＨ ２９ （Ｅ６）、 ＨＨ ３１ （ Ｅ７）、
ＨＨ ３４ （Ｅ８） 鸡胚共 ２７０ 枚， 每个时期雌雄各 ４５ 枚，
分离左右性腺， 统计性腺体细胞数和 ＰＧＣｓ 数。 结果

如图 ３ 所示， ＨＨ２９ 时雌性右侧性腺体细胞数较左侧

出现减少的趋势， 但差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； ＨＨ３１
时期雌性右侧性腺体细胞和 ＰＧＣｓ 数显著低于左侧

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 发育至 ＨＨ３４ 时， 雌性左右侧性腺体细

胞数和 ＰＧＣｓ 数差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而雄性鸡胚

左右侧性腺体细胞和 ＰＧＣｓ 数在三个时期均无显著差

异。 雌性左右侧性腺体细胞和 ＰＧＣｓ 数量在 ＨＨ３１ 开

始出现显著差异， 雄性两侧性腺体细胞和 ＰＧＣｓ 数量

变化则与形态分化特征 （图 ４） 一致。

红色箭头指示 ＰＧＣｓ， 黑色箭头指示性腺中其他细胞。 标尺 ＝

２０ μｍ。

图 １　 鸡胚性腺 ＰＧＣｓ 的 ＰＡＳ 糖原染色

∗∗表示差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 下同。

图 ２　 生殖细胞标记基因 ＤＡＺＬ （Ａ） 和 ＤＤＸ４ （Ｂ）
ｍＲＮＡ 的表达情况 （ｎ＝３）

ＴＣｓ 为性腺体细胞； ＦＬ、 ＦＲ 分别为雌性左右侧， ＭＬ、 ＭＲ 分别为雄性左右侧； ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， 下同。
Ａ． ＨＨ２９； Ｂ． ＨＨ３１； Ｃ． ＨＨ３４。

图 ３　 不同时期鸡胚左右性腺体细胞和 ＰＧＣｓ 数 （ｎ＝４５）
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Ｌ． 鸡胚左侧性腺； Ｒ． 鸡胚右侧性腺。 标尺＝ ２０ μｍ。

图 ４　 不同时期鸡胚性腺形态

３　 讨论

ＰＧＣｓ 的分离、 体外培养以及性腺分化是禽类遗

传育种研究的热门课题。 作为精原细胞和卵原细胞的

前体， ＰＧＣｓ 在珍稀品种的保种、 嵌合体生产方面发

挥非常重要的作用。 研究表明， ＰＧＣｓ 特异表达生殖

细胞特异性标记基因 ＤＤＸ４ 和 ＤＡＺＬ［１０－１２］。 ＰＧＣｓ 表

面富含糖原颗粒， 其表面糖原被氧化剂氧化后与希夫

试剂结合产生紫红色， 故常用 ＰＡＳ 染色来鉴定鸡

ＰＧＣｓ［１３］。 本试验通过实时荧光定量 ＰＣＲ 检测发现生

殖细胞特异性标记基因 （ＤＡＺＬ 和 ＤＤＸ４） 均在 ＰＧＣｓ
中显著高表达； ＰＡＳ 糖原染色进一步显示 ＰＧＣｓ 呈现

紫红色。 以上结果表明从鸡胚性腺中成功分离得到

ＰＧＣｓ。
性腺性别分化是研究细胞命运决定机制的优良模

型［１４］。 研究表明， ＰＧＣｓ 的定植与生殖腺形成密切相

关， 在 ＨＨ１５～ＨＨ１８ 阶段， ＰＧＣｓ 通过血管循环迁移

至体腔上皮增厚区， 与此同时性腺开始形成［１５－１６］。
当胚胎发育至 ＨＨ２９ 时， 性腺开始向卵巢或睾丸分化

发育［１７］； 此时性腺形态开始分化， 但仍未能通过肉

眼观察分辨性别。 直至性腺分化至 ＨＨ３４ 时， 雌性左

右性腺形态大小具有明显差异［１８］。 本研究从 ＨＨ２９、
ＨＨ３１ 和 ＨＨ３４ 三个性腺形态分化关键时期的雌雄鸡

胚中分离左右侧性腺， 比较左右侧性腺的细胞数量差

异。 结果表明， 雄性左右侧性腺体细胞数及 ＰＧＣｓ 数

在三个时期均无显著差异， 与雄性性腺形态发育特征

一致； 雌性鸡胚右侧性腺体细胞数和 ＰＧＣｓ 数在

ＨＨ２９ 出现比左侧减少的趋势， 但差异不显著， 与此

时性腺形态开始分化特征一致。 Ｌｕｏ 等［１９］ 对 ＨＨ２５、
ＨＨ２８ 和 ＨＨ３０ 鸡胚胎中左右性腺的表达谱分析结果

显示， 在 ＨＨ３０ 时与血氧转运有关的基因如血红蛋白

亚基 α１ （ＨＢＡ１）、 血红蛋白 α 亚基 Ｄ （ＨＢＡＤ）、 血

红蛋白 ζ 亚基 （ＨＢＺ） 和血红蛋白 β 亚基 ρ （ＨＢＢＲ），
在雄性胚胎右侧性腺中表现出显著更高的表达水平。
这一现象提示， 雄性鸡胚胎可能通过激活右侧性腺中

的血氧运输相关通路， 以抑制该侧性腺的发育退化；
相比之下， 雌性胚胎右侧性腺中未见此类基因的显著

上调， 因而未能启动相应的保护机制。 此外， 类固醇

生成因子 １ （ＳＦ１） 在左侧性腺中的表达高于右侧，
这表明 ＳＦ１ 直接激活细胞周期蛋白 Ｄ１ 以促进左侧性

腺的细胞增殖［２０］。 据此推测， 在性腺形态开始出现

分化的 ＨＨ２９ ～ ＨＨ３０ 阶段， 雄性右侧性腺可能通过

上调特定基因表达等途径维持其正常发育， 而雌性右

侧性腺则缺乏此类调控机制， 从而促使性腺发育趋向

不对称， 此时右侧性腺体细胞数量已呈现较左侧减少

的趋势。 至 ＨＨ３１ 时雌性左右侧性腺体细胞数及

ＰＧＣｓ 均差异显著， 而此时在组织学水平上形态差异

尚不明显。 此前研究表明， 胚胎性腺的不对称形态发

育受到多个侧偏性基因的调控［２１］。 例如， 在性腺上

皮中表达上调的配对样同源结构域 ２ 基因 （ＰＩＴＸ２），
通过影响视黄酸 （ＲＡ） 通路调控靶基因的表达， 刺

激细胞增殖从而控制性腺形态发生［２０－２２］。 此外，
ＰＩＴＸ２ 可以通过诱导神经递质受体 ５－羟色胺受体 １Ｂ
（Ｈｔｒ１ｂ） 或多巴胺受体 Ｄ４ （Ｄｒｄ４） 增强 ５－羟色胺或

多巴胺能信号传导来驱动左侧性腺发育。 相比之下，
右侧退化性腺缺乏 ＰＩＴＸ２ 表达， 因此缺乏 Ｈｔｒ１ｂ 或

Ｄｒｄ４ 受体来激活 ５－羟色胺或多巴胺能信号通路以维

持性腺发育［２３］， 推测 ＨＨ３１ 时雌性左右性腺 ＰＧＣｓ 数
量出现显著差异是由于 ＰＩＴＸ２ 在左侧性腺中表达而

增强细胞增殖， 而右侧性腺中缺乏 ＰＩＴＸ２ 的表达。

·３１·畜牧与兽医　 ２０２６ 年　 第 ５８ 卷　 第 ５ 期



ＨＨ３４ 时差异进一步扩大， 与邹娴［２４］ 的研究发现此

时期雌性性腺不对称形态差异明显这个结论一致。 对

胚胎发育后期 （ＨＨ３４ 和 ＨＨ３５） 的转录组测序分析

发现， 与左侧性腺相比， 右侧性腺中多数细胞周期相

关基因如周期蛋白依赖性激酶 １ （ＣＤＫ１） 和环盒蛋

白 １ （ＲＢＸ１） 表达下调， 提示该侧细胞增殖活性较

低［２５］， 表明 ＨＨ３４ 后左右性腺因特定的基因表达水

平差异造成细胞状态差异， 右侧性腺体细胞增殖能力

减弱， 两侧性腺体细胞数量出现极显著差异。 综合以

上研究可知， 在雌性鸡胚胎中， 左右侧性腺的细胞数

量差异是由性腺形态分化过程中特定基因的表达差异

所介导的细胞发育过程不同 （如细胞增殖能力的差

异） 所致。
性腺形态分化的过程包括雄性性腺皮质变薄和睾

丸索发育； 在雌性左侧性腺中， 体细胞和生殖细胞在

皮质中大量增殖， 髓质空泡化［２６］。 在 Ｗａｎｇ 等［２７］ 的

研究中进一步证明了皮质细胞在雌性左侧卵巢和卵泡

发育中具有关键作用， 右侧性腺中的细胞则会逐渐走

向程序性死亡［２８－２９］。 这与本研究中雌性右侧性腺体

细胞和 ＰＧＣｓ 在 ＨＨ３１ 显著低于左侧结果吻合， 推测

雌性性腺在不对称发育过程中性腺中细胞通过细胞间

相互作用从而影响自身和邻近细胞的命运。 此外， 对

于性腺不对称发育的研究中， 转录组测序分析鉴定到

ＰＯＵ 结构域第 ５ 类转录因子 ３ （ＰＯＵ５Ｆ３）、 丝氨酸 ／
苏 氨 酸 激 酶 ３１ （ ＳＴＫ３１ ）、 ＤＭＲＴ 样 家 族 Ｂ１
（ＤＭＲＴＢ１） 等基因可能参与调控不对称发育过

程［３０］。 研究结果表明微小 ＲＮＡ （ｍｉＲＮＡｓ） 和长链

非编码 ＲＮＡ （ｌｎｃＲＮＡｓ） 调控是新的基因特异性剂量

补偿机制， 它们可能导致鸡性腺的左右不对称［３１］。
定量蛋白组学的研究发现蛋白双性和 ｍａｂ－３ 相关转

录因子 １ （ ＤＭＲＴ１）、 ＦＯＧ 家族锌指蛋白成员 ２
（ＺＦＰＭ２）、 锌指蛋白同源盒 ３ （ＴＳＨＺ３） 可能与雌性

胚胎右侧性腺的退化有关［３２］。 王静嫄［３３］ 通过雌性左

右性腺蛋白组学差异研究发现左右性腺的差异蛋白主

要集中于细胞凋亡， 性腺发育调控以及细胞黏附分子

通路等代谢过程， 说明雌性退化的右侧性腺中有部分

蛋白参与了程序性死亡过程。 这表明雌性性腺的不对

称发育是由多种因素调控， 未来可通过对这些基因和

蛋白进行功能分析来解析调节右侧性腺变性的机制。
综上所述， 本试验揭示了鸡胚性腺形态分化过程

中左右性腺体细胞数量的动态变化特征， 并系统分析

了左右性腺中体细胞与 ＰＧＣｓ 的数量差异， 为阐明雌

性左右性腺不对称发育机制提供了数据支撑。
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