
原始生殖细胞(primordial germ cells, PGCs)是
胚胎发育早期与体细胞分离且最早出现的生殖

细胞, 随着胚胎的发育最终迁移至生殖嵴。在性

腺分化过程中, 其发育成卵原细胞或者精原细胞,
最终分化形成成熟的卵子或精子[1]。目前, PGCs的
形成最少有两种模式: 先成论和后成论[2]。先成论
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摘 要: 原始生殖细胞(primordial germ cells, PGCs)的起源和迁移已在多种鱼类进行了研究,但多倍体鲫鲤原
始生殖细胞的标记和迁移尚未见报道遥 本实验室前期通过远缘杂交方法成功获得了一个倍性明确尧亲缘关系
清晰的多倍体杂交鱼研究体系,该体系由异源四倍体鲫鲤及其二倍体父母本和三倍体杂交后代组成遥 本文利
用 RNA定点表达(localized RNA expression, LRE)技术,将来自于斑马鱼的 nanos1-3'-UTR与 GFP融合后生成
的 mRNA注射入多倍体鱼受精卵中,首次对多倍体鲫鲤原始生殖细胞进行标记,并观察了其迁移途径遥结果显
示,多倍体鲫鲤 PGCs能被斑马鱼 GFP-nanos1-3'-UTR标记,并且多倍体鲫鲤 PGCs的迁移与斑马鱼类似遥本实
验结果为多倍体鲫鲤原始生殖细胞的产生和迁移的研究提供了一些基础数据遥
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Abstract: The origin and migration of primordial germ cells (PGCs) have been studied in a variety of fish
species, but the visualization and migration of PGCs in polyploid fish have not been reported. The unique
fish lineages in our laboratory (including allotetraploid carp, red crucian carp and triploid crucian carp),
which have clear genetic backgrounds, were used to label PGCs. In this paper, the mRNA generated by fu原
sion of nanos1-3忆-UTR and GFP from zebrafish was injected into the fertilized eggs of polyploid fish, and
the PGCs of polyploid fish were labeled for the first time to observe their migration route to the genital ridge.
The results showed that the zebrafish nanos1-3忆-UTR could label the PGCs of polyploid fish and their mi原
gration was similar to those of zebrafish. These results provide some basic data for the study of the origin
and migration of PGCs of polyploid fish.
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模式是指生殖细胞在胚胎发育的很早时期就能被

鉴定出来, 其分化是由定位在“生殖质”中特异的
胞质决定子决定的。果蝇[3]、线虫类、无尾两栖动
物 [4]、斑马鱼[5, 6]以及文昌鱼 [7]PGCs的形成都属于
这种模式。后成论是指在胚胎发育的晚期才能鉴

定出生殖细胞, 该观点认为生殖细胞是由体细胞
周围组织诱导分化而来。羊膜动物鸡、小鼠[8, 9]和
两栖纲有尾类动物墨西哥蝾螈 [10, 11]等 PGCs的形
成均为后成论模式。

早期对于鱼类 PGCs的起源, 研究人员的意
见各不相同, 但主要观点有两种: 一种认为起源
于中胚层, 另一种认为起源于内胚层。直到 1997
年, Yoon等 [6]从斑马鱼中分离出了 vasa基因, 鱼
类 PGCs的起源才真正得到了揭示。在斑马鱼中,
母源的 vasa基因转录产物集中在卵裂早期的卵
裂沟中, 在 32细胞期时被分配到 4个细胞当中,
这 4个细胞也就是原原始生殖细胞; 在囊胚晚期,
vasa阳性的细胞数增加至 12~16 个, 对称分布 ,
呈 4簇, 这些细胞将分化成 PGCs[6]。随后, 人们在
冰鰕虎鱼[12]、金鱼[13]和泥鳅[14]中陆续发现了相似的
PGCs形成模式, 表明先成论很可能是硬骨鱼类
PGCs形成的一种普遍模式。然而青鳉 PGCs的形
成并不属于这种模式。虽然人们在青鳉早期卵裂

过程中也发现了生殖质颗粒的成分 , 但其 vasa
RNA在早期胚胎中的分布与斑马鱼极不相同, 青
鳉 vasa RNA广泛地分布在卵裂期胚胎的许多细
胞, 直到原肠晚期 vasa信号才定位于 PGCs中[15]。
目前研究的鱼类中, 大西洋鳕鱼、鲟鱼[16]、大西洋
鲑、大菱鲆、鲤鱼、金鱼、泥鳅与斑马鱼的 PGCs形
成模式相似, 而虹鳟鱼、真鲷与青鳉的 PGCs形成
模式相似。

目前, 已有多种鱼类生殖细胞标记基因被研
究人员利用原位杂交或免疫组化的方法成功地鉴

定出来。Xu等[17]利用双色荧光原位杂交的方法,
同时用两种生殖细胞特异基因来标记青鳉的

PGCs。但是这种方法标记的 PGCs不是活体的, 不
能进行分离、移植等活体操作, 而转基因技术则可
以实现 PGCs的活体示踪, 为鱼类生殖细胞的研
究提供了极大的便利。Yoshizaki等[18]利用绿色荧
光蛋白(GFP)及其衍生物实现了多种细胞的体内
活体标记。另一种标记活体 PGCs 的技术称为:
RNA定点表达(localized RNA expression, LRE)技
术。该技术是将 GFP融合生殖系特异基因 vasa、
nanos1等的 3忆非翻译区(3忆-UTR)并人工合成 mR-

NA, 然后注射到早期受精卵中, 使 GFP在胚胎的
PGCs中特异表达[19]。相比于转基因技术, LRE技
术更为简便, 而且周期短、用途广。该技术的发展
大大地推进了鱼类生殖细胞生物学及繁育技术的

发展。此外, 这种方法也可以用来研究不同物种
间 3忆-UTR的保守性及组织特异性的调控。研究报
道,将来自于斑马鱼的 nanos1-3忆-UTR (即nanos3-
3忆-UTR)与 GFP融合生成的 RNA注射入鳗鲡受精
卵中, 可以将鳗鲡 PGCs标记出来, 而且将标记的
鳗鲡 PGCs移植入斑马鱼胚胎后, 鳗鲡 PGCs能够
同斑马鱼 PGCs一样向生殖嵴的方向迁移[20]。

本实验室前期以二倍体鲫鱼和鲤鱼为亲本,
通过远缘杂交方法成功获得了异源四倍体鲫鲤

(allotetraploid carp, 4nAT), 并进一步以异源四倍
体鲫鲤为父本、二倍体鲫鱼为母本, 通过杂交成功
研制出三倍体湘云鲫(triploid crucian carp)。湘云
鲫具有不育、生长速度快、抗病能力和抗逆性强等

多种优良性状, 在全国得到大规模推广养殖, 产
生了良好的社会效应和经济效益[21~23]。更为重要
的是, 异源四倍体鲫鲤与其二倍体父/母本和三倍
体杂交后代组成了一个倍性明确、亲缘关系清晰的

多倍体杂交鱼研究体系, 为开展鱼类发育生物学
及基因功能研究、探讨自然界鱼类种间杂交起源与

进化提供了重要的研究平台。本文利用实验室特

有的实验鱼品系, 首次对多倍体鱼原始生殖细胞
进行标记, 并观察了其迁移途径, 旨在为多倍体
鱼原始生殖细胞的产生和迁移的研究提供一些基

础数据。

1 材料和方法

1.1 实验材料

本文取材的二倍体红鲫、三倍体湘云鲫及异

源四倍体鲫鲤, 均来自湖南师范大学省部共建淡
水鱼类发育生物学国家重点实验室养殖基地。实

验鱼养殖条件均为池塘养殖、投喂人工饲料。

1.2 质粒提取

本文所用 EGFP-zfnanos1-3忆-UTR质粒由上
海海洋大学水产与生命学院李名友研究员惠赠。

质粒图谱如图 1所示。
质粒提取按试剂盒 AXYGEN axyprep plas原

mid miniprep kit 250-prep (Omega Bio-Tek, Nor-
cross, GA, USA)步骤操作: 取 3~5 mL菌液, 室温下
10 000 r/min 离心 1 min, 吸去上清后加 250 滋L
solution I/RNase A重悬菌落, 混匀。加入 250 滋L
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图 1 EGFP-zfnanos1-3忆-UTR质粒图谱
Fig.1 The plasmid map of EGFP-zfnanos1-3忆-UTR

solution 域,倒置轻混匀,孵育 2 min。加入 250 滋L
solution 芋, 立即倒置混匀, 直到生成白色絮状沉
淀。随后, 室温下 13 000 r/min离心 10 min。将上
清液小心转入 HiBind miniprep column (有套管),室
温下 10 000 r/min离心 1 min。弃废液,加入 500 滋L
buffer HB,室温下 10 000 r/min离心 1 min。弃废液,
空管在室温下 13 000 r/min离心 2 min。将柱子转
入新 EP管, 加入 30~50 滋L elution buffer或3dH2O
到膜上,室温孵育 1~2 min后在室温下 13 000 r/min
离心 1 min。最后,将得到的质粒保存在-20 益备用。
1.3 体外转录

先将 EGFP-zfnanos1-3忆-UTR质粒酶切进行
线性化处理, 然后用 Sp6启动子体外转录试剂盒
(Thermo Fisher Scientific, USA)进行体外转录。反应
体系如下:线性化质粒 DNA 1 滋g, 2伊 sp6 NTP cap
10 滋L, enzyme 2 滋L, RNA-free water 加至 18 滋L,
10伊 reaction buffer 2 滋L。按照以上体系加好样品,
涡旋混匀, 37 益水浴反应 4 h; 加入 30 滋L RNA-
free DEPC water 混匀 , 再加入 30 滋L LiCl 混匀 ,
-20 益下反应过夜;反应完成后将样品 13 000 g、4 益
离心 15 min,弃上清液,加 75%乙醇洗涤, 13 000 g、
4 益离心 15 min, 弃上清; 重复洗涤一次(注: 75%
乙醇需用 RNA-free water配制), 最后将装有沉淀
的 EP管置于超净工作台上, 室温晾 5 min; 待乙
醇挥发完全 , 加入 30 滋L RNA-free DEPC water
溶解沉淀, 取 1 滋L用分光光度计检测浓度, 剩余
的置于-80 益下保存待用。
1.4 显微注射

首先, 将人工授精得到的受精卵均匀地铺在
加入清水的玻璃皿上(密度不宜太大)。待胚胎黏附

在玻璃皿上, 加入 0.25%的胰蛋白酶液消化 3 min,
而后洗去胰酶, 将胚胎置于含有 Holtfreter工作液
(每升含 3.5 g NaCl、0.05 g KCl、0.025 g NaHCO3)的
1.5%琼脂培养皿中。其次 , 将要注射的质粒或
mRNA用 DEPC水稀释到 80 ng/滋L, 置于冰上备
用。然后, 吸取 10 滋L质粒或 mRNA加入显微注
射针(Kwik-Fil TW100-4), 注意不要产生气泡。在
显微镜下用镊子轻轻将针尖夹断, 使针尖大小适
宜。最后, 在显微注射仪(OLYMPUS SZX12)下将
其注入裸卵胚盘内, 整个注射过程在受精卵第一
次卵裂开始前完成。

1.5 荧光观察

将显微注射后的胚胎置于清水中培养(25依1 益),
受精后每隔 2 h在荧光显微镜下观察并拍照。所
用荧光显微镜型号为 MZ16F (Leica Microsystems,
Inc., USA)。
1.6 杂交鱼的人工繁殖与胚胎培育

分别向雌雄亲鱼注射催产素。当亲鱼开始追

尾产卵后, 分别挤出精子和卵子, 混匀后用羽毛
轻铺在盛水的培养皿上, 待受精卵黏附在培养皿
上后换曝气水。胚胎每天换水, 且需要挑去已死
的胚胎。36 h左右胚胎孵化出苗, 将鱼苗吸出单
独饲养, 2~3 d 仔鱼卵黄囊消失, 可以游动摄食,
此时可投喂草履虫, 三周龄幼鱼可投喂丰年虫。
2 结果

2.1 二倍体红鲫原始生殖细胞的标记和迁移

为了研究二倍体红鲫胚胎中 PGCs迁移的正
常途径 , 我们将 GFP -zfnanos1 -3忆-UTR mRNA
(100 ng/滋L)注射到 1~2个细胞阶段的卵中, 实验重
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图 2 二倍体红鲫原始生殖细胞的标记和迁移
A: 囊胚期; B: 原肠期; C: 体节期; D: 心跳期; E: 出膜期; F-J: 分别对应 A~E的荧光图; K~M: 分别对应 H~J中白框的放大
图; N: 体节期; O: 图 N中白框放大图; P: 体节期; Q: 图 P中白框放大图遥
Fig.2 Localization and migration of PGCs in embryos of red crucian carp during embryonic development
A: Blastula stage; B: Gastrul stage; C: Somite stage; D: Heartbeat stage; E: High-pec stage; F~J: Fluorescent views of A~E, re鄄
spectively; K~M: Higher magnification of the areas indicated by the boxes in H~J, respectively; N: Somite stage; O: Higher
magnification of the area indicated by the box in N; P: Somite stage; Q: Higher magnification of the area indicated by the box in P.

表 1 显微注射 GFP-zfnanos1-3忆-UTR mRNA 24 h后原始生殖细胞被标记上绿色荧光的胚胎数
Table 1 Number of embryos with GFP-labeled PGCs at 24 hours post fertilization after GFP-zfnanos1-3忆-UTR

mRNA injection

Fish
Diploid
crucian carp

Triploid
crucian carp
Tetraploid
crucian carp

Experiment
No.
1
2
3

Total
1
2

Total
1
2

Total

Embryo number
(injection/control)

168/350
125/248

89/176
382/774
136/276

56/134
192/410
156/234

76/208
232/442

Normal number of embryos
after injection (percentage)

132 (78.6%)
102 (81.6%)

72 (80.9%)
306 (80.1%)
102 (75%)

45 (80.4%)
147 (76.6%)
104 (66.7%)

46 (60.5%)
150 (64.7%)

Normal number of embryos
of control (percentage)

338 (96.6%)
223 (89.9%)
154 (87.5%)
715 (92.4%)
256 (92.8%)
121 (90.3%)
377 (92%)
180 (76.9%)
175 (84.1%)
355 (80.3%)

Positive EGFP
(percentage)
72 (54.5%)
49 (48%)
37 (51.4%)

158 (51.6%)
47 (46.1%)
20 (44.4%)
67 (45.6%)
46 (44.2%)
20 (43.5%)
66 (44%)
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复 3次。总共有 382个卵子注射了 mRNA, 受精
后 24 h进行检测, 结果显示: 306个胚胎正常发
育, 其中 158个(51.6%)含有显示出强 GFP表达的
细胞(表 1)。图 2显示, 红鲫胚胎发育到囊胚早期
就可以观察到整个动物极细胞都强烈表达绿色荧

光(图 2A, F), 但是在动物极和卵裂腔处没有观察
到 PGCs细胞。随着胚胎发育, 进入原肠晚期后,
可以观察到胚胎一侧细胞中的 GFP表达被上调,
而其他体细胞的发育过程中背景 GFP表达显著
降低(图 2B, G)。在体节阶段, 可明显观察到高表
达 GFP的细胞, 这些胚胎中 GFP阳性细胞的平
均数量为 6~8个, 但我们也观察到存在 9~12个
的情况(图 2N~Q)。几乎所有这些细胞都位于从头
部到卵黄塞附近的背轴的侧面, 有时在头部、躯

干或腹部区域也可观察到少量 PGCs (图 2C, H,
K)。在心跳期间, PGCs继续迁移, 定位在躯干侧
面的相似区域周围, 在此期间, 一些 PGCs聚集成
簇(图 2D, I, L)。之后, 这些细胞继续向生殖嵴迁
移。在出膜期, PGCs定位于新形成的消化道的腹
侧(图 2E, J, M)。
2.2 三倍体湘云鲫原始生殖细胞的标记和迁移

为了研究三倍体湘云鲫胚胎中 PGCs迁移的
正常途径, 我们将 GFP-zfnanos1-3忆-UTR mRNA
(100 ng/滋L)注射到 1~2个细胞阶段的卵中, 实验
重复两次。总共有 192个卵子注射了 mRNA, 受
精后 24 h进行检测, 结果显示: 147 个胚胎正常
发育, 其中 67个(45.6%)含有显示出强 GFP表达
的细胞(表 1)。与二倍体红鲫胚胎 PGCs细胞类似,
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图 3 三倍体湘云鲫原始生殖细胞的标记和迁移
A:囊胚期; B:原肠期; C:体节期; D:心跳期; E:出膜期; F~J:分别对应 A~E的荧光图; K~M:分别对应 H~J中白框的放大图遥
Fig.3 Localization and migration of PGCs in embryos of triploid crucian carp during embryonic development
A: Blastula stage; B: Gastrul stage; C: Somite stage; D: Heartbeat stage; E: High-pec stage; F~J: Fluorescent views of A~E, re鄄
spectively; K~M: Higher magnification of the areas indicated by the boxes in H~J, respectively.

图 4 异源四倍体鲫鲤原始生殖细胞的标记和迁移
A:囊胚期; B:原肠期; C:体节期; D:心跳期; E:出膜期; F~J:分别对应 A~E的荧光图; K~M:分别对应 H~J中白框的放大图遥
Fig.4 Localization and migration of PGCs in embryos of allotetraploid carp hybrids during embryonic development
A: Blastula stage; B: Gastrul stage; C: Somite stage; D: Heartbeat stage; E: High-pec stage; F~J: Fluorescent views of A~E, re鄄
spectively; K~M: Higher magnification of the areas indicated by the boxes in H~J, respectively.

我们在囊胚早期就可以观察到整个动物极细胞都

强烈表达绿色荧光(图 3A, F), 然后 GFP表达强度
会偏向一侧(图 3B, G)。随着胚胎发育, 三倍体湘
云鲫胚胎中 PGCs细胞的迁移也与二倍体红鲫中
的迁移情况类似。在体节阶段, 可明显观察到高
表达 GFP的细胞, 这些胚胎中 GFP 阳性细胞的
平均数量为 6~8个, 但我们观察到 GFP阳性细胞
仅位于体内的一侧, 表明这些胚胎中 mRNA的分
布不均匀(图 3H, K)。在心跳期间, PGCs继续迁移,
在此期间, 一些 PGCs也会聚集成簇(图 3I, L)。之
后, 这些细胞继续向生殖嵴迁移。在出膜期, PGCs
定位于新形成的消化道的腹侧(图 3E, J, M)。
2.3 四倍体鲫鲤原始生殖细胞的标记和迁移

为了研究四倍体鲫鲤胚胎中 PGCs 迁移的
正常途径, 我们将 GFP-zfnanos1-3忆-UTR mRNA
(100 ng/滋L)注射到 1~2个细胞阶段的卵中, 实验

重复两次。总共有 232个卵子注射了 mRNA, 受
精后 24 h进行检测, 结果显示: 150 个胚胎正常
发育, 其中 66个(44%)含有显示出强 GFP表达的
细胞(表 1)。同样与二倍体红鲫胚胎 PGCs细胞类
似, 我们在囊胚早期就可以观察到整个动物极细
胞都强烈表达绿色荧光(图 4A, F), 然后 GFP表达
强度也会偏向一侧(图 4B, G)。随着胚胎发育, 四
倍体鲫鲤胚胎中 PGCs细胞的迁移也与二倍体红
鲫中的迁移情况类似。在体节阶段, 可明显观察
到高表达 GFP的细胞, 这些胚胎中 GFP 阳性细
胞的平均数量为 6~8个(图 4H, K)。在心跳期间,
PGCs继续迁移, 在此期间, 一些 PGCs也会聚集
成簇, 但是与二倍体红鲫胚胎相比, 可明显观察
到 PGCs细胞数量较少(图 4I, L)。之后, 这些细胞
继续向生殖嵴迁移。在出膜期, PGCs定位于新形
成的消化道的腹侧(图 4E, J, M)。
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3 讨论

鱼类配子的发生是从原原始生殖细胞(pPGCs)
开始的, 进而分化形成原始生殖细胞(PGCs), 随后
PGCs迁移穿过各种胚胎组织到达正在形成中的
原始生殖腺, 继续发育形成生殖干细胞(卵原细胞
或精原细胞)。本文利用 RNA定点表达技术, 建立
了多倍体鲫鲤 PGCs快速标记方法, 通过在受精
卵胚胎发育早期显微注射斑马鱼 GFP-nanos1-3忆-
UTR mRNA, 实现了多倍体鲫鲤 PGCs 的活体标
记和追踪。

原始生殖细胞具有明显的组织学特征, 与体
细胞相比一般个体较大, 细胞核大而圆, 细胞质
较少, 同时细胞质内还含有生殖质颗粒[24, 25]。在胚
胎发育早期, 生殖质被不对称分配到一些细胞中,
这些细胞最终会发育形成原始生殖细胞。生殖质

颗粒成分的聚合需要肌动蛋白和微管蛋白网络来

共同完成[26]。在硬骨鱼中, 人们可以通过原位杂交
或免疫组化的方法检测到 PGCs, 但这些方法观
察的对象是固定后的死材料。RNA定点表达技术
的应用, 使研究者能在活体中观察 PGCs的动态
情况。目前, 已有多个报道通过注射斑马鱼 GFP-
nanos1-3忆-UTR成功标记了胚胎中的 PGCs, 说明
这种机制在硬骨鱼类中可能是高度保守的[16, 20, 27~29]。
本文结果显示, 与其他鱼类相比, 多倍体鱼中PGCs
的标记效率相对较低, 其中四倍体鲫鲤的荧光标
记胚胎比例为 44%, 三倍体湘云鲫的荧光标记胚
胎比例为 45.6%。此外, 我们观察到大量只标记到
一侧 PGCs的现象(图 3H, 图 4H), 这种现象在青鳉
中也有发现, 推测可能是因为显微注射时胚胎发
育已经到了二细胞时期, 但是具体的原因还需更
进一步的研究。

PGCs形成于生殖嵴外, 需要经过一系列的
迁移才能到达生殖嵴。目前, 科研人员通过 vasa
基因原位杂交揭示了数种鱼 PGCs 的迁移模式 ,
其中最为典型的是模式生物斑马鱼和青鳉。斑马

鱼胚胎最初的 4个 PGCs会依次经过 6个步骤的
迁移, 最终到达性腺组织[30]。青鳉 PGCs的迁移主
要有 3个阶段[31]。不同鱼类 PGCs迁移的途径和机
制具有保守性[20]。但也有一些不同之处, 主要集中
有以下区别: 体节形成前 PGCs的位置; 体节形成
早期 PGCs的位置; 体节形成中期 PGCs迁移的方
向; PGCs最终在胚体上的位置。与斑马鱼相比,
裸身鰕虎鱼的 PGCs也会增殖分化为 8 个细胞,

但在随后的迁移过程中并不形成 PGCs簇, 而是
在体节发生早期分散排列在胚体两侧, 到体节晚
期时, PGCs渐渐聚合到体轴下部[32]。大菱鲆 PGCs
的迁移模式与斑马鱼相似, 50%外包期, PGCs分
布在胚环中, 到体节时期分两列排在躯干下方,
最终在生殖嵴部位聚集成两簇[33]。在原肠时期, 池
沼公鱼的 PGCs随着体细胞迁移至胚体的两侧,
随着细胞分裂, PGCs分布到了背部肠系膜处, 并
且通过背部肠系膜细胞在性腺区域聚集[34]。本文
实验结果显示, 多倍体鱼 PGCs的起源和迁移与
斑马鱼类似。囊胚早期就可以观察到整个动物极

细胞都强烈表达绿色荧光, 可是在胚环中没有观
察到明显的 PGCs。在体节期可明显观察到高表达
GFP的细胞, 这些胚胎中 GFP阳性细胞的平均数
量为 6~8个。在随后的迁移中, 一些 PGCs会聚集
成簇。之后, 这些细胞继续向生殖嵴迁移, 在出膜
期, PGCs定位于新形成的消化道的腹侧。

本文实验结果表明, 与二倍体红鲫相比, 三
倍体湘云鲫和四倍体鲫鲤的 PGCs细胞数量明显
偏少。我们在生产实际中观察到, 四倍体鲫鲤的
繁殖能力比二倍体红鲫的繁殖能力有所下降, 而
三倍体湘云鲫是不育的, 这是否与其原始生殖细
胞的数量或迁移出现异常相关？多倍体鲫鲤育性

与 PGCs的相关性是一个值得研究的方向。
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