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抑制糖酵解活性限制雄性原始生殖细胞的增殖 *

徐瑜珊 陈 丽 王 娜 臧春燕 彭凡珂 张 军△

（南京医科大学生殖医学国家重点实验室 江苏南京 210000）

摘要目的：雄性原始生殖细胞在植入生殖嵴后，会从有丝分裂退出进入静息状态，在这一过程中伴随着细胞内代谢状态的改变，

本研究旨在体解析原始生殖细胞增殖的改变与细胞代谢之间的因果关系。方法：通过体内 Brdu掺入实验明确不同时间点雄性生

殖细胞的增殖状态；分析比较增殖状态和静息状态原始生殖细胞糖酵解相关基因的表达；利用腹腔注射 HK2特异性抑制剂

2-Deoxy-D-glucose (2-DG)，构建糖酵解抑制小鼠模型；通过免疫荧光与 qPCR分析抑制糖酵解后原始生殖细胞的表型。结果：免疫

荧光结果显示雄性生殖细胞增殖停滞从 E13.5开始，至 E15.5完全停滞；qPCR和Western Blot显示在此过程中 HK2的表达是逐

渐降低的；在 E11.5抑制小鼠胚胎中的糖酵解过程，可以在 E13.5检测到雄性 PGCs增殖下降，并且可以抑制多能性基因如 Sox2、

Oct4的表达。结论：研究发现，E11.5-E13.5雄性原始生殖细胞内增殖与多能性的维持需要糖酵解。改变胚胎糖酵解水平可以影响

原始生殖细胞增殖分化进程。
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Inhibition of Glycolysis Activity Limits the Proliferation of
Male Primordial Germ Cells*

Male primordial germ cells will exit from mitosis and enter a cell cycle arrest after implantation of genital

ridge, accompanied by changes in intracellular metabolic states. Our work is to explore causal relationship between primordial germ cells

proliferation and cell metabolism. The proliferation states of male primordial germ cells at different time points was determined

by BrdU incorporation assay. The expression of glycolysis related genes of primordial germ cells in the proliferative state and cell cycle

arrest state was compared by qPCR. A mouse model of glycolysis inhibition was established by intraperitoneal injection of HK2-specific

inhibitor 2-DG, and phenotype was analyzed by immunofluorescence and qPCR. The results of immunofluorescence showed that

the cell cycle arrest of male germ cells start at E13.5 and completely arrest at E15.5. qPCR and Western Blot showed that Hk2 was

decreased during this process. Inhibition of Hk2 in mouse embryos at E11.5, the proliferation of male germ cells was significantly

inhibited at E13.5, and the expression levels of pluripotent genes such as Sox2 and Oct4 were decreased. This study found

that in E11.5-E13.5, glycolysis is required for proliferation and maintenance of pluripotency in male primordial germ cells. Changing the

level of embryonic glycolysis can affect the proliferation and differentiation of primordial germ cells.

Male primordial germ cell; Glycolysis; Pluripotency; Differentiation

前言

生殖细胞是一类负责传递物种遗传信息的特殊细胞谱

系。所有的生殖细胞均来自于原始生殖细胞（PGCs）[1]。小鼠

PGCs最早在 E6.25 的早原肠期胚胎中检测到 [2]，在 Blimp1

(PR domain containing 1, with ZNF domain) 等核心转录因子协

同作用下[3]，中胚层分化相关的体细胞基因表达被抑制，而全能

性相关基因的表达被重新激活[4]。PGC在离开肠内胚层后沿被

肠系膜向体腔壁转移，在迁移期间其数量增加。PGC在 E10.

5-E11.5到达生殖嵴，一旦 PGCs定植于生殖嵴，雌性和雄性生

殖细胞均经历数轮有丝分裂[5，6]。生殖嵴原基明显的性别分化出

现于 E12.5，雌性生殖细胞迁移到未来的卵巢中后，停止分裂并

进入减数分裂，阻滞在第一次减数分裂前期。而雄性生殖细胞

迁移到未来睾丸中后继续增殖，直至发生有丝分裂阻滞。雄性
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PGC分化过程涉及减数分裂起始的抑制、多能性基因表达的抑

制和有丝分裂的阻滞，在这一分化过程中分泌因子 Fgf9（成纤

维细胞生长因子 9）以及转录因子 Nanos2 (nanos C2HC-type

zinc finger 2 )发挥着重要的调控作用[7-13]。

新陈代谢是生命活动的基本特征，细胞代谢为细胞增殖分

化等生理活动提供能量和物质基础[14]。同时代谢过程是调节分

化事件的主要候选者，因为化学通量在数分钟内发生变化，并

且可能影响转录和表观遗传机制。最近有研究表明，在小鼠胚

胎发育过程中细胞代谢状态是动态变化，细胞内代谢产物的积

累和改变，通过表观遗传修饰影响细胞内的基因表达从而调控

细胞的增殖与分化。例如内皮细胞内 FGF（成纤维细胞生长因

子）调节糖酵解限速酶 HK2（己糖激酶Ⅱ），控制细胞内糖酵解

从而调控血管增殖与发育 [15]。Hk2可以将葡萄糖磷酸化为 G6P

（葡萄糖 6-磷酸）,是葡萄糖细胞内利用的第一步。由于该反应

不可逆，因此 HK2是糖酵解反应的关键限速酶之一。强糖酵解

活性是无限增殖的肿瘤细胞的基本特征之一，糖酵解与细胞增

殖密切相关[16]。由于雄性 PGCs在分化过程中会经历从有丝分

裂的状态转换成静息状态，在这一过程中对糖酵解的调控目前

还没有相关研究，因此本研究选择 HK2作为靶标研究糖酵解

在雄性生殖细胞维持与分化中的作用。

1 材料和方法

1.1 材料

实验小鼠品系选取 C57BL/6J背景（SPF级），所有实验动

物均按照实验鼠饲养标准饲养在南京医科大学实验动物房

中：温度：20-22 ℃；湿度：50 %-70 %；光周期：12 h/12 h；食

物和水：无限供应。利用合笼见栓获得怀孕母鼠，18：00交配，

次日 8：00 观察，若见阴栓记为胚龄 E0.5。兔 DDX4 抗体

（ab13840）,兔 Sox2 抗体（ab97959），大鼠 BrdU抗体（ab6326）

均购自 Abcam公司。鼠 Gata4抗体（sc25310）购自 santa cruz公

司。兔 Hk2抗体（C64G5）购自 Cell Signaling Technology公司。

TRIzol（invitrogen，15596018）；ALEXA FLUOR 555 DONKEY

anti-mouse、ALEXAFLUOR 488 DONKEY anti-rabbit（THERMO

A21432 A21208）；Goat anti Rabbit IgG（HRP）（invitrogen）；BCA

蛋白浓度测定试剂盒（碧云天 P0012）。

1.2 方法

1.2.1 BrdU掺入实验 怀孕雌鼠腹腔注射 Bromodeoxyuridine

(BrdU)（sigma B5002），剂量为 100 mg/kg。2小时后处死孕鼠，取

出胚胎生殖嵴，去中肾，用 4%多聚甲醛 -PBS（4%PFA）4 ℃

固定 2 h，梯度蔗糖脱水（生工 A502792-0500）：10 % 2 h，20 %

过夜，次日 OCT包埋冰冻切片。

BrdU / DDX4免疫荧光双染色：5 %羊血清封闭 2 h，一抗

（DDX4: 1:200）4℃过夜，次日 1XPBS洗 3次每次 5分钟，二抗

室温孵育 2 h，1XPBS洗 3次每次 5分钟，4%PFA固定 5分钟

后洗 3次，2 M HCL 37℃处理 45分钟，1XPBS洗后一抗(BrdU:

1:200) 室温 2 h，1XPBS洗后二抗室温孵育 2 h，1XPBS洗 3次

后 50 %甘油封片。

1.2.2 糖酵解抑制小鼠模型建立 选取年龄体重相仿孕鼠两

只，实验组从 E11.5 开始进行腹腔注射 2-Deoxy-D-glucose

（2-DG）（sigma D8375），剂量为 500 mg / kg，连续注射两天。对

照组腹腔注射物为等量双蒸水。至 E13.5取出胚胎进行分析。

1.2.3 免疫荧光实验 取小鼠生殖嵴 4 %PFA固定 2 h，梯度

蔗糖（10 % 2 h, 20 %过夜）脱水后 OCT包埋冰冻切片。免疫荧

光染色用 5 %羊血清封闭 2 h，一抗 4℃过夜，次日 1XPBS洗

3次每次 5 min，二抗室温孵育 2 h，1× PBS洗 3次每次 5 min

后 50 %甘油封片。一抗稀释比：DDX4 (1:200);Gata4(1:250);

Oct4(1:100); Sox2(1:200)。

1.2.4 qPCR实验 TRIzol法提取小鼠生殖嵴 RNA，逆转录为

cDNA, 获得的 cDNA稀释到适当浓度进行 qPCR。扩增基因

引物见表格附录 1。

1.3 统计学分析

本实验中所有数据均使用均值± 标准差表示（mean±

SEM），两组数据的比较使用 t检验，多组间数据比较采用单因

素方差分析。实验数据采用 SPSS20.0软件进行统计分析，P<
0.05 为具有统计学差异，作图采用 GraphPad Prism7软件。扩增

基因引物见表 1。

2 结果

2.1 探究雄性原始生殖细胞有丝分裂阻滞发生时期

BrdU (5-溴 -2′ -脱氧尿苷)是一种核苷类似物，与胸腺嘧

Pfkm-Rev TAGCCTTGGTCACGTCTTTGGTCA

Pfkl-For GAGAAGATGAAGACAGACATCC

Pfkl-Rev CCAGTTTGGTCCCATAGTTC

Pfkp-For CTGCCAAAGCAATGGAGTGGATCT

Pfkp-Rev CAGTGACTTTCTTCAGCTCTGCCA

Pkm1-For TCTGCTGTTTGAAGAGCTTGTGCG

Pkm1-Rev GGGATTTCGAGTCACGGCAATGAT

Pkm2-For ACTTGCAGCTATTCGAGGAACTCCG

Pkm2-Rev GGGATTTCGAGTCACGGCAATGAT

Pkm-For TGGGAGAGAAGGGCAAGAACATCA

Pkm-Rev TCTCTGCAGGAATCTCAATGCCCA

HK1-For CACCGGCAGATTGAGGAAAC

HK1-Rev CTCAGCCCCATTTCCATCTCT

HK2-For CCTGTTCTACTTCCTGTA

HK2-Rev AAGATGTTCTCCACCTAT

18s-For TAACGAACGAGACTCTGGCAT

18s-Rev CGGACATCTAAGGGCATCACAG

Nanos2-For CCCTTTGACATGTGGAGAGAC

Nanos2-Rev TTGCTTCCGGCTCTGAATTA

Fgf9-For TGCAGGACTGGATTTCATTTAG

Fgf9-Rev CCAGGCCCACTGCTATACTG

Pfkm-For GTGTGGAAGCAGTGATGGCACTTT

Primer Sequences

表 1本研究所用引物

Table 1 Primers used in this study
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图 2糖酵解基因表达情况

Fig.2 Glycolysis gene expression

Note: Data were expressed as SEM± SD, n=3. *P< 0.05, ***P< 0.001, Unlabeled: P > 0.05.

图 1雄性胚胎有丝分裂停滞具体过程

Fig.1 The process of mitotic arrest of fetal male

Note: Arrow: BrdU-incorporated germ cells.

啶竞争性整合到 DNA。通过 BrdU的掺入可以确定 DNA合成

进程，从而推断出有丝分裂阻滞发生的具体时间。我们对

E12.5、E13.5、E15.5的生殖嵴进行分析，用 DDX4（DEAD-box

helicase 4）标记生殖细胞，观察 DDX4阳性细胞中 BrdU掺入，

以此判断生殖细胞增殖比率。我们观察到从 E12.5至 E13.5，生

殖细胞处于快速增殖状态，而从 E13.5至 E15.5增殖出现明显

下降，到 E15.5时生殖细胞几乎没有 BrdU的掺入，证明 E15.5

雄性生殖细胞已经进入有丝分裂停滞状态（图 1）。

2.2 雄性生殖细胞分化过程中糖酵解的变化

由于糖酵解在各类生物学过程中都起着重要的作

用 [15-17，20-21]，我们对糖酵解限速酶 Hk（己糖激酶）、Pfk（磷酸果糖

激酶）、Pk (丙酮酸激酶)进行了表达量研究，以此来推测雄性

PGCs分化过程中的糖酵解的变化。qPCR分析显示，Hk2在两

个不同时间点的雄性生殖嵴转录水平有差异：E15.5雄性生殖

嵴具有比 E13.5 更低的 Hk2 mRNA 表达水平（p <0.05）（图
2A）。Hk2催化葡萄糖代谢的第一步，是可以将葡萄糖磷酸化为

葡萄糖 6-磷酸（G6P）的一种糖酵解限速酶。

使用抗 Hk2抗体，通过Western Blot检测 E13.5和 E15.5

雄性生殖嵴 Hk2蛋白表达水平。较于 E13.5，E15.5观察到更低

的 Hk2蛋白表达水平（图 2B，2C）。

2.3 构建糖酵解抑制小鼠模型

为了探究糖酵解的快速抑制是否可以提前开启雄性

PGCs 分化事件，如多能性的抑制和细胞增殖的下降，我们

在雄性 PGCs 有丝分裂停滞开启之前用糖酵解的抑制剂

2-Deoxy-D-glucose（2-脱氧葡萄糖）处理孕鼠[22]。2-DG是一种

葡萄糖类似物，可以被 Hk磷酸化为 2-DG-P（磷酸化 2-脱氧葡

萄糖），但其不能进一步代谢从而再细胞内累积，这种与 Hk的

相互作用抑制糖酵解过程[22]。具体而言，从 E11.5开始进行腹腔

注射，连续注射两天，每天以 500 mg / kg进行注射，至 E13.5取

出胚胎进行分析（图 3A）。体式镜下，抑制剂处理组较于对照组

小鼠胚胎没有出现明显发育差异（图 3B）。通过明视野检查，抑

制剂处理组和对照组的小鼠胚胎都具有正常的生殖嵴形态。
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图 3建立糖酵解抑制小鼠模型

Fig.3 A mouse model of glycolysis inhibition

通过标记生殖细胞的 DDX4 和标记体细胞的 Gata4（GATA

binding protein 4）的免疫荧光染色可以发现抑制剂处理组和

对照组胚胎的 PGCs均存在与正常的睾丸索内（图 3C）。

2.4 糖酵解的抑制影响雄性小鼠 PGCs分化过程

我们发现在抑制剂处理组 PGCs内, BrdU的掺入（45.1%）

低于对照组的掺入（67.2%）（p<0.001）(图 4A-B)，说明在加入糖

酵解抑制剂后 PGCs增殖水平下降。通过免疫荧光，我们发现

抑制剂处理组 PGCs多能性基因 Oct4、Sox2 荧光强度明显下

降，Oct4表达量可下降至 E15.5 PGCs相类似水平(图 4C-D),说

明抑制剂处理后降低了 PGCs内多能性基因的表达。综上所

述，在 E11.5-E13.5抑制雄性小鼠胚胎的糖酵解可导致细胞增

殖的下降以及多能性基因表达的下降。

2.5 糖酵解的抑制不影响雄性命运分化基因转录水平的表达

已知在雄性 PGCs分化过程中，有丝分裂阻滞以及从多能

性向分化的转变，都是雄性 PGCs发育的关键过程。E12.5至

E14.5期间多能性基因的表达下降伴随着雄性命运分化基因的

表达上升，包括 Nanos2等。同时，已有研究证明在雄性生殖嵴

中 Fgf9独立于 Cyp26b对多能性基因 Oct4和 Sox2的表达进

行调控[23，24]。并且 Nanos2的缺乏增加小鼠的畸胎瘤发病率，并

诱导与畸胎瘤抗性生殖细胞中肿瘤起始相关的发育异常[25]。那

么糖酵解抑制对于小鼠增殖分化的影响是否是通过 Nanos2或

Fgf9进行？我们通过 qpcr检测发现，相比于对照组生殖嵴，糖

酵解抑制剂处理组的 Nanos2、Fgf9表达在转录水平没有明显

差异（p>0.05）（图 5A）。综上所述，在 E11.5-E13.5抑制糖酵解

可以降低多能性基因的表达，并且这个过程不是通过在转录水

平影响 Nanos2、Fgf9而调控的。

3 讨论

在本研究中，我们表明了糖代谢在小鼠雄性 PGCs增殖分

化中的重要作用。本篇文章中数据表明雄性小鼠 PGC在 E13.5

开始进入有丝分裂阻滞，E15.5完全停滞，有丝分裂停滞的开始

代表雄性 PGC分化的开启。代谢过程是调节分化事件的主要

候选者，因为化学通量在数分钟内发生变化，并且可能影响转

录和表观遗传机制。我们数据证明在雄性 PGC分化开始阶段，

Hk2表达水平下降，这提示在细胞增殖与分化状态发生改变

时，细胞内对葡萄糖的利用也发生了相应的改变。为找出两者

之间的因果关系，我们通过腹腔注射糖酵解抑制剂 2-DG的方

法构建糖酵解抑制小鼠，表型分析发现糖酵解抑制后雄性

PGCs增殖下降，多能性基因表达下降。已知生理条件下 E11.

5-E12.5雄性小鼠生殖细胞仍处于增殖状态，并且多能性基因

的表达相比于同期的雌性 PGC要长 24h[13]。结合本文数据，我

们认为 E11.5-E13.5这一时期雄性 PGC的增殖与多能性维持

需要糖酵解，在此阶段抑制糖酵解会使 PGC增殖水平下降同

时提前开启雄性抑制多能性基因的分化事件。但代谢水平和细

胞分化事件的直接联系还需进一步探讨。

雄性 PGC的分化是多层次调控的复杂现象。本文我们专

注于随着多能性丧失而发生的最早的事件。已知高糖酵解水平

是快速增殖细胞的重要特征，因其以比氧化磷酸化更快的速率

生成 ATP，且具有较低的 ROS（活性氧）产生[27]。糖酵解也分流
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图 5糖酵解抑制小鼠表型机制研究

Fig. 5 Mechanism analysis of glycolysis inhibition mice

Note: Data were expressed as SEM± SD, n=3. NS: P > 0.005.

图 4糖酵解抑制小鼠表型分析

Fig.4 Phenotypic analysis of glycolysis inhibition mice

Note: Data were expressed as SEM± SD, E13.5(n=5), E13.5+2-DG（n=10）. ***P< 0.001.

到戊糖磷酸途径，产生用于核糖核苷酸合成的戊糖磷酸酯和

NADPH（还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸）[28]。已有多项研

究表明糖酵解在细胞周期与细胞增殖过程中的重要作用，例如

FGF（成纤维细胞生长因子）信号通路活性缺失时，Hk2的表达

会相应减低，糖酵解的降低造成内皮细胞增殖和迁移机制的缺

陷[15]；高糖酵解水平也是大量增殖的癌细胞的特点，加入糖酵

解抑制剂 2-DG可以抑制非霍奇金淋巴瘤细胞中葡萄糖的消

耗，乳酸的生成和细胞增殖，同时诱导细胞周期停滞[16，31]。在本

篇文章中，糖酵解的下降可能是直接导致雄性 PGC增殖水平

下降的重要因素。

已有研究表明，糖酵解在维持组蛋白乙酰化，与多能干细

胞的开放染色质结构相关方面发挥关键作用[18，19]。并且在分化

的最初 24小时糖酵解开关发生改变，糖酵解的快速丧失下调导

致乙酰辅酶 A下降，组蛋白乙酰化和多能性标记物的丧失[29]。

这与本文数据相对应，因此我们合理猜测在雄性 PGC分化初

期，糖酵解下调导致多能性基因组蛋白乙酰化的下降使多能性

基因表达下降。进一步深入研究可以验证乙酸盐是否可以挽救

糖酵解抑制小鼠多能性下降的表型。另一方面，前人研究中已

表明核心多能性因子和胚胎干细胞（ESC）代谢特征之间有着

直接分子联系[17，30]，如 Oct4 直接调控 Hk2和 Pkm2，并且 Hk2

和 Pkm2的过表达可以维持高水平糖酵解并阻碍了胚胎干细

胞的分化，并在没有白血病抑制因子（LIF）的情况下保持胚胎

干细胞的多能性。结合 Qpcr数据，我们发现在雄性生殖细胞分
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化过程中，糖酵解限速酶仅 Hk2出现明显变化。提示了多能性

因子和 Hk2之间可能存在相互作用关系。本实验提示细胞内

代谢的改变可能是细胞增殖分化的动因之一。
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