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棕色田鼠睾丸和附睾雌激素!受体表达的增龄变化
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摘要：应用免疫组织化学方法系统研究了初生（! 日龄）到成体（&% 日龄）’ 个发育阶段各 & 只棕色田鼠

睾丸和附睾内雌激素受体!（()!）的表达。结果发现："在生殖细胞中，! 日龄组幼鼠的生殖母细胞和支持细

胞有微弱的 ()!阳性表达，!% 日龄组精原细胞中 ()!有弱表达，"’ 日龄组精子细胞出现了较强 ()!阳性表达，

发育到 *’ 日龄时精子细胞 ()!阳性表达最强，成体组中各级生精细胞中均有 ()!阳性表达。#在间质细胞中，

! 日龄组间质前体细胞有 ()!阳性表达，!% 日龄表达减弱，而到 "’ 日龄增强，至 *’ 日龄达到峰值，而成体又

减弱。$附睾中，! 日龄附睾上皮细胞有 ()!阳性表达，!% 和 "’ 日龄附睾管类肌细胞出现 ()!阳性表达，*’
日龄和成体附睾管上皮细胞和类肌细胞中均有 ()!阳性表达。上述结果表明，()!可能作为一种特异性受体在

棕色田鼠睾丸发育过程中影响睾丸间质细胞雄激素的分泌，进而调节生精过程和精子的发育成熟。
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雌激素对于雄性生殖系统的正常发育和功能是

必不可少的。雌激素的作用机制主要是通过雌激素

受体!（()!）来调节生殖系统的正常发育。转基

因动物实验显示，()!基因敲除（(5!VW）的雄性
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小鼠睾丸明显小于野生型鼠，且曲细精管上皮变

薄，精子数量和动物交配次数减少，生殖能力下降

（!""# $% &’，())*）。说明雌激素受体在雄性生殖中

的作用明显。())+ 年，,!-. 雄性小鼠就被用于评

价输出小管液体重吸收情况（/01&23 $% &’，())+）。

())* 年研究发现，!,!-. 雄性小鼠不能生育，虽

然睾丸在青春前期是正常的，但在出生 45 6 75 "
后开始异常，到第 (85 天时，睾丸已经萎缩，附睾

精子数减少并且异常（!""# $% &’，())*），9$:: $%
&’（455(1）认为内源性雌激素的作用机制之一是

通过 !,!来调节睾丸输出小管和附睾头部睾网液

的重吸收。尽管已有少数关于 !,!分布定位的形

态学的报道，但是结果颇不一致，有的认为 !,!
只在间质细胞中有表达，有的却认为在生殖细胞中

也有分布（.;"<33$’’ $% &’，455(）。大鼠和小鼠的实

验证 明 间 质 细 胞 中 有 !,!的 表 达（=>:2$? $% &’，
())@；A$’’$%>$? B C<2&D$"，4555；A$’’$%>$? $% &’，
4555；E&03"$?: $% &’，455(），而在灵长类中的表达

结果却不一致。=>:2$? $% &’（())@）发现在一些非

人灵长类睾丸间质细胞中有 !,!分布，但在 F$:%
B G?$33$?（())5）和 E&03"$?: $% &’（455(）的研究

中却没有发现。可见不同研究者的研究结果存在较

大分歧。棕色田鼠（!"#$%&’( )*+,*$"+’(）属仓鼠

科田鼠亚科田鼠属，营地下生活，在我国分布于陕

西、山西、河南、内蒙古、河北、安徽、山东、江

苏北部及东北地区，国外主要分布于俄罗斯、蒙古

等地。它们主要生活于农田果园，对农作物及果树

造成很大的危害，是一类危害极大的害鼠。有关田

鼠睾丸和附睾雌激素受体表达的研究目前尚未见报

道。本实验利用免疫组化技术观察了雌激素受体

（!,!）在棕色田鼠睾丸和附睾中的表达定位，并

系统观察了其发育过程中的表达规律，以期为阐明

雌激素受体（!,!）在雄性睾丸附睾的调控作用提

供依据，并为从激素角度防治害鼠开辟新途径。

! 材料与方法

! "! 动物取材与切片制备

棕色田鼠捕自河南省灵宝市程村，饲养于陕西

师范大学动物饲养房的塑料饲养笼（5 H7 D I 5 H4J
D I 5 H(8 D）中，巢材为棉花，垫料为木屑。室温

（4+ K (）L，光 照 周 期 (4/ M (4N（光 照 时 间 5@：

55—()：55），食物、饮水充足。实验鼠分别为出

生后 (（47 2）、(5、48、78 和 *5 日龄（成体）共

8 组，每组选用动物 * 只。称重后用 7 DO P D/ 戊巴

比妥钠麻醉（( DO P (55 O 体重），7Q的多聚甲醛灌

流固定后摘取睾丸附睾，固定于改良 G<0>3;: 液中，

常规脱水透明，石蜡包埋，制成 *"D 的连续切片，

切片裱于覆有多聚赖氨酸的载玻片上恒温箱烤干。

! "# 免疫细胞化学染色

切片脱蜡复水后，用 (Q甲醇 R 过氧化氢液孵

育 45 D>3 以封闭内源性过氧化物酶，然后进行热

修复抗 原，用 武 汉 博 士 德 生 物 工 程 公 司 提 供 的

ESGT 试剂盒中的抗原修复液在室温条件下修复抗

原 (5 D>3，经山羊血清于 +@ L孵育 +5 D>3 后，加

入 !,!兔抗多克隆抗体（( M (55，博士德）置于 7
L冰箱过夜，再加入生物素化羊抗兔 UOV 二抗，+@
L处理 +5 D>3，最后加入试剂盒中的 ESGT 孵育 +5
D>3，经 NSG（博士德）显色镜下控制，蒸馏水充

分冲洗终止反应，以上各步间均用 5 H5( D<’ P / 的

AGE 冲洗 + 次，每次 8 D>3。然后按常规脱水、透

明、中 性 树 胶 封 片，光 镜 观 察。对 照 组 用 5 H5(
D<’ P / 的 AGE 替代一抗进行免疫细胞化学染色，其

他步骤同实验组。

! "$ 图像分析

用 WX>3 Y+ 图像分析系统（/$Z>&）对不同发育

阶段大鼠睾丸 !,!的免疫组织化学结果进行灰度

测试。每个材料随机选取 + 张切片，每张切片随机

选取 * 个视野测试 (5 个阳性细胞的灰度值取其灰

度平均值，即每组共测出 (J 个数据，用 EAEE(5 H5
[<? F>3"<X: 进行统计学分析。所测数据符合正态分

布，经 G&?%’$%% 检验，方差齐性后，S\.YS 双尾检

测。根据平均值 K 标准差绘制统计表。

# 结 果

免疫细胞化学染色结果中的 !,!阳性细胞，

其阳性颗粒为浅黄色至棕黄色，在胞质或胞核内表

达。

# "! 生殖细胞

从出生到成体 !,!在生精上皮中表达不一，

变化明显。( 日龄组生殖母细胞、支持细胞中偶有

弱阳性表达（图 (）。随着细胞的分裂分化，(5 日

龄幼鼠生精小管中的生殖细胞主要为精原细胞，呈

弱阳性表达（图 4）；48 日龄，生精小管中出现完

好管腔，未发育成熟的精子细胞的胞核中出现阳性

表达（图 +）；78 日龄，出现各级生殖细胞，但是

精子很少见，!,!阳性表达主要呈现于精子细胞中
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（图 !）。随着生殖细胞的发育，性成熟完成，此时

生殖上皮中包含了各级生精细胞，生精小管管腔中

形成大量的精子，"#!在各级生精细胞中均有表

达：精子中阳性表达最强（图 $），其平均灰度值

为 %&’ ()* + , (’*（表 %）；其次是精母细胞和精子

细胞；精原细胞表达最弱，其平均灰度值为 %!! ($-
+ - ($)（表 %）。此外在 !$ 日龄幼鼠睾丸的肌样细

胞中也偶有表达。对照组结果均呈阴性表达（图

-）。

! "! 间质细胞

从出生到性成熟间质细胞均呈 "#!阳性表达，

只是表达强度随日龄的增加变化明显。% 日龄阳性

反应强度显著高于 %* 日龄（图 %—&）；%* 日龄阳

性反应最弱，且极显著低于 &$ 日龄（图 &—.）；!$
日龄阳性反应最强（图 !）；之后阳性反应又减弱，

-* 日龄的阳性反应仅比 %* 日龄的略高（图 $）（表

&）。

表 # 不同发育阶段的棕色田鼠睾丸生殖细胞 $%!阳性表达

&’( ) # *+,-.-/0 01230,,-+4 +5 $%! -4 6037 8099, +5 7’4:’3-4 /+90, .0,.-, :;3-46 2+,.4’.’9 :0/09+2704.

年龄（日龄）/01（234567578 97:4）

"#!阳性细胞的灰度值 ;<1: 4=781 3> "#!2345?@1 =1884（A176 + !"）

（前）精原细胞

B21<A753036?CA
精母细胞

;363=:51
精子细胞

B21<A75?9
精子

;1<A =188

% * * * *

%* %,* (.’ + ! (&’ * * *

&$ D D %%) (.* + ) ($) *

!$ D D %** (.& + , (&% *

-*（成体 /9C85） %!! ($- + - ($) %., ($. + - (*- %.& (%’ + - (!, %&’ ()* + , (’*

D 表示 "#!阴性反应（#12<14165?60 "#!61075?@1 <17=5?36）。

表 ! 不同发育阶段的棕色田鼠睾丸间质细胞 $%!
阳性表达

&’( ) ! *+,-.-/0 01230,,-+4 +5 $%! -4 <0=:-6 8099, +5
7’4:’3-4 /+90, .0,.-, :;3-46 2+,.4’.’9 :0/09+2>
704.

年龄（日龄）

/01（234567578 97:4）

"#!阳性睾丸间质细胞灰度值

;<1: 4=781 3> "#!234?5?@1 E1:9?0 =1884
（A176 + !"）

% %*! (’. + , (,-/

%* %.’ (%’ + . (-)F

&$ %*& (’’ + . (’%G

!$ ,’ (’* + . (&)H

-*（成体 /9C85） %&* (*& + ) (,!"

同列上标字母不同的平均数间差异极显著（/IJK/ 方差分析检

验：# L -，$ M * (**%）。

N1764 O?5P 9?>>1<165 4C21<4=<?25 81551<4 7<1 4?06?>?=7658: 9?>>1<165 ?6 5P1
47A1 =38CA6（/IJK/ 5145：# L -，$ M * (**%）Q

! "? 附 睾

由于附睾在发育过程中变化较大，所以 "#!在

附睾中的表达也有明显的不同。% 日龄组附睾的附

睾头、附睾体、附睾尾阳性反应微弱，主要在附睾

上皮细胞中出现（图 ,）；%* 和 &$ 日龄组，附睾头

与附睾体尾的表达变化明显，"#!在附睾头附睾管

周围的连接组织以及平滑肌细胞中呈阳性表达（图

)—’），而在附睾体和附睾尾见于构成管壁的类肌

细胞，整个附睾中管间连接组织均没有阳性反应；

!$ 日龄组在附睾体上皮细胞和管周的类肌细胞中见

有 "#!阳性表达（图 %*）；成体附睾头管周围的连

接组织未见阳性反应，只有平滑肌细胞呈间断性阳

性表达；附睾体和尾部、附睾管类肌细胞和构成管

壁的一些上皮细胞有阳性反应（图 %%）。对照组附

睾各部均为阴性反应（图 %&）。

? 讨 论

在棕色田鼠睾丸的整个发育过程中，从幼体到

成体 "#!的表达主要集中于间质细胞，与现有大部

分文献报道结果一致：#703 15 78（&**!）在幼体猪

睾丸中利用免疫组化发现 "#!在间质细胞中表达；

R?4P1< 15 78（%’’,）也报道新生大鼠和绒猴的间质

细胞中分布有 "#!；S18815?1< 15 78（&***）利用免疫

组化和原位杂交显示在大鼠间质细胞中有 "#!和

"#!A#I/ 的表达。同样，在小鼠、猫、狗睾丸间

质细 胞 中 也 含 有 "#!（TP3C 15 78，&**&；B7< U
V184=P，&***；I?1 15 78，&**&）。然而，灵长类睾丸

间质细胞是否有 "#!表达和存在尚有争议。有研究

表明，一些非人灵长类间质细胞 "#!免疫染色阳性

（ R?4P1< 15 78，%’’,），人间质细胞"#!免疫染色也
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图 !—!" 棕色田鼠睾丸和附睾中雌激素受体!的表达

#$%& ’ ! ( !" )*+,-&&$./ .0 -&1,.%-/ ,-2-+1.,&! $/ 1-&1$& 3/4 -+$4$456-& .0 63/43,$/ 7.8-&
标尺长度均为 !9"6（:3, &238- ; !9"6）

! ’ 初生组，示 )<!阳性表达的间质区细胞（!），生殖母细胞（"）和支持细胞（#）［=>.?$/% )<!+.&$1$7- @-54$% 2-88（!），%./.A
251- 2-88（"）3/4 &-,1.8$ 2-88（#）31 B$,1>］；

" ’ !9 日龄组，示 )<!阳性表达的间质区细胞（!）和精原细胞（"）［=>.?$/% )<!+.&$1$7- @-54$% 2-88（!）3/4 &+-,631.%./$C6（"）

./ !9 4］；

D ’ "E 日龄组，示 )<!阳性表达的间质细胞（!）和中精子细胞（"）［=>.?$/% )<!+.&$1$7- @-54$% 2-88（!）3/4 &+-,631$4（"）./ "E
4］；

F ’ FE 日龄组，示 )<!阳性表达的间质细胞（!）和精子细胞（"）［=>.?$/% )<!+.&$1$7- @-54$% 2-88（!）3/4 &+-,631$4（"）./ FE
4］；

E ’ 成体组，示 )<!阳性表达的间质细胞（!）和精子（"）［=>.?$/% )<!+.&$1$7- @-54$% 2-88（!）3/4 &+-,6（"）$/ 34C81］；

G ’ 示睾丸阴性对照（=>.?$/% /-%31$7- .0 1-&1$&）；

H ’ 初生组，示 )<!阳性表达的附睾上皮细胞（!）［=>.?$/% )<!+.&$1$7- -+$1>-8$38 2-88&（!）31 B$,1>］；

I ’ !9 日龄组，示 )<!阳性表达的附睾上皮细胞（!）阴性的连接组织（"）［=>.?$/% )<!+.&$1$7- -+$1>-8$38 2-88&（!）3/4 /-%31$7-
2.//-21$7- 1$&&C- 2-88&（"）./ !9 4］；

J ’ "E 日龄组，示 )<!阳性表达的附睾上皮细胞（!）和连接组织细胞（"）［=>.?$/% )<!+.&$1$7- +$1>-8$38 2-88&（!）3/4 2.//-21$7-
1$&&C- 2-88&（"）./ "E 4］；

!9 ’ FE 日龄组，示 )<!阳性表达附睾上皮细胞（!）和连接组织细胞（"）［=>.?$/% )<!+.&$1$7- -+$1>-8$38 2-88&（!）3/4 2.//-21$7-
1$&&C- 2-88&（"）./ FE 4］；

!! ’ 成体组，示 )<!阳性表达附睾上皮细胞（!）和阴性连接组织（"）［=>.?$/% )<!+.&$1$7- -+$1>-8$38 2-88&（!）3/4 /-%31$7- 2.//-2A
1$7- 1$&&C- 2-88&（"）$/ 34C81］；

!" ’ 示附睾 )<!阴性对照［=>.?$/% /-%31$7- .0 -+$4$456$&］。

是阳性（K-88-1$-, L M.>36-4，"999）；但其他关于

人类（=3C/4-,& -1 38，"99!）及非人灵长类（=3C/A
4-,& -1 38，"99!；N-&1 L :,-//-,，!JJ9）睾丸间质

细胞 )<!免疫染色研究却未得出阳性结果。本实

验显示，从初生组到成体睾丸间质细胞中均有 )<!
的表达，且随着发育阶段的不同而不同。由此可以
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推测在棕色田鼠性成熟过程中 !"!介导雌激素调

节睾丸间质细胞的发育，同时也可能作为一种特异

性受体影响间质细胞中雄激素的合成与分泌。在睾

丸间质细胞的发育过程中，本实验首次发现 #$ 日

龄鼠睾丸间质细胞 !"!表达最强，其具体作用机

制还有待于进一步的研究。已有研究表明，大鼠在

出生第五天注射雌二醇后，到 %& 日龄时睾丸中没

有成熟的间质细胞，说明性成熟前大鼠间质细胞的

发育受雌二醇的抑制（’()*+，,---）。但本实验发

现，棕色田鼠 .$、#$ 日龄时，即性成熟前睾丸生

精小管内未发育成熟的精子细胞中出现阳性表达，

一直持续到性成熟。之前还未见类似报道。从实验

结果推测，!"!可能介导雌激素促进生殖细胞的发

育，这对生殖细胞的分化、发育有重要的作用，但

具体的作用机制还有待于进一步的研究。实验同时

显示，在性成熟的雄性个体睾丸生精小管内，各级

生精细胞均有不同程度 !"!阳性表达。/*00*12*3 *1
40（.&&&）利用免疫组化和原位杂交发现，在大鼠

精子细胞和次级精母细胞中有 !"!和 !"!5"6’
的表达。/*)1274)*) *1 40（.&&&）对人睾丸的研究

显示，!"!在减数分裂早期的生殖细胞（偶线期和

早粗线期的初级精母细胞）和早期的长形精子细胞

中强烈表达。也有报道认为 !"!在大鼠睾丸中的

表达占主要地位（892:*3 *1 40，,--;）。根据 !"!
在棕色田鼠睾丸生殖细胞中的表达结果推测，雌激

素可能直接影响精子发生。也有证据表明，雌激素

在睾丸中不仅间接影响生精小管中生殖细胞的发

育，而且直接影响精子的发生，抑制生精细胞的的

凋亡（/*)1274)*) *1 40，.&&&）。啮齿类的精子发生

在一定程度上受雌激素调控，即睾丸中生殖干细胞

的数量和精子的成熟（<2 *1 40，,--;；=>*11+ *1 40，
,--;）。对上述诸多关于 !"!在睾丸分布和定位研

究结果相互矛盾的现象（这种现象在利用免疫组化

技术检测时更为明显）?@AB))*00 *1 40（.&&,）认

为，主要的原因是不同抗体的应用，因为这些抗体

可以和 !"!分子不同的区域结合，还可以检测到

不同的表位（*:21B:*C），抗体的专一性不强；另

外，组织固定、抗原修复、抗体稀释和抗体检测方

法的不同，也会影响抗体结合抗原的能力。当然也

可能存在种属差异。

!"!在成体附睾中的表达已有报道，显示 !"!
5"6’ 在一些物种的附睾中有表达，但是免疫组化

的结果却不一致。并有报道认为附睾中阳性反应主

要在基质细胞，但是猫和猕猴的表达显示了区域细

胞特异性，主要表达于附睾头起始段的基细胞。在

猫的整个附睾中主细胞为阳性表达，但是狗却只是

弱阳性或阴性表达（62* *1 40，.&&.）。大鼠和小鼠

附睾 有 !"!存 在，但 含 量 较 低（=43 D E*0CF>，

.&&&）。灵长类输出小管无纤毛上皮细胞含有 !"!
（=49)A*3C *1 40，.&&,）。我们的实验显示，在棕色

田鼠成体及不同发育阶段的附睾管上皮细胞和连接

组织中，!"!都有不同程度的表达。!"!基因敲除

（!"!8?）雄性小鼠实验证实，雌激素可以通过影

响睾丸中输出小管的形态结构来间接影响睾丸的发

育和 精 子 发 生（G*CC *1 40，.&&&）。当 然，对 于

!"!在 附 睾 中 的 功 能 还 知 之 甚 少， 但 是 基 于

!"!8? 雄性生殖管道形态结构的畸变不难推断，

雌激素对生殖道上皮细胞的形态有着重要的作用

（64742 *1 40，.&&,），并有证据表明 !"!对于附睾

的发育有着重要的影响（G*CC *1 40，,--;4，.&&&）。

雌激素可以通过影响输出小管附睾的重吸收功能间

接地影响生精小管，从而引发睾丸萎缩（G*CC，
.&&&；G*CC *1 40，,--;(，.&&,4）。也有证据表明，

雌激素对于输出小管内液体重吸收和离子的转运有

着重要的作用（<** *1 40，.&&&；H>B9 *1 40，.&&,；

G*CC *1 40，.&&,(）。由此推测，雌激素对于附睾的

发育有重要作用，同时附睾中精子的储存和成熟也

受 !"!介导的雌激素的调控；雌激素通过影响附

睾的功能间接影响睾丸生精小管内的精子发生。但

对于雌激素及其受体在附睾上皮细胞中的具体定位

和作用还有待于进一步的研究。
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