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不同移植部位对成年大鼠睾丸间质细胞雄激素分泌功能的影响 *
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摘要目的：探索不同移植部位对移植的成年 SD大鼠睾丸中睾丸间质细胞存活及雄激素分泌功能的影响。方法：将健康成年雄性

SD大鼠随机分为对照组、假手术组、皮下组和肾包膜组。对照组大鼠不去势，其余大鼠于睾丸移植前 1周行去势手术。对照组和

假手术组去势后仅行背部皮肤切开，不进行睾丸移植；皮下组背部两侧各移植 1/3个成年 SD大鼠睾丸组织；肾包膜组每侧肾包

膜下移植 1/3个成年 SD大鼠睾丸组织。4周后取材行 HE和免疫组化染色，分析移植睾丸组织中睾丸间质细胞存活情况，ELISA

法检测受体大鼠血清睾酮水平。结果：皮下组和肾包膜组移植物中难于见到完整的睾丸间质组织，但免疫组化染色发现大量

HSD-17茁1阳性细胞，对照组、皮下组和肾包膜组的 HSD-17茁1阳性细胞数分别为（24.33± 4.30）、（9.83± 4.05）和（12.67± 2.81）

个，对照组与皮下组相比差异具有统计学意义（p<0.05）；ELISA分析发现对照组、假手术组、皮下组和肾包膜组的血清睾酮浓度分
别为（3.81± 1.32）、（0.28± 0.08）、（0.44± 0.13）和（0.90± 0.31）ng/mL，肾包膜组血清睾酮浓度高于假手术组（p<0.01）和皮下组（p<
0.05），而皮下组血清睾酮水平高于假手术组，但两者差异无统计学意义（p>0.05）。结论：移植的成年大鼠睾丸组织中的睾丸间质
细胞可在受体肾包膜下或皮下存活，但肾包膜下移植可能更加有利于睾丸间质细胞存活和雄激素分泌。
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The Effects of Different Transplant Sites on Androgen Secretion of Adult Rat
Leydig Cells*

To explore the effects of different transplant sites on survivaland androgen section of Leydig cell of adult rat

testis. Healthy adult rats were randomly divided into control group, sham group, subcutaneous group, and kidney capsule

group. Rats in control groupkept intact, the remaining rats underwent castration 1 week before testis transplantation. The dorsal skin of

rats in control group and sham group were cut, but no testiswastransplanted subcutaneously; 1/3 testis was transplanted subcutaneously at

each side of dorsal skin of rats in subcutaneous group, while testis of the same volume was transplanted under the kidney capsule of rats

in the kidney capsule group. The grafts were obtained 4 weeks later. Then the Leydig cell were examined by using HE staining and

immunohistochemistry staining. And the testosterone concentration of recipient serum was analyzed by ELISA. Interstitial

tissues intact were not found in grafts in subcutaneous group and kidney capsule group. Butnumerous HSD-17茁1-positive cells were

observed in samples of both groups. And the number of HSD-17茁1-positive cell of control group, subcutaneous group, and kidney

capsule were(3.81± 1.32), (9.83± 4.05), and(12.67± 2.81) separately. The testosterone concentration of rat serum of control group, sham

group, subcutaneous group, and kidney capsule group were(3.81± 1.32), (0.28± 0.08), (0.44± 0.13), and (0.90± 0.31)ng/mL separately.

The testosterone concentration of kidney capsule group was higher than that in sham group (p<0.01) and subcutaneous group (p<0.05),
while the testosterone concentration of serum in subcutaneous group was higher than that in sham group, but the difference between the

two groups was not statistically significant (p>0.05). Leydig cells in testis grafts could survive under the kidney capsule or

back skin of recipients. However, the microenvironment of under kidney capsule might be more suitable for Leydig cell survival and

androgen secretion.
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前言

睾丸肿瘤切除致睾丸缺失和中老年男性雄激素部分缺乏

综合征 (partial androgen deficiency of the aging male, PADAM)

患者在临床较为常见，他们均存在雄激素供给不足问题[1-4]。直

接补充外源性雄激素是最为常见的雄激素缺乏征治疗方法，但

该方法亦存在首过效应等问题[5]。因此，探寻更加适宜的雄激素

缺乏征治疗方案就显得尤为迫切。移植具有雄激素分泌功能的

睾丸组织是较为理想的方案之一。肾包膜下和皮下是较为常见

的移植受区[6,7]，但哪个部位更加有利于移植睾丸组织存活和雄

激素分泌却有待探讨。为解决上述问题，课题组开展了成年 SD

大鼠睾丸组织移植研究，探索了肾包膜下和皮下微环境对移植

睾丸组织中睾丸间质细胞存活和雄激素分泌功能的影响，为雄

激素缺乏征患者睾丸移植部位的选择提供实验参考。

1 材料与方法

1.1 实验动物及试剂

8周龄健康雄性 SD大鼠 48只，体重 250-300 g，购自第四

军医大学实验动物中心；血清睾酮检测 ELISA 试剂盒

（ab108666）购自美国 Abcam 公司；兔抗大鼠 HSD-17茁1 抗体
（BA3399）购自中国武汉博士德生物工程有限公司；免疫组化

二抗（Dako REALTMEnVisionTM kit，K5007）购自美国 DAKO

公司；HE染色试剂和其他实验用试剂耗材均购自西安依科生

物技术有限公司。

1.2 实验分组及术前准备

将上述成年 SD大鼠随机分为对照组、假手术组、皮下组

和肾包膜组。睾丸移植前 1周对假手术组、皮下组和肾包膜组

大鼠行去势手术，对照组不做任何处理。具体如下：按 50

mg/Kg的剂量腹腔注射戊巴比妥钠溶液，麻醉受体大鼠，备皮

后对大鼠行去势手术：沿阴囊正中线切开双侧皮肤及白膜，暴

露睾丸，小心分离睾丸和附睾，电凝止血并凝结附睾头和附睾

尾，切除睾丸，分层缝合白膜及阴囊皮肤，消毒后放回鼠笼饲

养，单笼饲养。实验大鼠均饲养于含屏障系统的动物房中，其环

境温度为 20-25℃，通风良好。自然昼夜更替。实验符合第四军

医大学第一附属医院实验动物伦理标准并获得了第四军医大

学第一附属医院伦理委员会批准。

1.3 睾丸移植

受体去势 1周后行睾丸移植手术。移植睾丸组织亦来源于

8周龄 SD大鼠（购自第四军医大学实验动物中心）。具体移植

过程如下：常规麻醉后备皮，离断供体睾丸，将单个睾丸切成大

小相近的三等分，每个部位移植 1/3个睾丸。对照组和假手术

组仅在受体背部两侧各做一纵形切口，分离皮肤及皮下组织至

肉膜暴露，使之形成一腔隙，但不进行睾丸移植，止血后逐层缝

合皮肤。皮下组在脊柱两侧腔隙中各移植 1/3个睾丸组织。肾

包膜组在背部脊柱两侧切口，通透至腹腔，小心将肾脏牵引至

体外，在手术显微镜下（8× ）用显微手术剪将肾包膜剪开，使其

形成一个小的切口，玻璃剥离针分离肾脏和外膜，取 1/3个睾

丸移植至肾包膜下，将肾脏回置腹腔，缝合肌肉和皮肤，碘酒消

毒。待受体大鼠苏醒后放入鼠笼，单笼饲养。移植 1/3睾丸组织

的原因：文献回顾发现，受体只要拥有正常睾丸组织 1/10的睾

丸间质细胞即可满足受体雄激素需要[8]；同时肾包膜下容积有

限，单侧肾包膜下最多只能容纳 1/3个睾丸组织，移植过多组

织易导致肾包膜破裂，且不利用移植睾丸存活。

1.4 标本采集

术后第 4周测量各组大鼠体重，按 50 mg/Kg腹腔注射绒

毛膜促性腺激素（hCG），3小时后内眦采血，4℃、4000× g离心

20分钟后，收集上清，以备睾酮浓度测定（ELISA法）。采血后

立即脱臼处死受体大鼠，对移植睾丸组织进行取材，10%甲醛

溶液固定 24-48 h，常规脱水、透明、浸蜡和包埋，以备 HE染色

和免疫组化分析用。

1.5 免疫组化

对包埋移植物行 4 滋m厚切片，常规脱蜡水化后，采用柠檬
酸盐缓冲液（pH6.0）高压修复 3 min，待其冷却至室温后，用含

3% H2O2的甲醇溶液处理切片 10 min，以灭活内源性过氧化物

酶，用含 0.1% Tween 20（v/v）的 PBS溶液洗涤切片 3次，再用

含 10%山羊血清的 PBS溶液室温封闭切片 1 h，按 1:200稀释

兔抗大鼠 HSD-17茁1 抗体，4 ℃孵育过夜，次日用含 0.1%

Tween 20（v/v）的 PBS溶液洗涤切片 3次，免疫组化用二抗

（Dako REALTMEnVisionTM kit）室温孵育切片 1 h，洗涤后采

用 DAB显色，苏木素复染细胞核 2 min，分化 20 s，返蓝、脱水、

透明和封片。每组选择 6个热点视野，采用 Nikon 50i显微镜进

行拍照，并对照片中 HSD-17茁1阳性细胞进行计数，以备统计
分析用。图片亮度和对比度调整采用 Photoshop CC软件进行。

1.6 ELISA检测血清睾酮水平

血清睾酮检测严格按照 Abcam 公司试剂盒说明书进行

（ab108666）。简要介绍如下：冰上放置，解冻待测血清；同时室

温平衡试剂盒 30 min，使试剂充分溶解。实验包含标准品、对照

品和实验品。待血清解冻和试剂平衡至室温后，按 25 滋L/孔分
别向 ELISA板中加入标准品、对照品和待测血清，再按 100

滋L/孔加入 Testosterone-HRP Conjugate溶液，37℃恒温箱中孵

育 1 h，洗涤缓冲液洗涤 ELISA板 5次，每次务必控干残留液

体，再按照 100 滋L/孔加入 TMB底物显色，室温反应 15 min，

再按 100 滋L/孔加入反应终止液，15 min后在 TECAN 200Pro

酶标仪上测定各孔吸光度值。

1.7 统计学处理

所有数据均采用 SPSS 18.0软件进行分析。实验结果采用

表示，满足正态分布、方差齐性，采用单因素方差分析，不满足

正态分布或方差不齐，采用非参数检验，以 P约0.05表述差异具
有统计学意义。

2 结果

2.1 移植物大体外观

移植 4周后取材，对照组睾丸形态完好，睾丸外膜和血管

清晰可见（图 1 A）；皮下组移植睾丸组织尚存，生精小管完整，

但色泽苍白，被一层致密且血供丰富的纤维包膜包裹（图 1 B）；

肾包膜下移植睾丸组织生精小管清晰可见，紧密贴附于肾脏

（图 1C），但色泽与正常睾丸生精小管亦存在一定区别。

2.2 HE染色结果

形态学分析发现，对照组睾丸组织发育良好，睾丸间质明

显，成团分布，与周围生精小管界限清楚，睾丸间质细胞形态完
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图 1移植物外观

Fig.1 The appearance of grafts

注：A：对照组；B：皮下组；C：肾包膜组

Note: A: Control group; B: Subcutaneous group; C: Kidney capsule group

好，呈嗜伊红性（图 2 A）；皮下组炎性细胞浸润较多，生精小管

破坏严重，生精小管间隙依然可见，但未见成团分布的睾丸间

质和睾丸间质细胞（图 2 B）；肾包膜组炎性浸润更为严重，生精

小管保存较皮下组好。但皮下组和肾包膜组睾丸间质及睾丸间

质细胞难于通过光镜直接观察，有待免疫组化染色进一步分析

（图 2 C）。

2.3 免疫组化染色结果

免疫组化染色分析发现，对照组（12周龄 SD大鼠）睾丸间

质细胞 HSD-17茁1染色呈强阳性，成团分布，特异性地定位于
生精小管间隙（图 3 A）；皮下组移植物中亦可见散在或成团分

布的 HSD-17茁1阳性细胞，部分分布于残存的生精小管间隙，
部分散在分布于生精小管周围（图 3 B）；肾包膜组中的

HSD-17茁1阳性细胞大多成团分布于生精小管间隙，散在分布
细胞较少（图 3 C）。对照组、皮下组和肾包膜组的 HSD-17茁1阳
性细胞数分别为（24.33± 4.30）、（9.83± 4.05）和（12.67± 2.81）

个，对照组与皮下组的 HSD-17茁1阳性细胞数相比差异具有统
计学意义（P<0.05，图 3D），肾包膜组的 HSD-17茁1阳性细胞数
虽然较皮下组多，但两者差异无统计学意义(P>0.05，图 3D）。

2.4 ELISA分析结果

睾丸移植 4 w后，给予 hCG刺激 3h，采集血清行 ELISA

分析，发现对照组、假手术组、皮下组和肾包膜组的血清睾酮浓

度分别为（3.81± 1.32）、（0.28± 0.08）、（0.44± 0.13）和（0.90±

0.31）ng/mL，对照组与假手术组、皮下组和肾包膜组相比差异

均具有统计学意义（P约0.01）；肾包膜组血清睾酮浓度高于皮下
组和假手术组，与皮下组相比差异具有统计学意义（P约0.05），
而与假手术组相比差异极显著（P约0.01）；皮下组睾酮浓度虽高
于假手术组，但两者差异无统计学意义（P>0.05）；假手术组血
清睾酮浓度最低。具体结果详见图 4。

3 讨论

睾丸移植是有效解决雄激素缺乏征的手段之一。而睾丸是

一个对血氧要求较高的组织[9-12]。因此，移植受区的选择至关重

要。课题组研究发现，移植于受体肾包膜下或皮下的睾丸组织

生精小管均存在不同程度的破坏，睾丸间质细胞难于通过 HE

染色直接分辨，而免疫组化染色却在移植物中发现了一定数量

的 HSD-17茁1阳性细胞，表明睾丸间质细胞依然存在，但肾包
膜组移植物中的 HSD-17茁1阳性细胞更为集中。课题组也发
现，存活的成年睾丸组织中睾丸间质细胞形态学特征不及 CD

TURNER等报道的睾丸内移植的胚胎睾丸间质细胞明显，因

为睾丸内移植的睾丸组织中间质细胞成团分布，且表现出明显

的嗜伊红性[13]，提示睾丸内可能是更加适宜的移植受区，因为

睾丸具有免疫豁免功能[14-16]；同时，新生大鼠睾丸组织分化程度

较低[17]，免疫原性较弱，且耐缺血缺氧能力强，有利于移植后存

活。课题组还发现，肾包膜组和皮下组大鼠血清睾酮水平均高

于去势的假手术组，进一步证明存活的睾丸间质细胞具有雄激

素分泌功能。肾包膜组大鼠雄激素分水平较皮下组高，表明肾

包膜下微环境可能更加有利于移植物中睾丸间质细胞的存活

和雄激素合成及分泌。T KUOPIO等的研究结果与本研究相

似，他们将新生大鼠睾丸移植到成年大鼠皮下或肾包膜下，发

现移植物中睾丸间质细胞存活良好，但肾包膜组血清睾酮浓度

图 2移植物 HE染色

Fig.2 HE staining for grafts

注：A：对照组；B：皮下组；C：肾包膜组（400×）

Note: A: Control group; B: Subcutaneous group; C: Kidney capsule group
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图 3 HSD-17茁1免疫组化染色
Fig.3 Immunohistochemistry staining for HSD-17茁1

注：A：对照组；B：皮下组；C：肾包膜组（400× ）

*表示两组差异具有统计学意义（P<0.05）；NS表示两组相比差异无统计学意义（P>0.05）。
Note: A: Control group; B: Subcutaneous group; C: Kidney capsule group

* indicates the difference between the two groups was statistically significant (P<0.05); NS indicates the difference between the two groups was not

statistically significant(P>0.05).

图 4 ELISA检测受体血清睾酮浓度

Fig.4 Testosterone concentration of recipient serum analyzed by using

ELISA

注：**表示两组差异具有统计学意义（P<0.01）；*表示两组差异具有
统计学意义（P<0.05）；NS表示两组相比差异无统计学意义（P>0.05）。
Note: ** indicatesthe difference between the two groups was statistically

significant (P<0.01); * indicates the difference between the two groups was
statistically significant (P<0.05); NS indicates the difference between the

two groups was not statistically significant (P>0.05).

高于皮下组[6]。Antonio Miragem等通过成年Wistar大鼠睾丸皮

下移植发现，单个睾丸移植即可有效提高受体睾酮水平和交配

次数[17]，表明存活的睾丸间质细胞有效改善了受体的雄激素缺

乏征症状。Kai Yi等通过基于血管吻合的成年大鼠睾丸移植研

究发现，移植睾丸中的间质细胞存活良好，但此模型为带血管

蒂的睾丸移植模型，血流重建迅速，缺血时间短，对移植物中睾

丸间质细胞存活影响较小[18]。但大多数受体缺乏适宜的受区血

管，临床应用受到较大限制。而肾脏血流丰富，且包膜较薄，易

于重建血流，且有利于移植睾丸组织分泌的雄激素进入血液，

改善受体雄激素缺乏征症状。综上发现，肾包膜下可能是更加

适应的睾丸移植受区。

睾丸间质细胞移植亦是解决雄激素缺乏征的方案之一，但

该方法存在较多局限性。Lee等开展了大鼠睾丸间质细胞自体

移植研究，但发现移植细胞雄激素分泌难于长期维持[8]。Sun等

将分离的睾丸间质细胞移植到去势受体的阴囊白膜内，但移植

细胞雄激素分泌功能恢复较为缓慢，且持续时间有限[19]。Deng

等将睾丸间质细胞悬液注射到去势大鼠阴囊皮下，发现在 4周

内可有效提高受体雄激素水平、促进精囊腺生长和性能力的维

持，但其雄激素水平却远远低于正常大鼠[20]。更为重要的是，移

植的睾丸间质细胞很快就会丧失雄激素分泌功能。纠其原因，

主要是因为睾丸间质细胞为终末分化细胞，增殖能力有限，且

移植后细胞内内质网会受到不同程度破坏，最终导致其雄激素

合成和分泌功能丧失，甚至移植睾丸间质细胞完全死亡。

为克服睾丸间质细胞死亡问题，干细胞或睾丸间质样细胞
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移植就成为了新的探索对象[21]。Yazawa等将骨髓间充质干细

胞移植到未成年大鼠睾丸，发现移植细胞主要定位于睾丸间

质，且分化成为了具有一定雄激素合成和分泌功能的睾丸间质

样细胞，但该细胞在分泌雄激素的同时还具有更强的糖皮质激

素分泌能力，可能会对受体产生较多不利影响[22]。Yang等将小

鼠胚胎干细胞或过表达 SF-1的小鼠胚胎干细胞移植到经二甲

基磺酸乙烷（ethylene dimethanesulfonate，EDS）处理的大鼠睾

丸，发现经 8- 溴 - 环腺苷酸 (8-bromo-cyclic 3,5-adenosine

monophosphat，8-Br-cAMP)和佛司可林（forskolin）处理后可分

化为睾丸间质样细胞，并能表达较多雄激素合成相关基因，且

其雄激素水平高于二甲基磺酸乙烷处理大鼠 [23]。Jiang等将

Nestin阳性的睾丸间质干细胞移植到经二甲基磺酸乙烷处理

的大鼠睾丸或老年大鼠睾丸，发现 Nestin阳性细胞主要定位于

睾丸间质，并且在一定程度提高了雄激素水平，表明睾丸间质

干细胞移植治疗雄激素缺乏征具有一定可行性[24]。Yang等将

小鼠成纤维细胞重编程为睾丸间质样细胞，并移植到剔除睾丸

间质细胞的大鼠或小鼠睾丸，发现诱导的睾丸间质样细胞主要

定位于睾丸间质，并能使受体大鼠或小鼠的血清睾酮恢复到正

常水平[25]。上述睾丸内细胞移植虽在短时间内改善了受体雄激

素水平，但是否能够长期维持还有待探索。更为重要的是，因肿

瘤所致睾丸摘除或外伤致睾丸缺失患者并无睾丸存在，干细胞

移植缺乏适宜受区。而其他部位并无睾丸内微环境，即使移植

干细胞亦无法使其维持睾丸间质细胞特性、发挥雄激素分泌功

能。Chen等的研究证实了睾丸微环境对睾丸间质细胞再生和

雄激素分泌功能的重要性。他们发现，体外培养的生精小管可

再生睾丸间质细胞，表明生精小管含有睾丸间质干细胞；体外

培养的经二甲基磺酸乙烷处理后的睾丸间质不能再生睾丸间

质细胞；但如果将生精小管和经二甲基磺酸乙烷处理后的睾丸

间质共培养，可促进经二甲基磺酸乙烷处理的睾丸间质中睾丸

间质细胞再生。说明生精小管可通过旁分泌调节睾丸间质细胞

的再生和雄激素的分泌[26]。上述结果进一步表明，若没有睾丸

微环境的存在，干细胞移植治疗雄激素缺乏征将受到极大限

制。同时，睾丸间质干或祖细胞分离程序繁杂，且体外扩增易影

响其雄激素分泌功能[27, 28]，其应用亦受到极大限制。因此，睾丸

移植不仅可提供睾丸间质细胞，还能为干细胞的分化和睾丸间

质细胞的形成提供适宜微环境，促进雄激素分泌及睾丸间质细

胞再生，缓解雄激素缺乏征症状。而肾包膜下微环境血供丰富，

新生血管易于长入，有利于血供恢复和分泌的雄激素进入循环

血液，满足受体雄激素供给需要，可能是更为适宜的睾丸移植

部位。

本研究虽然证明了移植成年大鼠睾丸组织可在一定程度

恢复雄激素供给，但雄激素分泌是否能够长期维持却还有待探

索。同时，SD大鼠虽为封闭群，但其MHC抗原并不完全一致，

免疫排斥在所难免，导致部分移植睾丸组织坏死甚至被完全吸

收。因此，睾丸移植的免疫抑制剂用药方案亦值得深入研究。尽

管如此，本研究仍可为睾丸移植受区的选择提供有益参考。
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