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·基础论著· 

雄激素对大鼠前列腺和精囊腺 AQP3  
和 AQP4 表达的影响 

裴利军  姜睿  粟宏伟  邓青富  朱永生 

【摘要】  目的  探讨雄激素对大鼠前列腺和精囊腺水通道蛋白质（AQP）3 和 AQP4 表达的

影响。方法  选择健康雄性 8 周龄 SD 大鼠 30 只，随机分为对照组（n＝10）、睾丸切除组（n＝10）
和睾丸切除＋睾酮替代组（n＝10）。放射免疫法测定血睾酮水平。持续电刺激盆腔神经采集前列腺

液，细针穿刺精囊管收集精囊液，分别测定前列腺和精囊液水的含量。免疫组化和免疫印迹检测AQP3
和 AQP4 蛋白在前列腺和精囊的表达。结果  AQP3 和 AQP4 在大鼠前列腺和精囊腺上皮细胞均有

丰富表达。睾丸切除组前列腺和精囊水的分泌较对照组均显著较少（P＜0.05）。睾丸切除组前列腺

AQP3 的表达较对照组显著降低（P＜0.05），AQP4 的表达与对照组比较无统计学差异。睾丸切除

组精囊 AQP3 和 AQP4 的表达与对照组相比均显著降低（P＜0.05）。结论  雄激素减退后前列腺液

分泌下降与 AQP3 表达降低有关，精囊液分泌下降与 AQP3 和 AQP4 表达降低有关。前列腺 AQP4
的表达与雄激素水平无关。 
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【Abstract】  Objective  To investigate the effect of androgen on the expressions of AQP3 and 
AQP4 in prostate and seminal vesicle of rats. Methods  Healthy 8-week old male Sprague-Dawley 
rats(n=30) were randomly divided into control group(n=10), testical resection group(n=10) and testical 
resection plus testosterone replacement group(n=10). The serum level of testosterone was measured by 
radioimmunoassay. The prostate fluid was obtained through electrical stimulation of pelvic nerve. The 
seminal vesicles fluid was collected using a micropuncture pipette inserted into the seminal vesicle ducts. 
The water volumes in prostate and seminal vesicles fluids were estimated respectively. The expressions of 
AQP3 and AQP4 in prostate and seminal vesicles of rats were detected by immunohistochemistry and 
Western blot. Results  AQP3 and AQP4 express abundantly in the epithelia of prostate and seminal 
vesicles of rats. The secretion of water in prostate and seminal vesicles was decreased significantly in 
testical resection group(P＜0.05). The expression of AQP3 in prostate was lower significantly in testical 
resection group(P＜0.05), but the expression of AQP4 was not effected. The levels of AQP3 and AQP4 
expression in seminal vesicles of testical resection group were decreased significantly than control 
group(P＜0.05). Conclusion  Androgen deprivation associated reduction of prostate and seminal vesicles 
secretion is partly due to the lower expression of AQP3 in prostate and the lower expressions both AQP3 
and AQP4 in seminal vesicles. The expression of AQP4 in prostate is not related with the level of serum 
testosterone.  
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 男性不育症发病率高且病因复杂，流行病学显

示男性不育占不孕不育症患者的 30%，20%为男性

女性共同因素导致[1]。精液量减少是男性不育的重

要因素之一，但常常被忽视[2]。前列腺和精囊腺是

男性重要附属性腺器官，具有强大的分泌功能[3]，

前列腺液和精囊液是精浆的主要成分，性腺功能减

退和高龄导致的男性不育是否与前列腺和精囊的

分泌功能障碍有关鲜有报道。水通道蛋白

（Aquaporins，AQPs）是一组膜蛋白家族，迄今为

止已发现 13 个亚型（AQP0～12），广泛分布于人

体各种组织器官，尤其是具有内分泌功能的器官，

AQPs 可促进水和小分子物质的跨细胞膜转运，对

于维持细胞内环境的稳定具有重要作用[4]。文献报

道人类生殖道中有多种 AQPs 的表达，有利于生殖

道中水的分泌和重吸收，维持精子赖以生存的内环

境的稳定。本文探讨雄激素对大鼠前列腺和精囊腺

AQP3 和 AQP4 表达的影响，阐述性腺功能减退导

致男性不育的可能发病机制。 

材料和方法 

一、实验动物与分组 
健康雄性8周龄SD大鼠30只，体重280～300 g，

由泸州医学院实验动物中心提供，饲养环境温度

20～25 ℃，12 h 光照，昼夜交替，正常饮食，自由

饮水。适应性喂养 1 周后，抽签法随机分为对照组

（n＝10）、睾丸切除组（n＝10）和睾丸切除＋睾

酮替代组（n＝10）。 
二、动物模型制备 
1%戊巴比妥钠 30 mg/kg 腹腔注射麻醉，取下

腹正中切口，对照组只切开腹腔，不切除睾丸，其

余两组均行双侧睾丸切除术。术后第 2 天起，睾酮

替代组给予丙酸睾丸酮 5 mg/kg（上海通用药业股

份有限公司）皮下注射，1 次/d，对照组和睾丸切

除组给予等量生理盐水注射，同样的饲养环境喂养

2 周后进行后续实验。 
三、主要实验试剂与仪器 
兔抗大鼠 AQP3、AQP4 多克隆抗体均购自美

国 Abcam 公司，辣根过氧化物酶标记羊抗兔 IgG
和 BCA 蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云天生物

技术有限公司，全蛋白提取试剂盒购自南京凯基生

物科技发展有限公司，DAB 显色试剂盒购自武汉博

士德生物工程有限公司，ECL 化学发光液购自美国

Millipore 公司，RM6280c 型多通道生理信号采集处

理系统为成都仪器厂生产，电泳槽和蛋白成像仪均

为美国 Bio-Rad 公司生产。 
四、前列腺液和精囊液的收集与测定 
前列腺液和精囊液的收集采用 Knee 等[5]和

Clulow 等[6]所描述的方法。1%戊巴比妥钠麻醉后，

取下腹正中切口，于前列腺后外侧显露盆神经，连

接 RM6280c 型多通道生理信号采集处理系统电极，

调整参数为波幅 0.8 ms、频率 16 Hz、电压 8～12 V，

给予持续脉冲式电刺激，可见大鼠阴茎充血并缓慢

勃起，直到产生类似射精的动作，收集前列腺液于

预先准备好的无菌干燥的小管中。为避免尿液污染

前列腺液，电刺激前先用注射器抽空膀胱内尿液，

并以细丝线结扎精囊输出管。细针穿刺精囊管，抽

取精囊液并收集于无菌干燥管中。收集到的前列腺

液和精囊液称重后，置于 60 ℃干燥箱中烘干 2 h，
再次称重，两次重量之差视为前列腺液和精囊液中

水的重量。切取腹侧前列腺和精囊腺，剔除周围结

缔组织，置于液氮中保存。 
五、血睾酮水平测定 
心脏取血 2 ml，放射免疫法测定血睾酮水平。 
六、免疫组化检测 AQP3 和 AQP4 的表达 
免疫组化采用SP法。4%多聚甲醛固定标本24 h，

脱水，石蜡包埋，4 µm 连续切片，梯度乙醇脱蜡至

水。10 mmol/L 柠檬酸缓冲液（pH 6.0）微波修复

抗原 5 min，室温冷却，PBS 漂洗。滴加 1% BSA，

室温封闭 2 h，弃封闭液，滴加兔抗大鼠 AQP3（1∶
100）、AQP4（1∶100）抗体，置于湿盒内 4 ℃孵

育过夜。PBS 漂洗 3 次×5 min，滴加 0.3% H2O2，

室温孵育 15 min，封闭内源性过氧化物酶，PBS 漂

洗 3 次×5 min。滴加辣根过氧化物酶标记羊抗兔

IgG，室温孵育 15 min，PBS 漂洗 3 次×5 min，DAB
显色，光学显微镜下观察染色强度。苏木素复染，

脱水、透明、封片。以 PBS 代替一抗作为阴性对照，

光镜下观察棕黄色颗粒为阳性结果。 
七、Western blot 检测 AQP3 和 AQP4 的表达 
标本剪碎后加液氮研磨成粉末状，收集于 1.5 ml

离心管中，加入预冷的组织裂解液（每 1 ml 裂解液
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含磷酸酶抑制剂 10 µl，蛋白酶抑制剂 5 µl，100 mmol/L 
PMSF 5 µl）裂解，12 000×g 4 ℃离心 5 min，取上

清。BCA 法测定蛋白浓度。加 5×上样缓冲液，

100 ℃沸水中变性 5 min，室温冷却。以 40 g 蛋白

上样，12% SDS-PAGE 电泳分离蛋白，湿转法将蛋

白转移到 0.2 µm 孔径 PVDF 膜。5%脱脂奶粉室温

封闭 1 h，加兔抗大鼠 AQP3（1∶1 000）、AQP4
（1∶2 000）多克隆抗体，4 ℃孵育过夜。TBST 洗

膜 3次×10 min，加辣根过氧化物酶标记羊抗兔 IgG
（1∶5 000），室温孵育 1 h，TBST 洗膜 3 次×

10 min，滴加 ECL 化学发光液，Bio-Rad 蛋白成像

仪显像。条带灰度值采用 Quantity One 4.6.2 软件分

析，以 β-actin 作为内参。 
八、统计学分析 
采用 SPSS 13.0 软件进行统计分析，计量资料

以均数±标准差（ sx ± ）表示，组间均数比较采

用单因素方差分析，P＜0.05 为差异有统计学意义。 

结    果 

一、血睾酮水平、前列腺液和精囊液中水含量

的变化 
睾丸切除组血睾酮为（13.07±1.83）nmol/L，

与对照组[（92.37±16.23）nmol/L]相比显著下降（F
＝4.66，P＜0.05），睾丸切除＋睾酮替代组为（88.09
±13.24）nmol/L，与对照组相比无统计学差异

（F=0.98，P＞0.05）。 
睾酮水平下降后，睾丸切除组前列腺液和精囊

液中水的含量均显著降低，其中前列腺液水含量为

（5.15±0.71）mg，与对照组[（21.32±1.23）mg]
相比显著减少（F＝9.27，P＜0.05），睾丸切除＋

睾酮替代组为（19.22±1.09）mg，与对照组比较无

统计学差异（F＝1.39，P＞0.05）。睾丸切除组精

囊液中水含量为（139.63±18.52）mg，与对照组[（613.80
±14.70）mg]相比显著减少（F＝10.23，P＜0.05），

睾丸切除+睾酮替代组为（562.60±13.80）mg，与

对照组比较无统计学差异（F＝1.59，P＞0.05）。 
二、AQP3 和 AQP4 的表达定位 
免疫组化结果显示，AQP3 和 AQP4 在大鼠前

列腺和精囊均表达丰富。在前列腺中，AQP3 主要

在腺泡上皮细胞膜表达，而且在靠近腺腔的部位较

丰富，AQP4 主要在靠近基底层的腺上皮胞浆膜表

达（图 1）。在精囊中，AQP3 在近腺腔的上皮细

胞膜表达，AQP4 主要在腺上皮胞浆膜表达（图 2）。 

三、AQP3 和 AQP4 的蛋白表达定量分析 
免疫印迹结果显示，在 31 kDa（AQP3）和

48 kDa（AQP4）处均可见稳定的特异性条带。目的

蛋白灰度值均与 β-actin（43 kDa）的灰度值比较计

算相对灰度值，结果发现，睾丸切除组前列腺和精

囊中 AQP3 的表达均较对照组显著降低（F＝11.49，
P＜0.05），睾丸切除+睾酮替代组 AQP3 表达与对

照组无统计学差异（F＝1.47，P＞0.05）（图 3）。

AQP4 在各组前列腺中的表达无统计学差异（F＝
2.59，P＞0.05），但睾丸切除组精囊腺中 AQP4 的

表达较对照组显著减低（F＝9.82，P＜0.05）（图

4）。 

讨    论 

精液分析是评估男性不育症病因的重要手段，

包括精子数、精子活力以及精子形态等，但对精液

量的评估常不被重视[2]。膀胱颈张力降低所致逆向

射精以及炎症相关性生殖道梗阻是精液量减少的

常见病因[7]，但雄激素水平低下引起的精液减少是

否与精液分泌障碍有关尚不清楚。精液中含有精子

和精浆，精浆由前列腺和精囊分泌，含有水、电解

质和蛋白等多种成分，精囊液约占精液的 60%～

70%，前列腺液约占 20%～30%[8]。精浆是精子发

育成熟的微环境，同时也是转运精子完成受精的载

体。精液进入女性阴道后形成精液池，精液池位于

宫颈右下方的阴道壁压迹，与宫颈管分泌的黏液形

成联系，利于精子进入宫颈完成受精。精液量减少，

则不能形成精液池，精子不能进入宫颈，导致不孕[9]。

正常男性一次排精约 2～6 ml，少于 2 ml 则称为精

液量减少[10]。前列腺液中含有柠檬酸盐、Zn2+、酸

性磷酸酶等多种成分，射精后前列腺液首先进入阴

道，可缓冲阴道的酸性环境，保护精子免受破坏，

同时前列腺液中的多种酶类有利于精液液化，保持

精子的活动度和游动[11]。精子由睾丸产生后暂时储

存于精囊腺中，精囊液适宜的渗透压和理化性质是

精子赖以生存并保持活力的重要条件。正常的精液

量还可缓冲阴道的酸性环境，减少阴道酸性环境对

精子的破坏。水是精浆的主要成分，维持精浆渗透

压、电解质浓度等理化性质的稳定，因此研究精液

的生成尤其是水的分泌机制具有非常重要的意义。 
AQP 蛋白家族具有水和小分子物质的转运特

性，研究显示 AQP0、1、2、4、5、6 和 8 对水具

有通透性，AQP3、7、9 和 10 对水和甘油均具有通 
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透性，但 AQP11 和 12 的结构与其他亚型不同，其

功能尚不清楚[12-14]。AQPs 分布广泛，尤其是具有

旺盛分泌功能的器官和组织。在人类肾脏集合管上

皮细胞 AQP2 表达丰富，可促进肾小管对水的重吸

收，对尿液浓缩起重要作用[15]，AQP3 可以促进小

鼠表皮细胞的水合作用[16]。Park 等[17]发现 AQP1、
2 和 3 高表达可促进大鼠阴道分泌增加，Pei 等[18]

发现高血糖可抑制 AQP1、2 和 3 的表达，从而减

低阴道分泌。近年研究显示 AQPs 与液体转运障碍

引起的多种病理机制有关，肾脏 AQP2 的表达下降

导致糖尿病性多尿症[19]，AQP4 引起局部缺血缺氧

性脑水肿的发生[20]。胃肠道强大的转运水和离子的

功能需要 AQPs 的参与，但在多种炎症介质的作用

下，AQP2 和 3 的表达常出现异常，导致感染性腹

泻的发生[21]。由此可见，AQPs 的表达受到血糖、

缺氧、炎症介质等多种因素的影响，但是在具有分

泌功能的前列腺和精囊腺是否有 AQPs 的表达以及

睾酮水平是否会影响其表达研究甚少。 
近年来的研究显示，在男性生殖道中有多种

AQPs 的表达，其表达部位具有组织特异性。例如

在人类输精管上皮细胞的刷状缘检测到 AQP1 和

AQP2 的表达，睾丸液和附睾液从附睾管输出后，近

50%～90%的液体成分被重吸收，从而使精子浓度急

剧升高[22-23]。AQP1 在人类精囊腺内皮细胞和前列

腺毛细血管内皮细胞表达，但在附睾组织中未检测

到 AQP1，表明 AQP1 可能参与精囊液和前列腺液

的分泌[24]。Wang 等[25]发现在人类前列腺腺泡基底

膜及中间层细胞中 AQP3 大量表达，这也是具有分

泌功能的柱状细胞含量最多的部位，而在间质细胞

未见表达，认为 AQP3 与前列腺的分泌功能有关，

但未能进一步研究 AQP3 与雄激素水平的关系。另

有研究发现 AQP9 在前列腺的上皮细胞表达，而且

睾酮可诱导其表达上调，但在精囊腺中无表达，说

明 AQP9 也可能参与前列腺的分泌[26]。 
本研究结果显示，AQP3 和 AQP4 两种亚型在

大鼠前列腺和精囊均有丰富表达，而且都位于具有

分泌功能的腺上皮细胞，提示这两种水通道蛋白与

前列腺和精囊的分泌功能有关。雄激素减退后前列

腺和精囊的分泌均下降，可能与前列腺 AQP3 的表

达降低以及精囊 AQP3 和 AQP4 的表达降低有关。

本研究发现 AQP4 在前列腺的表达不受睾酮水平的

影响，推测 AQP4 可能具有其他功能。由于精液的

组成成分复杂，本研究只探讨了水分泌障碍的可能

机制，其他如电解质、蛋白质等成分的分泌与代谢

是否与 AQPs 有关尚需更多的研究予以证实。 
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