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·基础论著· 

脊髓损伤对睾酮水平和 Leydig 细胞凋亡

影响的实验研究 
龚永光  杨敏  马艳民 

【摘要】  目的  探讨脊髓损伤诱发低睾酮血症的机制。方法  成年健康 SD 大鼠 20 只，随机

分为假手术组和脊髓损伤组，手术后 14 d 取血清以放免法检测睾酮（T）和黄体生成素（LH）水平，

以脱氧核糖核酸末端转移酶介导的 dUTP 的缺口末端标记技术（TUNEL）原位检测 Leydig 细胞凋亡，

以 Percoll 连续密度梯度法提取 Leydig 细胞后采用流式细胞仪（FACS）定量检测 Leydig 细胞凋亡情

况。结果  术后 14 d，脊髓损伤组大鼠血清 T 水平较假手术组显著降低（P＜0.05），LH 水平较假手

术组显著升高（P＜0.05），TUNEL 显示睾丸间质中 Leydig 细胞发生凋亡，脊髓损伤组凋亡 Leydig
细胞比例（46%）显著高于假手术组（17.67%）（P＜0.05）。 结论  诱发 Leydig 细胞凋亡可能是脊

髓损伤导致低睾酮血症发生的重要机制之一。 
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【Abstract】  Objective  To investigate the mechanism involved in low serum testosterone after 
spinal cord injury. Methods  20 adult healthy SD rats were randomly divided into sham-operation group 
and spinal cord injury (SCI) group. The animals were killed on 14 days after operation. Radioimmunoassay 
method (RIA) was used to detect serum testosterone and LH level. TUNEL was applied for in vivo 
detection of apoptotic Leydig cells. Apoptosis of Leydig cells was quantitatively assessed by fluorescence 
activated cell sorter (FACS). Results  On day 14 after operation, serum testosterone levels of SCI group 
were dramatically lower than sham operation group (P＜0.05), but its serum LH levels were significantly 
higher than that of the latter (P＜0.05). By TUNEL, apoptotic Leydig cells were found in the interstitial 
tissue of testis. The incidence of leydig cell apoptosis in SCI group was 46%, significantly higher than that 
of sham-operation group (17.67%). Conclusion  Leydig cells undergoing apoptosis are one of the 
underlying mechanisms for serum low testosterone induced by spinal cord injury. 
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 脊髓损伤（spinal cord injury，SCI）是临床常

见的一类严重损伤。近年来越来越多的研究发现，

男性脊髓损伤患者面临着一个目前尚未引起足够重

视的严重问题就是低睾酮血症，甚至睾酮缺乏症[1-3]，

但其具体的发生机制目前仍不清楚。 
睾丸组织中的 Leydig 细胞是男性体内睾酮的
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主要来源，该细胞的死亡会导致血清睾酮水平的显

著下降。本研究通过建立脊髓损伤的动物模型，观

察脊髓损伤后血清睾酮和黄体生成素水平的变化，

并进一步研究脊髓损伤对 Leydig 细胞凋亡的影响，

探索脊髓损伤诱发低睾酮血症的机制。 

材料与方法 

1. 实验动物与分组：成年健康雄性 SD 大鼠 20
只，体重（280±10）g，由西安交通大学医学院动

物中心提供。20 只大鼠随机分为脊髓损伤组（n＝
10）与假手术组（n＝10）。 



中华临床医师杂志(电子版)2014 年 8 月第 8 卷第 16 期  Chin J Clinicians(Electronic Edition),August 15,2014,Vol.8,No.16 

 

·2994· 

2. 主要材料：Percoll 细胞分离液购自美国

Pharmica 公司，Beads 购自美国 sigma 公司，T 与

LH 放免试剂盒购自天津九鼎医学生物工程有限公

司，TUNEL 试剂盒购自 Roche 公司，流式凋亡试

剂盒购自 Roche 公司。 
3. 脊髓损伤模型建立：常规麻醉消毒后将大鼠

俯卧位固定于鼠板上，沿背中线切口（自胸 5 至腰

2），依次划开皮肤、筋膜、肌肉后暴露脊柱，眼科

剪剪去棘上韧带及棘间韧带，暴露胸 9 至胸 11 段

棘突；用血管钳夹住胸 9 棘突并提起，咬去胸 10
棘突暴露胸 10 椎板，随后暴露分离脊髓并用眼科

剪剪断约 0.5 cm。明胶海绵填充椎管，无菌处理并

缝合切口。观察大鼠后肢肌力消失、鼠尾瘫痪并发

生尿潴留，判断模型制作成功。假手术组仅仅切开

椎管而不剪断脊髓，其他处理同手术组。术后，给

予青霉素肌肉注射（8 万 IU/d）一周以预防感染。

每日定时膀胱按压排尿两次。术后 14 d 结束实验，

收取血清及睾丸标本。 
4. 血清收集及激素测定：麻醉动物，取静脉血

3 ml，3 000 r/min 离心 10 min，吸取上清液得血清

样本，保存于－20 ℃冰箱待测。激素测定由西安交

通大学医学院第一附属医院核医学科完成。 
5. TUNEL 法检测细胞凋亡：将石蜡组织切片

经二甲苯脱蜡，酒精梯度脱水后，置于 PBS 中浸洗

5 min，4%多聚甲醛固定 15 min，0.3%双氧水阻断

10 min，0.1% Triton X-100 冰上穿透 2 min，PBS 浸

洗后风干，滴加 50 μl 反应液（阴性控制滴加 label 
solution，阳性控制用 DNA 酶Ⅰ处理），置入暗盒，

37 ℃孵育 1 h，PBS 浸洗后风干，滴加 50 μl 
Coverter-POD，37 ℃孵育 30 min；然后滴加 50 μl 
DAB 显色；最后用明胶封片，镜下观察。 

6. Leydig 细胞提取：采用 Percoll 连续密度梯

度法提取 leydig 细胞。主要步骤为：（1）消化：将

4～6 只睾丸放于含 0.5 mg/ml 的Ⅳ型胶原酶中，

于 37 ℃水浴箱中以 60～80 r/min 频率震荡消化

30 min。消化完全后用滤网将细胞悬液过滤并离心

获得细胞；（2）Percoll 分离液配置：将 15.5 ml Percoll
缓冲液与 19 ml Percoll 等渗液混匀；（3）离心：将

细胞轻轻加至配置好的 Percoll 液上，于 Beckman
水平离心机上 17 750×g 离心 40 min，对照管中加

入密度指示剂（Beads）；（4）获取细胞：离心后，

根据 Beads 条带位置吸取目的细胞层，用 PBS 洗涤

2 遍以去除 Percoll 液，所获得细胞采用 3β-HSD 染

色鉴定，Leydig 细胞在镜下呈特异性蓝色。 

7. FACS 检测细胞凋亡：将提取 Leydig 细胞用

冷的 PBS 缓冲液洗两次，再用 1×Binding Buffer
缓冲液将细胞稀释为 1×106/ml 的悬液，将 100 μl
细胞悬液移入 Falcon 管中，加入 Annexin V 及 PI
试剂（阴性对照不加），轻轻混匀，避光室温孵育

15 min，最后用流式细胞仪检测。 
8. 统计学分析：所有数据采用 SPSS 13.0 软件

包进行统计处理，定量资料统计描述采用均数±标

准差（ sx ± ）表示，两组间比较用 Student's t 检验，

以 P＜0.05 为差异有统计学意义。  

结    果 

1. 术后动物的一般情况：脊髓损伤组大鼠后肢

肌力丧失，全部出现尿潴留，膀胱按摩可排出肉眼

血尿。血尿持续 3～4 d，后尿液变得清亮。实验期

间，大鼠进食正常，体重无明显变化。 
2. 性激素水平的变化：术后 14 d，脊髓损伤组

大鼠血清 T 水平较假手术组显著降低（P＜0.05），
其血清 LH 水平较假手术组升高（P＜0.05）（表 1）。 

表 1  术后 14 d 血清睾酮和黄体生成素水平（ sx ± ） 

组别 鼠数 T(ng/ml) LH(mIU/ml) 

假手术组 10 8.36±0.68 6.32±0.33 

脊髓损伤组 10 4.70±0.56a 7.87±0.31a 

注：与假手术组比较，aP＜0.05  
3. TUNEL 法检测 Leydig 凋亡：术后 14 d 脊髓

损伤组大鼠的睾丸间质中大量凋亡的 Leydig 细胞

（细胞核呈黄褐色），而假手术组大鼠的睾丸间质

中未发现凋亡的 Leydig 细胞，见图 1。 
4. FACS 定量检测 Leydig 细胞凋亡：术后 14 d

脊髓损伤组 Leydig 细胞凋亡率为 46%（其中早期凋

亡细胞为 10.55%；晚期凋亡细胞为 35.45%），显著

高于同期假手术组（总的凋亡率为 17.67%，其中早

期凋亡细胞为 9.51%，晚期凋亡细胞为 8.16%）（P＜
0.05），见图 2。  

讨    论 

脊髓损伤是指脊髓遭受损害并使其主要功能

（感觉、运动、反射等）出现障碍的一类严重损伤。

脊髓损伤在临床并不少见，根据 2009 年的资料，

美国每年新增脊髓损伤病例 12 000 例[4]，中国每年

高达 60 000 例[5]。 
近年来随着医疗技术的发展，脊髓损伤患者 10  
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年生存率达到 80%[3]。由于生存率大幅提高，脊髓

损伤患者的远期生活质量受到广泛重视。排尿排便

功能障碍、勃起功能障碍、肌肉萎缩、骨质疏松等

脊髓损伤后常见的并发症已经为人们所熟知并给

予了高度关注。然而近年来越来越多的研究发现，

对男性脊髓损伤患者而言，他们还面临着另一个目

前尚未引起足够重视的严重问题就是低睾酮血症，

甚至睾酮缺乏症[1-3]，在损伤后 4 个月内其发生率高

达 69%[1]，即使在损伤发生两年以后，仍有 43%的

患者罹患此症[3]。众所周知，睾酮是男性体内最重

要的性激素，它不仅对维持男性第二性征和正常的

生育功能、性功能至关重要，同时该激素还广泛参

与其他生理机能的调节，如促进蛋白质合成代谢、

维持机体正氮平衡，刺激骨髓的造血功能，特别是

红细胞的生成等。因此，睾酮水平不足或缺乏不仅

会导致脊髓损伤男子性欲缺失、勃起障碍和不育，

还会造成低蛋白血症、贫血以及肌肉萎缩、骨质疏

松等一系列问题，对其远期康复效果和生活质量带

来严重影响[1,3]。因此阐明脊髓损伤后低睾酮血症的

发生机制并采取有效的措施阻断这一过程对于提

高脊髓损伤患者康复效果和改善其生活质量都具

有十分重要的意义。 
在本研究中我们成功建立脊髓损伤的大鼠模

型，在术后 14 d 发现脊髓损伤大鼠血清睾酮水平显

著低于假手术组，这与临床观察结果一致[3]，进一

步证实脊髓损伤会导致低睾酮血症的发生。同时脊

髓损伤大鼠血清 LH 水平较假手术组显著升高，这

一结果与此前研究报道也是一致的。 
那么，脊髓损伤后为何会发生低睾酮血症呢？

我们知道，睾丸组织中的 Leydig 细胞是男性体内最

重要的睾酮来源，其 95%的睾酮由该细胞合成和分

泌，如果该细胞合成睾酮的能力下降或者其数量减

少都会导致血清睾酮水平下降。我们此次的研究结

果显示，脊髓损伤后 LH 的水平显著升高，LH 是

Leydig 细胞功能最重要的正向调节因子，该激素水

平升高会增强 Leydig 细胞的睾酮合成和分泌能力，

显然 Leydig 细胞合成睾酮能力的下降不太可能是

脊髓损伤诱发低睾酮血症的根本原因。此前研究发

现除了经典的“下丘脑-垂体-性腺”内分泌调控轴

外，大脑中枢神经系统与 Leydig 细胞之间实际还存

在着一条独立的神经支配通路，即“下丘脑-脑干-
脊髓-精索神经-Leydig 细胞”通路，来自于下丘脑

的神经信号通过该通路直接下传到 Leydig 细胞，独

立于垂体参与对该细胞睾酮合成功能的调控[6-7]。为

进一步研究该通路对 Leydig 细胞其他生物学行为

的影响，我们曾选择性切断睾丸主要支配神经——
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精索上神经和精索下神经以破坏该通路，结果发现

大鼠血清睾酮显著下降，同时睾丸组织中的Leydig 细

胞大量凋亡，表明“下丘脑-脑干-脊髓-精索神经- 
Leydig 细胞”神经通路对 Leydig 细胞的生存具有重

要意义[8]。由于脊髓损伤后这一通路必然会遭到破

坏，并可能进一步诱发 Leydig 细胞凋亡，因此我们

推测这很可能是脊髓损伤后低睾酮血症发生的重

要机制。  
为证实这一推测，本研究进一步检测脊髓损伤

后 Leydig 细胞的凋亡情况。通过 TUNEL 原位检测

技术，我们观察到脊髓损伤大鼠睾丸组织中出现了

大量凋亡的 Leydig 细胞，而假手术组大鼠睾丸组织

中没有发现此类细胞。在使用 Percoll 连续梯度法提

取出 Leydig 细胞后，采用 FACS 定量检测 Leydig
细胞凋亡情况，我们进一步发现手术组大鼠 Leydig
细胞凋亡率大大高于假手术组，表明脊髓损伤后

Leydig 细胞发生了显著凋亡。这些研究结果在国内

外首次证实脊髓损伤会诱发 Leydig 细胞大量凋亡，

进而显著降低血清睾酮水平。 
结合本次研究和此前的研究结果，我们认为通

过破坏“下丘脑-脑干-脊髓-精索神经-Leydig 细胞”

神经通路，进而诱发 Leydig 细胞的凋亡可能是脊髓

损伤后低睾酮血症发生的重要机制。这一发现为阐

明脊髓损伤后低睾酮血症发生机制提供了重要的

线索，深入研究脊髓损伤诱发 Leydig 细胞凋亡的分

子生物学机制对于降低脊髓损伤后并发症和提高

患者的生活质量具有重要的意义。 
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