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高原牦牛隐睾组织结构特征
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要!观察成年牦牛隐睾的组织结构特点!分析高原环境对其生殖微环境的影响&应用
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特殊染色以及免疫组织化学方法和透射电镜观察比较成年牦牛隐睾与单侧正常睾丸'正常睾丸组织结构

特点!进而用
YPP

图像分析软件进行定量统计&与正常组睾丸相比!隐睾生精小管管径极显著减小"
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#!基

膜增厚!腔内生殖细胞丢失!散在少数幼稚型
9=78#>$

细胞!胞内线粒体变性且含有大小不等的脂褐素颗粒(间质内

胶原纤维增生!间质%管腔面积比极显著增大"

:

&

&'&%

#!

_=

B

"$

D

细胞数量减少!胞内线粒体肿胀!间质血管数量减

少!管壁增厚皱缩!血管内皮细胞内含大量脂褐素颗粒(睾丸实质部分钙化&单侧正常组睾丸生精上皮细胞为
*
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细胞发育成熟!少见初级精母细胞及精子(间质%管腔面积比与正常睾丸无明显差异"
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细胞数量较多!内质网丰富呈一定扩张状态!线粒体减少&免疫组织化学显示!

?̀N̂

及
?̀N̂ 30

在隐睾组与单侧

正常组'正常组睾丸均表达于
9=78#>$

细胞'
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细胞及各级生精细胞!血管内皮细胞偶见表达(隐睾组
?̀N̂

表

达量较正常组'单侧正常组睾丸明显下降"
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?̀N̂ 30

表达量明显高于正常组与单侧正常组"
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单侧正常组
?̀N̂

及
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表达量较正常组均无明显差异"
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#&高原低氧环境!牦牛隐睾血管发育受

阻!组织出现不同程度的纤维化和局部钙化!
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细胞发育异常严重影响生精功能(单侧正常睾丸
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细胞数

量增加!而其中线粒体数量减少!发育程度较正常组织有所降低!隐睾组织中
?̀N̂

与
?̀N̂ 30

可能参与调节双

侧睾丸生精抑制作用&

关键词!牦牛(隐睾(组织结构(血管内皮生长因子(血管内皮生长因子受体
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隐睾是一种常见的生殖系统疾病!是雄性不育

的主要原因之一&隐睾引起睾丸缺血缺氧!致使生

精环境改变及生精细胞凋亡'睾丸纤维化!严重时可

引起睾丸钙化等退行性改变*

%!0

+

&隐睾还可导致睾

丸癌发病率升高!最终影响生育能力*

*

+

&目前关于

隐睾引起不育的研究资料主要集中于人类'啮齿类

实验动物"如大鼠'小鼠#等!对于高海拔地区人或动

物的研究资料很少&据报道!隐睾可致睾丸毛细血

管生成或退行性改变!血管内皮层增厚!阻碍与间质

的物质交换*

)

+

&高原环境中藏绵羊等动物睾丸小叶

的微血管分布有显著的高海拔低氧适应特征*

1

+

&

H'O']I

等*

.

+对牦牛血管内皮生长因子基因研究

表示!血管内皮生长因子作为一种血管生成的关键

调节器和一个内皮细胞的有丝分裂原!在高海拔适

应性中起着重要作用&研究报道*

:

+

!

?̀N̂

及其受

体 "
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#在人体许多与生殖有关的细胞上均有表

达!是体内与生殖有关的重要生长因子之一&高海

拔低氧小鼠应激模型研究发现!缺氧条件下血浆

?̀N̂

浓度增加*

(

+

(

?̀N̂

及
?̀N̂ 3

通过旁分泌

或是自分泌的形式与激素等其他因子共同作用于睾

丸间质毛细血管!来增加其新生血管形成和通透性!

提高机体耐受缺氧的能力*

/

+

&牦牛长期生活在高海

拔地区!是典型的季节性发情动物!其繁殖能力较

低&近年来!关于成年牦牛睾丸形态及生物学方面

的研究较多!但是对牦牛隐睾的组织学特征'血管分

布变化'

?̀N̂

及
?̀N̂ 3

表达研究尚未见报道&

因此!研究高原低氧环境中牦牛隐睾的组织学特点!

进一步分析
?̀N̂

及其受体表达变化!有助于深入

了解其生殖生理特点!为高原地区动物隐睾与生殖

生理的研究提供形态学参考&
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材料与方法

#C#

!

试验动物

样品采自青海省大通牧区!冬季!健康性成熟

*

!

)

岁牦牛!隐睾位于腹股沟管或腹腔内!外科手

术取出睾丸&共
0&

例!正常睾丸
%)

例!隐睾
.

例!

其中单侧隐睾
)

例&以
)o

中性福尔马林溶液固定

*"

后备用&组织样分正常睾丸组'隐睾组'单侧正

常睾丸组进行研究&

#C!
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主要试剂

?̀N̂

兔抗鼠多克隆抗体"

L,!%*%*3

#和
?̀N!

*(00
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兔抗鼠多克隆抗体"

L,!&1.13

#购自北京博奥

森生物技术有限公司(免疫组化染 色 试 剂 盒

"

,

C

!&&0*

!由美国
JOZ?M

公司生产#购自北京博奥

森生物技术有限公司(

M5X

显色试剂盒"

J_Y!/&%(

#

和
5P?9

防脱玻片"

J_Y!/1&0

#购自北京中杉金桥生

物技术有限公司&

#CF

!

普通切片制备

新鲜组织样品称重测量!记录解剖数据!甲醛溶

液"福尔马林#固定!常规石蜡包埋!连续切片"片厚

1

/

2

#!相邻切片分为
.

套!其中
0

套分别用于

?̀N̂

和
?̀N̂ 30

免疫组织化学
9P

法染色!剩下

)

套用于组织化学
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'
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,

染色

及阴性对照&

#C%

!

组织化学染色法

切片脱水'脱蜡后分别进行
F?

'

Z@,,#-

/

,

'

N#2#7$

/

,

组织化学染色!之后继续进行脱水'透明!

然后封片'观察'拍照&

F?

染色!细胞核为蓝紫色!

其余均为红色(

Z@,,#-

/

,

三色染色"亮绿#!胶原纤

维呈现蓝绿色!细胞核呈现灰黑或灰蓝色!红细胞呈

红色(

N#2#7$

/

,

银染显示网状纤维为灰色!苏木素
!

伊红复染后呈棕红色&

#C$

!

透射电镜观察

0'1o

戊二醛'

0o

多聚甲醛磷酸缓冲液与
%o

锇酸磷酸缓冲液双重固定组织!梯度酒精脱水!氧化

丙烯置换!

?

C

#-(%0

树脂包埋!超薄切片!醋酸'柠檬

酸铅双重染色!进行观察&

#C&

!

免疫组织化学
D.

法检测
WJT;

和
WJT;*!

分布及图像分析

切片在
4Y;\4?E_YP9?(&$

显微摄像系统进

行照相&参照袁莉刚等*

%&

+在不同年龄牦牛睾丸研

究中的方法!每组随机选取
1

张切片!每张切片随机

选取
.

个不重复视野"

c)&&

#!用
Y2@

D

=P7#P>I,

.m&

软件统计每个视野下生精小管直径'管腔面积'

间质面积&统计免疫组织化学染色结果中每个视野

下阳性信号表达平均吸光度!用
9P990%'&

统计软

件对数据进行配对
#

检验!结果用
M

a

r1

M

a

表示!

:

&

&m&1

为差异显著!

:

&

&'&%

为差异极显著&

!

!

结
!

果

!C#

!

牦牛隐睾(单侧正常睾丸与正常睾丸解剖特征

的比较

隐睾位于腹股沟管或腹腔内!睾丸大小及重量

均较正常睾丸极显著降低"

:

&

&'&%

#!质地较硬!眼

观发黄!切面有黄白色黏液流出!严重者钙化明显(

单侧隐睾!正常下降侧睾丸重量及大小指数较正常

组均略小"

:

%

&'&1

#!但质地柔软'饱满"表
%

#&

表
#

!

牦牛隐睾(单侧正常睾丸与正常睾丸解剖特征指数比较
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8#>$

细胞胞浆内有丰富的内质网与线粒体"图
*L

#!

_=

B

"$

D

细胞发育成熟!染色质颗粒匀细!核仁致密

明显(血管内皮细胞发育良好!管壁平整"图
*6

#&

隐睾生精小管基膜增厚!上皮细胞不完整!管腔内

陷!无生殖细胞!少数幼稚型
9=78#>$

细胞核为多边

形!有一个或多个核仁!异染色质集合于核膜不同部

分!细胞内变性线粒体和脂褐素含量较多或内有大

小不等的空泡"图
*"

#(间质内胶原纤维大量增生!

_=

B

"$

D

细胞数量减少且胞质较少!细胞内线粒体肿

胀及大小不等的空泡"图
*=

#(血管管壁不平整!内

皮细胞肿大!内含大量脂褐素!血管周围环绕大量胶

原纤维"图
*Q

#&单侧正常组睾丸与正常组大致相

似!但其
_=

B

"$

D

细胞数量较多!细胞质中内质网丰

富呈一定扩张状态!线粒体数量较少!但是个体严重

肿胀"图
*

D

!$

#&

F

!

讨
!

论

隐睾是雄性生殖系统常见的先天性畸形!双侧

或单侧隐睾时睾丸处于高温'缺血'缺氧等非正常状

态!进而影响生精功能*

/

+

&

5'N@76{@NI=77@

等*

%%

+

研究表明睾丸重量的增加与生精上皮发育有直接关

系!其大小可直接或间接反映患畜的生育能力&本

研究中同年龄段牦牛隐睾体积及重量均显著低于正

常组!生精细胞严重缺失(单侧正常组睾丸体积也有

所减小!生精细胞发育迟缓或处于停滞状态!提示隐

睾及单侧正常睾丸发育程度均有所降低&

5'

9I,T$-"

等*

%0

+发现睾丸纤维化程度与其功能呈负相

关&本研究隐睾生精小管基膜增厚内陷且管径明显

减小(间质组织胶原纤维异常增生!间质%管腔面积

比较正常组显著增加!表明隐睾局部有纤维化趋

:(00
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牦牛隐睾(正常睾丸及单侧正常睾丸组织的超微结构比较

;)

1

CF

!

G5270(

?

6/)-03/2-L>4-08452L>4/6-4/L74L/2087/

B?

40/75)9)-(

&

L3)>642/6>30/(6>42-4)7>2-

&

30/(6>42-4)7>2-)3

B

6V

势&研究报道*

%*

+

!缺氧时有机体局部氧化与抗氧化

作用失衡!引起氧化应激!导致组织损伤&

Z'\88

等*

%)

+研究发现!氧化应激介导线粒体变性!使其功

能受损!最终导致细胞凋亡&研究表明*

%1

+

!隐睾内

细胞增殖%凋亡率降低!生殖细胞缺失&本研究中隐

睾仅存有少数幼稚型
9=78#>$

细胞!且细胞质内存在

大量变性线粒体和脂褐素!表明
9=78#>$

细胞发育受

阻!可能是诱导生殖细胞减少的主要原因之一&

研究表明*

%*

+

!缺氧引起氧化应激!导致组织损

伤&此外!氧化应激介导并参与血管钙化!血管内皮

细胞受损*

%.

+

&研究显示*

)

+

!猪隐睾可致睾丸毛细血

管生成或退行性改变!血管内皮层增厚进而阻碍与

间质之间的物质交换&

Z'EA$A@7@

等*

%:

+发现热应

激能引起小鼠睾丸的钙化现象!但是耐热性小鼠睾

丸比实验性小鼠隐睾钙化程度轻!认为睾丸组织钙

化主要与不同品种小鼠机体内钙化抑制蛋白

2345

水平不同有关&本研究中隐睾实质深部有

钙化现象!生精小管基膜增厚!血管内皮细胞肿大!

((00
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%0

期 陈国娟等$高原牦牛隐睾组织结构特征

细胞内脂褐素较多!表明细胞物质交换受阻!且血管

明显减少!造成组织局部严重缺氧'缺血!最终引起

营养不良性钙化!在其他高原动物隐睾是否也存在

钙化现象!或者与高原动物钙化相关基因表达差异

有关!有待于进一步研究&

睾丸局部微环境受到各类细胞因子的调节!

?̀N̂

作为内皮细胞特异性强效有丝分裂原!被公

认为是作用最强的血管通透因子!在体内
?̀N̂

只

有通过与其受体相结合才能发挥生物学效应!

?̀N̂ 30

是其最主要的受体之一!

?̀N̂

以旁分泌

形式作用于间质血管的
?̀N̂ 30

!调节毛细血管的

通透性!从而参与维持微环境的稳定*

:

+

&本研究中

牦牛正常组睾丸各级生精细胞'

9=78#>$

细胞和

_=

B

"$

D

细胞均有
?̀N̂

及
?̀N̂ 30

表达!这与

?̀N̂

'

?̀N̂ 30

在大鼠睾丸中的表达结果基本一

致*

:

+

!提示
?̀N̂

可通过与
?̀N̂ 30

相结合!调节

睾丸内分泌活动!为生精细胞的增殖和分化创造条

件&研究发现*

%(

+

!

?̀N̂

及其受体可通过刺激血管

内皮细胞增殖!血管生成及其内皮细胞迁移!增加血

管通透性等在雄性生殖系统中发挥重要作用&本研

究结果隐睾内
?̀N̂ 3

表达的升高!可能是一种代

偿性增加!以便充分有效地利用
?̀N̂

!其机制有待

于进一步研究&

大鼠隐睾试验显示*

/

+

!单侧隐睾与其对侧正常

睾丸存在相似损害!认为是隐睾异位的持续刺激通

过生殖股神经传入到对侧交感神经中枢!反射性地

影响对侧睾丸!进而导致其发生退行性变化!引起双

侧睾丸生精抑制&本研究中单侧正常睾丸发育迟

缓!可能受到对侧隐睾的影响&研究报道*

%/

+

!在一

些高海拔低氧环境土著生物中!细胞线粒体数目反

而减少!长期低氧环境选择下机体会通过提高能量

利用效率等措施减少机体能量消耗&

9'MI88@

等*

0&

+

研究发现小鼠单侧正常睾丸存在雄激素代偿性生理

作用(研究表明*

0%

+

!双峰驼隐睾中肽能神经对间质

细胞的分泌调控并未明显改变!有助于维持正常的

雄激素分泌&本研究中!单侧正常睾丸
_=

B

"$

D

细胞

中线粒体数量减少!可能是有助于降低
_=

B

"$

D

细胞

本身的能量消耗!而
_=

B

"$

D

细胞数量增加!胞质中

内质网丰富呈一定扩张状态!可能有增加睾酮分泌

进而维持睾丸功能的趋势&超微结构显示单侧正常

组睾丸血管内皮细胞正常发育!提示血管结构未受

明显影响&

Z'<=T

等*

00

+发现
?̀N̂

在改善睾丸损

伤!减少细胞凋亡中发挥显著作用&本研究单侧正

常睾丸生殖细胞发育停滞!

?̀N̂

及
?̀N̂ 30

表达

与正常组均无明显差异!而
?̀N̂

明显高于隐睾

组!这与朱保平等*

/

+发现在大鼠单侧正常睾丸中

?̀N̂

表达量增加一致!表明
?̀N̂

及其受体可能

通过拮抗双侧睾丸生精抑制作用!对维持一定的生

殖机能具有重要意义&

%

!

结
!

论

高原低氧环境!牦牛隐睾血管发育受阻!组织出

现不同程度的纤维化和局部钙化!

9=78#>$

细胞发育

异常严重影响生精功能(单侧正常睾丸
_=

B

"$

D

细胞

数量增加!而其中线粒体数量减少!发育程度较正常

组织有所降低!隐睾组织中
?̀N̂

与
?̀N̂ 30

可

能通过拮抗双侧睾丸生精抑制作用!对维持一定的

生殖机能具有重要意义&
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N\Ǹ 5MJ?`

!

\33?4YG99

!

=8@>'Z$8#!

6A#-"7$@

!

#V$"@8$U=,87=,,@-"6=>>"=@8A

*

K

+

'!

;

+

;

#+B

1(1'0&&:

!

%0

"

1

#$

/%*!/00'

*

%1

+

!

X?345_!Z5|59E Z

!

Z\35_?9?

!

P59<\3_

Z

!

=8@>'P7#>$Q=7@8$#-@-"@

C

#

C

8#,$,#Q,

C

=72@8#

D

#-$@

$-

C

#,8

C

IL=7@>L#@7

"

9I,"#2=,8$6I,

#

8=,8=, S$8A

,

C

#-8@-=#I,I-$>@8=7@>@-"L$>@8=7@>@L"#2$-@>67

BC

!

8#76A$"$,2

*

K

+

'!"#$.(1#+",&3

!

0&&1

!

%&:

"

1

#$

*.1!

*:0'

*

%.

+

!

XO\4EF

!

K5̀ ?M5

!

M5Ye

!

=8@>'\V$"@8$U=,87=,,

$-"I6=,U@,6I>@76@>6$Q$6@8$#-8A7#I

D

A 2#"I>@8$#-#Q

8A=#,8=#

D

=-$687@-,67$

C

8$#-Q@68#73I-V0L

B

5;<

,$

D

-@>$-

D

*

K

+

'K>(+47,&3

!

0&&(

!

0(*

"

00

#$

%1*%/!

%1*0:'

*

%:

+

!

EFYF535 Z

!

45;5ZG35<

!

95;5;YX5354

!

=8@>'<A=#-,=8#QA=@8!$-"I6="8=,8$6I>@76@>6$Q$6@8$#-

$-2$6=

$

$-U#>U=2=-8#Q8A=8=>#2=7$6>#6I,#-6A7#!

2#,#2=%

*

K

+

'!3K :$#,+4

!

0&%)

!

%()

"

/

#$

0)(&!

0)/0'

*

%(

+

!

F]54NN9

!

]54N9 ]

!

<9?4N ] Z

!

=8@>'

?QQ=68#QA

BC

#V$@#-8A=7=>=@,=#QU@,6I>@7=-"#8A=>$!

@>

D

7#S8AQ@68#7@-"8=,8#,8=7#-=$- 2#I,= <Z*

_=

B

"$

D

6=>>,

*

K

+

'!3K :,

6

1(+4E)5+"'()+4H&#$G

!

0&&:

!

0/0

"

.

#$

%:.*!%:./'

*

%/

+

!

3GZ9?O ] _

!

5XX\<<X

!

X?3<?_9?4M

!

=8@>'

5"@

C

8@8$#-8#A

BC

#V$@@>8=7,=-=7

DB

2=8@L#>$,2$-7@8

A=@78

*

K

+

'!3K:,

6

1(+4

!

%///

!

0:.

"

%P80

#$

:%!(&'

*

0&

+

!

MG<<59

!

K\9FY;3

!

9?4NGP<5P

!

=8@>'G-$>@8!

=7@>@-"L$>@8=7@>67

BC

8#76A$"$,2@-"$8,=QQ=68#-8A=

8=,8$6I>@7 2#7

C

A#>#

DB

!

A$,8#>#

DB

!

@66=,,#7

B

,=V#7!

D

@-,

!

@-",

C

=726#I-8$->@L#7@8#7

B

2$6=

*

K

+

'K./3

C&

;

'+5-"(

!

0&%*

!

.

"

0

#$

%&.!%%&'

*

0%

+

!

袁莉刚!闫振龙!陶金忠!等
'PNP/'1

和神经肽
O

在

双峰驼正常睾丸和隐睾的分布比较*

K

+

'

畜牧兽医学

报!

0&%1

!

).

"

0

#$

*&*!*&('

OG54_N

!

O54J_

!

<5\KJ

!

=8@>'<A="$,87$LI!

8$#-#QPNP/'1@-"4PO$--#72@>8=,8$,@-"67

BC

!

8#76A$"$,2#QL@687$@-6@2=>

*

K

+

'!"#$%&#&'()$'($&#

*++#&",)("$-()("$

!

0&%1

!

).

"

0

#$

*&*!*&('

"

$-EA$!

-=,=

#

*

00

+

!

<?; Z

!

E5O549

!

OY_Z5J4

!

=8@>'<A==QQ=68#Q

U@,6I>@7=-"#8A=>$@>

D

7#S8AQ@68#7#-,

C

=72@8#

D

=-=,$,

@-"@

C

#

C

8#,$,$-=V

C

=7$2=-8@>>

B

U@7$6#6=>=!$-"I6="@"!

#>=,6=-87@8,

*

K

+

'<&'#(4-#&'(4

!

0&&/

!

/%

"

1

#$

00):!

0010'

"编辑
!

白永平#

&/00




