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老龄牦牛睾丸组织结构研究

袁莉刚"

!朱峻峰!谷来凤!闫振龙

"甘肃农业大学动物医学院!兰州
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摘
!

要!探讨高原老龄牦牛睾丸组织结构特点与其生殖机能的关系&采集
/

"

%*

岁健康老龄牦牛睾丸组织!应用组

织化学染色和透射电镜技术!观察其细胞化学特点及结构特征&结果显示!老龄牦牛睾丸体积及重量左侧略大于右

侧!光镜下睾丸被膜'间质组织胶原纤维及网状纤维丰富!小叶不明显!

Y@

R

"$

I

细胞散在于结缔组织之间!生精小管不

同程度退化!生精上皮层数为
0

"

1

层!细胞间隙变大!部分脱落!

8@MN#3$

细胞低矮!细胞质较少&电镜观察
8@MN#3$

细胞

核外形不规则!内质网呈疏松的泡状!次级溶酶体增加!体积增大&相邻
8@MN#3$

细胞间没有观察到并行的内质网层和

细丝束这一血
]

睾屏障所特有外质特化区形态结构!部分生精小管固有膜胶原纤维增生!上皮皱缩(

Y@

R

"$

I

细胞内脂

滴异常丰富!毛细血管内皮细胞间存在紧密连接&间质组织偶有肥大细胞!间质血管及生精小管固有膜中
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及
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阳性反应明显&老龄牦牛
8@MN#3$

细胞细胞器结构异常!血
]

睾屏障中
8@MN#3$

细胞间的连接处缺陷!且
8@MN#3$

细胞与基膜连接的改变可能影响了
8@MN#3$

细胞和生精细胞之间的相互作用!进而抑制了生精细胞的功能&

关键词!牦牛(老龄(睾丸(组织化学(超微结构
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人或动物进入老龄后器官氧化应激性增加!炎

症反应敏感!细胞衰老加速以及细胞损伤反应改变!

由此会导致内环境稳态失衡!器官功能障碍等*

%

+

&

哺乳动物睾丸是一个耗氧量大'不耐缺血的器官!主

要功能是合成类固醇激素和精子的生成&目前关于

老龄化睾丸的研究资料主要集中于人或实验动物

"如大鼠'小鼠等#!对于高海拔地区老龄化人或动物

的研究资料很少&研究表明!在人或动物随着年龄

增加睾丸功能退化与其形态改变密切相关!包括生

精功能的退化'管周组织及间质组织的纤维化以及

睾丸
Y@

R

"$

I

细胞数量的下降等*

0!*

+

&研究表明!缺

氧对雄性生育能力的抑制不可忽视!睾丸局部血液

循环中氧含量较低!可导致各种酶及蛋白质降解能

力降低!精子生成数量减少*

)

+

&

_'_@MM>NN$

等*

1

+对

不同年龄大鼠睾丸蔓状静脉丛的细胞氧化应激研究

表明!高原环境中老龄大鼠蔓状静脉丛对缺氧敏感

性反应降低!认为在长期缺氧环境生活的老年大鼠

可能存在特殊的适应性机制!对氧化应激反应降低

也许是老化后对低氧环境的适应&高原地区!公牦

牛在
*

岁进入繁殖群配种期!配种年龄为
)

"

(

岁!

此时生殖能力较强!

(

'

/

岁以后逐渐老龄化!繁殖能

力迅速减退*

.

+

!近年来!关于成年牦牛睾丸形态及生

物学方面的研究较多!但是长期生活在高海拔地区

的老龄牦牛睾丸组织结构特征尚未见报道&本研究

应用组织化学染色和透射电镜技术!观察
/

"

%*

岁

健康老龄化高原牦牛睾丸组织细胞化学特点及结构

特征!分析其与生殖生理特性的关系!为进一步探究

高原地区人或动物的衰老机制提供形态学参考&

#

!

材料与方法

#D#

!

试验材料

组织样采集自青海省大通牦牛养殖户!

/

"

%*

岁健康老龄牦牛
/

只!通过外科去势手术采集睾丸!

根据不同研究方法取样固定&

#D!

!

组织化学样本制备和观察

组织样品切成
%A=m%A=m&'.A=

大小!

)i

多聚甲醛磷酸盐缓冲液固定!常规石蜡包埋!切片厚

1

'

=

!

[>,,#-

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(

D#!

=#M$

银染显示网状纤维为灰色(苏木素
!

伊红复染后

呈棕红色&甲苯胺蓝染色!肥大细胞呈紫蓝色(

278

染色显示糖原!红色为阳性分布(

7:!278

染色显示

酸性黏蛋白呈蓝色!中性黏蛋白呈红色&

#DI

!

电镜样本制备和观察

样品切成
&'%A=m&'%A=m&'%A=

组织块!

0i

多聚甲醛
!0'1i

戊二醛溶液固定
0)F

!

%i

锇酸

后固 定!丙 酮 乙 醇 梯 度 脱 水!

<

T

#-(%0

包 埋!

Y;:((&&

型超薄切片机切片!醋酸铀'硝酸铅双重

染色!日本
G<[!%&&UV

透射电子显微镜观察照相&

#D%

!

数据统计

测量每一年龄牦牛睾丸大体解剖特征指数!进

行数据整理&切片在
6K;\6<UYK28<(&$

显微摄

像系统进行照相&每组随机选取
1

张切片!每张切

片随机选取
.

个不重复视野"

m)&&

#!用
K=>

I

@2M#

23?,.'&

软件统计每个视野下
8@MN#3$

细胞'

Y@

R

"$

I

细胞数'生精小管外管径'生精小管横截面积及平均

间质组织面积&

解剖及显微测量数据用
8288%*'&

软件处理!进

行方差分析!结果用
G

]

o:

表示!单因素方差分析

"

Y85

法#多重比较!

;

#

&H&1

为差异有显著性意义&

!

!

结
!

果

!D#

!

老龄牦牛睾丸解剖结构特点

老龄牦牛睾丸结缔组织发达!去掉阴囊后眼观颜

色泛白或略黄!解剖学特征统计数据表明!睾丸大小

为
1'*%A=m*'.&A=m*'*)A=

!左侧单体睾丸长

"纵#径'短"横#径'厚径及重量均略大于右侧"表
%

#&

!D!

!

老龄牦牛睾丸光镜结构特点

光镜下睾丸表面有一层富含胶原纤维的结缔组

织白膜!膜内血管管壁胶原纤维明显!实质内结缔组

织发达!无明显睾丸小隔及睾丸纵隔!间质内血管管

壁胶原纤维丰富"图
%7

"

%U

#(

Y@

R

"$

I

胞核呈圆形'

椭圆形!核膜清晰明显!散在于丰富的胶原纤维及网

状纤维之间"图
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图
7

"

U

示老龄牦牛睾丸结缔组织"

[>,,#-

染色#(图
5

示生精上皮"

Z<

染色#(图
<

'

^

为生精小管外周网状纤维

"

D#=#M$

染色#(图
D

示睾丸间质肥大细胞"甲苯胺蓝染色#(图
Z

示生精小管及间质糖原"
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染色#(图
K

示生精

小管内糖蛋白"
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染色#&

7'

被膜下动脉血管(

U'

毛细血管(

Û '

胶原纤维(

[A'

肥大细胞(

D3

R

'

糖原(

Ĵ '

网状

纤维(

87'

小动脉(

8A'8@MN#3$

细胞(

8N'

精子细胞(

2,'

初级精母细胞(

8O'

精子(

8X'

生精小管(

X7'

睾丸被膜
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老龄牦牛睾丸组织的光镜结构
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老龄睾丸组织生精小管部分或完全退化&部分

退化的生精小管中一些生精细胞脱落入管腔!部分

精子也脱离上皮&退化程度大的生精小管管腔变

大!基膜增厚!上皮细胞不完整!生精细胞数量减少

的同时上皮细胞之间出现了细胞间隙!其在上皮中

的位置和大小不定!较大的间隙出现在靠近生精小

管内腔的部位&

8@MN#3$

细胞和前细线期精母细胞

存在于基膜处"图
%U

"

%5

#&

甲苯胺蓝染色显示间质内偶有肥大细胞呈紫蓝

色"图
%D

#(

278

染色显示在血管壁及生精小管固

有膜有红色阳性条带分布!

8@MN#3$

细胞及各级生精

细胞无明显阳性分布"图
%Z

#(

7:!278

染色显示睾

丸生精上皮
8@MN#3$

细胞着色淡!为弱阳性(初级精

母细胞及精子细胞呈紫红色!精子头部呈蓝色"图

%K

#&

/

"

%*

岁牦牛睾丸间质血管及生精小管固有膜

中
278

及
7:!278

阳性反应随年龄逐渐增强"表
0

#&
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同列所标字母不同表示差异性显著"
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!!

老龄牦牛睾丸生精小管统计结果显示"表
0

#!

从
/

岁到
%*

岁牦牛睾丸中!生精小管管径及其横截

面积无明显变化!间质结缔组织丰富!在
%*

岁时平

均间质组织面积增加较其他年龄差异明显!

8@MN#3$

细胞随年龄增加有减少的趋势!

Y@

R

"$

I

细胞数量因

为间质形成有三角形或四角形局域变化较大!从
0

个左右到
0&

个左右&

!DI

!

老龄牦牛睾丸超微结构特点

电镜下!老龄牦牛睾丸
8@MN#3$

细胞及生精细胞

内质网为典型不规则'松散的泡状结构!

8@MN#3$

细

胞靠近基膜排列!核呈多边形!核仁不明显!细胞质

内分布滑面内质网以及脂质体!近腔面有较多体积

较大的次级溶酶体!形状不规则!内含有异质性成分

和类脂褐素等!高尔基体以小的堆叠小囊形式存在!

发育不完全"图
07

#&相邻
8@MN#3$

细胞胞膜下线粒

体丰富!不规则囊泡散在!但没有观察到
8@MN#3$

细

胞之间的连接!血睾屏障的形态学结构特点不明显(

虽然相邻的
8@MN#3$

细胞质膜中偶尔能够看到内质

网池!但是缺乏并行的内质网层和细丝束这一血睾

屏障所特有外质特化区形态结构"图
0:

'

0U

#&睾丸

间质组织可见少量纤维细胞!细胞质较少!间质毛细

血管管壁内皮细胞核不规则!血管外周可见大量成

束胶原原纤维"图
05

#间质毛细血管内皮细胞连接

处仍可见紧密连接"图
0<

#(

Y@

R

"$

I

细胞形态不规

则!内质网囊泡零散存在!脂褐素沉积!线粒体无明

显肿胀!常见脂滴异常丰富"图
0̂

#&

生精上皮下的固有膜层由基膜及
K

型胶原"

A#3!

3>

I

@-

!

U#3

(

#构成一个非细胞区和管周肌样细胞以

及淋巴内皮组成的细胞区组成!退化程度较大的生

精上皮基膜增生明显!凹凸不平!其上半桥粒结构不

明显!外围
K

型胶原纤维较少!胶原原纤维异常丰富

"图
07

#(基本无退化的生精小管
8@MN#3$

细胞基部

仍存在典型的粗面内质网构成的同心圆状的结构!

基膜与
8@MN#3$

细胞间可见少量半桥粒结构!固有膜

包绕着一层较厚的
K

型胶原纤维!在肌样细胞内表

面!形成一层不连续的基膜"图
0U

#&

I

!

讨
!

论

睾丸的发育与物种及个体年龄有关!不同动物

的左'右单侧睾丸存在差异性&日本猴'藏绵羊等动

物左侧睾丸均重于右侧*

9

!

(

+

!而公麝睾丸右侧重于

左侧*

/

+

(研究发现人及不同动物的睾丸体积和质量

(1(
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期 袁莉刚等$老龄牦牛睾丸组织结构研究

图
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生精小管超微结构(图
:'8@MN#3$

间连接处超微结构(图
U'8@MN#3$

基部超微结构(图
5'

间质组织超微结构(图

<'

间质毛细血管超微结构(图
'̂Y@

R

"$

I

细胞超微结构&

U'

毛细血管(

<'

红细胞(

<A'

毛细血管内皮细胞(

<J'
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网(

Â'
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高尔基器(
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溶酶体(

Y@

R
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R

"$

I

细胞(

[$'

线粒体(
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老龄牦牛睾丸组织的超微结构
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随着年龄的增长发育而逐渐增加*

9!%&

+

&本研究中老

龄牦牛睾丸左侧略重于右侧!去掉阴囊后重量为

%%)

I

左右!与资料中成年牦牛睾丸重量统计数字

相近*

%%

+

!表明在成年至老龄牦牛睾丸重量没有明显

的变化&高原低氧环境下睾丸的重量及组织形态学

发生改变其生精功能也会受到影响!睾丸重量的增

加与生精小管上皮的发育有直接关系*

%0

+

!

/

岁到
%*

岁牦牛睾丸生精小管管径大小及生精小管横截面积

与朱俊峰*

%*

+对青年牦牛睾丸的统计结果一致!因

此!生精小管管径及横截面积大小随牦牛年龄变化

不明显!其可能主要在于生精上皮发育形态的变化&

近年来!肥大细胞与性腺生殖生理的关系引起

人们的注意&研究表明!肥大细胞在多个器官的纤

维化过程中发挥作用!其在男性不育患者的睾丸中

数量明显增加*

%)

+

&

['6$,N>3

等*

%1

+研究表明!人睾

丸在不同发育年龄段中!婴儿期及青春期睾丸及附

睾结缔组织发育时期!肥大细胞数才增加!说明肥大

细胞数量的变化与结缔组织发育相关&本研究显示

/

岁到
%*

岁牦牛睾丸中!结缔组织丰富!

%*

岁时间

质组织面积'胶原纤维及网状纤维增加明显!但光镜

下肥大细胞在间质组织中偶见!数量无明显增加!纤

维细胞较少!说明
/

岁以后并不是牦牛睾丸间质结

缔组织发育时期!是否在这个年龄以前结缔组织就

已经开始增加有待于进一步研究&

睾丸
8@MN#3$

细胞是生精小管中唯一的体细胞!

为精子生成提供形态'营养及激素支持&研究表明

老年人及老龄大鼠睾丸曲细精管发生了局部乃至全

部的退化!包括局部生精小管的萎缩'精原细胞或初

级精母细胞发育受阻以及
8@MN#3$

细胞形态改

变*

0!)

+

&老龄动物睾丸
8@MN#3$

细胞细胞器结构的改

/1(



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
).

卷
!

变可致使细胞功能发生改变&成年期大鼠睾丸生精

上皮
8@MN#3$

细胞中内质网和高尔基复合体的含量

通常很丰富!其合成和分泌一些生精细胞所必需的

蛋白&老龄后
8@MN#3$

细胞缺乏丰富的滑面内质网!

核仁轮廓不规则*

%.

+

&本研究中老龄牦牛睾丸
8@M!

N#3$

细胞及生精细胞内质网为典型的不规则'松散

的泡状结构!表明其合成及分泌功能发生了改变&

老龄挪威灰鼠
8@MN#3$

细胞内次级溶酶体数量增加

引起其细胞器功能的相对减退!溶酶体体积的增大

会导致对代谢产物分解力的降低!如脂褐素聚

集*

%9

+

&研究表明老龄动物睾丸组织中观察到脂褐

素的沉积可能是其降解通路的降低或氧化应激引

起*

%(

+

&本研究中老龄牦牛睾丸组织中溶酶体体积

变大!呈异质性!散在于
8@MN#3$

细胞胞质中!这也可

能是其分解能力降低!周围类脂褐素颗粒较多的原

因&据报道!成年人睾丸
8@MN#3$

细胞的特征是核仁

大居中及细胞质中大量的脂滴!季节性发情动物在

非发情季节!即生精小管处于退化的时期!

8@MN#3$

细胞中脂滴的数量明显增加*

%.

!

%(

+

&缺乏维生素
<

会导致精子发育不完整'生精细胞退化以及
8@MN#3$

细胞中脂滴数量的增加*

%/

+

&然而!本研究中发生退

化的生精小管中
8@MN#3$

细胞并没有脂滴积聚的现

象!这与
Z 'G$>-

I

等*

%.

+在老年人睾丸的观察相一

致&同样!组织化学观察虽然在血管壁及生精小管

固有膜阳性条带分布!但是
8@MN#3$

细胞糖原及糖蛋

白阳性反应较弱!表明其组织糖蛋白酶含量减少或

合成能力较低!这与观察到的内质网和高尔基复合

体含量的较少相一致&

血睾屏障位于间质毛细血管腔和曲细精管腔之

间!哺乳动物成熟睾丸血睾屏障由
8@MN#3$

细胞之间

膜性囊泡!肌动蛋白丝及紧密连接共同形成(

8@MN#3$

细胞质膜下微丝束和内质网池构成的细胞外质特化

"

<AN#

T

3>,=$A,

T

@A$>3$O>N$#-

!

<8

#结构!其与紧密连

接等共同构成连接复合体!是哺乳动物血睾屏障建

立和完善的重要标志*

0&

+

&更多研究表明!老年人睾

丸
8@MN#3$

细胞形态异常影响血睾屏障功能*

0%

+

&本

研究中相邻
8@MN#3$

细胞血睾屏障的结构特点不明

显(虽然间质毛细血管壁内皮细胞间紧密连接完整!

相邻的
8@MN#3$

细胞质膜中偶尔能够看到内质网池!

但是缺乏并行的内质网层和细丝束这一血睾屏障所

特有外质特化区形态结构&研究表明!外质特化是

精子与
8@MN#3$

细胞粘连的部位*

0&

+

&老龄动物中!

血睾屏障改变会引起管腔环境的异常!进一步导致

生精细胞发育障碍*

00

+

&因此!老龄牦牛睾丸
8@MN#3$

细胞外质特化区形态结构的不完整可能是细胞机能

老化的组织结构特征之一&

哺乳动物生精上皮随着年龄的增长会逐步发生

变化&报道认为老年人和老龄化挪威灰鼠睾丸生精

上皮的基膜增厚!增厚的基膜与血睾屏障体系中生

精小管的一些变化相辅存在!进一步引起生精细胞

的减少*

%.!%9

+

&

U'2>?3

等*

00

+认为由于老龄血
]

睾屏

障的改变!睾丸免疫微环境受到影响!处于退化过程

的输精管内精子抗原的含量会上升&通过光学和电

镜观察发现老龄挪威灰鼠睾丸生精上皮形态的改变

是导致类固醇生成和精子发生下降的根本原因*

%9

+

&

本研究中退化程度大的生精小管管腔变大!基膜增

厚!上皮细胞不完整!生精细胞数量减少的同时上皮

细胞之间出现了细胞间隙!较大的间隙出现在靠近

生精小管内腔的部位&电镜下增生明显的生精小

管!外围
K

型胶原纤维较少!胶原原纤维异常丰富!

大多数发生退化的生精小管中生精细胞的数量减

少&这与老年人生精小管形态变化一致!认为是生

精小管渐进性退化逐渐萎缩的结构特点*

%.

+

&

\'X'

2#

T

等*

0*

+认为随着年龄的变化基膜增厚!透过生精

上皮的物质减少!这可能导致生精细胞减少&因此!

老龄牦牛血
]

睾屏障中
8@MN#3$

细胞间的连接处缺

陷!且
8@MN#3$

细胞与基膜连接的改变可能影响了

8@MN#3$

细胞和生精细胞之间的相互作用!阻碍了生

精细胞的自我更新能力!这种变化是否引起睾丸免

疫微环境的改变有待于进一步研究探索&

Y@

R

"$

I

细胞是睾丸间质组织中最重要的内分

泌细胞!其形态和数量在动物不同发育阶段差异较

大&

G':';@MM

等*

0)

+报道成年大鼠睾丸的
Y@

R

"$

I

细

胞脂滴减少且没有外层纤维细胞包围&研究表明!

小鼠睾丸细胞内
Y@

R

"$

I

脂滴量逐渐增多!雄激素的

合成能力则开始下降!直至呈静息状态*

01

+

&本研究

中老龄牦牛睾丸间质纤维细胞很少!

Y@

R

"$

I

细胞脂

滴异常丰富!脂褐素沉积!与
J'2>-$>

I

?>

等*

0%

+的研

究相一致!

Y@

R

"$

I

细胞内脂滴量的明显降低可能与

合成雄激素能力降低有关&线粒体肿胀与细胞的氧

化应激有关*
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!本研究中老龄牦牛
Y@

R
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I

细胞并

没有明显体现线粒体肿胀!也可能与长期生活在低

氧环境中的老龄牦牛对缺氧应激的敏感性下降有

关&

研究表明!短吻鳄在出生后
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周至
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月龄!
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阳性主要位于睾丸间质结缔组织'
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细胞以及

&.(
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期 袁莉刚等$老龄牦牛睾丸组织结构研究

生精小管基膜!生精细胞的成熟伴随着间质组织增

加!

Y@

R

"$

I

细胞群的建立!

278

和
7:!278

阳性反

应区也会增加*
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+

(而在
0)

"

09

月龄的小鼠!

278

在

睾丸
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细胞以及基质中会再次出现强阳性反

应性*
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阳性反应的糖原'糖蛋白以及蛋

白多糖很典型存在于结缔组织'黏液以及基膜中!睾

丸生精小管基膜的基本成份如层黏连蛋白是
278

特殊反应阳性糖蛋白*
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+

&本研究中老龄牦牛睾丸

间质血管及生精小管固有膜中
278

及
7:!278

阳

性反应随年龄逐渐增强!可能与间质组织中结缔组

织合成增加相关&睾丸间质结缔组织含量的增加会

引起睾丸组织纤维化!影响睾丸
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R

"$

I

细胞分泌产

物的输送!进而影响其对睾丸生精功能的调控作

用*
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&因此!牦牛老龄化引起的生精功能下降与间

质结缔组织'间质面积及
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R
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I

细胞数量'肥大细

胞数量及其分泌能力之间的关系!尚需进行内分泌'

繁殖生理等方面进一步的研究&
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