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大鼠胚胎性腺异体异位埋植的研究
补

史小林 “ 曹金燕 许 晴 路 欣 翁 静
首都医科大学生殖医学研究中心

,

北京 lX( X) 5 4

摘要 为探讨胚胎性腺 (肇丸与卵巢 )异体异位埋植后 的生长发育和内分泌功能
,

将大鼠胚胎肇丸和卵巢分别移入摘除性腺的成年雄性和雌性大鼠颈部皮下和肾被膜

下
.

埋植后分不同时间取 出埋植物
,

常规染色观察埋植物在异体异位 的生长发育
.

细胞化学和免疫组织化学法观察埋植物的功能状态
.

放射免疫法测定血清性激素浓

度
.

结果显示埋植的胚胎性腺在异体可生长发育至成年状
,

3
一

俘经 凿脱氢酶
、

性激素

与性激素受体在肇丸与卵巢的内分泌细胞中呈阳性反应
,

血清促性腺激素和性激素

在埋植后均有明显增加
.

由此证明
,

呸胎性腺埋植到异体成年大鼠体内后可正常发育

并具内分泌功能
.

关键词 胚胎卵巢 胚胎辜丸 埋植 大鼠

性腺的内分泌功能除生殖外
,

还影响机体的正常生理功能
.

特别是当性腺功能减弱时机

体可出现一系列失健现象
.

因此以纠正性腺功能的方法治疗机体衰老是研究者们的设想
.

早

在 1889 年 B

~
一

se qu adr 将豚 鼠的皋丸提取液注人 自己体内
,

结果尿量增大
,

便秘消失并能轻

松上楼
,

因此认为皋丸提取液有返老还童的作用 〔̀ 〕
.

此后
,

研究者们又尝试着使用器官移植方

法纠正皋丸功能衰退现象
,

结果证明移植皋丸具有 内分泌功能卜
“ 〕

.

目前临床用替代疗法治

疗性激素分泌不足
,

但外源性激素对机体具有不可避免的副作用 ;器官移植后使用免疫抑制

一 剂
,

对机体也是一种损伤
,

因此我们试图用免疫原性较低的胚胎性腺图进行异体埋植研究
.

但

性腺是青春期才开始发育的器官
,

埋植后是否能在异体成年大鼠体内生长发育
,

并具生理功

能
,

证明此问题是我们此项研究的主要 目的
.

1 材料与方法

1
.

1 实验动物与分组

成年 私
s
atr 雄

、

雌性大鼠各 100 只
,

共 200 只
,

体重 2印
一 300 9

.

实验分为 2 组
,

对照组 为

正常和摘除性腺的雄
、

雌性大鼠各 or 只
,

共 40 只 ;埋植组使用雄
、

雌性大 鼠各 80 只
,

共 160 只
.

埋植组大鼠在埋植前行去性腺手术
,

去势当 日进行胚胎性腺埋植
.

埋植部位分别为颈部皮下

一 组织 (血管丰富区 )和肾被膜下 (免疫特赦区 )
,

各埋植部位 40 只
.

埋植物为 18 ~ 19 d 的同种大
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鼠胚胎皋丸或卵巢 (每只供体孕鼠留胎 鼠攀丸和卵巢各一个
,

作形态观察 )
.

埋植组于埋植后第 5
,

l 0( 每组 5 只 )
、

25 一 35 和 35 d 以上 ( 35
一

50 d
,

每组 巧 只 )取出埋植

物
,

对照组大鼠摘取的双侧性腺人液氮骤冷和用 or % 福尔马林固定
.

对照组 (去势组于术后 20 d) 和埋植组 (取出埋植物 当 日 )大 鼠断头取血
,

分离血清
一

20 ℃

冷冻保存
.

1
.

2 方法

( l) 组织学
: or %福尔马林固定

,

石蜡包埋
,

切片 5 脚
,

H E 染色
.

( 2) 细胞化学
:
液氮骤冷组织经恒冷箱切片 ( 8脚 )

,

3
一

p经街脱氢酶 ( 3
一

日H S D )染色
.

( 3) 免疫组织化学
: 石蜡切片

,

链 霉亲和素生物素 ( 15 AB) 法进行孕激素 ( P )和孕激素受体

( PR )染色
,

雄性埋植组增加雄激素 ( )A 和雄激素受体 (AR )
,

雌性埋植组增加雌二醇 (凡 )和雌激

素受体 ( ER )染色 (抗体购于北京中山生物技术有限公司 )
.

(4) 血清生殖激素测定
:
放射免疫法 (试剂盒购于天津九鼎医学生物工程有限公司 )测定血

清中卵泡刺激素 ( FSH )
、

黄体生成素 ( LH )和孕激素的含量
,

雄性埋植组增加攀酮 ( T )
,

雌性埋植

组增加雌二醇的测定
.

(5) 阴道上皮涂片观察
:
雌性埋植组大鼠 自埋植后每 日上午 8 时

,

检查阴道脱落上皮
.

2 结果

2
.

1 组织形态学观察

埋植前胚胎性腺
:
皋丸实质由大量实心的生精小管组成

,

生精小管壁由外周的支持细胞和

中心的生精细胞构成
,

间质中可见少量皋丸间质细胞 (图版 I ( a) )
.

卵巢主要 由皮质组成
,

皮

质中可见大量分裂状生殖细胞
,

未见典型的原始卵泡 (图版 工 ( b) )
.

颈部埋植组
:
辜丸埋植后在成体内存活率

,

占埋植总数 的 70 % ( 28 只 ) ;卵巢存活率
,

占胚

胎卵巢埋植总数的 55 % ( 22 只 )
.

组织学显示埋植 s d 的埋植物 由结缔组织包绕
,

中心未见正常发育的胚胎皋丸或卵巢组

织
,

主要 由固缩状核的细胞和数量不等的红细胞构成
.

埋植物周围有血管及散在的淋巴细胞
.

埋植 10 d 的埋植物呈现性腺组织结构
,

果丸 由大量无腔的生精小管构成
,

管壁可见支持细胞

和精原细胞
,

翠丸间质 中血管丰富并可见皋丸间质细胞及少量淋巴细胞 (图版 工(
。
) )

.

卵巢皮

质中可见形态正常的原始卵泡 (图版 11 ( a) )
,

埋植物周 围血管 丰富
,

并可见血管长入
.

埋植 25
一 35 d 的埋植物体积明显增大

,

可见大量血管长人
.

攀丸生精小管出现管腔
,

管壁 由支持细胞

和精原细胞及少量初级精母细胞和精子细胞构成
,

票丸间质细胞数量增多
,

嗜酸性增强
.

卵巢

中可见发育不同阶段的卵泡
,

特别是有窦状卵泡出现 (图版 11 ( b)
.

) 埋植物周围仍可见少量的

淋巴细胞
.

埋植 35 d 以上的埋植物与正常性腺结构相似
.

但埋植辜丸的生精小管中未发现

精子
.

而埋植卵巢 内
,

除各级卵泡外
,

在部分卵巢中发现了正常的黄体结构 (图版 11 (
C
) )

.

肾被膜下埋植
:
埋植后成体内胚胎存活率

,

肇丸为 100 % ( 40 只 )
,

卵巢为 85 % ( 34 只 )
.

存

活性腺组织学观察与颈部埋植组无明显差异
,

不 同的是埋植物周围未见 明显的结缔组织包绕
.

2
.

2 酶组织化学染色

颈部埋植组与肾被膜下埋植组 3俘
一

H S D 染色相同
,

表现为翠丸间质 细胞和卵泡膜 内层细

胞
、

黄体细胞及间质腺细胞呈阳性反应
.
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2
.

3 免疫组织化学染色

对照组孕激素在辜丸间质细胞呈阳性反应
.

卵巢颗粒细胞
、

卵泡膜内层细胞
、

间质腺和黄

体呈 阳性反应
.

孕激素受体在肇丸的部分生精细胞
、

皋丸间质细胞和卵巢 的卵泡膜 内层细胞

呈阳性反应
.

雄激素在皋丸间质细胞呈阳性反应
,

其受体在翠丸间质细胞和生精细胞均可见
.

雌激素在卵巢颗粒细胞
、

卵泡膜内层细胞
、

间质腺和黄体为阳性
,

其受体在卵巢颗粒细胞与间

质腺细胞亦呈阳性反应
.

实验组大 鼠性激素与性激素受体的阳性细胞分布与正常对照组相

同
,

两组间无明显差异
.

不同的是个别埋植物的阳性反应较低
.

2
.

4 血清学测定

随埋植胚胎性腺在异体异位生长发育时间的不断延长
,

测定 的各项血清指标也逐渐接近

正常对照组
,

检测结果见表 1和表 2
.

表 1 辜丸埋植组血清生殖激素测定 (元
士

sD )

尸 / gn
.

吐
一 1 不’SH / ml u

.

汕
一 I L付/诫 u

.

诚
一 1

78四一755430一的97794129一325057一1359594589一以7195一427684

组 别

正常组

去势组

5 、 10 d

2 5 ~ 3 5d

35 d 以上

5 ~ 1d0

25 、 3 5d

35 d 以上

T / gn
.

mL
l 36

.

8() 士 54

曰一%62
对照

颈部

0
.

43
士 0

.

0
.

54
土 0

.

2
.

5 9士 0
.

4 1
.

96
士

24
.

0 1

肾被膜

0 7 3士 0
.

1
.

66 土 1
.

72

25

49
.

9 1 土 3 3
.

08

1
.

87 士 0
.

1
.

56 士 0
.

1
.

15 士 0
.

1
.

79 土 0
.

2
.

53 士 1
.

0
.

92 土 0
.

1
.

03 土 0
.

1
.

13 士 0
.

1
.

58 士 0
.

0
.

86 士 0
.

0
.

73 士 0
.

1
.

53 土 0
.

1
.

4 1士 0
.

0
.

94 土 0
.

1
.

26 士 0
.

1
.

22 土 0
.

13
.

17 士 2
.

10
.

76
土 3

10
.

的
土 2

.

12
.

10 士 3
.

11
.

8 7 士 3
.

U
.

28
土 2

.

1 1
.

96
士 2

.

11
.

46
士 2

.

表 2 卵巢埋植组血清生殖激素测定 (见
土

sD )

组 别

正常组

去势组

5 ~ 10 d

2 5 ` 35 d

3 5d 以上

5 ~ 10 d

25 ~ 35 d

3 5d 以上

E/ gn
.

诫
一 1

P/ gn
.

mL
一 1

咫月 / d U
.

, 1止
一 I 乙付 / d U

.

n正
一 I

5001一27研35一7169784022一733329一285629
对照

14
.

35 士 5
.

97

2 05 土 1
.

2 1

1
.

3 6 士 0
.

8 8

1
.

2 3 士 0
.

4 6

12
.

34 士 5
.

56

1
.

55 士 0
.

80

3
.

10 土 2
.

3 3

16
.

3 5士 6
.

08

57
.

47
土 15

.

7 1

7
.

5 8 上 2
.

7
.

84 士 3
.

丝
2 3

颈部

肾被膜

3 1
.

49
士 9

.

5 7

4 7
.

52 士 18
.

印

7
.

3 9 士 3
.

10

巧
.

2 3士 8
.

45

4 1
.

印
士 11

.

7 1

0
.

64 土 0
.

0
.

6 3士 0
.

0
.

53 士 0
.

1
.

肠
士 0

.

0
.

86 士 0
.

0
.

43 土 0
.

0
.

9 1 士 0
.

0
.

8 3 土 0
.

6
.

22
士 2

.

4
.

48 土 2
.

4
.

6 3士 2
,

4
.

40
士 2

.

6
.

08 士 1

3
.

77 士 2
.

3
.

87 土 2
.

5
.

79 土 2
.

2
.

4 阴道脱落上皮细胞涂片检查

去势雌 鼠阴道涂片呈现满视野的白细胞
,

偶见少量角化上皮细胞
,

未 出现动情周期的变

化
.

颈部皮下和肾被膜 下埋植胚胎卵巢后
,

阴道上皮分别在埋植 的第 ( 21
.

1 土 3
.

3) 天和第

( 24
.

2 士 2
.

7) 天出现动情周期
,

每个动情周期平均 4 一 5 d
.

3 讨论

本实验使用埋植的方法 (未做血管吻合 )将大 鼠胚胎性腺移植到成年大 鼠体内
,

目的是使

受者的损伤降到最低
.

埋植区选择了血管丰富的颈部和机体免疫特赦区— 肾被膜下
,

埋植

后未使用免疫抑制剂
.

结果两个部位埋植物均能正常生长发育
,

但免疫特赦区的胚胎组织存
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活率明显高于富含淋巴细胞的颈部
.

结果提示胚胎组织埋植 (移植 )物存活率较高
,

即使不行

血管吻合术
,

也能在埋植部位生长发育
,

但仍有可能引起机体的免疫反应
.

而埋植物是否能生

长发育关键在于是否有新生血管长人
.

将胚胎梁丸与卵巢埋植进行 比较
,

显示胚胎皋丸在异

体异位的生长存活率优于胚胎卵巢
.

性腺的功能之一是产生生殖细胞
.

实验结果显示
,

胚胎皋丸的生精细胞在埋植后可 以生

长发育
,

但不能发育到精子阶段
,

根据正常肇丸生长发育条件分析
,

体内
“

高温
”

有可能是精子

形成障碍的主要原因之一 而胚胎卵巢被埋植后能正常发育至成熟并能排卵
.

卵泡生长的各

个阶段需要不同的生长条件
,

发育至初级卵泡主要是在卵巢自身的雌激素调控之下
,

但如继续

生长
,

即发育到次级卵泡 (窦状卵泡 )必须在垂体促性腺激素的调控下才能完成
,

本实验在埋植

胚胎卵巢中发现了窦状卵泡和黄体结构
,

说明胚胎卵巢不仅能在异体异位存活
、

生长发育
,

而

且能置身于垂体的调控之下
.

性腺 的功能之二是分泌性激素
,

通过对埋植性腺 3
一

归H SD (类固醇激素合成过程 中的重要

酶 )
、

性激素与性激素受体和血清生殖激素的检测证明
,

埋植 的胚胎性腺具有分泌性激素的功

能
,

但受者鼠血清生殖激素测定的结果虽显示 了生殖激素随埋植时间延长而明显增高的趋势
,

但雄鼠血清 T 和 川
,

雌 鼠血清 P 浓度与正常相 比仍有差距
,

其原 因有待探讨
.

在对雌性受者

鼠的阴道脱落上皮细胞 的观察显示
,

在接受胚胎卵巢埋植后
,

阴道出现 了周期性变化
,

说明埋

植卵巢不仅能接受上级器官垂体的调控
,

而且还能通过 自身的内分泌功能对下级靶器官进行

调控
.

在埋植物周围可见散在的淋巴细胞
,

说明胚胎器官仍能引发受者免疫系统 的反应
,

但其免

疫反应强度可能还不足以使机体产生排斥
.

在此值得讨论 的是胚胎梁丸 的存活率高于卵巢
,

据报道皋丸是一个免疫特赦区
,

同种和异种移植物均能在其长期存活
.

分子生物学研究表明

免疫赦免 的机制在于肇丸组织细胞表 面含有的 f
,

a s L 可诱导 因接触移植抗原而被激活的受者

的 T 细胞凋亡
,

从而产生免疫耐受仁“ 〕
.

因此本实验胚胎攀丸埋植存活率高的原 因可能是基于

这一理论
.
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活率明显高于富含淋巴细胞的颈部
.

结果提示胚胎组织埋植 (移植 )物存活率较高
,

即使不行

血管吻合术
,

也能在埋植部位生长发育
,

但仍有可能引起机体的免疫反应
.

而埋植物是否能生

长发育关键在于是否有新生血管长人
.

将胚胎梁丸与卵巢埋植进行 比较
,

显示胚胎皋丸在异

体异位的生长存活率优于胚胎卵巢
.

性腺的功能之一是产生生殖细胞
.

实验结果显示
,

胚胎皋丸的生精细胞在埋植后可 以生

长发育
,

但不能发育到精子阶段
,

根据正常肇丸生长发育条件分析
,

体内
“

高温
”

有可能是精子

形成障碍的主要原因之一 而胚胎卵巢被埋植后能正常发育至成熟并能排卵
.

卵泡生长的各

个阶段需要不同的生长条件
,

发育至初级卵泡主要是在卵巢自身的雌激素调控之下
,

但如继续

生长
,

即发育到次级卵泡 (窦状卵泡 )必须在垂体促性腺激素的调控下才能完成
,

本实验在埋植

胚胎卵巢中发现了窦状卵泡和黄体结构
,

说明胚胎卵巢不仅能在异体异位存活
、

生长发育
,

而

且能置身于垂体的调控之下
.

性腺 的功能之二是分泌性激素
,

通过对埋植性腺 3
一

归H SD (类固醇激素合成过程 中的重要

酶 )
、

性激素与性激素受体和血清生殖激素的检测证明
,

埋植 的胚胎性腺具有分泌性激素的功

能
,

但受者鼠血清生殖激素测定的结果虽显示 了生殖激素随埋植时间延长而明显增高的趋势
,

但雄鼠血清 T 和 川
,

雌 鼠血清 P 浓度与正常相 比仍有差距
,

其原 因有待探讨
.

在对雌性受者

鼠的阴道脱落上皮细胞 的观察显示
,

在接受胚胎卵巢埋植后
,

阴道出现 了周期性变化
,

说明埋

植卵巢不仅能接受上级器官垂体的调控
,

而且还能通过 自身的内分泌功能对下级靶器官进行

调控
.

在埋植物周围可见散在的淋巴细胞
,

说明胚胎器官仍能引发受者免疫系统 的反应
,

但其免

疫反应强度可能还不足以使机体产生排斥
.

在此值得讨论 的是胚胎梁丸 的存活率高于卵巢
,

据报道皋丸是一个免疫特赦区
,

同种和异种移植物均能在其长期存活
.

分子生物学研究表明

免疫赦免 的机制在于肇丸组织细胞表 面含有的 f
,

a s L 可诱导 因接触移植抗原而被激活的受者

的 T 细胞凋亡
,

从而产生免疫耐受仁“ 〕
.

因此本实验胚胎攀丸埋植存活率高的原 因可能是基于

这一理论
.

参 考 文 献

I G心廿ir i e C C
.

B il , x l
v e s s e l s u r g e yr sn d ist a p p l ic a卜” 、 s

,

ln : H~
s

on s
,

et al
.

记
.

Contr
ibut ion

s
of rD

.

C
.

C
.

G ir l ir i e to V asc ul ar

S ru g e ry
.

R t匕b u

hrg
: U n i

v

ers i ty Of R t t sb u

hrg reP
s s

,

195 9

2 tA t ar 田】 S E
, et al

.

H
e t e n 〕I r山 〕

snl an t a* ion Of th
e t e s t i

s
.

J Uo l
,

19 66
,

9 5 : 3 9 7

3 1刀 e s
, et al

.

eT st i e ul ar atrn vsl ax latt i on i n ht
e

ar r厂 I’ar 即1 nA r rP
o e ,

197 1
,

3
:

58 6

4 川眺 i n J E
, et 己

.

《孙 n ad o t n 〕P i e re
s p o n s e t o t e s t i

e
ul ar atrn vsl an t i n ht

e

art
.

E n d
o e

ir n o
lO罗

, 19 89
,

9 1 : 3 12

5 知 J
,

et 吐
.

S u e e e哭五d tr 田印 lant at 1nD of 场 id g e ell s in c as l ar 飞ed inb edr art
s

.

Tanr vsl an att ion
,

19 89
,

47 : 11 )8 7

6 钱辉军
,

等
.

大鼠翠丸 反州电细胞同种埋植后的形态学观察
.

中华器官埋植杂志 199 7
,

18( 3 )
: 142

7 S att ter M B
, e t al

.

CO n e {at ion o f fet al kidn e y an d t e s t i s e o n邵 n e r
g 别… s u vr i v al 硒 ht dre

u e de afnj
o r h i s toc 仪

l lP at ib i l i t y c o n甲 lxe b u 八 Ien
.

口

r
r印 l sp lan iatt on

,

19 88
, 4 7 ( 4 )

: 65 1

8 姜泊主编
.

细胞凋亡基础与临床
.

北京
:

人民军 医出版社
.

199 9
.

32



馨


