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利用输精管切除术建立附睾管腔酸性微环境破坏大鼠模型

冯　潇，程　胖，赵　洁，李　伟，张远强，李　臻　（第四军医大学人体解剖与组织胚胎学教研室，陕西 西安７１００３２）

　　［摘　要］　目的　探索采用输精管切除术建立大鼠附睾管腔酸性微环境破坏的方法。方法　ＳＰＦ级成年雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ
大鼠，选取６０只，随机分为假手术组２５只、手术模型组３５只。２组动物行输精管切除术后于相同条件下饲养８周，采用敏感的ｐＨ
试纸检测附睾各节段ｐＨ变化并通过ＨＥ染色检测组织结构的变化。结果　与假手术组相比，手术组大鼠附睾头部、体部与尾部的
管腔结构变化差异显著，表现为管腔直径增大或扭曲，管腔间隙狭窄，精子密度增高，管腔液 ｐＨ值均显著升高而酸性环境被破坏
（Ｐ＜０．０５）。结论　输精管切除术能够成功建立术后附睾管腔酸性微环境破坏大鼠模型，方法简单可靠，可应用于男性不育与避孕
及相关临床及基础实验研究。
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　　不孕症是现在世界上１／６的夫妇主要的健康问
题。在不同人种中所做的调查表明，近５０年来男性的
生育能力显著下降［１］，其中生殖功能紊乱占很大比例。

男性不育症常见的病因是精子运动能力低下和精卵结

合力降低［２３］。众所周知，精子的结构和功能正常是受

精成功和胚胎顺利发育的先决条件。精子在睾丸中完

成形态分化后需要通过附睾，经历复杂的变化后，才能

获能而达到功能上的成熟并在附睾内储存［４］。研究表

明，附睾管腔液中的 ｐＨ值对影响精子的功能起着至
关重要的作用，酸性 ｐＨ能够抑制精子的趋化运动，而
碱性 ｐＨ能够诱导精子的趋化运动［５］。附睾管腔液的

酸性环境能够保证精子在附睾储存时处于静息状态，

避免了精子在附睾提前获能［６８］。鉴于附睾管腔酸性

微环境的重要作用，建立一种研究附睾酸性微环境的

动物模型，对研究男性不育症的诊断和治疗必将起到

重要的作用。本文报道一种简单实用的输精管切除术

后附睾酸性微环境破坏大鼠模型的建立方法。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
　　ＳＰＦ级正常成年 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ雄性大鼠，体质量（３５０±
０．５）ｇ，由第四军医大学实验动物中心提供。６０只 Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ大鼠随机地分为２组，对照组为假手术组，２５只大鼠；模
型组为手术组，３５只大鼠，按照动物房标准进行分笼饲养。温
度控制在（２３±１）℃，相对湿度控制在（５０±１０）％。

１．２　方法
１．２．１　手术方法　　输精管切除术模型组大鼠，３％的戊巴比
妥钠，５０ｍｇ／ｋｇ，腹腔注射麻醉。麻醉后四肢固定于动物手术台
上，腹部备皮后，碘伏、酒精消毒铺巾。于下腹部正中线做长约

３ｃｍ的切口，依次切开皮肤、腹壁肌肉后进腹。探查到睾丸，寻
找到附睾尾部。沿着附睾膨大的尾部有两支，沿着睾丸走行的

为附睾的体部，远离睾丸的一支为输精管，伴行有血管走行。

小心分离输精管周边的筋膜及伴行的血管。在距离附睾尾部

１ｃｍ和３ｃｍ两处，用４０手术线分别结扎，将结扎段切除。用
４０手术线分别间断缝合筋膜、腹肌及皮肤。注意保温（笼子底
部台灯近距离照射或者加厚底料）。动物清醒后，正常饲养。
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假手术组只行腹部切开手术即暴露输精管但不行切除术。

１．２．２　标本采集与处理　　输精管切除术后饲养８周，采用
３％戊巴比妥钠麻醉剂，以５０ｍｇ／ｋｇ的剂量，行腹腔注射麻醉，
后分离大鼠附睾。

１．２．３　附睾各节段ｐＨ值测定　　附睾分离为头部、体部以及
尾部三段组织，用来测定ｐＨ值。采用ＡｖｅｎｅｌＪｏｓｅｐｈ的敏感ｐＨ
试纸法［９］（ＨｙｄｒｉｏｎｐＨｐａｐｅｒ，Ｍｉｃｒｏｆｉｎｅ；ＭｉｃｒｏＥｓｓｅｎｔｉａｌＬａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ，ｐＨ６．４～７．４，０．２ｕｎｉｔｓ）检测 ｐＨ的改变。检测时必须３
个人在场，同时读数。

１．２．４　组织病理学观察　　完整的附睾组织用 Ｂｏｕｉｎ’ｓ液固
定２４ｈ后，按照头部、体部以及尾部３部分分离，修剪为适当大
小的组织块，梯度的乙醇脱水，二甲苯透明，石蜡包埋组织，４
μｍ厚切片，烤片台３７℃过夜后，常规脱蜡至水，进行ＨＥ染色，
透明后中性树胶封片。实验室ＺｅｉｓｓＡｘｉｏｉｍａｇｅｒＭ１型显微镜拍

照，观察假手术组与手术组附睾形态差异。

１．３　统计学处理
　　所有数据应用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行分析。实验结果
以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，２组数据之间的比较，采用 ｔ检验
分析，Ｐ＜０．０５表示差异有显著性，具有统计学意义。

２　结果

２．１　组织病理学表现
　　手术模型组与假手术组比较，可见手术模型组头部、体部
管腔增大，上皮变薄，管腔间隙变窄；尾部管腔扭曲变形，上皮

变薄，管腔间隙狭窄。手术模型组整个附睾的管腔内精子密度

增高（图１）。

ａ：假手术组附睾头部；ｂ：假手术组附睾体部；ｃ：假手术组附睾尾部；ｄ：手术模型组附睾头部；ｅ：手术模型组附睾体部；ｆ：手术模型组
附睾尾部

图１　输精管切除后大鼠附睾各部的形态变化（ＨＥ染色 ×１００）

２．２　输精管切除后大鼠附睾各节段ｐＨ值的变化
　　手术模型组与假手术组相比，Ｐ＜０．０５，手术模型组大鼠附
睾各部ｐＨ值明显增高，见图２。
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：与假手术组比较，Ｐ＜０．０５
图２　输精管切除后大鼠附睾各部ｐＨ值的变化

３　讨论

　　精子的产生、分化、成熟、获能以及精子卵子的结

合是个相当复杂而又十分精细的过程。这个过程是许

多因素共同调控的结果，其中包括生殖道管腔的酸性

与碱性的微环境。附睾管腔内存在大量的无机离子和

有机小分子，与血清相比附睾管腔内液体是低钠、高钾

和ｐＨ值偏低。近年来大量实验发现改变附睾管腔内
ｐＨ值可以影响精子成熟，如 Ｙｅｕｎｇ等［１０］发现 ｃｒｏｓ敲
除鼠中因附睾管腔液的 ｐＨ值比杂合子鼠高０．３而影
响精子成熟并导致不育，Ｐａｓｔｏｒ等［７］报道无论是基因

突变还是环境因素所导致的附睾管腔酸性环境破坏，

均可引起精子成熟障碍和雄性不育。因此，研究男性

生殖道管腔酸性微环境的形成机制以及其对于精子的

正常与功能具有关键的意义，而且对人类生殖健康的

作用长久而深远，能为优生优育和治疗不孕不育研究

提供重要的理论基础。

·０７４·
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　　目前关于附睾酸性微环境的研究大多在细胞离体
水平进行，在体动物的研究很少，针对附睾管腔酸性微

环境的动物模型也未见有明确报道。为此本研究采用

输精管切除术对能否成功建立附睾管腔酸性微环境动

物模型进行了探索，结果表明输精管切除８周后可在
整个附睾宫腔检测到 ｐＨ升高，表明实验动物附睾管
腔酸性微环境被破坏、该方法可以成功制作附睾管腔

酸性微环境破坏的动物模型。在实验过程中我们也注

意到术后需要较长时间才可以检测到 ｐＨ的升高，其
原因可能是术后短期附睾管腔的酸性改变是一个缓慢

的过程，而在８周之后附睾管腔液的微环境才会因失
代偿而紊乱的。因此术后所有大鼠在同种条件下需要

正常饲养８周。在输精管切除术后附睾酸性微环境破
坏大鼠模型过程中，需要注意以下问题：①首先是动物
的麻醉不要过深，注意选择复苏时间较短的麻醉剂；术

后注意保暖。②在打开腹部操作过程中要注意无菌操
作，探查输精管时操作要轻柔，总的操作时间宜在３０
ｍｉｎ之间，以便尽可能将每个模型的破坏轻重程度控
制在同一水平；③与输精管伴行的血管一定要分离开，
否则会引起较大的出血。

　　本组实验结果表明模型组大鼠附睾管腔 ｐＨ值明
显增高。正常大鼠附睾起始段近端 ｐＨ值为（７．２０±
０．０６）、远端为（６．７９±０．０３）、头部ｐＨ值最低达（６．６４
±０．０３），尾部的 ｐＨ值（６．８５±０．０３），相对于头部呈
梯度增加的趋势［１１］。而输精管切除术后８周，大鼠附
睾各节段的ｐＨ均有所升高。本文通过多样本的模型
与对照来建立附睾酸性微环境破坏大鼠模型，相比其

他方法如精索静脉曲张等更简单、经济快速，可重复性

强，不需要特别控制实验条件，适合于推广与普及。
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