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氟他胺致大鼠隐睾模型的睾丸组织形态改变及其病理基础 

彭金普，张德迎，曹希宁，周 明，沈炼桔，龙春兰，何大维，林 涛，魏光辉 

(重庆医科大学附属儿童医院泌尿外科、儿童发育疾病研究教育部重点实验室、儿科学重庆市重点实验室、 

重庆市儿童发育重大疾病诊治与预防国际科技合作基地，重庆 400014) 

【摘 要】目的：研究抗雄激素受体氟他胺(Flutamide，Flu)孕中、晚期诱导子代雄鼠发生隐睾，及其病理组织学损害，探讨其不育 

的病理学基础，为临床治疗隐睾所致非梗阻性不育提供依据。方法：将20只SD(sprague dawley)孕鼠随机分为nu隐睾组(n= 

l0)、正常对照组(n=lO)，nu隐睾组于妊娠 12—21 d给予Flu 25 mg／(kg·d)皮下注射，正常对照组不予任何处理，取各组出生后 

第60天(postnatal day 60，PND60)的雄性sD大鼠睾丸组织(Flu隐睾组只取隐睾睾丸)，HE染色观察睾丸组织形态学的差异． 

透射电镜观察睾丸支持细胞问的紧密连接结构 ，TUNEL凋亡染色检测生精细胞凋亡情况，取附睾尾进行精子计数及形态观测． 

免疫组织化学和Western blot检测睾丸组织中生殖细胞增殖分化指标视黄酸刺激因子 8(stimulated by retinoic acid gene 8． 

Stra8)、联会复合体蛋白3(synaptonemal complex protein 3，SCP3)的表达，采用 Q—PCR检测Stra8基因水平。结果：收集正常对照 

组正常睾丸30只与Flu隐睾组隐睾睾丸22只，HE染色显示隐睾睾丸管腔明显缩窄、生精细胞发育迟缓且排列紊乱、管腔中央 

无精子形成；TUNEL凋亡检测证实隐睾组有大量生精细胞发生凋亡，精子计数结果为隐睾组(1．99±0．13)xl0s"~／mL。远低于正 

常对照组[(5．53±0．17)~10 ／／~／mL,P=0．000】；透射电镜(transmission electron microscope，TEM)可观察到sD大鼠隐睾支持细胞 

间的紧密连接结构疏松；免疫组织化学显示Stra8在隐睾组织中表达较正常对照组少，SCP 3在正常对照组睾丸生精小管的各级 

生精细胞胞核中均有表达，而在隐睾组睾丸中表达很弱 ；Western blot结果显示 ，Flu隐睾组 Stra8蛋白表达量(0．34±0．05)明显 

低于正常对照组(0．96±0．09)，P=0．002；Flu隐睾组SCP3蛋白表达量(0．39-I-o．03)也明显低于正常对照组(O．97±0．07)，P=0．001。 

Q—PCR结果显示 ，Flu组 sD大鼠睾丸组织内Stra8 mRNA的表达(0．765±0．015)较正常对照组(1．00±0．01)低，P=-0．01。结论： 

Flu诱导的sD大鼠隐睾模型中，睾丸呈明显病理形态学改变，支持细胞间紧密连接结构破坏，Stra8及SCP3表达明显下调，生 

精细胞凋亡增多，精子数量及质量下降，这可能是导致生精细胞发育障碍的重要原因。 
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Histopathological changes and pathological basis of the cryptorchidtestis 

in rats by maternaI exposure to flutamide 

Jinpu，Zhang Deying，Cao Xining，Zhou Yue，Shen Lianju， 

Long Chunlan,He Dawei，Lin Tao，Wei Guanghui 

(Department ofUrology，the Children’S Hospital，ChongqingMedical University；Ministry ofEducation Key 

Laboratory ofChild Development and Disorders；Key Laboratory ofPediatrics in Chongqing； 

Chongqing International Science and Technology Cooperation Centerfor Child Development and Disorders) 

【Abstract]Objeeave：To explore Flutamide(Flu)induced cryptorchidism in pregnant rats and its histopathological changes and patho— 

logical basis；to provide references for treating cryptorchidism induced non obstructive infertility．Methods：Totally 20 SD pregnant rats 

were randomly divided into Flu cryptorchidism group(n=10)and normal control group(n=10)．Flu was given 25 mg／(kg‘d)by sub— 

cutaneous injection on pregnancy 12 to 21 days in Flu cryptorchidism group；nothing was given normal control group．When male SD 
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rats were 60 days after birth，testis tissue were collected，and 

testicular histological morphology was observed by HE stain— 

ing，Tight junction between Sertoli cells was detected by TEM； 

TUNEL staining was used to detect the apoptosis of spermato— 

genic ceils；cauda epididymal was achieved for sperm  count 

and morphology analysis；protein expressions of Stra8 and SCP3 
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were detected bv immunohistochemistrv and Western blot；mRNA expression of Stra8 was examined through Q—PCR．Results：Thirty 

n0rmal testis and 22 undescended testis were collected．HE images showed the cryptorchid testis lumen decreased and na~owed sig— 

nificantly：spermatogenic cell retardated and a~anged in disorder；no sperm formed in central lumen．The tight junctions of Sertoli— 

germ  cells were abnormal in cryptorchid testis．TUNEL apoptosis and sperm  count with morphology observation results showed that 

there are a large number of sperm atogenic cells apoptosis；the number of sperm of cryptorehidism group was decreased compared with 

that in normal group(P=O．ooo)[(1．99±0．13)x10 cell／mL VS．(5．53±0．17)x10 cell／mL]．The protein expressions of Stra8 and SCP3 

were significantly lower in the cryptorchid testicular tissue than in the normal control group．Q-PCR showed that mRNA expression of 

Stra8was significantlylowerin eryptorchidism groupthaninthe normal group[(0．765±0．015)VS．(1．00±0．01)]，P=-O．010．Conclusion： 

In SD rat cryptorchidism model induced by Flu，there is an obvious pathological change in the testis，the tight junctions between Se~oli 

cells are destroyed，expression of Stra8 and SCP3 is significantly decreased，which may be very important during the process of sper— 

matogenic impairm ent in eryptorchidism． 

【Key words]flutamide；rat；cryptorchidism；testis；histopathol0gica1 change 

隐睾是儿童最常见的泌尿生殖系统先天畸形 

之一。在足月男婴中发病率达 3％～4％l1_，随着社会 

的发展、环境理化因子污染的加剧，以及雌激素、抗 

雄激素的作用，隐睾的发生率呈逐年上升的趋势 。 

隐睾的治疗方法比较成熟，但仍存在男性不育等主 

要远期并发症。研究显示，单侧隐睾患者有 38％存 

在少精子症，而25％双侧隐睾患者存在无精子症，不 

孕率高达 60％～100％[31，隐睾已成为男性不育的重要 

原因之一。隐睾的病因和睾丸受损的机制尚不明 

确，目前认为是遗传和环境因素共同作用的结果[41。 

有研究证实，Flu可阻断胚胎期雄性激素效果、影响 

睾丸发育、抑制睾丸下降『5_。本研究采用Flu诱导SD 

大鼠隐睾模型，研究其病理改变 ，为研究隐睾所致 

男性不育奠定基础，为临床研究相关治疗方案提供 

新的思路。 ． 

1 材料与方法 

1．1 试剂 

分析纯氟他胺(Sigma，F9397)，玉米油(阿拉丁)，Stra8兔 

来源一抗(Abcam，ab49602)，SCP3兔来源一抗(Abcam， 

ab85621)，山羊抗兔二抗检测试剂盒(中杉金桥公司，PV一 

6001)，TUNEL凋亡试剂盒(Roche，11684817910)，RNA快速 

提取试剂盒(百泰克生物技术有限公司)，RNA反转录试剂盒 

(TaKaRa，DRR037S)，总蛋白提取试剂盒 (KeyGEN)，SDS— 

PAGE凝胶配制试剂盒 (Beyotime)，ECL检测试剂盒(Mill— 

pore)，Stra8引物序列(上海生工生物公司合成)。 

1．2 实验动物的分组及给药 

SD大鼠购于重庆医科大学实验动物中心，动物合格证 

号：SYXK(渝)2011-0001。质量 280 310 g，饲养于重庆医科 

大学附属儿童医院动物中心 ，饲养温度为 20℃～25 ，相对 

湿度为 40％～60％。饲养至成年后 ，按雌比雄 l：1的比例合笼， 

合笼后每日晨 8点观察有无阴栓，有阴栓雌鼠则分笼喂养，记 

为妊娠 0 d(GD 0)。20只孕鼠随机分为 2组：① Flu组，10 

只，孕 l1～19 d，每 日晨 8点皮下注射玉米油配制的抗雄激素 

类药物 Fju 25 mg／kg；②空白对照组，10只，常规饲养，不给 

任何药物或试剂。根据 Van等【q标准，PND20观察雄性仔鼠 

的总数量、隐睾仔鼠的数量，计算隐睾发生率。分别取正常及 

隐睾 PND60仔鼠睾丸组织进行石蜡包埋，切片(4~xln)用于 

HE、免疫组化染色及凋亡检测。另取部分 PND60睾丸置液氮 

中保存 ，用于 Western blot及 qRT—PCR实验。 

1-3 HE染色观察睾丸形态组织学 

将各组睾丸组织切片作 HE染色 ，观察其形态组织学差 

异。 

1．4 透射电镜观察睾丸组织超微结构 

将大鼠睾丸标本切成小块(1 mm×1 mm x 1 ram)，3％戊 

二醛固定 1 h后 PBS冲洗 3次，再将标本放入 1％OsO 同定 

1 h，经乙醇脱水及环氧树脂包埋处理后制成超薄切片(50 nn1) 

进行染色，在透射电镜(飞利浦 TECNAI 10，美国)下观察睾 

丸紧密连接结构。 

1．5 TUNEL凋亡染色检测生精细胞凋亡 

参照罗氏公司的TUNEL凋亡试剂盒说明书进行 ，将准 

备好的石蜡切片进行二甲苯脱蜡，酒精梯度脱水．蒸馏水缓 

慢冲洗后室温下 自然干燥。再将切片放入 250 mL柠檬酸 

(0．1 mol／L，pH6．0，10．505 g C6H807·H20+500 mL H2O)中微波 

加热至沸腾 ，静置 5 min后加入 100 mL ddH，O．15 min将切 

片取出，10％山羊血清(0．5％BSA)滴于标本上 。37。c下封闭 

15 min；将 TUNEL试剂充分混匀 、离心后滴加至标本，37。c 

孵育 1 h；PBS反复清洗 10 min×3次 ，采用抗荧光淬灭剂封 

片后荧光显微镜下观察摄像。 

1．6 精子计数及形态观察 

1．6．1 精子采集 分别取正常对照组的正常睾丸附睾尾及 
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2．3 生精细胞凋亡 

通过 ．rUNEI 法检测各 子代 sD大鼠警儿内的叫 精绑 

胞捌 情况，结 乐． 正常对照绀rI 仪彳亍少数生精细胞 

发 捌广：， 存 Fit+隐擎组叶 IJf 大艟生精细廿乜捌11 ( 3) 

：： 中红色 I JI J头所指绿色荧光即为捌亡的牛蝤细胞 

J‘ Flu隐 H 丸 织 夫{I}!L 细胞发， 凋广= 

图 3 PND60 SD大鼠睾丸内生殖细胞凋亡的情况(PND60，400 x) 

Fig．3 The apoptosis of germ cells in the testis(PND60，400 x) 

2．4 精子计数及形态学观察 

分圳取I}i常埘照组的』卜常掣丸附犟尾故隐睾组的隐 

fIJ!lj附辈尾符 10 5l进行精 『。r数 精 计数结裂为J 常埘朋 

绀(5．53±0．I7)×10 ／＼／mI ，隐掣组(1 99±0．1 3)xl0 个／l111 
．  

~tl J'H]存 性统汁 丛异(仁28．452，P=O．ooo)
．  4所 

永；x,J’火鼠 了进仃 学 11】{-微镜观察 形态后发 
．隐掣绀 

精于密 明 卜降，Ⅱ 柑于畸形数 较多(包括断头
、 、 

舣 畸形等)， 5所，J；，町 隐擎组精于数量及质量远低 

J：Jf?常对 绡 

L常对照组 FI· 隐睾组 

a： _j】卜常对照组比较 ．P<0 05 

图4 精子计数 

Fig．4 Sperm Count 

2．5 stra8及 l】3在隐睾睾丸组织中的表达及定位 

通过免疫 化检删符组于代大鼠罩儿l}1 St ．8及s(：I】3 

的 th表达水 埂位置，结果 示 正常刈照 sI)久鼠罩 

丸内有大 a8垡门表达．主要位于术分化的精 细胞 

Ij包顷，}’It 隐举组 Sh，a8的表达明5ll!_下 ．散 表 丁精味 

胞质( 6]5C1>3 ẗ常刈删 

精原绑胞№卡莨-Il’ Flu隐 

念蚌常的 卜精细胞H乜质(J 7) 

fi J 泛 太 rl】 n 分化的 

I 低 ．敞 ] 肜 

A 【I 带’x,j照绀 l{_ I J隐’挑 【 

}1‘：【冬1 【I 刈J暾 H i 惭 IU J 人J’隐 【，jI iI! 、J { I【 ftJ 

f-} 态  ̂小完祭( f小、 )，l『l̈ 引t O!,J 断 畸肜J： 象 

图 5 精子形态学观察(200x) 

Fig．5 Sperm morphology(200×J 

鬻 ． 普， ’ 犍； 
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}】：包箭 所拌 棕姑包为Sit ，8犬丛，I，J_ & {J 较 

『 fxfH fi『ĵ 渊，f段 太迭j‘ l'；(till胞JJ也』-& 

图6 PND60 SD大鼠皋丸内Stra8的表达f SP，400×) 

Fig．6 Male rat’s Stra8 expression(PND60，SP，400× 

一  一 一  
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『]』_ 敞在表达 f．柑小 ：'11 腔 I 6：．。~1．-精细胞胞匝 

图 7 PND60 SD大鼠睾丸内scP3的表达(sP。200×) 

Fig 7 Male rat’s SCP3 expression(PND60，SP，200× ) 
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值半定量分析，采用目标蛋白灰度值／B—actin灰度值的方式 

进行定量，结果显示 Flu隐睾组 Stra8蛋白灰度值(0．34± 

0．05)明显低于正常对照组(0．96±0]09)(t=10．563，P=0．002)； 

同样Flu隐睾组 SCP3蛋白灰度值(0．39±O．03)也明显低于 

正常对照组(0．97±O．O7)(t=14．002，P=0．001)。 

爰 
兰 Stra8 删 45 kD B—actin———●■■—-43 kD 。 

SCP3 螭 28 kD 

13-actin 一 ■一 43 kD 

正常对照组 Flu隐睾组 

a：与正常对照组比较，P<0．05 

图8 大鼠睾丸内Stra8、SCP3蛋白的表达及半定量分析 

Fig．8 Male rat’S Stra8。SCP3 expression and 

Semi—quantitative analysis 

2．6 隐睾大鼠睾丸组织中Stra8 mRNA表达情况 

qRT-PCR检测在各组 10只子代雄鼠睾丸中Stra8及 

SCP3 mRNA表达水平，结果显示，nu隐睾组睾丸组织中 

Stra8 mRNA的表达(0．765±O．015)较对照组(1．00±0．01)低 

(t=22．578，P=-0．OlO)，如图 9所示。 

正常对照组 Flu隐睾组 

a：与正常对照组比较，P<0．05 

图9 PND60 SD大鼠睾丸内Stra8基因的表达情况(PND60) 

Fig．9 Male rat’S Stra8 mRNA expression(PND60) 

3 讨 论 

男性不育或生育能力下降是隐睾的常见并发 

症，隐睾已成为男性不育的重要原因之一。研究隐 

睾的病理组织学变化对理解隐睾导致生精细胞发 

育障碍及研究其导致非梗阻性男性不育的治疗方 

案具有重要意义。 

以往观察到的隐睾睾丸病理形态学变化大都 

来 自临床活检[81，然而组织来源的局限性使得完整 

地反映睾丸组织病变的全貌受到限制。因此建立 sD 

大鼠隐睾模型，观察隐睾睾丸的病理形态学改变可 

提高对隐睾睾丸组织病变的认识。本研究采用 Flu 

孕期给药，并且给药时间点选择在雄鼠生殖系统发 

育的关键时期。同时也是 Flu生殖毒性作用的敏感 

期，成功诱导出隐睾仔鼠。sD大鼠隐睾模型发现： 

隐睾睾丸出现明显的病理学改变，生精小管出现萎 

缩，生精细胞层次少而稀疏，甚至生精细胞脱落到 

管腔；生精上皮出现间质细胞、多核细胞异常增生。 

与既往报道病理活检结果相符嘲，本实验选择PND60 

大鼠睾丸作为远后期或晚后期的病理变化，使得隐 

睾对生殖功能的危害，能得到客观和全面的反映， 

以重视隐睾早发现、早治疗这一基本原则。可在此 

基础上进行新生及胚胎期病理学研究及生殖损害 

防治研究。 

睾丸内生精微环境对精原细胞分化及精子形 

成十分重要．而这种环境的保持依赖于血睾屏障的 

存在，血睾屏障结构和功能的完整性对于精子发生、 

成熟至关重要，紧密连接结构是血睾屏障的重要组 

成部分【砌。本研究透射电镜结果显示，sD隐睾大鼠 

其紧密连接遭到破坏，提示其血睾屏障不完整，可能 

导致精子逸出而发生自身免疫反应，同时某些大分 

子物质经血管和淋巴进入生精上皮，破坏生精微环 

境，使生精出现障碍。 

人类精子始于原始生殖细胞，精子从发生至成 

熟要经历 5个重要环节[11]：①原始生殖细胞转化为 

生殖母细胞(gonocyte．妊娠8周)；②生殖母细胞转 

化为胎儿期精原干细胞(SSCs，小于妊娠 15周)；③ 

胎儿期 SSCs转化为 Ad型精原细胞(生后 2-3个 

月)，并终生维持；④第一次减数分裂出现初级精母 

细胞(4～5岁)；⑤成熟精子出现(青春期)。除 SSCs 

分化为Ad型精原细胞阶段发生障碍以外，无法进入 

或通过减数分裂阶段也是隐睾导致不育的重要原 

因[ 。本实验在观察病理变化的同时，还检测了睾丸 

组织内Stra8、SCP3的表达情况，旨在研究阻止隐睾 

生精细胞通过减数分裂过程的原因，为进一步研究 

预防性治疗隐睾性不育奠定实验基础。 

Stra8已被公认为减数分裂的启动基因，它的上 

1  1  O O  
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调在生殖细胞从有丝分裂向减数分裂转换过程中 

是必需的 4】。免疫组化分析表明Stra8蛋白主要定 

位于细胞质_151。Stra8基因敲除的雄性幼年小鼠精原 

细胞并没有表现出减数分裂前期的形态学特征，也 

不表达减数分裂期间染色体重组和联会的特征分 

子 ，无法启动精原细胞减数分裂，导致精子生成障 

碍 。另一项研究也证明，Stra8的缺失可导致精母 

细胞停留于减数分裂前期的 DNA复制阶段 ，最终 

无法生成精子『l 7l。SCP3是雄性生殖细胞进行减数分 

裂期间联会复合体的形成所必需的重要组成部分， 

主要表达于分化中的精原细胞细胞核中[ 1，在哺乳 

动物生殖细胞减数分裂中具有重要功能。Sliva等ll 9l 

研究显示，SCP3是生精细胞减数分裂的标志基因， 

主要在定向分化和终末分化阶段起作用，与减数分 

裂和精子的发生密切相关。SCP3基因的变异将直 

接导致无精症 ，Miyatomo等[2Ol研究发现 ，SCP3基因 

杂合性缺失的患者 。其减数分裂过程会受阻，导致 

精子无法成熟。这些证据进一步表明，SCP3蛋白作 

为减数分裂的特异性标志蛋白。是精子发生过程中 

不可或缺的关键因子。 

本研究通过 Flu成功诱导 sD大鼠隐睾模型， 

证实隐睾睾丸呈现明显病理形态学改变，支持细胞 

间紧密连接结构破坏 ，生精细胞凋亡增多，精子数 

量及质量下降，这可能是导致其生殖发育产生障碍 

的重要原因。Stra8及SCP3表达明显下调。但其少 

量表达可能也是隐睾睾丸少量精子赖以生成的基 

础。若能采取有效方式恢复隐睾睾丸遭到破坏的生 

精微环境 ，促进其 Stra8、SCP3表达 。可能是修复其 

生精损害的有效手段，必将为隐睾生精障碍的预防 

性治疗带来新的希望。 
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