
几种哺乳动物塞丸精子发生的激光流动细胞分析研究

夏佩J病来，石学耕、杨拈俐、董赛珍·，史桂英、洪祖忠、王 勇 、王一飞'

〈上海第二医学院组织胚胎学教研组飞生物物理教研组)

在男性生殖生物学及男性计划生育研究中

经常需要对动物或人辜丸的椅子发生状态进行

评价， 用组织学方法观察辜丸切片只能对精子

发生状态作定性或半定量的估计[1 ， z ] ， 我们 曾

用 QTM-720 型自动图象分析仪对七种哺乳动

物及人辜丸进行定量组织学观察[3 ]，也对服生

棉子油以后不育患者的辜丸作了定量研究[刊，

这种方法能对生精细胞及间质组织 作总的测

定，但无法了解精子发生过程中各级生精细胞

之间的比例关系 ， 故有一定的局限性。 另外，

进行辜丸切片观察需杀死动物， 不能作连续动

态观察。临床上不育症的研究主要用精液常规

分析及辜丸活组织检查，很难精确地了解椅子

发生的障VJ.程度。

应用激光流动细胞分析技术可以快速而精

确地分析各种细胞内的 DNA 含量，已开始应

用于细胞周期的动力学分析及 肿瘤生物学研

究 [5 ] ，近年来也逐步用于生精细胞的分析[6 ， 7 ] 。

我们应用本院生物物理教研组制作的 LXJ

型激光流动细胞分析仪， 对五种哺乳动物的辜

丸生精细胞进行了定量研究， 本文报道研究结

果， 并对 此技术在男性生殖生物学及男性计划

生育研究中的应用前景加以讨论。

材料与方法

取Wistar 种系大鼠 7 只 ， 非近交系 大 鼠 9 只，

C57BL 系小鼠 10 只 ， 金山县灰色种家兔 9 只 ， 金色囡

鼠 5 只 ， 非近交系豚鼠 9 只。急性处死后， 取出身Z丸

及附辜组织称茧，取附靠对侧中部的宰丸组织 ， 一部

分置入 Bouin 氏液固定，常规石蜡包埋， 切片 ， H.E. 

染空，观察精子发生状态 ; 另→部分用酶消化法创成

皇丸细胞悬液 ， 具体方法可参见文献[8] 主要步吸如

下 :

去辜丸的被膜及血管 ， 用 Hank 民液洗

肢原酶消化(25μjml ， 3 3 'c 振荡 30 分钟)

十
Hank 氏液洗 2 次

0.25%膜蛋白酶消化， 30 分钟

用 60μm 不锈钢网过滤

滤过细胞:悬液离心(500 转/分 x 10 分钟)

Hank 氏液洗，离心 2 次

DNA 酶(1μgjmI ) 消化、 洗涤

调整细胞浓度达 1 x l07j ml 

将细胞悬液充分混匀 ， 吸取 0.2ml ， 加入 5ml 冰

冷的含 0.1 %Triton ,0. 3M NaCl 的 O . O lN 甘氨酸氢氧

化制缓冲液(pHI0.0 ) 。 然后依次加入 200μgjml 的澳

化乙绽 Ethidium Bromide(EB ) 染浓 (BDH)O.lml 及

10mgj ml RNA 酶(中国科学院上海生物化学研究 所〉

Tris 液 o •2ml o ì昆匀置于暗处 4 "c 10 分钟，再置于室

温下 5 -10分钟 ， 取一滴在荧光显微镜下检查 ， 若细

胞核呈明亮的橙红色荧光， 即可上机分析。

我院试制的 LXJ 型激光流动细胞分析仪用氧离子

激光作为激发光源，波长 4880λ ，光电倍增管前政置一

块 6100λ 干涉iÆ色片(半波宽为 110λ) 及两块 5800λ

长通谑色片， 可阻挡 4880λ 的散射光 ， 并允许 6100λ

的荧光信号通过。 实验结果用阻尼最小二乘法拟合程

序在 CROMEMCO Z-80 微型计算机处理得 出 1N，

2N ， 4N 等各类细胞占群体的比例数。

结果

以随1 Wistar 大盟的分析结果为例，

测定结果及直贯罔如古"

lN :65 ‘ 02% 2N :8 . 81% 

4N:13.40% S:12 . 77 % 
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图 1 N21 Wistar 大鼠分析结果

在 1N 峰的左侧还有不规则的峰波，这是

由于精子形态不规则， 在测试中造成 1N 峰部

到
\
雪E黑

相对 DNA含 lit/细胞

图 2 不育大鼠的测试结果

分向左延伸的结果。

二、各组测定的结果见下襄 z
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1N :C57BL 小鼠>金山灰兔>豚鼠>Wis

tar 大鼠>金色田鼠>杂种大鼠

2N: 金山灰兔〉杂种大鼠〉豚鼠>金色田

鼠>Wistar 大鼠>C57BL 小鼠

4N: 杂种大鼠>金色田鼠>C57BL 小鼠〉

Wistar 大鼠〉豚鼠>金山灰兔

在实验中我们对先天不育的大鼠及小鼠各

一个 也用此技术进行了测定。 组织学观察表明

这些动物阜丸内有明显生精障碍。 定量测试结

果如下z

1N( % ) 2N( %) S (% ) 4N(%) 

C57BL 小鼠 72.75 11.13 15 .9 6 

不育小鼠 55 . 79 10 . 89 2 .9 7 30 . 33 

Wistar 大鼠 67.35 11.49 6.53 14 .02 

不育大鼠 44.73 27 . 33 6.76 21. 18 

讨论

对各组正常动物辜丸细胞悬液涂片进行观

察， 间质细胞只占 2%以下，故可认为皇丸细

胞悬液中几乎全部为曲细精管内的细胞。曲细

精管内主要包括 Sertoli 细胞与各级生精细胞 ，

若以细胞内的 DNA 含量进行分类， 可分以下

几种 z

1N 细胞 : 椅子细胞， 宰丸精子 p

2N 细胞 : Sertoli 细胞 ， G 1 W] :恬原细胞，

细线前期初级中i!; -!iJ:细胞 ， 次级椅

母细胞 ;

S 期 ( 2N-4N )细胞 : S 期椅原细胞， 细线

前期初级精母细胞 p

4N 细胞 : Gz 期精原细胞，细线期， 合线

期，粗线期 ， 双线!明初级精母细

胞。

大体来说 ， 1N 可代表变态期椅子细 胞的

数目， 4N 代表精母细胞数目 ， 而 2N 主要反映

精原细胞的比例@
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文献上报道过大鼠及小鼠靠丸用注.~ 7'r.流动

细胞分析仪测得 lN 细胞约占 70-75%，而人

类辜丸中 lN 细胞只占 40 %[町 ， 这表明各种动

物的E常椅子发生过程中 ， 1N 、 2N 与 4N 细胞

的比例是不同的 ， 至今未见对各种动物翠丸生

1有细胞比例比较研究的系统报道。本实验观察

了六来jl ，\'b系哺乳动物辜丸内 lN 、 2N 与 4N 细

胞的相对比值 ， 发现对每一种动物来说， 此比

值是较为恒定的，各种动物的比值之间有所差

异。这些数据为今后进行男性生殖生物学与男

性计划生育研究提供了重要的依据。

我们也观察了二例先天不育动物皇丸的精

子发生状态 ， 常规组织学观察发现精子发生有

明显障碍， 但无法进行定量描述，用激光流动

细胞分析技术获得了各类细胞相对比例的精确

数据，如再结合组织形态观察 ， 可对椅子发生

状态作出更为客观和科学的评价。

近年来， 在临床不 育症研究，尤其是少精

症和无才有定的诊断疗效评价和1:V~后估测中已开

始采用激光流动细胞分析技术[卜 1 0] ， 在男性避

孕药研究中 ， 也有人以激光流动细胞分析代替

辜丸活检。我们认为运用本方法研究宰丸椅子

发生有如下优点 : (1) 把定性的描述过渡到定

量研究，可进仔数理统计，使实验结果的科学

址大大提高。 ( 2) 不必杀死动物，也不必手术

取出人的罪丸组织. 可采用穿刺的方法取得样

本进行测试， 并可在实验前后多次穿束IJ ， 以得

到椅子发生变化的动态概念。

然而， 此仪器价值较昂贵， 样 1ft， ífïlJ备及测

试也不算太方便。

总之，运用此法可对椅子发生障碍的性质

和程度以及抗椅子发生药物的效果作出客观、

精确的评价， 在男性生殖生物学及男性计划生

育研究中有其应用前景。
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