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人犅犕犛犆狊移植小鼠睾丸后向犔犲狔犱犻犵细胞或

产类固醇激素细胞诱导分化的实验研究
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　　【摘要】　目的　研究人体骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）在体内条件下能否向

Ｌｅｙｄｉｇ细胞或产类固醇激素细胞定向诱导分化，及是否发生免疫排斥反应。方法　将分离培养获得的第３代

ＢＭＳＣｓ经核荧光标记物标记后，制备成细胞悬液，注射至经二甲磺基乙烷（ＥＤＳ）处理后的２０只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠睾丸

内。从移植ＢＭＳＣｓ前１ｄ开始，每隔２ｄ处死１只小鼠，测尾静脉游离睾酮浓度，对照组为同期未作任何处理

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠２０ 只。同时睾丸组织经 荧 光 显 微 镜 摄 片，追 踪 观 察 ＢＭＳＣｓ，行 ３
β
羟 类 固 醇 脱 氢 酶 （３

β


ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，３βＨＳＤ
）单克隆抗体和鼠抗人细胞核单克隆抗体双重免疫荧光检测，寻找３

β
ＨＳＤ

和鼠抗人细胞核单克隆抗体荧光染色均阳性的细胞。结果　ＥＤＳ对小鼠Ｌｅｙｄｉｇ细胞有一定杀伤作用；采用睾丸

网注射法行人ＢＭＳＣｓ移植小鼠睾丸获得了成功，未见免疫排斥反应；移植ＢＭＳＣｓ后的睾丸组织未检测到３
β
ＨＳＤ

和鼠抗人细胞核单克隆抗体免疫荧光染色均阳性的细胞。结论　采用人ＢＭＳＣｓ移植小鼠睾丸的方法获得成功，

未见免疫排斥反应，移植后的ＢＭＳＣｓ未向Ｌｅｙｄｉｇ细胞或产类固醇细胞定向分化。

【关键词】　骨髓间充质干细胞　Ｌｅｙｄｉｇ细胞　睾丸
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．　１．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳

犝狉狅犾狅犵狔
，犠犲狊狋犆犺犻狀犪犎狅狊狆犻狋犪犾，犛犻犮犺狌犪狀犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，Ｃｈｅｎｇｄｕ６１００４１，Ｃｈｉｎａ；２．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳 犎犲犿犪狋狅犾狅犵狔，

犠犲狊狋犆犺犻狀犪犎狅狊狆犻狋犪犾
，犛犻犮犺狌犪狀犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，Ｃｈｅｎｇｄｕ６１００４１，Ｃｈｉｎａ

【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＢＭＳＣｓ）

ｉｎｔｏＬｅｙｄｉｇｏｒｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃｃｅｌｌｓ犻狀狏犻狏狅ａｎｄｔｈｅｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎｔｏｍｏｕｓｅｔｅｓｔｉｓ．

犕犲狋犺狅犱狊　Ａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ，ｔｈｅ３
ｒｄ

ｐａｓｓａｇｅＢＭＳＣｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｎｄｌａｂｅｌｅｄｗｉｔｈＨｏｅｃｈｅｓｔ

３３３４２，ａｎｄｊｏｉｎｅｄｔｈｅｓａｌｉｎｅｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌｔｏｆｏｒｍｃｅｌｌｓｕｓｐｅｎｄｉｎｇｆｌｕｉｄ．Ａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｔｇａｎｅｄｉｍｅｔｈａｎｅ

ｓｕｌｐｈｏｎａｔｅ（ＥＤＳ），ｔｈｅｍｉｃｅｒｅｃｅｉｖｅｄｔｈｅｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｃｅｌｌｓｕｓｐｅｎｄｉｎｇｆｌｕｉｄｂｙｔｅｓｔｉｓｎｅｔｉｎｊｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈａｄｏｓｅｏｆｅａｃｈ

ｓｉｄｅｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ０．０５ｍＬ．Ｓｉｎｃｅｔｈｅｆｉｒｓｔｄａｙｐｒｉｏｒｔｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ｍｉｃｅｗｅｒｅｅｘｅｃｕｔｅｄｅｖｅｒｙ２ｄ（ｏｎｅｍｏｕｓｅｅａｃｈ

ｔｉｍｅ）ａｎｄｔｈｅｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄ．Ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｉｎｃｌｕｄｅｄ２０ＢＡＬＢ／ｃｍｉｃｅｗｉｔｈｏｕｔａｎｙ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｄｕｒｉｎｇｔｈｅｓａｍｅｐｅｒｉｏｄ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ，ｕｓｉｎｇ３βｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄ

ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（３βＨＳＤ
）ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙａｎｄ ｍｏｕｓｅａｎｔｉｈｕｍａｎｃｅｌｌｎｕｃｌｅｕｓ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｆｏｒ

ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｏｎｔｈｅｔｅｓｔｉｓ．ＦｏｒｔｒａｃｋｉｎｇｔｈｅＢＭＳＣｓ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｈｉｃｈｗｅｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｂｏｔｈ

３
β
ＨＳＤａｎｄｍｏｕｓｅａｎｔｉｈｕｍａｎｃｅｌｌｎｕｃｌｅｕｓｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｗｅｒｅｒｅｔｒｉｅｖｅｄ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｃｅｒｔａｉｎｋｉｌｌｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆ

ＥＤＳｔｏｔｈｅｍｏｕｓｅＬｅｙｄｉｇｃｅｌｌｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ．ＴｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎＢＭＳＣｓｉｎｔｏｔｈｅｍｏｕｓｅｔｅｓｔｉｓｂｙｔｅｓｔｉｓｎｅｔ

ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｗａｓｅｆｆｅｃｔｉｖｅａｎｄｆｅａｓｉｂｌｅ，ｎｏｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｏｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．Ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ｎｏｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｏｆ

３
β
ＨＳＤａｎｄｍｏｕｓｅａｎｔｉｈｕｍａｎｃｅｌｌｎｕｃｌｅｕｓｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｗｅｒｅｆｏｕｎｄ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎ

ＢＭＳＣｓｉｎｔｏｔｈｅｍｏｕｓｅｔｅｓｔｉｓｂｙｔｅｓｔｉｓｎｅｔｉｎｊｅｃｔｉｏｎｗａｓｅｆｆｅｃｔｉｖｅａｎｄｆｅａｓｉｂｌｅ，ｎｏｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｏｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．

Ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ｔｈｅｈｕｍａｎＢＭＳＣｓｆａｉｌｅｄｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｉｎｔｏＬｅｙｄｉｇｃｅｌｌｓｏｒｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃｃｅｌｌｓ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　　Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ　　Ｌｅｙｄｉｇｃｅｌｌｓ　　Ｔｅｓｔｉｃｌｅ

　　Ｌｅｙｄｉｇ细胞是男性体内合成分泌雄激素的细

胞 ，也是其体内睾酮的主要来源
［１］

，３
β
羟类固醇

 国家自然科学基金（Ｎｏ．３０８７２５６９）、四川省科技厅应用基础

计 划 （Ｎｏ．２０１０ＪＹ００１７）和 四 川 省 科 技 厅 科 技 支 撑 项 目

（Ｎｏ．２０１２ＳＺ００２５）资助

脱 氢 酶 （３
β
ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，３β

ＨＳＤ）是Ｌｅｙｄｉｇ细胞的标志物。Ｃｈｅｎ等
［２］

认为人

类Ｌｅｙｄｉｇ细胞具有从始未分化的干细胞（ｓｔｅｍ

Ｌｅｙｄｉｇｃｅｌｌｓ，ＳＬＣｓ）向功能成熟的 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞

（ａｄｕｌｔＬｅｙｄｉｇｃｅｌｌｓ，ＡＬＣｓ）分化的动态过程。由此

提出一种新的临床治疗方案，即获取生理性或病理
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性睾 酮 低 下 患 者 的 ＳＬＣｓ 或 间 充 质 干 细 胞

（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ），通过定向诱导分

化为ＡＬＣｓ后，回输患者体内，进入机体的下丘脑

垂体性腺调节系统，通过机体调节机制补充雄激

素，这种治疗方案也避免了外源补充雄激素导致的

异常 反 应。二 甲 磺 基 乙 烷 （ｅｔｇａｎｅｄｉｍｅｔｈａｎｅ

ｓｕｌｐｈｏｎａｔｅ，ＥＤＳ）处理大鼠是目前研究Ｌｅｙｄｉｇ细胞

功能、增殖与分化的理想模型
［３］

。本研究选取人骨

髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）为细胞来源，尝试将其移

植入经ＥＤＳ处理后的ＢＡＬＢ／ｃ小鼠模型，观察其

Ｌｅｙｄｉｇ细胞破坏情况，并观察能否发生免疫排斥反

应，以及睾丸微环境能否定向诱导人 ＢＭＳＣｓ向

Ｌｅｙｄｉｇ细胞或产类固醇激素细胞分化，探索ＥＤＳ

处理的小鼠模型是否理想，为细胞治疗及基因治疗

类固醇激素缺乏类疾病提供一定的实验依据。

１　材料与方法

１１　标本来源

骨髓来源于２０１０年３月就诊于华西医院的４

例非造血系统疾病患者，经髂后上嵴骨髓穿刺获得

骨髓共２５～３０ｍＬ，年龄１８～３７岁，２男２女。该

研究取得华西医院伦理委员会的批准，所有患者均

知情同意。

１２　犅犕犛犆狊的分离、培养

将获得的骨髓加入肝素抗凝（５０Ｕ／ｍＬ），通过

ＦｉｃｏｌｌＰａｑｕｅ密度梯度离心法，４００×犵３０ｍｉｎ，分

离获得骨髓中的单个核细胞（ＭＮＣｓ），ＬＤＭＥＭ 培

养基洗涤２次，２００×犵１０ｍｉｎ／次，随后将获得的

ＭＮＣｓ接种到含１０％ＦＣＳ的ＬＤＭＥＭ 培养基中。

在饱和湿度、５％ＣＯ２、３７℃孵箱内进行培养，７２ｈ

后首次换液，随后根据细胞生长情况每周半量换液

２次。当 ＭＮＣｓ贴壁覆盖面达到培养瓶底部的

８０％ 后，通 过 ＴＮＥ（０．２５％ 胰 蛋 白 酶，０．０１％

ＥＤＴＡ）室温下消化细胞０．５～１ｍｉｎ，由此得到原代

ＢＭＳＣｓ悬液（Ｐ１）。将细胞（Ｐ１）按照１∶３的比例传

代培养，细胞生长８０％左右再次传代（Ｐ２）培养，留

取第３代（Ｐ３）的ＢＭＳＣｓ进行核荧光标记及小鼠睾

丸细胞移植。

１３　犅犕犛犆狊的 犎狅犲犮犺狊狋３３３４２核染色液荧光染色

标记

吸去培养 液，ＰＢＳ 液 冲 洗 ３ 次，避 光 加 入

５ｍｇ／Ｌ的核荧光标记物 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染液３～

４ｍＬ后置入孵箱内１５ｍｉｎ后取出在荧光显微镜下

观察染色后细胞形态。加入ＴＮＥ覆盖培养瓶底，

消化 ＢＭＳＣｓ，制备成细胞悬液。细胞计数后以

１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清后获得细胞沉淀，加

入适量生理盐水，制备成１×１０
６

／ｍＬ 细胞悬液

２ｍＬ。

１４　犈犇犛处理 犅犃犔犅／犮小鼠制备动物模型及

犅犕犛犆狊细胞移植

无菌秤取ＥＤＳ１５０ｍｇ，将其溶解于１∶３比例的

ＤＭＳＯ 和 三 蒸 水 的 ２ ｍＬ 混 合 液 中，制 备 为

７５ｍｇ／ｍＬ的ＥＤＳ溶液。将４０只６～８周龄雄性健

康ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为２组，即实验组及对照组。

麻醉实验组小鼠后秤取质量按照２ｍＬ／ｋｇ的剂量腹

腔注射ＥＤＳ溶液，注射１次，对照组不行任何特殊处

理。将制备 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２液标记、密度为１×

１０
６

／ｍＬ的ＢＭＳＣｓ细胞悬液移植入实验组小鼠睾丸

网，每侧睾丸注入细胞悬液０．０５ｍＬ，共注射１次。

１５　小鼠尾静脉游离睾酮的测定

从移植前１ｄ开始，每隔２ｄ各从两组取１只小

鼠尾静脉抽取血液１ｍＬ，持续５８ｄ。４℃放置全血

标本４ｈ，待血液凝固纤维蛋白收缩后，常温离心

３０００×犵８ｍｉｎ，取上层血清２００μＬ
备用，－８０℃

冰箱冻存备用，待标本收集完毕测试小鼠血清睾酮

浓度，按照睾酮酶联免疫试剂盒 （Ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ

ＡｓｓａｙＫＧＥ０１０）的说明检测上清液中睾酮相对浓

度。

１６　３β犎犛犇
抗体和鼠抗人细胞核抗体双重免疫荧

光染色

从移植前１ｄ开始，每隔２ｄ处死一只实验组小

鼠，持续５８ｄ。脱臼法处死后取双侧睾丸，固定后，

置于染色湿盒内，滴加ＰＢＳ液于标本上，１０ｍｉｎ弃

去，使标本保持一定湿度。滴加绿色荧光标记１∶

１００比例稀释的一抗，即兔抗人３
β
ＨＳＤ 单克隆抗

体，３７℃孵育１ｈ。ＰＢＳ液漂洗３次，每次２ｍｉｎ。

用吸水纸吸去残留液体。滴加红色荧光１∶５０稀释

的鼠抗人细胞核抗体作为二抗。４ ℃孵育１ｈ。

ＰＢＳ液冲洗玻片，去除二抗，遂室温加入ＤＡＰＩ染色

液作用５ｍｉｎ，冲洗。加入缓冲甘油于玻片上封固

标本，盖上盖玻片，２４ｈ内荧光显微镜下观察，是否

发现双重免疫荧光细胞，同时观察是否出现明显炎

性坏死区域，用以判断免疫排斥反应的发生。

２　结果

２１　犅犕犛犆狊的分离与培养

原代人ＢＭＳＣｓ分离后接种２ｈ内可见细胞呈

圆形漂浮于培养液中，２～４ｈ后部分细胞开始下沉
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贴壁，２４ｈ后大多数已贴壁，也可见少数未贴壁细

胞漂浮于培养液中，原代及第３代ＢＭＳＣｓ形态见

图１、图２。

图１　人原代犅犕犛犆狊形态学表现　　　图２　第３代犅犕犛犆狊的形

态学表现　　　图３　第３代犅犕犛犆狊２１犱（犃）与犎狅犲犮犺犲狊狋３３３４２核

荧光标记物标记后的第３代犅犕犛犆狊（犅）对比（×１００）

犉犻犵１　犕狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳狋犺犲狅狉犻犵犻狀犪犾犵犲狀犲狉犪狋犻狅狀狅犳犅犕犛犆狊　　　犉犻犵２　

犕狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳狋犺犲３
狉犱

狆犪狊狊犪犵犲狅犳犺狌犿犪狀犅犕犛犆狊　　　犉犻犵３　犜犺犲３
狉犱



狆犪狊狊犪犵犲狅犳２１犱犪狔狊狅犳犺狌犿犪狀犅犕犛犆狊
（犃）犪狀犱狋犺犲３

狉犱

狆犪狊狊犪犵犲犺狌犿犪狀

犅犕犛犆狊狑犲狉犲犾犪犫犲犾犲犱狑犻狋犺犎狅犲犮犺犲狊狋３３３４２（犅）

２２　经犎狅犲犮犺犲狊狋３３３４２核荧光标记物标记后的第３

代人犅犕犛犆狊

由图３可见，普通光学显微镜下第３代人

ＢＭＳＣｓ２１ｄ，细胞呈长梭形，大小均一，排列整齐，

细胞核不明显；Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３３４２核荧光标记物标记

后的第３代人ＢＭＳＣｓ，荧光显微镜下细胞核呈蓝色

荧光。

２３　犈犇犛处理后犅犃犔犅／犮小鼠与对照组小鼠静脉

游离睾酮浓度

　　
由图４可见，与对照组相比，注射ＥＤＳ后实验

组小鼠睾酮有所降低，提示ＥＤＳ对小鼠睾丸Ｌｅｙｄｉｇ

细胞有一定程度的损伤。２１ｄ后两组保持一致。

图４　犈犇犛处理后犅犃犔犅／犮小鼠与对照组小鼠静脉游离睾酮浓度变

化曲线

犉犻犵４　犜犺犲狋犲狊狋狅狊狋犲狉狅狀犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀犮狌狉狏犲狅犳犈犇犛犪狀犱犮狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆

犅犃犔犅／犮犿犻犮犲

２４　移植人犅犕犛犆狊小鼠睾丸标本免疫荧光染色

经ＥＤＳ处理的ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，实验期间睾组织

未发现明显炎性坏死区域，排斥反应。

　　
由图５可见，移植５ｄ后，经Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３３４２核

荧光标记物标记后的第３代人ＢＭＳＣｓ，蓝色荧光细

胞仍比较集中；但未见３
β
ＨＳＤ单克隆抗体和鼠抗

人细胞核单克隆抗体双重免疫荧光染色双阳性细

胞。

由图５可见，移植８ｄ后，经Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３３４２核

荧光标记物标记后的第３代人ＢＭＳＣｓ，荧光细胞比

较分散，仍未见３
β
ＨＳＤ单克隆抗体和鼠抗人细胞

核单克隆抗体双重免疫荧光染色双阳性细胞。

图５　经 犎狅犲犮犺犲狊狋３３３４２核荧光标记物标记后（犃，犆）及经３β犎犛犇
单克隆抗体和鼠抗人细胞核单克隆抗体双重免疫荧光染色的第３代人

犅犕犛犆狊（犅，犇）

犉犻犵５　犜犺犲３
狉犱

狆犪狊狊犪犵犲犺狌犿犪狀犅犕犛犆狊狑犲狉犲犾犪犫犲犾犲犱狑犻狋犺犎狅犲犮犺犲狊狋３３３４２
（犃，犆）犪狀犱犻犿犿狌狀狅犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犪狊狊犪狔犲犱犫狔３β犎犛犇犿狅狀狅犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犫狅犱狔

犪狀犱犿狅狌狊犲犪狀狋犻犺狌犿犪狀犮犲犾犾狀狌犮犾犲狌狊犿狅狀狅犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犫狅犱狔
（犅，犇）

Ａ，Ｂ：５ｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；Ｃ，Ｄ：８ｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
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　　移植２０ｄ后，荧光显微镜下未见经 Ｈｏｅｃｈｅｓｔ

３３３４２核荧光标记物标记后的人ＢＭＳＣｓ，直至实验

结束移植后（５６ｄ时），一直未见３
β
ＨＳＤ单克隆抗

体和鼠抗人细胞核单克隆抗体双重免疫荧光染色双

阳性细胞。

３　讨论

ＭＳＣｓ存在于机体器官间质和结缔组织间，骨

髓中含量较多，其次为脐带、脐血及脂肪组织等
［４］

。

它具有高度增殖、自我更新、多向分化及免疫学原性

低等特点
［５，６］

，移植后不引起移植物抗宿主病。国

外的一些研究也发现在一定条件下，ＢＭＳＣｓ能够诱

导分化为产生类固醇的细胞，证实了定向诱导分化

为Ｌｅｙｄｉｇ细胞的可能性
［７，８］

。Ｙａｚａｗａ等
［７］

也报道

了将荧光小鼠ＢＭＳＣｓ注射入其它小鼠睾丸内的方

式来进行向产类固醇类细胞的体内诱导分化的研

究。

睾酮的合成过程是由多种细胞因子参与的级联

酶促反应，睾丸的发育也与参与该过程的多种酶和

调节因子的表达有着十分密切的关系
［９，１０］

。目前认

为参与睾丸Ｌｅｙｄｉｇ干细胞分化发育调控过程的细

胞因子主要包括胰岛素样生长因子Ⅰ（ＩＧＦⅠ）、黄

体生成激素（ＬＨ）、白血病抑制因子（ＬＩＦ）、ＰＤＧＦ

等几种，但具体调节过程的信号通路仍需要进一步

的研究。

ＥＤＳ是一种化学治疗药物，特异性地定向破坏

杀伤啮齿类动物尤其是鼠类体内Ｌｅｙｄｉｇ细胞，具体

的破坏机制尚不明了。部分研究学者认为该过程与

Ｌｅｙｄｉｇ细胞的细胞膜表面黄体生成素的受体有关，

现研究认为ＬＨ和ＳＬＣｓ的增殖分化密切相关
［１１］

，

ＥＤＳ可以通过同ＬＨＲ结合发挥其细胞毒性，使基

因转录减少、３
β
ＨＳＤ的活性减低，引起Ｌｅｙｄｉｇ细

胞的凋亡
［９，１２，１３］

。

本研究为尝试性探索ＥＤＳ处理小鼠的动物模

型，观察ＥＤＳ与小鼠Ｌｅｙｄｉｇ细胞破坏情况，研究人

体ＢＭＳＣｓ移植小鼠睾丸后能否发生免疫排斥反

应，以及小鼠睾丸微环境能否定向诱导人ＢＭＳＣｓ

向Ｌｅｙｄｉｇ细胞或产类固醇激素细胞分化。实验组

小鼠按照目前已研究对鼠类Ｌｅｙｄｉｇ细胞最佳杀伤

剂量ＥＤＳ７５ｍｇ／ｋｇ进行腹腔注射，对比同期对照

组，可见实验组小鼠睾丸有所减小，体重有所减轻，

但测试血清睾酮降低程度不及大鼠模型
［１４］

。本次

小鼠模型在注射后７ｄ后血清睾酮有所下降，最低

值仍在正常值的６０％以上，表明ＥＤＳ对小鼠睾丸

Ｌｅｙｄｉｇ细胞有一定程度的破坏，但杀伤程度远不及

大鼠动物模型。大鼠腹腔注射ＥＤＳ后４ｄ开始，血

清睾酮迅速降低至正常的３０％以下，处理２１ｄ后由

于机体新的ＳＬＣｓ的分化，血清睾酮逐渐上升
［２］

。

这可能是因为ＥＤＳ对不同品系动物Ｌｅｙｄｉｇ细胞作

用的敏感度及选择性不同有关。

本实验中在移植后５ｄ和８ｄ小鼠睾丸标本中

找到Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３３４２核荧光标记物标记的细胞团，

排列成条状，提示移植后的ＢＭＳＣｓ存活，但未在小

鼠睾丸间质的损伤部位归巢及形成嵌合。免疫荧光

染色未见双重阳性，提示ＢＭＳＣｓ未向Ｌｅｙｄｉｇ细胞

或产类固醇类细胞分化，这可能是因为Ｌｅｙｄｉｇ细胞

的增殖分化是多因素和多细胞因子参与的过程，人

ＢＭＳＣｓ未在小鼠睾丸间质的损伤部位归巢及形成

嵌合，以致于小鼠睾丸微环境的各种细胞因子及酶

等调节因素不能作用于人ＢＭＳＣｓ，未能调控其向

Ｌｅｙｄｉｇ细胞或产类固醇类细胞定向分化。

本研究ＥＤＳ处理ＢＡＬＢ／ｃ小鼠建立的动物模

型可行，但效果不及大鼠模型。Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３３４２核

荧光标记物标记后的细胞移植后获得成功，实验过

程中见ＢＭＳＣｓ移植后存活，所有睾丸标本切片中

未见明显炎性坏死变化，即未见免疫排斥反应，这可

能是因为ＭＳＣｓ的免疫特性及小鼠睾丸为免疫豁免

器官有关。本实验尚属探索性的基础研究，也存在

一些不足之处，如ＥＤＳ对ＢＡＬＢ／ｃ小鼠Ｌｅｙｄｉｇ细

胞破坏的不够彻底，研究样本的限制可能影响结果

的偏倚，细胞悬液的浓度可能过低，移植细胞的数目

过少等，这些都与移植细胞的嵌合归巢及定向分化

有关。

本研究是ＭＳＣｓ从体外向体内过渡的探索性研

究，为人ＢＭＳＣｓ作为干细胞来源治疗类固醇激素

缺乏类疾病探索一条新途径，证实了其可以成为治

疗该类疾病的一种理想干细胞来源。今后，我们将

继续深入探索体内影响分化的诸多因素，为创建

ＭＳＣｓ治疗男性不育奠定理论依据和实用基础。
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