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雌二醇及其受体在北方山溪鲵精巢中的周期性分布
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　　 [摘　要 ]　用免疫组织化学方法检测雌二醇 (estradio l) 及其受体 (estrogen recep to r ) 在北方山溪鲵

(Batrachuperus t ibetanus)精巢发育周期中的表达变化。结果表明, 在 4～ 5 月, 雌二醇及受体在精原细胞的胞质中

强表达; 6 月, 雌二醇在精母细胞的胞质中表达较弱, 其受体在精母细胞的核质中有较强表达; 7 月, 雌二醇及受体

在精子细胞的胞质中表达; 8 月, 雌二醇及受体在精原细胞的胞质中和变态后的精子头部有弱表达; 9～ 11 月, 两者

均在精原细胞的胞质中及精子头部有较强表达。说明雌二醇及其受体存在于整个精巢周期中, 二者在生精细胞中

的强弱变化基本一致, 其变化规律与精子发育周期密切相关; 雌激素受体多存在于生精细胞的胞质中, 雌激素可能

以非基因组效应调控细胞的增殖, 并与精子的发育成熟密切相关。
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Abstract: L ocat ion of est rad io l and estrogen recep to r in test is of B a trachup erus tibetanus w as exam ined

by imm unoh istochem istry. T he resu lts w ere as fo llow s: in A p r2M ay, est rad io l and estrogen recep to r

p resen ted in the cytop lasm of sperm atogon ia ( SPG ) ; in Jun, est rad io l p resen ted in the cytop lasm of

sperm atocyte (SPC ) , and estrogen recep to r p resen ted in the nuclear of sperm atocyte (SPC ) ; in Ju l, they

w ere all detected in the cytop lasm of sperm at id (SPD ) ; In A ug, est rad io l and estrogen recep to r had sligh t ly

recep to r in the cytop lasm of sperm atogon ia (SPG) and cephalic sperm atozoa after m etamo rpho ses; in Sep t2
N ov, est rad io l and estrogen recep to r p resen ted in the cytop lasm of sperm atogon ia (SPG ) and cephalic

sperm atozoa. In conclu sion, varia t ion estrad io l and estrogen recep to r ex ist in the all p rocess w hen the test is

w as develop ing, they had the sam e in react ive in ten sity that w as co rrela t ive w ith the annual rep roduct ive

cycle. E strogen recep to r ch iefly dist ribu ted in the cytop lasm of germ cells, est rad io l regu la ted the

p ro lifera t ion of SPG by nongeom ic act ion p robab ly. In addit ion, est rad io l p romo ted m atu ra t ion of

sperm atozoa fu rther after m etamo rpho ses.
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　　类固醇激素在精子发生中的作用一直是备受关

注的问题。传统观点认为, 精子发生主要受到雄激素

的调控, 而雌激素在这一过程中的作用仍不很明确。

有关类固醇激素在季节性繁殖的两栖动物体内的分

布规律与作用已有报道, 如在冠蝾螈 ( T ritu rus

ca rn if ex L au r)的血液中, 雄激素在繁殖季节含量最
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高, 雌二醇含量在3 月出现峰值, 孕酮含量的变化很

小, 但却与精巢质量有明显的相关性 [1 ]。 Fasano

等[2 ]在食用蛙 (R ana escu len ta) 中检测发现, 睾酮和

二氢睾酮在秋季和早春含量较高, 而雌二醇在春季

达到峰值, 随后减少到可检测量, 孕酮含量则从秋季

到冬季再到春季逐渐增加。但前人的工作大都是用

放射免疫测定法检测血清的激素含量, 未能做到细

胞定位, 并且血清中激素含量的变化与精巢中激素

的变化是否一致仍需探讨。此外, 对类固醇激素功能

的分析, 也大都是通过注射外源性激素后观察其效

应而作出的判断。

北方山溪鲵 (B a trachup erus tibetanus) 生活在

海拔较高的山区溪流中, 隶属有尾目, 小鲵科, 其精

巢的形态和结构具有年周期性变化, 精巢内精原细

胞增生有 2 个高峰期, 分别在 9～ 11 月和翌年的

3～ 5 月, 初级精母细胞的成熟分裂期在 6 月末到 7

月, 7 月末到8 月是精子形成期[3 ]。本研究用免疫组

织化学方法, 检测北方山溪鲵精巢中雌二醇及其受

体在生精细胞中的分布规律及精确定位, 并与精子

发生周期相联系, 以期探讨雌二醇在精子发生中的

调节功能。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　雄性成体北方山溪鲵16 尾, 质量20～ 30 g, 全长

175～ 260 mm。2002204～ 11 采自秦岭北坡的溪流

中, 每月2 尾。

1. 2　样品制备

剖腹取雄性北方山溪鲵精巢后, 置改良Bo in s

液 (不含醋酸)中固定10～ 12 h, 系列酒精脱水, 石蜡

包埋, 连续切片, 切片厚5～ 8 Λm。

1. 3　免疫组织化学反应程序

切片常规脱蜡复水后, 用0. 01 mo löL 枸橼酸盐

缓冲液 (pH 6. 0) 热修复 2～ 3 次。再浸入质量分数

3% H 2O 2 中, 室温下放置 10 m in 以灭活内源性酶。

然后按SABC (strep t avid in2b io t in comp lex) 法进行

免疫组织化学反应。

每组试验均设对照, 对照用PBS 代替第一抗体

进行孵育, 各组均为免疫阴性反应。

2　结果与分析

2. 1　雌二醇 (E2) 在北方山溪鲵生精细胞中的免疫

组织化学反应

　　本研究观察结果表明, 4～ 5 月, 在北方山溪鲵

精原细胞的胞质中, 尤其是核膜周围有较强的E 2 阳

性反应 (图版1) ; 6 月, 次级精母细胞胞质中E 2 阳性

反应较弱 (图版 2) ; 7 月, 精子细胞核膜周围的胞质

中有强的E 2 阳性反应 (图版3) ; 8～ 11 月, 北方山溪

鲵增生区精原细胞的胞质中和成熟区的精子头部均

有E 2 阳性反应 (图版4～ 7) , 其中8 月精巢中E 2 阳性

反应较弱。

2. 2　雌激素受体 (ER ) 在北方山溪鲵生精细胞中的

免疫组织化学反应

　　本研究观察结果表明, 4～ 5 月, 在北方山溪鲵

精原细胞的胞质中出现ER 阳性反应, 其中5 月精原

细胞核膜周围的胞质中ER 阳性反应最强 (图版8～

9) ; 6 月, 精母细胞的核质中有较强的ER 阳性反应

(图版 10) ; 7 月, ER 在精子细胞核膜周围的胞质中

形成帽状的强阳性反应产物 (图版 11) ; 在8～ 11 月,

北方山溪鲵精巢生精区精原细胞的胞质及核膜周围

均有ER 阳性反应, 在成熟区的精子头部也有ER 阳

性反应 (图版 12～ 14) , 但在 8 月和 11 月的ER 均呈

弱阳性反应。

由表 1 可见, E 2 及其受体ER 在北方山溪鲵精

巢中的定位基本一致, 在生殖周期中两者都呈现出

规律分布。在6 月和8 月, 二者在北方山溪鲵细胞质

中的阳性反应相对较弱, 但在 6 月, ER 在核质中有

较强的阳性反应。

表 1　雌二醇及其受体在北方山溪鲵生精细胞中的免疫细胞化学定位

T able 1　L ocalizat ion of E2 and ER imm uno reactivity in the test is of B atrachup erus tibetanus during the annual cycle

项目
Item

4 月A p r. 5 月M ay 6 月Jun. 7 月 Ju l. 8 月A ug. 9 月 Sep. 10 月O ct. 11 月N ov.

SPGÉ SPGÊ SPC SPD SPGÉ SPZ SPGÉ SPZ SPGÉ SPZ SPGÉ SPZ

E2 Cp (+ + ) Cp (+ + + ) Cp (+ ) Cp (+ + ) Cp (+ ) + Cp (+ + ) + + + Cp (+ + ) + + Cp (+ + ) + +

ER Cp (+ + ) Cp (+ + + ) N p (+ + ) Cp (+ + + ) Cp (+ ) + Cp (+ + + ) + + Cp (+ + + ) + + Cp (+ + ) +

　　注: SPGÉ . 初级精原细胞; SPGÊ . 次级精原细胞; SPC. 精母细胞; SPD. 精子细胞; SPZ. 精子; Cp. 细胞质; N p. 核质; + + + . 强阳性反应; + + . 较强阳性反应;

+ . 弱阳性反应。

N o te: SPGÉ . p rim ary sperm atogon ia; SPGÊ . secondary sperm atogon ia; SPC. sperm atocyte; SPD. sperm atid; SPZ. sperm atozoa; Cp. cytop lasm; N p. nucleop lasm;

+ + + . strong imm unopo sitive reaction; + + . m edium imm unopo sitive reaction; + . w eak imm unopo sitive reaction.
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图版 1～ 7　北方山溪鲵精巢中雌二醇 (E2)的免疫组织化学观察结果
1. 4 月, E2 定位在精原细胞 (SPG) 胞质中, ×316; 2. 6 月, E2 在精母细胞 (SPC) 核膜周围的胞质中呈弱阳性反应, ×316; 3. 7 月, E2 在精子细胞 (SPD ) 核膜周围的

胞质中呈阳性反应, ×316; 4. 8 月, E2 在非成熟区 (imm ature region)的精原细胞 (SPG) 胞质中呈弱阳性反应, ×316; 5. 9 月, E2 在成熟区 (m ature region) 的精子中

有阳性反应, ×316; 6. 10 月, E2 在非成熟区 (imm ature region)的精原细胞 (SPG)胞质中呈阳性反应, ×316; 7. 11 月, E2 在非成熟区 ( imm ature region) 的精原细胞

(SPG)胞质和成熟区 (m ature region)精子中有阳性位点, ×316

P late 1- 7　 Imm unoh istochem ical resu lt of estradio l (E2) in the test is of the stream salam ander B atrachup erus tibetanus

1. In A p r, estradio l (E2) w as p resen ted in the cytop lasm of sperm atogon ia (SPG) , ×316; 2. In Jun, E2 had sligh t reactivity in the cytop lasm of sperm atocyte (SPC)

around the nuclear, ×316; 3. In Ju l, E2w as detected in the cytop lasm of sperm atid (SPD ) around the nuclear, ×316; 4. In A ug, there w as sligh t E2 po sitive reaction

scattered in the cytop lasm of SPG in imm ature region, ×316; 5. In Sep , sperm atozoa (SPZ) in m ature region had E2 po sitive reactivity, ×316; 6. In O ct, E2 w as

detected in cytop lasm of SPG in imm ature region, ×316; 7. In N ov, E2po sitive reactivity w as in the cytop lasm of SPG in imm ature region and in SPZ in m ature region,

×316

3　讨　论

3. 1　雌二醇 (E 2) 及其受体 (ER ) 在北方山溪鲵精巢

中的分布

　　有关两栖动物精巢中类固醇激素的研究已有很

多报道, 但这些研究大都限于对激素水平的测定。在

有肋螈 (P leu rod eles w a ltl) 的血液中, 17Β2雌二醇的

浓度在2～ 3 月和11 月有所不同, 激素在血液中是散

在的, 而且浓度总是很低, 推测这些 17Β2雌二醇可能

是雄激素分泌降解时的代谢产物[4 ]。雄性冠欧螈

(T ritu ry s ca rn if ex )不交配个体血液中的睾酮水平比

交配个体高; 而雌二醇却与其相反, 在不交配的个体

中含量很低, 在开始交配时可达到最大值[5 ]。这些结

果均说明, 雌二醇在两栖动物血液中是呈周期性分布

的, 其分布规律与精巢的发育周期有明显的相关性。

本试验通过免疫组织化学检测可见, 雌二醇及

其受体在北方山溪鲵精巢的发育周期中呈现出规律

性分布。雌二醇在4～ 5 月及9～ 11 月表现出较强的

阳性反应, 而在6 月和8 月反应较弱。可见雌二醇在

精巢中一直存在, 其含量在生精细胞的不同发育阶

段确有差异。在春、秋细胞增殖季节, 雌二醇含量稍

高, 非增殖季节偏低, 这种变化与前人测定有尾两栖

类动物血清中激素浓度所得出的结论基本一致[1, 5 ]。

本试验结果中, 除6 月和8 月份外, 其他月份生精细

胞中雌二醇的阳性反应都很明显, 这与前人所述的

有肋螈血清中雌二醇浓度总是很低的结果不一致。

推测这种差异的存在, 一方面是由检测的组织及方

法不同所致, 另一方面是由不同区域不同动物的种

属间差异所造成。

3. 2　雌二醇 (E 2)与精子发生

本试验结果表明, 在精巢发育周期中雌激素受

体也一直存在于生精细胞中, 其定位和强度与雌二

醇基本一致。如在 8 月份, 二者阳性反应均相对较

弱。雌二醇与其受体在精巢发育周期中相似的分布

规律以及二者周期性的表达, 说明雌激素确实参与

调节精子发生的某个过程。
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图版 8～ 14　北方山溪鲵精巢中雌激素受体 (ER )的免疫组织化学观察结果

8. 4 月, ER 定位在精原细胞 (SPG)胞质中, ×158; 9. 5 月, ER 在精原细胞 (SPG) 核膜周围的胞质中呈阳性反应, ×158; 10. 6 月, ER 在精母细胞 (SPC) 核质中呈阳

性反应, ×632; 11. 7 月, ER 在精子细胞核膜周围的胞质中呈阳性反应, ×632; 12. 8 月, ER 在非成熟区 ( imm ature region)的精原细胞 (SPG) 胞质中呈弱阳性反应,

×632; 13. 10 月, ER 在非成熟区 (imm ature region)的精原细胞 (SPG)胞质中呈阳性反应, ×632; 14. 11 月, ER 在成熟区 (m ature region)精子中有阳性位点, ×632

P late 8- 14　 Imm unoh istochem ical resu lt of estrogen recep to r (ER ) in the test is

of the stream salam ander B atrachup erus tibetanus

8. In A p r, estrogen recep to r (ER ) w as p resen ted in the cytop lasm of sperm atogon ia (SPG) , ×158; 9. InM ay, there w as ER po sitive reaction in the cytop lasm of SPG

around the nuclear, ×158; 10. In Jun, ER had po sitive reactivity in the nucleop lasm of sperm atocyte (SPC) , ×632; 11. In Ju l, ER w as detected in the cytop lasm of

sperm atid (SPD ) around the nuclear, ×632; 12. In A ug, there w as sligh t ER po sitive reaction scattered in the cytop lasm of SPG in imm ature region, ×632; 13. In

O ct, ER w as detected in cytop lasm of SPG in imm ature region, ×632; 14. In N ov, ER po sitive reactivity w as in sperm atozoa (SPZ) in m ature region, ×632

3. 3　雌激素 (E)的作用机制

一般认为, 雌激素受体ER 属于典型的核受体,

并作为配体激活的核转录因子, 调控着靶基因的表

达, 在繁殖的许多过程中起着重要作用, 包括调控配

子的产生与释放、繁殖行为和第二性特征的产生[6 ]。

ER 有2 种亚型, 即ER 2Α和ER 2Β, 二者在与配基结合

方面有许多相似的特点, 与雌二醇也有相似的亲和

力。这2 种亚型以同源或异源二聚体的形式存在于

细胞中, 雌激素对配子产生和腺组织发育的作用主

要靠ER 2Α来介导[7 ]。

目前的试验已证明, 雌激素受体并非经典的核

激素受体。在雌性食用蛙的肝细胞[8 ]、海产八目鳗

(P etrom y z on m a rinus) 精巢的生殖细胞[9 ]以及雌性

海龟的肝细胞中[10 ] , 均已观察到雌激素受体在胞质

及核质中的定位。雌激素也在小鼠精巢生精细胞的

胞质中高度表达[11 ]。已有证据表明, 雌激素可通过

非基因组效应作用于靶器官, 如以非基因组方式调

控青春期大鼠附睾上皮细胞的功能[12 ]。雌激素对卵

泡颗粒细胞也存在不依赖于核受体的非基因组作用

方式[13 ]。本试验观察到, 在4～ 5 月及9～ 11 月, 当精

原细胞处于增殖期时, 雌二醇及其受体同时存在于

精原细胞的胞质及核膜周围, 而没有在核质中。推测

此时的雌二醇可能通过其受体, 以非基因组效应调

控精原细胞的增殖分裂。雌二醇通过胞浆受体发生

作用, 可能是甾体激素非基因组效应多样性的一种

表现, 其具体机制还有待于进一步研究。

3. 4　雌激素受体 (ER )在细胞核中的积累

在海龟精巢中, 雌激素受体定位在生殖细胞的

胞质中。但当注射外源性雌二醇后, 则使胞质雌激素

受体耗尽, 而核受体出现增加的趋势[14 ]。在大鼠精

巢中, 雌激素受体定位在支持细胞的胞质中, 当细胞

暴露在雌二醇中时, 就引起核受体的积累[15 ]。在北

方山溪鲵精巢中, 6 月份雌激素受体在精母细胞的

核质中有表达, 此时雌二醇在精母细胞的胞质中表

达非常弱。推测在精原细胞增殖期, 胞质中的雌激素

受体及雌二醇已被大量消耗, 所以在 6 月份精母细

胞核中出现了雌激素受体的积累。对雌激素受体在

细胞核中积累的机制和意义, 有待于更深入的研究。
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3. 5　雌二醇 (E 2)在精子成熟中的作用

本试验还观察到, 在北方山溪鲵精巢的成熟区,

雌二醇及其受体均存在于精子头部。推测雌二醇在

精子成熟中仍起着一定的作用。

综上所述, 在北方山溪鲵精巢中, 雌激素及其受

体规律性地分布于生精周期的不同阶段和生殖细胞

的不同部位, 可能以非基因组效应的方式调节精原

细胞的增殖。雌二醇还可能对变态后精子的进一步

成熟起一定作用。山溪鲵精巢中是否存在雌二醇的

基因组作用方式, 以及其非基因组作用的具体机制

如何, 均有待于进一步研究。
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