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论　著

[摘要]　目的　探讨移植骨髓间充质干细胞(BMSC)来源的Leydig样细胞对邻苯二甲酸二(2-乙基己基)酯(DEHP)

染毒小鼠睾丸功能的修复作用及其可能机制。方法　将6只C57小鼠随机分为DEHP组与对照组，进行DEHP染毒28 d

后，获取小鼠血清行睾酮检测；同时获取睾丸组织行HE染色及TUNEL染色，并检测睾丸半胱氨酸蛋白酶(caspase)-3、

caspase-8、caspase-9、Bcl-2和Bax蛋白变化情况，测定丙二醛(MDA)、谷胱甘肽(GSH)含量及超氧化物歧化酶(SOD)、

谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)活性。同时，将27只C57小鼠进行DEHP染毒28 d，随机分为Leydig样细胞移植组、BMSC

移植组及对照组(n=9)，分别将BMSC来源的Leydig样细胞、BMSC移植到相应组别C57小鼠睾丸中，在移植后7、14、

21 d时每组选取3只小鼠血液检测血清睾酮水平；同时获取双侧睾丸，检测睾丸组织MDA、GSH含量及SOD、GSH-Px

活性。移植后7 d时获取小鼠睾丸行HE染色及TUNEL染色，同时检测caspase-3、caspase-8、caspase-9、Bcl-2及Bax蛋白

表达情况。结果　与对照组比较，DEHP组C57小鼠血清睾酮水平明显下降，睾丸生精细胞紊乱，组织细胞出现凋亡，

凋亡蛋白caspase-3、caspase-8、caspase-9及Bax蛋白表达水平明显增高，Bcl-2蛋白表达水平明显降低，MDA含量升高，

GSH含量降低，GSH-Px及SOD活性受到抑制，差异均有统计学意义(P<0.05或P<0.01)。行细胞移植后，与对照组比

较，移植后7、14、21 d时Leydig样细胞移植组小鼠血清睾酮水平明显升高，移植后14、21 d时BMSC移植组血清睾酮水

平明显升高，在移植后7、14、21 d，Leydig样细胞移植组及BMSC移植组睾丸组织MDA含量明显降低，GSH含量明显

升高，GSH-Px及SOD活性恢复(P<0.05或P<0.01)；移植后7 d，Leydig样细胞移植组及BMSC移植组睾丸组织细胞凋亡较

对照组明显减轻，生精细胞形态有所恢复，同时caspase-3、caspase-8、caspase-9及Bax蛋白表达水平明显降低，而Bcl-2

蛋白表达水平明显升高(P<0.05或P<0.01)。结论　移植BMSC来源的Leydig样细胞可通过减轻睾丸氧化应激反应及抑制

睾丸组织凋亡的途径修复DEHP对小鼠睾丸的损伤，使睾酮分泌增加，从而促进受损睾丸功能的恢复。
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[Abstract]　Objective　To investigate the effect and mechanism of transplanting Leydig-like cells from BMSCs to repair 

the testicular function of diethylhexyl phthalate (DEHP) infected mice. Methods　Six C57 mice were randomly divided into two 

groups (3 each): control group (corn oil) and DEHP group [900 mg/(kg.d) DEHP mixed with corn oil]. Venous blood was taken 

from the eyeball 28 days after treatment to determine the serum testosterone level. One testis was stored in paraformaldehyde for 

HE and TUNEL staining, the other side of testis, after homogenization, was used to determine the changes of apoptotic proteins of 

caspase-3, caspase-8, caspase-9, Bcl-2 and Bax with Western blotting, the contents of MDA and GSH and the activities of SOD and 

GSH-Px were determined. Twenty-seven C57 mice were poisoned with DEHP for 28 days, and then randomly divided into Leydig-
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like cell transplant group, BMSCs transplant group and control group (9 each). BMSCs and Leydig-like cells from BMSCs were 

transplanted into the testis of mice in corresponding groups. Venous blood was taken from 3 mice of each group at 7th, 14th and 

21st day after transplantation for determining the serum testosterone, and bilateral testis were obtained simultaneously to determine 

the contents of MDA and GSH and the activities of SOD and GSH-Px. The testis of mice was got 7th day after transplantation 

for HE and TUNEL staining, and the changes of apoptotic proteins of caspase-3, caspase-8, caspase-9, Bcl-2 and Bax were 

detected simultaneously. Results　Compared with control group, the serum testosterone level decreased significantly, testicular 

spermatogenic cell disorder, tissue cells showed apoptosis, the serum levels of apoptotic protein caspase-3, caspase-8, caspase-9 and 

Bax increased obviously, while of Bcl-2 decreased markedly in testis of DEHP group, the content of MDA increased, and of GSH 

decreased, the activities of GSH-Px and SOD were inhibited with statistically significant difference (P<0.05 or P<0.01). Compared 

with control group, the serum testosterone level in Leydig-like cell transplantation group increased significantly at 7th, 14th and 

21st day after testicular cell transplantation. The serum level of testosterone in BMSC transplantation group was higher than in 

control group at 14th and 21st day after transplantation. The content of MDA in testicular tissue decreased and of GSH increased, 

and the activities of GSH-Px and SOD recovered at 7th, 14th and 21st day after testicular cell transplantation (P<0.05 or P<0.01). 

The 7th day after transplantation, the apoptosis of testicular tissue was alleviated obviously in Leydig-like cell transplantation group 

and BMSC transplantation group than that in control group, the morphology of spermatogenic cells recovered, and the expression 

levels of apoptotic protein caspase-3, caspase-8, caspase-9 and Bax decreased significantly, while of Bcl-2 protein increased obviously 

(P<0.05 or P<0.01). Conclusion　Transplantation of Leydig-like cells derived from BMSCs may repair the DEHP induced 

testicular damage by alleviating testicular oxidative stress and inhibiting testicular apoptosis, increase the teatosterone secretion, so 

as to promote the recovery of damaged testicular function.
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邻苯二甲酸二(2-乙基己基)酯[di(2-ethylhexyl) 
phthalate，DEHP]是塑料制品生产中常用的增塑 
剂[1]，广泛存在于人类接触物中，如包装袋、医疗

器械及装修材料等[2-3]。DEHP经接触、摄入或吸入

等途径进入体内，对人类和动物的激素合成、分

泌及代谢产生影响 [4-5]。睾酮是一种主要由睾丸产

生的类固醇激素，由睾丸间质细胞(Leydig细胞)合
成并分泌[6]。DEHP可损伤雄性生殖系统的主要靶

器官睾丸[7]，使睾酮分泌降低。研究发现，DEHP
可诱导肝细胞[8]、卵巢颗粒细胞[9]及精母细胞[10]等

发生凋亡。此外，有研究发现，D E H P可诱导睾

丸组织发生氧化应激，当活性氧簇(reactive oxygen 
species，ROS)基团产生蓄积时，细胞器受到破坏

后功能受损，可影响溶酶体活性，最终导致细胞死 
亡[11]。目前，雄激素低下的治疗常采用外源性睾酮

补充、干细胞移植及Leydig细胞移植等方法[12-14]，

可促进受损睾丸功能的恢复 [15]，但存在不符合睾

酮生理节律需求、种子细胞来源不足、排异反应及

伦理等相关问题。本课题组对DEHP损伤Leydig细
胞功能的机制进行了探索 [16]，并在体外实验中成

功诱导骨髓间充质干细胞(BMSCs)向Leydig样细胞

分化[17-18]。此类细胞具有表面突起、胞质丰富、核

仁清晰的特征，且具备分泌睾酮的功能。本研究旨

在通过移植BMSCs来源的Leydig样细胞，探讨其对

DHEP受损睾丸功能的修复作用及相关机制，以期

为细胞移植治疗雄激素低下提供新的选择并奠定理

论基础。

1　材料与方法

1 . 1　实验动物　3 3只4周龄清洁级健康雄性C 5 7
小鼠(合格证号：202008224)，体重10~20 g，平均

15 g，购自成都达硕实验动物有限公司，饲养于四

川大学华西科技园动物实验中心。实验过程符合国

家及单位有关动物管理和使用的规定。

1.2　DEHP损伤C57小鼠模型建立及指标检测　将

6只青春期C57小鼠适应环境1周，随机分为DEHP
组与对照组，按10 ml/(kg.d)计算玉米油灌胃量，

DEHP组选用DEHP[900 mg/( kg.d)试剂溶解于玉

米油中]灌胃 [ 1 6 ]，对照组则以等量玉米油灌胃，

共4周。灌胃结束后获取小鼠眶静脉血行血清睾

酮检测；获取双侧睾丸，行H E及T U N E L染色以

了解睾丸组织病理变化；E L I S A检测睾丸组织中

丙二醛(MDA)、谷胱甘肽(GSH)含量及超氧化物

歧化酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)活
性；Western blott ing检测睾丸组织中caspase-3、
caspase-8、caspase-9、Bax及Bcl-2蛋白表达情况。

1.3　C57染毒小鼠分组及细胞移植　将27只4周龄

C57小鼠给予DEHP[900 mg/(kg.d)]喂养4周。使用

Percol l液分离法及全骨髓贴壁法提取并纯化小鼠

BMSCs，对提取的BMSCs进行鉴定后，体外诱导

BMSCs分化为L eydig样细胞并鉴定其功能。随机

将DEHP染毒小鼠分为Leydig样细胞移植组(注射

BMSC来源的Leydig样细胞悬液)、BMSC移植组(注
射第3代BMSCs细胞悬液)及对照组(注射等量生理
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盐水)，每组9只。调整Leydig样细胞及BMSCs的密

度为1×106/ml；麻醉下阴囊皮肤消毒，使用微量

注射器吸取细胞悬液，每侧睾丸直接注射细胞悬液

0.2 ml。细胞移植完成后常规饲养。

1.4　移植后睾酮、凋亡蛋白及氧化应激指标检测

　在移植后7、14、21 d获取小鼠眶静脉血进行血

清睾酮测定。获取双侧睾丸，行ELISA检测MDA、

GSH含量及SOD、GSH-Px活性。获取移植后7 d的
睾丸行HE、TUNEL染色观察小鼠睾丸生精小管及

细胞凋亡情况，睾丸匀浆后采用Western blotting检
测caspase-3、caspase-8、caspase-9、Bax及Bcl-2蛋白

的表达情况。

1.5　统计学处理　采用SPSS 24.0软件进行统计分

析。计量资料以x±s表示，血清睾酮、凋亡蛋白、

氧化应激指标符合正态分布，DEHP组与对照组间

比较采用t检验。细胞移植后Leydig样细胞移植组、

BMSC移植组及对照组的凋亡蛋白、氧化应激指标

符合正态分布，组间比较采用方差分析，进一步两

两比较时采用LSD-t检验；细胞移植后血清睾酮水

平组间比较采用单因素方差分析，进一步两两比较

采用LSD-t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2 . 1　C57小鼠DEH P染毒后睾酮、睾丸病理组织

学、细胞凋亡及氧化应激指标变化

2.1.1　血清睾酮变化情况　DEHP染毒组小鼠眶静

脉血清睾酮水平较对照组明显降低，差异有统计学

意义[(0.508±0.087) ng/ml vs. (1.819±0.049) ng/ml， 
P<0.01]。
2.1.2　睾丸病理组织学改变　HE染色结果显示，

对照组睾丸中未见空泡形成，曲细精管排列密集、

层次清晰，曲细精管之间的Leydig细胞散在分布；

D E H P染毒组睾丸组织中出现空泡，曲细精管膨

胀、排列紊乱，可见生精细胞脱落，Leydig细胞呈

团簇状或瘤样聚集(图1)。
2.1.3　睾丸组织细胞凋亡情况　TUNEL染色结果

图1　DEHP组与对照组小鼠睾丸组织病理学改变(HE染色)

Fig.1　Testicular histopathology of mice in DEHP and control groups (HE staining)
　　DEHP. 邻苯二甲酸二(2-乙基己基)酯；对照组红色箭头示睾丸间质细胞均匀分布在曲细精管之间，绿色箭头示生精细胞层数及数

量正常、排列规则，黄色箭头示间质细胞；DEHP组红色箭头示空泡形成，绿色箭头示生精细胞及层数减少、排列紊乱、曲细精管膨

胀，黄色箭头示睾丸间质细胞聚集。
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显示，D E H P组睾丸组织可见部分细胞核呈碎块

状，凋亡小体形成，呈细胞凋亡的特征性改变，对

照组睾丸组织未见细胞核碎裂及凋亡小体(图2)。
2 . 1 . 4　D E H P对小鼠睾丸组织M DA、G S H -P x、
SOD、GSH的影响　ELISA检测结果显示，与对照

组比较，DEHP组小鼠睾丸组织中MDA含量明显增

高(P<0.01)，GSH含量明显降低(P<0.01)，SOD、

GSH-Px活性亦明显降低(P<0.001，表1)。

2 . 1 . 5　DEHP对小鼠睾丸组织凋亡相关蛋白表达

的影响　Western blotting检测结果显示，与对照组

比较，DEHP组睾丸组织内caspase-3、caspase-8、
caspase-9及Bax蛋白表达水平升高，Bcl-2蛋白表达

水平下降，差异均有统计学意义(P<0.05或P<0.01， 
图3)。
2.2　细胞移植后检测

2 . 2 . 1　血清睾酮水平测定　E L I S A检测结果显
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表1　DEHP组与对照组小鼠睾丸组织MDA、GSH-Px、SOD、GSH比较(x±s, n=3)

Tab.1　Comparison of MDA, GSH-Px, SOD and GSH of mouse testes in DEHP and control groups (x±s, n=3)
组别 GSH[μg/(mg prot)] MDA(nmol/mg) GSH-Px[U/(mg prot)] SOD[U/(mg prot)]

对照组 80.659±1.894 1.158±0.075 19.301±0.460 125.168±3.675

DEHP组 31.954±1.988 8.053±0.339 6.116±0.178 59.132±1.538

t 28.71 30.72 46.34 34.40

P <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

　　DEHP. 邻苯二甲酸二(2-乙基己基)酯；MDA. 丙二醛；GSH-Px. 谷胱甘肽过氧化物酶；SOD. 超氧化物歧化酶；GSH. 谷胱甘肽

图3　DEHP对小鼠睾丸组织凋亡相关蛋白表达的影响

Fig.3　Effect of DEHP on apoptosis protein in mouse testes
　　DEHP. 邻苯二甲酸二(2-乙基己基)酯；与对照组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01。

图2　DEHP组与对照组小鼠睾丸组织TUNEL染色结果(×400)

Fig.2　TUNEL staining of mouse testes in DEHP and control groups (×400)
DEHP. 邻苯二甲酸二(2-乙基己基)酯
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示，与对照组及B M S C移植组比较，L e y d i g样细

胞移植组7、14、21 d时血清睾酮水平均明显升高

(P<0.05)；而BMSC移植组则在14、21 d时睾酮水平

明显高于对照组(P<0.05)(表2)。
2 . 2 . 2　各组睾丸组织病理学改变　细胞移植后

7 d，HE染色结果显示，对照组中睾丸组织中可见

空泡形成、曲细精管膨胀；Leydig样细胞移植组与

BMSC移植组的细胞形态恢复未见明显差异，均可

见生精细胞层数增多，排列规则，未见空泡，层次

分明(图4)。
2 . 2 . 3　睾丸组织细胞凋亡情况　细胞移植7  d后

TUNEL染色结果显示，与对照组(2.52%±0.56%)
比较，L e y d i g样细胞移植组 ( 0 . 6 2 %±0 . 1 0 % )及
BMSC移植组(0.91%±0.12%)细胞凋亡率均明显降

低(P<0.01)，且Leydig样细胞移植组细胞凋亡率较

BMSC移植组更低(P<0.01，图5)。
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图4　细胞移植后7 d各组睾丸组织病理学改变(HE ×400)

Fig.4　Pathological changes of testicular tissue 7 days after cell transplantation in each group (HE ×400)
　　A. 对照组(箭头示生精细胞及层数减少)；B. BMSC移植组(箭头示生精细胞数量恢复，层次逐渐分明)；C. Leydig样细胞移植组(箭

头示生精细胞数量恢复，排列逐渐规则)

图5　移植后7 d各组睾丸组织细胞凋亡情况(TUNEL)

Fig.5　Changes of testicular tissue apoptosis 7 days after transplantation (TUNEL)

表2　细胞移植后各组不同时间点血清睾酮水平比较(ng/ml, x±s, n=3)

Tab.2　Comparison of serum testosterone levels in each group at different time points after cell transplantation (ng/ml, x±s, n=3)
组别 7 d 14 d 21 d

对照组 0.379±0.030 0.341±0.057 0.424±0.034

BMSC移植组 0.532±0.039 0.617±0.016(1) 0.677±0.012(1)

Leydig样细胞移植组 1.735±0.080(1)(2) 2.284±0.056(1)(2) 2.502±0.248(1)(2)

　　与对照组比较，(1)P<0.05；与BMSC移植组比较，(2)P<0.05。
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2.2.4　细胞移植后小鼠睾丸组织氧化应激指标比较

　ELISA检测结果显示，与对照组比较，移植后7、
14、21 d，Leydig样细胞移植组及BMSC移植组睾丸

组织内SOD、GSH-Px活性明显增强，MDA含量明

显降低，细胞内GSH含量明显增高，差异均有统计

学意义(P<0.01或P<0.05)；且与BMSC移植组比较，

Leydig样细胞移植组在各检测时间点SOD、GSH-Px
活性明显增强，GSH含量明显增高，MDA含量明显
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降低，差异均有统计学意义(P<0.05)(图6)。
2.2.5　各组小鼠移植后睾丸组织中凋亡相关蛋白

表达水平比较　细胞移植后7 d Western blotting检
测结果显示，与对照组比较，Leydig样细胞移植组

睾丸内caspase-3、caspase-8、caspase-9、Bax蛋白表

达水平均明显降低，Bcl-2蛋白表达水平明显升高

(P<0.05)；与对照组比较，BMSCs细胞移植组睾丸

内caspase-3、caspase-8、caspase-9蛋白表达水平均

明显降低，Bcl-2蛋白表达水平明显升高(P<0.05)；
而Leydig样细胞移植组睾丸内caspase-3、caspase-8、
caspase-9、Bax蛋白表达水平明显低于BMSCs细胞移

植组，Bcl-2蛋白表达水平则明显高于BMSCs细胞移

植组，差异均有统计学意义(P<0.05)(图7)。

图6　移植后各组不同时间点睾丸组织氧化应激指标比较

Fig.6　Oxidative stress of testis tissue at different time points after cell transplantation in each group of mice
　　SOD. 超氧化物歧化酶；GSH. 谷胱甘肽；GSH-Px. 谷胱甘肽过氧化物酶；MDA. 丙二醛；与对照组比较，(1)P<0.05；与BMSC移

植组比较，(2)P<0.05。

图7　移植后7 d各组小鼠睾丸组织中凋亡蛋白表达水平比较

Fig.7　Apoptotic proteins of testes tissue 7 days after cell transplantation in each group of mice
　　与对照组比较，(1)P<0.05；与BMSC移植组比较，(2)P<0.05。
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3　讨　　论

随着塑料制品等的广泛使用，D E H P对环境

的污染日益严重 [19]。人和动物通过皮肤、消化、

呼吸等方式接触DEHP后可出现免疫系统、神经系

统、生殖系统等的相关毒性反应。雄性生殖系统的
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主要靶器官睾丸也受到了DEHP的影响[7]。睾丸的

两大主要功能是合成分泌雄激素和产生精子，其

中Leydig细胞合成分泌雄性激素，生精细胞产生精

子；而支持细胞为间质细胞提供营养，调节精子

产生并参与构成血睾屏障，还可诱导免疫豁免，

从而对精子发生和间质细胞功能进行调控 [20]。动

物实验表明，DEHP染毒后会损害雄性生殖系统的

发育及功能，Radke等[19]及Skinner等[21]发现，孕期

DEHP暴露后的第一代雄性仔鼠会出现隐睾，同时

可能出现附睾损害、青春期发育延迟。Barakat等[22] 

发现，D E H P染毒后可出现精子数量减少、密度

降低。Abdel-Maksoud等 [23]发现，DEHP可导致大

鼠睾丸发育异常，曲细精管膨胀，且睾丸系数与

DEHP剂量存在相关性。多种因素和多个基因可调

控睾丸间质细胞凋亡，其中caspase通路在Leydig细
胞凋亡中起重要作用 [24]。线粒体、死亡受体及内

质网通路均为caspase的活化途径。线粒体通路的

关键蛋白为caspase-9，对内源性凋亡通路的激活

起关键作用，最终引起一系列反应而导致细胞凋 
亡[24]。Sun等[11]发现，小鼠DEHP染毒后睾丸组织

内caspase-3、caspase-8、Bax蛋白水平升高，Bcl-2蛋
白水平降低，表明DEHP可诱导小鼠睾丸组织细胞

出现凋亡。Ha等[25]发现，在DEHP干预下细胞Bax
基因表达上调和Bcl-2基因表达下调，可加速支持细

胞的凋亡。Sun等 [11]发现，DEHP染毒后的精子细

胞内caspase-3、caspase-8及Bax蛋白水平明显升高，

Bcl-2蛋白水平明显降低，提示精子细胞发生凋亡

与DEHP染毒有关。本研究对C57小鼠进行DEHP染
毒后，睾丸组织TUNEL染色结果显示睾丸间质细

胞凋亡，且Western blotting检测结果显示睾丸组织

中caspase-3、caspase-8、caspase-9及Bax蛋白水平明

显升高，Bcl-2蛋白水平明显降低，提示DEHP染毒

后睾丸组织细胞凋亡增加；此外，DEHP染毒后睾

丸组织MDA含量明显增加，GSH水平明显降低，

SOD、GSH-Px活性受到抑制，提示DEHP染毒后睾

丸组织发生了氧化应激反应，血清睾酮水平降低，

提示睾丸功能出现毒性损害，与多数学者的研究结

果一致[11]。

目前，治疗性腺功能减退症主要通过药物及

细胞移植两种途径实现[26]。本研究通过移植BMSC
来源的Leydig样细胞至DEHP染毒C57小鼠睾丸内，

观察睾丸功能修复情况，从组织细胞凋亡及氧化应

激的角度探讨细胞移植后睾丸功能的修复机制。 
P e a k 等 [ 2 7 ]指出 B M S C s 及脂肪组织来源干细胞

(adipose-derived stem cells，ADSC)等移植到鼠睾丸

内可存活并表现出L eydig细胞功能。Yang等 [15]在

D -半乳糖衰老大鼠模型中注入脂肪来源间充质干

细胞，发现睾丸间质细胞凋亡减少，睾酮分泌增

加，提示ADSC可阻止ROS产生，并使睾丸间质细

胞凋亡减少。Wang等 [28]发现，大剂量DEHP可使

雄性SD大鼠血清促卵泡刺激素(follicle-stimulating 
hormone，FSH)、黄体生成素(luteinising hormone，
LH)和睾酮水平下降，抑制GSH-Px及SOD活性，且

使凋亡蛋白Bax、caspase-3的mRNA表达明显升高。

本研究通过移植BMSC来源的Leydig样细胞至DEHP
染毒小鼠睾丸，发现细胞移植后睾丸组织学上表现

为生精细胞形态恢复，排列逐渐规则，TUNEL染

色提示睾丸组织细胞凋亡减少；细胞移植后血清

睾酮水平逐渐升高，细胞凋亡信号通路相关蛋白

caspase-3、caspase-8、caspase-9及Bax表达水平明显

降低，而Bcl-2表达水平明显升高，提示细胞移植后

睾丸组织凋亡情况得到改善；此外，氧化应激指标

MDA含量降低，GSH含量升高，GSH-Px及SOD活

性恢复，提示细胞移植后氧化应激反应减轻。以上

结果均提示BMSC来源的Leydig样细胞移植能够修

复DEHP染毒小鼠睾丸功能，并减轻睾丸组织的凋

亡及氧化应激，下一步本课题组将继续研究睾丸功

能改变及修复的基因机制。

综上所述，DEHP可引起青春期C57小鼠睾丸

损伤，导致睾丸组织细胞凋亡增加，氧化应激反

应增强。BMSC来源的Leydig样细胞作为一种新的

Leydig细胞来源，移植至DEHP染毒C57小鼠睾丸

后，可恢复睾丸的睾酮分泌功能，使睾丸组织细胞

凋亡减少、氧化应激反应减轻，并修复DEHP引起

的睾丸损伤。因此，移植BMSC来源的Leydig样细

胞有望成为一种治疗睾丸功能低下的新方法。
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