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性成熟前食蟹猴生精细胞的发育进程

李学家，张秀娟，陈子亮，季 芳，彭白露，刘晓明

(广东省昆虫研究所华南灵长类研究开发中心，广州 510555)

【摘要】 目的 阐明性成熟前食蟹猴生精细胞的发育进程。方法 分别采集性成熟前不同年龄(0 岁、0. 5

岁、1 岁、1. 5 岁、2 岁、2. 5 岁、3 岁、3. 5 岁、4 岁)食蟹猴睾丸，制作石蜡切片，进行 HE 染色和 PAS /H 染色。根据生

精细胞的染色特性，分析性成熟前食蟹猴生精细胞的发育进程，并对食蟹猴精原干细胞进行初步鉴定。结果 HE

染色结果显示，1 岁及以下食蟹猴生精上皮上生精细胞仅有精原干细胞(包括 Ad、At 及 Ap 型精原细胞)，1. 5 岁食

蟹猴生精上皮上开始出现 B 型精原细胞，3 岁食蟹猴生精上皮上出现精母细胞，4 岁食蟹猴生精上皮上出现从精原

干细胞到精子的所有生殖细胞。PAS /H 染色结果显示，1 ～ 2. 5 岁食蟹猴 Ad 型精原细胞胞质呈 PAS 阳性，At 型精

原细胞胞质呈 PAS 弱阳性，Ap 型精原细胞胞质呈 PAS 阴性;其他生精细胞及支持细胞胞质呈阴性;0. 5 岁及以下，

3 岁及以上食蟹猴生精细胞的胞质 PAS /H 染色特性与前者存在差异。结论 本文详细阐述了性成熟前食蟹猴生

精细胞随年龄增长的渐次性发育模式，并建立了性成熟前食蟹猴精原干细胞原位鉴定的一种新方法，这些研究结

果为食蟹猴精原干细胞的其他相关研究奠定了基础。
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The Developmental Process of Spermatogenic Cells in Immature
Cynomolgus Monkeys

LI Xue-jia，ZHANG Xiu-juan，CHEN Zi-liang，JI Fang，PENG Bai-lu，LIU Xiao-ming

(South-China Primate Research ＆ Development Center，Guangdong Entomological Institute，Guangzhou，510555，China)

【Abstract】 Objective To elucidate the developmental process of spermatogenic cells in immature Cynomolgus

monkey. Method Testis of 0，0. 5，1，1. 5，2，2. 5，3，3. 5，4 years old Cynomolgus monkeys were collected，paraffin

sections were made，stained with HE and PAS /H ( pexiodic acid-schiff / hematoxylin，PAS /H) . Based on the staining

pattern，the developental process of spermatogenic cells in immature Cynomolgus monkey was analysed and spermatogonial

stem cells were primarily identified. Result HE Staining showed spermato gonial stem cells ( including dark type A

spermatogonia，transitional type A spermatogonia and pale type A spermatogonia) were the only spermatogenic cells in

seminiferous epithelium of Cynomolgus monkey at 1 year old and below，Type B spermatogonia emerged at 1. 5 years old，

spermatocyte emerged at 3 years old，and all types of spermatogenic cells ( from spermatogonial stem cells to sperm) were

present at 4 years old Cynomolgus monkey. PAS /H staining showed cytoplast of dark type A spermatogonia as positive，

transitional type A spermatogonia as weakly positive，and pale type A spermatogonia as negative，while cytoplast of sertoli

cells and other spermato genic cells as negative in Cynomolgus monkey between one year old and 2. 5 years old. Cytoplast of

spermatogenic cells have a different PAS /H staining pattern in Cynomolgus monkey at 6 months old and below，3 years old

and above. Conclusion This article detailedly elucidated the progressive development model of spermatogenic cells with

age and established a new method for in situ identification spermatogonial stem cells in immature Cynomolgus monkey.



These results will lay the foundation of spermatogonial stem cells related research in Cynomolgus monkey.
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青春期前男性睾丸内生精细胞的发育进程是

研究男性精子发生机制的重要基础，也是精原干细

胞( spermatogonial stem cells，SSCs)法治疗放疗性或
化疗性不育的前提之一。目前，在啮齿类小型实验
动物，关于其性成熟前不同日龄生精细胞的发育进

程已经有详细的研究报道
［1］，由于啮齿类动物从出

生到性成熟的时间跨度较短，加之其在精原细胞组

成、增殖及分化模型等诸多方面与人存在一定差
异，因此，啮齿类动物不是研究青春期前男性生精

细胞发育的理想动物模型，因此，寻找一种理想的

实验动物模型来研究其性成熟前生精细胞发育进

程，具有重要的理论意义和比较医学价值。食蟹猴
作为一种重要的实验动物，与人的关系较为密切，

其生精细胞组成、增殖及分化模式与人接近，是青
春期前男性生精细胞发育进程研究的理想模型。
目前，关于食蟹猴性成熟前不同时期生精细胞发育

的研究报道较为零散，尚缺乏系统研究，原因可能

是实验材料昂贵、材料的系统收集较困难等。本研
究利用本中心丰富的实验动物资源，通过 2 年多时
间对实验材料进行了系统的收集和整理，制作了性

成熟前不同年龄食蟹猴睾丸组织切片，并通过不同

的染色方法对各级生精细胞进行鉴定，进而系统阐

述了性成熟前食蟹猴生精细胞的发育进程，本研究

的完成不但为食蟹猴食蟹猴 SSCs 的分离、纯化、体
外培养、转基因等后续相关研究奠定基础，同时为
人类的相关研究提供了重要的比较医学参考资料。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 实验材料:食蟹猴睾丸:1) 疾病死亡猴(5
只，年龄分别为 1 岁、2 岁、2. 5 岁、3. 5 岁和 4 岁);
2)意外死亡猴(2 只，年龄分别为 0 岁和 3 岁);3)健
康猴(2 只，年龄分别为 0. 5 岁和 1. 5 岁)。三种猴
采集睾丸时均须排除其患生殖系统疾病的可能性。
处于节约实验成本和动物福利考虑，尽量采集前两

种猴的睾丸。
1. 1. 2 主要药品及试剂:盐酸氯胺酮注射液购自山
东方明药物股份有限公司;多聚甲醛购自天津市福

晨化学试剂厂;改良苏木精染液、水溶性伊红染液、
糖原染色试剂盒购自广州西比格贸易有限公司;磷

酸二氢钠、磷酸氢二钠、无水乙醇、95%乙醇、二甲苯

购自广州化学试剂厂。
1. 2 方法
1. 2. 1 实验猴年龄的选择及选择依据:食蟹猴性成
熟年龄一般为 3 ～ 4 岁，因此，选择以下 9 个年龄进
行睾丸收集:0 岁、0. 5 岁、1 岁、1. 5 岁、2 岁、2. 5 岁、
3 岁、3. 5 岁、4 岁。每个年龄的误差允许范围为 ± 1
个月。
1. 2. 2 睾丸的采集及准备:疾病或意外死亡幼年食
蟹猴睾丸可直接采集，用 4%多聚甲醛溶液 4℃过夜
固定后备用。幼年健康食蟹猴睾丸的采集方法为:
1)盐酸氯胺酮麻醉(10 mg /kg)动物;2)确定睾丸位
置，进行局部消毒处理:3)在无菌条件下，剪开睾丸
外侧皮肤，拉出睾丸，并尽量分离周围结缔组织;4)
摘除睾丸，并进行结扎止血，局部及全身应用抗生

素;5)睾丸称重，然后置于 4%多聚甲醛溶液 4℃过
夜固定后备用。
1. 2. 3 石蜡切片的制作:固定好的睾丸组织流水冲
洗过夜，以完全除去固定剂，然后进行梯度酒精脱

水，二甲苯透明，石蜡包埋后进行切片，切片厚度为

3 ～ 5 μm。具体操作步骤参照相关文献［2］进行。
1. 2. 4 染色方法:本研究采用两种不同的染色方
法，一种是 HE 染色，此染色的目的是观察食蟹猴睾
丸中各种细胞的形态，具体操作步骤参照相关文

献
［2］
进行。另一种为 PAS /H ( pexiodic acid-schiff /

hematoxylin，PAS /H) 染色，即过碘酸-雪夫染色(又
称糖原染色)，苏木精复染细胞核。这一染色的目
的是检验食蟹猴精原细胞胞质的染色特征与人是

否具有相似性，从而检验这一方法是否可以用于鉴

定食蟹猴 SSCs。具体操作步骤按照 PAS /H 染色试
剂盒说明书进行。
1. 2. 5 组织学观察及描述:对全部 9 个年龄段食蟹
猴睾丸组织切片(包括 HE 染色切片和 PAS /H 染色
切片)进行光镜观察，用尼康数码成像系统对切片

进行拍照，详细分析性成熟前食蟹猴生精细胞的组

织模式，并对各型精原细胞的形态学特征进行测量

和系统描述。
1. 2. 6 生精细胞发育相关参数的测量方法:SSCs
细胞核直径的测量方法:光镜下分别选择 HE 染色
切片中典型的 Ad 型、At 型及 Ap 型精原细胞各 30
个，分别进行细胞核直径的测量。曲细精管直径的
测量方法及 SSCs 计数:光镜下每个年龄食蟹猴的
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HE 染色切片中随机选取 10 个视野，对视野中的曲
细精管横断面的直径进行测量并对横断面上的

SSCs 计数。
1. 2. 7 数据分析:所有数据以平均值 ± 标准差
(M ± SD)表示。

2 结果

2. 1 性成熟前食蟹猴精原细胞的形态学特征
光镜下，性成熟前食蟹猴睾丸生精上皮上 SSCs

主要分为三类:A 暗型精原细胞(Ad)、A 过渡型精
原细胞(At)及 A 亮型精原细胞(Ap)。在 HE 染色
石蜡切片中，通过细胞核形态、大小及苏木精染色
特性可以将三类 SSCs 区分开来。1) Ad 型精原细
胞:细胞核呈球形或卵圆形，直径为 5. 21 ± 0. 17

μm，细胞核着色深且均匀;2) At 型精原细胞:细胞
核呈卵圆形，直径为 5. 96 ± 0. 21 μm，细胞核着色程
度中等且均匀。3) Ap 型精原细胞:细胞核呈卵圆
形或椭圆形，直径为 6. 90 ± 0. 17 μm，细胞核在三类
SSCs 中着色最浅且均匀。在 1. 5 岁及以上食蟹猴
睾丸中还可观察到 B 型精原细胞，细胞核呈卵圆
形，细胞直径约为 7. 32 ± 0. 14 μm，染色质呈粗大颗
粒状或团块状，着色较深且在胞核中分布不均。
2. 2 性成熟前食蟹猴睾丸石蜡切片 H. E 染色结果
新生食蟹猴睾丸曲细精管尚未形成管腔，管直

径为 41. 74 ± 4. 07 μm;睾丸间质成分较多，约占视
野下总面积的 50% ;管内生精细胞为 SSCs(Ad、At

及 Ap)，数量较少，约 50%靠近曲细精管基膜排布，

另 50%位于管中央，SSCs 数量为 0. 85 ± 0. 59 个 /曲
细精管横断面。

0. 5 岁食蟹猴睾丸曲细精管亦未见管腔形成，

管直径为 42. 59 ± 2. 73 μm;睾丸间质成分急剧减
少，占视野下总面积的 10% 以下;管内生精细胞组
成无变化，绝大多数 SSCs 靠近曲细精管基膜排布，

少数位于管中央，SSCs 数量为 0. 90 ± 0. 85 个 /曲细
精管横断面(彩插 4 图 A)。

1 岁食蟹猴睾丸曲细精管仅有极少数形成狭窄
管腔，管直径为 42. 95 ± 2. 86 μm;睾丸间质成分少;

曲细精管中生精细胞组成及排布模式无明显变化，

SSCs 数量略有增加，为 1. 60 ± 0. 73 个 /曲细精管横
断面。

1. 5 岁食蟹猴睾丸约 80%曲细精管出现狭窄管
腔，管直径为 43. 66 ± 2. 19 μm;睾丸间质成分少;曲
细精管中生精细胞除 SSCs 外，出现少量 B 型精原

细胞; SSCs 在曲细精管中的排布模式无明显变化，

而 B 型精原细胞一般位于 SSCs 上层近管腔侧，SSCs

数量略有增加，约为 1. 85 ± 1. 14 个 /曲细精管横断
面(彩插 4 图 B)。

2 岁食蟹猴睾丸约 80%曲细精管出现较为明显
的管腔，管直径明显增加，为 53. 94 ± 1. 91 μm;睾丸
间质成分少;曲细精管中 SSCs 及 B 型精原细胞的
数量均明显增加，但在曲细精管中的排布模式无明

显变化，SSCs 数量为 2. 20 ± 1. 32 个 /曲细精管横断
面(彩插 4 图 C)。

2. 5 岁食蟹猴睾丸曲细精管管腔发育情况与 2

岁相比无明显变化，管直径稍增加，为 56. 35 ± 2. 92

μm;睾丸间质成分少;曲细精管中 SSCs 略有减少，

为 2. 09 ± 1. 48 个 /曲细精管横断面，B 型精原细胞
分化程度增加(彩插 4 图 D)。

3 岁食蟹猴睾丸曲细精管管腔进一步扩大，管
直径达 60. 52 ± 1. 78 μm;睾丸间质成分少;曲细精
管中 SSCs 数量与 2. 5 岁比较变化不大，为 2. 17 ±
1. 26 个 /曲细精管横断面，B 型精原细胞进一步分
化，偶尔可在管腔中发现初级精母细胞，但数量

较少。
3. 5 岁食蟹猴睾丸曲细精管管腔继续扩大，管

直径达 68. 77 ± 2. 50 μm;睾丸间质成分少;曲细精
管中 SSCs 数量略有增加，为 2. 50 ± 1. 26 个 /曲细精
管横断面，部分曲细精管中出现处于不同分化阶段

的精母细胞(彩插 4 图 E)。
4 岁食蟹猴睾丸曲细精管管腔急剧增加，管直

径达 179. 19 ± 10. 70 μm;睾丸间质成分少;曲细精
管中 SSCs 数量略有减少，为 2. 20 ± 1. 32 个 /曲细精
管横断面;生精上皮上已经出现从 SSCs 到精子的全
部类型的生精细胞。但由于曲细精管不同位置发
育时相的不同步，在某一曲细精管切面上只能看到

某几种而不是全部生精细胞(彩插 4 图 F)。
2. 3 性成熟前食蟹猴睾丸石蜡切片 PAS /H 染色
结果

睾丸组织切片 PAS /H 染色结果显示，0 ～ 0. 5

岁:Ad 型精原细胞呈 PAS 弱阳性，Ap 型精原细胞均
呈 PAS 阴性(彩插 4 图 G);1 岁 ～ 2. 5 岁:Ad 型精
原细胞细胞质呈 PAS 阳性，At 型精原细胞胞质呈
PAS 弱阳性，Ap 型精原细胞胞质呈 PAS 阴性，其他
生精细胞及支持细胞胞质呈 PAS 阴性(彩插 4 图 H
～ J)。3 岁及以上:Ad 及 At 型精原细胞胞质呈 PAS

弱阳性或阴性，Ap 型精原细胞胞质呈 PAS 阴性，部
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分精子细胞的顶体呈 PAS 阳性，其他细胞胞质呈
PAS 阴性(彩插 4 图K ～ L)。

3 讨论

性成熟前非人灵长类动物生精细胞的发育进

程对人类的相关研究具有重要的理论意义和比较

医学价值。Rey 等［3］曾对性成熟前不同年龄黑帽悬
猴睾丸生精小管进行组织学、形态度量学和功能学
研究，从而揭示了黑帽悬猴是研究男性青春期睾丸

发育的一个重要动物模型。Simorangkir 等［4］在研
究恒河猴 A 型精原细胞的增殖模式时，对新生期
(1 ～ 2 日龄)、婴儿期(4 ～ 5 月龄)及幼年期(14 ～ 17

月龄)恒河猴进行了详细的组织学研究。而作为重
要实验动物之一的食蟹猴，在生殖生理等方面与人

具有很大的相似性，而其性成熟前睾丸发育的研究

报道较为零散，缺乏系统的组织学研究报道。鉴于
此，我们对性成熟前食蟹猴生精细胞的发育进程进

行了系统的组织学研究，通过 HE 染色，详细阐述了
食蟹猴睾丸生精细胞的发育进程，通过 PAS /H 染
色，建立了性成熟前食蟹猴 SSCs 原位鉴定的一种新
方法。本研究的完成不但为食蟹猴 SSCs 的体外相
关研究奠定了基础，对人类的相关研究也具有重要

的比较医学价值。
PAS /H 染色法作为一种常规染色方法在非人

灵长类动物睾丸生精上皮的组织学研究中被广泛

应用
［5 ～ 7］，但作为鉴定非人灵长类动物不同类型精

原细胞的方法还未见文献报道。PAS /H 染色主要
显示细胞中的糖原类物质，据文献

［8］
报道，Ad 型精

原细胞胞质中有糖原，为储备型干细胞( reserve stem
cells)，而 Ap 型精原细胞胞质中无糖原，为增殖型
干细胞( renewing stem cells)。有鉴于此，我们尝试
根据各型精原细胞的 PAS /H 染色特性，结合细胞核
着色模式及在曲细精管中的空间排布模式，对食蟹

猴 SSCs 进行原位鉴定。经研究发现，这一方法可鉴
定 2. 5 岁及以下食蟹猴睾丸中的 SSCs(Ad /At /Ap

型精原细胞)，尤其适合鉴定 1 ～ 2. 5 岁食蟹猴睾丸
中的 Ad 型精原细胞。对于性成熟前不同年龄食蟹
猴 SSCs PAS /H 染色结果的差异，我们认为原因可
能是:0. 5 岁及以下食蟹猴生精细胞发育缓慢，SSCs

处于有丝分裂静息状态，因而呈 PAS 弱阳性或阴
性;从 1 岁开始，SSCs 开始发育，并随着年龄的增
长，SSCs 发育加快，Ad 型精原细胞进入有丝分裂活
跃状态，因为表现出 PAS 阳性;3 岁及以上食蟹猴中

已经出现大量 B 型精原细胞及部分精母细胞，生精
细胞的增加主要来源于分化型生精细胞的有丝分

裂，此时 SSCs 的有丝分裂趋于缓慢，因而 Ad 型精
原细胞表现为 PAS 弱阳性或阴性，在 4 岁及成年食
蟹猴睾丸中，精子细胞的顶体表现为 PAS 阳性，与
Dreef 等［6］的报道相一致。因此，我们认为，PAS /H
染色法作为 2. 5 岁及以下食蟹猴 SSCs 免疫组化原
位鉴定的辅助方法是完全可行和有效的。

SSCs 在哺乳动物睾丸生殖细胞中所占的比例
极小，据文献报道，在成年小鼠的睾丸中，SSCs 与全
部生殖细胞的比例约为 2 ～ 3 ∶ 10000［9］。而在幼年
动物，尤其是处于幼年某一特定发育阶段的动物，

其睾丸中生殖细胞主要是未分化型精原细胞，若在

此阶段进行 SSCs 分离及纯化，可以有效地避免其他
类型生殖细胞的混杂而获得较高纯度的 SSCs。据
文献
［10］
报道，一般小鼠选择生后 7 ～ 8 d 的，大鼠用

生后 9 ～ 10 d 的，兔子用 1 个月以内的，山羊用 2 月
龄左右的，狗和牛用 3 月龄以内的较为适宜。而在
食蟹猴，还没有关于 SSCs 最佳分离年龄的报道。在
本研究中，我们通过对性成熟前不同年龄食蟹猴睾

丸切片的详细观察和系统分析后发现，1 ～ 1. 5 岁食
蟹猴睾丸中未分化型精原细胞的比例较大，而分化

型生精细胞的比例较小，较适合进行 SSCs 的分离、
纯化及体外培养等相关研究。
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出 HET-CAM 可以作为 Draize 替代试验的结论，与
本试验的结论一致，他们得到的产品和原料的体内

外试验的相关系数均非常高，而本试验的统计结果

说明，HET-CAM 试验可能更适合于对化学品原料进
行眼刺激评估。

HET-CM 图例见彩插 3 图 1 和图 2。
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