
睾丸FasL+Sertoli细胞的制备及功能测定  

    随着电镜技术和细胞培养技术问世及分子生物学技术的广泛应用，对1865年意大利组织学家Sertoli发现

的Sertoli系细胞结构和功能有了更进一步的认识和应用。由于睾丸Sertoli细胞是天然、稳定、高表达的

FasL，并能够分泌免疫保护因子、多种生长因子和营养因子[1][2]，当其与其他组织细胞进行联合移植后，

可显著降低免疫排斥反应[3]，提高移植物的存活率和延长存活时间[4][5]，因而倍受移植界学者们高度关

注。鉴于Sertoli细胞在移植领域良好的应用前景，本研究用简化无损伤的方法分离了FasL+Sertoli细胞，

并对其加以鉴定培养和功能检测，以及FasL表达的剂量时间依从性的探索，为睾丸Sertoli细胞适时适量地与

其他组织细胞或器官联合移植诱导组织和器官产生免疫耐受奠定基础。 

    

1  材料和方法 

    1.1 动物和材料 

    2～3周龄大小的Wistar雄性大鼠(由南方医科大学实验动物中心提供)；胶原酶Ⅴ(Sigma公司)，  脱氧

核酸酶(DNase酶，德国Boehringer  Mannhei公司)，DMEM/HAM F-12 培养基(Gibco BRL公司)，抗卵泡刺

激素受体(FSHR，Santa公司)，FasL检测试剂盒(武汉博士德公司)，SABC试剂盒(武汉博士德公司)。 

    1.2 方法 

    1.2.1睾丸Sertoli细胞的分离、纯化   2～3周龄Wistar幼鼠拉颈处死，75%酒精浸泡消毒，无菌条件下

开腹，取双侧睾丸，去除附睾、睾丸白膜及其血管成分，置于HBSS液中，用剪刀剪成1 mm×1 mm×1 mm大小

的碎快。参照Cameron、Korbutt等[6][7][8][9]的方法并作改进：将剪碎的睾丸组织置于10 ml含2.5 g/L

浓度胶原酶Ⅴ的培养瓶中，在37 ℃恒温水浴箱中震荡消化15 min，用4 ℃ Hanks液洗2～3次，离心(1000 

r/min)，经500 μm筛网过滤后，用不含Ca2+、Mg2+的HBSS/ EDTA液反复洗涤3遍。然后用2.5 mg/ml胰蛋白酶

和0.4 mg/ml的DNaseⅠ，4 ℃、1000 r/min条件下消化10 min，经200 μm筛网再过滤后，再用HBSS/EDTA

液反复洗涤3遍，收集细胞。将细胞悬液接种在培养瓶或6孔培养板中，加入含5%FCS的DMEM/F-12培养液，在

37 ℃、5%CO
2
孵箱中培养48 h。在倒置相差显微镜下对分离纯化的睾丸支持细胞(Sertoli细胞)活细胞进行

连续观察记数；培养24、48、72、96 h分别用台盼蓝染色计算睾丸Sertoli细胞存活率(活细胞拒染，死细胞

蓝染)。培养3 d后，取出做HE染色及光学观察；72 h后，在2.5%戊二醛固定液中预固定，经锇酸后固定、脱

水、包埋、半薄切片定位、超薄切片等步骤后，JEM-2000EX透射电子显微镜下观察Sertoli细胞超微结构。 

    1.2.2  免疫组化检测睾丸Fas L和FSHR的表达   采用链霉素亲和素-生物素-过氧化物酶复合物(SABC)

试剂盒测定Fas L的表达，操作按说明书进行。镜下观察阳性细胞呈棕黄色。 

    1.2.3 体外Sertoli细胞诱导活性淋巴细胞死亡检测  SD大鼠拉颈处死后，无菌条件下取SD大鼠脾制成

脾细胞悬液(1×106 /ml)，台盼蓝法测定活细胞数在90%以上，按每孔200 μl接种于96孔培养板上，加入100 

μl PHA(20 μg/ml植物凝素)37 ℃、5%CO
2
孵育48 h，然后加入经15 Gy照射1 h后的同基因SD大鼠的睾丸细

胞(按对数稀释成不同浓度和培养不同天数的Sertoli细胞)，37 ℃、5%CO
2
培养48 h，MTT比色法测定对活性
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淋巴细胞的抑制作用。取分离和培养1、3、5、7 d不同数量Sertoli细胞的悬液0.5 ml加入MTT应用液0.5 

ml，于37 ℃水浴中孵育4 h，离心去上清，加入异丙醇剧烈震荡，使管底部的紫色沉淀完全溶解后，以2000 

r/min离心5 min。收集上清液，于波长570 nm以DMEM/F12培养液调零比色，测定D(λ)值。不加睾丸细胞的脾

细胞培养作为对照组。 

    1.3  统计学处理 

    所有实验数据均为计量资料，采用两两间t检验。 

    

2  结果 

    2.1 睾丸Sertoli细胞的产率、存活率及生存观察 

    本实验采用2.5 g/L浓度的胶原酶Ⅴ消化睾丸组织后，再用胰蛋白酶和DNaseⅠ二次消化，二次不同孔径

筛网过滤的方法可获得数量较多的睾丸Sertoli细胞，平均每只大鼠获取睾丸Sertoli细胞数可达1.30×106

个，睾丸Sertoli细胞存活率可达到90%以上。睾丸Sertoli细胞悬液经培养4～8 h后细胞变大，折光性强；

培养12～14 h后可见部分细胞开始贴壁，胞质拉长，相邻细胞交织连接；24 h后细胞完全贴壁，细胞呈镶嵌

状排列，细胞间隙较大且不规则，此后胞质逐渐增大，折光性减弱；48 h后，细胞铺成单层，细胞体增大，

细胞透明，细胞核位于胞体中央及边缘，胞质中可见吞噬的小颗粒物质，核呈卵圆形，核膜呈皱褶不规则形，

可见核仁及周围的卫星小核体(图1)；72 h后，细胞完全贴壁铺开，相互接壤成片，核仁明显呈不规则的多边

形。 

    图1  48 h时倒置显微镜下观察的Sertoli细胞 
    Fig.1 Testicular Sertoli cells observed by inverted microscopy after a 48-hour culture

    (Original magnification:×400) 

    2.2  形态学观察与鉴定 

    HE染色可见Sertoli细胞轮廓不清，核呈不规则形，核染色质稀疏，染色浅，核仁明显，有双核细胞，胞

质中可见有大小不一的空泡状结构(图2)。透射电镜观察示分离培养的Sertoli细胞形态完整，呈不规则圆柱

形，细胞器和细胞核保持良好，细胞核不规则，核大淡染有切迹，核膜皱褶较多，核仁明显且周围可见卫星小

体，胞质内见丰富的线粒体、高尔基复合体、滑面和粗面内质网及溶酶体，相邻细胞间有紧密连接(图3)。 

    图2 培养72 h睾丸支持细胞HE染色 
    Fig.2 HE staining of the testicular Sertoli cells cultured for 72 h (Original 

magnification:×200) 



    图3透射电镜下培养72 h睾丸支持细胞 
    Fig.3 Testicular Sertoli cell cultured for 72 h under transmission electron microscope

    (Original magnification:×400) 

    2.3  Fas L的表达 

    兔抗鼠FasL抗体的免疫组化显示，分离的睾丸Sertoli细胞光镜下观察可见细胞胞质和胞膜呈棕黄色，绝

大多数表达FasL，说明所获得的Sertoli细胞纯度较高(图4)。培养72 h的睾丸细胞中高度表达FasL，说明培

养的睾丸细胞中含有大量的Sertoli细胞。在所有的睾丸组织中只有Sertoli细胞表达FSHR[10]。对培养前后

的睾丸细胞FSHR表达的变化对比研究发现，培养72 h后睾丸Sertoli细胞的数量有明显增加，出现优势生长现

象，而培养72 h后至2周间睾丸Sertoli细胞的数量变化不大(两个观察者随机抽取5个视野)。 

    图4   睾丸细胞Sertoli细胞FasL表达 
    Fig.4   Fas L expression of testicular Sertoli cells cultured for 72 h (SABC, original 

magnification:×400) 

    2.4  睾丸Sertoli细胞对淋巴细胞的抑制或杀伤作用 

    SD大鼠淋巴细胞在体外培养时加入Wistar大鼠睾丸Sertoli细胞后，淋巴活性降低，与未加睾丸Sertoli

细胞组相比具有显著性差异(P<0.01)。随着睾丸Sertoli细胞数的递增，对活性淋巴细胞的杀伤或抑制作用也

越大，当睾丸Sertoli细胞数量增加至1×106/ml，杀伤作用不再明显增加；而且这种作用随着共培养的时间

推移而逐渐增加，共培养3 d后作用最明显，以后这种作用不再增强而维持在一较高水平。 

    

3  讨论 

    构成睾丸组织主要成分的细胞主要有3种：生殖细胞、Sertoli细胞及间质细胞，其中只有有功能的支持

细胞稳定、高表达FasL。因此，所观察的视野中只要FasL表达阳性即可认定为是Sertoli细胞。既往研究表

明，哺乳动物很多种类细胞包括淋巴细胞均表达Fas[11]，FasL的表达仅限于活化的T淋巴细胞、NK细胞和睾

丸Sertoli细胞等免疫豁免组织的细胞及部分恶性肿瘤细胞，是细胞表面的II型跨膜蛋白，属于TNF和NGF受体

家族，是Fas的天然配体。FasL可与活化的T淋巴细胞上的Fas结合，而使淋巴细胞发生凋亡[12]，被认为是形

成某些局部的免疫豁免[13]和肿瘤免疫逃避[14]的主要机制。通过本实验睾丸Sertoli细胞的分离鉴定及功能

检测，我们认为Sertoli细胞也是通过FasL/Fas途径诱导T淋巴细胞凋亡，使睾丸成为豁免器官。 

    本研究采用二次消化和不同孔径筛网过滤的方法可获得数量较多的睾丸Sertoli细胞，平均每只大鼠可获

取睾丸Sertoli细胞数可达1.30×106个，Sertoli细胞存活率达90%以上。简单而损伤小的方法提取的

Sertoli细胞，在体外能明显杀伤或抑制活性淋巴细胞(有丰富的Fas表达)，杀伤或抑制作用不仅随着

Sertoli细胞数的递增而增加，也随着共培养时间的延长而增加，当数量达1×106、共培养3 d时抑制作用最



明显，以后再增加Sertoli细胞数量或延长共培养时间，其抑制作用不再增加而维持在一较高水平。提示

Sertoli细胞不仅能够诱导T淋巴细胞凋亡，且具有剂量时间依赖性。这一发现为器官或组织细胞联合移植运

用Stertoli细胞的数量及时间取舍上奠定了基础。 
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