


华东师范大学硕士学位论文

2021届研究生硕士学位论文

分类号： 学校代码：10269

密 级： 学 号：51181300053

East China Normal University

硕士学位论文

MASTER’S DISSERTATION

论文题目：ADAMTS18缺失对雄性

小鼠生殖系统的影响

院 系： 生命科学学院

专 业： 神经生物学

研究方向： 发育与疾病

指导教师： 张巍 研究员

学位申请人： 林晓田

2021年 5月



华东师范大学硕士学位论文

Dissertation for master degree in 2021

University code: 10269

Student ID:51181300053

East China Normal University

Title: The Role of ADAMTS18 in the

Development of Male Reproductive System in Mice

Academy: School of Life Sciences

Major: Neurobiology

Research direction: Development and Disease

Mentor: Prof. Wei Zhang

Candidate: Xiaotian Lin

May, 2021





华东师范大学硕士学位论文

林晓田 硕士学位论文答辩委员会成员名单

姓名 职称 单位 备注

赵政 研究员 华东师范大学 主席

潘逸萱 副研究员 华东师范大学

何桂梅 副研究员 华东师范大学



华东师范大学硕士学位论文

IV

摘要

ADAMTS（A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin type I

motifs）是分泌型的金属蛋白酶。它们通过改变细胞外基质，在不同的形态发生

过程中起着至关重要的作用。ADAMTS18 是 ADAMTS 家族中的一个“孤儿”蛋

白，人们对它的功能和底物尚不清楚。本课题组在先前的研究中构建了 Adamts18

基因敲除（Adamts18-/-）小鼠模型。在繁育过程中发现无论雌雄，Adamts18-/-小

鼠相比于野生型小鼠（Adamts18+/+）生育能力下降。为此，我们对 Adamts18-/-

小鼠在生殖系统的表型进行分析，课题组另一研究显示，部分 Adamts18-/-雌性小

鼠有阴道闭锁和不育的表型。本课题对 ADAMTS18在雄性小鼠生殖系统发育中

的作用展开研究。

研究方法：采用 qRT-PCR的方法测定了雄性生殖系统不同发育阶段的细胞

中 Adamts18 mRNA 水平。采用 RNA 原位杂交技术对 1周龄雄性小鼠包皮腺中

Adamts18 mRNA的起源细胞进行了鉴定。在胚胎 E14.5天时，对 Adamts18+/+和

Adamts18-/-雄性胚胎的泌尿生殖窦体外培养 96小时，每 48小时拍摄一次，观察

ADAMTS18 缺失对胚胎包皮腺发育的影响。为探讨 ADAMTS18 影响包皮腺形

态发生的机制，采用 qRT-PCR检测 2周龄雄性小鼠包皮腺中关键 ECMs的表达。

通过Masson 三色染色法鉴别 7 月龄和 10月龄的 Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠

包皮腺纤维化和角质化鳞状细胞层，通过解剖和组织学检查 ADAMTS18缺失对

小鼠包皮腺、前列腺和睾丸形态发生的影响。从 Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠

附睾中采集精子，并测量精子尾段长度。计算 Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠附

睾中异常精子的百分比，包括折叠头、重复尾、发夹环、无定形、折叠尾、断尾、

锤头和无头的精子。

研究结果：Adamts18 mRNA 在发育中的包皮腺腺泡基底细胞中高表达。

Adamts18基因敲除（Adamts18-/-）的雄性小鼠包皮腺发育形态异常，表现为包皮

腺尺寸较小、轮廓锐利，这种包皮腺畸形与 Lama1、Lama3和 Lama5的表达降

低有关。在 Adamts18-/-小鼠中，包皮腺形态发育异常导致包皮腺导管囊性扩张、
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细胞角化和间质纤维化的发生率增加。ADAMTS18缺失对前列腺的分支形态、

分支数量影响不大。Adamts18-/-小鼠睾丸的形态、相对重量、大小以及精子的形

态与 Adamts18+/+小鼠睾丸也未发现明显区别。这些结果表明，ADAMTS18是雄

性小鼠包皮腺正常形态发育所必需的。

本研究首次证明在小鼠雄性生殖系统发育过程中，ADAMTS18调节包皮腺

的形态发育，缺失 ADAMTS18的小鼠表现出包皮腺形态发育异常，导致包皮腺

囊性扩张和间质纤维化的发生率增加。

关键词：Adamts18，雄性生殖系统，形态发育，包皮腺，细胞外基质
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ABSTRACT

ADAMTS (A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin type I

motifs) are secreted metalloproteinases. They play crucial roles in diverse

morphogenesis processes by modifying extracellular matrix. ADAMTS18 an orphan

ADAMTS, is less understood with regard to its functions and substrate profiles. We

have previously developed an Adamts18 knockout (Adamts18-/-) mouse model. It was

shown that the fertility of Adamts18-/- mice (both male and female) was reduced

compared to wild-type mice (Adamts18+/+) during breeding. Another study in our

group shows that some female Adamts18-/- mice exhibit vaginal atresia and are

infertile. In this study, the role of ADAMTS18 in the development of the reproductive

system in male mice was investigated.

Methods: Adamts18 mRNA levels in cells of different developmental stages of

male reproductive system were determined by qRT-PCR. RNA in situ hybridization

was used to reveal the origin cells of Adamts18 mRNA in preputial gland (PG) of

1-week-old male mice. The genital tubercles of both Adamts18+/+ and Adamts18-/-

male embryos at E14.5 were in vitro cultured and examined every 48 h for 96 h. To

investigate the underlying mechanisms by which ADAMTS18 affects the

morphogenesis of preputial gland, the expression of major ECMs in preputial glands

of 2 weeks old male mice was examined. Masson’s trichrome staining was used to

show the fibrosis and keratinized squamous cell layer of 7 and 10 months old

Adamts18-/- and Adamts18+/+ mice preputial glands. The effect of ADAMTS18 on

mouse preputial glands, prostate and testes morphogenesis was examined by anatomy

and histology. Tail lengths of sperms which were collected from the epididymis of

Adamts18-/- and Adamts18+/+ mice were measured. The percentage of abnormal

sperms, including those with folded head, duplicated tail, hairpin loop, amorphous,
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folded tail, broken tail, hammerhead, and headless were calculated.

Results: Adamts18 mRNA was found to be highly expressed in basal cells of

developing preputial gland. Male mice lacking Adamts18 (Adamts18-/-) exhibit

abnormal PG morphogenesis, including reduced size and sharp outline. This PG

malformation is associated with reduced expression of Lama1, Lama3, and Lama5.

Abnormal PG morphogenesis in Adamts18-/- mice results in increased incidence of PG

cystic dilatation, cellular keratinization, and stroma fibrosis. There was no difference

in branching morphogenesis and in the number of branches in prostate. The testes and

sperm of adult Adamts18-/- mice exhibited similar morphologic features to those of

Adamts18+/+ mice. These results indicate that ADAMTS18 is required for normal

morphogenesis of the preputial gland in male mice.

This study demonstrated for the first time that ADAMTS18 regulates the

morphogenesis of preputial gland during the development of male reproductive

system in mice. In summary, we investigated the role of ADAMTS18 in the

development of the male reproductive system and found that mice lacking

ADAMTS18 exhibit abnormal preputial gland morphogenesis and increased

incidence of preputial gland cystic dilatation and fibrosis.

Key words: Adamts18, male reproductive system, morphogenesis processes,

preputial gland, extracellular matrix
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缩略词

Abbreviation

英文缩写 英文全称 中文全称

ADAMTS
ADisintegrin and Metalloproteinase

with Thrombospondin type I motifs

含Ⅰ型血小板结合蛋白基

序的解整合素金属蛋白酶

AP vanterior prostate 前列腺前侧

BPH benign prostatic hyperplasia 良性前列腺增生

Col4a1 Collagen type Ⅳ alpha 1 Ⅳ型胶原α1

CVF collagen volume fraction 胶原容积分数

ddH2O Double distillated water 双蒸水

DEPC diethypyrocarbonate 焦碳酸二乙酯

DP dorsal prostate 前列腺背侧

DPBS
Dulbecco's Phosphate Buffered

Saline
杜氏磷酸缓冲液

ECM Extracellular matrix 细胞外基质

EDTA Ethylene diamine teracetic acid 乙二胺四乙酸

Fbn1 Fibrillin-1 原纤维蛋白-1

Fn1 Fibronectin 1 纤粘蛋白 1

Gapdh
Glyceraldehyde phosphate

dehydrogenase
磷酸甘油醛脱氢酶

Gnrhr
Gonadotropin Releasing Hormone

Receptor
促性腺激素释放激素受体

H&E Hematoxylin eosin 苏木素-伊红染色

IHC Imunehistochemistry 免疫组织化学

ISH in situ hybridization 原位杂交技术

http://www.baidu.com/link?url=uXuB6yo4DL7NDELVZ8PiRUk6Hjg_cLle2FVyPxbNJIxowCmMShANf8zAbGzhGyVguLPpiVJIZRpWB8jVkYmuvK
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Kiss1r kisspeptin-1 吻素受体

Lama1 Laminin Alpha 1 层粘连蛋白α1

Lama3 Laminin Alpha 3 层粘连蛋白α3

Lama5 Laminin Alpha 5 层粘连蛋白α5

Lamb1 Laminin Subunit Beta 1 层粘连蛋白β1

Lamc1 Laminin Subunit Gamma 1 层粘连蛋白γ1

LP lateral prostate 前列腺外侧

MMP matrix metalloproteinase 基质金属蛋白酶

OD optical density 光学密度值

PBS Phosphate-buffered saline 磷酸盐缓冲液

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应

PG Preputial gland 包皮腺

qRT-PCR Quantitative Real-Time-PCR 实时荧光定量 PCR

Shh sonic hedgehog 音猬因子

TAE Tris Acetate EDTA buffer
三羟甲基氨基甲烷乙酰盐乙二

胺四乙酸缓冲液

Tm melting temperature 熔解温度

Tris Tris aminomethane 三羟甲氨基甲烷

VP ventral prostate 前列腺腹侧

vWF von-Willebrand Factor 血管假性血友病因子

ns not significant 不显著
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1 前言

1.1 ADAMTS简介

1.1.1 ADAMTS家族

含 I型血小板反应蛋白域的解整合素金属蛋白酶ADAMTS（ADisintegrin and

Metalloproteinase with Thrombospondin type I motifs）是一类多结构域的分泌型的

锌离子金属蛋白酶，从 1997年至今[1]，在人类中发现了 19个 ADAMTS家族成

员[2]。

图 1. ADAMTS蛋白酶的结构域[2]

Figure 1. Domain structure of ADAMTS proteases[2]

ADAMTS不仅与炎症、肿瘤的发生有关，还参与器官的形态发育。例如，

敲除 Adamts1致使新生小鼠肾脏畸形和肾上腺和脂肪组织缺陷[3]，胚胎小鼠发育

中的肺、胰腺、肾以及神经元均可检测到富集的 ADAMTS1基因转录本[4]。

ADAMTS18 是 ADAMTS 家族的一个“孤儿”蛋白，有数据显示人类的
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ADAMTS18突变与各种恶性肿瘤[5]、眼睛疾病[6]、骨量减少[7]和脑白质[8]完整性下

降有关，但目前人们对它的功能和底物认识不太完全。

1.1.2 ADAMTS与生殖系统

在雌性生殖系统发育中，ADAMTS 家族各成员的作用已被广泛记录[9]，研

究表明，Adamts18是小鼠乳腺导管发育所必需的[10]。Adamts18缺失还会导致

C57Bl6/Ola品系基因敲除的小鼠雌性生殖道发育不良[11]。

ADAMTS 在雄性生殖系统发育中的作用记录非常少，目前仅 ADAMTS-2

和 Adamts16有相关记载。

ADAMTS-2 的无活性等位基因纯合子可育雌鼠与同基因型雄鼠交配，观察

到雌鼠既无阴道栓或也不怀孕，表明 ADAMTS-2缺乏的雄性纯合小鼠是不育的。

病理切片进一步显示 ADAMTS-2的无活性等位基因纯合子雄鼠精子较少，说明

ADAMTS-2参与了精子的发生[12]。

Adamts16基因突变导致雄性大鼠不育和隐睾，表现为纯合突变的雄性大鼠

的睾丸明显小于对照组，睾丸内生精小管生殖细胞减少，不产生精子[13]。Adamts16

缺失的小鼠雄性胚胎睾丸正常发育，但成年后小鼠睾丸重量减少[14]。

本课题组在先前的研究中构建了 Adamts18基因敲除（Adamts18-/-）小鼠模型

[15]。在繁育过程中发现无论雌雄， Adamts18-/-小鼠相比于野生型小鼠

（Adamts18+/+）生育能力下降，为此，我们对 Adamts18-/-小鼠在生殖系统的表型

进行分析，课题组另一研究显示，部分 Adamts18-/-雌性小鼠有阴道闭锁和不育的

表型[16]，但 ADAMTS18在雄性生殖系统发育中的作用尚不清楚，这也正是本课

题要研究的内容。

1.1.3 ADAMTS与器官形态发育

ADAMTS可以通过改变细胞外基质（ECM）在不同的形态发生中起关键作

用。如 1.1.2小节所述，ADAMTS18与器官形态发育的关系也在其对生殖系统的

影响中有所体现。
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近年来，部分研究逐渐揭示了 ADAMTS18与器官分支形成有关。在肺、肾

和唾液腺形成中的分支尖端检测到富集表达的 Adamts18[17]，分别对这些器官的

大小、形态和结构产生了不同的影响 [18]。本课题组先前的研究首次证实了

ADAMTS18可通过改变原纤蛋白代谢来调控早期肺脏支气管发育[19]。

ECM（Extracellular matrix）的重塑可以通过保持结构完整性和调节各种细

胞过程来控制器官分支[20]。ECM的纤维结构蛋白包括纤维连接蛋白、胶原蛋白、

弹性蛋白和层粘连蛋白，还包括糖蛋白和蛋白聚糖[21]，这些组分是典型导管形态

发生所必须的，它们创造了宽松且稳定的微环境来引导组织的扩张。例如乳腺和

下颌下腺，在胚胎发育时形成，通过上皮重复形成分裂和芽，侵入周围的 ECM，

随着个体发育，腺体的成分和分布出现变化，实现分支过程[20]。

而在雄性小鼠生殖系统中，前列腺和精囊均属于分支性的器官，前列腺形态

分支是高度依赖于 ECM的组成和组织的发育过程[22]。有研究表明，ECM 蛋白

tenascin-C的缺失导致前列腺的导管形态异常[23]，基质金属蛋白酶MMP2的缺失

也使得前列腺的腹侧叶和上皮组织整体缩小[24]。

1.2 小鼠雄性生殖系统

1.2.1 小鼠雄性生殖系统简介

雄性生殖系统由成对的睾丸、传出导管、附睾和输精管以及副性腺——精囊、

前列腺、尿道球腺、壶腹腺、包皮腺，尿道和阴茎组成。其中壶腹腺和包皮腺是

小鼠、大鼠等啮齿类动物特有的[25]。睾丸是雄性性腺，具有分泌雄激素和产生精

子的功能。附睾是精子的积累、成熟和储存的部位。输精管可将精子从附睾尾部

传导到尿道。阴茎是雄鼠的交配器官，由阴茎体、龟头组成。
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图 2. 小鼠雄性生殖系统示意图[25]。Seminal vesicle：储精囊，Ampulla：壶腹腺，

Bladder：膀胱，Anterior prostate：前列腺前侧，Ductus deferens：输精管，Caput

epididymus：附睾头，Corpus epididymus：附睾体，Cauda epididymus：附睾尾，

Ventral prostate：前列腺腹叶；Urethra：尿道，Bulbourethral gland：尿道球腺，

Urethral diverticulum：尿道憩室，Penis：阴茎，Preputial gland：包皮腺，Ductus

deferens：输精管，Testis：睾丸。

1.2.2 小鼠包皮腺简介

在大鼠、小鼠、兔子、树鼩、豚鼠和仓鼠中发现的包皮腺是雄性和雌性泌尿

生殖区尾端的一种腺体，在雌性小鼠中也称为阴蒂腺[26]。包皮腺能够产生信息素

或信息素样物质，这些物质可能影响性行为的各个方面，包括识别、吸引、唤醒、

发情启动、主导和顺从的社会行为以及领土标记[27]，同时，包皮腺的分泌物有润

滑、保湿、抗菌和抗真菌等多种功能。

人类是否有包皮腺仍存在争议，有学者认为阴囊皮肤上有许多皮脂腺，这与

啮齿类动物的包皮腺在组织学和功能上可能有相似之处[28]。Mab21l1基因敲除小

鼠有眼部发育和包皮腺缺陷，而临床病例 MAB21L1基因自发性突变综合征患者

也出现眼睛异常、阴囊发育不全，两者表型有极大的相似性[29]。
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分离胚胎包皮腺或泌尿生殖窦进行体外培养常用于观察包皮腺生长发育

[26][31][32]，胚胎 13.5天时，小鼠的生殖嵴和生殖结节交界处的上皮向下生长发育

成包皮腺，此时在 ShhGFPcre报告基因小鼠中，表达 ShhGFPcre的外胚层的焦

点开始向包皮间充质内陷[30]。

小鼠包皮腺在 2周龄时不容易观察到，但在性成熟过程中包皮腺体型迅速增

加，2周龄时双侧包皮腺平均重量为不少于 15 mg，随后迅速增长，在 3月龄时

平均重量为 60~75 mg，该重量维持稳定直到 12 月龄，而到了 18月龄时，腺体

的重量降至 25 mg左右[33]。

成年雄性小鼠包皮腺相比雌性小鼠的阴蒂腺更大，呈扁平、棕黄色，位于尾

侧阴茎附近的皮下组织。包皮腺的导管与其他特殊皮脂腺的形态略有不同，包皮

腺有一个大的中央导管贯穿整个腺体，许多短的侧导管延伸至中央导管。导管内

衬分层鳞状上皮，并常常因过多累积的分泌物而扩张。血液、淋巴管和神经纤维

分布在结缔组织间质中，将围绕于侧导管周围的腺泡彼此隔开[25][33]。

包皮腺的腺泡由一层不完整的扁平基底细胞（干细胞）围绕着成熟程度不同

的腺泡细胞组成。腺泡细胞是全浆分泌型的，分泌的颗粒是膜结合的，成熟的腺

泡细胞会退化和解体，最后成为分泌产物的一部分。有学者将腺泡活动划分为五

个阶段[34]，第一阶段小的上皮芽缓慢伸入较大的实质组成成分中。第二阶段小上

皮芽形成较大的圆上皮腺泡，包括小的外周细胞以及中间肥大的细胞。第三阶段

腺泡细胞变得更大，包含着泡状的细胞，其细胞质中富含大量的脂肪物质。第四

阶段不同腺泡组合成巨大腺泡，由大量肥大的脂肪细胞组成，而中心部分的细胞

出现破裂退化。第五阶段的腺泡细胞处于不同退化阶段，空腔区域充满了细胞碎

片。本实验在描述腺泡的成熟程度时以此作为参照，type Ⅱ型腺泡指的是第二阶

段的腺泡。

1.2.3 小鼠包皮腺的扩张和萎缩

炎症是包皮腺最常见的非肿瘤性病变，在老年大鼠，特别是雄性大鼠中，炎

症更为频繁和严重，大多数 2岁的大鼠的包皮腺有局灶性、弥漫性或慢性活动性
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炎症[27]。

衰老大鼠包皮腺体最常见的自发性病变是腺泡萎缩，使得单个腺泡细胞的细

胞质减少，萎缩可以发展到完全缺乏皮脂腺细胞，只剩下基质。此外，萎缩包皮

腺可能含有少量的黄褐色颗粒色素（脂褐素），导管有不同程度的基质纤维化和

扩张[27]。

不同品系小鼠的包皮腺导管扩张的发生率不同，有报道显示 B6C3F1的小鼠

导管扩张发生率为 62%而 CD-1小鼠为 29%[33]。包皮腺导管扩张诊断：对导管扩

张的包皮腺进行组织学分析，组织主要由较大的多位点的囊肿组成，囊肿周围排

列有扁平的上皮细胞，囊肿内充满角质碎片；包皮腺表现出萎缩，囊肿壁内偶见

良性皮脂腺上皮细胞巢；包皮腺的导管扩大，其中含有角蛋白。

1.2.4 小鼠精囊和前列腺的分支

精囊和前列腺是大多数哺乳动物中雄性生殖道的外分泌腺[35]，在小鼠中，前

列腺的前叶（凝固腺）双侧附着在精囊上。精囊、前列腺和尿道球腺的联合分泌

物形成交配塞，防止精液倒流，提高受精几率[25]。

分支形态发生是这两个器官发育的关键特征之一[22]。小鼠精囊的分支较为简

单，出生后的精囊初始管形成延伸的横向分支，常有二级分支[36]。前列腺从小鼠

胚胎的第 16.5天开始萌出上皮芽，发生形态分支，随后，前列腺的导管进一步

发育，分支过程持续到小鼠出生后的第 15天[37]。

精囊和前列腺的分支在小鼠出生后两周基本完成[38]，不同的是，在小鼠去势

后，随着雄激素的补充，前列腺呈现出显著的再生能力[39]。在青春期，多能基底

细胞聚集在前列腺的远端尖端，这也是去势后雄性激素诱导再生生长期间细胞增

殖的主要部位[39][40]。选择性敲除小鼠基质成纤维细胞和平滑肌细胞中雄激素受

体（AR），发现与野生型对照相比，前列腺前叶的大小显著减小，进一步解剖

发现小鼠前列腺前叶上皮增殖和凋亡减少[41]。

良性前列腺增生（BPH）大多发生在老年男性身上，是尿道周围与前列腺之

间过渡区的一种扩张，该区域含有前列腺的祖细胞，有学者根据细胞和解剖学研
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究，提出前列腺的控制再生能力也可能与雄激素不敏感的祖细胞有关[39]。

小鼠前列腺分支结构特征复杂[38]，大致分为前、背、腹和侧四个不同的叶，

背叶和侧叶有时被归为背外侧叶。

前列腺前侧：衬立方状到柱状上皮排列，呈乳头状。管腔富有嗜酸性分泌物，

每个腺泡周围存在明显的平滑肌。

前列腺背侧：衬柱状上皮，有中度程度的折叠，含有颗粒状嗜酸性分泌物的

细胞质。单个腺体被致密的纤维基质包围，周围结缔组织较为松散。

前列腺外侧：多由立方形至低柱状上皮排列，折叠较为稀疏。细胞质含有无

固定形状的、颗粒性的嗜酸性分泌物，周围同样有较为松散的结缔组织。

前列腺腹侧：由多数立方上皮排列，有稀疏的折叠和局灶性的绒簇；管腔含

有浆液性分泌物，为均质白色[25][38]。

1.2.5 小鼠睾丸与精子

睾丸能够产生精子和分泌雄性激素，是雄性重要的生殖腺，小鼠睾丸重量与

小鼠体重的比值是评价睾丸形态的指数之一[42][43]。

小鼠睾丸切片中可以观察到小鼠的体细胞、间质细胞、生殖细胞以及精细胞

在生精小管中分层排列[25]，生精小管的直径常用于观察睾丸的发育。

精子的形态和功能也是生殖能力的体现，在大鼠生殖能力的研究中，发现合

成类固醇激素对精子数量和质量有影响，其中异常精子、无头精子、无尾精子和

卷尾精子的百分比显著增加，从而可能损害生育[44]。

1.3 研究目的及意义

ADAMTS是分泌型的细胞外基质金属蛋白酶，通过修饰细胞外基质，参与

多种器官的形态发育。课题组在先前的研究中构建了 Adamts18 基因敲除

（Adamts18-/-）小鼠模型。在繁育过程中发现无论雌雄，Adamts18-/-小鼠相比于

野生型（Adamts18+/+）小鼠生育能力下降。为此，对 Adamts18-/-小鼠在生殖系统

的表型进行分析，课题组另一部分研究显示部分 Adamts18-/-雌性小鼠有阴道闭锁
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和不育的表型。但 ADAMTS18在雄性生殖系统发育中的作用尚不清楚，本课题

对 ADAMTS18在雄性小鼠生殖系统发育中的作用展开研究。

本研究将检测 1~5周龄 Adamts18+/+小鼠雄性生殖系统中阴茎、睾丸、附睾、

储精囊、前列腺、包皮腺和输精管中的 Adamts18 mRNA 表达情况，并聚焦

Adamts18 mRNA高表达的器官，对比这些器官在 Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠

雄性生殖系统中的形态和病理差异，对 ADAMTS18在小鼠雄性生殖系统各器官

发育过程中的影响和分子机制进行初步探索，为 ADAMTS18在雄性生殖系统发

育中潜在的功能提供相应的依据。

图 3. 研究技术路线示意图

图 4. 实验时间点
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2 实验材料

2.1 实验动物

本研究涉及的所有动物实验，包括小鼠的饲养、繁殖、鉴定、取材等，均按

照华东师范大学动物伦理委员会和动物饲养与使用委员会的相关规定开展，达到

动物伦理的要求，保证动物福利，实验伦理审查编号：m20160308。例如，为了

减少动物的痛苦，尽量在最短的时间内结束动物的生命，对于出生后 2周龄的小

鼠，使用腹腔注射麻醉剂的方式处死，大于 3周龄的小鼠则用脊椎脱臼的方法。

所有的小鼠均为 SPF级动物，规范饲养于华东师范大学脑功能基因组学研究所

专门的屏障系统中。系统内给予 12小时的持续光照和 12小时的持续黑暗，如此

交替循环，同时，常年维持稳定的温度（22℃）和相对湿度（55%），提供足够

的水和饲料保证小鼠自由饮食。

实验室先前通过胚胎干细胞打靶构建的 Adamts18-/-小鼠是本研究的主要观

察和实验对象。Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠均来源于 Adamts18+/-雌性和雄性的

交配，结果符合孟德尔遗传规律。

2.2 实验仪器

仪器名称 品牌 型号/规格

50 L立式高压灭菌器 上海申安 LDZX-50KBS

小型低温高速离心机 德国 Eppendorf（艾本德） 5415R

4℃/-20℃电冰箱 中国 Haier（海尔） BCD-219D

-86℃立式超低温冰箱
美国 Thermo

（赛默飞世尔）
Forma 905-ULTS

电热恒温水槽 上海精宏 DK-8D

涡旋混合器 美国 Scientific Industries Votex-Genie 2 G560E

恒温磁力搅拌器 上海司乐仪器 81-2型

http://www.shshenan.cn/gaoyamiejunqi/50L/
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梯度 PCR仪 美国 Bio-Rad（伯乐） T100

水平电泳槽 美国 Bio-Rad（伯乐） Sub-Cell GT

制冰机 日本 PHCbi（普和希） SIM-F140AY65-PC

微波炉 中国格兰仕（Galanz） P70D23N1P-G5 (W0)

多功能成像仪 德国 Analytik Jena（耶拿） UVP Chemstudio touch

多样品组织匀浆机 上海净信 Tissuelyser-24

多功能微孔盘分析仪
美国Molecular Devices

（美谷分子仪器）
SpectraMax®iD3

酶标仪 美国 BioTek（伯腾） Epoch

荧光定量 PCR仪 美国 Bio-Rad（伯乐） CFX96 Touch

一体式石蜡包埋机 德国 Leica（徕卡） EG1160

轮转切片机 德国 Leica（徕卡） RM2235

电热恒温干燥箱 上海一恒仪器 DHG-9075A

体视显微镜 香港Motic（麦克奥迪） Motic K

倒置荧光显微镜 德国 Leica（徕卡） DMI3000

微量移液器 德国 Eppendorf（艾本德）
2.5 μl、10 μl、20 μl、

100 μl、1000 μl

HybEZTM杂交系统 美国 ACD 310013

电子天平 美国 DENVER（丹佛） T-2002

倒置显微镜 广州明美（Mshot） MI11

电子分析天平 德国 Sartouius（赛多利斯） BS124S

超净台 苏净安泰（Airtech） SW-CJ-2FD

10 mL移液器 德国Matrix 73261

2.3 实验试剂

试剂名称 品牌厂家

RNAscope 2.5 HD Reagent Kit-Red 美国 ACD
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RNAscope®探针 美国 ACD

总 RNA提取试盒（离心柱型） 天根生物科技有限公司

无水乙醇、95%乙醇 上海润捷化学

鉴定基因型用引物（P1，P2，P3） 生工生物工程有限公司

Proteinase K 德国默克Merck

苏木素-伊红染色试剂盒（H&E staining） 索莱宝科技有限公司

DEPC水 碧云天生物科技有限公司

氯化钠（NaCl） 上海润捷化学

二甲苯 江苏强盛化学

十二水合磷酸氢二钠

（Na2HPO4·12H2O）
国药化学

氯化钾（KCl） 上海润捷化学

琼脂糖 西班牙 BIOWEST

甲醛溶液 江苏强盛化学

逆转录预混液（for qPCR） 翌圣生物科技有限公司

水杨酸甲酯 国药化学

鳞片状切片石蜡 德国 Leica（徕卡）

YeaRed核酸染料 翌圣生物科技有限公司

100 bp Ladder DNAMarker 北京博奥龙免疫技术有限公司

50 × TAE (500 ml) 碧云天生物科技有限公司

实时定量 PCR预混液 翌圣生物科技有限公司

中性树脂 碧云天生物科技有限公司

α-氯醛糖 国药化学

柠檬酸钠-EDTA 抗原修复液 碧云天生物科技有限公司

乌拉坦 国药化学

改良Masson三色染色液 索莱宝科技有限公司

硼砂 国药化学
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磷酸二氢钾（KH2PO4） 国药化学

无水甲醇 上海润捷化学

细胞培养基及缓冲液 澳洲 Gibco

青链霉素双抗 美国 Sclencell

2.4 实验耗材

耗材名称 生产企业

无粉乳胶手套 海门市扬子医疗器械有限公司

封口膜 美国 Parafilm

眼科剪 星海精品手术器械

锥形瓶（200 ml/100 ml） 上海晖创化学仪器有限公司

眼科直镊、弯镊 碧云天生物科技有限公司

培养皿（10 cm/6 cm） 美国 BD-FALCON

离心管（0.2 ml/0.6 ml/1.5 ml） 碧云天生物科技有限公司

移液管（10 ml） 美国 BD-FALCON

枪头

（10 μl/100 μl/1000 μl）
越夷生物

组织包埋框 江苏世泰实验器材有限公司

DNase/RNase Free离心管

（0.2 ml/0.6 ml/1.5 ml）
美国 Axygen

组织包埋模具 德国 Leica

DNase/RNase Free枪头

（10 μl/100 μl/1000 μl）
美国 Axygen

载玻片 江苏世泰实验器材有限公司

离心管（15 ml/50 ml） 美国 BD-FALCON

Superfrost Plus防脱载玻片 美国 Thermo Fisher Scientific
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PCR八联管&8联光学盖 越夷生物

盖玻片 江苏世泰实验器材有限公司

医用棉球 宏隆医疗

Φ13 mm聚碳酸酯膜 英国Whatman（沃特曼）

纱布 宏隆医疗

无菌注射器（1 ml/2 ml/5 ml） 上海康德莱企

称量纸 新华纸业

医用口罩 海门市唯尔诺实验器材有限公司

无尘纸 美国 Kimwipes（金佰利）公司

2.5 常用试剂配方

1. 1 L的 4%中性甲醛

(1) 开启通风橱的排气扇。

(2) 在通风橱中，用 100 ml 的量筒量取 100 ml 的甲醛溶液，倒入 1000 ml

的玻璃容量瓶中。

(3) 在玻璃容量瓶中加入 1 × PBS定容至 1000 ml。

(4) 配制好的 4%甲醛溶液倒入 1 L的试剂瓶中。

(5) 如果试剂瓶是透明玻璃材质，则用锡箔纸包裹住试剂瓶透明部分，避光

储存。

(6) 新配制的 4%甲醛溶液在 1周内使用，以保证固定效果。

2. 鼠尾裂解液（400 ml）

1M Tris HCl 8 ml

500 mM EDTA 4 ml

NaCl 9.36 g

SDS 4 g

ddH2O 定容至 400 ml
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3. 生理盐水（400 ml）

NaCl 3.6 g

ddH2O 定容至 400 ml

4. 10 × PBS 缓冲液（800 ml）

NaCl 64.0 g

Na2HPO4·12H2O 29.04 g

KH2PO4 1.92 g

KCl 1.6 g

ddH2O 定容至 800 ml

称量以上固体加入 1 L烧杯中，于 600 ml的 ddH2O中溶解，可借助磁力器

搅拌仪器加快溶解速度，待溶液澄清时再用 dd H2O定容至 800 ml。

5. 1 × PBS 缓冲液（800 ml）

10 × PBS 80 ml

ddH2O 定容至 800 ml
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3 实验方法

3.1 小鼠的饲养条件

所有的小鼠均为 SPF级动物，规范饲养于华东师范大学脑功能基因组学研

究所专门的屏障系统中。系统内给予 12小时的持续光照和 12小时的持续黑暗，

如此交替循环，同时，常年维持稳定的温度（22℃）和相对湿度（55%），提供

足够的水和饲料保证小鼠自由饮食。定期更换和清洗小鼠笼子，每个笼中不超过

5只小鼠，保证良好的生活环境。

3.2 小鼠的繁殖方法

根据小鼠夜间交配的习性，在动物房熄灯前 1~2小时将 2只成年 Adamts18+/-

雌小鼠和 1 只成年 Adamts18+/-雄小鼠放入同一笼中，隔日上午 7~8 时检查雌性

小鼠阴道，无论雌性小鼠是否见栓，都将其与雄鼠分笼，若需后续交配，在当日

动物房熄灯前 1~2小时再合笼。

有交配栓的雌小鼠则定为已怀孕 0.5天（E0.5），并将其饲养于专门的笼中，

不再与雄鼠接触；无交配栓的雌小鼠则可用于后续交配。定期监测怀孕雌鼠的体

重，若怀孕十天后体重增加，则可让其自然分娩或在怀孕第 14.5天取胚胎雄性

小鼠的泌尿生殖窦进行体外培养。

称量怀孕雌鼠体重时应动作尽量轻柔，保证其不受惊吓和刺激，避免雌鼠分

娩后食仔。雌鼠哺乳期大约需要 3周，哺乳期结束时小鼠性别可以通过观察性腺

分辨，此时应将小鼠按性别分笼。分笼时应注意，小鼠体型较小，因此采用增加

垫料及在垫料中放置少量的饲料的方法，防止小鼠因吃不到食物而饿死。

3.3 基因型鉴定

3.3.1 抽提鼠尾和脚趾 DNA
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1．为了保证鉴定结果的准确性，在取材或给小鼠剪脚趾编号前，要准备好

足够的酒精棉球用来擦拭剪刀，防止小鼠组织或血液残留于剪刀上污染其他组

织。

2．对于需要鉴定基因型的胚胎小鼠，应在实验的同时留下其尾部；对于出

生后需要鉴定基因型的小鼠，可在给小鼠剪脚趾编号的过程中，用灭菌的 1.5 ml

离心管同时收集剪下的脚趾和一小段尾巴（约 0.5 cm）。

3．收集好的脚趾和尾部组织应冻存在-20℃冰箱中，防止组织降解。

4．每个含有小鼠组织的 EP管需要 500 ml的鼠尾消化液，因此按蛋白酶 K

和鼠尾裂解液 1:25的量配制鼠尾消化液。例如，有 10只小鼠需要鉴定，则在 15

ml的离心管中加入 200 μl的蛋白酶 K和 5 ml的鼠尾裂解液，盖紧离心管盖子后

上下颠倒混匀。

5．在每管组织中加入 500 ml的鼠尾消化液后，盖上盖子将离心管按编号依

次插入泡沫板中，放置于 56℃的水浴锅中过夜消化。为了防止组织粘在离心管

壁上而消化不完全，放置组织的离心管应在 4℃预冷的高速离心机中 12000 rpm

离心 1 min；56℃水浴会使离心管盖的字模糊或脱落，因此可以用手机拍摄离心

管顺序保留数据；基因型鉴定需要过夜消化组织，所以应根据实验安排提前进行，

建议至少提前两天。

6．观察离心管中组织的消化情况，摇晃离心管，若管中只残余少量骨头，

可以进行下一步实验；若残余组织较多，则振荡后或再加入适量消化液继续消化

数小时。水浴过夜后离心管盖子容易被胀开，振荡摇晃前应盖紧盖子，防止消化

液漏出。

7．用纸擦干离心管外侧的水分，振荡混匀，放入离心机中，12000 rpm，常

温离心 10 min。此时准备一套新的 1.5 ml离心管，按顺序编号。

8．离心后用移液枪缓慢吸取 200 μl的上清，转移到已准备好的干净的离心

管中，各加入预冷（-20℃）的无水乙醇 1 ml，盖紧离心管盖，温和地上下颠倒

3～5次，此时离心管中会出现絮状 DNA沉淀。若样品数量太多，可以一次性加

好无水乙醇，盖紧离心管盖后再覆盖一个大小相当的离心管架，呈夹心状，手指
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上下同时压住两块离心管架，即可批量颠倒。12000 rpm，4℃离心 5 min。离心

时离心管方向统一则离心后沉淀位置也相对统一，更方便 DNA溶解操作。

9．离心后，可以看到远离离心机圆心方向的离心管壁上出现少量白色沉淀，

当 DNA含量较少时白色沉淀不易观察到，仍可继续下一步实验。倒掉离心管中

的上清，加入预冷（-20℃）的 70%的乙醇，12000 rpm，4℃离心 2 min。

10．重复操作 1遍步骤 9。

11．离心后，用再离心管壁上用记号笔圈出白色沉淀的位置，倒掉上清，倒

置离心管，用吸水纸蘸干多余的液体。盖上离心管盖，将离心管放入离心机中，

短时离心 8 s。

12．用移液枪吸除离心管中的液体，操作样品应更换新的枪头，避免交叉污

染。

13．在离心管中加入 50～100 μl 的 DEPC 水，用移液枪吸取加入的水，枪

头贴着 DNA标记处的离心管壁吹打出，并同时向下将液体带入管底，重复该操

作 10次左右，使管壁上的 DNA完全溶解。

14．DNA溶液鉴定前短期储存于 4℃冰箱，长期储存于-20℃。

3.3.2 PCR

1．设计引物，由上海生工合成以下引物序列：

Adamts18 引物 1: 5'- GGTGTTGGTTGGTATAGCTGAGCTGGAAA -3'

Adamts18 引物 2: 5'- TCTGCTGGAAGAAGAACCTGTAAGTGGAA -3'

Adamts18 引物 3: 5'- TTTCCTCCTTCCTTTGCTGCCTTGTCTG -3'

2．配制引物工作液和贮存液

将 Adamts18的三种引物冻干粉原管放入离心机中，12000 rpm，常温离心 1

min。引物原管标签标注了引物的 Tm值、OD值及配制方法等，根据标注，在原

管中加入相应量的 DEPC水得到 100 nM的引物贮存液，保存于-20℃冰箱，配制

PCR体系时，取适量的贮存液用 DEPC水稀释 10倍，得到 10 nM的工作液。贮

存液和工作液均应标明浓度和日期，冻融过的贮存液和工作液不可混合使用。
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3．配制基因型鉴定的反应体系（15 μl）

在冰上融解混匀引物工作液、模板 DNA和Master Mix（2 ×），离心机中 4℃

瞬时离心 6~8 s，配制 3引物预混液，体系如下：

Master Mix（2 ×） 7.5 μl

P1 0.6 μl

P2 0.6 μl

P3 0.6 μl

加 DEPC水至 13 μl

配制 2引物预混液，体系如下：

Master Mix（2 ×） 7.5 μl

P1 0.6 μl

P2 0.6 μl

加 DEPC水至 13 μl

根据样品数量配制好预混液，混匀离心后，于冰上分装至每个 PCR离心管

中，再依次加入 2 μl的模板 DNA吹打混匀，4℃短时离心 6~8 s。根据Master Mix

（2 ×）说明书设定 PCR仪程序，即可进行 PCR反应。PCR仪中的 PCR管尽量

紧凑摆放，使样品受热均匀。

3.3.3 琼脂糖凝胶核酸电泳

1．安装凝胶制胶器

凝胶制胶器由模具和底座两部分组成，模具是一个半开放的矩形亚克力板，

未开放的两侧有加高的拦板，拦板上有与对侧拦板平行的齿状缺刻，用于放置梳

子。安装时，将亚克力槽底部贴合放置于底座上，无拦板的一侧紧靠底座上附带

的固定型拦板，将另一侧用底座上的活动型拦板堵住并将其螺丝拴紧，这样就形

成了一个四面封闭的凹槽。
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2．配制 1.8%的琼脂糖凝胶

(1) 称取 1.8 g的琼脂糖，加入 100 ml的 1 × TAE中，在 250 ml的锥形瓶中

摇晃混匀，防止琼脂糖在后续的加热过程中贴底烧焦。

(2) 将锥形瓶放入微波炉中，高火加热，在加热过程中时常拿出来摇晃混匀，

使琼脂糖散开，更快速地溶解。沸腾琼脂糖 2~3次，直到锥形瓶中无肉

眼可见的透明颗粒。

(3) 放置于室温稍加降温之后，加入 1 ×的 YeaRed核酸染料摇晃混匀后，倒

入安装好的制胶器中并插好梳子，在室温冷却 1 h，或在 4℃时冷却 30

min。

(4) 从制胶器中取出凝固好的琼脂糖胶，放入电泳槽中，垂直拔出梳子，使

槽内 TAE没过凝胶，排出上样孔的空气。

(5) 等待 PCR仪程序完成后，取出样品，放置于 4℃冰箱中稍加冷却，减少

PCR气溶胶污染空气和移液枪。

(6) 将冷却的样品加入凝胶上样孔中，3引物样品和 2引物样品加样时上下

对应，加入 8 μl的 DNALadder连接电泳仪和电泳槽

(7) 开启电泳仪电源，电泳程序设置为电压恒定 150 V，时间 50 min。

3.3.4 基因型判断

本实验 Adamts18+/-雌雄小鼠交配时会产下 3 种基因型的小鼠，分别是

Adamts18+/-（HT）、Adamts18+/+（WT）和 Adamts18-/-（KO），通过引物 P1、

P2和 P3三种引物的扩增片段来鉴别。根据 Adamts18+/+小鼠基因打靶示意图（图

1）可以看到，Adamts18-/-的 E5和 E6外显子之间的片段被敲除，设置在该片段

内的下游引物 P2结合位点也随之消失。因此，上游引物 P1与下游引物 P2、P3

可以扩增出 3种大小不同的基因片段。（a）Adamts18+/+小鼠基因中存在 P1、P2

和 P3结合位点，因此 3引物可以扩增出 P1-P2位点之间的 404 bp的片段和 P1-P3

位点之间 1192 bp 的片段，其中，受到扩增时间的限制，1192 bp的片段无法得

到；2引物可以扩增出 P1-P2位点之间的 404 bp片段。（b）Adamts18-/-小鼠基因
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中只存在 P1和 P3引物结合位点，而基因敲除又使得 P1-P3之间的可扩增的核酸

变少，因此 3引物只能扩增出 P1-P3位点之间的 272 bp片段；2引物不能扩增到

任何片段。（c）Adamts18+/-小鼠同源染色体中的一条与 Adamts18+/+相同，另一

条与 Adamts18-/-相同，因此 3引物既可以扩增出 P1-P2位点之间的 404 bp片段，

也可以扩增出 P1-P3位点之间的 272 bp；2引物可以扩增出 P1-P2位点之间的 404

bp片段。根据这些特点，使用 3引物可以鉴别出基因型，为了得到更准确的结

果，对 DNA单独扩增 2引物片段辅助判断。

A

B

图 5. 引物扩增片段示意图和基因型鉴定电泳示意图。（A）引物扩增片段示意

图。（B）基因型鉴定电泳示意图。

Figure 5. Schematic diagram of primer amplified fragments and genotyping. (A)

Schematic diagram of primer amplified fragments. (B) Schematic diagram of

genotyping.

3.4 原位杂交

(1) 将一张 5 μm厚的石蜡切片在 46℃水浴锅中展平，贴附于 SUPERFROST
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Plus的载玻片可标记面的中部，放置于通风处 12 h。

(2) 片子放置于烘箱中烘烤，60℃，1 h；室温冷却，5 min。

(3) 片子脱蜡：二甲苯中浸泡 5 min，换至新鲜二甲苯中二次浸泡，5 min；

无水乙醇中浸泡 1 min，换至新鲜无水乙醇中二次浸泡，1 min；整个脱蜡过

程需要频繁地上下抽提片子，使脱蜡彻底。

(4) 片子置于室温通风处晾干 5 min；开启杂交炉，40℃加湿平衡。

(5) 将一瓶（70 ml）的 10 ×靶标修复液加蒸馏水稀释成 1 ×工作液，取 250 ml

加入染缸，盖上盖子，放置于水浴锅中加热至 100摄氏度，维持沸腾状态，

注意用温度计监测水浴锅温度，修复液的温度将影响实验结果。

(6) 片子上的加 20 μl的双氧水覆盖组织，室温孵育 10 min。

(7) 将载玻片上的双氧水轻轻甩干，放置于载玻片架上，浸没于蒸馏水中并

上下抽动玻片架 5~10次，更换蒸馏水二次清洗。

(8) 将载玻片放置于已经处于沸腾状态的靶标修复液中，保持 100℃修复 15

min，注意靶标修复液总沸腾时间不超过 30 min；修复后将玻片浸没于

蒸馏水中，上下抽动 5次使玻片冷却，再转移至无水乙醇中，上下抽动

5次，取出玻片置于室温中干燥。

(9) 用阻水笔在组织切片周围画疏水圈，即使组织较小，疏水圈也应该有一

定大小，室温干燥约 1 min。

(10)将组织切片按顺序放置于水平切片架的切片槽内，按紧卡扣。

(11)在阻水圈内滴加蛋白酶 Plus完全覆盖组织切片，整个切片架放进湿盒中

孵育，40℃，30 min；孵育后轻轻甩动载玻片架，除去表面液体，浸没

在盛有蒸馏水的清洗槽中，晃动清洗槽 5次，更换新鲜蒸馏水二次清洗。

(12)将 1瓶 50 ×的清洗缓冲液（60 ml）用蒸馏水稀释至 1 ×，也可准备好后

续实验使用的 50%苏木素染色液、新鲜二甲苯等。

(13)从 4℃冰箱中取出 RNA scope 2.5 HDAmp1-6试剂盒，放置于室温平衡，

靶标和对照探针则放置于 40℃烘箱中平衡，用之前需涡旋混匀。此步骤

之后切勿使切片变干。
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(14)根据实验，在阻水圈内滴加相应的靶标或对照探针完全覆盖组织切片，

在 40℃杂交炉中孵育 2 h。孵育完成后，孵育后轻轻甩动载玻片架，除

去表面液体，浸没在盛有 1 ×清洗缓冲液（500 ml）的清洗槽中，在摇床

上清洗 2 min，更换新鲜 1 ×清洗缓冲液二次清洗。

(15)按顺序孵育及清洗 Amp1-Amp6，操作方法见步骤（11），孵育条件如下：

试剂 温度（℃） 时间（min）

Amp1 40 30

Amp2 40 15

Amp3 40 30

Amp4 40 15

Amp5 室温 30

Amp6 室温 15

短时离心 RED-B，在信号检测前 5 min与 RED-A以 1:60的比例避光配成信

号检测液。

(16)轻轻甩动载玻片架，除去表面液体，在阻水圈内滴加信号检测液，完全

覆盖组织切片，在湿盒中室温孵育 10 min。孵育后轻轻甩动载玻片架，

除去表面液体，浸没在盛有自来水（500 ml）的清洗槽中，在摇床上清

洗 2 min，更换新鲜自来水二次清洗。

(17)轻轻甩动载玻片架，除去表面液体，在组织切片中滴加 50%苏木素染色

液，室温孵育 2 min后，在自来水中返蓝，在显微镜下观察，直至组织

变成蓝色。

(18)由于信号检测液的底物对酒精敏感，所以使用无酒精干燥法，将载玻片

放置于 60℃烘箱内，使组织切片干燥后放置于室温中稍加冷却。

(19)将切片用二甲苯润湿后，滴加中性树脂封片剂，盖上盖玻片封片。依次

对每个组织切片进行此操作后，放置于通风橱中过夜风干。
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(20)在显微镜中明场观察组织切片，阳性信号点为红色，每 10 个细胞有 1

个着色点即视为阳性点。

3.5 qRT-PCR

1．提取 RNA

(1) 本实验使用天根动物组织总 RNA 提取试剂盒。取 20 mg组织加入研磨

管，短暂离心 8 s，使组织进入离心管底，放进预冷的磁珠，加入 300 μl

的裂解液，在电动匀浆器中 60 Hz，匀浆 1~2 min；随后向匀浆溶液中加

入 590 μl RNase-Free 水和 10 μl 蛋白酶 K，混匀后放置于 56℃的烘箱中

孵育 15 min。

(2) 12000 rpm，离心 2 min，取上清至一个新的离心管中，加入 1/2上清体

积的无水乙醇，上下颠倒混匀。

(3) 将吸附柱套在收集管中，在吸附柱中心点温和加入上一步骤的溶液和沉

淀，12000 rpm离心 1 min，弃废液。

(4) 将吸附柱套回收集管中，在吸附柱中心点温和加入 350 μl的 RW1，12000

rpm离心 1 min，弃废液。

(5) 将 10 μl的 DNaseI储存液用 70 μl的 RDD稀释混匀。

(6) 向吸附柱中心点加入 DNaseI 工作液 80 μl,室温放置 15 min 后，再加入

350 μl的 RW1，12000 rpm离心 1 min，弃废液。

(7) 将吸附柱套在收集管中，在吸附柱中心点温和加入 500 μl的 RW（用前

按说明加入乙醇），室温放置 2 min，12000 rpm离心 1 min，弃废液。

(8) 重复步骤（7）

(9) 将吸附柱套在收集管中，不加溶液，12000 rpm空管离心 2 min，弃废液。

室温放置 5 min晾干残余溶液。

(10)将收集管替换一个新的 RNase-Free 离心管，在吸附柱的中心滴加 30 μl

的 DEPC水，室温浸泡 2 min，12000 rpm离心 2 min。

(11)将离心管中收集的 RNA溶液重新加入吸附柱中，室温浸泡 2 min，12000



华东师范大学硕士学位论文

24

rpm离心 2 min，得到 RNA溶液。

2．合成 cDNA第一链

本实验使用含有 gDNA去除步骤的 cDNA第一链合成试剂盒。

(1) 在 RNase free 离心管配制去除基因组 DNA溶液

DEPC水 至 10 μl

5 × gDNA digester Buffer 2 μl

gDNA digester 1 μl

总 RNA 1 ng

吹打混匀，短时离心 6 s后，置于 PCR仪中 42℃孵育 2 min。

(1) 配制逆转录反应溶液（20 μl体系）

去除基因组 DNA溶液 10 μl

2 × Hifair®Ⅱ SuperMix plus 10 μl

吹打混匀，短时离心 6 s后，置于 PCR仪中设置如下程序：

25℃ 5 min

42℃ 30 min

85℃ 5 min

反应产物放置于-80℃保存，避免反复冻融。

3．配制 qRT-PCR反应溶液

Hieff® qPCR SYBR Green Master

Mix(No Rox)
10 μl

上下游引物（10 μM） 各 0.4 μl

cDNA 1 μl

DEPC水 至 20 μl



华东师范大学硕士学位论文

25

配制时，上下游引物（引物见附录表 1）和Master Mix、cDNA和模板 DEPC

水可以先根据样品数量各自混合混匀离心之后再分装至相应的八联管中，可以

保证体系的均一性。

4．qRT-PCR反应

样品加入八连管后，盖上盖子，用离心机短时离心后，置于 CFX96仪器

中设置如下反应程序：

3.6 石蜡组织制备

1. 解剖小鼠：取出后的组织立即放置于 4℃预冷的 PBS中，摘除多余的脂

肪等不需要的组织，洗去解剖时粘上的毛发，立即浸入 10倍组织体积的 4%甲醛

中，固定时间为 24 h。

2. 将组织从 4%甲醛中取出，放置在标记好的组织包埋框中，再在脱水前浸

泡于新鲜的蒸馏水中 10 min，洗净固定液。接下来的步骤中，组织一直放置于包

埋框中不要取出。

3. 组织脱水

(1) 将包埋框浸没于 50%的酒精中，30 min；每 15 min更一次换新鲜的 50%

酒精。

(2) 转移包埋框于 70%的酒精中，浸泡 45 min；每 15 min 更一次换新鲜的

70%酒精。

(3) 转移包埋框于 80%的酒精中，浸泡 20 min；每 10 min 更一次换新鲜的

80%酒精。

步骤 温度 时间 循环次数

预变性 95℃ 5 min 1

变性 95℃ 1 sec
40

退火/延伸 60℃ 30 sec

熔解曲线阶段 仪器默认设置
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(4) 转移包埋框于 90%的酒精中，浸泡 10 min；每 5 min更一次换新鲜的 90%

酒精。

(5) 转移包埋框于 95%的酒精中，浸泡 10 min；每 5 min更一次换新鲜的 95%

酒精。

(6) 转移包埋框于 100%的酒精中，浸泡 10 min；每 5 min 更一次换新鲜的

100%酒精。

4. 组织透明：组织在水杨酸甲酯中透明过夜，此时可将石蜡缸放入 60℃烘

箱中熔化；透蜡前组织转移至二甲苯中再透明 5 min，打开包埋框检查组织，若

透明完全则盖上盖子，进行下一步透蜡。

5. 将包埋框放入已经熔化的石蜡缸中，60℃透蜡 1 h。此时提前打开包埋机

运行至设定温度，即蜡缸 65℃、蜡嘴 65℃，标本储存器 60℃、工作台面 60℃以

及冷却台-5℃。

6. 将包埋框转移到纯度较高的石蜡缸中，60℃二次透蜡 1 h。

7. 组织包埋：透蜡后将组织包埋框转移至包埋机的标本盒储存器，打开包

埋框，弃去上方盖子。用模具从蜡嘴下方接纯净的石蜡，根据实验需要将组织按

照一定的方向摆放于石蜡中，模具盖上包埋框，转移至冷却台中冷却约 15 min，

将模具与成型的石蜡剥离，得到石蜡包埋的组织。

3.7 石蜡组织切片

1. 准备 42℃的水浴锅，用于展平组织切片。

2. 调整切片机的刀片倾角（5°），旋转切片机指针到 5 μm。

3. 切片时右摇转切片机手轮，左手先按住刻度双倍按钮切片，密切观察切

出的蜡带是否笔直，随时调整蜡块的角度，在接近目的组织结构时，放开刻度双

倍按钮，恢复原来设置的刻度正式切片。

4. 切片在 60℃的烘箱中烤干。
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3.8 苏木素-伊红染色（H&E）

1．石蜡切片脱水（同原位杂交）。

2．苏木素染色，自来水返蓝（同原位杂交）。

3．伊红染色 15 s，自来水冲洗除去未结合染料。

4．烘干片子，封片（同原位杂交）。

3.9 Masson三色染色

1．组织石蜡切片浸泡于媒染液中，60℃作用 1 h，自来水冲洗 10 min。

2．天青石蓝滴染于组织上孵育 3 min，蒸馏水清洗 15 s，更换新鲜的蒸馏水

二次清洗。

3．Mayer苏木素滴染于组织上孵育 3 min，蒸馏水清洗 15 s，更换新鲜的蒸

馏水二次清洗。

4．用酸性乙醇滴于组织上分化染色液，待组织变红，则水洗 10 min终止分

化。

5．丽春红品红滴染于组织上孵育 3 min，蒸馏水清洗 15 s，更换新鲜的蒸馏

水二次清洗。

6．磷钼酸溶液滴于组织上孵育 10 min，轻敲片子除去多余溶液。

7．滴加苯胺蓝于组织上孵育 5 min，用弱酸溶液先洗去多余溶液后，再滴加

弱酸溶液孵育 2 min。

8．干燥后封片（参照原位杂交步骤）。

3.10 制作精子涂片

1．用剪刀在小鼠腹部靠近阴茎的位置剪开一个小口，左右手各持一把镊子，

夹住小鼠体内靠近开口双侧明显的脂肪组织往外拉，可以将小鼠脂肪连带的睾

丸、输精管、附睾一并拉出，小鼠的附睾连接睾丸与输精管，附着于睾丸上。

2．剪下附睾，将附睾周围多余的组织去除。
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3．在 6 cm皿中加入 5 ml的生理盐水，将附睾放入其中，用精细的显微剪刀

剪附睾 3~5次，再用镊子将附睾中的精子挤出。

4．轻轻晃动 6 cm皿，使精子从附睾中流出并在生理盐水中散开。

5．将 6 cm皿中包含精子的生理盐水用移液枪转移至已经铺好无尘纸（两层）

的玻璃漏斗中，过滤后的液体储存于 5 ml的离心管。

6．离心管中的液体用移液枪重悬后，取约 200 μl滴加于载玻片的一侧，放

平枪头，将液体在载玻片上抹匀，放置于 55℃的烘箱中烤干。

7．在精子附着的部分，滴加无水甲醇固定 5 min以上，于通风橱中自然晾干。

8．使用高浓度的伊红染液将精子染色30~40 min，随后用自来水冲洗 10 min。

9．可选：从步骤 8开始，使用 H&E染色方法。

3.11 胚胎泌尿生殖窦体外培养

1．Adamts18+/-雌性小鼠与 Adamts18+/-雄性小鼠交配见栓后第 14.5 天，将孕

鼠脱颈处死后，浸泡于医用酒精中。在细胞房的无菌条件下，纸巾擦拭雌性小鼠

身上残留的酒精，取出雌性怀孕小鼠的子宫。

2．将分离后的子宫放置于预冷的 DPBS中清洗，分离子宫壁，得到胚胎。

3．将分离后的子宫放置于新的预冷的 DPBS 中，解剖胚胎查看胚胎小鼠的

生殖器官，仅留下雄性小鼠。

4．用精细的显微镜剪刀剪下雄性胚胎小鼠位于尾部附近的的泌尿生殖窦，

将泌尿生殖窦转移至新的预冷的 DPBS中。

5．准备 6 孔板，每孔加入 2 ml含 100 U/ml青链霉素双抗以及 0.1 mg/ml的

抗坏血酸的细胞培养基 DMEM，将微孔膜轻轻放置于液面上，使其漂浮，微孔

膜两面的粗糙度不同，光滑的一面朝下。

6．用镊子尖端夹起泌尿生殖窦，放置于微孔膜上，泌尿生殖窦的背表面向

上。

7．在二氧化碳（5%）丰富的环境中培养泌尿生殖窦，温度设置为 37℃，定

时观察拍照。
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3.12 前列腺分支计数

1．将雄性小鼠解剖后，连带膀胱取出附近的组织，放置于预冷的 DPBS中。

2．打开显微镜解剖台下的光源，将磨砂的透光玻璃板放置于解剖台上，可

以看见前列腺各侧叶的分支，沿着分支近端单独分离出前列腺。

3．将前列腺放置于 1 mg/ml的胰酶 DPBS溶液中，37℃孵育 30 min。

4．吸除孵育液终止消化，在体视显微镜下观察统计前列腺各叶的分支数量。

3.13 统计学方法

本研究中所有实验结果中的数据以平均值±标准误或平均值±标准差的方式

进行递呈。处理数据所用的统计学方法主要为双尾非配对的 student t 检验

（two-tailed unpaired student’s t-test）。当 p < 0.05时，认为结果是具有统计学差

异的。
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4 实验结果

4.1 Adamts18mRNA在雄性生殖系统中的表达

Adamts18 mRNA在小鼠雄性生殖系统中的表达时相和细胞来源仍不清楚，

其表达量是否会随着生殖系统的发育而发生动态改变也未知。为了探究

ADAMTS18与雄性生殖系统发育的关系，我们通过 qRT-PCR和 ISH的方法，以

C57BL/6/129Sv背景野生型小鼠为研究对象，对不同发育时期小鼠雄性生殖系统

内 Adamts18 mRNA的分布及表达模式进行了探究。

4.1.1 Adamts18mRNA在小鼠雄性生殖系统中的表达

本实验使用 qRT-PCR 检测不同发育时期雄性生殖系统中细胞的 Adamts18

mRNA表达水平。我们收集了 1~5周龄 Adamts18+/+小鼠不同时期雄性生殖系统

中的组织，包括包皮腺、前列腺、睾丸、附睾、输精管、储精囊和阴茎。其中，

也检测了 7月（28周）龄和 12月（48周）龄的雄性小鼠包皮腺。

图 6. 雄性生殖系统中 Adamts18mRNA 的表达。1～5周龄雄性小鼠生殖系统各

器官 Adamts18 mRNA的 qRT-PCR分析（n = 3/时间点）；7月（28周）和 12月

（48周）龄小鼠包皮腺中 Adamts18 mRNA的表达水平。橙色、紫色、红色、绿
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色、蓝色、灰色和黑色曲线分别是包皮腺、前列腺、睾丸、生精管、精囊、附睾

和阴茎 Adamts18 mRNA表达水平。Adamts18 mRNA的相对表达量采用ΔΔCt法，

以管家基因 Gapdh为参照归一化。

Figure 6. Temporal expression of Adamts18 mRNA in male reproductive system.

qRT-PCR analysis of Adamts18 mRNA in various organs of the reproductive system

of 1 to 5 weeks old male mice (n = 3/time point). The presence of Adamts18 mRNA in

the preputial gland (PG) of 7 and 12 months old mice was also determined. Curves

representing Adamts18 mRNA levels in PG, prostate, testis, seminiferous duct,

seminal vesicle, epididymis and penis are in orange, purple, red, green, blue, gray, and

black, respectively. The relative quantity of Adamts18 mRNA was normalized to that

of the housekeeping gene Gapdh using the ΔΔCt method.

因早期组织量比较少，故每个时间点取三只小鼠的相同的组织等量混为一个

样本。结果显示，Adamts18 mRNA在 1~2周龄包皮腺和前列腺的组织中表达水

平较高，而在 3~5周龄的包皮腺和前列腺表达显著降低，此外，7、12月龄的包

皮腺中几乎不表达 Adamts18。1~5周龄雄性小鼠生殖系统中的阴茎、输精管、储

精囊和睾丸中的 Adamts18 mRNA 表达非常低；2~5 周龄雄性小鼠附睾中的

Adamts18 mRNA表达也非常低。

4.1.2 Adamts18mRNA在小鼠包皮腺的空间表达

为了研究 Adamts18 mRNA表达的细胞来源、细胞类型及分布特点，我们根

据 qRT-PCR的结果选取了 Adamts18 mRNA表达较高的 1周龄野生型小鼠包皮腺

组织，对包皮腺的冠状切面和截断切面用 Adamts18 mRNA序列特异的寡核苷酸

探针来检测 Adamts18 mRNA的表达。
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图 7. Adamts18 mRNA在包皮腺中的表达。（A）1周龄野生型雄性小鼠包皮腺

的 Adamts18 mRNA原位杂交（ISH）结果。a-c：包皮腺冠状切面，b-c为 a图黑

框部分不同倍数的放大（200 ×，400 ×）；d-f：包皮腺截断切面，e-f 为 d图黑

框部分的高倍镜视野（200 ×，400 ×）。ISH阳性信号在细胞中表现为粉红色点。

比例尺：50 µm。（B）包皮腺的结构和 ISH结果模式图。矩形方框区域放大描

绘了 Adamts18 mRNA在包皮腺腺泡基底细胞中的定位。

Figure 7. The presence of Adamts18 mRNA in PGs. (A) In situ hybridization (ISH)

of Adamts18 mRNA in cells of preputial gland of 1 week old wild-type male mice. a-c:

consecutive coronal sections of PGs. b-c: higher magnification of a (200 ×, 400 ×). d-f:

consecutive transverse sections of PGs. e-f: higher magnification of d (200 ×, 400 ×).

ISH-positive signals are shown as pink dots in cells. Scale bar, 50 µm. (B) Cartoon
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picture illustrating the structure of the preputial gland and ISH results. The boxed area

is enlarged to show the presence of Adamts18 mRNA in the basal cells of acini.

结果显示：1 周龄小鼠包皮腺检测到 Adamts18 mRNA 的阳性信号，与

qRT-PCR的结果相符。冠状切面的 ISH 阳性信号点分布在包皮腺腺泡最外层的

细胞上，该层细胞与间质组织相邻，靠近结缔组织被膜，鉴定为腺泡基底细胞。

横断切面进一步确定了靠近包皮腺小叶间隙方位的基底细胞也表达 Adamts18

mRNA。模式图构建了包皮腺的结构，包括包皮腺的结缔组织被膜、间质组织、

导管。模式图中的矢状切面放大图显示了包皮腺的基底细胞和不同成熟程度的腺

泡细胞，红色部分表示原位杂交结果中 Adamts18 mRNA的定位，表明 Adamts18

mRNA在包皮腺中的表达细胞来源是基底细胞。

4.2 Adamts18-/-雄性小鼠包皮腺发育异常

Adamts18 mRNA 在小鼠包皮腺发育早期表达，提示 ADAMTS18 可能与包

皮腺的发育相关。因此，我们通过体外培养泌尿生殖窦组织，观察 ADAMTS18

缺失对小鼠泌尿生殖窦影响；并在组织学水平上观察小鼠包皮腺，研究

ADAMTS18缺失小鼠的包皮腺与正常小鼠是否有差异。

4.2.1 ADAMTS18缺失对胚胎的泌尿生殖窦形态发育影响较小

取Adamts18+/+和Adamts18-/-雄性小鼠 E14.5的胚胎的泌尿生殖窦进行体外培

养，以观察包皮腺在胚胎时期形态是否有区别，共培养了 96小时，每 48小时观

察一次。
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图 8. 体外培养泌尿生殖窦。从 E14.5 Adamts18+/+和 Adamts18-/-雄性胚胎中解剖

的泌尿生殖窦，体外培养 96小时。（A-C）Adamts18+/+雄性胚胎的泌尿生殖窦。

（D-F）Adamts18-/-雄性胚胎的泌尿生殖窦。红色箭头标记包皮腺的位置。比例

尺：50 μm。

Figure 8. E14.5 genital tubercle in vitro culture. Genital tubercle was dissected

from E14.5 Adamts18+/+ and Adamts18-/- male embryos and cultured in vitro for 96

hours. (A-C) Genital tubercle of Adamts18+/+ male embryos. (D-F) Genital tubercle of

Adamts18-/- male embryos. Locations of preputial glands are marked with red

arrowheads. Scale bar, 50 μm.

结果显示 E14.5体外培养的Adamts18+/+和 Adamts18-/-雄性胚胎泌尿生殖窦外

植体在 0 h、48 h和 96 h时，其膨出部分（包皮膨大）的形态和大小均相似，没

有明显的区别，红色箭头所指向的包皮腺发育位点也未观察到形态和大小的变

化，提示 ADAMTS18缺失对胚胎时期泌尿生殖窦上的包皮膨大无明显影响。
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4.2.2 ADAMTS18缺失导致包皮腺早期形态发育不良

根据 qRT-PCR结果的提示，小鼠包皮腺在 1~2周龄时可能受 ADAMTS18

缺失的影响。相比 1周龄小鼠包皮腺，2周龄时包皮腺更大，更容易观察，并且

细胞类型更为丰富，因此，为了探究这一时期小鼠包皮腺的组织结构，我们将 2

周龄的小鼠皮腺组织切片做了 H&E染色。染色中，不容易被伊红染色的腺泡包

含较为成熟的腺泡细胞，细胞质较少，细胞中充满了脂质；伊红着色较深、较小、

较圆的细胞，为未成熟的 II型腺泡。根据细胞的染色情况可以判断腺泡的成熟

度。

图 9. 2周龄的 Adamts18-/-小鼠包皮腺。左：包皮腺宏观形态。右：苏木精-伊红

（H&E）染色包皮腺切片。Adamts18-/-包皮腺的未成熟的 II 型腺泡用黑色箭头表

示。b和 d分别放大显示了腺泡细胞 a和 c中的矩形区域。比例尺：100 μm（b，

d）和 500 μm（a，c）。

Figure 9. Representative images of the preputial gland in 2-week-old Adamts18-/-

mice. Left panels: gross preputial gland morphology. Right panels: hematoxylin-eosin

(H&E)-stained PG sections. Adamts18-/- PGs are loaded with immature type II acini.

(indicated with a black arrow) The boxed area in both a and c is magnified to show

acinar cells (b and d). Scale bar, 100 μm (b, d) and 500 μm (a, c).

在 2周龄时 Adamts18+/+包皮腺呈黄褐色，形状浑厚饱满，而 Adamts18-/-雄性
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小鼠的包皮腺比 Adamts18+/+包皮腺较小，且尾部更锐利，整体色泽更亮、更透

明。组织学分析表明 2周龄 Adamts18+/+和 Adamts18-/-包皮腺均可见腺泡外围苏木

素着色集中的基底细胞、伊红着色较浅的未成熟的腺泡细胞（type II）以及伊红

几乎不着色的成熟的腺泡细胞。Adamts18-/-包皮腺相比于 Adamts18+/+包皮腺充满

了不成熟的 type II 腺泡，而苍白、泡沫状的成熟腺泡细胞相对较少。综上所述，

Adamts18-/-雄性小鼠出生后包皮腺早期形态发育不良。

4.2.3 Adamts18-/-包皮腺 Lama1、Lama3和 Lama5 mRNA表达水平降低

为了探究 ADAMTS18 影响包皮腺形态发育的潜在分子机制，本实验使用

qRT-PCR方法，对2周龄包皮腺中的细胞外基质的关键性分子Fn1、Fbn1、Col4a1、

Lama1、Lama3、Lama5、Lamb1和 Lamc1进行基因表达定量分析，以管家基因

Gapdh为参照进行归一化。

图 10. qRT-PCR 测定 Fn1、Fbn1、Col4a1、Lama1、Lama3、Lama5、Lamb1

和 Lamc1 mRNA的相对表达水平。n = 3/时间点，数据以均值± SEM表示。*p <

0.05.

Figure 10. Relative mRNA levels of Fn1, Fbn1, Col4a1, Lama1, Lama3, Lama5,

Lamb1 and Lamc1 determined by qRT-PCR. n = 3/time point, data are presented as

mean ± SEM. *p < 0.05.
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相比于 Adamts18+/+小鼠，Adamts18-/-小鼠包皮腺中 Lama1、Lama3和 Lama5

mRNA的表达水平明显降低，差异具有统计意义。Fn1，Fbn1，Col4a1，Lamb1，

Lamc1则在 Adamts18+/+和 Adamts18-/-包皮腺之间的表达水平没有明显区别。因

此，Adamts18敲除可以导致小鼠包皮腺中 Lama1、Lama3和 Lama5 mRNA表达

水平降低。

4.3 ADAMTS18缺失加速小鼠包皮腺老化

为了探究 Adamts18-/-小鼠出生后包皮腺早期发育不良是否会有继发性的病

变，我们观察了 7个月、10个月和 13个月这三个年龄小鼠的包皮腺，分析了包

皮腺的外观、大小、重量和组织结构。

4.3.1 Adamts18-/-雄性小鼠包皮腺出现囊性扩张

包皮腺若扩张导管充满腺体分泌物，伴或不伴上皮性肥大或增生，管腔角质

充满与炎症相关的细胞碎片，则诊断为囊性扩张。

图 11. 老年 Adamts18+/+和 Adamts18-/-雄鼠包皮腺。（A）7、10和 13个月大的 c

小鼠的包皮腺形态。白色箭头标记包皮腺中的囊性扩张部分。（B）7个月、10

个月和 13个月的老龄雄鼠 Adamts18+/+和 Adamts18-/-包皮腺的最大截面积（cm2）。

（C）10和 13个月大小鼠包皮腺重量与体重之比（%）（n = 5）。

Figure 11. PGs of aged Adamts18+/+ and Adamts18-/- male mice. (A) Representative

images of Adamts18+/+ and Adamts18-/- PGs in 7, 10, and 13 months old mice. Cystic
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dilatation in PGs is marked by white arrows in the images. (B) Average PG size (cm2)

in 7, 10, and 13 months old Adamts18+/+ and Adamts18-/- mice (n = 5). (C) Preputial

gland weight to body weight ratio (%) of 7, 10, and 13 months old mice (n = 5).

囊性扩张在 7 月龄的 Adamts18-/-雄性小鼠包皮腺中已经发生，说明

Adamts18-/-雄性小鼠在老龄时包皮腺较早出现囊性扩张，有老化的迹象。包皮腺

大小和重量的测量结果显示，随着年龄的增长，7~13 月龄 Adamts18+/+和

Adamts18-/-雄性小鼠包皮腺与同基因型相比，包皮腺最大截面积都出现了下降趋

势。Adamts18-/-雄性小鼠包皮腺在 7、10 和 13 月龄时腺体最大截面积与

Adamts18+/+小鼠相比显著减少，差异具有统计学意义。Adamts18-/-雄性小鼠包皮

腺在 10和 13月龄时和 Adamts18+/+小鼠相比包皮腺重量占体重比显著降低，差

异具有统计学意义，而在 10月龄时差异较小。

4.3.2 Adamts18-/-老龄小鼠包皮腺纤维化更严重、导管鳞状上皮更厚

CVF纤维容积分数常于用对Masson染色进行分析，通过计算蓝色的（胶原

纤维）面积和组织切片总面积的百分比，来体现组织纤维化的程度。

图 12. 7和 10月龄小鼠包皮腺Masson染色结果。（A）Masson三色染色 7月龄

和 10月龄的 Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠包皮腺石蜡切片。比例尺：50 μm。矩

形区域表示纤维化，黄线表示角化鳞状细胞层。（B）小鼠包皮腺的胶原容积分
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数（n = 5）。结果表示为均值±SD（n = 5），*p<0.05；**p<0.01；student t检验。

Figure 12. Masson’s trichrome-stained PG sections of 7 and 10 months old

Adamts18+/+ and Adamts18-/- mice. (A) Histology of Masson’s trichrome-stained PG

sections of 7 and 10 months old Adamts18+/+ and Adamts18-/- mice. Scale bar, 50 μm.

(B) Yellow line, keratinized squamous cell layer; boxed area, fibrosis. CVF, collagen

volume fraction of mouse PG (n = 5). Results are expressed as mean ± SD (n = 5), *p

< 0.05; **p < 0.01; Student’s t-test.

结果表明 7月龄和 10月龄的 Adamts18+/+包皮腺导管角化鳞状细胞层较薄，

胶原纤维也比较少，10月龄时组织上纤维化面积相较于 7月龄有加重的趋势，

说明纤维化可能是包皮腺老化的一个现象。7 月龄和 10 月龄的 Adamts18-/-与

Adamts18+/+相比，胶原容积分数显著上升，差异具有统计学意义，表明纤维化更

严重，同时，随着年龄的增加，观察到导管鳞状上皮更厚。综上，ADAMTS18

缺失可能导致老龄小鼠包皮腺纤维化加重和导管鳞状上皮增厚。

4.4 ADAMTS18缺失对前列腺发育无明显影响

在 1~2 周龄时，qRT-PCR 检测到 Adamts18 mRNA 在前列腺高表达，由于

ADAMTS18 与器官的分支相关，因此本研究同时检查了 ADAMTS18 缺失对小

鼠前列腺分支的影响。

4.4.1 ADAMTS18缺失对 2月龄小鼠前列腺分支的影响较小
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图 13. 2月龄 Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠前列腺分支。（A）2月龄 Adamts18-/-

和 Adamts18+/+小鼠前（AP）和背外侧（DLP）叶前列腺分支的图像，比例尺：2

mm。（B）前列腺分支的定量。结果表示为均值± SEM（n = 6/组；student t检验）。

Figure 13. Prostate branching of 2 months old Adamts18+/+and Adamts18-/- mice.

(A) Representative images of prostate branching in anterior (AP) and dorsolateral

(DLP) lobes of 2 months old Adamts18+/+and Adamts18-/- mice. Scale bars, 2 mm. (B)

Quantification of prostate branches. Results are expressed as mean ± SEM (n =

6/group; Student’s t-test).

对比 2月龄 Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠前列腺前侧（AP）和背外侧（DLP）

叶的分支形态未观察到显著区别。经统计，前列腺前侧（AP）和背外侧（DLP）

叶的分支数量也无统计意义差异。因此，ADAMTS18缺失对 2月龄小鼠前列腺叶

分支形态和分支数量影响较小。

4.4.2 ADAMTS18缺失对 10月龄小鼠前列腺管腔无明显影响

通过前列腺石蜡切片的 H&E染色，对前列腺结构进行观察。前列腺管腔内

的嗜酸性物质能被伊红着色，管腔的柱状上皮细胞核能被苏木素着色，由此来观

察判断前列腺的管腔折叠情况和柱状上皮的排列。
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图 14. 10月龄 Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠前列腺切片的苏木精-伊红（H&E）

染色。AP，前列腺前侧；DP，前列腺背侧；LP，前列腺外侧；VP，前列腺腹侧。

比例尺：200 μm（第一和第三列图像）和 100 μm（第二和第四列图像）。

Figure 14. Representative images of hematoxylin-eosin (H&E)-stained prostate

sections of 10 months old Adamts18+/+ and Adamts18-/- mice. AP, anterior prostate.

DP, dorsal prostate. LP, lateral prostate. VP, ventral prostate. Scale bar, 200 μm (for

the first and third column images) and 100 μm (for the second and fourth column

images).

10月龄的 Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠前列腺的组织学检查显示，前列腺

前侧叶管腔内壁乳头状生长的立方状及柱状上皮排列相似，管腔内均充满嗜酸性

物质；前列腺背侧叶和外侧叶的管腔内壁柱状上皮形成同等程度的折叠，周围包

裹的结缔组织松散程度也未观察到明显区别；前列腺腹侧叶立方上皮排列折叠有

相似稀疏程度和绒簇，腔内均含丰富的苍白、浆液性分泌物。ADAMTS18缺失

后，10月龄小鼠前列腺叶的管腔形态（折叠程度）、细胞排列分层及胞外结缔
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组织厚度与 Adamts18+/+小鼠相比未观察到明显差异，因此，ADAMTS18缺失对

10月龄小鼠前列腺形态发育影响较小。

4.5 ADAMTS18缺失对睾丸发育无明显影响

由于睾丸是小鼠生殖系统中重要的生殖器官，也是在 ADAMTS其他家族成

员雄性生殖系统研究工作中的重点观察器官，qRT-PCR 结果未显示 Adamts18

mRNA在出生后的睾丸表达，尽管如此，Adamts18全身敲除是否影响睾丸发育

仍然值得探究。因此本实验对比了 Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠睾丸的形态和精

子形态。

4.5.1 ADAMTS18缺失对小鼠睾丸形态和重量无明显影响

图 15. 7月龄和 10月龄 Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠睾丸的形态和重量。

（A）7月龄和 10月龄的 Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠睾丸图像。比例尺：5 mm。

（B）7月龄和 10月龄小鼠睾丸重量与体重之比（%）（n ≥ 3/时间点）。结果表

示为均值± SEM（student t检验）。

Figure 15. Testis weight and morphology of 7 and 10 months old Adamts18+/+ and

Adamts18-/- mice. (A) Representative images of the testes of 7 and 10 months old

Adamts18+/+ and Adamts18-/- mice. Scale bar, 5 mm. (B) Testis weight to body weight

ratio (%) of 7 and 10 months old mice (n ≥ 3/time point). Results are expressed as

mean ± SEM (Student’s t-test).
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成年 Adamts18-/-小鼠的睾丸与 Adamts18+/+小鼠睾丸的大小和其他形态特征

无明显差异。统计结果表明 7和 10个月的 Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠睾丸重

量与体重的比值无统计意义差异，比值范围在 60%~80%。说明 ADAMTS18 缺

失对小鼠睾丸形态和重量无明显影响。

4.5.2 ADAMTS18缺失对生精小管截面的细胞数无明显影响

图 16. Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠睾丸和生精小管截面。（A）4 月龄

Adamts18-/-和 Adamts18+/+小鼠睾丸和生精小管截面苏木精-伊红（H&E）染色。

比例尺：50 μm。（B）睾丸截面细胞数量（n = 6）。（C）生精小管截面细胞数

量（n = 6）。结果表示为均值± SEM（student t检验）。

Figure 16. Cross sections of testis and seminiferous tubule of 4 months old

Adamts18+/+ and Adamts18-/- mice. (A) Representative images of hematoxylin-eosin

(H&E)-stained cross sections of testis and seminiferous tubule of 4 months old

Adamts18+/+ and Adamts18-/- mice. Scale bar, 50 μm. (B) Average cell population of

testicle sections(n = 6). (C) Average cell population of seminiferous tubule(n = 6).

Results are expressed as mean ± SEM (Student’s t-test).
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H&E 染色表明 4月龄 Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠睾丸切面中生精小管的

数目和面积没有明显区别，每个生精小管的结构也基本相似。统计结果显示

Adamts18+/+和 Adamts18-/-雄性小鼠睾丸整体的平均细胞数和生精小管截面的细

胞数无统计学意义差异。因此，ADAMTS18缺失对生精小管截面的细胞数影响

较小。

4.5.3 ADAMTS18缺失对精子形态影响较小

图 17. Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠精子形态。（A）八种畸形精子的形态。（B）

Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠附睾精子的平均尾部长度（n = 5）。比例尺：10 μm。

（C）八种畸形精子的百分比，包括折头、双尾、发夹、无定形、折尾、断尾、

锤头和无头（n = 5）。结果为均值± SEM。

Figure 17. Adamts18+/+ and Adamts18-/- mice sperm morphology. (A)



华东师范大学硕士学位论文

45

Representative images of eight kinds of abnormal sperms. (B) Average tail length of

sperms from the epididymis of Adamts18+/+ and Adamts18-/- mice (n = 5). Scale bar,

10 μm. (C) Percentages of eight kinds of abnormal sperms, including folded head,

duplicated tail, hairpin loop, amorphous, folded tail, broken tail, hammerhead, and

headless(n = 5). Results are expressed as mean ± SEM.

从 Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠附睾收集精子中，对比正常形态的精子尾

部，测量其长度，统计结果显示尾部长度几乎相同，大约为 100 μm。统计形态

异常精子的数量，总畸形精子占精子总数的百分比均约为 70%。统计畸形精子，

包括折叠头、重复尾、发夹环、无定形、折叠尾、断尾、锤头或无头精子，计算

每一种形态的数量占总精子数的比例，也未发现其中任意一种畸形精子在比率上

有明显差别。因此，ADAMTS18缺失可能对精子形态影响较小。
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5 讨论与展望

包皮腺是大鼠、小鼠、仓鼠、鼩鼱和豚鼠的附属性腺，包皮腺的分泌液具有

润滑、保湿、社会等级划分和抗真菌等多种功能。本研究中，我们首次证明

ADAMTS18在小鼠雄性生殖系统发育过程中参与包皮腺的形态发生（图 4）。

成年的 Adamts18-/-雄性小鼠的包皮腺相比于 Adamts18+/+雄性小鼠的包皮腺更容

易发生囊性扩张和间质纤维化。由于 Adamts18 mRNA在不在成年的包皮腺中表

达，所以 Adamts18-/-雄性小鼠的这些缺陷可能是发育异常的包皮腺的继发性病

变。

层粘连蛋白是由α、β和γ链组成的异三聚体糖蛋白。α链被认为是层粘连蛋白

功能的主要决定因素，因为α链具备与层粘连蛋白受体 C端连接的层粘连蛋白球

状结构域[45]，有学者认为，拥有α5链的层粘连蛋白亚型Laminin Alpha 5（LAMA5）

在器官发生过程中起着增强基底膜的结构完整性的作用[46]。在一项层粘连蛋白在

大鼠垂体的原位杂交实验中，含有α5 链的层粘连蛋白亚型似乎在腺体发育中起

着重要作用，因为层粘连蛋白α5 链是第一条由腺体表达的α链[47]。ADAMTS18

是分泌型金属蛋白酶，在细胞外基质的组装和降解中起着重要作用。在细胞外基

质中，胶原蛋白和弹性蛋白形成的不溶性交联的超结构，能够抵抗拉伸力并赋予

组织弹性。纤维连接蛋白和层粘连蛋白等糖蛋白聚合成多聚体，它们与其他超结

构、生长因子、细胞因子和细胞表面受体相互作用，在细胞和 ECM之间提供连

接[48]。小鼠基因敲除研究表明，大多数层粘连蛋白链是发育所必需的。角质形成

细胞基底膜中的 LAMA5在表皮-真皮相互沟通中有重要作用。层粘连蛋白α5广

泛表达于成熟小鼠表皮基底膜中，其在该部位的缺乏（Lama5ker5小鼠）导致基底

角质形成细胞过度增殖和毛囊发育延迟 [49]。我们在之前的研究中观察到，

Adamts18-/-小鼠脂肪组织（α1β1γ1)和胚胎脑（α5 和β1）中层粘连蛋白转录的改

变对早期脂肪细胞分化[50]和神经形成[51]产生不利影响。本研究发现 Adamts18-/-

小鼠包皮腺 Lama1，Lama3 和 Lama5 mRNA 表达水平降低，这可能是由于
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ADAMTS18的缺失导致正常情况下受ADAMTS18切割的某些 ECM成分发生改

变，从而改变结构刚度和机械信号，导致层粘连蛋白等基因表达异常，进而导致

包皮腺发育不良。关于 ADAMTS18缺失影响包皮腺发育的具体机制，还需要进

一步的研究。

在检测 2 周龄的包皮腺组织细胞外基质的关键性分子时，使用了 qRT-PCR

分析了基因表达的差异得到了 Lama1，Lama3和 Lama5 mRNA表达水平降低的

结果但是关于这些分子的蛋白水平表达量的差异以及在组织上的定位还需要进

一步实验探究。Morio Azuma等人曾经使用 LAMA5抗体对发育中的胚胎垂体进

行定位，发现在胚胎和成年腺体组织中 LAMA5的定位不同，随着年龄的增长，

表达量也不同[52]。在对本课题中细胞外基质与包皮腺发育的关系进行深入探究

时，可以使用 LAMA1，LAMA3和 LAMA5抗体，通过组织免疫荧光或免疫组

织化学的方法对 Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠包皮腺切片进行检测，再通过统计

分析荧光面积、荧光位点或荧光强度的差异。

ADAMTS16 在系统发育中与 ADAMTS18 关系较近，氨基酸序列比对显示

ADAMTS16 和 ADAMTS18 之间的总体同源性为 57%，催化结构域的同源性为

85%，锌结合基序（HESGHNFGMIHD）的同源性为 100%[53]。在肾脏，上皮

Adamts16 与 Adamts18 的表达在分支尖端重叠，但 Adamts16 敲除并不增强

ADAMTS18缺失的肾脏表型。关于 Adamts16的缺失是否在包皮腺的发育过程中

起作用目前尚无报道。最近，Livermore等人通过 CRISPR/Cas9介导的基因组编

辑构建了一个 Adamts16突变小鼠，发现成年突变小鼠的睾丸比野生型小鼠的睾

丸更小[14]。而本实验在 Adamts18-/-雄性小鼠中没有发现这种缺陷（图 11，图 12，

图 13），很可能 ADAMTS18和 ADAMTS16在小鼠雄性生殖系统的发育中起着

不同的作用。

ADAMTS18 曾经在人类胎儿的前列腺被检测到 [55]，本研究中 Adamts18

mRNA虽然在小鼠前列腺表达，但 ADAMTS18缺失对小鼠前列腺发育无明显影

响（图 9，图 10）。

小鼠出生后 1~20天是包皮腺细胞发育和增殖的重要阶段，在这个时期包皮

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Azuma M[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=30510328
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腺受血浆中睾酮的影响较小[56]。过去的研究认为，小鼠雄性包皮腺和雌性阴蒂腺

的发育取决于动物体内激素的水平[57][58][59]。在本研究中，出生后的小鼠在 5周

龄之前就已经出现包皮腺发育不良的情况，同时，如前文所述，其他受激素水平

调控的发育器官，例如前列腺，在 Adamts18敲除小鼠没有显示出与野生型小鼠

有明显差异，另外，在本研究中，Adamts18基因敲除小鼠的睾酮分泌器官——

睾丸也未出现发育不良。提示 ADAMTS18调控小鼠包皮腺的发育可能不依赖于

激素水平，关于这一点，在本研究的基础上还应再检测 Adamts18-/-小鼠的睾酮水

平加以判断。

有报道表示，小鼠在感染肥头绦虫（Taenia crassiceps）后出现了包皮腺萎缩，

在感染过程中还出现基底、中间和成熟的腺泡细胞层明显减少，腺体被导管系统

和纤维结构占据，以及淋巴细胞浸润[59]。研究人员认为，这种包皮腺组织损伤与

腺体中免疫细胞的炎症和浸润有关，萎缩是腺泡组织结构紊乱的结果。在本研究

中，成年的 Adamts18-/-雄性小鼠的包皮腺更早出现了炎性细胞浸润，容易发生囊

性扩张、间质纤维化。成年后的包皮腺没有检测到 Adamts18 mRNA的表达，课

题组多年研究也并未发现 Adamts18基因敲除小鼠有免疫缺陷和全身炎症因子水

平升高的表型，因此，成年 Adamts18-/-雄性小鼠的包皮腺表型，可能是由于发育

异常的包皮腺更容易受到损伤从而导致的继发性病变。

在本实验中，包皮腺的 type Ⅱ型细胞在石蜡切片中较难识别，处于该阶段的

腺泡表现出腺泡细胞较小，细胞中的脂质较少，与 H&E染色中发白、膨大的成

熟腺泡细胞形成对比。本实验使用的是石蜡切片，石蜡切片在脱蜡、脱水和封片

等处理的过程中将接触多种有机试剂，易使腺泡上的脂质脱落。在进一步实验中，

可以制作包皮腺的冰冻切片，冰冻切片处理过程接触的有机溶剂较少，可以最大

程度地保留细胞中的脂质，使用其他标记方法，例如油红 O染色法是能够对脂

肪和类脂进行染色的方法，也常用于表示腺体中脂质的变化[60]，此方法的优点是

可以将成熟的细胞分泌的脂质染成红色或橙色，易于观察细胞中脂质含量，进而

可以量化染色较浅的 type Ⅱ型细胞占包皮腺切片中细胞总量的比例，或者比较

Adamts18+/+和 Adamts18-/-小鼠包皮腺切片中染色部分的面积占切片面积的比例，
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使得对 type Ⅱ腺泡细胞的指示更加直观。

在其他领域的研究中所产生的新的小鼠品系中，研究人员经常意外地发现包

皮腺的异常表型。目前已经报道的有 Gnrhr、Kiss1r、Mab21l1、Kiss1缺失会导

致包皮腺体型减小或萎缩，Cebpa/Cebpb、Uaca、Ctnnb1缺失会导致包皮腺组织

生化改变[61]，如角化严重等，与本研究结果部分相似，是否有相似的分子机制或

信号通路仍然有待研究。睑板腺也是一种特化的皮脂腺[62]，睑板腺有随着年龄增

长老化的现象，其最常见致病机制包括导管上皮高度角化，导致腺孔阻塞、腺体

停滞、囊性扩张和萎缩[63][64]。在涉及调节睑板腺细胞分化和更新的机制方面，

Hwang HS等人却提出的新的观点，即萎缩可能一方面是由于睑板腺中腺泡细胞

的来源（干细胞）是有限的，另一方面，由环境应激介导的衰老和干细胞衰竭的

替代途径也可能在睑板腺分泌改变的发展进程中发挥重要作用，可能直接影响睑

板腺细胞质量、脂质合成和腺泡萎缩[64]。

啮齿动物没有发育出视觉相关的次级性特征（装饰、着色），而来自包皮腺

或阴蒂腺的嗅觉线索在识别和选择潜在配偶方面很重要[65]。在一项包皮腺的重量

与小鼠社会等级相关性的研究中，占主导地位的小鼠包皮腺相对于弱势地位小鼠

包皮腺重量增加，本研究中，基因敲除小鼠包皮腺的萎缩是否影响雄性小鼠的社

会等级或种间识别还有待探索。在社会等级实验中，多只雄性小鼠同笼饲养会促

使优势小鼠包皮腺的重量增加，这种重量增加不受笼中雌鼠存在的影响[66]，因此

可以按照社会等级评估方法[67]，对 ADAMTS18缺失是否影响小鼠社会等级进行

研究。由于 ADAMTS18的缺失导致小鼠包皮腺发育不良，因此预期结果包皮腺

的结构可能限制小鼠信息素的分泌，影响与雌性小鼠的交配频率，进而影响后代

出生数量，这可能是雄性 Adamts18基因敲除小鼠生育力下降的重要影响因素。
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6 结论

1. Adamts18 mRNA在小鼠雄性生殖系统的包皮腺和前列腺发育早期表达。

2. ADAMTS18缺失导致雄性小鼠包皮腺早期形态发育不良。

3. ADAMTS18 缺失导致雄性小鼠包皮腺 Lama1、Lama3和 Lama5 mRNA

表达水平降低。

4. ADAMTS18缺失导致雄性小鼠包皮腺出现囊性扩张。

5. ADAMTS18缺失导致老龄雄性小鼠包皮腺纤维化更严重、导管鳞状上皮

更厚。

6. ADAMTS18对前列腺的分支发育影响较小。

7. ADAMTS18对睾丸的形态、重量、生精小管截面、精子形态影响较小。
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附录

表 1. qRT-PCR引物

Genes Primers

Adamts18
Forward: 5’ CCTCAAGTTGTCTGCTCCATCA 3’

Reverse: 5’ GCTGAAGAAATCCACGCAAGA 3’

Fbn1
Forward: 5’ GCCAGAAAGGGTACATCGG 3’

Reverse: 5’ ACACACCTCCCTCCGTT 3’

Col4a1
Forward: 5’ AAGAGAAGACAGGACCAATGAA 3’

Reverse: 5’ TTCTGTCCAACTTCACCTGTCAA 3’

Lama1
Forward: 5’ GCTATCCTGCCCACATCAAAC 3’

Reverse: 5’ CAAGGACTGCACTTGTGAGC 3’

Lama3
Forward: 5’ CTCCAATGACCTCAGTCCAGAA 3’

Reverse: 5’ TCTCAGAACGATGCGGAACA 3’

Lama5
Forward: 5’ TTGGAGAATGGCGAGATTGTG 3’

Reverse: 5’ CGAAGTAACGGTGAGTAGGAGA 3’

Lamb1
Forward: 5’ TCTGTGAACCATGTACCTGTGA 3’

Reverse: 5’ GACACTGACCAGCAATGAGAC 3’

Lamc1
Forward: 5’ TGCCGCCAATGTGTCAATC 3’

Reverse: 5’ TGCCACTCGTACAATGTCATC 3’

Fn1
Forward: 5’ AAGAGAAGACAGGACCAATGAA 3’

Forward: 5’ TTGAGAGCATAGACACTGACTT 3’

Gapdh
Forward: 5’ GTGGAGTCATACTGGAACATGTAG 3’

Reverse: 5’ AATGGTGAAGGTCGGTGTG 3’
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