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中国林蛙婚垫的显微结构变化及其与睾酮的关系
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摘要：用光镜观察中国林蛙（!"#" $%&#’(#&#’(’）婚垫显微结构的年周期变化，并对婚垫内的睾酮（’）和
雄激素受体（()）进行免疫细胞化学检测，其结果表明：婚刺的形成是由生发细胞增生、颗粒细胞数量增多和
体积增大所致，其消退是由角质细胞包裹的颗粒细胞小体脱落所致。婚腺发育与婚刺形成同步，在林蛙婚配期

间婚腺的分泌活动最旺盛。’和 () 在颗粒细胞、生发细胞和婚腺内的分布与婚垫显微结构的变化周期一致，
说明婚垫的形成与消退受 ’调控。婚垫发育的变化周期与精子发生进程和精巢系数具相关性，即婚垫的形态特
征可间接反应精巢的发育状况。
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婚垫是性成熟雄性蛙的第二性征，婚刺的出现

和婚腺的分泌活动对雄激素具有依赖性。尽管有证

据表明婚腺与性行为，尤其是婚配行为有关，但婚

腺分泌物的确切功能仍不甚清楚（T4=8E4<17，
!++.；U5?6273 V W98<XE4=3，!++#；U;2=?>3 26 89，
!+++）。施加外源性雄激素能诱导豹蛙（!"#" ?(?(@

&#’）婚垫的显微结构发生改变（YG3<1 V W98<XM
E4=3，!++,），而注射雌二醇（!#!M2?6=8:7>9，!#!M
U"）能抑制蓝点蛙（! * $:"#,?%-:$9(’）间质细胞的
分泌活动，减少血清中睾酮的含量，导致婚垫退

化，即表皮光滑、婚刺消失、婚腺的腺上皮退化

（Q87:854= V S8:X8=37，!+#,）。一些环境内分泌干
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扰物（!"#$%&’"!(#’)&*+,’"- %$",./’".",)，012)）能
模仿 34!(05 的作用，通过与 34!(05 的受体结合，

导致雄蛙雌性化（6." 789 !, .:，5;;<）。鉴于婚垫
对雄激素的依赖性和高度敏感性，就能以婚垫显微

结构的改变来监测 012)对两栖类生殖内分泌活动
的影响。

中国林蛙（! " #$%&’(&%&’(’）是广布的两栖动
物。=! !, .:（3>><）曾描述过中国林蛙婚垫的外形
特征，其由四团瘤状物构成。近基部的两团较大，

界限明显，表面有婚刺，其色泽随季节略有变化，

但是有关年生殖周期中婚垫的显微结构变化与睾酮

（,!),$),!&$"!，?）和雄激素受体（."#&$-!" &!%!+(
,$&，@A）的关系，及其与精巢系数和精子发生的
关系尚缺乏报道。本文以秦岭北坡的中国林蛙雄性

成体为研究对象来揭示这种关系，为后继研究提供

理论依据。

! 材料和方法

! "! 切片的制备
中国林蛙雄性成体 45只，雌性成体 5B只。从

5;;5年 C月到 5;;<年 C月隔月采于秦岭北坡、西
安市长安区大峪水库附近的沟麓地带。每月实验用

D只，其中雄性 E 只，雌性 5 只。毁髓处死，截取
婚垫。取材后立即置入新配制的改良 F$*’"G) 液固
定 5B H，常规石蜡切片，厚 C I D"/，分别用于 J K
0染色和免疫细胞化学染色。
! "# 免疫细胞化学染色
采用 L@F2法进行免疫细胞化学反应。切片经

脱蜡复水后，浸入新鲜配制的 <M J5N5 溶液中，

室温处理 C I 3; /’" 以灭活内源性酶，蒸馏水洗 5
/’" O < 次。滴加复合消化液，室温 3; /’"，; P3
/$: Q R SFL洗 5 /’" O <次。正常山羊血清室温封闭
5; /’"，甩去血清，滴加第一抗体，分别为兔抗人
?多克隆抗体（3 T 5 C;;，L’-/. 产品）和兔抗人
@A多克隆抗体（3 T 3;;，U!$V.&9!&) 产品），B W
孵育 5B H，; P3 /$: Q R SFL洗 5 /’" O <次。第二抗
体为即用型羊抗兔 X-Y（F$),!& 产品），5C W 孵育
<; /’"，; P3 /$: Q R SFL 洗 5 /’" O < 次。再滴加
L@F2 复合物（F$),!& 产品），室温孵育 5; /’"，
; P3 /$: Q R SFL洗 C /’" O B次。最后用 1@F显色 C
I 3C /’"，用 ; P3 /$: Q R SFL充分冲洗以终止反应。
蒸馏水冲洗后，脱水、透明、中性树胶封片，光镜

下观察、拍照。空白对照用 SFL替代第一抗体进行

免疫细胞化学染色。

! "$ %、&’免疫反应阳性细胞的图像分析及统计
学处理

染色后的切片在 N:8/+*) FJ(5 型光学显微镜
下观察拍照。另外，用目镜测微尺测量婚腺腺泡的

直径以及婚垫中其他细胞的大小。用 Z[’" \<图像
分析系统（R!%’.）分别测定 3 I 35月婚垫的 ?、@A
抗体免疫染色反应物的灰度值，每个材料选取 <张
切片，随机测试 <; 个阳性细胞的灰度值。灰度分
为 ; I 5CE 级，反映免疫阳性反应着色强弱。测量
的灰度值越小，阳性反应越强。采用 LSLL 3; P;软
件中的 ]$:/$-$&$6(L/’&"$6 检验所得实验数据符合
正态分布后，再进行单因子方差分析（@UN\@）。
实验结果以平均值 ^ 标准误表示，取 ) _ ; P;3 作
为差异显著性的界值。

# 结 果

# "! 婚垫的显微结构
中国林蛙婚垫（"*+,’.: +.#）位于雄性成体前

肢第一指，由四团瘤状物构成。近基部的两团较

大，界限明显，表面有婚刺，其色泽随季节略有变

化。婚垫属于皮肤衍生物，由表皮和真皮构成。表

皮基底层细胞呈立方状或矮柱状，排列紧密。表皮

较薄，仅由 5 I < 层细胞构成，胞核明显。基底层
与角质层之间为颗粒细胞，胞核呈圆形或椭球形，

由内向外逐渐变大。颗粒细胞内有大小不等的透明

角质颗粒。真皮内有黑色素细胞和婚腺（"*+,’.:
-:."#)）腺泡分布。中国林蛙婚垫的表皮厚度、婚
刺突起的程度、婚腺腺泡的数量大小均随季节呈周

期性变化。

C I 4 月，婚刺消失，表皮薄而光滑。角质层
由 5 I < 层细胞构成，呈波纹状排列，较平缓。颗
粒细胞的胞核直径约 C"/。真皮乳头较少，婚腺
的腺泡间有黑色素细胞分布（图 3）。婚腺腺泡直
径 D; I 35;"/，腺泡腔较大，腺细胞排列规则，
细胞质较少，细胞核位于基底部。

D月，表皮厚 B; I D;"/，由 B I 3; 层细胞构
成，表面突起顶端钝圆。突起深层的颗粒细胞体积

较大，呈同心圆排列。两突起之间形成凹陷，其深

层的颗粒细胞较小，胞核直径约 C"/。婚腺腺泡
直径可达 5E;"/（图 5）。

>月，表皮厚 B; I 3;;"/，由 C I 35层细胞构
成。表皮突起内的颗粒细胞体积更大，胞核直径4 I
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图 !—" 中国林蛙婚垫的显微结构
#$%& ’ ! ( " )*+,$-. +-/ 0$123&,2*1,*24& $5 6-5- 1745&$545&$&

%21：颗粒细胞（82-5*.-2 14..）；%41：生发细胞（8420$5-. 14..）；%1：腺细胞（8.-5/ 14..）；5%：婚腺（)*+,$-. %.-5/）；0%：粘液腺
（9*13*& %.-5/）；4+：表皮（:+$/420$&）；/：真皮（;420$&）；5&：婚刺（)*+,$-. &+$54）；17：色素细胞（<7230-,3+7324&）。
! ’ =月，婚垫表皮薄且光滑，婚腺腺泡较小（>5 ?*5，,7$5 -5/ &033,7 4+$/420$& 3@ 5*+,$-. +-/，5*+,$-. %.-5/& A4$5% &0-..） B !=C；
D ’ E月，婚垫表皮增厚，颗粒细胞清晰可见（>5 F*%，,7$1G454/ 4+$/420$& 3@ 5*+,$-. +-/，3AH$3*& %2-5*.-2 14..） B !DC；
I ’ "月，表皮突起钝圆（>5 J4+，3A,*&4 4+$/420$& +23,*A42-514） B !=C；
K ’ !C月，锯齿状婚刺形成（>5 L1,，@320$5% $5/45,4/ 4+$/420$& +23,*A42-514） B M=；
N ’ !!月，色素细胞明显，婚刺排列规则（>5 )3H，3AH$3*& 17230-,3+7324&，24%*.-2 -22-5%$5% 5*+,$-. &+$54& 35 5*+,$-. +-/O& &*2@-14） B M=；
= ’ !D月，婚刺和婚腺（>5 ;41，5*+,$-. &+$54& -5/ 5*+,$-. %.-5/&） B !DC；
M ’ I月，婚刺数量减少（>5 9-2，,74 5*0A42 3@ $5/45,4/ 5*+,$-. &+$54& /$0$5*,$35） B M=；
E ’ K月，箭头示脱落的颗粒细胞小体（>5 F+2，-223P &73P$5% %2-5*.-2 14..& %.3A*.4 /4,-17$5% @230 4+$/420$& &*2@-14） B !DC；
" ’ !!月，雌蛙前肢第一指的皮肤（>5 )3H，&G$5 3@ ,74 @324.4% 24%$35 $5 @40-.4） B !DC。

E!0。真皮乳头增多。婚腺腺泡直径达 IKC!0，
数量增多（图 I）。

!C月，表皮厚 !!C Q !=C!0。表皮突起顶端尖

锐，呈锯齿状排列，形成婚刺。个别突起从表面脱

落（图 K）。婚腺腺泡直径达 I=C!0，数量最多。
!!月至翌年 D月，婚刺尖锐，突起顶端和边缘
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的细胞较小，中央的颗粒细胞较大，胞核直径达 !"

!#。部分突起的角质层将颗粒细胞包裹，形成球状
颗粒，有脱落趋势（图 $，%）。婚腺腺泡直径为
&!" ’ ($"!#，数量无变化。

(月，婚刺脱落明显，脱落处的表皮最外层由
角质细胞覆盖，表皮变薄，残留突起圆钝（图 )）。
个别突起从基部断裂。婚腺腺泡细胞内胞质较多，

胞核位于基底部。

*月，婚刺减少，突起脱落后的表皮薄而光滑
（图 +）。残留婚刺之间的间距较大。腺细胞胞质较
(月少。婚腺腺泡直径为 &("!#。
观察 $、)、, 和 !! 月雌性林蛙前肢第一指皮

肤的显微结构，表皮也由基底层、颗粒细胞层和角

质层构成，表皮较薄，表面没有随季节变化的突

起。真皮乳头较雄性少，真皮中有粘液腺，但腺体

数量较少，腺细胞不发达（图 ,）。
! "! 婚垫内生发细胞、颗粒细胞和腺细胞中 # 的
免疫反应

-阳性反应在胞质或 .和胞核内，着色程度由
浅黄至棕黄色，空白对照无阳性反应。从 $月到翌
年 *月，生发细胞、颗粒细胞和腺细胞均呈 -阳性
反应，反应强度显现出由弱到强，再减弱的变化趋

势（表 !）；$ ’ ) 月，生发细胞和腺细胞呈弱阳性
反应，为浅黄色，强度变化不明显（图 !"）；+ ’ ,
月，颗粒细胞和腺细胞中，呈 -强阳性反应，为棕
黄色（图 !!）；!"月，颗粒细胞中，- 阳性反应明
显，但强度减弱（图 !&）；!!月至翌年 &月，三类
细胞中均有 - 阳性反应，强度逐渐减弱（图 !(，
!*）；( ’ *月，-阳性反应继续减弱（图 !$）。
! "$ 婚垫内生发细胞、颗粒细胞和腺细胞中 %&
的免疫反应

/0阳性反应也在胞质和胞核内，着色程度由
浅黄色至棕黄色，空白对照无阳性反应。从 $月到
翌年 *月，在生发细胞、颗粒细胞和腺细胞中均有
/0阳性反应，强度随月份发生明显变化（表 &）；
$ ’ ) 月，三类细胞呈 /0 弱阳性反应，为浅黄色，
强度呈增强趋势（图 !%）；+ ’ ,月，颗粒细胞、生
发细胞和腺细胞呈棕黄色，为强阳性（图 !)）；!"
月，颗粒细胞、生发细胞和腺细胞染为黄色，强度

减弱（图 !+—!,）；!!月，颗粒细胞中强度明显减
弱；!!月到翌年 &月，颗粒细胞、生发细胞和腺细
胞中强度逐渐降低，阳性细胞数量减少（图 &"—
&&）；( ’ * 月，颗粒细胞和生发细胞呈 /0 弱阳性
反应，为浅黄色（图 &(）。

表 ’ 中国林蛙婚垫颗粒细胞、生发细胞、腺细胞 #阳性反应的灰度值
#() * ’ +,(- ./0/. 12 # 3145650/ ,/(76518 58 9,(8:.(, 7/..4，9/,;58(. 7/..4 (8< 9.(8< 7/..458

8:365(. 3(< 12 !"#" $%&#’(#&#’(’（#123 4 !"）
月份 56378 生发细胞 91:#;32< =1<<> 颗粒细胞 923?<2: =1<<> 腺细胞 9<23@ =1<<>
$月 52A !&+ B,$ 4 & B+% !!" B%& 4 & B%& !&& B&) 4 * B*&
%月 C?3 !&! B,& 4 ( B!, !") B"& 4 ! B%$ !!+ B&& 4 ( B,$
)月 C?< !!! B") 4 $ B)+ !"% B&( 4 * B!% !!( B(& 4 * B++
+月 /?D ,* B!$ 4 ( B*"!) +" B%( 4 ( B(&!) ,$ B*( 4 & B!+!)

,月 E1F ,& B)& 4 ( B!$ )) B!$ 4 ! B+% ++ B(( 4 & B!)
!"月 G=7 ,% B!( 4 & B&) ,& B%( 4 ! B"$!, ,) B)" 4 ( B!(
!!月 H6I !"& B$" 4 & B+$ ,+ B)) 4 & B$( !"! B"$ 4 & B"&
!&月 J1= !"$ B$+ 4 ( B!"!, !"* B&) 4 & B$% !", B,( 4 & B**!,

!月 C23 !"* B+& 4 ! B," !"% B," 4 ( B"(!!" !!! B"$ 4 * B++
&月 K1L !!" B,( 4 ( B!, !"$ B&$ 4 ( B%+ !!* B&) 4 ( B**
(月 52: !&* B)& 4 ! B$"!& !"+ B)+ 4 % B&% !!) B$" 4 ( B+,
*月 /F: !(" B$$ 4 & B," !!, B++ 4 & B&)!& !&! B%) 4 ( B)(

表中右上角的序号表示与之相应的月份相比，有极显著差异（-81 3?#L1: 27 76F :;D87 =6:31: 6M #123 4 !"
@13671 >;D3;M;=237<A @;MM1:137 M:6# 78;> #6378 D:6?F）。

# N %，! $ O " B"!（/HGP/QREJ）S

$ 讨 论

许多蛙类雄性成体都具有婚垫，婚垫的发育具

有雄激素依赖性。施加外源性雄激素可使越冬中的

豹蛙婚垫表皮和真皮增厚，形成角质化表皮突起，

并使婚腺细胞肥大，腺腔膨大，细胞质中分泌物堆

积（-86#2> T R;=87，!,,(）。食用蛙（% & ’()*+’#,
-.）的皮肤和婚腺内分布有 /0（J1<:;6 T @UV>7:;2，
!,)(；@UV>7:;2 17 2<，!,)$；W8;1MM; 17 2<，!,)$）；豹
蛙的婚垫表皮和婚腺内也分布有/0（X#1:>63 17 2<，

!*%%期 杨 纯等：中国林蛙婚垫的显微结构变化及其与睾酮的关系



表 ! 中国林蛙婚垫颗粒细胞、生发细胞、腺细胞 "#阳性反应灰度值
$%& ’ ! ()%* +,-,+ ./ "# 0.1232-, ),%432.5 25 6)%57+%) 4,++1，6,)825%+ 4,++1 %59 6+%59 4,++1

25 57032%+ 0%9 ./ #%5% 4:,5125,5121（!"#$ % !"）
月份 &’$() 生发细胞 *"+!,$#- ."--/ 颗粒细胞 *+#$0-#+ ."--/ 腺细胞 *-#$1 ."--/
2月 &#3 456 748 % 8 749 44: 7:2 % 5 75; 458 7<2 % 5 784
9月 =0$ 449 76< % 5 729 44; 768 % 5 7<5 44> 766 % 8 789
:月 =0- 445 726 % 8 76: 469 752 % 5 75< 448 74: % 5 72<
<月 ?0@ 99 74: % 4 722!: 99 726 % 4 78:!: 99 7;: % 4 7:4!:

>月 A"B 9> 72< % 5 782 2> 7>: % 5 74> :4 7>: % 5 789
46月 C.( <6 7>5 % 4 7>6!< :4 74< % 5 726!> <4 726 % 5 7:6!<

44月 D’E <2 7;2 % 8 78> <8 758 % 8 766!46 <2 7<6 % 5 7<4
45月 F". <: 78< % 8 759 :9 755 % 8 782 <8 755 % ; 7<2
4月 =#$ <> 7:2 % 5 754 <> 7>> % 5 76> <> 7:5 % 8 729
5月 G"H >: 7<8 % 2 786!46 >; 788 % 5 725!44 >6 7;8 % 4 7>:
8月 &#+ 468 7:< % 5 766 468 76: % 4 7<; 464 7>8 % 4 789!46

;月 ?B+ 44: 74> % 2 7;;!8 444 784 % ; 7>8!5 446 785 % 2 7::
表中右上角的序号表示与之相应的月份相比，有极显著差异（I)" $0!H"+ #( (’B +,@)( .’+$"+ ’J !"#$ % !"

1"$’(" /,@$,J,.#$(-3 1,JJ"+"$( J+’! (),/ !’$() @+’0B）。
# K 9，! $ L 6 764（?DCM?NOAF）P

4>>>）。本实验结果显示，中国林蛙婚垫内 I 和 ?Q
在颗粒细胞、生发细胞和婚腺细胞中的定位具有一

致性；I 与 ?Q 阳性反应灰度值的变化趋势基本一
致，即 2 R :月阳性反应较弱，但呈增强趋势；< R >月
阳性反应最强；46 月开始减弱；44 到翌年 5 月阳性
反应逐渐降低；8 R ; 月明显降低。婚垫内 I 和 ?Q
的变化与婚垫显微结构的周期性变化规律相吻合。

与此相对应，2 R :月婚垫的表皮厚度、婚腺腺腔大小
增长缓慢；< R >月婚垫表皮厚度明显增加，婚腺数量
明显增多；46月婚刺形成，呈锯齿状排列，婚腺腺上
皮增厚，婚腺结构及其数量基本稳定；44到翌年 5月
婚刺和婚腺的结构无明显改变；8 R ;月婚刺消失、婚
腺腺上皮退化。这些结果表明，I 与 ?Q 的结合，调
节中国林蛙婚垫的形成和消退。

中国林蛙的精子发生属于非连续型，精巢系数

的变化与精子发生的活动周期一致。生精周期划分

为 2个时期（S#$@ T U)#$@，5662）。对中国林蛙婚
垫组织结构的观察发现，婚垫的显微结构也随季节

呈现周期性变化。2 R :月精巢系数正处于最小的!
期，精巢内 I分泌活动较弱，婚垫中诱导三类细胞
增生的 I水平较低，所以呈现出表皮薄而光滑、婚
腺数量少、腺泡腔较大、腺细胞较小等特征；< R >
月为精巢系数显著增加的"期，精巢内 I 分泌旺
盛，I与 ?Q结合诱导婚垫的生发层细胞增生，颗
粒细胞数量增多，表皮增厚，并且婚腺数量增多，

腺泡直径变大；> R 46 月正值精巢系数略有下降的

#期，精巢内仍有 I 分泌，I 在婚垫的进一步发育
中发挥作用，使婚垫表皮突起由钝圆变得尖锐，形

成婚刺，且婚腺腺泡数量最多；44 月到翌年 5 月，
林蛙处于冬眠状态，精巢系数无明显变化$期，I
分泌活动微弱，生发细胞不再增生，婚刺和婚腺变

化不明显；8 R ;月处于精巢系数显著下降的 M 期，
I与 ?Q在颗粒细胞、生发细胞和婚腺细胞中阳性
反应最低，此时婚刺有脱落现象，脱落的角质细胞

包裹着颗粒细胞小体。

上述结果表明，中国林蛙婚刺的形成是生发细

胞增生、颗粒细胞数量增多和体积增大所致，其消

退是角质细胞包裹着颗粒细胞小体脱落所致。婚垫

表皮突起的形成和消退，婚腺显微结构的改变均与

I和 ?Q的变化相关。这与施加外源性雄激素所引
发的豹蛙婚垫显微结构的改变基本一致。进一步确

证了精巢产生的 I 在婚垫中呈现周期性变化
（O3$.) T V-#.WH0+$，4>>2），导致婚垫显微结构随
季节而改变。由于婚垫的形成与消退受 I 调控，I
同时还调控精子发生进程，影响精巢系数的变化。

所以，婚垫发育的变化周期与非连续性精子发生的

精巢周期在发育程度上具有一定的相关性，即婚垫

的形态特征可间接反应精巢的发育状况。

无论雄性蛙还是雌性蛙，施加外源性雄激素均

能诱导婚垫的发育（X"--3 T YJ#JJ，4>:9）。此外，注射
4:%NZ5 导致蓝点蛙和虎纹蛙（% & ’()*(#+）婚垫的退
化（A#,1#B0+ T D#1W#+$,，4>:2）。雌性虎纹蛙拇指皮
肤中同样有 ?Q 表达（Z!"+/’$ "( #-，4>>>）。而中国
林蛙雌性前肢第一指无婚垫形成，皮肤显微结构不

随季节而发生变化。据此推测雌性林蛙血清中 I 含
量低、雌激素含量高是其直接原因。
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图 !"—#$ 中国林蛙婚垫中 %与 &’的免疫细胞化学定位
()*+ , !" - #$ .//0123452367/)+584 9)+58):05)21 2; % <19 &’ )1 567 10=5)<> =<9 2; ’<1< 3671+)171+)+

!"—!? , %阳性反应（% =2+)5)@7 87<35)21）：
!" , A月的生发细胞和婚腺腺细胞（.1 B01，*78/)1<> <19 *><19 37>>+） C !A"；
!! , D月的颗粒细胞和婚腺腺细胞（.1 &0*，*78/)1<> <19 *><19 37>>+） C E!"；
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!" # !$月的颗粒细胞（%& ’()，*+,&-.,+ (/..0 1& &-2)1,. 021&/0） 3 !4$；

!5 # !"月的颗粒细胞（%& 6/(，*+,&-.,+ (/..0） 3 !4$；

!7 # "月的颗粒细胞和生发细胞（%& 8/9，*+,&-.,+ ,&: */+;1&,. (/..0） 3 !4$；

!< # 7月的颗粒细胞（%& =2+，*+,&-.,+ (/..0） 3 !4$；

!4—"5 # =>阳性（=> 2?01)1@/ +/,()1?&）：

!4 # 4月的颗粒细胞和生发细胞（%& A-&，*+,&-.,+ ,&: */+;1&,. (/..0） 3 5!$；

!B # C月的颗粒细胞和婚腺腺细胞（%& =-*，*+,&-.,+ ,&: *.,&: (/..0） 3 5!$；

!C # !$月的颗粒细胞和生发细胞（%& ’()，*+,&-.,+ ,&: */+;1&,. (/..0） 3 5!$；

!D # !$月的婚腺腺细胞（%& ’()，*.,&: (/..0） 3 5!$；

"$ # !"月的颗粒细胞核（%& 6/(，*+,&-.,+ (/..0） 3 !4$；

"! # !"月的婚腺腺细胞（%& 6/(，*.,&: (/..0） 3 !4$；

"" # "月的颗粒细胞和生发细胞核（%& 8/9，*+,&-.,+ ,&: */+;1&,. (/..0） 3 !4$；

"5 # 7月的颗粒细胞（%& =2+，*+,&-.,+ (/..0） 3 !4$；

"7 # !$月的婚腺空白对照（%& ’() (?&)+,:10)1&*-10E 0/()1?& ?F &-2)1,. 2,:） 3 !4$。
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