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摘　要：为研究大豆异黄酮（ｓｏｙｂｅａｎｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓ，ＳＩ）对香猪睾丸形态及精子发生标志基因表达
的影响，选择４０头健康的２８日龄雄性香猪，随机分成４组，每组１０个重复，每个重复１头猪。
１、２、３和４组分别在基础饲粮中添加０、１２５、２５０和５００ｍｇ／ｋｇＳＩ，饲喂６０ｄ后从各组分别随机
选取５头屠宰，采取睾丸样品，分析睾丸的组织形态及 Ｅ型钙粘连蛋白１（Ｃｄｈ１）、联会复合体蛋
白３（ＳＣＰ３）、过渡蛋白１（Ｔｎｐ１）和波形蛋白（Ｖｉｍ）基因的表达。结果表明：各添加水平的 ＳＩ均
造成了睾丸曲细精管中空泡的形成，减少了管腔中成熟精子的数量；饲粮添加 ＳＩ极显著降低了
睾丸组织 Ｃｄｈ１、ＳＣＰ３和 Ｔｎｐ１基因的表达量（Ｐ＜０．０１）；添加２５０ｍｇ／ｋｇ的 ＳＩ显著降低了睾丸
组织Ｖｉｍ基因的表达量（Ｐ＜０．０５）。由此可知，饲粮添加１２５、２５０、５００ｍｇ／ｋｇ的ＳＩ对香猪睾丸
形态有明显损伤，抑制了精子发生标志基因的表达；２５０ｍｇ／ｋｇＳＩ显著抑制猪睾丸支持细胞标
志基因表达。
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　　大豆异黄酮是自然界中广泛存在的植物雌激
素之一，具有类似 β－雌二醇的结构［１］，能和雌激

素受体结合，产生类雌激素的作用。目前已在雄

性动物的睾丸中发现雌激素受体（ＥＲｓ）的表达，近
年来也有报道表明大豆异黄酮抑制了雄性动物的

睾丸发育［２］，导致精子数减少、活力下降［３］、精子

畸形率上升［４］，提示大豆异黄酮等类雌激素可通

过与睾丸中的雌激素受体结合而影响睾丸发育。

　　睾丸是雄性动物的主要生殖器官，其发育程
度直接影响雄性动物的生殖机能。精子发生是雄

性生殖细胞经过减数分裂从二倍体的精原细胞分

化成单倍体精子的复杂过程，包括一系列复杂的

有丝分裂和减数分裂，需要多基因的程序性表达

来调控［５］。其中，Ｅ型钙粘连蛋白 １（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｃｄｈ１）基因被证明是 Ａ型精原细胞的标
志基因［６］，联会复合体蛋白 ３（ｓｙｎａｐｔｏｎｅｍａｌｃｏｍ
ｐｌｅｘｐｒｏｔｅｉｎ３，ＳＣＰ３）基因是雄性生殖细胞中联会
复合体形成的必需的基因，同时对精母细胞中染

色体联会、减数分裂和精子发生也起着重要作

用［７］，过渡蛋白 １（ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｔｎｐ１）则是
在圆形精子细胞中合成的关键基因［８］，通过监测

这些基因的表达能较好地反映雄性动物的精子发

生情况。精子发生的部位位于曲细精管内，睾丸

支持细胞通过相互之间的紧密连接形成血 －睾屏
障的一部分，维持精子发生的稳定环境。波形蛋

白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ，Ｖｉｍ）在维持睾丸支持细胞的细胞骨
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架、睾丸支持细胞与生精细胞的黏附起着重要

作用。

　　目前关于大豆异黄酮等植物雌激素对雄性动
物生殖发育的研究大多还停留在表观阶段，缺乏

对其机制的研究。本文旨在以雄性香猪为模型，

应用组织切片及实时定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）技术探
讨饲粮中添加不同水平的大豆异黄酮对雄性动物

睾丸组织形态，精子发生各阶段标志基因的表达

的影响，为大豆异黄酮在动物生产中的正确使用

提供参考。

１　材料与方法
１．１　试验设计
　　以单因子试验设计，在广西环江某香猪养殖

场选择４０头健康的２８日龄雄性香猪，随机分成４
组，每组１０个重复，每个重复１头猪。１、２、３和４
组分 别 在 基 础 饲 粮 中 添 加 ０、１２５、２５０和
５００ｍｇ／ｋｇ大豆异黄酮（纯度８０％，购自湖南王中
华生物技术有限公司，高压高效液相色谱仪法测

得其中含大豆苷元 １０．２％、染料木黄酮 ６．３４％、
雌马酚０．０３％），添加水平参照文献［９］设定，试
验周期为６０ｄ。根据仔公香猪的营养需求和生理
特点配制饲粮。饲粮组成及营养水平见表１。饲
粮中不含豆类及其他富含植物雌激素的成分。试

验过程中，猪只单栏饲养，喂料时将准备好的不同

剂量的大豆异黄酮水溶液准确加入各组饲粮中，

并加以适量的水充分混匀。试验全期猪只自由饮

水。

表１　饲粮组成及营养水平（干物质基础）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆｄｉｅｔｓ（ＤＭｂａｓｉｓ） ％

项目 Ｉｔｅｍｓ １组 Ｇｒｏｕｐ１ ２组 Ｇｒｏｕｐ２ ３组 Ｇｒｏｕｐ３ ４组 Ｇｒｏｕｐ４

原料 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ
大豆异黄酮 Ｓｏｙｂｅａｎｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓ ０．０１２５ ０．０２５０ ０．０５００
玉米 Ｃｏｒｎ ６２．００００ ６１．９９００ ６１．９８００ ６１．９５００
鱼粉 Ｆｉｓｈｍｅａｌ ８．００００ ８．００００ ８．００００ ８．００００
乳清粉 Ｗｈｅｙｐｏｗｄｅｒ ５．００００ ５．００００ ５．００００ ５．００００
菜籽粕 Ｒａｐｅｓｅｅｄｍｅａｌ ８．００００ ８．００００ ８．００００ ８．００００
麦麸 Ｗｈｅａｔｂｒａｎ １０．００００ １０．００００ １０．００００ １０．００００
脂肪粉 Ｆａｔｐｏｗｄｅｒ ３．００００ ３．００００ ３．００００ ３．００００
预混料 Ｐｒｅｍｉｘ ４．００００ ４．００００ ４．００００ ４．００００
合计 Ｔｏｔａｌ １００．００００ １００．００００ １００．００００ １００．００００
营养水平 Ｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌｓ
消化能 ＤＥ／（ＭＪ／ｋｇ） １３．３９００
粗蛋白质 ＣＰ １５．３３８０
赖氨酸 Ｌｙｓ ０．７８５７
蛋氨酸＋胱氨酸 Ｍｅｔ＋Ｃｙｓ ０．５５６４
钙 Ｃａ ０．６１８１
磷 Ｐ ０．６６７４

　　每千克预混料含有 Ｏｎｅｋｉｌｏｇｒａｍｏｆｐｒｅｍｉｘｃｏｎｔａｉｎｅｄｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇ：ＶＡ３０１０００ＩＵ，ＶＤ３５２８００ＩＵ，ＶＥ７４２ＩＵ，ＶＫ３
７１ｍｇ，ＶＢ１３０ｍｇ，ＶＢ２１７７ｍｇ，ＶＢ６３２ｍｇ，ＶＢ１２０．８ｍｇ，烟酸 ｎｉｃｏｔｉｎｉｃａｃｉｄ１０７３ｍｇ，泛酸 ｐａｎｔｏｔｈｅｎｉｃａｃｉｄ５４０ｍｇ，叶酸
ｆｏｌｉｃａｃｉｄ２２．０ｍｇ，生物素 ｂｉｏｔｉｎ３．０ｍｇ，胆碱 ｃｈｏｌｉｎｅ８ｇ，Ｆｅ２．０ｇ，Ｃｕ１．０ｇ，Ｚｎ３．５ｇ，Ｍｎ１．３ｇ，Ｉ１４ｍｇ，Ｃｏ３５．０ｍｇ，Ｓｅ
８．３ｍｇ。

１．２　采样
　　饲养结束后，每组随机抽取 ５头猪屠宰。宰
前禁食１２ｈ，称取体重后颈静脉放血处死，分离双
侧睾丸组织。将左侧睾丸分切，放入１０％中性福
尔马林中固定；右侧睾丸组织分切后，用锡箔纸包

好，液氮速冻，并转移至 －８０℃冻存。

１．３　石蜡切片制作
　　将固定好的睾丸组织，用手术刀切为１．５ｃｍ３

的小块，冲洗杂质后，用不同浓度的酒精脱水，二

甲苯透明处理，石蜡包埋，切片机切片至５μｍ厚，
进行苏木精 －伊红（ＨＥ）染色，光学显微镜观察切
片并照相。

２２０２
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１．４　引物检测及 ｑＲＴＰＣＲ
　　将冻存的睾丸组织取出，于液氮中研磨至粉
末，加１００ｍｇ至分装好的Ｔｒｉｚｏｌ溶液中。采用Ｔｒ
ｉｚｏｌ法进行组织总 ＲＮＡ提取，用美国 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公
司生产的试剂盒进行 ＲＮＡ纯化，以２μｇ总 ＲＮＡ
为模板，采用美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司的反转录试剂盒
合成 ｃＤＮＡ备用。
　　引物设计好后，交由上海生工生物工程技术
服务有限公司合成。以 ２μＬ混合 ｃＤＮＡ模板、
５μＬ２×混合 ｄＮＴＰ（购自天根生化科技有限公
司）、２．６μＬ二乙基焦磷酰胺（ＤＥＰＣ）水、上游和
下游引物各０．２μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ，ＰＣＲ引物序列见
表２），混合成１０μＬ体系进行反转录ＰＣＲ，以检测
引物特异性。扩增程序为：９５℃ ４ｍｉｎ将模板变
性；９５℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，４０个循环；
７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃保存。将扩增产物以２％的

琼脂糖凝胶电泳分离，美国 ＢｉｏＲａｄ公司的显影系
统照相。

　　运用 ｑＲＴＰＣＲ技术检测睾丸组织 Ｃｄｈ１、
ＳＣＰ３、Ｔｎｐ１及 Ｖｉｍ基因的表达。ｑＲＴＰＣＲ反应按
照试剂盒（大连宝生物）说明进行两步法的 ＰＣＲ
扩增。反应程序为（１０μＬ体系）：９５℃ ３０ｓ；
９５℃ ５ｓ，６０℃ ３４ｓ，４０个循环，溶解曲线程序采
用仪器自带的程序，为 ９５℃ １５ｓ；９５℃ ６０ｓ，
６０℃ １５ｓ。扩增结果采用阈值循环（Ｃｔ）法进行
相对定量，结果以２－ΔΔＣｔ表示［１０］。

１．５　数据分析
　　试验数据用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００７进行预处理
后，用 ＳＰＳＳ１７．０对数据进行单因素方差分析
（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）和 ＬＳＤ多重比较，结果以平均
值 ±标准误表示，以 Ｐ＜０．０５表示差异显著，Ｐ＜
０．０１表示差异极显著。

表２　ＰＣＲ引物序列
Ｔａｂｌｅ２　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｅｍｉｅｒｓｆｏｒｔｈｅＰＣＲ

基因

Ｇｅｎｅｓ
登录号

ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．
序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′—３′）
产物长度

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ／ｂｐ

β－肌动蛋白
βａｃｔｉｎ

ＡＫ３９２３６２．１
上游：ＴＧＣＧＧＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡＧ
下游：ＡＧＴＴＧＡＡＧＧＴＧＧＴＣＴＣＧＴＧＧ

２１６

Ｅ型钙粘连蛋白１Ｃｄｈ１ ＮＭ＿００１１６３０６０．１
上游：ＴＣＴＣＴＣＴＧＣＴＣＴＣＣＴＧＣＴＧＣＴＧＴＴＧ
下游：ＧＣＣＣＡＣＴＴＴＧＡＡＴＣＧＧＧＴＧＴＣＡＴ

２１４

过渡蛋白１Ｔｎｐ１ ＸＭ＿００３１３３６４７．１
上游：ＣＣＡＧＣＣＧＣＡＡＧＴＴＡＡＡＧＡＧＣＣＡＴ
下游：ＴＣＴＧＴＴＧＣＴＧＣＣＴＧＧＴＧＴＣＣＴＴＧ

２１５

波形蛋白 Ｖｉｍ ＤＱ１９０９４８．１
上游：ＡＴＧＣＧＧＣＴＧＣＧＧＧＡＧＡＡＧＴＴ

下游：ＧＧＡＣＧＴＧＣＴＧＴＴＣＣＴＧＧＡＴＣＴＧＡＧ
２１７

联会复合体蛋白３ＳＣＰ３ ＸＭ＿００３１２６６７７．１
上游：ＣＧＧＧＡＡＡＴＣＴＧＧＡＡＡＧＣＣＡＴＣＣ
下游：ＣＴＧＣＣＴＴＴＧＣＴＣＴＴＧＣＴＧＧＧＴＴＴ

３３１

２　结　果
２．１　大豆异黄酮对香猪睾丸组织形态的影响
　　通过对各组香猪睾丸组织切片观察可知，１组
香猪睾丸精原细胞、精子细胞和精子结构均正常，

曲细精管腔内有较多的成熟精子，只有少量空泡

（图１－Ａ），２、３和４组曲细精管内均出现较多且
大空泡，精母细胞和精子细胞数量减少（图１－Ｂ、
图１－Ｃ和图１－Ｄ）。
２．２　引物特异性检测
　　由图２可知，用反转录 ＰＣＲ扩增 β－肌动蛋
白（βａｃｔｉｎ）、Ｃｄｈ１、ＳＣＰ３、Ｔｎｐ１和 Ｖｉｍ基因均能得
到较特异的产物，产物的大小和引物设计时的产

物大小相符，说明这些引物均具有一定的代表性。

２．３　香猪睾丸组织 Ｃｄｈ１、ＳＣＰ３、Ｔｎｐ１基因的
表达量

　　由图３可见，饲粮中添加大豆异黄酮极显著
降低了 Ａ型精原细胞标志基因 Ｃｄｈ１、减数分裂联
会复合体蛋白基因 ＳＣＰ３和精细胞过渡蛋白基因
Ｔｎｐ１的表达量（Ｐ＜０．０１），２、３和４组间无显著差
异（Ｐ＞０．０５）。
２．４　香猪睾丸组织 Ｖｉｍ基因的表达量
　　由图４可见，与１组相比，３组睾丸支持细胞
的结构标志物 Ｖｉｍ基因的表达量显著降低了（Ｐ＜
０．０５）。
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　　箭头所示为空泡。Ｖａｃｕｏｌｅｓｗｅｒｅｓｉｇｎｅｄｗｉｔｈａｒｒｏｗｓ．

图１　大豆异黄酮对香猪睾丸组织形态的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｓｏｙｂｅａｎｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓｏｎｔｉｓｓｕｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｔｅｓｔｉｓｏｆＸｉａｎｇｐｉｇｓ（４００×）

　　１：分子质量标准 ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ，２：过渡蛋白１Ｔｎｐ１，３：２孔空白对照 ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｏｆｌａｎｅ２，４：联会复合体蛋
白３ＳＣＰ３，５：４孔空白对照 ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｏｆｌａｎｅ４，６：Ｅ型钙粘连蛋白１Ｃｄｈ１，７：６孔空白对照 ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｏｆｌａｎｅ６，８：β－
肌动蛋白 βａｃｔｉｎ，９：８孔空白对照 ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｏｆｌａｎｅ８，１０：波形蛋白 Ｖｉｍ，１１：１０孔空白对照 ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｏｆｌａｎｅ１０。
　　空白对照均以ＤＥＰＣ水代替模板ｃＤＮＡ。ＴｈｅｃＤＮＡｏｆｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｗａｓｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄｗｉｔｈＤＥＰＣｗａｔｅｒ．

图２　各基因反转录ＰＣＲ扩增结果
Ｆｉｇ．２　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｇｅｎｅｓｂｙｔｈｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲ

３　讨　论
　　睾丸是雄性动物生成生殖细胞，分泌性激素，
维持第二性征的重要器官，内源性和外源性物质

的作用均能影响其发育和功能的发挥。目前关于

大豆异黄酮对雄性动物生殖器官发育的研究有所

增加，证明其能与生殖器官上的雌激素受体结合，

影响动物的生殖功能。

　　哺乳动物精子在睾丸的曲细精管中发生。曲
细精管由固有层和生殖上皮组成，而生殖上皮又

包含生精细胞和睾丸支持细胞［１１］。睾丸支持细胞

是曲细精管中唯一的体细胞，它们通过曲细精管

基部的紧密连接形成血 －睾屏障，伸向曲细精管
管腔来包裹不同发育阶段的生殖细胞，为生殖细

胞的分化和增殖提供营养及调节物质［１２］。本试验

得出，在香猪饲粮中添加１２５～５００ｍｇ／ｋｇ水平的
大豆异黄酮均对曲细精管的形态产生了一定的负

面影响，导致曲细精管内生成较多且大的空泡，管

腔内成熟精子减少，这与 Ｄｅｌｃｌｏｓ等［１３］的研究结果

有相似之处，该试验给 ＳＤ孕鼠及仔鼠饲喂不同浓
度的染料木黄酮发现，１２５０ｍｇ／ｋｇ的染料木黄酮
导致仔公鼠曲细精管中畸形精子数增加，精子发
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生延迟。Ｋａｔａｒｚｙｎａ等［１４］也发现大豆异黄酮导致

某些大鼠曲细精管中未成熟生殖细胞的脱落和曲

细精管的内陷。鉴于大豆异黄酮对精子发生的可

能性抑制和曲细精管空泡的形成，本试验进一步

探讨了精子发生各阶段标志基因及睾丸支持细胞

结构基因的表达量，以进一步阐明大豆异黄酮损

坏曲细精管的机制。

　　数据柱形标注不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜
０．０５），不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。图 ４
同。

　　Ｄａｔａｃｏｌｕｍｎｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅｓａｍｅａｓＦｉｇ．４．

图３　香猪睾丸组织Ｃｄｈ１、ＳＣＰ３、Ｔｎｐ１基因的表达量
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣｄｈ１，ＳＣＰ３ａｎｄ

Ｔｎｐ１ｇｅｎｅｓｉｎｔｅｓｔｉｓｔｉｓｓｕｅｏｆＸｉａｎｇｐｉｇｓ

图４　猪睾丸组织Ｖｉｍ基因的表达量
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＶｉｍｇｅｎｅｉｎ

ｔｅｓｔｉｓｔｉｓｓｕｅｏｆＸｉａｎｇｐｉｇｓ

　　Ｃｄｈ１基因是 Ａ型精原细胞中的标志基因，
Ｔｏｋｕｄａ等［６］报道了 Ｃｄｈ１基因在小鼠睾丸里 Ａ型
未分化精原细胞中特异表达。本试验中各添加水

平的大豆异黄酮均极显著降低了 Ｃｄｈ１基因的表
达，提示在香猪饲粮中添加大豆异黄酮可能抑制

了 Ａ型精原细胞的分化和增殖。ＳＣＰ３基因是减
数分裂联会时期表达的关键基因，ＳＣＰ３基因表达
的缺失或基因突变可引起联会复合体的异常或功

能丧失，使减数分裂发生失败或产生非整倍体配

子［１５］。Ｔｎｐ１基因的 ｍＲＮＡ在圆形精子细胞中合
成，在长形精子细胞中被激活指导翻译［８］，其突变

体的生育力降低［１６］。低、中、高剂量水平的大豆异

黄酮均降低了猪睾丸组织 Ｃｄｈ１、ＳＣＰ３和 Ｔｎｐ１基
因的表达，说明大豆异黄酮对精原细胞的分裂和

分化以及减数分裂过程中的联会和精子细胞的变

态反应有抑制作用，这 ３个基因的显著降低提示
大豆异黄酮可能抑制香猪的精子发生，减少睾丸

中的精子数量，这与睾丸组织切片的结果部分一

致。ＤｅｌｌａＭａｒｉａ等［１７］研究也发现 β－雌二醇抑制
鼠雄激素结合蛋白共培养的睾丸支持细胞的 Ｔｎｐ１
基因的表达，说明大豆异黄酮对精子发生的抑制

是以雌激素样作用实现的。

　　Ｖｉｍ的中间丝介导邻近睾丸支持细胞间形成
紧密连接、睾丸支持细胞与生殖细胞间形成桥粒

样连接及生殖细胞与高级生殖细胞间形成外质膜

特异连接［１８］，主要在睾丸支持细胞中表达，在维持

睾丸支持细胞的细胞骨架、睾丸支持细胞与生精

细胞的粘附及两者间的信号传递等方面起重要作

用。本试验得出，２５０ｍｇ／ｋｇ的大豆异黄酮显著抑
制了睾丸组织 Ｖｉｍ基因的表达，提示 ２５０ｍｇ／ｋｇ
水平的大豆异黄酮可能影响了睾丸支持细胞的结

构及其与精细胞的连接，从而导致了曲细精管中

空泡的出现。

４　结　论
　　饲粮添加１２５、２５０、５００ｍｇ／ｋｇ的大豆异黄酮
对香猪睾丸形态有明显损伤，抑制了精子发生标

志基因的表达；２５０ｍｇ／ｋｇ大豆异黄酮显著抑制猪
睾丸支持细胞标志基因表达。
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