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犉犛犎对体外培养仔猪睾丸支持细胞狊犽狆２表达的影响
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摘　要：本研究旨在确定促卵泡素是否可通过ｃＡＭＰ、Ｃａ２＋内流和细胞外调节的蛋白激酶 （ＥＲＫ１／２）调节培养条

件下未成熟仔猪睾丸支持细胞中Ｓ期激酶相关蛋白２（ｓｋｐ２）的表达。以培养的仔猪睾丸支持细胞为实验材料，通

过添加各种信号通路的抑制剂，运用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｓｋｐ２、ｐ２７
ｋｉｐ１蛋白的表达，运用实时荧光定量ＰＣＲ检测狊犽狆２

ｍＲＮＡ的表达。结果发现，促卵泡素（５０ｎｇ·ｍＬ
－１）以时间依赖的方式促进了ｓｋｐ２蛋白和 ｍＲＮＡ的表达（犘＜

０．０５），这一作用在３０ｍｉｎ时达到高峰。ＦＳＨ（５０ｎｇ·ｍＬ
－１）和Ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ（１０μｍｏｌ·Ｌ

－１）均促进了ｓｋｐ２蛋白和

ｍＲＮＡ的表达（犘＜０．０５），但降低了ｐ２７
ｋｉｐ１蛋白的水平，而ＲｐｃＡＭＰ、Ｖｅｒａｐａｍｉｌ和 Ｕ０１２６都抑制了ＦＳＨ的作用，

使ｓｋｐ２蛋白和ｍＲＮＡ的表达有所下降，但提高了ｐ２７
ｋｉｐ１蛋白的表达，但３种抑制剂单独作用时对ｓｋｐ２蛋白、ｍＲ

ＮＡ以及ｐ２７
ｋｉｐ１蛋白的表达没有显著影响（犘＞０．０５）。这表明ＦＳＨ可能主要通过影响ｃＡＭＰ的产生和Ｃａ２＋内流，

并激活ＥＲＫ１／２通路调节ｓｋｐ２蛋白的表达，而ｓｋｐ２蛋白的水平与ｐ２７
ｋｉｐ１蛋白成负相关。
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　　ＦＳＨ 是调节睾丸支持细胞增殖的重要激素。

外源性ＦＳＨ具有促进仔猪睾丸支持细胞增殖的作

用；仔猪血浆中ＦＳＨ的高峰与支持细胞的增殖高峰

一致［１］。我们前期的研究发现，ＦＳＨ 通过ｃＡＭＰ、

Ｃａ２＋激活ＥＲＫ１／２调节支持细胞的增殖
［２］，但其下

游的事件仍不清楚。Ｓ期依赖的蛋白激酶（Ｓｐｈａｓｅ

ｋｉｎａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｓｋｐ２）作为一种原癌基

因，能与发生泛素化的ｐ２７
ｋｉｐ１结合，使细胞周期素依

赖的蛋白激酶抑制因子（ＣＫＩｓ）ｐ２７
ｋｉｐ１的ｔｈｒ１８７发

生磷酸化并在２６Ｓ的蛋白酶体上发生降解，进而激

活ｃｙｃｌｉｎＥ／Ｃｄｋ２，促进 Ｇ１／Ｓ的进程
［３４］。ｓｋｐ２以

细胞周期依赖的形式在Ｇ１晚期开始出现，Ｓ／Ｇ２期

高表达，然后其水平迅速下降［５］，ＦＳＨ 在调节睾丸

支持细胞增殖的过程中是否可以影响ｓｋｐ２的表达

目前并不清楚，在睾丸支持细胞中ｐ２７
ｋｉｐ１的降解是

否与ｓｋｐ２相关也不清楚。本试验利用体外培养的

仔猪睾丸支持细胞，研究 ＦＳＨ 是否通过ｃＡＭＰ、

Ｃａ２＋内流和ＥＲＫ１／２调节ｓｋｐ２表达的机制，并分

析ｓｋｐ２表达与ｐ２７
ｋｉｐ１降解的关系，为进一步认识促

卵泡素调节睾丸支持细胞增殖的分子机制奠定基

础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和实验材料

ＤＭＥＭ／Ｆ１２Ｈａｍｓ、胎牛血清和 ＶＩ型胶原酶

购自Ｇｉｂｃｏ公司；胰蛋白酶、ＦＳＨ、Ｆｏｓｋｏｌｉｎ、Ｕ０１２６

和 ＲＰｃＡＭＰ购自Ｓｉｇｍａ公司，Ｃａ
２＋ 通道抑制剂

Ｖｅｒａｐａｍｉｌ购自 ＡＬＥＸＩＳ；荧光定量 ＰＣＲ 试剂及

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＲＮＡｐｒｅＰ

ｐｕｒｅｃｅｌｌ总ＲＮＡ提取ｋｉｔ和ＴＩＡＮＳｃｒｉｐｔＲＴＫｉｔ

（ＴＩＡＮＧＥＮＢＩＯＴＥＣＨ），ｓｋｐ２抗体、抗ｐ２７
ｋｉｐ１和抗

ｂｅｔａａｃｔｉｎ抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；其余均为国产

分析纯，购自鼎国生物合成。仔猪睾丸采自重庆本

地２～３周龄长白仔猪。

１．２　细胞培养

仔猪睾丸支持细胞的分离培养方法参考文献

［６］。用血球计数板进行计数，并根据计数结果将细

胞稀释至１×１０６个·ｍＬ－１。利用ＧＡＴＡ４作为标

记分子通过免疫荧光进行支持细胞纯度鉴定，具体

步骤参照 ＭｃＣｏａｒｄ等的方法并略作改进
［７］。当纯

度大于９０％时符合要求。

１．３　犉犛犎作用不同时间对狊犽狆２表达的影响

细胞培养至４８ｈ左右用ＦＳＨ（５０ｎｇ·ｍＬ
－１）［２］

处理０、５、３０、６０、９０ｍｉｎ，收集细胞提取ＲＮＡ和蛋白

质，用荧光定量ＰＣＲ检测狊犽狆２ｍＲＮＡ的丰度，用

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｓｋｐ２蛋白的表达。

１．４　犮犃犕犘对犉犛犎诱导狊犽狆２、狆２７
犽犻狆１表达的影响

细胞培养至４８ｈ左右，用ＦＳＨ（５０ｎｇ·ｍＬ
－１）、

ｃＡＭＰ促进剂Ｆｏｓｋｏｌｉｎ（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）和ｃＡＭＰ抑制

剂ＲｐｃＡＭＰ（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）处理３０ｍｉｎ，ＲｐｃＡＭＰ

在ＦＳＨ 处理前２ｈ加入。试验中Ｆｏｓｋｏｌｉｎ和 Ｒｐ

ｃＡＭＰ的浓度按照说明书所设定的范围进行预试验，

通过ＣＣＫ８检测细胞数量来确定最终的使用浓度
［６］。

细胞培养结束后，收集细胞，提取ＲＮＡ和蛋白质，用

荧光定量ＰＣＲ检测狊犽狆２ｍＲＮＡ的丰度，用 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测ｓｋｐ２和ｐ２７
ｋｉｐ１蛋白的表达。

１．５　犆犪
２＋内流对犉犛犎诱导狊犽狆２、狆２７

犽犻狆１表达的影响

细胞培养至４８ｈ左右，用ＦＳＨ（５０ｎｇ·ｍＬ
－１）、

Ｃａ２＋通道抑制剂Ｖｅｒａｐａｍｉｌ（０．０５ｍｇ·ｍＬ
－１）、ＦＳＨ

＋ Ｖｅｒａｐａｍｉｌ处理３０ｍｉｎ，Ｖｅｒａｐａｍｉｌ在ＦＳＨ处理前

２ｈ加入。试验中Ｖｅｒａｐａｍｉｌ的浓度按照说明书所设

定的范围进行预试验，通过ＣＣＫ８检测细胞数量来确

定最终的使用浓度。培养结束后，收集细胞提取

ＲＮＡ和蛋白质，用荧光定量ＰＣＲ检测狊犽狆２ｍＲＮＡ

的丰度，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｓｋｐ２和ｐ２７
ｋｉｐ１蛋白的表

达。

１．６　犈犚犓１／２对犉犛犎诱导狊犽狆２、狆２７
犽犻狆１表达的影响

细胞培养至４８ｈ左右，用ＦＳＨ（５０ｎｇ·ｍＬ
－１）、

ＥＲＫ抑制剂Ｕ０１２６（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）、ＦＳＨ＋Ｕ０１２６处

理３０ｍｉｎ，并设空白对照，Ｕ０１２６在ＦＳＨ处理前２ｈ

加入。试验中Ｕ０１２６的浓度按照说明书所设定的范

围进行预试验，通过ＣＣＫ８检测细胞数量来确定最终

的使用浓度。培养结束后，收集细胞提取ＲＮＡ和蛋

白质，用荧光定量ＰＣＲ检测狊犽狆２ｍＲＮＡ的丰度，用

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｓｋｐ２和ｐ２７
ｋｉｐ１蛋白的表达。

１．７　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋

用细胞刮刮取贴壁细胞，保存于ＰＢＳ缓冲液

中，每离心管加入２００μＬＲＩＰＡ 裂解液和１μＬ

ＰＭＳＦ、５μＬＤＴＴ，冰上孵育３０ｍｉｎ，充分裂解，离

心，取上清液为蛋白提取物。ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳

和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ按 Ｗａｎｇ等人
［６］所述的方法进行，

试验中ｓｋｐ２、ｐ２７
ｋｉｐ１和βａｃｔｉｎ抗体的稀释倍数分别

为１∶３００，所用二抗的稀释倍数为１∶４０００。

１．８　荧光定量犘犆犚

将收集的细胞用 ＲＮＡｐｒｅＰｐｕｒｅｃｅｌｌ总 ＲＮＡ

提取 ｋｉｔ（ＴＩＡＮＧＥＮＢＩＯＴＥＣＨ）进行总 ＲＮＡ 提

取，并通过电泳进行ＲＮＡ纯度鉴定
［８］。取总ＲＮＡ

１μｇ，用 ＴＩＡＮＳｃｒｉｐｔＲＴ Ｋｉｔ（ＴＩＡＮＧＥＮ ＢＩＯ

ＴＥＣＨ）进行逆转录反应，具体方法按试剂盒的说

明书进行。根据ＧｅｎＢａｎｋ中１８犛ｒＲＮＡ、犮狔犮犾犻狀Ａ２
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的ｃＤＮＡ序列，取保守区设计引物，所有的引物至

少跨越一个内含子，引物信息如表１，引物由鼎国生

物合成。荧光定量ＰＣＲ的反应体系总体积为２５

μＬ，包括 ｃＤＮＡ（１μＬ），上 下 游 引 物 （浓 度 为

２０ｐｍｏｌ·μＬ
－１）各０．５μＬ，２×ｍｉｘ液１２．５μＬ，

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ（１０×）１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ为９．５μＬ。荧

光定量ＰＣＲ的反应条件为：９４℃预变性２ｍｉｎ；

９４℃变性３０ｓ，５６（１８犛ｒＲＮＡ）或５２℃（狊犽狆２）退火

３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３５个循环。每个样品设３

个重复。１８犛ｒＲＮＡ在动物体内表达相当恒定，因

此选其作为内参照进行实时荧光定量ＰＣＲ分析。

将目的基因的Ｃｔ值（Ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ）与标准曲线

相比较计算目的基因的浓度。以目的基因与内参的

比值表示目的基因的相对含量。每个样品中的Ｃｔ

（Ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ）值通过内参的Ｃｔ进行标准化处

理，并与对照相比后所得的值再进行统计分析。

表１　引物序列

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狆狉犻犿犲狉狊

基因

Ｇｅｎｅ

序列号码

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｎｕｍｂｅｒ

序列位置／ｂｐ

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｐｏｓｉｔｉｏｎ

产物长度／ｂｐ

Ｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

１８犛ｒＲＮＡ ＮＲ＿００２１７０．３ ６２１～９９３ ３７３
Ｆ：ＣＴＣＣＡＣＣＡＡＣＴＡＡＧＡＡＣＧＧ

Ｒ：ＧＡＣＧＧＡＣＣＡＧＡＧＣＧＡＡＡ

狊犽狆２ ＮＭ００１１７１７５５ １０１４～１３３９ ３２５
Ｆ：ＡＣＣＴＣＣＡＡＣＡＣＣＴＡＴＣＣＣ

Ｒ：ＣＣＴＧＣＣＴＡＣＴＴＴＣＣＣＴＧＴ

１．９　统计分析

每组数据设３个重复，结果以珚狓±ＳＥ表示，用

ＳＰＳＳ１６．０ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ和Ｔｕｋｅｙ’ｓｐｏｓｔｈｏｃ

ｔｅｓｔ进行统计分析，犘＜０．０５确定为差异显著，图中

不同的字母表示差异显著。

２　结　果

２．１　犚犖犃的完整性检测

从图１可以看出总ＲＮＡ电泳呈现一片较为分

散的、亮度呈正态分布的模糊阴影，但可以清楚看到

２８Ｓ、１８Ｓ，其中２８Ｓ的亮度为１８Ｓ的２倍，５Ｓ比较弥

散不易看清楚。进一步检测样品的 ＯＤ值，ＯＤ２６０／

ＯＤ２８０在１．８～２．０之间，表明ＲＮＡ的纯度较高，可

以用于下一步的分析。

１～３代表样品号

１３．Ｒｅｐｒｅｓｅｎｎｔｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒｓ
图１　犚犖犃完整性检测

犉犻犵．１　犜犺犲犻狀狋犲犵狉犻狋狔犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狋狅狋犪犾犚犖犃

２．２　犘犆犚扩增

从图２可以看出，利用设计的狊犽狆２和１８犛的引

物进行ＰＣＲ扩增，在３２５ｂｐ处扩增到了一条狊犽狆２

条带（仅３号样品没有见到清楚的条带），在３７３ｂｐ

处扩增到了一条１８犛条带，与预期相符，经测序证

实为目的基因的产物。

１～６．代表样品号；Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准

１６．Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒｓ；Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
图２　犘犆犚检测

犉犻犵．２　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳犘犆犚

２．３　定量犘犆犚熔解曲线和标准曲线的制作

从图３Ａ、３Ｂ可以看出，进行狊犽狆２与１８犛ＰＣＲ

扩增时，基线比较平稳，表明干扰信号较小，而且

１８犛起跳的循环数为１８～２５，符合作为内标的条

件。以任一样品进行１０－１、１０－２、１０－３稀释，制作标

准曲线，从图３Ｃ 可以发现，其回归方程为狔 ＝

－３．５１８狓＋１７．６５８，犚２＝０．９９６８，这表明曲线的拟

合度较好，可以用于定量分析。
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Ａ．狊犽狆２基因扩增曲线；Ｂ．１８犛基因扩增曲线；Ｃ．狊犽狆２基因的标准曲线图

Ａ．Ｌｉｎｅａｒｃｕｒｖｅｏｆ狊犽狆２ｇｅｎｅ；Ｂ．Ｌｉｎｅａｒｃｕｒｖｅｏｆ１８犛ｇｅｎｅ；Ｃ．Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆ狊犽狆２ｇｅｎｅ
图３　荧光定量犘犆犚扩增曲线图和标准曲线图

犉犻犵．３　犔犻狀犲犪狉犮狌狉狏犲犪狀犱狊狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲狅犳犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狇狌犪狀狋犻犳犻犲犱犘犆犚

２．４　犉犛犎作用不同时间对狊犽狆２表达的影响

从图４Ａ可以看出，ＦＳＨ促进了ｓｋｐ２蛋白的表

达，３０ｍｉｎ时，蛋白的量最大，此后ｓｋｐ２的表达有

所下降，到９０ｍｉｎ时，ｓｋｐ２蛋白的表达量与对照相

比无显著差异。从图４Ｂ可以看出，ＦＳＨ 促进了

狊犽狆２ｍＲＮＡ 的表达，加入 ＦＳＨ１５ｍｉｎ后，狊犽狆２

ｍＲＮＡ的表达显著增加，与对照组相比增加了

１１．５６倍（犘＜０．０５），在３０ｍｉｎ时，狊犽狆２ｍＲＮＡ表

达量最高，是对照组的１７．７６倍（犘＜０．０５），此后其

表达水平有所下降。

Ａ、Ｂ分别表示ｓｋｐ２蛋白与ｍＲＮＡ。不同字母表示差异显著（犘＜０．０５），下同

Ａ，Ｂ．Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｋｐ２ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５），ｔｈｅ

ｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

图４　犉犛犎作用不同时间对狊犽狆２犿犚犖犃和蛋白的影响

犉犻犵．４　犜犻犿犲犱犲狆犲狀犱犲狀狋犻狀狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狀犵狅犳狊犽狆２犪犳狋犲狉犉犛犎狋狉犲犪狋犿犲狀狋
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２．５　犮犃犕犘对在犉犛犎诱导狊犽狆２、狆２７
犽犻狆１表达的影响

从图５Ａ 可以看出，ＦＳＨ 与ｃＡＭＰ的促进剂

Ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）均显著促进了ｓｋｐ２蛋白

的表达，抑制了ｐ２７
ｋｉｐ１蛋白的表达；ｃＡＭＰ的抑制剂

ＲｐｃＡＭＰ（２０μｍｏｌ·Ｌ
－１）单独作用时对ｓｋｐ２、

ｐ２７
ｋｉｐ１蛋白的表达无显著影响，但抑制了ＦＳＨ 对

ｓｋｐ２、ｐ２７
ｋｉｐ１蛋白的作用。从图５Ｂ可以看出，Ｆｏｒｓ

ｋｏｌｉｎ与对照狊犽狆２ｍＲＮＡ 丰度相比增加了１６．３９

倍（犘＜０．０５），但与单独的ＦＳＨ 作用无显著差异

（犘＞０．０５）。ＲｐｃＡＭＰ（２０μｍｏｌ·Ｌ
－１）与ＦＳＨ共

同作用时影响了狊犽狆２的表达，使狊犽狆２ｍＲＮＡ的表

达量降低了４３．３５％，但 ＲｐｃＡＭＰ单独作用时对于

狊犽狆２的表达无显著影响（犘＞０．０５）。

Ａ、Ｂ分别表示蛋白与ｍＲＮＡ

Ａ，Ｂ．ＲｅｐｒｅｓｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
图５　犮犃犕犘对犉犛犎调节狊犽狆２、狆２７

犽犻狆１表达的影响

犉犻犵．５　犈犳犳犲犮狋狅犳犮犃犕犘犘犓犃狅狀犉犛犎狉犲犵狌犾犪狋犻狀犵狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狊犽狆２犪狀犱狆２７
犽犻狆１

２．６　犆犪
２＋内流对犉犛犎诱导狊犽狆２、狆２７

犽犻狆１表达的影响

从图６Ａ可以看出，Ｃａ２＋通道抑制剂Ｖｅｒａｐａｍｉｌ

单独作用时对ｓｋｐ２、ｐ２７
ｋｉｐ１蛋白的表达无显著影响，

但抑制了ＦＳＨ 对ｓｋｐ２、ｐ２７
ｋｉｐ１蛋白的作用。从图

６Ｂ可以看出，加入ＦＳＨ后，细胞中狊犽狆２ｍＲＮＡ表

达水平与对照组相比增加了７．１４倍；加入Ｃａ２＋通

道抑制剂Ｖｅｒａｐａｍｉｌ后使细胞内狊犽狆２ｍＲＮＡ的水

平有所下降，仅为ＦＳＨ单独作用时的６７．４５％（犘＜

０．０５）。Ｖｅｒａｐａｍｉｌ单独作用时对于狊犽狆２ｍＲＮＡ的

表达与对照组相比差异不显著（犘＞０．０５）。

Ａ、Ｂ分别表示蛋白与 ｍＲＮＡ

Ａ，Ｂ．ＲｅｐｒｅｓｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
图６　犆犪

２＋对犉犛犎调节狊犽狆２、狆２７
犽犻狆１表达的影响

犉犻犵．６　犈犳犳犲犮狋狅犳犆犪
２＋狅狀犉犛犎狉犲犵狌犾犪狋犻狀犵狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狊犽狆２犪狀犱狆２７

犽犻狆１

２．７　犈犚犓１／２对犉犛犎诱导狊犽狆２、狆２７
犽犻狆１表达的影响

从图７Ａ可以看出ＥＲＫ抑制剂 Ｕ０１２６单独作

用时对ｓｋｐ２、ｐ２７
ｋｉｐ１蛋白的表达无明显影响，但抑制

了ＦＳＨ对ｓｋｐ２、ｐ２７
ｋｉｐ１蛋白的作用。从图７Ｂ可以

９６７



畜　牧　兽　医　学　报 ４２卷　

看出，加入ＥＲＫ抑制剂 Ｕ０１２６对狊犽狆２ｍＲＮＡ的

表达无明显影响（犘＞０．０５），当Ｕ０１２６与ＦＳＨ共同

作用时狊犽狆２ｍＲＮＡ的表达明显下降，与ＦＳＨ单独

作用相比降低了５３．０％（犘＜０．０５）。

Ａ、Ｂ分别表示蛋白与 ｍＲＮＡ

Ａ，Ｂ．ＲｅｐｒｅｓｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
图７　犈犚犓１／２在犉犛犎调节狊犽狆２、狆２７

犽犻狆１表达中的作用

犉犻犵．７　犈犳犳犲犮狋狅犳犈犚犓１／２狅狀犉犛犎狉犲犵狌犾犪狋犻狀犵狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狊犽狆２犪狀犱狆２７
犽犻狆１

３　讨　论

在正常的细胞周期中，ｓｋｐ２的水平在Ｓ和 Ｇ２

期最高，而在Ｇ０和Ｇ１中的含量很少，ｓｋｐ２的稳定

性是造成ｓｋｐ２在细胞周期不同阶段水平差异的主

要原因［５］。尽管ｓｋｐ２在细胞周期中的水平主要受

翻译后调节机制的影响，但本试验发现，ＦＳＨ 作用

支持细胞后以时间依赖的方式诱导了ｓｋｐ２蛋白和

ｍＲＮＡ 的 表 达，Ｋａｔｚ等
［９］在 对 体 外 培 养 的 鼠

ＮＩＨ３Ｔ３和人Ｈｅｌａ细胞进行试验时也发现ｓｋｐ２的

表达受到了转录水平的调节，这表明ｓｋｐ２在睾丸支

持细胞周期中的水平可能受到转录和翻译后两个水

平的调节。

本试验中加入ｃＡＭＰ的增强剂Ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ促进了

ｓｋｐ２蛋白和ｍＲＮＡ的表达，而加入ｃＡＭＰ的抑制剂

ＲｐｃＡＭＰ却抑制了ｓｋｐ２蛋白和 ｍＲＮＡ的表达，这

表明ｃＡＭＰ级联参与了ＦＳＨ诱导的ｓｋｐ２表达的调

节。我们前期的研究结果表明，ＦＳＨ可以通过ｃＡＭＰ

和Ｃａ２＋激活ＥＲＫ１／２，促进细胞的增殖
［２］。本试验和

我们前期的结果显示，细胞内一定浓度的ｃＡＭＰ可以

促进ＰＣＮＡ（Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ）和ｓｋｐ２

的表达，这可能是与细胞内一定水平的ｃＡＭＰ能调节

Ｒｂ的磷酸化，发生去磷酸化的Ｒｂ可以促进ｓｋｐ２转

录和翻译调节有关［１０１１］。

在本试验中加入Ｌ型钙离子通道抑制剂Ｖｅｒａ

ｐａｍｉｌ后，试验数据表明Ｖｅｒａｐａｍｉｌ通过影响细胞内

Ｃａ２＋浓度而影响了睾丸支持细胞中ｓｋｐ２蛋白和

ｍＲＮＡ的表达，这表明，Ｃａ２＋内流可能参与了ｓｋｐ２

的表达调节。我们前面的研究也发现，在睾丸细胞

内，ＦＳＨ与受体结合后，除了促进ｃＡＭＰ的产生，还

可以促进Ｃａ２＋的内流
［３］。Ｃａ２＋内流之所以促进了

ｓｋｐ２的表达，可能是 Ｃａ
２＋ 能激活ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ和

ＣａＭ激酶，促进ＣＲＥＢ等转录因子的磷酸化，进而

影响ｓｋｐ２转录的结果
［１２］。

在本试验中，加入ＥＲＫ１／２的抑制剂Ｕ０１２６阻

断其活性后，试验数据表明ＥＲＫ１／２的水平降低明

显降低了ＦＳＨ诱导的ｓｋｐ２蛋白和ｍＲＮＡ的表达。

ＥＲＫ１／２之所以能促进狊犽狆２ｍＲＮＡ的表达，主要

是因为在Ｇ１／Ｓ中，ＥＲＫ１／２能通过ｃｆｏｓ和ｃｍｙｃ

调节ｃｙｃｌｉｎＤ１的转录，并且能促进ＣＤＫ２的转位和

ＣＤＫ２中ｔｈｒ１６０的磷酸化，而ｓｋｐ２的表达从属于

ＭＥＫ／ＥＲＫ 对 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达和 Ｒｂ 的 磷 酸

化［１３］。本结果还发现ＥＲＫ１／２也可以调节ｓｋｐ２的

蛋白水平，可能与ＥＲＫ１／２能激活磷酸化翻译起始

因子ｅＩＦ４Ｅ（Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４Ｅ）的蛋

白激酶 ＭＮＫ１和 ｍＴＯＲ／ｐ７０Ｓ６Ｋ，进而调节ｓｋｐ２

蛋白的翻译和翻译后修饰有关［１３］。我们前期的研

究也表明，ｃＡＭＰ和Ｃａ２＋ 内流可以激活ＥＲＫ１／２，

而且活化的ＥＲＫ１／２参与了仔猪睾丸支持细胞周

期的调节［３］，这说明ＦＳＨ 能通过 ＭＥＫＥＲＫＲＳＫ

级联途径调节狊犽狆２ｍＲＮＡ的表达，诱导支持细胞

的增殖。

在相同条件下，本试验检测ｓｋｐ２蛋白的同时也

检测了ｐ２７
ｋｉｐ１的表达，表明细胞中ｓｋｐ２蛋白的水平

０７７



　６期 甘　瑞等：ＦＳＨ对体外培养仔猪睾丸支持细胞ｓｋｐ２表达的影响

与ｐ２７
ｋｉｐ１成负相关，这与 ＰＣ３ （Ｈｕｍａｎｐｒｏｓｔａｔｅ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ）细胞中ｐ２７
ｋｉｐ１的表达水平与ｃｙｃｌｉｎ

Ｄ和ＰＣＮＡ的表达水平成负相关相吻合
［１４］；也进一

步提示ＦＳＨ可能通过转录和翻译后两种方式调节

ｓｋｐ２的水平，促进ｐ２７
ｋｉｐ１的降解，进而调节细胞周

期。

４　结　论

本试验表明，一定浓度的ＦＳＨ可以以时间依赖

的方式诱导狊犽狆２ｍＲＮＡ和蛋白的表达；ＦＳＨ 可能

通过ｃＡＭＰ的产生和促进Ｃａ２＋的内流激活ＥＲＫ１／

２级联，并通过ＥＲＫ１／２级联诱导ｓｋｐ２的表达；细

胞中ｓｋｐ２的水平与ｐ２７
ｋｉｐ１的水平成负相关。
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