
畜牧兽医学报
!

!"#$

!

$%

"

&

#$

#"'#!#"'H

!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",)("$-()("$

"#$

$

%&'%%()*

%

+

'$,,-'&*..!./.)'0&%)'&1'&&/

玉米赤霉烯酮对小鼠睾丸间质细胞内
5=<,

蛋白及类固醇合成关键酶表达的影响

郑王龙%

!

0

!刘
!

青%

!

*

!王亚军%

!黄沁怡%

!徐
!

辉%

!王宜安%

!顾建红%

!

袁
!

燕%

!刘学忠%

!刘宗平%

!

0

!卞建春%

!

0

"

"

%'

扬州大学兽医学院!扬州
003&&/

(

0'

江苏省动物重要疫病与人兽共患病防控协同创新中心!扬州
003&&/

(

*'

焦作出入境检验检疫局!焦作
)3)&&%

#

摘
!

要!为了探讨玉米赤霉烯酮"
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#抑制睾丸间质细胞分泌雄激素的毒性机理!本研究以体外培养

的原代小鼠睾丸间质细胞为材料!分别以
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后!利用

JN,TNP-!O<#T

和
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抑制睾丸间质细胞分泌睾酮的一个重要原因是其抑制了睾酮合成通路中类固醇合成关键酶的分泌'
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玉米赤霉烯酮"
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#是由镰刀菌

产生的一种类雌激素样真菌毒素!其化学名为
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羟基
!.!

氧基碳烯基#
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雷锁酸
!
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内酯+
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'产生

E94

最常见的是禾谷镰刀菌!此外还有三线镰刀

菌&木贼镰刀菌&雪腐镰刀菌&粉红镰刀菌等!广泛存

在于霉变的玉米&高粱&小麦等谷类作物和奶中!具

有很强的生殖毒害和致癌性+

0

,

'目前研究表明!

E94

主要是作用于生殖系统!对雌性动物和雄性动

物都能产生危害'在
E94

中毒时!雄性动物生殖系

统主要表现为睾丸萎缩&乳头肿大&包皮水肿&精液

浓度降低&质量下降等症状以及精原细胞和精母细

胞都有不同程度的损伤+
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体重h%的玉米赤霉烯酮!结果发现精子的生产效率

和血清睾酮浓度显著降低!且与
E94

所用剂量存在

正相关'

'̀I;-
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,的研究中采用了
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细胞分泌睾酮!结果显示!睾酮的分泌量与

E94

的暴露浓度呈现负相关'但是目前人们对

E94

抑制睾丸间质细胞分泌睾酮的分子机理尚不

完全清楚'

睾酮是一种类固醇激素!以胆固醇为原料在睾

丸间质细胞内经过一系列酶催化反应而合成的!胆

固醇进入细胞后!首先在类固醇激素合成快速调节

蛋白"

2T4̂

#作用下!由线粒体外膜转运进内膜!然

后在细胞色素
b)3&

胆固醇侧链裂解酶"

b)3&,AA

#的

催化下裂解成孕烯醇酮!孕烯醇酮再由
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#催化成孕酮!细胞色素
b)3&%1
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羟化酶"

b)3&A%1;%

#又催化孕酮生成雄烯二酮!它作

为雄激素的前体物质在
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羟类固醇脱氢酶"
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*
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#的作用下!最终生成睾酮+
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'本研究在建立小

鼠原代睾丸间质细胞体外毒性模型的基础上!通过测

定
E94

对
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在转录水平和翻译水平表达的影响!旨在从分

子水平揭示
E94

抑制睾酮分泌的机制'
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材料与方法
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主要试剂及材料
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小鼠"扬州大学比较医学中
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'
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Ĝ4
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!

K24
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抗体&

b)3&,AA

抗体&

*
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!F26

抗

体&

b)3&A%1;%

抗体&
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!F26

抗体"
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!

K24

#!所有的
bX̂

引物由英潍捷基上海有限公司

合成!其他试剂均为国产分析纯'

#B!

!

主要仪器

电泳仪
b̂ \V94F

&电泳槽&转膜仪均为
57\!

4̂6

"

K24

#公司出品!超声波细胞破碎仪
Ì/0!06

"宁波新芝生物科技服务有限公司#!

4513&&

荧光

定量
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#!二氧化碳

培养箱"

V>NP:#

!
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#!

3(%&^

台式高速冷冻离心

机"

9

SS

N-"#PU

!
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@
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#B(

!

睾丸间质细胞的分离与培养

分离及培养方法参照文献+

%&

,!采用酶消化法

和不连续密度梯度
bNPA#<<

离心法将间质细胞进行

分离!收集细胞后并用
6!_9_

%

[!%0

在
3Z X\

0

&

*1Y

条件下培养'

#B$

!

分离小鼠睾丸间质细胞的计数与活率鉴定

将获得的睾丸间质细胞悬液吹打均匀!取细胞

悬液与
&')Z

台盼蓝溶液按
/n%

的比例充分混匀!

显微镜下观察细胞活率'

#B%

!

离体小鼠睾丸间质细胞的纯度鉴定

采用改进
'̀b'J$NON

的方法+

%%

,

!将每孔中的培

养液吸去
%'.:L

!留
&'):L

!每孔加入新配制的

*

*

!F26

底物作用液
&'(:L

之后摇匀!将培养板放

在
*1Y

环境下作用
0>

后!在倒置显微镜下观察各

孔细胞!根据染成蓝色的细胞个数决定细胞的纯度'

#BH

!

建立体外中毒模型

原代取材的小鼠睾丸间质细胞在
3Z X\

0

&

*1

Y

条件下!培养
0)>

后!状态稳定的情况下开始

E94

暴露!根据暴露浓度的不同设为
&

&

%

&

3

&

%&

&

0&

+

?

3

:L

h%

3

组!暴露时间为
%0>

'

#B&

!

L̀<

对小鼠睾丸间质细胞内
5=<,

%

1$%"-00

%

(

!

GQ5:

%

1$%"0#&.#

%

#&

!

GQ5:

转录水平表达影响的

测定

%'1'%

!

间质细胞总
Ĝ4

的提取
!!

Ĝ4

的提取

由细胞总
Ĝ4

小量制备试剂盒"

4D

@S

PN

S

!

K24

#

来完成!具体操作根据试剂盒内提供的说明书进行'

0/&%
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蛋白及类固醇合成关键酶表达的影响

用细胞刮刮取附着在六孔板底面的细胞!将细胞与

培养上清一同收集至离心管离心!弃上清!收集细

胞'向收集得到的细胞内加入
5RUUNP !̂

-

!

5RUUNP

!̂

(

!漩涡振荡后离心!取上清!加入异丙醇颠倒混

和均匀!离心弃滤液!加入
5RUUNPJ%4

!离心弃滤

液!加入
5RUUNPJ0

离心!以同样的方法再用
5RUUNP

J0

洗涤
%

次'加
5RUUNPV9

或
Ĝ;,N!UPNN

水!洗脱

得
Ĝ4

'制备后的
Ĝ4

分装后!

h(&Y

保存'

%'1'0

!

Ĝ4

去基因组及反转录
!!

基因组
6G4

去除及反转录反应由
bP$:N2AP$

S

T

.

V̂PN;

?

N-T8$T

Q$T>

?

6G49P;,NP

"

V;8;̂ ;
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S

;-

#完成'反转录

的
A6G4
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V&)*G;-#6P#

S

"

V>NP:#

!

K24

#测定

浓度后!适当分装!

h0&Y

保存'

%'1'*

!

引物的设计
!!

所用引物见表
%

所示!除

H4b6F

内参为引用文献+

%0

,外!其余的均用

bP$:NP3

软件设计引物'

表
#

!

物序列

).97+#
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R

F+80+-

基因名称
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本试验采用
2I5̂

.

bPN:$D9DV;

B

V_
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!
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S
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#试剂盒!并按照

说明书的要求配成
0&

+

LbX̂

体系'将
N̂;<!T$:N

bX̂

体系所需各种试剂加入
/.

孔微量反应板中!

再装入预热过的
4513&&

荧光定量
bX̂

仪中!反应

条件$

/3Y*&,

(

/3Y3,

!

3/Y*),

!共
)&

个循环'

.&

"

/3Y

熔解曲线分析'

#BI

!

L̀<

对小鼠睾丸间质细胞内
5=<,

%

1$%"-00

%

(

!

GQ5:

%

1$%"0#&.#

%

#&

!

GQ5:

蛋白表达影响的测定

将直径
%&&::

细胞培养皿从
X\

0

培养箱中

取出!用细胞刮刮取附着在培养皿底部的细胞!将细

胞与培养上清同时转移至
3&:L9b

管中'每个培

养皿用
3:Lb52

液冲洗并将冲洗液回收至相应的

3&:L9b

管中!

)Y3&&

?

离心
%&:$-

!弃上清!将

聚集在管底的细胞用
%:Lb52

重悬并转移至
%'3

:L9b

管中!重复离心与重悬
0

"

*

次!以清洗培养

基中的血清干扰'根据细胞数量加入
%&&

"

%3&

+

L

含蛋白酶抑制剂的细胞裂解液'

) Y

裂解
*&:$-

后!超声波细胞破碎仪裂解
*&,

!

)Y

&

%0&&&

?

离心

%&:$-

!去上清!即为蛋白样品'以上所有操作在冰

上或
) Y

条件下进行!蛋白样品浓度的测定采用

5X4

试剂盒"碧云天#测定!用
3i262b4H9<#;"!

$-

?

ORUUNP

与样品蛋白
.n%

的比例混合!在
%&&Y

的沸水中!煮沸
%&:$-

后!

h0&Y

保存'

每个样品的蛋白取
*&

"

3&

+

?

!加到浓缩胶合

分离胶进行电泳!电泳后进行转膜!用
V52V

包含

3Z

的脱脂乳奶粉在室温下进行封闭
0>

!按说明书

的比例将一抗用
3Z

的
VG2V

稀释!在
)Y

环境下

过夜!用
V52V

洗脱
3

次后!加入
%n0&&&

的二抗

室温孵育
0>

!在暗室中!加入发光液进行显影'

#B'

!

数据分析

N̂;<!T$:NbX̂

的数据处理采用
0

h

((

XV法!由

2b22

软件的
\-N!Q;

@

4G\W4

分析数据!并对分

析结果作图'

*/&%
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果

!B#

!

小鼠睾丸间质原代细胞的纯度鉴定

原代取材得到的小鼠睾丸间质细胞活率和细胞

纯度都为
/&Z

!台盼蓝拒染法测定细胞活率见图

%4

!其中晶莹透亮的没有着色的细胞为活细胞!染

成暗蓝色的细胞为死细胞'

J$NON

法
*

*

!F26

底物

作用液染色的原代睾丸间质细胞见图
%5

!其中被染

成深蓝色的细胞为睾丸间质细胞'

!B!

!

L̀<

对小鼠睾丸间质细胞内
!'+,

%

$$%"-..

%

(

!

/0!%

%

$$%".#&1#

%

#&

!

/0!%

等
6,O<

水平表达

的影响

如图
0

所示!随着染毒浓度的增加!各基因的表

达趋势有所不同'

-#!G

的转录水平随着染毒浓度

4'

台盼蓝染色
%&&i

(

5'J$NON

染色
0&&i

4'VP

@S

;-O<RN,T;$-$-

?

(

5'J$NON,T;$-$-

?

0&&i

图
#

!

小鼠睾丸间质细胞

C;

3

B#

!

T2F-+7+

?

A;

3

0+77-

的增加呈上升趋势!与对照组比较!

%&

+

?

3

:L

h%剂

量组和
0&

+

?

3

:L

h%剂量组分别呈现显著"

C

'

&l&3

#和极显著差异 "

C

'

&'&%

#'

C)3&/""

&

*

%

E

O-A

&

C)3&"%1$%

和
%1

%

EO-A

的
:̂ G4

水平各染

毒组均较对照组下降!

C)3&/""

和
*

%

EO-A

在
E94

浓度为
%

+

?

3

:L

h%时就急剧下降"

C

'

&'&%

#!而染

毒浓度为
3

和
%&

+

?

3

:L

h%时!反而出现升高趋势

"

C

'

&'&3

#!至
0&

+

?

3

:L

h%时!再次下降"

C

'

&l&%

#(

C)3&"%1$%

和
%1

%

EO-A

则随着染毒浓度的

增加呈下降趋势!且与对照组相比差异均显著或极

显著"

C

'

&'&3

或
C

'

&'&%

#'

!B(

!

L̀<

对小鼠睾丸间质细胞内
5=<,

%

1$%"-00

%

(

!

GQ5:

%

1$%"0#&.#

%

#&

!

GQ5:

蛋白水平表达的影响

由图
*

可见!随着染毒浓度的增加!

2T4̂

蛋白

的表达量呈现上升趋势!与对照组比较!均存在显著

"

C

'

&'&3

#或极显著"

C

'

&'&%

#差异'而
b)3&,AA

&

*

*

!F26

&

b)3&A%1;%

&

%1

*

!F26

的蛋白水平表达量

随染毒浓度的增加均呈现明显的下降趋势"

C

'

&l&3

或
C

'

&'&%

#'

(

!

讨
!

论

研究表明!

E94

具有抑制小鼠睾丸间质细胞活

性作用!随着
E94

剂量的增加!细胞相对存活率逐

"

'

差异显著!

C

'

&'&3

(

""

'

差异极显著!

C

'

&'&%

'下同

"

'C

'

&'&3

(

""

'C

'

&'&%'V>N,;:N;,ON<#Q

图
!

!

不同浓度玉米赤霉烯酮对小鼠
[+

?

A;

3

细胞
!'+,

%

$$%"-..

%

(

!

/0!%

%

$$%".#&1#

和
#&

!

/0!%

转录水平

表达的影响

C;

3

B!

!

L44+0=24A;44+/+8=0280+8=/.=;28 L̀<=2!'+,

#

$$%"-..

#

(

!

/0!%

#

$$%".#&1#.8A#&

!

/0!% 6,G

O<+K

D

/+--;28247+

?

A;

3

0+77-

渐降低!当
E94

浓度为
%&

+

?

3

:L

h%时!细胞相对

存活率为
3)')/Z

!接近半数致死浓度!当
E94

浓

度为
)&

+

?

3

:L

h% 时!细 胞相对存 活率仅为

%0l&*Z

!染毒
0)>

后!显微镜下观察细胞几乎死

亡+

%&

,

'研究表明!

E94

具有雌激素活性!通过与雌

激素受体结合而作用于动物的生殖系统!引起各种

雌激素样作用+

%*!%)

,

'

'̀I'I;-

?

等+

3

,持续
1"

在成

)/&%



!

1

期 郑王龙等$玉米赤霉烯酮对小鼠睾丸间质细胞内
2T4̂

蛋白及类固醇合成关键酶表达的影响

图
(

!

不同浓度
L̀<

对小鼠
7+

?

A;

3

细胞
5=<,

%

1$%"-00

%

(

!

GQ5:

%

1$%"0#&.#

%

#&

!

GQ5:

在蛋白水平表达的影响

C;

3

B(

!

L44+0=24A;44+/+8=0280+8=/.=;28 L̀<=25=<,

#

1$%"-00

#

(

!

GQ5:

#

1$%"0#&.#

#

#&

!

GQ5:

D

/2=+;8+K

D

/+--;2824

7+

?

A;

3

0+77-

年雄性小鼠腹腔内注入
&

&

03

&

3&

&

13:

?

3

]

?

体

重h%的
E94

!结果精子的生产效率和血清睾酮浓度

显著降低!且与
E94

所用剂量存在正相关'

'̀

I;-

?

等+

.

,的研究中采用了
>XH

刺激
LN

@

"$

?

细胞

分泌睾酮!结果显示!睾酮的分泌量与
E94

的暴露

浓度呈现负相关'刘青等+

%3

,研究表明!无论在
LF

还是
>XH

环境下
E94

都可通过
A4_b

途径使小鼠

睾丸间质细胞分泌睾酮的量显著降低'

睾酮的合成主要由
LF

诱导!当
LF

与
LF^

结合后使腺苷酸环化酶或
H

蛋白系统产生
A4_b

!

从而激活蛋白激酶!促使类固醇激素合成调节蛋白

和酶的表达!进而刺激睾酮的合成+

%.

,

'睾酮合成的

原材料是存在于线粒体外的胆固醇!胆固醇从线粒

体外膜转运至内膜参加类固醇激素合成!该过程需

要
2T4̂

作用于线粒体外膜!介导并促进胆固醇的

转运!该过程是睾酮合成起始限速步骤+

%1

,

!

2T4̂

主

要参与类固醇合成的早期调节+

%(

,

'而类固醇合成

的晚期调节!是通过调控类固醇合成相关酶的表达

实现的+

%/

,

'

b)3&,AA

位于线粒体内!其主要作用是

将转入线粒体内的胆固醇侧链裂解转化为孕烯醇

酮+

0&

,

!孕烯醇酮是所有类固醇激素合成的前体!经

羟化和侧链裂解形成睾酮'

*

*

!F26

的作用是将孕

烯醇酮转化为孕酮!后者再经
b)3&A%1;%

催化孕酮

生成雄烯二酮!它作为雄激素的前体物质在
%1

*

!

F26

的作用下!最终生成睾酮+

1!/

,

'

本研究结果显示!

LN

@

"$

?

细胞暴露在不同浓度

3/&%
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的
E94

环境中!

2T4̂

在转录水平和翻译水平的表

达量均升高!并与
E94

的浓度成正比例关系'

2T4̂

表达的增加可以促进原材料胆固醇从线粒体

外膜向线粒体内膜的转移!进而加快睾酮的合成'

但大量的体内外研究证实+

3!.

,

!

E94

具有抑制睾酮

合成的作用!这说明
E94

抑制睾酮合成并不是通过

抑制调节蛋白
2T4̂

所引起的!而是通过其他途径

导致的'在
E94

的作用下!

2T4̂

表达的增加可能

与睾酮对细胞的反馈调节有关'

本研究测定的
E94

对类固醇合成关键酶影响

的结果显示!睾丸间质细胞内类固醇合成关键酶

b)3&,AA

&

*

*

!F26

&

b)3&A%1;%

&

%1

*

!F26

的转录水平

和翻译水平表达量!随着
E94

的浓度升高都呈下降

趋势'这些结果提示!

E94

抑制睾酮的分泌一个重

要原因!可能是其抑制了睾丸间质细胞类固醇合成

关键酶
b)3&,AA

&

*

*

!F26

&

b)3&A%1;%

&

%1

*

!F26

的

表达!从而抑制睾酮的合成!其抑制关键酶合成的机

制有待进一步研究'

$

!

结
!

论

E94

对睾丸类固醇合成早期调节蛋白
2T4̂

没有抑制作用!但可以在转录水平和翻译水平显著

抑制睾丸类固醇合成晚期调节酶
b)3&,AA

&

*

*

!F26

&

b)3&A%1;%

和
%1

*

!F26

等的表达!这可能是
E94

抑制睾丸间质细胞分泌睾酮的一个重要原因'
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