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!摘要"

!

目的
!

探讨甾类激素对原代培养的大鼠附睾头部上皮细胞中
Z-2#J

表达的影响&

方法
!

不同浓度$
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%的二氢睾酮$
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%雌二醇$
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%及$
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aB

#
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a&

,/3

"

V

%地

塞米松$

*+G),+7M);/2+

#

?+G

%处理原代培养的附睾头部上皮细胞
"

!

D*

#分别采用
#<!S

琼脂糖凝胶电泳和
\LT

的方法检测

:5,#D,T>'

的表达&

结果
!

原代培养的附睾上皮细胞中
:5,#D,T>'

的表达呈时间依赖性减少#培养第
!

天
:5,#D

,T>'

水平下调约
H"S

#第
%

天下调约
&"S

#

D*

时附睾上皮细胞中几乎检测不到
:5,#D,T>'

的表达&不同浓度的
?YP

对
:5,#D,T>'

表达的下降有不同程度的减缓#

#"

aF

,/3

"

V

的
?YP

使
:5,#D,T>'

表达较对照细胞增加约
%&S

$

-

$

"<"D

%#

#"

aB

,/3

"

V

及
#"

a&

,/3

"

V?YP

处理后
:5,#D,T>'

表达进一步的增加&不同浓度的
N

!

和
?+G

对
:5,#D,T>'

表达的下降

无明显调节作用&

结论
!

雄激素能上调原代培养的附睾头部上皮细胞中
Z-2#J

的表达#而雌激素和糖皮质激素没有明显的

调节作用&
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附睾具有精子贮存'成熟和运输的功能#附睾上

皮细胞能合成和分泌多种蛋白#这些分泌蛋白在附

睾中呈高度的区域性和时间特异性表达#精子通过

与这些蛋白相互作用逐步成熟#并获得了运动能力

和受精能力)

#E!

*

&防御素$

*+4+2;-2

%是一类具有广谱

抗菌活性的阳离子多肽#哺乳动物防御素可分为
(

'

*

和
+

三类&附睾是
*

防御素表达最丰富的组织之

一#有近
D"

种
*

防御素被证实在附睾高表达#且绝

+

!!

+
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甾类激素对原代培养附睾头部上皮细胞中
Z-2#J

表达的影响

大部分是近年来新发现的附睾特异基因)

%E&

*

&许多

具有
*

防御素样结构的附睾特异蛋白的功能尚不清

楚&有研究显示#它们可能在宿主天然防御和精子

成熟过程中发挥双重作用)

B

*

&

Z-2#J

是国内学者张

永莲等)

F

*发现的特异表达于大鼠附睾头部上皮细胞

的
*

防御素样分子&

Z-2#J

能有效抑制附睾上皮原

代培养上清液中大肠埃希氏菌$

E(+!415+!5&+065

#

E%+065

%的生长)

#"

*

#并可在大鼠附睾不同区域以不同

的方式与精子头部结合#通过上调
L)

!Q水平诱导未

成熟精子的前向运动)

##

*

&我们前期的研究也发现

细菌脂多糖$

3-

I

/

I

/3

8

;)((M)1-*+;

#

V\5

%可以抑制大

鼠附睾头部
:5,#D

基因的表达#并抑制精子的成熟

和运动能力(我们还发现原代培养的附睾上皮细胞

在培养期间
Z-2#J

的表达呈时间依赖性减少)

#!

*

&

提示体内一些因素可上调
Z-2#J

的表达&本研究观

察了甾体激素对原代培养的附睾上皮细胞中
:5,#D

,T>'

表达的影响#以寻找体内维持
Z-2#J

生理性

表达的因子#这将有助于阐明
Z-2#J

在体内的调节

机制&

?

!

材
!

料

#<#

!

动物
!

H

个月龄雄性
5

I

1)

O

0+E?)]3+

8

大鼠购

自中国科学院上海实验动物中心)

5eUc

$沪%

!"#HE

""!B

*&

#<!

!

试剂和仪器
!

二氢睾酮$

?YP

%'

Y)2̂

/

;

平衡

液'胰酶和蛋白酶购自
5-

O

,)

公司(

PTAb/3T>'

抽

提试剂购自
A2:-71/

O

+2

公司(反转录试剂盒购自

6ZAK+1,+27);

公司(实时定量
\LT

试剂盒购自

P@e@Z@

公司(

"<HD

)

,

孔径尼龙膜和
"<!!

)

,

孔

径
\=?K

膜分别为
@;,/2-(

公司和
\'VV

公司产

品(非必需氨基酸'

?6N6

和
A6?6

培养基购自

X-J(/

公司(胎牛血清购自
ZA

公司(小鼠抗大鼠

Z-2#J

单克隆抗体和多克隆抗体由中国科学院上海

生物化学与细胞生物研究所张永莲院士实验室提

供&其他化学药品购自国药集团化学试剂有限公司

和
',1+;(/

公司&

@

!

方法和结果

!<#

!

大鼠附睾头部上皮细胞分离培养
!

雄性
5?

大鼠$体质量
!D"

"

%""

O

%颈椎脱臼处死#取双侧附

睾头部组织#剔除多余脂肪#放入
$",,

培养皿中#

加入
!,VY)2̂

/

;

平衡盐溶液#剪碎组织#反复吹

打#过
!""

目滤网#收集组织碎块#重复
#"

次#洗去

精子#用滴管将上述组织碎块移入
#",V"<!DS

胰

蛋白酶液中#放入
%!k

摇床#

$"

转"
,-2

消化

%",-2

#消化后组织
B""_

2

离心
D,-2

#弃上清#

Y)2̂

/

;

平衡盐溶液重复洗
!

次#将组织移入
#",V

"<#S

胶原酶液中#放入
%!k

摇床#

$"

转"
,-2

消化

$",-2

#消化后组织用
!""

目滤网过滤#滤液
B""_

2

离心
D,-2

#弃上清#

Y)2̂

/

;

平衡盐溶液重复洗
!

次#移入培养瓶中#加原代细胞培养液#置于
%&k

'

DSL@

!

培养箱中孵育
#!M

#收集上清#离心计数后

重种于
$

孔板&

!<!

!

T>'

抽提
!

原代培养的附睾头部上皮细胞#

弃掉培养液#加入
#,VPTAb/3

#静置
D,-2

充分裂

解#反复吹打数次#后吸入
#<D ,VN\

管&加

!""

)

V?N\L

水平衡的氯仿#充分震荡混匀#静置

#",-2

&

#D"""_

2

'

Hk

离心
!",-2

#取上清加等体

积异丙醇充分震荡#

a!"k

沉淀
!M

&

#D"""_

2

'

Hk

离心
!",-2

#弃上清#沉淀用清洗液$无水乙

醇
j?N\L

水
%̀j#

%

#,V

清洗
!

遍#

#$k

晾干沉

淀#适量
?N\L

水溶解#测
T>'

浓度&

!<%

!

统计学处理
!

数据以
&

.R(

表示#采用
5'5

软

件进行统计学分析#各组间数据处理采用方差分析#

两组比较采用
"

检验&检验水准$

(

%为
"<"D

&

!<H

!

\LT

!<H<#

!

反转录
!

反应总体积为
#"

)

V

#反应体系中

包括
T>'!

)

O

#

#,,/3

"

V*>P\

#

#!9T>'

酶抑

制剂#

#D9'6=

反转录酶#

#_TP

反应缓冲液#

!<D

)

,/3

"

V

随机引物&反应条件依次为!

!Dk#"

,-2

#

H!k#M

#

&"k#",-2

&反应在
\LT

仪中进

行&反应产物置于
a!"k

中备用&

!<H<!

!

引物
!

:5,#D

'

FC-GH

的引物序列分别为!

:5,#D

$产物
%%&J

I

%!

4/1])1*DoEXX'L'LLL'XPL

'PL 'XPL'L'PE%o

#

1+:+1;+DoEPPPXXXXPX

LPPLL'XXPLPLPE%o

(

FC-GH

$产物
HH%J

I

%!

4/1])1*DEPPL'PPX'LLPL''LP'L'PXE%o

#

1+:+1;+DoEXPXXL'XPX'PX XL'PXX'LE%o

&

:5,#D

及其他
*

防御素引物为中国科学院上海生物化

学与细胞生物研究所张永莲院士馈赠&

!<H<%

!

半定量
\LT

!

反应总体积为
#"

)

V

#反应体

系中包括!

(?>'#""2

O

#

#_\LT

反应缓冲液#

#<B

+

%!

+
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,,/3

"

V6

O

L3

!

#

"<!,,/3

"

V*>P\

#

"<!

)

,/3

"

V

上'下游引物#

!9=&

I

?>'

聚合酶&反应条件!

:5,#D

'

FC-GH

#

FHk%";

#

DBk%";

#

&!kH";

(

G4

3

D!#

#

FHk%";

#

D#k%";

#

&!kH";

(

G4

3

D!F

#

FHk%";

#

D"k%";

#

&!kH";

&对
\LT

扩增循环

数进行优化#并将扩增条件定为!

FC-GH

#

#F

(

8

(3+;

(

:5,#D

#原代细胞样品
%!(

8

(3+;

&

\LT

产物

于
#<!S

琼脂糖凝胶中电泳并拍照&

!<H<H

!

实时定量
\LT

!

反应总体积为
#D

)

V

#包括

(?>' D" 2

O

#

!_\LT ,);7+1 ,-G&<D

)

V

#

!"

)

,/3

"

V

的上'下游引物各
"<#D

)

V

#剩余体积由

水补足&反应条件同半定量
\LT

&

!<D

!

原代培养的附睾上皮细胞中
:5,#D

的表达呈

时间依赖性减少
!

原代分离培养的大鼠附睾上皮细

胞中观察
:5,#D

和另外
!

个附睾头部特异的
*

防御

素
G4

3

D!#

和
G4

3

D!F

的表达情况&结果显示
:5,#D

,T>'

表达量随培养时间延长逐步降低#原代培养

第
!

天
:5,#D,T>'

水平下调约
H"S

#第
%

天

:5,#D,T>'

水平下调约
&"S

#

D*

后附睾上皮细

胞中几乎检测不到
:5,#D ,T>'

表达$图
#

%&

G4

3

D!#

的表达模式与
:5,#D

类似#呈时间依赖性降

低#而
G4

3

D!F,T>'

在体外原代培养附睾上皮中

的表达不随时间增加而减少&

!<$

!

雄激素能够上调原代培养附睾头部上皮细胞

中
:5,#D

的 表 达
!

不 同 浓 度 $

#"

aF

'

#"

aB

'

#"

a&

,/3

"

V

%的
?YP

处理原代培养的附睾头部上皮

细胞
!HM

后检测
:5,#D

的表达情况&结果显示#

?YP

能进行性上调
:5,#D,T>'

的表达量&其中

#"

aF

,/3

"

V?YP

使
:5,#D,T>'

表达较对照细胞

增加约
%&S

$

-

$

"<"D

%#

#"

aB

,/3

"

V

及
#"

a&

,/3

"

V

的
?YP

处理后
:5,#D,T>'

表达进一步增加$图

!'

%&进一步延长
?YP

处理细胞的时间至
D*

#检

测不同时间点$

"

'

H

'

B

'

#$M

#

#

'

!

'

%

'

H

'

D*

%

:5,#D

,T>'

的表达情况&结果显示#与对照细胞相比#

不同浓度$

#"

aF

'

#"

aB

'

#"

a&

,/3

"

V

%的
?YP

处理不

同时间点后
:5,#D

的表达下降速度减慢#但不能逆

转原代附睾上皮细胞中
:5,#D

时间依赖性的表达下

调$图
!Z

%&

图
?

!

#$%?&

#

'(

)

&@?

和
'(

)

&@W/<M8

在原代培养

大鼠附睾头部上皮细胞中的表达

A'

1

?

!

!5

&

#.00'*+0*,#$%?&

&

'(

)

&@?"+-'(

)

&@W/<M8

'+

&

#'/"#

%

(3$)3#.-#").

&

')4.$'"$(.$$0,#*/.

&

'-'-

%

/'04."-

'

!

TPE\LT)2)3

8

;-;/4,T>';+G71)(7+*41/,

I

1-,)1

8

(+33;(03701+*

4/1*-44+1+27*)

8

(

Z

!

T+3)7-:++G

I

1+;;-/2;/4,T>';<6

!

?>'

,)1̂+1<,̀ %

#

&

.R(

图
@

!

不同浓度
IND

对原代培养的附睾头部上皮细胞中
#$%?&/<M8

表达的影响

A'

1

@

!

!,,.()*,IND*+#$%?&/<M8.5

&

#.00'*+'+

&

#'/"#

%

(3$)3#.-.

&

'-'-

%

/"$.

&

')4.$'"$(.$$0

'

!

i0)27-7)7-:+TPE\LT)2)3

8

;-;/4,T>'+G71)(7+*41/,

I

1-,)1

8

(+33;71+)7+*]-7M(/271/3

$

+

d

0-:)3+27+7M)2/3

%#

#"

aF

#

#"

aB

#

/1#"

a&

,/3

"

V

?YP4/1!HM

(

Z

!

i0)27-7)7-:+TPE\LT)2)3

8

;-;/4,T>'+G71)(7+*41/,

I

1-,)1

8

(+33;71+)7+*]-7M+

d

0-:)3+27+7M)2/3

#

#"

aF

#

#"

aB

#

/1#"

a&

,/3

"

V?YP4/1"M

#

HM

#

BM

#

#$M

#

#*

#

!*

#

%*

#

H*

#

D*<?YP

!

?-M

8

*1/7+;7/;7+1/2+<

"

-

$

"<"D:;(/271/3

O

1/0

I

<,̀ %

#

&

.R(

!<&

!

雌激素"糖皮质激素对原代培养附睾头部上皮

细胞中
:5,#D

的表达没有影响
!

进一步观察不同浓

度雌二醇$

#"

aF

,/3

"

V

'

#"

aB

,/3

"

V

#

N

!

%和地塞米松

$

#"

aB

,/3

"

V

'

#"

a&

,/3

"

V

#

?+G

%处理原代培养的附睾

+

H!

+
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甾类激素对原代培养附睾头部上皮细胞中
Z-2#J

表达的影响

上皮细胞不同时间点$

"

'

H

'

B

'

#$M

#

#

'

!

'

%

'

H

'

D*

%后

:5,#D)A/C

的表达&结果显示#不同浓度
E

!

或

?+G

处理后的
:5,#D,T>'

的变化趋势与对照组

相同#都随着培养时间的延长而进行性下降#且处理

组在各个时间点与对照相比差异都无统计学意义

$图
%'

'

%Z

%&

图
B

!

!

@

及
I.5

对原代培养的附睾头部上皮细胞中
#$%?&/<M8

表达的影响

A'

1

B

!

!,,.()*,!

@

*#I.5*+#$%?&/<M8.5

&

#.00'*+'+

&

#'/"#

%

(3$)3#.-.

&

'-'-

%

/"$.

&

')4.$'"$(.$$0

'

!

i0)27-7)7-:+TPE\LT)2)3

8

;-;/4,T>'+G71)(7+*41/,

I

1-,)1

8

(+33;71+)7+*]-7M(/271/3

$

+

d

0-:)3+27+7M)2/3

%#

#"

aF

,/3

"

V)2*#"

aB

,/3

"

V

N

!

4/1"M

#

HM

#

BM

#

#$M

#

#*

#

!*

#

%*

#

H*)2*D*

(

Z

!

i0)27-7)7-:+TPE\LT)2)3

8

;-;/4,T>'+G71)(7+*41/,

I

1-,)1

8

(+33;71+)7+*]-7M

+

d

0-:)3+27+7M)2/3

#

#"

aB

,/3

"

V)2*#"

a&

,/3

"

V?+G4/1"M

#

HM

#

BM

#

#$M

#

#*

#

!*

#

%*

#

H*

#

D*<N

!

!

N;71)*-/3

(

?+G

!

?+G),+7M);/2+<,̀

%

#

&

.R(

B

!

讨
!

论

在体外培养的附睾上皮细胞株中#很多附睾特

异蛋白会发生表达缺失&本研究在进行大鼠附睾头

部上皮细胞原代培养时也发现
:5,#D,T>'

的表

达随着培养时间的增加不断减少#原代培养
!*

时

表达减少近
D"S

#

D*

后附睾上皮细胞中几乎检测

不到
:5,#D,T>'

的表达&除
Z-2#J

外#附睾头部

特异性表达的
*

防御素家族成员
?+4J!#

的表达在

原代培养的附睾上皮细胞中也随时间增加而减少(

而另一个
*

防御素家族成员
?+4J!F

的表达在同样

条件下没有表现出明显改变#始终维持比较恒定的

水平#提示
Z-2#J

和
?+4J!#

的表达可能属于诱导性

表达#而
?+4J!F

的表达属于组成性表达&目前还不

清楚体内哪些因素调节
Z-2#J

的表达#寻找调节

Z-2#J

生理性表达的分子将有助于更深入地了解附

睾特异
*

防御素的表达调控机制&

附睾液中的雄激素主要是睾酮和
?YP

#它们在

附睾中含量很高#其来源除了睾丸液和血循环外#一

些研究认为附睾上皮也能合成和分泌雄激素#实验

证明附睾上皮中有
D

(

还原酶等与雄激素代谢有关

的酶的表达)

#%E#H

*

&睾酮和
?YP

在附睾的发育和精

子成熟方面发挥重要作用&已知雄性大鼠性成熟

时#附睾中
Z-2#J

的表达水平达峰值#并在整个性成

熟期维持较高水平&此外有研究显示#给雄性大鼠

实施双侧去势手术后#

*

防御素
?+4J!#

'

!H

'

%"

和
%$

等基因的
,T>'

水平大幅下降#而补充外源性雄激

素后#上述基因的表达很快恢复到术前水平)

D

*

&近

年来在不同种属中的研究均发现部分附睾特异性
*

防御素的表达受雄激素的调节)

#DE#&

*

&这些结果提示

在体内
Z-2#J

的表达可能也受雄激素的调节&本研

究观察了不同浓度
?YP

对原代培养的附睾头部上

皮细胞中
:5,#D

表达的影响#结果发现#

?YP

能上

调原代培养附睾上皮细胞中
:5,#D

的表达#其中

#"

aF

,/3

"

V?YP

使
:5,#D,T>'

表达较对照细胞

增加约
%&S

#且
#"

aB

,/3

"

V

及
#"

a&

,/3

"

V

的
?YP

处理后
:5,#D,T>'

表达进一步增加&但是于原

代附睾上皮细胞培养液中仅使用
?YP

处理并不能

完全逆转
Z-2#J

的时间依赖性表达减少#提示除了

雄激素外#还存在其他能够上调
Z-2#J

表达的因子&

文献报道#大'小鼠及人的成熟睾丸
V+

8

*-

O

细

胞和$或%精原细胞可分泌雌激素#使其在睾丸液中

维持较高浓度#而睾丸和附睾中都有雌激素受体

$

+;71/

O

+21+(+

I

7/1

#

NT

%表达(雌激素在附睾精子成

熟过程中发挥重要作用#

NT

(

被敲除或被拮抗剂阻

断后#附睾尾部精子数量减少'形态畸形)

#BE#F

*

&本研

究采用不同浓度的
N

!

处理原代培养的附睾上皮细

胞#结果发现雌激素对
:5,#D,T>'

表达没有影

响&此外#考虑到
Z-2#J

是防御素家族成员#有抗菌

作用并参与体内的天然免疫#而糖皮质激素是体内

+

D!

+
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重要的免疫调节因子#因此我们还观察了
?+G

对原

代培养附睾上皮细胞中
:5,#D,T>'

表达的影响#

但结果显示
?+G

对
:5,#D,T>'

表达也没有明显

影响&寻找维持体内
Z-2#J

生理性表达的调节因子

仍是今后要继续的工作&

综上所述#本实验发现雄激素能上调附睾上皮

细胞中
Z-2#J

表达#但是雌激素和糖皮质激素没有

上述作用&以上发现有助于更深入地了解
*

防御素

样附睾特异蛋白
Z-2#J

的调节机制及其在精子成熟

过程中的病理生理作用#并可能为附睾源性男性不

育的防治提供药靶位点&
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