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［摘要］　目的：探讨ＰＩＡＳ２在不同生精功能状态的人睾丸组织中的表达情况。方法：对８０例无精子症患者进行睾丸组织病

理检查诊断，根据病理形态的不同分为：生精功能正常或基本正常（ｎ＝４０）、精子发生低下（ｎ＝２０）、唯支持细胞综合征（ｎ＝２０）

等。选择上述各型结构完整的睾丸组织，分别应用免疫组化法（ＳＰ）对ＰＩＡＳ２在不同生精功能状态的睾丸组织进行研究。结

果：ＰＩＡＳ２在各级生精细胞多为强阳性表达，呈深棕黄色；ＰＩＡＳ２在间质细胞及支持细胞表达弱阳性表达或不表达。结论：

ＰＩＡＳ２染色强弱与睾丸生精功能的强弱有一定关系，是一个潜在的判断睾丸生精功能的指标。
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　　ＰＩＡＳ蛋白是ＳＴＡＴｓ（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄ
ａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴｓ）信号通路的负调
控因 子。ＰＩＡＳ 蛋 白 家 族 包 括 ＰＩＡＳ１、ＰＩＡＳ３、

ＰＩＡＳｘα（ＰＩＡＳ２）、ＰＩＡＳｘβ和ＰＩＡＳｙ５个成员。近年
的研究发现ＰＩＡＳ家族蛋白具有 小泛素相关修饰

Ｅ３（ｓｍａｌｌｕｂｉｑｕｉｔｉｎｌｉｋｅｍｏｄｉｆｉｅｒＥ３，ＳＵＭＯＥ３）连
接酶活性［１］，并能够通过多种机制上调或下调６０多
种蛋白的活性。这６０多种蛋白中绝大多数是转录

因子，包括了已知的原癌蛋白ＪＵＮ、ＭＹＢ、ＳＴＡＴ３
和抑癌蛋白ｐ５３，除此之外，ＰＩＡＳ蛋白还能够调节与
肿瘤 发 生 密 切 相 关 的 ＮＦκＢ 的 ｐ６５ 亚 单 位、

ＳＭＡＤ３、ＳＭＡＤ４等转录因子的活性［２］。

　　为了进一步探讨ＰＩＡＳ２与睾丸生精功能的确切
关系及其来源，本实验对无精子症患者不同类型睾
丸组织中ＰＩＡＳ２进行了研究。
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１　资料和方法

１．１　研究对象　南方医科大学南方医院泌尿外科
随诊不育男性患者，年龄２７～５５岁，平均（３２．６７±
３．２４）岁。正常性生活１～５年，无生育；活检术前内
分泌检测正常，３次精液检查属于无精子症或少精子
症。睾丸活检指征：（１）至少２次精液检验均为无精
子症；（２）临床睾丸体积大小、质地、激素水平测定正
常；（３）１４岁以后就诊为双侧隐睾。

１．２　试剂和仪器　小鼠抗人ＰＩＡＳ２单克隆抗体购
自Ｓｉｇｍａ公司，ＳＰ试剂盒购于深圳晶美生物工程有
限公司。

１．３　标本处理　睾丸活检切取组织约５ｍｍ×３
ｍｍ 大小，取材后立即置Ｂｏｕｉｎ液中固定，常规 ＨＥ
染色，镜下观察曲细精管（细胞种类、数量、比例与排
列方式、管径大小、曲细精管与间质的比例）、界膜
和睾丸间质（间质细胞、血管）的病理变化；按照第９
版阿克曼《外科病理学》睾丸生殖病理的最新标准，
将病变分为六大类［１］：生精功能正常或基本正常、精
子发生低下、唯支持细胞综合征、生精细胞发育完全
阻滞、生精细胞发育不完全阻滞及 Ｋｌｉｎｅｆｅｌｔｅｒ综合
征等。生精功能基本正常型标本用作对照。选择上
述各型病理切片中睾丸组织结构完整、色清晰的标
本，对其相对应的石蜡包块，再行５μｍ连续切片，将
切片裱于涂有３氨基丙基三乙氧基硅胶烷（ＡＰＥＳ）
的载玻片上用于免疫组化染色。

１．４　实验分组　生精功能正常或基本正常（ｎ＝
４０）：睾丸组织曲细精管可见各级生精细胞和支持细

胞，管腔面有很多精子，曲细精管界膜及间质无明显
异常；精子发生低下（ｎ＝２０）：曲细精管包括精原细
胞在内的各级生精细胞都存在且相对比例亦基本正

常，但各级生精细胞的数量比正常减少，曲细精管界
膜、管径和支持细胞无异常或仅有轻度变化；唯支持
细胞综合征（ｎ＝２０）：睾丸曲细精管生精细胞完全缺
失，生精上皮仅由支持细胞组成。

１．５　免疫组化染色　睾丸切片经干燥２５ｈ后，常
规脱蜡，以ＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ；０．３％Ｈ２Ｏ２甲
醇溶液封闭，室温下２０ｍｉｎ蒸馏水清洗３次，每次５
ｍｉｎ；０．０１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液（ｐＨ６．０）抗原高压
热修复２ｍｉｎ；冷却至室温ＰＢＳ清洗３次，每次５
ｍｉｎ；１０％ 正常山羊血清封闭室温１０ｍｉｎ；除去多余
血清封闭剂；加小鼠抗人ＰＩＡＳ２单克隆抗体３７℃３０
ｍｉｎ；ＰＢＳ清洗３次，每次５ｍｉｎ；与生物素标记的羊
抗小鼠ＩｇＧ抗体３７℃孵育１５ｍｉｎ；ＰＢＳ清洗３次，
每次５ｍｉｎ；滴加辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素
蛋白工作液，３７℃孵育１５ｍｉｎ；ＰＢＳ冲洗３次，每次

５ｍｉｎ；自来水充分冲洗，复染，封片。

１．６　结果判断　ＰＩＡＳ２阳性染色位于细胞核中，呈
黄色或黄褐色颗粒。根据染色范围及程度综合判
断，无阳性着色或阳性细胞数＜２５％ 为阴性（－），
阳性细胞数≥２５％ 为阳性（＋）。

２　结　果

２．１　免疫组化观察结果　本实验结果显示，ＰＩＡＳ２
在各级生精细胞多为强阳性表达，呈深棕黄色；ＰＩＡＳ２
在间质细胞及支持细胞弱阳性表达或不表达（图１）。

图１　ＰＩＡＳ２在无精子症睾丸组织和正常睾丸组织的表达
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ｃｅｌｌｏｎｌｙｓｙｎｄｒｏｍｅｇｒｏｕｐ，ＰＩＡＳ２ｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅ（ｒｅｄａｒｒｏｗ）；Ｅ：Ａｆｅｗｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｍｏｓｔｐａｒｔｏｆｔｈｅｔｅｓｔｉｓｓｈｏｗｉｎｇｓｅｒｔｏｌｉｃｅｌｌｏｎｌｙｓｙｎｄｒｏｍｅ

ｗｅｒｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｃｈａｎｇｅｓｉｎｓｅｍｉｎｉｆｅｒｏｕｓｔｕｂｕｌｅｓｃｌｅｒｏｓｉｓ（ｗｈｉｔｅａｒｒｏｗ），ｂｕｔｓｏｍｅｓｅｍｉｎｉｆｅｒｏｕｓｔｕｂｕｌｅｓｈａｄｎｏｒｍａｌｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｐｏｓ

ｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＩＡＳ２（ｒｅｄａｒｒｏｗ）；Ｆ：ＤｉｆｆｕｓｅｄＰＩＡＳ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｈｙｐｏｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓｇｒｏｕｐ（ｒｅｄａｒｒｏｗ）

２．２　各组ＰＩＡＳ２免疫组化观察结果　生精功能基
本正常组 ＰＩＡＳ２ 表达均呈阳性 （４０／４０，阳性率

１００％），ＰＩＡＳ２定位于各级生精细胞的胞核内，呈深
棕黄色强阳性表达；唯支持细胞综合征组支持细胞
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大部分呈阴性表达，有意义的是部分唯支持细胞综
合征的患者 ＰＩＡＳ２ 呈阳性表达 （２／２０，阳性率

１０％），结合患者的组织学观察发现，此类患者睾丸
病理改变为大部分呈现唯支持细胞综合征伴生精小

管硬化改变，但部分生精小管生精功能尚正常，这些
患者存在人工辅助受精的机会，ＰＩＡＳ２阳性表达与
其组织学改变一致。生精功能低下组部分病例

ＰＩＡＳ２表达虽然较正常对照组弱且少（８／２０，阳性率

４０％），但是具有一定数量的生精小管ＰＩＡＳ２表达阳
性，这类患者从理论上推断也具有人工辅助受精的
机会，是临床治疗中需要特别关注的人群。尽管我
们也观察到其中相当数量的患者生精小管有ＰＩＡＳ２
表达，但非常散在，且数量非常少。统计学分析发
现，唯支持细胞综合征组及精子发生低下组与生精
功能正常组比较 ＰＩＡＳ２阳性率存在明显的差异
（Ｐｅａｒｓｏｎχ

２检验，Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　ＰＩＡＳ蛋白最初鉴定为 ＤＮＡ结合抑制辅助因
子，被ＳＴＡＴ家族转录因子转录激活。这些蛋白特
征性地在Ｎ端包含ＳＡＰ区域、中心环状锌指蛋白区
域和 Ｃ 端酸性结构域区。其功能有：（１）调节

ＳＴＡＴｓ在胞核中的转录活性。ＰＩＡＳ１和ＰＩＡＳ３通
过阻断ＳＴＡＴ１和ＳＴＡＴ３与ＤＮＡ结合活性从而抑
制其介导的转录。与此相反，ＰＩＡＳｙ抑制ＳＴＡＴ１蛋
白而不影响ＤＮＡ结合。ＰＩＡＳｘα和ＰＩＡＳｘβ可抑制

ＳＴＡＴ４介导的基因激活。他们组成一个大的转录
共抑制复合物（ＳＴＡＴ４ＤＮＡ结合复合物）。（２）作
为一种雄激素受体（ＡＲ）转录共调节。ＰＩＡＳｘα调节

ＡＲ的转录活性。其他ＰＩＡＳ蛋白质，如ＰＩＡＳ１和

ＰＩＡＳｙ，最近已经证明作为ＡＲ共同调节器。（３）作
为ＳＵＭＯ１圈合蛋白质和锌指依赖ＳＵＭＯＥ３蛋白
质连接酶。一些文献［３７］报道，ＰＩＡＳ蛋白可提高

ＳＵＭＯ蛋白修饰的蛋白质，其中包括ＡＲ、ｐ５３和糖
皮质激素受体。在体细胞和体外试验也证实，ＰＩＡＳ１
和ＰＩＡＳｘα可作为ＡＲ特异ＳＵＭＯＥ３连接酶［３７］。

　　无精子症占男性不育的１０％～２０％，是临床男
性不育原因之一，可分为睾丸生精功能障碍和精子
通道梗阻，即非梗阻性和梗阻性无精子症。梗阻性
无精子症的睾丸生精过程正常，非梗阻性无精子症
常提示生精功能障碍，一般按生精障碍由严重到低
下可分为唯支持细胞综合征、生精阻滞、生精功能低
下等常见病理类型。睾丸组织中生精上皮、支持细
胞、界膜、间质在结构和功能上是密切相关的整体，
它们相互影响，互为因果，在不同病理类型中其病变

常混合存在，因而诊断时应综合分析［８］。另外病理
诊断要充分结合临床，并注意进行随访研究，根据自
体人工辅助生殖受孕的情况作出相应的修正。

　　精子的发生是由精原细胞有丝分裂增殖、精母
细胞的减数分裂、精子细胞的变态形成等过程组成。
这个高度有序的过程，需要一个精确的和协调一致
的程序来控制不断变化的基因表达模式。文献［９］报

道有ＰＩＡＳ的家族成员都在睾丸中表达。ＰＩＡＳ蛋白
协调控制精子的发生是可能的。本研究证实，在人
睾丸组织中有ＰＩＡＳ２蛋白表达，ＰＩＡＳ２蛋白主要表
达于各级生精细胞的胞核内而在间质细胞及支持细

胞表达弱阳性表达或不表达。

　　本研究证实ＰＩＡＳ２蛋白主要表达于各级生精细
胞的胞核内而在间质细胞及支持细胞表达弱阳性表

达或不表达。ＰＩＡＳ２染色强弱与睾丸生精功能的强
弱有一定关系。提示ＰＩＡＳ２在精子发生中有作用，
可能是一个潜在的判断睾丸生精功能的指标，但具
体的机制有待进一步研究［１０］。
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