
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报 　２０１７年１０月第３８卷第１０期　 犺狋狋狆：／／狑狑狑．犪犼狊犿犿狌．犮狀

ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｏｃｔ．２０１７，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．１０

ＤＯＩ：１０．１６７８１／ｊ．０２５８８７９ｘ．２０１７．１０．１２２５ ·论　著·

［收稿日期］　２０１７０５０２　　　　［接受日期］　２０１７０９２２

［基金项目］　国家重点基础研究发展计划（“９７３”计划，２０１５ＣＢ５５４００４），国家自然科学基金（８１３７２２４０，８１６７２７７５，８１３３００３７），上海市自然科学

基金（１４ＪＣ１４０７８００，１５ＸＤ１５０４５００）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＰｒｏｇｒａｍｏｎＫｅｙＢａｓｉｃＲｅｓｅａｒｃｈ（“９７３”Ｐｒｏｊｅｃｔ，２０１５ＣＢ５５４００４），ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌ

ＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１３７２２４０，８１６７２７７５，８１３３００３７），ａｎｄＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＳｈａｎｇｈａｉ（１４ＪＣ１４０７８００，１５ＸＤ１５０４５００）．

［作者简介］　杨文军，硕士生．Ｅｍａｉｌ：ｗｊｙａｎｇ８２２＠１６３．ｃｏｍ

通信作者 （Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒｓ）．Ｔｅｌ：０２１８１８７１０５７，Ｅｍａｉｌ：ｗｆｓｊｚ＠１６３．ｃｏｍ；Ｔｅｌ：０２１８１８７１０５３，Ｅｍａｉｌ：ｓｈｓｕｎ＠ｖｉｐ．ｓｉｎａ．ｃｏｍ

自噬在电离辐射诱导的小鼠精母细胞犌犆２凋亡过程中的作用
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　　［摘要］　目的　探讨自噬在电离辐射诱导小鼠精母细胞ＧＣ２凋亡过程中的作用。方法　将小鼠精母细胞ＧＣ２

分为空白对照组和不同剂量（２、４和８Ｇｙ）６０Ｃｏ辐射处理组。采用原位末端转移酶标记法（ＴＵＮＥＬ法）和流式细胞术检测

细胞凋亡情况，通过蛋白质印迹实验观察自噬相关蛋白ＬＣ３（ＬＣ３Ⅰ、ＬＣ３Ⅱ）和Ｂｅｃｌｉｎ１表达水平的改变，使用荧光显微镜

观察ＧＣ２细胞内自噬小体的变化。用５ｍｍｏｌ／Ｌ自噬抑制剂３甲基腺嘌呤（３ＭＡ）处理ＧＣ２细胞２ｈ再给予６０Ｃｏ辐射

处理，观察自噬抑制剂联合电离辐射对细胞凋亡率的影响以及自噬相关蛋白表达水平的改变。结果　与空白对照组相

比，ＧＣ２细胞经６０Ｃｏ辐射处理后细胞凋亡率升高（犘＜０．０５），荧光显微镜下可见细胞自噬体明显增多，自噬相关蛋白

ＬＣ３Ⅱ以及Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达水平增加（犘＜０．０５）。预先用５ｍｍｏｌ／Ｌ３ＭＡ处理ＧＣ２细胞２ｈ再给予６０Ｃｏ辐射处理，自噬

相关蛋白ＬＣ３Ⅱ以及Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达水平与未经３ＭＡ处理组相比降低（犘＜０．０５），细胞凋亡率升高（犘＜０．０５）。

结论　电离辐射可以诱导精母细胞发生自噬，抑制细胞自噬后可增强电离辐射对精母细胞的杀伤作用。
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　　随着社会的发展，电离辐射的应用已经渗透到

我们生活中的各个角落。放射性检查或治疗使用的

医疗设备、安检使用的Ｘ射线机等，都是我们生活

中常见的辐射源。过多地接触电离辐射会影响自身

健康。放射工作人员随着累计接触剂量、工龄的增

加，会出现皮肤损伤、眼晶状体混浊、外周血细胞和

中性粒细胞减少等症状［１］。男性生殖系统作为容易

受电离辐射影响的系统之一，与后代健康水平密切

相关［２］。已有文献报道，长期暴露于电离辐射的人

群，其精液质量会出现不同程度的下降，包括精液浓

度降低、精子形态异常等［３４］。自噬是广泛存在于真

核生物内的一种现象，通过降解包裹自噬溶酶体内

受损的蛋白质及细胞器，实现细胞本身的代谢需要

及某些细胞器更新，是细胞重要的修复途径［５６］。近

期有研究发现自噬可通过多种途径在化学毒物诱导

的生精细胞凋亡过程中发挥保护作用［７８］，但自噬是

否在电离辐射诱导的生精细胞凋亡过程中具有保护

作用还未见报道。本实验主要通过研究细胞自噬在

电离辐射诱导的小鼠精母细胞ＧＣ２凋亡过程中的

作用，探讨电离辐射诱导的细胞自噬与其诱导的细

胞凋亡之间的关系。

１　材料和方法

１．１　材料　小鼠精母细胞ＧＣ２购自ＡＴＣＣ公司

（ＡＴＣＣＮｕｍｂｅｒ：ＣＲＬ２１９６），细胞培养液ＤＭＥＭ和

１０％胎牛血清（ＦＢＳ）购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，１％青

霉素、１％链霉素、蛋白电泳所需试剂购自上海博光生

物科技有限公司。自噬抑制剂３甲基腺嘌呤（３ＭＡ）

购自美国ＧｅｎｅＯｐｅｒａｔｉｏｎ公司。自噬微管相关蛋白

轻链３（ＬＣ３）小鼠单克隆抗体（ＣａｔＮｏ．４８３９４）、βａｃｔｉｎ

小鼠单克隆抗体（ＣａｔＮｏ．８２２６）、自噬检测试剂盒购

自英国Ａｂｃａｍ公司，自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１小鼠单克

隆抗体（ＣａｔＮｏ．３４９５）购自美国ＣＳＴ公司。Ａｎｎｅｘｉｎ

ⅤＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒

及原位末端转移酶标记（ＴＵＮＥＬ）法检测试剂盒购自

上海碧云天生物技术研究所。

１．２　细胞培养及处理　取ＧＣ２细胞用含１０％

ＦＢＳ、１％青霉素、１％链霉素的ＤＭＥＭ 培养液，在

３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱中培养，每２ｄ更换１次培养

液，取对数生长期细胞用于实验。细胞分组：空白对

照组，２、４、８Ｇｙ６０Ｃｏ辐射处理组，自噬抑制剂３ＭＡ

单独处理组，２、４、８Ｇｙ６０Ｃｏ辐射＋３ＭＡ处理组。

根据分组情况，先用５ｍｍｏｌ／Ｌ３ＭＡ预处理细胞

２ｈ，更换培养液后，再用相应剂量电离辐射处理细

胞，继续在孵箱内培养２４ｈ后进行下一步实验。

１．３　蛋白质印迹法检测自噬相关蛋白ＬＣ３和

Ｂｅｃｌｉｎ１表达　培养皿里加入蛋白提取液ＲＩＰＡ和蛋

白酶抑制剂ＰＭＳＦ，在冰上放置３０ｍｉｎ，４℃、１７００×犵
离心１０ｍｉｎ。ＢＣＡ法测定蛋白浓度，取等量总蛋白

与５×ＳＤＳ上样缓冲液混合，１００℃变性１０ｍｉｎ。行

５％ＳＤＳＰＡＧＥ、转膜，５％脱脂奶粉溶液室温下封

闭２ｈ，ＰＢＳＴ洗膜３次，在４℃摇床上孵育一抗过

夜。ＴＢＳＴ洗膜３次，室温孵育二抗２ｈ，用Ｏｄｅｓｓｅｙ
红外荧光扫描成像系统检测蛋白荧光强度。

１．４　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡情况　ＰＢＳ洗涤细

胞涂片１次，４％多聚甲醛溶液固定细胞６０ｍｉｎ，

ＰＢＳ洗涤后加入含０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的ＰＢＳ并冰

浴２ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤２次，加入５０μＬＴＵＮＥＬ检测

液，３７℃避光孵育６０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤２次，加入

１００μＬ打孔液，室温避光孵育１０ｍｉｎ。加入１００μＬ

ＤＡＰＩ，室温避光孵育１０ｍｉｎ，用含０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ

１００的ＰＢＳ洗涤３次，用抗荧光淬灭封片液封片后

置于荧光显微镜下观察。

１．５　流式细胞术检测细胞凋亡情况　使用离心管

收集细胞培养液及胰酶消化后的细胞，２０００×犵离

心５ｍｉｎ，弃上清，用ＰＢＳ重悬细胞并计数。取５×

１０４～１×１０
５重悬的细胞，１０００×犵离心５ｍｉｎ，弃

上清，加入１９５μＬＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ结合液轻轻重

悬细胞。加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ，轻轻混匀。

加入１０μＬ碘化丙啶染色液，轻轻混匀。室温避光

孵育１０ｍｉｎ，上流式细胞仪检测。

１．６　细胞自噬检测　采用一种特殊的可以穿过

细胞双分子层的荧光示踪剂对自噬小泡进行特

异性标记。用１×检测缓冲液洗涤细胞涂片２

次；１００μＬ显微双检测试剂覆盖细胞涂片，３７℃

避光孵育３０ｍｉｎ，１×检测缓冲液洗涤细胞涂片

１次；４％多聚甲醛溶液固定２０ｍｉｎ，１×检测缓冲

液洗涤３次，用抗荧光淬灭封片液封片后置于荧

光显微镜下观察。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计

学分析，实验数据以珔狓±狊表示，组间比较采用狋检验

或单因素方差分析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　电离辐射诱导精母细胞ＧＣ２发生凋亡　采用

ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡情况，结果显示４Ｇｙ辐射

剂量处理组ＧＣ２细胞的荧光强度明显强于对照组

（图１），表明经过电离辐射处理后ＧＣ２细胞的凋亡

数量多于对照组，电离辐射可以诱导精母细胞发生

凋亡。流式细胞术检测细胞凋亡结果显示，与对照

组相比，ＧＣ２细胞经电离辐射处理后凋亡率明显增

加，且随着辐射剂量的增加ＧＣ２细胞凋亡率上升

（犘＜０．０５，图２），说明电离辐射可以以一种剂量相

关的方式诱导ＧＣ２细胞发生凋亡。
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图１　犜犝犖犈犔法检测精母细胞犌犆２的凋亡情况

犉犻犵１　犃狆狅狆狋狅狊犻狊狅犳狊狆犲狉犿犪狋狅犮狔狋犲狊犌犆２犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犜犝犖犈犔犿犲狋犺狅犱

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：４Ｇｙｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．ＴＵＮＥＬ：犐狀狊犻狋狌ｔｅｒｍｉｎａｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｌａｂｅｌｉｎｇ．Ｔｈｅａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图２　流式细胞术检测精母细胞犌犆２的凋亡情况

犉犻犵２　犃狆狅狆狋狅狊犻狊狅犳狊狆犲狉犿犪狋狅犮狔狋犲狊犌犆２

犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犳犾狅狑犮狔狋狅犿犲狋狉狔
犘＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

２．２　电离辐射增强精母细胞ＧＣ２自噬水平　蛋白

质印迹法检测结果如图３所示，经过不同剂量辐射处

理后，ＧＣ２细胞自噬相关蛋白ＬＣ３Ⅱ与Ｂｅｃｌｉｎ１的表

达水平与对照组相比均升高（犘＜０．０５），提示电离辐

射可以诱导ＧＣ２细胞内自噬水平的增加。荧光显微

镜下可见，４Ｇｙ辐射剂量处理组ＧＣ２细胞的荧光强

度强于未辐射对照组（图４），证明经过电离辐射处理

后的ＧＣ２细胞的自噬体数量多于对照组，提示电离

辐射可以增强细胞内的自噬水平。

图３　电离辐射处理精母细胞犌犆２后自噬相关蛋白的表达

犉犻犵３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犪狌狋狅狆犺犪犵狔狉犲犾犪狋犲犱狆狉狅狋犲犻狀狊犻狀

狊狆犲狉犿犪狋狅犮狔狋犲狊犌犆２狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犻狅狀犻狕犻狀犵狉犪犱犻犪狋犻狅狀

ＬＣ３：Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３．犘＜０．０５ｖｓ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

２．３　抑制自噬可以增强电离辐射对精母细胞ＧＣ２

的杀伤作用　ＧＣ２细胞经５ｍｍｏｌ／Ｌ自噬抑制剂

３ＭＡ处理后再给予４Ｇｙ辐射，与单纯４Ｇｙ辐射处

理组相比，自噬相关蛋白ＬＣ３Ⅱ和Ｂｅｃｌｉｎ１的表达
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水平降低（犘＜０．０５，图５），证明电离辐射所诱导的

ＧＣ２细胞自噬能被３ＭＡ抑制。流式细胞术检测

结果（图６）显示，５ｍｍｏｌ／Ｌ３ＭＡ不会引起细胞凋

亡增加（犘＞０．０５）。用５ｍｍｏｌ／Ｌ３ＭＡ处理ＧＣ２

细胞后再给予４Ｇｙ辐射，细胞凋亡率较单纯４Ｇｙ
辐射组升高（犘＜０．０５），提示抑制ＧＣ２细胞自噬后

可增强电离辐射诱导的细胞凋亡。

图４　荧光显微镜下观察自噬小体的形成

犉犻犵４　犉狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳犪狌狋狅狆犺犪犵狅狊狅犿犲狌狀犱犲狉犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：４Ｇｙｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图５　抑制自噬加电离辐射处理后精母细胞

犌犆２自噬相关蛋白的表达

犉犻犵５　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犪狌狋狅狆犺犪犵狔狉犲犾犪狋犲犱狆狉狅狋犲犻狀狊犻狀

狊狆犲狉犿犪狋狅犮狔狋犲狊犌犆２狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犪狌狋狅狆犺犪犵狔

犻狀犺犻犫犻狋狅狉犪狀犱犻狅狀犻狕犻狀犵狉犪犱犻犪狋犻狅狀

ＬＣ３：Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３；３ＭＡ：３

Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ．犘＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓ４Ｇｙ

ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

图６　流式细胞术检测抑制自噬加电离辐射

处理后精母细胞犌犆２凋亡情况

犉犻犵６　犃狆狅狆狋狅狊犻狊狅犳狊狆犲狉犿犪狋狅犮狔狋犲狊犌犆２狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犪狌狋狅狆犺犪犵狔

犻狀犺犻犫犻狋狅狉犪狀犱犻狅狀犻狕犻狀犵狉犪犱犻犪狋犻狅狀犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犳犾狅狑犮狔狋狅犿犲狋狉狔

３ＭＡ：３Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ．犘＜０．０５ｖｓ４Ｇｙｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊
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３　讨　论

随着工业社会的不断发展，不孕不育已日益成

为一个普遍的健康问题。据统计全球大约有１５％

的夫妇遭遇过不孕不育问题的困扰［９］，其中３０％～

３５％由男性因素导致
［１０］。男性生殖系统对包括电

离辐射在内的外部环境刺激很敏感，长期暴露于电

离辐射的人群与非暴露人群相比，其精液中精子会

出现活动度下降、结构畸形增加、浓度下降等问

题［４］。除此之外，电离辐射刺激还可能会增加精子

ＤＮＡ断裂的概率
［１１］，而精液中ＤＮＡ断裂的精子增

多，会使得女性妊娠成功率降低，即使通过辅助生殖

技术受孕，也会增加胎儿流产的风险［１２］。这些研究

表明，电离辐射可能会影响男性生殖健康水平。

男性生精细胞包括精原细胞、精母细胞、精子细

胞和精子。本实验从小鼠精母细胞着手，研究电离

辐射作用与小鼠精母细胞凋亡之间的关系。研究结

果显示，电离辐射作用于细胞后可以增加细胞的凋

亡，且随着辐射剂量的增加，细胞凋亡也随之增加。

电离辐射与生精细胞凋亡之间的关系早已有研究报

道。有研究者用２Ｇｙ辐射剂量连续照射小鼠２个

月后，发现小鼠附睾精子的数目与对照组相比下降

１８％，精子活动度减弱
［１３］，无论是细胞实验还是动

物实验均表明，电离辐射可以导致生精细胞凋亡增

加。介导生精细胞凋亡的通路主要有以下几条：一

是线粒体凋亡途径，细胞色素Ｃ的级联激活通路在

其中发挥了重要作用。研究发现注射双酚Ａ的雄

性小鼠生精细胞内的细胞色素Ｃ水平会显著增高，

进而激活Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ９，导致生精细胞的过

度凋亡，造成雄性生殖毒性［１４］。二是ＦＡＳ／ＦＡＳＬ介

导的凋亡。正常状况下二者的相互作用调控凋亡以

促进生精细胞更新［１５］。研究者发现ＦＡＳ系统可能介

导了肥胖引起的睾丸生精细胞凋亡［１６］。三是内质网

应激相关的凋亡通路。研究显示内质网应激相关的

细胞参与了睾丸扭转引起的生精细胞凋亡过程［１７］。

不同的刺激因素引起的生精细胞凋亡通路是不一样

的，电离辐射引起的凋亡通路还需要进一步研究。

细胞自噬是广泛存在于真核细胞内的一种溶酶

体依赖性的降解途径。生理性自噬在保护细胞防止

代谢应激和氧化损伤，以及维持细胞内稳态和细胞

产物的合成、降解、循环再利用等方面具有重要作

用［１８１９］。自噬发生时，Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ蛋白分别参

与了自噬的起始、延长等阶段［２０］。本实验分别用蛋

白质印迹法和荧光染色法观察细胞自噬水平，证明

电离辐射可以诱导精母细胞发生自噬，且Ｂｅｃｌｉｎ１、

ＬＣ３Ⅱ蛋白表达水平随着辐射剂量的增加而上升；

在此基础上使用自噬抑制剂３ＭＡ抑制细胞自噬能

够明显增强电离辐射诱导的精母细胞凋亡。实验结

果证明，电离辐射诱导的细胞自噬会减弱其诱导的

细胞凋亡。这与其他研究发现细胞自噬在精母细胞

应对外部环境刺激时的作用［２１］是一致的。细胞凋

亡与自噬是细胞内基因参与调控的与细胞命运息息

相关的程序［２２］。二者之间联系密切，其中一个程序

抑制后即会激活另一个程序，或者一个程序激活后

即会抑制另一个程序［２３］。本实验证明给予自噬抑

制剂３ＭＡ后再使用４Ｇｙ辐射组与单纯４Ｇｙ辐射

组相比，精母细胞凋亡率上升，与上述结论相一致。

综上所述，本研究探讨了细胞自噬在电离辐射

诱导的精母细胞ＧＣ２发生凋亡的过程中所起的作

用以及电离辐射诱导的细胞自噬与其诱导的细胞凋

亡之间的关系，结果发现电离辐射可以以一种剂量

相关的方式诱导精母细胞凋亡，抑制自噬可以增强

电离辐射诱导的凋亡。下一步我们将通过动物实验

进一步验证上述结果，并探讨电离辐射诱导精母细

胞凋亡的具体机制。
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