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　　摘要：为探讨玉米赤霉烯酮（ＺＥＡ）对大鼠睾丸支持细胞凋亡蛋白释放的影响及乙酰半胱氨酸（ＮＡＣ）的保护效
应，用２０μｍｏｌ／ＬＺＥＡ与１００μｍｏｌ／ＬＮＡＣ单独或联合处理睾丸支持细胞２４ｈ，用ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测凋
亡率，用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测调控凋亡蛋白表达量。结果显示，与对照组相比，ＺＥＡ染毒组的线粒体中ＣｙｔＣ与ＡＩＦ表
达量显著下降，胞浆中ＣｙｔＣ与ＡＩＦ表达量显著上升。与单独染毒组相比，１００μｍｏｌ／ＬＮＡＣ与２０μｍｏｌ／ＬＺＥＡ联合处
理组睾丸支持细胞凋亡率，Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ－９和ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ－３表达量均极显著降低，Ｂｃｌ－２表达量极显
著增高。结果表明，ｃａｓｐａｓｅ依赖性和ｃａｓｐａｓｅ非依赖性的线粒体途径均参与了ＺＥＡ致睾丸支持细胞凋亡的发生，ＮＡＣ
对ＺＥＡ诱导的睾丸支持细胞凋亡发生起抑制作用。
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　　玉米赤霉烯酮（ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ，简称 ＺＥＡ）在全世界动物饲
料和人类粮食中普遍存在，它主要是由镰刀菌污染而产生的

一种非甾体雌激素类霉菌毒素［１］。据报道，玉米及饲料中

ＺＥＡ的超标能够引起公猪性欲下降，血清中睾酮含量急剧降
低，导致睾丸的病理性萎缩，精子发生障碍，甚至出现雌性化

等病变［２］。睾丸支持细胞（ｓｅｒｔｏｌｉｃｅｌｌ，简称 ＳＣ）在雄性动物
精子发生过程中发挥着不可或缺的作用，精子的发生障碍与

睾丸支持细胞受损密切相关。睾丸支持细胞是众多环境污染

物作用于雄性生殖系统的靶细胞［３］。靶向破坏睾丸支持细

胞将导致生精细胞快速、大量非生理性死亡［４］。因此，研究

ＺＥＡ对睾丸支持细胞的损害作用及其机制，对揭示ＺＥＡ雄性
生殖毒性机制具有重要作用。本试验以不同浓度的 ＺＥＡ处
理大鼠原代睾丸支持细胞２４ｈ，观察ＺＥＡ对睾丸支持细胞线
粒体凋亡蛋白 ＣｙｔＣ、ＡＩＦ释放的影响和 ＮＡＣ对 ＺＥＡ引起的
睾丸支持细胞凋亡率及凋亡相关蛋白表达变化的影响，为揭

示ＺＥＡ的雄性生殖毒性机制及 ＺＥＡ中毒的防控提供理论
依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物
１８～２１ｄ清洁级 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（由扬州大学比较医学中心

提供）。

１．２　主要试剂
玉米赤霉烯酮，购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；胎牛血清（ＦＢＳ）、

ＤＭＥＭ／Ｆ－１２培养基等试剂，购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；胰蛋白酶
等试剂，购自美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司；Ｌ－谷氨酰胺、青链霉素等试
剂，购自美国 ＢｏｓｔｏｎＢｉｏｍｅｄｉｃａｌ公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ细
胞凋亡试剂盒，购自美国 ＢＤ公司；Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２、ＣｙｔＣ、ＡＩＦ、
ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ－３、ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ－９等单克隆抗体和辣
根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记山羊抗兔 ＩｇＧ，均购自美国 ＣＳＴ公
司；硝酸纤维素膜，购自美国ＰａｌｌＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ公司；ＢＣＡ蛋白
浓度测定试剂盒，购自中国碧云天生物技术研究所；预染蛋白

分子量标准和 ＥＣＬ化学发光底物检测试剂盒，购自美国
Ｔｈｅｒｍｏ公司；其他试剂均为国产分析纯。
１．３　大鼠原代支持细胞的分离与培养

取１８～２１ｄＷｉｓｔａｒ雄性大鼠，脱颈处死后，无菌操作取
出双侧睾丸，置于预冷的无菌磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）中并转
移至超净工作台内操作。用预冷的 ＰＢＳ将睾丸冲洗３遍后，
将睾丸置于直径１００ｍｍ的玻璃平皿中，用眼科镊撕去周围
脂肪组织及精索，再用眼科剪和眼科镊小心剥去白膜及内部

较大血管，并用眼科镊轻轻将曲细精管拉散，置于０．２５％胰
蛋白酶溶液中，密封后在水浴摇床中于１５０ｒ／ｍｉｎ３７℃消化
１５ｍｉｎ至组织碎块呈线索状，加入等体积含血清 ＰＢＳ溶液终
止消化，８００ｒ／ｍｉｎ、４℃ 离心 １０ｍｉｎ。弃去上清液体，加入
０５％胶原酶溶液，密封后在水浴摇床中于１５０ｒ／ｍｉｎ３７℃消
化１５ｍｉｎ，至酶液呈黏液状，加入等量含１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／
Ｆ－１２培养基终止消化，用１００目的网筛进行过滤，将滤液于
８００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心 １０ｍｉｎ。离心后用ＤＭＥＭ／Ｆ－１２培养基
重悬，重复清洗３次即可，于５％ＣＯ２、３７℃条件下进行培养。
对支持细胞的纯化采用低渗处理法［５］，细胞培养２４ｄ后，吸
去培养基，用ＰＢＳ清洗１次后，加入ｐＨ值为７．４的２０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ处理３ｍｉｎ，吸去处理液，用 ＰＢＳ清洗３次，加入含
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１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的ＤＭＥＭ／Ｆ－１２培养基继续培养。
１．４　细胞染毒和线粒体及胞浆中ＡＩＦ、ＣｙｔｃＣ蛋白的制备

以不同浓度（０、５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）ＺＥＡ处理睾丸支持细
胞２４ｈ后，用０．２５％胰酶消化５ｍｉｎ，离心收集细胞不少于
１．０×１０７个（１２００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ，４℃），用４℃预冷ＰＢＳ将细
胞洗涤２次。加入３００μＬＭｉｔｏ－ＣｙｔｏＢｕｆｆｅｒ重悬细胞，将细
胞悬液移入玻璃匀浆器中，研磨８０次（４℃冰上操作）。将匀
浆液转移至 ４℃预冷的 １．５ｍＬＥＰ离心管中，离心
（１２０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ，４℃），沉淀即为线粒体，上清为胞浆
蛋白；将上清收集至 １．５ｍＬＥＰ离心管中。沉淀中加入
１００μＬ线粒体裂解缓冲液，于冰上裂解 ３０ｍｉｎ，离心
（１２０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ，４℃），收集上清，即得线粒体蛋白，用
ＢＣＡ法测胞浆蛋白及线粒体蛋白浓度，－８０℃保存备用。
１．５　ＮＡＣ对ＺＥＡ致睾丸支持细胞凋亡的影响

以每孔１．０×１０５个细胞的密度接种于六孔板中，添加
ＮＡＣ（０、２０μｍｏｌ／ＬＺＥＡ，１００μｍｏｌ／ＬＮＡＣ，２０μｍｏｌ／ＬＺＥＡ＋
１００μｍｏｌ／ＬＮＡＣ）处理２４ｈ后，用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ细胞
凋亡双染试剂盒检测 ＳＣ细胞凋亡情况。分别设空白组（未
加染料）、ＰＩ单染组、ＦＩＴＣ单染组和处理组（ＰＩ和 ＦＩＴＣ双
染）。预先将１０×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ加 ＤＤＷ稀释成１×Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ，备 用；用 ０．２５％ 胰 酶 消 化 ３ｍｉｎ，收 集 细 胞
（１５００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ，４℃）预冷１×ＰＢＳ洗涤细胞，离心后加
入１００μＬ１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重悬细胞，加入ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ
和ＰＩ各５μＬ单独或联合作用，３７℃避光反应１５ｍｉｎ，２００目
尼龙网过滤，在１ｈ内用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

同样方法添加ＮＡＣ处理２４ｈ后（分组同上），收集染毒
后的睾丸支持细胞，用预冷的 ＰＢＳ洗涤２次，用细胞裂解液
冰浴裂解细胞 ３０ｍｉｎ，超声波细胞破碎仪裂解 ３０ｓ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ取上清，用 ＢＣＡ法进行蛋白定量，
－８０℃ 保存备用，以测定调控凋亡蛋白Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ－
Ｃａｓｐａｓｅ－９和ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ－３等的表达量。
１．６　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测凋亡相关蛋白的表达

用蛋白免疫印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测以上保存样品的凋
亡相关蛋白ＣｙｔＣ和ＡＩＦ的释放量及 Ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｃａｓｐａｓｅ－９
的蛋白表达水平，同时检测Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ蛋白表达水平。

蛋白样品上样１０μＬ／孔，ＢｅｎｃｈＭａｒｋｅｒ５μＬ，其余孔内加
１０μＬ１×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，浓缩胶 １４０Ｖ、２０ｍｉｎ，分离胶
１１０Ｖ、１００ｍｉｎ，根据ｍａｒｋｅｒ指示，确定停止时间。置于电转
液中，转膜１２０Ｖ，９０ｍｉｎ。用５％脱脂奶粉封闭２ｈ，ＴＢＳＴ洗
２次，吸尽液体后，加入稀释好的一抗（表１），４℃孵育过夜；
隔日回收一抗，用ＴＢＳＴ洗涤５次，每次５ｍｉｎ，加入稀释好的
二抗，室温孵育２ｈ，用ＴＢＳＴ洗涤５次。

表１　一抗稀释比例及所用稀释液

抗体 稀释比例 稀释液

兔抗ＣｙｔＣ １∶１０００ １％ ＢＳＡ溶于ＴＢＳＴ
兔抗ＡＩＦ １∶１０００ １％ ＢＳＡ溶于ＴＢＳＴ
兔抗Ｂａｘ １∶１０００ １％ ＢＳＡ溶于ＴＢＳＴ
兔抗Ｂｃｌ－２ １∶１０００ １％ ＢＳＡ溶于ＴＢＳＴ
兔抗Ｃａｓｐａｓｅ－９ １∶１０００ １％ ＢＳＡ溶于ＴＢＳＴ
兔抗Ｃａｓｐａｓｅ－３ １∶１０００ １％ ＢＳＡ溶于ＴＢＳＴ
ＨＲＰ标记山羊抗兔ＩｇＧ １∶５０００ １％ ＢＳＡ溶于ＴＢＳＴ

　　用ＥＣＬ检测液发光显影定影。
１．７　数据处理与统计分析

应用ＩｍａｇｅＪ软件分析ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法所测条带灰度值。
试验数据用平均值 ±标准误（ｘ±ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ
１９．０进行统计分析，并采用单因素方差分析（Ｏｎｅ－ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）、ＬＳＤ及 Ｄｕｎｎｅｔｔ法进行组间均值进行比较，检验水
准为α＝０．０５。

２　结果与分析

２．１　ＺＥＡ对睾丸支持细胞线粒体ＡＩＦ和ＣｙｔＣ释放的影响
用０、５、１０、２０μｍｏｌ／ＬＺＥＡ处理睾丸支持细胞２４ｈ后，与

对照组相比，随着ＺＥＡ浓度的增加，胞浆中ＡＩＦ和ＣｙｔＣ的释
放量增加，线粒体中ＡＩＦ和ＣｙｔＣ的表达量减少。分析灰度值
见图１。结果显示，与对照组相比，线粒体中ＣｙｔＣ表达量呈现
出５μｍｏｌ／ＬＺＥＡ处理组显著下降（Ｐ＜０．０５）和１０、２０μｍｏｌ／Ｌ
ＺＥＡ处理组极显著下降（Ｐ＜０．０１）；各染毒组线粒体中 ＡＩＦ
表达量均极显著下降（Ｐ＜０．０１）；胞浆中 ＣｙｔＣ呈现出
１０μｍｏｌ／ＬＺＥＡ处理组显著上升（Ｐ＜０．０５）和 ２０μｍｏｌ／Ｌ
ＺＥＡ处理组极显著上升（Ｐ＜０．０１）；１０、２０μｍｏｌ／ＬＺＥＡ处理
组胞浆中ＡＩＦ表达量呈极显著上升（Ｐ＜０．０１），呈现“剂量 －
效应”关系。

２．２　ＮＡＣ对ＺＥＡ致睾丸支持细胞凋亡的影响
用１００μｍｏｌ／ＬＮＡＣ预处理睾丸支持细胞３０ｍｉｎ后，用

２０μｍｏｌ／ＬＺＥＡ作用睾丸支持细胞２４ｈ，流式细胞术检测细
胞凋亡率。图２结果显示，与 ２０μｍｏｌ／ＬＺＥＡ处理组相比，
ＮＡＣ与ＺＥＡ共处理组 Ｒ５象限凋亡细胞数量明显减少。与
ＺＥＡ单独处理组相比，ＮＡＣ与ＺＥＡ共处理组凋亡率极显著降
低（Ｐ＜０．０１）。
２．３　ＮＡＣ对ＺＥＡ致睾丸支持细胞Ｂａｘ和Ｂｃｌ－２蛋白表达调控

用１００μｍｏｌ／ＬＮＡＣ预处理睾丸支持细胞３０ｍｉｎ后，用
２０μｍｏｌ／ＬＺＥＡ作用睾丸支持细胞２４ｈ，用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检
测Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２蛋白表达变化情况见图 ３。结果显示，与
２０μｍｏｌ／ＬＺＥＡ单独处理组相比，１００μｍｏｌ／ＬＮＡＣ与
２０μｍｏｌ／ＬＺＥＡ联合处理组 Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ值有极显著升高
（Ｐ＜００１）。　
２．４　ＮＡＣ对 ＺＥＡ致睾丸支持细胞 Ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｃａｓｐａｓｅ－９
蛋白活化的调控

用１００μｍｏｌ／ＬＮＡＣ预处理睾丸支持细胞３０ｍｉｎ后，用
２０μｍｏｌ／ＬＺＥＡ作用睾丸支持细胞２４ｈ，用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检
测ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ－９、ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达变化
情况。图４结果显示，与２０μｍｏｌ／ＬＺＥＡ单独处理组相比，
１００μｍｏｌ／ＬＮＡＣ与 ２０μｍｏｌ／ＬＺＥＡ联合处理组 ｃｌｅａｖｅｄ－
Ｃａｓｐａｓｅ－９、ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ－３表达量极显著下降（Ｐ＜００１）。

３　讨论

ＣｙｔＣ是由亚铁血红素和多肽组成的一种可溶性色素蛋
白，作为线粒体呼吸链中传递电子的载体，与富含不饱和脂肪

酸的线粒体内膜外侧的磷脂结合，呈点状分布，在生理条件下

限制其自由穿透线粒体外膜。凋亡发生时，线粒体中的细胞

色素Ｃ将被释放到细胞浆中，激活 ｃａｓｐａｓｅ级联蛋白，加剧凋
亡的进行，释放的细胞色素Ｃ活化Ｃａｓｐａｓｅ－９，进一步激活凋
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亡家族中的关键性蛋白Ｃａｓｐａｓｅ－３。ＺＥＡ诱导人类肝细胞发
生ｃａｓｐａｓｅ依赖的线粒体介导的凋亡，其中活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，简称ＲＯＳ）的产生在线粒体畸变和ＣｙｔＣ的释
放中起着关键作用［６－７］。本研究发现，ＺＥＡ处理睾丸支持细
胞能够导致线粒体中ＣｙｔＣ释放到胞浆中。ＡＩＦ在凋亡发生
过程中调控线粒体膜的通透性，位于线粒体外膜内。在线粒

体遭到损伤刺激时，转移至胞浆和细胞核中，参与凋亡进程。

Ｙｕ等研究证实，ＺＥＡ通过调控 ＲＡＷ２６４．７中 ＡＩＦ的释放而
介导ｃａｓｐａｓｅ非依赖凋亡的进程，在 ＺＥＡ诱导山羊间质细胞
发生凋亡中ＡＩＦ起到了关键性作用，ＣｙｔＣ一般涉及 ｃａｓｐａｓｅ
依赖的细胞凋亡，而ＡＩＦ和ＥｎｄＧ在ｃａｓｐａｓｅ非依赖凋亡中发
挥着重要作用［８－１０］。本试验中，ＡＩＦ随 ＺＥＡ浓度的升高，在
线粒体中的表达量降低，在相应的胞浆中的表达量递增。说

明ｃａｓｐａｓｅ依赖和ｃａｓｐａｓｅ非依赖性凋亡信号通路共同调节
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ＺＥＡ诱导睾丸支持细胞凋亡的发生。
ＮＡＣ在致神经元死亡的体内和体外模型中均起到保护

作用［１１］。ＧＨｈｏｓｈ等研究表明，在黑色素瘤细胞中，用ＲＯＳ特
异性清除剂ＮＡＣ阻断 ＲＯＳ的生成，可抑制 ＲＯＳ诱导的 Ｂａｘ
表达量上升和Ｂｃｌ－２表达量下降［１２］。在败血症和急性肺损

伤模型试验中，口服 ＮＡＣ（１５０ｍｇ／ｋｇ）的适当剂量能够降低
肺组织中Ｃａｓｐａｓｅ－３的表达［１３］。本试验结果表明，抗氧化剂

ＮＡＣ能够明显抑制因ＺＥＡ暴露引起的睾丸支持细胞凋亡发
生；Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ值升高，ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ－９和 ｃｌｅａｖｅｄ－
Ｃａｓｐａｓｅ－３的蛋白表达量均降低，与相关研究存在一致
性［１４］。ＮＡＣ显著降低睾丸支持细胞因 ＺＥＡ引起的氧化损
伤，线粒体得到了有效保护。Ｂｃｌ－２基因产物大量存在于活
性氧产生的关键场所———线粒体内膜，Ｂｃｌ－２的上调使线粒
体膜免于脂质过氧化的损伤；Ｂｃｌ－２的表达量回升，可以有效
地抑制 Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ－９和 ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ－３等

凋亡执行蛋白表达；Ｂａｘ的下调，使线粒体膜的通透性维持稳
态，从而阻断ＺＥＡ激活线粒体凋亡通路，延缓 ＺＥＡ引起的睾
丸支持细胞凋亡发生。综上所述，ＮＡＣ可以对ＺＥＡ诱导的睾
丸支持细胞的凋亡发生起抑制作用。
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