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黄芪甲苷对镉致大鼠睾丸支持细胞相关蛋白表达及

ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化的拮抗作用
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　　摘　要：目的　探讨镉对培养大鼠睾丸支持细胞相关蛋白表达、ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化及超微结构的影响和黄芪甲苷的保护效

应。方法　对照组、镉（５０ｍｏｌ／Ｌ）处理组、镉（５０ｍｏｌ／Ｌ）加黄芪甲苷（１０ｍｇ／Ｌ）组的培养支持细胞用于超微结构观察、波形蛋白、

Ｅ钙粘连蛋白／环连蛋白免疫组织化学及磷酸化ｐ３８ＭＡＰＫ检测。结果　镉处理组支持细胞线粒体内室肿胀，脂滴堆积，内质网

扩张和（或）空泡化，髓样结构形成，少许支持细胞出现凋亡，镉加黄芪甲苷组支持细胞超微结构改变较镉处理组轻；免疫组织化学

显示镉处理组波形蛋白、Ｅ钙粘连蛋白及环连蛋白阳性产物较对照组明显减弱（犘＜０．０５），镉加黄芪甲苷组阳性产物虽较对照组

减少但明显高于镉处理组（犘＜０．０５）；镉处理组支持细胞内磷酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ阳性产物表达量较对照组明显增强，且有向细胞核

移位趋势，镉加黄芪甲苷组阳性产物表达量明显少于镉处理组（犘＜０．０５）。结论　镉致大鼠睾丸支持细胞超微结构损伤、细胞骨

架蛋白及粘连蛋白破坏并增强Ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化；黄芪甲苷可拮抗镉的毒性，其保护效应可能与减少Ｐ３８ＭＡＰＫ的磷酸化等有关。
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　　镉为半衰期较长（７～３０年）的有毒重金属毒物。当前镉

造成的环境污染对人类健康已形成较大威胁［１］。前期实验证

实镉可损害体外培养睾丸支持细胞，破坏骨架蛋白及损坏细胞

超微结构［２］，Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路是丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉ

ｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）通路的重要分支，它在

炎症、细胞应激、凋亡、细胞周期和生长等多种生理和病理过程

中起重 要 作 用。实 验 揭 示 镉 能 影 响 细 胞 内 信 号 分 子

Ｐ３８ＭＡＰＫ，使其活化而降低细胞活性、扰乱 ＭＡＰＫ通路的正

常传导［３］。本研究从细胞超微结构及相关骨架蛋白和粘连蛋

白以及Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路等方面，探究镉对原代培养大鼠

睾丸支持细胞的影响，以及黄芪甲苷对镉毒性的拮抗作用。

１　材料与方法

１．１　材料　１８ｄ龄清洁级健康ＳＤ大鼠，重庆医科大学动物

实验中心提供，合格证号：ＳＣＸＫ（渝）２００２０００。ＤＭＥＭ／Ｆ１２培

养基及胎牛血清（杭州四季青生物工程材料有限公司），Ｖ型胶

原酶、胰蛋白酶、ＴｒｉｓＨｃｌ。氯化镉（天津市东大化工厂，批号

２０００１１８，分析纯，纯度为９９％）、黄芪甲苷（上海同田生物技术

有限公司，批号０９０３１６２１，纯度大于或等于９８．０）、二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ，美国Ｓｉｇｍａ公司）。兔抗大鼠波形蛋白抗体（北京博

奥森生物技术有限公司）、兔抗大鼠Ｅ钙粘连蛋白抗体、兔抗

大鼠环连蛋白抗体、小鼠抗大鼠ＰｈｏｓＰｈｏＰ３８ＭＡＰＫ抗体（碧

云天生物技术研究所，江苏）及ＳＡＢＣ试剂盒（武汉博士德生物

２９５３ 重庆医学２０１４年９月第４３卷第２７期



工程有限公司）、ＤＡＢ显色剂（北京中杉金桥生物技术有限公

司）。ＯｌｙｍＰｕｓＤＰ７０图像采集系统（日本奥林巴斯公司）。

１．２　原代培养睾丸支持细胞　参考Ｂｒａｇｈｉｒｏｌｉ等
［４］的方法，

选用１８ｄ龄ＳＤ大鼠，无菌操作取睾丸，剪碎，０．２５％胰蛋白

酶、０．０５％Ｖ型胶原酶依次消化，制成单细胞悬液，用含１０％

胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液培养，３７℃、５％ ＣＯ２、高湿度

条件下培养２４ｈ后，倒掉培养液，加入浓度为２０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨｃｌ处理溶解生精细胞３ｍｉｎ，得到纯度近９５％的支持

细胞。

１．３　黄芪甲苷溶液制备　取１０ｍｇ黄芪甲苷溶于０．５ｍＬ

ＤＭＳＯ，配成浓度为２０ｍｇ／ｍＬ的贮存液，临用时用 ＤＭＥＭ／

Ｆ１２培养液倍比稀释，使其终浓度为１０ｍｇ／Ｌ（０．０５％ ＤＭ

ＳＯ）。

１．４　透射电镜标本制备　取对数生长期细胞，分别加镉（５０

ｍｏｌ／Ｌ）（镉处理组）、镉（５０ｍｏｌ／Ｌ）＋黄芪甲苷（１０ｍｇ／Ｌ）（镉

加黄芪甲苷组），对照组不做任何处理，培养６ｈ后弃培养液，

０．２５％胰蛋白酶／０．０２％乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）混合液消化细

胞，收集细胞总数大于１×１０６，１２００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，４％戊

二醛预固定及１％锇酸后固定各２ｈ，常规透射电镜样品制备，

Ｈｉｔａｃｈｉ７５００型电镜观察。

１．５　波形蛋白、Ｅ钙粘连蛋白及环连蛋白免疫组织化学检测

　对数生长期细胞消化制成１×１０
５ 单细胞悬液，接种于２４孔

培养板，每孔加１ｍＬ细胞悬液，２４ｈ后弃液，分别加含镉（５０

ｍｏｌ／Ｌ）、镉（５０ｍｏｌ／Ｌ）＋黄芪甲苷（１０ｍｇ／Ｌ）的培养液共培养

６ｈ，对照组不作任何干预。细胞爬片用９５乙醇固定２０ｍｉｎ后

用于免疫组织化学染色：３％ Ｈ２Ｏ２ 室温处理１５ｍｉｎ，５％ ＢＳＡ

封闭２０ｍｉｎ，滴加兔抗大鼠波形蛋白一抗（１∶３００），４℃湿盒

过夜，ＰＢＳ冲洗，加生物素化羊抗兔ＩｇＧ室温下２０ｍｉｎ；ＰＢＳ冲

洗，滴加试剂ＳＡＢＣ室温下２０ｍｉｎ；ＰＢＳ浸洗后 ＤＡＢ显色５

ｍｉｎ，苏木素复染、脱水、封片、观察。阴性对照用ＰＢＳ替代一

抗。Ｅ钙粘连蛋白和环连蛋白免疫组织化学染色步骤与波形

蛋白相似，一抗分别为兔抗大鼠Ｅ钙粘连蛋白（１∶１５０）和兔

抗大鼠环连蛋白（１∶２００）。阴性对照用ＰＢＳ替代一抗。

１．６　磷酸化 Ｐ３８ＭＡＰＫ 检测　取上述同样细胞用于 Ｐ

Ｐ３８ＭＡＰＫ免疫组织化学染色：３％ Ｈ２Ｏ２ 室温处理１５ｍｉｎ，

５％ＢＳＡ 封闭２０ｍｉｎ，滴加小鼠抗大鼠 ＰＰ３８ＭＡＰＫ 抗体

（１∶５００），４℃湿盒过夜；ＰＢＳ冲洗，滴加生物素化山羊抗小鼠

ＩｇＧ室温下２０ｍｉｎ；ＰＢＳ冲洗，滴加试剂ＳＡＢＣ室温下２０ｍｉｎ；

ＰＢＳ浸洗后，ＤＡＢ显色３ｍｉｎ，苏木素轻度复染、脱水、封片、观

察。阴性对照用ＰＢＳ替代一抗。

１．７　图像分析及统计学处理　光镜（×４００）拍摄对照组、镉处

理组和镉加黄芪甲苷组的波形蛋白、Ｅ钙粘连蛋白、环连蛋白

及ＰＰ３８ＭＡＰＫ的免疫组织化学照片。每组随机拍摄１０个视

野，共１２组１２０张。用北航ＢＭ２０００生物医学图像分析系统

对蛋白阳性产物进行平均光密度值分析。采用ＳＰＳＳ１７．０统

计软件进行数据分析，相关蛋白阳性产物平均光密度值以狓±

狊表示，差异比较采用单因素方差分析，犘＜０．０５表示差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　电镜观察　对照组支持细胞核内常染色质丰富，异染色

质少，核仁明显可数，核被膜高度返折致核不规则形，胞质内线

粒体、高尔基体、内质网和微丝等丰富（图１Ａ）。镉处理后改变

主要为：线粒体内室肿胀，溶酶体增加，核旁脂滴堆积，内质网

不同程度扩张和（或）空泡化，髓样结构形成。严重者细胞质电

子密度降低，细胞器崩解，核染色质边集、凝聚或溶解，少许细

胞出现凋亡（图１Ｂ）。镉加黄芪甲苷（１０ｍｇ／Ｌ）组支持细胞超

微结构改变较镉处理组轻（图１Ｃ）。

２．２　波形蛋白、Ｅ钙粘连蛋白及环连蛋白的表达　对照组波

形蛋白呈棕黄色阳性反应，产物环绕胞核成网状，少数阳性产

物贯穿胞核（图２Ａ）。镉处理组阳性产物表达较对照组明显减

弱。镉加黄芪甲苷组反应产物表达虽较对照组弱，但较镉处理

组明显增多（犘＜０．０５）。对照组无特异性染色。Ｅ钙粘连蛋

白及环连蛋白反应产物均为棕黄色，定位于细胞质内（图２Ｂ、

Ｃ）。各组阳性产物表达结果均与波形蛋白类似。对照组无特

异性染色。各组图像分析结果见表１。

　　Ａ：对照组；Ｂ：镉处理组；Ｃ：镉加黄芪甲苷组。

图１　　原代培养大鼠支持细胞透射电镜图像
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　　Ａ：波形蛋白；Ｂ：Ｅ钙粘连蛋白；Ｃ：环连蛋白。

图２　　原代培养大鼠支持细胞相关蛋白免疫组织化学染色（×４００倍），ＳＡＢＣ法，ＤＡＢ显色

表１　　各组波形蛋白、Ｅ钙粘连蛋白及环连蛋白表达

　　　（平均光密度值，狓±狊，狀＝１０）

组别 波形蛋白 Ｅ钙粘连蛋白 环连蛋白

对照组 ０．０７７±０．０１５ ０．０６９±０．０１１ ０．０９５±０．０２０

镉处理组 ０．０３２±０．０１２ａ ０．０２９±０．００９ａ ０．０４７±０．０１１ａ

镉加黄芪甲苷组 ０．０４８±０．０１３ａｂ ０．０４５±０．０１２ａｂ ０．０６８±０．０１０ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与镉处理组比较。

２．３　磷酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白的表达　对照组ＰＰ３８ＭＡＰＫ的

免疫反应产物为棕褐色，均匀或成点状分布于细胞质及核周

（图３Ａ）。镉处理组表达产物增多，且多数细胞核内均出现阳

性产物的表达（图３Ｂ）。镉加黄芪甲苷组阳性产物虽多于对照

组但明显少于镉处理组（图３Ｃ）。各组图像分析检测结果见

表２。

　　Ａ：对照组；Ｂ：镉组；Ｃ：镉加黄芪甲苷组。

图３　　原代培养大鼠支持细胞磷酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ免疫组织化学染色（×４００倍），ＳＡＢＣ法，ＤＡＢ显色。

表２　　镉及镉加黄芪甲苷对支持细胞ＰＰ３８ＭＡＰＫ

表达的影响（平均光密度值，狓±狊，狀＝１０）

组别 剂量 ＰＰ３８ＭＡＰＫ

对照组 － ０．０２８±０．００４

镉处理组 ５０ｍｏｌ／Ｌ ０．０７３±０．００７ａ

镉加黄芪甲苷组 ５０ｍｏｌ／Ｌ＋１０ｍｇ／Ｌ ０．０４２±０．００６ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与镉处理组比较。－：此

项无数据。

３　讨　　论

睾丸支持细胞内多种细胞骨架与血睾屏障的功能密切相

关［５］，波形蛋白系主要的骨架蛋白，其两端分别与外层核被膜

和细胞质膜结合，与支持、生精细胞间的物质和信息交流、精子

释放关系密切［６７］。钙依赖性黏附蛋白家族亚型之一的Ｅ钙

粘连蛋白通过环连蛋白与微丝、中间丝连接形成复合体，锚定

于细胞骨架上，使相邻细胞间形成稳定连接，为支持细胞参与

血睾屏障提供必要条件［８］。

黄芪为具有多种药效成分的复合物，能保护心血管，增强

免疫力，促进造血、保肝等［９］。黄芪甲苷系黄芪皂甙类单体，目

前认为其具有抗氧化［１０］、抑制细胞凋亡［１１］、调控基因表达［１２］

等功效。初步研究表明黄芪能抑制镉对生殖细胞的遗传毒性，

拮抗镉对大鼠精子发生的破坏作用［１３］。但是黄芪甲苷能否拮

抗镉对睾丸支持细胞的损伤及其作用机制尚无深入研究。本

研究提示波形蛋白、Ｅ钙粘连蛋白和环连蛋白均为镉毒性的

靶蛋白，镉使相关蛋白表达减少，分布改变。黄芪甲苷明显拮

抗镉致支持细胞相关蛋白表达减少的影响。有实验证实镉处

理后波形蛋白的减少与其自身降解有关，推测波形蛋白与热休

克蛋白的结合可能会减少波形蛋白的降解［１４］。镉致Ｅ钙粘连

蛋白和环连蛋白减少则与细胞内钙离子浓度增高有关
［１５］，钙

离子浓度增高可影响细胞内多种信号传导，其中之一就是激活

金属蛋白使Ｅ钙粘连蛋白降解，Ｅ钙粘连蛋白及环连蛋白复

合体解离，且环连蛋白在脱离复合体后降解增加，并从细胞膜

位置渐渐移至细胞质中。本研究中黄芪甲苷减少了镉致Ｅ钙
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粘连蛋白和环连蛋白的降解，其机制可能与减少钙离子的内

流或者增加了细胞内的钙离子外流有关，作者前期的实验结果

支持这一观点。此外超微结构观察提示，镉作用后膜性结构细

胞器损伤严重，这与镉对生物膜的氧化损伤有关。镉加黄芪甲

苷处理后，明显减少细胞肿胀溶解坏死和抑制凋亡的发生。

Ｐ３８ＭＡＰＫ的磷酸化程度检测显示，对照组ＰＰ３８ＭＡＰＫ

仅有微量表达；镉处理组明显增多，且阳性产物有向核内位移

趋势；镉加黄芪甲苷组阳性产物较镉处理组明显减少。ＭＡＰＫ

为细胞内主要信息传递系统之一，其在基因表达调控和细胞功

能活动中发挥重要作用［１６］。Ｐ３８ＭＡＰＫ在凋亡、细胞因子产

生、转录调节及细胞骨架识别中起关键作用。实验提示镉致

Ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化增加的同时肾小球系膜细胞凋亡率升高，说

明磷酸化Ｐ３８ＭＡＰＫ确实可促使细胞发生凋亡
［１７］，而本研究

电镜观察镉作用６ｈ后即可见到支持细胞凋亡。有报道称镉

中毒可破坏血睾屏障的紧密连接，镉使支持细胞ＴＧＦ３表达

增加，ＴＧＦ３调控Ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化增加，并减少了紧密连接

中重要的蛋白ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达
［１８］。本实验结果提示在 Ｐ

Ｐ３８ＭＡＰＫ增加的同时，波形蛋白、Ｅ钙粘连蛋白、环连蛋白

均减少，故推测镉导致波形蛋白、Ｅ钙粘连蛋白、环连蛋白的

减少亦与Ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化有关。而黄芪甲苷亦可能通过对

Ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化的抑制作用，从而拮抗镉对大鼠睾丸支持细

胞的损害。
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［１５］ＩｔｏＫ，ＯｋａｍｏｔｏＩ，ＡｒａｋｉＮ，ｅｔａｌ．Ｃａｌｃｉｕｍｉｎｆｌｕｘｔｒｉｇｇｅｒｓ

ｔｈｅｓｅｑｕｅｎｔｉａｌＰｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒａｎｄｃｙｔｏＰｌａｓｍｉｃ

ｄｏｍａｉｎｓｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎ，ｌｅａｄｉｎｇｔｏｌｏｓｓｏｆｂｅｔａｃａｔｅｎｉｎ

ｆｒｏｍｃｅｌｌｃｅｌｌｃｏｎｔａｃｔｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，１９９９，１８（５０）：７０８０

７０９０．

［１６］孟晓明，黄艳，李俊．丝裂原活化蛋白激酶亚族Ｐ３８信号

转导通路与慢性支气管炎的关系［Ｊ］．中国药理学通报，

２００８，２４（７）：８４９８５２．

［１７］ＲａｖａｎｔｉＬ，ＴｏｒｉｓｅｖａＭ，ＰｅｎｔｔｉｎｅｎＲ，ｅｔａｌ．ＥｘＰｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｈｕｍａｎｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ３（ＭＭＰ１３）ｂｙｆｅｔａｌｓｋｉｎｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

ｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａｖｉａＰ３８ｍｉ

ｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ［Ｊ］．ＦＡＳＥＢＪ，２００１，１５（６）：

１０９８．

［１８］ＬｕｉＷＹ，ＷｏｎｇＣＨ，ＭｒｕｋＤＤ，ｅｔａｌ．ＴＧＦｂｅｔａ３ｒｅｇｕｌａｔｅｓ

ｔｈｅｂｌｏｏｄｔｅｓｔｉｓｂａｒｒｉｅｒｄｙｎａｍｉｃｓｖｉａｔｈｅＰ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃ

ｔｉｖａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎ（ＭＡＰ）ｋｉｎａｓｅＰａｔｈｗａｙ：ａｎｉｎｖｉｖｏｓｔｕｄｙ

［Ｊ］．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２００３，１４４（４）：１１３９１１４２．

（收稿日期：２０１４０３２５　修回日期：２０１４０６０４）
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