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IGF-Ⅰ和 hCG对山羊睾丸间质细胞
分泌睾酮的影响

曹斌云
1　李　键 2　王建辰 2　朱建楚 3　康靖全 3

( 1西北农业大学动物科学系 , 2动物医学系 , 3实验中心 ,陕西杨凌 712100)

　　摘　要　采用体外培养山羊睾丸间质细胞的方法 ,应用 IG F-Ⅰ 和 h CG进行不同处理 ,

利用放射免疫分析法 ( RI A)测定睾酮含量。 结果表明:① 30～ 40日龄山羊睾丸间质细胞适宜

作为体外培养的材料 ;②山羊睾丸间质细胞的敏感性随 hCG的重复刺激而下降 ;③ IG F-Ⅰ 能

够促进睾酮的分泌 (P < 0. 05～ P < 0. 01) ;④ IG F-Ⅰ 和 hCG对睾酮的分泌具有协同促进作用

(P < 0. 05～ P < 0. 01)。
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睾丸间质细胞由 Leydig于 1850年首先命名并加以描述
[1 ]

,它的主要功能是分泌睾

酮 ( T )。 T是雄性动物的主要性激素 ,对生殖乃至生长发育起着重要的调节作用。 T分泌

活动受丘脑下部、垂体及自身的反馈调节。 80年代后期 ,人们发现除各种生殖激素外 ,在

睾丸内部还存在着多种因子对雄性生殖活动起着重要的调节作用 [1～ 8 ]。当前 ,国内外对这

些因子的研究十分活跃 ,其中胰岛素样生长因子 ( Insulin-like g ro w th facto rs, IGFs)就是

被广泛关注的因子之一。近年来 ,对 IGFs在雌性生殖生理调控方面研究较多 ,对雄性研

究甚少 [1～ 3 ] ,而研究 IGF-Ⅰ 和 hCG两者结合对山羊 T分泌的影响尚未见报道。本试验以

间质细胞组织比较发达的公山羊羔为研究对象 ,探索 IGF-Ⅰ 和 h CG两者结合对山羊睾

丸间质细胞分泌 T的影响 ,为提高雄性动物生殖力的研究和实践提供理论依据。

1　材料与方法

动物与试剂　试验动物为 30～ 40日龄的关中奶山羊公羔 ,来源于西北农业大学附近

养殖户。试剂包括: IGF-Ⅰ 、 Hepes、 TCM 199、小牛胸腺 DN A、胶原酶 (华美生物工程公司

进口分装 ) ; h CG(宁波市激素厂 ) ;睾酮 RIA测定盒 (中国科学院动物研究所 ) ; cAM P

RIA测定盒 (中国原子能研究所 ) ;犊牛血清 (自制 )。

仪器与设备　 CO2细胞培养箱 (美国进口 ) ;万分之一天平 ( 1702型 ) ;连续变倍实体

显微镜 ( O LYM PU S SZU型 ) ;研究显微镜 ( O LY PUS BHS型 ) ;组织倒置显微镜 ( O LY-

PU S IM T-2型 ) ;液体闪烁计数器 ( FJ-2100型 ) ;组织超薄切片机 ( LKBV型 ) ; 24孔组织

培养板 (丹麦 ) ;荧光分光光度机 (日立 850型 )。

细胞洗涤液　 TCM 199粉为 0. 99 g, Na HCO3 0. 22 g , Hepes粉 0. 48 g ,丙酮酸钠
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0. 02 g ,链霉素 0. 01 g ,青霉素 16. 67 nmol· s
- 1

.上述试剂溶于 100 m L四蒸水中 ,调 p H

为 7. 4.

胶原酶消化液　胶原酶为 10 mg ,溶于 20 m L洗涤液中备用。

细胞培养液　将细胞洗涤液各成分扩大 5倍 ,另加犊牛血清 50 m L,调 pH为 7. 4.

细胞制备及分装　在无菌条件下 ,将睾丸被膜剥离 ,在洗涤液中洗涤 ,然后用剪刀剪

碎 ,用胶原酶消化液在 36℃条件下先后消化 20及 25 min,消化液用双层铜网筛 (上层 200

目 ,下层 400目 )过滤后离心 ( 1 500 r /min, 5 min)。 细胞用培养液稀释到 1× 10
6个 /m L,

台盼兰染色计算细胞存活率 (> 95% )。分装在 24孔培养板中 ,每孔 1 m L培养液 ,含 1×

10
6
个细胞。

细胞培养及样品制备　细胞在 38. 5℃ ,饱和湿度下 ,培养于 5% CO2培养箱中。原代

培养 48 h后 ,换入 IGF-Ⅰ ( 1～ 100 ng /m L)、 hCG( 1. 667～ 50. 01 nmol· s
- 1 )的培养液 ,每

处理重复 6次 ,每试验重复 4次。分别或重复刺激 24, 48, 72 h结束培养 ,换出培养液贮于

- 20℃冰箱中备测睾酮。

含量测定　用 RIA法测定睾酮含量。

统计分析　用非配对 t检验法判定差异的显著性。

2　结果与分析

2. 1　不同日龄山羊睾丸间质细胞的分离与培养效果

　　为了选择适宜的试验动物 ,分别比较了 20～ 60日龄山羊的睾丸间质细胞的分离难易

程度 ,细胞数量和原代培养时间。结果表明 ,年龄越大 ,睾丸组织越难剪碎 ,睾丸组织消化

所用的胶原酶越多 ,消化时间越长 ,在细胞中混入的各类生殖细胞也越多。在间质细胞数

量上 , 20, 30和 40日龄山羊的数量接近 ( 2× 10
7 /m L左右 ) ,而 50日龄后各类细胞混杂 ,

较难区分。 经原代培养表明 , 20日龄的山羊睾丸间质细胞半数存活时间为 48 h, 30日龄

为 68 h, 40日龄为 74 h, 50日龄为 80 h.可见 ,年龄越大的山羊 ,其间质细胞体外培养时

间越长。

2. 2　h CG刺激山羊睾丸间质细胞分泌 T的敏感性

经原代培养的细胞第一次用 1. 667～ 50. 01 nmol· s
- 1
的 h CG处理 , 48 h后换培养

液 , 第二次继续用 hCG处理 48 h, 其结果如表 1所示。 试验结果表明 , 细胞对 h CG的

表 1　　山羊睾丸间质细胞对 h CG的刺激反应

h CG用量
[μmol· ( L· s) - 1 ]

第一次刺激 第二次刺激

T含量 ( ng· L- 1 ) T含量 ( ng· L- 1 )

0 126. 1± 31. 4 17. 32± 8. 41

1. 67 578. 3± 39. 7* 24. 63± 7. 64

5. 001 876. 4± 92. 8* * 24. 78± 6. 68

16. 67 1218. 2± 78. 8* * 129. 12± 20. 43*

50. 01 1429. 6± 314. 2* * 367. 54± 19. 58* *

　　* P < 0. 05;* * P < 0. 01.

第一次刺激反应非常敏感。当 h CG的剂量仅达到 1. 667μmo l· ( L· s)
- 1
后 ,处理组就比

对照组显著增加 T的分泌 (P < 0. 05) ,当 hCG剂量达到 50. 01μmol· ( L· s) - 1后 ,处理
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组比对照组多分泌 T的差异达到极显著水平 (P < 0. 01)。且这种 T含量的增加与 h CG处

理的剂量呈明显的正相关趋势。 但第二次用 hCG处理培养细胞后 ,细胞反应的敏感性迅

速下降 ,只有当 h CG剂量达到 1. 667μm ol· ( L· s) - 1时 ,才能使 T含量明显增加 ( P <

0. 05)。 因而 ,以后的试验结果均以第一次刺激所测的结果为准。

2. 3　 IGF-Ⅰ 刺激山羊睾丸间质细胞分泌 T的含量变化

用 1～ 100μg· L- 1的 IGF-Ⅰ处理体外培养细胞的结果如表 2所示。 从表 2可见 ,低

剂量的 IGF-Ⅰ 对山羊睾丸间质细胞的刺激不敏感 ,只有当 IGF-Ⅰ 的含量达到 5μg· L
- 1

时才能刺激 T含量增加。 在 IGF-Ⅰ含量达到 5～ 10μg· L
- 1时 ,处理组分泌 T与对照组

相比差异达到显著水平 ( P < 0. 05) ; IGF-Ⅰ 达到 50～ 100μg· L
- 1
时 ,差异极显著 ( P <

0. 01)。 IGF-Ⅰ用量与 T水平的变化呈正相关。当 IGF-Ⅰ含量为 5μg· L
- 1
时 ,处理组 T

的分泌量为对照组的 1. 42倍 ,当 IGF-Ⅰ 含量为 50μg· L
- 1
时 ,处理组的 T分泌量为对照

组的 2. 0倍。

表 2　 IG F-Ⅰ 刺激山羊睾丸间质细胞分泌 T的剂量效应

IGF-Ⅰ 用量
(μg· L- 1 )

T水平
(ng· L- 1 )

IGF-Ⅰ 用量
(μg· L- 1 )

T水平
(ng· L- 1 )

0 1108. 4± 179. 3 10 1724. 5± 152. 2*

1 1378. 1± 182. 8 50 2172. 8± 176. 4* *

5 1569. 7± 212. 4* 100 2548. 5± 319. 7* *

2. 4　 IGF-Ⅰ 与 hCG组合对山羊间质细胞分泌 T的影响

IGF-Ⅰ与 hCG的不同处理在刺激山羊睾丸间质细胞分泌 T方面的相互作用见表 3.

从试验结果可见 , IGF-Ⅰ 可刺激山羊间质细胞经 h CG诱导的 T分泌 , 100μg· L- 1的

IGF-Ⅰ 在 16. 67μm ol· ( L· s) - 1
hCG存在的条件下 ,间质细胞分泌睾酮的能力是单独

使用 100μg· L
- 1

IGF-Ⅰ 的 2. 6倍 ,是单独使用 16. 67μmol· ( L· s) - 1
hCG的 2. 2倍。

用 IGF-Ⅰ 和 h CG组合对山羊间质细胞进行处理 ,其处理组分泌 T的作用比对照组及二

者单独使用均有极显著差异 ( P < 0. 005)。

表 3　不同处理的 I GF-Ⅰ 与 hCG对睾酮分泌的影响

培养体系

h CG
[μm ol· ( L· s) - 1 ]

IGF-Ⅰ
(μg· L- 1)

T含量
(ng· L- 1 )

培养体系

hCG
[μmo l· ( L· s) - 1 ]

IGF-Ⅰ
(μg· L- 1 )

T含量
( ng· L- 1 )

0 0 148. 3± 41. 4 0 100 1013. 7± 283. 9* *

16. 67 0 1179. 1± 243. 6* * 16. 67 100 2637. 4± 328. 6* * *

　　注: * * * P < 0. 005.

3　讨　论

3. 1　试验动物的可靠性

　　本试验分别观察分离和培养了 20, 30, 40, 50, 60日龄山羊公羔的睾丸间质细胞 ,确定

了睾丸易于取得、组织易于分散、间质细胞易于分离、培养存活时间较长的 30～ 40日龄山

羊公羔的睾丸细胞作为培养对象。此时睾丸间质细胞数目最多 ,功能较强 ,而曲精细管仅

初步形成 ,尚无完整管腔 ,仅有精原细胞 ,是研究睾丸间质细胞功能调节的较好时机。若改
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成大龄公羊 ,不仅睾丸组织难以消化 ,而且由于睾丸内部存在的细胞间复杂的调节网络 ,

睾丸内支持细胞、各个发育时期的生精细胞、管周细胞都可能对间质细胞的功能造成影

响。其产生的多种局部因子都有可能加强和削弱 IGF-Ⅰ 或 hCG的作用 ,造成较大的基础

实验误差 ,影响试验结果的可靠性。

3. 2　山羊间质细胞对外源性 hCG的敏感性

试验结果表明 ,山羊睾丸间质细胞在体外对 hCG是敏感的 ,这种敏感性随外源激素

的重复刺激而下降。这种现象出现在许多激素的调节过程中 ,可能是由于激素与细胞膜上

受体的亲合力下降或是由于腺苷酸环化酶体系对于 LH /hCG的刺激脱敏造成的
〔 11, 13〕

。另

外 ,细胞在酶的消化过程中膜蛋白的破坏也能引起上述现象
〔 14〕
。根据这些试验结果 ,在本

研究中有关外源 IGF-Ⅰ或与 h CG结合调节睾酮分泌的处理均以原代培养后第一次刺激

的结果为准 ,从而提高了试验结果的可比性。

3. 3　 IGF-Ⅰ 对山羊间质细胞睾酮分泌的影响

本试验用 1～ 100μg· L
- 1的 IGF-Ⅰ 刺激体外培养的山羊间质细胞 ,发现 5～ 100

μg· L
- 1
的 IGF-Ⅰ 均可刺激间质细胞分泌睾酮 ,且 5～ 10μg· L

- 1
IGF-Ⅰ就达到了显著

水准 ( P < 0. 05) ,而 50～ 100μg· L
- 1
达到了极显著水准 ( P < 0. 01)。这一结果与 Gris-

w old等 ( 1995)在大鼠上的研究相似。 本试验结果可以证明 , IGF-Ⅰ能够促进山羊睾丸间

质细胞睾酮的产生。 其间质细胞分泌睾酮的作用具有明显的剂量依赖关系 ,即随着

IGF-Ⅰ 用量的增加而睾酮的分泌量增多。关于 IGF-Ⅰ的准确作用途径有待进一步深入研

究。

3. 4　 IGF-Ⅰ 对 hCG诱导的山羊间质细胞睾酮分泌的影响

本试验在培养体系中加入一定量 16. 67μmol· ( L· s)
- 1
的 hCG后 , T分泌量是单独

使用同量的 ( 100μg· L- 1 ) IGF-Ⅰ 的 2. 6倍 ,是对照组的 17. 8倍。这一试验结果与 Saez

等 ( 1991)在小鼠试验中的结果相似 ,说明 IGF-Ⅰ 极显著地促进了 h CG刺激的山羊间质

细胞睾酮的产生
〔 6〕
。 IGF-Ⅰ 和 hCG调节山羊间质细胞的可能机理是 ,这两类物质都属于

多肽类 ,一方面 , h CG可刺激间质细胞产生 IGF-Ⅰ ,另一方面 , IGF-Ⅰ 又可使间质细胞上

h CG( LH)受体数目增多 ,使间质细胞对 h CG的敏感性加强。两方面作用的相加效应引起

细胞内 c AM P的形成。细胞质内 c AM P水平的增加 ,可以直接激活间质细胞内某些酶 ,促

使与合成睾酮有关的一些特殊酶的合成增多 ,从而使山羊间质细胞合成睾酮的水平增加。

从以上分析表明 , IGF-Ⅰ 和 h CG单独或两者结合都能促进山羊睾丸间质细胞 T的

分泌 ,这一结果与 Mather( 1982)、M andui t( 1992)、夏国良等 ( 1995)、张家骅等 ( 1997)应用

催乳素、白细胞介素这类含氮类激素 (因子 )处理大鼠、绵羊和仔猪睾丸间质细胞调节 T

分泌变化的结果不同 ,而与 FS H、 LH调节雄性动物睾丸间质细胞分泌 T的机理相

似
〔 10, 11, 13, 14, 1〕

。可见 ,含氮类激素 (因子 )调节 T分泌的机理并非一种固定模式 ,因而 ,研究

含氮类特定生长因子或细胞因子对 T分泌的调节机理具有特殊意义。
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Effects of IGF-Ⅰ and h CG o n Tes tos terone

Secretion in Cultured Goat Leydig Cells

Cao Binyun　 Li Jian　 Wang Jianchen　 Zhou Jianchou　 Kang Jingquan
( Departmen t of An imal Science, Northwestern Agr icul tural Un iversity, Yangl ing , Shaan xi 712100)

Abstract　With the m ethod o f in vi tro g oat leydig cell culture and dif ferent t reat-

m ents of IGF-Ⅰ and hCG, the co ntents o f testostero ne have been determined by RIA.

The results show ed tha t: ( 1) Leydig cells f rom 30～ 40-day-o ld g oats a re appropria te

m aterials for in v it ro study. ( 2) The go at Ley dig cell w as sensi tiv e to h CG stim ulation

o n testostero ne production, but the sensi tivity declined w ith the repea ted h CG treat-

m ents. ( 3) IGF-Ⅰ enha nced both basal and h CG-induced testostero ne secretio n ( P < 0.

05～ P < 0. 01) . ( 4) hCG and IGF-Ⅰ had accelerativ e function to testostero ne secretion

(P < 0. 05～ P < 0, 01) .

Key words　 g oat , leydig cell , testo sterone, IGF-I, h CG
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