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雄激素对大鼠嗅球中AR 和 NGF 蛋白表达的影响
Ξ
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　　[摘　要 ]　利用免疫组化 SP 法, 检测了去势及去势后补充雄激素大鼠嗅球中雄激素受体 (A ndrogen recep2
to rs,A R )和神经生长因子 (N erve grow th facto r,N GF)蛋白的表达情况, 探讨了雄激素对嗅球的作用机制。结果表

明, 睾丸摘除组大鼠嗅球内A R 与N GF 蛋白的表达显著减少; 睾丸摘除并用睾酮替代组大鼠嗅球内 2 种蛋白的表

达接近正常水平。说明去睾丸大鼠由于缺乏内源性雄激素, 会引起嗅球内A R 和N GF 蛋白表达减少, 而补充外源

性雄激素可缓解或抑制这一变化。
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　　雄激素是甾体激素中最早被发现的激素, 对正

常雄性动物的发育、生殖及免疫功能的维持有重要

作用, 这些作用是由雄激素受体 (A ndrogen recep2
to rs,A R )介导的。刘峻等[1 ]的研究结果表明, 睾酮

的代谢产物为 5Α2二氢睾酮 (5Α2DH T ) , 其在体内是

A R 的最佳配体。雄激素受体在人体组织分布很广,

除了前列腺、精囊、睾丸、附睾等生殖器官外, 在中枢

神经系统、皮肤、腺体、骨骼、肌肉等组织中均发现

A R 的存在。近年来, 性激素对脑的调节作用日益受

到人们的重视。T haku r 等[2 ]通过免疫印迹法与免疫

沉淀法测定发现, 成年小鼠 (24 周龄) 大脑皮层中

A R 的数量明显高于老年小鼠 (65 周龄) , 经雄激素

处理过的成年及老年小鼠 (老年雌性鼠除外)A R 数

量显著降低。

神经生长因子 (N erve grow th facto r, N GF ) 影

响着外周和中枢神经系统中某些神经元的存活和分

化, 可促进、调控神经元的发育, 对神经元特殊功能

的发挥具有重要作用, 能使感觉神经节及交感神经

节数目增加, 体积增大。

目前, 关于雄激素与嗅球中A R 和N GF 蛋白表

达之间的关系研究较少。本试验采用免疫组织化学

SP 法检测了去势及去势后补充雄激素大鼠的嗅球

中A R 和N GF 蛋白的表达情况, 以探讨雄激素对嗅

球的作用机制。

1　材料与方法

1. 1　动物分组与动物模型的建立

　　3 月龄雄性健康 SD 大鼠, 购自第四军医大学实

验动物中心, 共 30 只, 体重 240～ 260 g。随机分为睾

丸摘除组 (GM 组) , 假手术组 ( IM C 组) 和睾丸摘除

并用睾酮替代组 (GM + T 组)。每组 10 只, 大鼠用

水合氯醛腹腔麻醉, IM C 组做假手术 (只切开睾丸

皮肤和纵隔, 不切除睾丸) , GM 组和 GM + T 组均

摘除双侧睾丸, 其中 GM + T 组自手术 1 周后开始,

隔天皮下注射 300 ΛgömL 睾酮 (T esto sterone) , 0. 1

mL ö只, 连续注射 4 周。

1. 2　标本采集及组织切片的制备

4 周后, 各组大鼠用水合氯醛腹腔麻醉, 手术暴

露胸腔, 主动脉插管, 100 mL 生理盐水冲净血液后,

用 200 mL 40 göL 多聚甲醛固定液灌注固定。取嗅

脑, 于相同的固定液中固定 12～ 36 h, 浸入 4 ℃ 200

göL 蔗糖 PB 液 (pH 7. 4)中至组织沉底, 将组织于开

放式冰冻切片机上做连续冠状切片, 切片厚 35 Λm。

1. 3　大鼠嗅球中A R 和N GF 蛋白的检测

免疫组化染色程序按照 SP 试剂盒 (福州迈新

生物技术开发公司生产)说明进行, 一抗体抗A R 和

N GF 多克隆抗体 (武汉博士德公司生产) 的工作浓

度分别为 1∶150 和 1∶200 (体积比) , 同时设阴性
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对照组, 组织切片用硫酸镍铵增强的DAB (Sigm a

公司生产)呈色, 梯度酒精脱水, 二甲苯透明, 封片观

察。表达A R 和N GF 蛋白的阳性细胞呈深蓝色或蓝

色, 阴性对照组细胞不表达A R 和N GF 蛋白, 呈与

背景色相似的淡蓝色。

1. 4　统计学处理

每组切片随机选取 5 个不同视野,M o tic 数码

显微镜拍照, 用江苏捷达 801 形态分析软件对阳性

细胞进行分析, 测量阳性细胞的灰度值 (以平均数±

标准差 (xθ±S )形式表示)。 t 检验进行统计学分析。

2　结果与分析

2. 1　嗅球僧帽细胞中A R 表达的变化

　　由图 1 和表 1 可知, GM + T 组A R 蛋白在嗅球

僧帽细胞胞质中有表达, A R 阳性细胞数目比 GM

组极显著增多 (P < 0. 01) , 染色加深, 接近正常水

平; IM C 组中A R 蛋白主要分布于靶细胞胞质中,

阳性细胞数目多 (P < 0. 05) , 染色深; GM 组中A R

蛋白的表达率则较低。

图 1　嗅球僧帽细胞中A R 免疫阳性产物 (×400)
A. GM + T 组; B. IM C 组; C. GM 组; 箭头示A R 阳性细胞

F ig. 1　Exp ression of A R in m itra l cell (×400)
A. GM + T group; B. IM C group; C. GM group

表 1　嗅球僧帽细胞中A R 和N GF 阳性细胞灰度值 (xθ±S )

Tab le 1　A verage gray scale of A R + and N GF+ cell (xθ±S )

组别
Group

平均灰度值A verage gray scale

A R 阳性细胞
A R + cell

N GF 阳性细胞
N GF+ cell

GM + T 89. 089 5±3. 235 63 3 88. 658 4±4. 148 73

IM C 91. 112 5±4. 552 13 90. 410 8±4. 073 53

GM 106. 824 7±6. 962 2 106. 863 1±5. 437 8

　　注: 3 . 表示与 GM 组相比差异显著 (P < 0. 05) ; 3 3 . 表示与
GM 组相比差异极显著 (P < 0. 01)。

N o te: 3 . Stand P < 0. 05, 3 3 . stand P < 0. 01, con tro led w ith
GM group.

2. 2　嗅球僧帽细胞中N GF 的表达变化

由图 2 和表 1 可知, GM + T 组N GF 蛋白主要

分布于嗅球僧帽细胞的胞质中, 胞核中则表达较少,

N GF 阳性细胞数目比 GM 组极显著增多 ( P <

0. 01) , 且小球周细胞中N GF 阳性细胞比A R 阳性

细胞增多, 染色加深; IM C 组N GF 蛋白主要分布于

嗅球僧帽细胞的胞质中,N GF 阳性细胞数目比 GM

组极显著增多 (P < 0. 01) , 染色强度与 GM + T 组

相当; GM 组中N GF 阳性表达率低。

图 2　嗅球僧帽细胞中N GF 免疫阳性产物 (×400)

A. GM + T 组; B. IM C 组; C. GM 组; 箭头示N GF 阳性细胞

F ig. 1　Exp ression of N GF in m itra l cell (×400)

A. GM + T group; B. IM C group; C. GM group
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3　讨　论

嗅脑是接受、传递和整合嗅觉信息, 并形成嗅觉

意识的器官。乔鹏等[3 ]发现, 双侧嗅球切除对大鼠行

为和睡眠有一定影响。嗅球切除后会导致类似人类

抑郁症的症状, 提示嗅球不仅和嗅觉相关, 而且可能

还与其他组织有一定的联系。嗅觉系统在诱导雄性

和雌性交配中也起着重要作用[4 ]。由此可见, 嗅球不

仅是与嗅觉功能相联系的器官, 还与睡眠、生殖等其

他功能相关, 其作用机制仍需进一步研究。

雄激素对生殖、免疫和内分泌系统的调节作用

是通过A R 蛋白来实现的, A R 蛋白的表达受诸多

因素的调控, 其中雄激素对其表达及功能有重要影

响, 对A R 在靶组织中调节机制的研究将有助于了

解雄激素在这些组织中的作用。关于雄激素对A R

水平的调节作用, 从目前的文献来看, 有的报道为降

调节, 有的报道为升调节。L ubahn 等[5 ]最先报道了

A R mRNA 在鼠腹侧前列腺中的表达量随动物阉

割后时间的延长而增加, 但注射睾酮可使其表达量

下降, 表明雄激素可降低前列腺中A R mRNA 的表

达量。B randstet ter 等[6 ]发现雄激素对A R mRNA

表达的降调节也存在于肾、脑、附睾等器官中。而

Khetaw at G 等[7 ]应用W estern 杂交法分析表明, 用

5Α2DH T 处理后,A R 表达量明显增加。贾孟春等[8 ]

通过R T 2PCR 与琼脂糖凝胶电泳条带分析发现, 经

十一酸睾酮 (TU )处理后, 大鼠睾丸及附睾中A R 基

因的表达量减少了 60%～ 64%。这些研究结果均提

示, 雄激素可以下调雄激素受体的表达量。然而

Shan 等[9 ]的研究却显示出相反的结果, 本试验结果

也表明, 雄激素对A R 量的调节表现为升调节。这可

能是由于所选的实验动物以及所应用的激素不同所

致。此外, 雄激素对A R 和N GF 蛋白表达量的影响

似乎与雄激素的注射剂量有关。总之, 从目前的研究

来看, 雄激素对A R 表达量的调节尚无定论。

T sim 等[10 ]发现, 雄激素对嗅觉标记蛋白等相

关蛋白的表达有调节作用, 提示雄激素可能引导了

嗅球中神经回路的发育。僧帽细胞是嗅球中最大的

三角形细胞, 对维持嗅神经通路的正常结构和嗅觉

传导均有重要作用。本试验结果表明, 僧帽细胞中

A R 的表达和N GF 的表达呈明显的正相关。A r2
sen ijevic 等[11 ]研究发现, 20 月龄老年大鼠体内血浆

中睾酮浓度下降, 是导致嗅结节和下丘脑腹内侧核

中O T 受体减少的原因。神经营养因子和N GF 等缺

失导致的嗅神经细胞死亡, 可能是神经细胞发生细

胞凋亡或死亡等的重要原因之一。李义召等[12 ]研究

发现,N GF 对神经细胞变性和坏死具有保护和修复

作用。本试验中, GM 组大鼠嗅球N GF 的表达显著

低于 GM + T 组, 提示随着雄激素含量的减少, 嗅球

中N GF 蛋白的表达量也减少, 其对嗅神经元的营

养及促分化作用明显减弱或丧失, 最终导致嗅觉老

化或障碍。本试验发现,A R 蛋白和N GF 蛋白的表

达主要见于僧帽细胞, 表明雄激素可能是与其受体

相结合并与N GF 共同作用于僧帽细胞, 从而发挥

其调节作用。

本试验还发现, 在补充雄激素后, A R 蛋白与

N GF 蛋白表达量的变化趋势相一致, 提示睾酮对嗅

球中神经元有促进其N GF 表达的作用。但其具体

调控机制还有待进一步研究。僧帽细胞数目的减少

可能与嗅球中A R 蛋白和N GF 蛋白表达量的减少

有关。因此, 进一步探寻雄激素、A R、N GF 与僧帽细

胞数目之间的关系, 对预防嗅功能的退化有重要价

值。
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Effects of testo sterone on A R and N GF of o lfacto ry bu lb in ra t

TIAN Guang-m ing, FAN Guang- l i, TIAN Ha i-x ia , Ay im ugul i, ZHANG Y ong-de,

ZHANG Yan , HE Y u- long, N IE Cong,W ANG Guan -kui,L ID ing-q iang
(Collag e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he m ethod of imm unochem istry SP w as u sed to study the A R and N GF po sit ive exp ression

of ra ts to invest iga te the effects of androgen rep lacem en t on o lfacto ry bu lb. A s a resu lt, in cast ra t ion group ,

the po sit ive exp ression of A R and N GF w ere decreased. A fter being trea ted w ith testo sterone, the im 2
m uno react ive p roduct ion of A R and N GF w ere increased and imm uno react ive p roduct ion of A R and N GF

almo st retu rned to the no rm al level. A ll the resu lts illu st ra ted that the exp ression of A R and N GF w ere de2
creased after cast ra t ion, and the testo sterone cou ld p reven t th is by dow n regu la t ing the exp ression of A R

and N GF.

Key words: testo sterone; o lfacto ry bu lb; cast ra t ion; A R; N GF
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Pu rif ica t ion of p ro topect inase from P ich ia p astoris eng ineering st ra in

L IU Zhan -m in ,L U Zhao-x in ,L  U Feng-x ia , B IE X iao-m e i, ZHAO Ha i-zhen
(Colleg e of F ood S cience and T echnology , N anj ing A g ricu ltu ra l U niversity , N anj ing , J iang su 210095, Ch ina)

Abstract: T he electropho resis level p ro topect inase w as pu rif ied by ammon ium su lfa te, Sephadex G75

gel f ilter and ion exchange ch rom atography from P ich ia p astoris engineering stra in. T he experim en t show ed

that the recovery of p ro topect inase cou ld reach 71. 9% and specif ic act ivity w as 1 096. 35 U öm g w hen satu2
ra t ion 70% ammon ium su lfa te p recip ita ted p ro topect inase. T he recovery of p ro topect inase w as 57. 6% and

specif ic act ivity reached 3 762. 40 U öm g by Sephadex G75 gel f ilter. F inally, w ith the ion exchange ch ro2
m atography the p ro topect inase w as pu rif ied 18. 91 t im es than the crude p ro topect inase and its specif ic ac2
t ivity increased to 9 743. 20 U öm g, SD S2PA GE electropho resis show ed its mo lecu lar w eigh t w as 43. 17 ku.

Key words: P ich ia p astoris; p ro topect inase; pu rif ica t ion
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