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期
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比例极显著升高!
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)
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")与对照组相比(

Z2-8/8*8̀

组
<

期
>>T3

细胞比例极显著

降低!

)
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Rh$C!%%$

组
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期细胞比例显著降低!
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Z2-8/8*8̀

组
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细胞的凋亡指数极显著升高!
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"(而
Rh$C!%%$

组
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细胞的凋亡指数无显著变化)

>Z6

组中
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细胞的
>Z6U
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4Oa
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6GYGB

磷酸化

水平较高'与
>Z6

组相比(

>Z6fZ2-8/8*8̀

组中
>>T3

细胞的
>Z6U

,

4Oa

和
6GYGB

磷酸化水平明显降低(而
>Z6f

Rh$C!%%$

组中
>>T3

细胞的
4Oa

和
6GYGB

磷酸化水平明显降低)*结论+

>Z6

可增强绵羊
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体外生长活力(

其作用机制可能是
>Z6

通过介导
>Z6U

和
SHIO
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4Oa

信号通路上调了
6GYGB

的磷酸化水平)
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附睾上皮形成的附睾腔微环境对维持精子的正

常成熟起着关键作用%
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)精子与附睾上皮细胞!
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"分泌的蛋白相互作

用(以获得运动和受精能力%

$D#
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)目前(研究者们利

用动物模型通过许多体内和体外试验来探究
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功能的分子机制%

EDJ
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)表皮生长因子!
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"是一种已知的有丝分裂多

肽%
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&

(它能与受体
>Z6U

结合(启动一系列细胞内

信号通路%

C

&

(参与许多生理和病理过程(包括细胞增

殖,凋亡,迁移,存活和血管生成等%

B%DB$

&

)研究表明(

>Z6

介导的
>Z6U

及其下游
A4SO

和
SHIO

信号

通路可促进肿瘤干细胞的增殖%

BI
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)

>Z6

已用于上

皮细胞和干细胞的原代培养%
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(外源性
>Z6

对体

外培养的卵巢基质细胞%
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&和间充质干细胞%
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&增殖

的影响呈现剂量依赖性)叉头盒蛋白
GB

!

-')L02+?
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6GYGB

"是
6GYG

转录因子家族成

员(参与细胞凋亡,

F.4

损伤,自噬,氧化应激,血管

生成和糖代谢等过程%

BJDBC

&

)研究表明(磷酸化的
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的增加和
6GYGB

的

减少通常与肿瘤发生有关%
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)相关研究认为(

SHIO

信号通路作为
6GYGB

的主要调节途径(可通过上

调
6GYGB

磷酸化水平的方式来调节
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而不

改变其表达量%
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(而抑制
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能
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研究探讨了
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对绵羊
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体外增殖的影响及

其可能的作用机制(旨在为研究附睾上皮细胞的增

殖机理提供理论基础)
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培养箱中培养(待单层细胞融

合度达
"%W

时(即得原代!

S

%

代"

>>T3

)将
S

%

代

>>T3

用
$;#N

^

$

NR

胰酶!含
>Fa4

"消化细胞
$

"

IN8*

(以
Bi$

的体积比分装至新的
E%NN

培养皿

中(用上述培养基培养(即得
S

B

代
>>T3

)同时(从

睾丸中分离,培养成纤维细胞)将
S

B

代
>>T3

制作

细胞爬片(以由附睾中分离出的成纤维细胞作为对

照组(用预冷的甲醇溶液固定爬片
#N8*

(体积分数

%;$W a)8/'*YDB%%

通透
B#N8*

(用体积分数
IW

过

氧化氢去除内源性过氧化物酶(

#%N

^

$

NRV<4

封

闭(加鼠源抗
TOB"

抗体!

BiB%%

倍稀释"(

!e

孵育

过夜(加
6HaTD

山羊抗鼠二抗!

BiB%%

倍稀释"(

IJ

e

孵育
B0

(滴加抗荧光淬灭剂封片(荧光显微镜拍

照记录)

B;I

!

>>T3

生长曲线测定

使用
TTOD"

方法检测
>>T3

细胞增殖情况(绘

制其生长曲线)对
S

B

代
>>T3

进行培养传代)将

S

!

代
>>T3

用不含
>Z6

的培养基制成适当密度的

细胞悬液(以每孔
B%%

%

R

细胞悬液!约含
$#%%

个

细胞"接种于
CE

孔板(于
IJe

,体积分数
#W TG

$

培养箱中培养
B$0

(之后用含不同质量浓度!

%

!对

照(

TO

"(

B%

(

#%

(

B%%

和
$%%*

^

$

NR

"

>Z6

的培养基

继续培养(培养基每
!"0

更换
B

次(分别在培养
B

(

$

(

I

(

!

(

#

和
E?

时(每孔加入
B%

%

RTTOD"

溶液(

IJ

e

,体积分数
#W TG

$

培养箱中继续孵育
I0

后(用

酶标仪检测
!#%*N

波长处吸光度!

&

!#%

"值)每个

样本
B%

个重复)

B;!

!

>Z6

体外对绵羊
>>T3

功能的影响

用含
#%*

^

$

NR>Z6

的培养基和不含
>Z6

的

培养基体外培养
>>T3

(结果发现(含
#%*

^

$

NR

>Z6

的培养基培养的
>>T3

可稳定传
B%

代(而不含

>Z6

的培养基培养的
>>T3

只能传
#

代)为鉴定

>Z6

培养的不同代!

S

%

,

S

B

,

S

#

,

S

B%

代"

>>T3

的功能

特性(以
!

?"'70/

为内参基因(利用
UaDSTU

测定附

睾分子标记
D

谷胱甘肽过氧化物酶
D#

!

ZSY#

"和雄激

素受体!

4U

"基因的表达情况)从
Z2*V+*L

核酸库

中检索绵羊
C)D#

,

&%

和
!

?"'70/

基因序列!

Z2*V+*L

登录号分别为
.A

.

%%B$EJ""I

,

.A

.

%%BI%"#"!;B

,

.A

.

%%B%%CJ"!;B

"(利用
S)8N2)#;%

设计特异性引

物(由上海生工技术有限公司合成!表
B

")

表
B

!

C)D#

,

&%

和
!

?"'70/

基因引物

a+̀,2B

!

<2

Q

(2*=2'-

M

)8N2)3'-C)D#

(

&%+*?

!

?"'70/

基因

Z2*2

引物序列!

#dPId

"

<2

Q

(2*=2'-

M

)8N2)

!

#dPId

"

退火温度$
e

4**2+,8*

^

/2N

M

2)+/()2

产物$
`

M

R2*

^

/0'-

M

)'?(=/

C)D# 6

#

Z444ZZT4TT4aTa4aZ4

'

U

#

aa4T4TZZ444aTTT44T E% BB"

&% 6

#

TaZ44ZTa4T4ZZ4ZZ44ZZZ

'

U

#

TaZTZ44ZZ4ZaT4ZZaaZZ E% B"J

!

?"'70/ 6

#

ZaT4aT4TT4aTZZT44aZ4

'

U

#

TZaZ44aZTTZT4ZZ4aa E% ""

!!

根据
aUHb',

试剂盒操作说明(提取
#%*

^

$

NR

>Z6

培养的传代细胞总
U.4

)使用
S)8N2<=)8

M

/

aA

UaA+3/2)A8\

试剂盒进行反转录合成
=F.4

)使

用
S,+/8*(N

aA

&

['/D</+)/Z)22*STUA+3/2)A8\

!

$Y

"试剂盒对
C)D#

,

&%

和
!

?"'70/

进行普通
STU

扩增(

STU

反应条件为#

C#e

预变性
#N8*

'

C#e

变

性
I%3

(

E$e

退火
I%3

(

J$e

延伸
I%3

(

I#

个循环'

J$e

总延伸
B%N8*

)用
B#N

^

$

NR

琼脂糖凝胶电

泳对扩增条带大小和亮度进行检测)

B;#

!

>Z6

对
>>T3

细胞周期及凋亡的影响

B;#;B

!

>>T3

细胞周期检测
!

用
$;#N

^

$

NR

胰酶

消化经含
#%*

^

$

NR>Z6

的培养基培养
!"0

的
S

!
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代细胞!

f>Z6

组"(以不含
>Z6

培养基培养的

>>T3

为对照组!

TO

"(

SV<

洗涤(用体积分数
J%W

乙醇于
! e

固定过夜(样品用
SV<

洗涤离心后重

悬(加入
B%%

%

R%I+324

在
IJe

孵育
I%N8*

(用

!%%

%

R

碘化丙烷!

SH

"溶液在
!e

避光孵育
I%N8*

)

用流式细胞仪读取荧光值(每个样本收集
$%%%%

个

事件(统计各期细胞比例)

B;#;$

!

>>T3

凋亡测定
!

将
S

!

代
>>T3

细胞用含

#%*

^

$

NR>Z6

的培养基培养
!"0

!

f>Z6

组"(以

不含
>Z6

培养基培养的
>>T3

为对照组!

TO

"(用

$;#N

^

$

NR

胰酶收集细胞(

SV<

洗涤(重悬于
Bc

8̀*?8*

^

(̀--2)

(与
#

%

R4**2\8*@D6HaT

和
I

%

R

碘化丙啶!

SH

"溶液在室温下避光孵育
B#N8*

(用流

式细胞仪检测(每个样本收集
$%%%%

个事件(统计

凋亡指数)

B;E

!

>Z6

作用机制分析

通过检测
>Z6U

和
SHIO

$

4Oa

信号通路抑制

剂对细胞周期分布和细胞凋亡率的影响(以探讨

>Z6

提高细胞生存活性的可能作用机制)将
S

!

代

>>T3

细胞分别经
B#

%

N',

$

RZ2-8/8*8̀

!

>Z6U

抑制

剂",

#%

%

N',

$

RRh$C!%%$

!

SHIO

$

4Oa

信号通路抑

制剂"和体积分数
%;BW FA<G

!对照组"预处理
!%

N8*

后(再用含
#%*

^

$

NR>Z6

的培养基培养
!"0

(

用
$;#N

^

$

NR

胰酶消化(按
B;#;B

节方法进行细胞

周期检测)将
S

!

代
>>T3

细胞分别经
B#

%

N',

$

R

Z2-8/8*8̀

,

#%

%

N',

$

RRh$C!%%$

和体积分数
%;BW

FA<G

预处理
!%N8*

(再用含
#%*

^

$

NR>Z6

的培

养基培养
!"0

(按照
B;#;$

节试验步骤进行细胞凋

亡检测)

通过检测
>Z6U

和
SHIO

$

4Oa

信号通路抑制

剂对
>Z6U

,

4Oa

和
6GYGB

磷酸化水平的影响(

进一步研究
>Z6

可能激活的促进细胞增殖的信号

通路)将
S

!

代
>>T3

细胞分为
>Z6

!

P

"组,

>Z6

组,

>Z6fZ2-8/8*8̀

,

>Z6fRh$C!%%$!

个组(分别

用不含
>Z6

培养基及含
#%*

^

$

NR>Z6

,

#%*

^

$

NR

>Z6fB#

%

N',

$

R Z2-8/8*8̀

,

#%*

^

$

NR>Z6f#%

%

N',

$

RRh$C!%%$

的培养基培养
!"0

后(加
$%%

%

R

蛋白裂解液于冰上静置
B%N8*

(

! e

,

B$%%%

)

$

N8*

离心
B#N8*

(取上清液(使用
VT4

试剂盒测

定总蛋白质浓度(取总蛋白上样进行
]23/2)* ,̀'/

检测(电泳(转膜(封闭(

aV<a

漂洗(加入
M

D>Z6U

!

a0)DBBJI

",

M

D4Oa

!

<2)D!JI

",

M

D6GYGB

!

<2)D$#E

"

和
$

D+=/8*

一抗!

BiB%%%

倍稀释"(

!e

过夜(

aV<a

漂洗(加入驴抗兔二抗!

Bi#%%

倍稀释"(

$#e

摇床

避光
B0

(

aV<a

漂洗(显色液显色,

RHDTGUG?

:

3D

32

:

近红外成像仪成像(

$

D+=/8*

为内参蛋白)

B;J

!

数据统计与分析

数据以/平均值
j

标准差0表示(所有试验至少

重复
I

次)用
<S<<

软件对不同处理组的细胞增

殖,细胞周期和细胞凋亡数据进行
7

检验或单因素

方差分析)

$

!

结果与分析

$;B

!

绵羊
>>T3

分离培养及鉴定

利用酶消化法得到的
S

%

代
>>T3

多为细胞团(

仅含有少量的单细胞!图
BD4

")传代
B

次后得到大

量的
S

B

代单细胞(单细胞中含有极少量成纤维细

胞(单细胞在培养
$

"

I?

后达到汇合状态!图
BDV

")

免疫荧光鉴定
S

B

代
>>T3

(结果表明单层细胞中约

有
C%W

的细胞可表达上皮细胞标记
TOB"

!图
BDT

"(

而对照组的成纤维细胞不表达
TOB"

!图
BDF

")结

果说明(分离出的上皮细胞纯度较高)

4;S

%

代
>>T3

'

V;S

B

代
>>T3

'

T;

表达
TOB"

的
S

B

代
>>T3

'

F;

不表达
TOB"

的成纤维细胞

4;>>T3+/S

%

'

V;>>T3+/S

B

'

T;TOB"2\

M

)2338'*'-/02>>T3+/S

B

'

F;68̀)'̀,+3/3

(

*'TOB"2\

M

)2338'*

图
B

!

绵羊
>>T3

分离培养及鉴定!

B%%c

"

68

^

;B

!

H3',+/8'*

(

=(,/()2+*?8?2*/8-8=+/8'*'->>T38*3022

M

!

B%%c

"

$;$

!

>Z6

对绵羊
>>T3

体外增殖的影响

由图
$

可知(细胞的指数生长期为
$

"

!?

'与对

照组!

%*

^

$

NR>Z6

"相比(不同质量浓度
>Z6

对

>>T3

的增殖都有促进作用(只是促增殖效应随着

>Z6

质量浓度的增大而先上升后下降(其中
#%

*

^

$

NR>Z6

组的促增殖效应最强)

#%*

^

$

NR

.9
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>Z6

培养的细胞增殖率在第
$

天时显著高于对照

组!

)

#

%;%#

"(在第
I

"

#

天极显著高于对照组!

)

#

%;%B

")与对照组相比(

B%%*

^

$

NR>Z6

处理在第
I

天时细胞的增殖水平显著升高!

)

#

%;%#

"(在第
!

天时细胞的增殖水平极显著升高!

)

#

%;%B

")

与对照组相比(

%

表示差异显著!

)

#

%;%#

"(

%%

表示差异极显著!

)

#

%;%B

")下图同

T'N

M

+)2?18/0='*/)',

^

)'(

M

(

%

8*?8=+/2338

^

*8-8=+*/?8--2)2*=2

!

)

#

%;%#

"(

+*?

%%

8*?8=+/2338

^

*8-8=+*/?8--2)2*=2

!

)

#

%;%B

"

;

a023+N2 2̀,'1

图
$

!

不同质量浓度
>Z6

对绵羊
>>T3

体外增殖的影响

68

^

;$

!

>--2=/3'->Z618/0?8--2)2*/N+33='*=2*/)+/8'*3'*

M

)',8-2)+/8'*'-3022

M

>>T30/907(+

$;I

!

>Z6

体外对绵羊
>>T3

功能的影响

检测结果显示(含
#%*

^

$

NR>Z6

的培养基培

养的
S

%

,

S

B

,

S

#

和
S

B%

代
>>T3

均可正常表达
C)D#

和
&%

功能基因标记!图
I

"(表明
>Z6

具有有效维

持体外分离培养
>>T3

功能的特征)

%

(

B

(

#

(

B%

(

.Z

分别代表
S

%

(

S

B

(

S

#

(

S

B%

代
>>T3

和阴性对照

%

(

B

(

#

(

B%+*?.Z)2

M

)232*/S

%

(

S

B

(

S

#

(

S

B%

+*?

*2

^

+/892='*/)',

(

)23

M

2=/892,

:

图
I

!

体外条件下
>Z6

对绵羊
>>T3

功能的影响

68

^

;I

!

>--2=/3'->Z6'*-(*=/8'*+,=0+)+=/2)83/8=3'-

3022

M

>>T30/907(+

$;!

!

>Z6

对绵羊
>>T3

细胞周期及凋亡的影响

>>T3

细胞周期检测结果!图
!D4

"显示(与对照

组!

TO

"相比(经
>Z6

刺激后(

Z$

期细胞比例变化

不显著!

)

&

%;%#

"(而
<

期细胞的比例极显著增加

!

)

#

%;%B

"(

ZB

期细胞的比例显著减少!

)

#

%;%#

"(

提示
>Z6

可促进细胞进行正常的有丝分裂(促进细

胞增殖)

>>T3

细胞凋亡检测结果!图
!DV

"表明(

>Z6

处理组的细胞凋亡率显著低于对照组!

TO

"

!

)

#

%;%#

"(说明
>Z6

处理的
>>T3

细胞具有较高

的增殖活性)

4;

细胞周期结果'

V;

细胞凋亡结果

4;T2,,=

:

=,2)23(,/3

'

V;T2,,+

M

'

M

/'383)23(,/3

图
!

!

>Z6

对绵羊
>>T3

细胞生长活性的影响

68

^

;!

!

>--2=/3'->Z6'*

^

)'1/0+=/898/

:

'-3022

M

>>T3

$;#

!

>Z6

影响绵羊
>>T3

细胞生存活力的机制

细胞周期检测结果!图
#D4

"显示(与对照组

!

FA<G

处理组"相比(

Z2-8/8*8̀

和
Rh$C!%%$

组的

<

期细胞比例分别极显著!

)

#

%;%B

"和显著!

)

#

%;%#

"降低(而
ZB

期细胞比例显著增加!

)

#

%;%#

"(

提示
>Z6U

和
SHIO

$

4Oa

信号通路的抑制将导致

细胞周期停滞在
ZB

期)细胞凋亡结果!图
#DV

"显

示(

Z2-8/8*8̀

处理组
>>T3

细胞的凋亡指数极显著

高于
FA<G

对照组!

)

#

%;%B

"(而
Rh$C!%%$

处理

组
>>T3

细胞的凋亡指数与对照组无显著差异(表

/9

第
#
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明抑制
>Z6U

可阻断
>Z6

对细胞凋亡的影响(而

抑制
SHIO

$

4Oa

信号通路对细胞凋亡的影响不显

著)

4;

抑制剂
Z2-8/8*8̀

和
Rh$C!%%$

对细胞周期的影响'

V;

抑制剂
Z2-8/8*8̀

和
Rh$C!%%$

对细胞凋亡的影响

4;>--2=/'-38

^

*+,8*

^

8*08̀8/')3Z2-8/8*8̀ +*?Rh$C!%%$'*=2,,=
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^
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M

'

M

/'383

图
#

!

>Z6

影响绵羊
>>T3

生存活力的机制分析

68

^

;#

!

A2=0+*83N'->Z6+--2=/8*

^

3()989+,+=/898/

:

'-3022

M

>>T3

$;E

!

>Z6

影响绵羊
>>T3

细胞
6GYGB

磷酸化的

机制

由图
E

可知(

>Z6

!

P

"组中
>>T3

细胞
>Z6U

,

4Oa

和
6GYGB

的磷酸化水平较低(而
>Z6

组中

>>T3

细胞
>Z6U

,

4Oa

和
6GYGB

的磷酸化水平

较高'

>Z6fZ2-8/8*8̀

组中
>>T3

细胞的
>Z6U

,

4Oa

和
6GYGB

磷酸化水平较
>Z6

组明显降低'

>Z6f Rh$C!%%$

组 中
>>T3

细 胞 的
4Oa

和

6GYGB

磷酸化水平较
>Z6

处理组明显降低(而

>Z6U

的磷酸化无显著变化)上述结果表明(

>Z6

通过激活
>Z6U

和
SHIO

$

4Oa

信号通路来上调

6GYGB

磷酸化水平)

图
E

!

>Z6

影响绵羊
>>T3

细胞
6GYGB

磷酸化的机制分析

68

^

;E

!

A2=0+*83N'->Z6DN2?8+/2?6GYGB

M

0'3

M

0')

:

,+/8'*'-3022

M

I

!

讨
!

论

早期的研究表明(

>Z6

对细胞生长的影响具有

物种差异性和剂量依赖性%

"

&

(低剂量
>Z6

可促进细

胞增殖(而高剂量
>Z6

可诱导细胞周期停滞和凋

亡%

$C

&

)尽管已知
>Z6

是多种细胞的有丝分裂原(

但就
>Z6

对绵羊
>>T3

的效应知之甚少)本研究

结果表明(

>Z6

以剂量依赖性的方式维持绵羊
>>D

T3

的体外活性(

#%*

^

$

NR>Z6

从第
$

天开始可显

著促进
>>T3

增殖(可有效地维持细胞连续传
B%

代

并正常表达
C)D#

和
&%

等关键标记基因(提示

>>T3

在含有
#%*

^

$

NR>Z6

的培养基中可维持长

期体外培养并保持附睾正常特征)

#%*

^

$

NR>Z6

可极显著增加
<

期细胞比例(并显著抑制细胞凋亡(

这一结果再次说明
>Z6

参与了
>>T3

体外增殖过

程(有效地提高了细胞生长活性(降低了细胞凋亡速

率)

>Z6

作为细胞增殖,分化和存活的重要因子(

通过 与 细 胞 表 面 的
>Z6U

结 合 发 挥 作 用%

I%

&

)

SHIO

$

4Oa

信号通路参与促进基质细胞%

"

&

,乳腺上

皮细胞%

IB

&和内皮细胞%

I$

&增殖)在本研究中(

Z2D

-8/8*8̀

和
Rh$C!%%$

组的
<

期
>>T3

细胞比例显著

降低(说明抑制
>Z6U

和
SHIO

$

4Oa

信号通路会

使
>>T3

细胞周期停滞在
ZB

期(该结果与
A+=L2)D

*'̀2)/8

等%

B#

&报道的结果趋于一致)

Z2-8/8*8̀

组的

>>T3

细胞凋亡率极显著高于对照组(而
Rh$C!%%$

组
>>T3

的凋亡率与对照组相比无显著变化(说明

抑制了
>Z6U

可促进
>>T3

的凋亡(然而仅抑制

SHIO

$

4Oa

信号通路并不足以诱导细胞凋亡(这与

诱导细胞凋亡需要同时抑制
>Z6U

信号通路下游

的
U4<

和
4Oa

轴的研究结果%

IIDI!

&基本一致)

6GYGB

是一种叉头转录因子(可调节细胞凋亡
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相关蛋白表达(

>Z6

介导的
4Oa

磷酸化负调控

6GYG

的表达和活性%

I#

&

)有研究表明(

SHIO

$

4Oa

是调节
6GYGB

表达的重要信号%

$I

&

)

a0)D$!

,

<2)D

$#E

和
<2)DIBC

的磷酸化可增加
6GYGB

的核排斥(

阻碍
6GYGB

进入细胞核调节凋亡相关基因转

录%

IE

&

)激活的
4Oa

信号可提高
6GYGB

磷酸化水

平%

$!

&

)在本研究中(当
>Z6U

信号通路被抑制后(

>Z6U

,

4Oa

和
6GYGB

磷酸化水平与
>Z6

组相比

明显降低'当
SHIO

$

4Oa

信号通路被抑制后(

4Oa

和
6GYGB

磷酸化被明显抑制(这表明
>Z6

通过介

导
>Z6U

和
SHIO

$

4Oa

信号通路上调了
6GYGB

磷酸化水平(该结果与
](

等%

$"

&研究发现的抑制

>Z6U

活性会抑制其下游的
SHIO

$

4Oa

信号通路

的磷酸化并导致
M

D6GYGB

!

<2)D$#E

"减少的结果一

致)
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