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双酚Ａ致雄性生殖损害毒性通路的富集分析及关键凋亡信号通路的实验研究
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　　［摘要］　目的　探讨低剂量双酚Ａ（ｂｉｓｐｈｅｎｏｌＡ，ＢＰＡ）暴露导致的雄性生殖损伤中可能涉及的关
键毒性通路。方法　利用比较毒理基因组学数据库（ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＴｏｘｉｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓＤａｔａｂａｓｅ，ＣＴＤ）筛选
ＢＰＡ毒性相关基因，对其进行功能富集，探索可能的作用通路，确认相关通路中的关键基因。采用终浓
度为０（ＤＭＳＯ对照组）、２０、４０、８０μｍｏｌ／ＬＢＰＡ处理小鼠精原细胞株ＧＣ２细胞７２ｈ，观察细胞形态并检
测凋亡发生率，采用 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测关键基因 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。结果　通过对
ＣＴＤ数据库中ＢＰＡ相关的疾病进行筛选，得到１４６０个相关基因，ＧＯ富集分析发现这些基因在生殖系
统发育、生殖结构发育等分子生物过程中有明显富集，ＫＥＧＧ富集分析发现其在 ＨＩＦ１和 ＰＩ３ＫＡｋｔ等
信号通路中有明显富集（Ｐ＜０．０１）。可视化分析后得到通路上的关键基因分别为 ＨＩＦ１α、ＰＫＣ、Ｐ３００／
ＣＢＰ以及ＰＩ３Ｋ、ＪＡＫ、Ｐ５３、ＢＣＬ２。ＢＰＡ染毒 ＧＣ２细胞，发现凋亡率上升，且存在剂量效应关系（Ｐ＜
０．０５）。与对照组相比，染毒组ＰＩ３Ｋ和ＪＡＫ的ｍＲＮＡ表达下调，Ｐ５３和ＢＣＬ２上调（Ｐ＜０．０５）；ＰＩ３Ｋ和
ＢＣＬ２的蛋白水平下调，Ｐ５３则上调（Ｐ＜０．０５）。结论　ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路在低剂量 ＢＰＡ暴露致 ＧＣ２
细胞凋亡过程中可能发挥重要作用。

　　［关键词］　 双酚Ａ；比较毒理基因组学数据库；ＧＣ２细胞；细胞凋亡；ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路；男性泌
尿生殖系统疾病
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　　双酚Ａ（ｂｉｓｐｈｅｎｏｌＡ，ＢＰＡ）是一种广泛使用的工
业增塑剂，被用作生产塑料的添加剂、食品和化妆品中

的抗氧化剂等［１］。环境是人类接触双酚 Ａ的来源之
一，但饮食摄入被认为是人类接触的主要途径［２］。作

为重要的内分泌干扰物之一，ＢＰＡ可通过类激素作用
破坏正常的内分泌功能［３－４］。已有研究报道双酚Ａ可
通过多种细胞信号通路对生物体产生生殖毒性作

用［５－６］。流行病学调查数据和实验室研究发现 ＢＰＡ
暴露与男性精液质量下降、精子数量减少、生殖器官发

育异常、性激素生成紊乱等呈显著正相关［７］。动物研

究的大量数据表明：即使在非常低的剂量下，双酚 Ａ
对雄性生殖系统也有明显的影响［８］。因此，环境中低

水平ＢＰＡ暴露对生殖健康的威胁应引起人们的重视。
　　比较毒理基因组学数据库（ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＴｏｘｉｃｏｇｅｎｏ
ｍｉｃｓＤａｔａｂａｓｅ，ＣＴＤ）是一个强大的、公开可用的精选
数据库。它描述了化学物基因／蛋白质相互作用、化
学物疾病和基因疾病之间的关系，旨在促进人们对
环境化学品影响人类健康的了解［９－１２］。本研究通过

ＣＴＤ数据库筛选与 ＢＰＡ暴露相关的男性泌尿生殖系
统疾病及其相关基因，将基因数据与功能和通路数据

相结合，采用功能富集的方法探索环境中低剂量 ＢＰＡ
影响男性泌尿生殖系统疾病可能涉及的信号通路及潜

在机制，并进一步采用不同浓度的ＢＰＡ处理小鼠精母
细胞株ＧＣ２，检测相关通路关键基因的表达水平。本
研究将为ＢＰＡ暴露的实验室研究提供新的思路，并对
ＢＰＡ暴露相关的男性泌尿生殖系统的诊断与治疗提
供参考依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　　高糖培养基 ＤＭＥＭ购于美国
Ｇｉｂｃｏ公司；血清为低内毒素胎牛血清；双酚Ａ、二甲基
亚砜购于美国 Ｓｉｇｍａ公司；逆转录试剂盒以及 ２×
ＧｏＴａｑｑＰＣＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ购于美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公
司；蛋白裂解液、蛋白浓度测定试剂盒以及 ＳＤＳＰＡＧＥ

配胶试剂盒购于上海的碧云天公司；抗体 ＰＩ３Ｋ、Ｐ５３、
ＢＣＬ２、ＡＣＴＩＮ均购于美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。
１．１．２　细胞株　　小鼠的精母细胞系 ＧＣ２购于美
国ＡＴＣＣ细胞库。ＧＣ２细胞采用含有５％～１０％胎牛
血清的ＤＭＥＭ培养基培养，细胞培养箱的培养条件：
５％ＣＯ２，９５％空气，３７℃恒温，湿度为７０％～８０％。
１．２　方法
１．２．１　ＣＴＤ数据库筛选基因　　以“Ｃｈｅｍｉａｌｓ”为关
键词在 ＣＴＤ数据库搜索化学物“ＢＰＡ”，检索与 ＢＰＡ
相关的“Ｄｉｓｅａｓｅｓ”，共有 ５７３４条记录。在“Ｄｉｓｅａｓｅ
ｃａｔｅｇｏｒｙ”中选择“Ｕｒｏｇｅｎｉｔａｌｄｉｓｅａｓｅ（ｍａｌｅ）”进行筛选，
共筛选出男性泌尿生殖系统疾病记录３６８条，将这些
疾病涉及的１４６０个基因组成ＢＰＡ相关基因集。
１．２．２　基因集生物功能及通路分析　　将上述基因集
用Ｒ语言进行ＧＯ生物学过程的富集分析以及 ＫＥＧＧ
代谢途径的富集分析，研究基因集中的基因参与的生

物学过程以及信号通路。由于ＧＯ和ＫＥＧＧ富集分析
的柱状图和气泡图只能显示最显著的富集术语，为了

考虑１个基因可能属于多个注释类别的潜在生物学复
杂性，用 Ｒ语言行可视化分析（ＥｎｒｉｃｈｍｅｎｔＭａｐ、
Ｃｎｅｔｐｌｏｔ、Ｐａｔｈｖｉｅｗ等）。ＥｎｒｉｃｈｍｅｎｔＭａｐ将富集的术语
组织成１个网络，其边缘连接重叠的基因集。相互重
叠的基因集倾向于聚集在一起，从而易于识别其功能。

点越大代表上述基因集中和该生物学过程相关的基因

越多。Ｃｎｅｔｐｌｏｔ属于 ＧｅｎｅＣｏｎｃｅｐｔＮｅｔｗｏｒｋ，其将基因
和生物学途径之间的联系描述为１个网络，可以直观
地观察到这些条目涉及的基因以及条目之间的交互基

因。Ｐａｔｈｖｉｅｗ是用于基于通路的数据集成和可视化的
工具集，它在相关的通路图上绘制和呈现各种各样的

生物数据。使用Ｐａｔｈｖｉｅｗ将ＫＥＧＧ通路可视化。
１．２．３　细胞染毒　　将 ＧＣ２细胞按 ２×１０５／皿接种
于１０ｃｍ２培养皿中，生长 ２４ｈ后，进行 ＢＰＡ染毒。
ＢＰＡ粉剂使用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶解，配制成浓度
为０、２０、４０、８０ｍｍｏｌ／Ｌ的储备液，染毒时用含 ６％～
１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基稀释，使其终浓度为 ０

９３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１）



（ＤＭＳＯ对照组）、２０、４０、８０μｍｏｌ／Ｌ。染毒 ７２ｈ后显
微镜下观察细胞生长情况并拍照。

１．２．４　提取ＲＮＡ　　ＧＣ２细胞染毒７２ｈ后，弃去培
养基，每个皿中加入 １ｍＬＴＲＩｚｏｌ吹打至细胞全部脱
落，用无ＲＮＡ酶的１．５ｍＬＥＰ管收集并做好标记，涡
旋振荡１ｍｉｎ，冰上静置１０ｍｉｎ后，各 ＥＰ管分别加入
４００μＬ三氯甲烷，上下振荡混匀并于冰上静置１０ｍｉｎ
后，１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心２０ｍｉｎ。离心完成后，小心
将上清转移到新的１．５ｍＬＥＰ管中，加入同上清相等
体积的４℃预冷的异丙醇，混匀后－２０℃放置１～２ｈ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心２０ｍｉｎ，弃去上清可观察到沉
淀即为ＲＮＡ。每管加入７５％乙醇（现用现配）１．０ｍＬ，
上下轻轻颠倒几次后，１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心２０ｍｉｎ。
小心弃掉上清，室温倒扣放置 １０ｍｉｎ左右至乙醇晾
干，加入适量超纯水溶解混匀后，测ＲＮＡ浓度，－８０℃
冰箱低温保存。

１．２．５　ＲＮＡ逆转录以及实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ
ｑＰＣＲ）　　取上述 ＲＮＡ２μｇ用 Ｐｒｏｍｅｇａ公司的
ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ逆转录试剂盒的两步法逆转录合成 ｃＤＮＡ，
具体步骤参考内置说明书；将逆转录的ｃＤＮＡ稀释后，
使用该公司的 ｑＰＣＲＭｉｘ进行 ＲＴｑＰＣＲ实验（引物序
列见表１）。采用三步法进行扩增，第１步（预变性）：
９５℃，４０ｓ；第２步（变性退火延伸）：９５℃，４０ｓ进行
变性；６０℃，４０ｓ进行退火；７２℃，５０ｓ开始延伸；共
４５个循环；第３步（绘制熔解曲线）：７２℃，５ｍｉｎ。每
个样品３个复孔，内参为 βａｃｔｉｎ，ＰＣＲ结果使用公式
２－△△Ｃｔ进行量化分析。

表１　实时荧光定量ＰＣＲ引物序列

基因 序列（５′→３′） 产物长度／ｂｐ

ＢＣＬ２
正向：ＧＡＣＴＧＡＧＴＡＣＣＴＧＡＡＣＣＧＧＣ
反向：ＡＧＴＴＣＣＡＣＡＡＡＧＧＣＡＴＣＣＣＡＧ

７２

ＨＩＦ１α
正向：ＣＧＣＣＴＣＴＧＧＡＣＴＴＧＴＣＴＣＴＴ
反向：ＣＧＡＣＧＴＴＣＡＧＡＡＣＴＣＡＴＣＣＴＡＴＴＴＴ

１６４

ＪＡＫ
正向：ＣＧＴＧＴＣＧＣＣＧＧＣＣＡＡＴ
反向：ＡＧＧＴＴＧＣＣＴＣＣＡＴＴＴＣＴＧＴＣＡ

７８

Ｐ３００／ＣＢＰ
正向：ＧＧＡＡＡＧＣＣＴＧＣＣＡＡＧＴＴＧＣ
反向：ＡＣＡＧＴＣＡＴＧＴＣＧＴＧＴＧＣＡＧＴ

８０

Ｐ５３
正向：ＡＴＴＣＡＧＧＣＣＣＴＣＡＴＣＣＴＣＣＴ
反向：ＣＣＡＴＧＧＣＡＧＴＣＡＴＣＣＡＧＴＣＴ

７０

ＰＩ３Ｋ
正向：ＣＣＡＴＴＡＣＡＡＡＧＡＡＡＧＣＣＧＧＡＣＴＣ
反向：ＧＧＧＧＧＣＡＧＴＧＣＴＧＧＴＧ

１８０

ＰＫＣ
正向：ＣＣＣＣＴＴＧＧＡＡＴＴＧＴＡＴＧＡＧＡＧＡＧＴ
反向：ＡＧＴＣＡＧＡＧＡＴＡＴＧＣＡＧＧＣＧＴ

１３１

βａｃｔｉｎ
正向：ＡＣＴＡＴＴＧＧＣＡＡＣＧＡＧＣＧＧＴＴ
反向：ＧＣＣＡＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣＣＡＡ

７５

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　ＧＣ２细胞染毒７２ｈ后，
弃去培养基，用预冷的 ＰＢＳ洗大皿 ２次后，加入适量
蛋白裂解液裂解细胞，用刮子将细胞刮下并吸入

１．５ｍＬ离心管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心０．５ｈ，上清
即为细胞蛋白。使用碧云天蛋白浓度测定试剂盒测蛋

白浓度，蛋白变性后于－２０℃保存。配好胶后，每个样
本各取２０μＬ进行电泳，ＰＶＤＦ膜封闭后，分别加入稀
释比为１∶１０００的鼠来源βｃａｔｅｎｉｎ抗体、鼠来源ＰＩ３Ｋ
抗体、兔来源 Ｐ５３抗体、兔来源 ＢＣＬ２抗体，４℃孵育
１０～１２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０～１５ｍｉｎ，室温孵育
二抗１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜 ３次，每次 １０～１５ｍｉｎ，最后曝光
显影分析各条带。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２５．０统计软件。数据为至少３次实验
的平均值，采用ｔ检验分析两组ＧＣ２细胞凋亡率以及
各基因在两组间的表达差异。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　与ＢＰＡ有关的男性泌尿生殖系统疾病的基因
　　在ＣＴＤ数据库中共筛选出与 ＢＰＡ有关的男性泌
尿生殖系统疾病相关基因共２２２４个，出现次数≥１０次的
基因分别是ＡＬＢ（１５次）、ＰＯＭＣ（１４次）、ＡＧＴ（１４次）、
ＴＧＦＢ１（１３次）、ＳＯＤ２（１２次）、ＴＰ５３（１０次）、ＲＥＮ
（１０次）、ＰＴＧＳ２（１０次）、ＮＯＳ３（１０次）、ＥＤＮ１（１０次）、
ＡＣＥ（１０次）。ＡＬＢ、ＡＧＴ、ＴＧＦＢ１、ＳＯＤ２参与细胞的凋
亡，提示暴露ＢＰＡ可能会导致 ＧＣ２的凋亡。ＰＴＧＳ２、
ＥＤＮ１与细胞增殖有关，提示这些基因表达的改变可
能和ＧＣ２细胞增殖有关。因此，在 ＢＰＡ暴露诱导泌
尿生殖系统相关疾病中，上述基因表达的改变可能是

关键事件。最后从２２２４个基因中筛选出无重复的基
因１４６０个，组成１个基因集进行下一步的研究。
２．２　ＢＰＡ相关基因的ＧＯ和ＫＥＧＧ分析
　　利用Ｒ语言对上述基因集进行ＧＯ和ＫＥＧＧ富集
分析。从生物学途径（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｅｓ，ＢＰ）、细胞
组分（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ，ＣＣ）、分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）３个角度对基因的功能进行分析，得到
ＧＯ条目３８０１个（Ｐ＜０．０５），其中相关的ＢＰ有３３９１个，
ＣＣ有１５９个，ＭＦ有２５１个，其中 ＧＯ＿ＢＰ主要和泌尿
生殖系统、生殖结构发育、生殖系统发育生物学过程等

有关（图１Ａ）。图 １Ｂ列举了 ＫＥＧＧ分析中显著性最
高的１０条通路，包括ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路（Ｐ＜０．００１）、
ＨＩＦ１信号通路（Ｐ＜０．００１）等，提示 ＢＰＡ暴露可能通
过上述生物学进程和通路作用于男性泌尿生殖系统。

０４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：显著性前１０的ＧＯ富集结果；Ｂ：显著性前１０的ＫＥＧＧ富集结果

图１　ＢＰＡ相关基因ＧＯ、ＫＥＧＧ富集分析气泡图

! "

Ａ：ＥｎｒｉｃｈｍｅｎｔＭａｐ　显示ＧＯ条目显著性前３０的ＢＰ之间的关联；Ｂ：Ｃｎｅｔｐｌｏｔ　显示ＧＯ条目显著性前５的ＢＰ之间的交互基因

图２　ＢＰＡ相关基因互作网络分析图

２．３　ＢＰＡ相关基因互作网络分析
　　图２Ａ显示了不同ＢＰ之间的关联度大小，与其他
ＢＰ关联度较高的几个ＢＰ分别是对营养水平的应答、
对氧气水平的应答、生殖结构发育、生殖系统发育、泌

尿生殖系统发育，进一步提示上述生物学进程在 ＢＰＡ
暴露作用于男性泌尿生殖系统中可能发挥重要作用。

　　Ｃｎｅｔｐｌｏｔ分析可以直观地观察到各 ＧＯ＿ＢＰ之间
的交互基因，见图 ２Ｂ中交叉部分。从图中可见这
５个ＢＰ之间有很多交互基因，如ＢＣＬ２、ＰＴＥＮ、ＡＭＨ、
ＤＣＮ、ＭＭＥ、ＣＤＫＮ１Ｃ、ＳＥＲＰＩＮＦ１等，提示这些交互基
因可能是ＢＰＡ作用的关键靶点，并在生殖系统发生、
发展中发挥更大的作用。

１４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１）



　　将图１Ｂ富集分析出来的两条信号通路（ＨＩＦ１、
ＰＩ３ＫＡｋｔ）使用路径视图可视化选择映射在通路中较
为关键的基因。ＨＩＦ１信号通路的关键基因为ＨＩＦ１α、
Ｐ３００／ＣＢＰ、ＰＫＣ，ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路的关键基因为
ＰＩ３Ｋ、ＪＡＫ、Ｐ５３、ＢＣＬ２。
２．４　ＢＰＡ染毒７２ｈ各组 ＧＣ２细胞镜下形态学观察

以及细胞凋亡率

　　建立低剂量 ＢＰＡ染毒 ＧＣ２细胞模型：使用终浓
度为０、２０、４０、８０μｍｏｌ／ＬＢＰＡ处理 ＧＣ２细胞 ７２ｈ。
镜下观察结果显示：对照组和低剂量组（２０μｍｏｌ／Ｌ）
ＧＣ２细胞形态、大小正常，数量较多，空泡细胞较少
（图３Ａ）。随着ＢＰＡ剂量的增大，ＧＣ２细胞数量明显
减少，出现较多的空泡细胞，高剂量（８０μｍｏｌ／Ｌ）组尤

为明显。从图３Ｂ、Ｃ可以明显看出各个剂量组细胞的
凋亡情况以及细胞存活率，与 ＤＭＳＯ对照组相比，凋
亡率均明显上升，细胞存活率下降（Ｐ＜０．０５）。
２．５　ＢＰＡ染毒７２ｈ各组ＧＣ２细胞中ＰＩ３ＫＡｋｔ、ＨＩＦ１

信号通路关键基因ｍＲＮＡ的表达
　　采用ＲＴｑＰＣＲ对ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路的关键基因
ＰＩ３Ｋ、ＪＡＫ、Ｐ５３、ＢＣＬ２和ＨＩＦ１信号通路的关键基因
ＨＩＦ１α、ＰＫＣ、ＣＢＰ在 ＢＰＡ染毒 ＧＣ２细胞 ７２ｈ的
ｍＲＮＡ表达进行检测，结果发现：ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路
的关键基因 ＰＩ３Ｋ和 ＪＡＫ下调，Ｐ５３、ＢＣＬ２上调（Ｐ＜
０．０１，图４Ａ）。ＨＩＦ１信号通路的关键基因 ＨＩＦ１α、
ＰＫＣ、ＣＢＰ并无明显变化（图 ４Ｂ）。提示 ＢＰＡ可能通
过ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路调控ＧＣ２细胞的凋亡。
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图３　不同浓度ＢＰＡ染毒７２ｈＧＣ２细胞凋亡情况
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与０μｍｏｌ／Ｌ（ＤＭＳＯ对照组）比较

图４　ＲＴｑＰＣＲ检测不同浓度ＢＰＡ染毒７２ｈＧＣ２细胞中ＰＩ３ＫＡｋｔ（Ａ）和ＨＩＦ１（Ｂ）信号通路
关键基因的ｍＲＮＡ表达

２４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．６　ＢＰＡ染毒７２ｈ各组ＧＣ２细胞中ＰＩ３ＫＡｋｔ信号
通路关键基因的蛋白表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果（图５）显示：ＢＰＡ染毒ＧＣ２
细胞７２ｈ后，ＰＩ３Ｋ和ＢＣＬ２的蛋白水平下调（Ｐ＜０．０５），
Ｐ５３蛋白水平上调（Ｐ＜０．０５），进一步提示 ＢＰＡ可能
通过ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路调控ＧＣ２细胞的凋亡。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与０μｍｏｌ／Ｌ（ＤＭＳＯ对照组）比较

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度ＢＰＡ染毒７２ｈＧＣ２
细胞中ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路关键基因的蛋白表达

３　讨论

　　ＢＰＡ是人类接触范围最广的化学污染物，涉及到
近９０％的人群。作为一种常见的内分泌干扰物，ＢＰＡ
对生殖功能的干扰引起了极大的关注［１３］。在小鼠中，

高剂量 ＢＰＡ暴露会增加流产的概率，而低剂量 ＢＰＡ
暴露会对性别分化、大脑发育、免疫系统和行为造成长

期的干扰［８］。在人类中，暴露于双酚 Ａ会导致糖尿
病、心血管疾病、肥胖、精子质量下降，并增加生殖损失

的风险［１４］。

　　本研究在传统毒理学的基础上，通过ＣＴＤ数据库
中的“大数据”筛选出和 ＢＰＡ暴露相关的男性泌尿生
殖系统疾病以及相关基因。通过ＧＯ和ＫＥＧＧ的富集
分析，找到两条可能相关的信号通路：ＨＩＦ１信号通路
及ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路。通过查阅相关研究［１５－１７］以及

可视化分析后分别找到两条通路的关键基因，ＨＩＦ１
信号通路的关键基因为 ＨＩＦ１α、ＣＢＰ、ＰＫＣ，ＰＩ３ＫＡｋｔ
信号通路的关键基因为 ＰＩ３Ｋ、ＪＡＫ、Ｐ５３、ＢＣＬ２。后续

通过实验研究发现ＢＰＡ染毒ＧＣ２细胞７２ｈ后，细胞
数量明显减少，凋亡率随着染毒剂量的增大而上升，并

且存在剂量效应关系。在进一步的实验中，对数据库
筛选出的ＨＩＦ１以及 ＰＩ３ＫＡｋｔ这两条通路进行相关
实验验证。

　　ＨＩＦ１信号通路中的关键基因 ＨＩＦ１α是低氧诱
导因子，ＨＩＦ１α可通过激活许多编码基因的转录，进
而参与如红细胞生成，血管形成，糖、氨基酸、核苷酸的

能量代谢，细胞存活、凋亡、分化等生物学效应，使内环

境在缺氧条件下维持稳定，以适应缺氧。同时，ＨＩＦ１
在很多种病理情况下发挥着重要的作用，诱导正常细

胞分化为肿瘤细胞。有研究表明将患有精索静脉曲张

的大鼠睾丸ＨＩＦ１α基因敲除后，生精细胞凋亡明显减
少，睾丸生精功能明显改善。ＨＩＦ１α可能在精索静脉
曲张导致的男性不育的生精过程中起重要作用［１５］。

但本研究并未发现ＢＰＡ染毒ＧＣ２细胞７２ｈ后ＨＩＦ１
信号中关键分子ｍＲＮＡ表达有改变，可能是因为该信
号通路主要在缺氧环境下发挥生理作用，而本研究的

对象主要是ＢＰＡ染毒的ＧＣ２细胞而并非缺氧环境。
　　ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路受多种机制的高度调节，通常
与其他信号通路共同发挥作用。ＰＩ３Ｋ被上游信号通
路激活后与 Ａｋｔ和 ＰＤＫ１结合导致 Ａｋｔ的活化。Ａｋｔ
信号传导途径在许多细胞存活途径中起着重要的调节

作用，主要是作为细胞凋亡的抑制剂。活化的 Ａｋｔ通
过形成磷酸化来改变下游靶分子的活性，进而调节细

胞迁移、细胞凋亡、细胞增殖、细胞分化、细胞周期、葡

萄糖代谢、蛋白质的合成等。此外，Ａｋｔ在心脏生长、
血管生成、生理性心脏肥大以及病理性心肌肥大等生

理病理过程中起着重要作用，是心血管疾病的关键参

与者。ＪＡＫ是一种非受体型的酪氨酸蛋白激酶。ＪＡＫ
ＳＴＡＴ信号通路是由细胞因子刺激的信号转导通路，参
与细胞的增殖、分化、凋亡以及免疫调节等许多重要的

生物学过程。本研究中ＰＩ３Ｋ和ＪＡＫ表达的下调与细
胞凋亡呈正相关关系，ＰＩ３Ｋ和ＪＡＫ的激活会抑制细胞
凋亡［１６－１７］，这与文献［５－６］报道的结果一致。Ｐ５３和
ＢＣＬ２都是凋亡相关蛋白，不同的是 Ｐ５３是促凋亡蛋
白，而ＢＣＬ２是抑凋亡蛋白［１８］。本研究结果显示：Ｐ５３
作为促凋亡蛋白，ｍＲＮＡ和蛋白表达均显著上调；而
ＢＣＬ２作为一个抑凋亡蛋白，ｍＲＮＡ水平升高，蛋白水
平降低，表明ＢＣＬ２在 ＢＰＡ致 ＧＣ２细胞凋亡过程中
在蛋白水平发挥抑凋亡蛋白作用。

　　本研究采用生物信息学分析与实验研究相结合的
方式，利用ＣＴＤ数据库筛选与 ＢＰＡ毒性相关的基因，
辅以实验验证，弥补了以往单一生物信息学分析或传

３４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１）



统实验研究方法的局限性。本研究结果提示 ＰＩ３Ｋ
Ａｋｔ信号通路可能是低剂量 ＢＰＡ诱导 ＧＣ２细胞凋亡
的重要通路，后续我们将从细胞、动物、人群３个方面
对低剂量ＢＰＡ暴露如何通过调控 ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路
的关键靶分子导致小鼠精母细胞凋亡的机制进行更深

入的探索。
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５５４．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ００４４１０１９０３０６４０．

［１６］ＨＵＸ，ＭＡＪＪ，ＶＩＫＡＳＨＶ，ｅｔａｌ．Ｔｈｙｍｏｑｕｉｎｏｎｅａｕｇｍｅｎｔｓ
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