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　　［摘要］　目的　探讨 Ｓｏｘ３０基因敲除对小鼠睾丸间质细胞增殖的影响。方法　采用ＨＥ染色法观
察１０周龄Ｓｏｘ３０基因野生型（Ｓｏｘ３０＋／＋）、杂合型（Ｓｏｘ３０－／＋）及纯合缺失型（Ｓｏｘ３０－／－）小鼠睾丸组织病理
形态；采用免疫组化技术检测睾丸组织中间质细胞特异性表达蛋白３βＨＳＤ的表达水平；采用慢病毒感
染及ｓｉＲＮＡ干扰技术构建Ｓｏｘ３０基因过表达及敲低 ＴＭ３细胞模型，并在此细胞模型基础上分别采用
ＣＣＫ８法、流式细胞术、ＲＴｑＰＣＲ法以及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞存活率、细胞周期分布及周期相关基
因的ｍＲＮＡ及蛋白表达水平。采用ＪＡＳＰＡＲ数据库预测 Ｓｏｘ３０与周期相关基因的启动子区结合位点。
结果　与Ｓｏｘ３０＋／＋和Ｓｏｘ３０－／＋小鼠比较，ＨＥ染色结果显示Ｓｏｘ３０－／－小鼠睾丸组织中间质细胞显著增生，
同时免疫组化染色发现表达３βＨＳＤ的间质细胞增多。与 Ｖｅｃｔｏｒ组相比，Ｓｏｘ３０组 ＴＭ３细胞存活率降
低（Ｐ＜０．０５），Ｇ１期细胞周期阻滞（Ｐ＜０．０５），同时细胞周期相关基因 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｃｄｋ２等 ｍＲＮＡ和蛋白
表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５）。与Ｓｏｘ３０ＮＣ组比较，ｓｉＳｏｘ３０３组ＴＭ３细胞存活率增加（Ｐ＜０．０５），Ｇ１期
细胞周期阻滞恢复（Ｐ＜０．０５），同时细胞周期相关基因ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｃｄｋ２等ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著恢
复（Ｐ＜０．０５）。ＪＡＳＰＡＲ预测发现ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｃｄｋ２的启动子区域均存在 Ｓｏｘ３０蛋白质可能的结合位点。
结论　Ｓｏｘ３０基因敲除可导致小鼠间质细胞增殖异常，ＣｙｃｌｉｎＤ１和 Ｃｄｋ２可能是 Ｓｏｘ３０调控细胞周期的
重要靶基因。
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　　随着社会的发展进步，人类显著增长的平均寿命
和日趋下降的生殖健康水平之间出现了不对等、不均

衡的发展。据估计，全世界有８％～１２％的夫妻出现不
孕不育症，其中男性不育症占一半以上［１－２］。研究表

明，基因之间复杂的相互关系以及环境条件是造成男

性生殖功能损伤的重要原因［３－５］。睾丸作为雄性生殖

和内分泌系统的重要组成部分，其主要功能是产生精

子和雄性激素。在哺乳动物的睾丸组织中，生殖细胞

在生精小管中，主要产生精子；睾丸间质细胞分布在曲

精小管之间，合成和分泌雄性必需的雄激素；睾丸支持

细胞在曲细精管的基膜上附着，为生殖细胞的分化和

成熟提供必要的环境。机体需要精确调节这些细胞的

数目和形态，以确保雄性生殖和内分泌系统有条不紊

地运转。既往针对睾丸发育和精子形成的研究多数集

中在生精细胞的增殖调控、分化等方面，而睾丸间质细

胞的增殖研究相对较少［６］。睾丸间质细胞增殖或功

能受损会导致雄激素生成异常，并影响两性分化、性腺

发育以及精子生成［７］。动物实验结果显示，全氟辛

酸［８］、黄曲霉毒素Ｂ１［９］等化学物的暴露可能会抑制睾
丸间质细胞的增殖和分化，进而影响其发育和功能。

同时，也有研究表明邻苯二甲酸酯类物质暴露会造成

睾丸间质细胞反馈性增生，其类固醇激素生物合成功

能也显著降低［１０－１１］。可见睾丸间质细胞稳态的维持

在雄性生殖和内分泌系统发挥着重要的作用，其异常

的改变均可能造成雄性生殖功能不同程度的损害。因

此，研究睾丸间质细胞增殖与功能的调控机制，对于全

面认识生殖发育异常具有重要的意义。

　　我们前期研究发现，Ｓｏｘ３０基因作为 Ｓｏｘ［ＳＲＹ

（ｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｒｅｇｉｏｎＹ）ｂｏｘ］家族 Ｈ亚族新发现的
唯一成员，在成体小鼠睾丸中高表达，Ｓｏｘ３０基因缺失
会导致精子发生障碍和雄性小鼠不育［１２］。最新的研

究还发现，Ｓｏｘ３０的甲基化失活会导致睾丸发育异常
及精子发生障碍，并可能导致临床非梗阻性无精症

（ｎｏｎｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅａｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ，ＮＯＡ）的发生，可作为临
床ＮＯＡ治疗的候选靶标［１３］。同时，我们初步发现，

Ｓｏｘ３０基因敲除后，睾丸组织中睾酮水平显著下调，提示
Ｓｏｘ３０对睾丸间质细胞具有重要的影响。但是具体的调
控作用还不清楚，这就有必要通过系统的体内外实验解

析Ｓｏｘ３０对睾丸间质细胞的调控作用。
　　因此，本课题利用前期成功构建的 Ｓｏｘ３０基因敲
除小鼠模型［１４］，分析该基因敲除对小鼠睾丸间质细胞

增殖的影响；采用慢病毒感染及 ｓｉＲＮＡ干扰技术构建
体外差异表达小鼠睾丸间质细胞模型，探讨 Ｓｏｘ３０基
因对小鼠睾丸间质细胞增殖的作用及分子机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物和细胞株　　利用课题组前期成功
构建的 Ｓｏｘ３０敲除小鼠动物模型［１４］，通过 ＰＣＲ鉴定
Ｓｏｘ３０－／＋（杂合型）雌雄小鼠合笼繁殖的后代基因型，
获得Ｓｏｘ３０＋／＋（野生型）、Ｓｏｘ３０－／＋（杂合型）和 Ｓｏｘ３０－／－

（纯合缺失型）实验小鼠。ＴＭ３细胞购自美国ＡＴＣＣ细
胞库，该细胞来源于小鼠睾丸间质，上皮细胞样形态，贴

壁生长，可作为小鼠睾丸间质细胞体外细胞实验模型。

ＴＭ３细胞于１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基中培养，置
于３７℃，湿度７０％～８０％，ＣＯ２浓度为５％的细胞培养箱
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中培养，细胞生长至对数生长期进行传代培养。

１．１．２　主要试剂　　ＤＭＥＭ培养基购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司；胎牛血清、ＯｐｔｉＭＥＭ培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公
司；ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ 逆转录试剂盒、２×ＧｏＴａｑ ｑＰＣＲ
ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇ
Ｋｉｔ８、ＲＩＰＡ蛋白裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒
（增强型）、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配制试剂盒、细胞周期与细
胞凋亡检测试剂盒均购自中国上海碧云天公司。脂质

体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１、Ｃｄｋ２抗体均购自英国 Ａｂｃａｍ公司；βａｃｔｉｎ、
ＧＡＰＤＨ、Ｆｌａｇ抗体均购自中国上海碧云天公司；ｓｉＲＮＡ
购自上海生工生物工程股份有限公司；Ｓｏｘ３０过表达载
体ＰＧＭＬＶ６７５１购自上海吉满生物科技有限公司。
１．２　实验方法
１．２．１　Ｓｏｘ３０基因敲除小鼠睾丸组织取材及病理分
析　　采用ＰＣＲ技术鉴定 Ｓｏｘ３０敲除小鼠基因型，鉴
定方法参考课题组前期研究报道［１４］，引物序列见表

１。分别选取 １０周龄的 Ｓｏｘ３０＋／＋（野生型）、Ｓｏｘ３０－／＋

（杂合型）和Ｓｏｘ３０－／－（纯合缺失型）雄性小鼠各５只，
脱臼颈椎法处死各组小鼠后用眼科剪切开腹部解剖出

小鼠一侧睾丸，Ｂｏｕｌｉｎ固定液固定，经过梯度脱水、透
明、浸蜡、包埋、修块、切片、脱蜡和水化后，进行ＨＥ染
色，光学显微镜观察各组小鼠睾丸组织的病理学改变。

表１　Ｓｏｘ３０敲除小鼠基因型鉴定ＰＣＲ扩增引物序列

编号　名称 序列（５′→３′） 产物长度／ｂｐ

一号引物对

　Ｓｏｘ３０ＫＩｔＦ１ ＧＡＡＧＴＣＡＣＴＡＣＡＡＣＣＡＡＡＴＡＣＴＡＣ
６５９

　ＣｏｍｍｏｎＥｎ２Ｒ ＣＣＡＡＣＴＧＡＣＣＴＴＧＧＧＣＡＡＧＡＡＣＡＴ

二号引物对

　Ｓｏｘ３０ＫＩｔＲ２ ＧＡＡＧＴＣＡＴＴＧＡＣＡＧＣＡＧＡＴＣＧＡＧＴＧ
６４８

　Ｓｏｘ３０Ｈ４ＳｅｑＦ ＣＡＧＡＡＣＡＴＴＴＣＴＣＴＣＣＧＧＡＡＣ

三号引物对

　Ｓｏｘ３０ＫＩｔＦ２ ＧＣＡＡＧＴＣＣＴＴＡＧＡＡＴＴＡＧＴＴＣＡＣ
７７２

　Ｓｏｘ３０ｗｔＲ１ ＣＴＡＴＧＣＡＧＴＴＣＡＴＡＡＡＡＧＣＡＣＣＡＴＣ

１．２．２　Ｓｏｘ３０敲除小鼠组织免疫组化检测　　将上
述各组小鼠的睾丸石蜡切片，脱蜡至水，经柠檬酸抗原

修复，放入 ３％双氧水溶液避光孵育，３％ ＢＳＡ封闭。
一抗４℃孵育过夜，加一抗相应种属的二抗室温孵育
５０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色。苏木精复染，苏木精返蓝液返蓝，
脱水、透明，中性树胶封片，光镜下观察并拍照。

１．２．３　慢病毒感染构建 Ｓｏｘ３０过表达 ＴＭ３细胞模型

　　将生长至对数期的ＴＭ３细胞以１．０×１０５个／孔接
种于６孔板中，待完全贴壁后替换成含 Ｓｏｘ３０过表达
慢病毒或空载体病毒的完全培养基（ＭＯＩ＝２０），３７℃
培养４８ｈ，更换成新鲜完全培养基，继续培养。感染病
毒７２ｈ后，采用荧光显微镜观察细胞荧光强度及比例
并收集细胞鉴定感染效率。

１．２．４　ｓｉＲＮＡ转染构建 Ｓｏｘ３０敲低细胞模型　　在
上述Ｓｏｘ３０过表达 ＴＭ３细胞模型基础上，采用 ｓｉＲＮＡ
转染技术构建Ｓｏｘ３０敲低细胞模型。待细胞培养至对
数期时，按１．２×１０５～１．５×１０５个／孔接种至６孔板，配
制２０ｐｍｏＬ／μＬ的ｓｉＲＮＡ溶液，先取６μＬ的ｓｉＲＮＡ加
入２５０μＬＯｐｔｉＭＥＭ培养基中混匀；再取 ６μＬ的
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００加入 ２５０μＬＯｐｔｉＭＥＭ培养基中，
混匀静置 ５ｍｉｎ；最后将含有 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００的
ＯｐｔｉＭＥＭ培养基加入含有 ｓｉＲＮＡ的 ＯｐｔｉＭＥＭ培养
基中，轻轻混匀，室温孵育２０ｍｉｎ后加入培养皿，培养
６ｈ后更换完全培养基继续培养，４８ｈ后收集细胞进
行转染效率检测。ｓｉＳｏｘ３０干扰序列见表２。

表２　ｓｉＲＮＡ干扰序列

名称 序列（５′→３′）

Ｓｏｘ３０ＮＣ
正义链：ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ

反义链：ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ

ｓｉＳｏｘ３０３
正义链：ＣＣＵＡＣＣＵＡＣＵＣＵＧＵＧＧＵＡＡＴＴ

反义链：ＵＵＡＣＣＡＣＡＧＡＧＵＡＧＧＵＡＧＧＴＴ

ｓｉＳｏｘ３０４
正义链：ＣＣＵＵＵＣＡＵＣＡＣＣＣＵＵＡＣＵＵＴＴ

反义链：ＡＡＧＵＡＡＧＧＧＵＧＡＵＧＡＡＡＧＧＴＴ

１．２．５　ＣＣＫ８分析细胞增殖　　ＴＭ３细胞感染病毒
７２ｈ后，收集细胞以 ３×１０３／孔接种于 ９６孔板，Ｓｏｘ３０
过表达细胞分为２组：Ｖｅｃｔｏｒ（空载）组和 Ｓｏｘ３０（过表
达）组；Ｓｏｘ３０敲低细胞分为 Ｓｏｘ３０ＮＣ（阴性对照）组、
ｓｉＳｏｘ３０３（干扰）组。待完全贴壁后，分别于０、２４、４８、
７２ｈ按试剂说明书加入增强型ＣＣＫ８溶液，３７℃孵育
２ｈ，在酶标仪上测定 ４５０ｎｍ波长处的光密度值
［Ｄ（４５０）］。
１．２．６　检测细胞周期变化　　将细胞以 １．０×１０５～
２．０×１０５个／孔接种于６孔板中，待完全贴壁后，用１％
的血清培养基饥饿１２ｈ后，过表达和干扰 Ｓｏｘ３０基因
４８ｈ，收集各组细胞，用７５％预冷的乙醇于－２０℃冰箱
内固定细胞２４ｈ，分别加入ＲＮａｓｅＡ和碘化丙二醇（ＰＩ，
碘化丙啶）溶液，３７℃避光孵育３０ｍｉｎ。２００目尼龙网
过滤粘连细胞，采用Ｃ６流式细胞仪检测细胞ＤＮＡ含量
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的变化。细胞周期结果通过ＦｌｏｗＪｏ７．６．１软件进行分析。
１．２．７　基因ｍＲＮＡ表达水平的验证　　各组细胞生
长达到８０％～９０％，细胞样本通过 ＴＲＩｚｏｌ裂解液充分
裂解以提取总 ＲＮＡ。使用紫外可见分光光度仪测定
ＲＮＡ样本浓度及纯度。使用 ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ 逆转录试剂
盒，按照试剂盒说明书上的方法步骤吸取 ２μｇ上述
ＲＮＡ进行逆转录合成 ｃＤＮＡ，于－２０℃低温保存。使
用２×ＧｏＴａｑｑＰＣＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ进行ＲＴｑＰＣＲ试
验，引物序列见表３。反应条件如下：①１个循环，预变
性：９５℃，４０ｓ；②共 ４５个循环，变性：９５℃，４０ｓ；退
火：６０℃，４０ｓ；延伸：７２℃，５０ｓ；③７２℃，５ｍｉｎ。每个
样品 ３个复孔，以 ＧＡＰＤＨ为内参，采用相对定量
２－ΔΔＣｔ法对数据进行分析。

表３　实时荧光定量ＰＣＲ引物序列与产物长度

基因 序列（５′→３′） 产物长度／ｂｐ

Ｓｏｘ３０
正向：ＣＣＣＡＴＴＣＣＡＣＡＣＴＣＡＣＡＣＧＴＣＴＡ

反向：ＡＡＣＣＡＡＧＡＣＡＴＴＣＴＧＧＣＡＴＴＧＡＡＣＴ
１３０

Ｃｃｎｄ１
正向：ＧＣＧＴＡＣＣＣＴＧＡＣＡＣＣＡＡＴＣＴＣ

反向：ＡＣＴＴＧＡＡＧＴＡＡＧＡＴＡＣＧＧＡＧＧＧＣ
９４

Ｃｃｎｅ１
正向：ＣＣＧＴＣＴＴＧＡＡＴＴＧＧＧＧＣＡＡＴＡ

反向：ＧＡＧＣＴＴＡＴＡＧＡＣＴＴＣＧＣＡＣＡＣＣ
１６７

Ｃｄｋ２
正向：ＣＴＣＴＣＡＣＧＧＧＣＡＴＴＣＣＴＣＴＴＣ

反向：ＣＣＣＴＣＴＧＣＡＴＴＧＡＴＡＡＧＣＡＧＧ
１３３

Ｃｄｋ４
正向：ＡＡＧＧＴＣＡＣＣＣＴＡＧＴＧＴＴＴＧＡＧＣ

反向：ＣＣＧＣＴＴＡＧＡＡＡＣＴＧＡＣＧＣＡＴＴＡＧ
１１９

Ｃｄｋ６
正向：ＴＧＧＡＣＡＴＣＡＴＴＧＧＡＣＴＣＣＣＡＧ

反向：ＴＣＧＡＴＧＧＧＴＴＧＡＧＣＡＧＡＴＴＴＧ
９４

ＧＡＰＤＨ
正向：ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＨＧＡＴＴＴＧ

反向：ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ
１２３

１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　过表达或干扰 Ｓｏｘ３０基
因４８ｈ后，收集各组细胞，充分裂解收集上清，并按照
ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（增强型）说明书步骤测定
总蛋白浓度，蛋白变性后于－２０℃保存。按 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶后取每个样本 ６０μｇ进行电泳后，转移至
ＰＶＤＦ膜，３％ＢＳＡ封闭１ｈ，分别加入不同稀释比例的
鼠来源βａｃｔｉｎ抗体、Ｆｌａｇ抗体；兔来源 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｃｄｋ２
抗体后，于摇床上４℃低温过夜，室温孵育二抗１ｈ，发
光液Ａ液与Ｂ液按１∶１避光配比后曝光显影条带。以
βａｃｔｉｎ或ＧＡＰＤＨ为内参蛋白，蛋白条带通过 ＩｍａｇｅＪ
软件进行分析。

１．２．９　ＪＡＳＰＡＲ数据库预测　　在ＮＣＢＩ中以目的基
因名称为“ＣｙｃｌｉｎＤ１”、“Ｃｄｋ２”，物种为“小鼠（小家
鼠）”，搜索得到目的基因的基因组结构。判断它们的

转录方向，以基因起点上游２０００ｂｐ及下游１００ｂｐ为
基因潜在启动子区域计算得到它们的启动子区域。在

ＪＡＳＰＡＲ数据库中检索转录因子名称为“Ｓｏｘ３０”，物种
为“小鼠（小家鼠）”，得到 Ｓｏｘ３０转录因子列表。设置
分析阈值为８０％，将ＮＣＢＩ中获得的ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｃｄｋ２的
启动子区域序列导入ＪＡＳＰＡＲ预测网站中，得到Ｓｏｘ３０
与ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｃｄｋ２可能的结合位点。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２５．０统计软件进行分析，两组间比较
采用ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分析，检验水
准α＝０．０５。

２　结果

２．１　Ｓｏｘ３０基因敲除小鼠模型基因鉴定结果
　　一号和二号引物为纯合缺失 Ｓｏｘ３０基因型引物，
三号引物为野生型引物。根据 ＰＣＲ结果判定小鼠基
因型，当出现一号、二号引物未见扩增产物，三号引物

有扩增产物时，鉴定为Ｓｏｘ３０＋／＋（野生型）；当三对引物
同时有扩增产物时，鉴定为 Ｓｏｘ３０－／＋（杂合型）；引物
一、二同时有扩增产物而三号引物扩增产物缺失，鉴定

为Ｓｏｘ３０－／－（纯合缺失型）。结果如图１所示：样本６、
７、８鉴定为 Ｓｏｘ３０＋／＋（野生型）；样本 １、４、９鉴定为
Ｓｏｘ３０－／－（纯合缺失型）；样本 ２、３、５鉴定为 Ｓｏｘ３０－／＋

（杂合型）。

! " # $ % & ' ( )

一号引物

二号引物

三号引物

１～９：为样本编号

图１　Ｓｏｘ３０敲除小鼠基因型鉴定结果

２．２　Ｓｏｘ３０敲除小鼠睾丸组织病理形态及睾丸间质
细胞增殖分析

　　前期课题组成功构建了 Ｓｏｘ３０敲除小鼠［１４］，对

１０周龄Ｓｏｘ３０敲除小鼠睾丸组织进行 ＨＥ染色，通过
光学显微镜进行病理形态学观察，发现 Ｓｏｘ３０＋／＋（野生
型）和Ｓｏｘ３０－／＋（杂合型）小鼠睾丸组织的曲细精管形
态规则呈圆形、类圆形，曲细精管外睾丸间质细胞分布

均匀，曲细精管中含有大量的精子；而 Ｓｏｘ３０－／－（纯合
缺失型）小鼠睾丸组织的曲细精管明显的发育不良，

曲细精管中几乎不存在精子，睾丸间质细胞发现明显

增生（图２）。
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２．３　Ｓｏｘ３０敲除小鼠睾丸间质细胞免疫组化染色
　　为了明确Ｓｏｘ３０基因敲除后小鼠睾丸间质细胞数
目的改变，使用睾丸间质细胞特异性表达蛋白 ３β
ＨＳＤ对１０周龄 Ｓｏｘ３０敲除小鼠的睾丸组织进行免疫

组化检测。结果显示，与Ｓｏｘ３０＋／＋（野生型）和Ｓｏｘ３０－／＋

（杂合型）相比，Ｓｏｘ３０－／－（纯合缺失型）小鼠睾丸组织
中表达 ３βＨＳＤ的睾丸间质细胞增多，进一步证实
Ｓｏｘ３０基因敲除后睾丸间质细胞增殖异常（图３）。

!
!
"
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野生型 杂合型 纯合缺失型

!
#
"
"

箭头示小鼠睾丸间质细胞阳性染色区域阳性

图２　ＨＥ染色观察不同基因型小鼠睾丸间质细胞病理形态特征

!
!
"
"

!
#
"
"

野生型 杂合型 纯合缺失型

箭头示小鼠睾丸间质细胞３βＨＳＤ阳性染色区域

图３　免疫组化染色观察Ｓｏｘ３０敲除小鼠睾丸间质细胞特异表达蛋白３βＨＳＤ变化
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２．４　Ｓｏｘ３０过表达 ＴＭ３细胞模型的构建以及对增殖
的影响

２．４．１　Ｓｏｘ３０过表达 ＴＭ３细胞模型的构建　　为了
进一步探讨体内Ｓｏｘ３０敲除对小鼠睾丸间质细胞增殖
的影响，利用体外小鼠睾丸间质细胞系 ＴＭ３构建
Ｓｏｘ３０过表达细胞模型，并采用 ＲＴｑＰＣＲ对 Ｓｏｘ３０基
因的ｍＲＮＡ表达水平进行检测。在构建Ｓｏｘ３０基因过
表达细胞过程中，光学和荧光显微镜观察显示，与

Ｖｅｃｔｏｒ组相比，Ｓｏｘ３０过表达组细胞数量相对减少
（图４Ａ）。ＲＴｑＰＣＲ结果显示，与 Ｖｅｃｔｏｒ组比较，
Ｓｏｘ３０组的细胞中 Ｓｏｘ３０表达明显增高（Ｐ＜０．０１，
图４Ｂ）；同时，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，其蛋白水平
与其ｍＲＮＡ表达水平一致（图４Ｃ、Ｄ）。说明成功构建

了Ｓｏｘ３０基因体外过表达细胞模型，并可用于后续的
实验。

２．４．２　Ｓｏｘ３０过表达对 ＴＭ３细胞增殖和周期的影响
　　基于上述Ｓｏｘ３０过表达细胞模型，采用 ＣＣＫ８对
细胞增殖进行定量分析。与对照组相比，结果显示随

着时间的增加，Ｓｏｘ３０过表达组细胞存活率明显降低
（Ｐ＜０．０５，图５Ａ），提示Ｓｏｘ３０过表达可以抑制睾丸间
质细胞的增殖能力。为了明确Ｓｏｘ３０引起睾丸间质细
胞增殖抑制的原因，使用ＰＩ荧光染色和流式细胞术检
测Ｓｏｘ３０过表达 ＴＭ３细胞周期进展情况。结果显示，
与空载体组比较，Ｓｏｘ３０过表达ＴＭ３细胞Ｇ１期比例增
高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），提示 Ｓｏｘ３０过表
达可诱导ＴＭ３细胞Ｇ１期阻滞。
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２．５　Ｓｏｘ３０敲低 ＴＭ３细胞模型的构建以及对增殖的
影响

２．５．１　Ｓｏｘ３０敲低 ＴＭ３细胞模型的构建　　为了进
一步证实Ｓｏｘ３０基因对小鼠睾丸间质细胞周期的调控
作用，在 Ｓｏｘ３０过表达 ＴＭ３细胞的基础上敲低了
Ｓｏｘ３０基因。在镜下发现，与 Ｓｏｘ３０基因过表达 ＴＭ３
细胞增殖抑制作用相反。结果显示，与Ｓｏｘ３０ＮＣ组相
比，Ｓｏｘ３０基因干扰后，其细胞数目增多，明显促进了
ＴＭ３细胞增殖（图 ６Ａ）。同时，ＲＴｑＰＣＲ（图 ６Ｂ）和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（图６Ｃ、Ｄ）检测结果显示：与 Ｓｏｘ３０ＮＣ组
比较，ｓｉＳｏｘ３０３组、ｓｉＳｏｘ３０４组中Ｓｏｘ３０基因的表达受
到了抑制，尤其是 ｓｉＳｏｘ３０３的抑制更为显著，其差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。因此，选用干扰效率最高
的ｓｉＳｏｘ３０３组进行后续研究。
２．５．２　Ｓｏｘ３０敲低对 ＴＭ３细胞增殖和周期的影响　
　进一步利用ＣＣＫ８对ＴＭ３细胞增殖进行了检测，与
对照组相比（图 ７Ａ），随着时间的增加，Ｓｏｘ３０干扰组

的细胞数量明显增加，其差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）。Ｓｏｘ３０干扰细胞周期流式细胞术分析也表明，
与Ｓｏｘ３０ＮＣ组比较（图 ７Ｃ），ｓｉＳｏｘ３０３组（图 ７Ｄ）细
胞Ｇ１期比例降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），提
示Ｓｏｘ３０敲低可部分恢复 ＴＭ３细胞 Ｇ１期阻滞，促进
细胞从Ｇ１向Ｓ期转化。
２．６　Ｓｏｘ３０差异表达对 ＴＭ３细胞周期关键分子

ｍＲＮＡ水平的影响
　　为了验证流式细胞术检测结果，进一步检测了调
控细胞周期进展关键基因的 ｍＲＮＡ水平表达情况。
结果发现，与 Ｖｅｃｔｏｒ组比较（图 ８Ａ），Ｓｏｘ３０过表达组
Ｃｃｎｄ１、Ｃｄｋ６（Ｐ＜０．０５），Ｃｄｋ２、Ｃｄｋ４（Ｐ＜０．０１）的
ｍＲＮＡ表达水平显著降低，Ｃｃｎｅ１的 ｍＲＮＡ表达水平
无明显改变。敲低Ｓｏｘ３０基因后，发现与Ｓｏｘ３０ＮＣ组
相比（图８Ｂ），ｓｉＳｏｘ３０３组的 Ｃｃｎｄ１、Ｃｄｋ６（Ｐ＜０．０１），
Ｃｃｎｅ１、Ｃｄｋ２（Ｐ＜０．０５）的 ｍＲＮＡ表达水平都显著增
加，Ｃｄｋ４的ｍＲＮＡ表达水平无明显改变。
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图６　Ｓｏｘ３０敲低ＴＭ３细胞模型的构建
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｏｘ３０ＮＣ组比较
Ａ：ＣＣＫ８检测Ｓｏｘ３０ＮＣ组和 ｓｉＳｏｘ３０３组在不同时间的细胞存活率变化；Ｂ：流式细胞术检测 Ｓｏｘ３０ＮＣ组和
Ｓｏｘ３０ＮＣ组ＴＭ３细胞生长４８ｈ后的周期分布情况

图７　Ｓｏｘ３０敲低表达对ＴＭ３细胞增殖和周期的影响
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图８　Ｓｏｘ３０差异表达对ＴＭ３细胞周期相关分子ｍＲＮＡ水平的影响

２．７　Ｓｏｘ３０差异表达对 ＴＭ３细胞周期相关分子蛋白
水平的影响

　　结果显示，与 Ｖｅｃｔｏｒ组比较（图 ９Ａ、Ｂ），Ｓｏｘ３０过
表达组ＣｙｃｌｉｎＤ１（Ｐ＜０．０５）、Ｃｄｋ２（Ｐ＜０．０１）蛋白表达
水平显著降低。敲低 Ｓｏｘ３０基因后，我们发现与
Ｓｏｘ３０ＮＣ组相比（图 ９Ｃ、Ｄ），ｓｉＳｏｘ３０３组的 ＣｙｃｌｉｎＤ１
（Ｐ＜０．０１）、Ｃｄｋ２（Ｐ＜０．０５）的蛋白表达水平显著增加。
其结果提示，Ｓｏｘ３０差异表达后ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｃｄｋ２的蛋白
表达水平较为一致，推测它们可能是 Ｓｏｘ３０参与周期
调控的下游关键分子。

２．８　Ｓｏｘ３０与细胞周期相关分子的启动子区结合位
点预测

　　利用 ＪＡＳＰＡＲ数据库从分子水平预测 Ｓｏｘ３０是否
与细胞周期关键分子 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｃｄｋ２的启动子区存在
结合位点（表４）。其中，预测评分的分值越高，预测结
果越可信。结果发现，细胞周期关键分子 ＣｙｃｌｉｎＤ１、

Ｃｄｋ２的启动子区域均可能存在Ｓｏｘ３０的结合位点，提示
ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｃｄｋ２可能是Ｓｏｘ３０调控的下游候选基因。

３　讨论

　　细胞增殖是机体正常生长、发育、繁殖的生物基
础，正常组织中特异性细胞增殖稳态的维持是组织器

官功能正常执行的结构基础。睾丸间质细胞是位于男

性性腺睾丸中的必需细胞，因此其正常增殖与数目的

稳定对于睾丸功能具有重要的作用。

　　课题组前期研究发现，Ｓｏｘ３０基因敲除小鼠的生
精小管中几乎没有精子，同时在成年小鼠中重新表达

Ｓｏｘ３０基因，精子的发生有所恢复［１５］。本研究发现，

与Ｓｏｘ３０＋／＋（野生型）和 Ｓｏｘ３０－／＋（杂合型）小鼠相比，
Ｓｏｘ３０－／－（纯合缺失型）小鼠睾丸组织曲细精管外睾丸
间质细胞发生明显增生。在睾丸组织中３βＨＳＤ是完
全定位于睾丸间质细胞的，因此３βＨＳＤ可以作为睾丸
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G蛋白 蛋白

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｖｅｃｔｏｒ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｏｘ３０ＮＣ组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｖｅｃｔｏｒ组和Ｓｏｘ３０组ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｃｄｋ２的蛋白表达及半定量分析；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓｏｘ３０ＮＣ
组和ｓｉＳｏｘ３０３组ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｃｄｋ２的蛋白表达及半定量分析

图９　Ｓｏｘ３０差异表达对ＴＭ３细胞周期相关分子蛋白水平的影响

表４　Ｓｏｘ３０结合到细胞周期相关分子的启动子区结合位点的预测

目的基因 转录因子的编号 转录因子的名称 预测评分 相对评分 起点 终点 正负链 预测的序列

ＣｙｃｌｉｎＤ１ ＰＢ００７０．１ Ｓｏｘ３０＿１ ９．５２ ０．８４ －７７５ －７９０ ＋ ＡＣＴＡＡＡＴＡＡＴＧＧＡＣＧＡ

ＰＢ００７０．１ Ｓｏｘ３０＿１ ９．３４ ０．８３ －１２６３ －１２７８ ＋ ＡＴＧＡＡＡＴＡＡＴＧＧＣＣＡＣ

ＰＢ０１７４．１ Ｓｏｘ３０＿２ １１．０４ ０．８２ －８３５ －８５０ － ＴＡＡＧＴＴＴＡＴＡＡＴＴＴＡＴ

Ｃｄｋ２ ＰＢ００７０．１ Ｓｏｘ３０＿１ １０．７４ ０．８６ －１６８２ －１６９７ － ＡＡＡＧＡＡＴＡＡＴＧＴＡＴＴＴ

ＰＢ００７０．１ Ｓｏｘ３０＿１ ８．６６ ０．８２ －５３８ －５５３ ＋ ＣＴＴＧＡＡＣＡＡＡＴＡＡＡＡＡ

ＰＢ００７０．１ Ｓｏｘ３０＿１ ８．５４ ０．８１ －２０４３ －２０５８ － ＴＴＧＡＡＡＣＡＡＴＧＴＴＧＣＣ

组织中间质细胞的特异性标志。通过对其睾丸组织进

行３βＨＳＤ蛋白的免疫组化染色处理，进一步证实
Ｓｏｘ３０基因敲除后小鼠睾丸组织中间质细胞数目显著
增加。在前期研究中已证实，Ｓｏｘ３０基因敲除可以导
致小鼠睾丸组织匀浆液中睾酮水平下降，ＡＮＩＴＨＡ
等［１６］在鱼类中也发现体内短暂沉默 Ｓｏｘ３０可导致血
清睾酮水平下降。这些研究结果提示，Ｓｏｘ３０基因敲
除后可能打破了小鼠睾丸间质细胞原本相对稳定的增

殖状态以及激素分泌功能的调控能力。尽管在 Ｓｏｘ３０
基因敲除雄性小鼠睾丸间质细胞数目增加，但是整体

的睾酮水平与野生型相比反而更低，提示 Ｓｏｘ３０基因
敲除导致的睾丸间质细胞增生可能属于病理性异常增

生，从而导致睾酮合成受阻。

　　为了进一步验证Ｓｏｘ３０影响小鼠睾丸间质细胞增
殖的体内实验结果，本研究利用ＴＭ３小鼠睾丸间质细

胞构建Ｓｏｘ３０差异表达细胞体外模型，结果证实Ｓｏｘ３０
对ＴＭ３细胞增殖调控与体内的观察结果一致。表现
为与Ｖｅｃｔｏｒ组相比，Ｓｏｘ３０组可导致 ＴＭ３细胞存活率
降低，Ｇ１期细胞周期阻滞。敲除 Ｓｏｘ３０基因后发生逆
转，表现为ｓｉＳｏｘ３０３组ＴＭ３细胞存活率增加，Ｇ１期细
胞周期阻滞恢复。细胞分裂周期 Ｇ１期的重要作用是
对下一个阶段的Ｓ期建立有效的ＤＮＡ复制条件，如果
Ｇ１期出现了调控紊乱，则 ＤＮＡ复制可能受到损害以
及出现基因组的不稳定，从而导致ＤＮＡ损伤和肿瘤的
发生［１７］。目前，关于Ｓｏｘ３０基因在细胞增殖过程中的
作用研究主要集中在肿瘤细胞当中，例如肺腺癌［１８］、

前列腺癌［１９］，表明在体外 Ｓｏｘ３０基因高表达后显著抑
制肿瘤细胞的增殖和调控细胞周期。进一步证实

Ｓｏｘ３０基因可以通过影响细胞周期调控睾丸间质细胞
的正常增殖。

１７０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１１）



　　细胞周期功能异常通常意味着细胞周期蛋白、细
胞周期蛋白依赖性激酶（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ，
ＣＤＫ）的表达改变以及细胞周期蛋白依赖性激酶抑制
因子（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＣＫＩ）的激活。
在Ｇ１期早期进程中，有丝分裂原刺激哺乳动物细胞从
静止状态进入分裂周期，并且触发了细胞周期蛋白 Ｄ
的产生，随后它可以结合并激活 Ｃｄｋ４和 Ｃｄｋ６蛋白激
酶（即细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶４和６）。细胞周
期蛋白 Ｄ／Ｃｄｋ４６复合物通过单磷酸化其抑制剂 Ｒｂ
去抑制Ｅ２Ｆ的表达。在 Ｇ１晚期进程中，编码细胞周
期蛋白Ｅ被急剧激活，它可以结合并激活 Ｃｄｋ２蛋白
激酶（即细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶２），然后在正
反馈过程中过度磷酸化并且失活 Ｒｂ。有研究表明，
Ｒｂ单磷酸化的１４个主要位点可以介导 Ｅ２Ｆ１转录调
控的不同模式，表明 Ｇ１期转录过程十分复杂

［２０］。通

过 ＲＴｑＰＣＲ法检测发现，Ｓｏｘ３０表达水平升高时，
Ｃｃｎｄ１、Ｃｄｋ２表达水平均出现不同程度的降低，对
Ｓｏｘ３０基因进行干扰后，可以少量恢复 Ｃｃｎｄ１、Ｃｄｋ２的
表达。另外，本研究通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法对这些分子的
蛋白水平进行检测，结果显示差异表达 Ｓｏｘ３０后，
ＣｙｃｌｉｎＤ１和Ｃｄｋ２在蛋白水平出现明显的改变。这提
示ＣｙｃｌｉｎＤ１和Ｃｄｋ２可能是 Ｓｏｘ３０基因对小鼠睾丸间
质细胞Ｇ１期进程影响中的关键下游靶基因。Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１在有生长因子的情况下，首先被合成并于 Ｇ１中期
达到高峰，该基因的异常表达会改变细胞周期进程，且

常发生在多种肿瘤当中，如肾癌发生［２１］。Ｃｄｋ２被称
作细胞周期蛋白依赖性激酶２。有研究表明在雄性生
殖细胞发育中Ｃｄｋ２激酶活性的精确调节对于促性腺
细胞向精子细胞的转化和长期的生精稳态发挥着重要

的作用［２２］。最后，本研究采用生物信息学方法对

Ｓｏｘ３０基因与细胞周期关键基因的启动子区结合位点
进行预测发现，细胞周期关键基因 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｃｄｋ２的
启动子区域均存在Ｓｏｘ３０可能的结合位点。该结果提
示，Ｓｏｘ３０作为转录因子有可能特异性识别并结合于
ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｃｄｋ２基因上游启动子区，进而调控这些基因
的转录和表达。

　　此外，本研究还存在以下几个问题值得进一步探
索：①细胞周期相关基因 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｃｄｋ２受 Ｓｏｘ３０调
控，且启动子区存在Ｓｏｘ３０的结合位点，但具体的分子
调控机制还需要通过实验研究加以解析；②Ｓｏｘ３０缺
失后，除可通过间质细胞影响睾酮水平影响精子发生

外，我们最新的研究也证实Ｓｏｘ３０在生精细胞中表达，
可以直接通过调控减数分裂影响精子的发生，但是二

者之间的重要性和因果关系还需要更深入的研究；

③本研究发现，Ｓｏｘ３０基因敲除后小鼠睾丸组织匀浆
中睾酮水平显著降低，然而 Ｓｏｘ３０缺失导致睾酮水平
降低的具体原因和分子机制目前尚不清楚，仍需后续

进一步的深入研究。

　　综上，本研究发现 Ｓｏｘ３０基因可能参与小鼠睾丸
间质细胞正常增殖状态调控，其可能是通过转录调控

ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｃｄｋ２的表达影响细胞周期 Ｇ１期来实现。
Ｓｏｘ３０基因作为转录因子有可能通过转录调控影响相
关分子的表达，后续我们将围绕转录调控机制开展更

为详细的研究，为深入了解 Ｓｏｘ３０在男性生殖系统的
功能和作用机制提供新的资料。
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ｐｕｂｅｒｔｙ［Ｊ］．ＴｏｘｉｃｏｌＬｅｔｔ，２０２０，３３２：２１３－２２１．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｔｏｘｌｅｔ．２０２０．０７．０１８．

［１１］ＬＹＵＹ，ＤＯＮＧＹＹ，ＷＡＮＧＹＹ，ｅｔａｌ．Ｂｅｎｚｙｌｂｕｔｙｌ
ｐｈｔｈａｌａｔｅｎｏｎｌｉｎｅａｒｌｙａｆｆｅｃｔｓｒａｔＬｅｙｄｉｇｃｅｌｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ｄｕｒｉｎｇｐｕｂｅｒｔｙ［Ｊ］．ＴｏｘｉｃｏｌＬｅｔｔ，２０１９，３１４：５３－６２．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｔｏｘｌｅｔ．２０１９．０７．０１６．

［１２］ＨＡＮＦ，ＤＯＮＧＹ，ＬＩＵＷＢ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ
ｓｏｘ３０ｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｅｓｔｉｓｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．
ＰＬｏＳＯＮＥ，２０１４，９（５）：ｅ９７２０３．ＤＯＩ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．
ｐｏｎｅ．００９７２０３．

［１３］ＨＡＮＦ，ＪＩＡＮＧＸ，ＬＩＺＭ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆ
ＳＯＸ３０ｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｍａｌｅｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙａｎｄｏｆｆｅｒｓａｔｈｅｒａｐｙ
ｔａｒｇｅｔｆｏｒｎｏｎｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅａｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ［Ｊ］．ＭｏｌＴｈｅｒＮｕｃｌｅｉｃ
Ａｃｉｄｓ，２０２０，１９：７２－８３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｏｍｔｎ．２０１９．１０．
０３８．

［１４］王平，姜晓，韩飞，等．ＳＯＸ３０基因敲除对雄性小鼠睾
丸组织结构及激素分泌的影响［Ｊ］．癌变·畸变·突变，
２０２０，３２（５）：３２９－３３５．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００４６１６ｘ．
２０２０．０５．００１．
ＷＡＮＧＰ，ＪＩＡＮＧＸ，ＨＡＮＦ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳＯＸ３０ｇｅｎｅ
ｋｎｏｃｋｏｕｔｏｎｔｅｓｔｉｃｕｌａｒｔｉｓｓｕｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｈｏｒｍｏｎｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎ
ｉｎｍａｌｅｍｉｃｅ［Ｊ］．ＣａｒｃｉｎｏｇｅｎＴｅｒａｔｏｇｅｎＭｕｔａｇｅｎ，２０２０，３２
（５）：３２９－３３５．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００４６１６ｘ．２０２０．０５．
００１．

［１５］ＨＡＮＦ，ＹＩＮＬ，ＪＩＡＮＧＸ，ｅｔａｌ．ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＳＲＹｂｏｘ
３０ａｓａｎａｇｅｒｅｌａｔｅｄｅｓｓｅｎｔｉａｌｇａｔｅｋｅｅｐｅｒｆｏｒｍａｌｅｇｅｒｍｃｅｌｌ
ｍｅｉｏｓｉｓａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｇｉｎｇＣｅｌｌ，２０２１，２０（５）：

ｅ１３３４３．ＤＯＩ：１０．１１１１／ａｃｅｌ．１３３４３．
［１６］ＡＮＩＴＨＡＡ，ＳＥＮＴＨＩＬＫＵＭＡＲＡＮ Ｂ．Ｒｏｌｅｏｆｓｏｘ３０ｉｎ

ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｅｓｔｉｃｕｌａｒｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｃｏｍｍｏｎｃａｒｐ［Ｊ］．Ｊ
ＳｔｅｒｏｉｄＢｉｏｃｈｅｍＭｏｌＢｉｏｌ，２０２０，２０４：１０５７６９．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｊｓｂｍｂ．２０２０．１０５７６９．

［１７］ＨＵＭＥＳ，ＤＩＡＮＯＶＧＬ，ＲＡＭＡＤＡＮＫ．Ａｕｎｉｆｉｅｄｍｏｄｅｌ
ｆｏｒｔｈｅＧ１／Ｓｃｅｌｌｃｙｃｌｅｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓ，
２０２０，４８（２２）：１２４８３－１２５０１．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｎａｒ／
ｇｋａａ１００２．

［１８］马帮靖，郝翔麟，韩飞，等．ＳＯＸ３０基因调控桥粒基因
ＤＳＣ３抑制肺腺癌的增殖与迁移［Ｊ］．癌变·畸变·突
变，２０１８，３０（３）：１６５－１７０，１７５．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．
１００４６１６ｘ．２０１８．０３．００１．
ＭＡＢＪ，ＨＡＯＸＬ，ＨＡＮＥＥ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｂｙ
ＳＯＸ３０ｇｅｎｅｖｉａｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＤＳＣ３ｇｅｎｅ［Ｊ］．Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎ
ＴｅｒａｔｏｇｅＭｕｔａｇｅｎ，２０１８，３０（３）：１６５－１７０，１７５．ＤＯＩ：１０．
３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００４６１６ｘ．２０１８．０３．００１．

［１９］ＦＵＱ，ＳＵＮＺＹ，ＹＡＮＧＦ，ｅｔａｌ．ＳＯＸ３０，ａｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｏｆ
ｍｉＲ６５３５ｐ，ｒｅｐｒｅｓｓｅｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆ
ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｏｌＢｉｏｌＬｅｔｔ，２０１９，２４（１）：１－１３．
ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１１６５８０１９０１９５４．

［２０］ＳＡＮＩＤＡＳＩ，ＭＯＲＲＩＳＲ，ＦＥＬＬＡＫＡ，ｅｔａｌ．Ａｃｏｄｅｏｆ
ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｍｏｄｕｌａｔｅｓｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＲＢ［Ｊ］．Ｍｏｌ
Ｃｅｌｌ，２０１９，７３（５）：９８５－１０００．ｅ６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｍｏｌｃｅｌ．２０１９．０１．００４．

［２１］ＷＡＮＧＱＳ，ＬＩＦ，ＬＩＡＯＺＱ，ｅｔａｌ．ＬｏｗｌｅｖｅｌｏｆＣｙｃｌｉｎＤ１
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓｗｉｔｈｗｏｒｓｅｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆｃｌｅａｒｃｅｌｌｒｅｎａｌｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＭｅｄ，２０１９，８（９）：４１００－

４１０９．ＤＯＩ：１０．１００２／ｃａｍ４．２３１３．
［２２］ＳＩＮＧＨＰ，ＰＡＴＥＬＲＫ，ＰＡＬＭＥＲＮ，ｅｔａｌ．ＣＤＫ２ｋｉｎａｓｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙｉｓａｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆｍａｌｅｇｅｒｍ ｃｅｌｌｆａｔｅ［Ｊ］．
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２０１９，１４６（２１）：ｄｅｖ１８０２７３．ＤＯＩ：１０．１２４２／
ｄｅｖ．１８０２７３．

（收稿：２０２１０２０６；修回：２０２１０３２６）

（编辑　王　红）

３７０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１１）




