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聚苯乙烯微塑料对睾丸间质细胞凋亡的影响
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　　［摘要］　目的　探讨聚苯乙烯微塑料（ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅｍｉｃｒｏｐｌａｓｔｉｃｓ，ＰＳＭＰｓ）对睾丸间质细胞凋亡的影
响及可能机制。方法　通过比较毒理基因组学数据库（ＣＴＤ）检索 Ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ导致男性泌尿生殖系统
疾病的相关基因，采用ＧＯ和ＫＥＧＧ富集分析涉及的功能及信号通路。使用小鼠睾丸间质细胞（ＴＭ３细
胞）作为研究模型，采用粒径为５μｍ和８０ｎｍ的 ＰＳＭＰｓ（０、１０、２０、４０μｇ／ｍＬ）处理 ＴＭ３细胞４８ｈ，观
察细胞形态，利用 ＣＣＫ８法检测细胞活性，流式细胞术检测细胞凋亡，ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测富
集的信号通路中关键分子ｍＲＮＡ和蛋白水平表达变化。结果　对 ＣＴＤ数据库筛选的基因进行 ＧＯ和
ＫＥＧＧ富集分析发现，ＰＳＭＰ暴露相关变化基因明显富集到细胞凋亡功能和 ｐ５３信号通路（Ｐ＜０．０５）。
５μｍ和８０ｎｍＰＳＭＰｓ暴露 ＴＭ３细胞 ４８ｈ后均能明显抑制细胞生长，诱导细胞凋亡显著增加（Ｐ＜
０．０５）；５μｍ和 ８０ｎｍＰＳＭＰｓ暴露可上调 ｐ５３信号通路中 ｐ５３、Ｂａｘ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平（Ｐ＜
０．０５），上调下游靶基因 Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃａｓｐａｓｅ９表达（Ｐ＜０．０５），抑制抗凋亡分子 Ｂｃｌ２表达（Ｐ＜０．０５）。
结论　ＰＳＭＰｓ暴露可能通过ｐ５３信号通路诱导睾丸间质ＴＭ３细胞的凋亡。
　　［关键词］　 微塑料；聚苯乙烯；ＴＭ３细胞；细胞凋亡；ｐ５３信号通路
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　　微塑料（ｍｉｃｒｏｐｌａｓｔｉｃｓ，ＭＰｓ）是指直径小于 ５ｍｍ
的塑料颗粒［１］，微塑料的来源主要分为两类，分别为

初级微塑料，来源于生产过程中以微米大小的颗粒排

放到环境中的塑料，如化妆品、牙刷中的微珠［２］；另一

类为次级微塑料，是塑料制品在环境中经过紫外辐射、

高温、磨损和化学裂解［３］，以及低程度微生物降解［４］

形成的塑料颗粒。聚苯乙烯（ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ，ＰＳ）占塑料
工业生产份额的主体。研究证明，聚苯乙烯微塑料

（ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅｍｉｃｒｏｐｌａｓｔｉｃｓ，ＰＳＭＰｓ）在多种环境介质中
存在，如海洋［５］、河流［６］、土壤［７］、空气［８］。在食品如

饮用水［９］、食盐［１０］、糖［１１］中都检出了 ＰＳＭＰｓ。已有
研究报道ＰＳＭＰｓ可以经食物链富集、空气吸入、皮肤
接触等途径进入人体［２］。ＰＳＭＰｓ在生物体内发挥多
种毒性作用，包括影响生长发育、代谢紊乱、氧化应激、

免疫毒性、神经毒性和生殖毒性等方面［１２－１３］。

　　由于生殖系统较为敏感，ＰＳＭＰｓ可能会对生殖系
统构成更大风险。微塑料对生殖系统毒效应的研究显

示，ＰＳＭＰｓ暴露导致雄性小鼠精子数量和活力下降，
精子畸形率增加［１４］；ＰＳＭＰｓ可通过Ｎｒｆ２／ＨＯ１／ＮＦκＢ
通路诱导睾丸炎症［１５］，通过激活 ＭＡＰＫＮｒｆ２途径破
坏血睾屏障（ｂｌｏｏｄｔｅｓｔｉｓｂａｒｒｉｅｒ，ＢＴＢ）完整性［１６］，下调

ＬＨ介导的ＬＨＲ／ｃＡＭＰ／ＰＫＡ／ＳｔＡＲ途径诱导睾酮水平
降低［１７］。然而，ＰＳＭＰｓ对雄性生殖损伤的具体功能
和机制仍不十分清楚。

　　本研究以小鼠睾丸间质细胞 ＴＭ３细胞株作为研
究模型，探讨不同粒径大小（５μｍ和 ８０ｎｍ）的 ＰＳ
ＭＰｓ对小鼠睾丸重要组成细胞增殖和凋亡的影响以及
可能涉及的毒性机制，为预防 ＰＳＭＰｓ潜在雄性生殖
损伤风险提供了理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　　５μｍ和８０ｎｍ的 ＰＳＭＰｓ购自
天津基线技术研究中心；ＤＭＥＭ培养基购自美国
Ｓｉｇｍａ公司；胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；Ｃｅｌｌ
ＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（ＣＣＫ８）购自重庆葆光生物技术有限公
司；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣＡｐｏｐＤｔｅｃＫｉｔＩ１００Ｔｓｔ购自美国
ＢＤ公司；ＡＢＳｃｒｉｐｔⅢ ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲｗｉｔｈ
ｇＤＮＡＲｅｍｏｖｅｒ逆转录试剂盒、２×ＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＦａｓｔｑＰＣＲＭｉｘ、ＴｏｔａｌＲＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ
（ＴＲＩｚｏｌ）均购自美国 Ａｂｃｌｏｎａｌ公司；无菌去离子水

ＰＣＲ级购自中国北京索莱宝科技有限公司；ｐ５３、Ｂａｘ
和Ｂｃｌ２引物由上海生工生物工程股份有限公司合成；
ＲＩＰＡ蛋白裂解物、ＢＣＡ蛋白浓度检测试剂盒、ＰＭＳＦ、
ＱｕｉｃｋＢｌｏｃｋＷｅｓｔｅｒｎ一抗稀释液、ＱｕｉｃｋＢｌｏｃｋＷｅｓｔｅｒｎ
二抗稀释液、βａｃｔｉｎＲａｂｂｉｔＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ和辣根
过氧化物酶标记山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）均购自中国上海
碧云天公司；ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶制备试剂盒购自中国北京
庄盟国际生物基因科技有限公司；ＰａｇｅＲｕｌｅｒＴＭ预染蛋
白分子量标准购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；ｐ５３、Ｂｃｌ２、
Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ９抗体购自美国Ａｂｃａｍ公司。
１．１．２　细胞株　　小鼠睾丸间质ＴＭ３细胞株购自美
国ＡＴＣＣ细胞库。将 ＴＭ３细胞培养于含有 １０％胎牛
血清的ＤＭＥＭ培养基中，培养箱条件：３７℃恒温，湿度
７０％，５％的ＣＯ２浓度，取对数生长期细胞用于实验。
１．２　方法
１．２．１　ＣＴＤ数据库基因筛选与富集　　利用ＣＴＤ数
据库分析，种属包括Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ（小鼠）、Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ
（人类）和Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ（斑马鱼），暴露方式为细胞株 ＰＳ
染毒、动物静态染毒和胚胎注射染毒。“Ｋｅｙｗｏｒｄ
Ｓｅａｒｃｈ”中选择“ｃｈｅｍｉｃａｌ”，输入Ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ（聚苯乙烯，
ＰＳ）。在“Ｄｉｓｅａｓｅ”选项中检索相关疾病为“Ｕｒｏｇｅｎｉｔａｌ
ｄｉｓｅａｓｅ（ｍａｌｅ）”（男性泌尿生殖系统疾病）的有关基因。
将筛选的基因使用“ＤＡＶＩＤＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓＲｅｓｏｕｒｃｅｓ”
数据库进行 ＧＯ生物学过程和 ＫＥＧＧ通路富集分析
ＰＳＭＰｓ诱导男性泌尿生殖系统疾病中相关基因的生
物学意义，再使用“联川生物云平台（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．
ｏｍｉｃｓｔｕｄｉｏ．ｃｎ／ｔｏｏｌ）”进行可视化分析。
１．２．２　细胞活力检测　　将 ＴＭ３细胞按照 １×１０３

个／孔接种于９６孔板中，待１２ｈ细胞贴壁后，分别使
用５μｍ和８０ｎｍ两种粒径的 ＰＳＭＰｓ，加入超纯水配
制成浓度为０、１０、２０、４０μｇ／ｍＬ处理ＴＭ３细胞。在处
理４８ｈ后，观察细胞形态并按照１０μＬ／孔加入ＣＣＫ８
试剂，于培养箱中避光孵育 ６０ｍｉｎ后，使用酶标仪在
４５０ｎｍ波长处测定光密度值。
１．２．３　流式细胞术检测细胞凋亡　　ＴＭ３细胞以６×
１０４个／孔接种于６孔板中，将细胞染毒４８ｈ后，使用
离心管收集细胞培养液及胰酶消化的细胞，低速离心

机１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃掉上清并使用ＰＢＳ重悬。
细胞计数取 ５×１０４个细胞，再次 １０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃上清。使用１×结合缓冲液重悬细胞，分别加
入５μＬ的ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ和５μＬ的ＰＩ，室温避光孵

６８８ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



育１５ｍｉｎ，在１ｈ内上ＢＤ流式细胞仪检测细胞凋亡，
使用ｆｌｏｗｊｏ１０．６．２软件作图。
１．２．４　总ＲＮＡ的提取　　ＴＭ３细胞在６孔板染毒４８ｈ
后，弃掉培养基，使用 ＰＢＳ清洗２遍。加入５００μＬ／孔
ＴＲＩｚｏｌ，冰上静置５ｍｉｎ，吹打细胞移至无酶的１．５ｍＬ
ＥＰ管。每个ＥＰ管中加入 １００μＬ氯仿（三氯甲烷），
上下摇晃１５ｓ，静置１０ｍｉｎ至分层。使用预冷的离心
机，在４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，离心之后小心吸
取上层ＲＮＡ移至无酶的１．５ｍＬＥＰ管中，加入等体积
４℃预冷的异丙醇，充分混匀，静置１０ｍｉｎ。使用离心
机４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，离心后弃掉上清，风
干至液体完全蒸发，沉淀为ＲＮＡ。每管加入１ｍＬ７５％
乙醇，上下轻轻颠倒洗涤。离心机 ４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ，弃掉上清，室温静置至乙醇完全蒸发，根
据沉淀大小加入ＤＥＰＣ水（１０～２０μＬ）溶解 ＲＮＡ。采
用Ｎａｎｏｄｒｏｐ软件检测ＲＮＡ浓度，－８０℃低温保存。
１．２．５　实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）分析　　将提
取的总 ＲＮＡ每管浓度定量至 １００ｎｇ／μＬ，使用
ＡＢＳｃｒｉｐｔⅢ ＲＴ ＭａｓｔｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ ｗｉｔｈｇＤＮＡ
Ｒｅｍｏｖｅｒ逆转录试剂盒将ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ。将逆
转录的 ｃＤＮＡ用无菌去离子水 ＰＣＲ级稀释 ２０倍，使
用荧光定量试剂盒 ２×ＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎＦａｓｔ
ｑＰＣＲＭｉｘ进行 ＲＴｑＰＣＲ实验，每个样品的反应一式
三份进行，预变性：９５℃，３ｍｉｎ；循环次数：１次；循环
反应：９５℃，５ｓ、６０℃，３０～３４ｓ，循环次数：４０～４５次；
溶解曲线：机器自行设置。结果数据用２－ΔΔＣｔ法计算相
对表达量。

表１　 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

ｐ５３
正向：ＣＴＣＣＴＣＣＣＣＣＣＡＧＣＡＴＣＴＴＧ
反向：ＡＴＡＧＧＴＣＧＧＣＧＧＴＴＣＡＴ

１８７
５２

Ｂａｘ
正向：ＧＡＣＣＡＴＣＴＴＴＧＴＧＧＣＴＧＧＡ
反向：ＡＴＧＣＣＴＴＴＣＣＣＣＣＣＴＴＣＣＣ

１４３
５８

Ｂｃｌ２
正向：ＡＡＡＣＣＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＴＣＣ
反向：ＴＣＣＴＡＡＡＣＣＣＴＧＣＴＴＣＣＣ

１５０
５５

βａｃｔｉｎ
正向：ＧＴＣＣＣＴＣＡＣＣＣＴＣＣＣＡＡＡＡＧ
反向：ＧＣＴＧＣＣＴＣＡＡＣＡＣＣＴＣＡＡＣＣＣ

１２２
１５０

１．２．６　蛋白提取及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　ＴＭ３细胞处
理４８ｈ后，使用预冷的 ＰＢＳ洗涤２次，向每个孔中加
入蛋白裂解液 ＲＩＰＡ（１ｍＬＲＩＰＡ中含有 １０μＬ
ＰＭＳＦ），置于冰盒上裂解３０ｍｉｎ。使用干净的刮板刮
下细胞，转移至１．５ｍＬ的 ＥＰ管中，超声破碎细胞裂
解悬液，１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心２０ｍｉｎ，使用ＢＣＡ蛋白
定量试剂盒检测蛋白浓度并定量。根据体积配置含有

５×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ的混合液，１００℃变性后－２０℃保存。
配制１２％ＳＤＳＰＡＧＥ胶进行电泳，转膜至ＰＶＤＦ膜上，
３％ＢＳＡ室温封闭１ｈ；４℃过夜孵育 ｐ５３（１∶１０００）、
Ｂａｘ（１∶５０００）、Ｂｃｌ２（１∶１０００）、Ｃａｓｐａｓｅ３（１∶１０００）、
Ｃａｓｐａｓｅ９（１∶１０００）等抗体，以抗体 βａｃｔｉｎ（１∶１０００）
作为内参，１×ＴＢＳＴ洗涤 ３次，室温孵育山羊抗兔 ＩｇＧ
（Ｈ＋Ｌ）二抗（１∶１０００），１×ＴＢＳＴ洗涤３次；最后配制曝
光液曝光，使用ＩｍａｇｅＪ软件检测蛋白条带灰度值。
１．３　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９软件进行统计分析与作
图。每次实验至少重复３次，数据结果以 珋ｘ±ｓ表示，组
间比较采用单因素方差分析；以 Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　ＰＳ暴露相关男性生殖系统疾病中变化基因的富
集分析

　　经 ＣＴＤ数据库筛选（Ｐａｄｊｕｓｔ＜０．０５）后共有１４１个
基因与ＰＳ暴露的男性生殖系统疾病有关，出现次数
排名前１０的基因分别为：ＩＬ６（１２次），ＴＧＦＢ１（１２次），
ＥＤＮ１（９次），ＴＮＦ（９次），ＣＣＬ２（８次），ＴＰ５３（７次），
ＧＳＴＰ１（６次），ＲＥＬＡ（６次），ＣＡＴ（５次）和ＳＯＤ１（５次）。
其中ＴＧＦＢ１和ＴＰ５３参与细胞增殖与凋亡，提示ＰＳ暴
露可能影响细胞增殖和凋亡。为进一步探究筛选基因

在ＰＳ暴露中参与的主要功能和信号通路，对这些变
化基因进行 ＫＥＧＧ和 ＧＯ富集分析（图 １），在 ＫＥＧＧ
富集通路中，ｐ５３信号通路富集明显（Ｐ＜０．０１）。ＧＯ
富集分析得到ＧＯ条目３１４个（Ｐ＜０．０５），其中生物过
程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｅｓ，ＢＰ）有 ２５８个，细胞组分
（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ，ＣＣ）有 ２４个，分 子 功 能
（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）有３２个，前１０的生物学过程
主要参与基因转录、细胞凋亡、细胞衰老等。这些富集

分析提示细胞凋亡可能在 ＰＳＭＰｓ暴露造成的生殖损
伤中有重要作用。

２．２　ＰＳＭＰｓ暴露显著抑制ＴＭ３细胞增殖
　　使用５μｍ和８０ｎｍ的 ＰＳＭＰｓ染毒 ＴＭ３细胞模
型，浓度分别为 ０、１０、２０、４０μｇ／ｍＬ。显微镜下观察
５μｍＰＳＭＰｓ处理后的细胞形态，结果显示，对照组细
胞较为致密，细胞形态未见明显变化；在１０μｇ／ｍＬ组
细胞数量开始减少；２０μｇ／ｍＬ组细胞数量明显减少；
４０μｇ／ｍＬ组细胞数量减少最明显（Ｐ＜０．０１，图２Ａ）。
在８０ｎｍＰＳＭＰｓ处理组细胞生长也受到明显的抑制，
细胞数量同样在高剂量组改变最明显（Ｐ＜０．０５，图
２Ｂ）。而且５μｍＰＳＭＰｓ组和 ８０ｎｍＰＳＭＰｓ组中细
胞活力降低均具有剂量效应关系（图２Ｃ、Ｄ）。

７８８　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）
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Ａ：显著性前３５的ＫＥＧＧ富集结果；Ｂ：显著性前１０的ＧＯ富集结果

图１　ＰＳＭＰｓ暴露的男性生殖系统疾病中变化基因ＫＥＧＧ和ＧＯ富集分析
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Ａ：５μｍＰＳＭＰｓ暴露４８ｈ细胞形态；Ｂ：８０ｎｍＰＳＭＰｓ暴露４８ｈ细胞形态；Ｃ：５μｍＰＳＭＰｓ暴露４８ｈ细胞存活
率；Ｄ：８０ｎｍＰＳＭＰｓ暴露４８ｈ细胞存活率；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与０μｇ／ｍＬ比较

图２　５μｍ和８０ｎｍＰＳＭＰｓ暴露ＴＭ３细胞４８ｈ细胞形态和增殖情况

８８８ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．３　ＰＳＭＰｓ暴露明显诱导ＴＭ３细胞凋亡
　　为进一步探究ＰＳＭＰｓ抑制ＴＭ３细胞增殖的原因，
采用流式细胞术检测 ＴＭ３细胞凋亡情况。结果显示，
ＴＭ３细胞ＰＳＭＰｓ暴露４８ｈ后，５μｍＰＳＭＰｓ组和８０ｎｍ
ＰＳＭＰｓ组随着暴露浓度升高细胞凋亡也增加（Ｐ＜０．０５），
呈现出良好的剂量效应关系（图３）。结果表明５μｍ和
８０ｎｍＰＳＭＰｓ均能显著诱导ＴＭ３细胞凋亡。
２．４　ＰＳＭＰｓ对凋亡分子 ｐ５３、Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表

达的影响

　　前面通路的富集结果暗示ｐ５３信号通路可能参与

了ＰＳＭＰｓ导致的ＴＭ３细胞凋亡的发生过程。为进一
步验证该假设，采用 ＲＴｑＰＣＲ检测ｐ５３信号通路中促
凋亡基因 ｐ５３、Ｂａｘ以及抑凋亡基因 Ｂｃｌ２的 ｍＲＮＡ水
平表达。如图４所示，与对照组相比，５μｍ和 ８０ｎｍ
ＰＳＭＰｓ暴露４８ｈ后促凋亡基因ｐ５３、Ｂａｘ的ｍＲＮＡ水
平显著升高（Ｐ＜０．０５），抑凋亡基因 Ｂｃｌ２的 ｍＲＮＡ水
平明显降低（Ｐ＜０．０５）。结果表明 ＰＳＭＰｓ可能通过
ｐ５３信号通路诱导ＴＭ３细胞凋亡。
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Ａ：５μｍ和８０ｎｍＰＳＭＰｓ暴露ＴＭ３细胞４８ｈ流式细胞结果；Ｂ：５μｍＰＳＭＰｓ暴露ＴＭ３细胞４８ｈ细胞凋亡定量
分析；Ｃ：８０ｎｍＰＳＭＰｓ暴露ＴＭ３细胞４８ｈ细胞凋亡定量分析；ａ：Ｐ＜０．０１，与０μｇ／ｍＬ比较

图３　５μｍ和８０ｎｍＰＳＭＰｓ暴露ＴＭ３细胞４８ｈ后细胞凋亡
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Ａ～Ｃ：５μｍＰＳＭＰｓ组ｐ５３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ相对表达量；Ｄ～Ｆ：８０ｎｍＰＳＭＰｓ组 ｐ５３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ相对表达
量；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与０μｇ／ｍＬ比较

图４　５μｍ和８０ｎｍＰＳＭＰｓ暴露后ｐ５３信号通路中关键基因的ｍＲＮＡ表达变化
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２．５　ＰＳＭＰｓ对ｐ５３信号通路关键蛋白表达的影响
　　ＰＳＭＰｓ暴露 ＴＭ３细胞后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｐ５３
信号通路中 ｐ５３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白
的表达，结果显示，与对照组比较，ＰＳＭＰｓ暴露显著上
调促凋亡蛋白 ｐ５３、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃａｓｐａｓｅ９的表达
（Ｐ＜０．０５），显著下调抑凋亡蛋白 Ｂｃｌ２的表达（Ｐ＜
０．０５，图５）。进一步提示 ＰＳＭＰｓ可能通过 ｐ５３信号
通路诱导ＴＭ３细胞的凋亡。

３　讨论

　　近年来，由于 ＭＰｓ向环境中释放量增加，人类对
ＭＰｓ的接触和蓄积会随着时间的推移而增加［１８］。微

塑料在体内各组织器官中长期蓄积可能导致颗粒毒性

影响多个器官和系统［１９］。近期研究显示，微塑料

（ＭＰｓ）能够对男性生育能力造成威胁，在哺乳动物模
型中ＰＳＭＰｓ能够降低精子数量和活力［１４］、改变睾丸

形态［１５］、降低睾酮水平［１７］和破坏 ＢＴＢ的完整性［１６］。

微塑料作为分布较为广泛的新兴污染物，可能是导致

雄性生殖能力下降的重要因素之一，值得对其作用和

机制开展深入研究。

　　睾丸间质细胞主要负责睾酮的合成，在精子发生、
雄性第二性征、睾丸功能的维持等方面具有重要作用。

我们前期的动物体内实验也表明，ＰＳＭＰｓ暴露后睾酮
合成显著降低，提示睾丸间质细胞受到损伤。为了揭

示其潜在的损伤机制，本研究使用 ＣＴＤ数据库筛选
ＰＳ与男性生殖系统疾病相关的基因，并使用ＫＥＧＧ和
ＧＯ对这些相关基因进行富集分析。ＫＥＧＧ明显富集
到ｐ５３信号通路和细胞凋亡等关键通路，ＧＯ富集分
析显示ＰＳ的生物学过程与细胞凋亡有关，在 ＢＰ分析
中，ｐｏｌⅡ启动子的转录和细胞凋亡两项都同时涉及
了正向和负向调控。为了探讨 ＰＳＭＰｓ与生殖细胞凋
亡之间的关系，使用 ５μｍ和 ８０ｎｍ两种粒径的 ＰＳ
ＭＰｓ处理ＴＭ３细胞发现，ＰＳＭＰｓ暴露４８ｈ后细胞活
力随剂量增加而降低，流式细胞术提示细胞凋亡率逐

渐上升，且具有剂量效应关系。这些结果进一步证实
ＰＳＭＰｓ暴露能够导致睾丸间质细胞凋亡，最终影响睾
酮合成和水平。ｐ５３具有控制细胞周期、调节细胞衰
老和启动细胞凋亡的能力［２０］，也能够激活促凋亡因子
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Ａ：５μｍ和８０ｎｍＰＳＭＰｓ暴露ＴＭ３细胞４８ｈ后Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白表达；Ｂ～Ｆ：５μｍＰＳＭＰｓ组ｐ５３、Ｂａｘ、
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图５　５μｍ和８０ｎｍＰＳＭＰｓ暴露后ｐ５３信号通路关键基因的蛋白表达变化
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（如Ｂａｘ）抑制抗凋亡因子（如Ｂｃｌ２）的表达［２１］。同时，

ｐ５３可激活线粒体和死亡受体诱导凋亡通路进一步诱
导Ｃａｓｐａｓｅ９／３活化，从而导致细胞凋亡。在本研究
中，对ｐ５３基因及其直接调控的靶基因Ｂａｘ、Ｂｃｌ２进行
表达检测，分析结果显示，ＰＳＭＰｓ暴露后 ｐ５３、Ｂａｘ的
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著升高，下游蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ３
和Ｃａｓｐａｓｅ９表达显著上调，而Ｂｃｌ２的ｍＲＮＡ和蛋白表
达水平显著降低。这些数据表明，ｐ５３信号通路在ＰＳ
ＭＰｓ导致ＴＭ３细胞凋亡的过程中可能起到非常重要
的作用，属于正向调控凋亡过程。

　　研究显示，微米级和纳米级的 ＰＳＭＰｓ导致细胞
凋亡的器官和效应强度不同。在微米级的 ＰＳＭＰｓ
中，０．５μｍＰＳＭＰｓ通过氧化应激和激活 ＮＬＲＰ３／
Ｃａｓｐａｓｅ１通路引起卵巢颗粒细胞凋亡［２２－２３］，０．５μｍ
ＰＳＭＰｓ通过激活Ｗｎｔ／βＣａｔｅｎｉｎ信号通路诱导心脏纤
维化和氧化应激导致心肌细胞凋亡［２４］，５μｍＰＳＭＰｓ
通过 ＲＯＳ驱动钙过载诱导肝细胞凋亡［２５］，０．２、２、
１０μｍＰＳＭＰｓ被小胶质细胞内化后引起细胞免疫改
变和细胞凋亡［２６］。在纳米级的 ＰＳＭＰｓ中，６０ｎｍ
ＰＳＭＰｓ能够蓄积在神经细胞质中，导致神经细胞凋
亡［２７］，ＧＥＳ１细胞通过内化纳米级 ＰＳＭＰｓ激活
ＲｈｏＡ／Ｆａｃｔｉｎ信号通路导致细胞凋亡［２８］，５０、５００ｎｍ
和５μｍＰＳＭＰｓ暴露后引起氧化应激，促进 ＭＯＡＰ１
表达诱导 ＲＢＬ２Ｈ３细胞凋亡［２９］，其中５０ｎｍＰＳＭＰｓ
导致的细胞凋亡最为严重。微米级和纳米级 ＰＳＭＰｓ
联合暴露导致肠道功能障碍，通过ＲＯＳ介导肠道上皮
细胞凋亡［３０］，比单独颗粒ＰＳＭＰｓ暴露时损伤更严重。
　　本研究显示，无论是微米级的 ＰＳＭＰｓ还是纳米
级的ＰＳＭＰｓ，它们对睾丸间质 ＴＭ３细胞的影响具有
高度的相似性，提示不同径粒 ＰＳＭＰｓ对雄性生殖系
统可能具有类似的毒性。ＰＳＮＰｓ通过ＥＲＫ１／２ＭＡＰＫ
和ＡＫＴ信号通路激活ｍＴＯＲ／４ＥＢＰ１诱导ＨＩＦ１表达，
下调ＳｔＡＲ表达导致小鼠睾酮水平降低［３１］；ＰＳＭＰｓ暴
露Ｎｒｆ２／ＨＯ１／ＮＦκＢ途径引起的 ＩＣＲ小鼠精子质量
异常［１５］；微塑料对生殖细胞凋亡之外的还可能存在其

他机制，还需要后续更为深入的机制研究。

　　综上，本研究结果显示 ＰＳＭＰｓ能够诱导 ＴＭ３细
胞凋亡，伴随着 ｐ５３信号通路关键基因的激活，提示
ｐ５３信号通路可能在 ＰＳＭＰｓ诱导的细胞凋亡中发挥
着关键作用，这为进一步研究 ＰＳＭＰｓ诱导细胞凋亡
及相关通路提供了前期资料。
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