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己烯雌酚干预下围产期小鼠睾丸 Leydig细胞 INSL3 mRNA 

的表达变化 

宋晓峰 ，张德迎，刘 星，吴盛德，邓永继，魏光辉 

(重庆医科大学附属儿童医院泌尿外科 ，重庆 400014) 

【摘 要】目的：通过体内、体外实验研究己烯雌酚(Diethylstilbestrol，DES)对 KM小鼠围产期小鼠睾丸Leydig细胞胰岛素样因子 

3(Insuliu—like hormone 3，INSL3)mRNA表达的影响，探讨隐睾发生的可能机制。方法：DES分别以低、中、高 3组剂量(1、5、25 

g／L)分别作用于原代培养的胎龄 16 d小鼠胚胎 Leydig细胞，应用 RT—PCR和原位分子杂交技术检测 DES对睾丸 Leydig细胞 

INSL3 mRNA的表达水平 ；DES分别 以低 、中、高 3组剂量[1 g／(kg·d)、10 g／(kg·d)、lO0 g／(kg·d)】灌 胃作用 于 GD 

(Gestation day)12～PND(Postnatal day)3孕鼠，RT—PCR检测新生小鼠睾丸 INSL3 mRNA表达的相对强度，并比较其差异性。结 

果：DES改变原代培养的小鼠胚胎 Leydig细胞和新生小鼠睾丸的形态结构 ，以中、高剂量组改变尤为明显 ；体外实验中，DES 

中、高剂量组原代 Leydig细胞 INSL3 mRNA表达水平均明显低于对照组(P<0．01)和 DES低剂量组(P<0．01)；DES试验组 

Leydig细胞 INSL3 mRNA表达相对强度低于对照组(P<O．O1)。体内实验中，DES试验组不同时间点的新生鼠睾丸 INSL3 mRNA 

表达相对强度均明显低于对照组( O．05，或P<0．01)，实验组组间两两比较也有差异(P<0．05，或 P<0．01)。结论：DES可下调睾丸 

Leydig细胞 INSL3 mRNA的表达水平 ，其可能是影响小鼠睾丸引带发育导致隐睾的机制之一。 
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The change of the m RNA expression of I NSL3 gene in perinatal mice leydig 

cells exposed to diethVlStj1bestrOIin vivo and in vitro 

SONG Xiao-feng，et al 

(Department ofUrology，the Children’s Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To explore the mRNA expression of INSL3 gene in perinatal mice Leydig cells exposed to diethylstilbestrol(DES) 

in vivo and in vitro．Methods：The Leydig cells were isolated from fetal mouse testis and were cultured in DMEM／F12 medium and 

identified by 3 beta—hydroxysteroid dehydrogenase(3 p—HSD)．Reverse transcriptase—polymerase chain reaction(RT—PCR)and in situ 

hybridization were used for examination of the expression levels of INSL3 mRNA in primarily cultured Leydig cells incubated with DES(at 

the dose of 1 g／L，5 g／L and 25 g／L，respectively)．Pregnant mice were exposed to DES at the dose of 1，10 or 100 g／kg body 

weight per day by gavage from gestation day(GD)12 to postnatal day(PND)3．The expression of INSL3 gene in neonatM mouse testis was 

investigated by RT—PCR．Results：Histological alterations of primarily cultured Leydig ceils and neonatal mouse testis exposed to DES 

were observed．The expression level of INSL3 mRNA in DES treated groups including the primarily cultured Leydig cells and male mouse 

offspring’s testis were lower than those of the control groups．Conclusion：DES can downregulate the expression level of INSL3 mRNA in 

Leydig cells in vitro and in vivo．It may be a possible mechanism that DES interferes with gubemaculum development and cause 

cryptorchidism． 
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己烯雌酚(Diethylstilbestrol，DES)，是人工合成 

的非甾体类雌激素，曾经被广泛应用于避孕、预防 

流产 、防治皮肤病等，也作为家禽家畜的催肥剂被 

混入饲料或注入动物体内，通过蓄积于蛋、肉等器 

官组织中通过食物链侵袭人体，是一种具有影响机 
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体内分泌活性的环境内分泌干扰物_lj。研究发现DES 

可诱导实验动物泌尿生殖系统先天性畸形如隐睾、 

尿道下裂等 。本实验拟通过体内体外实验研究 DES 

对围产期小鼠睾丸 Leydig细胞胰岛素样因子 3(In． 

sin—like fiornone 3，INSL3)mRNA表达的影响 ，探讨 

隐睾发病的相关分子机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

昆明小鼠由重庆医科大学动物中心提供 ，合格证号为 

SYXK(渝)20070016。孕期计算以成年雌雄小鼠合笼后，雌鼠 

见阴栓为受孕 0 d。DMEM／F12(Hyclone公司)，胎牛血清(天 

津 TBD公司)，DES、玉米油(美国 Sigma公司)，二 甲亚砜 、 

Trizol(Gibco公司 )，TaqDNA聚合 酶 、M—MLV逆转录酶 、 

dNTP(Promega公司)，原位杂交试剂盒(博士德公司)，引物： 

INSL3、B—actin引物序列应用软件 Primer自行设计，由上海 

生工生物公司合成。 

1．2 方法 

1．2．1 睾丸 Leydig细胞的分离、培养、鉴定 取孕 16 d母鼠子 

宫内雄性仔鼠睾丸 Leydig细胞培养 、纯化、鉴定，方法见文献 

[4]。 

1．2．2 原位分子杂交检测 分离纯化的胎鼠Leydig细胞接 

种人放有爬片的培养板内，密度 1×10s个 ，L，培养 72 h后 ， 

换液，培养板孑L内加入等量的不同浓度的DES--Ep亚砜溶液 

(培养液内药物终浓度分别为 1 Ixg／L、5 g／L和 25 g／L)， 

空白对照组不加药，溶剂对照组加入等量的二甲亚砜 ，二甲 

亚砜在试验组或对照组中的浓度均不超过 0．1％。每个药物 

浓度为 1组 ，每组作 8个平行孔 ，培养 12 h，取出Leydig细胞 

爬片，每组 3张爬片苏木素一伊红染色(HE)，观察细胞形态 

变化，余下 5张采用原位分子杂交技术检测睾丸 Leydig细胞 

INSL3 mRNA的表达。探针由地高辛标记 ，按试剂盒说明书 

操作 ，以不含探针的杂交液设立阴性对照，阳性细胞胞浆着 

色呈棕黄色。图像分析测定细胞浆棕黄色染色平均光密度 

值，反映INSL3 mRNA表达的强弱。 

1．2．3 逆转录聚合酶链反应(RT—PCR) 总 RNA提取：①培 

养细胞总 RNA提取：培养瓶中接种入 Leydig细胞，密度为 

1×l0s个／L，培养 72 h后，换液，培养液内加入等量的不同浓 

度的DES二甲亚砜溶液(培养液内药物终浓度分别为 1 g／L、 

5 g／L和25 g／L)，空白对照组不加药，溶剂对照组加入等 

量的二甲亚砜。每个药物浓度为 1组，每组 5个培养瓶 ，继续 

培养 12 h，倾去培养液，pH 7．2、0．1 mol／LPBS液冲洗 2次，参 

照Tfizd说明书一步法分别提取各培养瓶中总RNA。②新生 

小鼠睾丸组织总 RNA提取：把妊娠 12 d的健康 KM孕鼠随 

机分成 5组：空白对照组 、玉米油对照组、DES 1 IXg／(kg·d) 

组 、DES 10 g／(kg‘d)组 、DES 100 IX (kg‘d)组 ，每组 10 

只。 自妊娠期第 12 d(Gestation day，GD12)至分娩后第 3 d 

(Postnatal day 3，PND 3)，将不同剂量 DES溶于玉米油中，制 

成混悬液，用前摇匀。于每 日8AM灌胃给药，玉米油对照组剂 

量为玉米油2m~(kg·d)，空白对照组不给药。于生后 5 d、15 d 

分别从各组中随机处死 12只雄性仔鼠，取双侧睾丸，其中每 

组每个时间点取 2只小鼠的睾丸 10％甲醛固定，HE染色，光 

镜观察，其余睾丸用 Trizo1分别提取总RNA。③RT—PCR反 

应及 PCR产物检测及半定量测定，方法见文献[5】。 

1．2．4 统计学处理 数据用 ±S表示，采用 SPSS12．0统计软 

件，多组问均数比较采用方差分析，两组间比较采用 t检验， 

P<O．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 原代培养的睾丸Leydig细胞形态学观察 

光镜下贴壁 Leydig细胞透明。轮廓清楚 ，呈纤 

维细胞样生长，3～4 d完全汇合。细胞爬片HE染色 

及吖啶橙染色荧光显微镜下观察，Leydig细胞核呈 

圆形或卵圆形 ，嗜碱性 ，位于细胞中央；核仁 1、2 

个，位于核的边缘部；其胞质轮廓为多角形，一般有 

3、4个突起 。 

加入一定浓度 DES后细胞增殖速度变慢 ，细胞 

轮廓变明显，细胞质粗糙，并出现空泡。严重者细胞 

增殖停止，贴壁细胞脱落，上浮，崩溃溶解。电镜超 

微结构可见 DES作用后问质细胞脂滴增多，肿胀坏 

死(图 1)。 

2．2 新生小鼠睾丸组织学观察 

光镜下，对照组 PND 5小 鼠生精小管呈实心的 

索状 (性索 )，PND15小 鼠部分 生精小管开始管腔 

化，生精细胞层次少。层次清楚，约 3～4层 ．细胞结 

构正常。睾丸间质分布于生精小管之间 ，比较疏松 ， 

Leydig细胞数量少，散在分布。Leydig细胞大，核圆 

形或椭圆形，位于细胞中央(图2A)。 

DES组睾丸生精小管明显稀疏，排列紊乱。生 

精上皮层次减少 ，严重者生精上皮中仅剩 1 2层， 

可见唯支持细胞(Sertoli—cell—only，SCO)表现；上皮 

内支持细胞周围生精细胞减少，睾丸间质组织增生 

明显，但睾丸间质细胞数量无明显增加(图2B)。 

2．3 原代 Leydig细胞 INSL3 mRNA的表达 

二甲亚砜溶剂对照组与空白对照组比较．差异 

无统计学意义(P>0．05)；DES 1 g，L组平均光密度 

值比空白对照组低(P<0．05)；DES 5 I~g／L组、DES 

25 Ixg／L组与空白对照组、DES 1 g／L组比较，平均 

光密度值显著降低(P<0．01)(表 1)。 
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2 ．4 原 代 L e y d i g 细 胞 及 新 生 小 鼠 睾 丸 I N S L 3

m R N A 的 表 达 相 对 强 度

在 体 外 实 验 中 ， 由 表 2 可 见 ， 溶 剂 对 照 组 与 空

白对 照 组 差 异 无 统 计 学 意 义 (P > 0 ． 0 5 ) ：各 实 验 组 I N 。

S L 3 m R N A 表 达 相 对 强 度 比 空 白 对 照 组 显 著 降 低

(P < 0 ． 0 1 ) ；D E S 2 5 ¨班 组 与 D E S l 斗∥L 组 两 两 比

较 差 异 有 统 计 学 意 义 (P < O． 0 1 ) 。 提 示 ：在 体 外 ，
D E S 能

A ． 正 常 的原 代小 鼠睾丸 L e y d i g B ． D E S 1 0 0 Ix g ／( k g
� d )组 睾 丸

细 胞超微 结 构 ( × 6 o o o ) L e y d i g 细 胞超 微结 构 ( × 6 o o o )

图 l 原 代 培 养 小 鼠睾 丸 L e y d i g 细 胞 电镜 照 片

表 1 不 同 D E S 浓 度 下 原 代 L e y d i g 细 胞 [ N S L 3

m R N A 表 达 结 果 ( n = 5 ，；± s 1

组 别 平 均光 密 度值

空 白对 照 组

溶 剂对 照 组

D E S 1 ¨ g ／L 组

D E S 5 IX g ／L 组

D E S 2 5 ¨ g ／L 组

0 ． 1 2 2 ± 0 ． 0 1 3

O． 1 14 4 - 0 ． 0 0 5

0 ． 1 0 8 ± 0 ． 0 1 3
。

0 ． 0 7 6 ± 0 ． 0 0 5
”

0 ． 0 6 8 ± 0 ． 0 0 8
”

注 ：a ： P < 0 ． 0 5 ；b ： P < 0 ． 0 1 与 空 白 对 照 组 相 比 ；c ： P < O． 0 1

与 D E S 1 “ g ／L 组 相 比

表 3 新 生 小 鼠 睾 丸 L e y d i g 细 胞 I N S L 3 m R N A 相 对

表 达 强 度 的检 测 结 果 ( n = 10 。 x ~ s 1

注 ：a ： P < O． 0 5 ， b ： P < O． 0 1 与 空 白对 照 组 相 比 ；c ： P < O． 0 5 ，

d ： P < 0 ． 0 1 与 D E S l ¨ g ／( k g
� d )组 相 比 ；e ： P < 0 ． 0 5 ， f ： P < O ． 0 l

与 D E S 1 0 ¨ g ／( k g
� d )-

~11相 比

3 讨 论

I N S L 3 又 称 为 L e y d i g 细 胞 特 异 性 胰 岛 素 样 肽

显 著 抑 制 L e y d i g 细 胞 I N S L 3 m R N A 的 表 达 ， 其 效 应

与 剂 量 密 切 相 关 。

如 表 3 所 示 。 D E S 处 理 各 组 的 I N S L 3 m R N A 的

表 达 相 对 强 度 在 雄 性 仔 鼠 出生 早 期 (P N D 5 ) 与 空 白对

照 组 比 较 ， 均 明 显 降 低 (P < 0 ． 0 1 ) ， 实 验 组 组 间 两 两 比

较 也 有 差 异 (／9
< 0 ． 0 1 ) ；在 P N D l 5 时 ，

D E S 处 理 各 组 与

对 照 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 (P <0 ． 0 5 或 P < 0 ． 0 1 ) 。

A ． 空 白对 照 组 小 鼠睾 丸 组 织 B ． D E S l 0 0 Ix g ／( k g
。 d )组 小 鼠睾丸

P N D 5 组 织 P N D 5

图 2 小 鼠 睾丸 组 织 结构 ( H E ， x 4 0 0 )

表 2 原 代 培 养睾 丸 L e y d i g 细 胞 I N S L 3 m R N A

相 对 表 达 强 度 的检 测 结 果 ( n = 5 ，矗 s 1

组 别 A 值

空 白对 照 组

溶 剂对 照 组

D E S l LL g ／L 组

D E S 5 儿 g ／L 组

D E S 2 5 ¨ g ／L 组

0 ． 9 8 2 ± 0 ． 0 6 3

0 ． 9 2 0 ± 0 ． 0 4 l

0 ． 8 1 2 ± 0 ． 0 4 舻

0 ． 7 3 4 ± 0 ． 0 9 l a

0 ． 6 8 6 ± 0 ． 0 7 5 “

注 ：a ： P < 0 ． 0 1 与空 白对照组 相 比 ；b ： P < O．0 1 与 D E S 1 斗 g ／L

组 相 比

或 松 弛 素 样 因 子 ， 在 睾 丸 问 质 细 胞 中 特 异 性 表 达 ，

对 动 物 性 分 化 发 育 起 关 键 作 用 。 研 究 表 明 I N S L 3

的 表 达 与 隐 睾 发 生 密 切 相 关 16】
。 隐 睾 是 4 , J L 时 期 最

常 见 的 先 天 性 泌 尿 生 殖 系 统 畸 型 ， 其 发 生 机 制 至 今

未 明 。 研 究 认 为 睾 丸 下 降 分 为 经 腹 腔 下 降 和 经 腹

股 沟 阴囊下 降两 个 阶段 。 睾丸 引 带 (G u b e r n a c u l u m ) 、 颅

侧 悬 韧 带 ( C r a n i a l s u s p e n s o r y l i g a m e n t
，

C S L ) I N S L 3 和

睾 酮 分 别 是 整 个 下 降 过 程 中 发 挥 重 要 作 用 的 解 剖

因 素 和 内 分 泌 因 素 。 在 睾 丸 下 降 的 两 个 阶 段 中 ，

I N S L 3 主 要 在 经 腹 腔 下 降 阶 段 发 挥 作 用 ， 可 诱 导 睾

丸 引 带 细 胞 增 生 ， 同 时 睾 酮 促 进 颅 侧 悬 韧 带 退 化 ，

从 而 促 使 睾 丸 从 腹 腔 内移 行 到 腹 股 沟 ， 进 入 经 腹

股 沟 阴 囊 下 降 阶段 17 '81
。

本 研 究 体 外 实 验 观 察 到 D E S 对 原 代 培 养 的 睾
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基础研究 文章编号：0253—3626(2009)05—0516—05 

重组耻垢分枝杆菌联合抗痨药物对鼠结核病治疗作用的探讨 

杨晓燕 3，杨 春z一，何永林z～，徐 蕾2,3 

(重庆医科大学基础医学院 1．免疫学教研室；2．病原生物学教研室；3．神经科学研究中心，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨携带编码人天然颗粒溶素(Granulysin，CtS)和小鼠IL一12基因的重组耻垢分枝杆菌(M．smegmatis，MS)与抗 

痨药物对结核分枝杆菌感染的协同治疗效果。方法：将结核分枝杆菌 H37Rv感染的 Balb／c小鼠40只随机分成 4组。感染 4周 

后分别用生理盐水、重组 MS、INH+PZA和重组MS联合INH+PZA治疗，于第一次治疗后 3个月，处死小鼠，检测器官荷菌量、 

脾淋巴细胞IFN一 和TNF—oL的分泌水平、血清II广l2和IFN一 和肺、脾组织中GLS表达，同时观察小鼠肺、脾组织病理改 

变情况。结果：重组 Ms联合 INH+PZA治疗组肺、脾组织荷菌量(1g CFU／g)比重组 Ms和 INH+PZA治疗组显著降低；重组 Ms和 

INH+PZA治疗组肺、脾组织荷菌量比生理盐水组显著降低。重组MS组经PPD刺激后IFN一 和TNF—Ot分泌水平明显高于其 

它组。重组 MS联合 INH+PZA治疗组和重组 MS组血清 IL一12和 IFN一 水平明显高于生理盐水组。重组 MS和 INH+PZA组病 

变轻且局限，生理盐水组肺组织病理改变以渗出为主，病变广泛。重组 MS联合 INH+PZA治疗组肺组织病变最轻。结论： 

GLS／IL一12重组 MS对小鼠结核病有一定免疫治疗作用；重组 MS联合临床常用的抗痨药可增强抗结核病的疗效。 

【关键词】颗粒溶素；IL一12；重组MS；结核病；抗痨药 
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丸Leydig细胞有明显的增殖抑制效应，超微结构显 

示出细胞毒性作用 ；原位分子杂交技术和 RT—PCR 

检测发现体外各实验组 INSL3 mRNA表达水平与 

对照组比较差异有统计学意义，提示DES可下调原 

代培养睾丸 Leydig细胞 INSL3 rnRNA的表达。 

宫内接触 DES的仔鼠睾丸生精小管、睾丸问质 

组织均出现不同程度的病理改变 ，推测 DES不仅影 

响睾丸Leydig细胞的数量．可能还影响其功能。通 

过 RT—PCR检测 ，各实验组 INSL3 mRNA表达水平 

与对照组比较差异有统计学意义，且与 DES接触剂 

量相关，提示 DES通过胎盘或乳汁作用于仔鼠，可 

有效下调雄性仔鼠INSL3 mRNA的表达水平。高剂 

量组雄性仔鼠在PND15时，INSL3 mRNA表达的相 

对强度仍明显低于对照组(P<0．01)，表明高剂量DES 

对睾丸 Leydig细胞的损害比较严重，短期难以恢 

复，甚至可能是不可逆的。 

实 验 结 果 提示 DES对 Leydig细 胞 INSL3 

mRNA表达呈抑制效应 ，推测 DES通过下调 INSL3 

的表达，间接影响睾丸引带发育，从而导致隐睾发 

生 。 
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