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ATP50对生长激素诱导大鼠睾丸问质 

细胞睾酮分泌的影响 

彭 波，王德林 

(重庆医科大学附属第一医院泌尿外科 ，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究 ATP50在sD大鼠睾丸Leydig细胞中对生长激素(Growth hormone，GH)诱导睾酮合成及生长激素受体功 

能的影响。方法：采用离体细胞体外孵育法，观察反义 ATP50寡脱氧核苷酸(Oligo deoxy nucletides，ODN)对 GH诱导大鼠睾丸 

Leydig细胞分泌睾酮的影响及 GH受体功能的影响，以睾酮放射免疫试剂盒测定睾酮合成的情况 ，cAMP放免试剂盒检测 

cAMP含量来评定 GH受体的功能，免疫组织化学检测 ATP50蛋白的表达。结果：反义ATP50 ODN呈剂量依赖性抑制 GH诱导 

睾丸 Leydig细胞睾酮的分泌(P<0．05)，同时使 Leydig细胞中ATP50蛋白表达下降，而无义 tatODN则没有相应的作用，免疫组 

织化学显示 ATP50蛋白阳性颗粒在 Leydig细胞中中呈密集性分布，表达强度明显高于 GH组(P<0．05)。结论：在 sD大鼠睾丸 

Leydig细胞中，ATP50可能通过增强 GH受体的功能，进而刺激 GH诱导睾酮的合成。提示 ATP50参与 GH诱导大鼠睾丸 

Leydig细胞睾酮的分泌过程。 

【关键词】ATP50；间质细胞；反义寡脱氧核苷酸；睾酮 
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Effect of ATP50 on GH-induced testOsterOne secretion 

in isolated rat Leydig cells 

PENG Bo et al 

(Department ofUrology，the First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effect of ATP50 on GH-induced testosterone secretion in isolated SD rat Leydig cells．Methods： 

The Leydig cells were treated with ATP50 antisense oligodeoxynucletides(Anti-ODN )in GH group，nonsense tat ODN in control group， 

cAMP and testosterone in culture medium was detected by radioimmunoassay，expression of ATP50 protein was investigated by immuno- 

histochemistry．Results：Antisense ATP50 ODN significantly inhibited GH-induced testosterone secretion of isolated rat Leydig cells in a 

dose—dependent manner(P<0．05)．At the same time，integral optical density immunostaining of ATP50 protein in Leydig cells was also re— 

markably reduced．Nonsense tat ODN had no effect on GH-induced testosterone secretion of Leydig cells．integral optical density im- 

munostaining ofATP50was remarkablymore obviousin nonsensetatODNgroupthaninGHgroup(P<O．05)．Conclusion：These results 

indicate that ATP50 might closely correlate with GH-reduced testosterone secretion． 

【Key words】ATP50；Leydig cells；Anti—oligodeoxynucletides(anti—ODN)；Testosterone 

随着年龄增长，老年男子血液中睾酮水平逐渐 

下降l1_，这主要是因为睾丸合成雄激素能力降低 。 

睾丸 Leydig细胞合成体内大部分雄激素，因此在机 

体衰老过程中．Leydig细胞合成雄激素能力是降低 

的。研究证实，衰老 Leydig细胞功能下降主要由细 

胞 自身改变造成，但其具体机制并不清楚／41。睾丸组 

织基因表达谱研究发现老年睾丸功能减退和多种 
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基因的差异表达相关，特别是线粒体呼吸链相关基 

因ATP50在老年睾丸组织中表达显著降低I 5_。据此 

推测，线粒体呼吸链相关基因ATP50在老年睾丸组 

织中的缺乏，可能参与了衰老睾丸合成雄激素功能 

降低的调节过程，但 目前对其具体作用机制缺乏深 

入研究。 

1 材料与方法 

1．1 主要仪 器 

SN一682放射免疫 计数器，CMIAS一8真彩色病理图像 
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分析系统。 

1．2 主要试剂 

生长激素(Growth hormone，GH)购 自日本山田株式会 

社 ，睾酮放射免疫分析药盒购自天津九鼎医学生物工程有限 

公司，ATPS0蛋白免疫组织化学染色试剂盒 ，兔抗鼠 ATP50 

蛋 白抗体 购 自美 国 Santa Cruz公 司，T4DNA多聚酶购 自 

Promega公司，限制性内切酶(BamH I， o I)购自晶美生 

物，反义 ATP50 ODN序列及无义 tat ODN序列设计 ：根据文 

献[6】在 GenBank数据库 中选 取 ATP50(OSCP)(D13127． 

gi：286245)，通过 Primer5．0软件设计反义 ATP50 ODN序列 

及无义 tat ODN序列分别为 ：5’一CTGTACTCTGCTGCGTC— 

TAAGC一3’：5’一CCCTAGTTGGTCAGCTAGC一3’，由上海生物 

工程中心合成，DMEM／F12培养基购自invitrogen公司，标准胎 

牛血清购白TBD公司，雄性成年 SD大鼠由重庆医科大学动 

物中心提供。 

1．3 实验动物及大鼠间质细胞的分离与培养 

选用成年雄性 sD大鼠，体重(280±20)g，颈椎脱臼处 

死，迅速取出睾丸，去掉睾丸被膜 ，按流程 迅速分离间质细 

胞，然后将纯化的间质细胞用 DMEM／F12培养液调整细胞密 

度为 1．0 X 10 个 ／ml并分装 ，每组 6份 ，孵育 4 h后取出。离 

心，取上清液置于一20℃待测睾酮；细胞沉淀涂于玻片上。 

1．4 测试方法 

本实验设实验组与对照组 ，实验组 由不 同浓度反义 

ATPSO ODN与睾丸间质细胞培养液组成；对照组由浓度为 

1．0 mol／L无义tat ODN与睾丸问质细胞培养液组成。睾酮 

用放射免疫分析法(RIA)测定，将不同浓度反义 ATP50 ODN 

和浓度为 12 X 10 IU／ml GH共同孵育 4 h，收集上清液用放 

射免疫分析法测定睾酮含量。细胞内ATP50呼吸链相关蛋 

白用免疫组织化学方法测定，细胞涂片上有 ATP50呼吸链相 

关蛋白的部位呈现棕黄色 ，用病理图像分析软件 Image—Pro 

Plus 6．0检测各组细胞涂片中ATPSO蛋白积分光密度(Inte— 

gral optical densi~，IOD)值。 

1．5 统计处理 

实验数据用 mean±SD表示，用统计软件 SPSS 15．0进 

行统计处理，计量指标满足条件用方差分析统计，以 P<0．05 

为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 离体间质细胞功能评价 

通过以下三方面来评价离体间质细胞功能，建 

立实验动物细胞模型。 

2．1．1 台盼蓝排斥试验 采用红细胞计数法。检测 

其活力为91．05％±3．8％(n=10)。 

2．1．2 离体大鼠间质细胞睾酮基础分泌量的时效 

关系 将 lxl0 个／ml睾丸间质细胞分别培养0、1、2、 

3、4、5 h后取出测定基础状态下睾酮分泌量。离体 

间质细胞的睾酮基础分泌量随培养时间 (5 h内)延 

长而明显增加，二者成线性关系(r=0．945，P<0．05)。培 

养至 4 h时睾酮分泌量达高峰，再延长培养时间，睾 

酮分泌量与培养至4h睾酮分泌量相比，未见有明显 

统计学差异。 

2．1．3 GH对离体大鼠间质细胞睾酮分泌的量效关 

系 将不同浓度 GH(0．37x10-3-24x10 IU／m1)分别 

加入培养管，孵育 4 h，观察不同浓度 GH对睾酮分 

泌量的影响。结果表明，随着加入培养管中GH浓度 

升高，睾酮分泌量逐渐增加 ，两者成明显线性关系 

(r=0．861，P<0．01)。当 GH浓度达 12xlO IU／ml时 ， 

间质细胞睾酮分泌量达高峰，再增加 GH浓度，睾酮 

分泌量与 12xlO≈IU／ml浓度时睾酮分泌量相比，未 

见有统计学差异。 

2．2 Leydig细胞中不同浓度 ATP50对 GH诱导大 

鼠间质细胞睾酮分泌的影响 

将不同浓度反义 ATP50 ODN和浓度为 12x104 

IU／ml GH共同孵育 4 h．以观察不同浓度 ATP50对 

GH诱导离体间质细胞睾酮分泌的影响。结果发现 

在无义 tat ODN对照组中．睾酮水平相对于GH刺激 

前显著升高；而在试验组(反义ATP50 ODN)中，随 

着ATP50 ODN剂量增加，睾酮水平逐渐降低(P<=0．05， 

与对照组 的细胞刺激相 比较 )(表 1)。提示 ATP50 

ODN可以抑制Leydig细胞内睾酮合成。 

表 1 不同浓度反义 ATP50ODN对 GH诱导大 

鼠睾丸间质细胞睾酮分泌的影响 

反义ATP50 ODN( moVE) 睾酮分泌量(nmol／L) 

0．00 

0．05 

0．10 

0．20 

0．40 

无义 tatODN 1．0 

121．44±7．08 

68．77_+5-23 

65．54_+2．67 

57．38+2．47 

54．24-+3．98 

1l8．O9±6．91 

n=5，与对照组(无义 tal ODN)比较 P<0．05 

2．3 Leydig细胞中不同浓度 ATP50对 GH受体功 

能的影响 

将不同浓度反义 ATP50 ODN和相同浓度 GH 

(12x10 IU／m1)共同孵育 4 h，以通过观察第二信使 

环磷酸腺苷(cAMP)含量变化来检测 ATP50对 GH 

受体功能的影响。结果发现在无义tat ODN对照组 

中，cAMP水平相对于 GH刺激前显著升高：而在实 

验组中细胞与不同浓度 ATP50 ODN共同孵育后， 

GH刺激引起的cAMP升高被抑制．抑制呈剂量依 

赖性(P<0．05，与对照组的细胞刺激相比较)(表2)。 

提示 ATP50 ODN可抑制cAMP的生成，从而抑制GH 
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受 体 功 能 。

2 ． 4 A T P 5 0 呼 吸 链 相 关 基 因 蛋 白 的 表 达 情 况

与 无 义 t a t O D N 对 照 组 相 比 ， 反 义 A T P 5 0 O D N

组 中 A T P 5 0 蛋 白表 达 强 度 明 显 低 于 对 照 组 ， 两 者 差

异 有 显 著 性 (P < 0 ． 0 5 ) ( 表 3 ) ， 在 反 义 A T P 5 0 O D N 组

中 可 见 棕 黄 色 A T P 5 0 阳 性 蛋 白 颗 粒 散 在 分 布 于 睾

丸 L e y d i g 细 胞 质 内 ， A T P 5 0 蛋 白表 达 降低 ( 图 1 ) ；t a t

O D N 对 照 组 则 见 A T P 5 0 阳 性 蛋 白颗 粒 在 睾 丸 L e y
—

d i g 细 胞 中呈 密 集 性 分 布 ( 图 2 ) 。

表 2 不 同浓 度 反 义 A T P 5 0 O D N 对 大 鼠 睾丸 间质 细 胞 中

c A M P 分 泌 的影 响

反 义 A T P 5 0 0 D N ( p ~ to o l ／L ) 环 磷 酸腺 苷 ( p m o l／1 0
‘ 个 )

0 ． 0 0

0 ． 0 5

0 ． 1 0

0 ． 2 0

0 ． 4 0

无 义 t a t O D N l ． 0

4 2 ． 7 6 ± 4 ． 9 1

2 5 ． 8 7 ± 2 ． 0 9
‘

2 0 ． 1 3 ± 1 -3 2
‘

1 2 ． 5 6 ± 2 ． 2 8
’

10 ． 7 8 ± 1 ． 5 9
’

4 1 ． 7 3 ± 3 ． 0 8

n = 5 ， 与 对 照 组 ( 无 义 t a t O D N ) 比较
’

尸< 0 ． 0 5

图 1 试 验 组 ( 反 义 A T P 5 0 O D N 组 )睾丸 L e y d i g 图 2 对 照 组 ( 无 义 t a t O D N 组 )睾 丸 L e y d i g 细 胞

细 胞 A T P 5 0 基 因 表 达 ( S P ， x 4 0 0 ) A T P 5 0 基 因表 达 ( S P 。 x 4 0 0 )

表 3 A T P 5 0 蛋 白颗 粒在 反 义 A T P 5 0 O D N 组 与 无 义 t a t O D N 组 的 差 异 表 达

n = 5 ， 与对 照 组 ( 无 义 t a t O D N ) 比较
‘

P < 0 ． 0 5

3 讨 论

A T P 5 0 为 A T P 合 成 酶 寡 霉 素 敏 感 的 给 体 蛋 白

( O l i g o m y c i n s e n s i t i v i t y c o n f e r r a l p r o t e i n ， O S C P ) 亚 单

位 的主要 构成成 分 ， 位 于 人 染色体 2 1 q 2 2 ． h 1 2 2 ． 2
，

1 9 9 5

年 通 过 外 显 子 俘 获 l 8 l
， 在 人 脑 和 骨 骼 肌 被 克 隆 。 A T P

合 成 酶 由 F l 和 F 0 两 部 分 组 成 ， 其 中 F 0 部 分 位 于

线 粒 体 膜 内负 责 完 成 质 子 的跨 膜 转 运 ，
F 1 部 分 则 突

人 到 线 粒 体 膜 内 侧 ， 含 有 接 触 反 应 位 点 [9 1
， 参 与 调 节

A T P 合 成 或 者 水 解 过 程 。 在 F 1 和 F 0 之 间 则 是 由两

部 分 共 同组 成 的 柄 部 ， 它 不 但 从 结 构 上 相 互 连 接 F 1

和 F 0 ， 而 且 将 质 子 转 运 与 A T P 合 成 偶 连 ， 其 功 能 十

分 重 要 。 F 0 的 亚 基 F 6 b 以 及 O S C P 亚 单 位参 与 组 成

柄 部 结 构 I】o l
， 因 此 ，

A T P 5 0 对 于 维 持 A T P 酶 的 结 构

与 功 能 具 有 十 分 重 要 的 意 义 ， 但 目 前 对 A T P 5 0 在

L e y d i g 细 胞 中 的 表 达 基 本 为 定 位 研 究 ， 而 对 A T P 5 0 在

睾 丸 L e y d i g 细 胞 合 成 睾 酮 中 的 作 用 还 缺 乏 相 应 的

定 量 研 究 。

本 实 验 采 用 反 义 1 8 聚 A T P 5 0 O D N 研 究 L e y d i g

细 胞 中 A T P 5 0 对 G H 诱 导 睾 酮 生 成 的 影 响 及 其 作

用 机 制 。 结 果 显 示 ， 在 S D 大 鼠睾 丸 无 义 t a t O D N 对

照 组 L e y d i g 细 胞 中 。 G H 刺 激 后 睾 酮 水 平 显 著 升 高 ，

而 在 反 义 A T P 5 0 O D N 试 验 组 中 ， 免 疫 细 胞 化 学 显

示 A T P 5 0 被 抑 制 ， 随 着 反 义 A T P 5 0 O D N 剂 量 增 加 ，

睾酮 水平逐 渐降低 。 提示 A T P 5 0 对 G H ( 1 2 x 1 0
- 3

I U／m l
，

4 h ) 诱 导 睾 酮 分 泌 有 促 进 作 用 。 在 S D 大 鼠睾 丸 无

义 t a t O D N 对 照 组 L e y d i g 细 胞 中 ， G H 刺 激 后 ，
c A M P

水 平 显 著 升 高 ， 而 细 胞 与 不 同浓 度 反 义 A T P 5 0 O D N

共 同 孵 育 后 ，
A T P 5 0 被 抑 制 ， G H 刺 激 引 起 的 c A M P
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siRNA干扰对乳腺癌(MCF一7)ATX表达和侵袭力的影响 

顾海涛，王继见，李 洋，杨 成 

(重庆医科大学附属第二医院普外科 ，重庆 400010) 

【摘 要】目的：研究针对自分泌运动因子(Autotaxin，ATX)的小干扰 RNA(Small interfering RNA，siRNA)对人乳腺癌细胞ATX 

基因表达的影响，探讨 RNA干扰技术治疗乳腺癌的前景。方法：参考人黑色素瘤 ENPP2基因序列，设计合成 ATX—siRNA及随 

机阴性对照。在阳离子脂质体的介导下转染人乳腺癌细胞 MCF一7，转染后 48 h收集细胞 ，用半定量 RT—PCR和western blot检 

测转染后 ATX mRNA和 ATX蛋白的表达，体外实验测定肿瘤细胞穿透 matrigel的能力。结果：体外合成的 siRNA在转染乳腺癌 

细胞 48 h后 ATX mRNA和蛋白表达降低，转染48 h后测定乳腺癌 MCF一7细胞的侵袭力明显降低(P<0．01 o结论：ATX—siRNA 

能有效抑制人乳腺癌细胞株ATX基因和蛋白的表达，降低人乳腺癌细胞的侵袭力。 

【关键词】小干扰RNA；人乳腺癌细胞 MCF一7；自分泌运动因子；乳腺肿瘤 
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升高也被抑制，且呈剂量依赖性。据此我们分析，在 

GH诱导睾酮分泌过程 中．ATP50可能通过作用于 

GH受体从而影响睾酮的分泌。ATP50与问质细胞 

上的特异性受体结合后，在G蛋白的介导下激活腺 

苷酸环化酶，使 ATP转变成 cAMP，cAMP使无活性 

的 PKA激活。当 PKA的催化亚基进入细胞核 内后 ， 

可催化 CREB磷酸化。动员胆固醇进入线粒体 内膜 ， 

启动呼吸链活动。线粒体通过氧化呼吸提供Leydig细 

胞代谢的能量，从而促进睾酮合成[11,12 ；当ATP50缺 

乏时，特异性 GH受体不能充分结合 ATP50，从而使 

G蛋 白介导的腺苷酸环化酶激活过程受抑制 ，ATP 

不能正常转变成cAMP，引起cAMP缺乏，无活性PKA 

不能正常激活．CREB磷酸化相应被抑制，胆固醇进 

入线粒体内膜活动受阻，最终使线粒体呼吸链被抑 

制，从而导致睾酮分泌减少。这些结果提示，ATP50 

的表达可能是影响睾丸问质 Leydig细胞睾酮分泌 

十分关键的环节之一，为后续老年男性雄激素部分 

缺乏综合征的研究提供了一定的理论基础，但在老 

年男性睾丸间质细胞中ATP50表达降低的原因与 

机制尚不清楚，有待于将来更进一步的研究。 
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