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!!'摘要(!目的! 利用基因芯片技术研究染料木黄酮!3,-168,1-#3,-"对体外培养的小鼠睾丸组织全基因表达

谱的影响#从基因水平分析3,-影响睾丸细胞增殖凋亡的作用机制*方法!利用旋转通气法体外培养乳鼠睾丸组

织#给予)/;4<0[3,-干预#同时设立WNHV溶剂对照组*培养S"+后提取组织总ZQU#用单标U.1<,-8小鼠全

基因芯片检测两组睾丸组织基因表达#筛选差异基因#进行基因功能分类*结果!与对照组比较#3,-组筛选出(&

个表达差异有统计学意义的基因!B$%@%)"#其中&S个基因表达上调#'S个基因表达下调*按差异基因功能富集

分析!3V"分类标准进行分类#筛选出有统计学意义的3V分类!&个!B$%@%)"#主要涉及生殖发育)细胞增殖)细

胞周期等功能*结论! 通过全基因芯片检测发现#3,-主要影响睾丸组织生殖发育)细胞增殖和细胞周期等功能

相关基因表达#从而影响精子发生和睾丸细胞的增殖和凋亡#影响睾丸的功能*

'关键词(! 全基因表达谱!染料木黄酮!睾丸!体外培养
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<6..&,&#J212-"S!%%%#*+1-2

# *455,674-/1-.208+45#9:;21<$<1F0-5$!!!!$'@A4;

'7G8>='$>(!LGD,$>#*,!J41-C,681.28,8+,,>>,A864>3,-168,1-!3,-"4-8+,=+4<,,K75,6614-754>1<,64>8,68,6

1-;1A,GF061-.8+,.,-,A+178,A+-4<4.F#2-/2-2<Fe,8+,;,A+2-16;+4=3,-,K,5868,68164-.,-,<,C,<@+,>%;-8

J+,8,681A0<2581660,64>60A?<1-.;1A,=,5,A0<805,/1-C1854#2-/6,72528,/1-84A4-854<.54072-/3,-.5407=18+

8+,/46,4>)/;4<0[@U>8,5S"+4>A0<805,#=,,K852A8,/8+,8482<ZQU2-/7051>1,/18#8+,-/,8,A8,/8+,.,-,

,K75,6614-GF061-. U.1<,-8.,-,2552F@M,8&B>8!*4;725,/=18+8+,A4-854<#8+,5,=,5,(&.,-,6,K75,66,/

/1>>,5,-8<F1-3,-.5407#1-A<0/1-.&S07:5,.0<28,/.,-,62-/'S/4=-:5,.0<28,/.,-,6@D,A<2661>1,/8+,6,.,-,626

!&A28,.451,61-3,-.5407GF3V !B$%@%)"#1-A<0/1-.A,<<754<1>,52814-#A,<</,28+#8+,1;;0-,6F68,;2-/

5,754/0A81C,/,C,<47;,-8@K;($B&8#;(!J+,=+4<,.,-,A+178,68>40-/8+283,-A2-;21-<F2>>,A88+,>0-A814-64>

8,68,6GF5,.0<281-.8+,,K75,6614-4>.,-,5,<28,/84A,<</,C,<47;,-8#754<1>,52814-2-/A,<<AFA<,>0-A814-#=+1A+

A2-1-><0,-A,8+,67,5;284.,-,6162-/A+2-.,8+,8,6816A,<<754<1>,52814-2-/274784616@

'H,EI;=-8(!!D+4<,.,-4;,,K75,6614-754>1<,6!!3,-168,1-!!J,6816!!/'@/436

!!染料木黄酮!3,-168,1-#3,-"是一种异黄酮类

植物雌激素#也是大豆异黄酮的主要生物活性成

分
,!-*有研究报道3,-可能干扰雄性生殖发育#对

雄性生殖功能产生负面影响
,"-*现有的关于 3,-

对雄性生殖系统的影响及相关机制的研究主要关注

生殖器官的形态变化)激素的合成及相关蛋白的表

达等方面
,' )-#鲜有从基因层面进行系统分析的研

究*因此本实验基于睾丸体外培养模型#研究3,-

对小鼠睾丸全基因表达谱的影响#从基因水平分析

" 国家自然科学基金!Q4@(!%S"'%Y"资助

# 通信作者#9:;21<$<1F0-5$!!!!$'@A4;

3,-对小鼠生殖功能的影响#为进一步研究3,-对

雄性生殖系统的影响及其机制提供依据*

1!材料和方法

1@1!材料

1@1@1!实验动物!'"&日龄HBL级健康昆明种雄

性乳鼠!"只#由四川大学实验动物中心提供#动物

合格证号HX_̂ !川""%%Y:%&)*

1@1@/!主要仪器!旋转通气培养装置!本实验室自

制"&超净工作台!苏州安泰空气技术有限公司"&安

捷伦"!%%生物分析仪)滚动杂交炉!美国U.1<,-8"&

Q2-4W547QW:"%%%!美国 J+,5;4"&热循环仪!美
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国M14:Z2/"&安捷伦微阵列扫描仪!美国 U.1<,-8"&

B*Z仪!美国M14:Z2/"*

1@1@J!主要试剂!3,-!美国H1.;2"&ZQU提取试

剂盒!美国VN93U"&ZQU纯化试剂盒)WQ26,消

化试剂盒!均购自德国 d]U39Q"&单标 U.1<,-8小

鼠全基因&l&&̂ 芯片!/,61.-]W$%!&($(")WQU

扩增标记试剂盒)基因表达杂交试剂盒)基因表达冲

洗试剂盒!均购自美国U.1<,-8"*

1@/!实验方法

1@/@1!实验分组!实验分两个批次进行#每批次$

只动物#分别用于睾丸组织细胞增殖功能分析和总

ZQU的提取#每个批次均设立WNHV溶剂对照组

和)/;4<0[ 3,-组#每组'个培养瓶*3,-由

WNHV溶解后冷冻保存备用#培养时加入相应剂量

的3,-和WNHV至各组培养液#使两组培养液中

WNHV体积分数为%#!P*

1@/@/!小鼠睾丸组织体外培养!采用旋转通气培

养法体外培养小鼠睾丸组织
,$-#将实验动物颈椎脱

臼处死后#无菌条件下取出双侧睾丸#去除周围组织

后每个睾丸切分成&"$块同等大小的睾丸组织块#

装入含有);[WN9N0L!"培养基的培养瓶内#每

个培养瓶中放("!%个睾丸组织块#通混合气体

!V" &)% ;[0[#*V" )% ;[0[#Q" )%% ;[0["

!;1-#然后置于旋转装置上在恒温培养箱中培养

S"+#旋转装置转速为'%50;1-#培养温度为'&n*

每"&+换一次培养液#并通气!;1-*

1@/@J!睾丸组织细胞增殖功能分析!M5/O掺入法"

培养结束前'+在培养基中加入储存液#培养结束

后#收集睾丸组织#利用免疫组化的方法显示增殖细

胞#结合苏木素双重染色后#在光镜下观察细胞的增

殖情况*每组切片随机选取!%个不重复高倍镜视野

!!%%倍"#分别计数生精细胞和支持细胞M5/O阳性

细胞数#分别计算每组平均增殖细胞数即阳性细胞

数#用于评价两组睾丸组织细胞的增殖情况*

1@/@3!睾丸组织总ZQU的提取和质检!将培养

S"+后的睾丸组织用去酶BMH漂洗#采用离心柱法

提取总 ZQU#用安捷伦"!%%生物分析仪质检总

ZQU样品#质控标准见表!*

表1!安捷伦/100生物分析仪 MT7质控标准

<'GB,1!MT7\&'B#>E$;(>=;B8>'(-'=-8;@7:#B,(>/100P#;'('BE[,=

d02<18FA4-854<
682-/25/

"!%%Z]Q "(H0!(H

O784682-/25/ (S@% (%@S

B25812</,.52/2814-!!" (S@% $%@S

B25812</,.52/2814-!"" ($@%#$S@% h

W,.52/2814- $$@% h

1@/@5!睾丸组织基因表达谱芯片的检测

1@/@5@1!芯片的选择!单标 U.1<,-8小鼠全基因

&l&&̂ 芯片!/,61.-]W$%!&($("#共有$个标本*

1@/@5@/!基因芯片检测步骤!采用ZQU纯化试

剂盒和WQ26,消化试剂盒纯化总ZQU#Q2-4W547

QW:"%%%定量并经安捷伦"!%%生物分析仪检测

ZQU完整性!总ZQU在"$%-;和"(%-;处吸光

度值的比值"*质检合格后#按照试剂盒说明书将总

ZQU反转录成双链AWQU#再用荧光标记AWQU*

将标记好的AWQU和芯片杂交#清洗后以安捷伦微

阵列扫描仪扫描原始图像#并用L,2805,9K852A814-

64>8=25,!%@S 提 取 原 始 数 据#最 后 采 用 3,-,

H751-.H4>8=25,!!@%进行全基因表达的数据分析*

1@/@5@J!基因芯片实验的质控!采用变异系数

!<U"和检出率!WZ"对芯片实验结果进行质控#以

保证实验结果的可靠性和稳定性*

U.1<,-8表达谱芯片实验通常采用<U 和 WZ

两个指标进行质控#以保证实验结果的可靠性和稳

定性*<U值为标准偏差与平均值之比#用百分数

表示*<U值通过两组数据之间的比较分析来判断

该体系是否稳定*在 U.1<,-8表达谱芯片实验中#

用重复探针点!!%次重复"信号的<U 值来计算芯

片的稳定性和技术的稳定性#根据不同的芯片#这样

的探针点从!%到!%%个不等*芯片WZ为检出点

总数与全部探针数的比值*

1@/@5@3!差异基因筛选标准!根据倍数差异!>4</

A+2-.,#L*"和显著性差异B值筛选差异基因*L*

即将待比较的两个标准化以后的信号相除所得的

值*L*("!表示基因表达上调"或者L*)%@)!表

示基因表达下调"即为差异基因&B 值设定阈值为

%@%)*以对照组芯片中标准化后的信号值为横坐

标#以3,-干预组芯片中标准化后的信号值为纵坐

标#绘制散点图&以<4."!L*"为横坐标#以B值的负

对数h<.!B"为纵坐标!B值由芯片组间4检验得

到"#绘制火山图&对比两组样品数据分布的集中趋

势和差异*

1@J!统计学方法

采用HM*U-2<F616HF68,;!HUH系统"中统计

学部分进行分析#组内数据用&Of;表示#两组间均

数比较采用4检验#B$%@%)为差异有统计学意义*

/!结果

/Z1! ,̂(对睾丸组织细胞增殖的影响

对照组睾丸组织细胞增殖情况良好#生精细胞)

$%S
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支持细胞均存在增殖现象&与对照组比较#3,-组生

精细胞和支持细胞增殖数量增加#其中支持细胞增

殖差异有统计学意义!B$%@%)"#见图!和表"*

图1! ,̂(对睾丸组织细胞增殖的影响*免疫组化染色! 1̀00

F#:1!<%,,@@,$>;@ ,̂(;($,BBQ=;B#@,='>#;(;@>,8>#$&B'=>#88&,Z

C??&(;%#8>;$%,?#$'B8>'#(#(:! 1̀00

U$*4-854<.5407&M$3,-.5407&35,,-2554=$34-4AF8,6&

Z,/2554=$H,584<1A,<<

表/! ,̂(对小鼠睾丸组织细胞增殖数的影响!'"a#"

<'GB,/!<%,,@@,$>;@ ,̂(;(>%,(&?G,=;@$,BBQ=;B#@,='>#;(#(

>,8>#$&B'=>#88&,!'"a#"

*,<<8F7, *4-854<.5407 3,-.5407

34-4AF8,6 $@!)SYf%@(%"" $@"'"$f"@Y$!'

H,584<1A,<<6 Y@)'!&f!@(((% !&@')&(f"@$'S'#

!!# B$%@%)#C6@A4-854<.5407

/Z/! ,̂(对睾丸组织全基因表达谱的影响

/@/@1!睾丸组织总ZQU质检分析结果!$个样本

U"$%0U"(%比值均在"@%""@!之间#可认为各ZQU

样品不存在污染#纯度合格&根据 U.1<,-8"!%%

M142-2<Fe,5ZQU质控标准各样本"!%%Z]Q(S#%#

"(H0!(H(%@S#可判定各样品合格*如图"所示#

图/!单荧光基因芯片原始数据标准化后绘制的散点图

F#:/!"$'>>,=QB;>-='I,-'@>,=8>'(-'=-#[#(:>%,;=#:#('B-'>';@:,(,

$%#Q8

N,/12-<1-,4>8+,.527+$L* g !&Z,/741-86$L*("&M<0,

741-86$L*)%@)@L*$L4</A+2-.,

与标准梯带相比#各ZQU样品电泳色谱图中只存

在)H)!(H)"(H5ZQU'个峰#无其他杂峰#说明本

研究的ZQU质量和浓度均合格#可进行后期表达

谱芯片的检测*

/@/@/!表达谱芯片质控结果!由表'可见#各样本

*a值均在)@'P左右#样本间差异无统计学意义

!B%%@%)"#说明该基因表达谱芯片体系稳定性好*

表J!各表达谱芯片的变异系数和检出率

<'GB,J!<%,K_'(-9M;@,'$%,XQ=,88#;(Q=;@#B,$%#Q

]-/,K
*4-854<.5407

! " '

3,-.5407

& ) $

*a0P )@&$ )@"$ )@(" )@%Y )@)% )@''

WZ0P $Y@!Y$&@Y!$&@YS S%@"%$(@&%$)@Y)

/@/@J!差异表达基因!结果显示!图"和图'"#

3,-组小鼠睾丸全基因组表达谱与对照组存在明显

差异#共筛选出(&个表达差异基因!B$%@%)"#其

中&S个表达上调基因#'S个表达下调基因*部分

表达差异基因见表&*

/@/@3!差异基因功能富集分析!3V 分析"!将

3,-组差异基因进行基因功能富集分析#按3V分

类标准进行分类#筛选出有统计学意义的3V分类

!&个!B$%@%)"#主要涉及细胞增殖)细胞周期)内

源性刺激应答)转录因子活性)免疫调节等功能*与

雄性生殖相关的功能见表)*

图J!火山图

F#:J!_;B$'(;QB;>!M,-Q;#(>8$*$0Z05'(-FK(/"

L*$L4</A+2-.,

J!讨论

睾丸发育过程是一个紧密调节的过程#包括间

质细胞)支持细胞和生精细胞的增殖和分化*'"&

日龄起生精细胞开始有丝分裂#并由生精小管中心

向基膜转移#支持细胞持续增殖#!)/减慢#!(/结

S%S
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表3! ,̂(处理后小鼠睾丸组织部分表达差异基因!*$0Z05且FK(/;=)0Z5"

<'GB,3!";?,-#@@,=,(>BE,XQ=,88,-:,(,8#(?#$,>,8>#$&B'=>#88&,'@>,=>=,'>,-I#>% ,̂(!*$0R05I%#B,FK(/;=)0R5"

3,-,]W HF;G4< B L* W,6A517814-
W4=-007
5,.0<28,/

!)'$( =56O! %@%%(& !&@%SY' ,̀;,4KF.,-26,!/,AFA<1-."! O7

S""(Y E+.+4! %@%'"' '@)$"! N,826826162664A128,/<0-.2/,-4A25A1-4;2852-6A5178! !-4-:
A4/1-.ZQU"

O7

!)'(" ='3'2+! %@%!%! '@&$'S ,̀8,54.,-,406-0A<,2551G4-0A<,47548,1-U! O7

"$Y(S F/7&&" %@%!$$ '@"YS$ 90?25F481A852-6<2814-1-1812814->2A845&9;,;G,5" O7

"!Y%"" !4:) %@%%(' '@!SS$ J,852851A47,781/,5,7,28/4;21-) O7

S&$'S >%2G %@%%'" "@Y(!) H,/4+,780<4?1-26, O7

)&!'Y D37$ %@%"S" "@Y!)$ ]-8,5>,54-5,.0<2845F>2A845$ O7

!'&Y$ "3/9'+ %@%&!$ "@S((& UJ51A+1-8,52A81C,/4;21-'U !MZ]3`J:<1?," O7

S"")" !S%%%""""!M/G %@%"%) "@$&)$ Z]̂ 9QAWQU!S%%%""U"!.,-, O7

"%(YY >43+( %@%"%Y "@$'&Y H81;0<28,/GF5,81-41A2A1/.,-,( O7

"$Y$&' B22"3": %@%%Y" "@$%'& B548,1-7+467+2826,"!>45;,5<F"U"#5,.0<2845F60G0-18M!BZ
)""#.2;;2164>45;

O7

!!('' "N2( %@%%'% "@)()! UI027451-( O7

)$%&' "G3!&! %@%%$! %@'(Y( U</4:?,845,/0A826,>2;1<F!#;,;G,59! W4=-

!"(&( <62;" %@%%(Y %@'S%% *VBY !A4-6818081C,7+484;457+4.,-1A"+4;4<4.#60G0-18"
!U52G1/476168+2<12-2"

W4=-

!")$$ <9G" %@%%!S %@'$&( *FA<1-:/,7,-/,-8?1-26," W4=-

S&S&S 19/4& %@%%&" %@')SS WQU:/2;2.,:1-/0A1G<,852-6A5178& W4=-

")"($& 1*;2!) %@%%&& %@"$'% W02<67,A1>1A18F7+467+2826,:<1?,!) W4=-

''%Y%( 82:5. %@%%Y$ %@"))( V7141/G1-/1-.7548,1-0A,<<2/+,614-;4<,A0<,:<1?, W4=-

")("Y' 8.73&'S %@%&%S %@!&"% V<>2A845F5,A,7845&'S W4=-

$$S&'' F)$$S&'' %@%""! %@%(&Y B5,/1A8,/.,-,#93$$S&'' W4=-

!!L*$L4</A+2-.,

表5! ,̂(组部分 L̂分类小鼠睾丸表达差异基因

<'GB,5!";?,-#@@,=,(>BE,XQ=,88,-:,(,8;@ L̂$B'88#@#$'>#;(8#( ,̂(:=;&Q

3,-,]W HF;G4< W,6A517814-2-/>0-A814-2<A28,.451,6 L4</A+2-.,

Z,754/0A814-

!"%()% >4+4)+ H1.-2<852-6/0A,52-/2A81C28454>852-6A517814-)U "@")!S

!"%(YY >43+( 681;0<28,/GF5,81-41A2A1/.,-,( "@$'&Y

!")"($( 897& 408,5/,-6,>1G,54>67,5;821<6& "@%))'

*,<<754<1>,52814-

!!")$$ <9G" AFA<1-:/,7,-/,-8?1-26," %@'$&(

!!"(&( <62;" *VBY!A4-6818081C,7+484;457+4.,-1A"+4;4<4.#60G0-18"!U52G1/476168+2<12-2" %@'S%%

!!'(') F2%+! 97+5,A,7845U! "@')!Y

!!)'$( =56O! ,̀;,4KF.,-26,!/,AFA<1-."! !&@%SY'

!"%()% >4+4)+ H1.-2<852-6/0A,52-/2A81C28454>852-6A517814-)U "@")!S

!"%()" >4+4$ H1.-2<852-6/0A,52-/2A81C28454>852-6A517814-$ %@&$'Y

!)&!'Y D37$ ]-8,5>,54-5,.0<2845F>2A845$ "@Y!)$

!S&S&S 19/4& WQU:/2;2.,:1-/0A1G<,852-6A5178& %@')SS

*,<</,28+

!!"(&) <652 *2581<2.,4<1.4;,51A;2851K "@%S'&

!!)'$( =56O! ,̀;,4KF.,-26,!/,AFA<1-."! !&@%SY'

!!Y%YY E+2G(/2! N184.,-:2A81C28,/7548,1-?1-26,(1-8,52A81-.7548,1-! %@&!&"

!"%()% >4+4)+ H1.-2<852-6/0A,52-/2A81C28454>852-6A517814-)U "@")!S

!S&S&S 19/4& WQU:/2;2.,:1-/0A1G<,852-6A5178& %@')SS

束#成年小鼠支持细胞的最终数量就取决于胚胎期

到青春期的发育
,S-*同时婴幼儿期机体组织器官生

长发育尚未完善#生物学屏障尚未完全建立#是外源

性化合物对机体造成影响的敏感期#例如阜阳奶粉

事件)三聚氰胺事件)铅中毒*因而推测该阶段是

3,-对睾丸影响的关键阶段之一#选用'"&日龄这

一时间点可以更容易观察到3,-对支持细胞等细

胞的影响#从而更好的研究 3,-对小鼠睾丸基因的

影响及机制*

睾丸支持细胞对生殖细胞具有支持和营养作

(%S



第)期 单靖焱等$染料木黄酮对体外培养乳鼠睾丸组织全基因表达谱的影响

用#同时还具有构成血睾屏障)形成睾丸内微环境)

调节精子的发生)吞噬细胞残体)产生类固醇类物质

及分泌多种相关蛋白调节生殖功能
,(-*本研究在细

胞培养液中加入3,-后#支持细胞显著增殖#有研

究报道3,-对大鼠支持细胞没有影响#但可改变相

关蛋白;ZQU的表达
,Y-*可能是由于本研究采用

睾丸组织培养#而前者采用支持细胞培养#睾丸组织

各种细胞之间存在相互作用#可以影响睾丸的功能#

也可能是由于所选用动物日龄和种属不同#所代表

的生长阶段不同#对3,-的敏感性不同*

本研究通过全基因芯片检测筛选出 3,-组和

对照组共有(&个表达差异基因#表明3,-可以影

响乳鼠睾丸组织基因表达*9OHJU*̀ 9等
,!%-
研

究发现大鼠从胚胎期到成年期持续低水平暴露3,-

会使睾丸组织基因的表达发生改变#与本研究结论

一致*本研究还将差异基因按3V分类标准进行分

类#筛选出的显著性基因功能条目主要涉及生殖功

能)细胞增殖和细胞凋亡等*

>4+4)+)>43+()897&等基因主要与生殖功能有

关*研究表明>43+(基因可促进生殖细胞启动减数

分裂
,!!-#该基因表达异常可导致精子生成障碍&

897&基因是睾丸特异基因#在成熟精子尾部的外

周致密纤维上表达
,!"-#其异常表达与某些肿瘤有

关#如前列腺癌*此外#*̀ UO`UQ等
,!'-
研究发现

*/?"的催化活性是细胞减数分裂所必需的#也有研

究表明 `;4K!表达下降与精子发生障碍有关
,!&-*

本研究中 >43+()897&)=65O! 基因表达上调#

<9G"表达下调#提示3,-可以影响生殖细胞减数

分裂过程#影响精子形成*

<9G")<62;")F2%+!)=56O!)>4+4)+)>4+4$)

D37$)19/4&)<652)E+2G(/2!等基因与细胞增殖

和凋亡有关*其中#F2%+!)<652)19/4&)>4+4)+)

>4+4$和<62;"基因在睾丸组织中的表达均有文献

报道
,!) !Y-*有研究发现 E+2G(/2!编码的]M!0

T]B:!在精细胞)卵母细胞和胚胎发育的各个阶段均

能检测到#E+2G(/2!基因敲除可导致小鼠囊胚着

床前死亡
,"%-&也有文献报道H]B可使 =56O!基因

表达升高#激活 Q5>"#从而减轻环磷酰胺诱导的睾

丸损伤
,"!-*本研究中F2%+!)=56O!)>4+4)+表达

上调#<62;")>4+4$)19/4&)E+2G(/2!表达下调#这

些基因均可在睾丸组织或者精子中检测到#据此推

测与睾丸发育和生殖功能有关*但D37$基因的研

究多集中于唇腭裂和翼状胬肉综合征
,""-#在睾丸

组织中的表达及意义尚未见报道#具有重要研究价

值*

3,-可以调节睾丸组织中与生殖发育)细胞增

殖和凋亡等有关的基因的表达*其中#3,-可能通

过调节>43+()897&)<9G"和 =56O!等基因的表

达#调节生精细胞的减数分裂和精子的形成#从而影

响睾丸的功能#这些基因可能是 3,-主要作用靶

点#有望成为评价生殖内分泌干扰物的生物标志物*
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