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·基础研究·

老年雄性大鼠睾丸类固醇合成酶与间质细胞形态的变化

邵迎红母义明 李明 李江源

【摘要】 目的通过测定老年雄性SD大鼠睾丸类固醇合成急性调节蛋白(sLAR)、17p羟类固醇脱氢酶(17p

HsD)表达，观察睾丸间质和kydig细胞结构的变化，探讨老年大鼠性腺功能减退的机制。方法用人绒毛膜促性

腺激素(hCG)连续刺激3月龄和24月龄雄性SD大鼠，测定基础状态和hcG刺激后血清睾酮(T)、睾丸吼蠕、17p

HSDⅢrr·RNA的表达，对不同年龄大鼠睾丸间质和IJeydig细胞进行光镜和电镜检查。结果 (1)老年sD大鼠基础

状态和hCG刺激后血清T水平和17肛HSDⅢIIlI州A的表达显著低于青年大鼠，s衄rI·RNA表达无明显变化；(2)老
年大鼠睾丸间质中成纤维细胞增生明显而Ley出g细胞数量减少，并出现退行性改变，hcG刺激8 d后，青年和老年

大鼠两组睾丸形态学均无明显变化。结论雄性大鼠睾丸17p}网Ⅲ“矾A表达以及k蛐g细胞形态学随着增龄
的明显异常可能是老年sD大鼠T合成减少的主要影响因素。

【关键词】衰老；大鼠；睾丸；睾酮；类固醇合成急性调节蛋白；17p羟类固醇脱氢酶；形态学
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中老年男性性腺功能减退以及伴随的临床表现

越来越受到关注。与女性不同，中老年男性性腺功
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能减退发生的机制较复杂，目前还不完全明确⋯。

本研究用长期饲养spmgue—Dawley(SD)大鼠制成自

然衰老模型，观察衰老大鼠性腺激素水平、睾丸组织

学和睾丸类固醇合成过程的变化，以期探讨衰老对

大鼠睾丸功能的影响和机制。

1材料和方法

1．1材料雄性纯系SD大鼠由解放军总医院实验

动物中心提供；人绒毛膜促性腺激素(h砌an
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ch耐onic gonadotmpin，hCG)购自中国科学院动物研

究所，纯度6000 IU／nlg。RNA提取试剂盒(瞄z01)和

SuperScriptⅡ反转录试剂盒购自Invitmgen公司。逆

转录酶(M—MLv)、彻DNA聚合酶、Oligo dT、dN，IR

和蹦mer-a_gene试剂盒购自陬釉ega公司。32 P-dc，IP

购自中国同位素公司。PE9700全自动PCR仪系PE

公司产品。Acs：180化学发光分析仪系美国clliIDn

公司产品。H一7000透射电镜和BH一2000显微镜分别

由日本日立公司和0忡s公司生产。
1．2动物分组及处理 3月龄SD大鼠和24月龄

sD大鼠随机分为青年对照组(n=4)、青年hCG组

(n=10)、老年对照组(凡=6)和老年hCG处理组(n

=10)。hcG处理组按50u／kg体重肌肉注射，连续3

次，每次间隔48h，最后一次注射后48h处死大鼠，采

血用于激素测定，并迅速分离睾丸组织。

1．3大鼠睾丸总RNA提取和cDNA合成取液氮

保存的大鼠睾丸100 nlg，按嘶zol试剂盒说明提取

总RNA，一80℃冻存。取2腭睾丸总RNA，采用

SuperScIiptⅡ试剂盒，以0ligo dT为引物并根据说明

进行反转录合成cDNA。

1．4 PCR反应PCR扩增类固醇合成急性调节蛋

白 (steroidogenic acute re{；ulatory pmtein， S认R) 的

上游／下游引 物为 CAACA㈣C删CC／
吣GI㈣俎瞄吣CⅨCC(扩增片段长度777 bp)。扩

增昂羟类固醇脱氢酶(1爷b怕xys喇d dd删嘲咖se，
17㈣) Ⅲ 的 上游，下 游 引 物 为

戌rrrrAfFAGAGAAGACmA／()(X】珊A(℃A(伽AArA／帆
(扩增片段长度815 bp)。

两者均扩增18个循环(94℃变性30s，56℃退火30s

和72℃延伸45s)。扩增p剃n的上游／下游引物为
GcAACllC：CGACGl江A：【1GG／髓GGGcAAc衄tGCACAGC (扩

增片段长度434 bp)，扩增18个循环(94℃变|生2瞻，赘℃退

火熟和72℃延伸3瞻)。
1．5 PCR产物的sou吐lem杂交 取10肚l PCR产物

在l％琼脂糖凝胶中电泳，凝胶在碱性液变性后将

DNA转移至尼龙膜。采用32 P．dcrIP和蹦me卜a_gene

试剂盒标记寡核苷酸探针。

各种探针 的 序列 为 SnR：

CCCTCA从GACCAAACTCACG]nGGCHⅪ；17J3-HSDⅢ：

TATCCAGGTGCTGACCCCrITllA‘rrCTG，ITITrC； B—actin：

AAGGCCAACCGTGA A AAGATGACCCAGATC。 DNA尼

龙膜与标记探针在45℃杂交过夜，经x光片显影后

测定其灰度，以13一actin为内参，用各种DNA的灰度

与8一actin灰度的比值表示其表达量。

1．6 激素测定 血清睾酮(testoste础，T)和雌二
醇(estmdiol，E2)水平采用化学发光法测定，批内和

批间变异系数分别为5．3％～5．5％和5．2％～

6．7％。

1．7大鼠睾丸间质细胞形态学观察大鼠睾丸组

织经10％福尔马林液固定，常规石蜡包埋切片，眦

染色，光镜观察睾丸间质内血管、纤维和脚dig细胞
的结构。睾丸组织经3％戊二醛液固定，常规制作

超薄片，用透射电镜对Leydig细胞细胞核、线粒体和

内质网等超微结构进行观察。

1．8统计学分析所有数据均以平均数±标准差

(孟±s)表示。组间比较采用方差分析。P<O．05为

差异有显著性意义。

2结果

2．1 衰老大鼠血清T水平、睾丸s衄、178一HsDⅢ
mRNA表达的变化 老年组大鼠平均睾酮水平

(7．5±2．7)IlIIlol／L明显低于青年组大鼠(42．7±

9．5)nInol／L(P<0．05)。连续hcG刺激后，两组的

睾酮水平均显著增高，但老年组大鼠(60．1±19．7)

nⅡlol／L仍显著低于青年组(114．2±30．6)砌ol／L

(P<0．01)。

老年组大鼠S扭R mRNA表达水平略低于青年

组大鼠，分别为(0．86±0．27)和(1．14±0．23)。经

hCG刺激后，老年组大鼠(1．63±0．31)和青年组大

鼠(1．78±0．07)SnR mRNA表达水平均明显升高

(P<o．01)，老年组仍略低于青年组，但是没有达到

统计学差异(图1)。

B—actin

StAR

2

0

图1不同年龄大鼠hCG刺激前后睾丸S恤圳阶魄
表达水平的变化

与无hCG刺激状态下相比，。P<0．01
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未经hCG刺激的老年大鼠睾丸17p．HSDⅢ

mRNA水平(O．40±O．06)与青年组大鼠(1．13±

O．16)相比显著降低(P<O．01)。尽管老年大鼠1713一

碰、DⅢmRNA水平在hcG作用下明显升高(o．66±

0．06)，但仍显著低于青年组大鼠刺激后水平

(1．87±O．12)(P<0．01)，见图2。

8一actin

1 76-HSDIII

T

。广] 南●

2．2老年大鼠组织学的改变大体标本：与青年大

鼠比较，其色泽灰暗，质地也松弛、弹性较差。光镜

观察：青年大鼠I何dig细胞在间质区中为单个或簇

状分布，呈多边形或三角形，细胞较大，胞浆丰富，嗜

酸性，着色均匀；细胞核呈圆形或卵圆形，核内染色

质均匀分布，核仁明显。老年大鼠kydig细胞排列

更紧密，细胞数量较少，梭形成纤维细胞比青年大鼠

增多；单个间质细胞变小，胞浆减少、呈颗粒状，细胞

核变形、深染，染色质分布不均匀(图3)。hCG刺激

后，青年和老年大鼠睾丸与各自对照组相比无明显

变化。电镜观察：青年大鼠睾丸问质细胞含有丰富

的滑面内质网(smootIl endoplasIIlic reticul哪，SER)、

线粒体、高尔基复合体、少量脂滴和溶酶体；细胞核

呈圆形或椭圆形，染色质均匀分布于周边，核仁明

显。老年大鼠间质细胞线粒体、滑面内质网减少，线

粒体肿胀，板状嵴模糊、消失，内质网扩张，有不同程

度的局灶性到弥漫性囊泡变性，内质网广泛扩张的

细胞呈筛状；脂褐素增多。细胞核核膜内陷，染色质

呈斑快状，分布不均匀，核仁消失(图4)。hcG作用

下虽然血清T水平升高，但细胞内结构未见显著变

化。

图3老年大鼠睾丸闻质区的光镜检查(1×枷)
间质中成纤维细胞增生，如一所示，I何dig细胞减

少，细胞缩小，胞浆颗粒状细胞核浓集、深染，染色质

分布不均匀，一所示

图4 老年大鼠睾丸Ⅷg细胞的电镜检查(1×
姗O)
k灿g细胞线粒体肿胀，内质网扩张，局部胞浆呈囊

泡状，脂褐质增多，一所示，核膜内陷，一所示

3讨论

以往研究发现，6月龄SD大鼠睾丸即出现衰老

现象[2]，增龄使sD大鼠[31和其他种属大鼠H1血清T

水平进一步下降。本研究显示，hcG刺激后老年大

鼠血清T水平明显升高，但仍显著低于青年大鼠水

平。老年大鼠血清T水平降低的机制尚无定论。有

学者认为促黄体激素(1uteinzing hoHnone，ⅡI)分泌

减少是其原因之一；但许多研究也证实衰老引起睾

丸睾酮分泌功能减退还存在问质细胞自身的原

因‘3I。

研究证实ⅡI／hcG通过调节睾丸Leydig细胞中

j||||。日jjj||||||||j
||

¨
||
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s衄的表达与合成，改变类固醇激素合成的底物
——胆固醇与合成酶的结合，从而对T合成发挥重

要作用b’4j，kers—sucheta等bo发现，hcG刺激体外培

养的老年sD大鼠睾丸Leydig细胞，s衄蛋白表达
水平明显低于青年大鼠。老年棕色挪威(BN)大鼠

睾丸Leydig细胞S衄mRNA和蛋白表达均降低，虽
然I且刺激后StAR mRNA和蛋白水平升高，但仍显

著低于Ⅲ刺激后青年大鼠水平HJ。然而本研究的
结果显示，在基础状态和hCG刺激后，老年SD大鼠

睾丸snR蹦州A水平与青年SD大鼠无显著差异，

表明老年雄性SD大鼠血清T水平降低可能并非由

于SnR产生减少所致。

1713一HSD是类固醇激素合成中睾丸所独有的

酶，催化睾酮合成的最后一步。近年有研究表明伴

随老年BN大鼠间质细胞睾酮合成降低，17pHsD

活性也明显下降№J，但未见有关该酶IIlI州A表达和

蛋白合成水平改变的报道。本研究发现老年SD大

鼠睾丸17G—HSDⅢmRNA水平明显低于青年组大

鼠。可见伴随着衰老，雄性大鼠血清睾酮水平降低，

睾丸17pHSDⅢ水平也显著降低。经连续hcG刺激

后，青年组和老年组大鼠178一HsDⅢmRNA含量均显

著提高，但老年组大鼠17j3．HsDⅢmRNA仍未达到

青年组水平。提示老年sD大鼠17pHsDⅢ对hCG

的刺激仍有一定的储备能力，但已经达不到青年大

鼠的水平。

文献no报道衰老大鼠睾丸【eydig细胞数量减

少。而Leydig细胞大小与睾酮合成的能力呈线性正

相关旧J。本研究显示老年SD大鼠睾丸外观色泽灰

暗，质地松弛弹性较差。光镜下观察老年大鼠

kydig细胞数目明显减少，大鼠睾丸kydig细胞退

化，表现为胞浆空泡变性并伴有线粒体和内质网减

少，线粒体肿胀，内质网扩张，内质网广泛扩张的细

胞呈筛状，同时脂褐质增加，细胞核变形，染色质不

均匀。提示衰老大鼠T的减少与【eydig细胞数量与

结构变化有关。

综上所述，虽然短期hcG刺激使老年大鼠血清

T水平有所升高，但仍未达到青年大鼠水平，老年大

鼠睾丸k蛐g细胞的形态学改变并没有明显恢复，
提示老年大鼠睾酮合成功能的减退与睾丸k灿g细

胞睾酮相关酶和形态学的改变有关。衰老对k汕g

细胞的作用机制未明，有人认为在睾丸kydig细胞

内细胞色素P450酶催化类固醇合成的生理过程中

产生氧自由基[9]，通过影响类固醇合成酶而抑制

kydig细胞类固醇的产生u 0I。
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