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支持细胞紧密连接与男性避孕
陈德宇 1 ， 2 黄宇烽 1*

( I 南京军区南京总医院生殖遗传实验室，南京 210002;

2 阜阳师范学院生物系，阜附1230632 ) 

摘要 支持细胞的紧密连接是血辛屏障的主要组成成分，对支持细胞紧密连接结构与功能

的深入研究有助于探讨男性避孕的新的研究方法。对紧密连接动力学的影响因素以及其与精子发

生和男性避孕间的关系进行了分析。为进一步探讨男性避孕的研究方法提供新思路。

关键词 紧密连接:男性道孕:桔子发生

男性避孕的研究方法很多，概括起来主要有 6

种，分另IJ 针对 F丘脑、垂体、幸丸、附率、生

精细胞的研究以及使用避孕套等 [1] 0 这 6 种方法

巾，使用得最为广泛的是避孕套，不过，与女性

避争相比较，使用避孕套的风~tz性相对较高。另‘

种经常使用的方法是输精管结扎，然而，这种方法

国能会引起-些难以预料的副作用，如辜丸形态上

的变化，以及血清中出现高滴度的抗精子抗体等。

过去儿十年发展起来的一些较为安全的男性避

争策略主要集中在: (l)干扰下丘脑-垂体-性腺轴，

破坏精于发生; (2)针对精子表面或生殖管道内特异

性抗原的'些疫苗以及一些激素。也有一些较为成

功的先例，比如高剂量的重组辜丸激素或人工合成

的孕酬，能抑制垂体促性腺激素的释放，导致寡精

f拍一或无精子症。不过，它们对精子发生的影响是

可逆的，并且这些新添加的激素会打破人体内正常

的代谢平衡，会导致 A些难以预料的副作用。因

此， H:常有必要去探索新的男性避孕的方法与途

径。本文仅从支持细胞紧密连接的角度来对男性避

孕的新研究策略加以探讨。

1 支持细胞间紧密连接的结构

1. 1 紧密连接的主要功能性蛋白质

紧密连接的膜整合蛋白种类很多，能够调节紧

密连接功)J学以及能够影响精子发生的蛋白主要有 4

类[21 ，即 occludins ， claudins , ZO-1 以及 JAM

(junctional adhesion molecules)。其相互关系见图 1 [2]0 

1.1.1 Occludin 家族 Occludin 是紧密连接膜整

合蛋白巾的-种相对分子量为 60~65 kDa 的单链多

队，是依赖钙i句子的细胞内连接分子，具有防卫与

屏障的功能[3] 。它由 4 个跨膜结构域、 2 个细胞外

坏、 1 个细胞内环、 1 个小的 N 末瑞胞质结构域与

1 个大的 C 末端胞质结构域组成，它的第 4个细胞

外结构域富含 Tyr 和Gly(60%)。这种结构在不同的

动物中具有高度同源性。 occludin 基因在 MDCK

(Madin-Darby canine kidney)细胞内的过表达，能增

加紧密连接屏障的紧密程度。这表明 occludin 对维

持紧密连接的功能具有非常重要的作用。不过，仅

靠 occludin 是不能形成真正的紧密连接的，比如，

没有occludin的胚胎干细胞仍旧能够分化形成具有极

性的七皮细胞。其他的研究表明， occludin 的第一

外环对细胞的茹附功能起着重要的作用。免疫电镜

结果显示， occludin 在紧密连接内高度浓缩形成小

纤维，并高度磷酸化。不过在基底腔内也发现了一

些由去磷酸化的 occludin 组成的囊状小泡，它们没

有被纤维化，这些 occludin 可能是为紧密连接的快

速装配储备的。早期的研究表明， MDKC 细胞经膜

岛素诱导后，可以快速增加紧密连接内小纤维的数

量以及增加跨上皮细胞(transepithelial)的电阻值，这

证明动物细胞应对外部剌激，具有快边装配紧密连

接以适应不良外部环境的能力。 occludin 中的第 338

位丝氨酸是磷酸化作用位点，前细线期与细线期精

原细胞可能是剌激源，它们能通过改变 occludin 的

磷酸化作用位点的方式来调节紧密连接的动力学。

也有研究显示，相邻的 2 个 occludin 分子可以发生

聚合作用，紧密连接内相邻细胞上的 occludin-l 与

occludin-2 能够相互连锁配对成绳索状纤维，不

过，这些 occludin 分子在很大程度上是去磷酸化
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Fig. 1 Current model on the molecular slructure of tight junctions in the testisl21 

的，这表明，部分 occludin 不是通过磷酸化作用，

而是通过其他的信号途径来调节紧密连接动力学

的。不同的蛋白质也有可能通过不同的信号转导途

径来调节紧密连接的功力学。总之，对 occludin 是

如何调节紧密连接的动力学的，还有许多问题需要

研究。最近的研究显示， N 末端细胞质结构域发生

突变的occludin能增加嗜中性粒细胞通过紧密连接的

数量，而对紧密连接的通透性没有任何影响，这表

明， occludin 可以利用其 N 末端细胞质结构域来调

节细胞通过紧密连接。 occludin 转基因小鼠的紧密

连接的结构与功能没有什么变化，不过该小鼠会出

现草丸萎缩、骨质疏松等症状。幼儿期的转基因小

鼠的辜丸与生精管道都很正常，进入成年期后，辜

丸萎缩，没有桔子细胞。这些研究部提7J~ ， occludin 

与紧密连接之间的关系远比早期想象的要复杂。

1.1.2 Claudin家族 Claudin家族是紧密连接膜整

合蛋白中的另」族成员，其相对分子量约为 22 kDa , 

对紧密连接的功能及上皮细胞间的连接起着重要作

用 r4] 0 Claudin 与 occludin 有着相似的分子拓扑学特

征，每一种 claudin 分子包含 1 个短的 N末端胞质结

构域、 4 个跨I!莫结构域、 2 个细胞外环与 1 个大的

C 末端胞质结构域。它的一级结构与 occludin 没有

任何同源性，这表明 claudin 与 occludin 是两种不同

的蛋白质。至少己经在不同的上皮细胞内发现了 24

种 claudin 分子，它们主要分布 f紧密连接内的纤维

上。紧密连接内的 claudin-l 是去磷酸化的，这提

;示蛋白质的磷酸化不是紧密连接组装的唯→的决定

因子。 claudin-l 的表达能被 FSH 和 TNF-α .j:qJ 制，

它们对 BTB 的组装和紧密连接动力学的调节都有着

非常重要的作用[匀。 claudin-l 在小鼠出生日第 6-16 夭

开始表达，这与血辜屏障(blood-testis barrier , BTB) 

在第 10-16 天开始组装相吻合。基|大l别除实验显

示，缺乏 claudin-l 的裸鼠缺乏生育能力，井有启

肢无力、神经转导滞后等症状。这些结果都表明了

claudin-l 在桔子发生中的重要性。

l.l.3 Occludin 与 claudin 的关系 Occludin lj 

claudin 能够形成异聚体，在电镜 r，呈颗粒状结

构。紧密连接纤维由 10 nm 的小颗粒组成。 这种

颗粒的拓扑学特征与 occludin 和 claudin 部相似，这

提示，这且颗粒可能是由多个 occludin 戒 claudin 分

子组合而成。每个颗粒都由→个蛋白质核心以及环

绕在周围的 6 个 occludin-claudin 复合体组成161 0 研

究证实 ， claudir卜 l 与 claudin-3 以及 claudin-2 与

claudin-3 能够形成复合体，而 claudin-l 与 claudin-2

则不能形成复合体[7J 0 因此，在 24 种己去口的 claudin

分子中，只有少数几种能够聚合。实际|二，相邻
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致紧密连接功能的改变。这些结果都证明了辈丸内

支持细胞形成的紧密连接至少是可以通过cAMP途径

加以调节的。许多研究者都发现，位于紧密连接内

支持细胞接触面上的 ZO-l 附近都有 Gai-2 、 Gω 和

Gα12 的分布，这些G蛋白可以调节支持细胞内 cAMP

水平。并且 ， Ga5 在 MDCK 细胞内的过表达，可以

促进 occlidin 的快速积聚，还可以诱导 ZO-l 在紧密

连接内的重新定位。这些研究都证明了 cAMP对紧

密连接功能的调节是一个值得关注的新的研究点。

3 紧密连接与男性避孕的关系

3.1 阻止精原细胞通过 BTB

如果能阻止前细线期和细线期精原细胞通过

BTB ，就可以阻止精子发生，导致男性不育。精

子发生示意图见图 2[15]。最近的研究显示，辜丸细

胞分泌的 TGF-ß3 能够通过 p38-MAP激酶途径改变

支持细胞紧密连接的通透性[16]。这也提示，如果能

阻止辜丸细胞合成 TGF-ß3 ，就可以影响支持细胞

的紧密连接程度，从而阻止精于发生[15] 。甘油与

-臼 Adherens juncωtioωn(仅e.息g. :J， α飞.13民.m删t舱egrm叽， basal ES , 叫叫叫1 m叫n时附t忧e
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CdC12 可以阻止辜丸细胞合成 TGF-归。

3. 1. 1 甘油 甘油可以改变BTB 的通透性，抑制

精子发生，是体外研究 BTB 生物学的重要药物之一

[1飞把甘油注入大鼠辜丸细胞，大鼠会出现精子缺

乏现象，对大鼠的 FSH、黄体素、辜酣水平以及

第二性征几乎没有任何影响。并且，低浓度的甘油

对生精管道的结构几乎没有什么损伤。很大程度

上，甘油可以通过改变支持细胞紧密连接的结构来

抑制精子发生。最近的研究结果显示，大鼠生精上

皮细胞内的 occludin、肌动蛋白微丝与微管组成的

网络可以被甘油损伤。 BTB 结构上的破坏，可能会

诱导体液循环内的免疫反应，导致精子的减少。不

过，甘油诱导的男性避孕的作用机制还没有完全阐

明。甘油作为男性避孕药物的主要缺点是它引起的

避孕是一个不可逆的过程。

3.1.2 CdC12 锅可以损伤支持细胞紧密连接，并

能导致辜丸组织坏死。 CdC1 2 可以激活核酸内切

酶，引起细胞内钙离子的外流以及辜丸细胞的调

亡。体内与体外实验研究都表明 CdC12 能破坏 BTB
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陈德字等: 支持细胞紧密连接与男性避孕

细胞间的 occludin-claudin 复合体形成的小孔，是小

分子物质通过紧密连接的通道。 occludin 与 claudin

形成复合体的具体的分子作用机制还不清楚。

1.1.4 JAM JAM 是紧密连接膜整合蛋白中的第

三个家族，它主要定位于上皮细胞与内皮细胞中，

其相对分子量约为 36-4 1 kDa，分子质量的差异可

能是因为不同的 JAM 有着大小不同的糖链。每个

JAM 分子包含 1 个细胞内结构域、 1 个细胞外结构

域和 1 个跨膜结构域[8] 0 其细胞外结构域由 2 个与

免疫球蛋白结构类似的 "V" 型结构构成。 JAM

可以促进同型细胞间的教连。若将 JAM 基因转进

CHO 细胞， CHO细胞对右旋糖昔的通透性降低 50%

左右， JAM 的这种功能与钙茹蛋白类似。不过JAM

是否是紧密连接纤维的必须组分以及紧密连接的功

能性蛋白质，还有待于进一步研究。然而，体外

与体内实验都表明， JAM 的单克隆抗体可以阻止单

核细胞穿越内皮细胞，能够抑制白细胞在脑脊液里

的积聚，还能阻止白细胞进入脑的软组织以及可以

降低血脑屏障的通透性。基于以上研究，可以认为

JAM 是控制脑膜炎炎性反应的一种新的靶蛋白。另

一方面，用 TNF-(l和 IFN-γ 联合处理人内皮细胞，

可以导致 JAM在内皮细胞内的重新分布，进而可以

促使自细胞穿越内皮细胞。这都表明， JAM 的重

新定位对帮助白细胞穿越血管内皮、到达炎性部位

以及引发炎性反应具有重要的作用。巨核细胞中有

JAM mRNA 的表达，提示 JAM 还有其他未知的生

理功能。对JAM 是否能够促进前细线期与细线期精

原细胞穿越血辜屏障有待进一步研究。由于JAM有

促进白细胞穿越血管内皮这一独特的功能，因此，

这一家族对进一步研究探讨精子发生过程中紧密连

接动力学的变化可能具有重要的价值。

1.1.5 ZO-1 ZO-1 首先在肝细胞膜上发现的，是

相对分子量为 125 kDa 的磷蛋白。它是连接紧密连

接膜蛋白与细胞骨架的细胞质内蛋白质，还是与膜

相关联的鸟昔酸激酶信号转导家族中的成员。 ZO-1

有 1 个 PDZ 结构域、 1 个 SH3 结构域和 1 个鸟昔酸

激酶同源区。 ZO-1 通过其 PDZ 结构域与 occludin 或

claudin 的 C 末端相结合，通过 SH3 结构域与细胞质

内的细胞骨架相连接，从而将紧密连接的膜蛋白与

细胞骨架相偶联，进而与支持细胞形成的紧密连接

的紧密程度相关联。 ZO-1 在信号转导分子的作用

下，可以调节紧密连接的紧密程度，从而决定是否

让精子细胞通过紧密连接。 ZO-1 在小鼠出生后第
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7-14 天开始表达，这与 BTB 在第 10-16 天开始组装

相吻合。 ZO-l 有 2 种亚型，其中 ZO-I(l+主要在青

春期表达， ZO-1α 主要在成年期表达，这暗示 ZO-

1α+ 与紧密连接的组装相关。

2 紧密连接动力学调节的分子机制

已有的资料显示，紧密连接动力学的调节有多

种不同的信号转导途径，主要有蛋白激酶途径[9]、蛋

白磷酸酶途径[10]、细胞内钙离子途径、 G 蛋白途径

[11]以及 cAMP 途径等[12]。这里仅介绍 3 种生化模型。

2.1 钙离子模型

去除MDCK 细胞培养基中的钙离子，则MDKC

细胞形成的紧密连接屏障会瓦解:若在培养基中加

入足量的钙离子，则细胞的极性以及紧密连接屏障

重新恢复。支持细胞形成的紧密连接，也可以通过

控制钙离子的浓度来破坏和恢复紧密连接屏障。比

如去除支持细胞培养基中的钙离子， 15 min 后，紧

密连接屏障被破坏:加入足量的钙离子后，紧密连

接屏障在 90 min 内恢复。这些结果都说明了钙离子

对紧密连接动力学的调节有着重要的作用。实际

上，钙离子在细胞的诸多事件上都起着调节作用。

2.2 ATP模型

紧密连接的组装与瓦解实际上是肌动蛋白骨架

的聚合与解聚合的过程，这也是一个依赖 ATP 的细

胞内事件[13]。用松弛素处理细胞，能使屏障瓦解，

这证明了细胞骨架网络在紧密连接中的重要性。当

系统内的 ATP 被耗尽后， ZO-1 开始与骨架蛋白相偶

连，导致紧密连接变得紧密。反之，如果使 ZO-1

脱离紧密连接位点，则紧密连接变得松散。补充

ATP 后， ZO-1 与骨架蛋白解离， ZO-1 退回到紧密

连接位点，紧密连接开始重新形成。这些模型仅能

解释紧密连接的组装与瓦解的过程以及小分子物质

与细胞是如何穿越紧密连接的，至于紧密连接整合

膜蛋白是如何参与紧密连接的组装与瓦解等问题，

这些模型是不能解释的[14] 。

2.3 cAMP 模型

双丁酷磷腺昔(dibutyryl cAMP)在体外有将支持

细胞装配成紧密连接的功能。在 4-20μmol/L 时，

双丁酷磷腺昔可以促进支持细胞装配成紧密连接，

当浓度增加到 100-500μmollL时，双丁耽磷腺昔抑

制支持细胞装配成紧密连接。这表明 cAMP 可以通

过 cAMP/PKA 信号转导途径诱导蛋白质磷酸化作

用，介导细胞骨架和细胞表面信号分子的变化，导
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陈德宁等: 支持细胞紧密连接与男性避孕

中支持细胞间的紧密连接。低剂量的 CdC12 可以导

致大鼠的生精功能丧失。体内研究表明 ， CdC12 对
BTB 中支持细胞间的紧密连接损伤是不可逆的，然

而，体外研究表明，去除支持细胞培养基中的

CdC12 或者在培养基中加入辜酬，都能使 CdC12 对

BTB 中支持细胞间紧密连接的损伤恢复。这些研究

提本，罩酣可以保护支持细胞免遭 CdC1 2 的损伤。
实际|二，当辜酣浓度达到 2 X 10 7 mol/L 的时候，

它就可以拮抗 CdC12 对支持细胞的伤害。而辜丸网

液与生精管腔中辜酬的浓度都有 200 nmol/L ，因

此，它完全可以保护支持细胞免遭 CdC1 2 的损伤。

激光共聚焦研究显示CdC12可以导致支持细胞间紧密

连接中的微丝主要在第vlll 阶段发生重排。然而支持

细胞与管周肌细胞内的微丝在第四阶段以前不受

CdC12 的影响。这些结果提示，支持细胞内的微丝

是 CdC12 的主要毒害目标。并且 CdC12 对微丝的伤

害是时相依赖性的。不过 CdC12 对 BTB 的破坏作用

机制还没有完全阐明。最近的体外实验表明，

CdC12 也能导致支持细胞内 occludin 的表达量降低，

从而影响 BTB 的通透性，其他的研究也显示，紧

密连接中上皮细胞内的钙茹蛋白E也是CdC12 的靶蛋

白。 t巧茹蛋白 E 也是紧密连接中的功能性蛋白质，

体外实验证明 ， Cd 能导致钙薪蛋白 E 在 Caco-2 细

胞内的重新定位，这也显示， Cd2+ 能与钙薪蛋白 E

的钙结合配基竞争结合 Ca2+ 。在用 MDKC 细胞作

紧密研究模型的时候，如果在培养基里加入 Cd2+ ，

可以使钙粘蛋白 E 从细胞连接的连接斑扩散到支持

细胞的细胞质内。这也间接说明，能影响紧密连接

功能的任何一种蛋白质都可能会导致男性不育。总

之， CdC12作为男性避孕药物的主要缺点是它对BTB

的损伤是不可逆的。

3.2 Occludin 与男性避孕的关系

Occludin 是影响支持细胞紧密连接功能的一种

关键蛋白质，对细胞间的薪连与通讯起着重要的作

用，与钙辈占蛋白相偶连，它的任何微小的变化都会

引起紧密连接与藉着连接中许多分子的连锁变化，

导致紧密连接与藉着连接结构与功能的变化。

3.2.1 Occludin 在紧密连接中的表达 体外实验

研究表明，从 20 天雄性大鼠辜丸中分离出来的支持

细胞，将其培养 3-4 天，就会形成紧密连接。紧

密连接的形成过程中，会出现 J些特殊蛋白质的短

暂高表达现象，特别是 occludin 和 ZO-1 的高表达。

这些高表达的蛋白质，可能会参与形成紧密连接。

当支持细胞数量较少，还不足以形成紧密连接的时
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候，培养基中不能检测到 occludin。当支持细胞数

量增加到可以形成紧密连接的时候，这些物质就可

以被检测到[18]。这些结果进一步证实了。ccludin 与

ZO-1 是形成紧密连接的必须蛋白质。

3.2.2 人工合成的 occludin 多肤对紧密连接动力学

的影响 为进一步证实上述假设，人工合成了一

个22个氨基酸残基的多肤，这个多肤是大鼠 occ1udin

的功能性多肤，它的氨基酸序列，在不同物种中具

有高度同源性。在支持细胞形成紧密连接的时候，

若在培养基里加入 4μmol/L 的这种人工合成的多

肤，可以显著降低紧密连接的通透性，增加紧密连

接的紧密程度[19] 。

3.2.3 Occludin 对精子发生的影响 为进一步研

究 occludin 对紧密连接的影响， Troxell 等问设计了

体内实验。他们将 1.5 mg 的 22- 氨基酸多肤的

occludin ，在大鼠辜丸的不同位置注入辈丸细胞

内。 4 星期后辜丸的体积与重量降低 50% 左右:并

且一些较为成熟的精细胞在 8-16 天开始消失; 27 天

后，在曲精小管的管腔内能检测到大量的从生殖上

皮脱落的生精细胞，生精管道显著收缩，管径缩小

25% 左右; 47 天后，生檀上皮内开始出现生精细

胞; 68 天后，精子发生恢复正常[21] 0 40 天左右，

辜丸生精功能开始恢复，这说明精原细胞并没有被

occludin 破坏，也说明 occludin对精子发生的影响是

可逆的。

3.2.4 Occludin影响精子发生的作用机制 Occludin 

可能通过钙薪蛋白 E 来影响紧密连接与茹着连接的

结构，从而导致桔子细胞数量的减少[22] 。这也提

示，紧密连接与站着连接存在着广泛的联系，比如

CdC12 导致的紧密连接的损伤，可以降低钙薪蛋白 E

的表达量以及钙茹蛋白 E 在勃着连接中的重新定位

与分布。其他的研究也证明，紧密连接与薪着连接

在功能上也有着广泛的联系。藉着连接的分解可以

阻止紧密连接的组装。此外，钙茹蛋白 E 在大鼠辜

丸 BTB 形成之前的最高表达，也提示紧密连接与黠

着连接的装配都需要大量的钙薪蛋白 E 。不过

occ1udin对紧密连接的破坏能否引起其他细胞的变化

有待进一步研究。

4 小结与展望

由于体内注射能够给实验动物带来极大的痛

苦，因此，非常有必要选择使用有效的运输体系来

运输药物。经过重组修饰的 FSH 只有 1 个受体结合

域，并缺乏激素活力，而人阜丸内的支持细胞存在
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FSH受体[23J。如果将 occludin与重组修饰后的该FSH

相偶连，它就有可能被运输到支持细胞内。因此，

经过修饰的重组 FSH 可以作为-个值得研究与探讨

的 occludin r)<l运输载体。另外，还可以选择腺病毒

作为 occludin 的运输载体。这些方法在以后的研究

中都值得探讨。

值得-提的是，一些致甲状腺肿(goittrogen)类

物质，比如 ι 丙基 -2- 硫服 H密院 (6-propyl-2-

thiouracil , PTU) ，能够引起新生大鼠甲状腺机能

的短暂衰退，可以引起成年大鼠生精细胞的数量、

辜丸的体积与重量的增加，它还能引起支持细胞内

的→些蛋白质，比如雄激素结合蛋白、抑制素。B

等出现迟延表现 [241。并且，经 PTU 处理后，新生

鼠的 BTB 直到第 25 天才开始形成，而正常鼠在 15

天左右就开始形成。这些结果提示，青春期 BTB 的

短暂破坏可以导致支持细胞功能的改变，从而影响

辜丸的功能。

总之，最近在支持细胞紧密连接动力学上的研

究.不仅为研究精子发生中的精子运动生物学提供

了空前的机会，还为设计新的男性避孕药物开辟了

新的途径。
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Sertoli-Sertoli Tight Juncti.on and Male Contraceptive 
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Abstract In this review , we discuss the physiology and biology of Sertoli-Sertoli junction dynamics in the 

testis , in particular how these events affect interactions of Sertoli and germ cells in the seminiferous epithelium 

behind the blood喃testis barrier. We also discuss how these events regulate the opening and closing of the blood-testis 

barrier to permit 出e timely passage of preleptotene and leptotene spermatocytes across the blood-testis barrier. We 

also discuss several available in vitro and in vivo models that can be used to study Sertoli-Sertoli tight junction. An 

in-depth survey in this subject has also identified several potential targets to be tackled to perturb spermatogenesis, 

which will likely lead to the development of novel male contraceptives. 

Key words Sertoli-Sertoli tight junction; spermatogenesis; male contraceptive 
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