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乙醇导致小鼠生精细胞慢性损伤与 FasL 表达的关系
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摘要 为研究乙醇摄入导致辛九组织生精细胞慢性损伤的机制，采用野生型(WT)小鼠和广

泛表达人 Fas 自己体(Fas ligand, FasL)的转基因型(TG)小鼠分别用 20% (V，厅)乙醇喂养 12 周，应用苏

木精-伊红(HE)染色、 RT-PCR 和 Western 印迹检测等方法观察了乙醇处理后小鼠生精细胞损伤和

FasL表达的变化。 E染色结果显示乙醇喂养后，野生型鼠辛丸组织形态基本正常，而转基因鼠曲细

精管有明显退行性上皮空泡化现象:RT-PCR和 Western 印迹检测结果显示乙醇喂养 12 周的 WT 小

鼠和 TG 小鼠辛九 FasL 表达高于对照组(普通饮用水喂养 12 周)，两组各自相比有统计学意义(P<O.

05)。研究提示 FasL可能参与乙醇才是入引起的辛丸组织生精细胞慢性损伤过程，其作用机制可能是

启动 Fas/FasL 调拉生精细胞凋亡。

关键词 Fas 配体;乙醇;细胞凋亡;辜丸;转基因小鼠

众所周知，乙醇滥用是世界性的问题。长期乙

醇摄入能导致辜丸畸形、女性化乃至不育，组织形

态学观察发现这些病人辜丸组织曲细精管直径显著

下降，生精细胞数量减少[1)。许多科学家对这种损伤

机制进行了研究。新近研究表明，在许多毒物介导

的辜丸组织生精细胞凋亡的研究中，都发现 Fas 配体

(Fas ligand, FasL)的升高[2)。因此我们推测 Fas 系统

可能是该过程的一个重要调节因素，同时，许多研究

也表明细胞凋亡是乙醇损伤各种组织的机制之 o

Zhu等[3)首次证明了乙醇可诱导辜丸组织生精细胞凋

亡增加，同时初步检测了一些凋亡相关基因如 bcl-2 、

p53 和 FasL 的表达。但目前，乙醇引起皇丸组织损

伤的机制仍不十分清楚。为探讨乙醇摄入导致辜丸

组织生精细胞慢性损伤的机制，我们实验室建立了广

泛表达人 FasL 的转基因小鼠模型。利用广泛表达人

FasL 的转基因小鼠模型，我们实验室己报道了 FasL

参与急性乙醇引起小鼠辜丸组织生精细胞凋亡的过

程[4)。现进一步对慢性乙醇处理后 FasL 转基因小鼠

生精细胞损伤及凋亡的状况进行研究观察。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物 FasL 转基因小鼠由中科院上海生化

细胞所构建， FasL转基因小鼠生殖系统 FasL 高表达

见文献[坷，实验中所用的小鼠均为 3--4月龄雄性小鼠，

TG代表 FasL 转基因小鼠， WT指对应的野生型小鼠;

兔抗人 FasL 抗体和辣根过氧化酶标记的羊抗兔 IgG

抗体购于加拿大 Santa Cruz 公司。

1.1.2 试剂 TaqDNA 聚合酶购自华美生物工程

公司， RT-PCR 试剂盒(按操作说明进行)购自上海华

舜生物工程公司， DL2000 Marker 购自 TaKaRa 公

司。 PCR 及其引物合成由中科院上海生化细胞所基

因工程组合成:按文献设计人 FasL 上、下游引物[l] ，

见表 1 0 

1.2 方法

1.2.1 动物饲养 所有小鼠用塑料笼饲养(每笼小

于 4 只)，并保证其能自由取得食物和水，房间温度维

持在(22 :1:: 2) oc伴有光照及黑暗 12 h 节律。对照组

(WT和 TG)用普通饮用水喂养，实验组(WT和 TG)用

20% (V，厅)乙醇溶液取代普通饮用水给小鼠连续喂养

12周(84天)，于此期间任何时候小鼠都可饮用乙醇溶

液，于 12 周结束时处死动物并取得辜丸，每一次实验

至少有 3 只小鼠作重复。

1.2.2 形态学观察 辜丸用 4% 多聚甲醒(含 0.1

mol/L PBS)固定，组织梯度乙醇脱水，二甲苯透明后

石蜡包埋，制备7μm石蜡切片，常规苏木精-伊红

(HE)染色，莱卡显微镜下形态学观察。

1.2.3 RT -PCR检测小鼠辛丸组织 FasL mRNA 水平

变化 颈椎脱臼法处死动物取得靠丸组织，按上海
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Table 1 Selected PCR primers for FasL 

Product 
FasL (I( 

GAPDH 

Upstream primer 
Downstream primer 
Upstream primer 
Downstream primer 

华舜生物工程公司 RT-PCR 试剂盒(按操作说明进

行) ， 常规制胶电泳 。 PCR 反应条件: 94 .C 60 s , 60 

.C 60 s , 72 .C 60 s , 30 个循环 。 1 % 琼脂糖凝胶电

泳检测 。

1.2 .4 Western 印迹检测小 鼠辛九组织 FasL 表达改

变 颈椎脱臼法处死动物取得辜丸组织， 样品用20

倍速体积蛋白质抽提液(Pierce 公司试剂盒)， 10 000 

r/min 离 J L，\min得到蛋白质溶液。 BSA作为标准样品，

用 Pierce 公司试剂盒测定每个样品的蛋白质浓度 。

取等量蛋白质与上样缓冲液混合后 100 .C 煮沸 5

min o 10% SDS-PAGE 胶分离后，电泳转移至硝酸纤

维素膜。 膜用 5% 脱脂牛奶(TBST 稀释)封闭 lh 后 ，

1 : 100 兔抗 FasL，于 4 .C过夜。辣根过氧化酶标

记的羊抗兔 IgG 作为二抗。每两步间用 TBST 洗涤

膜 3 次，每次 10 min，最后用 DAB 显色蛋白质条带，

使用 Axioplan 2 imaging 显微图象分析系统对条带强

度进行分析得出半定量数据 。

1.3 统计学方法

采用 SAS 统计软件进行分组比较 t 检验，以 P>

0.05 为差异无统计学意义，以 P<0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 组织学观察

实验组和对照组的辜丸石蜡切片用常规苏木精

伊红染色后(图 1)，普通饮用水喂养的 WT和 TG小鼠

形态很接近，与正常形态没有太大的差异，但在 TG

小鼠的某些区域， 辜丸组织空腔变大并伴有少量空泡

样，这一结果与我们实验室以前曾经报道的一致 [5] 。

在慢性乙醇处理后， WT 小鼠辜丸组织形态仍较为正

常，而 TG 小鼠辜丸生精层受到很大损伤，很多区域

可看到退行性上皮空泡样。

2.2 慢性乙醇处理后辜丸组织 FasL mRNA 表达

水平上升

应用 RT-PCR方法对各组小鼠墨丸 FasL表达进

行检测，采用 Axioplan 2 imaging 显微图象分析系统

对 RT-PCR 结果条带强度进行分析得出半定量数据。

Primer sequence 

5'-ACTGAA TTCTGACTCACCAGCTGCCATGC-3' 
5'-ATCCTCGAGCTA TTAGAGCTTA TATAAGCCG-3' 
5'-ACGACCCCTTCATTGACC-3' 
5'-CCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC-3 ' 

普通饮用水喂养 12 周的 WT 小鼠靠丸见一条大小为

876 bp 的 FasL 条带很弱，强度为 32.36:t3. 54 (图 2A) ，

普通饮用水喂养 12 周的 TG 小鼠辜丸 FasL条带强度

为 96 .71土4 . 12 (图 2B) ; 乙醇喂养 12 周的 WT 小鼠和

TG 小 鼠辜丸 FasL 条带强度分别为 153 .1 2土4.61 和

187.82:t4 .51 (图 2C、图 2D) 。 两组各自相比有统计

(B) 

(c) 

Fig.l Representative photomkrogl呻hs of HE-stained tes创s

cross sections from control and ethanol-exposed mice (WT 

and TG) 
A: WT+ saline; B: TG+ saline; C: WT+ ethanol; D: TG+ ethanol. WT: 
wild type mice; TG: transgenic mice. 
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M A B C 0 

叶-FasL 876 bp 

+-GAPDH 

Fig.2 The expression chances of FasL mRNA in the testis 

(WTand TG) by RT-PCR 
A: WT+ saline; B: TG+ saline; C: WT+ethanol; 0 : TG+ethanol. WT: 
wild type mice; TG: transgenic mice 

学意义(P<0.05) 。 说明乙醇的干预可引起小鼠辜丸

组织 FasL mRNA 水平上升。

2.3 慢性乙醇处理后辜丸组织 FasL 表达升高

应用 Western 印迹方法对各组小鼠辜丸 FasL表

达进行检测，采用 Axioplan 2 imaging 显微图象分析

系统对Western印迹结果条带强度进行分、析得出半定

量数据。 FasL 内参对照(marker)分子量为 31 kDa 的

FasL 条带强度为 21O:t5.76 (图 3B) ; 普通饮用水喂养

12 周的 WT 小鼠辜丸 3 1 kDa 的 FasL 条带很弱，强

度为 18.53:t2.93 (图 3A); 乙醇喂养 12 周 WT 小鼠辜

丸 FasL 条带强度为 120.83:t7.46 (图 3D) 。 普通饮用

水喂养12周的TG小鼠辜丸可检测到一条较清31kDa

的 FasL 条带，强度为 40.32土4. 193 (图 3C); 乙醇喂养

12 周的 TG 小鼠辜丸 FasL 条带强度为 170.37:t6 . 51

(图 3E); 两组各自相比有统计学意义(P<0.05) 。

3 讨论

哺乳动物中， 辜丸组织生精细胞凋亡在生精细胞
生成过程中起重要作用[阴6ι盯，少气7

外损伤的生精细胞都需要通过凋亡来及时得以清除，

不论是经辜丸毒物处理的实验动物，还是辜丸损伤或

某些病理条件下的人类自身，都可以观察到凋亡生精

细胞的增多[8-11] 。 凋亡是一种不损伤周围组织的快

速清除过程。 自发的或毒物介导的辜丸组织生精细

胞发生凋亡的机制是当今许多研究的热点。最近研

究表明 Fas-FasL 系统可能参与了这一调控[ 12] 0 FasL 

(FasL/CD95L)是一分子量为3 1 kDa的 II 型膜蛋白， 隶

属于肿瘤坏死因子(TNF)家族。 对淋巴系统的研究

表明， FasL 通过与 Fas 的结合启动细胞凋亡。 Fas

(CD95/APO- 1)是一种 I型膜蛋白， 隶属于肿瘤坏死因

A B C 0 E 

31 kDa一→

Fig.3 The expression of FasL in the testes (WT and TG) after 

ethanol exposure by Western blot 
A: WT; B: marker; C: TG; 0: WT+ethanol; E: TG+ethanol. WT: wild 
type mice; TG: transgenic mjce 

子(TNF)/ 神经生长因子(NGF)家族， 广泛分布于体内

各个组织。 在咱齿类动物中 Sertoli 细胞持续表达

FasL，而 Fas 则分布于部分生精细胞上。由于人和

鼠 FasL 的同源性高达 76.7%，而且人 Fas/FasL 和鼠

Fas/FasL 交叉反应的效率一致[13] ， 因此，我们用广泛

表达人FasL的转基因小鼠来研究FasL在慢性乙醇介

导的辜丸组织生精细胞损伤中的作用。

Eid 等[12]报道了自性乙醇喂养小鼠 12 周后引起

生精细胞凋亡，而 Fas 系统可能参与了这一过程。目

前，尚未见报道 FasL 介导慢性乙醇摄入引起的辜丸

组织生精细胞损伤直接证据的较深入研究。本研究

结果显示:慢性乙醇干预即乙醇喂养 12 周后， FasL 

转基因鼠的某些区域， 组织形态学观察可以看到辜丸

组织空腔扩大并伴随有空泡样组织损伤改变。应用

RT-PCR 和 Western 印迹方法对各组小鼠辜丸组织

FasL表达进行检测，提示慢性乙醇处理后的转基因小

鼠辜丸组织FasL 表达在mRNA水平和蛋白质水平比

普通饮用水喂养小鼠明显升高，并且相比有统计学意

义(P<0 . 05 ) 。

这些结果提示乙醇对小鼠辜丸的损伤可能是由

FasL 过量表达后调控细胞凋亡引起的。 我们用过量

表达FasL的转基因小鼠直接证明了 FasL参与了慢性

乙醇介导的辜丸组织损伤这一过程，推测慢性乙醇摄

入后引起 FasL表达升高而启动 Fas/Fas 系统，从而可

能通过调控诱导生精细胞凋亡最终导致皇丸组织生

精细胞损伤。另外，我们还发现乙醇喂养 12 周的转

基因小鼠辜丸组织曲细精管很多地方可以看到退行

性上皮空泡样，说明FasL的表达变化可能与皇丸组织

对乙醇的敏感性密切相关， 提示FasL的表达有可能可

作为评估乙醇对组织损伤能力的一个重要指标。
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Relation of the Chronic Damage of Testicular Germ Cells and Its Fas 

Ligand Expression Induced by Ethanol 

Jin-Fu Zhang, Ya-Ping Gui, Jia-Hua Hu1* 
(Department of Urology, Tongji Hospital ofTongji Universi凯 Shanghai2α页。'65， China; lInstitute of Biochemistry and Cell Biology, 

Shanghai Institutes for Biological Sciences, Chinese Academy of Sciences, Shanghai 20ω131， China) 

Abstract To explore the mechanisms of chronic damage of testicul缸 germ cells induced by chronic 

e也anol on the transgenic mice ubiquitously expressing human FasL, bo也 wild type (WT) mice and transgenic (TG) 

mice were fed with ethanol (20% VIV) for 12 weeks. The histological changes of testicular germ cells were 

assessed by HE dying, and the Fas ligand (FasL) expression was detected using RT-PCR and Western blot. The 

result showed 也at there was a degenerative change in epi由elial component of the tubules in TG mice whereas a 

normal shape in 也at of WT mice after a chronic ethanol feeding for bo白， and the FasL was up-regulated in the testis 

of ethanol-treated TG and WT mice comp缸ed with corresponding vehicle也'eated control mice (P<0.05) after a 12-

week treatment. These evidences suggest 也at 也e up-regulation of FasL may be involved in the chronic damage of 

testicular germ cells induced by chronic ethanol, and FaslFasL could act as a regulator for the apoptosis of testicular 

germ cells. 

Keywords Fas ligand; ethanol; apoptosis; testes; transgenic mouse 
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