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摘 要 为研究促甲状腺激素释放激素（)*+,-),-.*/01,23245/06 *-,7-02，89:）及其受体（89: ,2;2.)-,，89:19）在

大鼠睾丸组织中的表达规律和在生殖发育调节中的作用，依据大鼠下丘脑中的前 89: 原（.,2.,-89:，..89:）和

垂体中的 89:19 ;<=> 设计引物，采用 981?@9 法从大鼠睾丸组织中获得了 ..89: 和 89:19 的 ;<=> 克隆，测序

后构建表达载体，在大肠杆菌中表达了可溶性的 ..89: 和 89:19 融合蛋白。利用实时动态定量 981?@9（,243 )/72
AB40)/)4)/C2 981?@9）法观察了 ..89: 和 89:19 在不同发育阶段大鼠睾丸中的表达变化，发现在睾丸间质细胞发

育的初期阶段（第 D 天），没有 ..89: 和 89:19 的表达，但从第 "E 天起能观察到 ..89: 和 89:19 的表达，并且

表达量在 !& 天、(E 天、$& 天和 #& 天逐渐增加。这些结果表明：大鼠睾丸组织能特异性表达 ..89: 和 89:19，并

且表达量与发育过程相关。..89: 和 89:19 体外表达产物的获得为后续研究其功能奠定了基础。
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89: 最初是从羊和猪的下丘脑中提取并分离

纯化 的 ( 肽（LB,6B5 ,# $’ G，"#’&；M*433+ ,# $’ G，
"#$#）。89: 与垂体前叶促甲状腺激素细胞表面特

异性受体结合，刺激促甲状腺激素（8M:）的合成

和分泌。应用放射免疫分析，发现具有免疫活性的

89: 不仅存在于下丘脑以外的中枢神经系统中，

而且广泛分布于外周组织，包括胃肠道、胰腺、肾

上腺、胎盘和男性生殖系统（NB52 ,# $’ G，"##&）。

而且也发现下丘脑的促肾上腺皮质激素释放激素

（@9:）（O--0 ,# $’ G，"#DD）、促性腺激素释放激素

（P09:）（L*45/0 ,# $’ G，"#D(）、生长激素释放激素

（P:9:）（L2,,+ ,# $’ G，"##&）、前阿片促黑激素皮

质素（?QH@）（?/0)2, ,# $’ G，"#DF）等神经肽也存

在于睾丸组织中，并对精子的分化发育起到重要调

控作用。以后证实在中枢神经系统，89: 作为神

经递质或神经调质与神经细胞表面受体结合，这种

受体的 ;<=> 序列与垂体前叶 89:19 的 ;<=> 类似

（M4)-* ,# $’ G，"##(）。免疫组织化学证明 89: 定位

于大鼠睾丸间质细胞（N206 ,# $’ G，"##(），近期我

们应用原位杂交观察到小鼠睾丸间质细胞可特异地

表达 89:19 79=>（R*406 ,# $’ G，"##E；张远强等，

"##$），说明睾丸间质细胞可合成 89: 和 89:19。

鉴于免疫组织化学和原位杂交技术的局限性，我们

应用 981?@9 技术从大鼠睾丸组织中成功地获得了

..89: 和 89:19 的 ;<=> 克隆，得到了 ..89: 和

89:19 的体外表达产物，使前期发现在分子生物学

水平得到进 一 步 证 实。为 了 系 统 地 研 究 89: 和

89:19 在哺乳动物睾丸中的存在意义，本文利用实

时动态定量 981?@9 法观察了 ..89: 和 89:19 在

不同发育阶段大鼠睾丸中的表达变化。

# 材料和方法

#$# 实验动物

D 天、"E 天、!& 天、(E 天、$& 天和 #& 天雄性

M<（5.,46B2 S4T32+）大鼠，由本校动物实验中心提

供。所有动物均饲以标准食料，自由摄水，分笼饲

养。

表 # 引物序列及 %&’()% 产物大小



!"#$% & ’()*%( +%,-%./% ".0 +)1%+ 23 4!5’64 7(20-/8+

引物

!"#$%"

序列

&%’(%)*%

位置

!+,#-#+)

../01

/0120
外（3(-%"）

内（4))%"）

!5：67899:://88:8/8//8:98/8:98:/8//9 ;7

!<：678999:/88//:8/88/88:9:99//88//9/ ;7

!;：67:88:88/8/:9:/8///8::8:98 ;7

!=：67:99/://8/:9:99::9//8:/:/ ;7

!6：67899:://8:99::98:99/8:88::9 ;7

!>：678999:/888/8:9:9988::98:99/ ;7

?. == @ >6

?. A=A @ ABC（A<BD.）

?. A;= @ A6B

?. 5;<; @ 5;=>（65;D.）

?. ABC @ AAB

?. 5<=A @ 5<>6（;E>D.）

&9: 大鼠睾丸组织总 4;< 的制备

取成年（EC 天）大鼠，断头法处死后迅速取

出睾丸组织，去被膜，称重，剪碎，异硫氰酸胍一

步 法 提 取 睾 丸 组 织 总 0F:（ /"#!("% 4,+GH-#+)
0%HI%)-，!"+$%IH 公司产品）。用紫外分光光度计测

定 0F: 的纯度及含量。

&9= ’64 引物的设计

../01 和 /0120 的引物序列根据已发表的大

鼠下丘脑 ../01、91; 垂体肿瘤细胞 /0120 *JF:
的序列（KH)L%G !" #$ M，5EAB；NOH+ !" #$ M，5EE<）设

计而成，引物序列如附表所示。!5 和 !6 的 67端均

加有 %&’(!酶 切 位 点，!< 和 !> 的 67端 均 加 有

)#*+!酶切位点。

&9> 4!5’64
取 5C"I 成 年 大 鼠 睾 丸 组 织 总 0F:，="G <6

$$+GP Q KI8G<，<"G 5C R 逆 转 录 缓 冲 液，<"G 5C
$$+G P Q LF/!，CS6"G 0F: 酶抑制剂，56 T :KU 逆

转录酶，CS6"I +G#I+（L/）56引物，加 JV!8 处理的

1<3至总反应体积 <C"G，=<W温浴 >C $#)，合成

*JF: 第 5 链。EEW 6 $#) 终止反应，C @ 6W 6 $#)
复性。用上述 ; 对引物分别对 ../01 和 /0120 进

行 !80。../01：!5 和 !<，E=W ;C ,，6;W EC ,，
B<W EC , ;C 个循环。/0120：用 < 对寡核苷酸引物

进行“巢式”!80。先用外引物 !; 和 != 对反转录

后的 *JF: 进 行 扩 增，E=W 5 $#)，6<W < $#)，

B<W < $#) ;C 个循环。经 5S6X琼脂糖凝胶电泳获

得 6CC D. 的片段，胶中片段回收后再用内引物 !6
和 !> 扩增，E=W ;C ,，=AW 5 $#)，B<W 5 $#) ;C
个循环。用不含 *JF: 模板的 !80 反应体系作为阴

性对照，以排除反应操作中 JF: 污染。取 !80 产

物各 5C"G，5S6X 琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染

色。从而获得大鼠 ../01 和 /0120 的特异性 *JF:
片段。为进一步确定 ../01 和 /0120 $0F: 扩增

的特异性，将 !80 产物克隆入 !T85E 载体，酶切

鉴定后，用 ;5C 型全自动 JF: 测序仪（!V 公司产

品）进行正、反两向序列测定。

&9? 表达载体的构建

用 %&’(!和 ,#$!双酶切 !T82../01 和 !T82
/0120 质粒，回收并纯化含 ../01 和 /0120 的基

因片段。将 ../01 片段定向插入 !9VY2=/2< 载体

9&/ 基因下游的多克隆位点 %&’(!和 ,#$!处，得

到重组质粒 !9VY2../01。同法将 /0120 片段定向

插入 !9VY2=/25 载体 9&/ 基因下游的多克隆位点

%&’(!和 ,#$!处，得到重组质粒 !9VY2/0120。

用重组质粒转化 % - &’$. J16#钙化菌，筛选阳性克

隆，扩增、提取质粒 JF:。用酶切法鉴定重组质

粒。

&9@ 可溶性 77!4A 和 !4A54 的体外表达

接种单菌落于 < $G 含氨苄青霉素的 Q? 培养

基，;BW培养过夜。按 5 Z 5CC 转接于含 5SCX葡萄

糖和氨苄青霉素的 Q? 培养基，;BW <6C " P $#) 培养

约 ; O"，至菌液 3J [ CS< @ CS;。取出菌液待降至室

温后，加入 4!/9 至终浓度 CS= $$+G，<>W继续培

养 5 O"，离心收菌。用 &/V 液悬浮菌体，加入溶菌

酶至终浓度为 CS5 $I P $G，加入 !K&\ 至终浓度为 5
$$+G P Q，冰 浴 56 $#)。加 入 J// 至 终 浓 度 为 6
$$+G P Q，加入 5CX 的 &H)]+,^G 至终浓度为 5S6X，

待菌液变为粘稠后超声破菌，=W56 CCC " P $#) 离心

<C $#) 分离上清和沉淀，采用 &J&2!:9V 进行可溶

性表达产物的鉴定。

&9B 实时动态定量 4!5’64
实时动态定量 0/2!80 采用 6BCC 型定量 !80

仪（!V 公司产品）对各种 $0F: 起始拷贝进行分

析。其原理和方法以前有过描述（T",(GH !" #$ M，
5EE>），现作简要介绍。在实时动态定量 !80 中，

靶基因扩增信息在 !80 扩增过程中被实时动态检

测，全过程掌握 !80 对数扩增期、线性扩增期与

平台期扩增之信息。&_?0 9"%%) !染料能与双链
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!"#特异结合，而不影响 $%& 的扩增效果。利用

这一特性，可以非常简便 地 在 ’()) 上 动 态 监 测

$%& 双链 !"# 产物的增加，随着 $%& 过程中双链

$%&产 物 的 指 数 式 增 加，这 种 染 料 的 荧 光 强 度

（&*）也成比例地增强。实时动态定量 $%& 采用参

数 !"（+,-./,012 3431.）反映靶基因的起始量。%+ 即

当定量 $%& 系统监测到的荧光信号开始呈线性增

长时 $%& 反应达到的循环数。!" 和靶基因的起始

量之间呈线性关系，靶基因的起始量越高，荧光信

号开始呈线性增长所需的循环数越少，即 !" 值越

小。因此，在通过对已知样品的 $%& 反应建立标

准曲线后，就能根据待测样品的 !" 值反映靶基因

的相对或绝对拷贝数。

本实 验 以 ’ 个 5) 倍 梯 度 稀 释 的 重 组 质 粒

$6789::;&< 和 $6789;&<9& 分 别 作 为 ::;&< 和

;&<9& 标准反应的样品。分别取 = 天、5’ 天、>)
天、?’ 天、@) 天和 A) 天大鼠，每组 ? 只。按前述

方法提取睾丸组织总 &"# 并反转录为 3!"#，各取

>!1 3!"# 产物作为待测样品。所有的标准样品和

待测样品均一式两份，以 $5 和 $>、$? 和 $B 为引

物，分别对 ::;&< 和 ;&<9& 进行扩增，扩增反应

用 CDE& 6-..F 定量 $%& 试剂盒和 ’()) 型定量 $%&
仪完成。将不含 3!"# 模板的 $%& 反应体系设为阴

性对照。为了检测各 &"# 样品完整性和反转录效

率之间的差别，将待测样品中的看家基因"9肌动蛋

白设为内参照。

!"# 数据分析

每组数据用平均值 G 标准误（# G $%）表示，用

#"HI# 检验各期间的差异（& J )K)’）。

$ 结 果

$"! 大鼠睾丸组织 %%&’( 和 &’()’ *+,- 的获

得

对所设计的特定引物进行 &;9$%& 扩增后，产

物均显示为一条特异性的扩增带（图 5），分别获

得编码大鼠睾丸组织 ::;&< =>( L: 片段和编码大

鼠睾丸组织 ;&<9& ?A@ L: 片段，与设计方案一致。

测序结果表明，从大鼠睾丸组织中获得的 ::;&<
和 ;&<9& 3!"# 序列分别与大鼠下丘脑中的 ::;&<
3!"# 序列和 6<? 垂体肿瘤细胞中的 ;&<9& 3!"#
序列完全一致。

图 ! 电泳鉴定 ./’ 产物

0123! &45 565*789%498571* :;:6<=1= >98 ./’ %89?@*7=
5 M $%& NOP.- > M ::;&< $%& 产物：=>(L:（::;&< $%& :-02Q3+：

=>(L:） ?M ;&<9& $%& 产 物：?A@L:（;&<9& $%& :-02Q3+：

?A@L:） B M 不含模板的 $%& 反应混合物（$%& RST+Q-. US+,0Q+

+.R:1O+. 3!"#）

$"$ 重组表达载体的构建及鉴定

$6789::;&< 表达载体的构建流程见图 >，同法

构建表达载体 $6789;&<9&。用限制性内切酶消化

重组质粒，表明 ::;&< 和 ;&<9& 基因的单一拷贝，

已正确插入载体中的多克隆位点（图 ?）。

图 $ 重组表达载体 .ABC)%%&’( 的构建流程

0123$ /9;=78@*719; =*45D5 9> 745 5E%85==19; F5*798
.ABC)%%&’(

$"G 可溶性 %%&’( 和 &’()’ 蛋白的鉴定

对 V$;6 诱导和未诱导的菌体进行裂解，经

C!C9$#67 后，$6789::;&< 的上清在 N- 为 @) )))
处多出一条明显的新生蛋白带，与预计的 ::;&<9
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图 ! 酶切图谱鉴定重组体

"#$%! &’( ()(*+,-.’-,(+#* /0/)12#2 3-, ,(*-02+,4*+#-0
! " #$% &’()* + " #,-./001%2 3 !"#$!， %&’!双酶切，产生

4567 (8 和 9+7 80 片段（#,-./001%2 3 !"#$!，%&’!4567 (8 ’:;

9+7 80 <*’=>):?@） A " #,-./1%2/% 3 !"#$!，%&’!双酶切，产生

4567 (8 和 A6B 80 片段（#,-./1%2/% 3 !"#$!，%&’!4567 (8 ’:;

A6B 80 <*’=>):?@） 4 " 未经酶切的重组质粒（%)CD>8E:’:? 0F’@>E;

GE?HDI? ):JK>) ;E=)@?ED:）

,L1 融 合 蛋 白 的 大 小 &* 为 BM MMM 相 符；#,-./
1%2/% 的上清在 &* 为 4M MMM 处多出一条明显的新

生蛋白带，与预计的 1%2/%/,L1 融合蛋白的大小

&* 为 4M MMM 相符（图 4）。

图 5 ..&67和 &6786可溶性表达产物的 9:98;<=>
"#$%5 9:98;<=> -3 2-)4?)( (@.,(22#-0 .,-A4*+2

-3 ..&67 /0A &6786 $(0(
! " 未经诱导的 #,-./001%2（N:E:;IC); #,-./001%2）

+ " 未经诱导的 #,-./1%2/%（N:E:;IC); #,-./1%2/%）

A " O#1, 诱导的 001%2/,L1（O#1, E:;IC); 001%2/,L1）

4 " 蛋白 &’()*（#*D?)E: &’()*） P" O#1,诱导的 1%2/%/,L1（O#1,

E:;IC); 1%2/%/,L1） B" O#1,诱导的 ,L1（O#1, E:;IC); ,L1）

BC5 大鼠睾丸发育过程中 ..&67 和 &6786 D68
E< 表达变化

用 P 个 !M 倍梯度稀释的重组质粒 #,-./001%2

样品建立 001%2 扩增的标准反应，实时动态 #$%
过程中扩增产物荧光信号强度的变化与循环数之间

的关系见图 P：Q，将各反应的 () 值与相对拷贝数

的对数作线性回归分析，得到线性回归方程为 * R
AM59!P S +5+77+（ , R S M5669PA，- T M5MM!）（图 P：

U）。在各年龄组中，内参照"/肌动蛋白的表达基

本一致（图 B）。由 P7MM 型 #$% 仪检测到各发育时

期 001%2 的 () 值，再结合标准曲线，推算出各期

的相对表达量如图 7 所示。同法，1%2/% >%VQ 在

各时期的相对表达量见图 9。可以看出，在最早期

（9 天），没有 001%2 和 1%2/% 的表达信号，而从

!P 天起可观察到 001%2 和 1%2/% 的表达，且表达

量随 +M 天、AP 天、BM 天和 6M 天逐渐升高。方差

分析结果显示，从 AP 天开始，001%2 和 1%2/% 的

表达量有显著性提高（- T M5M!），而 AP 天以后的

各期表达量无显著性差异（- W M5MP）。

! 讨 论

哺乳类动物生殖细胞的发育及其调控一直是发

育生殖学的前沿课题，近年的研究表明，雄性生殖

细胞发育除受到下丘脑 S 垂体 S 性腺轴的神经内分

泌调控外，还受到睾丸局部组织细胞之间的相互调

节（L(E::)*，!66!）。近年来，人们发现睾丸含有多

种神 经 肽， 包 括 促 肾 上 腺 皮 质 激 素 释 放 激 素

（$%2）、促性腺激素释放激素（,:%2）、生长激素

释放 激 素 （,2%2）、 前 阿 片 促 黑 激 素 皮 质 素

（#X&$）、生长抑素（LL）、促胃泌素释放肽、心房

利钠尿多肽和胆囊收缩素等，但这些神经肽在睾丸

中的生理作用至今仍不清楚。

本实验应用 %1/#$% 技术从大鼠睾丸组织中分

别获得了 001%2 和 1%2/% 的 CYVQ 片段，并经克

隆和序列分析证明与下丘脑中的 001%2 和垂体中

的 1%2/% 具有相同的序列，进一步在分子生物学

水平上验证了免疫组织化学及原位杂交的发现，并

为 001%2 和 1%2/% >%VQ 在大鼠睾丸组织中的表

达提供了新证据，说明睾丸组织中的 1%2 来源于

与下丘脑中的 001%2 类似的前导物。这一结果结

合我们前期的研究工作充分证实大鼠睾丸组织具有

合成 1%2 和 1%2/% 的功能，其合成细胞为间质细

胞，但仍不排除支持细胞和各级生精细胞表达 1%2
和 1%2/% 的可能性。后续的研究工作将通过对纯

化 的 间 质 细 胞、 支 持 细 胞 和 各 级 生

精 细 胞 的%1/#$%的 检 测 进 一 步 证 实 。本 实 验 的
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图 ! ""#$% 实时动态 $#&’($ 的标准曲线

)*+,! ""#$% -./01/21 34256 78 26/9 .*:6 $#&’($
!" # 个梯度稀释样品（$%&，$%’，$%(，$% 和 $）的标准扩增曲线［!)*+,-,./0,12 *+103 -14 45/.0,123 6,07 075 -,85 354,/++9 :,+;05: 3/)*+53

（$%&，$%’，$%(，$% /2: $）1- 075 **<=> 30/2:/4: .;485］

?" !" 与靶基因相对拷贝数对数的线性关系（! +,25/4 45+/0,1237,* @506552 075 !" /2: 075 +1A 0/4A50 45+/0,85 .1*,53）

图 ; !&肌动蛋白表达在各标本基本一致，以为参照

)*+,; !&/3.*0 :$<= 6>"26--*?0 @/- 4-61 .? 60-426 6A4/9 ./B*0+ ?C $<= -/:"96

图 D 不同发育时期 ""#$% :$<= 的表达

)*+,D ""#$% :$<= 6>"26--*?0 *0 1*CC6260. 16569?":60./9 -./+6-

发现说明睾丸生殖细胞的发育存在相当复杂的局部

调节机制。这种局部调节，可能通过细胞间的直接

作用，或通过自分泌或旁分泌激素和细胞因子的方

式来实现。目前有多种方法来测定基因表达的变

化，这些包括 B1407542 印迹、=B! 酶保护分析、原

位杂交和 =<CDE=。由于 =<CDE= 具有高度敏感性，

%%( 动 物 学 报 &F 卷



图 ! 不同发育时期 "#$%# &#’( 的表达

)*+,! "#$%# &#’( -./0-11*23 *3 4*55-0-36 4-7-82/&-3698 169+-1

在目标信号低时，#"%:;# 逐渐代替其它方法检测

&#’( 的表达。同时，由于本实验应用的实时动态

#"%:;# 全程监测扩增信息，结果准确，重现性极

好，设立了标准反应体系和内参照，是一种完全满

足 !"#$ 起始拷贝定量之需求的新方法，为研究

%%&"’ 和 &"’(" !"#$ 在大鼠睾丸发育过程中的表

达规律提供了有力证据。大鼠睾丸间质细胞的发育

在出生后可分为 ) 个时期：在出生后 *+ 天之前为

先祖 样 间 充 质 细 胞（!,-.,-/01!23(345, %678,-4976.，
:;<），从 *+ 天至 )= 天为未成熟间质细胞（ 4!!2(
9>6, 3,1?48 /,33.，@;<），从 )A 天至 BC 天为成熟间质

细胞（2?>39 3,1?48 /,33.，$;<）（D, !" #$ E，+BBF）。

本实验分别选取 :;< 早期（G 天）、:;< 中期（+=
天）、:;< 晚期（*C 天）、 @;<（)= 天）、$;< 中期

（AC 天）和 $;< 晚期（BC 天）的

大鼠，观察 %%&"’ 和 &"’(" 的表达变化。结果表

明，从 += 天起可观察到 %%&"’ 和 &"’(" 的 !"#$
信号，随着睾丸的发育信号强度逐渐增加，且从

)= 天起有显著性提高（% H CIC+）。这些变化证明，

在生殖腺成熟过程中，%%&"’ 和 &"’(" 基因的转

录水平有所提高。

大鼠睾丸间质细胞表达 &"’ 和 &"’(" 的意义

现仍不清楚，猜测睾丸中的 &"’ 可能通过自分泌

或旁分泌途径与胞膜表面特异性受体蛋白发挥作

用，其作用可能涉及到睾酮的产生和分泌调节。由

于本实验获得了 %%&"’ 和 &"’(" 的可溶性体外表

达产物，因此为今后观察 &"’ 和 &"’(" 在体外培

养的睾丸间质细胞中的表达意义，以及研究 &"’
与睾酮分泌的相互关系，奠定了基础。
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