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摘　要：本研究旨在阐明ＦＳＨ调节睾丸支持细胞ＧＤＮＦ表达的信号机制。以体外培养的仔猪睾丸支持细胞为试

验材料，通过加入不同信号通路因子，采用ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等方法研究了ＦＳＨ对支持细胞ＧＤＮＦ表达的

调节。结果：（１）ＦＳＨ（５０ｎｇ·ｍＬ
－１）处理支持细胞，可迅速激活 ＭＥＫ激酶，随着ＦＳＨ刺激时间的延长，ＥＲＫ１／２

活性逐渐升高（０～３０ｍｉｎ）；（２）ｄｂｃＡＭＰ（１００μｍｏｌ·Ｌ
－１）同样能迅速激活 ＭＥＫ激酶，诱导ＧＤＮＦ蛋白、ｍＲＮＡ的

表达；ＥＲＫ１／２活性随ｄｂｃＡＭＰ刺激时间的延长逐渐升高（０～３０ｍｉｎ）；（３）加入 ＭＥＫ１／２的抑制剂 Ｕ０１２６和ＰＫＡ

的抑制剂 Ｈ８９，则显著抑制了ＦＳＨ对ＧＤＮＦ的激活作用，ＧＤＮＦ蛋白、ｍＲＮＡ和活性明显下降；（４）加入ＰＫＡ的

抑制剂 Ｈ８９（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１），则明显抑制了ＦＳＨ 诱导的ＥＲＫ１／２磷酸化的激活作用。结果表明，ＦＳＨ 可通过

ｃＡＭＰＰＫＡ激活ＥＲＫ级联调节支持细胞ＧＤＮＦ的表达。
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ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＳｅｒｔｏｌｉｃｅｌｌｓ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆａｃｔｏｒｓ（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒ）ｏｆｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｗａｓａｄｄｅｄｔｏ

Ｓｅｒｔｏｌｉｃｅｌｌｓ犻狀狏犻狋狉狅ｃｕｔｕｒｅｄ，ＲＴＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＦＳＨｏｎ

ＧＤＮＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ：（１）ＦＳＨ（５０ｎｇ·ｍＬ
－１）ｃｏｕｌｄａｃｔｉｖｅＥＲＫ１／２ｐｒｏｍｉ

ｎｅｎｔｌｙａｌｏｎｇｗｉｔｈａｍａｘｉｍｕｍｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎａｔ２ｈ，ｔｈｅＥＲＫ１／２ｒｅａｃｈｅｄａｐｅａｋａｃｔｉｖｉｔｙａｔ３０ｍｉｎ．

（２）ｄｂｃＡＭＰ（１００μｍｏｌ·Ｌ
－１）ｃｏｕｌｄｎｏｔｏｎｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＥＲＫ１／２ｂｕｔａｌｓｏｅｎｈａｎｃｅｔｈｅ

ｌｅｖｅｌｏｆＧＤＮＦｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｗｉｔｈａｍａｘｉｍｕｍｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎａｔ２ｈ．（３）ＷｈｉｌｅａｄｄｉｎｇＵ０１２６

（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１，ＭＥＫ１／２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）ｏｒＨ８９（１０μｍｏｌ·Ｌ

－１，ＰＫＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）ｔｏｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ，

ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＧＤＮＦｐｒｏｔｅｉｎ，ｍＲＮＡａｎｄａｃｔｉｖｉｔｙｄｅｃｒｅａｓｅｄａｐ

ｐａｒｅｎｔｌｙａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＦＳＨａｌｏｎｅ．（４）ＴｈｅＦＳＨａｃｔｉｖａｔｅｄ

ＥＲＫ１／２ｉｎｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｄＳＣｗａｓｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔ，ｗｉｔｈａｐｅａｋａｃｔｉｖｉｔｙａｔ２０ｍｉｎ．Ｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆ

ＥＲＫ１／２ｂｙＦＳＨｗａｓｂｌｏｃｋｅｄｂｙＰＫＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒＨ８９．ＴｈｅｓｅｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈａｔＦＳＨｃａｎａｃｔｉ

ｖａｔｅＥＲＫ１／２ｖｉａｃＡＭＰＰＫＡ，ｗｈｉｃｈｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＤＮＦｉｎＳｅｒｔｏｌｉｃｅｌｌ．
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ＦＳＨ；Ｓｅｒｔｏｌｉｃｅｌｌ；ＧＤＮＦ；ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ

　　胶质细胞源性神经营养因子（Ｇｌｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅｄｅ

ｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＧＤＮＦ）是支持细胞（Ｓｅｒ

ｔｏｌｉｃｅｌｌ，ＳＣ）在ＦＳＨ调控下合成分泌的调节雄性动

物支持细胞增殖和精原干细胞（Ｓｐｅｒｍａｔｏｇｏｎｉｌｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｓ，ＳＳＣ）增殖／分化的关键因子
［１３］。大鼠的支持

细胞和分化的生殖细胞都表达犌犇犖犉ｍＲＮＡ 和蛋

白质，表明在这些细胞类型中ＧＤＮＦ以旁分泌或自

分泌方式调节ＳＳＣ的增殖和分化
［４］。当支持细胞

异常地超表达ＧＤＮＦ时，会引起生殖干细胞的积聚

和异常扩充［５］。我们的前期研究发现，外源性添加

ＦＳＨ可以浓度时间依赖性促进体外培养的ＳＣ的

ＧＤＮＦ蛋白表达
［６７］，但ＦＳＨ调节ＧＤＮＦ表达的分

子机制仍不清楚。本研究通过添加信号传导路径中

的抑制剂或促进剂，采用半定量ＰＣＲ和免疫印迹对

ＦＳＨ调控 ＧＤＮＦ表达的信号通路机制进行了研

究。

１　材料与方法

１．１　实验材料

睾丸采自重庆本地４周龄仔猪。

１．２　主要试剂

ＧＤＮＦ抗体、ＥＲＫ１／２抗体、ｐＥＲＫ（Ｅ４）购自

ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；ＤＭＥＭ／Ｆ１２购于 Ｈｙ

ｃｌｏｎｅ公司；ｄｂｃＡＭＰ、Ｕ０１２６、ＦＳＨ为Ｓｉｇｍａ公司产

品。犌犇犖犉 引物参照人的犌犇犖犉 基因（ＧｅｎＢａｎｋ

收录号：Ｌ１９０６３），用引物设计软件ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ

５．０自行设计（上游引物：５′ＡＡＡＣＡＧＡＣＧＧＣＴＧ

ＧＴＡＡＧ３′；下游引物：５′ＣＴＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＧＣＡＡ

ＡＣ３′），犌犇犖犉及β犪犮狋犻狀引物均由上海生物工程公

司合成，利用这些引物扩增产物经测序后确定为目

的基因的产物。

１．３　试验方法

１．３．１　ＳＣ的培养及处理　　ＳＣ的分离和纯度鉴

定按 Ｗａｎｇ等的方法进行
［８］。接种密度为：蛋白印

迹试验为２×１０６ 个·孔－１；ＲＴＰＣＲ试验为３×

１０６～４×１０
６ 个·孔－１。细胞培养条件为３７℃、

９５％空气和５％ ＣＯ２。培养过夜，按试验要求处理

细胞。试验使用的培养液均为无血清培养液。

１．３．１．１　ＦＳＨ 对 ＥＲＫ１／２活性的影响：试验中

ＦＳＨ的剂量以实验室前期的试验结果
［９］为基础，在

本试验中使用剂量为５０ｎｇ·ｍＬ
－１，分别于０ｍｉｎ、

１５ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、１ｈ、２ｈ收集培养液，每个处理设３

个重复，提取蛋白，进行免疫印迹。蛋白提取和免疫

印迹按 Ｗａｎｇ等的方法进行
［８］。

１．３．１．２　ｄｂｃＡＭＰ对犌犇犖犉ｍＲＮＡ、ＧＤＮＦ蛋白

和ＥＲＫ１／２活性的影响：试验中ｄｂｃＡＭＰ的浓度按

照说明书所设定的范围进行预试验，最终的使用浓度

为５０μｍｏｌ·Ｌ
－１，试验中用ｄｂｃＡＭＰ（５０μｍｏｌ·Ｌ

－１）

刺激培养至贴壁的支持细胞，分别于０ｍｉｎ、１５ｍｉｎ、

３０ｍｉｎ、１ｈ、２ｈ收集细胞，每个处理设３个重复，提

取蛋白和ＲＮＡ，进行免疫印迹和ＲＴＰＣＲ。ｐＥＲＫ

的检测方法与ＧＤＮＦ蛋白相似，仅将相应的抗体稀

释比例调整为１∶３５０。

１．３．１．３　Ｕ０１２６和 Ｈ８９对ＦＳＨ诱导的ＧＤＮＦ蛋

白表达的影响：试验中 Ｕ０１２６和 Ｈ８９的浓度按照

说明书所设定的范围进行预试验，最终的使用浓度

为１０μｍｏｌ·Ｌ
－１。支持细胞培养４８ｈ后，加入

Ｕ０１２６（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）或 Ｈ８９（１０μｍｏｌ·Ｌ

－１），对

照用等体积的ＤＭＳＯ取代，孵育细胞１ｈ。然后加

入ＦＳＨ（５０ｎｇ·ｍＬ
－１），刺激２ｈ后收集细胞，提取

蛋白，进行免疫印迹和ＲＴＰＣＲ检测。

１．３．２　半定量ＲＴＰＣＲ反应　　逆转录反应体系：

２μｇＲＮＡ模板，１μｇｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８，５μＬ反转录缓冲

液，２μＬｄＮＴＰ（Ａ、Ｇ、Ｃ、Ｔ浓度均为１０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１），

３０Ｕ禽源反转录酶（ＡＭＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ）

（购自Ｐｒｏｍｅｇａ），终体积２５μＬ。３７℃水浴６０ｍｉｎ，

７０℃１０ｍｉｎ终止反应。

ＰＣＲ 反应体系 ５０μＬ：反转录产物 ２μＬ、

犜犪狇ＤＮＡ聚合酶１．５Ｕ，上下游引物各２０ｐｍｏｌ。

ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，

５５℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环３５次；７２℃

延伸１０ｍｉｎ。１．５％琼脂糖水平电泳４５ｍｉｎ。凝胶

自动成像及分析系统摄像并测定各条带的灰度。以

β犪犮狋犻狀作为内标，犌犇犖犉ｍＲＮＡ的表达按下式进

行计算：基因表达值＝犌犇犖犉 ｍＲＮＡ／β犪犮狋犻狀 ｍＲ

ＮＡ×１００％。

１．３．３　统计学分析　　用 ＳＰＳＳ１６．０Ｏｎｅｗａｙ

ＡＮＯＶＡ和Ｔｕｋｅｙ’ｓｐｏｓｔｈｏｃｔｅｓｔ进行统计分析，

所有百分数在进行分析前先进行反正弦转化，犘＜

０．０５确定为差异显著。

２５３１



　１０期 孙　燕等：ＦＳＨ调节仔猪睾丸支持细胞ＧＤＮＦ表达的信号机制

２　结　果

２．１　犉犛犎对犈犚犓１／２活性的影响

从图１可以发现，ＦＳＨ能迅速引起ＥＲＫ１／２的

磷酸化，而且这种诱导作用具有时间依赖性：ＦＳＨ

作用１５ｍｉｎ，可检测到磷酸化的ＥＲＫ１／２；ＦＳＨ作

用３０ｍｉｎ，其磷酸化水平达到最高，随后逐渐降低。

．犘＜０．０５；．犘＜０．０１。下同
．犘＜０．０５；．犘＜０．０１．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ
图１　犉犛犎对犈犚犓１／２活性的影响

犉犻犵．１　犈犳犳犲犮狋狅犳犉犛犎狅狀犈犚犓１／２犪犮狋犻狏犻狋狔

２．２　犱犫犮犃犕犘对犌犇犖犉犿犚犖犃和蛋白的影响

图２显示，加入ｄｂｃＡＭＰ（５０μｍｏｌ·Ｌ
－１）刺激

ＳＣ１５ｍｉｎ，犌犇犖犉ｍＲＮＡ的表达与０ｍｉｎ时相比，

显著升高（犘＜０．０５），刺激时间到３０ｍｉｎ时，极显

著升高（犘＜０．０１），并且随时间的进一步延长（６０、

１２０ｍｉｎ），犌犇犖犉ｍＲＮＡ的表达也进一步增加。

ＧＤＮＦ蛋白的表达随着ｄｂｃＡＭＰ刺激时间的

延长而逐渐增加（图３）：到１５ｍｉｎ时检测到ＧＤＮＦ

蛋白，刺激１５和３０ｍｉｎ，表达显著升高（犘＜０．０５），

刺激时间延长到６０ｍｉｎ，ＧＤＮＦ蛋白的表达量进一

步极显著增加（犘＜０．０１），到１２０ｍｉｎ达到最高。

２．３　犱犫犮犃犕犘对犈犚犓１／２活性蛋白的影响

加入ｄｂｃＡＭＰ（５０μｍｏｌ·Ｌ
－１）后，迅速检测到

ＥＲＫ１／２的磷酸化（图４），而且这种诱导作用具有时

间依赖性：ｄｂｃＡＭＰ作用１５ｍｉｎ，可检测到磷酸化的

ＥＲＫ１／２；ｄｂｃＡＭＰ作用３０ｍｉｎ，其磷酸化水平达到最

高，随后逐渐降低，但是直到１２０ｍｉｎ，ＥＲＫ１／２的磷

酸化水平仍显著高于０ｍｉｎ时刻的水平（犘＜０．０５）。

图２　犱犫犮犃犕犘对犌犇犖犉犿犚犖犃的影响

犉犻犵．２　犈犳犳犲犮狋狅犳犱犫犮犃犕犘狅狀犌犇犖犉犿犚犖犃

不同小写字母表示差异显著（犘＜０．０５）

Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｓｓｈｏｗｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

ａｔ犘＜０．０５ｌｅｖｅｌ
图３　犱犫犮犃犕犘对犌犇犖犉蛋白表达的影响

犉犻犵．３　犈犳犳犲犮狋狅犳犱犫犮犃犕犘狅狀犌犇犖犉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

２．４　犝０１２６和犎８９对犉犛犎诱导的犌犇犖犉蛋白表达

的影响

　　Ｈ８９（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）或Ｕ０１２６（１０μｍｏｌ·Ｌ

－１）

均可极显著地抑制ＦＳＨ诱导的ＧＤＮＦ蛋白的表达

（犘＜０．０１，图５），但二者的抑制效果并不完全相同。

结果提示，不仅ｃＡＭＰＰＫＡ路径参与了ＦＳＨ诱导

支持细胞ＧＤＮＦ的表达，ＥＲＫ级联通路也参与了

其中。但是还不能明确ＥＲＫ级联影响的ＧＤＮＦ表

达是否受到ｃＡＭＰＰＫＡ的上级调控。

３５３１



畜　牧　兽　医　学　报 ４２卷　

图４　犱犫犮犃犕犘对犈犚犓１／２活性的影响

犉犻犵．４　犈犳犳犲犮狋狅犳犱犫犮犃犕犘狅狀犈犚犓１／２犪犮狋犻狏犻狋狔

图５　犝０１２６和犎８９对犉犛犎诱导的犌犇犖犉蛋白表达的影

响

犉犻犵．５　犈犳犳犲犮狋狅犳犝０１２６犪狀犱犎８９狅狀犌犇犖犉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

２．５　犎８９对犉犛犎诱导的犈犚犓１／２活性的影响

为了研究ｃＡＭＰＰＫＡ是否激活ＥＲＫ１／２，我们

用１０μｍｏｌ·Ｌ
－１Ｈ８９（ＰＫＡ的特异性抑制剂）处理

２０ｍｉｎ，然后再用ＦＳＨ（５０ｎｇ·ｍＬ
－１）处理细胞，分

别于０、３０ｍｉｎ裂解细胞测定ＥＲＫ１／２活性变化，对

照组一直用ＦＳＨ（５０ｎｇ·ｍＬ
－１）处理细胞。结果显

示：Ｈ８９显著抑制了ＦＳＨ 诱导的ＥＲＫ１／２磷酸化

的激活作用（犘＜０．０５）（图６），表明ＦＳＨ 对ＳＣ中

ＥＲＫ１／２的激活是通过ＰＫＡ来实现的。

图６　犎８９对犉犛犎诱导的犈犚犓１／２活性的影响

犉犻犵．６　犈犳犳犲犮狋狅犳犎８９狅狀狋犺犲犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犈犚犓１／２

３　讨　论

３．１　犉犛犎刺激支持细胞犌犇犖犉蛋白表达的犮犃犕犘

犘犓犃途径

　　ｃＡＭＰＰＫＡ途径是第一条被证实的ＦＳＨ促进

ＳＣ增殖的信号通路
［９］。本试验结果（图２和图３）

表明，用 ＦＳＨ 或 ｄｂｃＡＭＰ刺激 ＳＣ，可迅速促进

ＧＤＮＦｍＲＮＡ和蛋白的表达，并且这种刺激作用具

有时间依赖性，表明ＦＳＨ 对ＧＤＮＦ基因以及蛋白

表达的调节是通过ｃＡＭＰ实现的。结果（图５和图

６）还发现，Ｈ８９可显著抑制ＦＳＨ 诱导的ＧＤＮＦ蛋

白的表达，表明ＦＳＨ是通过ｃＡＭＰＰＫＡ路径实现

对 ＧＤＮＦ 蛋白表达的调节。这一试验结果与

ＭｃＬｅａｎｄ等人
［１０］的研究结果相吻合，他们用寡核苷

酸芯片发现２０ｄ的大鼠睾丸ＳＣ中的许多基因的转

录都受ＦＳＨ调控，ＤｉｂｕｔｙｒｙｌｃＡＭＰ能模拟ＦＳＨ对

ＣＲＥＢ的磷酸化作用。

活化的ＰＫＡ也可使ＮＦκＢ（ＮｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，

核因子κＢ）磷酸化，从而使 ＮＦκＢ移位到核内，调

节基因的转录。用ＰＫＡ信号通路的激活剂Ｆｏｒｓ

ｋｏｌｉｎ或ＦＳＨ刺激ＳＣ，能增加ＮＦκＢ与ｃＡＭＰ调节

的基因中增加子序列的结合活性。发现ＦＳＨ 与受

体结合后能增加细胞内ｃＡＭＰ 的水平，并激活

ＰＫＡ，活化的ＰＫＡ能磷酸化 ＡＰ２和 ＮＦκＢ，磷酸

化的ＮＦκＢ能将ＮＦκＢ释放出来，ＮＦκＢ和ＡＰ２转

移到细胞核内就能加强ＡＭＨ 的转录
［１１］。
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　１０期 孙　燕等：ＦＳＨ调节仔猪睾丸支持细胞ＧＤＮＦ表达的信号机制

ｃＡＭＰＰＫＡ途径还能激活多个信号通路。

ｃＡＭＰ和ＰＫＡ被认为通过抑制 ＭＡＰＫ的激活阻

断了有丝分裂原的刺激作用，但是用Ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ和

ｄｉ（Ｂｕｔ）ｃＡＭＰ都能模拟ＦＳＨ诱导出生后５ｄ的大

鼠ＳＣ中ＥＲＫ的磷酸化，在加入ＦＳＨ前用ＰＫＡ的

抑制剂 Ｈ８９预处理ＳＣ，ＦＳＨ 诱导的ＥＲＫ的磷酸

化消失了，表明 ＰＫＡ 参与了 ＥＲＫ 的激活
［１２］。

ＰＫＡ也可以激活处于增殖、分化期的 ＳＣ 中的

ｐ７０Ｓ
６Ｋ，但激活机制不同。Ｌéｃｕｒｅｕｉｌ等发现 ＦＳＨ

在培养条件下能通过ＰＫＡ调节分化的大鼠ＳＣ中

ｐ７０Ｓ
６Ｋ的活性，但是在来源于出生不久的大鼠ＳＣ

中，ＦＳＨ可能通过ＰＫＡ抑制了ＥＲＫ１／２组成性的

磷 酸 化，使 Ｔｈｒ４２１／Ｓｅｒ４２４ 去 磷 酸 化，激 活

ｐ７０Ｓ
６Ｋ［１３］。

３．２　犉犛犎刺激犛犆中犌犇犖犉蛋白表达的 犕犃犘犓途

径

　　促分裂原活化蛋白激酶 （Ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＡＰｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫ）是控制胚胎发生、细

胞分化、细胞增殖和细胞死亡的主要信号途径。

我们的试验结果显示，５０ｎｇ·ｍＬ
－１ＦＳＨ 能迅

速引起ＥＲＫ１／２的磷酸化（图３），而且这种诱导作

用具有时间依赖性。用５０μｍｏｌ·Ｌ
－１的ｄｂｃＡＭＰ

处理 ＳＣ，也激活了 ＥＲＫ１／２（图 ４），但不影响

ＥＲＫ１／２总蛋白表达量。ｄｂｃＡＭＰ引起ＥＲＫ１／２的

磷酸化效应与 ＦＳＨ 刺激时相似，提示 ＦＳＨ 对

ＥＲＫ１／２ 的 激 活 作 用 依 赖 于 ｃＡＭＰ。而 添 加

ＭＡＰＫ（ＭＥＫ１／２）抑制剂 Ｕ０１２６则显著抑制了

ＦＳＨ 诱导的 ＧＤＮＦ 表达，表明 ＦＳＨ 通过激活

ＭＡＰＫ途径刺激ＧＤＮＦ的表达（图５）。

ＦＳＨ是否能激活ＳＣ中的ＥＲＫ级联反应，主要

与ＳＣ是否处于分化期有关。在增殖期的大鼠ＳＣ

（５和１１ｄ）中，ＦＳＨ 通过ＦＳＨＲ同时与Ｇｓ和Ｇｉ结

合，以ＰＫＡ和Ｓｒｃ依赖的方式激活ＥＲＫ，并且通过

ＥＲＫ增加ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达，促进了ＳＣ的增殖。但

是ＦＳＨ 却抑制了处于分化期（１９ｄ）大鼠ＳＣ中

ＥＲＫ的激活，说明ＥＲＫ主要参与了ＳＣ的增殖，而

对于精子发生的作用不明显［１２］。我们的研究结果

发现，ＦＳＨ可以通过激活ＥＲＫ１／２，进而刺激ＳＣ表

达ＧＤＮＦ，这与我们选择４周龄仔猪睾丸ＳＣ作为

研究对象有关，这个时期的ＳＣ处于增殖期，这与之

前发现ＦＳＨ促进ＳＣ增殖以及ＰＣＮＡ表达的结果

相一致［６］。最近也有报道称，ＦＧＦ对新生仔猪睾丸

ＳＣ增殖具有促进作用，但并不影响其ＧＤＮＦ的表

达［１４］。

任何一种信号传入细胞的过程中，都是不断接

受其它信号的调节，通过不断地调控，从而形成一种

混合式的控制模型，从而保证信号的精确性。我们

的研究发现，ＦＳＨ在调节ＳＣ中ＧＤＮＦ蛋白表达的

过程中，既通过ｃＡＭＰＫＡ调节犌犇犖犉基因的表达

促进ＳＣ中 ＧＤＮＦ蛋白的表达，又可通过ｃＡＭＰ

ＰＫＡ激活ＥＲＫ级联反应，促进犌犇犖犉 基因的表

达。是否还有其它的信号调节通路参与这一调节以

及各条信号通路的交互作用还需进一步研究。

４　结　论

ＥＲＫ１／２的抑制剂（Ｕ０１２６）以及ＰＫＡ的抑制

剂（Ｈ８９）可抑制ＦＳＨ刺激的ＳＣ中ＧＤＮＦ的表达，

表明外源性ＦＳＨ 通过激活ｃＡＭＰＰＫＡ进而活化

ＥＲＫ１／２的级联反应，即通过 ＭＡＰＫ信号通路调节

体外培养的仔猪睾丸ＳＣ中ＧＤＮＦ的表达。
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