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自噬调控对小鼠精原细胞缺氧/复氧损伤的影响研究*
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(武汉市第三医院泌尿外科,武汉
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  [摘要] 目的 研究自噬调控对小鼠精原细胞缺氧/复氧损伤(H/RI)的影响,探讨自噬对小鼠睾丸组织

缺血再灌注损伤(IRI)的影响。方法 以小鼠精原细胞系GC1
 

spg为研究对象构建H/RI模型,雷帕霉素(RA-
PA)和3-甲基腺嘌呤(3-MA)分别作为自噬激动剂和抑制剂,设置对照组、模型组(H/RI)、自噬激动剂干预组

(H/RI+自噬激动剂)、自噬抑制剂干预组(H/RI+自噬抑制剂)。用噻唑蓝(MTT)法检测各组细胞增殖能力,
流式细胞术检测各组细胞活性氧(ROS)释放水平和凋亡水平,实时荧光定量PCR(qPCR)检测各组细胞自噬相

关基因Beclin1和凋亡相关基因Bcl-2、Bax
 

mRNA的表达水平,Western
 

blot检测各组细胞自噬相关蛋白LC3-
Ⅰ、LC3-Ⅱ、Beclin1、p62和凋亡相关蛋白Bcl-2、Bax、caspase-3的表达水平。结果 与对照组比较,模型组增殖

能力、Beclin1和Bcl-2
 

mRNA表达水平明显下降(P<0.01),p62和Bcl-2蛋白表达水平明显下降(P<0.01),
ROS水平、细胞凋亡率、Bax

 

mRNA相对表达水平明显上升(P<0.01),Beclin1、Bax、caspase-3蛋白表达水平

和LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋白比值明显上升(P<0.01)。与模型组比较,自噬激动剂干预组细胞增殖能力、Beclin1和

Bcl-2
 

mRNA表达水平明显上升(P<0.01),Beclin1、Bcl-2蛋白表达水平和LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋白比值均明显上

升(P<0.01),ROS水平、细胞凋亡率、Bax
 

mRNA表达水平明显下降(P<0.01),p62、Bax、caspase-3蛋白表

达水平明显下降(P<0.01)。与模型组比较,自噬抑制剂干预组细胞增殖能力、Beclin1和Bcl-2
 

mRNA表达水

平明显下降(P<0.01),Beclin1、Bcl-2蛋白表达水平和LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋白比值明显下降(均P<0.01),ROS
水平、细胞凋亡率、Bax

 

mRNA表达水平明显上升(P<0.01),p62、Bax、caspase-3蛋白表达水平明显上升(P<
0.01)。结论 增强自噬能抑制小鼠精原细胞凋亡,修复H/RI,为治疗睾丸组织IRI提供了理论基础。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

effect
 

of
 

autophagy
 

regulation
 

on
 

hypoxia/reoxygenation
 

injury
 

(H/
RI)

 

in
 

mouse
 

spermatogonia,and
 

to
 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

autophagy
 

on
 

ischemia-reperfusion
 

injury
 

(IRI)
 

in
 

mouse
 

testicular
 

tissue.Methods The
 

mouse
 

spermatogonial
 

cell
 

line
 

GC1
 

spg
 

was
 

used
 

as
 

the
 

research
 

object
 

to
 

construct
 

the
 

H/RI
 

model.Rapamycin
 

(RAPA)
 

and
 

3-methyladenine
 

(3-MA)
 

were
 

used
 

as
 

autophagy
 

ago-
nists

 

and
 

inhibitors.The
 

control
 

group,the
 

model
 

group,the
 

autophagy
 

agonist
 

intervention
 

group
 

(H/RI+
autophagy

 

agonist
 

intervention),and
 

the
 

autophagy
 

inhibitor
 

intervention
 

group
 

(H/RI+autophagy
 

inhibitor
 

intervention)
 

were
 

set
 

up.The
 

cells
 

proliferation
 

ability
 

of
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

methyl
 

thiazol
 

tetrazoli-
um

 

(MTT)
 

method.The
 

release
 

level
 

of
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS)
 

and
 

apoptosis
 

level
 

of
 

each
 

group
 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.The
 

expression
 

levels
 

of
 

autophagy-related
 

gene
 

Beclin1
 

and
 

apoptosis-relat-
ed

 

genes
 

Bcl-2
 

and
 

Bax
 

mRNA
 

in
 

each
 

group
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

(qPCR).The
 

expression
 

levels
 

of
 

autophagy-related
 

proteins
 

LC3-Ⅰ,LC3-Ⅱ,Beclin1,p62
 

and
 

apoptosis-relat-
ed

 

proteins
 

Bcl-2,Bax,caspase-3
 

in
 

each
 

group
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

proliferation
 

abiliy,the
 

expression
 

levels
 

of
 

Beclin1
 

and
 

Bcl-2
 

mRNA
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
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significantly
 

decreased
 

(P<0.01),the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

p62
 

and
 

Bcl-2
 

proteins
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.01).The
 

ROS
 

level,apoptosis
 

rate
 

and
 

the
 

mRNA
 

expression
 

level
 

of
 

Bax
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.01),and
 

the
 

protein
 

expresion
 

levels
 

of
 

Beclin1,Bax,caspase-3
 

and
 

the
 

protein
 

ratio
 

of
 

LC3-
Ⅱ/LC3-Ⅰ

 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.01).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

cell
 

proliferation
 

a-
bility,the

 

expression
 

levels
 

of
 

Beclin1
 

and
 

Bcl-2
 

mRNA
 

in
 

the
 

autophagy
 

agonist
 

intervention
 

group
 

were
 

the
 

protein
 

ratio
 

of
 

significantly
 

increased
 

(P<0.01),the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

Beclin1
 

and
 

Bcl-2
 

and
 

the
 

protein
 

ration
 

of
 

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.01).The
 

ROS
 

level,apoptosis
 

rate
 

and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

Bax
 

mRNA
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.01),and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

p62,Bax,caspase-3
 

and
 

the
 

protein
 

ratio
 

of
 

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.01).Com-
pared

 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

cell
 

proliferation
 

ability,the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

Beclin1
 

and
 

Bcl-2
 

in
 

the
 

autophagy
 

inhibitor
 

intervention
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.01),the
 

protein
 

expression
 

lev-
els

 

of
 

Beclin1
 

and
 

Bcl-2
 

protein
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.01).The
 

ROS
 

level,apoptosis
 

rate
 

and
 

the
 

mRNA
 

expression
 

level
 

of
 

Bax
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.01),and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

p62,
Bax,caspase-3

 

and
 

the
 

protein
 

ratio
 

of
 

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰwere
 

significantly
 

iecreased
 

(P<0.01).Conclusion Enhanced
 

au-
tophagy

 

can
 

inhibit
 

apoptosis
 

of
 

spermatogonia
 

and
 

repair
 

H/RI
 

in
 

mice,which
 

provides
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

testicular
 

tissue
 

IRI.
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words] autophagy;hypoxia/reoxygenation
 

injury;ischemia-reperfusion
 

injury;cell
 

apoptosis

  睾丸缺血再灌注损伤(ischemia
 

reperfusion
 

inju-
ry,IRI)被认为是睾丸扭转和退扭的潜在机制,睾丸

缺血因为有氧代谢受损会导致炎症细胞因子的产生

和细胞死亡,睾丸再灌注后由于活性氧(ROS)的产生

和局部毛细血管功能障碍,组织进一步损伤,诱导

DNA损伤,使精子发生永久性损伤[1-2]。但目前临床

上还没有缓解睾丸IRI的有效药物。
研究发现,自噬在多种组织器官的IRI过程中具

有保护作用,自噬受损会增加再灌注期间细胞的损

伤[3]。自噬是溶酶体分解代谢过程,能消除老化的细

胞器和大分子蛋白,为细胞器更新和细胞修复提供原

料和营养[4]。自噬受缺氧、渗透性和活性氧等因素影

响,在维持细胞稳态中起关键作用[5]。自噬是IRI的

关键调节因子,不仅可用于抑制大鼠肾小管凋亡和减

轻肾IRI期间的肾功能损害,还具有神经保护作用,
能够减轻心肌IRI[6-7]。在适度范围内增强自噬活性

也许能补偿线粒体损伤,并有助于IRI中的蛋白平

衡,恢复受损的自噬通量可能是缓解IRI的有效途

径[8]。因此,为了探究自噬在睾丸组织的IRI过程中

扮演的角色,本研究构建小鼠精原细胞缺氧/复氧损

伤(hypoxia
 

reoxygenation
 

injury,H/RI)模型,模拟

睾丸组织的IRI阶段,从多方面观察自噬对大鼠睾丸

组织IRI的调控作用。
1 材料与方法

1.1 材料

  小鼠精原细胞GC-1
 

spg购自赛百慷(上海)生物

技术股份有限公司,胰蛋白酶、噻唑蓝(MTT)、dNTP
 

Mix和BCA蛋白浓度测定试剂盒购自北京索莱宝科技

有限公司,自噬激动剂RAPA和自噬抑制剂3-MA购

自美国MCE公司,活性氧检测试剂盒购自上海碧云天

生物技术有限公司,硫氰酸荧光素标记的钙离子依赖磷

脂结合蛋白/碘化丙啶(AnnexinⅤ-FITC/PI)凋亡检测

试剂盒购自美国BD公司,兔抗LC3-Ⅰ、LC3-Ⅱ、Beclin1、

p62、Bcl-2、Bax和GAPDH购自武汉贝茵莱生物科技,
兔抗caspase-3购自德国CST公司。
1.2 仪器

  311型CO2 恒温培养箱购自美国Thermo公司,
DMIL

 

LED倒置荧光显微镜购自德国Leica公司,For-
ma-8000三气培养箱购自美国Thermo

 

Fisher
 

Scientific
公司,AMR-100酶标仪、Nano-300超微量分光光度计

购自杭州奥盛仪器有限公司,NovoCyte流式细胞仪购

自美国Acea公司,Tanon-5200全自动化学发光分析仪

购自上海天能生命科学有限公司,GE48527型PCR
仪购自杭州柏恒科技有限公司,CFX-Connect

 

96荧光

定量PCR仪购自美国Bio-Rad公司。
1.3 方法

1.3.1 细胞培养与传代

  将融化后的细胞悬液400×g离心3
 

min,弃上清

液后重悬,在37
 

℃、5%
 

CO2 的培养箱内培养。倒置

显微镜下观察细胞形态。打开 T25培养瓶,瓶口过

火,丢弃培养瓶内的培养液,用PBS洗去残留。培养

瓶加入0.25%胰酶,37
 

℃消化,用倒置显微镜进行观

察,细胞收回突起变圆时立即翻转培养瓶,倒掉与细

胞脱离的胰酶,加入培养基润洗,使细胞脱壁并分散,
制成细胞悬液,分装。
1.3.2 细胞模型构建

  将完成传代的细胞分为4组:对照组、模型组、自
噬激动剂干预组和自噬抑制剂干预组。收集细胞,调
整细胞悬液浓度为5×105/孔。对照组细胞置于37

 

℃、5%
 

CO2 培养箱中正常培养24
 

h。模型组细胞按

照文献[9],用预先缺氧的无血清培养基在5%
 

CO2、
1%

 

O2 和94%
 

N2 的三气培养箱培养24
 

h,构建 H/
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RI模型。自噬激动剂干预组在模型构建成功后,将细

胞移至常氧培养箱复氧2
 

h后,添加50
 

nmol/L的自

噬激动剂RAPA常规孵育12
 

h。自噬抑制剂干预组

在细胞复氧2
 

h后,添加5
 

mmol/L的自噬抑制剂3-
MA常规孵育12

 

h。
1.3.3 MTT检测各组细胞增殖活力

  调整细胞悬液浓度为3×103/孔,在37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养过夜,使细胞贴壁。按照1.3.2不

同分组处理细胞,培养24
 

h后加入10
 

μL
 

MTT
 

溶液

(5
 

mg/mL),继续培养4
 

h。然后弃去上清液,加入二

甲基亚砜(DMSO)溶解液充分溶解结晶物。用分光

光度计测量各孔的吸光度(A)值。
1.3.4 流式细胞术检测各组细胞ROS水平

  收集各组细胞悬浮于10
 

μmol/L的活性氧荧光

探针(DCFH-DA)中,浓度为1×106/mL,37
 

℃、5%
 

CO2 细胞培养箱内孵育20
 

min。DCFH-DA和细胞

充分接触后,用无血清细胞培养液洗涤细胞3次,去
除未进入细胞内的DCFH-DA。用PBS重悬细胞,用
流式细胞仪检测ROS。
1.3.5 流式细胞术检测各组细胞凋亡水平

  收集各组细胞,重悬使细胞浓度为1×106/孔,
400×g离心5

 

min,弃上清液,重悬于200
 

μL
 

PBS。
加入10

 

μL
 

Annexin
 

Ⅴ-FITC和10
 

μL
 

PI,4
 

℃避光

孵育30
 

min;加入300
 

μL
 

PBS,进行流式检测。
1.3.6 实时荧光定量PCR(qPCR)检测细胞中自噬

和凋亡相关基因表达水平

  取细胞约1×106 个,加1
 

mL
 

TRIzol提取总

RNA。逆转录合成cDNA。将合成的cDNA 进行

PCR扩增。PCR反应条件为:95
 

℃预变性3
 

min;95
 

℃变性5
 

s,56
 

℃退火10
 

s,72
 

℃延伸25
 

s,共40个循

环。其中GAPDH作为内参进行样品间的校正,使用

2-ΔΔCt法计算各基因mRNA表达水平,各目标基因引

物见表1。
表1  引物序列

基因 方向 引物序列
 

(5'-3')
引物大小

(bp)

Beclin1 正向 GAG
 

AGA
 

CCC
 

AGG
 

AGG
 

AAG
 

A 116
反向 GGG

 

ACT
 

GAG
 

GAA
 

TAG
 

TAA
 

GCA 116
Bcl-2 正向 GAG

 

AGC
 

GTC
 

AAC
 

AGG
 

GAG 166
反向 GCC

 

AGG
 

AGA
 

AAT
 

CAA
 

ACA 166
Bax 正向 GTC

 

CAC
 

CAA
 

GAA
 

GCT
 

GAG 184
反向 GTA

 

GAA
 

GAG
 

GGC
 

AAC
 

CAC 184
GAPDH 正向 CCT

 

TCC
 

GTG
 

TTC
 

CTA
 

C 152
反向 GAC

 

AAC
 

CTG
 

GTC
 

CTC
 

A 152

1.3.7 Western
 

blot法检测自噬和凋亡相关蛋白表

达水平

  取各组细胞加入细胞裂解液,用蛋白提取试剂盒

提取总蛋白,并用BCA法检测蛋白浓度。取20
 

μg蛋

白进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-
PAGE)分离,转移至聚偏氟乙烯(PVDF)膜上。4

 

℃

封闭 过 夜,分 别 加 入 兔 抗 Beclin1、Bax、caspase-3、
LC3-Ⅱ、LC3-Ⅰ、p62、Bcl-2和 GAPDH 单克隆抗体

(1∶1
 

000),室温孵育1
 

h。加入二抗,室温孵育1
 

h。
洗膜后加入化学发光试剂显色,读取条带灰度值。
1.4 统计学处理

  采用SPSS19.0软件进行数据统计分析,实验均

进行3次重复,计量资料以x±s表示,组间比较采用

单因素方差分析,以P<0.01为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 MTT法检测各组细胞增殖能力

  与对照组比较,模型组小鼠精原细胞增殖能力明

显下降(P<0.01),自噬激动剂干预组小鼠精原细胞

增殖能力较模型组明显提高(P<0.01),自噬抑制剂

干预组小鼠精原细胞增殖能力较模型组明显降低

(P<0.01),见图1。

  1:对照组;2:模型组;3:自噬激动剂干预组;4:自噬抑制剂干预

组;a:P<0.01,与对照组比较;b:P<0.01,与模型组比较。

图1  各组细胞增殖能力变化

2.2 流式细胞术检测各组细胞ROS水平

  与对照组比较,模型组小鼠精原细胞ROS水平

明显升高(P<0.01);与模型组比较,自噬激动剂干预

组小鼠精原细胞ROS水平明显降低(P<0.01),自噬

抑制剂干预组小鼠精原细胞ROS水平明显升高(P<
0.01),见图2。
2.3 流式细胞术检测各组细胞凋亡率

  与对照组比较,H/RI模型组细胞凋亡率明显增

加(P<0.01);与模型组比较,自噬激动剂干预组的细

胞凋亡率明显降低(P<0.01),而自噬抑制剂干预组

细胞凋亡率则明显升高(P<0.01),见图3。
2.4 qPCR检测各组 细 胞 中Beclin1、Bax、Bcl-2的

mRNA表达水平

  与对照组比较,模型组小鼠精原细胞中Beclin1
和Bcl-2

 

mRNA表达水平明显下降,Bax
 

mRNA表达

水平明显上升(均P<0.01);与模型组比较,自噬激

动剂干预组小鼠精原细胞中Beclin1和Bcl-2
 

mRNA
表达水平明显上升(P<0.01),Bax

 

mRNA表达水平

明显下降(P<0.01);与模型组比较,自噬抑制剂干预

组小鼠精原细胞中Beclin1和Bcl-2
 

mRNA表达水平

明显下降(P<0.01),Bax
 

mRNA表达水平明显升高

(P<0.01),见图4。
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  A:流式细胞图;B:定量分析图;1:对照组;2:模型组;3:自噬激动剂干预组;4:自噬抑制剂干预组;a:P<0.01,与对照组比较;b:P<0.01,与模

型组比较。

图2  流式细胞术检测各组细胞ROS水平

  A:流式细胞图;B:定量分析图;1:对照组;2:模型组;3:自噬激动剂干预组;4:自噬抑制剂干预组;a:P<0.01,与对照组比较;b:P<0.01,与模

型组比较。

图3  流式细胞术检测各组细胞凋亡水平

  a:P<0.01,与对照组比较;b:P<0.01,与模型组比较。

图4  RT-qPCR检测各组细胞中相关 mRNA表达水平

2.5 Western
 

blot检测各组细胞自噬相关蛋白和凋

亡相关蛋白的表达水平

  与对照组比较,模型组小鼠精原细胞Beclin1、
Bax、caspase-3表达水平和LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋白比值

水平明显上升(P<0.01),p62和Bcl-2蛋白表达水平

明显下降(P<0.01);与模型组比较,自噬激动剂干预

组小鼠精原细胞Beclin1、Bcl-2蛋白表达水平和LC3-
Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋白比值均明显上升(P<0.01),p62、Bax
和caspase-3蛋白表达水平明显下降(P<0.01);与模
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型组比较,自噬抑制剂干预组Beclin1、Bcl-2蛋白表达

水平和 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋白比值均明显下降(P<
0.01),p62、Bax、caspase-3蛋白表达水平明显上升

(均P<0.01),见图5。

  A:Western
 

blot图;B:定量分析图;1:对照组;2:模型组;3:自噬激动剂干预组;4:自噬抑制剂干预组;a:P<0.01,与对照组比较;b:P<0.01,
与模型组比较。

图5  各组细胞自噬相关蛋白和凋亡相关蛋白的相对表达水平

3 讨  论

  自噬是细胞存活的重要机制,在细胞分化、发育、
稳态、细胞存活和死亡中发挥着重要作用[10]。自噬在

哺乳动物组织中发挥着多种生理和病理作用[11]。在

生理条件下,自噬维持在基础水平,但当细胞受到营

养缺乏、缺氧DNA损伤、细胞毒性剂等刺激时,细胞

自噬会上调以减轻应激引起的损伤,帮助细胞生

存[8]。而本研究中模型组细胞自噬在一定程度上被

激活,进一步为自噬减轻缺氧造成的损伤提供了理论

支持。因此,本文利用公认的自噬激动剂RAPA[12]和
抑制剂3-MA[13],对自噬与睾丸组织IRI之间的关系

进行了深入研究。RAPA能够抑制雷帕霉素靶蛋白

的表达,激活自噬[14]。3-MA通过阻断自噬体形成和

阻止成核阶段来抑制自噬[15]。本研究中 H/RI模型

组细胞自噬过程被激活时,细胞增殖能力较模型组明

显上升,而自噬被抑制时,增殖能力较模型组下降,说
明调节细胞自噬能够影响 H/RI模型细胞增殖,这与

之前的研究一致[16]。
研究表明,自噬的激活能改善年轻大鼠的肾功

能,减少肾小管上皮细胞的凋亡和肾组织的损伤评

分,对肾IRI损伤发挥保护作用[17]。本研究中,自噬

在RAPA的激活下,细胞内LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋白比

值、Beclin1蛋白水平较模型组升高,p62水平较模型

组下降。LC3是自噬小体成熟标志蛋白,LC3-Ⅰ向

LC3-Ⅱ转变,促进自噬体的形成[18]。Beclin1作为自

噬调控基因,其表达水平增加能够诱导自噬的发生。

p62作为自噬降解的特异性受体,可作为自噬标志

物[19]。而自噬在3-MA的抑制下,Beclin1蛋白水平、
LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋白比值较模型组下降,进而抑制自

噬体的形成。且当自噬被抑制时,p62会不断累积,与
LC3结合形成复合物,负性调节自噬活性[20]。

本研究中,在RAPA干预下,自噬被激活,抗凋亡

蛋白Bcl-2表达水平较模型组明显上升,caspase-3和

促凋亡蛋白Bax表达水平较模型组下降。这减少了

因为缺血导致Bax向线粒体外膜易位,抑制了线粒体

外膜通透性增加触发的内源性凋亡途径,从而抑制了

caspase-3级联反应,使细胞凋亡率明显下降[21]。该

结果证明了增强自噬可以避免因ROS过度释放导致

的细胞凋亡[22],修复精原细胞组织H/RI损伤。
此外,激活自噬可清除过量ROS,减轻睾丸组织

H/RI[23]。IRI后ROS的大量积累会导致氧化应激,
阻碍线粒体功能,破坏细胞稳态环境,损害自噬小体

的清除[24-25]。本研究中,RAPA干预时,细胞ROS水

平较模型组明显降低,细胞凋亡率较模型组明显下

降;而3-MA干预时,ROS在细胞内大量积累,细胞凋

亡率较模型组明显上升。
综上所述,本研究验证了增强自噬可以一定程度

上修复小鼠精原细胞H/RI,抑制细胞凋亡,为治疗睾

丸组织IRI提供理论基础。
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