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早期糖尿病小鼠睾丸中睾酮合成关键酶的变化=
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摘  要：目的= =建立小鼠 N型糖尿病模型，研究糖尿病早期时睾丸中睾酮合成关键酶的变化。方法= =雄性成年鼠 OM只，随

机分为对照组 NM只、糖尿病模型组 NM只。通过 áé链脲佐菌素（NRM=mgLkg）制备糖尿病模型，成功制备糖尿病模型后 Q周
处死小鼠，取血清和睾丸组织备用。实时荧光定量 mCo（qoqJmCo）法检测睾丸组织中促黄体生成素受体（ieo）、类固醇

激素合成灵敏调节蛋白（píAo）、细胞色素 mQRM 胆固醇侧链裂解酶（mQRMscc）、3βJ羟基类固醇脱氢酶 sf 型（3βJepaSF、
NT~J羟基化酶LNT，OMJ裂解酶 f型（mQRMcNT~N）及 17βJ羟基类固醇脱氢酶 fff型（17βJepaP）相应 mokA（ihcgr、ptar、CypNNaN、
esdPbS、CypNTaN 和 esdNTbP）含量，酶联免疫吸附法测定血清中睾酮和黄体生成素（ie）含量、睾丸组织中 3βJepaN、
mQRMcNT~N及 NTβJepaP酶活性。结果= =与对照组比较，Q周糖尿病小鼠血清中睾酮和 ie含量显著降低（m＜MKMR）；睾丸组

织的 ihcgr、ptar、CypNNaN、esdPbS、CypNTaN和 esdNTbP=mokA含量显著降低（m＜MKMR、MKMMN）；3βJepaN、mQRMcNT及
17βJepaP酶活性显著降低（m＜MKMR、MKMN）。结论 =早期糖尿病小鼠睾丸中睾酮合成关键酶的表达显著降低。=
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近年来，随着生活水平逐渐提高，糖尿病的发

病率在全球范围内急剧上升，根据国际糖尿病联合

会调查发现，全世界约有 QKNR亿人患有糖尿病，预

计到 OMQM年，这一数字将增加到 SKQOS万xNz。糖尿

病已经成为威胁人类健康的重要疾病之一，且其产

生的并发症严重影响着患者的身心健康和生活质量。
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虽然目前研究较为透彻的是 O型糖尿病，但是 N型
糖尿病发病率逐年递增，并且常在 PR岁以前发病，

即青年发病型糖尿病，约占糖尿病的 NMB，受到了

越来越多的重视。随着各种检测技术的日益更新及

研究的不断深入，糖尿病对生殖系统的损伤机制备

受关注，其中主要涉及激素、细胞和分子水平的调

节障碍xOJPz。因此，研究糖尿病对生殖系统的影响及

其病理机制，对糖尿病患者生殖系统疾病的预防、

诊断和治疗都有重要的临床意义。研究表明，糖尿

病大鼠性功能障碍的直接原因与持续高血糖引起的

细胞代谢异常、氧化应激有关，其发病可能是由于

自主神经功能障碍、糖尿病微血管病变、下丘脑对

垂体J性腺轴调控障碍等xQJSz。链脲佐菌素（pqw）诱

导的糖尿病类似 N型糖尿病，在短时间内胰岛细胞

被大量破坏，导致血糖急速上升，造成 ieydág细胞

损伤，本实验以下丘脑J垂体J睾丸轴为中心，通过

测定糖尿病小鼠血清中睾酮、黄体生成素（ie）含

量，睾丸组织中类固醇合成关键酶的 mokA水平及

相关酶活性，研究短期糖尿病状态下睾丸雄激素合

成关键酶水平变化情况。=
N= =材料=
NKN 实验动物=

OM只 U周龄雄性 CRT_iLS小鼠，体质量 OP～
OR= g，购自北京维通利华动物公司，动物生产许可

证号为 pCuh（京）OMNRJMMMN；饲养于牡丹江医学

院 pmc 级动物实验中心，温度为（OO±O）℃，相

对湿度为 QMB～RMB，光照L黑暗比 NO=ÜLNO=Ü。实验

期间，动物可自由饮水、摄食。=
NKO= =主要试剂=

链脲佐菌素（pqw，págm~公司）；okA提取试

剂盒试剂（美国 ánváírogen公司）；bifpA检测试剂

盒（武汉华美生物工程有限公司）；逆转录试剂盒、

pv_o=dreen试剂盒（美国 mromeg~公司）；mCo引

物（上海生物工程有限公司）。=
NKP= =主要仪器=

lne= íoucÜ= ff 血糖仪（美国强生公司）；

k~noaroéOMMM（美国 Agáäen公司）；实时定量 mCo
仪（A_fTVMMeq，美国 A_f公司）；微量移液器（德

国 bééendorf公司）。=
O= =方法=
OKN= =动物分组及模型建立=

参照本课题组的造模经验xTz，将实验鼠按照体

质量随机分为糖尿病模型组和对照组，每组 NM只。

糖尿病模型组小鼠经单次 áé=pqw（NRM=mgLkg）制作

N型糖尿病动物模型，同时对照组单次 áé等量枸橼

酸钠溶液。QU=Ü后，经尾静脉采血，用 lne=íoucÜ=ff
血糖仪检测随机血糖，若血糖水平超过 NSKT=
mmoäLi，即确认建模成功xSz。造模成功 Q周后，处

死小鼠，收集血清及睾丸组织，并记录动物体质量

及睾丸质量。=
OKO= =血清及睾丸内睾酮水平测定=

取全血，P=MMM=rLmán离心 NR=mán，吸取上清置

－UM=℃冰箱保存，酶联免疫吸附（bifpA）法测定

ie和睾酮水平，具体操作按照试剂盒说明书进行。=
OKP= =睾丸组织总okA的提取及实时荧光定量mCo

（qoqJmCo）检测=
取睾丸组织去除血污后，按照 qofzoä试剂说明

书的步骤，逐步提取出各组睾丸组织中的总 okA，
用k~nodroé=OMMM仪器测定okA浓度并确保其吸光

度值（AOSM）LAOUM在 NKU～OKO，液氮保存。根据 okA
反转录试剂盒，将 okA反转录为 cakA（反应体系

为 NM=μL），－OM=℃保存。=
促黄体生成素受体（ieo）、类固醇激素合成急

性调节蛋白（píAo）、细胞色素 mQRM胆固醇侧链裂

解酶（mQRMscc）、 3βJ羟基类固醇脱氢酶 f 型

（3βJepaS）、NT~J羟基化酶 LNT，OMJ裂解酶 f 型

（mQRMcNT~N）和 17βJ羟基类固醇脱氢酶 fff 型

（17βJepaP）分别由 ihcgr、ptar、CypNNaN、esdPbS、
CypNTaN和 esdNTbP基因编码，采用 qoqJmCo检测

上述 mokA表达水平，内参为 oésNS。mCo引物由

上海生物工程有限公司设计合成，具体引物序列信

息见表 N。反应体系为 OR=μL，反应条件为：VR=℃
预变性 PM= s，VR=℃变性 R= s，SM=℃退火 PM= s，QM
个循环。mokA的相对表达量采用标准曲线法进行

分析，每个样本设 P个复孔。=
OKQ= =睾丸组织总蛋白的提取及酶学检测=

取睾丸样品，裂解提取总蛋白，_CA法测定总蛋

白浓度。应用相应 bifpA 试剂盒检测 3βJepaS、
mQRMcNT~N和 17βJepaP酶活性，具体操作按照试剂盒

说明书进行。=
OKR= =统计学方法=

数据处理和图表绘制采用dr~éÜé~d= mrásm= RKM软
件，计量数据用 =sx ± 表示，样本之间比较用 tJíesí。=
P= =结果=
PKN= =小鼠体质量、睾丸质量和血糖变化=

实验前，O组小鼠体质量、血糖无明显差异。
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表 N= =引物序列信息=
qable=N= = mrimer=sequence=information=

基因= 引物= 序列（R’JP’）= 基因= 引物= 序列（R’JP’）=

ihcgr= 正向引物= AdAdqdAqqCCCqddAAAddA= esdPbS= 正向引物= ddAddAdAqCAdddqCCqdd= =

= 反向引物= qCAqCCCqqddAAAdCAqqC= = 反向引物= CqAddAqddqCqdCCqddd=

ptar= 正向引物= qdqCAAddAdAqCAAddqCCqd= = CypNTaN= 正向引物= qddCqqqCCqddqdCACAAqC=

= 反向引物= CdAqAddACCqddqqdAqdAq= = 反向引物= qdAAAdqqddqdqqCddCqdA=

CypNNaN= 正向引物= AAdqAqCCdqdAqdqddd= esdNTbP= 正向引物= AqdAAdAAdACACAAACqqddqq=

= 反向引物= qCAqACAdqdqCdCCqqqqCq=  反向引物= dCqdAqdqqdCdqqqd=

oésNS= 正向引物= CdqdCqqdqdCqCddAdCqA=
=

= =

 反向引物= dCqCCqqdCCCAdAAdCAAA= =
=
糖尿病模型组小鼠呈明显多饮、多食、多尿症状，

并伴有不同程度精神萎靡，对照组小鼠状况良好，

O 组小鼠均无死亡。造模成功 Q 周后，与对照组

比较，糖尿病模型组小鼠的血糖显著升高（m＜
MKMR）；体质量减少，但差异不显著；睾丸质量则

无差别。表明 N 型糖尿病小鼠模型建立成功。结

果见表 O。=

PKO= =血清睾酮及 ie水平检测=
与对照组比较，糖尿病模型组小鼠血清内睾酮

及 ie浓度均显著降低（m＜MKMR），结果见表 O。=
PKP= = = qoqJmCo检测结果=

与对照组比较，糖尿病模型组 ihcgr、ptar、
CypNNaN、esdPbS、CypNTaN和esdNTbP=mokA水平

急剧降低，差异显著（m＜MKMR、MKMMN）。见图 N。=

表 O= =小鼠体质量、血糖、睾丸质量及血清睾酮、ie水平检测( x±sI=n===S)=
qable=O= = Body=weightI=blood=glucoseI=testis=qualityI=testosterone=and=ie=levels=in=serum=of=mice=E x ±sI=n===SF=

组别= 体质量Lg 血糖L（mmoä·i−N） 睾丸质量Lg 睾酮L（μg·i−N） ieL（μg·i−N）=
对照 OQKVU±MKPM= TKM±MKS= NKPS±MKT= OKNU±MKSS= OKPU±MKTS=
糖尿病模型 NVKUP±MKURM= OMKV±QKNG= NKPM±MKTN= MKTO±MKMVG= MKVO±MKNNG=

与对照组比较：Gm＜MKMR=
Gm=Y=MKMR=vs=coníroä=groué=

=

=
=

与对照组比较：Gm＜MKMR= = GGGm＜MKMR=
Gm=Y=MKMR= = GGGm=Y=MKMR=vs=coníroä=groué=

图 N= =两组小鼠睾丸组织中睾酮合成关键酶基因的相对表达水平比较( x±sI=n===P)=
cigK=N= = oelative=expression=levels=of=genes=in=testis=tissues=of=mice=in=two=groups=E x ±sI=n===PF=
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PKQ= =酶学检测结果=
酶学检测结果显示：与对照组比较，糖尿病组

3βJepaS、NTβJepaP和 mQRMcNT~N酶活性降低，差

异显著（m＜MKMR、MKMN）。见图 O。=
=

= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
=

与对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMR=
Gm=Y=MKMR= = GGm=Y=MKMR=vs=coníroä=groué=

图 O= =两组小鼠睾丸组织 3βJepaS、17βJepaP、mQRMcNTaN酶的活性表达比较( x±sI=n===P)=
cigK=O= = bxpression=of=PβJepaSI=NTβJepaP=and=mQRMcNTaN=in=testis=tissues=of=mice=in=two=groups=E x ±sI=n===PF=

Q= =讨论=
糖尿病是一组以高血糖为特征的常见内分泌代

谢性疾病，高血糖引发的并发症可累及到全身多种

器官，随着糖尿病发病率的逐年上升及年轻化趋势，

糖尿病并发的生殖系统损伤也引起了人们极大的关

注。ieydág细胞主要存在于雄性哺乳动物睾丸组织

中，占睾丸细胞数量的 OB～QB，是体内合成睾酮

的一类非常重要内分泌细胞，其分泌的睾酮占血浆

睾酮的 VRB，对于雄性的生育能力及第二性征的维

持极为重要。有研究证实，ieydág细胞合成和分泌

睾酮的活动受下丘脑J垂体J性腺轴的调控，且下丘

脑调节腺垂体分泌的 ie是 ieydág细胞合成睾酮的

必要条件xNI=QI=Sz。在这个过程中，ie需与 ieydág细
胞膜上特异受体 ieo结合，动员胆固醇进入线粒体

内膜，完成 ieydág 细胞合成分泌睾酮的系列过= = =
程xTJUz。因此，ieo 结构、数量及功能的完整，也

是影响睾酮合成和分泌的一个重要条件。本实验中

发现糖尿病组大鼠血 ie、睾酮水平明显低于正常

组大鼠，ieo=mokA表达降低。正常生理状态下，

睾酮水平降低可以反馈性地使 ie 分泌增加，而在

糖尿病小鼠中未检测到 ie 升高，提示 ie 的减低

可能是糖尿病对垂体及其以上功能直接影响的结

果，表明糖尿病对垂体J睾丸轴功能有损伤作用。陈

锡文等xVz认为其机制可能为：糖尿病时，糖基化终

末产物大量形成，其通过增加体内氧自由基，脂质

过氧化增强，氧自由基清除能力下降，对垂体J睾丸

轴造成了直接的损伤。=

有研究表明，糖尿病能够破坏 ieydág细胞的结

构和功能。糖尿病鼠睾丸 ieydág细胞出现线粒体肿

胀变形、排列紊乱、嵴断裂、结构不清，滑面内质

网减少及扩张，ieydág细胞数量减少，胞浆脂滴增

多等现象xVJNMz。在本实验中，对成模 Q 周的糖尿病

小鼠的研究发现，糖尿病小鼠 ieydág 细胞中的

CvmNN~N、esdPbS、CvmNT~N和 esdNTbP的 mokA
水平较对照组降低。酶活性测定实验也发现，

3βJepaS、mQRMcNT~N、17βJepa 酶的活性均降低

（m＜MKMR）。结果与报道的形态学变化相呼应。类固

醇合成相关酶的表达在类固醇合成的晚期发挥关键

作用，位于线粒体膜上 mQRMscc 被认为是睾酮合成

的限速步骤，它主要是将转入线粒体内的胆固醇转

化为孕烯醇酮，孕烯醇酮在 3βJepa 作用下羟化和

侧链裂解形成孕酮，后者再经 éQRMcNT~N 进一步催

化生成雄烯二酮，后者在 17βJepa的作用下，最终生

成睾酮xNOJNQz。本实验的研究结果说明糖尿病状态下

ieydág 细胞内合成睾酮的能力及其合成睾酮的关键

基因和蛋白合成表达过程中信息传递受损xNMJNNz。=
除了催化反应的酶活性下降外，底物减少也使

产物的生成下降。胆固醇是 ieydág细胞合成睾酮的

原料，需要从线粒体外膜转移至内膜才能参与雄激

素合成。尽管该胆固醇转运的机制仍不清楚，但可

以肯定 píAo 参与了该转运过程，这一过程被认为

是睾酮合成起始限速步骤xNRz。本实验结果显示：糖

尿病组小鼠 ieydág细胞 píAo=mokA表达低于正常

组大鼠（m＜MKMR），说明糖尿病状态下 píAo 的活
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性受到了影响，胆固醇的转运因而受到抑制，最终

导致睾酮合成降低。=
综上所述，糖尿病 Q周时，小鼠血清中睾酮及

ie水平降低，睾丸组织 ieyádg细胞中，ieo、píAo、
CvmNN~N、esdPbS、CvmNT~N和 esdNTbP=mokA表

达降低及 3βJepaS、mQRMcNTN和 17βJepaP酶活性

受到抑制，表明早期的糖尿病状态即对小鼠下丘脑J
垂体J睾丸轴功能有损伤作用。=
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