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摘要：利用半定量 )*+,-) 和原位杂交的方法检测 ./01! 基因在成年雄性和雌性小鼠生殖器官中的表

达，并初步评价其在生殖过程中的作用。在雄性小鼠的睾丸、附睾、输精管和雌性小鼠的卵巢、输卵管、

子宫、胎盘中，半定量 )*+,-) 的方法均检测到 ./01! 的表达，在胎盘中表达水平较低，其余组织表达水

平较高。利用原位杂交的方法在睾丸的间质细胞检测出较强的信号，在附睾中有微弱的信号，而输精管

上皮细胞没有检测到信号；在输卵管上皮细胞和妊娠第 ’ 2 的子宫上皮细胞中检出较强的信号。由于

./01! 在 )34 水平在小鼠的生殖器官中广泛表达，因此我们推测 ./01! 可能在小鼠精子发生、睾酮合成、

精子的成熟和运输、卵子的发生和运输、胚胎着床等生殖过程中发挥作用，此结果为深入研究 ./01! 在

生殖生理中的功能打下基础。
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谷胱甘肽+硫+转移酶（;OD0=0A9B:G > 0M=:/NGM=+
/G/，.>*/）是生物体内一种重要的二相解毒酶，

哺乳动物的可溶性 .>*/ 根据其基因结构的不

同可以分为 ^ 类：4OLA=（!）、FG0=（"）、>9;1=（#）、

_=LL=（$）、PD（%）、‘1G;=（&）、,9（’）、*AG0=（(）［(］。

其中，PD 族 .>*/ 可分为 ./01(、./01!、./01’
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!"#$%、!"#$&、!"#$’［(］。!"#$( 是 较 为 特 殊 的

!)*"，除解毒反应之外，!"#$( 可作为转运蛋白

转运亲脂化合物，如胆红素、胆酸、类固醇激素、

甲状腺激素和不同的外源性化合物。研究还发

现，在人脑中，!"#$( 具有前列腺素 + 合成酶

（,!+)）的活性，可以参与前列腺素 +(（,!+(）

的合成［-］。在白血病母细胞（./012/$34 5.2"#"）、

结肠直肠癌细胞和卵巢癌中检测到 !"#$( 的转

录产物［% 6 ’］。在哺乳动物癌细胞中 !"#$( 的过

表达与各种癌症药物和致癌因素的敏感性有

关。

在生 殖 系 统 中，各 种 !)*" 有 独 特 的 分

布［7 6 8］，但关于 !"#$( 的表达目前还没有详细

报道。本文应用半定量 9*:,;9 和原位杂交的

方法在 $9<= 水平检测 !"#$( 在雄性和雌性小

鼠生殖系统中表达水平，初步评价 !"#$( 在生

殖中的作用，为进一步深入研究打下基础。

! 材料与方法

!"! 小鼠组织获取 选取健康的性成熟中国

昆明白小鼠，分别收集雄性小鼠的睾丸、附睾、

输精管和雌性小鼠的卵巢、子宫、胎盘及输卵管

的组织，迅速投入液氮，> 7?@保存，用于提取

9<= 和原位杂交。

!"# 相对定量 $%&’($ 按照 *9ABCD（!AE;C
E9D，美国）试剂盒说明提取各组织的 9<=，溶

解在 F+,; 处理的水中。用无 9<= 酶的 F<2"/
! 消化，经过酚和氯仿抽提、沉淀，最后溶于

F+,; 处理的水中，稀释浓度为 G"HI".，> 7?@
保存。G"H 9<= 使用 E42E+)* 9<=:,;9 试剂

盒（*2J292，中国）进行反转录。设置 - 个对照

实验，以排除基因组 F<= 污染的可能性：（G）

9<= 样品不经逆转录直接进行 ,;9；（(）9<=
样品不加逆转录酶进行 ,;9；（-）F+,; 处理的

水代替 9<= 样品进行 ,;9。对照实验为阴性

后，进行 ,;9 检测。用 ,K3$/K & 软件根据 !"#$(
序列（序列号 E;?-7?’L）设计引物，引物序列为

"/M"/： =!!=**=;===!;;;=!=;； 2M#3"/M"/：
;**=!;*!;**=;*;*!=!!（ ,;9 产 物 为 -G’
5N）。,;9 反应条件为：8&@ -? "、’?@ -? "、

7(@ -? "，-? 个循环。取 ,;9 产物在 GO&P琼

脂糖凝胶中电泳，溴化乙锭染色，全自动图像分

析仪测定紫外光下各电泳条带的灰度值。实验

采用三磷酸甘油脱氢酶（!2NQR）对各组样品灰

度值进行校正，样品灰度值I!2NQR 灰度值的比

值，即 为 小 鼠 生 殖 组 织 内 $9<= 的 表 达 水

平［G?］。

!") 原位杂交 回收 !"#$( ,;9 产物，克隆到

N!+S* 载体中，测序正确后，以质粒为模板，用

*7 和 ),’ 引物扩增，回收 ,;9 产物作为模板，

用地高辛标记试剂盒体外转录地高辛标记的

!"#$( 9<= 探针，用于原位杂交。小鼠生殖器

官组织制作冰冻切片，在 %P的多聚甲醛（NT
8O&）中固定 G R 后，用 *K3#UM V:G?? 处理 (? $3M，

&&@杂交过夜。杂交后用含 &?P 甲酰胺的梯

度 )); 缓冲液充分冲洗，加入碱性磷酸酶标记

的抗地高辛抗体。最后加入含 ( $$U. W D 左旋

咪唑（./X2$3"U./）的碱性磷酸酶底物充分显色，

甲基绿复染，C.Y$N0" 显微镜下观察及拍照。

!"* 统计学分析 实验数据应用 ),)) G?O? 软

件进行统计学分析，!"#$( 在各组织中的表达

水平采用单因素方差分析。

# 结 果

#"! 相对定量 $%&’($ 检测 +,-.# 的表达

在雄性小鼠的输精管、附睾、睾丸以及雌性小鼠

的卵巢、输卵管、子宫、胎盘中均检测到 !"#$(
的特异条带（图 G）。!"#$( 表达水平在胎盘中

较低，在输精管、附睾、睾丸、卵巢、输卵管、子宫

中表 达 较 强。经 过 统 计 分 析，胎 盘 中 !"#$(
$9<= 的表达量显著低于其他 ’ 种组织，在输

精管、附睾、睾丸、卵巢、输卵管、子宫中 ’ 种组

织中，!"#$( $9<= 水平没有显著差异。

#"# 原位杂交结果 在附睾头、附睾体和附睾

尾的上皮细胞中有较弱的信号（图版!：=、E、

;）。在小鼠睾丸的间质细胞中检测到较强的

!"#$( $9<= 信号（图版!：F）；在输精管中没有

检测到 !"#$( $9<= 信号（图版!：+）。在输卵

管上皮中有较强信号（图版!：Z）；在卵巢中，卵

泡之间的组织中存在较弱的染色信号（图版!：
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!）；在早期妊娠 " # $ % 的子宫中，仅在妊娠第

&、’ % 的子宫腔上皮中有较强的信号（图版!：

(），在早期妊娠的其他时期和正常发情周期的

子宫中，没有检测到 !)*+, +-./ 的表达。

图 ! "#$%&" 检测 ’()*+ 在雄性和雌性小鼠生殖器官中的表达

,-./ ! "#$%&" 0123-4*5)-12 13 ’()*+ 67846((-12 -2 *19(6 46841:90)-;6 (<()6*
0：12,333 分子量标准；" # 4 分别为：输精管、附睾、睾丸、输卵管、卵巢、子宫和胎盘。

0：12,333 1./ +56786；29:8) " ; 4 9:%9<5*8 =5) %8>868:)，8?9%9%@+9) 5:% *8)*9) A> +5B8 +AC)8，

5:% A=9%C<*，A=56@，C*86C) 5:% ?B5<8:*5 A> >8+5B8 +AC)8，68)?8<*9=8B@D

= 讨 论

作为胞质型 !EF)，!)*+, 具有多种功能：通

过酶促和非酶促反应，解除化学诱变剂、促癌

剂、脂质、1./ 以及过氧化物的毒性，保护正常

细胞免受有毒有害因素的影响；!)*+, 具有前

列腺素 G 合成酶的功能，通过催化 H!G, 的合

成，发挥 H!G, 的各种生理功能。此外，!EF) 具

有类固醇异构化酶的活性，参与睾酮和孕酮的

合成［"］。

睾丸中高含量的 !)*+, 可以使发育中的精

子获得对毒性物质的抵抗力［""］。原位杂交结

果表明，在小鼠睾丸间质细胞中 !)*+, 高表达。

间质细胞的主要功能是产生睾酮。睾酮和孕酮

都是由类固醇代谢物孕烯醇酮合成的。这种化

合物经过侧链裂解和氧化形成雄烯 二 酮（IJ
5:%6A)*8:8J&，"4J%9A:8）或孕烯二酮（IJ?68K:8:8J&，

,3J%9A:8）。这 两 种 &J酮JIJ类 固 醇 类 物 质（&J
78*AJIJ)*86A9%)）分别异构化形成孕酮和睾酮的前

体 &J酮J’J类固醇（&J78*AJ’J)*86A9%）。!EF) 具有

类固醇异构化酶的活性，可以催化 &J酮JIJ类固

醇类物质（&J78*AJIJ)*86A9%)）形成 &J酮J’J类固醇

（&J78*AJ’J)*86A9%），在 体 内 !EF 催 化 这 一 过

程［",］。此外，!EF) 可以与类固醇激素结合，可

能与类固醇激素在体内的分布有关。虽然具有

类固醇异构化酶活性的 !EF) 中是否包括 !)*+,
有待于进一步证实，本研究结果提示 !)*+, 有

可能参与睾酮的合成。此外，!)*+, 有 H!GE 活

性，其表达量可能与 H!G, 在雄性生殖系统中

发挥的功能有关。精液是精子、附属腺和管道

分泌物的混合物，其中有较高浓度的前列腺素

（H!)），H!G 被 认 为 是 人 类 精 液 中 最 重 要 的

H!)，L)9%A69 等分别在正常的和不孕男性的精液

中检测到 H!G, 和 "M 羟基J前列腺素 G（"MJN(
H!G），发现不孕男性的 H!G, 和 "MJN( H!G 的

含量均不正常，并且其精子的浓度和运动能力

都明显下降［"&］。19%AB756 等通过实验发现，向

老鼠体内注射 H!G, 后，其睾丸重量、-./ 含

量、透明质酸酶活性、精子数目都有所增加，这

说明 H!G, 可以促进睾丸的发育和成熟，并可

能在精子发生的后期，即在精母细胞向精子细

胞的转化过程中发挥作用［"’］。可见，在雄性生

殖系统中，!)*+, 可能通过产生 H!G, 对睾丸的

发育、精子的发生、成熟、运输等过程起调节作

·M,·I 期 宇兴江等：谷胱甘肽J硫J转移酶 0, 基因在小鼠生殖器官中的表达



用。

!"#$%! 结 果 表 明：在 卵 巢 和 输 卵 管 中，

&’()* 表达水平较高。原位杂交结果表明在输

卵管上皮中，&’()* 高表达。在卵巢中，$&+*
是参与排卵、黄体生成和退化过程中的关键调

控因子［,-，,.］。$&+* 能够增强输卵管的收缩能

力，从而在配子运输、受精和早期胚胎发育中发

挥重要作用［,/ 0 *1］。本研究表明 &’()* 在卵巢

中表达，其意义可能在于保护卵子免受有毒物

质的伤害和产生 $&+*。

应用原位杂交的方法，本研究仅在妊娠第

2、3 4 的小鼠子宫腔上皮中检测到 &’()* 的表

达。小鼠胚胎着床发生在妊娠第 3 4 的子夜，

妊娠第 2、3 4 是子宫为胚胎着床的准备期，此

时孕酮的含量也大量增加，在这一阶段，&’()*
高表达于腔上皮，推测该分子可能与胚胎着床

时的子宫分化为接受态有关，并且可能受体内

的孕酮调节。&’()* 所起作用以及作用机理有

待于进一步研究。

&5"’ 在机体有毒化合物的代谢、保护细胞

免受 急 性 毒 性 化 学 物 质 攻 击 中 起 到 重 要 作

用［*,］。在肿瘤药物治疗中，由于 &5"’ 参与抗

肿瘤药物排出体外，&5"’ 的表达与肿瘤的抗药

性有关［**］。&5"’ 测定可能作为临床监测肿瘤

耐药性早期出现的一个指标［*2］，因此在肿瘤病

因学和筛选治疗肿瘤药物方面，关于 &5"’ 的研

究备受关注［*3］。本实验检测了 &’()* 在雌性和

雄性小鼠生殖系统中的定量和定位表达，为深

入研究 &5"’ 在哺乳动物生殖系统中的功能奠

定了一定的基础。相信，随着科学研究的不断

深入，有关 &5"’ 的具体作用机理将逐渐为人们

所了解。
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