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敲低热休克转录因子 ５（Ｈｓｆ５）
对小鼠睾丸间质细胞和支持细胞中热休克家族的影响
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摘要：目的 探讨敲低热休克转录因子 ５（Ｈｓｆ５）对小鼠睾丸间质细胞（ＴＭ３）和支持细胞（ＴＭ４）中热休克家族表达

的影响。 方法 培养小鼠 ＴＭ３ 和 ＴＭ４ 细胞，随机分为对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ）和 Ｈｓｆ５ 敲低组（Ｈｓｆ５ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｇｒｏｕｐ）。
用实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）检测两种细胞中热休克转录因子（ＨＳＦｓ）和热休克蛋白（ＨＳＰｓ）ｍＲＮＡ 的表达。 根

据 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果分别选取两种细胞中变化具有显著差异的 ＨＳＰｓ（Ｐ＜０􀆰 ０１），应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＭ３ 细胞中

ＨＳＰＡ２、ＨＳＰＡ５、ＨＳＰ９０ａｂ１ 和 ＴＭ４ 细胞中 ＨＳＰＡ２、ＨＳＰ９０ａａ１ 蛋白表达。 结果 用 ｓｉＲＮＡ 干扰技术成功构建 Ｈｓｆ５ 敲

低模型。 敲低 Ｈｓｆ５ 后，ＴＭ３ 细胞中 Ｈｓｐａ２、Ｈｓｐａ５、Ｈｓｐ９０ａｂ１ 和 ＴＭ４ 细胞中 Ｈｓｆ２、Ｈｓｐａ２、Ｈｓｐ９０ａａ１、Ｈｓｐ９０ａｂ１、Ｈｓｐｄ１ 的

ｍＲＮＡ 表达明显下调（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与对照组相比，在 Ｈｓｆ５ 敲低组中，ＴＭ３ 细胞中 ＨＳＰＡ２、ＨＳＰＡ５ 和 ＴＭ４ 细胞中

ＨＳＰＡ２蛋白表达明显下调（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论 ＨＳＦ５ 可能通过调控小鼠睾丸间质细胞和支持细胞中 ＨＳＰＡ２ 和 ＨＳＰＡ５
的表达参与精子发生。
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　 　 不孕症是全球性健康问题，发病率逐年上升。
中国的不孕症发病率约 １０％，其中男性因素约占

５０％ ［１］ 。 在引起男性不育的因素中，热应激所占

比例逐渐上升。 它可通过引起热休克反应激活热

休克转录因子（ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ， ＨＳ⁃
Ｆｓ），使精子发生异常，进而导致男性不育。 ＨＳＦｓ
是调控真核细胞热休克蛋白（ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ＨＳＰｓ）转录的关键因子，主要通过诱导 ＨＳＰｓ 表达

使细胞耐受应激，从而维持正常生理功能。 人类

基因组中有以下几种 ＨＳＦｓ：ＨＳＦ１、ＨＳＦ２、ＨＳＦ４、
ＨＳＦ５、ＨＳＦＸ 和 ＨＳＦＹ，它们均在睾丸中表达［２］ 。
其中 ＨＳＦ１ 和 ＨＳＦ２ 在精子发生中有重要作用［３］ 。
最近有证据指出［４］ ：睾丸特异性表达的 Ｈｓｆ５ 缺失

会使雄性斑马鱼因精子异常而不育，但具体的机

制尚不明确。 因此，研究 ＨＳＦ５ 在睾丸中的机制，
能为深入探讨热应激对男性生育力的影响提供理

论依据。 本研究拟用 ｓｉＲＮＡ 干扰技术构建小鼠睾

丸间质细胞（ｍｏｕｓｅ Ｌｅｙｄｉｇ ｃｅｌｌｓ，ＴＭ３）和支持细胞

（ｍｏｕｓｅ Ｓｅｒｔｏｌｉ ｃｅｌｌｓ，ＴＭ４）的 Ｈｓｆ５ 敲低模型以探讨

对其它与精子发生相关的 ＨＳＦｓ［２］ 和 ＨＳＰｓ［５⁃１０］ 的

ｍＲＮＡ 及蛋白表达的影响，以期初步探索 ＨＳＦ５ 在

精子发生中的可能机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞与试剂

细胞：小鼠睾丸间质细胞（ｍｏｕｓｅ Ｌｅｙｄｉｇ ｃｅｌｌｓ，
ＴＭ３）和支持细胞（ｍｏｕｓｅ Ｓｅｒｔｏｌｉ ｃｅｌｌｓ，ＴＭ４） （陆军

军医大学预防医学系惠赠）。 主要试剂：ＴＭ３ 细胞

专用培养基和 ＴＭ４ 细胞专用培养基（武汉普诺赛

生命科技有限公司）；荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒 ２ ×
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ、羊抗鼠二抗和羊抗兔二抗

（山东思科捷生物技术有限公司）；ＯＰＴＩ⁃ＭＥＭ 培

养液和ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 试剂盒（美国赛默飞

世尔科技公司）；小鼠 Ｈｓｆ５ ｓｉＲＮＡ 转染试剂（北京

擎科生物生物科技有限公司）；ＨＳＰＡ２ 单克隆抗体

（杭州华安生物技术有限公司）；ＨＳＰＡ５ 单克隆抗

体、ＨＳＰ９０ａａ１ 多克隆抗体及 ＨＳＰ９０ａｂ１ 单克隆抗

体（武汉云克隆科技股份有限公司）；甘油醛⁃３⁃磷
酸脱氢 酶 （ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ⁃
ａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）单克隆抗体（武汉伊莱瑞特生物科技

股份有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＴＭ３ 细胞、ＴＭ４ 细胞的分组及处理：将培养

的 ＴＭ３ 和 ＴＭ４ 细胞进行消化传代时，按 １×１０６ ／ ｍＬ
浓度接种于 ６ 孔板中，每孔添加 ２ ｍＬ 培养液，接
种完成后放回培养箱中孵育，待细胞贴壁到孔底

７０％进行转染操作。 将孔板按照随机数字表法分

为对照组、Ｈｓｆ５ 敲低组。 转染前稀释相关试剂（每
孔用量）：１）每 ２􀆰 ５ μｇ Ｈｓｆ５ ｓｉＲＮＡ 转染试剂（ｓｉＲＮＡ
干扰靶点：上游 ５′⁃ＣＧＵＵＣＡＡＣＡＡＧＧＵＣＣＵＣＡＡＴＴ⁃
３′、 下 游 ５′⁃ＵＵＧＡＧＧＡＣＣＵＵＧＵＵＧＡＡＣＧＴＴ⁃３′） 用

１２５ μＬ ＯＰＴＩ⁃ＭＥＭ 培养液稀释； ２） 每 ３􀆰 ７５ μＬ
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００用 １２５ μＬ ＯＰＴＩ⁃ＭＥＭ 培养液稀

释。 将稀释后的 Ｈｓｆ５ ｓｉＲＮＡ 转染试剂加入稀释

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００，混匀后室温放置 １０ ～ １５ ｍｉｎ。
Ｈｓｆ５ 敲低组加入以上稀释的混合试剂；对照组加入

２５０ μＬ ＯＰＴＩ⁃ＭＥＭ 培养液。 将两组细胞放回培养

箱中继续孵育 ４８～７２ ｈ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 验证 ｓｉＲＮＡ 干扰效果以及相关热

休克家族 ｍＲＮＡ 表达：经 ＳｔｅａｄｙＰｕｒｅ Ｑｕｉｃｋ ＲＮＡ Ｅｘ⁃
ｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 法提取总 ＲＮＡ，ＳＰＡＲＫｓｃｒｉｐｔ Ⅱ ＲＴ Ｐｌｕｓ
Ｋｉｔ 法反转录生成相应 ｃＤＮＡ，再根据 ２×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
ｑＰＣＲ Ｍｉｘ（ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ）法行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ，采取以下

反应条件进行扩增：９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ；９５ ℃ １０ ｓ，
５９ ℃ ３０ ｓ，共 ４０ 个循环。 最后按照 ２－△△Ｃｔ 法以

Ｇａｐｄｈ 为内参计算目的基因 ｍＲＮＡ 相对表达量。 具

体引物序列（表 １）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测热休克蛋白的表达：ＲＩＰＡ
法充分裂解细胞提取总蛋白。 经 ＢＣＡ 法对蛋白进

行定量，定量后行电泳，采用湿转法冰浴转膜 １ ｈ
（恒流 ２３５ ｍＡ），封闭约 ２ ｈ。 封闭后分别置于对应

的一抗溶液中 ４ ℃孵育过夜。 ＴＢＳＴ 溶液洗膜 ３ 次
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表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

ｇｅｎｅ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′） 　 　 ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′） 　

Ｈｓｆ５ ＧＡＧＡＴＧＧＴＡＡＡＧＧＴＧＧＡＧＣＣＴＧＴＴＧ ＡＧＣＣＴＧＡＣＴＧＧＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＧ

Ｈｓｆ１ ＧＡＣＡＴＧＡＧＣＣＴＧＣＣＴＧＡＣＣ ＡＣＣＡＧＴＧＣＴＴＴＣＣＴＧＡＧＴＣ

Ｈｓｆ２ ＡＣＣＡＴＣＡＴＡＡＡＧＴＴＣＣＡＣＡＣＡＧＣ ＣＣＴＣＡＴＴＴＧＴＴＴＣＴＧＧＡＡＴＡＡＣＴＧＧ

Ｈｓｐａ２ ＧＣＡＧＡＧＣＧＧＴＡＣＡＡＡＴＣＧＧＡ ＴＴＧＣＣＣＣＴＣＡＧＴＴＴＣＴＣＧＴＣ

Ｈｓｐａ５ ＧＴＴＣＴＴＣＡＡＴＧＧＣＡＡＧＧＡＧＣＣ ＴＧＡＴＴＡＴＣＧＧＡＡＧＣＣＧＴＧＧＡ

Ｈｓｐ９０ａａ１ ＣＧＴＣＴＣＧＴＧＣＧＴＧＴＴＣＡＴＴＣ ＡＣＴＧＧＧＣＡＡＴＴＴＣＴＧＣＣＴＧＡ

Ｈｓｐ９０ａｂ１ ＴＧＣＴＡＡＧＴＣＴＧＧＣＡＣＧＡＡＧＧ ＡＧＡＣＧＡＣＴＣＣＣＡＧＧＣＡＴＡＣＴ

Ｈｓｐｄ１ ＡＧＴＣＣＡＴＴＧＴＣＣＣＴＧＣＴＣＴＴＧ ＴＧＣＣＡＣＡＡＣＣＴＧＡＡＧＡＣＣＡＡ

Ｇａｐｄｈ ＡＣＴＣＴＴＣＣＡＣＣＴＴＣＧＡＴＧＣＣ ＴＧＧＧＡＴＡＧＧＧＣＣＴＣＴＣＴＴＧＣ

（１５ ｍｉｎ ／次），洗膜后置于相应二抗溶液中，３７ ℃孵

育 １ ｈ。 洗膜后加显影液，然后曝光。 采用 ＩｍａｇｅＪ
软件对条带进行吸光度值转化，并计算目的蛋白相

对于 ＧＡＰＤＨ 蛋白的表达量。 一抗和二抗稀释比例

（表 ２）。

表 ２　 一抗和二抗稀释比例

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ
　 　 　 　 ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ａｎｔｉｂｏｄｙ

ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ
ｐｒｉｍａｒｙ ａｎｔｉｂｏｄｙ

ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ
ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ａｎｔｉｂｏｄｙ

ＨＳＰＡ２ １ ∶ １ ０００ １ ∶ ５ ０００

ＨＳＰＡ５ １ ∶ ５００ １ ∶ ５ ０００

ＨＳＰ９０ａａ１ １ ∶ ４００ １ ∶ ５ ０００

ＨＳＰ９０ａｂ１ １ ∶ ５００ １ ∶ ５ ０００

ＧＡＰＤＨ １ ∶ １ ０００ １ ∶ ５ ０００

１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＩｍａｇｅＪ 软件对 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白条带进

行灰度值转化，ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件对所有数据进行分

析。 计量资料以均数±标准差（ ｘ± ｓ）表示，两组间

比较采用非配对 ｔ 检验，同时使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
９􀆰 ３􀆰 ０ 作图。

２　 结果

２􀆰 １　 敲低 Ｈｓｆ５ 后，两种细胞中 Ｈｓｆ１、Ｈｓｆ２、Ｈｓｐａ２、
Ｈｓｐａ５、Ｈｓｐ９０ａａ１、Ｈｓｐ９０ａｂ１、Ｈｓｐｄ１ ｍＲＮＡ 相对表

达量变化

两种细胞的 Ｈｓｆ５ 敲低组中 Ｈｓｆ５ ｍＲＮＡ 表达

量显著低于对照组（ Ｐ＜ ０􀆰 ０５） （图 １） ，可用于下

一步实验。 与对照组相比，Ｈｓｆ５ 敲低组中：ＴＭ３
细胞 中 Ｈｓｐａ２、 Ｈｓｐａ５、 Ｈｓｐ９０ａｂ１ 和 ＴＭ４ 细 胞 中

Ｈｓｆ２、Ｈｓｐａ２、 Ｈｓｐ９０ａａ１ ｍＲＮＡ 表 达 均 明 显 下 调

（Ｐ＜０􀆰 ０１）（表 ３）。

Ａ􀆰 Ｈｓｆ５ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＴＭ３ ｃｅｌｌｓ；Ｂ􀆰 Ｈｓｆ５
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＴＭ４ ｃｅｌｌｓ；∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍ⁃
ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ
图 １　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 验证 ＴＭ３ 和 ＴＭ４ 细胞中 ｓｉＲＮＡ
　 　 干扰效果

Ｆｉｇ １　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｓｉＲＮＡ ｅｆｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ＴＭ３
　 　 　 ａｎｄ ＴＭ４ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ２　 Ｈｓｆ５ 敲低后，ＴＭ３ 细胞中 ＨＳＰＡ２、ＨＳＰＡ５、
ＨＳＰ９０ａｂ１ 和 ＴＭ４ 细胞中 ＨＳＰＡ２、ＨＳＰ９０ａａ１ 蛋白

表达变化

在 ＴＭ３ 细胞中，与对照组相比，Ｈｓｆ５ 敲低组中

ＨＳＰＡ２ 和 ＨＳＰＡ５ 蛋白相对表达明显下调（Ｐ＜０􀆰 ０５）
（图 ２Ａ）；ＴＭ４ 细胞中，Ｈｓｆ５ 敲低组 ＨＳＰＡ２ 蛋白相

对表达明显下调（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ２Ｂ）。
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钟琳　 敲低热休克转录因子 ５（Ｈｓｆ５）对小鼠睾丸间质细胞和支持细胞中热休克家族的影响

表 ３　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 验证敲低 Ｈｓｆ５ 后 ＴＭ３ 和 ＴＭ４ 细胞中其他热休克转录因子和热休克蛋白 ｍＲＮＡ 表达水平

Ｔａｂｌｅ ３　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ

　 　 　 　 ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＴＭ３ ａｎｄ ＴＭ４ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ Ｈｓｆ５（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

ｇｅｎｅ
ＴＭ３ ｃｅｌｌｓ ＴＭ４ ｃｅｌｌｓ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ Ｈｓｆ５ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｇｒｏｕｐ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ Ｈｓｆ５ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｇｒｏｕｐ

Ｈｓｆ１ １􀆰 ００±０􀆰 ２６ １􀆰 ０５±０􀆰 ４２ １􀆰 ００±１􀆰 ７２ １􀆰 ２７±０􀆰 ２１

Ｈｓｆ２ １􀆰 ００±１􀆰 ２９ ０􀆰 ６６±０􀆰 ３８ １􀆰 ００±０􀆰 １７ ０􀆰 ３５±０􀆰 １８∗∗

Ｈｓｐａ２ １􀆰 ００±０􀆰 １１ ０􀆰 ５６±０􀆰 １１∗∗ １􀆰 ００±０􀆰 １５ ０􀆰 ４２±０􀆰 １４∗∗

Ｈｓｐａ５ １􀆰 ００±０􀆰 １０ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０９∗∗ １􀆰 ００±０􀆰 ３３ １􀆰 １４±０􀆰 ３７

Ｈｓｐ９０ａａ１ １􀆰 ００±０􀆰 １７ １􀆰 ５１±０􀆰 ３９ １􀆰 ００±０􀆰 １０ ０􀆰 ５８±０􀆰 １２∗∗

Ｈｓｐ９０ａｂ１ １􀆰 ００±０􀆰 ０５ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０５∗∗ １􀆰 ００±０􀆰 １３ ０􀆰 ５２±０􀆰 ２４∗

Ｈｓｐｄ１ １􀆰 ００±０􀆰 ３４ ０􀆰 ８５±０􀆰 １４ １􀆰 ００±０􀆰 １４ ０􀆰 ６２±０􀆰 １６∗

∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ａ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｏｆ ＨＳＰＡ２， ＨＳＰＡ５ ａｎｄ ＨＳＰ９０ａｂ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＴＭ３ ｃｅｌｌｓ； Ｂ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｏｆ ＨＳＰＡ２
ａｎｄ ＨＳＰ９０ａａ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＴＭ４ ｃｅｌｌｓ；∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ 验证 ＨＳＰＡ２、ＨＳＰＡ５、ＨＳＰ９０ａａ１ 和 ＨＳＰ９０ａｂ１ 蛋白表达情况

Ｆｉｇ ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＨＳＰＡ２，ＨＳＰＡ５，ＨＳＰ９０ａａ１ ａｎｄ ＨＳＰ９０ａｂ１

３　 讨论

近年来，男性不育发病率逐年上升。 其病因较

复杂，而热应激引起精子质量下降是男性不育的重

要原因。 热应激可诱导 ＨＳＦｓ 的改变，进而影响精

子发生。 当前证据表明［２］：在基因敲除鼠中，无论

敲除 ＨＳＦ１ 还是 ＨＳＦ２，都可以观察到精子的异常，
但生育力正常；若两者都敲除，则表现为绝对不育。
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另有证据指出缺失 Ｈｓｆ５ 的雄性斑马鱼表现为不育，
但机制不明［４］。 此外，本课题组在探讨 ＨＳＦ５ 结

构［１１］ 的基础上进一步行功能研究表明［１２］：敲低小

鼠精母细胞中的 Ｈｓｆ５ 后会引起 ＨＳＦ１ ｍＲＮＡ 及蛋白

表达量下调以及免疫相关因子发生变化；故推测，
ＨＳＦ５ 可能会通过与 ＨＳＦ１ 协同及介导免疫等途径

参与精子发生。 但精子正常发生离不开辅助细胞，
故本研究选取小鼠 ＴＭ３ 和 ＴＭ４ 细胞，探讨 ＨＳＦ５ 在

这两种细胞中的作用。
本研究发现敲低 Ｈｓｆ５ 后，在 ｍＲＮＡ 及蛋白水平

均可检测到 ＴＭ３ 和 ＴＭ４ 细胞中 ＨＳＰＡ２ 的下调。
ＨＳＰＡ２ 在精子获能和精卵识别的过程中发挥着重

要作用［１３］，它的缺失可能会造成精卵识别失败。 除

此之外，有证据指出小鼠选择性敲除 ＨＳＰＡ２ 后，精
子细胞表现为减数分裂过程中的异常［１４］。 另在

Ｈｓｆ５ 缺失的斑马鱼模型中也发现精子发生中减数

分裂后细胞减少以及精子结构异常［４］。 故猜想，
ＨＳＰＡ２ 可能是 ＨＳＦ５ 参与精子发生过程的关键靶

蛋白。
本研究还发现，敲低 Ｈｓｆ５ 后，ＴＭ３ 细胞中ＨＳＰＡ５

在 ｍＲＮＡ 及蛋白水平均有下调。 既往研究指出，
ＨＳＰＡ５ 可能通过钙依赖途径调节精子和透明带的

结合参与精子的获能［１５］ ，而且它的启动子突变与

弱精症相关［１６］ 。 ＨＳＰＡ５ 还被证明在内质网中可

维持 Ｃａ２＋浓度的稳定［１７］ 。 睾丸间质细胞合成雄激

素主要受黄体生成素（ ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ，ＬＨ）⁃黄
体生成素受体（ ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＨＲ）⁃
环 磷 酸 腺 苷 （ ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓ⁃ｐｈａｔｅ，
ｃＡＭＰ）⁃蛋白激酶 Ａ（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ａ，ＰＫＡ）这一经

典途径调控。 但现有报道称：胞质 Ｃａ２＋ 浓度与睾

酮生成平行［１６］ 。 故据此推测，ＨＳＰＡ５ 可能通过调

节 Ｃａ２＋浓度参与雄激素合成、调节精子发生和获

能，而 ＨＳＦ５ 则可能通过调节 ＨＳＰＡ５ 的表达间接

参与这一过程。
综上 所 述， ＨＳＦ５ 可 能 通 过 调 节 ＨＳＰＡ２ 和

ＨＳＰＡ５的表达，影响雄激素的生成、精子的分化、
获能以及精卵识别，最终导致男性不育。 但本研

究方法较单一，具有局限性，其具体机制还需深入

探讨，为男性不育的临床诊疗开拓新思路、寻找新

方法。
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Ｂｉｏｌ， ２０１７，２２２：４５⁃６５．

［３］ Ａｂａｎｅ Ｒ， Ｍｅｚｇｅｒ Ｖ． Ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｇａｍｅ⁃

ｔｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ［ Ｊ ］． ＦＥＢＳ Ｊ， ２０１０， ２７７：
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Ｒｅｐ， ２０１８，２５：３２５２⁃３２６１．

［５］ Ｒａｄｏｎｓ Ｊ． Ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ＨＳＰ７０ ｆａｍｉｌｙ ｏｆ ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ： ｗｈｅｒｅ

ｄｏ ｗｅ ｓｔａｎｄ？ ［ Ｊ］． Ｃｅｌｌ Ｓｔｒｅｓｓ Ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ， ２０１６， ２１：

３７９⁃４０４．

［６］ Ｎｏｗｉｃｋａ⁃Ｂａｕｅｒ Ｋ， Ｍａｌｃｈｅｒ Ａ， Ｗｌｏｃｚｋｏｗｓｋａ Ｏ， ｅｔ ａｌ．

Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｍｉｎａｌ ｐｌａｓｍａ ＨＳＰＡ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓ ａ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ

ｏｆ ｈｕｍａｎ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ ｓｔａｔｕｓ［Ｊ］． Ｒｅｐｒｏｄ Ｂｉｏｌ， ２０２２，２２：

１００５９７．ｄｏｉ：１０．１０１６／ ｊ．ｒｅｐｂｉｏ．２０２１．１００５９７．

［７］ Ｌｏｂｏ Ｖ， Ｐａｒｔｅ Ｐ． Ｍｅｍｂｒａｎｅ⁃ｂｏｕｎｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏ⁃

ｔｅｉｎ ７８ ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｗｉｔｈ ａｌｐｈａ⁃２⁃ｍａｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ

ａｃｔｉｎ ｒｅｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｐｅｒｍ ｄｕｒｉｎｇ ｅｐｉｄｉｄｙｍａｌ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ

［Ｊ］． Ｍｏｌ Ｈｕｍ Ｒｅｐｒｏｄ， ２０１９，２５：１３７⁃１５５．

［８］ Ｋａｊｉｗａｒａ Ｃ， Ｋｏｎｄｏ Ｓ， Ｕｄａ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ

ａｒｒｅｓｔ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｓｐ９０ａｌｐｈａ ｉｎ

ａｄｕｌｔ ｍｉｃｅ［Ｊ］． Ｂｉｏｌ Ｏｐｅｎ， ２０１２，１：９７７⁃９８２．

［９］ Ｓａｒｉｂｅｋ Ｂ， Ｊｉｎ Ｙ， Ｓａｉｇｏ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＨＳＰ９０ｂｅｔａ ｉｓ ｉｎ⁃

ｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐｒｏｌａｃｔｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｎｅｗｔ

ｔｅｓｔｉｓ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ， ２００６，３４９：

１１９０⁃１１９７．

［１０］ Ａｓｑｕｉｔｈ ＫＬ， Ｈａｒｍａｎ ＡＪ， ＭｃＬａｕｇｈｌｉｎ ＥＡ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｃａｌｉ⁃

ｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ， ｈｅａｔ

ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ １， ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｔｉｇｅｎ ｇｐ９６ ｉｎ ｔｈｅ

ｍａｌｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｔｒａｃｔ ａｎｄ ｄｕｒｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｒｏ⁃

ｓｏｍｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｂｉｏｌ Ｒｅｐｒｏｄ， ２００５，７２：３２８⁃３３７．

［１１］ 钟洪莉，肖城良，史祥睿，等． 精子发生调控因子重组人

ＨＳＦ５ 的原核表达、活性检测与结构预测［ Ｊ］． 基础医
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钟琳　 敲低热休克转录因子 ５（Ｈｓｆ５）对小鼠睾丸间质细胞和支持细胞中热休克家族的影响

学与临床， ２０２１． ４１：１３２３⁃１３２８．
［１２］ 钟洪莉， 钟琳， 代宇婕， 等． 热休克转录因子 ５ 在小鼠

睾丸不同细胞中的表达及其功能探索［ Ｊ］． 免疫学杂

志， ２０２２，３８：８９０⁃８９５．
［１３］ Ｒｅｄｇｒｏｖｅ ＫＡ， Ｎｉｘｏｎ Ｂ， Ｂａｋｅｒ ＭＡ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ＨＳＰＡ２ ｐｌａｙｓ ａ ｋｅｙ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｒｍ ｓｕｒｆａｃｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｔｈａｔ ｍｅｄｉａｔｅ ｓｐｅｒｍ⁃ｅｇｇ
ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ．［Ｊ］． ＰｌｏＳ ｏｎｅ， ２０１２，７：ｅ５０８５１．ｄｏｉ：１０．１３７１ ／
ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．００５０８５１．

［１４］ Ｄｉｘ ＤＪ， Ａｌｌｅｎ ＪＷ， Ｃｏｌｌｉｎｓ ＢＷ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｇｅｎｅ ｄｉｓ⁃
ｒｕｐｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｓｐ７０⁃２ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｆａｉｌｅｄ ｍｅｉｏｓｉｓ， ｇｅｒｍ ｃｅｌｌ ａｐ⁃
ｏｐｔｏｓｉｓ， ａｎｄ ｍａｌｅ ｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ［ Ｊ］． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ
Ａ， １９９６，９３：３２６４⁃３２６８．

［１５］ Ｌａｃｈａｎｃｅ Ｃ， Ｂａｉｌｅｙ ＪＬ， Ｌｅｃｌｅｒｃ Ｐ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈｓｐ６０
ａｎｄ Ｇｒｐ７８ ｉｎ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ａｎｄ ｏｖｉｄｕｃｔ， ａｎｄ
ｔｈｅｉｒ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｓｐｅｒｍ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ［ Ｊ］． Ｈｕｍ Ｒｅｐｒｏｄ， ２００７，
２２：２６０６⁃２６１４．

［１６］ Ａｂｄｏｕ ＨＳ， Ｖｉｌｌｅｎｅｕｖｅ Ｇ， Ｔｒｅｍｂｌａｙ ＪＪ． Ｔｈｅ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇ⁃
ｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｌｅｙｄｉｇ ｃｅｌｌ ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｔｈｒｏｕｇｈ ａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｃａｓｃａｄｅ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅ⁃
ｃｅｐｔｏｒ ＮＲ４Ａ１ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃ ａｃｕｔｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］． Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ， ２０１３，１５４：５１１⁃５２０．

［１７］ Ｇｕｚｅｌ Ｅ， Ｂａｓａｒ Ｍ， Ｏｃａｋ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ ｉｎｔｅｒａｃ⁃
ｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｕｎｆｏｌｄｅｄ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｋｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ＨＳＰＡ５
ａｎｄ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ［ Ｊ］． Ｂｉｏｌ
Ｒｅｐｒｏｄ， ２０１１，８５：１２１⁃１２７．

本刊稿件格式要求（４）

４􀆰 １　 科学名词：采用全国自然科学名词审定委员会公布的术语。 药物名称以最新版本《中华人民共和国药

典》和卫生部药典委员会编写的《中国药品通用名称》为准，英文药物名称采用国际非专利药名，不用商品

名。 国际通用的缩写词在正文第一次出现时用“中文全称（英文全称，英文缩写）”格式。 例： 转化生长因子

（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＴＧＦ）。
４􀆰 ２　 需用斜体者：坐标系符号，如：横坐标（Ｘ）；拉丁学名；统计学符号（ｎ，ｔ 检验，概率 Ｐ 等）。 基因的英文

缩写用斜体大写，蛋白的英文缩写用正体大写。 例：“ＳＨＨ”表示基因，“ＳＨＨ”表示蛋白。
４􀆰 ３　 单位：按国家公布的法定计量单位，如：米 （ｍ）、升（Ｌ）、克（ｇ）、天（ｄ）、小时（ｈ）、分（ｍｉｎ）、秒（ ｓ）。 在

１ 个组合单位内，不能有 １ 条以上的斜线，如：用药剂量 ｍｇ ／ ｋｇ ／ ｄ 应为 ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），心脏指数 Ｌ ／ ｍｉｎ ／ ｍ２ 应为

Ｌ ／ （ｍｉｎ·ｍ２）。 数值范围用“ ～ ”，数字与单位间空 １ 格，如：１０～２０ ｍｇ；１～８ ｈ；５５％～６４％（不能用 ５５－６４％）；
（３～６）×１０４ 或 ３×１０４ ～６×１０４（不能用 ３－６×１０４）。
４􀆰 ４　 短篇综述要求：１）近期内人们普遍关注及研究热门领域的短篇综述，一般在 ４ ０００ 字以内（不包括参考

文献）；２）近 ３ 年内相关外文参考文献占 ７０％以上；３）结合文献进行一定深度的评述，不能只是文献罗列介

绍；４）结合自己的研究工作，对该领域存在的问题和解决方法提出自己的观点；５）请在稿件最后附上第一作

者和通信作者的科研背景资料，包括作者的科研简介以及所在课题组的相关科研工作简介。
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