
 

视黄酸信号通路在腐霉利致青春期小鼠睾丸
损伤中的表达特征
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摘要 ：

[背景] 腐霉利（PCM）暴露可致雄性小鼠生殖器官损伤，但其是否与视黄酸（RA）信号通路有
关尚不明确。

[目的] 探讨 RA 信号通路在 PCM 致青春期小鼠睾丸损伤中的表达特征。

[方法] 取 64 只健康雄性 ICR 小鼠（3 周龄）适应性饲养 1 周后，随机均分为对照和低、中、高
剂量染毒组，每组 16 只，连续 21 d 经口灌胃，给予 PCM 剂量分别为 0、50、100、200 mg·kg–1。
停止给药 1 周后处死小鼠，取其血清和双侧睾丸，检测血清中睾酮含量，观察睾丸切片中的
组织学变化，用实时荧光定量 PCR 法、Western blotting 法分别测定小鼠睾丸组织中 RA 信号
通路相关基因及凋亡基因 Casp9、Casp12 mRNA 的表达丰度及 CYP26A1、ALDH2、CASP9 蛋白
水平。

[结果] 与对照组相比，各剂量染毒组小鼠的整体外观、睾丸外观均无明显改变。病理切片观
察：低剂量染毒组小鼠睾丸生精小管出现轻微萎缩，精子生成减少，中、高剂量染毒组小鼠
睾丸出现明显的病理损伤（如生精小管管腔扩张，生精上皮受损，精原细胞数量下降，支持细
胞部分缺如）；随着 PCM 剂量增加，小鼠生精上皮损伤程度逐渐加重，生精小管中精子数量
降低。4 组小鼠肛门和生殖器距离、睾丸质量、睾丸容积、睾丸脏器系数的差异均无统计学意
义（均P > 0.05）。低、中、高剂量染毒组小鼠体重分别为（34.91±1.89）、（34.88±1.75）、（32.94±1.37）g，
其中高剂量染毒组低于对照组的（35.93±1.99）g；血清睾酮质量浓度分别为（313.77±5.32）、
（305.31±3.47）、（304.80±5.28）pg·mL–1

，均低于对照组的（319.05±1.92）pg·mL–1（均 P < 0.05）；
随着 PCM 剂量增加，小鼠体重和血清睾酮质量浓度均有下降趋势。高剂量染毒组小鼠
Rbp1、Stra6 mRNA 表达丰度均高于对照组（均 P < 0.05）；中、高剂量染毒组小鼠 Aldh2、
Aldh1a1、Aldh1a3、RA 核受体相关基因（Rar 和 Rxr）mRNA 表达丰度高于对照组（均 P < 0.05）；
中、高剂量染毒组小鼠 Cyp26a1、Cyp26b1 mRNA 表达丰度均低于对照组（均 P < 0.05）；中、
高剂量染毒组小鼠凋亡基因 Casp9、Casp12 mRNA 表达丰度均高于对照组（均 P < 0.05）。各
剂量染毒组小鼠 CYP26A1 蛋白表达量均低于对照组（均 P < 0.05），其表达量随 PCM 浓度增
加有下降趋势；中、高剂量染毒组小鼠 ALDH2 蛋白表达量和各剂量染毒组小鼠 CASP9 蛋白
表达量均高于对照组（均 P < 0.05），其表达量随 PCM 浓度增加有升高趋势。

[结论] PCM 可损伤青春期小鼠睾丸组织，其 RA 信号通路、Casp9 基因、Casp12 基因和
CASP9 蛋白被激活。
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Expression  of  retinoic  acid  signaling  pathway  in  mouse  damaged  testes  induced  by
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Zhengli,  ZHU  Yongfei (Department  of  Preventive  Medicine,  Medical  School,  Hunan  Normal
University, Changsha, Hunan 410013, China)
Abstract:

[Background] Procymidone (PCM) exposure can cause damage to reproductive organs of  male
mice, but whether its mechanism is related to the retinoic acid (RA) signaling pathway is unclear.

[Objective] To  explore  the  possible  mechanism  of  PCM-induced  testes  damage  in  adolescent
mice.

[Methods] Three-week-old  ICR  mice  (n=64)  were  randomly  divided  into  a  control  group  and
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three dose groups (low, medium, and high), with 16 mice in each group. PCM was administered orally at 0, 50, 100, and 200 mg·kg−1·d−1

for  21  consecutive  days.  Serum  and  bilateral  testes  in  each  mouse  were  collected  to  detect  content  of  testosterone  in  serum  and  to
observe histological changes in testis section after the mice were sacrificed one week after cessation of drug administration. Real-time
fluorescence quantitative PCR and Western blotting were used to detect the mRNA expression abundances of genes related to the RA
signaling pathway and apoptosis genes Casp9 and Casp12, and the protein expression levels of CYP26A1, ALDH2, and CASP9 respectively.

β
β

[Results] Compared with the control group, there was no significant change in the overall appearance and testicular appearance of mice
in each dose group after the PCM exposure. According to pathological section observation, the testicular seminiferous tubules of mice in
the low-dose group showed slight atrophy and reduced sperm production; the testes of mice in the medium- and the high-dose groups
showed  obvious  pathological  damage  (e.g.  dilated  lumen  of  seminiferous  tubules,  damaged  spermatogenic  epithelium,  decreased
number  of  spermatogonia,  and  partial  absence  of  sertoli  cells);  as  the  concentration  of  PCM  increased,  the  degree  of  spermatogenic
epithelial  damage in  mice gradually  increased and the number of  spermatozoa in  the seminiferous tubules  decreased.  There were no
significant  differences  in  the  distance  between  the  anus  and  the  genitals,  testicular  mass,  testicular  volume,  and  testicular  organ
coefficient  among the four  groups of  mice (P > 0.05).  The body weights  of  the mice in  the low-,  medium-,  and high-dose groups were
(34.91±1.89),  (34.88±1.75),  and (32.94±1.37) g respectively,  and that in the high-dose group was lower than that in the control group,
(35.93±1.99)  g,  (P < 0.05);  the  serum  testosterone  concentrations  were  (313.77±5.32),  (305.31±3.47),  and  (304.80±5.28)  pg·mL−1

respectively, which were lower than that in the control group, (319.05±1.92) pg·mL−1 (P < 0.05); as the dose of PCM increased, the body
weight and serum testosterone concentration showed decreasing trends. The mRNA expression levels of Stra6 and Rbp1 in the high-dose
group were higher than those in the control group (P < 0.05); the mRNA expression levels of Aldh2, Aldh1a1, Aldh1a3, Rarα, Rar , Rxrα
and Rxr  in the medium-and the high-dose groups were higher than those in the control group (P < 0.05); the mRNA expression levels of
Cyp26a1 and Cyp26b1 in the medium- and high-dose groups were lower than those in the control group(P < 0.05); the mRNA expression
levels  of  apoptosis  genes Casp9 and Casp12 in  the  medium-and  the  high-dose  groups  were  higher  than  those  in  the  control  group
(P < 0.05). The protein expression level of CYP26A1 in each exposure group was lower than that in the control group (P < 0.05), and the
expression level decreased with increasing concentration of PCM; the expression level of ALDH2 protein in the medium- and the high-
dose groups and the protein expression level of CASP9 in each exposure group were higher than those in the control group (P < 0.05),
and the levels increased with increasing concentration of PCM.

[Conclusion] PCM can damage the testis tissues of adolescent mice, where RA signaling pathway, Casp9 and Casp12 genes, and CASP9
protein are activated.

Keywords: procymidone; adolescence; testis; retinoic acid signaling pathway; testosterone

  

低毒性杀菌剂腐霉利（procymidone, PCM）常用于
防治蔬果及农作物的菌核病、灰霉病及黑斑病[1]。
PCM 在使用过程中可大量残留在土壤和农作物中，并
可通过食物链危害动物及人体健康，甚至导致癌症发
生，因此美国、日本、加拿大等主要发达国家均对农产
品中 PCM 的最大残留制定限量要求[2]。人类主要通过
食物、饮水、皮肤接触等途径暴露于 PCM。欧洲食品
安全局研究表明，部分地区居民 PCM 的膳食摄入量长
期超过每日可接受摄入量[3]。PCM 作为一种环境内分
泌干扰物，在体内和体外都表现出抗雄激素特性，可
阻止雄激素与相应受体结合，进而抑制雄激素调控基
因的表达，最终造成生殖器官异常发育 [4–5]。视黄酸
（retinoic acid, RA）信号通路是生物发育的经典信号通
路之一，该信号通路由视黄醇类物质、视黄醇结合蛋
白（retinol-binding protein, RBP）、RA 核受体——视黄
酸受体（retinoic acid receptors, RARs）和视黄醛 X 受体
（retinoid X receptors, RXRs）、RA 反应元件（RAR reaction
element, RARE）等组成，通过在细胞质和细胞核内发
挥作用来调控细胞分化及胚胎发育等[6]

，其参与多种

器官的发育过程，如眼、后脑基底神经节、肾脏等[7]。
在生殖方面，有研究指出胚胎暴露于 RA 环境会导致
人类、啮齿类、禽类等后代出现泌尿生殖系统的严重
畸形[8]。同时也有研究表明，低剂量 RA 受体拮抗剂具
有避孕功效，可引起 RA 通路异常，影响精子的正常发
生，继而导致男性不育[9]。PCM 暴露可致雄性小鼠生
殖器官损伤[10]

，但其与 RA 信号通路是否有关尚不清
楚。青春期是哺乳动物生殖器官发育的关键时期，本
研究旨在检测 RA 信号通路相关基因在 PCM 致青春
期小鼠睾丸损伤中的表达特征，初步探索该信号通路
与雄性生殖损伤的关系。 

1    对象与方法 

1.1    实验动物
取 64 只清洁级健康雄性 ICR 小鼠（3 周龄，体重

14.5~15.3 g）进行成组设计实验研究，实验小鼠均为同
品系、同窝别（编号 SYXK 湘 2020-0012），购自湖南斯
莱克景达实验动物有限公司。于室温 20~25 ℃、相对
湿度 40%~60%、循环光照为 12 h/12 h 的无特定病原
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体（SPF）级饲养间中检疫 7 d 后进行实验。 

1.2    仪器和试剂
主要仪器：显微镜及电子图像采集和成像系统

（DM2000，德国 Leica），台式高速冷冻离心机（KH20R，
中国 Kaida）， 多 功 能 酶 标 仪 （SYNERGY2 型 ， 德 国
BioTek），实时荧光定量 PCR 仪（7 300 型，美国 Thermo
Fisher），蛋白电泳仪及电转仪（PowerPoc Basic，美国
BIO-RAD），化学发光成像系统（5 500 型，中国 Tanon）。

主要试剂：PCM（美国 Sigma），放射免疫沉淀法裂
解缓冲液（RIPA 裂解液）、二辛可宁酸（BCA）试剂盒（中
国碧云天），TRIzol 总 RNA 提取试剂盒（美国 Invitrogen），
逆转录试剂盒（美国 Promega），SYBR Green 荧光定量
检测试剂盒、荧光定量 PCR（qPCR）引物、电化学发光
（ECL）试剂盒（美国 Thermo Fisher），甘油醛-3-磷酸脱
氢酶（GAPDH）抗体、 ALDH2 抗体、 CYP26A1 抗体和
CASP9 抗体（英国 Abcam），其余实验用试剂均为国产
分析纯。 

1.3    动物分组及处理
用随机数字表将 64 只小鼠分为 4 组，每组 16 只。

根据联合国粮农组织和世界卫生组织农药残留联席
会议报告中人体未观察到不良反应的 PCM 剂量
（100 mg·kg–1·d–1）[11]

，同等标准换算为小鼠染毒剂量[12]。
参照 Ostby 等 [13] 的方法，将 PCM 悬浮于纯大豆油中
获得 PCM 溶液，临用现配，灌胃体积根据小鼠体重变
化而调整，1 次·d–1

，连续灌胃 21 d。4 组 PCM 剂量如
下：对照组为 0 mg·kg–1·d–1（纯大豆油），低、中、高剂
量染毒组分别为 50、100、200 mg·kg–1·d–1。实验期间，

每日观察各组小鼠摄食情况及精神状况。动物操作及
处理均遵循湖南师范大学和国家有关动物实验的相
关规定，本实验方案通过湖南师范大学医学院伦理委
员会审查并备案（编号：2021292）。 

1.4    血液标本及睾丸组织的采集
干预结束后继续饲养 7 d，乙醚麻醉后颈椎脱臼

法处死小鼠。观察动物整体外观，称其体重并用游标
卡尺测量肛门和生殖器距离（测量 3 次，取平均值），

而后迅速从腹主动脉取血液标本备用，每只小鼠取
1 份血液标本（约 1 mL），每组 16 份，共 64 份。再立即
剖取睾丸称其质量并测量其容积，迅速将一侧睾丸放
入−80 ℃ 冰箱冻存，用于后续检测相关基因和蛋白表
达；另一侧则置于 4%多聚甲醛固定液中，用于制作病
理切片。 

1.5    指标检测方法 

1.5.1   睾丸组织脏器系数的计算　计算睾丸组织脏器

系数，计算公式为：睾丸脏器系数=[ 睾丸质量（湿重）/
体重 ]×100%。 

1.5.2   睾丸容积的计算　采用椭球体体积的计算方
法，用游标卡尺测量睾丸 x、y 和 z 轴的半径 a、b 和 c，
计算公式为：睾丸容积=4πabc/3。 

1.5.3   血清睾酮水平的检测　将上述血液标本离心后（转
速 3 000 r·min−1

，离心半径 160 mm，离心时间 10 min），
取上清液置于 1.5 mL 离心管中，参照雄激素酶联免疫
吸附试验（ELISA）试剂盒说明书定量检测血清睾酮水平。 

1.5.4   组织病理学检测　参照相关文献 [14]，将上述
每组 8 只小鼠固定后的睾丸组织，经取材修块，常规
脱水，石蜡包埋，而后制成厚度为 4~5 μm 切片，将其
HE 染色后封片，采用光学显微镜观察各组小鼠睾丸组
织的病理特征，并用电子图像采集系统、成像系统拍
摄并处理切片图。 

1.5.5   总 RNA 提取及定量 PCR 检测　随机将每组冻
存于−80℃ 的睾丸组织取出 8 个，于冰上迅速剪碎，置
于含 1 mL TRIzol 的离心管中，4 ℃ 下进行匀浆，按试
剂盒说明书提取样品总 RNA。将组织中提取的 RNA
溶于无 RNA 酶水中，取 1 μg 经逆转录后合成 cDNA，
反应体系及条件具体参照说明书操作。获得 cDNA 后
即进行扩增反应，反应体系具体如下：SYBR Green，2.5 μL；
cDNA，0.5 μL；正向引物，0.3 μL；反向引物，0.3 μL；无
RNA 酶水，6.4 μL。反应条件设定依次如下：95 ℃ 反
应 10 min，95 ℃ 反应 15 s，60 ℃ 反应 1 min，循环 40 次。
引物序列详见表 1。目的基因相对于内参基因含量计
算公式为：Y=2−ΔΔCt [15]。 

1.5.6   Western blotting 检测关键蛋白表达差异　将剩

 

表 1   引物序列表
Table 1    Primer sequences

 

基因 上游引物(5’→3’) 下游引物(5’→3’)

Rbp1 GCCTGTAAATGGCCTCTTCCT AGTGTTGAAAACGCGTCTCCTT

Stra6 TTCGGCAGGGCACCAA CAAAGTGGGCCCAAGATAACA

Aldh2 GCCATCGCATCCCATGA CCTCCGTGGAGCCTGTGA

Aldh1a1 CCGTCATGACCAGGTGCTTT CAACTAGTCCTCCTCACCAAATGAG

Aldh1a3 ACCGGAGAGTGCGAACCA CCGGCTGTCCGTTTTCC

Rarα TACTGCCGGCTGCAGAAAT CGTTTCGCACCGACTCCTT

Rarβ AGCATCAGCGCGAAAGGT CATTGATCCAGGAATTTCCATTTT

Rxrα GCCGGCCTCTGACTGTGA GCACCACAATGTCCCAGTGA

Rxrβ CAAGTGTCTGGAGCACCTGTTC CCATGAGGAAGGTGTCAATGG

Cyp26a1 CTCCAACCTGCACGATTCCT CGGCTGAAGGCCTGCAT

Cyp26b1 GATGGAACCCTGGAGTTGATCTT TTGCATGATCAAGGATGTGCTT

Casp9 TGCCCTCCCCTGTCTTTAAA AAGCAAAGAGTAGAGGAAACCAGAAA

Casp12 GCCAGGAGGACACATGAAAGA CATGTCCTTGGCCAAACCTT

Gapdh TGGCCTCCAAGGAGTAAGAAAC GGGATAGGGCCTCTCTTGCT
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余的每组 8 个睾丸分别置于 RIPA 裂解液，4 ℃ 下匀浆
取上清液（总蛋白液），采用 BCA 法进行蛋白定量 [16]

，

最后加入 0.1%苯甲基磺酰氟（PMSF）并冻存。随后在
蛋白质中加入上样缓冲液进行变性反应，变性电泳分
离采用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-
PAGE）胶（10%），上样量均为 10 μg·孔−1。电泳参数：浓
缩胶 80 V，30 min；分离胶 100 V，90 min；转聚偏氟乙
烯（PVDF）膜 100 V，120 min。转膜成功后浸入脱脂牛
奶（5%）中持续封闭 120 min，PVDF 膜分别用 ALDH2、
CYP26A1、CASP9、GAPDH 一抗 4 ℃ 过夜孵育（一抗稀
释比分别为 anti-ALDH2 单克隆抗体 1∶3 000、 anti-
CYP26A1 多克隆抗体 1∶3 000、anti-CASP9 单克隆抗体
1∶2 000、 GAPDH 单克隆抗体 1∶1 000）； 1×含 0.05%
Tween20 的三羟甲基氨基甲烷缓冲液（TBST）洗涤 3 次，

时长均为 10 min。加入被 TBST 稀释的二抗（1∶8 000），
二抗为辣根过氧化物酶（HRP）标记，室温下用摇床继
续孵育 60 min；1×TBST 洗涤 3 次，每次时长 10 min 。

待处理完毕滴加 ECL 化学发光液，化学发光凝胶成像
系统采集图像。 

1.6    统计学分析
用 GraphPad Prism 8.0.2 和 SPSS 20.0 软件对数据

进行整理、分析，经检验总体方差齐，多组计量资料比
较用单因素 F 分析，各剂量染毒组与对照组两两比较
采用 LSD-t 检验。检验水准ɑ=0.05。 

2    结果 

2.1    体重、睾丸表型、血清睾酮含量的变化
PCM 干预后，对照组和各剂量染毒组小鼠的整体

外观、睾丸外观均无明显改变。各组小鼠肛门和生殖
器距离、睾丸质量、睾丸脏器系数、睾丸容积的差异
均无统计学意义（均 P > 0.05）。高剂量染毒组小鼠体
重、各剂量染毒组小鼠血清睾酮质量浓度低于对照组
（P < 0.05）。随着 PCM 剂量增加，各剂量染毒组小鼠血
清睾酮质量浓度有下降趋势，见表 2。 

2.2    睾丸组织的变化
光镜下每组分别观察 8 只小鼠的睾丸切片，对照

组的病理异常率为 0%，低、中、高剂量染毒组小鼠的
病理异常率依次为 87.5%、100.0%、100.0%。对照组镜
下可见：生精小管呈椭圆形或圆形，发育良好；生精细
胞致密，管腔内可见大量排列紧密的精子；低剂量染
毒组小鼠曲细精管出现轻微萎缩，精子生成减少；中、
高剂量染毒组小鼠生精小管管腔扩张，管壁变薄，生
精上皮受到损伤，呈自溶性改变，精原细胞数量有所
下降，部分细胞有疑似核皱缩等现象，支持细胞出现
部分缺如；随着 PCM 染毒剂量的增加，各剂量染毒组
小鼠生精上皮损伤程度逐渐加重，曲细精管中精子数
量明显降低。见图 1。 

2.3    RA 信号通路相关基因及凋亡基因表达丰度差异
高剂量染毒组小鼠 Rbp1、Stra6 mRNA 表达丰度

均高于对照组（均 P < 0.05）、中、高剂量染毒组 Aldh2、
Aldh1a1、Aldh1a3、RA 核受体相关基因（Rar 和 Rxr）
mRNA 表达丰度高于对照组（均 P < 0.05），且均随 PCM
剂量增加有上升趋势。中、高剂量染毒组小鼠 Cyp26a1、
Cyp26b1 mRNA 表达丰度均低于对照组（均 P < 0.05），
且均随 PCM 剂量增加有下降 �趋势。中、高剂量染毒组
小鼠凋亡基因 Casp9、Casp12� mRNA 表达丰度均高于
对照组（均 P < 0.05），且均随 PCM 剂量增加有上升趋
势。见图 2。 

2.4    CYP26 A1、ALDH2、CASP9 蛋白表达差异
各剂量染毒组小鼠 CYP26A1 蛋白表达量均低于

对照组（P < 0.05），且均随 PCM 剂量增加有下降趋势。
中、高剂量染毒组小鼠 ALDH2 蛋白表达量和各剂量染
毒组小鼠 CASP9 蛋白表达量均高于对照组（P < 0.05），
且均随 PCM 剂量增加有上升趋势。见图 3。 

 

x ± s表 2   PCM 染毒后各组雄鼠体重、睾丸表型、血清睾酮的比较 （ ） 

x ± s
Table 2    Comparison of body weight, testicular phenotype, and serum testosterone of male mice in

each group after PCM exposure ( )
 

指标
对照组

(0 mg·kg−1)
低剂量染毒组

(50 mg·kg−1)
中剂量染毒组
(100 mg·kg−1)

高剂量染毒组
(200 mg·kg−1)

F P

体重/g 35.93±1.99 34.91±1.89 34.88±1.75 32.94±1.37* 8.62 0.000

肛门和生殖器距离/mm 9.50±1.08 9.63±0.76 10.13±0.36 9.75±0.48 2.24 0.092

睾丸质量/g 0.28±0.08 0.27±0.04 0.26±0.04 0.24±0.04 1.67 0.184

睾丸脏器系数/×10−3 7.88±0.76 7.84±0.74 7.79±0.56 7.78±0.68 0.07 0.974

睾丸容积/mm3 219.30±34.89 212.05±20.59 211.91±41.16 198.97±26.91 1.13 0.345

血清睾酮质量浓度/(pg·mL−1) 319.05±1.92 313.77±5.32* 305.31±3.47* 304.80±5.28* 21.22 0.000

[注] 体重、肛门和生殖器距离、睾丸质量和睾丸脏器系数n=16，血清睾酮含量n=8。*：与对照组相比，P < 0.05。
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100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

A B C D

 
［注］ A：对照组（0 mg·kg−1）；B：低剂量染毒组（50 mg·kg−1）；C：中剂量染毒组（100 mg·kg−1）；D：高剂量染毒组（200 mg·kg−1）。↗表示生精小管管腔中

的精子，随着 PCM 染毒剂量的增加，曲细精管中精子数量明显降低。
图 1   PCM 染毒后各组雄鼠睾丸组织形态的病理改变 （HE 染色） 

Figure 1   The effect of procymidone on morphological and pathological changes of mouse testis （HE staining）
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［注］ 与对照组相比，*：P < 0.05，**：P < 0.01，***：P < 0.001。A：Rbp1；B：Stra6；C：Aldh2；D：Aldh1a1；E：Aldh1a3；F：Rarα；G：Rarβ；H：Rxrα； I：

Rxrβ；J：Cyp26a1；K：Cyp26b1；L：Casp9；M：Casp12。
图 2   PCM 染毒后各组雄鼠睾丸组织 RA 信号通路相关基因及凋亡基因表达丰度的变化 （n=8） 

Figure 2   Changes in expression abundance of genes related to the retinoic acid signaling pathway and apoptosis genes in male mice
after PCM exposure (n=8)

 

CYP26A1

ALDH2

CASP9

GAPDH

对照组 PCM

50 mg·kg−1 100 mg·kg−1 200 mg·kg−1

0.0

0.5

1.0

1.5

**

***

***

C
Y

P
2

6
A

1
蛋白

相对
表达

量

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

**

***

A
LD

H
2
蛋白

相对
表达

量

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

***

***

***

C
A

S
P

9
蛋白

相对
表达

量

A B C D

50 100 200对照组
PCM染毒剂量/(mg·kg－1)

50 100 200对照组
PCM染毒剂量/(mg·kg－1)

50 100 200对照组
PCM染毒剂量/(mg·kg－1) 

［注］ A 为电泳条带图，B、C、D 依次为 CYP26 A1、ALDH2、CASP9 蛋白相对灰度值统计图。与对照组相比，**：P < 0.01，***：P < 0.001。
图 3   PCM 染毒后各组雄鼠睾丸组织 CYP26 A1、ALDH2、CASP9 蛋白表达差异 （n=8） 

Figure 3   Differences in expression of CYP26 A1, ALDH2, and CASP9 protein in male mice after PCM exposure (n=8)
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3    讨论
有研究发现，母鼠在妊娠期或哺乳期早期暴露于

PCM 可引起雄性子代生殖发育的改变，典型表现为肛
门和生殖器距离缩短、永久性乳头，或部分雄激素依
赖组织质量明显降低/畸形[13]。青春期是雄性睾丸发
育的关键时期，该时期睾丸对外源化学物的敏感性很
高。本研究发现，PCM 各剂量染毒组小鼠血清中睾酮
质量浓度下降，其原因可能是：一定浓度的 PCM
可与雄激素受体结合（androgen receptor, AR），并通过
阻止 AR-DNA 结合来抑制雄激素依赖基因的转录，从
而导致睾酮表达水平降低[9，13]；PCM 可能抑制睾酮合
成关键酶的活性或表达[16]。本研究结果表明，PCM 各
剂量染毒组小鼠睾丸的生精小管、生精上皮、精原细
胞均有特征性改变，随 PCM 染毒剂量增加，其损伤程
度逐渐加重，生精小管中精子数量明显降低，与本课
题组前期研究氟他胺（PCM 类似物）结果基本一致[17]。
但本研究尚未对支持细胞和睾丸间质细胞进行计数，

其损伤程度与 PCM 的定量关系仍有待进一步研究。
细胞内视黄醇转变为 RA 的过程可简单归纳为两

步氧化反应：维生素 A（视黄醇）在 RBP 和 STRA6 的帮
助下由细胞外转运至细胞内，视黄醇首先被乙醇脱氢
酶或视黄醇脱氢酶初步氧化成中间产物视黄醛，然后
在视黄醛脱氢酶（retinal dehydrogenase, ALDH）1A1—A3
的再次氧化作用下生成 RA。合成的 RA 当即被转运至
细胞核，并通过与 RAR/RXR 二聚体中的 RARE 结合来
调控下游靶基因的转录过程，而 RA 的分解代谢则由
CYP26A1—C1 参与完成。由此可知，RA 信号通路中
RBP、STRA6、ALDH 家族、RAR/RXR、CYP26A1—C1 均是
影响其作用机制发挥的关键成员[5]。 �本研究发现，高剂
量染毒组小鼠 Rbp1、Stra6 mRNA 的表达均高于对照组，

中、高剂量染毒组小鼠 Aldh2、Aldh1a1、Aldh1a3 mRNA
表达丰度呈升高趋势，中、高剂量 RA 核受体相关基
因（Rar 和 Rxr）的表达也有明显升高，而 Cyp26a1 和
Cyp26b1 mRNA 表达水平降低。Western blotting 结果
显示，各剂量染毒组小鼠 CYP26A1 蛋白表达量均低于
对照组，各剂量染毒组小鼠 CASP9 蛋白表达量和中、
高剂量染毒组小鼠 ALDH2 蛋白表达量均高于对照组，

其表达特征总体与基因表达一致。提示在 PCM 的作
用下，可能睾丸中有 RA 合成，同时 RA 的代谢受到抑
制。此外由于 RA 受体表达也增加，表明在 PCM 的作
用下，RA 信号通路被激活，RA 核受体与 RA 结合后形
成二聚体，该二聚体通过与靶基因 RARE 结合，以此调
节基因的转录表达。RA 合成增加后可能调控了中、高

剂量 PCM 染毒组凋亡基因 Casp9、Casp12 的表达升
高，从而导致睾丸损伤明显。

综上，睾丸组织在 PCM 影响下可能有 RA 合成和
代谢抑制现象，PCM 可损伤青春期小鼠睾丸组织，其
RA 信号通路、凋亡基因 Casp9、Casp12 和 CASP9 蛋白
被激活。本研究还存在以下不足：研究动物限定为青
春期小鼠，其他时期（成年期、中老年期等）小鼠是否
会产生类似实验效应，尚无法得知；本研究仅探索了
RA 信号通路在 PCM 致青春期小鼠睾丸损伤中的表
达，后续将进行 RA 通路中关键基因的敲除或敲低，以
明确其在睾丸损伤过程中的作用机制。
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　　　　    喜讯 ：《  》被 EBSCO 数据库收录
 
       2021 年 7 月 20 日，《  》编辑部接到美国 EBSCO 信息服务部通知，本刊已正式被
EBSCO 数据库收录。
        EBSCO 数据库是目前世界上最大的多学科学术期刊数据库和综合性商业资源全文数据库，已经被
多个科研机构和高校图书馆订购使用，全球 83.3%的高校图书馆均将 EBSCOhost 列为首选的电子文献
检索。现已开发 400 多个在线文献数据库，满足各类型机构的信息需求已达 70 余年，收录全球各种期
刊逾 26 万种，全球 11 万 5 千多家机构选用 EBSCO 的产品与服务，每天在 EBSCO 平台上进行的检索达
一亿七千五百万次。
        《  》由上海市疾病预防控制中心主办，主要着眼于发表环境因素（自然、社会）、
职业因素与人群健康的流行病学、毒理学内容的重要研究，以刊登中文文献为主（含英文摘要），月刊。
所有被录用的稿件均经过同行专家评议。目前保持 CSCD（核心库）、北大核心、科技核心全收录。杂志
主页 ：www.jeom.org。
        作为中文期刊，《  》提供 700 字左右英文长摘要。被 EBSCO 文献数据库收录，意
味着本刊在论文编写格式和数据处理的标准化和规范化要求与国际文献接轨，促进了本刊发表论文的
国际化传播力度，可进一步提高作者及其工作单位在国内外的学术地位。
        特别感谢支持《  》的各位专家、作者及读者，我们将不忘初心、砥砺前行！
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