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摘要  甾体激素合成灵敏调节蛋白(StAR)是甾体激素合成的关键调节因子. 甾体激素的合成需要

将胆固醇从细胞质转运到位于线粒体内膜的细胞色素 P450 侧链切除复合体上, 这是甾体激素合

成的限速步骤. 它依赖于 StAR 的从头合成. 以成年大鼠假孕模型, 用原位杂交和免疫组化的方

法研究了不同时期大鼠黄体中 StAR mRNA 和抗原的表达及其受 IFNγ 调节的情形. 结果表明

StAR的表达与孕酮的水平相一致, IFNγ 对 StAR表达有抑制作用.
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所有的甾类激素的生物合成都起始于胆固醇到孕烯醇酮的转化. 这一反应是由位于线粒

体内膜的细胞色素 P450 侧链切除酶(P450scc)催化的[1,2]. 长期以来, 人们认为促性腺激素对甾

类激素合成的调节作用是由于其对 P450scc 活性的调控, 即此步为限速步骤 . 然而其后的许

多实验表明真正的限速步骤是胆固醇转运到线粒体内膜和 P450scc[3]. 而 StAR 是此过程的重

要调节因子[4,5]. StAR的表达与甾类激素合成在时空上密切相关[6, 7]. 在缺乏激素调节的情况下

MA-10 小鼠 Leydig 肿瘤细胞和 cos-1 细胞中 StAR 蛋白的表达会引起甾类激素合成的显著增

加[8, 9].

IFNγ能抑制大鼠中颗粒细胞分化和甾类激素合成
[10], 并能增加前列腺素 PGF2 α的合成,

抑制孕酮产生来影响黄体的功能[11]. 黄体中甾类激素的灵敏调节是由 StAR 完成的, StAR 的

表达受 cAMP[5]和 PGF2α[12]的调节. 因此 IFNγ可能直接影响 StAR的表达.

1  材料与方法

( ) 动物. SD 大鼠由中国科学院动物研究所实验动物研究室提供. 将 3 只雌性成年大鼠

与 1 只输精管结扎的雄鼠合笼, 雌鼠只在动情期的晚上交配, 此时排卵即将发生. 如果交配 ,

在阴道里就会形成一个凝固的阴道栓, 用阴道检查法在早晨可以方便地检测到. 发现阴道栓

的那天作为假孕第 1天. 分别在假孕的第 1, 2, 4, 6, 8, 10, 13天处死动物, 收集卵巢, 固定于

福尔马林固定液中. 假孕第 4天时注射 IFNγ 500, 1 000, 5 000, 10 000 IU, 对照组只注射生理盐

水, 24 h 后处死动物 , 分离收集卵巢, 固定于福尔马林固定液中. 组织以常规方法石蜡包埋,

切片(6 µm), 贴附于铬明矾-明胶处理的载玻片上.

( ) 原位杂交. 原位杂交采用德国 Boehringer 公司地高辛标记非放射杂交系统, StAR 和

LH受体(LHR)探针以体外转录方式标记地高辛. 石蜡切片脱蜡后, 用5 10 µg/mL 蛋白酶K 37

消化 10 min, PBS洗 2 min, 4 PFA固定 5 min, PBS洗 5 min. 切片经梯度酒精脱水 晾干

后用 50%甲酰胺/2 SSC预杂交 2 h, 45 50 杂交过夜(杂交液成分: 200 ng/mL DIG标记探

针; 10 mmol/L Tris-Cl(pH = 7.5) 2 SSC 50%去离子甲酰胺; 1 Denhardt; 5%硫酸葡聚糖; 2.5

mmol/L DDT; 0.5% SDS; 400 µg/mL酵母 tRNA). 杂交后, 切片在 40 下用 2, 1, 0.1× SSC各
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洗 2 15 min, DIG缓冲液  (0.1 mol/L马来酸; 0.15 mol/L NaCl; pH = 7.5)中平衡 5 min, 1%

封闭液封闭 1 h, 1︰500碱性磷酸酶连接的抗 DIG抗体温育 30 min, DIG缓冲液 洗 3 10 min,

DIG缓冲液  (0.1 mol/L NaCl; 50 mmol/L MgCl2; 0.1 mol/L Tris-Cl; pH = 9.5)平衡 5 min, 加

碱性磷酸酶底物 NBT/BCIP, 避光温育 3 6 h. 染色充分后用光学树胶封片. 对照用 StAR 正

义 RNA探针代替反义 RNA 探针, 对照无特异性染色.

( ) 免疫组化(ABC 法). 石蜡切片脱蜡后, 用含 0.3%双氧水的甲醇温育 30 min, PBS 洗

3 5 min. 切片经微波炉抗原修复 5 min (1.8 mmol/L 柠檬酸 8.2 mmol/L柠檬酸钠; pH = 6.0),

室温中冷却 10 min, 正常山羊血清(NGS)封闭 20 min, 抗 StAR兔血清温育 30 min, PBS洗 3

10 min, 生物素连接的二抗(山羊抗兔血清)温育 30 min, PBS洗 3 5 min, 亲和素 A和生物

素 B(联结辣根过氧化物酶)混合物温育 1 h(A和 B提前 30 min 混合), PBS洗 3 5 min, 辣根

过氧化物酶底物 DAB/双氧水温育 2 7 min, 自来水冲洗, 脱水封片. 对照用 NGS 代替一抗,

对照无特异性染色.

2  结果与讨论

在假孕大鼠黄体中第 1 2 天 StAR 抗原表达较低, 到第 4 天表达显著增加, 第 6 天维持

在较高水平上, 第 8 天时略有下降, 到第 10 天明显降低, 到第 13 天基本上检测不到 StAR 抗

原的表达(图 1).

假孕大鼠第 1 6天黄体中 StAR mRNA表达都比较高, 第 8 13天表达很低(图 2).

注射 IFNγ 500 IU的大鼠黄体中 StAR抗原表达与对照组基本相同, 注射 IFNγ 1000 IU后

StAR抗原的表达略有降低. 而注射 5 000, 10 000 IU大鼠黄体中 StAR抗原的表达明显下降

(图 3).

我们以前对促性腺激素诱导的假孕大鼠黄体 StAR 研究表明, StAR mRNA 和抗原在第

1 4 天呈上升趋势, 到第 4 天达最高, 第 8 天溶黄体开始时下降 在妊娠大鼠黄体中 StAR

在黄体早期表达高, 到第 13 天溶黄体时下降 [13]. 我们用成年大鼠假孕模型得出的结果与促

性腺激素诱导的假孕和妊娠大鼠模型得到的结果基本相同[13], 并且 StAR的表达与孕酮形成

的水平一致 [14]. 因此, StAR 的表达可视作黄体功能的可靠指标 . 这与以前的报道是一致

的[15 17].

StAR 蛋白前体在胞质中合成, 在信号肽的导引下穿过线粒体膜进入线粒体[18], 其后信号

肽被切除, 形成成熟形式的  StAR. 在 StAR 穿膜过程中, 线粒体内外膜 粘合 在一起, 内

外膜之间没有水性的膜间质. 这样, 极性的胆固醇就可通过这样的 粘合位点 进入线粒体. 因

此认为只有在 StAR 的穿膜和成熟过程中 StAR才能发挥转运胆固醇的功能. 但后来实验认为

StAR 蛋白的 C 末端在转运胆固醇时起重要作用[19]. 另外, StAR 很可能还依赖其他某些分子

协助发挥转运作用.

已知 IFNγ 能抑制黄体中孕酮的产生
[16]. 假孕第 4 天的黄体对细胞因子的刺激比较灵敏 ,

因此我们选择第 4 天时注射, 低剂量 IFNγ 并不影响 StAR 的表达, 而剂量增加到 5 000 IU 时

StAR 的表达明显受到抑制, 高剂量时抑制作用不再加强. 据报道, IFNγ 能抑制牛
[20]和妊娠大

鼠[21]黄体中孕酮的分泌. 它对黄体的作用可能是通过两种途径 一是通过增强免疫反应而诱

发 MHC抗原 型的表达导致溶黄体[22] 二是通过增加前列腺素的合成[23]. PGF2α能抑制 StAR
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的表达[24], StAR表达的降低影响了孕酮的合成. 最近报道 IFNγ 能抑制大鼠 Leydig细胞中 StAR

的合成, 并呈剂量依赖性 [25], 与我们的结果一致 . IFNγ 的生物作用需通过其细胞表面受体
[26].

IFNγ 受体有两个亚单位, 即α链(IFNγ Rα)和 链(IFNγ Rβ), 配体与α链结合不能产生信号转导;

只有与β链结合才为信号转导所必需[26], 与 IFNγ 结合会激活 JAK1(Janus Kinase 1)和 JAK2, 它

们分别与 IFNγ Rα和 IFNγ Rβ链的细胞内结构域相联. JAK1和 JAK2的激活会导致酪氨酸磷酸化

图 1  StAR 抗原在成年假孕大鼠黄体中的表达
(a) 阴性对照; (b) D1; (c) D2; (d) D4; (e) D6; (f) D8; (g) D10; (h) D13. 140
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激活 STAT-1. STAT-1 通过与磷酸化的酪氨酸和 Src 同源的两个结构域相互作用形成二聚体

并进入细胞核来调节许多含有γ-激活序列元素的基因的转录[26, 27]. IFNγ Rα和 IFNγ mRNA已

在大鼠睾丸中确定, IFNγ 能通过 STAT-1蛋白的磷酸化快速调节 Sertoli细胞中的早期基因表

达[28, 29]. 因此 IFNγ 对 StAR 的调节有可能是由 JAK/STAT 途径介导的. 到目前为止, 还未见

IFNγ Rα和 IFNγ Rβ在大鼠黄体中存在的报道. IFNγ 对 StAR 的调节是否也是通过这个途径介

图 2  StAR mRNA在成年假孕大鼠黄体中的表达
(a) 阴性对照; (b) D1; (c) D2; (d) D4; (e) D6; (f) D8; (g) D10; (h) D13. 140
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导, 尚需进一步的研究.
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