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[摘要 ]　目的　探讨雄性大鼠睾丸组织中的含硒蛋白。方法　采用75Se活体标记、SD S2PA GE 和Χ射线探测

等技术研究睾丸组织中含硒蛋白的分布。结果　在睾丸组织中检测到 9种含硒蛋白质或亚单位, 其分子量分别

为 117. 0, 78. 0, 66. 6, 57. 2, 43. 0, 38. 1, 25. 0, 20. 1和 18. 0 kD a。结论　其中有些是已知的硒蛋白,有些则可能是

先前未被认识的新硒蛋白,它们对雄性大鼠性腺的发育和分泌功能可能具有一定影响。
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Abstract: Objective　T estis selen ium (Se) 2con tain ing p ro tein s of m ale an im als are invest igated. M ethods　

T he Se2con tain ing p ro tein s in test is of the rat w ere invest igated by in vivo labeling w ith 　75 Se2selen ite,

separat ion of the t issue homogenate p ro tein s by SD S2PA GE, and determ ination of the labeled p ro tein s by Χ2
detecto r and Χ2coun ter. Results　N ine　75 Se2con tain ing p ro tein s o r p ro tein subun its w ith relat ive mo lecu lar

w eigh ts of 117. 0, 78. 0, 66. 6, 57. 2, 43. 0, 38. 1, 25. 0, 20. 1 and 18. 0 kD a w ere detected in the test is

homogenates. Conclusion s　 Som e of the Se2con tain ing p ro tein s detected in test is of rats w ere the know n

selenop ro tein s, bu t the o thers m ay be the Se2con tain ing p ro tein s w h ich have no t been iden tified and characterized

yet.
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　　动物缺硒可以诱发骨骼肌和心肌坏死、肝损伤

和雄性不育症等。近期研究表明,缺硒对雄性大鼠性

腺及胰腺的发育和分泌功能具有不良影响。关于性

腺与硒状态的关系,目前大多用具有抗氧化作用的

谷胱甘肽过氧化物酶 (GPx)活性的变化来解释。但

是,新近研究发现,硒对雄性生殖能力的影响与磷脂

氢过氧化物谷胱甘肽过氧化物酶 (phGPx)在精子发

育过程中的双重作用有关[ 1 ]。在精细胞中, phGPx

以可溶性过氧化物酶的形式存在,具有催化功能;在

成熟精子中,它以一种无活性的线粒体囊泡结构蛋

白质存在,参于维持线粒体结构的稳定。另外,有研

究证实,睾丸的硒含量明显高于除肾以外的其它组

织,低硒动物的睾丸组织对硒的亲和力很大[ 2 ]; 睾丸

组织的发育和功能可能还受到其它未知硒蛋白的影

响。深入研究睾丸组织中的硒蛋白,将对进一步认识

硒对性腺细胞保护作用及其机理,为从营养角度防

治雄性不育症开劈新途径。

1　材料与方法

111　动物的饲养及75Se 活体标记　刚断奶的雄性

W istar 大鼠 10 只, 用低硒饲料饲养 18 周后, 以 7

ΛC i (0. 5 Λg Se) ö只 (22. 5 ΛC iökg) 的剂量腹腔注射

2次含 75Se的亚硒酸钠,每 4天 1次。动物购自湖

北省卫生防疫站实验动物中心。低硒饲料 (玉米

69%、麸皮 20%、黄豆 10%、食盐 1% )原料购自陕

西省黄陵县双龙镇。低硒饲料中的硒含量为 (0. 022

±0. 020) m gökg。[ 75Se ]亚硒酸钠 (110 m C iömm o l,

即 4. 07×1012 Bqömm o l) 为中国原子能科学院产

品。

112　睾丸组织粗蛋白的制备　将第 2次注射75Se 4

d 后的低硒鼠用颈椎脱臼法处死,迅速分离睾丸组

织,在冷生理盐水 (4℃)中,洗去残血后,于玻璃匀浆

器中用含 1 mm o löL M gC l2、1 mm o löL PM SF 和

0. 1%吐温220缓冲溶液 (含 30 mm o löL T ris2HC l, 2
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mm o löL D T T 和 1 mm o löL ED TA , pH 7. 5) ,按 1

∶4 (重量ö体积)的比例匀浆。所得匀浆液在 4℃以

1200 röm in 离心 10 m in,沉淀再用 1体积的匀浆缓

冲液匀浆, 1200 röm in 离心 10 m in, 合并 2 次上清

液以 20 000 röm in 离心 (4℃) 30 m in,取上清即为睾

丸组织粗蛋白, 4℃保存备用。

蛋白质浓度测定采用L ow ry 法[ 3 ] ,以牛血清白

蛋白制作标准曲线。

113　SD S2聚丙烯酰胺凝胶电泳 (PA GE)和75Se 的

检测　SD S2PA GE 参照L aemm li的方法[ 4 ]进行。睾

丸组织粗蛋白在厚 3 mm 的凝胶上进行垂直板电泳

分离。浓缩胶浓度为 3%丙烯酰胺,含 0. 1% SD S和

0. 125 m o löL T ris2HC l (pH 6. 8)。分离胶浓度为

12%丙烯酰胺, 含 0. 1% SD S和 0. 375 m o löL T ris2
HC l(pH 8. 9)。电极缓冲液含 25 mm o löL T ris, 192

mm o löL 甘氨酸和 0. 1% SD S (pH 8. 3)。样品溶解

液采用内含 2% SD S、2%巯基乙醇、20%甘油、

0. 04%溴酚蓝的 0. 2 m o löL T ris2HC I缓冲液 (pH

8. 0) ,即所谓浓样品缓冲液。蛋白质分子量标准:兔

磷酸化酶B (97. 4 kD a)、牛血清白蛋白 (66. 2 kD a)、

兔肌动蛋白 (43. 0 kD a)、牛碳酸酐酶 (31. 0 kD a)、胰

蛋白酶抑制剂 (2. 01 kD a)和鸡蛋清溶菌酶 (14. 4

kD a) , 均为 P rom ega公司产品。

约 1 m g 蛋白质分别点于 6孔,将分离的每条蛋

白质带小心切下,分别在 Χ计数器和 Χ射线探测仪
上测其75Se放射活性。用B 5002201型 Χ计数器 (美

国 COBRA 2Packard 公司)测量每个样品75 Se 的时

间为 10 m in 以上,将标准差控制在 2%以下。用Χ射
线探测仪 (Χ2detecto r, 井型探头, 高纯度锗, 美国

EG&G O rtec公司)检测75Se 的 Χ射线时,每个样品

的测量时间大约为 10 000～ 30 000 s。采用多道分析

器, 谱收集软件为 Fu llsho t, the Com p lete Im age

Cap tu re P rogram fo r M icro soft W indow s; 解谱软

件为 SPAN 96系统。

所有凝胶的干燥在HR 2G I平板凝胶真空干燥

器 (北京市新技术应用研究所产品)上进行。

2　结果

本研究以75Se作为研究大鼠睾丸组织硒蛋白的

示踪元素。由于动物体内硒水平越低, 75Se掺入硒蛋

白的机会越大,所以本研究先用低硒饲料喂养雄性

大鼠, 造成动物体内缺硒, 然后注射75 Se, 以增加大

鼠睾丸硒蛋白被75Se 标记的机会。将75Se 活体标记

大鼠的睾丸粗蛋白约 1 m g,用 300 Λl浓样品缓冲液

溶解,采用非连续系统 SD S2PA GE 分离,得到分子

量各不相同的多条蛋白质带 (图 1)。小心切下凝胶

中各条蛋白质带,所有凝胶组份用 Χ计数器测量,检

测到 9个75Se计数峰,即分子量分别为 117. 0, 78. 0,

66. 6, 57. 2, 43. 0, 38. 1, 25. 0, 20. 1和 18. 0 kD a 的

蛋白质条带 (图 2)。其中75Se放射活性最高的是 57.

2 kD a 条带 (187 cpm ) ,其次是 25. 0 kD a (81 cpm ) ,

117. 0 kD a (78 cpm ) , 20. 1 kD a (68 cpm )和 38. 1

kD a (68 cpm )等条带。

这些凝胶组份在 Χ射线探测仪上分析,结果它

们都放射75Se 的特征 Χ射线,检测到的能量分别为

96. 7, 121. 1, 136. 0, 264. 6, 279. 6和 400. 7 KeV。由

于 Χ射线探测仪的灵敏度和分辩率更高,因而进一

步证实,这 9个蛋白质条带是含硒蛋白质带。

图 1　大鼠睾丸组织匀浆中蛋白质的 SD S2PA GE 分析
F ig. 1 P ro teins in test is homogenate of rats separated by SD S2
PA GE. L ane M P: the mo lecu lar w eigh t standards ( from top to
bo ttom: 97. 4 kD a, 66. 2 kD a, 43. 0 kD a, 31. 0 kD a, 20. 1 kD a and
14. 4 kD a). L ane 1: 150 Λg of w ater2so lub le p ro teins from testis
homogenate of rats.

图 2　大鼠睾丸组织中的75Se标记蛋白质
F ig. 2　75 Se2labeled selenop ro teins in test is homogenates of rats
separated by SD S - po lyacrylam ide gel electropho resis. 75 Se
distribu tion in SD S2PA GE gel slices and the mo lecu lar w eigh t of　75

Se2labeled selenop ro teins are show n. Samp les contain ing up to 1 m g
of p ro tein w ere loaded in six 12cm 2w ide w ell and separated using a
3. 0mm th ick slab gel. Each lane w as sliced in to 2mm slices w h ich
w ere counted individually fo r 10m in using the Packard M odel B5002
- 01 gamm a counter.
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3　讨论

必需微量元素硒在哺乳动物不同组织中的分布

是不均一的,其中睾丸和肾的硒含量明显高于其它

组织。我们曾以低硒饲料饲养大鼠 39周后,注射一

定量的 [ 75Se ]亚硒酸钠, 结果也是睾丸提取液中的

放射性硒含量最高[ 2 ]。这说明低硒动物的睾丸组织

对硒的亲和力很大。大量研究表明,硒在动物体内的

主要存在形式是硒蛋白,即含硒代半胱氨酸 (Sec)的

蛋白质[ 5 ]。如有报道[ 6 ] ,大鼠体内 80%以上的硒以这

种形式存在。

　　虽然迄今在睾丸组织发现的已表征硒蛋白只有

cGPx、phGPx 和硫氧还蛋白还原酶 (TR )等,但是已

有研究提示,在这种组织中还有更多的硒蛋白未被

认识。Karim pou r等 (1992)曾报道克隆到小鼠精子

线粒体囊泡硒蛋白 (M CS)的基因,其中含有 3个可

能译为硒代半胱氨酸的 T GA 密码子。但是,该基因

是否编码M CS 尚存疑问, 这是因为尚无基因表达

实验的证实,而且后来从大鼠等其它哺乳动物所克

隆的可能的M CS 基因并不含有框内 T GA 码。

U rsin i等新近[ 1 ]报道, 所谓精子M CS 实际上应是

phGPx。

　　H aw kes等[ 6 ]采用柱层析技术从大鼠睾丸组织

中分离到 4种硒蛋白,其中主要的硒蛋白是分子量

分别为 8. 4 kD a 和 14. 7 kD a 的蛋白质, 分别约占

55%和 35% , 另有少量 46. 4 kD a (约占 8. 3% )和

( 8 9. 2 kD a (约1. 1 % ) 的硒蛋白。Behne等[ 7, 8 ]采

用75Se 活体标记, SD S2PA GE 和放射自显影等技术

在雄性大鼠睾丸组织中检测到 13种不同分子量的

含硒蛋白或亚单位 (10. 0, 15. 6, 18. 0, 19. 7, 22. 2,

23. 7, 33. 3, 38. 0, 45. 0, 59. 9, 64. 9, 70. 1, 116. 0

kD a) ,其中大多数硒蛋白的组织特异性不强, 仅少

部分具有较强的组织特异性。如在精子中较丰富的

19. 7 kD a ph GPx 也广泛存在于其它组织,但 22. 2

kD a 和 33. 3 kD a硒蛋白只存在于睾丸组织。本研究

在雄性大鼠睾丸组织中检测到的含硒蛋白 (或亚单

位)的分子量大多与Behne 等[ 7, 8 ]报道的相同或相

近。不过,数量比Behne等报道的稍少。其原因可能

有二:其一是本研究用于75Se活体标记的大鼠,其硒

水平稍高于Behne等所用的实验动物。动物体内硒

水平越高,其硒蛋白被75Se标记的机会越小。其二是

所用75Se 试剂放射性活度较低,导致部分低丰度硒

蛋白未被75Se标记,这可能是主要的原因。

从分子量来看, 在睾丸组织中检测到的 25. 0

kD a, 20. 1 kD a 条带可能分别是早已得到表征的

cGPx 的亚单位和phGPx。由于phGPx 常与膜系统

结合,本文所用蛋白质提取液中表面活化剂浓度较

低,难以使其大部分被提取出来,这可能是该蛋白质

条带75Se计数峰偏低的原因。57. 2 kD a 条带则可能

是新近得到表征的 TR 的亚单位[ 9 ]。其它分子量的

条带可能是至今尚未表征的新的含硒蛋白。它们在

有关组织细胞中可能具有一定的生物功能。
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