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低水平脂多糖持续暴露对小鼠睾丸天然免疫

及紧密连接蛋白 Occludin的影响

娄江涛，胡伟娇，史波，魏任雄

【摘要】目的 探讨低水平脂多糖（LPS）持续暴露对小鼠睾丸天然免疫反应及血睾屏障（BTB）紧密连接相关

蛋白 Occludin的影响。方法 选取雄性 balb/c小鼠 20只，随机分为对照组和实验组，每组 10只。实验组

腹腔注射低水平 LPS，2次/周，共 3个月；对照组腹腔注射同体积的 0.9%氯化钠注射液。采用酶联免疫吸附

分析（ELISA）法检测小鼠睾丸组织提取液中一氧化氮（NO）、肿瘤坏死因子（TNF- ）、白细胞介素 1（IL-1 ）

和白细胞介素 6（IL-6）的浓度；采用 RT-qPCR检测天然免疫模式识别受体 TLR4及 BTB紧密连接相关蛋白

Occludin mRNA 表达量；采用Western Blot法测定睾丸组织 TLR4及 Occludin蛋白表达量。结果 与对照

组相比，实验组小鼠睾丸组织提取液中 NO、TNF- 、IL-1 和 IL-6的浓度均明显增高（均 ＜ 0.05），睾丸组

织 TLR4 mRNA及蛋白表达增高（均 ＜ 0.05），Occluding mRNA及蛋白表达降低（均 ＜ 0.05）。结论

低水平LPS持续暴露能诱导小鼠睾丸组织发生天然免疫反应，并引起BTB紧密连接蛋白Occludin表达下调。
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The effect of continuous exposure to low-level LPS on the innate immunity and tight junction protein Occlu-
din of mouse testis

【Abstract】Objective To explore the effect of continuous exposure of low level lipopolysaccharide (LPS) on the
innate immune response of the testis and the tight junction related protein Occludin of the blood-testis barrier (BTB)

in mice.Methods Twenty male balb/c mice were selected and randomly divided into control group and experimen-
tal group, with ten mice in each group. The experimental group received intraperitoneal injection of low level LPS
twice a week for three months, while the control group received injection of the same volume of normal saline. The
concentrations of nitric oxide (NO), tumor necrosis factor (TNF)- , interluekin (IL)-1 and IL-6 in testicular tissue
were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The mRNA expressions of toll-like receptors 4
(TLR4), Occludin were detected by Real-time qPCR (RT-qPCR). The protein expressions of TLR4, Occludin were
detected byWestern blot.Results Compared to the control group, the concentrations of NO, TNF- , IL-1 and IL-6
in testicular tissue of experimental group were significantly increased (all ＜ 0.05), the TLR4 mRNA and protein
expression increased (all ＜ 0.05), while Occludin mRNA and protein expression decreased (all ＜ 0.05). Con-
clusion Sustained exposure to low levels of LPS induces a natural immune response in testicular tissue and decre-
ases the expression of tight junction protein Occludin.
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免疫性不育在男性不育症中占较大比重，血睾

屏障（blood-testis barrier，BTB）的异常开放使精子

细胞暴露于自身免疫系统之下，是其常见的发病因

素之一[1]。造成 BTB异常开放的原因较多，炎症是

其常见原因之一。炎症反应不仅可导致 BTB 的破

坏，还可诱导睾丸天然免疫反应，并产生多种能使

BTB异常开放的炎症因子 [2-3]。大肠杆菌是泌尿生

殖系统感染常见的致病菌，其细胞壁上的脂

多糖（lipopolysaccharide，LPS）是重要的致炎因子。

小鼠腹腔注射LPS可引起睾丸炎的发生，造成睾酮

分泌减少，生精细胞凋亡和 BTB的异常开放[4]。研

究显示[5-6]，人类通过隐性感染、胃肠道疾病、肥胖和

饮酒等途径持续不断地暴露于低 LPS 水平中。但

低水平持续暴露是否会引起睾丸天然免疫反应及

BTB 的异常开放却鲜有报道。本研究拟通过低水

平 LPS 持续暴露观察小鼠睾丸内天然免疫模式识

别受体 TRL4、炎症因子及紧密连接蛋白 Occludin

的变化，以探讨男性免疫性不育的可能发病机制，现

报道如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物 普通级雄性 balb/c小鼠 20只，6～
8周龄，体质量 18～ 23 g，购自并饲养于浙江中医药

大学动物实验中心 [实验动物使用许可证号：SYXK

（浙）2021-0012]。
1.2 主要试剂和仪器 LPS购于 sigma公司（批号：

L2880）；一氧化氮（nitric oxide，NO）、肿瘤坏死因子

（tumor necrosis factor ，TNF- ）、白细胞介素 1（in-
terleukin-1 ，IL-1 ）和白细胞介素 6（interleukin-6，
IL-6）的酶联免疫吸附分析（enzyme-linked immunos-
orbent assay，ELISA）试剂盒购于上海科兴生物科技

有限公司（批号：202302），cDNA及 qPCR试剂盒购

于北京全式金生物科技股份有限公司（批号：

Q40920）；TLR4、Occluding单克隆抗体购于自 Af-
finity公司（批号分别为 AF7017，DF7504），羊抗兔

IgG抗体购于 sigma-Aldrich公司（批号：AP132）。
2720普通 PCR 仪和 7500型实时荧光定量 PCR 仪

为美国 ABI公司产品，酶标仪为安图 A200。
1.3 方法

1.3.1 实验动物分组 保持室内温度（24±2）℃，相

对湿度 40%～ 60%，动物自由进食和饮水，适应性饲

养 2周后，将小鼠随机分为对照组和实验组，每组 10

只。实验组小鼠腹腔注射 LPS，剂量从 5 g/kg逐步

增加，至小鼠体温不低于 37.5 ℃且无明显不适时的

浓度为实验剂量，确定剂量后对小鼠进行腹腔注射，

每周进行 2次，持续 3个月。对照组以等剂量的 0.9%

氯化钠注射液进行腹腔注射，时间、次数与实验组保

持一致。本研究获得浙江中医药大学实验动物管理

与伦理委员会批准，批准编号：20230220-09。
1.3.2 睾丸组织提取液检测 末次给药后 2 h处死

小鼠并取出睾丸组织，–70 ℃冰冻保存待用。取睾丸

组织，按 1g∶9ml比例制成 10%组织匀浆，3000 r/min

离心 15 min取上清液，采用ELISA检测NO、TNF- 、

IL-1 和 IL-6浓度，实验操作参照说明书进行。

1.3.3 TLR4、Occludin mRNA检测 将小鼠睾丸组

织匀浆后，实时荧光定量逆转录聚合酶链式反应

（RT-qPCR）检测 TLR4、Occludin mRNA表达。采用

trizol提取总 RNA，cDNA合成及 qPCR均按试剂盒

说明书操作。以 -actin作为内参照进行扩增，cDNA

合成反应条件为 50 ℃ 5 min；qPCR 反应条件为

94℃预变性 30 s，94℃ 5 s，60℃ 15 s，72℃ 10 s，共
40个循环。以 2– CT公式计算各组基因相对表达量。

所有引物由上海科兴生物科技有限公司合成，引物

序列见表 1。
1.3.4 TLR4、Occludin蛋白检测 将小鼠睾丸组织

匀浆裂解，采用BCA法检测总蛋白浓度后进行SDS-
PAGE电泳，将电泳后分离的蛋白转移至硝酸纤维膜

上。5%脱脂牛奶封闭后，分别加入TLR4及Occludin

蛋白兔多克隆抗体，4℃过夜，TBST洗涤 3次。再加

入 HRP标记的羊抗兔 IgG，室温下反应 1.5 h，0.1%
TBST洗膜后 ECL显色，以 -actin作为内参照，采用

Image J 1.48分析软件分析蛋白相对表达量。

1.4 统计方法 采用SPSS 13.0统计软件进行处理，

引物 引物序列（5’→3’）
Occludin 上游：TATGATGAACAGCCCCCCAAT

下游：TCAGGCACCAGAGGTGTTGAC
TLR4 上游：AGATCTGAGCTTCAACCCTT

下游：GTCTCCACAGCCACCAGATT
-actin 上游：AGCCATGTACGTAGCCATCC

下游：CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA

表 1 引物序列
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计量资料以均数±标准差表示，两组比较采用 检验。

＜ 0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组 NO、TNF- 、IL-1 和 IL-6浓度比较 实

验组 NO、TNF- 、IL-1 和 IL-6浓度均高于对照组，

差异均有统计学意义（均 ＜ 0.05），见表 2。
2.2 两组 TLR4、Occludin mRNA表达比较 实验

组 TLR4 mRNA的表达量高于对照组，而 Occludin

mRNA的表达量低于对照组，差异均有统计学意义

（均 ＜ 0.05），见表 3。
2.3 两组 TLR4和 Occluding蛋白表达比较 实验

组TLR4蛋白表达高于对照组（ ＜ 0.05），而Occlu-

ding蛋白表达低于对照组，差异均有统计学意义（

＜ 0.05），见图 1。

3 讨论

造成男性免疫性不育的病因复杂，其中炎症是

常见的原因之一。研究表明，大肠杆菌、衣原体、溶

脲脲原体及淋球菌等泌尿生殖道感染的男性不育患

者抗精子抗体量明显高于正常人群[7-8]。炎症不仅可

导致 BTB的破坏，还可诱导多种炎症因子的释放。

大肠杆菌是泌尿生殖系统常见的致病菌之一，其细

胞壁上的致炎因子LPS可引起男性生殖系统炎症反

应。目前 LPS腹腔注射已被广泛用于建立睾丸炎动

物模型，基本采用短期内 1mg/kg以上剂量进行。赵

欢欢等[9]采用 20 mg/kg剂量对小鼠进行LPS腹腔注

射 6 h后发现，小鼠曲细精管管腔体积缩小，管壁增

厚，生精细胞排列紊乱或脱落，炎因子 TNF- 、IL-6

等浓度明显增加，BTB相关蛋白 ZO-1、Occludin蛋

白表达明细降低。本研究结果显示，实验组睾丸提

取液中NO、TNF- 、IL-1 和 IL-6浓度均较对照组有

所增高（均 ＜ 0.05）。BTB位于生精上皮基底三分

之一的支持细胞紧密连接处，支持细胞间紧密连接

（tight junction，TJ）是构成 BTB的主要结构。BTB

的开闭与 TJ 的解离和重组密切相关。Occludin 蛋

白是构成TJ结构的基础之一，其表达水平的变化可

反映出 TJ的解离重组及 BTB的开闭状态[10]。另外

研究显示 NO、TNF- 、IL-6和 IL-1 均可引起 BTB

的开放，除 IL-1 外其他 3种因子亦能下调Occludin

蛋白的表达[11-12]。本研究结果亦显示，持续低水 LPS

暴露能引起Occludin表达下调，提示此时BTB处于

异常开放状态。

睾丸是免疫豁免器官，特异性免疫应答在睾丸

内被明显抑制。在应对病原微生物感染时，由模式

识别受体（pattern recognition receptors，PRRs）介
导的局部天然免疫发挥重要作用 [13]。Toll 样受体

（Toll-like receptors，TLRs）家族，是近年来发现的

一类重要的 PRR，多数 TLRs 位于细胞质膜上，能

识别微生物的 LPS、肽聚糖、细菌脂肽及核酸等[14]。

其中 TLR4 特异性识别 LPS[15]。TRL4 主要表达于

sertoli 细胞和生精细胞。当其被 LPS 激活后，可进

一步进引起核因子 B（nuclear factor- B，NF- B）
的活化，并介导炎症因子的产生。本研究结果显示，

低剂量 LPS 可引起小鼠睾丸组织 TLR4 蛋白明显

增高，这提示小鼠腹腔低剂量注射LPS诱导了睾丸

天然免疫的发生。

综上所述，持续低剂量LPS暴露可激活睾丸组

组别 只数 NO（ mol/L） TNF-（pg/ml） IL-1（pg/ml） IL-6（pg/ml）
对照组 10 38.79±4.94 393.32±45.07 460.69±47.51 78.73±9.99
实验组 10 58.37±6.06 473.50±46.35 550.05±57.97 115.59±13.53
值 7.92 3.90 3.80 6.93
值 ＜ 0.05 ＜ 0.05 ＜ 0.05 ＜ 0.05

注：NO为一氧化氮，TNF- 为肿瘤坏死因子 ，IL-1 为白细胞介素 1 ，IL-6为白细胞介素 6

表 2 两组小鼠睾丸提取液中 NO、TNF- 、IL-1 和 IL-6浓度比较

组别 只数 TRL4 mRNA相对表达量 Occludin mRNA相对表达量

对照组 10 1.01±0.01 1.00±0.02
实验组 10 1.54±0.10 0.60±0.08
值 16.71 15.52
值 ＜ 0.05 ＜ 0.05

表 3 两组小鼠睾丸 Occludin和 TRL4 mRNA相对表达量比较
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织天然免疫反应 TLR4 信号通路，并引起炎症因子

浓度增高，及 Occludin 蛋白的下调。但它们之间是

否存在因果联系以及能否通过干预 TLR4 信号通

路中的关键因子，进而阻断LPS暴露而引起的炎症

因子浓度增高及 Occludin 蛋白的下调还有待进一

步研究。
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注：A为Western blot检测 TLR4、Occludin相对蛋白表达，B为 TLR4和 Occludin相对蛋白表达量的灰度值比较

图 1 两组 TLR4和 Occluding蛋白表达比较


