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来曲唑对睾丸间质细胞系TM3增殖、凋亡能力的影响及作用机制

王澍弘1，李行1，李晶2，李美材1，李晓霞1，龙腾博1，王顺德1

(重庆三峡中心医院 1. 男性科；2. 中心实验室，重庆 404000)

[摘　要]	 目的：研究来曲唑(letrozole，LE)对睾丸间质细胞系TM3增殖、凋亡能力和丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen activated protein kinase，MAPK)信号通路的影响。方法：采用不同浓度的LE(1，10，

100，1 000 μmol/L)处理小鼠睾丸间质细胞TM3，细胞计数(Cell Counting Kit-8，CCK-8)法检测细

胞增殖。采用LE(100 μmol/L)和MAPK信号通路抑制剂APS-2-79(50 nmol/L)分别单独或联合作用

于小鼠睾丸间质细胞TM3 48 h，CCK-8法检测细胞增殖，流式细胞术检测细胞凋亡，Western印迹

检测MAPK信号通路关键蛋白总细胞外调节蛋白激酶(extracellular regulated protein kinases，ERK)

和磷酸化细胞外调节蛋白激酶(phosphorylation of extracellular regulated protein kinases，p-ERK)的

表达。结果：LE浓度在1.0~100.0 μmol/L时，从作用的第24小时开始，能够显著促进小鼠睾丸间

质细胞TM3(P<0.05)，具有时间和剂量依赖效应。小鼠睾丸间质细胞TM3培养48 h，LE组细胞的

OD450值显著高于对照组和LE+APS-2-79组(P<0.05)。而APS-2-79组的细胞的OD450值显著低于对照

组(P<0.05)。LE组细胞凋亡率显著低于对照组和LE+APS-2-79组(P<0.05)。而APS-2-79组的细胞凋

亡率显著高于对照组(P<0.05)。LE组ERK和p-ERK蛋白表达以及p-ERK与ERK比值显著高于对照组

和LE+APS-2-79组(P<0.05)；而APS-2-79组的ERK和p-ERK蛋白表达以及p-ERK与ERK比值显著低于

对照组(P<0.05)。结论：LE能够促进小鼠睾丸间质细胞TM3的增殖，抑制其凋亡，其作用机制可

能与MAPK信号通路相关。

[关键词]	 来曲唑；增殖；凋亡；丝裂原活化蛋白激酶信号通路

Effect of letrozole on the proliferation and apoptosis of 
TM3 in mesenchymal cell line of testis and its mechanism

WANG Shuhong1, LI Hang1, LI Jing2, LI Meicai1, LI Xiaoxia1, LONG Tengbo1, WANG Shunde1

(1. Department of Andrology; 2. Central Laboratory, Chongqing Three Gorges Central Hospital, Chongqing 404000, China)

Abstract Objective: To study the effect of letrozole (LE) on the proliferation, apoptosis and mitogen activated protein kinase 

(MAPK) signaling pathway of interstitial cell line TM3. Methods: Testicular mesenchymal cells (TM3) of mice 

were treated with LE at different concentrations (1, 10, 100, 1 000 μmol/L), and cell proliferation was detected 

by Cell Counting Kit-8 (CCK-8). LE (100 μmol/L) and MAPK signal pathway inhibitor APS-2-79 (50 nmol/L) 
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目前全世界大约有 1 5 % 的育龄夫妇存在不育

问题，其中男性因素占不育症病因的 5 0 % 以上，

且30%~40%的男性不育症通过常规的临床与实验

室检查无法明确具体病因，被归类为特发性男性

不 育 [ 1 - 2 ]。 其 病 因 和 治 疗 方 法 尚 未 明 确 ， 治 疗 困

难。目前多采取经验性激素治疗、营养疗法和辅

助生殖技术等治疗 [ 3 ]。而发展到睾丸生精功能障

碍[促卵泡刺激素(f ol l ic le  st imu lat ing  hor mone，

FS H) > 7 . 6  mU / m L或者病理切片提示生精功能阻

滞 的 严 重 少 精 、 无 精 子 症 患 者 ] ， 目 前 对 其 病 因

研 究 相 当 欠 缺 ， 尚 无 公 认 的 有 效 药 物 和 治 疗 手

段。芳香化酶抑制剂近年来被应用于治疗男性特

发性不育症 [ 4 ]，来曲唑 ( l e t r o z o l e ， L E) 是一种非

甾体类强效选择性第三代芳香化酶抑制药，为人

工合成的苄三唑类衍生物[5]。睾丸间质细胞产生并

分泌睾酮，以调节生精、全身代谢和第二性征[6]。 
本 研 究 主 要 观 察 L E 对 睾 丸 间 质 细 胞 系 T M 3 增

殖、凋亡能力的影响，并检测M A P K信号通路中

的相关蛋白，以期为临床治疗特发性男性不育提

供思路。

1  材料与方法

1.1  材料

小 鼠 睾 丸 间 质 细 胞 T M 3 购 自 中 国 科 学 院

上 海 细 胞 研 究 所 ， L E 购 自 美 国 M C E 公 司 ，

溶 解 于 乙 醇 中 用 于 后 续 试 验 。 双 缩 脲 反 应 法

( b i c i n c h o n i n i c  ac i d，B C A )试剂盒，电化学发光

(e l e c t r o - c h e m i - l u m i n e s c e n c e， EC L) 显影剂等购

自 大 连 宝 生 物 有 限 公 司 。 鼠 抗 细 胞 外 调 节 蛋 白

激酶1(ex tracel lu lar  reg ulated protein  k inases  1，

E R K 1 ) ， R a s 单 克 隆 抗 体 购 自 英 国 A b c a m 公 司 。
丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 ( m i t o g e n  a c t i v a t e d  p r o t e i n  

k i n a s e ，M A P K )通路抑制剂 A P S - 2 - 7 9 购自 S e l l e c k 
Chemical s美国公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养

取 小 鼠 睾 丸 间 质 细 胞 T M 3 ， 调 整 细 胞 浓 度

至 1 × 1 0 5接 种 于 1 0 0  m m 的 细 胞 培 养 皿 中 ， 用 含  
1 5 0  m g / L  L - g l u t a m i n e ， 1 . 5  g / L  N a H C O 3 的

DMEM/F-12培养基培养24 h，然后用含5%马血清

和2.5%优质胎牛血清的DMEM/F-12培养基培养，

培养条件为5%CO 2，37 ℃，细胞处于对数期进行

后续研究。

1.2.2  CCK-8 法检测 LE 对小鼠睾丸间质细胞 TM3
增殖能力的影响

取 传 代 一 致 的 对 数 期 小 鼠 睾 丸 间 质 细 胞

T M 3 ， 调 整 细 胞 浓 度 至 5 × 1  0 0 0 接 种 于 9 6 孔

板 中 ， 每 组 设 5 个 复 孔 ， 5 % C O 2 ， 3 7  ℃ 培 养

2 4  h ， 在 各 组 中 加 入 不 同 浓 度 ( 1 ， 1 0 ， 1 0 0 ，

1  0 0 0  μ m o l / L ) 的 L E ； 对 照 组 加 入 等 体 积 的 乙

醇 。 分 别 于 加 药 后 0 ， 2 4 ， 4 8 ， 7 2 ， 9 6  h 加

入 细 胞 计 数 ( C e l l  C o u n t i n g  K i t - 8 ， C C K - 8 ) 溶 液 
10 μL，于37 ℃继续孵育2 h。酶标仪检测450 nm光

密度值(OD450)。

1.2.3  MAPK 信号通路在 LE 对小鼠睾丸间质细胞

TM3 增殖能力中的作用

取 传 代 一 致 的 对 数 期 小 鼠 睾 丸 间 质 细 胞

TM3，调整细胞浓度至5×1 000接种于96孔板中，

were alone or combined respectively in mouse leydig cells TM3 48 h, CCK-8 method to detect cell proliferation 
and flow cytometry to detect cell apoptosis, Western blot to test key protein ERK and p-ERK. Results: When 
LE concentration was 1.0–100.0 μmol/L, TM3 of mouse testicular stromal cells (P<0.05) could be significantly 
promoted from the 24th h of the effect, with time and dose dependent effect. Mouse testicular mesenchymal cells 
were cultured for 48 h, and the OD450 value of the cells in the LE group was significantly higher than that in the 
control group and the LE+ APS-2-79 group (P<0.05). The OD450 value of cells in APS-2-79 group was significantly 
lower than that of control group (P<0.05). The apoptosis rate of cells in LE group was significantly lower than that 
in control group and LE+APS-2-79 group (P<0.05). The apoptosis rate of cells in APS-2-79 group was significantly 
higher than that of control group (P<0.05). The expression levels of ERK and p-ERK, the ratio of p-ERK and ERK in 
the LE group were significantly higher than those in the control group and the LE+APS-2-79 group (P<0.05), while 
the expression levels of ERK and p-ERK, the ratio of p-ERK and ERK in the APS-2-79 group were significantly 
lower than those in the control group. Conclusion: LE can promote the proliferation of mouse testicular interstitial 
cells TM3 and inhibit its apoptosis, and its mechanism may be related to MAPK signaling pathway.

Keywords letrozole; proliferation; apoptosis; mitogen activated protein kinase signaling pathway
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每组设5个复孔，5%CO2，于37 ℃培养24 h，然后

分组处理：1)对照组，2)LE(100 μmol/L)处理组，

3)LE(100 μmol/L)+APS-2-79(50 nmol/L)处理组，

4)APS -2-79(50 nmol/L)处理组，处理48 h，加入

CCK-8溶液10 μL，37 ℃继续孵育2 h。酶标仪检测

OD450值。

1.2.4  MAPK 信号通路在 LE 对小鼠睾丸间质细胞

TM3 凋亡能力中的作用

取 传 代 一 致 的 对 数 期 小 鼠 睾 丸 间 质 细 胞

TM3，调整细胞浓度至1×105接种于96孔板，每组

设5个复孔，5% CO2，37 ℃培养24 h，然后分组处

理：1)对照组，2)LE(100 μmol/L)处理组，3)LE 
(100 μmol/L)+APS-2-79(50 nmol/L)处理组，4)APS-
2-79(50 nmol/L)处理组，处理48 h，取各组细胞加

入PBS洗涤计数，调整细胞浓度至1×106/100 μL，

放入流式管中，分别加入Annex in PE/7-ADD，于

室温避光孵育15 min，用流式细胞仪检测细胞凋亡

能力，实验重复3次。

1.2.5  Western印迹检测MAPK信号通路总ERK和p-ERK
的表达

收 集 1 . 2 . 3 步 骤 处 理 的 各 组 细 胞 ， 然 后 加 入

裂解蛋白酶进行总蛋白提取。采用B C A试剂盒检

测 蛋 白 浓 度 ， 调 整 浓 度 ， 上 样 进 行 电 泳 ， 结 束

后于 4  ℃转膜， 5 % B S A 封闭2  h ，加入一抗 (鼠抗

E R K 1 / 2 ， p -E R K ) 、二抗 ( 羊抗鼠 Ig G) 于 3 7  ℃孵

育 2  h ， E C L 显 影 后 扫 描 ， 蛋 白 相 对 表 达 量 经 内

参 校 正 后 经 Q u a n i t y - O n e 软 件 分 析 ， G A P D H 作

为内参。

1.3  统计学处理

采用SPSS 16.0统计软件进行数据分析，绘图

采用GraphPad Prism 5.0，计量资料以均数±标准差

(x±s)表示，组间比较采用t检验，P<0.05为差异有

统计学意义。 

2  结果

2.1  LE 对小鼠睾丸间质细胞 TM3 增殖能力的影响

在培养24，48，72，96 h后，1，10，100， 
1  0 0 0  μ m o l / L  L E组细胞中的O D 4 5 0值均显著高于

对照组(P<0.05)，且当LE浓度在1~100 μmol/时，

OD450值随着LE浓度的增加而不断升高；同一浓度

下与0 h比较，OD450值在24，48，72，96 h均显著

升高(P<0.05；图1)。而100，1 000 μmol/L对小鼠

睾丸间质细胞TM 3增殖能力影响差别不大，后续

研究选用LE浓度为100 μmol/L。

2.2  MAPK 信号通路在 LE 对小鼠睾丸间质细胞

TM3 增殖能力中的作用

小 鼠 睾 丸 间 质 细 胞 T M 3 培 养 4 8  h ， L E 组 细

胞 O D 4 5 0 值 显 著 高 于 对 照 组 和 L E + A P S - 2 - 7 9 组

(P<0.05)。而APS -2-79组的细胞的OD 450值显著低

于对照组(P<0.05，图2)。提示M APK信号通路参

与小鼠睾丸间质细胞TM3的增殖过程，且LE调节

小鼠睾丸间质细胞TM3有可能是通过MAPK信号通

路完成的。
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图1 LE对小鼠睾丸间质细胞TM3增殖能力的影响

Figure 1 Effect of LE on TM3 proliferation of mouse testicular 
mesenchymal cells
同一时间下，与对照组比较，*P<0.05；同一浓度下，与0 h
比较，∆P<0.05。
At the same time, compared with the control group, *P<0.05; at the 
same concentration, compared with 0 h, ∆P<0.05.

图2 LE和APS-2-79对小鼠睾丸间质细胞TM3增殖能力的作用

Figure 2 Effect of LE and APS-2-79 on TM3 proliferation of 

mouse testicular interstitial cells

与对照组相比，*P<0.05；与LE+APS-2-79组相比，#P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05; compared with the 

LE+APS-2-79 group, #P<0.05.
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2.3  MAPK 信号通路在 LE 对小鼠睾丸间质细胞

TM3 凋亡能力中的作用

L E 组 细 胞 的 凋 亡 率 显 著 低 于 对 照 组 和

LE+APS-2-79组(P<0.05)。而APS-2-79组的细胞的

凋亡率显著高于对照组(P<0.05，图3)。

2.4  LE 对 MAPK 信号通路总 ERK 和 p-ERK 水平

以及 p-ERK 与 ERK 比值的影响

L E 组 E R K 和 磷 酸 化 细 胞 外 调 节 蛋 白 激 酶

(phosphor ylation of extracel lular regulated protein 
kinases，p-ERK)蛋白表达以及p-ERK与ERK比值显

著高于对照组和LE+APS-2-79组(P<0.05)，而APS-
2-79组的ERK和p-ERK蛋白表达水平以及p-ERK与

ERK比值显著低于对照组((P<0.05，图4)。

3  讨论

男性特发性不育是一种复杂的疾病，主要由

遗传因素和后天条件结合导致。精子的发生也是一

个复杂的细胞过程，主要分为3个阶段，第一阶段

是精原细胞增殖分裂期，指精原细胞经过有丝增

殖，1个精原细胞增殖为64个，此时成为初级精母

细胞；第二阶段是精母细胞减数分裂为精子细胞，

图3 LE和APS-2-79对小鼠睾丸间质细胞TM3凋亡能力的

作用

Figure 3 Effect of LE and APS-2-79 on TM3 apoptosis of mouse 

testicular interstitial cells 

与 对 照 组 相 比 ， * P < 0 . 0 5 ； 与 L E + A P S - 2 - 7 9 组 相 比 ，
#P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05; compared with the 

LE+APS-2-79 group, #P<0.05.
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MAPK信号通路相关蛋白总ERK和p-ERK水平以及p-ERK与

ERK比值的影响
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and ERK ratio of MAPK signaling pathway related proteins 

during TM3 proliferation and apoptosis of mouse interstitial cells
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1个初级精母细胞经过减数分裂为2个次级精母细

胞，每个次级精母细胞只携带原来染色体数目的一

半；第三阶段是精子形成阶段，在上述细胞分裂的

同时，继续发育，在形态上发生了复杂变化而成为

有头有尾的精子，并进入管腔内。在这个过程中，

精子的数量直接影响男性生育。精原体异常导致少

生精、弱生精和精子异常[7]。因此，如何扩大精子

数量是男性不育症研究的一个重要课题。

2 0 1 3 年 欧 洲 泌 尿 外 科 学 会 男 性 不 育 症 诊 疗

指南 [ 8 ]推荐经验性治疗药物“抗雌激素药物”和

“芳香化酶抑制剂”。抗雌激素药物(如雌激素受

体调节剂他莫昔芬和克罗米芬)可提高睾丸内的T
水平，刺激FS H的分泌，并促进精子发生，但因

其同时也会升高雌激素水平而不利于精子生成，

该类药物的疗效存在争议 [ 9 ]。芳香化酶抑制药近

年来逐渐被应用于治疗男性特发性不育症，期望

降低这类患者生殖系统中的雌激素效应，尤其是

减少雌激素对下丘脑 - 垂体 - 性腺 ( h y p o t h a l a m u s -
pituitar y- gonad，HPG)轴的反馈性抑制效应 [10]。

LE作为芳香化酶抑制药，Patr y等 [11]在2009年首次

采用 L E 治疗 1 例 3 1 岁的特发性非梗阻性无精子症

患者。睾丸生精细胞凋亡受一系列基因的调控，

包 括 促 生 精 细 胞 凋 亡 的 基 因 和 抑 制 其 调 亡 的 基

因；同时睾丸间质细胞能够调节生精。Henrik sen 
等 [ 1 2 ]将 间 质 细 胞 的 毒 物 二 甲 基 磺 基 乙 烷 注 射 入

成熟大鼠体内，结果显示间质细胞缺乏会导致生

精 细 胞 大 量 凋 亡 。 本 研 究 以 小 鼠 睾 丸 间 质 细 胞

TM3作为研究对象，采用不同浓度(1，10，100， 
1 000 μmol/L)的LE进行处理，结果显示：LE组细

胞中的OD 450值均显著高于对照组(P<0.05)，且当

LE浓度在1~100 μmol/时，OD 450值随着LE浓度的

增加而不断升高，提示LE能够促进睾丸间质细胞

的增殖。M APK是一个高度保守的丝氨酸/苏氨酸

蛋白激酶家族，在增殖、分化、运动性、应激反

应、凋亡和存活等基本细胞过程中发挥作用 [13]。

有学者 [14]发现LE能够通过调节M A PK信号通路来

抑制乳腺癌细胞MCF-7的增殖。本研究通过将LE
和M A P K信号通路抑制剂A P S - 2 - 7 9分别单独或联

合同时处理小鼠睾丸间质细胞TM 3，结果显示：

APS -2-79能够抑制LE对小鼠睾丸间质细胞TM3的

增殖作用，促进其凋亡，且LE能够促进MAPK信号

通路中关键蛋白ER K1和R as蛋白的表达，提示LE
调节小鼠睾丸间质细胞TM 3增殖和凋亡的作用是

通过MAPK信号通路实现的。

综 上 所 述 ， L E 能 够 促 进 小 鼠 睾 丸 间 质 细 胞

T M 3 的 增 殖 ， 抑 制 其 凋 亡 ， 其 作 用 机 制 可 能 与

MAPK信号通路相关。本研究为临床诊断和治疗男

性特发不育提供了新的靶点。
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