
were used to treat SH-SY5Y cells for 24 h，and then Cell Counting Kit-8 ( CCK-8 ) assay was used to screen the
proliferation ability of SH-SY5Y cells; SH-SY5Y cells were treated with NaF and different concentrations of 2-BFI
( 2. 5，5. 0，10. 0，20. 0，40. 0 μmol /L) for 24 h，and the proliferation ability of SH-SY5Y cells was detected by
CCK-8 assay． The transmission electron microscope was used to observe the mitochondrial morphology，the mito-
chondrial function was detected by ATP detection kit and Mito-Tracker Ｒed CMXＲos kit，cell apoptosis was detec-
ted by TUNEL staining，and the expressions of Bcl-2，Bax，and cleaved caspase-3 protein were detected by West-
ern blot． Ｒesults The cell survival rate of SH-SY5Y gradually decreased with the increase of NaF concentration．
The selected NaF was 2. 0 mmol /L． 2-BFI treatment for 24 h could improve the cell survival rate． At 10 mmol /L，
the cell survival rate was higher ( 99. 169% ) ，and 10 mmol /L was selected as the 2-BFI follow-up experimental
concentration． Compared with the control group，the mitochondrial morphology of the NaF group changed，ATP lev-
els and mitochondrial membrane potential ( Δψm) decreased，the apoptosis rate increased，Bcl-2 protein content
decreased，expression of Bax and cleaved caspase-3 protein increased． Compared with Group NaF，2-BFI adminis-
tration improved mitochondria morphology，increased ATP levels and Δψm，reduced cell apoptosis rate，increased
Bcl-2 protein content，and reduced Bax，cleaved caspase-3 protein expression． Conclusion 2-BFI can improve
mitochondrial morphology and function，reduce cell apoptosis，and play neuroprotective role in fluorosis SH-SY5Y
cells．
Key words fluorosis; 2-BFI; SH-SY5Y; mitochondria apoptosis
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EFHD2 蛋白的缺失对小鼠 Sertoli细胞紧密连接蛋白的影响
叶晓林1，胥国麟1，钱体军2，秦 凤2，王云涛1，程煜航3，赵文珍1

摘要 目的 研究 EF-手域蛋白 D2 ( EFHD2) 在小鼠睾丸内
的定位及表达，及 EFHD2 蛋白在 Sertoli 细胞中的缺失对紧
密连接蛋白组分 Occludin 的影响。方法 取成年小鼠心、

肝、脾、肺、肾、脑及睾丸组织提取总 ＲNA 和蛋白质，运用
qＲT-PCＲ和 Western blot检测 EFHD2 在各器官组织中 mＲ-
NA和蛋白质水平的差异性; 运用免疫荧光和免疫组化技术，

检测 EFHD2 在睾丸组织中的定位和表达。运用 siＲNA干扰
技术降低 Sertoli 细胞中 EFHD2 来检测 Occludin 蛋白的表
达。结果 qＲT-PCＲ 显示 EFHD2 在睾丸中表达量最高;
Western blot结果显示在睾丸组织中表达水平较高; 间接免
疫荧光和免疫组化结果显示该蛋白主要分布在 Sertoli 细胞
内，与细胞骨架波形蛋白具有共定位，即明确该蛋白表达在
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Sertoli细胞。EFHD2 蛋白表达降低后，Occludin 蛋白表达也
减少。结论 EFHD2 蛋白在睾丸组织中表达量相对较高，

主要分布于睾丸 Sertoli 细胞中，与波形蛋白共定位，且能影

响紧密连接蛋白 Occludin的正常表达。提示 EFHD2 能促进

和维持 Sertoli细胞的细胞连接结构，为精子发生提供一个稳
定的微环境。

关键词 EF-手域蛋白 D2; 睾丸; Sertoli细胞; Occludin蛋白;
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EFHD2 属于 EF-手域家族成员，是一个 26. 8 ku
大小的高度保守的蛋白质，由一个低复杂性的带有

丙氨酸延伸的 N-末端区域、一个功能性 SH3 结合基
序、两个功能性 EF-手结构域和一个 C-末端螺旋结
构域组成。研究显示其功能为一种调节因子，能够
调节肌动蛋白构成细胞骨架，参与成核作用，同时调

节细胞的扩散和迁移［1 － 2］，还参与内吞和囊泡运

输［3 － 4］。目前 EFHD2 在神经系统疾病和肿瘤细胞
迁移方面的研究较多，主要是涉及信号传导及细胞
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骨架蛋白相关。推测 EFHD2 能够调节肌动蛋白的
捆绑影响细胞骨架，参与的细胞内吞和囊泡运输为

Sertoli细胞的细胞连接的清除和形成提供协助。该
研究主要探讨 EFHD2 蛋白的缺失对 Sertoli 细胞连
接蛋白成分的影响。

1 材料与方法

1． 1 仪器 荧光显微镜( BX53，日本奥林巴斯公
司) ，Bio-Ｒad成像系统( Bio-Ｒad XＲ，伯乐生命医学
产品上海有限公司) ，实时荧光定量 PCＲ 仪
( Stepone Plus，美国应用生物系统公司) ，伯乐垂直
电泳转印系统( Bio-Ｒad PowerPacTM基础电泳仪电源
1645050、小型垂直电泳转印槽，伯乐生命医学产品
上海有限公司) 。
1． 2 主要试剂 艾博抗( 上海) 贸易有限公司: An-
ti-EFHD2 抗 体 ( ab106667 ) ，Anti-Vimentin 抗 体
( ab8978) ，Anti-Occludin抗体( ab167161) ，辣根过氧
化物酶标记( HＲP) 的山羊抗兔 IgG 二抗( ab6728 ) ，
Alexa Fluor 488 标记的山羊抗兔 IgG ( ab150113 ) ，
Alexa Fluor594 标记的山羊抗鼠 IgG ( ab150116 ) 。
Biosharp 兰 杰 柯 科 技 有 限 公 司: PBS 缓 冲 液
( BL601A) 、TBS 缓冲液( BL602A) 。翌圣生物科技
( 上海) 股份有限公司: Hieff qPCＲ SYBＲ Green Mas-
ter Mix( 11202ES08) 、Hifair III 1st Strand cDNA Syn-
thesis Kit ( 11139ES10 ) 、碘化丙啶 ( 40711ES10 ) 。
TＲIzol试剂( 15596026 ) 、LipofectamineTM 2000 转染
试剂( 美国赛默飞世尔科技公司) 。ＲIPA 组织裂解
液( P0013B，上海碧云天生物技术有限公司) 。Anti-
β-actin 抗体( #4970，赛信通上海生物试剂有限公
司) 。
1． 3 实验动物及细胞 15 只 SPF 级 c57 雄鼠，10
周龄，体质量( 20 ± 2 ) g，购自大理大学实验动物中
心。于温度 22 ～ 26 ℃、湿度 40% ～ 60%环境中饲
养，自由饮食、饮水。TM4 细胞即正常小鼠 Sertoli
细胞，获赠于上海交通大学刘悦老师。
1． 4 方法
1． 4． 1 引物设计 运用 Oligo 7 软件设计 qＲT-PCＲ
所需引物，引物序列见表 1。EFHD2 的 siＲNA 由生
工生物工程( 上海) 股份有限公司代设计，序列见表

2，并且引物也一并由该公司合成。
1． 4． 2 qＲT-PCＲ检测 EFHD2 在各器官组织中 mＲ-
NA 水平的表达 分别取 5 只小鼠心、肝、脾、肺、
肾、脑、睾丸等组织，用手持均质器研磨组织，采用
TＲIzol法提取各组织总 ＲNA，反转录成 cDNA，并对

表 1 qＲT-PCＲ涉及引物序列

引物名称 引物序列( 5'-3')
β-actin F: AGCCATGTACGTAGCCATCC

Ｒ: GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA
EFHD2 F: CAGGGATGGCTTCATCGACC

Ｒ: CACCTCCTGGATCATACTCTTGA
GAPDH F: TGAGGTCAATGAAGGGGTCGT

Ｒ: CCTCGTCCCGTAGACAAAATG

表 2 siＲNA干扰序列

引物名称 引物序列( 5'-3')
mEFHD2-731 F: GCAGCGGAAAGCGGCCUUUAATT

Ｒ: UUAAAGGCCGCUUUCCGCUGCTT
mEFHD2-474 F: GACGAGGAUUUCGACAGCAAATT

Ｒ: UUUGCUGUCGAAAUCCUCGUCTT
mEFHD2-308 F: GUUCAAGGAGUUCUCCAGGAATT

Ｒ: UUCCUGGAGAACUCCUUGAACTT

产物 cDNA在实时荧光定量 PCＲ 仪上进行定量扩
增，每种组织为 EFHD2 及内参 β-actin 各重复 3 次。
并对 qPCＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳。用 2 － ΔΔCT法

分析实验数据，计算 mＲNA表达水平。
1． 4． 3 Western blot 法检测 EFHD2 在各组织中的
蛋白表达水平 分别取 5 只小鼠心、肝、脾、肺、肾、
脑、睾丸、卵巢等组织，各取 50 mg 加入 1 ml ＲIPA
裂解液，用玻璃研磨器研磨组织，抽提蛋白。经
SDS-PAGE电泳、转膜、5% BSA 封闭 2 h，孵育一抗
( 1 ∶ 1 000，4 ℃过夜) ，TBST洗膜 10 min /次，重复 3
次，孵育二抗( 1 ∶ 20 000，室温 1 h) ，使用 ECL化学
发光试剂发光，Bio-Ｒad 成像系统拍照。使用 Image
J进行灰度分析，对灰度值进行统计学分析。
1． 4． 4 免疫酶检测 EFHD2 在睾丸组织的表达 取
5 只小鼠睾丸组织经 Bouin’s 液固定、石蜡包埋、切
片、抗原修复、0. 1% Triton X-100 打孔、5% BSA 封
闭、一抗( 1 ∶ 500) 4 ℃孵育过夜，二抗( 1 ∶ 1 000) 孵
育 1 h，DAB 试剂显色，苏木精复染，光镜观察 EF-
HD2 在睾丸中的定位和分布情况，并且拍照。
1． 4． 5 间接免疫荧光检测 EFHD2 在睾丸组织中与
Vimentin共定位情况 取新鲜睾丸组织进行冰冻切
片。丙酮固定 15 min，0. 5% Triton X-100 打孔，5%
BSA封闭，一部分切片一抗( 1 ∶ 500 ) 4 ℃过夜。二
抗( 1 ∶ 1 000) 孵育 2 h，PI染色荧光显微镜下观察该
蛋白在睾丸组织中的分布并且拍照。另一部分切片
进行 Anti-EFHD2 抗体和 Anti-Vimentin 抗体双染
色，镜下观察 EFHD2 和 Vimentin共定位情况。
1． 4． 6 脂质体转染法递送 siＲNA 进入 TM4 细胞

TM4 细胞接种于 6 孔板。设置 5 个组，空白对照
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组、阴性对照组、3 个干扰序列组。待细胞融合度到
40%时，使用 LipofectamineTM 2000 试剂转染 siＲNA，
siＲNA终浓度为 30 nmol /L。转染 24 h时，使用 TＲ-
Izol试剂提取细胞总 ＲNA 并逆转录为 cDNA。48 h
时使用 ＲIPA裂解液提取蛋白。
1． 4． 7 qＲT-PCＲ 检测干扰后各组 EFHD2 相对表
达量 提取各组细胞的总 ＲNA 后，逆转录成 cD-
NA，接着进行 qPCＲ。随后，运用 2 － ΔΔCT法分析实验

数据，计算 mＲNA表达水平。
1． 4． 8 Western blot 检测 siＲNA干扰 TM4 细胞48 h
的 EFHD2 和 Occludin 的相对表达量 提取后的细
胞蛋白，经 SDS-PAGE电泳、转膜、5%BSA封闭 2 h，
孵育一抗( 1 ∶ 1 000，4 ℃过夜) ，TBST 洗膜 10 min /
次，重复 3 次，孵育二抗( 1 ∶ 20 000，室温 1 h) ，ECL
化学发光试剂发光，Bio-Ｒad 成像系统拍照。用 Im-
age J进行灰度分析，对灰度值进行统计学分析。
1． 5 统计学处理 使用 GraphPad Prism 9 软件进
行数据分析，两组之间运用 t检验，结果值以�x ± s表
示。以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 EFHD2 在各器官组织中相对表达量 结果显
示: EFHD2 在小鼠心、肝、脾、肺、肾、脑和睾丸等器
官组织中均有不同程度的表达，肝和脑中表达量较

其他组织高，在睾丸中最高( 图 1A) ，差异有统计学
意义( P ＜ 0. 05) 。对 qPCＲ 产物进行琼脂糖凝胶电
泳，结果说明 qPCＲ扩增具有特异性( 图 1B) 。
2． 2 EFHD2 蛋白在各器官组织中相对表达量 实
验结果显示: EFHD2 蛋白在小鼠心、肝、脾、肺、肾、
脑和睾丸组织中均有表达，在肝脏、脑和睾丸组织中
表达量较高( 图 2) 。
2． 3 免疫组化结果显示 EFHD2 在 Sertoli 细胞中
定位情况 用免疫组化技术检测 EFHD2 蛋白在睾
丸组织中的分布情况，结果显示: Sertoli 细胞的胞质
周边着色较深，而生精细胞和睾丸间质细胞着色较

浅。这表明 EFHD2 蛋白主要分布于 Sertoli 细胞
( 图 3) 。
2． 4 EFHD2 在睾丸组织中与 Vimentin 共定位情
况 对小鼠睾丸组织进一步进行间接免疫荧光检

测，结果和免疫酶标记的检测结果一致，荧光在 Ser-
toli细胞中着色较深，EFHD2 蛋白主要分布于 Sertoli
细胞。此外，还采取了与 Vimentin 免疫荧光共定位
检测，结果显示: EFHD2 和 Vimentin ( Sertoli 细胞特
异性蛋白) 在 Sertoli细胞中荧光染色重叠，验证

图 1 小鼠各组织中 EFHD2 的相对表达量( A)

与 qPCＲ后电泳结果( B)

a: 心; b: 肝; c: 脾; d: 肺; e: 肾; f: 脑; g: 睾丸; EFHD2: 100 bp;

GAPDH: 133 bp; 与肝脏组织比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

图 2 Western blot法检测各器官组织中 EFHD2 蛋白的表达
A: 心; B: 肝; C: 脾; D: 肺; E: 肾; F: 脑; G: 睾丸; 与肝组织比

较: ＊＊P ＜ 0. 01

EFHD2 确实是在 Sertoli细胞表达的( 图 4) 。
2． 5 siＲNA 干扰 TM4 细胞 24 h 后 EFHD2 的相
对表达量 在进行干扰后 6 h，对携带绿色荧光蛋白
( GFP) 的阴性对照序列进行转染效率观察( 图 5 ) ，
可以观察到已成功将 siＲNA转染进TM4细胞。对
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图 3 免疫酶技术检测 EFHD2 在小鼠睾丸中的定位情况
A、B: EFHD2 在小鼠睾丸中的定位; C: 不加一抗的对照组; A、C: × 200; B: × 400

图 4 间接免疫荧光技术检测结果
A: EFHD2 在小鼠睾丸中的表达情况 × 400; B: EFHD2 和 Vimentin在小鼠睾丸中共定位情况 × 400

qＲT-PCＲ 检测结果进行统计学分析，结果显示( 图
5B) ，空白对照组和阴性对照组 EFHD2 相对表达量
相近，两组比较差异无统计学意义。mEFHD2-308
与阴性对照组比较表达下降，差异有统计学意义( P
＜ 0. 05) 。
2． 6 siＲNA干扰 TM4 细胞 48 h后 EFHD2 和 Oc-
cludin 的相对表达量 Western blot 结果显示( 图
6) ，mEFHD2-308 的 EFHD2 蛋白表达量较其他组下
将较明显，差异有统计学意义( P ＜ 0. 000 1 ) 。进一
步检测紧密连接蛋白成分 Occludin 的相对表达量，
空白对照组和阴性对照组差异无统计学意义; 同样

是 mEFHD2-308 的下降较其他组明显，差异有统计
学意义( P ＜ 0. 000 1) 。

3 讨论

Sertoli细胞与生精细胞有着各种细胞连接，通

过各种细胞连接来调节生精细胞的各种状态 Sertoli
细胞底部和基膜相连，构成血睾屏障( blood-testis
barrier，BTB) 的一部分。BTB 的完整为精子发生提
供一个稳定的微环境，血睾屏障的不完整将会影响

精子的发生［5］。细胞连接中的紧密连接、锚定连接
和桥粒连接是 BTB 的主要组成成分［6］。并且，细胞
连接周期性的清除和形成是生精细胞向生精小管管

腔运动的基础［7］。细胞连接的清除可以让生精细
胞分裂和向管腔运动，细胞连接形成后，生精细胞接

收 Sertoli细胞提供的营养物质进行物质合成，为下
个细胞周期做准备。Sertoli细胞的稳态是正常生精
的基础。Sertoli 细胞的细胞连接调控涉及多个方
面。其中细胞骨架成分，如微丝、微管、中间丝及其
相关的波形蛋白( Vimentin) 等多种蛋白，可通过支
持、黏附、信号传导等方式促进和维持 SC 的连接结
构［8 － 9］。细胞连接结构的清除和形成依赖支持细胞
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图 5 siＲNA转染效率及各组 EFHD2 相对表达量 × 100

A: 空白对照组; B: 阴性对照组; C: mEFHD2-731 组; D:

mEFHD2-474 组; E: mEFHD2-308 组; 与阴性对照组比较:
* P ＜ 0. 05

图 6 Western blot法检测 siＲNA干扰 48 h后

各组 EFHD2 和 Occludin的表达
A: 阴性对照组; B: mEFHD2-731 组; C: mEFHD2-474 组; D:

mEFHD2-308 组; E: 空白对照组; 与阴性对照组比较: ＊＊＊＊ P ＜

0. 000 1

的内吞和囊泡运输，Sertoli 细胞连接的清除和形成
还依赖于细胞内吞作用和囊泡运输过程，如通过细

胞内吞作用清除细胞连接处的连接蛋白可破坏细胞

连接结构; 而连接蛋白随着囊泡运输重新与细胞膜

融合可在该处形成新的细胞连接。而内吞和囊泡运

输需要细胞骨架蛋白的参与［10 － 11］。
紧密连接是构成血睾屏障的主要结构之一，而

紧密连接有好几种蛋白构成，有 Occludin、ZO-1、
Claudin等成分［12］。研究［13］显示，敲除 Occludin 的
小鼠出现了不同程度的生精障碍。
结合 Sertoli 细胞连接需要周期性的清除和形

成，来维持正常的生精过程。推测 EFHD2 参与 Ser-
toli细胞连接的周期性清除和生成。EFHD2 对 Ser-
toli细胞内肌动蛋白和骨架蛋白的调节，影响了 Ser-
toli细胞的细胞连接的周期性开放，从而影响生精细
胞的发育。EFHD2 的正常存在对正常生精环境的
维持起到了不可或缺的作用。因此本研究观察 EF-
HD2 在睾丸中的表达和定位，实验结果验证了推
测，EFHD2 蛋白在睾丸中表达水平较一般组织要
高，且定位在支持细胞( 与 Sertoli 细胞特异性蛋白
Vimentin定位一致) 。接着成功地进行了 TM4 细胞
的 siＲNA 干扰，检测 Occludin 蛋白和 EFHD2 蛋白
一样呈下降趋势，验证了在细胞层面，EFHD2 和 Oc-
cludin的合成是有关联的。Occludin 作为 BTB 和紧
密连接的蛋白成分，BTB 和紧密连接对精子的发生
又十分的重要，那么 Occludin 在 Sertoli 细胞的表达
减少将会影响精子的发生。本研究明确了 EFHD2
在小鼠睾丸中的定位及对细胞紧密连接蛋白 Occlu-
din形成的影响，阐明了 EFHD2 蛋白维持 Sertoli 细
胞的稳态起到了重要作用，为继续研究 EFHD2 在睾
丸中的作用奠定了基础。
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Effects of EFHD2 protein deletion on tight junction
proteins in mouse Sertoli cells

Ye Xiaolin1，Xu Guolin1，Qian Tijun2，Qin Feng2，Wang Yuntao1，Cheng Yuhang3，Zhao Wenzhen1

( 1Dept of Histology and Embryology，2 Institute of Pathogens and Vectors，School of Basic Medical Sciences，
Dali University，Dali 671000; 3Grade 2018 Clinical Medicine Major of Dali University，Dali 671000)

Abstract Objective To study the effect of EFHD2 protein deletion in Sertoli cells on Occludin，a component of
tight junction protein and the localization and expression of EF-hand domain family member D2 ( EFHD2) in mouse
testis． Methods Total ＲNA and protein were extracted from adult mice's heart，liver，spleen，lung，kidney，
brain and testis tissues． The mＲNA and protein levels of EFHD2 in each organ tissue were detected by qＲT-PCＲ
and Western blot． Immunofluorescence and immunohistochemistry detected the localization and expression of EF-
HD2 in testicular tissues． SiＲNA interference was used to reduce EFHD2 in Sertoli cells to detect Occludin protein
expression． Ｒesults qＲT-PCＲ showed that the expression of EFHD2 was the highest in the testis． Western blot
results showed that the expression level increased in testis tissue． Indirect immunofluorescence and immunohisto-
chemistry results showed that the protein was mainly distributed in Sertoli cells and co-localized with cytoskeletal
Vimentin，indicating that the protein was expressed in Sertoli cells． After the decrease of EFHD2 protein expres-
sion，Occludin protein expression also decreased． Conclusion The expression of EFHD2 protein in the testis is
relatively high，mainly distributed in Sertoli cells of the testis，co-localized with Vimentin，and can affect the nor-
mal expression of tight junction protein Occludin． It is suggested that EFHD2 can promote and maintain the junction
structure of Sertoli cells and provide a stable microenvironment for spermatogenesis．
Key words EF-hand domain 2; testis; Sertoli cell; Occludin; Vimentin; spermatogenesis
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