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【摘要】  目的  通过FKBP52基因敲除小鼠模型探索FKBP52在小鼠前列腺发育过程中的作用。 方法  分别对胚胎第17.5天、新生的和出生后3周的野生型和FKBP52基因敲除小鼠的前列腺进行HE染色，观察不同发育时期里野生型和FKBP52基因敲除小鼠前列腺发育的异同。 结果  1）小鼠前列腺发育的起始不依赖于FKBP52基因的参与；2）随着胚胎的发育，FKBP52在雄鼠前列腺发育中的作用逐渐显现出来，即FKBP52的缺失会导致前列腺叶发育受阻，最终不能形成成熟的前列腺。 结论  FKBP52在小鼠前列腺的发育过程中具有重要作用，它不参与前列腺的发育起始过程，但其缺失会导致前列腺发育受阻，即不能形成成熟的前列腺。
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The potential role of FKBP52 in the development of mouse prostate
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【Abstract】  Objective  To study the potential role of FKBP52 in the development of prostate in FKBP52 knockout (KO) mouse model.  Methods The prostates of WT and FKBP52 KO were collected at different stage, E17.5, P0 and 3-week. HE staining was used to observe the morphogenesis of prostate at different periods of prostatic development.  Results It was found that FKBP52 deficient mice still can initiate the prostatic lobes. Branching morphogenesis is almost entirely complete by 3 weeks after birth in the WT mouse. In FKBP52 KO mouse, however, at the same time the prostate is totally underdevelopmental.  Conclusion FKBP52 plays an important role in the postnatal development and its function can influence the maturity of prostate.
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[bookmark: OLE_LINK20][bookmark: OLE_LINK21]啮齿类动物前列腺的形态结构已经被广泛地研究，它的每个独立的叶都是由复杂的、三维的、分枝的管状系统所组成【1】。前列腺的生长发育始于胚胎时期并一直持续到性成熟。像大多数器官一样，前列腺的发育来自于上皮组织和间叶组织的相互作用【2、3】。前列腺的发育起始于尿生殖窦（UGS），其形态发生是由立方上皮从尿生殖窦上皮组织向周围泌尿生殖窦间质组织形成芽状突起开始的。尿生殖窦是上皮组织来源的内胚层和间叶组织来源中胚层的一种中间结构，位置接近于膀胱的尾部，其在雄鼠和雌鼠中均出现在受孕后13天左右【4】，在17.5天时雌雄鼠的尿生殖窦的形态才能区别出来。在这个时期，前列腺的发育起始和生长都依赖于雄性激素及其受体的功能。同时雄激素受体还能维持胚胎时期和出生后前列腺的继续生长，并在随后的青春期与雄性激素共同作用激活前列腺的分泌活性。在啮齿类动物中，前列腺的芽状突起是在胚胎时期形成的，而其管状分枝的形成则发生在出生之后。从小鼠胚胎时期到性成熟，雄激素对前列腺的生长发育都是至关重要的。雄性激素受体（AR）和雄性激素在前列腺的发育以及前列腺癌的形成中起着重要的作用，在人和小鼠中AR基因的缺失会导致前列腺不能发育。
FKBP52是一个表达广泛的FK506结合免疫亲合蛋白，具有PPIases活性和参与蛋白-蛋白反应的三十四肽重复序列。FKBP52通过其受体相关的多肽重复序列结构域与甾体激素受体形成复合体，在甾体激素受体功能调节方面具有重要作用，参与包括生长和发育在内的多种生理过程。目前的研究表明它能与所有的甾体激素受体相互作用，如糖皮质激素受体、盐皮质激素受体、雄性激素受体、孕酮受体等。通过基因敲除发现FKBP52基因的缺失在雄性小鼠体内可以产生与雄性激素受体基因缺陷类似的表型。本研究通过分别对胚胎17.5天、新生的以及3周大小的FKBP52 KO雄鼠前列腺发育的观察，以探究FKBP52在雄鼠前列腺发育过程中所起的作用。

1 材料与方法
1.1实验动物：
清洁级FKBP52 KO雄鼠与同窝野生型雄鼠（由本实验室提供，实验动物许可证号：ILAS-PG-2012-002 ）。动物实验方案经过中国医学科学院医学实验动物研究所实验动物使用与管理委员会批准。在使用实验动物的过程中充分考虑到动物的福利原则，尊重动物生命，善待动物，减少动物的应激、痛苦和伤害，采取脱颈的方法处置动物。
1.2 主要仪器与试剂：
PCR仪（BIO-RAD T100TMThermal Cycler）、樱花IVS410切片机、Nikon光学显微镜、CITOGLAS病理级显微镜载玻片、10%中性甲醛、苏木素、伊红。
1.3 方法
1.3.1  PCR 方法鉴定FKBP52KO小鼠基因型：
根据FKBP52基因设计特异性引物，采用PCR方法对FKBP52 KO小鼠进行基因型鉴定，引物序列分别如下：TCAGAGACTTTTAACGGCCTTGGG和ATGGCACATGAAAATCGTGATGTTG；退火温度为60℃，延伸温度为72℃。
1.3.2  小鼠不同发育时期胚胎的获得
将雌雄FKBP52杂合子小鼠合笼后于每天早上观察雌鼠阴栓，发现阴栓的当天记为胚胎的第0.5天。在胚胎发育到第17.5天时，取出胚胎，固定，同时用PCR方法对每个胚胎进行基因型鉴定。P0时期的小鼠在刚出生后先取材固定，随后进行基因型鉴定；而3周的小鼠在出生后10天左右进行基因型鉴定。
1.3.3  HE 染色
分别取胚胎发育第17.5天（E17.5）、刚出生（P0）和出生后3周的野生型和FKBP52 KO雄鼠的前列腺组织，10%中性甲醛固定，常规脱水，石蜡包埋后连续切片，厚度4µm，每隔5片取连续的5片贴在载玻片上，50℃烤箱内烘烤过夜。随后进行HE染色，观察在不同发育时期里野生型和突变型雄鼠前列腺发育的异同。

2 实验结果

2.1 小鼠前列腺的发育起始不依赖于FKBP52基因的功能。
 (
图
1
)HE染色结果显示在胚胎发育17.5天时，FKBP52基因敲除雄鼠的前列腺与野生型雄鼠泌尿生殖窦的形态和结构没有明显区别，都可以观察到泌尿生殖窦的形成（图1）。这一结果显示FKBP52基因敲除雄鼠能够形成泌尿生殖窦，说明在小鼠胚胎时期前列腺发育起始可能不依赖FKBP52的参与。

图1：胚胎17.5天时野生型和FKBP52 KO雄鼠前列腺HE染色对比图。A-野生型雄鼠前列腺纵切；B-FKBP52 KO雄鼠前列腺纵切；C-野生型雄鼠前列腺横切；D-FKBP52 KO雄鼠前列腺横切。（箭头所示位置为尿生殖窦(UGS)）
[bookmark: OLE_LINK15][bookmark: OLE_LINK16][bookmark: OLE_LINK17][bookmark: OLE_LINK18]Figure 1：HE staining shows the initiation of prostate in WT and FKBP52 KO mouse at E17.5. A-The longisection of prostate in WT mouse at E17.5; B- The longisection of prostate in FKBP52 KO mouse at E17.5; C-The transection of prostate in WT mouse at E17.5; D-The transection of prostate in FKBP52 KO mouse at E17.5.

2.2 新生FKBP52 KO小鼠的前列腺发育情况
前列腺的发育和形成依赖于雄性激素及其受体的功能。研究表明，在胚胎期E13.5天起就可以检测到睾丸酮(testosterone)的分泌。从成年小鼠激素水平的分析结果来看，FKBP52基因敲除并没有影响雄性小鼠的激素分泌。因此我们对刚出生(P0)雄鼠的前列腺进行了组织化学分析，发现FKBP52基因敲除雄鼠的前列腺在总体形态上与野生型雄鼠相似，但具体结构出现明显异常（图2），与对照组相比FKBP52KO小鼠的前列腺叶的数量明显减少。说明随着胚胎的发育，FKBP52在雄鼠前列腺的发育中的作用逐渐显现出来，FKBP52的缺失导致前列腺叶发育受阻。 
 (
图
2
)
[bookmark: OLE_LINK19][bookmark: OLE_LINK22][bookmark: OLE_LINK23]图2：刚出生(P0)的野生型和FKBP52 KO雄鼠前列腺HE染色对比图。E-野生型雄鼠前列腺横切；F-FKBP52 KO雄鼠前列腺横切。（箭头所示位置为小鼠前列腺叶）
Figure 2：HE staining shows the prostate morphology in WT and FKBP52 KO mouse at P0. A-The transaction of prostate in WT male mouse;  B- The transaction of prostate in FKBP52 KO male mouse.
2.3 出生3周后FKBP52 KO小鼠前列腺的发育情况
 (
图
3
)正常雄性小鼠，出生后随着雄性激素水平的逐渐增加，各类性器官也逐渐发育成熟。通过对出生3周野生型和FKBP5基因敲除小鼠前列腺的形态学观察，发现野生型雄鼠在第三周前列腺发育已基本完成，主要表现为细胞分化形成多个分枝管状结构，与野性型相比，FKBP52基因敲除的雄鼠中只可见极少量前列腺叶的发育，而大量前列腺叶前体细胞都退化（图3）。这一现象说明从胚胎发育的后期开始，FKBP52在小鼠前列腺发育及成熟过程中起着重要的作用，它的缺失将导致小鼠不能够形成成熟的前列腺。

图3：出生3周后野生型和FKBP52 KO雄鼠前列腺HE染色对比图。G-野生型雄鼠前列腺纵切；H-FKBP52 KO雄鼠前列腺纵切；I-野生型雄鼠前列腺横切；J- FKBP52 KO雄鼠前列腺横切。（箭头所示位置为小鼠前列腺叶）
Figure 3：HE shows the mature prostate morphology in WT and FKBP52 KO mouse at 3-week. A- The longisection of prostate in WT mouse at 3 week; B- The longisection of prostate in FKBP52 KO mouse at 3 week; C-The transaction of prostate in WT mouse at 3 week; D- The transaction of prostate in FKBP52 KO mouse at 3 week.

3 讨论
前列腺是雄激素作用的靶器官，它的形态发生和功能维持都依赖于雄激素和雄激素受体相关的信号通路【5、6】。在发育过程中雄激素和雄激素受体的功能主要是调节间叶组织和上皮组织的相互作用【7、8】。在AR基因敲除的Tfm小鼠中，间叶组织和上皮组织中均缺乏雄激素受体导致前列腺完全不发育。而前列腺组织重组实验的研究结果进一步揭示了雄激素受体对前列腺的发育是在基质细胞中而非在上皮细胞中起作用。在AR突变的Tfm小鼠中，当其上皮组织与含有雄激素受体的正常间叶组织重组时，Tfm小鼠能够形成前列腺芽状突起；相反地，正常的上皮组织与Tfm小鼠的间叶组织重组时则不能形成前列腺芽状突起。这说明基质细胞中的AR在前列腺的起始发育过程中起到了重要作用，同时雄激素诱导的间叶组织来源的旁分泌生长因子可能诱导和促进邻近的上皮组织生长发育。因此，雄激素受体对前列腺的发育是必不可少的。
通过Cre-loxP系统可以实现在特定的细胞中敲除雄激素受体的目的。目前已经分别构建出在基质成纤维细胞中敲除雄激素受体的FSP-ARKO小鼠模型【9】和在前列腺上皮细胞中特异性敲除雄激素受体的pes-ARKO小鼠模型【10】。在FSP-ARKO雄鼠中，雄激素受体的敲除率大约有55-65%，而未损伤的基质成纤维细胞中的雄激素受体可以在一定程度上起到补偿作用，因此与Tfm雄鼠【11、12】相比FSP-ARKO雄鼠的前列腺仍可起始发育，但存在一定缺陷，这与FKBP52 KO雄鼠前列腺的发育过程极为相似，二者都是由于雄激素受体活性减少造成的，但是具体作用机制并不相同。而pes-ARKO雄鼠基质细胞中雄激素受体的表达在前列腺发育过程中均正常；但在分泌上皮细胞中，雄激素受体的表达从第6周开始降低，直到第24周全部消失。这说明在前列腺发育的过程中上皮细胞雄激素受体可能存在其他的补偿途径。
FKBP52是一种甾体激素受体相关的多肽重复序列结构域蛋白，它作为一种共伴侣蛋白能够与伴侣蛋白（Hsp90）结合然后与雄激素受体形成复合物进而介导雄激素参与前列腺的形成过程。而我们通过以FKBP52基因敲除小鼠为模型来探索FKBP52对前列腺发育的影响，研究结果显示在FKBP52缺陷的雄鼠中前列腺在胚胎后期能正常起始发育，但在出生后发育会逐渐受到抑制。因此，我们的研究结果可能意味着在小鼠胚胎后期前列腺的发育起始阶段是不依赖于FKBP52的，这时雄激素受体可能通过非FKBP52依赖的途径参与前列腺的发育。而随着发育的进行，FKBP52参与到AR转录活性的调节进而影响前列腺的继续发育。同时我们推测FKBP52还可能会通过影响其他一些基因的表达来实现对AR转录活性的调节进而影响前列腺的发育。但具体原因尚需进一步实验来证实。     同时，在FKBP52基因敲除的小鼠中还存在一些与AR KO小鼠不同的表型。例如在AR KO的雄鼠中存在精囊腺的缺失，而在FKBP52 KO的雄鼠中仍可见精囊腺，只是比正常雄鼠有所减小。这说明AR的功能虽然会受到FKBP52的影响，但并不完全依赖于FKBP52。
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