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益精方对不育症大鼠睾丸生精细胞凋亡及

B>1

#

!

'

B-C

蛋白表达的影响

王$力#

$陈$东!

$闵$泽#

$王家辉!

摘要$目的$观察益精方对腺嘌呤法不育症大鼠睾丸生精细胞凋亡及
B>1

#

!AB-C

蛋白表达的影响!

方法$

+;DE-F

大鼠
7%

只随机分为空白组"模型组"益精方高#中#低剂量组"每组
#%

只! 除空白组外"其余

各组均以腺嘌呤连续灌胃
#"

天$从第
##

天开始"空白组及模型组用等量生理盐水灌胃"益精方高%

&

!

&4 GA

#"" G

&#中%

#

!

56 GA#"" G

&#低剂量%

"

!

4% GA#"" G

&组分别以益精方各剂量灌胃"每天
#

次"连续
!"

天! 实

验结束后将大鼠全部处死"摘取睾丸"采用原位缺口末端标记法%

*H39I

&和免疫组化
JKB'

法分别检测各

组动物生精细胞的凋亡情况及
B>1

#

!AB-C

蛋白的表达! 结果$与空白组比较"模型组
B>1

#

!

蛋白表达降低"

B-C

蛋白表达升高"细胞凋亡数升高"差异均有统计学意义%

L M"

!

"#

&! 与模型组比较"三个剂量组
B>1

#

!

蛋白表达均升高%

L M"

!
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"

L M"

!
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&"高#中剂量组
B-C

蛋白表达均降低%

L M"
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"#

"

L M"

!

"%

&"中剂量组

细胞凋亡数降低%

L M"

!

"#

&! 结论$益精方能够通过调控睾丸组织
B>1

#

!

及
B-C

蛋白的表达"抑制生精细

胞的凋亡!
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$$目前"全世界约有
#%`

夫妻罹患不孕不育症"其

中男性不育发病率约占
%"`

(

#

)

"并呈逐年上升的趋

势(

!

)

* 中医药在治疗男性不育症方面具有疗效确切"

患者易于接受的优点(

&

)

* 益精方是中国中医科学院

贾金铭教授经查阅古籍"结合现代药理实验所拟"经多

年临床观察对治疗男性不育症疗效确切(

$

)

* 研究发

现"

B>1

#

!AB-C

基因在精子生成过程中的调控出现异

常有可能引起精子生成障碍"形成少精子症或无精子

症"导致男性不育症(

%

)

* 本实验拟观察益精方对腺嘌

呤法不育症大鼠睾丸生精细胞凋亡及
B>1

#

!AB-C

蛋白

表达的影响*

材料与方法

#

$实验动物$有生育能力的清洁级成年雄性

+;DE-F

大鼠
7%

只"

#

!

%

月龄"体重$

#4"

%

!"

%

G

"由辽

宁中医药大学动物实验中心提供"许可证号#

J'a_

$辽%

!"#"

"

""$

"饲养于辽宁中医药大学动物实验中

心"自由饮食*

!

$药物$益精方药物组成#菟丝子
!" G

'黄芪

#% G

'仙灵脾
#! G

'苍术
#! G

'桑螵蛸
!" G

'红花
5 G

'

当归
#" G

'五味子
#% G

等
##

味中药组成"煎煮为汤

剂* 所有饮片的采购'药物制备及质控均由辽宁中医

药大学附属医院中药局制剂中心完成*

&

$主要试剂及仪器$腺嘌呤$北京市化学试剂

公司"批号#

5%"""#6$

%&一步法原位缺口末端标记法

$

*H39I

%细胞凋亡检测试剂盒$江苏碧云天生物技术

研究所"批号#

'#"45

%&即用型
JKB'

免疫组化试剂

盒$武汉博士德试剂公司"批号#

JK!""%

%&生物机能

实验系统$成都泰盟科技有限公司"型号#

BI

#

$!"J

%&

免疫组化分析软件$成都泰盟科技有限公司"型号#

BI

#

!"""

%&荧光显微镜$

Ba%#

型"日本
@1.:SYD

公

司%"数码显微镜$

Ba$#

型"日本
@1.:SYD

公司%*

$

$分组'模型制备及干预方法$将
7%

只
+;DE-F

大鼠随机分为空白组"模型组"益精方高'中'低剂量组"

每组
#%

只* 按王家辉等(

5

)腺嘌呤改进法"除空白组外"

其余各组将腺嘌呤按
%"" :GA:I

浓度配置"并加入与

腺嘌呤
#

&

#"

比例的阿拉伯胶助溶"以
%" :IA

$

#"" G

!

T

%剂量连续灌胃
#"

天"一次性成功&从第
##

天开始"

空白组及模型组用等量生理盐水灌胃"按人与大鼠等效

剂量换算(

7

)

"益精方高 $

&

!

&4 GA#"" G

%'中 $

#

!

56 G

A#"" G

%'低剂量$

"

!

4% GA#"" G

%组分别以益精方各剂

量灌胃"每天
#

次"连续干预
!"

天*

%

$检测指标及方法$各组大鼠干预后颈椎脱位

处死"解剖摘取睾丸"用波因$

B0Y;Q

%氏固定液固定"

固定时持续灌流"石蜡包埋'切片$

$ !:

%"

W9

染色*

%

!

#

$

B>1

#

!

'

B-C

蛋白表达检测$采用免疫组化

JKB'

法*

B>1

#

!

'

B-C

细胞的胞浆$或胞膜%呈棕黄

色者为阳性细胞*

B>1

#

!

'

B-C

阳性细胞计算方法#每

张切片选取
#"

个高倍视野$ '

$""

%"测量其灰度值"

灰度值越高表示阳性表达的细胞越多*

%

!

!

$生精细胞凋亡检测$采用
*H39I

法* 用

荧光标记液染色"通过荧光显微镜观察细胞呈绿色荧

光者为凋亡细胞* 凋亡指数$

K)

%计算#每张切片选取

#"

个高倍视野$ '

$""

%"计数
%""

个细胞"求得每个

视野的平均阳性细胞数*

5

$统计学方法$采用
JLJJ #"

!

"

软件"实验数

据计量资料采用
C

%

D

表示"组间比较采用方差齐性检

验和方差分析"

L M"

!

"%

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$各组一般状态比较$干预期间空白组和益精

方各剂量组大鼠较模型组反应灵敏"毛发润泽光滑&模

型组大鼠体重增长较空白组和益精方各剂量组慢"且

毛发脱落'反应迟钝'蜷缩拱背'抱团取暖"并陆续出现

死亡现象&益精方各剂量组大鼠上述症状较模型组有

不同程度的减轻* 除空白组外"其余各组均有死亡"分

别为模型组
%

只'高剂量组
!

只'中剂量组
&

只'低剂

量组
$

只* 死亡大鼠尸检"肺组织中未发现药液及出

血点"排除因灌胃操作失误而造成的死亡&每只死亡大

鼠均出现胃肠胀气"肾脏肿大"部分出现大白肾"甚至

有明显的出血点"说明肾脏损害是其死亡的主要原因*

!

$各组睾丸组织
B>1

#

!

'

B-C

蛋白表达比较$图

#

"表
#

%$与空白组比较"模型组
B>1

#

!

蛋白表达降

低"

B-C

蛋白表达升高"差异均有统计学意义 $

L M

"

!

"#

%* 与模型组比较"三个剂量组
B>1

#

!

蛋白表达

均升高$

L M"

!

"#

"

L M"

!

"%

%"高'中剂量组
B-C

蛋白

表达均降低$

L M"

!

"#

"

L M"

!

"%

%*

表
#

$各组睾丸组织
B>1

#

!

'

B-C

蛋白表达比较$$

C

%

D

%

组别
Q

剂量
B>1

#

!

蛋白

$个
AWLZ

%

B-C

蛋白

$个
AWLZ

%

$$空白
#" ! :IA#"" G

!!$

%

#!

!!

#47
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#5

!!

$$模型
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#$ !&!

%

#$
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#" &

(
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!""
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!##

%

$

!

$$$中剂量
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%

#&
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!!&

%

#!

$$注#与模型组比较"

!

L M"

(

"%

"

!!

L M"

(

"#

&

$各组睾丸组织生精细胞凋亡数比较$图
!

"表
!

%

与空白组比较"模型组细胞凋亡数升高$

L M"

!

"#

%* 与模

型组比较"益精方中剂量组细胞凋亡数降低$

L M"

!

"#

%*
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$$注#

K

'

Z

为空白组&

B

'

V

为模型组&

'

'

W

为益精方高剂量组&

?

'

)

为益精方中剂量组&

9

'

(

为益精方低剂量组&

K

#

9

为
B>1

#

!

蛋白表

达&

Z

#

(

为
B-C

蛋白表达

图
#

$各组睾丸组织结构$$

W9

" '

$""

%

$$注#

K

为空白组&

B

为模型组&

'

为益精方高剂量组&

?

为益精方中剂量组&

9

为益精方低剂量组

图
!

$各组睾丸组织生精细胞凋亡$$荧光染色法" '

$""

%

表
!

$各组动物睾丸组织生精细胞凋亡数比较$$

C

%

D

%

组别
Q

剂量$$

平均每个视野生精

细胞凋亡数$个
AWLZ

%

$$空白
#" ! :IA#"" G

%"

%

#5

!!

$$模型
#" ! :IA#"" G 56#

%

!"$

益精方高剂量
#" &

(

&4 GA#"" G #46

%

&7

$$$中剂量
#" #

(

56 GA#"" G

#!5

%

!!

!!

$$$低剂量
#" "

(

4% GA#"" G $$6

%

#!7

$$注#与模型组比较"

!

L! "

(

"%

"

!!

L! "

(

"#

讨$$论

本实验通过免疫组化技术检测了腺嘌呤法不育

症大鼠睾丸生精细胞
B>1

#

!

'

B-C

的表达及睾丸生精

细胞凋亡情况* 在选择动物模型的表现以及实际操

作方面而言"以腺嘌呤模型的效果最为理想(

5

)

"用低

剂量的腺嘌呤可导致大鼠睾丸形态学改变"而且肾

脏的损害程度较轻"可成功地诱导肾阳虚不育模

型(

4

)

* 本实验观察到"随着腺嘌呤给药时间的延长"

模型组大鼠出现发育迟缓'体毛脱落'反应迟钝'蜷

缩拱背'抱团取暖'小便增多等类似于中医学肾阳虚

的症状和体征* 死亡的大鼠经剖检发现肾脏损害较

重"甚至有的出现出血点* 杨桂梅等(

6

)研究发现腺

嘌呤在黄嘌呤氧化酶的作用下变成极难溶于水的

!

"

4

#二羟基腺嘌呤"后者沉积在肾小管"影响了氮质

化合物的排泄"最终引起了肾功能的损伤* 国外有

学者指出摄入腺嘌呤后导致体内产生过多的氧自由

基和脂质过氧化也可能是腺嘌呤导致肾功能损伤的

重要机制之一(

#"

)

*

B>1

#

!

和
B-C

是一对关系十分密切的凋亡基因"

B>1

#

!

促进睾丸生殖细胞存活"

B-C

促进凋亡"在细胞

的凋亡调控过程中起着重要作用*

B>1

#

!

蛋白主要位

于线粒体的外周膜'核周膜和内质网膜"其主要生物学

功能是延长细胞寿命并增加细胞对多种凋亡刺激因素

的抗性*

O-:-:0E0 ',

等(

##

)研究发现
B>1

#

!

在生

殖细胞的发育起关键性作用"并有性别特异性*

B-C

的主要作用是加速细胞凋亡"并且是精原细胞正常发

育过程中死亡所必须的(

#!

)

* 研究表明两者间可相互

形成同源二聚体而发挥作用"

B>1

#

!

蛋白同源二聚体

可抑制细胞色素
'

'凋亡诱导因子的释放"抑制细胞凋

亡&

B-C

蛋白是
B>1

#

!

的同源基因"为可溶性蛋白"功

能类似于穿孔素"在高浓度时本身可启动细胞死亡"低

浓度时可使细胞器释放出一些活性分子"引起半胱氨

酸蛋白酶的活化"并拮抗
B>1

#

!

使细胞趋于凋

亡(

#&

"

#$

)

* 本实验结果表明睾丸生精细胞凋亡增多的

同时"

B-C

蛋白表达增高"而
B>1

#

!

蛋白表达降低"这

与文献报道相吻合* 另有研究指出"睾丸生精细胞凋

亡相关基因
B>1

#

!

和
B-C

表达的改变可能是肾阳虚

大鼠生精障碍的原因之一(

#%

)

*

益精方是中国中医科学院广安门医院贾金铭教授

应用传统的中医理论结合现代中药的药理研究"经过
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近十年临床实践总结的治疗男性不育症的有效方剂*

全方由菟丝子'黄芪'仙灵脾'苍术'桑螵蛸'红花等
##

味中药组成"具有补肾填精'益气助阳'滋阴润燥的功

效* 主要治疗肾精亏虚'气化失司'天癸不足所致的睾

丸功能障碍性男性不育症* 王家辉等(

#5

)临床运用益

精方治疗男性不育症"观察发现治疗后的精子运动速

度明显提高"精子运动能力增强"受精能力提高"有利

于受孕* 罗少波等(

#7

)实验表明益精方可以通过提高

'-EJS8F#

的表达量"增加小鼠精子密度'

- b ]

级和

- b ] b >

级精子百分率"从而达到治疗少弱精子症的

目的* 焦拥政等(

#4

)研究结果表明益精方可以降低精

子早期凋亡率"提高精子线粒体功能"这可能是益精方

治疗少弱精子症的一个重要途径* 本实验结果表明益

精方有促进
B>1

#

!

蛋白在睾丸生精细胞表达的作用"

并且对
B-C

蛋白在睾丸生精细胞的表达有抑制作用"

从而达到抑制细胞凋亡的作用*

综上所述"益精方对肾阳虚大鼠睾丸生精细胞凋

亡有抑制作用"而各给药组中以中剂量组最为明显*

本实验成功复制了肾阳虚不育症大鼠的模型"并通过

实验观察模型组与空白组及益精方高'中'低剂量组的

细胞凋亡情况和
B>1

#

!AB-C

蛋白的表达"阐释肾阳虚

对睾丸生精细胞凋亡的影响"从而造成大鼠睾丸生精

障碍* 尽管本实验在动物模型的选择'药物剂量的推

算以及实际操作等方面较以往有了很大的改善"但由

于不育症病因病机复杂"益精方具体影响生精细胞凋

亡的机制还有待进一步研究*
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