
书书书

!!"#$$! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

,-. !"#$

"

/012 &$

"

30

!

%

基金项目# 国家自然科学基金资助项目$

30

!

$#45&$"$

%&四川省教育厅基金资助项目$

30

!

#678""5$

%

作者单位#

#2

成都中医药大学临床医学院$成都
4#""5%

%&

!2

成都中医药大学附属医院男科$成都
4#""5!

%&

&2

成都中医药大学第二附属

医院男科$成都
4#""6#

%

通讯作者# 常德贵"

*91

#

"!$

"

$55$&:#&

"

;

#

<-=1

#

>?@::$AB=C-2>0<

DE)

#

#"

!

544#FG

!

>G=<

!

!"#$"6#5

!

#4#

!基础研究!

强精片对生精功能障碍大鼠模型
'?.1

'

H:-

'

IDJ'#

表达的影响

蔡$剑#

$蔡$涛#

$黄晓朋#

$张$磊!

$李广森!

$常德贵&

摘要$目的$观察强精片对生精功能障碍模型大鼠精子质量及
'?.1

"

H:-

"

IDJ'#

表达的影响# 方法
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只健康雄性
KD

大鼠随机分为空白组$模型组$强精片低"中"高剂量组$每组
#"

只$模型组采用环磷酰胺

%" <@FL@

腹腔注射
%

天$空白组给予等量生理盐水注射# 自第
4

天起$强精片低"中"高剂量组分别给予强

精片
"
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#5

"
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"
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&灌胃$空白组及模型组给予
#N

羧甲基纤维素钠溶液灌胃$连续干预

&

周#

&

周后$将大鼠取血处死$分离睾丸"附睾# 检测精液质量$观察睾丸组织结构$免疫组化检测大鼠睾丸

组织
'?.1

"
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"

IDJ'#

蛋白表达$

O*

#

P'O

检测大鼠睾丸组织
'?.1

"

H:-

"

IDJ'# <O3J

表达# 结果

与空白组比较$模型组精子密度"活力"活率以及
'?.1

"

H:-

蛋白和
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表达降低%

P Q"

!
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蛋白及
<O3J

表达升高%

P Q "

!
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&# 与模型组比较$强精片低"中"高剂量组精子密度"活力"活率以及

'?.1

蛋白表达升高%

P Q"

!
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$

P Q"
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&'强精片中"高剂量组
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"
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表达升高
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P Q"
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表达降低%

P Q"
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表达$下

调
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表达$改善生精功能障碍大鼠模型的精子质量#
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$$男性不育是现代社会常见且较为复杂的临床综合

征"染色体畸变'基因突变'

b

染色体微缺失等遗传学

病因是导致生精功能障碍"进而引发的不育重要因素(

其中
b

染色体微缺失是不育患者出现少精'无精等生

精障碍最为常见的遗传学原因)

#
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(

b

染色体微缺失易

发生于
b

染色体长臂
b_##

!
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的无精子因子

$

-c00BW9X<=- R->S0X
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%区域"

J7^

区通常分为

J7^-

'
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'

J7^>

区"

J7^>

区是
b

染色体微缺失发

生的热点区域"占
b

染色体微缺失的
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)
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( 人

'?.

$

>\X0<0

#

?0<-=C b

% 位于
J7^>

区"人类
'?.

的大鼠同源物为
'?.1

"有研究显示
'?.

与男性弱精

子症相关)
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*

(

H:-

是常染色质组蛋白赖氨酸甲基转

移酶"在鼠类动物睾丸中广泛分布"主要负责常染色质

组蛋白甲基化修饰"动物研究显示"敲除小鼠
H:-

基

因后" 会导致小鼠出现生精功能障碍症状)
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*

(
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是 去 乙 酰 化 酶 $
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"
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%家族成员之一"动物研究也提示
IDJ'#

异

常与小鼠生精功能障碍相关)

%
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( 根据相关文献"人体

存在
'?.

与
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'

IDJ'#

形成的蛋白复合体"

'?.

'

H:-

'

IDJ'#

能参与精子发生过程中表观遗传学机

制中的组蛋白甲基化'乙酰化修饰"其表达异常与生精

功能障碍相关)
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"

5

*

( 中医药治疗生精功能障碍具有多

靶点'多途径的优势"但缺少中医药干预伴有
'?.

与

H:-

'

IDJ'#

表达异常的生精功能障碍的相关研究"

本试验观察强精片对生精功能障碍大鼠
'?.1

'

H:-

'

IDJ'#

基因蛋白表达的影响"探讨其靶点及机制(

材料与方法

#

$动物$青春期雄性
KD

大鼠$清洁级%

%"

只"

!

月龄"体重$

!""

%

!"

%

@

"购买并饲养于成都达硕动

物实验中心"许可证号#

Kb[a

$川%

!"#6

"

#$:

"本研

究通过成都中医药大学附属医院伦理委员会审批"审

批号#

!"#%

#

8M""!

(

!

$ 药物 $ 环磷酰胺 $

'.>10W\0BW\-<=?9

"

'P

%#山西普德药物股份有限公司"

"

!

! @F

瓶"批号#

"6#%"4"%

( 强精片#由成都中医药大学附属医院提

供"组成#菟丝子'枸杞子'熟地黄'人参'当归'淫羊藿'

仙茅'山茱萸'五味子'车前子'益母草"

"

!

& @F

片"批

号#

!"#%"5"#

( 强精片悬混液制备#强精片低'中'高

剂量组配置分别取强精片
#!

'

!!

'

65

片"加入
#N

羧

甲基纤维素钠溶液
!# <M

"混匀配置为
"

!

#5

'

"

!
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'

"

!

45 @F<M

浓度的强精片悬混液备用(

&

$主要试剂及仪器$羧甲基纤维素钠由成都市

科龙化工试剂厂提供"批号#

!"#6"&&#"#

&一抗#兔多

克隆抗体由英国
JU>-<

$上海%贸易有限公司提供"

批号#

-U%#$$

&二抗生物素化山羊抗兔
)@H

$

I d M

%及

三抗辣根酶标记链霉素卵蛋白素$

IOPFJ

#

/

%均由北

京中山金桥生物有限公司提供"批号#

#&#%!J##

'

#&#%!J##

(
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#

:"""

型伟力彩色精子质量检测系

统$北京伟力公司%&

8J6""D=@=S-1

数码三目摄像显

微镜$麦克奥迪实业集团有限公司%&

P)aEO9? :4

型实时荧光定量仪$美国
*\9X<0^=B\9X

仪器有限

公司%(

6

$动物分组与造模$
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只健康雄性
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大鼠采

用随机数字表法分为空白组"模型组"强精片低'中'高

剂量组( 每组
#"

只( 模型组及强精片低'中'高剂量

组用
'P %" <@FL@

给予腹腔注射
%

天制备模型)

$

*

(

根据预实验的结果"选用
'P %" <@FL@

行大鼠腹腔注

射"连续
%

天的造模方法( 造模大鼠出现精神萎靡'活

动减少'体毛稀疏'无光泽等症状和体征"精液分析显

示精子密度'活力和活率均较空白组大鼠显著下降

$

P Q"

!

"#

%&睾丸组织病理形态学显示与空白组组比

较"造模的大部分大鼠的睾丸生精小管损伤明显"说明

造模成功( 最终模型组和强精片低'中'高剂量组分别

有
5

'
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'

:

'

$

只大鼠造模成功造模成功( 空白组用生

理盐水等量腹腔注射
%

天(

%

$给药及取材方法$第
4

天起"强精片低'中'高

剂量组分别给予
"

!
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'

"
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精片悬混液灌胃"空白组及模型组给予等量
#N

羧甲

基纤维素钠溶液灌胃"连续灌胃
&

周(

&

周后"各组大

鼠予以
"

!

& <MF#"" @

水合氯醛腹腔注射麻醉"腹主动

脉抽血处死大鼠"迅速摘取附睾'睾丸"将右侧睾丸分

成两半"投入
6N

多聚甲醛保存并制作
;D

片"另一侧

睾丸投入液氮中保存(

4

$检测指标及方法

4

!

#

$精液质量分析$取一侧附睾尾部放入
& <M

&5

&生理盐水中"剪碎"放置
# <=C

左右"取约
%" !M

精子混悬液"

&5

&恒温水浴
% <=C

"取少量加到预温的

计数板上"采用
+M(b

#

:"""

型精子质量检测系统进行

精子质量检查"测试温度
&5

&" 将经处理的精子混悬

液涂于计数载玻片上"选取
6

个视野"

! <=C

内完成检

测( 检测指标包括精子密度'精子活力'精子活率(

4

!

!

$大鼠睾丸组织形态学观察$固定睾丸组织

经全自动脱水机脱水"包埋"置于载玻片上"进行
I;

染色"再将切片经二甲苯脱透明"加拿大树胶封片供镜

检( 用光学显微镜进行睾丸病理组织学检查"观察睾

丸生精小管内生精细胞的病变情况(

4

!

&

$免疫组化检测大鼠睾丸组织
'?.1

'

H:-

'

IDJ'#

蛋白表达$固定睾丸组织经防脱片处理'常

规脱蜡'热修复抗原处理后"依次加入一抗'二抗'三抗

及 各 种 相 关 试 剂" 予 以
D8J

显 色( 采 用

8J!""D=@=S-1

数码三目摄像显微系统对切片进行图

像采集"每张切片先于
#""

倍下观察全部组织"再根

据组织大小及表达情况分别选取
#

'

&

个区域
6""

倍

采集图像( 采用美国
,9?=- '.U9XC9S=>B

公司生产

的
)<-@9

#

PX0 P1YB 4

!

"

图像分析系统测定所采集全

部图像的平均光密度"若每张切片采集多张图像"则取

平均值(
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!
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$
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#
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检测大鼠睾丸组织
'?.1

'

H:-

'
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表达$从美国国家生物技术信息中

心$

3'8)

%数据库中搜索
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'
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'
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基因序

列"使用
PX=<9X PX9<=9X

引物设计软件设计筛选

'?.1

特异性引物( 将保存在液氮中大鼠组织在液氮

中充分研磨或剪碎"进行匀浆处理"在
P'O

仪上从匀

浆的大鼠组织总
O3J

的提取"并由
O3J

逆转录合成

>D3J

( 使用
K9_Y9C>9 D9S9>S=0C B0RS `-X9]9X

#

B=0C #

!

!

!

&

软件$

JWW1=9? 8=0B. BS9<B

公司%分析

P'O

过程各检测样本的
'*

$

*\X9B\01? >.>19

%值"通

过
!

"

!!'*计算基因相对
<O3J

表达水平(

5

$统计学方法$应用
KPKK #:

!

"

统计分析软

件"数据以
V

%

B

表示"采用
EC9

#

+-. J3E/J

"

P Q

"

!

"%

为差异有统计学意义(

结$$果

#

$各组大鼠精子质量比较$表
#

%$与空白组比

较"模型组精子密度'活力'活率降低$

P Q"

!

"#

%&与模

型组比较"强精片低'中'高剂量组精子密度'活力'活

率升高$

P Q"

!

"#

%(

表
#

$各组大鼠精子质量比较$$

V

%

B

%

组别
C

精子密度

$

#"

4

F<M

%

精子活力

PO

$

N

%

精子活率

$

N

%
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44

(
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%
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(
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"
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(

#$
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(
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$各组大鼠睾丸结构情况$图
#

%$由于标本保

存过程中操作不慎"部分标本组别标记有所损坏"空白

组
&

组标本"强精片中剂量组
!

组标本"强精片高剂

量组
#

组标本不能有效辨识"故各组大鼠
I;

睾丸组

织光镜观察"免疫组化"

O*

#

P'O

检测的标本分数均为

5

份( 空白组可见睾丸生精小管饱满"生精上皮外的

界膜均勾'完整&各级生精细胞排列规则"可见不同发

育阶段的生精细胞及成熟的精子"形态和数量正常&睾

丸间质细胞排列均匀( 模型组可见变形'塌陷的生精

小管数量增多&生精小管内生精细胞脱落及排列紊乱"

图
#

$各组大鼠睾丸组织结构$

I;

" )

#""

%
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各级生精细胞数量显著减少"生精上皮变薄&睾丸间质

细胞排列稀疏"间质透明样变性( 强精片低剂量组可

见变形'塌陷的生精小管数量增多&生精小管上皮变

薄"各级生精细胞数量减少&睾丸多数生精小管内生

精细胞脱落及排列紊乱&睾丸间质细胞排列稀疏"可

见间质透明样变性( 强精片中剂量组可见个别生精

小管内各级生精细胞数量减少"排列较紊乱&生精小

管上皮较薄&睾丸间质细胞排列较为稀疏"部分水

肿( 强精片高剂量组可见生精小管形态完整"间质

相对丰富&生精小管上皮没有明显改变&各级生精细

胞排较规则"数量较多&睾丸间质较为致密"间质细

胞排列较为均匀(

&

$各组大鼠睾丸组织
'?.1

'

H:-

'

IDJ'#

蛋白

表达比较$表
!

"图
!

"

6

%$与空白组比较"模型组

'?.1

'

H:-

蛋白表达降低$

P Q"

!

"#
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IDJ'#

蛋白表
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显微图片$$
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达升高$

P Q"

!

"#

%( 与模型组比较"强精片低'中'高

剂量组
'?.1

蛋白表达升高$

P Q"

!

"%

"

P Q"

!

"#

%&强

精片中'高剂量组
H:-

蛋白表达升高$

P Q "

!

"%
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IDJ'#

蛋白表达降低$

P Q"

!
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图
&

$各组大鼠睾丸组织中
H:-

蛋白免疫组化

显微图片$$

D8J
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蛋白
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IDJ'# <O3J

表达升高$
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%( 与模型组比较"强精片中'高剂

量组
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讨$$论

男性不育的发病率逐年增加"日益成为影响家庭

及社会稳定的严重问题"生精功能障碍是男性不育的

重要病因"中医学虽无生精功能障碍一词"但有诸多如

+精少,'+精薄,'+精冷,'+精弱,'+精空,等描述精

子生成数量与生成质量降低的记载"与现代精子生

成障碍表现相似( 中医学在长期实践中"积累了丰

富的治疗男性不育相关经验"现代研究显示"中医药

学治疗男性不育具有多靶点'多途径优势"研究显示

中药复方可以通过提高精子线粒体功能)

:

*

'降低精

浆中活性氧含量)

#"

*

'改善
PO,!

基因表达水平)

##

*

'

作用于小鼠睾丸
8>#

#

!

及
8-V

蛋白)

#!

*等多种机制

改善生精功能障碍症状"但关于中药调节精子生成

过程中组蛋白修饰机制异常"改善生精功能障碍的

相关研究偏少(

精子生成受组蛋白修饰等表观遗传机制调控"组

蛋白修饰$

\=BS0C9 <0?=R=>-S=0CB

%是指组蛋白发生

的多种共价修饰"包括甲基化'去甲基化'乙酰化'去乙

酰化等)

#&

*

( 人体存在
'?.

及
H:-

'

IDJ'#

复合蛋

白"

'?.

及
H:-

'

IDJ'#

参与精子发生过程中的组蛋

白甲基化及$或%乙酰化修饰(

'?.

主要在睾丸中特

异性表达"人类
'?.

的大鼠同源物为
'?.1

"

'?.

可将

H:-

等组蛋白甲基转移酶招募到染色质上"提示
'?.

参与组蛋白甲基化机制"研究也显示
'?.1

能与

IDJ'#F!

结合"

'?.

家族蛋白在体外表现出组蛋白

乙酰基转移酶活性)

!

*

(

H:-

是甲基化转移酶

KY]&: \

亚家族成员之一"能介导催化组蛋白甲基化"

在睾丸组织中广泛分布"在成人的睾丸中"

H:-

从精

原干细胞到精原细胞'精母细胞都有表达"

H:-

缺失

会导致成人男性不育)

6

*

(

IDJ'# IDJ'B

家族成员

之一"可介导组蛋白的去乙酰化"动物研究显示

IDJ'#

表达异常与生精功能障碍相关)

%

*

(

'?.

'

H:-

'

IDJ'#

蛋白均与精子生成相关"并能参与精

子发生中的组蛋白甲基化'乙酰化修饰过程"

'?.1

及

H:-

'

IDJ'#

异常表达可能破坏精子生的组蛋白修

饰机制稳定"导致生精功能障碍"进而引发不育(

本实验中"采用具有生殖破坏作用的
'P

腹腔注

射的方式制作生精功能障碍大鼠模型"根据相关实验

报道显示"

'P

有明确生殖毒性"对生精干细胞的破

坏"可使精子细胞染色体易位"精母细胞
D3J

断裂"

诱导生殖细胞遗传物突变或畸形)

#6

*

"导致雄性生精功

能障碍(

'P

腹腔注射造模尚无统一标准"用量从

!" e4" <@FL@

)

$

"

#%

*均有报道"造模时间连续腹腔注

射
%

天者较多(

强精片是成都中医药大学附属医院治疗治疗男性

不育症的中医药协定方"已有二十余年临床运用历史"

临床及动物实验均显示其治疗男性不育症有一定疗

效)

#4

"

#:

*

( 强精片由菟丝子'枸杞子'熟地黄'人参'当

归'淫羊藿'仙茅'山茱萸'五味子'车前子'益母草等多

种中药组成( 全方在继承传统医学男性不育以补肾为

要的基础上"重视肝脾两脏功能失常对男子不育的影

响"并关注到肾肝脾失司所导致的湿热'瘀血亦是男子

不育的病因病机"全方以补肾为本'调补肝脾'阴阳并

调'充精益髓'大补气血"兼清利湿热'活血祛瘀"具有

补中有通'补中有清特点"故能起到调补肾肝脾'充益

精血'活血化瘀'清利湿热的功效"可治疗多种病因病

机导致的生精功能障碍"从而提高男性生殖能力( 根

据研究显示"益母草提取液)

!"

*可改善环磷酰胺导致的

精子畸形"枸杞多糖)

!#

*

'淫羊藿总黄酮)

!!

*

'五味子多

糖)

!&

*能修复环磷酰胺损伤的睾丸组织"增加睾丸重

量"提升环磷酰胺损伤动物的精液质量(

在本实验中"应用强精片对造模大鼠进行干预

后发现"强精片各组大鼠睾丸结构得以不同程度修

复"精液质量明显提高( 强精片可改善模型大鼠受

损睾丸结构"上调
'?.1

'

H:-

表达"下调
IDJ'#

表

达"提升精子质量"其机制可能为强精片能够修复

'P

对实验动物睾丸组织损伤"恢复
D3J

结构"降低

环磷酰胺引发的应激反应"进而从基因蛋白水平恢

复
'?.1

'

H:-

的表达"下调
IDJ'#

表达"或者强精

片修复受损睾丸组织的
D3J

而升高
'?.1

的表达

时"会导致
H:-

表达的升高"

IDJ'#

表达下降"最

终恢复精子发生中
'?.

与
H:-

'

IDJ'#

组蛋白甲

基化及乙酰化修饰机制稳定"确保精子生成过程的
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顺利进行"改善造模大鼠的生精功能障碍症状( 研

究结果也与卞廷松等)

&

*用中药复方干预不育患者后

'?.

表达变化结果相符(
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