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知柏地黄汤对解脲支原体感染大鼠生精细胞
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表达的影响
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摘要$目的$观察知柏地黄汤对解脲支原体!
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#感染大鼠精液及生精细胞
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影响"探讨
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感染导致不育症的病理机制及知柏地黄汤的干预作用% 方法$
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抽取
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只"经膀胱接种
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睾丸感染动物模型% 剩余
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只同步注射生理盐水作为正常对照
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感染模型大鼠再随机分成模型对照组$阿奇霉素组$知柏地黄汤组"每组
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#灌胃"正常对照组$模型对照组给予

等剂量生理盐水灌胃% 各组给药均每日
#

次"连续给药
!#

天% 处死大鼠后取睾丸$附睾组织"比较各组
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阳

性率'采用机械分离法分离精子细胞"应用彩色精子动态检测系统进行精子活力运动参数测定'采用实时定量
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表达'采用
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蛋白

表达% 结果$模型对照组
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阳性率(
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#% 与正常对照组比较"模型

对照组大鼠
A

及
0

级精子减少"直线速度$平均速度降低"生精细胞
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和蛋白表达下降"

差异有统计学意义!
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#%与模型对照组比较"知柏地黄汤组和阿奇霉素组
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及
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级精子增多"直线速度$

曲线速度及平均速度提高"
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和蛋白表达水平升高"差异有统计学意义!
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提高大鼠精液质量作用"可能与其上调大鼠生精细胞
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及蛋白表达相关%
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%通道在人体遍布多种组织和细胞"并参与人体几

乎所有的生理功能和许多病理变化* 瞬时受体电位香

草酸亚型$
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是近年来研究较

多'机制较为清楚的
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亚家族成员之一"但是"关

于
)IJ3

基因家族及其相关的
)IJ3

蛋白在生精细

胞中的表达'与生精细胞的关系及其病理'生理机制在

国内外的相关研究都比较少* 解脲支原体 $
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%感染是男性不育'特别是

继发性不育重要的原因之一(

#

)

"有关其发病机制和防

治方法的研究目前已成为各国学者关注的热点问题之

一* 本研究通过观察知柏地黄汤对
KK

感染大鼠模型

精子活力及生精细胞
)IJ3#

'

)IJ3$ @I6T

和蛋白

表达的影响"为该中药名方治疗
KK

感染所致的精子

活力低下症提供新的依据*

材料与方法
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$动物$采用
>Jb

级
: c$

月龄
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雄性大鼠
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只"体重$

!""

&
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%
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"购自湖南斯莱克景达实验动

物有限公司"实验动物生产许可证号#

>&[=

$湘%

!"##

"

"""%

"湖南中医药大学病原微生物专用动物实

验室饲养"许可证号#
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$湘%

!""d

"
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"实验室

室温$

!$

&
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% '"湿度
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"环境通风良好*

备黑色窗帘* 分笼饲养* 光照
#! E

"黑暗
#! E

* 自由

饮食与饮水* 定期投予饲料'饮水瓶及垫料*

!

$药物$知柏地黄汤药物组成'炮制及用量按

+医宗金鉴,记载执行* 熟地黄'山萸肉'淮山药'泽

泻'牡丹皮'茯苓$不去皮%'盐知母'盐黄柏的用量比

为
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(

#!

(

#!

(

d

(

d

(

d

(
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* 药材经中药师鉴定后"严格

按照古法炮制"按以上比例由湖南中医药大学附属医林

药号提供
d$" S

药材* 先加蒸馏水浸泡
%" @BO

"第
#

次煎加水
8 9"" @]

"沸腾后再煮
%" @BO

"第
!

次煎加

水
$ 8"" @]

"沸腾后再煮
%" @BO

"过滤"

!

次所得滤液

混合后用刻度烧杯浓缩至
#

(

#

$即
# @]

药液相当
# S

生药%"分装入
$"" @]

广口试剂瓶中于
:

'冰箱中保

存备用* 阿奇霉素片"

"

!

!$ SH

片"石药集团欧意药业有

限公司生产"产品批号#

""##!"d:#

* 临用时用注射用

水配成含阿奇霉素
!$ @S

)
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浓度的混悬液*

%

$试剂与仪器$
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标准株由南华大学微生物
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学教研室提供"
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中国%"碱性磷酸酶标记的兔抗羊
(SZ

$碧云天生物技

术公司"中国%等*
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'显微镜'显微摄像机和记录机

由湖南中医药大学第一附属医院提供"
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S12$$""
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的体外培养及效价测定$将
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标准菌

株$冻干品%复苏"于无菌条件下将
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标准菌接种于

KK

液体培养基中"

%8

'培养
#9 c!: E

"取对数生期

菌体"培养基出现橙红色清亮菌液时进行倍比稀释"接

种* 体外实验用效价为
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*
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9
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的菌液颜色变

化单位*

$

$造模及分组$参照李楠等(
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乌拉坦
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实验组注射
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)只"将膀胱放回原

位"缝合腹腔* 正常对照组在同样条件下向膀胱内注入

生理盐水"每只注射
"

!

$ @]

* 接种
#

周后"随机抽取

$

只实验组大鼠"分别收取睾丸穿刺液进行培养工作"

$

只大鼠培养均显示出现
KK

"证明实验模型构建成功*

将实验组的
:$

只大鼠模型采用随机数字表法分为知柏

地黄汤组'阿奇霉素组'模型对照组"每组
#$

只动物*

9

$给药方法$接种第
#"

天开始给药"给药剂量

根据动物每公斤体重占人体表面积的比值计算"知柏地

黄汤组给予知柏地黄汤
# SH

$

<S

!

R

%灌胃"每天
#

次&

阿奇霉素组给予阿奇霉素混悬液
"

!

#"$ SH

$

<S

!

R

%灌

胃"每天
#

次* 正常对照组'模型对照组给予生理盐水

灌胃"每天
#

次* 各组均连续灌胃
!#

天(

%

)

*

8

$取材方法$于停药后的第
!

天"采用颈椎脱

臼法处死大鼠"取睾丸'附睾组织"对生精细胞进行相

关指标检测*

7

$观察指标及检验方法

7

!

#

$

KK

阳性率检测$以无菌操作取右侧部分

睾丸组织置于
KK

培养基中"置
%8

'温箱中孵育

!: E

后观察结果* 培养
!: E

培养基变为红色且液体

无明显浑浊为阳性"培养
:7 E

培养基颜色仍未变成红

色为阴性* 比较各组
KK

阳性率*

7

!

!

$精子悬液的制备及活力的检测$以无菌操

作取附睾组织"用
%8

'预温的
J_>

冲洗
#

遍"然后将

附睾尾放入盛有
% @] %8

'预温的
J_>

液培养皿中*

用无菌手术刀从附睾尾近侧端至输精管深切
: c$

次"

避免切口暴露在空气中以避免精子暴露于空气中而死

亡* 将含精子的培养皿置
%8

'

&,

!

培养箱中"扩散

$ @BO

"用镊子去除残余组织及未充分扩散的精子块"得

到精子悬液* 用
J_>

液采用
#

(

d

稀释
5

轻轻摇晃混匀

后置于
%8

'显微镜载物台上"显微镜采用
[:

反相物

镜"用显微摄像机和录像机记录精子运动图像"并用彩

色精子动态检测系统进行精子运动参数测定*

7

!

%

$生精细胞
)IJ3#

'

)IJ3$ @I6T

表达测

定$采用
I1A4

#

.B@1 J&I

方法检测* 采用
)I4\/4

法

提取生精细胞中的总
I6T

"用核酸蛋白分析仪测得

I6T

的纯度和浓度"取
# !S

总
I6T

进行逆转录合

成
-G6T

"逆转录操作步骤和反应体系参照逆转录试

剂盒"实验所得
-G6T

"

!"

'保存* 将制备好的

-G6T

进行
J&I

扩增"按
=1NS1O

一步法试剂盒说明

进行* 扩增体系#

>^_IZ211O +BX %!

!

$ !]

&上游引

物
b "

!

$ !]

& 下游 引 物
I "

!

$ !]

&

RRC

!

,

水

#:

!

$ !]

&

-G6T

模板
! !]

&总体积
$" !]

"扩增条

件#

d$

'

#" @BO

&

d$

'变性
%" ;

&

9"

'退火
:$ ;

&

8!

'延伸"

# @BO

&

:"

个循环&采用仪器自带软件
T_(

JI(>+ 8%"" >G>

软件分析数据"引物序列见表
#

*

表
#

$引物序列

名称 引物序列 长度

)IJ3#

上游#

$

+

T&T&&TT)Z)ZZZ)T)&T)&%

+

下游#

$

+

ZZ&TTTZ))&))&&TZ)))&%

+

##9 0L

)IJ3$

上游#

$

+

)Z)&&)))Z&)Z&&)Z)Z%

+

下游#

$

+

ZZZ)ZTZ)&&))ZZ))Z))Z%

+

!!$ 0L

ZTJGC

上游#

$

+

Z)&ZZ)Z)ZTT&ZZT)))Z%

+

下游#

$

+

)&&&T))&)&TZ&&))ZT&%

+

#7# 0L

7

!

:

$生精细胞
)IJ3#

'

)IJ3$

蛋白表达测

定$采用
*1;.12O 04/.

法* 细胞裂解法提取总蛋白"

酚试剂法测定蛋白浓度"

#"" !]

蛋白加入等体积上样

缓冲液"

#"U>G>

#

JTZ?

凝胶电泳"

6&

膜印迹* 加

入一抗$

#

(

:""

%和二抗$

#

(

! """

%"室温下分别孕育
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!"#$

年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
&'()*+

"

,-./012 !"#$

"

3/45 %$

"
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!

#"

!!""!$!

! E

"

GT_

显色* 采用全自动数码凝胶成像系统成像*

以
ZTJGC

为内参照"运用
;-B/O (@AS1

软件对蛋白

电泳带进行灰度值检测"以目标蛋白灰度值
ZTJGC

条带值来表示目标蛋白的相对含量"然后再对比值进

行比较*

d

$统计学方法$采用
>J>> #$

!

"

统计软件"实

验数据用
X

&

;

表示"符合正态性和方差齐性的数据"

采用单因素方差分析"组间比较用
]>G

法* 不符合正

态性和方差齐性的数据"采用非参数秩和检验*

J V

"

!

"$

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$各组
KK

阳性率比较$正常对照组并未发现

KK

阳性"模型对照组
KK

阳性率为
79

!

8U

$

#%H#$

%"

阿奇霉素组
KK

阳性率为
!9

!

8U

$

:H#$

%"知柏地黄汤

组检测阳性率为
%%

!

%U

$

$H#$

%* 与正常对照组比较"

模型对照组
KK

阳性率高"差异有统计学意义$

J V

"

!

"$

%&与模型对照组比较"知柏地黄汤组'阿奇霉素

组
KK

阳性率明显降低"差异有统计学意义 $

J V

"

!

"$

%&知柏地黄汤组与阿奇霉素组比较"差异无统计

学意义$

J e"

!

"$

%*

!

$各组大鼠精子活力运动参数比较$表
!

%$与

正常对照组比较"模型对照组大鼠
A

及
0

级精子减

少"直线速度'平均速度降低"差异有统计学意义$

J V

"

!

"#

%* 与模型对照组比较"知柏地黄汤组和阿奇霉

素组
A

及
0

级精子增多"直线速度'曲线速度及平均

速度提高"差异有统计学意义$

J V"

!

"$

"

J V"

!

"#

%*

知柏地黄汤组
A

及
0

级精子增多"曲线速度'平均速

度提高均优于阿奇霉素组"差异有统计学意义$

J V

"

!

"$

"

J V"

!

"#

%*

%

$各组大鼠生精细胞
)IJ3#

'

)IJ3$ @I6T

及

蛋白表达结果比较$表
%

'

:

%$与正常对照组比较"模型

对照组大鼠生精细胞
)IJ3#

'

)JI3$ @I6T

和蛋白表

达下降$

J V"

!

"#

%&与模型对照组比较"知柏地黄汤组

及阿奇霉素组
)IJ3#

'

)IJ3$ @I6T

和蛋白表达水平

升高 $

J V "

!

"#

%"且知柏地黄汤组
)IJ3#

'

)IJ3$

@I6T

和蛋白表达水平升高优于阿奇霉素组$

J V

"

!

"$

"

J V"

!

"#

%*

表
%

$各组大鼠生精细胞
)IJ3#

'

)IJ3$ @I6T

表达比较$$

X

&

;

%

组别
O )IJ3# @I6T )IJ3$ @I6T

正常对照
#$ #

,

89:

&

"

,

:%7 #

,

$d8

&

"

,

$:$

模型对照
#$

"

,

9!!

&

"

,

"$#

!

"

,

:#

&

"

,

"%8

!

知柏地黄汤
#$

#

,

8"$

&

"

,

::8

"#

#

,

$7:

&

"

,

%d%

"#

阿奇霉素
#$

#

,

!$"

&

"

,

!"#

"

#

,

"9:

&

"

,

#d!

"

$$注#与正常对照组比较"

!

J

-

"

,

"#

&与模型对照组比较"

"

J V

"

!

"#

&与阿奇霉素组比较"

#

J V"

,

"$

"

##

J V"

,

"#

&下表同

表
:

$各组大鼠生精细胞
)IJ3#

'

)IJ3$

蛋白表达比较$$

X

&

;

%

组别
O )IJ3#

蛋白
)IJ3$

蛋白

正常对照
#$ #

,

%8d

&

"

,

!#7 "

,

$d"

&

"

,

"9"

模型对照
#$

"

,

$9!

&

"

,

"7!

!

"

,

!$"

&

"

,

"%#

!

知柏地黄汤
#$

#

,

%%#

&

"

,

!":

"##

"

,

$:$

&

"

,

"8"

"##

阿奇霉素
#$

"

,

7d$

&

"

,

#$d

"

"

,

%97

&

"

,

"8#

"

讨$$论

KK

感染所致的生精细胞线粒体结构'功能异常

是引起精子活力下降的关键机制"线粒体是精子呼吸

的主要场所"通过氧化磷酸化作用合成
T)J

"为精子

的运动提供能量"而
T)J

的合成过程与线粒体内的电

子传递有关"电子传递所形成的线粒体膜电位的维持

对线粒体正常功能的实现极其重要"膜电位的下降会

导致
T)J

合成不足"影响细胞正常的生命活动"膜电

位的丧失可导致精子细胞凋亡与坏死(

:

)

*

)IJ3#

属

于
)IJ

离子通道家族"是一种非选择性阳离子配体门

控通道* 近有实验研究表明"

)IJ3

配体$无论激动剂

还是拮抗剂%均可通过降低线粒体膜电位"影响线粒

体功能及能量代谢"最终导致精子运动功能障碍(

$

)

*

此作用过程可能通过调节
)IJ3#

离子通道开放"增

加胞内
&A

! f

"导致线粒体膜电位下降&或者通过非

)IJ3#

依赖的途径直接影响线粒体功能"甚至能够产

生形态变化的特性细胞凋亡和$或%坏死(

9

)

* 而另一种

)IJ

的亚族成员
)IJ3$

"是新发现的高选择性的

&A

! f跨膜转运通道"其主要负责
&A

! f由细胞外向细

胞内的主动跨膜运输"在机体内参与多项生理活动的

调节"在雄性生殖细胞"胞内
&A

! f浓度是调节精子及

生精细胞不同水平生理活动的重要转导因素之一(

8

"

7

)

"

表
!

$各组大鼠精子活力运动参数比较$$

X

&

;

%

组别
O A

级精子$

U

%

0

级精子$

U

% 直线速度 $

!@H;

% 曲线速度 $

!@H;

% 平均速度 $

!@H;

%

正常对照
#$ #

,

"%

&

"

,

"d !

,

"8

&

"

,

$! #"

,

d$

&

"

,

d7 :!

,

"%

&

#

,

%$ #9

,

!!

&

#

,

$!

模型对照
#$

"

,

"8

&

"

,

"%

!

"

,

%$

&

"

,

#%

!

9

,

87

&

#

,

"$

!

%7

,

#"

&

8

,

9$

#"

,

"$

&

#

,

7"

!

知柏地黄汤
#$

#

,

##

&

"

,

%"

"

!

,

:"

&

"

,

$d

"

#!

,

##

&

#

,

9!

""

$:

,

%"

&

!

,

%$

"

#7

,

:"

&

#

,

!8

"

阿奇霉素
#$

"

,

9"

&

"

,

#d

"##

#

,

%!

&

"

,

!8

"#

##

,

:8

&

#

,

!#

"

:$

,

8$

&

#

,

9:

"##

#9

,

9d

&

#

,

"!

"##

$$注#与正常对照组比较"

!

J V"

!

"#

&与模型对照组比较"

"

J V"

!

"$

"

""

J V"

!

"#

&与知柏地黄汤组比较"

#

J V"

!

"$

"

##

J V"

!

"#
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"
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"
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!

#"

由于
)IJ3$

是调节细胞
&A

! f平衡的重要因素"其功

能异常引起
&A

! f代谢紊乱及细胞因子网络调控失调

在炎症过程中发挥作用"也会导致精子活力运动降低
(

d

"

#"

)

* 因此"从
)JI3#

'

)IJ3$

介导的膜电位改变及

&A

! f跨膜运转过程来探讨
KK

感染性不育症的病理

机制可能成为当今男性不育症研究新的切入点"其病

理机制过程也必将成为药物治疗的新靶点* 因此"本

实验以知柏地黄汤为干预因素"对
)IJ3#

'

)JI3$

在

生精细胞中的表达改变进行探讨*

六味地黄汤滋阴补肾"主治肾阴不足"虚火上炎之

证"+医方论,说#-此方非但治肝肾不足"实三阴并治

之剂"有熟地之滋补肾水"即有泽泻之宣泄肾浊以济

之&有萸肉之温涩肝经"即有丹皮之清泻肝火以佐之&

有山药之收敛脾经"即有茯苓淡渗脾湿以和之* 药只

六味"而有开有合"三阴并治"洵补方之正郜也*.再加

之黄柏'知母相须为用"不仅能长于清相火"退虚热"且

有泻火解毒之功"综观全方"滋阴补肾'清热利湿'活血

化瘀"颇合
KK

感染性不育肾虚为本"湿热为标之病

机* 同时"临床以知柏地黄汤为主加减治疗因
KK

感

染型男性不育"收到了较好的效果(

##

)

* 现代分子医学

认为西药在抗微生物的治疗效果上普遍优于中药"而

本实验结果知柏地黄汤在抗
KK

水平与阿奇霉素相

当"其机制可能与黄柏的药理活性有关"近年来有关文

献记载黄柏在抗炎'抗菌'抗病毒'抗溃疡'抗氧化对保

护肝脏'胃肠道'前列腺'免疫系统等多方面疾病具有

广泛作用(

#!

)

*

实验结果得知
KK

感染模型对照组大鼠的精子活

力与正常对照组相比显著降低$

J V"

!

"#

%"表明
KK

感

染导致大鼠精液质量降低"此方法可以复制比较理想的

KK

感染性不育症大鼠模型"而模型对照组大鼠生精细

胞中
)JI3#

'

)IJ3$

的表达也较正常对照组明显下降

$

J V"

!

"#

%"表明
KK

感染对
)IJ3#

'

)IJ3$

表达产生

了明显的抑制作用"说明瞬时受体电位蛋白家族
)I

#

J3#

'

)IJ3$

的表达降低"可能是
KK

感染导致生精细

胞异常"精液质量低下最终导致不育症的关键机制之

一* 与模型对照组相比"知柏地黄汤组可明显上调
)I

#

J3#

'

)IJ3$ @I6T

和蛋白表达量$

J V"

!

"#

%'明显提

高大鼠精子质量$

J V"

!

"#

%"且与阿奇霉素组相比"提

高
)IJ3#

'

)IJ3$

的幅度与精液质量更加明显$

J V

"

!

"#

"

J V"

!

"$

%"进一步说明了知柏地黄汤具有防治

KK

感染性不育症的作用"且知柏地黄汤在抗
KK

感染

方面与阿奇霉素的作用基本相当*

综上"大鼠生精细胞中
)IJ3#

'

)IJ3$

表达量的

降低可能是
KK

感染后精子质量低下的机制之一"知

柏地黄汤通过上调生精细胞中的
)IJ3#

'

)IJ3$

基

因和蛋白的表达起到治疗
KK

感染不育症的作用"也

提示
)IJ3#

'

)IJ3$

可能是
KK

感染导致精子质量

下降治疗药物的作用靶点之一* 然而"

KK

感染导致

精子质量低下发生的机制是多途径的"且
)IJ3#

与

)IJ3$

的改变对生精细胞的功能具体分子机制也尚

需进一步研究*
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