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茶多酚对精索静脉曲张大鼠生精细胞凋亡的影响及机制研究
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［摘　要］　目的　探究茶多酚（ＴＰ）对精索静脉曲张（Ｖｃ）ＳＤ大鼠生精细胞凋亡及细胞色素ｃ（Ｃｙｔｃ）、波形蛋白表达的影响及
机制。方法　将３６只ＳＤ大鼠分为对照组、Ｖｃ组和Ｖｃ＋ＴＰ组，每组１２只。Ｖｃ组和Ｖｃ＋ＴＰ组通过左肾静脉结扎构建精索静脉曲
张模型，Ｖｃ＋ＴＰ组大鼠给予茶多酚（４０ｍｇ／ｋｇ）灌胃，对照组和Ｖｃ组以等量生理盐水灌胃，连续４周。干预４周后取出大鼠睾丸组
织，通过ＨＥ染色和ＴＵＮＥＬ染色观察睾丸组织损伤和生精细胞凋亡情况，并检测茶多酚对氧化应激指标的影响。通过ＲＴｑＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｃｙｔｃ和波形蛋白表达。结果　ＨＥ染色结果显示，Ｖｃ组出现广泛的上皮损伤，Ｖｃ＋ＴＰ组损伤情况明显轻于
Ｖｃ组。Ｖｃ组凋亡指数高于对照组及Ｖｃ＋ＴＰ组（Ｐ＜０．０５）。Ｖｃ组丙二醛（ＭＤＡ）水平高于对照组及Ｖｃ＋ＴＰ组（Ｐ＜０．０５），而超氧
化物歧化酶（ＳＯＤ）水平低于对照组及 Ｖｃ＋ＴＰ组（Ｐ＜０．０５）；Ｖｃ组波形蛋白 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均低于对照组及 Ｖｃ＋ＴＰ组
（Ｐ＜０．０５），而ＣｙｔｃｍＲＮＡ和蛋白表达水平均高于对照组及Ｖｃ＋ＴＰ组（Ｐ＜０．０５）。结论　茶多酚可通过抑制氧化应激反应保护
线粒体功能并促进波形蛋白的表达，从而抑制生精细胞凋亡，减轻睾丸损伤，达到缓解精索静脉曲张的目的。
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　　精索静脉曲张（ｖａｒｉｃｏｃｅｌｅ，Ｖｃ）表现为精索绒毛状
丛的异常增大，是男性不育症的主要原因［１］。目前关

于精索静脉曲张的机制尚不清楚，最新研究表明，支持

细胞和生殖细胞之间的联系降低会导致生殖细胞凋

亡，而波形蛋白为支持细胞提供保护和营养，因此在精

索静脉曲张患者中波形蛋白表达降低会使细胞营养供

给下降，进而引起生殖细胞凋亡［２］。细胞色素ｃ（ｃｙｔｏ
ｃｈｒｏｍｅｃ，Ｃｙｔｃ）是氧化过程中的关键蛋白，Ｃｙｔｃ的降
低会引起线粒体功能异常，并诱导生精细胞过度凋
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亡［３］。茶多酚（ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ，ＴＰ）是一种强效抗氧化
剂，可以防止许多细胞系和动物模型中的氧化应激及

ＤＮＡ损伤［４］。有研究显示，茶多酚可以缓解氧化应激

引起的生殖细胞损伤［５］。但是茶多酚对精索静脉曲

张的影响以及作用机制仍不清楚。本研究主要分析茶

多酚对精索静脉曲张模型大鼠生精细胞凋亡及波形蛋

白、Ｃｙｔｃ蛋白表达的影响，并分析其作用机制，为临床
治疗精索静脉曲张提供新的参考方案。

１　材料与方法

１．１　主要材料
清洁级 ＳＤ大鼠（合格证号：２０１５０００５５３０５５），雄

性，６周龄，由上海斯莱克实验动物中心提供，无菌饲
养于泉州医学高等专科学校的 ＳＰＦ级屏障系统动物
实验室内［许可证号：ＳＹＸＫ（闽）２０１６０００１］，保持温
度２３～２５℃、相对湿度２５％左右。

茶多酚（Ｓｅｌｌｅｃｋ公司，中国），ＴＵＮＥＬ染色试剂盒
（碧云天公司，中国），显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，日本），
氧化应激试剂盒（三工生物技术有限公司，中国），组

织匀浆机（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，美国），ＴＲＩｚｏｌ
（Ｓｉｇｍａ公司，美国），ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ和 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑ试剂盒（Ｔａｋａｒａ公司，日本），ＲＩＰＡ裂解缓冲液
（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司，中国），ＢＣＡ试剂盒（武汉博斯特生物
技术有限公司，中国），抗体（Ａｂｃａｍ公司，美国），
ＰＶＤＦ膜（ＢｉｏＲａｄ公司，美国）。
１．２　动物分组、建模和干预

将３６只 ＳＤ大鼠随机分为对照组、Ｖｃ组和 Ｖｃ＋
ＴＰ组，每组１２只。Ｖｃ组和 Ｖｃ＋ＴＰ组通过左肾静脉
结扎构建精索静脉曲张模型［６］，具体方法如下：大鼠

腹腔注射５％水合氯醛进行麻醉，切开腹直肌暴露左
侧肾，部分结扎左侧肾静脉，使肾静脉内径狭窄。对照

组仅切开腹腔暴露左侧肾静脉但不结扎。Ｖｃ＋ＴＰ组
采用茶多酚灌胃，剂量为４０ｍｇ／ｋｇ［７］，每日１次，持续
４周；对照组和Ｖｃ组以等量生理盐水灌胃，持续４周。
１．３　ＨＥ染色观察睾丸组织损伤

干预后，所有大鼠腹腔注射２％戊巴比妥，断头处
死后取出睾丸组织；用４％多聚甲醛固定，再用梯度乙
醇脱水；经石蜡包埋，制成厚度为４μｍ的切片并制作
玻片标本；加入苏木精室温孵育 １０ｍｉｎ，然后加入
０．５％曙红溶液室温孵育３ｍｉｎ，显微镜下观察。
１．４　ＴＵＮＥＬ染色检测细胞凋亡

取按照１．３方法制作的睾丸组织玻片标本，根据
ＴＵＮＥＬ试剂盒说明书加入 ＴＵＮＥＬ反应液试剂与底物
二氨基联苯胺进行反应染色，然后在显微镜的高倍镜

下随机观察５个视野，计算凋亡指数，凋亡指数＝凋亡
细胞数／总细胞数×１００％。

１．５　氧化应激指标检测
将睾丸组织制作成组织匀浆，以３０００ｒ／ｍｉｎ的速

度离心 ２５ｍｉｎ，根据氧化应激试剂盒检测丙二醛
（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）和超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘ
ｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）水平。
１．６　ＲＴｑＰＣＲ检测ｍＲＮＡ表达

使用 ＴＲＩｚｏｌ提取睾丸组织中总 ＲＮＡ，用逆转录
ｃＤＮＡ试剂盒逆转录１μｇＲＮＡ用于合成ｃＤＮＡ（４２℃
下６０ｍｉｎ，７０℃下 ５ｍｉｎ，４℃保存）。使用 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ和ＰＣＲ检测系统进行ＲＴｑＰＣＲ
实验（９５℃下１０ｓ，５０℃下３０ｓ，７２℃下３０ｓ，４０个循
环，４℃保存）。将 ＧＡＰＤＨ作为内参，通过比较循环
阈值大小分析ｍＲＮＡ的表达水平。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达

将所有的睾丸组织用匀浆机均匀研磨后萃取总蛋

白，通过ＢＣＡ试剂盒测量浓度。各组分别取４０μｇ总
蛋白，用１０％聚丙烯酰胺凝胶进行电泳（８０～１２０Ｖ，
９０ｍｉｎ），在１００ｍＶ恒定电压下与 ＰＶＤＦ膜进行湿转
移，在５％牛血清白蛋白中室温孵育１ｈ。将１∶５００稀
释的ａｎｔｉＣａＳＲ、ａｎｔｉＰＩ３Ｋ和ａｎｔｉＡＫＴ添加到分离的蛋
白中，４℃孵育过夜。洗涤后在室温下添加二抗孵育
１ｈ，然后加入化学发光试剂进行显影。利用 ＧＡＰＤＨ
作内参，用ＩｍａｇｅＪ软件分析目标条带的灰度值。
１．８　统计学处理

数据分析使用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件，计量资料以
均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。多组间比较采用单因素方
差分析，两两比较使用 ＳＮＫｑ检验。Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　茶多酚对精索静脉曲张大鼠睾丸组织的影响
睾丸组织切片 ＨＥ染色结果显示，对照组生精小

管内的生精细胞排列有序，管腔中有精子；Ｖｃ组出现
广泛的上皮损伤，液腔，生精细胞无序分布，睾丸生精

功能明显受损；Ｖｃ＋ＴＰ组损伤情况明显轻于 Ｖｃ组，
生精细胞排列基本有序，管腔中有少量精子（图１）。
２．２　茶多酚对精索静脉曲张大鼠生精细胞凋亡的影响

３组间凋亡指数比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
对照组有少量的 ＴＵＮＥＬ阳性生精细胞，凋亡指数为
（５．２１±０．８６）％；Ｖｃ组可广泛观察到 ＴＵＮＥＬ阳性生
精细胞，凋亡指数为（２１．０９±１．８２）％，显著高于对照
组（Ｐ＜０．０５）；Ｖｃ＋ＴＰ组 ＴＵＮＥＬ阳性生精细胞较 Ｖｃ
组少，凋亡指数为（１２．３６±１．０５）％，显著低于 Ｖｃ组
（Ｐ＜０．０５），见图１。
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黑色箭头：损伤上皮；红色箭头：阳性生精细胞，表示细胞凋亡

图１　大鼠睾丸组织ＨＥ染色及ＴＵＮＥＬ染色结果

２．３　茶多酚对精索静脉曲张大鼠氧化应激水平的影响
３组间ＭＤＡ和ＳＯＤ水平比较，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。Ｖｃ组 ＭＤＡ水平显著高于对照组
（Ｐ＜０．０５），ＳＯＤ水平显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）；Ｖｃ＋
ＴＰ组ＭＤＡ水平显著低于Ｖｃ组（Ｐ＜０．０５），ＳＯＤ水平
显著高于Ｖｃ组（Ｐ＜０．０５），见表１。
表１　茶多酚对精索静脉曲张大鼠氧化应激指标的影响（ｘ±ｓ，

ｎ＝１２）

组别 ＭＤＡ／（ｎｍｏｌ·ｍＬ－１） ＳＯＤ／（Ｕ·ｍＬ－１）

对照组 ０４．６３±０．５２ １３５．６３±１３．６８

Ｖｃ组 １２．０７±１．４５ ０９１．２６±１１．７５

Ｖｃ＋ＴＰ组 ０７．２２±０．９１＃ １２４．５２±１１．９６＃

Ｆ ３８．７５３ ２９．５４６

Ｐ ００．０００ ００．０００

：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与Ｖｃ组比较，Ｐ＜０．０５

２．４　茶多酚对精索静脉曲张大鼠波形蛋白、Ｃｙｔｃ
ｍＲＮＡ的影响
３组间波形蛋白、ＣｙｔｃｍＲＮＡ水平比较，差异有

统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ｖｃ组波形蛋白 ｍＲＮＡ显著
低于对照组及 Ｖｃ＋ＴＰ组（Ｐ＜０．０５），而 ＣｙｔｃｍＲＮＡ
显著高于对照组及Ｖｃ＋ＴＰ组（Ｐ＜０．０５），见表２。
表２　茶多酚对精索静脉曲张大鼠波形蛋白、ＣｙｔｃｍＲＮＡ的

影响（ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

组别 波形蛋白 Ｃｙｔｃ

对照组 ５．８１±０．５４ １．０６±０．１０

Ｖｃ组 １．４５±０．１５ ４．７５±０．４５

Ｖｃ＋ＴＰ组 ３．６６±０．３７ ３．０１±０．３２

Ｆ ５９．４１８ ５５．７９８

Ｐ ００．０００ ００．０００

：与Ｖｃ组比较，Ｐ＜０．０５

２．５　茶多酚对精索静脉曲张大鼠波形蛋白、Ｃｙｔｃ蛋
白表达的影响

３组间波形蛋白、Ｃｙｔｃ蛋白表达水平比较，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ｖｃ组波形蛋白表达水平
显著低于对照组及 Ｖｃ＋ＴＰ组（Ｐ＜０．０５），而 Ｃｙｔｃ蛋
白表达水平显著高于对照组及Ｖｃ＋ＴＰ组（Ｐ＜０．０５），
见图２、表３。

图２　大鼠睾丸组织Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
表３　茶多酚对精索静脉曲张大鼠波形蛋白、Ｃｙｔｃ蛋白的影

响（ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

组别 波形蛋白 Ｃｙｔｃ
对照组 ３．４５±０．３０ ０．６１±０．０６

Ｖｃ组 ０．７６±０．０８ ２．９７±０．２９

Ｖｃ＋ＴＰ组 ２．０３±０．１８ １．４９±０．１２

Ｆ ６２．０３４ ５６．９４２
Ｐ ００．０００ ００．０００

：与Ｖｃ组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

健康男性人群中精索静脉曲张的发生率为１５％～
２０％，且３５％～５０％的原发性不育男性和８０％的继发
性不育男性皆患有精索静脉曲张［８］。静脉曲张切除

术是治疗精索静脉曲张引起的男性不育的最常用技
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术，然而其手术效果有限。有研究显示，经静脉切除术

治疗的精索静脉曲张患者精液相关指标仅改善了

５０％～８０％，表明精索静脉曲张切除术不能完全恢复
患者生育能力［９］。

精索静脉曲张主要是由精索静脉瓣功能异常、静

脉血管损伤等引起的静脉回流损伤，其通过引起组织

灌注异常，导致含氧量降低和氧化应激反应，进而引起

支持细胞和生精细胞损伤，其中氧化应激反应是导致

精索静脉曲张和生精细胞损伤的关键机制。研究显

示，茶多酚作为一种有效的抗氧化剂，可以缓解心肌缺

血引起的心功能受损［１０］；在脑缺血大鼠中，氧化应激

是引起炎症反应、诱导海马神经元凋亡的主要原因，而

茶多酚可以通过减少氧化应激损伤保护血脑屏障功

能，从而缓解神经元凋亡［１１］。也有研究显示，茶多酚

对生殖细胞损伤的修复有一定作用，其可以减少由铝

引起的睾丸中支持细胞的损伤和凋亡，从而保护睾丸

的功能［１２］，还可以通过缓解氧化应激反应提高精液中

精子浓度，改善精子活力和形态，从而提高精子质

量［１３］。但是茶多酚对精索静脉曲张的影响尚不明确，

本研究通过部分结扎左侧肾静脉构建大鼠精索静脉曲

张模型，并经茶多酚灌胃治疗，结果显示茶多酚可以明

显缓解氧化应激损伤，抑制生精细胞和支持细胞的凋

亡，从而缓解精索静脉曲张。

为进一步分析茶多酚治疗精索静脉曲张的机制，

本研究检测了波形蛋白ｍＲＮＡ和蛋白、ＣｙｔｃｍＲＮＡ和
蛋白的表达水平。Ｃｙｔｃ主要存在于线粒体中，而线粒
体是有氧呼吸的主要场所，灌注不足、氧气含量降低和

活性氧自由基升高会直接引起线粒体功能受损、线粒

体外膜通透性改变，进而引起 Ｃｙｔｃ的外流［１４］。线粒

体损伤不但会加剧氧化应激反应，也会直接导致线粒

体途径的凋亡，从而诱导生精细胞和支持细胞凋

亡［１５］。有研究显示，减轻线粒体损伤可以缓解精索静

脉曲张引起的生精细胞凋亡［１６］。波形蛋白是重要的

支持蛋白，在维持睾丸中支持细胞的功能和形态上发

挥关键作用，并且波形蛋白也具有连接支持细胞和生

精细胞的作用［１７］。氧化应激反应会降低波形蛋白的

表达［１８］，而波形蛋白表达的降低会减少支持细胞和生

精细胞的连接，抑制支持细胞的增殖，从而诱导生精细

胞凋亡［１９］。本研究结果显示，精索静脉曲张大鼠睾丸

中Ｃｙｔｃ水平升高而波形蛋白水平明显降低，茶多酚
干预后Ｃｙｔｃ水平降低而波形蛋白水平升高，提示茶
多酚可能通过提高波形蛋白的表达恢复细胞正常形态

和功能，并减少细胞的凋亡。还有研究显示，茶多酚可

以保护线粒体功能，抑制 Ｃｙｔｃ水平，从而减轻胰腺的

氧化应激损伤［２０］。张玉森等［２１］的研究显示，茶多酚

可以通过保护线粒体功能缓解阿尔茨海默症大鼠的神

经损伤。这提示茶多酚可以通过抑制活性氧调控氧化

应激水平，从而保护线粒体功能、抑制 Ｃｙｔｃ的外流及
细胞凋亡；此外，茶多酚也可以促进波形蛋白的表达，

从而增加支持细胞与生精细胞之间的连接，保护生精

细胞的功能，促进精子生成，缓解精索静脉曲张。

综上所述，茶多酚可通过抑制氧化应激反应，保护

线粒体功能并促进波形蛋白表达，从而抑制生精细胞

的凋亡和睾丸损伤，发挥缓解精索静脉曲张的作用。

但是关于茶多酚对精索静脉曲张的疗效仍需临床试验

验证，其调控的分子机制值得进一步深入研究。
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鼠睾丸中的表达及其意义［Ｊ］．中华实验外科杂志，２０１９，３６（４）：
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［７］王晓芹，邓小燕，于晓斌，等．茶多酚通过降脂、抗炎、抗氧化以及调

控ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路缓解２型糖尿病［Ｊ］．中药药理与临床，

２０１８，３４（３）：４６－５０．

［８］ＰａｇａｎｉＲＬ，ＯｈｌａｎｄｅｒＳＪ，ＮｉｅｄｅｒｂｅｒｇｅｒＣＳ．Ｍｉｃｒｏｓｕｒｇｉｃａｌｖａｒｉｃｏｃｅｌｅｌｉｇａ
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１９０５１４２０．

８８１ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２１，３０（３）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．１０Ｅ０２０００２ ·基础研究·

山竹醇通过 ＮＦκＢ信号通路抑制 ＩＬ１β诱导的髓核细胞炎症和细胞外基
质降解

张顺利，顾运涛，陈　荣，赵　海　（海南医学院第二附属医院骨科一区，海南 海口 ５７０１０２）

［摘　要］　目的　探讨山竹醇（Ｇａｒ）对白介素１β（ＩＬ１β）诱导的髓核细胞炎症和细胞外基质降解的影响。方法　提取大鼠髓
核细胞，用含不同浓度山竹醇联合或者不联合ＩＬ１β的新鲜培养基进行培养，根据细胞处理方式分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＩＬ１β组、ＩＬ１β＋
Ｇａｒ２．５μＭ组、ＩＬ１β＋Ｇａｒ５μＭ组。采用ＭＴＴ法检测大鼠髓核细胞活力，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、定量ＲＴＰＣＲ和免疫荧光染色检测大
鼠髓核细胞的基质代谢、炎症因子水平及相关信号通路蛋白。结果　山竹醇在０～１０μＭ剂量下对大鼠髓核细胞无细胞毒性；
ＩＬ１β可诱导髓核细胞活力降低（Ｐ＜０．０５），剂量为２．５～１０μＭ的山竹醇能够改善 ＩＬ１β刺激下的髓核细胞活力（Ｐ＜０．０５）。
ＩＬ１β刺激后髓核细胞中ＭＭＰ３、ＭＭＰ９、ＭＭＰ１３、ＡＤＡＭＴＳ４和ＡＤＡＭＴＳ５ｍＲＮＡ表达水平显著提高（Ｐ＜０．０５），而山竹醇能抑制
ＩＬ１β刺激后的髓核细胞中ＭＭＰ３、ＭＭＰ９、ＭＭＰ１３、ＡＤＡＭＴＳ４和ＡＤＡＭＴＳ５ｍＲＮＡ表达水平（Ｐ＜０．０５）。ＩＬ１β下调了髓核细胞
中ＣｏｌⅡ和ＡｇｇｒｅｃａｎｍＲＮＡ表达水平（Ｐ＜０．０５），而山竹醇则显著改善了ＩＬ１β刺激下髓核细胞中ＣｏｌⅡ和ＡｇｇｒｅｃａｎｍＲＮＡ表达水
平（Ｐ＜０．０５）。ＩＬ１β可显著提高髓核细胞中ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８、ＣＯＸ２和ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达水平（Ｐ＜０．０５），而山竹醇可抑制ＩＬ１β
诱导的ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８、ＣＯＸ２和ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达水平（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＩＬ１β激活了髓核细胞中的ＮＦκＢ信
号通路，而山竹醇逆转了ＩＬ１β对ＮＦκＢｐ６５的活化作用（Ｐ＜０．０５），同时逆转了ＩＬ１β引起的ＩκＢα蛋白水平降低（Ｐ＜０．０５）。免
疫荧光染色结果显示，ＩＬ１β刺激下髓核细胞核中发生ｐ６５核转移，山竹醇显著抑制了ｐ６５向核的转移。结论　山竹醇可通过抑制
ＮＦκＢ信号通路，减轻ＩＬ１β诱导的大鼠髓核细胞炎症反应，降低分解代谢水平，具有治疗椎间盘退行性变（ＩＤＤ）的潜能。

［关键词］ＮＦκＢ；炎症；山竹醇；椎间盘退行性变；基质代谢
［中图分类号］Ｒ６８１　［文献标识码］Ａ　［收稿日期］２０２０１００３
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［２１］张玉森，董瑞瑞，杨　倩，等．茶多酚联合原花青素改善ＡＤ大鼠记
忆作用及机制［Ｊ］．中国公共卫生，２０１９，３５（３）：３０４－３０８．ｄｏｉ：１０．
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