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巴戟天水提取物对精索静脉曲张 ＳＤ大鼠支持细胞波型蛋白表达的影响
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［摘　要］　目的　探究巴戟天水提取物对精索静脉曲张 ＳＤ大鼠支持细胞波型蛋白表达的影响。方法　选取处于青春期的
健康雄性ＳＤ大鼠４０只，按照数字随机表法分为假手术组、对照组、观察１组和观察２组，按组别分别使用相应剂量的生理盐水和
巴戟天水提取物灌胃，然后使用ＭＴＴ法检测细胞活性，使用实时荧光定量ＰＣＲ法检测ｍＲＮＡ相对表达量，使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法
检测波形蛋白表达。结果　４组大鼠支持细胞活性差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；对照组支持细胞波形蛋白 ｍＲＮＡ和波形蛋白表
达水平显著低于假手术组（Ｐ＜０．０５），观察１组和观察２组显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），并且观察２组显著高于对照组和观察１组
（Ｐ＜０．０５）。结论　巴戟天水提取物具有提高精索静脉曲张ＳＤ大鼠支持细胞波形蛋白ｍＲＮＡ表达水平和波形蛋白表达水平的作用。
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　　精索静脉曲张（ｖａｒｉｃｏｃｅｌｅ，ＶＣ）是一种发生于精索
内蔓状静脉丛的血管病变，是导致疼痛、不适及进行性

睾丸功能减退的重要原因，也是导致男性不育的最常

见原因之一［１］。支持细胞在精子的生成中具有重要

作用，是为发育中的精子提供保护和营养的细胞［２］。

男性不育治疗的研究一直是热点，但相关西医疗法效

果不佳，近年来中医中药研究取得了一定进展。有研

究发现巴戟天（ｍｏｒｉｎｄａｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ）具有提升性功能强
度的作用，在治疗ＶＣ中有具有较好疗效，这可能与巴
戟天具有改善波形蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）表达水平的作用有
关，但关于其治疗机理的相关研究极少［３４］。本文应用

动物建模实验研究巴戟天水提取物对精索静脉曲张

ＳＤ大鼠支持细胞波型蛋白表达的影响，探究巴戟天治
疗ＶＣ的机理，为巴戟天治疗ＶＣ在临床上的推广提供
理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料准备
选取处于青春期的健康雄性 ＳＤ大鼠４０只作为

研究对象，平均体质量（１９５．８６±１３．８６）ｇ，按照数字
随机表法分为假手术组（假手术组）、ＶＣ＋生理盐水组
（对照组）、ＶＣ＋巴戟天水提取物２００ｍｇ／ｋｇ组（观察
１组）以及ＶＣ＋巴戟天水提取物４００ｍｇ／ｋｇ组（观察
２组），每组１０只。除假手术组外，均对肾静脉给予逆
行结扎，形成ＶＣ模型。在ＶＣ模型形成３０ｄ后，观察
１组、观察２组按照不同组别分别使用不同剂量巴戟
天水提取物进行灌胃，假手术组、对照组使用同体积生

理盐水进行灌胃，时间持续３０ｄ。颈椎脱臼处死 ＶＣ
模型ＳＤ大鼠后取出睾丸，剔出膜组织，剪碎后使用
ＤＨａｎｋｓ除去清液，将组织分别使用０．２５％胰蛋白酶、
０．１０％胶原酶 Ｉ型消化，将悬浊液使用２００目的细胞
筛过滤，使用高速离心机离心１０ｍｉｎ（１５００ｒ／ｍｉｎ），使
用ＤＭＥＭ高糖培养基重悬细胞，使用细胞计数板计算
细胞密度。

１．２　细胞活性检测
使用ＭＴＴ法检测细胞活性，将每份细胞悬液样本

于９６孔板中培养，每孔加入２０μｇ浓度为５ｍｇ／ｍＬ的
ＭＴＴ溶液，震荡３０ｓ后在５％ＣＯ２、３５℃条件下培养
４ｈ。培养后吸去每孔上清液，每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ

溶解结晶物，使用酶标仪检测每孔在４９０ｎｍ波长处的
吸光度（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ），细胞存活率＝［（Ａ实验组－Ａ
空白组）／（Ａ假手术组－Ａ空白组）］×１００％。
１．３　支持细胞波形蛋白ｍＲＮＡ表达水平
１．３．１　总ＲＮＡ提取　　细胞悬液加入 Ｔｒｉｚｏｌ裂解后
加入三氯甲烷震荡１ｍｉｎ后在０℃下静置５ｍｉｎ，并在
４℃下离心１５ｍｉｎ（１５０００ｒ／ｍｉｎ），收集上清液分别使
用异丙醇、乙醇使用离心法洗涤，最后加入ＤＥＰＣ水溶
解得到ＲＮＡ溶液。使用核酸蛋白仪检测 ＲＮＡ纯度，
Ａ在１．８～２．０视为ＲＮＡ纯度较高。
１．３．２　使用反转录法合成 ｃＤＮＡ　　使用反转录法
合成ｃＤＮＡ，试剂盒购买于伯乐生命医学产品（上海）
有限公司，严格按照说明书操作进行。

１．３．３　引物设计　　本次演技引物参照相关文
献［５］，引物长度为 １５０ｂｐ，上游：５ＡＴＧＡＡＡＧＴＧＴＧ
ＧＣＴＧＣＣＡＡＧＡＡＣ３’，下 游：５’ＧＴＧＡＣＴＧＣＡＣＣＴ
ＧＴＣＴＣＣＧＧＴＡ３’。
１．３．４　检测ｍＲＮＡ相对表达量　　使用实时荧光定
量 ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ）法检测，试剂盒购
买于伯乐生命医学产品（上海）有限公司，将稀释后的

ｃＤＮＡ样本 ２μＬ以及引物各 ２μＬ建立反应体系
（１０μＬ），按照以下条件孵化，５０℃、２ｍｉｎ，９５℃、
２ｍｉｎ，６０℃、１ｍｉｎ，共进行４０个循环，使用２－△△Ｃｔ法
计算ｍＲＮＡ相对表达量。
１．４　支持细胞波形蛋白表达水平

使用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测波形蛋白表达，方法
如下：使用胰酶消化后使用苯甲基磺酰氟裂解细胞

３０ｍｉｎ，后在４℃条件下离心１０ｍｉｎ（１５０００ｒ／ｍｉｎ），
收集上清液，蛋白定量方法为 ＢＣＡ法。配制基层胶
（６０Ｖ、３０ｍｉｎ）和分离胶（１００Ｖ、６０ｍｉｎ），封闭后分别
加入兔抗大鼠Ｖｉｍｅｎｔｉｎ单克隆抗体（１∶１０００），４℃孵
化１２ｈ，ＴＢＳＴ洗涤，入羊抗兔 ＩｇＧ（１∶３０００），２５℃孵
化１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤，进行电泳，将电泳结果拍照，使用
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析波形蛋白相对表达水平。
１．５　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据处理，计量资料采
用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用 ｔ检验，以
Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。
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２　结果

２．１　４组大鼠支持细胞活性比较
４组支持细胞活性差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），

见表１。
表１　４组大鼠支持细胞活性比较（ｎ＝１０）

组别 Ａ值 细胞活性（％）
假手术组 ０．６８±０．０８ １００．００
对照组 ０．６６±０．０９ ９７．０５
观察１组 ０．６７±０．１０ ９８．５３
观察２组 ０．６８±０．１１ １００．００

２．２　４组大鼠支持细胞波形蛋白ｍＲＮＡ表达水平比较
对照组支持细胞波形蛋白 ｍＲＮＡ表达水平显著

低于假手术组（Ｐ＜０．０５），观察１组和观察２组波形
蛋白ｍＲＮＡ表达水平显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），并
且观察２组显著高于对照组和观察１组（Ｐ＜０．０５），
见表２。
表２　４组大鼠支持细胞波形蛋白 ｍＲＮＡ表达水平比较（ｎ＝

１０，珔ｘ±ｓ）

组别 相对表达水平 ｔ／Ｐ
假手术组 １．００±０．００
对照组 ０．４７±０．０６ ｔ１＝１１．４３５，Ｐ１＝０．０００

观察１组 ０．７２±０．１１
ｔ１＝７．８６７，Ｐ１＝０．０００；ｔ２＝７．１２８，

Ｐ２＝０．０００

观察２组 ０．８９±０．１２
ｔ１＝３．９４７，Ｐ１＝０．０００；ｔ２＝１０．４６４，

Ｐ２＝０．０００；ｔ３＝５．７５１，Ｐ３＝０．０００

ｔ１、Ｐ１：与假手术组比较；ｔ２、Ｐ２：与对照组比较；ｔ３、Ｐ３：与观察１
组比较

２．３　４组大鼠支持细胞波形蛋白表达水平比较
支持细胞的波形蛋白表达凝胶电泳图见图１，对

照组支持细胞波形蛋白表达水平显著低于假手术组

（Ｐ＜０．０５），观察１组和观察２组波形蛋白表达水平
显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），并且观察２组显著高于
对照组和观察１组（Ｐ＜０．０５），见表３。

图１　支持细胞波形蛋白凝胶电泳图

表３　４组支持细胞波形蛋白表达水平比较（ｎ＝１０，珔ｘ±ｓ）

组别 蛋白表达水平 ｔ／Ｐ
假手术组 １．００±０．００
对照组 ０．１３±０．０３ ｔ１＝２３．３２３，Ｐ１＝０．０００

观察１组 ０．７０±０．１４
ｔ１＝８．０３９，Ｐ１＝０．０００；ｔ２＝２０．５４８，

Ｐ２＝０．０００

观察２组 ０．９１±０．１３
ｔ１＝３．３９３，Ｐ１＝０．００１；ｔ２＝２１．６８７，

Ｐ２＝０．０００；ｔ３＝５．９４６，Ｐ３＝０．０００

ｔ１、Ｐ１：与假手术组比较；ｔ２、Ｐ２：与对照组比较；ｔ３、Ｐ３：与观察１
组比较

３　讨论

ＶＣ是一种血管病变，精索内蔓状静脉丛的异常扩
张、伸长和迂曲，由于包绕精索的精索静脉和蔓状静脉

丛的扩张而引起的血管性精子发生障碍，不但会使患

者感觉疼痛，而且导致不育，给患者、家庭和社会带来

不利因素。ＶＣ在在男性不育症中占１９％ ～４１％［６］。

目前对于ＶＣ的治疗主要为护理性治疗、药物治疗以
及手术治疗，其中一般护理性治疗主要为饮食调节、注

意生活方式、降温或阴囊托等，此类方法疗效不理想；

手术方法主要为经腹股沟管精索内静脉高位结扎术、

经腹膜后精索内静脉高位结扎等，虽具有一定效果，但

患者选择时出于安全性考虑较为犹豫；药物治疗主要

为中药治疗，疗效较好，但其治疗机理一直是研究

热点［７８］。

巴戟天为为双子叶植物茜草科，巴戟天水提取物

中的主要成分为巴戟天多糖、甲基异茜草素、甲基异茜

草素１甲醚等蒽醌物质，在中医中常用于治疗主治阳
痿遗精、宫冷不孕等生殖问题［９］。研究发现巴戟天可

提高ＶＣ大鼠紧密连接相关蛋白的表达提高支持细胞
的紧密连接作用［１０］。支持细胞不是生殖细胞株的一

部分，但支持细胞曲细精管中紧邻生殖细胞，为精子提

供保护和营养，支持细胞不但在间质间隙与浸泡生殖

上皮的液体之间起功能性屏障作用，还具有分泌介质

促进精子产生和成熟、吞噬发育不良的精子、分泌睾网

液促进精子的排出等作用［１１］。研究发现 ＶＣ导致的
支持细胞发育异常是导致不育的重要原因［１２］。波形

蛋白具有维持细胞骨架的完整性的作用［１３］。有研究

显示ＶＣ大鼠的波形蛋白ｍＲＮＡ表达水平低于健康大
鼠，提示可能由于ＶＣ导致波形蛋白表达分泌异常，导
致支持细胞体积失去支持，出现胞体变小、形态异常，

从而影响支持细胞功能，影响精子的生成［１４１５］。

　　本次研究结果显示，经巴戟天灌胃治疗大鼠的支
持细胞活性与假手术组相比无显著差异，说明巴戟天

水提取物具有一定的安全性。对照组的波形蛋白ｍＲ
ＮＡ表达水平以及波形蛋白表达水平均显著低于假手
术组，验证了ＶＣ会引起波形蛋白表达异常，与过往研
究结果一致［１６］。观察１组和观察２组波形蛋白 ｍＲ
ＮＡ表达水平和波形蛋白表达水平显著高于对照组，
并且观察２组显著高于对照组和观察１组，说明巴戟
天水提取物具有提高波形蛋白表达的作用，随着剂量

的增加，这种效果越明显。Ｇｈａｆｆａｒｉ等［１７］研究发现 ＶＣ
的波形蛋白表达水平显著低于健康人群，而通过治疗

可使波形蛋白水平显著升高，疗效佳组波形蛋白水平
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升高更加显著。李容等［１８］研究发现巴戟天水、醇 提

物对手机辐射致大鼠生殖障碍有修复功效，且水提物

效果优于醇提物。王凤娟等［１９］研究发现巴戟天水提

物可促进微波辐射大鼠睾丸的修复和促进精子生成，

巴戟天醇提物可改善损伤的大鼠睾丸生精细胞的形

态，而对精子的生成作用不明显，但可显著下调下丘脑

ＧｎＲＨ的表达提示巴戟天水提取物中的活性成分可通
过提高波形蛋白的表达促进支持细胞的生长分化，保

持支持细胞正常的大小、形态，恢复支持细胞功能，并

恢复支持细胞与生精细胞间的连接，从而治疗 ＶＣ导
致的不育症状［１８２０］。综上所述，巴戟天水提取物具有

提高ＶＣ大鼠支持细胞波形蛋白ｍＲＮＡ表达水平和波
形蛋白表达水平的作用，并且对细胞活力无明显影响。
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