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枸杞多糖对双酚犃暴露小鼠生精细胞

犆犪狊狆犪狊犲３、犅犮犾２和犅犪狓蛋白表达的影响

李晓彩，孙小娜，钟秀会，马爱团

（河北农业大学 中兽医学院，定州０７３０００）

摘　要：研究枸杞多糖（ＬＢＰ）对双酚Ａ（ＢＰＡ）暴露小鼠睾丸生精细胞中Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２和Ｂａｘ凋亡蛋白表达的影

响。将５０只成年雄性昆明小鼠随机分为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ共５组，每组１０只。除正常对照组（Ａ组）注射等量橄榄油

外，其余４组小鼠分别腹腔注射２０ｍｇ·ｋｇ
－１的ＢＰＡ，连续７ｄ，建立生精损伤模型。同时Ｃ、Ｄ、Ｅ组小鼠分别灌服

７ｄ不同剂量的ＬＢＰ（５０、１００、２００ｍｇ·ｋｇ
－１），正常对照组（Ａ组）和模型组（Ｂ组）小鼠灌服等量生理盐水。制备组

织切片观察睾丸组织病理学变化，免疫组化法测定睾丸组织Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２凋亡蛋白的表达。结果显示，

ＢＰＡ可极显著增加睾丸生精细胞Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂａｘ的阳性细胞数量（犘＜０．０１），降低Ｂｃｌ２的表达（犘＜０．０５）。补

充不同剂量ＬＢＰ后，Ｃａｓｐａｓｅ３的阳性表达均极显著低于模型组（犘＜０．０１）。２００ｍｇ·ｋｇ
－１ＬＢＰ组生精细胞Ｂａｘ

的阳性细胞数量极显著低于模型组（犘＜０．０１）；Ｂｃｌ２的表达随ＬＢＰ剂量的增加而提高，其中２００ｍｇ·ｋｇ
－１ＬＢＰ

组阳性表达极显著高于模型组（犘＜０．０１），Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值也随着ＬＢＰ剂量的增加而上升。结果表明，枸杞多糖通

过调节凋亡相关基因的表达，抑制生精细胞凋亡，从而缓解双酚Ａ引起的雄性生殖损伤。
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ｇｅｎｅｓ，ｔｈｕｓａｌｌｅｖｉａｔｅｔｈｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｄａｍａｇｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙＢＰＡｏｎａｄｕｌｔｍａｌｅｍｉｃｅ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ＬＢＰ；ｂｉｓｐｈｅｎｏｌＡ；Ｃａｓｐａｓｅ３；Ｂｃｌ２；Ｂａｘ

　　在已发现的环境内分泌干扰物中，双酚Ａ（Ｂｉｓ

ｐｈｅｎｏｌＡ，ＢＰＡ）对雄性动物的不良影响备受关注，

ＢＰＡ通过模拟雌激素与体内雌激素受体结合，干扰

动物机体正常内分泌功能，引起雄性性腺发育不良，

降低精液质量及精子数目，影响人类及动物的正常

繁衍［１］。已有研究证实，枸杞多糖（Ｌｙｃｉｕｍｂａｒｂａ

ｒｕｍｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＢＰ）具有抗氧化、促生殖等

多种药理活性，具有良好的保护雄性生殖的作用［２］。

但ＬＢＰ能否缓解环境内分泌干扰物引起的雄性生

殖损伤，报道相对较少。本试验利用ＢＰＡ建立雄性

小鼠生殖损伤模型，通过给予不同剂量ＬＢＰ，研究

其对小鼠雄性生殖系统的保护作用，明确ＬＢＰ对生

精细胞凋亡的影响，探讨ＬＢＰ缓解雄性生殖损伤的

途径及机理，为双酚Ａ毒性的预防和治疗提供科学

依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物

成年昆明雄性小鼠，体质量（２５±２）ｇ，由河北

医科大学实验动物中心提供。

１．２　主要试剂

双酚Ａ、橄榄油、枸杞多糖均购于美国Ｓｉｇｍａ公

司；兔抗鼠Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２多克隆抗体、即

用型ＳＡＢＣ试剂盒均购自北京博奥森生物技术公

司；ＤＡＢ显色试剂盒，购自北京中杉金桥生物技术

公司。

１．３　试验分组和处理

将５０只成年雄性小鼠，正常饲养７ｄ后随机分

为对照组（Ａ）、ＢＰＡ模型组（Ｂ）、ＬＢＰ低剂量（Ｃ）、中

剂量（Ｄ）和高剂量（Ｅ）处理组，每组１０只。除对照

组外，其余４组小鼠分别腹腔注射２０ｍｇ·ｋｇ
－１的

ＢＰＡ，１次·ｄ－１，连续７ｄ，建立生精损伤模型，对照

组注射等量橄榄油［３］。同时Ｃ、Ｄ、Ｅ组小鼠分别灌

服５０、１００、２００ｍｇ·ｋｇ
－１的ＬＢＰ，Ａ组和Ｂ组小鼠

灌服等量生理盐水，于末次处理２４ｈ后脱颈处死小

鼠，取双侧睾丸固定，制作石蜡切片。

１．４　检测指标

睾丸进行常规石蜡包埋，切片，ＨＥ染色，光镜

下观察睾丸组织病理学变化。切片按常规方法，二

甲苯脱蜡后经各级酒精下行至水，用免疫组化

ＳＡＢＣ法检测小鼠睾丸生精细胞中凋亡蛋白的表

达。一抗分别为兔抗鼠Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２和Ｂａｘ多

克隆抗体，二抗为生物素化羊抗兔ＩｇＧ，ＤＡＢ显色。

按试剂盒说明书操作，用ＰＢＳ代替一抗作为阴性对

照。高倍显微镜下分别观察Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的

阳性表达情况。每张切片分别选取１０个圆形的曲细

精管，每个处理组分别选取１００个，在４００×倍视野下

计数每个曲细精管的阳性细胞数，求其平均值。

１．５　统计学分析

检测结果以“平均数和标准差（狓±狊）”表示，应

用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行分析。各组间两两比较

采用单因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），犘＜

０．０５为差异显著，犘＜０．０１为差异极显著。

２　结　果

２．１　小鼠睾丸组织的病理学变化

从组织切片（图１）可以看出，正常小鼠睾丸曲

细精管排列规则，结构清晰，层次分明，各级生精细

胞排列紧密有序，管腔中有密集的精子。间质细胞

紧密聚集于曲细精管之间的疏松组织内，细胞多呈

棱形或三角形，胞质丰富。ＢＰＡ处理后，睾丸内各

曲细精管排列疏松，间质细胞数量减少，呈弥散状分

布于曲细精管之间。光镜下曲细精管内生精上皮排

列紊乱，生精细胞大量脱落到管腔中，成熟精子数量

减少甚至消失。补充ＬＢＰ的小鼠，曲细精管结构与

模型组比较明显改善，以１００和２００ｍｇ·ｋｇ
－１的

ＬＢＰ组最为显著，小管内各级生殖细胞排列有序，

仅少量小管出现轻微损伤；５０ｍｇ·ｋｇ
１ＬＢＰ组小鼠

睾丸组织也有改善，但效果不太明显。

２．２　睾丸生精细胞犆犪狊狆犪狊犲３蛋白的表达

免疫组化结果，对照组Ｃａｓｐａｓｅ３的阳性反应

物呈棕色，细胞主要分布于精原细胞和精母细胞，为

５１３
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胞质表达；ＢＰＡ组阳性反应多集中于精原细胞，定

位于胞核，间质细胞也有表达；各ＬＢＰ组阳性表达

主要在精原细胞，偶见部分间质细胞有阳性表达。

从细胞凋亡的统计结果来看，ＢＰＡ组Ｃａｓｐａｓｅ３阳

性表达细胞数量为５８．３６，明显高于对照组的４１．８５

（犘＜０．０１）；添加ＬＢＰ后Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞数量

随其剂量增加逐渐下降，与ＢＰＡ组相比均有显著性

差异（犘＜０．０１）。

２．３　睾丸生精细胞犅犮犾２和犅犪狓的表达

高倍显微镜下Ｂｃｌ２阳性产物呈棕色，细胞质

与细胞核均有阳性着色。对照组阳性表达集中于精

原细胞；ＢＰＡ组在间质及支持细胞均有阳性表达，

着色较浅，呈弥散状、条索状分布，精原细胞表达较

少，与对照组比较，有显著差异（犘＜０．０５）。ＬＢＰ组

阳性反应主要在精原细胞及初级精母细胞表达，各

级生精细胞有弱阳性表达，并随ＬＢＰ剂量增加Ｂｃｌ２

表达增加，其中１００和２００ｍｇ·ｋｇ
－１ＬＢＰ组凋亡表

达显著高于模型组（犘＜０．０５）。

Ｂａｘ主要表达于精原细胞，阳性反应物为棕黄

色，在胞质着色明显。Ｂａｘ在各组中均有凋亡信号

表达，以ＢＰＡ组阳性细胞数最多为６２．５２个·小

管－１，显著高于对照组４７．２３个·小管－１（犘＜

０．０１）；补充ＬＢＰ后，随着ＬＢＰ剂量增加，Ｂａｘ凋亡表

达下降，２００ｍｇ·ｋｇ
－１ＬＢＰ组与ＢＰＡ组相比有显著

差异（犘＜０．０１）；阴性对照未见免疫反应阳性着色。

Ｂｃｌ２和Ｂａｘ比值结果表明，添加ＢＰＡ后Ｂｃｌ

２／Ｂａｘ为０．９２００，明显低于对照组，而ＬＢＰ组随着

剂量增加Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值逐渐上升（表１）。

表１　犆犪狊狆犪狊犲３、犅犮犾２和犅犪狓的阳性细胞数量及犅犮犾２／犅犪狓的变化（狀＝１００）

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犆犪狊狆犪狊犲３，犅犮犾２，犅犪狓犪狀犱狋犺犲狉犪狋犻狅狅犳犅犮犾２／犅犪狓犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊

组别 Ｇｒｏｕｐ Ｃａｓｐａｓｅ３／（个·小管
－１） Ｂｃｌ２／（个·小管－１） Ｂａｘ／（个·小管－１） Ｂｃｌ２／Ｂａｘ

Ａ ４１．８５４５＋１．２２７３Ａ ６４．５２７８＋２．３６４９ＡＢａ ４７．２２９９＋１．０９８９Ａａ １．３８４１

Ｂ ５８．３６２６＋１．４５１６Ｂ ５６．６９１３＋１．８１７５Ａｂ ６２．５２１３＋１．４２３６Ｂｂ ０．９２００

Ｃ ４８．４８０２＋２．１５４９Ｃａ ５７．２１３６＋１．３９８０Ａｂ ５６．６３８１＋３．５６８８ＡＢｂ ０．９７３５

Ｄ ４３．２０００＋１．５７４７ＡＣｂ ６４．２８４７＋２．６４２５ＡＢａ ５５．９４５８＋２．８５８９ＡＢｂ １．１３８１

Ｅ ４３．１８４４＋１．６６６０ＡＣｂ ６７．２０５０＋２．５０５４Ｂ ５３．００３９＋１．８６１３Ａａｂ １．２７０６

Ａ．对照组；Ｂ．２０ｍｇ·ｋｇ
－１双酚Ａ组；Ｃ．双酚Ａ＋５０ｍｇ·ｋｇ

－１枸杞多糖组；Ｄ．双酚Ａ＋１００ｍｇ·ｋｇ
－１枸杞多糖组；Ｅ．双酚

Ａ＋２００ｍｇ·ｋｇ
－１枸杞多糖组，以下图表同。同一列数字不同大写上标字母表示差异极显著（犘＜０．０１），不同小写上标字母

表示差异显著（犘＜０．０５）

Ａ．Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ．２０ｍｇ·ｋｇ
－１ＢＰＡｇｒｏｕｐ；Ｃ．ＢＰＡ＋５０ｍｇ·ｋｇ

－１ＬＢＰｇｒｏｕｐ；Ｄ．ＢＰＡ＋１００ｍｇ·ｋｇ
－１ＬＢＰｇｒｏｕｐ；ＢＰＡ＋Ｅ．

２００ｍｇ·ｋｇ
－１ＬＢＰｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅａｎｄｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｆｏｌｌｏｗｅｄｔｈｅｄａｔａｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎ

ｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０５ａｎｄ０．０１ｌｅｖｅｌｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

Ａ１～Ｅ１．Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白；Ａ２～Ｅ２．Ｂａｘ蛋白；Ａ３～Ｅ３．Ｂｃｌ２蛋白

Ａ１Ｅ１．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎ；Ａ２Ｅ２．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢａｘｐｒｏｔｅｉｎ；Ａ３Ｅ３．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎ
图１　小鼠睾丸生精细胞犆犪狊狆犪狊犲３、犅犮犾２与犅犪狓蛋白的表达　（２００×）

犉犻犵．１　犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犆犪狊狆犪狊犲３，犅犮犾２犪狀犱犅犪狓狆狉狅狋犲犻狀狊犻狀狊狆犲狉犿犪狋狅犵犲狀犻犮犮犲犾犾狊犻狀犿犻犮犲　（２００×）
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　２期 李晓彩等：枸杞多糖对双酚Ａ暴露小鼠生精细胞Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白表达的影响

３　讨　论

人和动物在正常生理性精子发生过程中，各阶

段都存在自发性生精细胞凋亡。在环境理化因素如

激素、化学药物、射线、温度等影响下，可发生病理性

生精细胞凋亡，导致凋亡增加，以致精子生成量减少

或不育［４］。凋亡是一系列高度调控的半胱氨酸蛋白

酶Ｃａｓｐａｓｅ级联反应事件的结果，Ｃａｓｐａｓｅ３被证实

处于该级联反应的下游，是Ｃａｓｐａｓｅ家族中最重要

的凋亡执行者之一［５６］。Ｂｃｌ２蛋白家族是细胞凋亡

蛋白家族中重要的调控蛋白，包括Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｂａｄ、

Ｂａｋ等成员。Ｂａｘ自身可形成同源二聚体促进凋

亡，Ｂｃｌ２和Ｂａｘ形成异源二聚体发挥抑制凋亡作

用，因此两者的比值决定了细胞的命运［７８］。

３．１　双酚犃与生精细胞凋亡

前期试验证实，成年小鼠连续７ｄ注射２０

ｍｇ·ｋｇ
－１ＢＰＡ，可导致小鼠睾丸质量显著下降，组

织形态结构明显破坏，血清中生殖激素睾酮和黄体

生成素含量显著下降，抗氧化酶ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ

活性 均 明 显 降 低［３］。 本 试 验 结 果 显 示，２０

ｍｇ·ｋｇ
－１ＢＰＡ诱导小鼠生精细胞的Ｃａｓｐａｓｅ３和

Ｂａｘ高表达，下调凋亡抑制因子Ｂｃｌ２的表达，使

Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比例失衡，引起生精细胞凋亡。表明

ＢＰＡ诱发生精细胞凋亡，是导致精子数量减少的主

要原因。

研究表明，在睾丸发育及精子发生过程中，自发

性的生精细胞凋亡主要为精原细胞，极少数次级精

母细胞和精子细胞出现凋亡［９］。研究也证实，正常

小鼠曲细精管中有少量阳性细胞，且集中表达于靠

近基底膜的精原细胞。而添加ＢＰＡ后，阳性反应多

集中于间质细胞（Ｌｅｙｄｉｎｇ）和支持细胞（Ｓｅｒｔｏｌｉ）。

睾丸Ｌｅｙｄｉｎｇ细胞是合成和分泌睾酮的细胞，睾酮

是维持精子发生和成熟的关键因素。前期试验证

实，应用ＢＰＡ后小鼠体内睾酮含量显著减低
［３］，推

测睾酮的缺乏与Ｌｅｙｄｉｎｇ细胞凋亡直接相关。Ｓｅｒ

ｔｏｌｉ为各级生精细胞提供结构支持，与各级生精细

胞紧密连接形成血睾屏障。研究表明，ＢＰＡ可对

小鼠睾丸Ｓｅｒｔｏｌｉ细胞造成损害，引起睾丸Ｓｅｒｔｏｌｉ

细胞的退化，降低生精能力［１０１１］。本试验结果中，

ＢＰＡ导致睾丸Ｓｅｒｔｏｌｉ细胞出现不同程度的损伤，

使大量生精细胞脱落。说明ＢＰＡ通过损伤Ｌｅｙｄｉｇ

细胞和Ｓｅｒｔｏｌｉ细胞的结构和功能，诱导成年小鼠

生殖损伤。

３．２　枸杞多糖与生殖凋亡相关基因的表达

枸杞多糖作为我国传统中药枸杞子的主要活性

成分，具有增强免疫力、抗氧化和抑制肿瘤生长等作

用。试验结果显示，补充ＬＢＰ组生精细胞Ｃａｓｐａｓｅ３

凋亡蛋白的表达显著下降，并呈现一定的剂量依赖

关系，以２００ｍｇ·ｋｇ
－１ＬＢＰ剂量组效果最为显著，

凋亡细胞数趋于正常组。说明ＬＢＰ可减轻双酚 Ａ

所致的生精细胞凋亡，缓解睾丸生精损伤。

有研究表明，ＬＢＰ可通过调控凋亡相关基因

Ｂａｘ和Ｂｃｌ２的表达来抑制氧化损伤所致大鼠晶状

体上皮细胞凋亡［２］。在本试验中发现，添加ＬＢＰ后

Ｂｃｌ２在初级精母细胞及以后各级生精细胞表达显

著，促进Ｂｃｌ２蛋白的表达，同时ＬＢＰ降低了Ｂａｘ的

阳性细胞数量，增加Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值，抑制ＢＰＡ所

致的生精细胞凋亡。

本试验显示，凋亡蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３阳性信号的

表达存在易位现象，在正常细胞中Ｃａｓｐａｓｅ３主要

在细 胞 质中表达，凋亡的 生精 细胞 中 出 现 了

Ｃａｓｐａｓｅ３由胞质向胞核的移位，作为细胞凋亡过程

中的重要执行蛋白，Ｃａｓｐａｓｅ３必须进入细胞核执行

其功能，提示Ｃａｓｐａｓｅ３的移位可能与其发挥促凋

亡作用有关，具体的移位机制有待进一步研究。

４　结　论

ＢＰＡ作为一种环境内分泌干扰物，对生殖系统

的损害已越来越受到人们的重视。大量动物试验研

究都有力地证明了ＢＰＡ对雄性生殖产生有害影响。

ＬＢＰ是中药枸杞的主要有效成分，现代药理学研究

也表明ＬＢＰ具有抗氧化，保护生殖系统的功能，但

对其保护生殖系统详细机制的报道很少。本试验通

过检测 ＬＢＰ对 ＢＰＡ 染毒后小鼠睾丸生精细胞

Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２凋亡蛋白的表达变化，表明

ＬＢＰ可增加Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值，阻断凋亡途径，抑制

Ｃａｓｐａｓｅ３活化，最终阻断生精细胞发生凋亡。
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中ＮＯ、ＮＯＳ及睾丸组织形态学的影响［Ｊ］．中国实验

诊断学，２００８，１２（２）：１９６１９８．

［１２］　汪朝阳，黄秀榕，祁明信，等．枸杞多糖对氧化损伤大

鼠晶状体上皮细胞凋亡相关基因Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表达

的调控［Ｊ］．眼视光学杂志，２００３，５（３）：１４７１４９．

（编辑　白永平）
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