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#摘要$
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目的
!

探讨茶多酚"

>G

%对铝暴露大鼠睾丸支持细胞损伤的拮抗作用&方法
!

原代培养大鼠睾丸支持细胞&将细

胞分为
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组"高剂量拮抗组%!各组用相应的药物处理
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&四甲基偶氮唑盐"

=>>

%法检测各组细胞的生

长活性#逆转录
&

聚合酶链反应"

I>&GHI

%检测抑制素
W

"

@BEW

%

'IBM

的表达&结果
!

与对照组比较!铝暴露组的细胞活性'

@B&

EW'IBM

表达均明显下降!差异有统计学意义"

!
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%&与铝暴露组比较!低剂量拮抗组'高剂量拮抗组能够明显提高细胞

活性!差别具有统计学意义"
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%&与铝暴露组比较!高剂量拮抗组能够明显提高
@BEW'IBM

表达!差异有统计学意义
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%&结论
!

高剂量
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能够拮抗铝对大鼠睾丸支持细胞的损伤&

#关键词$
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茶多酚#三氯化铝#睾丸支持细胞#抑制素
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铝在环境中和人类的生活中广泛存在#且能够在人体里逐

渐蓄积#其毒性主要表现为神经系统的损伤$除了神经毒性

外#近年来发现铝对生殖系统也有毒性$无论是流行病学研究

还是整体动物实验#都证实了铝会对雄性的生殖系统带来损

伤$有研究显示#铝暴露将导致雄性小鼠的睾丸+附睾质量减

轻#导致精子数量和质量显著下降)

!

*

#但是作用机制目前仍不

清楚$睾丸支持细胞是睾丸组织中重要的保姆细胞#它能够为

精子提供稳定的微环境#为生精提供所需的营养物质与能量#

还能分泌大量的生长因子参与生精细胞的分化和成熟#其功能

的受损将对精子的生成产生巨大的影响$因此#睾丸支持细胞

被认为是评价雄性生殖毒性的重要靶细胞)

<

*

$支持细胞所分

泌的抑制素
W

!

@BEW

"能直接反映其功能状态#一旦生精受到

抑制#

@BEW

的水平将发生变化)

6&;

*

$目前排铝药物主要是铝

螯合剂#但其不良反应多$近年来#患者对于不良反应小的天

然药物的需求越来越高#开发出一种不良反应比较小的驱铝药

物迫在眉睫)

#

*

$茶多酚!

>G

"是一种天然的强抗氧化剂#可以

预防肿瘤及神经退行性疾病)

7&9

*

$但其能否保护铝暴露的睾丸

支持细胞#目前未见报道$本研究将探讨
>G

对铝暴露大鼠睾

丸支持细胞的保护作用#并初步研究其可能的发生机制$
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材料与方法
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"大鼠
7

只#

!:

/

<<4

#以体质量
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睾丸未降出腹腔为标准$由桂林

医学院实验动物中心提供$
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主要仪器与试剂
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公司"#胶原酶
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公司"#胰蛋白酶!

V)P1.

公司"#第一链
1VBM

试剂盒和

GHI

试剂盒!北京赛百盛公司"#酶标仪!奥地利
>21(-

公司"$
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方法
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鼠$鼠体置于
9#X

乙醇中浸泡
<')-

#然后利用眼科剪在超净

工作台中取出大鼠睾丸#放入含有预冷的
V&E(-Y+

液的培养

皿中$剥除睾丸被膜#用眼科剪把睾丸实质剪碎成约
!''

6

的碎块$加入
V&E(-Y+

液#静置
#')-

后#冲洗
<

次$采取胰

蛋白酶和胶原酶二步法消化组织$将睾丸组织碎块加入
6'D

50<#X

胰蛋白酶#

69a

水浴振荡消化
65')-

$加入少量胎牛

血清终止消化#

:55O

'

')-

离心
#')-

去上清$加入无血清的

培养基#

!555O

'

')-

离心
#')-

去上清#再用
V&E(-Y+

液洗涤

沉淀$再加
<'D50!X

胶原酶
&

液#

69 a

水浴振荡消化

<5')-

$取出后放入超净台#将消化液经
!55

目不锈钢筛过

滤$加入少量含胎牛血清的
V=%=

'

A&!<

培养液#制成细胞悬

液$用
50;X

台盼兰计数活细胞含量#补充适量含血清培养

基#调节细胞浓度至合适$接种细胞在培养箱中#

69 a #X

Ĥ

<

及饱和湿度条件下培养$

;:,

后弃培养液#用
V&E(-Y+

液冲洗#再用
N

E90;

的
<5''.*

'

D>O)+&EH*

低渗处理
6')-

#

以去除精原细胞$
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大鼠睾丸支持细胞的鉴定
!

采取
A2F*

C

2-

染色法对大

鼠睾丸支持细胞进行鉴定)
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实验分组及处理
!

本实验采用离体培养
<4

后的原代

细胞进行相关处理#将细胞分为
5
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;55
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!铝暴露组"+
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组!低剂量拮抗组"+
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DM*H*
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组!高

剂量拮抗组"#各组用相应的药物处理
<;,

$

=0>0@
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法检测细胞生长活性
!

调整细胞密度
#`

!5

#

'

'D

接种在
"7

孔板中#每孔
<55

"

D

#每组设
7

个复孔$于

69a#X Ĥ

<

培养箱中培养
;:,

后#施加相关处理因素$各

组细胞经过相关处理
<;,

后#加入
#'

C

'

'D

的
=>><5

"

D

#

继续培养
;,

后#弃培养液#每孔加入
<55

"

D

二甲基亚砜

!

V=Ĵ

"#室温下振荡
!5')-

#使结晶物体完全溶解$利用酶

标仪在
;"5-'

波长下检测各孔的吸光度!

B

"值$实验重复

6

次$

=0>0A

!

采取
I>&GHI

法检测大鼠睾丸支持细胞中
@BEW'I&

BM

表达水平
!

将培养于
"7

孔板的各组细胞经过
<;,

处理

后#加入
>O)[.*

提取
IBM

#并逆转录
1VBM

#具体步骤严格按

照试剂说明书进行$

@BEW

%上游引物
#b&H>H>KH>KH>KH

>HH>>> >K&6b

#下游引物
#b&>KK >KK H>K HK> M>K

>K&6b

#产物片段
67!T

N

$内参
6&

磷酸甘油醛脱氢酶!

KMG&

VE

"%上游引物
#b&KK>KH>KMK>M>K>HK>KKMK>&

6b

#下游引物
#b&HMK>H>>H>KMK>KKHMK>KM>&6b

#

产物片段
<"<T

N

$引物均由北京赛百盛基因技术有限公司合

成$以
<

"

D1VBM

为模板#建立
GHI

反应体系)包括
!5`

GHI

缓冲液
#

"

D

#

=

C

H*

<

9

"

D

#三磷酸脱氧核苷酸!

4B>G

"

<

"

D

#上下游引物各
!

"

D

#

<

"

D1VBM

#

>(

S

酶
!

"

D

#灭菌双蒸

水
6!

"

D

*$

GHI

反应条件%

"#a#')-

(

";a;5+

#

##a;#

+

#

9<a!')-

(

75a!5')-

循环
6#

次$

#

"

D

用琼脂糖凝胶

电泳分离#采取
K2-2>..*+

分析条带
B

值#以
@BEW

与
KMG&

VE

的比值代表其
'IBM

的相对表达量$

=0?

!

统计学处理
!

运用
JGJJ!:05

统计软件对数据进行分

析#采用单因素方差分析#

.OEP

J

检验运用于各组之间的两两

比较#检验水准
#

h505#

#以
!

$

505#

为差异有统计学意义$

>

!

结
!!

果

>0=

!

茶多酚对铝暴露支持细胞活性的影响
!

支持细胞活性铝

暴露组!

50:<<i505<:

"+低剂量拮抗组!

50"66i50566

"+高剂

量拮抗组!

50"#5i505<7

"与对照组!

!055:i505;;

"相比较#差

异有统计学意义!

!

$

505#

"$低剂量拮抗组+高剂量拮抗组与

铝暴露组相比较#差异有统计学意义!

!

$

505#

"$

>0>

!

>G

对铝暴露大鼠睾丸支持细胞
@BEW'IBM

表达的影

响
!

@BEW'IBM

铝暴露组!

50666i505<<

"+低剂量拮抗组

!

5067#i505!5

"+高剂量拮抗组!

50;!<i505!"

"与对照组

!

50;#<i505!!

"相比较#差异有统计学意义!

!

$

505#

"$高剂

量拮抗组与铝暴露组
@BEW'IBM

表达相比较#差异有统计

学意义!

!

$

505#

"$见图
!

$

!!

=

%

VBM

标记物(

!

/

;

%铝暴露组+对照组+高剂量拮抗组+低剂量

拮抗组$

图
!

!!

@BEW'IBMI>&GHI

产物电泳结果

?

!

讨
!!

论

睾丸是铝雄性生殖毒性最敏感的器官之一$生精功能的

障碍和睾酮合成的抑制是铝雄性生殖毒性的主要表现形式$

有研究发现#给小鼠腹腔注射三氯化铝#随着剂量的增加#生精

细胞和睾丸支持细胞都明显减少)

!5

*

$铝暴露会导致睾丸组织

中超氧化物歧化酶!

Ĵ V

"活力下降#增加丙二醛!

=VM

"的含

量)

!!

*

$铝暴露将产生大量的活性氧化簇#促进脂质过氧化损

伤#导致精母细胞和精子坏死$正常精子的生成#都需要睾丸

支持细胞$睾丸支持细胞具有保护+营养和支持生精细胞的功

能$有研究证实#卵泡刺激素!

AJE

"能够选择性刺激支持细胞

分泌
@BEW

$

AJE

对雌性的生殖影响是巨大的+绝对的)

!<

*

#然

而对雄性来说#

AJE

的影响是比较细微的$如果通过基因敲

除法敲除
AJE

基因#雌性动物不育#而雄性小鼠却依然可以生

育$此外#

@BEW

和精子浓度有很好的正相关性$铝导致睾丸

氧化损伤依然是最主要的机制$有研究表示铝暴露后#将产生

大量的一氧化氮合酶#从而抑制环磷酸腺苷!

1M=G

"#使睾酮

的分泌将减少#导致精子浓度下降$随着
1M=G

活性的下降#

睾丸间质细胞转运胆固醇进入线粒体的量也随之减少)

!6

*

$

本实验发现#与对照组比较#铝暴露组的细胞活性+

@BEW

'IBM

表达均明显下降#差异有统计学意义!

!

$

505#

"$

@B&

EW

对
AJE

的负反馈作用要强于正反馈$说明支持细胞在受

到铝暴露后#将负反馈降低抑制素的表达#减少对
AJE

的抑

制#促进
AJE

分泌雄激素结合蛋白!

MWG

"$

MWG

能与睾酮结

合#从而拮抗铝对支持细胞的损伤效应$

>G

是一类富含酚羟基的化合物#提供活性氢#使自由基灭

活#清除自由基过多引起的
VBM

损伤)

!;

*

$

>G

还能抑制诱导

型一氧化氮合成酶
'IBM

的表达#从而阻断一氧化氮的合

成)

!#

*

$而抑制素的转录主要是受到
AJE

刺激的
1M=G

的影
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响$本研究发现#

>G

能够通过增加抑制素的转录#拮抗铝对睾

丸支持细胞的损伤效应#增加睾丸支持细胞活性$其机制可能

是提高
1M=G

活性#抑制一氧化氮合酶的产生#从而拮抗铝对

睾丸支持细胞的损伤$
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MDG

水平略高于
K

组#估计与
M*(&K*-

代谢过程中产生的丙

氨酸作为另一种氨基酸来源参与细胞生长有关$

综上所述#

M*(&K*-

可以提高人颊黏膜成纤维细胞的
MDG

和细胞蛋白水平#促进细胞生长#提高细胞活性#当
M*(&K*-

浓

度过高或过低可影响细胞持续生长#以
!

'

<

倍推荐浓度!即

M*(&K*-

浓度为
!70#'

C

'

'D

"时细胞生长情况最好$
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