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  [摘要] 目的 探讨枸杞多糖对体外离心过程中弱精精子氧化应激的作用。方法 按《世界卫生组织人

类精液检查与处理实验手册》(2011年第五版)标准选取
 

32
 

份弱精症患者精子标本,每份标本各取1
 

200
 

μL,分
为空白对照组、离心组和枸杞多糖组,各400

 

μL。检测3组精液精子的前向运动精子百分率(PR)、存活率、正

常形态、丙二醛(MDA)、活性氧(ROS)、DNA断裂指数(DFI)、高 DNA着色性(HDS)、精子线粒体膜电位

(MMP)情况。结果 枸杞多糖精子PR和存活率高于离心组,但低于空白对照组,差异有统计学意义(P<0.
05)。枸杞多糖组精子正常形态率与离心组无明显差异,但低于空白对照组(P<0.05)。枸杞多糖组DFI和

HDS明显低于离心组,MMP高于离心组,差异有统计学意义(P<0.05)。枸杞多糖组 MDA水平与空白对照

组无差异,但低于离心组(P<0.05)。枸杞多糖组ROS阳性细胞率高于空白对照组,但低于离心组,差异有统

计学意义(P<0.05)。结论 一定浓度的枸杞多糖可以减弱弱精精子离心过程中过量的ROS对精子的氧化应

激损害,从而提高精子线粒体活性,提高精子的PR和存活率,改善精子洗涤过程中的弱精精子功能和质量。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

Lycium
 

barbarum
 

polysaccharides
 

(LBP)
 

on
 

anti-oxi-
dative

 

stress
 

injury
 

in
 

the
 

in
 

vitro
 

centrifugation
 

process
 

of
 

asthenospermia
 

sperm.Methods According
 

to
 

the
 

standard
 

in
 

the
 

fifth
 

edition
 

of
 

the
 

WHO
 

Human
 

Semen
 

Examination
 

and
 

Processing
 

Experiment
 

Manual,32
 

samples
 

of
 

sperm
 

from
 

the
 

patients
 

with
 

asthenospermia
 

were
 

selected,and
 

1
 

200
 

μL
 

of
 

sperm
 

was
 

taken
 

from
 

each
 

sample,which
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

blank
 

control
 

group,centrifugal
 

group
 

and
 

LBP
 

group,400
 

μL
 

in
 

each
 

group.The
 

sperm
 

forward
 

motility
 

(PR),survival
 

rate,normal
 

morphology,malondialdehyde
 

(MDA)
 

level,

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS),sperm
 

DNA
 

fragmentation
 

index
 

(DFI),HDS
 

and
 

sperm
 

mitochondrial
 

mem-
brane

 

potential
 

(MMP)
 

were
 

detected
 

in
 

the
 

three
 

groups.Results The
 

sperm
 

PR
 

value
 

and
 

sperm
 

survival
 

rate
 

in
 

the
 

LBP
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

centrifugal
 

group,while
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

blank
 

con-
trol

 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).There
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

normal
 

morphology
 

rate
 

between
 

the
 

LBP
 

group
 

and
 

the
 

centrifugal
 

group,but
 

the
 

normal
 

morphology
 

rate
 

in
 

the
 

LBP
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

DFI
 

and
 

HDS
 

results
 

all
 

showed
 

that
 

in
 

the
 

LBP
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

in
 

the
 

centrifugal
 

group,while
 

the
 

MMP
 

level
 

in
 

the
 

LBP
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

centrifugal
 

group
 

with
 

statistical
 

differ-
ence

 

(P<0.05).The
 

MDA
 

level
 

had
 

no
 

difference
 

between
 

the
 

LBP
 

group
 

and
 

the
 

blank
 

control
 

group,but
 

the
 

MDA
 

level
 

in
 

the
 

LBD
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

centrifugal
 

group
 

(P<0.05).The
 

positive
 

cell
 

rate
 

of
 

ROS
 

in
 

the
 

LBP
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

blank
 

control
 

group,but
 

lower
 

than
 

that
 

in
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the
 

centrifugal
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion During
 

the
 

cen-
trifugation

 

process
 

of
 

asthenospermia
 

sperm,adding
 

a
 

certain
 

concentration
 

of
 

LBP
 

can
 

alleviate
 

the
 

oxidative
 

stress
 

damage
 

to
 

sperm
 

caused
 

by
 

excessive
 

ROS,thereby
 

improve
 

the
 

sperm
 

mitochondrial
 

activity,enhance
 

the
 

sperm
 

PR
 

and
 

viability
 

of
 

sperms,and
 

improve
 

the
 

function
 

and
 

quality
 

of
 

asthenospermia
 

sperm
 

during
 

sperm
 

washing
 

process.
[Key

 

words] lycium
 

barbarum
 

polysaccharides;centrifugation;asthenospermia;oxidative
 

stress

  活性氧(ROS)是氧的代谢产物,过高浓度的ROS
可以诱导细胞的脂类、蛋白和DNA氧化,从而引起一

系列的病理变化。ROS的氧化损伤导致精子活力下

降,影响男性生育力。而在辅助生殖技术助孕过程

中,处理患者精子时离心会引发ROS过量产生,加之

抗氧化物质在处理过程严重丢失,更容易过氧化而损

伤精子功能和活力。减少处理精子过程中产生的

ROS,对患者助孕的成功率,尤其对弱精症患者有重

要意义。药单体枸杞多糖作为中药枸杞子最珍贵的

提取物,含有多种氨基酸和微量元素的蛋白质多糖,
富含锌、硒、锰等微量元素。大量研究表明,枸杞多糖

具有明显的清除氧自由基、抗氧化损伤、抗细胞凋亡、
保护生殖系统的作用[1-3]。本研究探讨枸杞多糖在精

液体外离心过程中对于精子氧化应激的作用。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2017年3月1日至2017年10
月1日在宁夏医科大学总医院生殖中心门诊就诊的

弱精症患者32例为研究对象,年龄25~35岁,已婚

未育,身体健康,无吸烟、酗酒和长期接触有害物质

史,无生殖道感染和精索静脉曲张史、外伤、遗传性疾

病史、性功能障碍史等,体检显示一般情况好,全身及

男性生殖系统检查未见异常。按照《世界卫生组织人

类精液检查与处理实验室手册》(2011年第五版)
 

标

准,精液体积大于或等于1.5
 

mL,精子总数大于或等

于39×106/mL,前向运动精子百分率(PR)<32%,
精子(PR+NP)≤40%。排除液化不良、严重少弱精

症、白细胞精子症(过氧化物酶阳性白细胞小于1.0×
106/mL)。本课题经宁夏医科大学总医院伦理委员

会批准(2016049),患者知情同意。

1.2 方法

1.2.1 分组与处理 标本处理及检测在宁夏医科大

学总医院生殖中心门诊实验室及宁夏医科大学生育

力保持教育部重点实验室进行。患者精液标本置于

37
 

℃水浴摇床液化30
 

min,充分摇匀后每份标本各

吸取1
 

200
 

μL平均分为3份,每份400
 

μL,分为空白

对照组、离心组和枸杞多糖组。对照组和离心组各加

入100
 

μL
 

Hanks'平衡液,枸杞多糖组加入100
 

μL含

有一定浓度枸杞多糖的 Hanks'液。所有标本放入

37
 

℃水浴摇床20
 

min;除空白对照组外,另外两组

500
 

g离心10
 

min后用移液器轻吹混匀待检。

1.2.2 精子相关参数检测 相差显微镜下采用

marker计数板检测精子活力,计数10个小格;重复检

测2次,若不在可接受误差之内重新取样再次评估。
精子存活率实验:采用《世界卫生组织人类精液检查

与处理实验室手册》(2011年第五版)推荐的伊红-苯
胺黑存活率实验检测法检测。每个标本重复评估2
次,评估200个精子,以达到可接受的低抽样误差。
如果差异太大,重新2次精液取样制备2张新鲜玻

片,再次评估。评定:活精子头部呈白色,死精子头部

呈红色和或暗粉红色。精子形态学检测:采用 Diff-
Quik快速染色试剂盒进行染色观察。制备精子涂

片,浸入快速染液1中10
 

s,快速染液2中5
 

s,流水冲

洗,去除多余染液,封片观察,计数200个精子,记录

正常精子个数。

1.2.3 精子功能检测 采用浙江星博生物科技有限

公司DNA
 

碎片率细胞流式仪检测试剂盒、精子线粒

体膜电位细胞流式仪检测试剂盒,严格按照其标准操

作流程操作,采用BD
 

Accuri
 

C6
 

细胞流式仪器检测。

1.2.4 丙二醛(MDA)和ROS水平 使用硫代巴比

妥酸(TBA)
 

比色法进行
 

MDA
 

检测,选用南京建成生

物制剂公司的
 

MDA
 

检测试剂盒,按照试剂盒说明书

进行 操 作,用 分 光 光 度 计 读 取 吸 光 度 值。选 用

GENMED精子细胞氧化应激活性超氧阴离子细胞流

式仪检测试剂盒,严格按照说明书操作,BD
 

Accuri
 

C6
 

细胞流式仪器检测其荧光强度。

1.2.5 观察指标 观察各组精子的PR、存活率、形
态、MDA水平、ROS水平、DNA断裂指数(DFI)、高
DNA着色性(HDS)及精子线粒体膜电位(MMP)
情况。

1.3 统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行分

析。计量资料以x±s 表示,采用方差分析,以P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 精子相关参数情况 枸杞多糖组精子PR和存

活率明显高于离心组,低于空白对照组,差异有统计

学意义(P<0.05)。枸杞多糖组和离心组精子正常形

态率明显低于空白对照组(P<0.05),枸杞多糖组与

离心组之间无明显变化(P>0.05),见表1、图1。
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  红色虚线箭头:该精子颈部异常;红色实线箭头:该精子头部异常;黑色实线箭头:该精子尾部异常;D:头部染成红色或暗粉色认为死精子;L:

头部染成白色或浅粉色认为活精子;标尺:20
 

μm
 

图1  各组精子形态变化

图2  各组细胞流式检测

表1  3组精子PR、存活率和正常形态率比较(x±s,%)

组别 PR 存活率 正常形态率

空白对照组 25.0±4.3 53.6±8.9 4.5±2.4

离心组 18.3±3.2 40.8±9.2 3.1±1.4

枸杞多糖组 21.5±5.1 46.8±6.9 3.6±1.6

2.2 DFI、HDS、MMP情况 枸杞多糖组和离心组

DFI、HDS均明显高于空白对照组(P<0.05),枸杞多

糖组低于离心组(P<0.05),见表2、图2。枸杞多糖

组 和 离 心 组 MMP(49.60±4.28)%、(42.76±
3.65)%明显低于空白对照组(57.97±6.23)%(P<
0.05),而枸杞多糖组高于离心组(P<0.05)。
2.3 MDA、ROS 水 平  枸 杞 多 糖 MDA 水 平
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[(8.70±1.38)nmol/mL]与空白对照组[(8.12±
1.50)nmol/mL]相近,明显低于离心组[(11.44±
1.88)

 

nmol/mL](P<0.05)。枸杞多糖组ROS阳性

细 胞 率 [(15.38±4.45)%]明 显 低 于 离 心 组

[(29.15±5.20)%],但高于空白对照组[(2.96±
1.61)%],差异有统计学意义(P<0.05),见图3。

表2  3组DFI和 HDS水平比较
 

(x±s,%)

组别 DFI HDS

空白对照组 11.75±4.0 5.66±0.56

离心组 20.70±3.69 7.15±0.53

枸杞多糖组 15.42±4.09 6.56±0.87

  A:空白对照组;B:离心组;C:枸杞多糖组

图3  ROS荧光强度直方图

3 讨  论

ROS作为正常有氧代谢的产物,适量ROS在生

理状态下能调节精子功能,但过高水平就会对精子产

生脂质过氧化和DNA氧化损伤[4]。氧化应激造成的

精子膜损伤和
 

DNA
 

断裂,可诱发精子功能障碍和形

态异常,并最终导致男性不育或子代异常[5]。因此,
降低氧化应激导致的精子损伤,可以提升精子活力,
提高男性生育力。临床上治疗男性不育,在应用左卡

尼汀、谷胱甘肽等具有抗氧化的药物后收到良好的

效果[6]。
   

近几年来,随着人类辅助生殖技术飞速发展,人
工授精和体外受精技术已广泛用于治疗少弱精症和

无精症,并取得了较好的效果。在辅助生殖技术中,
精子离心优选过程打破了精液中的氧化平衡,会造成

过量的ROS,对精子造成损伤。有研究表明,精子在

体外与
 

ROS
 

共同孵育,可明显增加
 

DNA
 

断裂片段,
甚至加速生殖细胞凋亡,导致精液质量明显下降[7]。
因此,在精子的离心处理中,提供抗氧化保护是很有

必要的。
枸杞子是宁夏枸杞的干燥成熟果实,具有增强机

体免疫、降血脂和抗衰老等作用[8]。枸杞多糖可以保

护低密度脂蛋白,防止其氧化,并能有效清除自由基,
可以增强体内超氧化物歧化酶和谷胱甘肽-Px的活

性[9],使OH-ROS变成低毒性物质,从而有效地阻止

脂质过氧化。已有研究证实枸杞多糖在培养小鼠睾

丸组织时对生精上皮的热损伤有很好的修复作用,并
可降低DNA的氧化损伤[10]。枸杞多糖已被证实具

有清除氧自由基、抗氧化的作用[11]。本课题组在前期

研究冷冻保护剂的改良实验中,发现枸杞多糖可以降

低冷冻过程中的氧化应激,进而改善冷冻后精子的活

力和功能,且最佳作用浓度为400
 

mg/L。在本试验

中离心组的 MDA水平高于空白对照组,证实了离心

过程中产生了过量的 ROS;在离心前的精液中加入

400
 

mg/L的枸杞多糖,与离心未干预组比较,MDA
水平明显降低,提示枸杞多糖可以降低弱精精子离心

过程中的氧化应激;干预组 MDA水平和空白对照组

之间无明显差异,提示枸杞多糖起到了良好的抗氧化

作用,细胞流式检测ROS结果也证实了枸杞多糖抗

氧化的结论。枸杞多糖组的ROS阳性细胞率亦明显

高于空白对照组,提示枸杞多糖可能降低了外环境过

量的ROS,而对于内源性ROS的降低作用不明显,具
体机制还需进一步研究。本研究细胞流式检测足够

量的精子,比以往免疫荧光显微镜下计数200个精子

的方法更具客观性,避免了过多人为主 观 因 素 的

干预。
氧化应激会破坏线粒体结构的完整性,并通过氧

自由基引起精子以
 

DNA
 

断裂为主的
 

DNA
 

损伤及染

色质交联等,造成精子结构损伤,进而影响精子功能,
引起少弱精症及精子形态异常[12]。本试验发现离心

过程会导致 MMP降低,造成弱精精子DNA损伤,枸
杞多糖干预可以减弱离心对弱精精子膜电位造成的

影响,减少离心对精子的DNA损伤,这可能与枸杞多

糖清除氧自由基、保护生殖细胞的作用有关[13-15]。
线粒体是精子运动的能量来源,对ROS极为敏

感;ROS可以造成精子线粒体质膜过氧化改变,尤其

对线粒体内膜而言,因为内膜上有呼吸链和产生ATP
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的酶。线粒体受损,会导致 MMP降低,精子功能下

降[19]。枸杞多糖对精子线粒体的保护作用,改善了精

子重要的能源工厂,本试验加入枸杞多糖干预之后,
离心后精子的PR和存活率都有明显提高,但和空白

对照组间尚有差异,结合前面所述氧化应激的结果,
提示枸杞多糖可以抗氧化,从而改善离心过程中精子

的质量,但并不能阻止完全过量ROS的生成,其还是

会导致 MMP的降低及精子DNA损伤。还需要进一

步研究精子离心过程中的损伤机制和枸杞多糖的保

护机制。
综上所述,提取自天然植物枸杞中的枸杞多糖在

弱精精子离心过程中,可以减少弱精精子的过氧化应

激,对精子起到了一定的保护作用;下一步会研究其

保护作用的具体机制,从而丰富天然抗氧化剂的选

择,优选更合适的保护剂,以保护弱精精子洗涤过程

中的精子质量和功能。
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