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疏肝补肾毓麟汤调节 VDAC2 基因甲基化影响弱精症大鼠精子
线粒体功能改善精子质量
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［摘要］ 目的：明确疏肝补肾毓麟汤抑制电压依赖性阴离子通道 2（VDAC2）基因甲基化，通过环磷酸腺苷/蛋白激酶 A

（cAMP/PKA）通路，调节线粒体功能，提高精子活力的作用机制。方法：雄性 SD 大鼠 40 只随机分成空白组、模型组、疏肝补肾

毓麟汤高、低剂量组及左卡尼汀组，每组 8 只。采用腺嘌呤（0.05 g·kg-1）灌胃 14 d，复制少弱精症大鼠模型；疏肝补肾毓麟汤组

给予疏肝补肾毓麟汤高、低剂量（32.4，8.1 g·kg-1）灌胃；左卡尼汀组予以左卡尼汀（0.27 g·kg-1）灌胃。全自动精子分析仪检测

精子活力；苏木素-伊红（HE）染色观察睾丸组织病理形态学变化；流式细胞法检测精子线粒体膜电位差；免疫荧光法检测睾丸

VDAC2 的表达；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测睾丸组织 VDAC2 mRNA 表达；亚硫酸氢盐测序法检测睾

丸组织 VDAC2 基因甲基化；酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测睾丸组织 cAMP 表达；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测睾丸

组织 PKA 蛋白表达。结果：与空白组比较，模型组精子密度及活动率均显著降低（P<0.01），线粒体膜电位显著增高（P<0.01），
睾丸组织 VDAC2 的 mRNA 及蛋白，PKA 蛋白，cAMP 含量均显著降低（P<0.01），VDAC2 甲基化程度显著增高（P<0.01）；与模

型组比较，左卡尼汀组、疏肝补肾毓麟汤高、低剂量组精子密度及活动率、线粒体膜电位均显著升高（P<0.01），睾丸组织

VDAC2 的 mRNA 及蛋白，PKA 蛋白，cAMP 含量均显著升高（P<0.01），VDAC2 甲基化程度显著降低（P<0.01）；与左卡尼汀组

比较，疏肝补肾毓麟汤低剂量组精子密度及活动率、线粒体膜电位均显著降低（P<0.01），睾丸组织 VDAC2 的 mRNA 及蛋白，

PKA 蛋白，cAMP 含量表达均显著降低（P<0.01），VDAC2 甲基化程度显著升高（P<0.01）。结论：疏肝补肾毓麟汤可能通过抑

制 VDAC2 基因甲基化，增加 VDAC2 表达，调节 cAMP/PKA 通路，改变线粒体膜电位增强精子活力。
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Shugan Bushen Yulin Decoction Regulates VDAC2 Gene Methylation to Affect Sperm

Mitochondrial Function and Improve Sperm Quality in Asthenospermia Rats
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［［Abstract］］ Objective：： To investigate the mechanism of Shugan Bushen Yulin decoction in inhibiting

voltage-dependent anion-selective channel protein 2（VDAC2）gene methylation，affecting sperm mitochondrial

function，and improving sperm motility through the cyclic adenosine monophosphate/protein kinase A（cAMP/

PKA）pathway. Method：：Forty male SD rats were randomly divided into the blank group，model group，high-

and low-dose Shugan Bushen Yulin decoction groups，and L-carnitine group，with eight rats in each group.
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Adenine（0.05 g·kg-1）was administered by gavage for 14 d for inducing oligospermia and asthenospermia. Rats

in the Shugan Bushen Yulin decoction groups were treated with intragastric administration of 32.4，

8.1 g·kg-1 Shugan Bushen Yulin decoction， respectively， while those in the L-carnitine group received

0.27 g·kg-1 L-carnitine by gavage. Following the measurement of sperm motility using an automatic sperm

analyzer，the pathological changes in testicular tissue were observed by hematoxylin-eosin（HE）staining. Sperm

mitochondrial membrane potential was detected by flow cytometry. The expression of VDAC2 in the testicular

tissue was determined by immunofluorescence assay. Real-time polymerase chain reaction（Real-time PCR）was

conducted for detecting VDAC2 mRNA expression in testicular tissue. The methylation of VDAC2 gene was

examined using bisulfite sequencing. The cAMP expression in testicular tissue was detected by enzyme-linked

immunosorbent assay（ELISA），and the PKA protein expression in testicular tissue by Western blot. Result：：

Compared with the blank group，the model group exhibited significantly decreased sperm density and motility

（P<0.01），increased mitochondrial membrane potential（P<0.01），down-regulated VDAC2 mRNA and protein

expression，PKA protein expression，and cAMP content in testicular tissue（P<0.01），and elevated VDAC2

gene methylation（P<0.01）. Compared with the model group，L-carnitine and Shugan Bushen Yulin decoction at

the high and low doses all remarkably increased the sperm density and motility and mitochondrial membrane

potential（P<0.01），up-regulated VDAC2 mRNA and protein expression，PKA protein expression，and cAMP

content in the testicular tissue（P<0.01），and lowered the methylation of VDAC2 in testicular tissue（P<0.01）.

The comparison with the L-carnitine group showed that the sperm density and motility and mitochondrial

membrane potential in the low-dose Shugan Bushen Yulin decoction group declined significantly（P<0.01）. The

VDAC2 mRNA and protein expression，PKA protein expression，and cAMP content in the testicular tissue were

significantly down-regulated（P<0.01），while the methylation of VDAC2 was significantly enhanced（P<0.01）.

Conclusion：：Shugan Bushen Yulint decoction may inhibit VDAC2 gene methylation，increase VDAC2 expression，

regulate cAMP/PKA pathway，and change mitochondrial membrane potential to enhance the sperm motility.

［［Keywords］］ asthenospermia； Shugan Bushen Yulin decoction； voltage-dependent anion-selective

channel protein 2（VDAC2）；methylation；mitochondrial membrane potential

弱精症（AS）指精液向前运动的精子小于 50%，

或 a 级（快速前向）运动的精子<25% 的病症，又称精

子活力低下，是 70%~80% 男性不育症的主要原

因［1］。近年来，受环境污染、滥用药物、不良生活方

式、心理压力等因素影响，我国男性精液质量呈逐

年下降趋势，不育症患病率持续递增［2］，防治 AS 已

成为一项亟待重视与解决的挑战。有关 AS 的治

疗，虽然辅助生殖技术能满足绝大多数 AS 患者的

生育需求，但由于操作要求高、费用高，药物治疗仍

是首选。目前，激素、抗氧化药物是临床上治疗 AS

的常用药物［3］，这些药物的疗效仍待于进一步评估，

且药物的不良反应和副作用也不容忽视。因此，寻

找安全有效的药物对于 AS 的防治是十分必要的。

AS 中医治疗有一定优势，分析表明中药复方可

促进前向运动精子的增加，增强精子活力提高妊娠

率，总有效率优于西药［4］。全国名医周安方根据多

年经临床经验，认为男科疾病，病位责之肝与肾，肝

郁肾虚虚实夹杂，提出疏肝补肾法是其重要治疗大

法［5］，由此拟定疏肝补肾毓麟汤，疏肝补肾调高精子

活力。前期临床实验证实，疏肝补肾毓麟汤可明显

提高弱精子症患者的精子活力［6］，但其中机制尚不

明确。

电压依赖性阴离子通道 2（VDAC2）是线粒体

外 膜 通 道 蛋 白 调 控 三 磷 酸 腺 苷（ATP），钙 离 子

（Ca2+）的转运和交换，广泛分布于精子鞭毛中段，

VDAC 基因表达与精子活力呈正比［7］。有研究发

现，AS 患者精液中 VDAC2 基因启动子区甲基化异

常增加［8］，DNA 甲基化是 AS 发生的重要机制之一，

VDAC2 基因出现甲基化修饰异常，可能影响能量

代谢及相关的信号通路，导致 AS 发生［9］。精子活力

的调控机制十分复杂，目前普遍认为环磷酸腺苷/蛋

白激酶（cAMP/PKA）信号通路可正向调节精子运

动，在其中起重要作用［10］。研究显示，知柏地黄汤

上调 VDAC2 表达改善线粒体结构，提升精子活

力［11］；五子衍宗丸提高 Ca2+浓度，cAMP 含量改善精

子活力［12］。然而，中药复方是否通过调节 VDAC2
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基因的甲基化及 cAMP/PKA 通路治疗 AS，尚无文

献报道。本研究以 VDAC2 的 DNA 甲基化与 Ca2+，

cAMP/PKA 通路为研究方向，探讨疏肝补肾毓麟汤

改善 AS 可能的作用机制，为防治 AS 提供新的思路

与实验依据。

1 材料

1.1 动 物 SPF 级 SD 雄 性 大 鼠 40 只 ，体 质 量

（199.21±8.70）g，购于三峡大学动物实验中心，合格

证号 SCXK（鄂）2017-0012，饲养于湖北中医药大学

实验动物中心，饲养环境温度为（22±2）℃，相对湿

度为 50%~70%，适应性喂养 1 周后开展实验。本实

验操作由湖北中医药大学动物实验伦理委员会批

准，伦理批号 HUCMS201909013。

1.2 药物与试剂 疏肝补肾毓麟汤由刺蒺藜 15 g，

郁金 15 g，仙茅 15 g，生地黄 20 g，熟地黄 20 g，枸杞

子 15 g，巴戟天 15 g，淫羊藿 20 g，菟丝子 15 g，肉苁

蓉 15 g，鹿角胶（烊）10 g，当归 30 g，黄芪 30 g，党参

30 g，川芎 15 g 组成。所有饮片购于湖北中医药大

学黄家湖医院药房，由湖北中医药大学周艳艳教授

鉴定，根据《医疗机构中药煎药室管理规范》煎煮中

药。先加入冷水（液面高出药物 2 cm），浸泡 30 min

后煎煮第 1 次，取出药液；再加温水适量，进行第 2

次煎煮，取出药液。将 2 次药液混匀，旋转蒸发器，

得生药含量为 1.5 g·mL-1 的汤剂。腺嘌呤（成都普

利斯生物科技有限公司，DST190701-013）；左卡尼

汀口服液（东北制药集团沈阳第一制药有限公司生

产，H19990372）。
DNA 提取试剂盒，琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂

盒，TaKaRa Taq Hot Start DNA 聚合酶，重亚硫酸盐

DNA 甲基化试剂盒［天根生化科技（北京）有限公

司 ，批 号 分 别 为 DP304-02，DP209，DR007A，

151012343］；线粒体膜电位试剂盒［爱必信（上海）
生物科技有限公司，批号 abs9103］；苏木素 -伊红

（HE）试剂盒（武汉塞维尔生物科技有限公司，批号

G1001）；TRIzol 裂解液［赛默飞世尔科技（中国）有
限公司，批号 15596026］；荧光染料（SYBR Green

Master Mix，南京诺唯赞生物科技有限公司，批号

Q111-02）；兔多抗甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH，

杭州贤至生物科技有限公司，批号 AB-P-R001）；兔
多抗 VDAC2，兔多抗 PKA（江苏亲科生物科技有限

公司，批号分别为 AF5397，AF7746）；辣根过氧化物

酶（HRP）标记羊抗兔二抗（武汉博士德生物科技有

限公司，批号 BA1054）；SYBR 实时荧光定量聚合酶

链式反应（Real-time PCR）试剂，蛋白裂解液，超敏

发光液（ECL）（北京索莱宝生物科技有限公司，批号

分别为 QPK-201，R0010，PE0010）。
1.3 仪器 CR21G 型冷冻高速离心机（日本日立公

司）；DYCZ-40 型电转仪（北京六一仪器厂）；5900 型

Real-time PCR 仪（美国 ABI 公司）；E100 型显微镜

（日本尼康公司）；NikonDS-U3 成像系统（日本尼康

公司）；FACSCalibur 型流式细胞仪（美国 BD 公司）；
EDC-810 型 Real-time PCR 仪（东胜创新生物科技有

限公司）；KZ-III-F 型高速低温组织研磨仪（武汉赛

维尔生物科技有限公司）；WLJY-9000 型伟力彩色

精子质量检测系统（北京伟力科技公司）。
2 方法

2.1 动物造模、分组及给药 将 SPF 级 40 只 SD 雄

性大鼠，适应性喂养 7 d 后，随机数字法分为空白

组，模型组，左卡尼汀组，疏肝补肾毓麟汤高、低剂

量组，每组 8 只。腺嘌呤与阿拉伯胶干粉按 1∶10 的

比例，配制成 50 g·L-1质量浓度腺嘌呤溶液（阿拉伯

胶干粉为助溶剂）。空白组除外，其余组给予腺嘌

呤（0.05 g·kg-1）灌胃（ig）14 d，复制少弱精症大鼠模

型，精子活力下降为模型成功标准［13］。造模结束

后，阳性药组给予左卡尼汀（0.27 g·kg-1）ig；疏肝补

肾毓麟汤大鼠给药剂量根据参考文献［6］临床给药

剂量，按照体表面积换算，设计高、低剂量组（32.4，

8.1 g·kg-1），低剂量为临床等效剂量；疏肝补肾毓麟

汤按 10 mL·kg-1 胃容量 ig，连续 4 周。空白组、模型

组 ig 等体积生理盐水。

2.2 全自动精子分析仪检测精子活力 2% 戊巴比

妥钠（0.035 g·kg-1）麻醉大鼠，取附睾头，放置于

37 ℃预热磷酸盐缓冲液（PBS）中，37 ℃水浴锅孵育

1 h，制备精子悬液，200 目筛过滤，分离精子与组织

残片然后进行精子的密度和活动率分析。

2.3 HE 染色观察睾丸形态评估生精功能 取左侧

睾丸，4% 多聚甲醛固定液固定 48 h 后；梯度乙醇脱

水；二甲苯 1 h 进行透明；浸蜡 1 h，包埋；4 μm 切片

后，脱蜡，HE 染色，脱水，透明，中性树胶封片，光镜

观察并拍照。每例标本镜下随机观察 10 个曲细精

管断面，分别测定曲细精管内径 D，管周膜厚度 M，

管壁生殖细胞层数 P，生殖细胞成熟程度 S，每个项

目按 0~5 分评分，满分为 20 分，总分为 TMS［14］：曲细

精管内径 D（130≤D<160 μm）5 分，轻度缩小（100≤
D<130 μm）4 分，中度缩小（75≤D<100 μm）3 分，明

显缩小（50≤D<75 μm）2 分，重缩小（25≤D<50 μm）
1 分，<25 μm 为 0 分；管周膜厚度 M：正常 <3 μm

（5 分），轻 度 增 生（3≤M<5 μm）4 分 ，中 度 增 生
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（5≤M<7 μm）3 分，明显增厚（7≤M<10 μm）2 分，严

重增厚（10≤M<13 μm）1 分，>13 μm 为 0 分；管壁生

殖细胞层数 P：>4 层（5 分），3~4 层（4 分），2~3 层

（3 分），1~2 层（2 分），1 层（1 分），0 层（0 分）；生精细

胞成熟程度 S：成熟精子（5 分），阻滞在精子细胞阶

段（4 分），阻滞在次级精母细胞（3 分），初级精母细

胞（2 分），精原细胞（1 分），仅有支持细胞（0 分）。
2.4 JC-1 法检测精子线粒体膜电位差 取附睾头，

放置于 37 ℃预热 PBS，37 ℃水浴锅孵育 1 h，200 目

筛过滤，制备精子悬液。采用血红细胞计算器，光

镜下计算调整精子悬液浓度为 1×106 个/mL，备用。

取精子悬液 0.5 mL，严格按照 JC-1 线粒体膜电位试

剂盒试剂配置样本，使待测细胞均匀悬浮，37 ℃，

5%CO2 的培养箱中培育 15 min，Buffer 液清洗 2 次，

第 2 次悬浮细胞，流式细胞仪上机测试。

2.5 亚硫酸氢盐测序法检测睾丸组织 VDAC2 基因

甲基化 使用 UCSU 网站 Genome Browser（http：//

genome.ucsc.edu/）选取 VDAC2 基因甲基化岛区域

为目标区域，使用利用甲基化设计的网站 Meth

Primer（http：//www. urogene. org/cgi-bin/methprimer/

methprimer.cgi1），在线设计。引物序列为 VDAC2

M：上 游 5'-GTTTAGATTTAGTAGAGGAGGACG-

3'，下 游 5'-GATATACCCCGCAAAATCAC-3'，长 度

178 bp；VDAC2 U：上 游 5'-AGTTTAGATTTAGTA

GAGGAGGATG-3'，下 游 5'-AAACAATATACCCCA

CAAAATCAC-3'，长度 183 bp。

取 睾 丸 组 织 50 mg，加 入 TRIzol 1 mL 提 取

DNA，超微量分光光度计测定 DNA 浓度。取 DNA

样本 20 μL，使用试剂盒重亚硫酸盐转换。引物

10 μmol·L-1，甲基化回收产物 1.5 μL，按比例配置

40 μL 反应体系，进行 PCR 扩增，反应条件为预变性

95 ℃，5 min；40 次循环体系（95 ℃变性 30 s；55 ℃

退火 30 s）；末段 72 ℃延伸 5 min；16 ℃降温 2 min。

最终产物电泳。发生甲基化的胞嘧啶（M）能被转化

为尿嘧啶（U），说明甲基化程度增强，取电泳条带灰

度值，采用尿嘧啶（U）灰度值/胞嘧啶（M）灰度值+

尿嘧啶（U）灰度值评估基因甲基化程度。

2.6 Real-time PCR 检测睾丸组织 VDAC2 mRNA

表达 取睾丸组织 50 mg，加 TRIzol 1 mL 提取总

RNA，超微量分光光度计测定 RNA 浓度。采用第

一链 cDNA 合成试剂盒将 RNA 转录为 cDNA，反应

条件：25 ℃反应 5 min，52 ℃反转录 15 min，83 ℃变

性 5 min，4 ℃退火 10 min。取 cDNA（5×稀释）4 μL

加入上、下游引物各 0.2 μL 进行 Real-time PCR 检

测，循环程序参数为 93 ℃预变性 10 min；40 次循环

体系（95 ℃变性 10 s；60 ℃退火 30 s）。引物序列为

VDAC2 上游 5'-AACCTTGCTTGGACATCAGG-3'，

下 游 5'-CTTCCCGTCTACCAGAGCAG-3'，长 度

180 bp；GAPDH 上 游 5'-ATGGTGAAGGTCGG

TGTGAACG-3'，下游 5'-CGCTCCTGGAAGATGGT

GATGG-3'，长度 233 bp，引物由武汉塞维尔生物科

技有限公司提供。绘制扩增曲线溶解曲线，结果采

用 2-ΔΔCt计算分析。

2.7 免疫荧光法检测睾丸 VDAC2 蛋白的表达 取

包埋好的蜡块，4 μm 切片，用 3%H2O2溶液室温封闭

10 min，PBS 冲洗，0.01% 枸橼酸盐缓冲液微波抗原

修复，37 ℃，22 min，避光孵育、封闭后，加 1∶200 稀

释后的 VDAC2 抗体 4 ℃冰箱过夜后取出，PBS 冲

洗，兔抗羊二抗孵育，DAB 显色之后，封片，荧光显

微镜拍照，利用 Image Pro Plus 5 图像分析样本平均

荧光强度。

2.8 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测检测睾丸

组织 PKA 蛋白表达 取睾丸组织 50 mg，RIPA 裂解

液 1 mL 提取蛋白，BCA 法检测蛋白浓度。取蛋白

样本 50 μL 上样、转膜、封闭后，分别加入鼠多抗

PKA（1∶200），GAPDH 抗体（1∶1 000），4 ℃孵育过

夜；再次洗涤、加入兔抗羊二抗、孵育、洗膜等处理

后，用超敏 ECL 发光液显影，成像系统成像，Image J

软件分析条带灰度值。各组条带灰度值/GAPDH 灰

度值作为 PKA 蛋白的相对表达量。

2.9 ELISA 检测睾丸组织 cAMP 表达 取睾丸组

织 50 mg，加入 PBS（pH7.4）1 mL，冷冻高速匀浆，

4 ℃离心 20 min（3 000 r·min-1，离心半径 12 cm），收
集上清，BCA 蛋白浓度测定。取样本 50 μL，严格按

照 ELISA 试剂盒步骤操作，首先标准品的稀释、加

样加酶、温育、洗涤、显色、每孔加终止液 50 μL，终

止反应，450 nm 波长依序测量各孔的吸光度 A，根据

标准曲线，计算 cAMP 蛋白浓度。

2.10 统计学分析 实验数据采用 SPSS 21.0 软件

分析，数据先进行正态及方差齐性检测，若两项皆

符合，运用单因素方差分析，若数据不符合正态分

布或者方差不齐，用非参数检验。结果用 x̄ ± s 表

示，P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对大鼠精子活力的影响 与空白组比较，模型

组精子密度、活动率显著减少或减弱（P<0.01）；与模

型组比较，左卡尼汀组、疏肝补肾毓麟汤高、低剂量

组精子密度、活动率均显著性增多或增强（P<0.01）；
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与左卡尼汀组比较，疏肝补肾毓麟汤低剂量组精子

密度、活动率显著降低（P<0.01）。见表 1。

3.2 对大鼠睾丸组织病理形态及生精功能的影响

空白组睾丸组织内可见结构清晰的呈椭圆形的

曲细精管，形状规整，上皮丰满，管腔内有不同发育

阶段的生精细胞层次分明排列有序，成条索状，管

中央可见精子；模型组睾丸组织曲细精管轮廓塌陷

不成椭圆形，萎缩、变形，管腔内各级生精细胞排列

紊乱稀疏，数量明显减少，管中央不见精子可见少

量脱落上皮细胞；高剂量组睾丸组织可以见到曲细

精管，部分结构较为清晰，形状较规整，其上皮丰满

且管腔中的生精细胞数量很少，且排列较为紊乱，

管中央可见精子；低剂量组睾丸组织内可见少量结

构较为清晰完整的曲细精管，形状不规整，其管腔

中的生精细胞大多排列循序较为紊乱，数量明显减

少，管中央可见少量精子；左卡尼汀组睾丸组织曲

细精管生精上皮细胞排列较疏松，生精细胞脱离基

底部向管腔移动，曲细精管壁各层稍紊乱，支持细

胞和生精细胞呈分离状，管腔内精子减少。见图 1。

与空白组比较，模型组大鼠生精功能显著降低

（P<0.01）；与模型组比较，左卡尼汀组、疏肝补肾毓

麟汤高、低剂量组大鼠生精功能显著升高（P<0.01）；
与左卡尼汀组比较，疏肝补肾毓麟汤高剂量组大鼠

生精功能显著升高（P<0.01）。见表 2。

3.3 对大鼠精子线粒体膜电位差的影响 与空白

组比较，模型组大鼠线粒体膜电位差显著降低（P<

0.01）；与模型组比较，左卡尼汀组、疏肝补肾毓麟汤

高 、低 剂 量 的 线 粒 体 膜 电 位 差 皆 显 著 升 高（P<

0.01）；与左卡尼汀组比较，疏肝补肾毓麟汤低剂量

组线粒体膜电位差显著降低（P<0.01）。见表 3。

3.4 对 大 鼠 睾 丸 组 织 VDAC2 基 因 甲 基 化 及

VDAC2 mRNA 的影响 与空白组比较，模型组

VDAC2 基因甲基化及 VDAC2 mRNA 表达均显著

降低（P<0.01）；与模型组比较，左卡尼汀组、疏肝补

肾毓麟汤高、低剂量组显著升高（P<0.01）；与左卡尼

汀组比较，疏肝补肾毓麟汤低剂量组的 VDAC2 指

标显著降低（P<0.01）。见表 4。

MSP 法检测睾丸组织 VDAC2 基因甲基化结果

表 1 疏肝补肾毓麟汤对大鼠精子密度和活动率的影响（x̄± s，n=8）

Table 1 Effect of Shugan Bushen Yulin decoction（SBYD）on

sperm density and motility of rats（x̄± s，n=8）

组别

空白

模型

左卡尼汀

疏肝补肾毓麟

剂量/g·kg-1

0.27

32.4

8.1

精子密度

/1×106个/mL

55.48±3.09

17.54±1.681）

50.79±2.352）

50.97±1.982）

31.09±1.362，3）

精子活动率

/%

46.47±1.23

24.05±1.741）

42.53±2.072）

43.19±1.782）

35.63±2.612，3）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01；与左卡尼

汀组比较 3）P<0.01（表 2，3，5 同）。

A. 空白组；B. 模型组；C. 左卡尼汀组；D. 疏肝补肾毓麟汤高剂量组；E. 疏肝补肾毓麟汤低剂量组（图 3，4 同）
图 1 疏肝补肾毓麟汤对大鼠睾丸组织形态的影响（HE，×100）
Fig. 1 Effect of SBYD on testis histopathological changes in rats（HE，×100）
表 2 疏肝补肾毓麟汤对大鼠生精功能的影响（x̄± s，n=8）

Table 2 Effect of SBYD on spermatogenic function in rats（x̄± s，n=8）

组别

空白

模型

左卡尼汀

疏肝补肾毓麟

剂量/g·kg-1

0.27

32.4

8.1

D/μm

145.23±12.34

117.34±10.181）

140.79±12.282）

143.54±11.472）

139.09±14.552）

M/μm

3.21±0.24

3.16±0.31

3.23±0.42

3.19±0.18

3.21±0.33

P/分

5.00±0.00

1.23±0.121）

2.12±0.452）

3.72±0.222）

3.21±0.322）

S/分

5.00±0.00

1.09±0.121）

1.78±0.112）

3.21±0.212，3）

2.78±0.132）

TMS/分

19.75±0.46

12.50±1.191）

14.12±1.132）

16.75±1.392，3）

15.88±1.642）
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显示，空白组的条带较暗，显示阳性表达降低，其甲

基化程度较低；模型组条带明亮，显示阳性表达增

强，其甲基化程度明显。与空白组比较，模型组、睾

丸组织 VDAC2 基因甲基化显著增强（P<0.01）；与
模型组比较，左卡尼汀组、疏肝补肾毓麟汤高剂量

组显著降低（P<0.01），疏肝补肾毓麟汤低剂量组明

显降低（P<0.05）；与左卡尼汀组比较，疏肝补肾毓麟

汤低剂量组显著增强（P<0.01）。见图 2，表 4。

3.5 对大鼠睾丸组织 VDAC2 蛋白表达的影响 空

白组 VDAC2 蛋白荧光反应物沉积物主要呈线性点

片状沿细胞膜表面排列，与空白组平均荧光强度

（52.54±3.84）比 较 ，各 组 荧 光 强 度 显 著 降 低（P<

0.01）；与 模 型 组（25.85±4.36）比 较 ，左 卡 尼 汀 组

（44.87±2.74），疏肝补肾毓麟汤高（42.16±1.56），低
（31.75±1.74）剂量组荧光强度显著增加（P<0.01）；
与左卡尼汀组比较，疏肝补肾毓麟汤低剂量组荧光

强度明显降低（P<0.05）。见图 3。

3.6 对大鼠睾丸组织 cAMP/PKA 信号通路的影响

Western blot 检测睾丸组织 PKA 蛋白表达结果显

示，与空白组比较，模型组 PKA 蛋白表达显著降低

（P<0.01）；与模型组比较，左卡尼汀组、疏肝补肾毓

麟汤高、低剂量 PKA 蛋白表达显著升高（P<0.01）；
与左卡尼汀组，疏肝补肾毓麟汤低剂量组 PKA 蛋白

1，2. 空白组 M，U；3，4. 模型组 M，U；5，6. 左卡尼汀组 M，U；7，8. 疏

肝补肾毓麟汤高剂量组 M，U；9，10. 疏肝补肾毓麟汤低剂量组 M，U

图 2 大鼠睾丸组织 VDAC2基因甲基化电泳

Fig. 2 Electrophoretic of Vdac2 gene methylation detected in

testicular of rats

表 3 疏肝补肾毓麟汤对大鼠精子线粒体膜电位差的影响（x̄± s，

n=8）

Table 3 Effect of SBYD on sperm mitochondrial membrane

potential difference in rats（x̄± s，n=8）

组别

空白

模型

左卡尼汀

疏肝补肾毓麟

剂量/g·kg-1

0.27

32.4

8.1

线粒体膜电位差

43.30±1.56

13.40±0.781）

34.36±0.842）

33.44±1.082）

22.26±0.932，3）

表 4 疏肝补肾毓麟汤对大鼠睾丸组织 VDAC2 基因甲基化及

VDAC2 mRNA的影响（x̄± s，n=8）

Table 4 Effect of SBYD on methylation of VDAC2 gene and

Vdac2 mRNA in testicular of rats（x̄± s，n=8）

组别

空白

模型

左卡尼汀

疏肝补肾毓麟

剂量/g·kg-1

0.27

32.4

8.1

VDAC2 基因

甲基化

0.35±0.02

0.69±0.111）

0.38±0.073）

0.55±0.092，4）

0.33±0.043）

VDAC2 mRNA

1.00±0.00

0.31±0.051）

0.84±0.133）

0.76±0.033）

0.50±0.053，4）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；

与左卡尼汀组比较 4）P<0.01。

红色荧光 . VDAC2 蛋白表达；蓝色荧光 . DAPI显示精子细胞核

图 3 疏肝补肾毓麟汤对睾丸组织 VDAC2蛋白的影响（免疫荧光，×200）
Fig. 3 Effect of SBYD on VDAC2 proteins expression in testicular of rats（IF，×200）
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表达显著降低（P<0.01）。见图 4，表 5。

ELISA 检测睾丸组织 cAMP 含量结果比较显

示，与空白组比较，模型组的 cAMP 含量显著降低

（P<0.01）；与模型组比较，左卡尼汀组、疏肝补肾毓

麟汤高、低剂量的 cAMP 含量均显著升高（P<0.01）；
与左卡尼汀组，疏肝补肾毓麟汤低剂量组的 cAMP

含量则显著降低（P<0.01）。见表 5。

4 讨论

“肾藏精、主生殖”，故少弱精症病位在肾，补肾

填精法是最基本大法。肾阳亏虚，相火衰微，不能

温煦精子；肾阴不足，精血无源，则精室空虚；肾气

不足，推动能力降低，肾精化生无源。随着社会发

展，人们生活方式改变，弱精症形成原因日渐复杂，

因此，在补肾填精基础上又佐以清热利湿、活血化

瘀、补脾益气、疏肝解郁等方法治疗［15］。现阶段，人

们处于高压生活方式下，焦虑呈常态化，情志对精

子质量影响日显突出［16］。“肝主疏泄，条畅情志”，故

疏肝在治疗男性不育症中运用越来越受重视。肝

主疏泄正常，则肝气调达、肝血充足，则冲任得以协

调，男子生育正常［17］。疏肝补肾毓麟汤是全国名老

中医周安方教授的经验方，顾名思义，此方为疏肝

补肾法治疗男性不育之方。疏肝乃疏肝解郁，行气

活血之意；补肾乃补肾阴阳，补气补血之意；毓为

育、生、养之意，麟为古之四灵之一的麒麟，麒麟在

民间有送子之说，故毓麟乃生育孩子之意［18］。

疏肝补肾毓麟汤由刺蒺藜、郁金、仙茅、生地

黄、当归、菟丝子、熟地黄、巴戟天、淫羊藿、黄芪、肉

苁蓉、枸杞子、鹿角胶、党参、川芎等组成。方中刺

蒺藜入足厥阴肝经，疏肝解郁，行气活血，鹿角胶温

肾壮阳，益精填髓，二者配伍，共为君药，条畅肝气，

充盈肾精；郁金、川芎行气开郁，与刺蒺藜相伍，加

强疏散气机郁滞之功，仙茅、淫羊藿、肉苁蓉、巴戟

天温补肾阳，加强提振肾阳之效，共为臣药；佐以黄

芪、党参峻补元气，当归、生地黄滋补营血，使气血

和合。全方并补肝肾与气血，补泻与阴阳齐调，提

高精子活力。临床运用表明，疏肝补肾毓麟汤具有

改善精子质量提高精子活力的作用［6］。

线粒体是产生 ATP 的主要产所，线粒体膜电位

正常是维持氧化磷酸化产生 ATP 的先决条件［19］。

在精子中，线粒体主要位于精子鞭毛中段，所产生

的 ATP 为精子活动提供能量，因此，线粒体膜电位

已经做为评估男性生育力的临床指标［20］。精子线

粒体膜电位与精子活力、存活率和受精能力呈正相

关［21］。VDAC2 是线粒体外膜上的通道蛋白，具有

传递能量和代谢产物的作用，能直接调节线粒体功

能。研究发现，精子活力受到 VDAC2 mRNA 变化

的影响，且特异性抗体阻断 VDAC2 时精子运动能

力显著降低，提示 VDAC2 表达与精力活力密切相

关［22］。现阶段，男性不育与表观遗传相关度越来越

受关注，有研究显示，VDAC2 基因启动子区高水平

的甲基化可能通过抑制 VDAC2 mRNA 的表达而引

发弱精子症［23］。 VDAC2 基因高甲基化导致转录

VDAC2 mRNA 降 低 ，而 mRNA 降 低 直 接 影 响

VDAC2 蛋白翻译水平，因此，VDAC2 基因高甲基化

可导致 VDAC2 蛋白减少。VDAC2 蛋白减少直接

降低线粒体 Ca2+跨膜转运［24］。研究显示，Ca2+直接

激活腺苷酸环化酶，催化 ATP 转化为 cAMP 来活化

PKA，PKA 使其底物蛋白发生酪氨酸磷酸化，来启

动并维持精子的前向运动［25］。

本研究结果显示，少弱精症模型大鼠给予疏肝

补肾毓麟汤治疗后，精子线粒体膜电位明显上调，

精子密度、活动率明显提高；表明疏肝补肾毓麟汤

具有保护精子线粒体功能，提高精子活力的作用。

深入探讨机制发现，疏肝补肾毓麟汤能降低弱精子

症模型大鼠睾丸组织 VDAC2 基因高甲基化，促进

VDAC2 蛋白表达，升高睾丸组织中 cAMP 水平，上

调 PKA 蛋白的表达；表明疏肝补肾毓麟汤提高精子

活力的机制是降低 VDAC2 基因高甲基化，促进

VDAC2 蛋白表达，增强线粒体功能，通过 cAMP/

PKA 通路影响精子活力。

疏肝补肾毓麟汤作为中药复方，具有多靶点、

表 5 疏肝补肾毓麟汤对大鼠睾丸组织 cAMP/PKA 信号通路的影

响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of SBYD on cAMP/PKA signaling in rats testicular

（x̄± s，n=3）

组别

空白

模型

左卡尼汀

疏肝补肾毓麟

剂量/g·kg-1

0.27

32.4

8.1

PKA/GAPDH

0.64±0.06

0.13±0.021）

0.49±0.062）

0.45±0.052）

0.23±0.032，3）

cAMP/ng·L-1

476.52±6.78

341.34±16.281）

423.26±13.462）

414.78±13.432）

373.32±5.212，3）

图 4 大鼠睾丸组织 PKA蛋白表达电泳

Fig. 4 Electrophoresis of PKA proteins in testicular of rats
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多调节方式的特点，本研究的结果只能说明此方提

高肝郁肾虚型弱精子症大鼠的精子活力，可能与降

低 VDAC2 的 DNA 甲 基 化 水 平 ，部 分 恢 复 了

VDAC2 蛋白作为能量和代谢物质的传递通道的功

能有关，而 cAMP/PKA 信号通路是否为直接作用靶

点以及是否其他通路存在相应的差异性改变，需要

进一步讨论。此外，针对甲基化调控 VDAC2 基因

表达的机制，尚需进一步研究。
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