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等功能 ,还具有镇静镇痛、抗肿瘤、抗氧化和免疫调

节等作用[1 ]。最近研究表明 ,MLT具有高亲脂性和

部分亲水性 ,可弥散穿透各种生理屏障 ,在细胞膜、

细胞质和细胞核中均发挥强大的抗氧化作用[2 ]。近

年来 ,MLT抗氧化特性也亦受到男科学研究者的重

视[3 ]。本研究观察了活性氧 (ROS)对精子线粒体的

氧化损伤效应和MLT的保护作用。

1　材料与方法

1. 1　试剂　Earle 液、人血清白蛋白、硝基四氮唑蓝

(NBT) 、二甲基亚砜、MLT和荧光探针 Rhodamine 123

(Rh123)均为 Sigma公司产品 ;琥珀酸钠购于北京双

环化学试剂厂 ;其余试剂购于南京化学试剂采购供

应站 ,均为分析纯。

1. 2 　仪器 　Olympus BH22 型相差显微镜 ; Nikon

E400型荧光显微镜 ;流式细胞仪 (美国 BD 公司

FACSCalibur型) 。

1. 3　正常精子模型制备　按文献[4 ]介绍的方法制

备。制备好的精子调整密度为 20 ×106/ ml ,即为本

实验所需要的精子模型。

1. 4　实验分组及检测

1. 4. 1 　实验分组与处理 　将处理好的精子悬液 1

式 4份 ,每份0. 5 ml ,分成 4 组 : A 组 ,精子悬液 ;B

组 ,精子悬液 + MLT(终浓度为 6 mmol/ L) ;C组 ,精子

悬液 +次黄嘌呤 (终浓度为 1 mmol/ L) +黄嘌呤氧化

酶 (终浓度为 50 mU/ ml) ;D组 ,精子悬液 + MLT(终

浓度为 6 mmol/ L) +次黄嘌呤 (终浓度为 1 mmol/ L)

+黄嘌呤氧化酶 (终浓度为 50 mU/ ml) 。在 37 ℃,有

氧环境中孵育 30和 60 min后 ,离心 ,洗涤 ,再用培养

液悬浮到原体积。

1. 4. 2　精子线粒体 SDH检测　按文献[5]介绍的方

法进行精子线粒体 SDH检测。精子颈部 (线粒体所在

部位)有蓝紫色颗粒沉着 ,即为精子 SDH阳性(图 1)。

1. 4. 3　精子线粒体膜电位 (MMP)检测　Rh123首先

用蒸馏水配成 1 mg/ ml 的贮备液 ,然后按 1×106/ ml

细胞加 10μl ,使终浓度为 10μg/ ml ,37 ℃孵育 30

min ,然后用 PBS洗 2次 ,上流式细胞仪检测 (激发峰

488 nm ,发射峰 525 nm) 。测定数据按 FACS2Calibur

配置的软件进行数据处理。所有检测均在 60 min内

完成。

1. 5　统计学分析　采用 SAS软件对各组数据进行

方差分析 (ANOVA) ,比较 4个实验组每两组之间的

均数差异。

图 1　精子 SDH染色结果 (×1000)

Figure 1. Results of sperm SDH staining(×1000)

2　结果

2. 1 　各组精子线粒体 SDH检测结果 　见表 1。A

和 B组精子线粒体 SDH阳性率在 30和 60 min时均

无显著性差异 ( P > 0. 05) ; C组精子在 30 min 时 ,

SDH阳性率急剧降低 ,而在 60 min时 ,其线粒体 SDH

均未着色 ;D组精子线粒体 SDH阳性率在 30 min时

与 A、B两组有显著性差异 ( P < 0. 05) ,而在 60 min

时 ,其精子线粒体 SDH阳性率与 A、B 两组相比 ,差

异有极显著性 ( P < 0. 01) 。

表 1　孵育 30和 60 min时各组精子线粒体 SDH检测结果 ( x

±s , %)

Table 1. Results of the measurement of sperm mitochondria SDH af2

ter 30 and 60 minutes incubation( x±s , %)

Group
Incubation time

30 min　　 60 min　　

A 88. 67±2. 35 86. 42±2. 23

B 86. 83±3. 56 84. 58±2. 56

C 9. 25±3. 67 3 3 　　　0 3 3

D 80. 83±2. 92 3 48. 00±4. 65 3 3

与 A组相比 , 3 : P < 0. 05 , 3 3 : P < 0. 01

Compared with Group A , 3 : P < 0. 05 , 3 3 : P < 0. 01

2. 2　各组精子MMP检测结果　见表 2和图 2～4。

A和 B组精子MMP在 30和 60 min时均无显著性差

异 ( P > 0. 05) ; C组与 A、B 和 D组相比 ,精子 MMP

在 30和 60 min 时均显著下降 ,而 MLT可显著减缓

ROS所致的精子MMP下降。

3　讨论

在众多男性不育的病因中 ,因脂质过氧化作用
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与

典

型

的

抗

氧

化

物

如

V

C

、

V

E

和

G

S

H

不

同

,

作

为

电

子

供

体

,

典

型

的

抗

氧

化

物

经

历

了

氧

化

还

原

循

环

,

因

而

,

他

们

具

有

促

进

与

阻

止

氧

化

反

应

的

能

力

。

而

ML

T

作为一

种

富

含

电

子

的

分

子

,

可

以

通

过

一

个

加

成

反

应

与

R

O

S

作

用

形

成

几

种

稳

定

的

终

末

产

物

从

尿

中

排

出

,

不

经

历

氧

化

还

原

循

环

,

因

而

不

促

进

氧

化

反

应

。

ML

T

清

除R

O

S

的

能

力

不

是

以

摩

尔

对

摩

尔

的

比

例

,

如

1

个

ML

T

分

子

可

清

除

2

个

·

H

O

分

子

。

此

外

,

ML

T

的

代

谢

产

物

,

如

ML

T

与

R

O

S

作

用

时

被

产

生

的

N

1

2

a

c

e

t

y

l2

N

2

2

f

o

r

m

y

l25

2

m

e

t

h

o

x

y

k

y

n

u

r

a

m

i

n

e

,

N

2

a

c

e

t

y

l25

2

m

e

t

h

o

x

y

k

y

n

u

r

a

m

i

n

e

和

6

2

h

y

2

d

r

o

x

y

2

m

e

l

a

t

o

n

i

n

,

也

被

认

为

是

有

效

的

R

O

S

清

除

剂

。

ML

T

和

它

的

代

谢

产

物

连

续

清

除

R

O

S

的

能

力

可

以

被

定

义

为

一

种

清

除

级

联

反

应

。

ML

T

也

与

V

C

、

V

E

和

G

S

H

协

同

作

用

清

除

R

O

S

。

因

此

,

ML

T

是

目

前

已

知

的

最

有

效

的

抗

氧

化

物

之

一

[

1

2

]

。

O

n

e

r

2

I

y

i

d

o

g

a

n

等

[

1

3

]

研

究

证

实

,

ML

T

可

明

显

降

低

急

性

或

慢

性

乙

醇

中

毒

大

鼠

睾

丸

脂

质

过

氧

化

水

平

。

K

a

r

b

ow

ni

k

等

[

1

4

]

也

发

现

,

ML

T

及

其

相

关

的

一

些

吲

哚

类

物

质

,

可

以

对

抗

仓

鼠

睾

丸

中

发

生

的

自

然

氧

化

和

铁

诱

导

的

脂

质

过

氧

化

作

用

。

体

外

实

验

也

表

明

ML

T

可

抑

制

实

验

条

件

下

诱

导

的

精

子

膜

脂

质

过

氧

化

作

用

[

3

]

。本

文

研

究

也

表

明

,

ML

T

具

有

保

护

精

子

线

粒

体

对
抗

R

O

S

攻

击

的

作

用

。

精

子

线

粒

体

是

提

供

精

子

运

动

的

能

量

源

泉

,

其

结

构

与

功

能

的

改

变

,

必

然

影

响

到

精

子

的

运

动

能

力

。

S

D

H

是

三

羧

酸

循

环

中

一

个

重

要

的

关

键

酶

,

它

位

于

线

粒

体

内

,

可

催

化

琥

珀

酸

转

变

为

延

胡

索

·

6

0

6

· 中
华

男
科

学
杂

志
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年
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