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基于死亡受体途径探讨“秩边透水道”针法

对弱精子症小鼠生殖功能的影响
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　　摘要：目的 通过观察“秩边透水道”针法对弱精子症小鼠睾丸组织死亡受体途径上关键因子的影响，探析针刺对小

鼠生殖功能的改善作用。方法 将 30 只 C57BL/6 雄性小鼠随机分成空白组、模型组和针刺组（各 1 0 只）。空白组给予
等体积的 0.9%氯化钠溶液灌胃，模型组和针刺组小鼠给予环磷酰胺（50 mg·kg -1·d -1）腹腔注射 5 d，造模完成后针
刺组小鼠给予“秩边透水道”连续针刺治疗 2 周，每日 1 次，每次 20 min，其余两组只进行固定，治疗完成次日进行取材。
日常观察小鼠的一般情况并记录体质量变化，检测小鼠睾丸、附睾指数以及精子质量，通过酶联免疫吸附法（enzyme -
linked immunosorbent assay，ELISA）检测血清中睾酮（testosterone，T）、促卵泡生成素（follicle -stimulating hormone，FSH）、
促黄体生成激素（luteinizing hormone，LH）含量，苏木素-伊红（hematoxylin -eosin，HE）染色观察睾丸组织病理形态，脱
氧核苷酸转移酶 dUTP末端标记（terminal deoxynucleotidyl transferase -mediated dUTP nick -end labeling，TUNEL）染色观
察睾丸组织细胞凋亡情况，实时荧光定量反转录聚合酶链反应（real -time PCR，RT -PCR）法和免疫印迹法（western
blot，WB）分别检测睾丸组织 Fas细胞表面死亡受体（fas cell surface death receptor，Fas）、FasL、肿瘤坏死因子 α（tumour
necrosis factor alpha -like，TNF -α）、TNFR1、肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（tumor necrosis factor -related apoptosis -
inducing ligand，TRAIL）、死亡受体 5（death receptor 5，DR5）、半胱氨酸蛋白酶（cysteine -aspartic acid protease，Caspase）-
8、Caspase -3 mRNA和蛋白表达变化；免疫荧光法检测睾丸组织 cleaved Caspase -3 和多聚 ADP 核糖聚合酶［poly
（ADP -ribose）polymerase，PARP］阳性表达。结果 与空白组比较，模型组小鼠体质量减轻（P<0.01），睾丸、附睾质量
和系数下降（P<0.01），精子总数、精子活力和精子活率下降（P<0.01），血清 T、FSH 和 LH 含量下降（P<0.01），睾丸
和附睾组织病理形态变差，阳性细胞凋亡量提高（P<0.01），FasL、Fas、TNF -α、TNFR1、FADD、Caspase -8、Caspase -3
mRNA和蛋白表达水平提高（P<0.01，P<0.05），TRAIL、DR5 mRNA 和蛋白表达水平差异无统计学意义（P>0.05），
Cleaved Caspase -3 和 PARP阳性表达量提高（P<0.01）。与模型组比较，针刺组小鼠治疗后体质量无明显变化（P>
0.05）；睾丸、附睾质量和系数提高（P<0.01）；精子总数、精子活力和精子活率提高（P<0.01），血清 T、FSH和 LH 含量
提高（P<0.01），睾丸和附睾组织病理形态改善；阳性细胞凋亡量降低（P<0.01）；FasL、Fas、TNF -α、TNFR1、FADD、
Caspase -8、Caspase -3 mRNA和蛋白表达水平降低（P<0.01，P<0.05），TRAIL、DR5 mRNA 和蛋白表达水平差异无统
计学意义（P>0.05），cleaved Caspase -3 和 PARP阳性表达量降低（P<0.01）。结论 “秩边透水道”针法可以改善弱精

子症小鼠生精细胞凋亡，提高生殖功能，其机制可能与调节睾丸组织死亡受体途径上的关键因子有关。
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Abstract：Objective To investigate the protective effect of acupuncture on the reproductive function of mice by observing the
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effect of the “Zhibian（BL54）-to -Shuidao（ST28）”acupuncture method on key factors in the death receptor pathway of testic-
ular tissue in asthenospermia mice.Methods Thirty C57BL/6 male mice were randomly divided into a blank group，a model group
and an acupuncture group（n=10）.The blank group was given an equal volume of 0.9% sodium chloride solution by gavage，
while the model group and acupuncture group were given intraperitoneal injection of cyclophosphamide（50 mg·kg -1·d -1）for
5 days.After the completion of modeling，the acupuncture group were given continuous acupuncture treatment with “Zhibian
（BL54）-to -Shuidao（ST28）”for 2 weeks，once a day，20 minutes for each time.The other two groups were only fixed，and
the samples were taken the next day after treatment.In daily observations，the general condition of mice was assessed，and the
changes in body weight and testicular and epididymal indices were recorded.The sperm quality of the mice was evaluated.En-
zyme -Linked Immunosorbent Assay（ELISA）was used to measure the levels of testosterone（T），follicle -stimulating hormone
（FSH）and luteinizing hormone（LH）in the serum.Hematoxylin -Eosin（HE）staining was employed to examine the pathologi-
cal morphology of testicular tissue.Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling（TUNEL）staining was used to
observe cell apoptosis in testicular tissue.Fluorescent quantitative polymerase chain reaction（PCR）and Western blot were em-
ployed to assess changes in the mRNA and protein expressions of Fas cell surface death receptor（Fas），Fas ligand（FasL），tumor
necrosis factor alpha（TNF -α），TNF receptor 1（TNFR1），tumor necrosis factor -related apoptosis -inducing ligand（TRAIL），
death receptor 5（DR5），Caspase -8 and Caspase -3 in testicular tissue.Immunofluorescence staining was conducted to detect
the positive expressions of cleaved Caspase -3 and PARP in testicular tissue.Results Compared with the control group，the model
group exhibited a decrease in body weight of male mice（P<0.01），a decrease in testicular and epididymal mass and coefficients
（P<0.01），a decrease in total sperm count，sperm motility and sperm viability（P<0.01），a decrease in serum levels of testos-
terone（T），follicle -stimulating hormone（FSH）and luteinizing hormone（LH）（P<0.01），deterioration in the pathological mor-
phology of testicular and epididymal tissues，an increase in the number of positively stained apoptotic cells（P<0.01），an in-
crease in the mRNA and protein expression levels of FasL，Fas，TNF -α，TNFR1，FADD，Caspase -8 and Caspase -3（P<
0.01，P<0.05）.There was no significant difference in the expression levels of TRAIL，DR5 mRNA or protein（P>0.05），and
an increase in the expressions of cleaved Caspase -3 and PARP（P<0.01）.Compared to the model group，the acupuncture
group showed no significant change in body weight after treatment（P>0.05）.There was an increase in testicular and epididymal
mass and coefficients（P<0.01）.The levels of total sperm count，sperm motility and sperm viability increased（P<0.01）.The
serum levels of testosterone（T），follicle -stimulating hormone（FSH）and luteinizing hormone（LH）increased（P<0.01）.
There was an improvement in the pathological morphology of testicular and epididymal tissues，a decrease in the number of posi-
tively stained apoptotic cells（P<0.01），a decrease in the mRNA and protein expression levels of FasL，Fas，TNF -α，TNFR1，
FADD，Caspase -8 and Caspase -3（P<0.01，P<0.05）.There was no significant difference in the expression levels of
TRAIL，DR5 mRNA and protein（P>0.05）or decrease in the expression of cleaved Caspase -3 and PARP（P<0.01）.Conclu-
sion The “Zhibian（BL54）-to -Shuidao（ST28）”technique can improve spermatogenic cell apoptosis in oligospermia mice and
enhance reproductive function，and its mechanism may be associated with the regulation of key factors in the testicular tissue
death receptor apoptosis pathway.

Keywords：Zhibian（BL54）-to -Shuidao（ST28）；asthenozoospermia；acupuncture；death receptor pathway；exogenous ap-
optosis

　　不孕不育是世界上仅次于癌症和心血管疾病的第三大疾
病，流行病学研究表明，在所有不孕症病例中，约 50%的病例
与男性因素有关［1］。精子活力是保证正常受精的必要条件，

它能使精子从阴道迁移到输卵管并穿透卵子，进而与卵母细胞

结合并使其受精。精子活力的降低被称为弱精子症，是导致男

性不育最常见的原因之一，其特点是前向运动精子比率低于低

线以下（32%）或者精子总活率低于低线以下（40%）［2］。目前
该病的发病机制尚未明确，可能与自身免疫、感染、遗传等因素

相关［3］。除戒烟和减少酒精消耗等生活方式改变外［4］，促性

腺激素、皮质类固醇或抗氧化剂等药物是目前该病的主要治疗

策略［5］。然而以上治疗方法疗效有限，因此为了提高怀孕率，

许多人开始寻求补充和替代手段进行治疗。

针灸是补充和替代医学的重要组成部分，有研究表明针灸

可能通过促进局部血液循环、改善氧化应激损伤、提高精子质

量等方式帮助提高男性生育能力［6 -7］。“秩边透水道”针法来

源于内经，是从“秩边”穴向“水道”穴透刺使针感放射至前阴

部的一种针法，后经冀来喜教授规范和发展，目前已在多种生

殖疾病中得到广泛研究［8 -1 0］。死亡受体途径是一种外源性的

细胞凋亡途径，在维护生物体内稳态、免疫应答和清除受损细

胞方面具有重要作用［1 1 -1 2］。研究发现［1 2］，Fas 细胞表面死亡
受体（fas cell surface death receptor，Fas）/FasL等外源性凋亡关
键因子在精子生成、成熟过程中扮演重要角色，能通过调节生

殖细胞的增殖能力和分化程度进而影响精子的数量和活性。

因此，本研究基于死亡受体凋亡途径探讨“秩边透水道”针法

对弱精子小鼠生殖功能的保护机制，以期为“秩边透水道”的

临床推广提供实验室依据。
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1 　材料
1 .1 　动物　于北京斯贝福公司购买 30 只鼠龄为 6 ~7 周的
SPF 级健康雄性 C57BL/6 小鼠［动物生产合格证号：SCXK
（京）-201 9 -001 0］，体质量为（1 8 ±1）g，饲养于山西中医药
大学动物实验中心。饲养环境：温度为（25 ±2）℃、湿度为
55% ±5%、每日明暗交替为 1 2 h，饮水饮食自由，适应性喂养
1 周。本研究通过山西中医药大学实验动物伦理委员会批准，
伦理审查批件编号：No.AWE202303381。
1 .2　试剂　环磷酰胺（货号：HY -1 7420，美国 MCE）；睾酮
（testosterone，T）试剂盒（货号：MU30398）、促卵泡生成素（folli-
cle -stimulating hormone，FSH）试剂盒（货号：MU30265）、促黄
体生成激素（luteinizing hormone，LH）试剂盒（货号：MU30382）
（武汉贝茵莱）；苏木素-伊红（hematoxylin -eosin，HE）染色液
（货号：DH0006，北京雷根）；一步法脱氧核苷酸转移酶 dUTP
末端标记（terminal deoxynucleotidyl transferase -mediated dUTP
nick -end labeling，TUNEL）细胞凋亡检测试剂盒（货号：
G1 504）、核糖核酸（ribonucleic acid，RNA）提取液（货号：
G301 3）、实时荧光定量反转录聚合酶链反应（Real -time PCR，
RT -PCR）逆转录试剂盒（货号：G3337）、FasL 抗体（货号：
GB1 1 002）、肿瘤坏死因子 -α（tumour necrosis factor alpha，
TNF -α）抗 体 （货 号：GB1 1 1 88）、TNFR1 抗 体 （货 号：
GB1 1 5567）、肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（tumor necrosis
factor -related apoptosis -inducing ligand，TRAIL）抗体（货号：
GB1 1 41 3）、半胱氨酸蛋白酶（cysteine -aspartic acid protease，
Caspase）3 抗体（货号：GB1 1 767C）、Caspase -8 抗体（货号：
GB1 1 594）、cleaved Caspase -3 抗体（货号：GB1 1 532）、多聚
ADP核糖聚合酶［poly（ADP -ribose）polymerase，PARP］抗体
（货号：GB1 1 1 500）、β-肌动蛋白（beta -actin，β-actin）抗体
（货号：GB1 1 001）、CY3 标记山羊抗兔 IgG（货号：GB21 303，武
汉赛维尔）；Fas抗体（货号：1 3098 -1 -AP）、Fas 相关死亡结
构域蛋白（fas associated via death domain，FADD）抗体（货号：
1 4906 -1 -AP，武汉三鹰）；死亡受体 5（Death Receptor 5，
DR5）抗体（货号：A1 9043，武汉爱博泰克）。
1 .3　仪器　0.25 mm ×1 3 mm 一次性无菌针灸针（苏州华
佗），低温高速离心机（型号：Pico 21）、超低温冷冻储存箱（型
号：Forma 900，德国 Thermo Scientific 公司）；石蜡切片机（型
号：RM21 45）、超薄切片机（型号：Leica UC7，德国 LEICA）；凝
胶电泳仪（型号：PowerPac Basic）、凝胶成像分析仪（型号：
HOOD -Ⅱ，美国 BIO -RAD）；荧光显微镜（型号：ECLIPSE
Ci -S）（日本 Nikon）；酶标仪（型号：Spectra Max Plus384，美国
Molecular Devices）。
2　方法
2.1　分组与造模　适应性喂养 1 周后，采用随机数字表法将
小鼠随机分为空白组、模型组和针刺组（n =10）。每日上午对
模型组雄鼠给予腹腔注射环磷酰胺（50 mg·kg -1·d -1）诱导
弱精子症小鼠模型［1 3］；空白组注射等体积 0.9%氯化钠溶液，
共 5 d。当精子总数与活力较空白组下降且具有统计学意义则
判定模型制备成功［1 3］。

2.2　干预方法　针刺组：参照《针刺研究》提供的小鼠腧穴大

致范围并结合前期大鼠取穴经验和小鼠解剖学标志进行取

穴［1 4 -1 5］。每日下午固定小鼠，先将小鼠俯卧位固定四肢，然后

用 75%的酒精进行消毒，选用 0.25 mm ×1 3 mm一次性针灸针
分别从双侧“秩边”穴（小鼠臀部外侧，股骨大转子与第四荐骨

连线中点的骨性缝隙处）斜刺向其同侧“水道”穴（剑突至耻骨

联合上缘上 2/3 与下 1 /3 交界处下约 8 mm，正中线旁开约 3
mm），进针深度约 5 mm，不行提插捻转手法，20 min/次，1 次/
d，连续 2 周；空白组和模型组只进行固定，无其他干预。
2.3　组织取材　治疗结束次日，将各组小鼠经异氟烷麻醉后，
通过眼球摘除法进行采血，静置 2 h，3500 r/min条件下离心 1 5
min后，收集上方血清低温保存；然后脱颈处死，剪取小鼠睾丸
和附睾组织，部分置于固定液中避光保存，部分经液氮速冻后

置于-80 ℃条件下保存。
2.4　一般情况观察　日常记录小鼠精神状态、毛发、活动度变
化以及非正常行为表现，同时对入组时和治疗前后的体质量进

行记录。

2.5　睾丸和附睾指数检测　无菌剪取小鼠的睾丸和附睾组
织，剪除多余脂肪组织，吸除多余水分，称取双侧睾丸和附睾的

质量，并计算得出相应的脏器指数（两侧睾丸或附睾质量/末
次体质量）。

2.6　精子质量检测　取小鼠附睾置于培养皿中，加入适量
0.9%氯化钠溶液，用一次性无菌针头轻轻挑破附睾头，使精子
充分游离在培养皿中，37 ℃条件下孵育 5 min，然后将精子悬
液滴加在精子计数板上，通过精子分析软件进行精子质量

检测。

2.7　酶联免疫吸附法（enzyme -linked immunosorbent assay，
ELISA）检测小鼠血清 T、FSH和 LH含量　根据 ELISA 试剂盒
说明书依次将标准品、血清样本、样品稀释液添加到 96 孔板
中，然后进行封板、孵育、洗涤、显色等操作，最后利用酶标仪观

察记录各实验孔在 450 nm 波长处的吸光度值，并参照标曲计
算对应的 T、FSH和 LH浓度。
2.8　HE 染色法检测小鼠睾丸和附睾组织病理形态　将小鼠
睾丸和附睾组织固定 48 h，行常规脱水、透明、浸蜡、包埋后，制
备成 5 μm石蜡切片。将石蜡切片脱蜡至水，先将切片入苏木
素中染色 3 ~5 min，后进行梯度脱水，再入伊红中染色 5 min，
最后脱水封片，镜下观察睾丸和附睾病理改变。

2.9　TUNEL染色检测睾丸组织阳性细胞凋亡率　取睾丸组
织石蜡进行切片，逐级脱蜡至水，蛋白酶 K修复，破膜，室温平
衡，加反应液 37 ℃恒温箱孵育 1 h，用 4＇6 -二胺 -2 -苯基吖
啶（4＇，6 -diamidino -2 -phenylindole，DAPI）复染细胞核，抗荧
光淬灭封片剂封片，最后进行镜检拍照，计算阳性细胞凋亡率

（%）=凋亡细胞面积/总细胞面积×100%。
2.1 0　RT -PCR法检测睾丸组织 FasL、Fas、TNF -α、TNFR1、
TRAIL、DR5、FADD、Caspase -8、Caspase -3 mRNA表达　按试
剂盒说明书提取总 RNA，后将总 RNA 反转录合成 cDNA，并将
此 cDNA作为模板，进行 PCR扩增（设定条件为：95 ℃ ×30 s，
1 次循环；95 ℃ ×1 5 s，60 ℃ ×30 s，40 个循环）。反应结束后，
通过 PCR仪读取各个反应孔 Ct值，结果以 GAPDH为内参，通
过 2 -△△CT公式计算目的基因 mRNA相对表达量。引物由武汉
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赛维尔设计。见表 1。
表 1 　引物序列

基因 序列（5＇-3＇） 长度/（bp）

FasL F：CCTCTAAAGAAGAAGGACCACAACA 1 35
R：ACGGAGTTCTGCCAGTTCCTT

Fas F：GGCGGGTTCGTGAAACTGATA 96
R：GCTCAGCCTAGTTTTCAGGTTGG

TNF -α F：GTGCCTATGTCTCAGCCTCTTCTC 1 60
R：GTTTGTGAGTGTGAGGGTCTGG

TNFR1 F：GGAGAACCAGTTCCAACGCTAC 21 0
R：GGAGGTAGGCACAACTTCATACACT

TRAIL F：CAGCTTTAATTCCAATCTCCAAGG 200
R：CATCTTGGAAGCGTCTTCAGC

DR5 F：TCCGGTAAACGGAAACGACT 1 74
R：ATTTGGTACAGGGCCTCACG

FADD F：CGCGTGAGCAAACGAAAGC 227
R：CACACAATGTCAAATGCCACC

Caspase -8 F：CTTGAAGGAAGGGAAGAGTTGC 94
R：CACTGTCTTGTTCTCTTGGCGA

Caspase -3 F：TGGAATGTCATCTCGCTCTGGT 298
R：GAAGAGTTTCGGCTTTCCAGTC

GAPDH F：CCTCGTCCCGTAGACAAAATG 1 33
R：TGAGGTCAATGAAGGGGTCGT

2.1 1 　免疫印迹法（Western blot）法检测睾丸组织 FasL、Fas、
TNF -α、TNFR1、TRAIL、DR5、FADD、Caspase -8、Caspase -3
蛋白相对表达量　提取小鼠睾丸组织总蛋白溶液，通过 BCA
法测定蛋白浓度，配胶后每孔加入 5 μL 蛋白样本进行电泳操
作，湿转法转运 2 h后用 5%脱脂奶粉封闭 2 h，洗膜后加入所
需一抗放入冰箱 4 ℃过夜（FasL、Fas、TNF -α、TNFR1 、
TRAIL、DR5、FADD、Caspase -8、Caspase -3 稀释比均为 1 ∶
1 000，β-actin稀释比为 1 ∶3000）。隔天先洗膜 5 ×5 min，然
后室温条件下加入二抗孵育 1 h（稀释比为 1 ∶5000），再次洗
膜 3 ×1 0 min，滴加显影液后适当摇匀上机显影，拍照保存并应
用 Image J软件测定条带灰度值，以目的蛋白与内参蛋白灰度
值的比作为目的蛋白的相对表达量进行组间比较。

2.1 2　免疫荧光双标法检测小鼠睾丸组织 cleaved Caspase -3
和 PARP阳性表达　取睾丸组织石蜡切片脱蜡至水，抗原修
复，组化笔画圈后，放入 3%双氧水溶液封闭 25 min，滴加 BSA
封闭 30 min，将 cleaved Caspase -3 和 PARP 一抗按 1 ∶300 稀
释比混合，4 ℃条件下孵育过夜，复温后加入两种二抗共同孵
育 50 min，然后 DAPI复染细胞核 1 0 min，加入自发荧光淬灭剂
5 min后封片，最后进行镜检（DAPI发蓝光，cleaved Caspase -3
和 PARP阳性表达分别发红光和绿光）。
2.1 3　统计学方法　本研究应用 GraphPad Prism 8 软件进行分
析，计量资料采用均值±标准差（■x±s）表示，组间比较通过单因
素方差进行分析，进一步两两比较时，方差齐采用 LSD检验，方
差不齐选用 Tamhane检验。P≤0.05 时，差异有统计学意义。
3　结果
3.1　各组小鼠一般情况比较　与空白组相比，模型组小鼠精
神变差，毛发粗糙，饮食与活动量减少，多蜷缩角落；针刺组小

鼠精神、饮食与活动度均得到不同程度改善。

造模前（入组时），空白组、模型组和针刺组之间体质量差

异无统计学意义；造模后，与空白组相比，模型组和针刺组体质

量明显下降（P<0.01），模型组和针刺组体质量差异无统计学
意义（P>0.05）；治疗后，与空白组相比，模型组体质量明显下
降（P<0.01），模型组和针刺组体质量比较差异无统计学意义
（P>0.05）。见表 2。

表 2　各组小鼠体质量比较（■x±s） 单位：g

组别 n 入组时 造模后 治疗后

空白组 1 0 1 9.98 ±0.33　 21 .70 ±0.35　 25.40 ±0.45　
模型组 1 0 20.08 ±0.29 1 8.55 ±0.35** 21 .25 ±0.36**

针刺组 1 0 1 9.92 ±0.36 1 8.58 ±0.34** 21 .44 ±0.30

　　注：**与空白组比较，P<0.01。

3.2　各组小鼠睾丸和附睾指数比较　与空白组相比，模型组
睾丸质量、睾丸系数、附睾质量和附睾系数明显下降（P<
0.01），与模型组相比，针刺组睾丸质量、睾丸系数、附睾质量和
附睾系数显著提高（P<0.01）。见表 3。

表 3　各组小鼠睾丸和附睾指数比较（■x±s）

组别 n 睾丸质量/（mg） 睾丸系数/（%） 附睾质量/（mg） 附睾系数/（%）

空白组 1 0 1 87.8 ±4.25　 0.74 ±0.01 7　 45.72 ±1.77　 0.1 8 ±0.007　
模型组 1 0 1 1 7.8 ±3.1 7** 0.55 ±0.01 4** 33.59 ±1.70** 0.1 6 ±0.009**

针刺组 1 0 1 32.1 ±3.1 1 ## 0.62 ±0.01 8## 36.67 ±1.57## 0.1 7 ±0.007##

　　注：**与空白组比较，P<0.01；##与模型组比较，P<0.01。

3.3　各组小鼠精子质量比较　与空白组相比，模型组精子总
数、精子活力和精子活率下降（P<0.01），与模型组相比，针刺
组精子总数、精子活力和精子活率提高（P<0.01）。见表 4。

表 4　各组小鼠精子质量比较（■x±s）

组别 n
精子总数/

（×1 06 /mL）

精子活力（a +
b级精子）/（%）

精子活率/
（%）

空白组 1 0 64.59 ±5.85　 54.29 ±3.91 　 60.03 ±5.24　
模型组 1 0 37.04 ±5.23** 27.35 ±2.71 ** 33.81 ±4.30**

针刺组 1 0 47.77 ±4.65## 36.93 ±2.24## 42.38 ±3.31 ##

　　注：**与空白组比较，P<0.01；##与模型组比较，P<0.01。

3.4　各组小鼠血清 T、FSH和 LH含量比较
与空白组相比，模型组小鼠血清 T、FSH和 LH含量不同程

度下降（P<0.01），与模型组相比，针刺组小鼠血清 T、FSH 和
LH含量不同程度提高（P<0.01）。见表 5。

表 5　各组小鼠血清 T、FSH和 LH含量比较（■x±s）

组别 n
T含量/

（ng·mL -1）

FSH含量/

（IU·L -1）

LH含量/

（mIU·mL -1）
空白组 1 0 1 .92 ±0.1 4　 1 2.57 ±1 .1 9　 31 .70 ±1 .67　
模型组 1 0 1 .08 ±0.1 8** 6.1 0 ±0.96** 1 8.56 ±2.91 **

针刺组 1 0 1 .50 ±0.1 3## 8.97 ±0.77## 25.25 ±2.00##

　　注：**与空白组比较，P<0.01；##与模型组比较，P<0.01。

3.5　各组小鼠睾丸和附睾形态学比较　与空白组相比，模型
组小鼠睾丸组织内生精小管部分形态异常、排列紊乱，管壁厚

薄不均，管腔内生精细胞数量减少且排列松散，正常精子数量

减少，同时分布于生精小管之间的睾丸间质细胞数量减少，胞

体形态变差；与模型组相比，针刺组小鼠睾丸组织病理学形态

得到改善。见插页ⅩⅢ图 1。
与空白组相比，附睾组织内部分附睾小管形态变差、层次
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紊乱，管壁厚薄不均，伴有空泡现象，腔内少见正常精子，同时

分布于附睾小管之间的附睾间质受损。与模型组相比，针刺组

小鼠附睾组织病理学形态得到改善。见插页ⅩⅢ图 2。
3.6　各组小鼠睾丸组织阳性细胞凋亡率比较　绿色荧光代表
阳性凋亡细胞，主要分布在生精小管内。与空白组相比，模型

组小鼠睾丸组织中生精细胞凋亡率提高（P<0.01）；与模型组
相比，针刺组小鼠睾丸组织中生精细胞凋亡率降低（P<
0.01）。见插页ⅩⅣ图 3、表 6。

表 6　各组小鼠睾丸组织阳性细胞凋亡率比较（■x±s）单位：%

组别 n 阳性细胞凋亡率

空白组 5 5.26 ±1 .01
模型组 5 33.53 ±4.42**

针刺组 5 1 4.43 ±3.59##

　　注：**与空白组比较，P<0.01；##与模型组比较，P<0.01。

3.7　各组小鼠睾丸组织 FasL、Fas、TNF -α、TNFR1、TRAIL、
DR5、FADD、Caspase -8、Caspase -3 mRNA 表达比较　与空白
组相比，模型组小鼠睾丸组织 FasL、Fas、TNF -α、TNFR1、
FADD、Caspase -8、Caspase -3 mRNA 表达水平不同程度提高
（P<0.01），TRAIL和 DR5 mRNA表达水平比较差异无统计学

意义（P>0.05）；与模型组相比，针刺组小鼠睾丸组织 FasL、
Fas、TNF -α、TNFR1、FADD、Caspase -8、Caspase -3 mRNA 表
达水平不同程度降低（P<0.01，P<0.05），TRAIL 和 DR5 mR-
NA表达水平比较差异无统计学意义（P>0.05）。见表 7。
3.8　各组小鼠睾丸组织 FasL、Fas、TNF -α、TNFR1、TRAIL、
DR5、FADD、Caspase -8、Caspase -3 蛋白相对表达量比较　与
空白组相比，模型组小鼠睾丸组织 FasL、Fas、TNF -α、TNFR1、
FADD、Caspase -8、Caspase -3 蛋白相对表达量不同程度提高
（P<0.01），TRAIL和 DR5 蛋白相对表达量比较差异无统计学
意义（P>0.05）；与模型组相比，针刺组小鼠睾丸组织 FasL、
Fas、TNF -α、TNFR1、FADD、Caspase -8、Caspase -3 蛋白相对
表达量降低（P<0.01，P<0.05），TRAIL和 DR5 蛋白相对表达
量比较差异无统计学意义（P>0.05）。见图 4、表 8。
3.9　各组小鼠睾丸组织 cleaved Caspase -3、PARP 阳性表达
比较　红色荧光为 cleaved Caspase -3 表达，绿色荧光为 PARP
表达，两者主要分布在生精小管周围。与空白组相比，模型组

小鼠睾丸组织 cleaved Caspase -3 和 PARP 阳性表达量提高
（P<0.01 ）；与模型组相比，针刺组小鼠睾丸组织 cleaved
Caspase -3 和 PARP阳性表达量降低（P<0.01）。见插页ⅩⅣ

表 7　各组小鼠睾丸组织 FasL、Fas、TNF -α、TNFR1、TRAIL、DR5、FADD、Caspase -8、Caspase -3 mRNA表达比较（■x±s）

组别 n FasL Fas TNF -α TNFR1 TRAIL DR5 FADD Caspase -8 Caspase -3

空白组 6 1 1 1 1 1 1 1 1 1
模型组 6 1 .66 ±0.1 4** 1 .35 ±0.09** 1 .92 ±0.1 6** 1 .1 7 ±0.06** 0.86 ±0.1 6 0.89 ±0.09 1 .1 7 ±0.1 3** 1 .71 ±0.09** 1 .79 ±0.1 4**

针刺组 6 1 .1 7 ±0.21 ## 1 .1 7 ±0.09## 1.29 ±0.24## 1.06 ±0.09# 0.89 ±0.1 1 0.93 ±0.1 3 1 .04 ±0.07# 1 .29 ±0.1 4## 1 .48 ±0.1 0##

　　注：**与空白组比较，P<0.01；##与模型组比较，P<0.01；#与模型组比较，P<0.05。

图 4　各组小鼠睾丸组织 FasL、Fas、TNF -α、TNFR1、TRAIL、DR5、FADD、Caspase -8、Caspase -3 蛋白表达量比较
表 8　各组小鼠睾丸组织 FasL、Fas、TNF -α、TNFR1、TRAIL、DR5、FADD、Caspase -8、Caspase -3 蛋白相对表达量比较（■x±s）

组别 n FasL Fas TNF -α TNFR1 TRAIL DR5 FADD Caspase -8 Caspase -3

空白组 4 0.34 ±0.09　 0.1 7 ±0.09　 0.50 ±0.1 4　 0.32 ±0.1 1 　 0.71 ±0.05　 0.90 ±0.1 2　 0.46 ±0.1 3　 0.33 ±0.07　 0.43 ±0.09　
模型组 4 1 .25 ±0.25** 0.71 ±0.07** 0.96 ±0.07** 0.81 ±0.1 1 ** 0.57 ±0.07 0.63 ±0.22 0.83 ±0.06** 0.82 ±0.1 1 ** 1 .32 ±0.1 4**

针刺组 4 0.61 ±0.1 2## 0.44 ±0.04## 0.71 ±0.06# 0.48 ±0.1 3# 0.64 ±0.06 0.84 ±0.06 0.60 ±0.07# 0.49 ±0.1 0## 0.88 ±0.1 2##

　　注：**与空白组比较，P<0.01；##与模型组比较，P<0.01；#与模型组比较，P<0.05。
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表 9　各组小鼠睾丸组织 cleaved Caspase -3、PARP阳性表达比较（■x±s）

组别 n cleaved Caspase -3 荧光强度 PARP荧光强度

空白组 5 9.03 ±2.43 1 2.22 ±3.83　
模型组 5 28.1 7 ±6.50** 34.87 ±7.98**

针刺组 5 1 6.34 ±3.1 5## 1 8.69 ±4.54##

　　注：**与空白组比较，P<0.01；##与模型组比较，P<0.01。

图 5、表 9。
4　讨论

环磷酰胺是一种烷化剂，目前已广泛用于多种肿瘤疾病的

急性治疗和自身免疫性疾病的慢性治疗。然而研究发现［1 6］，

环磷酰胺会损伤正常组织，尤其是对睾丸、附睾、卵巢等多种生

殖器官造成毒性。环磷酰胺的毒性效应是通过其活性代谢物

介导的，其中磷酰胺芥主要通过与 DNA 不可逆结合导致 DNA
损伤和细胞死亡，而丙烯醛则主要贡献其细胞毒性［1 7］。环磷

酰胺对快速分裂细胞的细胞毒性使得高度增殖的睾丸成为该

药物破坏作用的目标，因此环磷酰胺对人类和动物生育能力会

产生不利影响［1 8 -20］：研究表明服用环磷酰胺相关药物的男性

患者会促进睾丸损伤以及血液中多种激素紊乱，导致少精症和

无精症的发生；给予部分啮齿动物环磷酰胺会导致精原细胞

DNA合成和精子细胞蛋白质合成减少，造成促性腺激素分泌
异常，干扰正常的精子形成和发育，导致生育能力的下降。因

此，本研究采用环磷酰胺建立小鼠弱精子症模型，发现相较于

正常组，模型组小鼠睾丸和附睾指数降低，精子质量显著下降，

睾丸和附睾组织发生明显的病理损伤，血清中 FSH、LH和 T含
量不同程度降低，表明弱精子症小鼠模型的成功建立。

弱精子症的中医病名目前尚无记载，根据其临床症状，弱

精子症可以归为中医的“不孕”“精少”“精稀”等多个范畴。

中医理论认为，肾虚是弱精子症的主要病机。病情亦累及脾胃

或合并情志等因素［21］。肾主生殖，为先天之本，精子的产生需

要依赖于肾精的滋养，因此男性生殖功能与肾精的充盈程度密

切相关。若肾精充足，则生殖功能旺盛，精子数量和活力充沛；

若肾气不足，则生殖之精生发无力，会导致精子数量减少和质

量下降。脾为后天之根，肾无后天之气则不能生。因此脾胃功

能失会影响到对营养物质的吸收，从而可能影响到精子的发育

成熟。此外，中医强调情志对身体健康的影响，长期的精神紧

张、焦虑和抑郁等负面情绪也可能对生殖系统产生负面影响。

因此弱精子症的治疗应注重脾肾同治，兼以心理暗示。“秩边

透水道”针法来源于《内经》，后经冀来喜教授规范和发展，目

前已应用于多种男女性生殖系统疾病的治疗当中［22］。“秩

边”位于骶臀部，为足太阳膀胱经腧穴，与肾经相表里，有活络

通经，调经益肾之功。“水道”位于下腹部，为足阳明胃经腧

穴，与脾经相表里，有通调水道，补肾填精之效。从“秩边”向

“水道”方向斜刺，可以刺激盆丛神经与阴部神经使经气“气至

病所”，对睾丸等生殖器官产生调节作用；同时，患者会自觉针

感放射至前阴部，对患者起到积极的心理暗示作用。本研究发

现，相比于模型组，使用“秩边透水道”针法干预后的小鼠的睾

丸和附睾指数提高，睾丸和附睾病理形态不同程度改善，精子

质量提高，血清中 FSH、LH 和 T 含量不同程度提高，表明“秩
边透水道”针法可能通过纠正血清激素水平紊乱和修复受损

睾丸和附睾组织，有效提高弱精子症小鼠的精子活力。

死亡受体凋亡途径是一种外源性的细胞凋亡途径，它始于

死亡受体的激活，通常由外部因素触发。初始事件包括 FasL、
TNF -α和 TRAIL的释放或表达，这些配体会与细胞表面的死
亡受体 Fas、TNFR1 和 DR5 等结合形成受体复合物；然后适配
器蛋白 FADD 被引入到受体复合物中，进而招募和激活
Caspase -8；Caspase -8 的激活标志着外源性凋亡途径的启动，
它通过自我切割产生活性形式，然后引发 Caspase 级联反应，
其中最重要的是 Caspase -3 的激活。剪切活化后的 cleaved
Caspase -3 是细胞凋亡的关键执行者之一，它导致细胞内关键
蛋白质的切割，其中 PARP 是一个 DNA 修复和细胞凋亡相关
的关键蛋白，切割后的 PARP 失活，释放出由 PARP 降解产生
的 DNA片段，标志着细胞已经进入凋亡状态。这一复杂的信
号传导网络将外部信号转化为细胞内的凋亡过程，对于维持组

织和器官的正常生长、发育和维护以及在免疫系统中清除异常

或受损细胞具有重要作用［23］。研究发现，FasL、TNF -α和
TRAIL信号通路在睾丸细胞凋亡的调控中起着关键作用，对早
期睾丸的发育和后续的维持睾丸细胞稳态均具有重要意义。

宾彬等［24］在环磷酰胺所致的生精功能障碍小鼠的睾丸组织中

观察到 Fas和 FasL在间质细胞、睾丸支持细胞和各级生精细
胞表达显著，强精煎可能通过下调睾丸组织中的 Fas 和 FasL
蛋白的表达进而抑制生精细胞凋亡。朱庆均等［25］研究发现，

金匮肾气丸可能通过降低 Fas/FasL 表达，抑制肾阳虚小鼠睾
丸生殖细胞的凋亡。OTHMAN E M等［26］研究发现环磷酰胺

会导致雄鼠睾丸内 TNF -α的浓度显著提高；WANG Y 等［27］

发现大黄素可能通过调节 TNF -α的水平减轻环磷酰胺诱导
的睾丸毒性。殷骏等［28］实验证明低氧诱导睾丸生殖细胞凋亡

与 DR5 的表达增多有关。COUREUIL M等［29］实验发现 γ辐
射可能通过 TRAIL/DR5 途径诱导小鼠精原细胞凋亡。本研究
中，我们发现与空白组相比，模型组小鼠睾丸中 TRAIL/DR5 的
表达水平变化无显著差异，与前期射线和缺氧诱导的模型中的

表达上升趋势不同。大量研究表明［30 -31］，TRAIL 诱导凋亡主
要通过与其受体相互作用来实现的，在肿瘤细胞中，这些受体

通常高度表达，使 TRAIL 能够有效地激活凋亡通路。然而在
正常细胞中，这些 TRAIL受体通常表达水平较低，因此 TRAIL
对正常细胞的影响较小，解释了本研究中 TRAIL 表达变化不
明显的可能原因。同时，本研究证明，相比于空白组，模型组小

鼠睾丸组织阳性细胞凋亡数量增加，FasL/Fas、TNF -α/TN-
FR1、FADD、Caspase -8、Caspase -3 mRNA 和蛋白表达水平不
同程度提高，cleaved Caspase -3 和 PARP 阳性表达量提高，提
示 TRAIL途径并不能触发环磷酰胺诱导的睾丸内生精细胞的
凋亡，生殖细胞外源性凋亡水平的增加可能是由 FasL 和
TNF -α共同补偿作用所致。课题组前期研究发现［32］，使用

“秩边透水道”干预可以有效改善环磷酰胺诱导的早发性卵巢

功能不全大鼠卵巢功能，减少卵巢颗粒细胞凋亡，表明该针法

对生殖系统的调节有积极作用。本研究发现，经“秩边透水

道”针刺治疗后，小鼠睾丸组织内阳性细胞凋亡数量降低，

FasL/Fas、TNF -α/TNFR1、FADD、Caspase -8、Caspase -3 mR-
NA 和蛋白表达水平不同程度降低，cleaved Caspase -3 和
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PARP阳性表达量降低，提示“秩边透水道”针法可能通过调节
FasL和 TNF -α通路上的关键因子，抑制睾丸组织内生精细胞
凋亡，进而提高弱精子症小鼠的生殖功能。见插页ⅩⅤ图 6。

综上，“秩边透水道”针法可以有效调节弱精子症小鼠血

清性激素水平的紊乱，修复受损睾丸和附睾组织，进而提高精

子活力，其潜在机制可能与调节睾丸组织死亡受体途径上部分

关键因子，进而抑制生精细胞凋亡有关。该研究不仅为针刺治

疗弱精子症治疗提供了新的思路，同时也对“秩边透水道”针

法的应用推广有积极意义。
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ⅩⅢ

基于死亡受体途径探讨“秩边透水道”针法对弱精子症小鼠生殖功能的影响

（正文见 59 -65 页）

图 1　各组小鼠睾丸组织病理形态（HE 染色，×200）

图 2　各组小鼠附睾组织病理形态（HE 染色，×200）
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ⅩⅣ

图 3　各组小鼠睾丸组织阳性细胞凋亡率比较（TUNEL染色，×200）

图 5　各组小鼠睾丸组织 cleaved Caspase -3 和 PARP阳性表达比较（免疫荧光，×200）
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ⅩⅤ

图 6　“秩边透水道”针法通过死亡受体途径调节弱精子症小鼠睾丸内细胞凋亡

益母草化学成分、药理作用研究进展及质量标志物（Q -Marker）的预测分析

（正文见 230 -247 页）

图 5　益母草主要成分-药理作用-功效网络图


