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对大鼠睾丸移植缺血

再灌注损伤的保护作用
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2．浙江大学医学院附属邵逸夫医院，浙江杭州310006)

[摘 要] 目的：探讨大鼠睾丸移植缺血再灌注损伤与细胞外信号调节激酶(ERK)表达的关系，

以及MEK抑削剂(U0126)对移植睾丸的保护作用。方法：应用潭付清技术建立大鼠原位异体睾丸

移植模型，将实验动物分为7组：①正常对照组；②冷灌注对照组；③假手术对照组；和应用潭付清

技术建立大鼠原位异体睾丸移植模型的④睾丸移植1组(移植后30 rain取材)；⑤睾丸移植2组(移

植后1周取材)；⑥U0126预处理1组(U0126预处理并在移植30 rain后取材)；⑦U0126预处理2组

(U0126预处理并在移植1周后取材)。Western blot法测定移植睾丸ERKl、ERK2、pERKl及

pERK2的表达水平，光镜和电镜下观察组织学改变，并应用放免法测定移植受体血清T、FSH、LH

值。结果：各对照组间的ERK表达、组织学改变及生殖激素水平均无显著差异(P>0．05)；睾丸移

植1组ERKl、ERK2、pERKl及pERK2表达水平明显高于正常对照组(P<0．05)；U0126预处理1

组ERKl和ERK2水平较睾丸移植1组无显著差异(P>o．05)，而pERKl和pERK2水平显著低于

睾丸移植1组(P<0．05)；U0126预处理1组的组织学改变与正常对照组类似，但明显轻于睾丸移

植l组；U0126预处理2组组织学损伤轻于睾丸移植2组，生殖激素水平与正常对照组无明显差异

(P>0．05)，但明显高于睾丸移植2组(P<0．01)。结论：大鼠睾丸移植后植睾ERKl、ERK2、

pERKl及pERK2的表达水平明显升高，导致移植睾丸组织结构损伤和生殖激素分泌功能减退；

U0126可通过抑制ERKl和ERK2磷酸化，减轻移植睾丸的早期出现的缺血再灌注损伤，短期内保

护其生精功能，并维持其生殖激素水平。
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ischemia～reperfusion injury after orthotopic testicular transplantation in rats．Methods：The rats

were divided into 7 groups，Group 1：normal control；Group 2：cold perfusion control；Group 3：

sham operation control；Group 4：transplanted for 30 min；Group 5：transplanted for 1 week；

Group 6：transplanted for 30 min with pretreatment of U01 26；Group 7：transplanted for 1 week

with pretreatment of U01 26．The orthotopic testicular transDlantation model was established with

cuff．The levels of ERKl，ERK2，pERKl and pERK2 of donor testes were evaluated；the change

of histology and gonadal hormones were measured as well．Results：Group 1，2 and 3 had no

significant differences in all results(尸>O．05)．The levels of ERKl，ERK2，pERKl and pERK2 in

Group 4 were significantly increased compared with Group 1(P<O．05)。the levels of ERKl and

ERK2 in Group 6 were not different from those of Group 4(P>O．05)，but the levels of pERKl

and pERK2 in Group 6 were lower than those in Group 4 significantly(P<0．05)，the histological

changes in Group 6 were similar to Group 1 but milder than that in Group 4．The histological

injury was more severe in Group 5 than that in Group 7，and the levels of gonadal hormones in

Group 5 were Iower than those in Group 7(P<O．05)which remained at the normal levels．

Conclusion：U0126 has a protective effect on the donor testes in a short period through inhibiting

expression of pERK 1／2 activated by testicular transplantation．

[-Key words]Testis／transpl；Reperfusion injury；Disease models，animal；Extracellular signal—

regulated MAP kinases／metabol；Mitogen—activated protein kinases／metabol；

Ischemia

[J Zhejiang Univ(Medical Sci)，2009，38(1)：81—88．]

2005年，Minutoli等[1]发现，细胞外信号

调节．激酶ERKl和ERK2在睾丸扭转复位所致

的缺血再灌注损伤模型中被激活并表达增加，

应用ERK抑制剂能抑制其表达水平，明显减轻

缺血再灌注损伤。ERKl和ERK2为丝裂原活

化蛋白激酶(mitogen—activated protein

kinases，MAPKs)家族成员。MAPKs是哺乳动

物细胞内广泛存在的一类丝／苏氨酸蛋白激酶。

每种MAPK被特异的MAPK激酶(MAPKK，

MEK)通过磷酸化方式激活，后者又被

MAPKK激酶(MAPKKK，MEKK)激活。

MAPK信号通路通过这种保守的三级酶促级

联反应激活其下游转录因子，参与基凶表达，细

胞增殖、分化、转化及凋亡的调节，并与炎症、肿

瘤及其它多种疾病发生机制密切相关。

睾丸移植同样存在缺IIIL再灌注损伤，为探

讨MEK抑制剂可否减弱移植睾丸的缺血再灌

注损伤，本研究以大鼠同系异体睾丸移植模型

为基础，应用Western blot法，测定移植睾丸

ERKl与ERK2及pERKl与pERK2的表达水

平(ERK系总量，包含磷酸化了的pERK)；采

用放射免疫试剂盒，检测受体血清睾酮(T)、促

卵泡成熟素(FSH)和黄体生成激素(LH)值；并

应用光镜和电镜观察移植睾丸的组织结构变

化。探讨ERK 1与ERK2和pERKl与pERK2的

表达水平与移植睾丸缺血再灌注损伤的关系，

以及MEK抑制剂(U0126)对移植睾丸的保护

作用。

1材料和方法

1．1 实验动物与分组 选用健康雄性近交系

Lewis大鼠55只(北京维通利华实验动物有限

公司提供)，体重220～260 g。用分段随机分组

方法将大鼠分为7组：①正常对照组：Lewis大

鼠5只，未做任何处理，当天上午9时采血，切取

左侧睾丸取材；②冷灌注对照组：Lewis大鼠5

只，同法切取左侧睾丸，以4 C睾丸灌注液[21冷

灌注后，在4 C高渗枸橼酸盐腺嘌呤(HC—A)
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液阳1中保存120 min并取材；③假手术对照组：

Lewis大鼠5只，手术游离左侧睾丸后缝合切

口，术后7天切取左侧睾丸；④睾丸移植1组：

Lewis大鼠10只(供、受体各5只)，植睾移植成

功血流未开放前静脉注射U0126载体溶液二

甲亚砜(不含U0126，66 pl／kg体重)，血流开放

30 min后切取左侧睾丸；⑤睾丸移植2组：

Lewis大鼠10只(供、受体各5只)，植睾移植成

功血流未开放前静脉注射U0126载体溶液二

甲亚砜(不含U0126，66弘l／kg体重)，移植后1

周上午9时采血并切取移植睾丸；⑥U0126预

处理l组：Lewis大鼠10只(供、受体各5只)，植

睾移植成功血流未开放前静脉注射U0126(1

mg／kg体重)，血流开放30 min后切取左侧睾

丸；⑦U0126预处理2组：Lewis大鼠10只(供、

受体各5只)，植睾移植成功血流未开放前静脉

注射U0126(1 mg／kg体重)，移植后1周上午9

时采血并切取移植睾丸。

1．2大鼠睾丸移植模型的制作 模型制作参

照谭付清等[41报道的大鼠原位异体睾丸移植方

法，在显微镜下进行操作。将供鼠左侧睾丸连同

与睾丸动、静脉相连的腹主动脉和左髂总经脉

一并截取。以丝线结扎截取的左髂总静脉段的

远断端，左髂总静脉段近断端的管腔外套上

Cuff管后，将血管袖套状翻转于Cuff管上，并

以丝线环扎之，然后将其嵌入切开的受鼠的左

髂总静脉内后，外用丝线环扎之；将供睾的腹主

动脉段修剪成以左睾丸动脉汇入口为中心的圆

形补片，间断缝合于暂时阻断血流后切开的受

体腹主动脉上。然后，端端吻合受、供体输精管，

摘除受鼠双侧睾丸，在缝合供、受体睾丸引带

后，将供睾纳入受体阴囊内，两层关腹。整个手

术过程约3 h，其中植睾热缺血时间约2 min，冷

缺m时间约2 h。术后未采用任何免疫抑制剂。

1．3标本的采集与制作 每只睾丸标本分成3

部分：第一部分置液氮速冻，一80 C保存，供

Western blot检测；第二部分置入4 C的2．5％

戊二醛中固定，供电镜检查；第三部分由Bouins

液固定，石蜡包埋，供光镜病理学检奁。血液标

本于上午9时采取，经离心后取上清，一20 C保

存，供生殖激素检测。

1．4 ERK和p-ERKl表达水平检测 兔抗鼠

ERKl／2多克隆抗体和兔抗鼠pERKl／2多克

隆抗体均购于Chemicon公司，二抗HRP购于

KPI。公司。采用Western blot法，分别测定正

常对照组、冷灌注对照组、假手术对照组、睾丸

移植1组以及U0126预处理1组的ERKl、

ERK2、pERKl及pERK2表达水平。ERKl、

ERK2表达条带灰度值和内参照表达条带灰度

值的比值，作为ERKl与ERK2表达水平；

pERKl、pERK2表达条带灰度值和内参照表

达条带灰度值的比值，作为pERKl与pERK2

表达水平；并分别计算pERKl／ERKl比值和

pERK2／ERK2比值。

1．5 生殖激素测定和组织学观察 应用放射

免疫试剂盒检测血清T、FSH和LH水平，HE

染色法光镜下观察植睾的形态学变化，电镜下

观察植睾的超微结构变化。

1．6统计学处理 实验结果以i土s表示，用

SPSS V 13．0统计软件分析处理。多组样本均

数采用单因素方差分析，两两比较采用g检验

分析，P<o．05表示差异具有显著性意义。

2结 果

2．1 ERKl、ERK2、pERKl及pERK2的表达

水平 正常对照组、冷灌注对照组和假手术对

照组ERKl、ERK2、pERKl及pERK2的表达

水平均无显著性差异(P>0．05)；睾丸移植1组

ERKl、ERK2、pERKl及pERK2的表达水平

均明显高于正常对照组(ERKl：0．258±0．029

"US 0．159±0．034，P<0．01；ERK2：0．528±

0．066 VS 0．387±0．068，P<0．01；pERKl：

0．180±0．026 VS 0．1 29±0．039，P<0．05；

pERK2：0．473±0．036∥J 0．319士0．045，P<

0．01)，而pERKl／ERKl比值及pERK2／ERK2

比值与正常对照组无明显差异(P>0．05)；

U0126预处理1组ERKl与ERK2表达水平也

较正常对照组显著升高(ERKl：0．261±0．041

VS 0．159±0．034，P<0．05；ERK2：0．497±

0．041"US 0．387士0．068，P<0．05)，而与睾丸

移植1组比较无显著差异(P>0．05)；其

pERKl与pERK2表达水平与睾丸移植1组相

比明显降低，尤pERK2下降更显著(pERKl：

0．136±0．024 VS 0．180±0．026，P<0．05：
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pERK2：0．251±0．022 TJ$0．473士0．036，P<

0．01)，其pERKl／ERKl比值和pERK2／ERK2

比值均明显低于睾丸移植1组(pERKl／ERKl

比值：0．482±0．060 us 0．699士0．060，P<

0．01；pERK2／ERK2比值：0．525士0．045口s

0．877±0．103，P<0．01)及正常对照组

(pERKl／ERKl比值：0．482土0．060 7)S 0．690

土0．078，P<0．01；pERK2／ERK2比值：0．525

±0．045 VS 0．798±0．093，P<O．01)。见图1、

表1、表2。

2．2组织学观察结果 正常大鼠睾丸组织切

片HE染色在光镜下：曲细精管分布密集，管腔

形态规则；管腔内可见支持细胞和各个不同成

2 3 4 5

1．正常对照组；2．冷灌注对照组；3．假手术对

照组；4．睾丸移植1组；5．U0126预处理1组

图l 5组ERKl、ERK2、pERKl、pERK2以

及pactin的Western blot检测结果

Fig．1 Western blot results of ERK1．

ERK2，pERK 1，pERK2 and pactin

of 5 groups

表1 5组间ERKl、ERK2、pERKl及pERK2条带灰度相对值的比较

Table 1 Comparison of expression levels of ERK 1／2，pERK 1／2 among 5 groups

(；士s，，z=5)

与正常对照组比较，☆P<O．05，★P<0．01；与睾丸移植1组比较，△P<0．05，▲P<O．01

表2 5组间pERKl／ERKl比值和pERK2／ERK2比值的比较

Table 2 Comparison of ratio of pERK to ERK among 5 groups

(；士s，理一5)

与正常对照组比较，★P<0．01；与睾丸移植1组比较，▲P<O．01

熟阶段的生精细胞，排列紧密，层次清晰；管周

间隙内可见成群分布的圆形或多边形间质细

胞。电镜下观察：曲细精管生精上皮层次分明，

自基膜向管腔依次分布精原细胞、精母细胞、精

子细胞和精子，形态规则；支持细胞紧贴基膜，

胞突伸至腔面，包绕各级生精细胞，相邻支持细

胞的胞突彼此形成紧密连接，成为构成血睾屏

障的主要结构(图2)。冷灌注对照组和假手术对
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照组的光镜和电镜下形态与上述描述近似。

A：曲细精管管腔内支持细胞和各个不同成熟

阶段的牛精细胞排列紧密，层次清晰；管周|’日J隙内

成群分布的网形或多边形I'uJ质细胞。B：支持细胞胞

突伸至腔面，相邻支持细胞的胞突彼此形成紧街连

接．层次清晰FL完整

图2 正常对照组睾丸组织光镜及电镜图

Fig．2 Histology of normal testis under

light microscope and electron

microscope

睾丸移植1组的睾丸标本在光镜下：曲细

精管管腔内各级牛精细胞层次仍分明，支持细

胞未见变形肿胀，各级细胞问排列疏松。电镜下

曲细精管基膜完整，各级生精细胞形态规则，细

胞间距变大，支持细胞间的紧密连接未见断裂

(图3A、3B)。U0126预处理1组光镜及电镜下

形态与正常组类似(1冬|3C、3D)。

睾丸移植2组睾丸移植后一周，光镜F仅

见少最精原细胞和精母细胞，偶见精子细胞，未

见成熟精子，支持细胞移位明显，数量减少，间

质细胞数量减少，大量炎性细胞浸润；电镜下曲

细精管基膜仍完整，但支持细胞间紧密连接层

次不清且多处断裂(图4A、4B)。U0126预处理

2组显示，以U0126顶处理的移植睾丸，一周后

其曲细精管内仍町见各级生精细胞，但层次略

紊乱，支持细胞数量减少，并向腔面移位，部分

精原细胞、精母细胞脱落入管腔中央；问质细胞

数苗略减少但形态规则，排列紧密，间质内可见

炎性细胞浸润；电镜下曲细精管基膜完整，各级

生精细胞形态尚规则，支持细胞间的紧密连接

未出现断裂(图4C、4D)。

2．3生殖激素测定结果 睾丸移植2组大鼠

血清T、LH、FSH值较正常组低，且存在显著性

差异(T：1．451±0．327 US 4．381±0．169，P<

0．0l；LH：1．533±0．398"US 4．031±0．413，P

<0．Ol；FSH：0．945±0．124 VS 2．748±0．443，

P<O．01)；U0126预处理2组大鼠m清T值较

正常组稍低，而LH、FSH较正常值稍离，但均

无显著性差异(P>0．05)，而较睾丸移植2组

T、I。H、FSH均明显升高，且存在显著性差异

(T：4．115±0．237 US 1．451±o．327，P<0．0l；

LH：4．588±0．338 Fs 1．533±0．398，P<

0．01；FSH：3．221±0．510 V5 0．945±0．124，P

<o．01)。见表3。

A：曲细精管管腔内各级牛精细胞层次仍分明，各级细胞间排列疏松。B：曲细精管基膜完整，支持细胞间的

紧密连接未见断裂。C：曲细精管管腔内可见支持细胞和各个不同成熟阶段的生精细胞。排列紧密，层次清晰；管

周|．uJ隙内可见成群分布的圆形或多边形间质细胞。D：支持细胞问紧密连接层次清晰且完整，未见断裂

图3 睾丸移植1组和U0126预处理1组睾丸组织光镜图(A、C)及电镜图(B、D)

Fig．3 Histology of the transplanted testes in Group 4 and Group 5 under light microscope(A。

C)and electron microscope(B，D)
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A：仅见少量精原细胞和精母细胞，偶见精子细胞，未见成熟精子。支持细胞移位明碌，数量减少，间质细胞

数量减少。B：支持细胞问紧密连接层次不清且多处断裂。C：曲细精管内町!lL各级牛精细胞，但层次略紊乱。支持

细胞数最减少，并f旬腔面移佗。部分精原细胞、精母细胞脱落入管腔中央；问质细胞数龄略减少但形态规则，排列

紧密。D：支持细胞间的紧密连接层次欠清晰，但未出现断裂

图4 睾丸移植2组和U0126预处理2组睾丸组织光镜图(A、C)及电镜图(B、D)

Fig．4 Histology of the transplanted testes in Group 6 and Group 7 under light microscope(A。

C)and electron microscope(B，D)

表3 3组间T、FSH、LH测定值比较

Table 3 Comparison of gonadal hormone levels among 3 groups

(；±s，胛一5)

与正常对照组比较，★P<O．0l；与睾丸移植2组比较。▲P<O．01

3讨论

早年睾丸移植动物模型均采用大型动物，

如狗、猪等。采用大动物建立睾丸移植动物模型

存在以下缺陷：体形大，饲养不方便；研究费用

较高；手术时麻醉要求高，多数需专、Ip麻醉人员

等。而小型动物又囚m管较细、血管吻合技术要

求高等不足，鲜有人采用。2003年谭付清等[4]

采用大鼠建立睾丸移植模刑成功，解决r以往

睾丸移植模型建立所遇到的问题，同时为睾丸

移植的基础及临床研究开辟了新的道路。本研

究即以谭付清等建立的大鼠睾丸移植模型为荩

础。进行了相关研究。

3．1 U0126减轻植睾缺血再灌注损伤的机理

ERK在多种缺血再灌注模删中被激活并表

达增加阳1】。在睾丸扭转复位所敛的缺血再灌注

损伤模型巾，ERK同样被激活并表达增加，且

以再灌注30 min时最明显，而应川ERK抑制剂

能抑制其表达水平，并明显减轻缺血再灌注损

伤⋯。睾丸移植本身即足一个缺血再灌注损伤

过程。为探讨移植睾丸缺血再灌注过程中ERK

表达水平的变化及MEK抑制剂是否可通过抑

制ERK表达减轻植睾缺血再灌注损伤，本实验

以大鼠原位异体睾丸移植模型为基础，研究睾

丸移植再灌注30 min后植睾组织中ERKl、

ERK2、pERKl及pERK2表达水平的变化与植

睾缺血再灌注损伤的关系。实验结果显示，正常

对照组、冷灌注对照组和假手术对照组的
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ERKl、ERK2、pERKl及pERK2表达水平无

显著性差异，说明不存在缺血再灌注过程时，睾

丸中ERKl、ERK2、pERKl及pERK2不被激

活；睾九移植1组的ERKl、ERK2、pERKl及

pERK2表达水平均明显高于正常对照组，而

pERKl／ERKl比值及pERK2／ERK2比值与

正常对照组无显著篮异，说明缺血再灌注过程

分别激活ERKl、ERK2、pERKl及pERK2的

表达，并且成比例增长，故pERKl／ERKl的比

值及pERK2／ERK2的比值并没有增加；U0126

预处理1组的ERKl与ERK2农达水平虽较正

常对照组显著升高，但与睾丸移植l组相比无

显著謦异，而pERKl与pERK2表达水平较睾

丸移植1组明显降低(P<0．05)，尤其是

pERK2表达水平较pERKl水平下降得更为显

著(P<0．01)；pERKl／ERKl比值和pERK2／

ERK2比值亦显著低于睾丸移植l组及正常对

照组。可以看出，MEK抑制剂U0126虽不能抑

制ERKl与ERK2的表达增加，但能明显抑制

pERKl与pERK2的表达，同时U0126对

pERK2的抑制效果强于pERKl。对应组织学

改变，睾丸移植1组各级生精细胞排列疏松，细

胞间距变大，U0126预处理后，细胞排列紧密，

组织损伤较睾丸移植1组明显减轻。综合上述

结果表明：睾丸移植缺血再灌注损伤能引起

ERKl、ERK2、pERKl及pERK2的激活及表

达增加，因同比例增加，故不改变pERKl／

ERKl比值及pERK2／ERK2比值；在移植睾丸

再灌注前，静脉注射U0126能显著抑制血流再

灌注过程所引起的pERKl与pERK2的表达，

尤其抑制pERK2的表达更为显著，同时还可降

低pERKl／ERKl比值和pERK2／ERK2比值；

U0126不能抑制ERKl与ERK2的表达，说明

Uol26并小影响ERKl与ERK2的合成，巾i足

抑制ERKl与ERK2的磷酸化过程，从巾i减轻

移植睾丸组织的损伤。因此，我们认为pERKl

与pERK2表达水平是检测睾丸移植缺m再灌

注损伤的指标，pERKl与pERK2表达水平越

高，移植睾丸损伤越严重，尤pERK2较pERKl

更为敏感；MEK抑制剂U0126可通过抑制

ERKl与ERK2的磷酸化减轻植睾缺血再灌注

损伤。王知秋等【8】报道，静脉注射U0126可抑制

小鼠脑缺IfIL模，151中ERKl与ERK2的磷酸化，

从而抑制pERKl与pERK2的表达，减轻脑组

织损伤，此结果与本研究结果相符合。

3．2睾丸移植冷缺血时问的安全窗 睾丸移

植的缺血再灌注过程又有其特殊性，即1竽在冷

缺血时间。把冷缺血时间控制在多长范围内才

能避免引起植睾的不町逆损伤，小同的研究有

不同的发现。Attaran等凹]研究认为，同种睾丸

移植供睾冷缺lIIL时间超过2 h效果就不理想。

Goldstein等n 0]研究认为，大鼠睾丸90 rain冷

缺血的组织学变化与热缺血20～30 rain相似，

并认为低温对缺血所致的损害并不具有完全的

保护作用。睾丸保存液的选择也是其巾不容忽

视的一环。1 995年，祝青同等⋯】采川不灌洗法

低温保存尸睾，发现在4 C的H—CA液中保存不

超过80 h，尸睾发生的组织学改变为可逆性改

变。本研究中，热缺IflL时间约2 rain，冷缺血时间

约2 h，冷保存液采用4 C的H—CA液，实验结果

显示：冷灌注对照组植睾和正常对照组与假手

术对照组的光镜、电镜下形态学改变，及ERKl

与ERK2和pERKl与pERK2表达水平相比较

无统计学方面的明显差异(P>0．05)。该结果

说明，睾丸移植将冷缺血时I．ⅡJ控制在2h内足相

对安全的，可避免植睾发生不町逆损伤。

3．3 UOl26对植睾乍精功能的保护作J}j 为

研究U0126预处理在短期内对植睾牛精功能

的影响，我们将睾丸移植2组和U0126预处理2

组进行比较，结果显示：睾丸移植2组镜F睾丸

仅见少量精原细胞和精母细胞，偶见精子细胞，

未见成熟精子，支持细胞移位明显，数量减少，

大鼍炎性细胞浸润，支持细胞I．口j紧密连接层次

不清日．多处断裂。而U0126预处理2组镜F仍

可见各级生精细胞，数量略减少，形态尚规则，

支持细胞问紧密连接未出现断裂；生殖激素测

定也显示睾丸移植2组大鼠的血清T、LH、FSH

值较正常组低，且存在显著性差异，而U0126

预处理2组大鼠血清T、I，H、FsH较睾丸移植2

组显著升高。而与正常对照组无显著性差异。上

述结果表明，U0126顶处理能在短期(1周)内

减轻移植睾丸缺m再灌注损伤，并维持其牛殖

激素水平，但长期效果尚需进一步研究探索。
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