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摘 要:目的 研究吸入高浓度氢气后对四氯化碳损伤性大鼠生精细胞内Akt表达的影响。方法 选取健康雄性3月

龄SD大鼠30只,随机平均分为对照组(Con组),四氯化碳组(CCl4 组)和氢气组(H2 组)。Con组大鼠于每周一、周五皮

下注射橄榄油(0.07ml/100g),CCl4 组和 H2 组于每周一、周五皮下注射30%CCl4+70%橄榄油(0.1ml/100g),持续

6周;H2 组在第6周加入高浓度H2(3%H2+97%空气)治疗,每天1h,连续7d。取睾丸,应用免疫组织化学和 Western

blot方法检测Akt的表达水平。结果 免疫组化结果显示,Akt主要表达于精原细胞和初级精母细胞的胞浆中,CCl4 组

大鼠生精细胞内Akt表达水平较对照组明显降低,H2 组较CCl4 组表达水平升高 (P<0.01)。Westernblot结果显示

与免疫组化结果相一致。结论 高浓度 H2 可以增加CCl4 损伤性大鼠睾丸组织中Akt的表达。
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  Abstract: Objective Toinvestigatetheinfluenceofinhalationofhigh-concentrationhydrogengas(H2)

ontheexpressionofAktininjuredspermatogeniccellsofratsinducedbycarbontetrachloride(CCl4). Meth-
ods ThirtymalehealthySDratsofthree-montholdwereselectedandrandomlydividedinto3groups:control

group(congroup),CCl4groupandH2group,eachgrouphad10rats.Incontrolgroup,ratsweresubcutane-
ouslyinjectedwitholiveoil(0.07ml/100gratweight)oneveryMondayandFriday;inCCl4groupandH2
group,ratsweresubcutaneouslyinjectedwith30%carbontetrachlorideplus70%oliveoilysolution(0.1ml/

100gratweight)oneveryMondayandFridayfor6weeks.RatsofH2groupwereaddedwithinhalationof
high-concentrationhydrogengas(3% H2+97%air),anhoureverydayfor7dayssincethesixthweek.Testes
weretakenoutfordetectingtheAktexpresstionlevelsbyusingimmunohistochemistryandWesternblot. Re-
sults ImmunohistochemicalstainingresultsshowedthatAktmainlyexpressedincytoplasmofspermatogoni-
umandprimaryspermatocyte.Comparedwithcontrolgroup,theexpressionofAktinspermatogeniccellsof
ratswassignificantlydecreasedinCCl4group;comparedwithCCl4group,theexpressionofAktwassignifi-
cantlyincreasedinH2group(P<0.01).TheWesternblottestresultswereconsistentwiththeimmunohisto-
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chemicaltestresults. Conclusion High-concentrationhydrogengascanincreasetheexpressionofAktinrat
testiculartissuesinducedbycarbontetrachlorideinjury.
  Keywords: hydrogengas;carbontetrachloride;spermatogeniccells;rats;Akt

  四氯化碳(CCl4)是一种无色、易挥发的液体,广泛

应用于化工原料和有机溶剂,可用作灭火剂、药物萃取

剂、织物干洗剂等,可在体内细胞色素P450的作用下

生成自由基,对各种生物大分子造成损害,并通过脂质

过氧化反应产生毒性代谢物,除对大脑、胰腺、肺等造

成影响外,还可使睾丸生精细胞的形态发生改变并影

响其功能[1]。氢气(H2)是一种无色无味的小分子气

体,具有很强的还原性,OhsawaI等[2]发现其可作为

治疗性抗氧化气体,中和细胞内的氧化自由基、缓解睾

丸生 精 细 胞 的 氧 化 损 伤[3]。Akt处 于 PI3K 的 下

游[4-5],活化的Akt可以磷酸化其下游的TSC2,使其

失去活性,进而解除Rheb对 mTOR的抑制,活化下

游的mTOR,从而促进蛋白质的合成,并参与细胞增

殖、分化、迁移等过程,起到积极调节的作用[6]。但吸

入高浓度(3%)H2 能否对CCl4 损伤的睾丸生精细胞

起到缓解作用,目前报道较少。本实验选取了 mTOR
通路中的上游调控分子Akt作为指标,采用免疫组织

化学和 Westernblot方法检测 Akt在睾丸生精细胞

中的表达,为高浓度H2 临床用于防治CCl4 所致的机

体损伤、改善生殖功能方面提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 免疫组化试剂盒(中山金桥),DAB试

剂盒(中山金桥),兔抗大鼠Akt抗体(1∶50,Santa),

兔抗大鼠GAPDH抗体(1∶50,Santa),ECL化学发

光试剂盒(PierceBiotechnology)。

1.1.2 实验动物与分组 实验用3月龄SD雄性大

鼠共30只,体重(250±20)g,随机平均分为Con组

(n=10)、CCl4 组(n=10)、H2 组(n=10)。每组10
只中,5只用于免疫组化,5只用于 Westernblot,Con
组大鼠于每周一、周五皮下注射橄榄油(0.07ml/100

g),持续6周;CCl4 组于每周一、周五皮下注射30%

CCl4+70%橄榄油(0.1ml/100g),持续6周;H2 组

于每周一、周五皮下注射30%CCl4+70%橄榄油(0.1

ml/100g),持续6周,第6周用高浓度 H2(3%H2+
97%空气)每天治疗1h,连续7d。应用免疫组织化

学和 Westernblot方法检测睾丸组织中 Akt的表达

水平。

1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学检测 取一侧睾丸组织置于

4%多聚甲醛溶液中固定24h后;睾丸组织经梯度酒

精脱水、二甲苯透明,石蜡浸润、包埋、切片,片厚5

μm。经常规脱蜡、封闭后加入 Akt一抗(Santa,1∶
50),4℃过夜,生物素化山羊抗兔IgG和HRP标记的

链霉卵白素工作液、DAB显色、苏木精复染、中性树胶

封片,光学显微镜下观察。阴性对照组用PBS代替一

抗,其余步骤相同。

1.2.2 Westernblot检测 取一侧睾丸组织置于RI-
PA裂解液中超声破碎,BCA法测定蛋白浓度;20μg/

孔蛋白上样进行电泳,200mA湿转2h,牛奶室温封

闭2h,4℃一抗 (Akt,1∶50;GAPDH,1∶50)摇床

过夜;TBST洗膜,加入 HRP标记的羊抗兔二抗1h,

加ECL发光剂,压片显影摄片,测定吸光度值。采用

ImageJ软件进行蛋白半定量分析,得出 Akt/GAP-
DH的相对吸光度值。

1.3 统计学方法 采用SPSS12.0软件统计分析,数
据用(췍x±s)表示,采用单因素方差分析,两两比较采用

SNK-q检验,当P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 免疫组织化学检测结果 各组大鼠的生精细胞

中可见数量不等的 Akt阳性细胞。Con组中阳性反

应主要位于精原细胞和初级精母细胞的胞质中 (见图

1A1、图1A2),分布较为均匀。CCl4 组中的Akt阳性

表达细胞较Con组明显减少(见图1B1、图1B2),呈弱

阳性表达。H2 组较CCl4 组 Akt阳性细胞表达增加

(见图1C1、图1C2)。3组大鼠睾丸组织中 Akt阳性

细胞数比较整体上差异有统计学意义(P <0.001);
其中CCl4 组、H2 组 Akt阳性细胞数明显少于 Con
组,差异均有统计学意义(P<0.01);H2 组Akt阳性

细胞数明显高于CCl4 组,两组比较差异有统计学意义

(P<0.01),见表1。

2.2 Westernblot检测结果 如图2、表2所示,Con
组睾丸组织中Akt蛋白表达水平最高,CCl4 组Akt蛋

白表达水平最低,Con组与CCl4 组两组间比较差异有

统计学意义(P <0.01),H2 组高于CCl4 组,两组间

差异有统计学意义(P<0.01)。见表2。
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图1 SD大鼠睾丸组织免疫组织化学染色

 注:箭头指示Akt阳性细胞。A:Con组,B:CCl4 组,C:H2
组;A1、B1、C1中标尺=40μm,A2、B2、C2中标尺=20μm

表1 各组大鼠睾丸组织中Akt阳性

细胞数的比较 (췍x±s)

组别 n 阳性细胞数

Con组 5 145.56±6.82
CCl4 组 5 62.8±1.47a

H2 组 5 95.30±4.13ab

F 396.76
P <0.001

 注:与Con组相比较,a:P<0.01;与CCl4 组相比较,b:P<

0.01

图2 Westernblot检测各组SD大鼠

睾丸组织中Akt表达水平

注:与Con组相比,*为P<0.01;与CCl4 组相比,**为P<

0.01

3 讨论

CCl4 常用于氧自由基形成的多器官损伤试剂,也

常应用于睾丸细胞增殖损伤模型的建立[7],故本实验

采用CCl4皮下注射的方法建立睾丸生精细胞增殖损

伤模型。生物体内存在抗氧化系统,但当自身的氧化-

表2 各组大鼠睾丸组织中Akt相对表达量 (췍x±s)

组别 n Akt相对表达量

Con组 5 1.92±0.13
CCl4 组 5 1.32±0.10a

H2 组 5 1.61±0.12ab

F 32.70
P <0.001

 注:与Con组相比较,a:P<0.01;与CCl4 组相比较,b:P<

0.01

抗氧化系统失去平衡、无法对抗氧化应激时,就需要人

为补充抗氧化剂以维持机体的正常功能运转。H2 是

一种无色无味的小分子气体,具有很强的还原性。根

据OhsawaI等[2]的研究,H2 可以与体内氧自由基如

OH和 ONOO-发生反应,而不与其他氧化能力较弱

的氧自由基如超氧根离子 O-2、过氧化氢(H2O2)以及

已被氧化的维生素C发生反应,因此 H2 不会影响体

内的氧化-还原代谢反应以及氧自由基的信号传导功

能。人们已经发现吸入H2 可以缓解和治疗某些急慢

性疾病[8-10],如脑缺血、动脉粥样硬化或糖耐量异常

等。近年来的研究表明[8]:吸入 H2 并不影响人体正

常的生理参数,是一种安全的抗氧化医疗气体。

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammaliantargetof
rapamycin,mTOR)是存在于胞浆中的一种丝/苏氨酸

蛋白激酶,是PI3K/PKB(proteinkinaseB,PKB)信
号通路下游的一个效应蛋白[4-5],在细胞基因转录、蛋
白质翻译起始、核糖体合成、细胞周期、细胞存活方面

发挥重要作用。研究表明,mTOR作为一种对细胞增

殖、分化起关键作用的信号因子,在SD大鼠的精子发

生过程中起着非常重要的作用。SD大鼠精原细胞中,

mTOR接受上游信号后,调控促进精原细胞增殖的蛋

白合成,从而促进精子发生。而Akt处于PI3K的下

游,活化的Akt可以磷酸化其下游的TSC2,使其失去

活性,进而解除Rheb对 mTOR的抑制,活化下游的

mTOR,从而促进蛋白质的合成,并参与细胞增殖、分
化、迁移等过程,起到积极调节的作用[11]。因此,Akt
是mTOR通路的上游调控因子。同时,Akt还可磷酸

化促凋亡蛋白Bad上Ser136位点,阻断Bad传导的凋

亡信号;激活转录因子NF-κB和影响p53的活性间接

影响细胞存活;通过降低细胞周期抑制剂的作用直接

影响细胞增殖;在维持胚胎干细胞分化、脂肪细胞分

化、成骨分化等的过程中也具有重要的作用。H2 能够

调控 Akt的表达,不仅可以通过 mTOR通路促进精

子细胞的发生,也可能参与细胞增殖、分化等过程,这
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也是今后仍需要研究的内容。

在本研究中使用SD大鼠皮下注射CCl4 的方式

建立睾丸生精细胞损伤模型,旨在研究mTOR通路上

游蛋白Akt在生精细胞,尤其是精原细胞上的表达水

平,观察它在调节生精细胞增殖过程中的重要作用。

免疫组化检测结果发现,mTOR通路上游因子Akt主

要位于精原细胞和初级精母细胞的胞质中,而CCl4 降

低Akt在精原细胞和初级精母细胞中的表达,尤其是

精原细胞;本次研究发现经高浓度 H2 吸入后,Akt的

表达上调,但仍略低于对照组;Westernblot结果与免

疫组化结果相一致,Con组睾丸组织中Akt蛋白表达

水平最高,CCl4 组 Akt蛋白表达水平最低。结果说

明,H2 对于缓解由于CCl4 造成的Akt下降是有一定

作用的。有研究发现,注射CCl4 四周后,大鼠睾丸生

精细胞中PCNA蛋白的表达明显下降[12],而这种蛋

白同样是mTOR通路相关蛋白,我们的结果进一步证

实mTOR通路与睾丸生精细胞增殖关系密切,通路上

多种因子参与精子发生和细胞分化过程。同时我们也

应注意,Akt存在三种亚型,不同的亚型对于CCl4 和

H2 的敏感度、反应性是否也会不同。H2 之所以能发

挥细胞保护作用,我们推测可能是通过选择性降低活

性氧(reactiveoxygenspecies,ROS)的含量,减少氧自

由基 对IRS-1 的 攻 击,进 而 通 过 改 善 PI3K-Akt-
mTOR通路的信号传导,实现对CCl4 所造成的睾丸

损伤的缓解。本研究仅限于了mTOR的上游因子,但
对其下游因子等在生精细胞增殖过程中的作用、变化

还有待进一步的系统研究,为高浓度 H2 在临床防治

CCl4 等所致的机体损伤、改善生殖功能方面提供实验

依据[12]。
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