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雷公藤甲素对小鼠血睾屏障的损伤作用及机制

王宏亮, 王铸, 张建文, 赖裕林, 邓琼
(深圳市龙华区人民医院泌尿外科,广东 深圳 518109)

[摘要] 　 目的: 探讨雷公藤甲素对小鼠血睾屏障的损伤效应及分子机制。 方法: 选用 20~25 g 健康雄性 C57BL / 6
小鼠 9 只,随机分为对照组、雷公藤甲素低剂量给药组(0. 2 mg / kg)和高剂量给药组(0. 5 mg / kg),每组 3 只。 持续

给药 28 d 后,观察不同剂量雷公藤甲素干预后小鼠体重、睾丸体积及组织形态学改变,比较三组小鼠睾体比、生殖

细胞凋亡水平、血睾屏障相关蛋白表达量及血睾屏障渗漏程度。 结果: 与对照组相比,雷公藤甲素给药组小鼠体重

涨幅显著降低,睾丸重量、睾体比显著下降(P 均<0. 01);HE 染色显示雷公藤甲素给药组小鼠曲细精管管腔生殖细

胞丢失,管腔结构出现空泡化;附睾精子数量减少,高剂量给药物组小鼠附睾精子数量进一步降低,可见大量坏死

生殖细胞;TUNEL 结果显示雷公藤甲素给药组小鼠曲细精管内细胞凋亡显著增加(P 均<0. 01);蛋白质印迹实验

显示雷公藤甲素给药组小鼠血睾屏障相关蛋白(上皮钙黏蛋白、闭合蛋白、β-连环蛋白、血管内皮钙黏蛋白、肌动蛋

白相关蛋白 3、紧密连接蛋白 11)表达均显著下调(P 均<0. 01);生物素示踪染色显示雷公藤甲素给药组小鼠睾丸

的血睾屏障随给药浓度升高,屏障渗漏损伤程度逐步加剧。 结论: 雷公藤甲素给药可构建不同程度的小鼠血睾屏

障损伤模型,其作用机制与诱导支持细胞凋亡、下调血睾屏障相关蛋白、激活氧化应激多条通路协同调控密切

相关。
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The damaging effect and mechanism of triptolide
on the blood-testis barrier in mice

WANG Hongliang, WANG Zhu, ZHANG Jianwen, LAI Yulin, DENG Qiong
(Department of Urology, Longhua District People′s Hospital of Shenzhen, Shenzhen Guangdong 518109, China)

[Abstract]　 Objective: To investigate the damaging effects of triptolide on the blood-testis barrier and
its underlying molecular mechanisms. Methods: Nine healthy male C57BL / 6 mice (20 - 25 g) were
randomly divided into control group, low-dose triptolide group (0. 2 mg / kg), and high-dose triptolide
group ( 0. 5 mg / kg), with 3 animals per group. After continuous administration for 28 days, body
weight, testicular volume, and testicular histomorphology were observed in mice exposed to different
doses of triptolide. Intergroup comparisons of testis-to-body weight ratio, germ cell apoptosis level,
expression of blood-testis barrier-related proteins and barrier leakage were performed among the three
groups. Results: Compared with the control group, mice in triptolide-treated groups exhibited markedly
reduced body weight gain, testicular weight and testis-to-body weight ratio ( all P<0. 01). HE staining
revealed massive loss of germ cells and prominent vacuolization in the seminiferous tubular lumen of
triptolide-exposed mice. The sperm count in epididymal tissues was decreased upon triptolide
administration, and this reduction was further aggravated in the high-dose group, accompanied by
abundant necrotic germ cells. TUNEL assay revealed markedly elevated apoptosis in seminiferous tubules



of triptolide-treated mice (all P<0. 01). Western blotting indicated that the expression levels of blood-
testis barrier-related proteins (E-cadherin, occludin, β-catenin, VE-cadherin, Arp3, and Claudin 11)
were significantly downregulated in triptolide-treated groups ( all P < 0. 01 ). Biotin tracer staining
demonstrated varying degrees of blood-testis barrier injury in triptolide-treated mice, and the severity of
barrier leakage increased in a dose-dependent manner. Conclusion: Triptolide treatment can be used to
stably establish a mouse model of blood-testis barrier injury. Its mechanism is closely related to the
synergistic regulation of multiple pathways, including Sertoli cell apoptosis, downregulated expression of
blood-testis barrier-related proteins and oxidative stress response.
[Key words]　 blood-testis barrier; triptolide; biotin; apoptosis

雷公藤是卫矛科雷公藤属传统药用植物,具有

清热解毒、舒筋活血、祛风通络等功效,临床常用于

肾炎、系统性红斑狼疮、类风湿关节炎等自身免疫性

疾病的辅助治疗[1]。 雷公藤甲素是雷公藤的主要

活性成分[2],具有广泛的生物作用,但生殖毒性为

其最突出、临床危害最大的不良反应[3-4]。
血睾屏障是分隔睾丸生精小管与外周血液循环

的特异性屏障结构,也是哺乳动物睾丸组织特有的

超微结构,由睾丸支持细胞构建形成。 支持细胞呈

不规则圆锥形,底部附着于曲细精管的基膜上,顶端

伸入管腔,四周围绕着各级生精细胞。 细胞间通过

紧密连接、基底外质特化、间隙连接和桥粒连接等多

种连接形成紧密的屏障结构[5]。 血睾屏障对于精

子发生过程中生殖细胞的阶段性和有序性发育起着

关键作用[6],该屏障的建立与稳态维持可构建适宜

精子发生的微环境,精准调控物质跨屏障转运,同时

规避生殖细胞引发的机体自身免疫应答[7]。 血睾

屏障的结构和功能受到多种分子和信号通路的调

控,其完整性对于精子发生和男性生育能力至关重

要[8]。 雷公藤甲素致生殖毒性的研究中,血睾屏障

损伤的具体特征及其分子调控机制尚不清楚。 基于

以上,本研究设置梯度剂量雷公藤甲素干预小鼠,探
究其致血睾屏障损伤的特征及分子机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验小鼠、主要试剂和仪器

雄性 C57BL / 6 健康小鼠 9 只,体重 20 ~ 25 g,2
月龄,购自珠海百试通生物科技有限公司,许可证号

为 SCXK(粤)2020-0051。
低温台式高速离心机(德国 Eppendorf 公司);光

学显微镜(日本 Olympus 公司);荧光显微镜(日本

Nikon 公司);超微量紫外 可见分光光度计、EZ-LinkTM

sulfo-NHS-LC 生物素(美国 Thermo Scientific 公司);
蛋白电泳及转膜系统(美国 Bio-Rad Laboratories 公

司);超声破碎仪(宁波新芝生物科技股份有限公

司);凝胶成像仪(美国 GE 公司);雷公藤甲素(上
海阿拉丁试剂有限公司);Bouin′ s 固定液、DAPI、
ECL 化学发光试剂盒(北京索莱宝科技有限公司);
二甲基亚砜(上海麦克林生化科技股份有限公司);
蛋白酶 K(德国默克公司);HE 染色试剂盒(福州飞

净生物科技有限公司);CoraLite® Plus 488 TUNEL
凋亡检测试剂盒(武汉三鹰生物技术有限公司);
兔抗小鼠上皮钙黏蛋白 ( E-cadherin)、兔抗小鼠

GAPDH 一抗(美国 CST 公司);兔抗小鼠闭合蛋

白(occludin)、兔抗小鼠 β-连环蛋白(β-catenin)、兔
抗小鼠紧密连接蛋白 11(Claudin11)、Alexa FluorTM

488 链霉亲和素偶联物(美国 Invitrogen 公司);血管

内皮钙黏蛋白(VE-cadherin,上海圣克鲁斯生物技

术有限公司);小鼠抗人肌动蛋白相关蛋白 3(Arp3,
西格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司);山羊抗兔

lgG、山羊抗小鼠 lgG(北京中杉金桥生物技术有限

公司);抗荧光淬灭封片液、RIPA 组织裂解液(上海

碧云天生物技术股份有限公司)。
1. 2　 实验方法

1. 2. 1　 动物分组及给药　 雷公藤甲素用二甲基亚

砜充分溶解,按体积比 1 ∶ 9 加入生理盐水稀释备

用。 9 只 C57BL / 6 雄性小鼠适应性饲养 3 ~ 5 d,环
境温度(20±1) ℃,相对湿度(65±5)%,自由进食饮

水。 适应性饲养结束后随机分为 3 组,每组 3 只:对
照组、雷公藤甲素低剂量给药组(0. 2 mg / kg)与高

剂量给药组(0. 5 mg / kg)。 对照组腹腔注射等量溶

剂(二甲基亚砜+生理盐水),给药组依据小鼠实时

体重腹腔注射对应剂量的雷公藤甲素,每日定时给

药,持续注射 28 d。 动物实验经深圳市龙华区人民

医院动物伦理委员会批准(LHRY-2106001)。
1. 2. 2　 体重监测　 各组小鼠分笼饲养,每日记录体

重,监测体重变化。
1. 2. 3　 标本取材及睾体比测定　 给药周期结束后,
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采用脱颈椎法处死小鼠,迅速剥离双侧附睾和睾丸,
去除周围粘连结缔组织,称量睾丸重量。 两侧睾丸

和附睾分别采用 Bouin′s 固定液和 4%多聚甲醛固

定,经石蜡包埋切片后 HE 染色,光学显微镜下观察

组织病理形态并采集图像。 睾体比计算公式:睾体

比=睾丸重(g) /小鼠体重(g)。
1. 2. 4　 TUNEL 染色检测小鼠睾丸组织细胞凋亡　
取 4%多聚甲醛固定的睾丸组织,石蜡包埋后切片,
经二甲苯脱蜡、梯度乙醇水化后,滴加 20 μg / mL 蛋

白酶 K 工作液室温孵育 20 min。 PBS 充分漂洗,加
入 100 μL 平衡缓冲液室温孵育 5 min,弃去液体;每
张切片滴加 50 μL TUNEL 反应混合液(由 1 μL TdT
酶与 TUNEL 反应缓冲液配比配制而成),置于避光

湿盒中,37 ℃避光孵育 2 h。 孵育完成后弃去反应

液,PBS 浸润洗涤 2 次,再采用含 0. 1% Triton X-100、
5 mg / mL BSA 的 PBS 漂洗 3 次;随后经 DAPI 避光

染色 10 min。 切片经梯度脱水处理后,滴加抗荧光

淬灭封片液进行封片,荧光显微镜采集成像。
1. 2. 5　 蛋白质印迹实验检测小鼠血睾屏障相关蛋

白　 每 10 mg 睾丸组织加入 40 μL RIPA 裂解液,超
声破碎后 4 ℃静置 20 min,12 000 r / min、4 ℃离心

20 min,收集上清液即为总蛋白溶液。 采用分光光

度法测定各组蛋白样品浓度,定量后加入 SDS-
PAGE 蛋白上样缓冲液并充分混匀,95 ℃水浴变性

10 min。 每泳道上样 20 μg 蛋白,120 V 恒压电泳

90 min,转膜至 PVDF 膜,5%脱脂奶粉室温封闭 2 h。
封闭结束后加入 1 ∶ 1 000 稀释 E-cadherin、occludin、
β-catenin、VE-cadherin、Arp3、Claudin11 和 GAPDH 的

一抗,4 ℃孵育过夜;TBST 清洗 3 次,每次 10 min,
加入 1 ∶ 3 000 稀释山羊抗兔 lgG 和山羊抗小鼠 lgG
的二抗,室温孵育 1 h,再次清洗后 ECL 显色,凝胶

成像系统曝光。
1. 2. 6　 生物素示踪实验检测血睾屏障完整性　 实

验参考文献[9]方法并结合本实验室条件优化。 取

对照组和雷公藤甲素给药组小鼠各 3 只,小鼠腹腔

注射 1. 25%阿佛丁麻醉,将麻醉后小鼠放置于 37 ℃
恒温热板,开腹充分暴露双侧睾丸。 采用 28 G 胰岛

素针头白膜下注射,给药试剂为 EZ-LinkTM sulfo-
NHS-LC 生物素(浓度 10 mg / mL),给药 30 min 后

处死小鼠,分离睾丸组织,PBS 漂洗后液氮快速冷

冻。 制备 7 μm 厚度冰冻切片,4%多聚甲醛室温固

定 10 min,PBS 清洗 3 次,加入稀释比例 1 ∶ 250 的

Alexa FluorTM 488 链霉亲和素偶联物染色 30 min,
PBS 再次洗涤 3 次,DAPI 复染细胞核;加抗荧光淬

灭封片液封片。 荧光显微镜下观察并采集荧光图像。
1. 3　 统计学方法

采用 Sigmaplot 软件进行统计学分析。 计量资

料以均数±标准差(x±s)表示,多组比较采用单因素

方差分析,组间两两比较采用 Dunnett-t 检验,P<0. 05
为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 雷公藤甲素对小鼠体重、睾丸体积及睾体比的

影响

对照组小鼠体重随饲养天数稳步增长,高剂量

给药组小鼠体重无明显波动,低剂量给药组小鼠体

重缓慢上升,涨幅显著低于对照组(P<0. 01);连续

给药 28 d 后与对照组相比,雷公藤甲素低、高剂量

给药组小鼠睾丸外观体积缩小,睾体比显著下降(P<
0. 01)。 见图 1。
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图 1　 雷公藤甲素干预后小鼠睾丸大体形态与睾体比对比

2. 2　 雷公藤甲素对小鼠睾丸组织及附睾形态学的

影响

与对照组相比,雷公藤甲素给药组小鼠睾丸曲细

精管管腔内生殖细胞大量脱落,管腔结构出现空泡

化;附睾精子数量减少,高剂量给药物组小鼠附睾精

子数量进一步降低,可见大量坏死生殖细胞。 见图 2。
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图 2　 各组小鼠睾丸及附睾组织 HE 染色

2. 3　 雷公藤甲素对小鼠生殖细胞凋亡的影响

图 3 显示,对照组小鼠睾丸曲细精管内可见少

量凋亡细胞,雷公藤甲素低、高剂量给药组小鼠睾丸

曲细精管内凋亡细胞数量显著增加,荧光信号强度

显著升高(P 均<0. 01)。
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2. 4　 雷公藤甲素对小鼠血睾屏障完整性的影响

结果显示,与对照组相比,雷公藤甲素给药组血

睾屏障相关蛋白 E-cadherin、occludin、β-catenin、VE-

cadherin、Arp3 和 Claudin11 等表达水平均显著下调

(P 均<0. 01),小鼠睾丸的血睾屏障出现不同程度

的损伤,损伤程度随给药剂量升高而加重。 见图 4。
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ᄦ
⚔
㏱
ѻ
ݯ
䛼
㐆
㢜
㏱

倅
ݯ
䛼
㐆
㢜
㏱

E-cadherin
occludin
�-catenin
VE-cadherin
Arp3
Claudin 11
GAPDH 

A ᄦ⚔㏱ ѻݯ䛼㐆㢜㏱ 倅ݯ䛼㐆㢜㏱

⩌
➖

㉍
⩌

➖
㉍

/D
A

PI

E-cadherin occludin �-catenin VE-cadherin Arp3 Claudin11
0

0.5

1.0

1.5 ᄦ⚔㏱ ѻݯ䛼㐆㢜㏱ 倅ݯ䛼㐆㢜㏱

P<0.01
P<0.01

㯸
⮪

Ⱕ
ᄦ

㶕
䓫

Ⅱ
Ꭰ

B

P<0.01
P<0.01

P<0.01
P<0.01

P<0.01
P<0.01

P<0.01
P<0.01

P<0.01
P<0.01

50 !m 50 !m 50 !m

50 !m50 !m50 !m

A:血睾相关蛋白表达量和量化分析;B:生物素示踪实验检验血睾屏障的变化

图 4　 小鼠血睾屏障相关蛋白的表达及生物素示踪实验检测血睾屏障的完整性

3　 讨论

血睾屏障由相邻支持细胞间多种蛋白质复合体

共同构成,通过在生精上皮参与构建生精微环境、提
供免疫屏障并赋予细胞极性来维持正常精子发

生[10]。 血睾屏障受损可诱发精子相关自身免疫反

应:单核细胞浸润睾丸、附睾组织,激活体液免疫与

细胞免疫通路,持续攻击睾丸、附睾等生殖器官,进
而诱发自身免疫性睾丸炎,最终造成不育。 血睾屏障

的结构完整性与生理功能易受外界有害刺激干扰,目
前其损伤介导的病理机制仍未完全明确,因此构建稳

定可靠的血睾屏障损伤动物模型具有重要研究价值。
现有研究已通过多种手段构建血睾屏障损伤模

型:双酚 A 体外暴露可诱导支持细胞形成的血睾屏

障发生可逆性损伤,但体内急性染毒虽会造成生殖

细胞大量丢失,却无法破坏血睾屏障完整结构,推测

该现象与循环内游离双酚 A 生物利用度偏低相

关[11]。 每日 5 mg / kg 全氟辛烷磺酸连续染毒 28 d
的在体干预方案,可下调血睾屏障关键蛋白表达并

破坏屏障完整性;体外 500 μmol / L 全氟辛烷磺酸处

理亦可可逆损伤体外支持细胞血睾屏障模型[12];另
有研究采用 3 mg / kg 氯化镉腹腔注射,成功构建稳

定性良好的大鼠血睾屏障损伤模型[9]。

雷公藤甲素是一种广泛使用的免疫抑制剂,有
研究证实,雷公藤甲素能抑制生精细胞的增殖[13],
并通过诱导氧化应激引起支持细胞的凋亡[14]。 该

化合物可促进细胞内活性氧蓄积,激活 JNK 信号通

路,进而诱导线粒体功能障碍和细胞凋亡;同时可

抑制核因子 E2 相关因子 2(nuclear factor erythroid
2-related factor,Nrf2)的核转位及其下游抗氧化基因

的表达,削弱细胞的抗氧化防御机制[15]。 已有研究

证实,雷公藤甲素可诱导小鼠睾丸支持细胞发生凋

亡,进而破坏血睾屏障的结构完整性;同时该药物能

够干扰支持细胞脂质代谢通路、抑制 ATP 合成,致
使细胞能量供给匮乏[16]。 此外,雷公藤甲素能够减

轻睾丸和附睾的重量,降低精子活力,增加精子畸形

率[17-18],诱导精原细胞凋亡[19]。 本研究发现,雷公

藤甲素可诱发睾丸细胞凋亡,凋亡细胞的分布位置

和细胞核形态特征与支持细胞基本吻合,提示雷公

藤甲素或通过诱导支持细胞凋亡损伤血睾屏障完

整性;同时,雷公藤甲素给药后的小鼠睾丸组织中

血睾屏障相关蛋白(E-cadherin、occludin、β-catenin、
VE-cadherin、Arp3 和 Claudin11)表达呈显著下调趋

势。 这种结构破坏使有害物质更容易进入睾丸内

部,对生殖细胞造成损伤。 因此,雷公藤甲素可通过

多途径、多靶点诱导睾丸组织病理性损伤,能够较好
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模拟血睾屏障损伤的病理特征。
有研究采用雷公藤甲素 0. 125~0. 5 mg·kg-1·d-1

梯度连续染毒 11 d 可造成生精细胞梯度依赖性损

伤[20];采用 0. 12 mg·kg-1·d-1连续给药 14 d 后,
造成小鼠睾丸和附睾指数显著降低,形态萎缩,精子

数量减少和形态异常,睾丸和附睾组织显微结构发生

明显破坏[21];也有研究采用 30 mg·kg-1·d-1 [22] 和

5. 2 mg·kg-1·d-1[23]等高剂量方案诱导急性血睾屏障

损伤。 本研究预实验分别采用 1、5、10 mg·kg-1·d-1

梯度剂量探究雷公藤甲素诱导的急性血睾屏障损

伤,发现该梯度给药剂量均可造成小鼠在给药 1 ~
3 d 内死亡。 基于预实验结果,下调给药剂量至

0. 2 mg / kg 和 0. 5 mg / kg,两个剂量均可稳定诱导小

鼠血睾屏障病理性损伤,实验期间给药组小鼠体重

呈显著下降趋势。 另据研究报道,通过调整雷公藤

甲素的剂量,可以实现不同程度的血睾屏障损伤,满
足不同研究需求[24]。

值得关注的是,本研究设置0. 2 mg / kg、0. 5 mg / kg
两种雷公藤甲素给药梯度,两组的睾体比、血睾屏障

相关蛋白表达及整体细胞凋亡率无统计学差异,但
血睾屏障完整性和附睾精子数均呈现出剂量依赖性

加重趋势。 这一表型分离现象主要源于检测指标的

生物学属性差异:睾体比易受药物所致全身性体重

下降的干扰;基于全睾丸组织匀浆的免疫印迹难以

精准反映屏障局部骨架蛋白的空间构象与降解分

布;TUNEL 染色则仅代表特定时间窗内的动态凋亡

过程,而非累积性损伤总量。 而示踪剂外渗直接反

映屏障超微结构的物理完整性,附睾精子数则是生

精微环境健康状况的最终整合性终点,二者对支持

细胞骨架及紧密连接的细微变化更为敏感,因而能

够凸显剂量间差异。 该剂量依赖性病理表型差异,为
分级化动物模型应用提供了实验依据:低剂量雷公藤

甲素(0. 2 mg / kg)干预不会造成生殖器官严重萎缩,
同时可稳定下调血睾屏障关键蛋白并破坏屏障功能,
适用于探究早期分子改变、细胞代谢重编程及温和保

护干预策略;高剂量雷公藤甲素(0. 5 mg / kg)可诱发

更严重的屏障结构损毁与生殖细胞大量丢失,更适合

用于免疫微环境紊乱、自身免疫性睾丸炎继发损伤及

重度病理损伤模型下的药效评价研究。 本研究设置

双剂量梯度,构建了从中度功能障碍至重度器质性

损伤的分级模型,可根据不同研究需求灵活选用。
雷公藤甲素诱导血睾屏障损伤的可能机制为①

诱导支持细胞凋亡:雷公藤甲素可激活活性氧 / JNK
信号通路,诱导线粒体功能障碍,同时抑制 Nrf2 介

导的抗氧化应答,促进支持细胞凋亡,进而破坏血睾

屏障的结构基础[15];② 干扰支持细胞能量代谢:雷
公藤甲素可影响支持细胞脂质代谢,减少 ATP 生成,
造成细胞能量供应不足,削弱血睾屏障的维持能

力[16];③ 诱发氧化应激及炎症反应:通过促进活性氧

蓄积和促炎细胞因子释放,加重血睾屏障结构损伤。
本研究证实给药组 E-cadherin、occludin、β-catenin、
VE-cadherin、Arp3 和 Claudin11 等血睾屏障相关蛋

白的表达显著下调;上述分子是黏附连接、紧密连接

与基底外质特化的核心组分,蛋白耗竭直接升高血

睾屏障的通透性。 给药 28 d 后睾丸重量下降、睾体

比显著降低、曲细精管管腔生殖细胞丢失及附睾精

子数量减少,表明雷公藤甲素可诱导生殖系统损伤。
综上,通过调整雷公藤甲素给药剂量(0. 2 mg / kg 与

0. 5 mg / kg)可构建不同程度的小鼠血睾屏障损伤模

型,其机制主要涉及支持细胞凋亡、血睾屏障相关蛋

白表达下调及氧化应激等多途径协同作用,可为后

续研究血睾屏障损伤导致的男性不育提供实验参考。
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