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摘要# 目的!探讨精杞胶囊 "蛹虫草’ 熟地’ 枸杞子% 等# 对环磷酰胺诱导大鼠生精功能损伤的保护作用& 方法!
精杞组和丙酸睾酮组先期给药 ( 周后% 除正常组外% 均腹腔注射环磷酰胺 (’ 2JF"^J-V#连续造模 ’ V% 与此同时精杞
组和丙酸睾酮组延续给药% 造模结束后次日处死全部动物& 放射性免疫法检测血清睾酮含有量( 称取大鼠体质量’ 睾
丸’ 附睾’ 前列腺质量% 计算脏器指数( _1染色观察大鼠睾丸组织形态( @DBD仪检测精子密度与精子活率(
-MI1N检测细胞凋亡& 结果!精杞组与模型组比较% 血清睾酮含有量升高( 睾丸’ 附睾’ 前列腺脏器指数增加( 生
精上皮损伤减轻% 各级生精细胞数量增多( 精子密度与精子活率增高( -MI1N显示细胞凋亡率降低& 结论!精杞胶
囊对环磷酰胺所致大鼠生精功能损伤有保护作用&
关键词! 精杞胶囊( 环磷酰胺( 生殖损伤保护( 生精功能
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!!据调查报告% 全世界不孕不育的发病率波动于
’!‘+’!& 在我国有文献报告% 育龄夫妇不孕不育

发生率为 "(E’!% 其中男性因素所致不育不少于
’%!% 而约 +%!男性不育患者原因不明*"+ & 男性不育
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在中医学中属于 .无子/’ .不育/’ .绝嗣/ 等范畴%
中医对于这类病证的治疗有着丰富的临床经验% 疗效
受到肯定*(+ & 本实验观察复方中药精杞胶囊对环磷酰
胺所致大鼠生殖系统损害的保护作用&
KL材料与仪器
"E"!动物!B?H级 B]雄性大鼠 ’% 只% "( 周龄%
体质量 +%% ‘+’% J& 购自第四军医大学% 许可证
号! B@PN@ "军# (%"()%%%&&
"E(!药品!精杞胶囊 "蛹虫草’ 熟地’ 枸杞子’
桑椹’ 菟丝子’ 灵芝’ 红花#% 由南京五岳生物医
药公司提供% 制备方法为将各药材精选除杂% 以适
宜浓度的酸碱水液反复提取% 提取物经食用酒精处
理后得到精提物多糖成分& 环磷酰胺 "@-P% 江苏
盛迪医药有限公司% 批号 +(%(%*’&#( 丙酸睾酮
"杭州动物药品厂% 批号 ""%(%"%’0#( 超快速无毒
改良巴氏染液 "南京建成科技有限公司% 批号
(%"’"%"+#( 无水乙醇 "广东光华科技股份有限公
司% 批 号 (%"’%’%$ #( S",, " J4>78% 批 号
"$**"$&#( 牛血清白蛋白 "dBD# "南京奥多福尼
生物科技有限公司% 批号 "’%+"*#( 睾酮 "-# 放
射免疫试剂盒 "北京北方生物技术研究所% 批号
(%"’"%(%#( -MI1N试剂盒 "南京建成生物工程研
究所% 批号 (%"’"""’#&
"E+!仪器!全自动精子分析仪 "@DBD% __DSTN)
-cI-_cAI1% TacB#( 离心机 "北京时代北利离心
机有限公司% ]-’)0d#( 恒温水浴锅 "国华电器有限
公司% __)0#( 光学显微镜 "cNKS?MB% dP)$%#&
ML方法
(E"!实验设计!参照文献 *+)$+% 雄性大鼠随机
分为 ’ 组! 正常组% 模型组% 精杞低’ 高剂量组和
阳性对照组% 每组 "% 只& 给药组按人临床等效剂
量灌胃精杞胶囊 "精杞胶囊内容物用生理盐水配
成相应剂量#% 低剂量 ’%% 2JF" ^J-V#% 高剂量
" %%% 2JF"^J- V#& 阳性对照组采用丙酸睾酮
’ 2JF"^J-V#皮下注射& 给药组和阳性对照组分
别先期给药 ( 周后% 除正常组外% 其余各组均腹腔
注射环磷酰胺 (’ 2JF"^J-V# l’ V 造模% 与此同
时给药组及阳性对照组延续给药& 造模结束后次
日% 称取雄鼠体质量% 摘除眼球取血% + %%% <F24=
离心 "’ 24=% 取上清% m*% n保存& 雄鼠颈椎脱
臼法处死% 分别摘取睾丸’ 附睾’ 前列腺脏器称
重& 取称重后的睾丸放入 0!多聚甲醛中固定% 用
于睾丸组织形态学观察和 -MI1N染色& 取称重后
的附睾放入精子孵育液% 用于精子质量检测&

(E(!检测指标
(E(E"!一般情况!观察大鼠试验过程的体质量’
活动’ 体毛’ 饮食等一般情况&
(E(E(!血清睾酮检测!采用放射免疫法进行检测%
检测方法按照说明书操作&
(E(E+!脏器指数!计算睾丸’ 附睾’ 前列腺的脏
器指数& 计算公式! 脏器指数o脏器质量"2J#F体
质量"J#&
(E(E0!睾丸形态学观察!取甲醛固定后的睾丸%
常规石蜡包埋% 切片% _1染色% 光镜下观察睾丸
组织内精原细胞与各级生精细胞的分布情况&
(E(E’!精子质量检测!取单侧附睾% 剪开% 放入
" 2N精子孵育液中游离 ’ 24=% 然后按 " f(% 或
" f0% 倍稀释放入 @DBD仪% 检测精子密度和精子
活率& 精子孵育液配制方法! (%% 2NS",, 中加入
" J%E’! dBD&
(E(E$!-MI1N法检测细胞凋亡*&+!取甲醛固定后
的睾丸% 切取 0 &2厚石蜡组织切片% 按试剂盒说
明书进行细胞凋亡检测& 以细胞核染成棕色者为
-MI1N阳性细胞% 光镜下 " l(%%# 每张切片选取
+ 个视野观察% 利用T23J.)?<8?/O:$E% 软件处理显
色照片% 计算平均光密度值 "Sc]#&
(E(E&!统计学方法!采用 B?BB ",E% 统计软件分
析数据& 数据进行单因素方差分析% 以 Cb.表示
结果% 以Ig%E%’ 表示差异有统计学意义&
+L结果
+E"!一般情况!环磷酰胺造模前% 各组大鼠一般
情况良好% 活泼有力% 反应敏捷% 饮食正常% 体毛
有光泽& 造模后% 模型组’ 精杞组和丙酸睾酮组大
鼠出现精神萎靡’ 嗜睡’ 活动减少’ 畏寒’ 体毛无
光泽’ 体质量降低’ 睾丸萎缩的现象% 而正常组一
般活动如前&
+E(!精杞胶囊对大鼠睾酮水平的影响!与正常组
相比% 模型组血清睾酮含有量降低% 差异有统计学
意义 "Ig%E%’#( 先期给药的精杞高剂量组血清
睾酮含有量升高% 与模型组比较% 差异有统计学意
义 "Ig%E%’#% 表明精杞组有雄激素样作用% 但
精杞高剂量组升高作用不及丙酸睾酮组% 差异有统
计学意义 "Ig%E%"#& 见表 "&
+E+!大鼠造模前后体质量的变化 !造模前
"" 日‘"+ 日# 大鼠体质量正常增长% 各组体质量
未见差异 "Ip%E%’#% 环磷酰胺造模 ’ 日后 "",
日#% 与正常组相比% 模型组与给药组体质量均下
降% 差异有统计学意义 "Ig%E%"#% 但各给药组
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!!!表 KL精杞胶囊对大鼠睾酮质量浓度的影响$!R"% #XKN&
)&;QKL#5501=-5V.39W.B&?’:<0’-3=0’=-’=0>-30<0T0<’.3

>&=’$!R"% #XKN&

组别 剂量F"2J-̂Jm"# 睾酮质量浓度F"=J-2Nm"#
正常组 $ (E0* b%E&&
模型组 $ "E0" b%E+,#

精杞低剂量组 ’%% "E’+ b%E&%
精杞高剂量组 " %%% (E$& b%E$’h!!

丙酸睾酮组 ’ ,E,0 b(E%*hh

!!注! 与正常组比较%#Ig%E%’( 与模型组比较%hIg%E%’%
hhIg%E%"( 与丙酸睾酮组比较%!!Ig%E%"

之间无差异 "Ip%E%’#& 见表 (&

+E0!精杞胶囊对睾丸! 附睾! 前列腺脏器指数的
影响!与正常组相比% 模型组大鼠睾丸’ 附睾和前
列腺指数下降% 差异均有统计学意义 "Ig%E%’%
Ig%E%"#% 表明造模成功& 与模型组相比% 精杞
高’ 低剂量组的大鼠睾丸’ 附睾和前列腺指数升
高% 差异有统计学意义 "Ig%E%’% Ig%E%"#& 同
时% 与丙酸睾酮组相比% 精杞高’ 低剂量组的大鼠
睾丸指数和附睾指数无差异 "Ip%E%’#% 前列腺
指数有差异 "Ig%E%"#& 见表 +&

表 ML大鼠造模前后体质量的变化 $!R"% #XKN&
)&;QMLB2&390’.3;-,7 @0.92=-5>&=’;05->0&3,&5=0>4-,0<.39 $!R"% #XKN&

组别 剂量F"2J-̂Jm"# " 日 & 日 !!"+ 日 !!", 日
正常组 $ +0(E,% b$E+’ +&$E0% b&E*% +,$E&% b"%E0" 0%&E*% b"+E’,
模型组 $ ++,E,% b"’E%" +&+E"% b"&E,’ +,*E(% b"(E$" +&%E&% b"+E("##

精杞低剂量组 ’%% +0+E+% b*E(+ +&&E+% b$E0$ +,*E,% b"+E0’ +$&E&% b"0E’+##

精杞高剂量组 " %%% +0+E(% b""E%’ +&+E$% b"&E++ +,*E,% b"0E"$ +$&E"% b"*E*"##

丙酸睾酮组 ’ +0&E"% b,E+’ +&+E"% b,E’& +,,E&% b,E," +$*E*% b"+E,*##

!!注! 与正常组比较%##Ig%E%"

表 +L精杞胶囊对睾丸’ 附睾’ 前列腺脏器指数的影响 $!R"% #XKN&
)&;Q+L#5501=’-5V.39W.B&?’:<0’-3->9&31-055.1.03=-5=0’=.’% 0?.,.,74.’&3,?>-’=&=0$!R"% #XKN&

组别 剂量F"2J-̂Jm"# 睾丸 附睾 前列腺
正常组 $ 0E$* b%E+0 "E’+ b%E", (E$" b%E$’
模型组 $ 0E"0 b%E0+# "E(’ b%E",## "E&" b%E&"##

精杞低剂量组 ’%% 0E$* b%E*%h "E$$ b%E""hh (E,, b%E00hh!!

精杞高剂量组 " %%% 0E,( b%E(&hh "E&% b%E(%hh +E+% b%E*%hh!!

丙酸睾酮组 ’ 0E$$ b%E($h "E&" b%E(%hh 0E+% b%E&*hh

!!注! 与正常组比较%#Ig%E%’%##Ig%E%"( 与模型组比较%hIg%E%’%hhIg%E%"( 与丙酸睾酮组比较%!!Ig%E%"

+E’!各组大鼠睾丸 _1染色形态学观察!如图 "
所示% 正常组大鼠睾丸从曲精细管的基层到管腔%
依次为精原细胞’ 初级精母细胞’ 次级精母细胞’
精子细胞和腔面成熟的精子% 支持细胞分布在各期
生精细胞之间& 曲精细管间为富含血管和淋巴管的
疏松结缔组织% 其中还可见少量间质细胞& 模型组
曲精细管内生精细胞排列紊乱% 生精细胞减少% 少

数管腔内见脱落的变性’ 坏死的生精细胞( 丙酸睾
酮组大鼠睾丸生精现象较正常组明显% 大鼠曲精细
管腔内生精细胞排列较其它大鼠紧密% 与模型组相
比各级生精细胞数量增多% 管腔可见较多的精子%
提示生精增加( 精杞低剂量组和精杞高剂量组生精
现象较模型组好转% 生精上皮增厚% 细胞层数增
多% 生精现象轻微增多% 但无丙酸睾酮组明显&

图 KL精杞胶囊对大鼠睾丸组织形态的影响 $D#% OMNN&
P.9QKL#5501=-5V.39W.B&?’:<0’-34->?2-<-97 -5=0’=.’.3>&=’$D#% OMNN&

+E$!精杞胶囊对大鼠精子密度和精子活率的影响
!与正常组相比% 模型组精子活率与精子密度均下
降% 差异有统计学意义 "Ig%E%’% Ig%E%"#( 而

经过精杞胶囊先期预防给药后% 高’ 低剂量组均呈
现出精子活率增高% 与模型组比较% 差异有统计学
意义 "Ig%E%"#( 同时% 高剂量组精子密度升高%
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差异有统计学意义 "Ig%E%"#% 表明精杞胶囊对
精子质量有一定的保护作用& 与丙酸睾酮组相比%
精杞高’ 低剂量组精子活率和精子密度无差异
"Ip%E%’#% 表明精杞胶囊对精子质量的保护效果
与丙酸睾酮类似& 见表 0&
表 SL精杞胶囊对大鼠精子密度和精子活率的影响 $! R"%

#XKN&
)&;QSL#5501=’-5V.39W.B&?’:<0’-3’?0>41-3103=>&=.-3

&3,’?0>44-=.<.=7 $!R"% #XKN&

组别
剂量F

"2J-̂Jm"#
精子活率F!

精子密度F

" l"%$-2Nm"#
正常组 $ $"E*, b$E’+ &%E(0 b($E*’
模型组 $ +,E*, b*E0$## +&E%% b""E,0#

精杞低剂量组 ’%% $$E*% b"%E%$hh ’&E"( b($E*+
精杞高剂量组 " %%% $,E+% b,E%(hh &’E*& b(%E",hh

丙酸睾酮组 !’ $+E$% b""E(*hh ,’E’( b0"E&%hh

注! 与正常组比较%# Ig%E%’%## Ig%E%"( 与模型组比较%
hhIg%E%"

+E&!精杞胶囊对大鼠生精细胞凋亡的影响!采用
T23J.)?<8)?/O:$E% 软件分析平均光密度 "Sc]#&
-MI1N阳性细胞核呈棕色% 光密度值较阴性细胞
相比增加& 与正常组比较% 模型组精原细胞及各级
!!

生精细胞阳性表达明显增多% 平均光密度增加% 差
异有统计学意义 "Ig%E%"#( 与模型组相比% 精
杞高’ 低剂量组和丙酸睾酮组阳性表达均减少% 平
均光密度降低% 差异有统计学意义 "Ig%E%"#%
精杞高’ 低剂量 ( 组之间比较% 平均光密度值无差
异 "Ip%E%’#% 表明精杞精囊具有抗凋亡的作用&
与丙酸睾酮组相比% 精杞高剂量组阳性表达有差异
"Ig%E%’#% 而低剂量组未见显著性差异 "Ip
%E%’#& 见表 ’’ 图 (&
表 UL精杞胶囊对大鼠生精细胞凋亡的影响 $! R"% #X

KN&
)&;QUL#5501=-5V.39W.B&?’:<0’-3&?-?=-’.’-5’?0>4&=-%

903.110<<’.3>&=’$!R"% #XKN&

组别 剂量F"2J-̂Jm"# 平均光密度

正常组 $ %E(& b%E%+

模型组 $ %E0% b%E%&##

精杞低剂量组 ’%% %E+" b%E%&hh

精杞高剂量组 " %%% %E+( b%E%’hh!

丙酸睾酮组 ’ %E($ b%E%’hh

!!注! 与正常组比较%##Ig%E%"( 与模型组比较%hhIg%E%"(

与丙酸睾酮组比较%!Ig%E%’

图 ML精杞胶囊对大鼠生精细胞凋亡的影响 $)G6#H% OMNN&
P.9QML#5501=-5V.39W.B&?’:<0’-3&?-?=-’.’-5’?0>4&=-903.110<<’.3>&=’$)G6#H% OMNN&

SL讨论
环磷酰胺是临床常用的免疫抑制剂和抗肿瘤

药% 是目前已明确可以损害生精功能的化疗药之
一& 它可杀伤分化中的精原细胞% 导致长期无精或
少精% 是实验采用较多的造少精’ 弱精或生殖系统
损伤模型的方法**+ & 据资料显示*"+ % 男性不育患
者中约 +%!患病原因不明% 这类患者又称为少精’
弱精症患者% 这些男性既往无引起不育的相关病
史% 体格检查无显著异常% 化验室检查激素水平正
常% 但精液检查精子数目降低’ 精子活力降低’ 畸
形精子数增多& 现代医学治疗这类不育患者采用经
验性治疗方法% 常用药物包括抗雌激素类药物’ 抗
氧化剂’ 芳香酶抑制剂’ 促性腺激素类’ 稀有金属
等& 由于发病机制不明% 大量经验性治疗一直以来
尝试提高受孕率% 但结果并不是特别理想& 中医认
为肾主生殖% 补肾为保护及治疗生殖类疾病的基本

法则& 本实验所用精杞胶囊以蛹虫草为君% 补益肾
精( 又用熟地黄’ 枸杞子和桑椹滋补阴血养精% 菟
丝子温补肾阳化精% 灵芝益肾健脾生精% 共为臣
药( 红花调血养血为佐& 全方共奏益肾填精’ 助养
生育之效&

睾丸为雄鼠主性器官% 分泌雄性激素% 促进附
性器官的成熟和发育( 附性器官是指与生殖有关和
依赖雄激素增殖发育的器官% 如附睾和前列腺& 环
磷酰胺造模后% 模型组大鼠的睾丸’ 附睾和前列腺
指数下降% 血清睾酮含有量也下降& 研究发现环磷
酰胺可以通过抑制胆固醇转运蛋白 B;DA以及睾酮
合成关键酶 +")_B]’ "&")_B]等的表达% 抑制睾
酮合成*,+ & 精杞组先期给药后% 相比于模型组%
睾丸’ 附睾和前列腺指数升高% 大鼠睾酮含有量也
升高% 因此推测% 精杞胶囊具有雄激素样作用% 并
能促进附性器官的增殖发育& 大鼠生殖内分泌由下

’&$
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丘脑)垂体)性腺轴系调节% 垂体释放的黄体生成素
"N_# 作用于睾丸间质细胞% 分泌睾酮& 精杞胶囊
中含有蛹虫草和菟丝子% 在陈文冬等人*"%+的研究
中发现% 蛹虫草对血清睾酮有一定的调节作用% 景
晓平等人*""+研究发现菟丝子黄酮能干预雷公藤多
苷所致雄性幼鼠生殖损伤% 可以明显提高大鼠睾丸
组织雄激素受体 2AID及蛋白表达% 此或许是精
杞胶囊有效性的作用机制& 生殖细胞分裂增生和分
化发育的部位是生精小管% 正常小管壁由 0 ‘* 层
生精上皮细胞构成% 不同发育阶段的生精细胞嵌在
支持细胞中分层排列% 睾酮对精子发生的过程具有
十分重要的作用% 但其具体调节机制仍不十分清
楚& 睾酮释放后% 一部分被选择性输送到睾丸的曲
精小管中% 与曲精小管支持细胞内的雄激素受体结
合及管腔中的雄激素结合蛋白结合% 促进精子发
生*"(+ & 环磷酰胺能导致睾丸生精障碍% 造成生精
细胞减少% 在环磷酰胺造模后% 解剖学观察能明显
发现睾丸萎缩% 精子质量分析仪检测发现精子密度
和精子活率均降低% 这与环磷酰胺抑制睾酮合成%
睾酮含有量降低有关( 通过 _1染色观察结果显
示% 相比于模型组% 精杞组生精上皮损伤减轻% 细
胞层数较多% 而精子质量也明显好于模型组% 表明
精杞胶囊能够抵抗环磷酰胺对雄性大鼠生精功能的
损伤% 起到保护作用&

精子产生的各阶段都存在自发性和诱发性的生
精细胞凋亡% 其中精原细胞凋亡是导致精子数量减
少的主要原因*"++ & 环磷酰胺诱导生精细胞凋亡以
精原细胞和静母细胞最为显著% 精原干细胞凋亡无
显著改变% 研究表明% 环磷酰胺诱导生精细胞凋亡
主要有死亡受体途径% 如死亡受体 H3:FH3:N信号
和线粒体途径% 如 d7/)( 家族% 促凋亡蛋白 d3Q起
主要作用% 而抗凋亡蛋白 d7/)( 抑制这一过程%
d3QFd7/)( 比值是生精细胞’ 支持细胞发生凋亡的
决定性因素*"0+ & -MI1N结果显示% 模型组精原细
胞及各级生精细胞均明显凋亡% 而精杞组精母细胞
和精子细胞凋亡率有降低的趋势% 抗凋亡作用与精
杞胶囊表现出相关性% 但其抗凋亡的具体分子机制
需要更深入研究&

!!综上% 本实验结果显示精杞胶囊对环磷酰胺所
致大鼠生精功能损伤具有保护作用% 保护机制主要
为升高大鼠血清睾酮和抗生精细胞凋亡& 精杞胶囊
在临床男性少精’ 弱精症及生殖系统损伤疾病中具
有研发潜力% 本研究为其在男性生殖系统疾病预防
和治疗中的作用提供了实验依据&
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