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摘要 }目的  对具有温肾助阳 !补肾育精 !和血补气 !回春固本作用的补肾强精颗粒剂进行有关的男性不育症药效学研究 ∀方

法  以肉苁蓉 !制何首乌 !海龙 !狗鞭 !仙茅 !菟丝子 !补骨脂等 ts味中药组成的补肾强精颗粒剂为试验材料 o采用乙酸棉酚造

模大鼠研究其对精子生成 !精子活率及其活力的作用 o试验其药效作用 ∀结果  补肾强精颗粒剂可显著地增加乙酸棉酚造模

大鼠精子数量 !精子活率及其活力 o并能增强精子对毛细管的穿透能力 ∀体外试验证明 o可直接提高豚鼠精子活力及其受精

能力 ∀结论  该方剂具有一定的补肾助阳功能 o使用该方剂可用于治疗因少精子症 !弱精子症和少精子伴弱精子症所致的男

性不育症 ∀
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  受精是精子与卵子相互结合并形成合子的过程 ∀它包

括一系列严格有序 !协调发育 !精卵相互作用的复杂过程 ∀

不育的原因最常见的是精子或卵子有缺陷 o或生殖细胞的遗

传物质异常 o导致受精失败 o或胚胎不能正常发育而流产 ≈t  ∀

补肾强精颗粒剂由肉苁蓉 !制何首乌 !海龙 !狗鞭 !仙茅 !菟丝

子 !补骨脂等 ts味中药组成 o临床试验初步表明 o对治疗因

少精子症 !弱精子症和少精子伴弱精子症所致的男性不育治

疗效果为 }治愈率为 ush o显效率 uuq|h o总有效率达

{xqzh
≈u  ∀为进一步按国家新药开发的规范要求进行研发 o

我们较全面地研究了该方剂的药效学功能 ∀大量的实验和

临床研究证明 o棉酚可明显地抑制大鼠及人睾丸精子发生和

附睾精子成熟 o导致生育力下降 ≈v2x  ∀本试验以乙酸棉酚诱

发大鼠睾丸生精障碍为模型 o结合豚鼠精子的体外实验 o观

察补肾强精颗粒剂对大鼠及豚鼠睾丸生精过程和附睾精子

功能的作用 ∀

1  实验材料

1q1  动物

雄性 ≥³µ¤́ ∏̈ ⁄¤º¯̈ ¼k≥⁄l大鼠 xy只 o体重 tzs ∗ t{sªo由

浙江省实验动物中心提供 o持有效合格证 k浙医实验动物

|ysst号 o以下同 l∀雄性豚鼠 x只 o体重 zxs ∗ {xsªo由浙江

大学医学院实验动物供应中心提供 o持有效合格证书 k证号

|yssul∀

1q2  药物

补肾强精颗粒剂由浙江省医学科学院药物研究所药剂

研究室制备并提供 o为淡棕色颗粒剂 o每克颗粒剂含生药 uqy

ªo批号为 |xsxtxo用前溶于 xsε 温开水中 o配成含生药 x ∗

tsªr°�的溶液 ~乙酸棉酚为淡黄色粉末 o由无锡轻工业大学

粮油系提供 k含量 ||h lo批号 |xsvtso用色拉油配制成浓度
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为 xs°ªr°�的混悬液 ~甲基睾酮由上海信谊药厂提供 o批号

为 |xststo用 tsh ≤� ≤ 2�¤配制悬液 o给药体积为 sqw°�r

tssª�• ∀

精子培养液采用改良的缺 ≤¤
u n最小获能培养液 k� ≤� 2

⁄ƒ ≤¤l
≈y  ∀补肾强精颗粒剂 o临用前取 tª颗粒剂加 xq{°�

蒸馏水 o在 vzε 温育 ts°¬±o使之充分溶解 o再用定量滤纸过

滤 o滤液相当于 sqwvª生药 r°�o然后用 t°°²̄ r��¤��调节

³�至 zqu∀

1q3  仪器

相差显微镜及其摄影装置 k� ¼̄°³∏¶��2uo日本产 l~≤�u

孵箱 k± ∏̈ ∏̈ o美国产 l~恒温水浴 k°²̄¼¶·¤·̈o德国产 l~精密分

析天平 k≥«¬°¤§½∏o日本产 l~³� 计 k�µ¬²± °²§̈ ¯ vsto美国

产 l∀

2  实验方法

2q1  空白对照组

雄性大鼠 tu只 o仅服溶媒 o未服用其他任何药物 ∀

2q2  补肾强精颗粒剂组

雄性大鼠 uv只 o按乙酸棉酚 xs°ªr®ª体重 k�• l灌胃给

药 ov§给药 t次 o连续 x次 o即为棉酚造模大鼠 ∀停喂棉酚

后 o给其灌服补肾强精颗粒剂 otv只大鼠为高剂量组 ktsª生

药 r®ª�• lots只大鼠为低剂量组 kxªr®ª�• l∀每日分 u次

给药 k以下同 lo连续给药 t个月 o末次给药 u «后处死动物 o

打开腹腔 o取出睾丸和附睾 ∀在洁净滤纸上剔除脂肪组织和

结缔组织 o在分析天平上称重 o记录重量 o然后一侧睾丸和附

睾经 �²∏¬±. ¶液固定 o�∞染色 o进行病理组织学观察和显微

摄影 ∀另一侧作附睾内容物检查 o包括精子计数 !活率和精

子功能评价等 ∀

2q3  模型动物组

tu只 o棉酚模型大鼠停喂棉酚后 o仅给蒸馏水 o未给其他

任何药物 ∀

2q4  阳性对照组

ts只 o棉酚模型大鼠停喂棉酚后 o灌服甲基睾酮 ux°ªr

®ª�• o每日 t次 o连续 t个月 ∀

2q5  附睾内容物检查

取附睾尾部组织约 xs°ªo置于胚胎手术杯中 o立即加入

tΒus大鼠精子培养液 ≈z 
o用眼科手术剪 o充分剪碎 o并在

vzε 恒温水浴箱中孵育 ts°¬±o使精子充分释入培养液中 ~再

用 � ¬µ¤¦̄²·«k� «̈µ¬±ª ⁄¬¤ª±²¶·¬¦¶o�¤ �²̄ ¤̄o≤�o美国 l迅速过

滤 o除去非精子等组织 ~然后用精密取液器 k�¬̄¶²±o法国产 lo

取 tsΛ�于洁净载玻片上 o加盖玻片 kuu ≅ uu°°lo置相差显

微镜下 o按 • � � kt||ul
≈{ 标准 o观察精子活率 k精子活率以

th台盼兰排斥试验证实 o以下同 lo至少计数 uss个精子 ~并

按常规方法用血球计数板计算精子密度 ∀另取 ussΛ�精子

悬液 o作精子毛细管穿透试验 k ≥³̈ µ° ³̈ ± ·̈µ¤·¬²± ·̈¶·o

≥°×l
≈|  ∀毛细管一端用石蜡纸 k°¤µ¤©©¬± ³¤³̈ µl封口 o未封口

端插入精液池内约 x°°o置 vzε xh ≤�u o|xh空气培养箱培

养 vs°¬±~取出 o拭去毛细管表面液体 o用暗视野显微镜 k�2

¼̄°³∏¶o�� 2ul观察先头活动精子的穿透距离及其活力 ∀结

果以均值 cξ ? σ表示 o组间差异显著性测定采用方差分析或

秩和检验 k以下同 l∀

2q6  补肾强精颗粒剂对豚鼠体外精子活力 !超激活运动和

顶体反应的影响

按袁玉英等 ≈ts 和钟翠铃等 ≈tt 报道方法稍加改良 o即精

子取自豚鼠附睾尾部和输精管 o经上游法 k¶º¬°2∏³l筛去高

质量的上层活动精子 o底层活力较差的精子用作试验 ∀记录

精子活力 k此时精子活力 zsh为 ≤级 otsh为 �级 oush为 �

级不活动精子 lo并将精子数调节至约 xs ≅ ts
y个 r°�~然后

在 xh ≤�u o|xh空气孵箱内 v{qxε 培养 x«~培养结束后 o经

xxh ° µ̈¦²̄¯离心 kwww ≅ ªotu°¬±lo除去死精 o然后用新鲜

� ≤� 2⁄ƒ ≤¤
u n离心洗涤一次 kuxs ≅ ªo{°¬±l调节精子数至 x

≅ ts
y精子 r°�k精子活率经 th台盼兰排斥试验证实 l~然后

将精子悬液 y等份 o每份 t°�∀试验从不同动物得到精子 o

重复 v次 ∀ ≠对照组 }加 tsΛ�生理盐水 ~� 阳性对照组 }孕

酮 tsΛ�kxΛ°²̄ r�lo溶于二甲基亚砜 k⁄� ≥� l中 o⁄� ≥s浓

度不超过 sqxh o该浓度对上述精子参数没有影响 ≈tu  ∀ ≈ 补

肾强精颗粒剂组 }分 xqwotsq{outqx和 wvqs°ªk生药 l r°�w

组 o加入药液体积均为 tsΛ�o然后孵育 tx °¬±o再加入 ussΛ�

sqt°²̄ r�≤¤≤ ū k使终浓度为 u°°²̄ r�ltx°¬±后 o根据 • ²¤̄2

¯̈ ¼
≈tv 以及 ≥«¬和 ƒµ¬̈±§报道方法 ≈tw 分别评价超激活运动

k� �� l和顶体反应 k�� l∀

3  实验结果

3q1  附睾尾部内容物检查

3q1q1  精子活率  喂服高剂量补肾强精颗粒剂组精子活率

明显高于模型动物组 kΠ � sqsstlo并与空白对照组相似 o表

明该制剂可提高精子活率 ~且补肾强精颗粒剂低剂量组与高

剂量组之间存在着明显的量效关系 kΠ � sqstlo见表 t∀

3q1q2  精子密度 kts
y细胞 rtss °ª附睾尾部组织 l  灌服补

肾强精颗粒剂低剂量组和高剂量组的精子密度均显著高于

模型动物组 kΠ � sqsstlo表明补肾强精颗粒剂可明显地增加

乙酸棉酚造模大鼠精子数量 o见表 t∀

3q1q3  对精子毛细管穿透 k≥°×l的作用  据 • � � kt||ul

和卫生部药政局 kt||vl
≈tx 颁布的 /中药新药临床指导原则 0

中均将 ≥°×作为评价精子功能的重要指标 ∀试验结果表明 o

高剂量组 ≥°×明显高于低剂量组 kΠ � sqsxlo表明两个用药

组之间存在明显的量效关系 ~低剂量组又明显高于模型动物

组 kΠ � sqstlo表明补肾强精颗粒剂可显著地提高精子活力 o

见表 t∀

  模型动物组在精子活率 !精子密度和对毛细管穿透力均

明显低于空白对照组 kΠ � sqstoΠ � sqsx和 Π � sqsstlo表

明乙酸棉酚造模是成功的 ∀

3q2  睾丸组织学观察

空白对照组大鼠睾丸横切面上 o曲细精管呈饱满圆形或

椭圆形 o各期生精细胞 o排列有序 o层次分明 o内含众多的精

子见图 t�o其附睾管腔内充盈精子见图 t�∀灌服棉酚后 o模

型动物组睾丸曲细精管相对缩小 o生精上皮层次明显减少 o

排列疏松 o细胞组合紊乱 o部分精母细胞核固缩 o精子细胞减
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表 2  补肾强精颗粒剂对豚鼠体外精子活率 !超激活运动和顶体反应的影响 kcξ ? σl

Ταβ 2  ×«̈ ©̈©̈¦·²©�∏¶«̈ ± ¬́¤±ª­¬± ªµ¤±∏̄ ¶̈²± «¼³̈ µ¤¦·¬√¤·¬²± ¤±§¤¦µ²¶²°¨µ̈¤¦·¬²± ²©ª∏¬± ¤̈³¬ª¶³̈ µ°¤·²½²¤kcξ ? σl

组  别 活率 kh l 活力 kh lk� n �级 l 超激活运动 kh l 顶体反应 kh l

空白对照 {{qz ? uqv vsqs ? yqu¤ t|qs ? xqv¥ uzqz ? tqx¤

阳性对照 k孕酮 tqyΛªr°�l |sqs ? uqs ywqs ? vqy wvqs ? uqs¦ wvqv ? uqt

补肾强精颗粒剂组 xqw°ª生药 r®ª {zqz ? uqx xxqz ? wqs¦ u|qs ? vqy¤ vzqz ? uqx¦o¨

        tsq{°ª生药 r®ª |tqy ? xq{ yuqz ? vqu¦ wvqv ? tqx¨ wyqv ? vqx¦

        utqx°ª生药 r®ª |tqy ? xq{ xzqs ? {qx¦ uzqy ? {qz¤oª vsqz ? uqx¤o¦oª

        wvqs°ª生药 r®ª |tqs ? yq| |qv ? vqu¤ yqv ? vqu¥o¦o ö« utqv ? uqx¤

注 }ν � v~¤与阳性对照组比较 oΠ � sqst~¥与阳性对照组比较 oΠ � sqsst~¦与补肾强精颗粒剂 wvqs°ª生药 r°�比较 oΠ � sqst~§与补肾强精颗

粒剂 wvqs°ª生药 r°�比较 oΠ � sqsst~¨与补肾强精颗粒剂 xqw°ª生药 r°�比较 oΠ � sqst~©与补肾强精颗粒剂 xqw°ª生药 r°�比较 oΠ �

sqsst~ª与补肾强精颗粒剂 tsq{°ª生药 r°�比较 oΠ � sqst~«与补肾强精颗粒剂 tsq{°ª生药 r°�比较 oΠ � sqsst∀

�²·̈}ν � v~ ¤º«̈ ± ¦²°³¤µ̈§·²·«̈ ³²¶¬·¬√¨¦²±·µ²̄o Π � sqst~ ¥¤¶¦²°³¤µ̈§·²·«̈ ³²¶¬·¬√¨¦²±·µ²̄o Π � sqsst~ ¦¤¶¦²°³¤µ̈§º¬·«�≥±�� wvqs°ªr°�

µ²∏ª«° §̈¬¦¬±¨k� � lo Π � sqst~ §¤¶¦²°³¤µ̈§·² �≥±�� wvqs°ªr°�� � o Π � sqsst~ ¨º«̈ ± ¦²°³¤µ̈§ º¬·« �≥±�� xqw°ªr°�� � o Π � sqst~

©º«̈ ± ¦²°³¤µ̈§·²�≥±�� xqw°ªr°�� � o Π � sqsst~ ª¤¶¦²°³¤µ̈§·²�≥±�� tsq{°ªr°�� � o Π � sqst~ «º«̈ ± ¦²°³¤µ̈§º¬·«�≥±�� tsq{°ªr°�

� � oΠ � sqsstq

相符 ∀据报道 o海龙可明显地增加环磷酰胺造模小鼠睾丸和

附睾性腺重量以及精子数和精子活率 ≈tx 
o也支持了本试验

结果 o并且与临床上观察到补肾强精颗粒剂可治疗肾阳虚证

所致的少精子症 !弱精子症以及少精伴弱精症也是相符合

的 ≈uoty  ∀据此 o本试验结果为补肾强精颗粒剂治疗少精子

症 !弱精子症以及少弱精子症提供了药理学资料 ∀
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