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·实验研究·

补肾中药对老龄大鼠睾丸功能影响的比较研究

曾金雄1 刘建华1 郑东海2汤家铭3顾祖曦3

(福建省自然科学基金资助项目No．00410046；l福州东方医院中医专科中心，福州西二环北路156号，350025；

2北京东方伟达中医研究院；3上海中医药大学动物实验中心)

摘要 目的：比较研究补肾中药六味地黄汤和八味地黄汤对老龄大鼠睾丸功能的影响。方法：8只3月龄成年雄性sD大鼠为

正常对照组；24只22月龄老龄雄性sD大鼠随机分为3组，每组8只，分别为老龄组(SC)、六味地黄汤组(Lw)、八味地黄汤组

(Bw)。Lw组灌胃给药六味地黄汤，Bw组灌胃给药八味地黄汤，连续用药60天。应用精子运动cAsA分析和流式细胞仪检

测技术，比较研究六味地黄汤和八味地黄汤对衰老大鼠精子运动能力、生殖细胞凋亡率和增殖指数的影响。结果：老龄组大鼠

与成年组比较，精子密度明显下降(JP<O．05)；活动率、直线活动率、细胞凋亡率下降非常显著(P<O．01)；细胞增殖指数明显增

加(尸<o．05)。六味地黄汤和八味地黄汤对运动精子百分率有非常显著的提高(P<o．01)，生殖细胞凋亡率明显下降(P<

O．05，P<0．01)。八味地黄汤组与六味地黄汤组比较，精子直线活动率明显增加(尸<O．05)，生殖细胞凋亡率明显下降(P<

O．05)。结论：六味地黄汤和八味地黄汤在改善老龄大鼠睾丸功能方面，均有提高精子运动能力，减少其生殖细胞凋亡的作用。

八味地黄汤在降低老龄大鼠睾丸生殖细胞凋亡率，提高精子直线活动率等方面优于六味地黄汤。
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睾丸功能的减退与男性衰老之间存在着重要的联

系⋯，中医学认为肾虚是衰老的主要原因，现代研究也

证明肾虚与衰老密切相关，补肾方药确有延缓衰老的

作用心。3J，肾阴阳两虚偏重阳虚是衰老肾虚的基本特

点H J。近年来研究表明”一7J，六味地黄汤和八味地黄

汤通过调整神经内分泌免疫调节网络的平衡，起到改

善机体肾虚症状的作用，并能延缓机体的衰老。说明

不同补肾法可能具有共同的调节机理，但阴阳双补偏

重补阳的八味地黄汤的作用总体上明显优于单纯补肾

阴的六味地黄汤，是否与补阴补阳药物配伍后从层次

及环节上增强了对机体的双向调节作用，还有待于进

一步研究。为了探讨补肾方药延缓衰老的机理，我们

比较研究了六味地黄汤和八昧地黄汤对老龄大鼠睾丸

功能的影响。现介绍如下。

l材料与方法

1．1药物制备：六味地黄汤由熟地黄、山茱萸、山药、

泽泻、牡丹皮和茯苓按8：4：4：3：3：3的比例混合；八味

地黄汤由熟地黄、山茱萸、山药、泽泻、牡丹皮、茯苓、肉

桂和附子按8：4：4：3：3：3：l：l的比例混合。加水浸泡

2h，以600mL／1009生药的比例加水煎煮2次，每次2h，

过滤后合并煎液，并经大孔树脂及超滤技术联用进行

精制。配成浓度为50mg／L原液，灭菌后4℃保存

备用。

1．2 主要仪器及试剂：HTM—IVOS 8086型精液自动分

析仪(CASA)，FAcSCalibur流式细胞仪(BECTON

DIcⅪNsON公司)，cellquest细胞凋亡分析软件，Modfit
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注：与Ac组比较。‘P<O．05，一P<0．Ol；与sc组比较，△△P<O．0l；与LW组比较，▲尸<O．05。

细胞周期分析软件，ANNExIN V-FITc AP0胛OsIS

DETECrI'ION Krr(BD Biosciences公司)，胰蛋白酶

(SINGMA公司)。

1．3动物分组：雄性SD大鼠40只(购自上海西普尔

一必凯实验动物有限公司)。3月龄成年大鼠8只

(AC)为正常对照组；22月龄老年大鼠24只，随机分

为3组，每组各8只，分别为老龄对照组(Sc)、六味地

黄汤组(Lw)、八味地黄汤组(BW)。分别灌喂六味、

八味地黄汤提取物，每组给药量为O．059·kg～·d～。

成年组和老年对照组灌喂相当体积的生理盐水。连续

用药2个月。

1．4实验动物处理：以3％戊巴比妥20mg／kg腹腔注

射麻醉动物。剥离附睾尾精子待测精子运动能力；取

右侧1／2睾丸分离生精细胞测细胞凋亡。

1．5 计算机辅助精子运动CAsA分析：解剖剥取附睾

尾浆液，分别加入0．1mlBAS至EPPENDOF管中，参照

人类精液常规分析方法检测"J。

1．6 流式细胞仪检测凋亡细胞：流式细胞仪分析条件

为：以波长488nm的氩离子激发光激发，激发功率

15mw。FLl收集Annexin V—FITc的荧光信号；FL2收

集PI的荧光信号，数据采集及分析使用cellquest、

Mo曲t软件。

1．7单细胞悬液的制备：按文献方法略加修改。取睾

丸组织约200mg，O．01 moL／L PH 7．2 BAS液漂洗干

净，在350目尼龙网上轻轻研磨，过滤，1500rpH∥min×

10min，4℃离心。取2×105细胞加100山Annexin V

Binding Bu仃ered、5¨l Annexin V—Frllc形成Annexin V-

FITC标记的细胞悬液，避光，并置室温下孵育15 min，

离心洗涤(1500叩∥min×5min)，细胞悬浮于loo肛l
Binding Buf艳red(冰浴)中，力口5¨j P1．opidium Iodide

(PI)配制成细胞悬液，孵育15 min，室温避光，上机检

测凋亡细胞。取2×100细胞加100m BAS、100¨l

RNA酶消化15 min，37℃水浴，加入60以PI，调成终浓

度为25斗g／IIll，上机检测细胞周期。应用DNA细胞周

期分析软件，计算出各样品DNA含量及细胞周期G0／

Gl、S、G2／M期变化。细胞的增殖活性以增殖指数

(pmlifemtive index，PI)表示，其计算公式为：PI(％)=蒜器舢％。

1．8统计学分析：组间比较应用sPSS 11．5．1版统计

软件进行￡检验和方差分析。

2结果

2．1计算机辅助精子运动CAsA：分析结果见表l。

SC组精子密度明显低于AC组，精子活动率及直线活

动率与Ac组、Lw组及Bw组比较有明显下降。Lw

组、BW组精子密度之间及与SC组、AC组比较无差

异。与AC组比较，Lw组精子活动率，Lw组、Bw组

精子直线活动率明显下降。

2．2细胞凋亡检测：结果见表2。sc组睾丸生精细

胞凋亡数量明显多于AC组、LW及BW组。Lw组生

精细胞凋亡数量明显高于Ac组和Bw组。

表2各组大鼠睾丸生精细胞凋亡分析结果比较(髫±s。％)

项目 AC组 SC组 LW组 BW组

塑堕塑圭重墨竺圭竖兰!!垒竺圭!：望：：!：翌圭垒堡：兰圣里圭垒堑：兰兰：
注：与Ac组比较，’P<O．05，“P<0．0l；与SC组比较，△P<

O．05。△△P<0．0l；与Lw组比较，▲P<O．05。

2．3细胞周期检测：结果见表3。结果显示，SC组睾

丸生精细胞增殖指数明显多于AC组，其余各组之间

比较无差异。

表3各组大鼠睾丸生精细胞细胞增殖

指数分析结果比较(i±s)

项目 AC组 SC组 LW组 BW组

C0／Gl(％)82．36±O．28 74．59±6．1l’79．53±4．16 80．37±2．83

S(％) 4．39±O．6l 19．78±7．46 8．36士3．41 9．25±5．13

G2／M(％) 7．58±o．68 9．86±2．27 9．43±1．29 8．17±1．38

PI(％) 11．24±O．96 26．37±4．47’17．24±4．77 16．35±3．62

注：与Ac组比较，’P<O．05。

3讨论

中医学认为肾主生殖，有研究表明，机体老化是一

种生理性肾阳虚，肾阳虚是未老先衰的一种表现。睾

丸功能的减退与男性衰老之间存在着重要的联系。补

肾中药能改善老年大鼠睾丸间质细胞曲细精管的

结构。

六味地黄汤(熟地黄、山茱萸、山药、泽泻、牡丹

皮、茯苓)是“滋补肾阴”的代表方，加肉桂、附子，变

“滋补肾阴”为“温补肾阳”的八味地黄汤(金匮肾气

丸)。六味地黄汤和八味地黄汤功专于肾，分别是“滋

补肾阴”和“温补肾阳”的代表方剂，临床广为应用，其
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