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淫羊藿苷通过调钙质改善运动性疲劳模型小鼠
精子发生的作用及机制
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［摘要］ 目的：研究淫羊藿苷对运动性疲劳影响小鼠精子发生过程的作用并探讨有关的机制。方法：将 ICR 雄性小鼠进

行游泳筛选并随机分为正常组，模型组，维生素 C 组，淫羊藿苷低、中、高剂量组，淫羊藿苷中剂量+N-硝基 -L-精氨酸甲酯

（L-NAME）组，每组 10 只。除正常组外各组通过负重游泳训练建立运动性疲劳模型。负重训练前 2 周不进行灌胃处理，第 3~

4 周淫羊藿苷低、中、高剂量组分别给予 0.03、0.06、0.12 g·kg-1 淫羊藿苷灌胃，维生素 C 组给予 0.2 g·kg-1 维生素 C 灌胃，L-

NAME 组给予 0.06 g·kg-1 淫羊藿苷灌胃和 0.01 g·kg-1 L-NAMA 腹腔注射，正常组和模型组灌服等量的生理盐水。实验结束

后，记录各组小鼠体质量、末次力竭游泳时间；试剂盒检测各组小鼠血清尿素氮（BUN）、乳酸（LA）、乳酸脱氢酶（LDH）、丙二醛

（MDA）、睾丸睾酮（T）、睾丸 Ca2+/Mg2+-ATP 酶（微量法）、睾丸环磷酸鸟苷（cGMP）水平和流式细胞术检测精子 CD46 水平，苏木

素-伊红（HE）染色法观察睾丸生精小管并进行睾丸生精功能评分（TMS）评分；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测睾丸调钙质

（RGN，SMP30）、环磷酸鸟苷依赖性蛋白激酶 1（PKG）、环磷酸鸟苷依赖性蛋白激酶锚定蛋白（GKAP1）的蛋白表达；免疫荧光

法（IF）检测睾丸 Regucalcin 的表达；显微镜下观察小鼠附睾精子质量；免疫组化（IHC）观察睾丸生精小管视黄酸刺激 8

（STRA8）、突触复合体蛋白 3（SCP3）、过渡蛋白 1（TNP1）荧光染色切片。结果：与正常组比较，模型组小鼠体质量下降、游泳力

竭时间显著降低（P<0.01），疲劳标志物 LA、LDH、BUN 和脂质过氧化产物 MDA 水平显著升高（P<0.01），睾丸组织 RGN、PKG、

GKAP1、睾酮、Ca2+/Mg2+-ATP 酶、cGMP 水平显著下降（P<0.01），精子活力降低、精子数量减少、TMS 评分下降，STRA8、SCP3、

TNP1 表达减少；与模型组比较，淫羊藿苷高剂量组游泳力竭时间显著增加（P<0.01），LA、LDH、BUN、MDA 水平显著下降

（P<0.01），SOD 水平显著升高（P<0.01），睾丸组织 RGN、PKG、GKAP1、睾酮、Ca2+/Mg2+-ATP 酶、cGMP 水平显著升高（P<0.01），
精子活力升高、精子数量增加、TMS 评分上升，STRA8、SCP3、TNP1 表达增多；与 L-NAME 组比较，淫羊藿苷中剂量组睾丸组

织 STRA8、SCP3、TNP1 表达显著增加（P<0.01），cGMP、GKAP1 水平显著升高（P<0.01）。结论：运动性疲劳使得小鼠 RGN 和

cGMP/PKG/GKAP1 信号通路蛋白表达减少，并经由这一途径导致小鼠精子发生出现异常，影响生殖功能；淫羊藿苷通过促进

RGN 和 cGMP/PKG/GKAP1 信号通路蛋白表达进而改善运动性疲劳小鼠精子发生障碍，缓解运动性疲劳对生殖系统的损伤。
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［［Abstract］］  Objective：： This paper aims to investigate the effects of icariin on spermatogenesis in mice with exercise-

induced fatigue and explore the underlying mechanisms. Methods：： ICR male mice were screened by swimming and randomly 

divided into normal group， model group， vitamin C group， icariin groups with low， medium， and high doses， and medium-dose 

icariin+N-nitro-L-arginine methyl ester （L-NAME） group， with 10 mice per group. Except for the normal group， all the other 

groups underwent weighted swimming training to establish an exercise-induced fatigue model. No gavage was administered during 

the first two weeks of the weighted training. From week three to four， the icariin groups with low， medium， and high doses 

received 0.03， 0.06， and 0.12 g·kg-1 icariin via gavage， respectively. The vitamin C group received 0.2 g·kg-1 vitamin C. The 

L-NAME group received 0.06 g·kg-1 icariin and 0.01 g·kg-1 L-NAME via intraperitoneal injection. The normal and model groups 

received equivalent physiological saline. After the experiment， body weight and the last exhaustive swimming time were recorded. 

Blood urea nitrogen （BUN）， lactate （LA）， lactate dehydrogenase （LDH）， malondialdehyde （MDA）， testicular testosterone （T）， 

testicular Ca2+/Mg2+-adenosine triphosphatase （ATPase） （micro-assay）， and the levels of testicular cyclic guanosine 

monophosphate （cGMP） were measured by using kits. Sperm CD46 levels were detected by flow cytometry. Testicular seminiferous 

tubules were observed via hematoxylin-eosin （HE） staining， and the testicular morphometric score （TMS） was used to evaluate the 

spermatogenic function. Protein expression of regucalcin （RGN， SMP30）， cGMP-dependent protein kinase 1 （PKG）， and cGMP-

dependent protein kinase anchoring protein （GKAP1） was detected by Western blot. Testicular regucalcin expression was examined 

by immunofluorescence （IF）. The epididymal sperm quality of mice was observed under a microscope. Fluorescence-stained 

sections of stimulated by retinoic acid gene 8 （STRA8）， synaptonemal complex protein 3 （SCP3）， and transition protein 1（TNP1） 

in testicular seminiferous tubules were assessed by immunohistochemistry （IHC）. Results：： Compared with the normal group， the 

model group showed decreased body weight and exhaustive swimming time （P<0.01）， significantly increased fatigue markers 

（LA， LDH， and BUN） and lipid peroxidation product MDA （P<0.01）， reduced testicular RGN， PKG， GKAP1， testosterone， 

Ca2+/Mg2+-ATPase， and cGMP levels （P<0.01）， decreased sperm motility， sperm count， and TMS scores， and downregulated the 

expression of STRA8， SCP3， and TNP1. Compared with the model group， the icariin group with high dose exhibited increased 

exhaustive swimming time （P<0.01）， reduced LA， LDH， BUN， and MDA levels （P<0.01）， elevated superoxide dismutase 

（SOD） （P<0.01）， upregulated testicular RGN， PKG， GKAP1， testosterone， Ca2+/Mg2+-ATPase， and cGMP levels （P<0.01）， 

improved sperm motility， sperm count， and TMS scores， and enhanced STRA8， SCP3， and TNP1 expression. Compared with the 

L-NAME group， the icariin group with medium dose showed increased expression of STRA8， SCP3， and TNP1 in the testicular 

tissue （P<0.01） and elevated cGMP and GKAP1 levels （P<0.01）. Conclusion：： Exercise-induced fatigue reduces the expression of 

RGN and cGMP/PKG/GKAP1 in mice， thereby causing abnormal spermatogenesis and impairing reproductive function in mice. 

Icariin ameliorates spermatogenic dysfunction in exercise-induced fatigue mice by promoting the expression of RGN and cGMP/

PKG/GKAP1， thereby mitigating the damage of exercise-induced fatigue to the reproductive system.

［［Keywords］］ exercise-induced fatigue； spermatogenesis； icariin； regucalcin

随着健康观念不断普及，越来越多的人通过运

动来维持与促进自身健康。但不科学、异常的、过

量的运动可能会导致运动性疲劳（EIF）症状。EIF

是指由运动引起身体工作能力下降的现象，短暂的

EIF 通常是一种正常的生理机制［1］，但长期处于 EIF

会对机体的健康状态造成影响，甚至诱发器质性疾

病［2］。目前认为高强度运动对男性生殖系统最大的

影响源自下丘脑 -垂体 -肾上腺轴（HPA 轴）和下丘

脑 -垂体 -性腺轴（HPG 轴），通过睾酮等激素干预

HPA 和 HPG 轴及睾丸细胞进而直接影响男性生殖

系统［3］，但具体的途径与机制还不够全面。

调钙质（RGN，SMP30），是一种钙结合蛋白，在

钙离子稳态中起重要作用，在男性生殖系统中表现

突出［4］，其受到类固醇性激素的调控，在睾丸中睾酮

会促进 RGN 的表达。有研究表明环磷酸鸟苷依赖

性蛋白激酶 1（PKG）和环磷酸鸟苷依赖性蛋白激酶

锚定蛋白 42 kDa（GKAP1）在调节生殖细胞和精子数

量方面具有重要作用［5-6］，受到环磷酸鸟苷（cGMP）的
调控，而睾丸细胞中的 cGMP 又易受到钙离子水平

影响［7］。另一方面，EIF会导致睾酮浓度降低［8］，并且

EIF 也会对睾丸钙离子水平造成不良影响［9］。至此，

拟认为 EIF 可以通过调控睾酮影响 RGN，并经过

cGMP/PKG/GKAP1影响精子发生和顶体反应。

淫羊藿是一种极具药用价值的中药［10］，在生殖

系统领域有显著应用。本团队前期实验证明淫羊

藿的提取物之一——淫羊藿多糖具有缓解 EIF 的作

用［11］。淫羊藿苷也是淫羊藿的主要提取物之一，有

研究表明淫羊藿苷会促进睾酮的生成［12］，同时也可

以通过抑制磷酸二酯酶 5 型（PDE5）提高可溶性鸟

苷酸环化酶（sGC）活性来增加 cGMP 的活性［13-14］，进
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而可能从上游和下游 2 个角度分别干预 RGN 和

cGMP/PKG/GKAP1 的表达，以改善 EIF 影响下的精

子发生。

本实验以存在 RGN 和 cGMP/PKG/GKAP1影响

途径为基本论点，通过负重游泳训练建立小鼠 EIF模

型，观察负重游泳训练对小鼠精子发生、精子活力和

RGN、cGMP、PKG、GKAP1 水平的影响，并进一步阐

释淫羊藿苷改善 EIF 小鼠精子发生的机制，为防治

EIF对男性生殖系统的损伤提供新的角度和依据。

1 材料

1.1　动物     SPF 级雄性 ICR 小鼠 70 只，7 周龄，体质

量 29~31 g，由湖南斯莱克景达实验动物有限公司提

供，动物生产合格证号 SCXK（湘）2019-0004，合格

证编号 No.430727241101582234。所有动物饲养于

湖北中医药大学实验动物中心，室温（22±2） ℃，相

对湿度 50%~70%，每笼 5 只。

1.2　伦理     本实验通过湖北中医药大学实验动物

伦理委员会批准，批准编号 HUCMS88730183。

1.3　药物与试剂     淫羊藿苷、维生素 C、N-硝基 -L-

精氨酸甲酯（L-NAME）（上海源叶生物科技有限公

司，货号分别为 B21576、B21293、S20013）；乳酸脱

氢酶（LDH）、尿素氮（BUN）、丙二醛（MDA）、超氧

化物歧化酶（SOD）试剂盒（北京索莱宝科技有限公

司 ，货 号 分 别 为 BC0685、BC1535、BC0025、

BC5165）；乳酸（LA）、睾酮（T）、cGMP 检测试剂盒

（ 江 苏 酶 免 实 业 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 MM-

0766M2、MM-0569M2、MM-0021M2）；RGN 抗体、

PKG 抗体、GKAP1 抗体、膜辅助因子蛋白（CD46）抗
体、异硫氰酸荧光素（FITC）标记的免疫球蛋白 G

（IgG）山羊抗兔二抗、辣根过氧化物酶（HRP）标记

的免疫球蛋白（IgG）山羊抗兔二抗（武汉三鹰生物

技术有限公司，货号分别为 17947-1-AP、21646-1-

AP、11395-1-AP、12494-1-AP、SA00003-2、SA00001-

2）；苏木素-伊红（HE）高清恒染试剂盒（武汉赛维尔

生物科技有限公司，货号 G1076）。
1.4　仪器     JB-P5 型包埋机（武汉俊杰电子有限公

司）；BI0cut 型病理切片机（上海徕卡仪器有限公

司）；KZ-Ⅲ -F 型高速低温组织研磨仪、SCG-W2000

型化学发光成像仪（武汉赛维尔生物科技有限公

司）；CR21G 型冷冻高速离心机（日本日立公司）；
DYCZ-40 型电转仪、DYCZ-40D 型转膜仪（北京六

一仪器厂）；Multiskan FC 型酶标仪（上海赛默飞世

尔科技有限公司）；E100 型显微镜（日本尼康公司）。

2 方法

2.1　动物分组与给药     先将 7 周龄 ICR 雄性小鼠适

应性喂养 7 d，进行游泳筛选，将通过筛选可以适应

游泳训练的 70 只小鼠以数字随机分组法分为淫羊

藿苷低、中、高剂量组，淫羊藿苷中剂量+L-NAME

组（简称 L-NAME 组），正常组，模型组，维生素 C

组，每组 10 只。除正常组外各组小鼠每天进行负重

游 泳 训 练 ，持 续 4 周 。 在 进 行 负 重 游 泳 训 练 的

第 3 周和第 4 周期间，淫羊藿苷低、中、高剂量组每

天分别给予 0.02、0.06、0.12 g·kg-1淫羊藿苷灌胃［15］，

维生素 C 组则给予 0.2 g·kg-1 维生素 C 灌胃［11，16］，

L-NAME 组 给 予 淫 羊 藿 苷 0.06 g·kg-1 灌 胃 和

0.01 g·kg-1 L-NAME（一种 NOS 抑制剂，可以通过减

少 NO 进而降低 sGC 活性）腹腔注射［17-18］，正常组和

模型组给予等体积生理盐水灌胃。以上淫羊藿苷

用药剂量根据《中药药理研究方法学》及参考文

献［15］，按人与小鼠体表面积等效换算，得到小鼠

等效剂量 0.06 g·kg-1，低、中、高剂量按照 0.5∶1∶2 设

置，维生素 C 和 L-NAME 用药剂量则参照临床常用

量或相关参考文献［11，16-18］。

2.2　动物训练模型     除正常组外的其他组均进行负

重游泳训练［19］。根据课题组前期的 EIF造模方法［11］，

训练用泳槽水深 50 cm，水温（31±2） ℃。训练时将

小鼠置于水面后，使用玻璃棒于小鼠旁轻幅度搅动，

从而引导小鼠进行游泳运动。训练 4 周，第 1 周不负

重，第 2周负重 2% 体质量，第 3周负重 4% 体质量，第

4 周负重 5% 体质量，每次力竭时结束训练。力竭标

准：小鼠下沉后 3 s 不露出水面。在 4 周负重游泳训

练结束后进行一次无负重游泳，每次均记录小鼠力

竭时的游泳时间。当小鼠生长速率和力竭游泳时间

相比正常组显著降低，血清 LA、LDH、BUN 水平相比

正常组显著上升时，证明造模成功［11，20］。

2.3　样本的取材和指标的检测     小鼠最后一次无

负重力竭游泳后捞出擦干，麻醉后取血，血样静置

1 h 后于 4 ℃以 3 000 r·min-1 离心 10 min（离心半径

10 cm，下同），取血清。取小鼠肝脏、肾脏、左侧腓

肠肌、两侧睾丸，左侧睾丸放入睾丸固定液中。取

右侧附睾，挑破后放入 37 ℃的磷酸盐缓冲液（PBS）
并送至 37 ℃水浴箱孵育，准备检测。血清、右侧睾

丸置−80 ℃冰箱保存［21］。按照试剂盒说明书检测血

清中 LA、LDH、BUN、MDA、SOD 水平和睾丸睾酮

与 Ca2+/Mg2+-ATP 酶水平。

2.4　精子活力的分析     

2.4.1　显微镜下观察精子状态     取出附睾后，将附
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睾底部挑破使精子流出，并放置于预热好的 37 ℃ 

PBS 中，并在 37 ℃水浴锅孵育 1 h，至完全液化，取

得精子悬液。之后使用 200 目筛分离精子与组织碎

片，再进行精子质量的检测［22］。精子密度：取精子

悬液 10 µL 滴于血细胞计数板上，在光学显微镜下

观察进行精子计数；精子活力：取精子悬液 10 µL，

在光学显微镜下观察 200 个精子，计数运动中的精

子，计算小鼠精子活力（精子活力=运动精子数/200×

100%）；精子存活率：在精子悬液中加入伊红染液

5 μL 并吹吸混匀，取精子悬液 10 μL 在光学显微镜

下观察。死亡精子的头部出现深染色，活精子不着

色或头部着浅色，计数 500 个精子，并记录其中活精

子数（精子存活率=活精子数/500×100%）。
2.4.2　流式细胞术检测 CD46 表达     取处理好的精

子悬液，使用 200 目筛分离精子与组织碎片，常温

1 200 r·min-1离心 5 min，弃上清并加入预热的 37 ℃ 

PBS 至 1 mL，每 1 mL 悬液加入 CD46 抗体 10 μL 并

于 37 ℃孵育 10 min，阴性对照不做处理。孵育结束

后于 4 ℃ 以 1 200 r·min-1 离心 5 min，弃上清后于

4 ℃ PBS 洗涤。每 1 mL 悬液加入 FITC 二抗 10 μL，

于 4 ℃孵育 10 min，阴性对照做相同处理。第 2 次

孵育结束后再次于 4 ℃以 1 200 r·min-1 离心 5 min，

弃上清后用 4 ℃ PBS 洗涤，置 4 ℃短暂保存后，于

流式细胞仪上样检测。

2.5　HE 染色观察小鼠睾丸生精小管     取固定后的

睾丸组织，经脱水、透明、透蜡等处理后进行包埋，

切取 5 μm 厚度切片［22］，进行 HE 染色，中性树脂封

片后用显微镜观察并拍照，每个样品随机抽取 10 个

曲细精管断面进行睾丸生精功能评分（TMS），总分

为 20 分［23-24］，见表 1。

2.6　 免 疫 组 化 检 测 睾 丸 组 织 视 黄 酸 刺 激 8

（STRA8）、突触复合体蛋白 3（SCP3）、过渡蛋白 1

（TNP1）蛋白表达     取固定后的睾丸组织，经脱水、

透明、透蜡等处理后进行包埋，按照免疫组化检测

试剂盒操作说明进行操作。一抗 STRA8、SCP3、

TNP1（1∶1 000）孵育过夜；HRP 标记山羊抗兔 IgG

二抗（1∶4 000）孵育 50 min，光学显微镜下采集图

片，计数阳性细胞个数并进行分析［25］。

2.7　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测睾丸 RGN、

PKG、GKAP1 的 表 达     取 睾 丸 组 织 20 mg，加 入

RIPA、PMSF蛋白酶抑制剂，研磨匀浆静置后以 4 ℃条

件下 11 000 r·min-1离心 15 min，取上清液，提取细胞核

蛋白及组织全蛋白。蛋白定量法（BCA）测定蛋白浓

度，再 100 ℃ 10 min沸煮，制胶，上样，电泳跑胶，转膜，

5%脱脂奶粉室温摇床封闭 1.5 h，TBST洗涤 3次，加入

相 应 一 抗 工 作 液（RGN，1∶3 000；PKG，1∶5 000；
GKAP1，1∶1 000），于 4 ℃冰箱孵育过夜，回收一抗并

用 TBST洗涤 3次，加 HRP二抗（1∶10 000），摇床孵育

1 h，再用 TBST 洗涤 3 次，加入显影液后曝光。使用

Image J图像处理软件分析结果。

2.8　免疫荧光分析睾丸组织中 RGN 荧光强度     取

固定好的睾丸组织石蜡切片，先烘烤石蜡切片，用

二甲苯和梯度乙醇脱蜡，后进行水化和抗原回收。

加入 15% 牛血清白蛋白（BSA）和 0.5% Triton X-100

溶液，切片在 37 ℃孵育 1 h，再加入 RGN 抗体，1∶50

在 4 ℃下孵育。用 PBS 冲洗后，滴加二抗（1∶1 000）
并在 37 ℃孵育 30 min。PBS 冲洗后，用染料标记细

胞，在 PBS 冲洗后立即用荧光抗淬灭封片剂封片。

使用荧光显微镜采集荧光图像，并使用 Image J分析

睾丸组织生精小管 RGN 的荧光强度，阳性结果用平

均积分吸光度 AA 显示。

2.9　统计学方法     采用 SPSS 22.0、Graph Prism 8.0

软件进行分析和作图，用 Image J 软件进行图像分

析。计量资料用 x̄ ± s 表示。所有实验数据组间比

较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），P<0.05

表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1　对小鼠一般情况、体质量及力竭游泳时间的影

响     负重游泳训练开始后的第 2 周末，与正常组小

鼠比较，非正常组小鼠毛发略显凌乱、活动度与体

质量均显著下降（P<0.01）。负重游泳训练的第 4 周

末时，正常组小鼠毛发柔顺且活跃程度相比 4 周前

表 1　睾丸生精功能评分

Table 1　Total score of testicular spermatogenic function

项目

曲细精管内径（D，μm）
管周膜厚度（M，μm）
管壁生殖细胞层数（P，层）
生殖细胞成熟程度（S）

0 分

D<25

M>13

0

仅有支持细胞

1 分

25≤D<50

10≤M<13

0<P≤1

精原细胞

2 分

50≤D<75

7≤M<10

1<P≤2

初级精母细胞

3 分

75≤D<100

5≤M<7

2<P≤3

阻滞在次级精母细胞

4 分

100≤D<130

3≤M<5

3<P≤4

阻滞在精子细胞阶段

5 分

130≤D<160

M<3

P>4

成熟精子
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差异无统计学意义。与正常组比较，模型组小鼠毛

发凌乱、体形消瘦且活跃程度显著降低，其余组情

况好于模型组，但仍不及正常组小鼠。在负重游泳

训练的第 4 周末，与正常组比较，模型组小鼠体质量

显著下降（P<0.01）；与模型组比较，淫羊藿苷各剂量

组和维生素 C 组小鼠体质量明显升高（P<0.05，P<

0.01）；与正常组比较，模型组小鼠末次负重游泳力竭

时间显著降低（P<0.01）；与模型组比较，维生素 C 组

与淫羊藿苷中、高剂量组小鼠末次负重游泳力竭时间

明显升高（P<0.01）。从动物行为和体质量等宏观层

面说明各组 EIF模型造模成功，且淫羊藿苷可以改善

EIF小鼠体质量、耐力和活跃程度。见表 2。

3.2　对小鼠 LA、LDH、BUN 水平的影响     与正常

组比较，模型组小鼠血清 LA、LDH、BUN 水平明显

升高（P<0.05，P<0.01）；与模型组比较，淫羊藿苷高

剂量组小鼠血清 LA、LDH 水平明显降低（P<0.05）。
从血清运动指标等微观层面说明各组运动性疲劳

模型造模成功，且淫羊藿苷一定程度上缓解了 EIF

小鼠的疲劳程度。见表 3。

3.3　对小鼠血清中 MDA、SOD水平的影响     与正常

组比较，模型组小鼠 MDA 水平明显升高（P<0.05），
SOD 水平显著降低（P<0.01）；与模型组比较，维生

素 C 组小鼠 MDA 水平明显降低（P<0.05），维生素 C

组，淫羊藿苷中、高剂量组和 L-NAME 组小鼠 SOD

水平显著升高（P<0.01）。说明淫羊藿苷可以从抗氧

化方面减轻 EIF 小鼠的疲劳程度。见表 4。

3.4　对小鼠精子质量的影响     与正常组比较，模型

组小鼠精子密度、精子活力和精子存活率显著降低

（P<0.01）；与模型组比较，淫羊藿苷各剂量组小鼠精

子密度、精子活力和精子存活率明显升高（P<0.05，

P<0.01）；与维生素 C 组比较，淫羊藿苷高剂量组小

鼠精子活力和精子存活率升高（P<0.05）；与模型组

比较，维生素 C 组的精子密度差异无统计学意义，

L-NAME 组的精子存活率差异无统计学意义。与

正常组比较，模型组小鼠精子 CD46 水平显著降低

（P<0.01）；与模型组比较，维生素 C 组、淫羊藿苷各

剂量组和 L-NAME 组小鼠精子 CD46 水平明显升高

（P<0.05，P<0.01）；与维生素 C 组比较，淫羊藿苷高

剂量组小鼠精子 CD46 水平升高（P<0.05）。说明

表 2　淫羊藿苷对小鼠末次游泳时间和体质量的影响  （x̄± s，n=10）

Table 2　Effect of icaritin on last swimming time and body weight of mice （x̄± s，n=10）

组别

正常组

模型组

维生素 C 组

淫羊藿苷低剂量组

淫羊藿苷中剂量组

淫羊藿苷高剂量组

L-NAME 组

剂量/g·kg-1

0.20

0.03

0.06

0.12

0.01

造模前/g

35.50±0.90

35.86±1.21

36.12±0.68

35.81±1.57

36.04±2.21

35.46±1.83

35.27±1.41

造模 2 周/g

40.78±1.07

38.64±2.12

38.83±1.26

38.22±1.33

38.55±1.60

37.98±3.20

38.33±1.84

干预 2 周/g

42.14±0.54

38.24±1.582）

40.05±1.273）

38.34±1.342）

38.54±1.911）

38.48±1.342）

38.13±1.452）

末次游泳/min

68.98±1.09

45.53±0.992）

59.13±4.054）

49.00±3.82

52.88±2.194）

54.05±2.614）

50.74±1.344）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01；与维生素 C 组比较 5）P<0.05，6）P<0.01；与淫羊藿苷中剂量组比

较 7）P<0.05，8）P<0.01（表 3-表 9 同）

表 3　淫羊藿苷对小鼠运动指标的影响  （x̄± s，n=6）

Table 3　Effect of icaritin on exercise indicators of mice （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

维生素 C 组

    淫羊藿苷

低剂量组

    淫羊藿苷

中剂量组

    淫羊藿苷

高剂量组

L-NAME 组

剂量

/g·kg-1

0.20

0.03

0.06

0.12

0.01

LA/μg·L-1

351.15±25.49

480.58±26.351）

420.13±34.22

465.77±51.53

423.85±51.82

361.99±44.563）

463.91±16.44

BUN/mg·L-1

87.72±0.74

114.77±1.912）

103.78±5.772）

112.29±3.98

103.38±2.57

105.43±0.69

110.77±2.14

LDH/U·mL-1

172.75±14.52

220.07±10.281）

201.99±5.50

194.30±13.51

192.39±10.21

182.62±20.073）

191.34±11.38

表 4　淫羊藿苷对血清 MDA、SOD 水平的影响  （x̄± s，n=10）

Table 4　 Effect of icariin on levels of MDA and SOD in serum 

（x̄± s，n=10）

组别

正常组

模型组

维生素 C 组

淫羊藿苷低剂量组

淫羊藿苷中剂量组

淫羊藿苷高剂量组

L-NAME 组

剂量/g·kg-1

0.20

0.03

0.06

0.12

0.01

MDA/mmol·L-1

1.62±0.20

2.68±0.651）

1.69±0.303）

2.38±0.09

2.08±0.15

2.07±0.18

2.49±0.46

SOD/U·mL-1

21.30±2.29

14.00±0.822）

18.24±0.544）

15.74±0.39

17.73±0.154）

19.16±0.594）

17.42±0.154）

··121



第 32 卷第  8 期
2026 年 4 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 32，No. 8

Apr. ，2026

EIF 会导致精子质量降低，而淫羊藿苷可以提升 EIF 症状下的精子质量。见表 5 及增强出版附加材料。

3.5　对小鼠睾丸组织病理形态及生精功能的影响

3.5.1　小鼠睾丸组织 HE 染色切片     与正常组比较，

模型组生精细胞排列紊乱，精管分布疏松，曲精小管内

细胞可见脱落，层数减少，少量精子存在于管腔中；与
模型组比较，淫羊藿苷组与维生素 C组睾丸组织形态

明显改善，曲精小管细胞层数变多，游离精子明显增

多。与正常组比较，模型组睾丸 TMS 评分显著降低

（P<0.01）；与模型组比较，淫羊藿苷中、高剂量组 TMS

评分显著升高（P<0.01）。在病理形态层面说明淫羊藿

苷可以改善EIF导致的生精功能障碍。见图 1、表 6。

3.5.2　小鼠睾丸组织 STRA8、SCP3、TNP1 免疫组

化染色切片     与正常组比较，模型组小鼠睾丸组织

STRA8、SCP3、TNP1 表达显著降低（P<0.01）。与模

型组比较，淫羊藿苷中、高剂量组小鼠睾丸组织

STRA8、SCP3、TNP1 表 达 显 著 升 高（P<0.01）；
L-NAME 组睾丸组织 STRA8、SCP3、TNP1 表达没有

显著性差异。与维生素 C 组比较，淫羊藿苷高剂量

组小鼠睾丸组织 STRA8、SCP3、TNP1 表达明显升

高（P<0.05，P<0.01）。 与 淫 羊 藿 苷 中 剂 量 比 较 ，

L-NAME 组睾丸组织 STRA8、SCP3、TNP1 表达显著

降低（P<0.05，P<0.01）。说明 EIF 从第 1 次减速分裂

阶段开始抑制精子发生，而淫羊藿苷对此具有改善

作用，L-NAME 会抑制淫羊藿对精子发生的改善作

用。见图 2 和表 7。

3.6　对小鼠睾丸中睾酮、Ca2+/Mg2+-ATP 酶活性、

cGMP 的影响     与正常组比较，模型组小鼠睾酮水

平 、Ca2+/Mg2+-ATP 酶 、cGMP 活 性 显 著 降 低

（P<0.01）；与模型组比较，淫羊藿苷高剂量组小鼠睾

酮 水 平 、Ca2+/Mg2+-ATP 酶 、cGMP 活 性 明 显 升 高

（P<0.05，P<0.01）；L-NAME 组小鼠睾丸 cGMP 水平

无统计学差异。说明 EIF 会降低小鼠睾酮水平、

Ca2+/Mg2+-ATP 酶和 cGMP 活性，且淫羊藿苷具有上

调睾酮，提升 Ca2+/Mg2+-ATP 酶、cGMP 活性的治疗

作用。见表 8。

3.7　对小鼠睾丸 RGN/PKG/GKAP1 途径的检测     

Western blot 结果显示，与正常组比较，模型组小鼠

睾丸 RGN、PKG、GKAP1 表达显著降低（P<0.01）。
与模型组比较，淫羊藿苷各剂量组小鼠睾丸 RGN、

表 5　淫羊藿苷对小鼠精子质量的影响  （x̄± s，n=6）

Table 5　Effect of icariin on sperm quality of mice （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

维生素 C 组

淫羊藿苷低剂量组

淫羊藿苷中剂量组

淫羊藿苷高剂量组

L-NAME 组

剂量/g·kg-1

0.20

0.03

0.06

0.12

0.01

精子存活率/%

87.33±3.51

47.00±5.292）

61.00±2.003）

65.33±1.533）

71.33±2.523）

80.33±2.524）

59.67±2.52

精子密度/106/mL

5.77±0.40

2.80±0.302）

3.53±0.152）

4.10±0.303）

4.67±0.124）

5.13±0.214）

4.03±0.153）

精子活力/%

56.33±3.06

38.33±4.932）

48.33±3.064）

48.00±2.654）

46.33±1.534）

49.33±3.794）

44.33±4.733）

CD46/%

50.07±2.05

10.90±1.062）

23.20±1.923）

18.23±2.903）

37.60±2.204）

42.10±1.874，5）

32.93±2.233）

注：A.正常组；B.模型组；C.维生素 C 组；D.淫羊藿苷低剂量组；E.淫羊藿苷中剂量组；F.淫羊藿苷高剂量组；G.L-NAME 组（图 2-图 4）
图 1　淫羊藿苷对小鼠睾丸组织病理形态学的影响  （HE，×100）
Fig. 1　Effect of icariin on pathological morphology of mouse testicular tissue （HE，×100）
表 6　 淫 羊 藿 苷 对 小 鼠 睾 丸 组 织 病 理 形 态 学 TMS 评 分 的 影 响  

（x̄± s，n=6）

Table 6　 Effect of icariin on pathological morphology score of 

testicular tissue in mice （TMS score） （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

维生素 C 组

淫羊藿苷低剂量组

淫羊藿苷中剂量组

淫羊藿苷高剂量组

L-NAME 组

剂量/g·kg-1

0.20

0.03

0.06

0.12

0.01

TMS 评分/分

18.67±1.15

10.00±2.002）

13.00±1.002）

17.33±0.58

14.67±0.584）

12.67±2.084）

13.33±1.52
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PKG、GKAP1 表达显著升高（P<0.01）；L-NAME 组

小鼠睾丸 GKAP1 表达差异无统计学差异，睾丸

RGN 与 PKG 表达明显增加（P<0.05，P<0.01）。与维

生素 C 组比较，淫羊藿苷高剂量组小鼠睾丸 RGN、

PKG、GKAP1 表达显著升高（P<0.01）；免疫荧光结

果显示，与正常组比较，模型组小鼠睾丸 RGN 阳性

表达水平显著降低（P<0.01）；与模型组比较，淫羊藿

苷 高 剂 量 组 小 鼠 RGN 阳 性 表 达 水 平 显 著 升 高

（P<0.01）。说明 EIF 经由 RGN、PKG、GKAP1 对精

子发生和顶体反应造成损伤，但淫羊藿苷可以上调

RGN、PKG、GKAP1 以缓解 EIF 对精子发生和顶体

反应的不良影响，但 L-NAME 会减少淫羊藿苷对

PKG 和 GKAP1 的上调作用。见图 3、图 4 和表 9。

4 讨论

适宜的运动可以促进人体的健康和防治各类

慢性疾病并提高生活质量，但过度运动所导致的长

期 EIF 不仅不利于体能的增长，还会使得机体各个

系统出现不良反应［26］。在运动过程中按计划补充

维生素 C 常用作防治 EIF 的手段［27］，前期实验结果

证明维生素 C 有改善 EIF 的作用，维生素 C 也可以改

善精子质量［28］，因此本实验同样选取维生素 C作为阳

性药组。维生素 C 可以从抗氧化和促进类固醇代谢

等角度改善精子状态和 EIF［11，28］，但过量摄入可能影

响其他维生素和抗氧化物质的正常代谢和功能［29］。

淫羊藿记载始见于《神农本草经》，有“益精气，

坚筋骨，补腰膝”之效，可“补肾壮阳，祛风除湿”。

淫羊藿临床应用广泛，现代药理研究表明，其具有

提高免疫功能、抗骨质疏松、抗氧化、抗炎、抗肿瘤、

降血糖、抗抑郁等多种药理作用，常出现在生殖领

域的研究中［30］，淫羊藿的组成成分包括黄酮、多糖、

生物碱和一些其他成分［31］，淫羊藿苷属于淫羊藿黄

图 2　淫羊藿苷对小鼠睾丸 STRA7、SCP3、TNP1 蛋白表达的影响  （免疫组化，×50）
Fig. 2　Effect of icariin on protein expression of STRA7， SCP3 and TNP1 in testes of mice （IHC， ×50）

图 3　小鼠睾丸组织 RGN、PKG、GKAP1 蛋白表达电泳

Fig. 3　 Electrophoresis of RGN， PKG and GKAP1 protein 

expressions in mouse testicular tissue

表 7　淫羊藿苷对小鼠睾丸 STRA7、SCP3、TNP1 表达的影响  （x̄± s，

n=6）

Table 7　 Effect of icariin on expression of STRA7， SCP3 and 

TNP1 in testes of mice （x̄± s，n=6） 个

组别

正常组

模型组

维生素 C 组

    淫羊藿苷

低剂量组

    淫羊藿苷

中剂量组

    淫羊藿苷

高剂量组

L-NAME 组

剂量

/g·kg-1

0.20

0.03

0.06

0.12

0.01

STRA8

135.67±4.73

32.00±4.582）

66.33±3.514）

50.67±13.432）

85.33±9.454）

124.00±10.824，6）

47.67±4.732，8）

SCP3

66.67±7.37

24.00±7.002）

40.67±4.514）

43.33±2.524）

47.67±4.044）

62.00±4.004，5）

34.33±4.932，7）

TNP1

90.00±7.21

24.67±4.732）

41.67±3.792）

55.33±4.514）

56.33±7.374）

82.33±3.214，6）

34.00±10.442，7）

表 8　淫羊藿苷对小鼠睾丸组织睾酮、ATP 酶和 cGMP 含量的影响  

（x̄± s，n=6）

Table 8　 Effect of icariin on testosterone， ATPase and cGMP 

contents in testicular tissues of mice （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

维生素 C 组

淫羊藿苷低剂量组

淫羊藿苷中剂量组

淫羊藿苷高剂量组

L-NAME 组

剂量

/g·kg-1

0.20

0.03

0.06

0.12

0.01

睾酮

/nmol·L-1

6.27±0.28

4.78±0.182）

5.22±0.371）

5.21±0.11

5.38±0.19

5.86±0.153）

5.22±0.11

Ca2+/Mg2+-ATP酶

/U·mg-1

143.28±1.67

104.21±3.742）

117.34±3.09

109.85±7.51

111.22±11.27

123.84±2.443）

114.15±10.47

cGMP

/nmol·L-1

9.20±0.41

6.93±0.162）

7.00±0.342）

7.11±0.49

7.61±0.173）

8.24±0.124）

7.17±0.48
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酮的成分之一，是淫羊藿黄酮中由异戊烯基取代的

代表性成分。有研究表明，淫羊藿苷本身作为 PDE5

抑制剂而常用于治疗勃起障碍，而 PDE5 会下调

cGMP的表达，也就是说淫羊藿苷可以提高 cGMP的

表达，而 cGMP 与精子发生具有高度关联［13-14，32］。有

研究表明，淫羊藿苷可以经由性腺或 HPA 轴上调睾

酮的表达来影响生殖系统，改善生精障碍［12， 33］。这直

接证明淫羊藿苷、EIF、精子发生和睾酮具有密切

联系。

为了进一步研究淫羊藿苷对于运动性疲劳中

精 子 发 生 障 碍 的 治 疗 作 用 ，加 入 NOS 抑 制 剂

L-NAME 组 以 验 证 此 过 程 中 cGMP 的 作 用 。

L-NAME 可以阻断淫羊藿苷通过抑制 PDE5 上调

cGMP 的过程。课题组前期研究证明淫羊藿多糖通

过抗氧化的方式，经由 p38 丝裂原活化蛋白激酶

（MAPK）/NF- κB 信 号 通 路 改 善 EIF 小 鼠 运 动 系

统［11］，淫羊藿苷和淫羊藿多糖同属淫羊藿提取物，

均具抗氧化作用，因此推测淫羊藿苷可以改善 EIF

的运动系统。基于以上原因，本实验开展研究，拟

探索淫羊藿苷在 EIF 中改善精子发生的作用。

判定小鼠是否发生 EIF现象，通常可以通过该小

鼠的运动表现和常见的疲劳标志包括 LA、LDH、BUN

水平进行验证，同时可以结合 MDA、SOD水平进一步

佐证。EIF小鼠在运动方面通常表现出疲惫、乏力、持

续时间短和精神萎靡的现象，在本实验中除正常组外

的各组小鼠也有着相应的表现，但与模型组小鼠比

较，维生素 C组和淫羊藿苷各剂量组运动表现相对较

好，提示淫羊藿苷有改善 EIF 小鼠运动功能的作用。

LA是最常见的疲劳标志［34］。LDH可以使乳酸转变为

丙酮酸以更好地利用，在高强度运动中会大量产

生［35］。BUN 与肾小球系统在运动过程中过滤功能下

降有关，也是常见的疲劳标志物［36］。在本实验中除正

常组外各组小鼠的 LA、LDH、BUN 均显著上升，但与

模型组比较，维生素 C组和淫羊藿各剂量组与正常组

更接近，提示淫羊藿苷具有减少代谢废物堆积，并缓

解 EIF程度的作用。氧自由基和氧化应激是导致 EIF

发生的重要原因之一，这是因为在高强度运动过程中

线粒体清除自由基的能力减弱［37］，体内增多的自由基

造成 MDA 等脂质过氧化物增多［38］，进而促进 EIF 的

发生。SOD是重要的抗氧化物，其活性下降常引起铁

死亡的发生［39］。在本实验中，与模型组比较，维生素 C

组和淫羊藿各剂量组 SOD 水平更高而 MDA 水平更

图 4　淫羊藿苷对小鼠睾丸组织 RGN 表达的影响  （免疫荧光，×100）
Fig. 4　Effect of icariin on expression of RGN in mouse testicular tissue （IF，×100）
表 9　淫羊藿苷对小鼠睾丸组织 RGN、PKG、GKAP1 蛋白表达的影响   （x̄± s，n=3）

Table 9　Effect of icariin on protein expression of RGN， PKG and GKAP1 in testicular tissue of mice  （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

维生素 C 组

淫羊藿苷低剂量组

淫羊藿苷中剂量组

淫羊藿苷高剂量组

L-NAME 组

剂量/g·kg-1

0.20

0.03

0.06

0.12

0.01

RGN/β-actin

1.05±0.03

0.13±0.102）

0.37±0.114）

0.61±0.054）

0.69±0.014）

0.79±0.034，6）

0.66±0.024）

PKG/β-actin

0.77±0.01

0.14±0.022）

0.34±0.093）

0.35±0.094）

0.38±0.074）

0.53±0.044，6）

0.31±0.023）

GKAP1/β-actin

0.78±0.04

0.21±0.052）

0.55±0.014）

0.61±0.024）

0.80±0.044）

0.84±0.024，6）

0.28±0.09

RGN 免疫荧光

1.00±0.19

0.23±0.082）

0.45±0.122）

0.24±0.07

0.52±0.10

0.87±0.134）

0.33±0.04
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低，这提示淫羊藿苷或许可以从抗氧化方面改善 EIF。

以上结果证明各组均 EIF模型造模成功，且淫羊藿苷

可以在整体上改善小鼠EIF症状，延缓 EIF的发生。

研究结果表明，模型组小鼠精子质量与生精功能

显著低于正常组小鼠，淫羊藿苷高剂量组精子质量与

生精功能显著高于模型组小鼠，验证了 EIF对小鼠的

精子质量具有负面作用，并且淫羊藿苷可以改善 EIF

模型小鼠的精子质量与生精功能。CD46是精子顶体

膜的组成部分之一，可以反映精子顶体反应能力［40］。

STRA8、SCP3、TNP1分别是减数分裂启动标记蛋白、

减数分裂中标记蛋白、减数分裂后标记蛋白，可以反

映 EIF 对小鼠精子发生的具体中断步骤［41-43］，本实验

结果表明模型组 CD46、STRA8、SCP3、TNP1 显著少

于正常组，淫羊藿苷高剂量组显著高于模型组，

L-NAME 组各项精子质量数据低于淫羊藿苷中剂量

组或与模型组比较差异无统计学意义，提示 EIF对小

鼠精子发生的干预主要集中在减数分裂前期，淫羊藿

苷可以改善 EIF模型小鼠的精子发生功能，并且该过

程与 cGMP活性相关。

淫羊藿苷针对 RGN 和 cGMP/PKG/GKAP1 途

径的影响方式有 2 种，分别是上调睾酮和抑制 PDE5

以 上 调 cGMP。 上 调 睾 酮 的 过 程 包 括 通 过 提 高

ATCH 经 HPA 轴上调睾酮［44］、与睾丸间质细胞膜上

Esr1 受体结合促进睾酮［12］、通过睾丸细胞内 cGMP

的提高进而提高 cAMP 并生成睾酮［45］等。睾酮在运

动过程中，HPA 轴对其的调控作用增加［46］，有实验

表明运动员在长期 EIF 下睾酮表现出显著低下的情

况［8］。睾酮减少会使得精子发生在一定程度上出现

障碍［47］。除此之外，Ca2+也在雄性生殖系统和 EIF

机制中起到十分重要的作用［9］，而 RGN 或许在雄性

生殖系统中作为连接 EIF 和 Ca2+的桥梁之一。RGN

在雄性生殖系统表现出重要作用［4］，其受到睾酮水

平调控的同时，又能调控钙汞（Ca2+/Mg2+-ATP 酶）的
活性，进而影响 Ca2+水平［48］以干预 cGMP。在本实

验中，淫羊藿苷高剂量组小鼠的睾酮水平、RGN 水

平和 Ca2+/Mg2+-ATP 酶活性相比模型组和维生素 C

组小鼠更高，这提示淫羊藿苷可以通过促进睾酮增

加进而影响 RGN 水平进而改善睾丸细胞 Ca2+状态。

当睾丸细胞中 Ca2+增加时，会对精子发生和顶

体反应造成影响［49］，主要是因为 Ca2+水平增加时会

导致 cGMP 表达降低［50］。PKG 是 cGMP 的下游产

物，可以影响精子发生和顶体反应［51-52］。GKAP1 是

一种 cGMP 依赖性蛋白激酶锚定蛋白，早期研究认

为 GKAP1 通过与 PKG 协同影响精原细胞减数分

裂［6］，后有研究证明 GKAP1 缺陷会通过改变 PKG

活性使精子产量增加［5］。在本实验中，模型组小鼠

cGMP、PKG 和 GKAP1 水平比正常组小鼠显著降低

且有精子发生异常，这说明 EIF 通过 cGMP/PKG/

GKAP1 途径影响精子发生；L-NAME 组 cGMP 和

GKAP1 的显著降低验证了 cGMP/PKG/GKAP1 对

精子发生的影响。另一方面，淫羊藿苷高剂量组小

鼠 cGMP、PKG 和 GKAP1 水平相比模型组和维生

素 C 组显著增高，这说明淫羊藿苷可以通过 cGMP/

PKG/GKAP1 途径改善 EIF 下的精子发生功能，但更

进一步的详细机制还有待研究。

综上所述，长期 EIF 会对机体造成不良影响，并

损害生殖功能，而淫羊藿苷不仅可以改善 EIF导致的

运动系统损伤，还可以通过 RGN 调节 cGMP/PKG/

GKAP1 改善 EIF 的精子发生障碍，增强机体生殖功

能。本研究首次阐明了淫羊藿苷改善 ELF 所致精子

发生障碍的重要作用靶点——RGN，并深入揭示了

其下游信号通路为 cGMP/PKG/GKAP1。这一发现

不仅为淫羊藿苷的生殖保护作用提供了新的分子机

制解释，也首次将 RGN 及其介导的信号轴与运动应

激下的睾丸功能调控紧密联系起来，拓展了对生殖-

运动交互作用机制的理解。尽管本研究初步揭示了

淫羊藿苷改善 ELF 所致小鼠精子发生障碍的作用机

制，但仍存在一些局限性和不足之处，例如向人类临

床应用的转化仍存在疑问、实验周期短及信号通路之

间的相互作用未深入探讨。还需要进一步的深入研

究，以更多地理解探明 EIF 对生殖系统的作用，并为

其提供治疗与防护的有效方法。
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