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［摘要］ 目的：揭示中药复方强精片经细胞周期蛋白依赖性激酶 4/E2F 转录因子（CDK4/E2F）信号通路调控大鼠睾丸组

织及睾丸间质细胞（Leydig）细胞衰老的分子机制。方法：细胞实验选取 2 月龄 SPF 级 SD 雄性大鼠，按体质量随机均分为空白

组（给予等体积 0.9% 氯化钠注射液）和强精片组（每组 20 只）。100 μmol·L-1 H2O2诱导 TM3 细胞衰老建立 Leydig 细胞衰老模

型，通过蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 p16、p21 水平验证模型有效性。以抗氧化剂 N-乙酰半胱氨酸（NAC，1 mmol·L-1）
作为清除活性氧（ROS）的阳性对照。采用含强精片的低（2.5%）、中（5%）、高（10%）浓度血清干预细胞。通过酶联免疫吸附测

定法（ELISA）测定细胞上清液睾酮水平，Western blot检测 CDK4、E2F1、E2F2 蛋白表达。动物实验以 19 月龄自然衰老大鼠为

模型组，2 月龄大鼠作为青年组，阳性对照采用 5.21 mg·kg-1·d-1丙酸睾酮皮下注射，强精片低、中、高剂量组分别以 0.72、1.44、

2.88 g·kg-1·d-1剂量灌胃。观察大鼠一般状况，Western blot 检测睾丸组织中 CDK4、E2F1、E2F2 蛋白含量。结果：细胞实验中，

与正常组比较，模型组 CDK4、E2F1 表达明显升高（P<0.05），E2F2 略降低；与模型组比较，N-乙酰半胱氨酸组及强精片低剂量

组 CDK4 明显升高（P<0.05），强精片中剂量组略升高，强精片高剂量组 CDK4 明显降低（P<0.05），N-乙酰半胱氨酸组 E2F1 明显

降低（P<0.05）、E2F2 略减少，强精片低、中、高剂量组 E2F1、E2F2 均明显下降（P<0.05）；与 N-乙酰半胱氨酸组比较较，强精片低

剂量组 CDK4 略升高，强精片高剂量组明显下降（P<0.05），强精片高剂量组 E2F1 明显减少（P<0.05），强精片各剂量组 E2F2 均

明显下降（P<0.05）。动物实验中，较青年组，模型组 CDK4 明显降低（P<0.05），E2F1、E2F2 略升高；与模型组比较，丙酸睾酮组

及强精片低剂量组 CDK4 明显下降（P<0.05），强精片中、高剂量组 CDK4 明显升高，强精片中剂量组差异有统计学意义（P<

0.05），E2F1 均明显减少（P<0.05），E2F2 略升高；与 N-乙酰半胱氨酸组比较较，强精片中、高剂量组 CDK4 表达均明显升高（P<

0.05），强精片中剂量组 E2F1 蛋白明显增加（P<0.05），强精片组 E2F2 均下降。结论：强精片通过上调 CDK4 表达并抑制 E2F1、

E2F2 水平，改善 Leydig 细胞及睾丸组织的衰老进程。
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［［Abstract］］  Objective：： To reveal the molecular mechanism by which the traditional Chinese medicine compound 

prescription Qiangjing tablets regulate the aging of the testicular tissue and Leydig cells in rats through the cyclin-dependent kinase 4 

（CDK4）-early 2 factor （E2F） signaling pathway. Methods：： For the cell experiment， 2-month-old SPF-grade SD male rats were 

selected and randomly assigned into a blank control group （administrated with an equal volume of 0.9% sodium chloride injection） 

and a Qiangjing tablets group （20 rats in each group） according to body weight. The Leydig cell model of aging was established by 

treatment of TM3 cells with 100 μmol·L-1 H2O2， and the modeling performance was evaluated based on the levels of p16 and p21 

determined by Western blot. The antioxidant NAC （1 mmol·L-1） was used as the positive control for eliminating reactive oxygen 

species （ROS）. Cells were intervened with Qiangjing tablets-containing serum at low （2.5%）， medium （5%）， and high （10%） 

concentrations. The testosterone level in the cell supernatant was determined by enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）， 

and the protein levels of CDK4， E2F1， and E2F2 were analyzed by Western blot. In the animal experiment， 19-month-old naturally 

aging rats were used as the model group， and 2-month-old rats as the young control group. The positive control group was 

subcutaneously injected with 5.21 mg·kg-1·d-1 testosterone propionate. Qiangjing tablets were administered by gavage at low， 

medium， and high doses of 0.72， 1.44， 2.88 g·kg-1·d-1， respectively. The general conditions of rats were observed， and the protein 

levels of CDK4， E2F1， and E2F2 in the testicular tissue were determined by Western blot. Results：： In the cell experiment， 

compared with the blank control group， the model group showed upregulated expression of CDK4 and E2F1 （P<0.05） and slightly 

downregulated expression of E2F2. Compared with that in the model group， the expression of CDK4 was upregulated in the NAC 

group and the low-dose Qiangjing tablets group （P<0.05）， slightly upregulated in the medium-dose Qiangjing tablets group， and 

downregulated in the high-dose Qiangjing tablets group （P<0.05）. The NAC group showed downregulated expression of E2F1 （P<

0.05） and E2F2， and the low-， medium-， and high-dose Qiangjing tablets groups showed downregulated expression of both E2F1 

and E2F2 （P<0.05）. Compared with that in the NAC group， the expression of CDK4 was upregulated in the low-dose Qiangjing 

tablets group and downregulated in the medium-dose and high dose （P<0.05） groups. The expression of E2F1 was down-regulated 

in all the three dose groups， with statistically significance in the high dose group （P<0.05）， and that of E2F2 were downregulated 

in all the three dose groups （P<0.05）. In the animal experiment， compared with the young control group， the model group 

exhibited downregulated expression of CDK4 （P<0.05） and slightly upregulated expression of E2F1 and E2F2. Compared with that 

in the model group， the expression of CDK4 decreased in the testosterone propionate group and the low-dose Qiangjing tablets 

group （P<0.05） but increased in the medium-dose （P<0.05） and high-dose groups. In addition， the expression of E2F1 decreased 

（P<0.05）， and that of E2F2 was slightly elevated. Compared with that in the NAC group， CDK4 expression was elevated in the 

Qiangjing tablets groups， with statistical significance in the medium- and high-dose groups （P<0.05）. Similarly， the E2F1 

expression was also upregulated in the Qiangjing tablets groups， with statistical significance in the medium-dose group （P<0.05）. 

The expression of E2F2 was downregulated in all the Qiangjing tablets groups. Conclusion：： Qiangjing tablets delay the aging 

process of Leydig cells and testicular tissue by up-regulating the expression of CDK4 and lowering the levels of E2F1 and E2F2.

［［Keywords］］ Qiangjing tablets； natural aging； Leydig cells； cyclin-dependent kinase 4（CDK4）/early 2 factor（E2F）
signaling pathway

全球老龄化趋势日益剧增，老年性疾病的防治

成为公共卫生难题。男性迟发性性腺功能减退症

（LOH）在是男性常见衰老疾病之一，其临床表现多

样且症状常不典型［1］，常表现为功能减弱［2］、体能衰

减、潮热盗汗［3］、代谢失衡与情绪紊乱等［4］。研究表

明，睾酮（T）下降是 LOH 发生的主要原因［5］，T 主要

由睾丸间质细胞（LC）生成，且 LC 合成 T 的能力亦

随年龄增长呈现下降趋势。

四川省名中医常德贵教授深耕男科三十余载，

结合蜀地易致湿热瘀的地理特点，率先提出“肾虚

血瘀兼湿热”的衰老病机理论，并据此研发中药复

方强精片，展现川派中医“因地制宜、扶阳通瘀”的

用 药 特 色 。 前 期 实 验 表 明 ，强 精 片 可 增 加 T 合

成［6-7］，其机制主要与调控类固醇合成关键酶的表达

及上调雄激素受体（AR）表达等有关［8］。进一步研

究发现，强精片可通过叉头框蛋白 O4/抑癌基因 p53

（FoxO4/p53）、磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B/哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白（PI3K/Akt/mTOR）等信号通路

延缓睾丸组织衰老［9-10］。因此，推测强精片对 T 缺乏

引发的系列临床症状具有治疗优势。后续网络药

理学分析进一步显示，该药物可能通过细胞周期蛋

白依赖性激酶 4/E2F 转录因子（CDK4/E2F）信号通

路调控睾丸组织 T 水平［10］。本研究在前期基础上，

拟作用于衰老 LC 及大鼠睾丸模型，明确强精片调

控 CDK4 与 E2F 改善 T 合成，为衰老相关疾病的防

治开拓新途径。
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1 材料

1.1　动物与细胞     SPF 级 SD 雄性大鼠，购置于成

都达硕实验动物有限公司，动物合格证号 SCXK

（川）2020-030），包括 19 月龄 30 只、2 月龄 46 只；
TM3 细胞（小鼠睾丸间质细胞，湖南丰晖生物科技

有限公司，批号 CL0319）。所有大鼠适应性饲养

3~7 d，饲养于温度 20~25 ℃、相对湿度 40%~70%、

12 h 昼夜交替的屏障系统，自由饮食饮水。

1.2　伦理     研究通过成都中医药大学附属医院动

物伦理审批（2020SDL-002）。
1.3　药物与试剂     强精片由人参、当归、枸杞子、菟

丝子、车前子、淫羊藿、仙茅、益母草以 1∶1∶1.5∶1∶1∶

3∶3∶3 配比组成，100 片/瓶，含生药 0.3 g/片，人用生

药量 4.5 g·d-1（四川省中医院，川药制字 Z20070621，

批号 20191008）。丙酸睾酮注射液（宁波第二激素

厂 有 限 公 司 ，兽 药 字 <2016>110251054，1 mL∶

25 mg/支）；0.9% 氯化钠注射液（四川科伦药业股份

有 限 公 司 ，国 药 准 字 H51021156，批 号

G219110306）；麻醉剂戊巴比妥钠（美国 Sigma 公

司 ，批 号 P3761）；N- 乙 酰 半 胱 氨 酸（NAC，美 国

Sigma-Aldrich 公司，货号 A9165）；异丙醇（四川西陇

科学有限公司，批号 181226）；pH 7.2 磷酸盐缓冲液

（PBS，上 海 源 培 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司 ，批 号

B310KJ）；放射免疫沉淀测定（RIPA）裂解液（强）、
苯甲基磺酰氟（PMSF，100 mmol·L-1）、蛋白酶磷酸

酶 抑 制 剂 混 合 物（50×）、聚 氰 基 丙 烯 酸 正 丁 酯

（BCA）蛋白浓度测定试剂盒（增强型）（上海碧云天

生物技术有限公司，批号分别为 P0013B、ST506、

P1050、P0010）；β-肌动蛋白（β-actin）抗体［AC-15］、

辣根过氧化物酶（HRP）标记山羊抗兔免疫球蛋白

（Ig）G H&L、ARPC5/p16 ARC 抗体［EP1551Y］、p21

抗体［EPR3993］、E2F1 抗体、E2F2 抗体［EPR8622］、

CDK4 抗体［EPR17525］（英国 Abcam 公司，批号分

别 为 ab49900、 ab205718、 ab51243、 ab109199、

ab137415、ab138515、ab199728）；ClarityTM Western 

ECL Substrate（美国 Bio-Rad 公司，批号 1705060）；
苏 木 素 染 液（ 武 汉 塞 维 尔 生 物 公 司 ，批 号

ZH193907）；伊红染液（珠海贝索生物公司，批号

C200403）。
1.4　仪器     G50 型组织研磨器（卡尤迪生物科技宜

兴有限公司）；SCIENTZ-ⅡD 型超声波细胞粉碎机

（宁波新芝生物科技股份有限公司）；H1850R 型冷

冻离心机（长沙湘仪离心机仪器有限公司）；K30 型

干 式 恒 温 器（ 杭 州 奥 盛 仪 器 有 限 公 司 ）；

MULTISKAN GO 型全波长酶标仪（美国 Thermo 

Scientific 公司）；PHS-320 型酸度计（成都世纪方舟

科技有限公司）；IMS-30 型全自动雪花制冰机（常熟

市雪科电器有限公司）；MINI-P4/MT-BLOT MOD/

PP BAS 型垂直电泳转印系统（美国 Bio-Rad 公司）；
LC-MSH-2L 型磁力搅拌器（上海力辰邦西仪器科技

有限公司）；TS-2 型定轨摇床（海门市其林贝尔仪器

制造有限公司）；NYC-80 型转移脱色摇床（泰州诺

米医疗科技有限公司）；Champ Chemi 610 型全自动

化学发光凝胶成像系统（北京赛智创业科技有限公

司）；UPR-Ⅰ -15T 型纯水制造系统、UPHW-Ⅳ -90T

型超纯水制造系统（四川优普超纯科技有限公司）。
2 方法

2.1　细胞实验     

2.1.1　含药血清制备     取 40 只 2 月龄 SD 雄性大鼠

按体质量随机均分为 2 组（每组 20 只）：空白组、强

精 片 组 。 空 白 组 予 等 体 积 0.9% 氯 化 钠 溶 液

（10 mL·kg-1）灌胃，强精片组予 7.2 g·kg-1灌胃（基于

临床等效剂量 10 倍换算）［10］。每日 2 次，连续 3 d。

末次给药 1 h 后，腹主动脉穿刺取血，4 ℃条件下

3 000 r·min-1 离心 10 min（离心半径 5 cm），分离血

清 。 合 并 同 组 血 清 ，混 匀 备 用 ，56 ℃ 水 浴 加 热

30 min 灭活补体，0.22 μm 微孔滤膜无菌过滤，分装

后−80 ℃冻存。

2.1.2　细胞培养     小鼠睾丸间质细胞（TM3）复苏

后，接种于含 89%DMEM/F12 培养基、1% 双抗（青

霉素 -链霉素）及 10% 胎牛血清（FBS）的 25 cm2培养

瓶中，置于 37 ℃、5%CO2、饱和湿度的培养箱中培

养。细胞贴壁生长 24 h 后更换新鲜培养基（消除冻

存剂 DMSO 残留），当细胞融合度达 80% 且形态正

常（透亮无空泡）时进行传代。

2.1.3　细胞分组及给药     实验共分为 6 组：正常组、

衰老模型组、NAC 组（1 mmol·L-1）、强精片低剂量组

（2.5%）、中剂量组（5%），高剂量组（10%）
2.1.4　细胞造模及衰老鉴定     细胞接种于 6 孔板

后，用 100 μmol·L-1 H2O2 处理细胞，诱导衰老 48 h，

通过蛋白免疫印迹法（Western blot）检测衰老标记

蛋白 p21 和 p16 的表达，以鉴定细胞衰老。

2.1.5　酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测培养上清

液中 T 的含量     全血经 1 000 r·min-1 离心 10 min

（4 ℃条件）分离血清，分装后−80 ℃冻存备用。待

检血清室温解冻，匀速摇匀 3 min。严格按试剂盒说

明书操作，酶标仪双波长检测（主波长 450 nm，参比

波长 540/570 nm），通过四参数逻辑曲线（4-PL）换算
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T 浓度。

2.1.6　Western blot 检测 CDK4、E2F1、E2F2 蛋白表

达     RIPA 裂解液（含蛋白酶抑制剂）裂解样本提取

总蛋白。BCA 法测定蛋白浓度，调整至 2.0 g·L-1；
95 ℃加热 5 min 变性蛋白，分装后−80 ℃冻存备用。

10 μL/孔上样，100 V 恒压电泳 70~90 min，100 V 恒

压湿转至 PVDF 膜。 5% 脱脂奶粉室温摇床封闭

2 h；4 ℃摇床孵育一抗过夜（12~16 h），稀释比例：

CDK4（1∶1 000）、E2F1（1∶2 000）、E2F2（1∶500）；室
温摇床孵育二抗 1 h，稀释比例：CDK4（1∶10 000）、
E2F1（1∶5 000）、E2F2（1∶15 000）。滴加 0.75 mL 等

体积混合的 ECL 工作液，暗处反应 30 s 后，化学发

光成像仪采集图片，Lane 1D 软件分析条带灰度值。

以 β-actin 为内参校正，目标蛋白相对表达量=目标

蛋白灰度值/β-actin 灰度值。

2.2　动物实验     

2.2.1　分组     2 月龄青年组，6 只。剩余 30 只 19 月

龄大鼠按体质量随机分为 5 组，每组 6 只。具体分

组方式为：自然衰老模型组，丙酸睾酮组，强精片

低、中、高剂量组。

2.2.2　给药     青年组和衰老模型组予等体积生理

盐水灌胃。强精片低、中、高剂量组分别给予 0.72、

1.44、2.88 g·kg-1［8］，每日 1 次，连续干预 4 周。丙酸

睾酮组予兽用丙酸睾酮注射液（5.21 mg·kg-1）皮下

注射，每周 3 次，连续干预 4 周。

2.2.3　 取 材     腹 腔 注 射 2% 戊 巴 比 妥 钠

（50 mg·kg-1）诱导麻醉，急性失血法（腹主动脉离

断）处死动物，分离睾丸，分装保存血清（−80 ℃）及
组织样本（部分冻存于−80 ℃冰箱，部分固定于 4%

多聚甲醛）。
2.2.4　苏木素-伊红（HE）染色观察各组睾丸组织形

态变化     将样本用 4% 多聚甲醛固定 24 h，经脱水、

包埋后切取 4 μm 厚连续切片；贴片后 60 ℃ 烘烤

4 h，经 HE 染色，中性树胶封片晾干。最终在光学显

微镜下获取像并分析结构改变。

2.2.5　 睾 丸 组 织 样 本 制 备 与 Western blot 检 测

CDK4、E2F1、E2F2 蛋白含量     睾丸组织经 RIPA 强

效裂解液（含 1% 蛋白酶抑制剂）冰上匀浆，4 ℃离心

（12 000×g，15 min）获取上清，BCA 法测定蛋白浓度

（酶标仪 A570 nm），确保上样量一致。十二烷基硫酸

钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分离后，恒压

电转至 PVDF 膜，后于 5% 脱脂奶粉室温摇床封闭

1 h。一抗孵育 4 ℃ 摇床过夜，稀释比例：CDK4

（1∶250）、E2F1（1∶500）、E2F2（1∶1 000）。TBST 洗

涤 3 次，每次 15 min。室温二抗孵育 1 h，稀释比例

CDK4（1∶5 000）、E2F1（1∶20 000）、E2F2（1∶15 000）。
最后 ECL 化学发光法显影。

2.3　统计学方法     采用 SPSS 26.0 统计学软件进行

分析，计量资料以 x̄ ± s 表示，组间比较采用单因素

方差分析，均值两两多重比较采用最小显著性差异

法（LSD），以 P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1　细胞衰老模型鉴定     Western blot 结果显示，

100 μmol·L-1 H2O2组的 TM3 Leydig 细胞中，衰老相

关蛋白 p21 和 p16 的表达明显高于 0 μmol·L-1 H2O2

组（P<0.05）。证实该实验成功构建了 TM3 Leydig

细 胞 衰 老 模 型 ，这 也 与 前 期 实 验 相 符［10］。 见

表 1、图 1。

3.2　强精片含药血清对衰老 Leydig 细胞 T 的影

响     与正常组比较，模型组血清 T 蛋白表达呈下降

趋势。与模型组比较，N-乙酰半胱氨酸组 T 较模型

组明显上升（P<0.05）；强精片低、中剂量组 T 值明显

降低（P<0.05），高剂量 T 水平明显升高（P<0.05）。
见表 2。

3.3　强精片含药血清对衰老 Leydig 细胞 CDK4、

E2F1、E2F2 蛋白的影响     与正常组比较，模型组细

胞中 CDK4 含量明显增加（P<0.05）；E2F1 蛋白含量

明显升高（P<0.05），E2F2 略降低。与模型组比较，

NAC 组及强精片低剂量组 CDK4 表达均明显上升

（P<0.05）；NAC 组 E2F1 表达明显下降，（P<0.05）；
强精片低、中、高剂量组细胞中 E2F1、E2F2 蛋白表

达均明显下降（P<0.05），以高剂量浓度下降最明显。

表 1　H2O2诱导 Leydig 细胞衰老模型 p21、p16 蛋白表达  （x̄± s，n=3）

Table 1　 Expression of p21 and p16 proteins in H2O2-induced 

aging model of Leydig cells （x̄± s，n=3）

组别

H2O2

剂量/μmol·L-1

0

100

p21/β-actin

0.90±0.10

1.26±0.161）

p16/β-actin

0.90±0.10

1.42±0.111）

注：与 0 μmol·L-1 H2O2比较 1）P<0.05

注：A.0 μmol·L-1 H2O2组；B.100 μmol·L-1 H2O2组

图 1　H2O2 诱导 Leydig 细胞衰老模型 p21、p16 蛋白表达电泳

Fig. 1　 Electrophoresis of p21 and p16 protein expression in 

Leydig cell senescence model induced by H2O2
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与 NAC 组比较，强精片高剂量组 CDK4 明显上升

（P<0.05）；强 精 片 高 剂 量 组 E2F1 明 显 下 降（P<

0.05）；强精片各剂量组 E2F2 均明显降低（P<0.05）。
见图 2、表 2。

3.4　强精片对自然衰老大鼠睾丸组织形态学的影

响     与青年组比较，模型组小鼠睾丸组织部分生精

小管生精小管萎缩、排列松散、间距增大，管腔碎

裂，管壁完整性破坏，细胞排列紊乱，组织结构破坏

严重；与模型组比较，治疗组生精细胞数量增加，排

列趋于有序，形态规则，管腔边界清晰，无明显萎缩

或扩张。见图 3。

3.5　 强 精 片 对 自 然 衰 老 大 鼠 睾 丸 组 织 CDK4、

E2F1、E2F2 蛋白表达的影响     与青年组比较，模型

组睾丸组织呈现 CDK4 蛋白降低趋势，而 E2F1/

E2F2 蛋白轻度升高。与模型组比较，丙酸睾酮组与

强精片低剂量组 CDK4 水平明显降低（P<0.05），中、

高剂量组呈上升趋势，中剂量组明显升高（P<0.05）；
丙酸睾酮组及强精片低、中、高剂量组均明显抑制

E2F1（P<0.05），但 E2F2 变化差异无统计学意义。

与丙酸睾酮组比较，强精片中、高剂量组 CDK4 明显

上升（P<0.05），且中剂量组明显；强精片低、高剂量

组 E2F1 略增加，中剂量组明显上升，差异具有统计

学意义（P<0.05）；E2F2 各中药组均下降，但差异无

统计学意义。见表 3、图 4。

4 讨论

中医认为衰老核心病机为五脏虚损、阴阳失

和、气血失调［11］。《医学正传》云：“肾元盛则寿延，肾

元衰则寿失”［12］，男子以肾为先天，故肾虚为男性衰

注：A. 正常组；B. 衰老模型组；C.NAC 组；D. 强精片低剂量组；
E.强精片中剂量组；F.强精片高剂量组

图 2　各组细胞中 CDK4、E2F1、E2F2 蛋白表达电泳

Fig. 2　Electrophoresis of protein expressions of CDK4， E2F1 and 

E2F2 in each group of cells

表 2　强精片含药血清对衰老 Leydig 细胞 T、CDK4、E2F1、E2F2 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 2　 Effect of drug-containing serum in Qiangjing tablets on expression of T， CDK4， E2F1， and E2F2 proteins in senescent Leydig 

cells （x̄± s，n=3）

组别

正常组

衰老模型组

NAC 组

强精片低剂量组

强精片中剂量组

强精片高剂量组

剂量/g·kg-1

0.163

1.8

3.6

7.2

T/μg·L-1

5.43±0.54

4.93±0.48

5.97±0.492）

4.70±0.751，2，3）

4.79±0.692，3）

5.20±0.382，3）

CDK4/β-actin

1.22±0.19

1.71±0.131）

2.10±0.201，2）

2.18±0.311，2）

1.91±0.211）

1.29±0.152，3）

E2F1/β-actin

1.18±0.16

1.54±0.221）

0.83±0.131，2）

0.60±0.071，2）

0.60±0.061，2）

0.46±0.051，2，3）

E2F2/β-actin

1.16±0.14

1.01±0.13

0.88±0.111）

0.52±0.041，2，3）

0.51±0.051，2，3）

0.55±0.081，2，3）

注：与正常组比较 1）P<0.05；与衰老模型组比较 2）P<0.05；与 NAC 组比较 3）P<0.05

注：A.青年组；B.自然衰老模型组；C.丙酸睾酮组；D.强精片低剂量组；E.强精片中剂量组；F.强精片高剂量组

图 3　强精片对自然衰老大鼠睾丸组织形态学的影响  （HE）
Fig. 3　Effect of Qiangjing tablets on morphological changes of testicular tissues in naturally aging rats （HE）
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老之本。四川气候湿润阴冷、饮食多辛辣肥厚，易

致外湿侵袭、内湿滋生，湿热阻滞气机酿生血瘀，形

成“肾虚为本，血瘀湿热为标”的地域特色病机［13］。

基于此，川派男科常德贵教授团队化裁经典方剂五

子衍宗丸，创制强精片，以“补肾活血、清热利湿”为

法，经 20 余年临床验证疗效确切。方中人参、枸杞

子、菟丝子补肾填精；当归、益母草活血化瘀；车前

子利湿通淋；淫羊藿、仙茅温补肾阳，与枸杞子、菟

丝子相伍，平补肝肾、阴中求阳，防温燥伤阴，诸药

共奏“补中有通、补中有清”之功。四川为火神派发

源地，重视阳气在抗衰老中的作用［14］，淫羊藿、仙茅

契合火神派“补益真阳”的学术思想，与川派中医重

视阳气、善用温补的特色一脉相承。车前子、益母

草作为四川道地药材［15-16］，针对湿热病理产物，彰显

“因地制宜”的川派用药理念。

现代医学认为，衰老分子机制主要与氧化应

激、免疫调节、神经内分泌干预及衰老相关蛋白调

控等有关［17-18］。团队前期研究证实，强精片可改善

睾丸组织氧化应激、调控衰老相关蛋白表达［10］。现

代药理学表明，人参皂苷、枸杞多糖可清除自由基，

延缓组织衰老［19-20］，且人参皂苷能激活烟酰胺磷酸

核糖转移酶 -沉默信息调节因子 1-端粒酶逆转录酶

（NAMPT-SIRT1-TERT）、沉默信息调节因子 3/叉头

框转录因子 O3（SIRT3/FoxO3）信号轴，抑制活性氧

生成与 DNA 损伤［21-22］。车前子多糖通过增强抗氧

化及羰基清除能力抗衰老［23］；仙茅苷与淫羊藿苷可

激活下丘脑 -垂体 -性腺轴，维持衰老期性激素动态

平衡［24-25］。益母草碱抑制核转录因子 -κB（NF-κB）
活性，阻断磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K/

Akt）、丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号通路磷酸

化发挥抗炎作用［26］。研究表明，菟丝子黄酮可保护

LC，激活细胞外调节蛋白激酶/核因子 E2 相关因子

2/抗氧化反应元件（ERK/Nrf2/ARE）信号通路，促进

LC 增殖并抑制凋亡，减缓氧化损伤［27-28］。此外，当

归多糖成分在抗氧化应激、细胞凋亡及抗炎方面功

效明确［29］。综上，强精片复方成分协同增效，通过

抗氧化、抗炎及组织保护功能，靶向调节睾丸衰老。

CDK4 是调控 G1/S 期转换的关键因子［30］，其活

性降低可增加 Rb 蛋白去磷酸化，诱导细胞周期阻滞

并促进衰老［31］。CROZIER 等［32］发现，CDK4 抑制剂

下调 CDK4/细胞周期蛋白 D（Cyclin D）表达，引发

细胞异常增殖及渗透压失衡；CDK4 基因敲除小鼠

表现出衰老相关表型［33］。在内皮细胞中，CDK4 过

表达可逆转 miR-24-3p 的抑制作用，并激活 Rb 磷酸

化延缓衰老进程［34］。在衰老睾丸组织中，CDK4 表

达显著下调，且生精细胞凋亡加剧［35］。研究表明，

E2F 转录因子同时调控细胞增殖与凋亡［36-38］，E2F1

表达异常可导致精母细胞凋亡，诱使生精功能障

碍［39］。但 E2F 家族单基因缺陷并未引起大鼠睾丸

结构损伤［40-41］，提示其家族成员间可能存在功能代

偿效应。

在细胞实验中，模型组 T 水平较对照组略降低，

但差异无统计学意义。推测与 LH 负反馈刺激性腺

轴，激发 LC 代偿，维持基础 T 分泌能力有关，这与前

期结果相一致［8］。100 μmol·L-1 H2O2 诱导急性衰老

后，模型组 CDK4与 E2F1表达明显上升，可能与细胞

及 E2F 家族的代偿调节相关。强精片含药血清干预

表 3　强精片对自然衰老大鼠睾丸组织 CDK4、E2F1、E2F2 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　Effect of Qiangjing tablets on protein expression of CDK4， E2F1 and E2F2 in the testicular tissues of naturally aging rats （x̄± s，n=3）

组别

正常组

衰老模型组

丙酸睾酮组

强精片低剂量组

强精片中剂量组

强精片高剂量组

剂量/g·kg-1

5.21×10-3

0.72

1.44

2.88

CDK4/β-actin

0.91±0.10

0.78±0.08

0.53±0.051，2）

0.54±0.051，2）

1.25±0.141，2，3）

0.93±0.133）

E2F1/β-actin

0.89±0.12

0.94±0.07

0.50±0.061，2）

0.52±0.051，2）

0.74±0.081，2，3）

0.51±0.041，2）

E2F2/β-actin

0.89±0.1

0.91±0.13

1.08±0.16

1.03±0.15

1.04±0.14

0.98±0.14

注：与正常组比较 1）P<0.05；与衰老模型组比较 2）P<0.05；与丙酸睾酮组比较 3）P<0.05

注：A. 青年组；B. 自然衰老模型组；C. 强精片高剂量组；D. 强精

片中剂量组；E.强精片低剂量组；F 丙酸睾酮组

图 4　各组睾丸组织中 CDK4、E2F1、E2F2 蛋白表达电泳

Fig. 4　 Electrophoretic analysis of protein expression of CDK4， 

E2F1 and E2F2 in each group of testicular tissues
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后，低、中剂量组激活 CDK4，低剂量组更佳，且低、中、

高剂量组均明显抑制 E2F1及 E2F2，以高剂量组明显，

证明强精片通过 CDK4-E2F 信号轴呈剂量依赖性双

向调节，抑制 LC衰老。自然衰老动物实验中，模型组

睾丸组织 CDK4表达较青年组下降，E2F1及 E2F2升

高，但差异无统计学意义。可能与 E2F1、E2F2蛋白对

强精片的敏感性较其余 E2F 家族蛋白略低及 CDK4/

E2F 信号通路处于代偿性波动状态有关。在强精片

干预后，低剂量组 CDK4表达明显下降，中、高剂量组

CDK4激活，以中剂量组明显，且低、中、高剂量组均明

显抑制 E2F1 表达。这与细胞实验结果一致，进一步

验证强精片具有剂量依赖性双向调节趋势。见强精

片通过 CDK4/E2F信号通路调控 LC和睾丸组织衰老

机制见增强出版附加材料。

综合上述实验结果，认为蛋白表达差异可能与

以下因素有关：①体外 H2O2 造模衰老，氧化应激急

性触发，CDK4 适应性上调以抵御损伤；而自然衰老

过程中，增殖能力衰退，导致 CDK4 响应减弱。②细

胞实验中低剂量激活 CDK4，而动物实验需中剂量

浓度激活，这可能与衰老方式不同、微环境复杂（如

动物血睾屏障对药物渗透的限制）及剂量窗等有

关。基于此，提出阶梯给药方案，即急性衰老期低

剂量缓解代偿负荷，慢性衰老期中剂量协同治疗。

③E2F2 的表达存在体内外差异，细胞实验显著抑

制，而动物实验趋于稳定，可能与体内微环境通过

旁分泌作用保护 E2F2 有关。

综上，强精片基于四川地区“湿热夹瘀”的地理

特征，以“补肾活血、清热利湿”为治疗原则，形成

“补泻兼施、寒温并用”的组方特色，体现了川派中

医因地制宜的学术思想。本次实验证实，强精片可

通过靶向调节 CDK4/E2F 信号通路，改善 LC 及睾丸

组织衰老，并呈现剂量依赖的双向调节效应。同

时，由于 CDK4、E2F1/2 相关蛋白在急、慢性衰老阶

段的差异表达，本研究提出“急性期低剂量干预、慢

性期中剂量协同”的动态方案。既阐明“剂量窗口

效应”在抗衰老治疗中的作用，也为 CDK4/E2F 交互

调控提供了新视角，构建融合地域特色与现代机制

研究的中医药创新策略。
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