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益肾生精方治疗少弱精子症的药效评价及作用机制
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［摘要］ 目的：采用环磷酰胺致大鼠少弱精子症模型，研究益肾生精方对少弱精子症的治疗作用及作用机制。方法：随机

选取 8 只 SD 雄性大鼠为正常组，其余大鼠连续 5 d 腹腔注射环磷酰胺（35 mg·kg-1·d-1）制备大鼠少弱精子症模型，而后随机分

为模型组、益肾生精方低、中、高剂量组（2.91、5.83、11.66 g·kg-1），五子衍宗丸组（1.03 g·kg-1），左卡尼汀组（0.17 g·kg-1），每组 8

只。药物干预 28 d 后，记录大鼠体质量、睾丸质量和指数；采用计算机辅助精子分析（CASA）系统检测附睾中精子质量；苏木

素-伊红（HE）染色观察睾丸组织形态；比色法检测睾丸组织中丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）水平；酶联免疫吸附测定

法（ELISA）检测血清中卵泡刺激素（FSH）、黄体生成素（LH）、睾酮（T）的水平；原位末端标志法（TUNEL）检测睾丸组织中细胞

的凋亡情况；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测睾丸组织中 B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）、活化的胱天蛋白

酶-3（cleaved Caspase-3）蛋白表达水平。结果：与正常组比较，模型组大鼠体质量、睾丸质量和指数、精子浓度和活力显著降低

（P<0.01），睾丸病理评分显著升高（P<0.01）；与模型组比较，益肾生精方中、高剂量组、五子衍宗丸组和左卡尼汀组可提高体质

量、睾丸质量和指数，并提高精子浓度和活力；降低睾丸病理评分。氧化应激水平检测结果显示，与正常组比较，模型组大鼠睾

丸组织中 SOD 水平显著降低（P<0.01），MDA 水平显著升高（P<0.01）；与模型组比较，益肾生精方高剂量组、五子衍宗丸组和

左卡尼汀组可以明显提高 SOD 活性，降低 MDA 水平（P<0.05，P<0.01）。血清激素水平检测结果显示，与正常组比较，模型组 T

水平显著降低（P<0.01），FSH 和 LH 水平显著升高（P<0.01）；与模型组比较，益肾生精方组、五子衍宗丸组和左卡尼汀组可以显

著提高 T 水平（P<0.01），降低 LH 水平（P<0.05，P<0.01）。TUNEL 结果显示，与正常组比较，模型组生精细胞凋亡率显著增加

（P<0.01）；与模型组比较，益肾生精方中剂量组、五子衍宗丸组和左卡尼汀组可显著降低凋亡率（P<0.01）。Western blot结果显

示，与正常组比较，模型组 Bcl-2 蛋白水平明显降低（P<0.05）、Bax 和 cleaved Caspase-3 蛋白水平明显升高（P<0.05，P<0.01）；益
肾生精方高剂量组、五子衍宗丸组和左卡尼汀组可以明显升高 Bcl-2 蛋白水平，降低 cleaved Caspase-3 蛋白水平（P<0.05，P<

0.01）。结论：益肾生精方可改善少弱精子症模型大鼠的精子质量，其机制可能与抗氧化、调节性激素水平以及抑制生精细胞

凋亡等多个途径有关。
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［［Abstract］］ Objective：： We aimed to investigate the efficacy and mechanism of Yishen Shengjing

Prescription（YSP）in the treatment of oligoasthenospermia in rats. Method：： The oligoasthenospermia rat

model was established by injection with cyclophosphamide（35 mg·kg−1·d−1）for 5 consecutive days. Rats were

randomly assigned into control group（without treating with cyclophosphamide），model group，low-（YSP-L），
medium-（YSP-M），and high-（YSP-H）dose（2.91，5.83，and 11.66 g·kg−1，respectively）groups，Wuzi

Yanzongwan（WYW，1.03 g·kg−1）group，and L-carnitine（0.17 g·kg−1）group，with 8 rats in each group. After

28 days of drug intervention，the body weight，testicular weight，and testicular index of rats were recorded. The

sperm quality in epididymis was detected by computer-assisted sperm analysis（CASA）system. Hematoxylin-

eosin （HE） staining was employed for observation of testicular tissue morphology. The levels of

malondialdehyde（MDA）and superoxide dismutase（SOD）in testicular tissue were detected by colorimetry. The

levels of follicle-stimulating hormone（FSH），luteinizing hormone（LH），and testosterone（T）in serum were

determined by enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）. TdT-mediated dUTP nick-end labeling（TUNEL）
was employed to detect the apoptosis of testicular cells. The protein levels of B cell lymphoma-2（Bcl-2），Bax，

and cleaved Caspase-3 in testicular tissue were detected by Western blot. Result：： Compared with the control

group，the model group showed decreased body weight，testicular weight and index，sperm concentration and

motility（P<0.01）and increased testicular pathological score（P<0.01）. Compared with the model group，the

YSP-M，YSP-H，WYW，and L-carnitine groups showed increased body weight，testicular weight，testicular

index，sperm concentration and motility and decreased testicular pathological score. After modeling，the SOD

level decreased（P<0.01）while the MDA content increased（P<0.01）in the testicular tissue. YSP-H，WYW，

and L-carnitine reversed the SOD and MDA level changes caused by modeling. Compared with the control

group，the model group exhibited declined T level（P<0.01）and increased FSH and LH levels（P<0.01）.

Compared with the model group，YSP，WYW，and L-carnitine increased the T level（P<0.01）and decreased

the LH level（P<0.05，P<0.01）. The apoptosis rate of spermatogenic cells in the model group was higher than

that in the control group（P<0.01），whereas YSP-M，WYW，and L-carnitine reversed such changes（P<0.01）.

The model group rats showed decreased expression of Bcl-2（P<0.05） and increased expression of Bax and

cleaved Caspase-3（P<0.05，P<0.01）. Compared the model group，YSP-M，YSP-H，WYW，and L-carnitine

up-regulated the Bcl-2 expression and down-regulated the cleaved Caspase-3 expression（P<0.05，P<0.01）.

Conclusion：：YSP improved the sperm quality of oligoasthenospermia model rats by regulating the antioxidant

system and sex hormone levels and inhibiting the apoptosis of spermatogenic cells.

［［Keywords］］ oligoasthenospermia；cyclophosphamide；oxidative stress；apoptosis；sex hormones；Wuzi

Yanzongwan

近年来，受环境污染、生育年龄延迟、生活方式

改变和工作压力增大的影响，男性不育症的发病率

逐渐上升［1-5］，WHO 预测，不孕不育将成为继肿瘤和

脑血管疾病之后，影响人类健康的第三大疾病［6］。

研究结果表明［7-9］，少弱精子症是导致不育的首要因

素。少弱精子症以精子浓度减少和活力下降为主

要临床表现，根据最新版《世界卫生组织人类精液

检查与处理实验室手册》的规定［10］，精子密度 <

15×106个/mL 为少精子症；精子活力<32% 为弱精子

症。目前已经明确少弱精子症可受到遗传因素、生

殖道感染、精索静脉曲张、有毒物质的侵害、免疫紊

乱、性激素失调、微量元素缺乏等多种原因的影

响［11］。西医治疗本病主要针对病因治疗，临床上以

左卡尼汀、维生素 E 及抗雌激素药物等应用地较为

广泛，但由于疗效不确切以及存在诸多不良反应，

在临床使用中常常受到限制［12-13］。中医认为“肾藏

精，主生殖”，少弱精子症主要责之“肾精亏虚”［14］。

肾中精气的充足与否和男性的生殖功能强弱密切
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相关。肾中精气不足，则精子化生无源、活化无能，

从而形成少弱精子症。中医药治疗具有多成分、多

途径、多靶点、作用温和等特点，相较于西医治疗具

有独特优势［15］。益肾生精方来源于全国名老中医

秦月好主任医师的临床经验方，主要由枸杞子、黄

精、山药、丁香、薤白等组成，由古代名方“五子衍宗

丸”化裁所得，有补肾益气填精之功，临床疗效较

好，然而益肾生精方治疗少弱精子症的作用机制尚

不清楚。本研究拟从整体动物水平上，在明确益肾

生精方疗效的基础上，从抗氧化、调节性激素、减少

细胞凋亡等多角度探讨其内在作用机制，以期为益

肾生精方治疗少弱精子症提供实验依据和基础。

1 材料

1.1 动物 SPF 级健康雄性 SD 大鼠 56 只，体质量

240~280 g，7 周龄，购买于北京维通利华生物科技公

司，合格证号 SCXK（京）2016-0011，饲养于北京中

医药大学屏障环境动物房，使用许可证号 SYXK

（京）2020-0033。动物饲养室内温度 20~25 ℃，湿度

40%~70%，光照周期明暗时间各 12 h，净化通风系

统良好。实验期间所有大鼠自由饮水，摄食。经北

京中医药大学实验动物伦理委员会审查通过，伦理

审查编号 BUCM-4-2021102701-4032。

1.2 药材 益肾生精方由黄精（批号 20201004）、山
药（批号 20201002）、枸杞子（批号 20201013）、桑葚

（批号 20200924）、覆盆子（批号 20200329）、益智仁

（批号 20200726）、丁香（批号 20200301）、葛根（批号

20201013）、麦 芽（ 批 号 20200924）、薤 白（ 批 号

20200801）组成，以上饮片购买于北京本草方源集

团有限公司。五子衍宗丸（北京同仁堂股份有限公

司同仁堂制药厂，批号 20035043）；左卡尼汀（东北

制药集团沈阳第一制药有限公司，批号 200318）；注
射用环磷酰胺（江苏恒瑞医药股份有限公司，批号

20101225）。
1.3 试 剂 TUNEL Bright Green Apoptosis

Detection Kit（南京诺唯赞生物科技股份有限公司，

货号 A112-02），超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛

（MDA）生化检测试剂盒（南京建成生物工程研究

所，货号分别为 A001-3-2、A003-1-2），BCA 蛋白浓

度测定试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司，货

号 P0010），卵泡刺激素（FSH）、黄体生成素（LH）、睾
酮（T）酶联免疫检测试剂盒（武汉云克隆科技股份

有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 CEA830Ra，CEA441Ra、

CEA458Ge），MED 199 HANKS（Invitrogen 公司，货

号 12350039），兔抗 B 细胞淋巴瘤 -2（Bcl-2）多克隆

抗体（Proteintech，货号 26593-1-AP），兔抗 Bcl-2 相

关 X 蛋白（Bax）单克隆抗体、兔抗活化的胱天蛋白

酶-3（cleaved Caspase-3）单克隆抗体、兔抗 β-肌动蛋

白（β-actin）单克隆抗体、小鼠抗兔单克隆二抗（Cell

Signaling Technology 公 司 ，货 号 分 别 为 14796、

14220、4970、93720），ECL 发光液、4%~15% 预制胶

（北 京 普 利 莱 基 因 技 术 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为

P1050、T201911）。
1.4 仪器 R2003KE 型旋转蒸发仪（上海 Senco 科

技有限公司），ZKXFB-2 型真空干燥箱（上海一恒科

学仪器有限公司），WLJY-9000 型精子质量检测系

统（北京伟力新世纪科技发展股份有限公司），
MM400 型高通量组织研磨机（德国 Retsch 公司），
Multiskan GO 型全波长酶标仪、EVOS™ FL Auto 2

型台式自动化成像仪［赛默飞世尔科技（中国）有限

公司］，GelView6000Plus智能图像工作系统（广州博

鹭腾生物科技有限公司）。
2 方法

2.1 药 物 制 备 益 肾 生 精 方 由 黄 精 7.5 g、山 药

10 g、枸杞子 5 g、桑葚 5 g、覆盆子 5 g、益智仁 5 g、丁

香 3 g、葛根 7.5 g、麦芽 15 g、薤白 5 g 组成，按原方配

比，先加入药材总质量 10 倍的去离子水，煮沸后文

火煮 1 h，过滤收集药液，再加入原药材总质量 8 倍

的去离子水，煮沸后文火煮 0.5 h。合并 2 次药液，依

次进行浓缩、干燥，打粉。所得干膏粉出膏率约为

34%。临用前用水配制成相应浓度药液。

2.2 动物造模与给药 将 56 只 SD 雄性大鼠适应

性饲养 7 d 后，按体质量随机分为正常组 8 只和造模

组 48 只。造模组大鼠每只按 35 mg·kg-1·d-1 腹腔注

射环磷酰胺［16］，连续注射 5 d 后，造模组按照体质量

重新随机分为模型组、益肾生精方低、中、高剂量

组、五子衍宗丸组、左卡尼汀组，每组 8 只，给予相应

药物每天灌胃 1 次，连续 28 d。末次灌胃 24 h 后，检

测大鼠附睾中精子的质量，以模型组大鼠精子浓度

和活力较正常组下降且具有统计学意义，为模型制

备成功的标准［16］。正常组、模型组每天以等量去离

子水灌胃。益肾生精方临床应用剂量为每日生药

68 g，按成人 70 kg、人和大鼠体表面积比 1∶6 计算得

大鼠等效剂量［17］为 5.83 g·kg-1·d-1，大鼠所用益肾生

精方低、中、高剂量为 2.91、5.83、11.66 g·kg-1·d-1，五

子衍宗丸组和左卡尼汀组分别按 1.03、0.17 g·kg-1给

药。大鼠灌胃量按 10 mL·kg-1标准进行。

2.3 一般情况观察 观察大鼠的一般情况，包括毛

发、活动度以及精神状态等方面。并在造模前和取
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材前，对大鼠进行称质量并记录。

2.4 睾丸指数的计算 末次灌胃 24 h，以 1% 戊巴

比妥钠 4 mL·kg-1 腹腔注射麻醉，分离两侧睾丸，预

冷的生理盐水漂洗数次，蘸干后，分析天平称取两

侧睾丸质量，计算睾丸指数，睾丸指数=双侧睾丸质

量（mg）/体质量（g）。
2.5 附睾中精子质量检测 取左侧附睾，沿附睾头

尾纵向剪开，于 1 mL M199 培养基中，37 ℃孵育

5 min，M199 培养基稀释 5 倍，取 10 μL，滴加在载玻

片上，采用精子质量检测系统进行测试。在 20 倍目

镜下随机选取 5 个视野，2 min 内完成测试，得到精

子浓度和活力 2 项指标。

2.6 睾丸组织病例形态学观察 取左侧睾丸，以

10% 中性甲醛固定，修块、脱水、包埋，制成 3 μm 的

组织切片，苏木素-伊红（HE）染色后中性树胶封片，

光镜下观察大鼠睾丸组织结构及形态。对睾丸组

织结构损害进行 4 分制评分［18-19］：正常睾丸，生精上

皮各级生精细胞依次排列规则、结构完整，管腔内

可见大量成熟精子，计为 1 分；轻度损害，睾丸个别

生精小管内生精细胞排列不规则，结构较松散，可

见脱落的生精细胞，计为 2 分；中度损害，睾丸多个

生精小管内生精细胞排列紊乱，生精细胞层数减

少，管腔内精子明显减少，计为 3 分；重度损伤，睾丸

内生精小管出现萎缩，生精上皮无生精细胞，管腔

内无精子，生精小管呈现空化，计为 4 分。

2.7 睾丸组织 SOD、MDA 水平测定 取右侧睾丸，

称取 0.1 g 左右并剪碎，按照质量（g）-体积（mL）为
1∶9 加入生理盐水，匀浆，在 4 ℃、3 000 r·min-1离心

10 min（离心半径 6 cm，下同），取上清，按照说明书

进行检测。

2.8 血清 FSH、LH、T 水平检测 麻醉后，腹主动脉

取血，3 000 r·min-1 离心 15 min，取上清液按 ELISA

试剂盒说明书进行操作。

2.9 睾丸组织切片 TUNEL 染色 取睾丸组织的石

蜡切片，按照 TUNEL 试剂说明书上的步骤依次操

作，在荧光显微镜下观察，拍照。每组各取 3 张切

片，每张切片随机选取 10 个生精小管，计算其阳性

细胞（亮绿色）占总生精细胞数的比值为凋亡率。

2.10 睾丸组织中 Bcl-2、Bax、cleaved Caspase-3 蛋

白检测 取右侧睾丸，按照组织-蛋白裂解液 1∶9 加

入蛋白裂解液（RIPA 裂解液+100×磷酸酶抑制剂+

50×蛋白酶抑制剂）提取睾丸总蛋白，BCA 法测蛋白

水平，SDS-PAGE 凝胶电泳，半干转法转膜至 PVDF

膜，5% 脱脂奶粉室温封闭 2 h，一抗 Bcl-2（1∶500）、

Bax（1∶500）、cleaved Caspase-3（1∶1 000）、β -actin

（1∶1 000）4 ℃孵育过夜，TBST 漂洗 3 次后，二抗

（1∶3 000）室温孵育 1 h，TBST 漂洗 3 次，滴加 ECL

发光液，采用智能图像工作系统检测，Image J 6.0 分

析蛋白条带，以目的蛋白与内参蛋白灰度比值表示

目的蛋白的相对表达量，并进行均一化处理。

2.11 统计学方法 使用 SPSS 20.0 软件进行统计

分析，计量资料采用 x̄ ± s 表示，当数据同时满足正

态分布及方差齐性时，组间比较采用单因素方差分

析；不满足正态分布或方差不齐时，组间比较采用

非参数检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对大鼠一般情况的影响 与正常组比较，模型

组大鼠逐渐出现毛色发黄、光泽暗淡、伴有脱落，蜷

缩少动，精神萎靡等情况，体质量显著下降（P<

0.01）。与模型组比较，各给药组毛发发黄暗淡的程

度稍轻，活动度和精神状态较好，其中益肾生精方

中、高剂量组，五子衍宗丸组大鼠的体质量明显上

升（P<0.05）。见表 1。

3.2 对睾丸指数的影响 与正常组比较，模型组大

鼠睾丸质量和睾丸指数均显著下降（P<0.01）。与模

型组比较，益肾生精方中、高剂量组的睾丸质量明

显上升（P<0.05，P<0.01），睾丸指数明显上升（P<

0.05，P<0.01）。见表 2。

3.3 对睾丸病理组织形态的影响 与正常组比较，

模型组大鼠睾丸中多数生精小管内出现细胞脱落，

生精细胞层数和管腔内精子明显减少，结构松散，

病理评分显著增加（P<0.01）。与模型组比较，益肾

生精方中、高剂量组和左卡尼汀组大鼠睾丸的生精

细胞层数和生精细胞数量增加，结构有所恢复，管

腔内精子明显增多，病理评分明显降低（P<0.05）。
见图 1 和表 2。

表 1 益肾生精方对大鼠体质量的影响（x̄± s，n=8）

Table 1 Effect of Yishen Shengjing prescription（YSP）on rat

body weight（x̄± s，n=8） g

组别

正常组

模型组

益肾生精方低剂量组

益肾生精方中剂量组

益肾生精方高剂量组

五子衍宗丸组

左卡尼汀组

剂量/g·kg-1

2.91

5.83

11.66

1.03

0.17

造模前

324.88±10.12

325.13±10.27

326.50±10.46

323.25±9.38

320.13±12.97

326.13±9.03

322.88±11.95

取材前

446.63±14.67

375.88±33.572）

383.38±27.07

401.63±17.433）

400.63±21.353）

398.88±17.873）

396.5±15.96

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（表 2-表 5 同）
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3.4 对精子质量的影响 与正常组比较，模型组大

鼠的精子浓度和活力均显著下降（P<0.01）。与模型

组比较，益肾生精方中剂量组和左卡尼汀组大鼠的

精子浓度和精子活力明显升高（P<0.05，P<0.01）；五
子衍宗丸组大鼠精子浓度明显升高（P<0.05），精子

活力有升高的趋势，但差异无统计学意义。见表 2。

3.5 对睾丸组织氧化应激情况的影响 与正常组

比较，模型组大鼠睾丸组织中 SOD 的活性显著降低

（P<0.01），MDA 水平显著升高（P<0.01）。与模型组

比较，益肾生精方高剂量组、五子衍宗丸组、左卡尼

汀组大鼠睾丸组织中 SOD 水平明显升高（P<0.05，

P<0.01）；MDA 水平明显下降（P<0.05，P<0.01），益
肾生精方中剂量组大鼠睾丸组织中 SOD 水平明显

升高（P<0.05），MDA 水平有下降的趋势，但差异无

统计学意义。见表 3。

3.6 对血清性激素水平变化的影响 与正常组比

较，模型组大鼠血清中 T 水平显著下降（P<0.01），
LH、FSH 水平显著上升（P<0.01）。与模型组比较，

益肾生精方低剂量有升高血清 T 水平的趋势，但差

异无统计学意义，能降低血清 LH 和 FSH 水平（P<

0.05，P<0.01），益肾生精方中、高剂量组中大鼠血清

T 水 平 升 高（P<0.01），LH 水 平 降 低（P<0.05，P<

0.01），血清 FSH 水平有降低趋势，差异无统计学意

义。五子衍宗丸和左卡尼汀均可逆转模型大鼠血

清 T、LH 和 FSH 的 异 常 变 化（P<0.05，P<0.01）。

见表 4。

表 2 益肾生精方对大鼠睾丸和精子质量的影响（x̄± s，n=8）

Table 2 Effect of YSP on testicular and sperm quality in rats（x̄± s，n=8）

组别

正常组

模型组

益肾生精方低剂量组

益肾生精方中剂量组

益肾生精方高剂量组

五子衍宗丸组

左卡尼汀组

剂量/g·kg-1

2.91

5.83

11.66

1.03

0.17

睾丸质量/g

3.57±0.28

2.78±0.132）

2.84±0.17

3.23±0.224）

3.09±0.223）

3.02±0.23

3.02±0.35

睾丸指数

8.07±0.69

6.05±0.582）

7.23±0.56

7.72±0.634）

7.66±0.754）

7.43±0.553）

7.60±0.613）

病理评分/分

1.13±0.35

2.88±0.352）

2.63±0.52

2.25±0.463）

2.38±0.523）

2.50±0.53

2.38±0.523）

精子浓度（1×106）/个/mL

115.39±29.11

57.70±22.312）

85.09±20.04

111.06±53.474）

84.12±46.15

99.87±26.463）

108.25±34.684）

精子活力/%

62.32±14.19

35.00±11.032）

49.54±9.84

65.05±18.504）

48.63±22.94

48.92±11.22

50.57±15.223）

注：A. 正常组；B. 模型组；C-E. 益肾生精方低、中、高剂量组；F. 五子衍宗丸组；G. 左卡尼汀组（图 2、图 3 同）
图 1 益肾生精方对大鼠睾丸形态学变化的影响（HE，×200）
Fig. 1 Effect of YSP on pathomorphological changes of testis in rats（HE，×200）

表 3 益肾生精方对大鼠睾丸组织 SOD、MDA的影响（x̄± s，n=6）

Table 3 Effect of YSP on SOD and MDA in rats testis（x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

益肾生精方低剂量组

益肾生精方中剂量组

益肾生精方高剂量组

五子衍宗丸组

左卡尼汀组

剂量/g·kg-1

2.91

5.83

11.66

1.03

0.17

SOD

/U·mg-1

195.34±30.81

141.22±17.542）

161.24±7.51

173.00±32.783）

180.18±26.114）

172.38±18.873）

199.27±21.724）

MDA

/μmol·g-1

0.43±0.22

1.12±0.282）

1.05±0.37

0.86±0.14

0.73±0.164）

0.86±0.113）

0.67±0.204）
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3.7 对大鼠睾丸组织中细胞凋亡的影响 与正常

组大鼠比较，模型组大鼠睾丸组织中发生凋亡的细

胞显著增多（P<0.01）；与模型组比较，益肾生精方中

剂量组、五子衍宗丸组和左卡尼汀组大鼠的睾丸组

织中发生凋亡的细胞显著减少（P<0.01）。见图 2

和表 5。

3.8 对睾丸组织中 Bcl-2、Bax、cleaved Caspase-3 蛋

白表达的影响 与正常组比较，模型组大鼠睾丸中

Bcl-2 蛋白表达明显降低（P<0.05），Bax 和 cleavad

Caspase-3 蛋白表达明显升高（P<0.05，P<0.01）。与

模型组比较，益肾生精方低剂量组有升高 Bcl-2 蛋白

水平和降低 Bax、cleavad Caspase-3 蛋白水平的趋

势，但差异无统计学意义；益肾生精方中剂量组能够

降低模型大鼠睾丸 Bax、cleavad Caspase-3 蛋白水平

（P<0.05，P<0.01），具有升高 Bcl-2 蛋白水平的趋势，

但差异无统计学意义；益肾生精方高剂量明显升高

Bcl-2 蛋白水平（P<0.05）、降低 cleavad Caspase-3 蛋白

水平（P<0.01），Bax 蛋白水平有降低的趋势，但差异

无统计学意义。五子衍宗丸和左卡尼汀均能显著升

高 Bcl-2 蛋白水平和降低 cleavad Caspase-3 蛋白水平

（P<0.01），Bax 蛋白水平均有降低的趋势，但差异无

统计学意义。见图 3和表 6。

表 4 益肾生精方对大鼠血清性激素的影响（x̄± s，n=8）

Table 4 Effect of YSP on serum hormone in rats（x̄± s，n=8） μg·L-1

组别

正常组

模型组

益肾生精方低剂量组

益肾生精方中剂量组

益肾生精方高剂量组

五子衍宗丸组

左卡尼汀组

剂量/g·kg-1

2.91

5.83

11.66

1.03

0.17

T

5.15±1.05

3.04±0.732）

3.50±1.03

4.83±1.194）

5.19±1.944）

4.72±1.004）

4.74±1.054）

LH

5.57±0.63

9.54±0.752）

7.70±1.973）

6.71±2.074）

5.08±1.824）

5.19±1.424）

3.73±0.994）

FSH

7.50±3.63

21.92±7.592）

13.03±4.024）

20.58±6.81

20.68±9.38

14.98±4.753）

15.61±4.603）

图 2 益肾生精方对大鼠睾丸组织中细胞凋亡的影响（TUNEL，×100）
Fig. 2 Effect of YSP on apoptosis in rat testis（TUNEL，×100）
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4 讨论

益肾生精方来源于全国名老中医秦月好主任

医师的临床经验方，其临床应用历史悠久，疗效明

确。此方处处着眼于“肾虚”，从多方面提高男性的

生精功能，最终达到改善少弱精子症的目的。方中

黄精味甘性平，归肺脾肾经，功能补气养阴，健脾益

肾，《本草纲目》谓其“补诸虚，填精髓”；山药味甘性

平，同归肺脾肾经，补脾养胃，生津益肺，补肾涩精，

《本草纲目》记载：“益肾气，健脾胃”，为补虚良品；
二药平补肺脾肾，益气养阴，同助先天补肾精，养后

天健脾气，共为君药。枸杞甘平，归肝肾经，滋肝肾

之阴，《得配本草》记载：“补肝经之阴，益肾水之

阳”，为平补肾精肝血之品；桑椹甘酸，滋阴补血，生

津润燥，《滇南本草》谓其“益肾脏而固精，久服黑发

明目”；覆盆子甘酸，微温，补肾助阳，固精缩尿；益
智仁辛温，暖肾固精缩尿，补肾助阳；以上四药共为

臣药。丁香辛温，入肾经，有温肾助阳起痿之功；薤
白辛苦温，《本草纲目》记载：“温补，助阳道”；葛根

甘辛，《本经逢原》谓其能“鼓舞胃气”；生麦芽健胃

消食、可增补益之功；此四药共为佐使。诸药合用，

共奏补肾益气填精之功。本研究发现，在环磷酰胺

致少弱精子症大鼠模型中，益肾生精方能显著提高

精子浓度和活力，明显降低睾丸组织病理损害评

分，增加体质量、睾丸质量和指数，其中益肾生精方

中剂量组提高精子质量的效果要优于五子衍宗丸

组和左卡尼汀组。五子衍宗丸被誉为“古今种子第

一方”，常作为中医治疗少弱精子症的基础方；左卡

尼汀，又名左旋肉碱，是一种可以促进脂肪酸 β-氧

化作用的物质，在精子能量代谢中发挥着重要作

用，并且还具有较强的抗氧化作用，是西医治疗少

弱精子症的常用药物［20］，本研究选用这 2 种药物作

为阳性药，结果发现，在环磷酰胺致少弱精子症大

鼠模型中，益肾生精方治疗少弱精子症药效良好，

对精子质量的改善作用甚至优于五子衍宗丸和左

卡尼汀，为益肾生精方临床治疗少弱精子症提供实

验依据。

精子的产生受到下丘脑 -垂体 -睾丸轴的调控：

下丘脑释放促性腺激素释放激素（GnRH）作用于垂

体，垂体在上一级信号的作用下释放 FSH 和 LH，LH

可以促进睾丸中间质细胞合成 T，FSH 和 T 则共同

促进精子的生成，T 又可以通过负反馈效应，调节

FSH 和 LH 的合成与释放，以维持性激素之间的相

对平衡［21］。FSH、LH 和 T 三者在精子的形成过程中

发挥着重要作用，是评价男性生精功能的重要指

标［22］。本研究发现模型组大鼠血清中 T 水平降低、

表 5 益肾生精方对大鼠睾丸组织中生精细胞凋亡率的影响（x̄± s，

n=3）

Table 5 Effect of YSP on apoptosis rate of spermatogenic cells in

rat testis（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

益肾生精方低剂量组

益肾生精方中剂量组

益肾生精方高剂量组

五子衍宗丸组

左卡尼汀组

剂量/g·kg-1

2.91

5.83

11.66

1.03

0.17

凋亡率/%

1.66±0.21

7.73±0.712）

7.06±1.01

1.93±0.064）

6.40±1.38

4.07±0.574）

3.35±0.744）

图 3 大鼠睾丸组织中 Bcl-2、Bax、cleaved Caspase-3蛋白表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of Bcl-2，Bax and cleaved Caspase-3 in

rats testis

表 6 益肾生精方对大鼠睾丸中 Bcl-2、Bax和 cleaved Caspase-3蛋白的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of YSP on Bcl-2，Bax and cleaved Caspase-3 proteins in rats testis（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

益肾生精方低剂量组

益肾生精方中剂量组

益肾生精方高剂量组

五子衍宗丸组

左卡尼汀组

剂量/g·kg-1

2.91

5.83

11.66

1.03

0.17

Bcl-2/β-actin

1.00±0.00

0.63±0.121）

0.92±0.13

0.94±0.07

1.01±0.123）

1.19±0.304）

1.62±0.414）

Bax/β-actin

1.00±0.00

1.89±0.341）

1.43±0.09

1.09±0.193）

1.14±0.33

1.37±0.21

1.58±1.03

cleaved Caspase-3/β-actin

1.00±0.00

1.65±0.182）

1.39±0.06

1.15±0.304）

1.27±0.243）

1.15±0.114）

0.99±0.124）
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FSH 和 LH 水平升高，与临床报道一致［23］，少弱精子

症患者也表现为 T 水平降低、FSH 和 LH 水平代偿性

升高。益肾生精方能够降低 FSH 和 LH 的水平，升

高 T 的水平，表明益肾生精方对性激素的合成与释

放具有重要的调节作用，从而影响精子的生成。

适量的活性氧是机体内一些正常生理反应不

可或缺的一部分，可一旦超过体内抗氧化系统的清

除能力，就会引起氧化应激反应［24］，造成 DNA 损

伤、脂质过氧化、酶活性下降等，从而影响生精过程

的各个环节，最终导致精子浓度和活力下降［25］。

SOD 是睾丸组织内最重要的一种抗氧化酶，MDA

是脂质过氧化形成的终产物，睾丸组织中的 SOD 活

性和 MDA 水平可以反映组织氧化应激损伤的程

度。研究表明，少弱精子症患者精液中 SOD 活性显

著降低，MDA 水平显著升高［26］，提示氧化应激是导

致精子质量下降的重要原因。本研究发现，环磷酰

胺造模后，大鼠睾丸组织中的 SOD 活性降低、MDA

水平升高，与 AGHAIE 等［27］研究结果相一致，造成

睾丸组织中氧化应激的发生，提示环磷酰胺造模能

够模拟少弱精子症的疾病状态。而益肾生精方能

够增加睾丸组织中 SOD 活性，降低 MDA 水平，提示

益肾生精方能够提高机体的抗氧化能力，减轻氧化

应激损伤，从而改善精子质量，王艳和王远辉的研

究显示黄精、山药能够增强机体抗氧化能力、降低

氧化应激损伤［28-29］，益肾生精方治疗少弱精子症的

药效物质基础需要进一步的研究。

正常情况下，生精细胞中存在一定数量的凋

亡，以便清除染色体异常的细胞，并且使生精细胞

的数量能够维持在支持细胞所能调节的最合适的

范围之内，具有重要的生理意义［30］。当机体受到外

在或者内在因素的刺激时，Bax、Caspase-3 等基因被

激活，Bcl-2 等基因被抑制，细胞凋亡增加，导致精子

浓度下降。研究表明，氧化应激、T 水平降低、高温、

辐射、有毒物质等多种因素都可以促进生精细胞的

凋亡［31］。本研究发现环磷酰胺能够诱导睾丸中生

精细胞凋亡，可能通过干扰 DNA 复制和转录过程导

致细胞凋亡［32］，也可能通过氧化应激造成细胞凋

亡。结果显示，益肾生精方可以明显降低睾丸组织

中生精细胞的凋亡率以及 Bax、cleaved Caspase-3 蛋

白水平，升高 Bcl-2 蛋白水平。提示益肾生精方能

够通过抑制生精细胞的凋亡增加精子的数量。

综上所述，本研究以精子质量为主要指标，以

睾丸病理组织形态、睾丸指数、体质量为次要指标，

从多个角度评价了益肾生精方治疗少弱精子症的

疗效，并初步探讨了其作用机制。研究结果表明，

益肾生精方通过提高抗氧化能力、调节性激素水平

和减少生精细胞凋亡等多个途径，提高精子质量，

改善睾丸损伤，从而发挥治疗少弱精子症的作用。

本研究为益肾生精方治疗少弱精子症提供了理论

依据，但其具体作用靶点和药效物质基础有待进一

步明确。
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