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  [ 摘要]  目的:探讨桂枝茯苓丸联合补中益气丸抑制良性前列腺增生的治疗作用机制, 观察其对良性前列腺增生的治疗

效果。方法:观察桂枝茯苓丸联合补中益气丸对由丙酸睾酮诱导的去势大鼠前列腺增生模型后的前列腺指数、碱性成纤维生

长因子( bFGF)、表皮生长因子( EGF) 、抑制细胞凋亡因子( Bcl-2) 水平以及前列腺组织病理学改变。结果: 桂枝茯苓丸联合补

中益气丸各剂量组前列腺指数, bFGF, EGF, Bcl-2指标均明显低于模型组, 试验药高、中剂量组 bFGF指标与阳性对照组( 癃闭

舒) 比较有显著性差异, 阳性对照组前列腺指数, bFGF, EGF, Bcl-2水平低于模型组。结论:桂枝茯苓丸联合补中益气丸能降低

良性前列腺增生模型大鼠的 bFGF, EGF, Bcl-2水平,从而抑制前列腺细胞增殖和促进凋亡,实现抑制良性前列腺增生。
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  良性前列腺增生 ( benign prostatic hyperplasia,

BPH) 是一种复杂的、有多种因素造成的老年男性的

常见疾病,且呈进行性发展。关于前列腺增生的发

生发展的具体机制至今尚不是很清楚。目前 BPH

的手术治疗效果明显,但手术治疗需要严格的适应

症,且 BPH患者多为老年人,常常合并心、脑、肺、肾

等脏器的功能损害,手术治疗有一定的危险性。从

而使药物治疗更为重要,尤其对轻、中度患者已成为

主要疗法。本试验重点在于通过观察中成药干预下

的前列腺组织内相关因子的改变情况, 以及前列腺

组织病理形态的改变,探讨中成药抑制前列腺增生

的机制,评估有效性和安全性,为临床应用和推广提

供科学依据。

1 材料

1.1 动物 健康清洁级 SD雄性大鼠 60 只,体重在

300 ～350 g,由辽宁医学院动物培育中心[ 合格证号

scxy( 辽) 2003-007] 提供。

1.2 药物 桂枝茯苓丸由山西华康药业股份有限

公司生产 ( 批号 Z20053256) ,主要成分为:桂枝、茯

苓、牡丹皮、芍药、桃仁;补中益气丸由北京同仁堂股

份有限公司生产( 批号 Z11020244) ,主要成分为:炙

黄芪、党参、炙甘草、白术、当归、升麻、柴胡、陈皮;癃

闭舒胶囊由石家庄科迪药业生产,主要成分为:补骨

脂、益母草、金钱草、海金沙、琥珀、山慈菇。丙酸睾

丸酮注射液由上海通用药业股份有限公司生产 ( 批

号 Z10960007) 。

1.3 试剂  碱性成纤维生长因子 ( bFGF) 试剂盒

( 批号 20060930) 、表皮生长因子 ( EGF) 试剂盒 ( 批

号 20071002) 、抑制细胞凋亡因子 ( Bcl-2) 试剂盒

( 批号 20090802) 均购自上海卓康生物科技有限公

司。

2 方法

2.1 药物配制

2.1.1 桂枝茯苓丸  按药品说明,成人 1 日口服量

为 18 g,折算大鼠用量为 1. 875 g·kg - 1 ,高剂量为 2

倍即 3. 75 g·kg - 1 , 低剂量为 1 /2 倍即0. 937 5 g·

kg - 1 ,每只大鼠按 100 g给药 1 mL计算混悬液浓度

为0. 187 5 g·mL
- 1

,高剂量为 0. 375 g·mL
- 1

,低剂量

为0. 093 75 g·mL
- 1
。

2.1.2 补中益气丸  按药品说明,成人 1 日口服量

为 18 g,折算大鼠用量为 1. 875 g·kg - 1 ,高剂量为 2
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倍即 3. 75 g·kg - 1 , 低剂量为 1 /2 倍即0. 937 5 g·

kg - 1
。给药体积和药物配制浓度同 2. 1. 1。

2.1.3 癃闭舒胶囊  按药品说明书,成人 1 日口服

量为 1. 8 g,折算大鼠用量为0. 187 5 g·kg
- 1

,每只大

鼠按 100 g给药 1 mL计算浓度为0. 018 75 g·mL - 1
。

2.2 造模与分组 称取 60 只大鼠质量均在 300 ～

350 g,随机抽出 10 只麻醉后剪开外阴皮肤后立即

缝合,作假手术处理为正常组,其余 50 只应用戊巴

比妥钠 50 mg·kg - 1 ip麻醉,经阴囊摘除双侧睾丸,缝

合皮肤,然后每天每只 sc 丙酸睾丸酮 5 mg·kg - 1 ,持

续 7 周造模基本成功。再将造模组随机分为 5 组:

模型组;试验药 ( 桂枝茯苓丸联合补中益气丸 ) 高、

中、低剂量组;阳性对照组(癃闭舒) ,每组 10 只。正

常组和模型组每日 ig等量蒸馏水, sc 等体积的生理

盐水,试验药各剂量组和阳性对照组每日同时 ig给

药。40 d后称重处死,摘取前列腺组织称重,并同时

制作光镜及免疫组化标本。

2.3 标本采集和处理  经过 40 d 用药后, 全部大

鼠采用脱颈处死,将前列腺组织完整取出,分离结缔

组织,在电子天平上称量前列腺质量,前列腺由中间

切为二部分,左右侧前列腺组织,分别放入 4% 甲醛

(多聚甲醛 ) 溶液和 10% 甲醛溶液中固定, 24 h内

4%多聚甲醛固定的组织用清水冲洗后, 放入 80%

乙醇中固定,用于免疫组化染色。

2.4 检测指标

2.4.1 前列腺指数  称取大鼠体重,前列腺湿质

量,计算大鼠前列腺指数,其公式为: 前列腺指数 =

前列腺湿质量( mg) /大鼠体重( g) 。

2.4.2 bFGF, EGF, Bcl-2 的测定 将取出的前列腺

组织由中间切为两块,一块用常规 10%甲醛溶液固

定,乙醇逐级脱水,二甲苯透明,石蜡包埋,切片, HE

染色,在光镜下观察其病理改变情况;另一块行免疫

组化染色,步骤如下: 石蜡切片常规脱蜡至水; 3%

H2 O2 孵育 10 min灭活内源性过氧化酶;微波修复抗

原:将切片浸入 0. 01 mol·L - 1
枸橼酸盐缓冲液 ( pH

6. 0) 中,放置在微波炉中加热 5 min ×2 次, 间隔 10

min,冷却至室温; 0. 1 mol·L
- 1

PBS洗涤, 3 min ×3

次;滴加适当比例稀释兔来源的一抗, 37 ℃孵育 2

h; PBS洗 3 min×3 次;滴加山羊抗兔 IgG抗体-HRP

多聚体, 37 ℃孵育 20 min; PBS洗 3 min×3 次; DAB

室温避光显色 5 ～10 min,显微镜观察,自来水充分

冲洗;轻度复染,逐级乙醇脱水、透明、中性树胶封

片,显微镜观察。

2.5 统计学处理  试验数据均采用 珋x ±s表示,应

用 SPSS 13. 0 统计软件,采用方差分析,并进一步用

q检验进行两两比较, P <0. 05 有统计学意义。

3 结果

3.1 桂枝茯苓丸联合补中益气丸对 BPH模型大鼠

前列腺指数的影响  试验药 ( 桂枝茯苓丸联合补中

益气丸) 高、中、低剂量组和阳性对照组( 癃闭舒 ) 前

列腺指数较模型组明显降低,差异具有统计学意义

( 高、中剂量组 P <0. 01,低剂量组、阳性对照组 P <

0. 05) 。试验药高、中剂量组前列腺指数较阳性对照

组明显降低( P < 0. 01) ,见表 1。
表 1 桂枝茯苓丸联合补中益气丸对 BPH 模型

大鼠前列腺指数的影响 ( 珋x±s, n = 10)

组别
剂量

/g·kg - 1

体重

/g

前列腺湿重

/g

前列腺指数

/mg·g- 1

正常 - 328. 46±15.34 1.35±0.18 4.11±0.342)

模型 - 324. 56±16.13 2.40±0.30 6.39±0.53

桂枝茯苓+补中益气 3.75 317. 34±12.68 1.42±0.15 4.87±0.292, 4)

1.875 322. 12±14.18 1.68±0.18 5.22±0.312, 4)

0.937 5 314. 44±10.69 1.72±0.24 6.12±0.211)

癃闭舒 0.187 5 327. 15±16.89 1.65±0.20 6.08±0.241)

  注 :与模型组比较1) P < 0. 05, 2) P < 0. 01; 与癃闭舒组比较3) P <

0. 05 , 4) P < 0. 01 (表 2 同 ) 。

3.2 桂枝茯苓丸联合补中益气丸对 BPH模型大鼠

bFGF, EGF, Bcl-2 的影响  试验药高、中、低剂量组

和阳性对照组 bFGF, EGF, Bcl-2 指标 ( A) 较模型组

明显降低,差异具有统计学意义 ( 大、中剂量组 P <

0. 01,小剂量组、阳性对照组 P < 0. 05) 。试验药大、

中剂量组 bFGF, EGF, Bcl-2 指标 ( A) 较阳性对照组

明显降低( P < 0. 01) ,见表 2。
表 2 桂枝茯苓丸联合补中益气丸对 BPH 模型大鼠 bFGF,

EGF,Bcl-2 A值的影响 ( 珋x±s, n = 10) A

组别 剂量/g·kg - 1 bFGF EGF Bcl-2

正常组 - 0.526±0.0212) 0.442±0.0402) 0.411±0.0422)

模型组 - 0.667±0.032 0.602±0.057 0.543±0.046

桂枝茯苓+补中
益气

3.75 0.551±0.0222, 4) 0.482±0.0362, 4) 0.446±0.0392, 4)

1.875 0.569±0.0302, 4) 0.526±0.0482, 4) 0.468±0.0422, 4)

0.937 5 0.640±0.0221) 0.581±0.0351) 0.521±0.0371)

癃闭舒 0.187 5 0.632±0.0331) 0.576±0.0291) 0.512±0.0211)

3.2 各组大鼠前列腺组织病理变化  正常组前列
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腺腺腔大小、细胞核大小形态较一致,管腔内见淡粉

染均质状物,间质内未见血管充血、炎细胞浸润和纤

维结缔组织增生。模型组前列腺腺体增生,腺腔扩

张明显,腔内充满粉色浓染均质状物,有的腺体呈乳

头状增生。间质增宽,其内血管高度扩张充血,并可

见淋巴、单核细胞浸润及纤维结缔组织增生。桂枝

茯苓丸联合补中益气丸高、中剂量组和阳性对照组

的上述病理改变模型组明显减轻,而低剂量组与模

型组相似,见图 1。

图 1 各组大鼠前列腺组织病理变化 ( HE染色 , ×10)

A. 正常组 ; B. 模型组 ; C.癃闭舒0. 187 5 g·kg - 1组 ; D. 桂枝茯苓

丸联合补中益气0. 937 5 g·kg - 1组 ; E.桂枝茯苓丸联合补中益气

丸 1. 875 g·kg - 1组 ; F. 桂枝茯苓丸联合补中益气丸 3. 75 g·kg - 1

组

4 讨论

良性前列腺增生 ( BPH) 属中医学“淋证”范

畴
[ 1]
。其治疗以活血化瘀、软坚散结为主。桂枝茯

苓丸出自《金匮要略》
[ 2]

,由桂枝、茯苓、牡丹皮、芍

药、桃仁 5 味药组成, 方中桂枝发汗解肌、温通经

脉、助阳化气;主治风寒表证,脘腹冷痛、血寒经闭、

关节痹痛、痰饮、水肿、胸痹、心悸、奔豚、癥瘕等;桃

仁为化瘀消癥之要药;丹皮既能散血行瘀,又能清退

瘀久所化之热;芍药能和血养血, 与诸祛瘀药合用,

有活血养血之功。水为血之侣,用茯苓之甘、淡,性

平,消痰利水、渗湿健脾,以助消癥之力; 诸药相合,

寒温甘淡并用;共奏活血化瘀、缓消癥块之效。补中

益气丸由炙黄芪、党参、炙甘草、白术、当归、升麻、柴

胡、陈皮 8 味药组成,现代药理研究证实,补中益气

丸能增强膀胱逼尿肌及盆腔肌肉的收缩能力, 从改

善尿流动力学的角度来缓解业已形成的不良排尿状

况,此为治本之药。用桂枝茯苓丸联合补中益气丸,

共奏活血化瘀、培补肾气之功, 益气升阳,使小水得

以畅利而行。可刺激并改善前列腺体的血液循环,

抑制或缩小前列腺体的增生, 从而达到治疗目的。

本试验结果表明,试验药和阳性药在控制模型大鼠

的前列腺指数方面效果明显,与模型组有显著差异,

显著降低良性前列腺增生模型大鼠的 bFGF, EGF,

Bcl-2水平,从而抑制前列腺细胞的增殖, 达到显著

抑制 BPH模型大鼠的良性前列腺增生的目的。

至今, BPH的发病机制尚不完全清楚,主要与下

面的几个因素有关:①性激素的平衡失调;②多肽类

生长因子;③细胞凋亡及其调控基因; ④间质-上皮

相互作用。多肽类生长因子在前列腺增生症的发生

发展中起着重要的作用,主要有 bFGF, EGF。

bFGF广泛存在于各种正常组织器官中,具有多

种生物功能的一类多肽生长因子,能促进多种来自

中胚层和神经外胚层的细胞生长、增殖和分化。

bFGF是由基质细胞分泌,在前列腺内的主要作用是

广泛促进基质细胞的有丝分裂,刺激基质血管的形

成。bFGF的作用途径是活化前列腺基质细胞的成

纤维因子受体而调节基质细胞的增殖, 因此其能反

映基质细胞的增殖状态。席氏
[ 3 ]
动物试验研究发

现:降低前列腺组织中的 bFGF 水平对于抑制前列

腺间质细胞的增生具有显著作用。bFGF结果也提

示桂枝茯苓丸联合补中益气丸可降低前列腺组织的

bFGF阳性表达,通过减少细胞的分裂、增殖而抑制

试验性小鼠前列腺腺组织增生。表明桂枝茯苓丸联

合补中益气丸的确能达到治疗前列腺增生的目的。

EGF作用于细胞表面的同一受体, 并产生相同

的生物学效应
[ 4 ]
。EGF不仅对人类和小鼠前列腺正

常细胞的生长有刺激作用,而且也是维持其生长所

必需的。Sorensen[ 5]
研究了人的表皮生长因子,结果

表明前列腺增生组织中表皮生长因子的含量显著高

于正常前列腺组织。孙氏
[ 6]
研究表明, 移行带是在

高浓度的 EGF环境下,保持一定增长速度, 并导致

BPH发病,并且认为 EGF主要维持上皮细胞的活跃

增长,这可能是移行区细胞凋亡减少的分子基础。

因此,前列腺组织中的表皮生长因子水平提示其在
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前列腺上皮增生过程中起着重要的作用,对于前列

腺基底细胞的增殖有重要作用,降低该因子水平对

于抑制前列腺增生有较明显的作用。

细胞凋亡 ( apoptosis) 亦称为细胞程序死亡

( program medcen death) 是一种选择性的生理死亡,

在正常组织中,细胞增殖速率和细胞死亡速率间存

在着平衡,一旦不平衡发生,无论是通过细胞复制速

率的增加还是细胞死亡速率的减少,其结果都是前

列腺细胞的大量堆积及与之相应的前列腺的生长,

而原癌基因是目前最受关注的细胞凋亡相关基因,

主要作用是抑制细胞凋亡。Bcl-2 作为一种新型的

原癌基因, 是 Tsujimoto等
[ 7 ]
于 1984 年在大多数滤

泡型非霍奇金 B淋巴细胞瘤中发现的。经研究发

现, Bcl-2 基因在 BPH 组织中表达较正常前列腺组

织明显升高。张学军等
[ 8]
培育出前列腺组织特异性

的人 Bcl-2 转基因鼠,该鼠的前列腺组织中过量表达

Bcl-2 基因,并观察到该鼠发生非典型的 BPH, 伴有

明显的 BPH病理改变,直接证明了 Bcl-2 的抗凋亡

作用并促进前列腺增生的发生发展。因此,在 BPH

中, Bcl-2 的异常高表达提示其抗细胞凋亡在 BPH

的发生过程中具有重要的作用, Bcl-2 在转基因鼠的

前列腺体内的过量表达,能够引发前列腺良性增生。

这可以间接地证实细胞凋亡在 BPH形成中可能发

挥的作用。降低 Bcl-2 在前列腺组织中的水平对于

抑制前列腺组织细胞的增殖有着积极的作用。

本试验结果表明, 试验药在控制模型大鼠的前

列腺指数方面效果明显,与模型组差异较大。模型

组前列腺指数, bFGF, EGF, Bcl-2 3 因子水平明显高

于正常组,表明本试验造模成功,而试验药组 bFGF,

EGF, Bcl-2 3 因子表达降低,说明桂枝茯苓丸联合补

中益气丸能降低良性前列腺增生模型大鼠的 bFGF,

EGF, Bcl-2 水平, 从而抑制前列腺细胞的增殖和促

进凋亡,达到抑制 BPH模型大鼠的良性前列腺增生

的目的。
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