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水陆二仙丹水提物对人精子膜结构和功能氧化损伤的保护作用
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摘
!

要"目的
!

探讨水陆二仙丹治疗男性畸形弱精死精子症的作用机制%方法
!

选择健康的精子作为模型!精子悬液分为维

生素
.

组&正常组&模型组和水陆二仙丹水提物大&中&小剂量组!剂量分别为每
!L[

含
!#%

&

%#$

和
%#"$

H

生药%应用次黄嘌呤

5

黄嘌呤氧化酶体系产生活性氧!在有氧环境下!精子悬液与
%#"$

H

'

[

维生素
.

及不同剂量"每
!L[

含
!#%

&

%#$

和
%#"$

H

生

药$的水陆二仙丹水提物共同孵育后!采用精子低渗膨胀试验!对各组精子膜功能进行评估!同时检测各组丙二醛"

0,*

$水平及

超氧化物歧化酶"

_a,

$活力%结果
!

与模型组相比!维生素
.

组及水陆二仙丹水提物大&中&小剂量组
!

&

'

及
2E

的精子膨胀率

及精子活率明显升高!差异有统计学意义"

"

&

%#%$

$!且水陆二仙丹水提物中剂量组"

%#$

H

'

L[

$的精子膨胀率及精子活率显著高

于维生素
.

组"

"

&

%#%$

$%与模型组相比!维生素
.

组及水陆二仙丹水提物大&中&小剂量组
0,*

的水平均显著降低"

"

&

%#%$

$!

_a,

活力均显著升高!差异有统计学意义"

"

&

%#%$

$!且中剂量水陆二仙丹水提物"

%#$

H

'

L[

$的作用明显优于维生素
.

组!差异具有统计学意义"

"

&

%#%$

$%结论
!

水陆二仙丹水提物具有保护精子膜功能和结构的作用!其作用与干预精子膜的脂质

过氧化反应有关%

关键词"水陆二仙丹#
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脂质过氧化
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随着人们对男性生殖健康的关注#精子氧化损伤和抗氧化

剂在男性生殖系统中的应用引起广泛的研究探讨'

!

(

)在正常

情况下#精子产生少量的活性氧$

(a_

&#这些活性氧是受精*顶

体反应和获能的必要条件)然而#如果精子产生的
(a_

增加

超过自身清除能力的增加#就会导致精子质膜的过氧化损伤和

,)*

完整性的丢失#最终导致精子细胞死亡*降低受精率)研

究发现#很多补益药具有抗氧化作用)水陆二仙丹载于,洪氏

集验方-#金樱子涩*酸*平#功能涩肠止泻*固精缩尿止带#芡实

涩*甘*平#功能健脾止泻*益肾固精*除湿止带'

">'

(

#临床治疗多

种男科疾病疗效显著)本文旨在观察水陆二仙丹水提物对人

精子膜的影响#从精子膜角度探讨治疗男性不育症的机制)

A

!

资料与方法

A#A

!

一般资料
!

自愿供精者
$%

名#年龄
""

!

'"

岁#有生育能

力#身体健康#禁欲
7

!

2J

#收取足够量的精液到无菌容器中#

采用计算机辅助精子分析系统常规分析#白细胞小于
!b!%

2

"

L[

#正常形态精子大于
2%4

#精子密度大于
2%b!%

2

"

L[

#

Ge

K

级精子大于
$%4

#

G

级精子大于
"$4

)制备具有正常生理功

能的精子作为试验模型#采用
-AD+@//

梯度离心法)具体操作

方法见参考文献'

7

()

A#B

!

试验药物及其制备
!

水陆二仙丹组方!芡实
'%

H

#金樱子

'%

H

#水提取液由北京中医药大学附属医院药剂科配制)制

法!按处方比例取芡实*金樱子#加
!%

倍量水浸泡
'%L;=

#加热

煎煮
!E

#过滤#取滤液备用)药渣再加
1

倍量水#煎煮
'%L;=

#

过滤#滤液合并#浓缩至每
/L[

含
!

H

生药#静置沉降
"7E

#过

滤取上清液)

A#C

!

方法
!

将精子悬液分为
2

份#分别加入到以下
2

组中)

+

%23

+

国际检验医学杂志
"%!2

年
'

月第
'3

卷第
2

期
!
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!
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!
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!
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水陆二仙丹大*中*小剂量组%

X̀>Xa

$终浓度"水平同模型组&

e

水陆二仙丹水提物$终水平分别为每
!L[

含
!#%

*

%#$

*

%#"$

H

&%维生素
.

$终水平为
%#"$

H

"

[

&

e X̀>Xa

$终浓度"水平同

模型组&为阳性药对照组%模型组#

X̀>Xa

$

X̀

终浓度为
!

LL@/

"

[

#

Xa

终 水 平 为
$% c

"

[

&%正 常 组#

-P_

缓 冲 液

$

C

`3#7

&%制作出来的精子标本均放入
$4 .a

"

恒温培养箱

中
'3^

培养
!

!

"E

)

A#D

!

观察指标

A#D#A

!

?>_a,

的活力
!

处理好的精子悬液在
'3^

恒温培养

箱中培养
"E

后#用紫外分光光度计$

3$'%]

&测定
?>_a,

的活

力)对照管和测定管分别加入试剂盒中
!

!

7

号试剂#适当处

理后倒入
!+L

光径比色杯#波长
$$%=L

处比色#抑制反应

$%4

的
_a,

量为
_a,

活力单位#比较每毫升酶单位)计算公

式和具体操作方法见参考文献'

7

()

A#D#B

!

0,*

水平
!

处理好的精子悬液在
'3^

恒温培养箱

中培养
"E

后#用紫外可见分光光度计$

3$'%]

&测定#按照试剂

盒说明书操作)标准空白管*标准管和测定管分别加入试剂盒

中的
!

号试剂)标准空白管加入无水乙醇#标准品加入标准

管#测定管加入精子悬液)适当处理后分别加入到光径比色杯

中$

!+L

&#用蒸馏水调零#在波长为
$'"=L

的条件下比色)

0,*

的产量能够表示精子膜脂质过氧化损伤的情况#对其进

行定量)计算公式见参考文献'

7

()

!=L@/

代表
!b!%

1 个精

子)

A#D#C

!

精子的低渗膨胀实验
!

选取待检标本
%#!L[

#经过一

定的处理后#在电子显微镜$高倍镜&下计数
K

!H

型精子的百

分水平#观察数目为
"%%

个精子)

A#D#D

!

精子存活率
!

处理后的精子悬液在
'3^

恒温培养箱

中孵育
!

*

'

*

2E

后#取
$

"

[

精子悬液与
$

"

[%#$4

伊红
h

溶

液混合均匀#在
""^

的恒温培养箱中温育
"L;=

后加上盖玻

片#在
7%%

倍的显微镜下#采用明视野观察#可以看到死精子被

染成了红色#而活精子没有颜色)通过观察计数
'%%

个精子#

然后计算精子存活率)

A#E

!

统计学处理
!

采用
_-__!&#%

软件进行数据处理及统计

学分析#计量资料以
F8>

表示#比较采用
!

检验#

"

&

%#%$

表

示差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B#A

!

水陆二仙丹水提物对
0,*

水平*

?>_a,

活力的影响
!

水陆二仙丹水提物大*小剂量组与维生素
.

组精子悬液中
?>

_a,

活力和
0,*

水平比较差异均无统计学意义$

"

'

%#%$

&#

但水陆二仙丹水提物中剂量组对精子悬液中
?>_a,

活力和

0,*

水平的影响则显著优于维生素
.

组#比较差异均有统计

学意义$

"

&

%#%$

&)详见表
!

)

表
!

!!

各组
?>_a,

活力'

0,*

水平比较

组别
?>_a,

活力$

c

"

L[

&

0,*

水平$

=L@/

"

L[

&

正常组
!!#$&8!#3' "7#%28!#17

模型组
1#"'8!#3!

"

72#2&8"#%'

"

维生素
.

组
"%#728!#1'

"#

'!#7%8"#$"

#

水陆二仙丹高剂量组
"%#"!8!#31

"#

'%#&18"#'2

#

水陆二仙丹中剂量组
"3#7$8"#!2

"#/

"2#178"#!1

#/

水陆二仙丹低剂量组
"%#&28!#1"

"#

"1#&!8"#%3

#

!!

"

!

"

&

%#%$

#与正常组比较%

#

!

"

&

%#%$

#与模型组比较%

/

!

"

&

%#%$

#与维生素
.

组比较)

B#B

!

水陆二仙丹水提物对精子尾部低渗膨胀实验的影响
!

将

活性氧与精子悬液在
'3^

恒温培养箱中培养一段时间后#精

子的结构和功能均出现了明显的受损现象)维生素
.

组与水

陆二仙丹水提物大*中*小剂量组对精子总膨胀率的影响比较

差异均无统计学意义$

"

'

%#%$

&#甚至已接近正常者水平)维

生素
.

组与水陆二仙丹水提物大*小剂量组对
H

型精子膨胀

率的影响比较#差异均无统计学意义$

"

'

%#%$

&#但水陆二仙

丹水提物组中剂量组
H

型精子膨胀率显著优于维生素
.

组#

两组比较差异有统计学意义$

"

&

%#%$

&)详见表
"

)

表
"

!!

各组精子尾部低渗膨胀结果比较#

4

$

组别 精子总膨胀率
H

型精子膨胀率

正常组
3!#&$8!#37 "&#7"8!#1&

模型组
"!#"'87#3!

"

'#2$8!#2'

"

维生素
.

组
2&#728"#1' !1#7%8"#2"

水陆二仙丹高剂量组
2&#"'8"#31 !1#&18"#'2

水陆二仙丹中剂量组
2&#7$8"#!2

""#$78"#21

#

水陆二仙丹低剂量组
21#&28!#1" !1#&!8"#%3

!!

"

!

"

&

%#%$

#与正常组比较%

#

!

"

&

%#%$

#与维生素
.

组比较)

B#C

!

水陆二仙丹水提物对精子存活率的影响
!

维生素
.

组

与水陆二仙丹水提物大*小剂量组
!

*

'

*

2E

的精子存活率比

较#差异均无统计学意义$

"

'

%#%$

&%水陆二仙丹水提物中剂

量组的精子活率显著高于维生素
.

组比较#差异有统计学意

义$

"

&

%#%$

&)水陆二仙丹水提物中剂量组的精子存活率相

对保持在较高水平#与正常组精子存活率比较#差异无统计学

意义$

"

'

%#%$

&)详见表
'

)

表
'

!!

各组
!

'

'

'

2E

样品中精子存活率比较#

4

$

组别
不同时间精子存活率

!E 'E 2E

正常组
$%#'$8'#37 '&#7"8"#7& "2#7"8!#2&

模型组
"%#"'8'#3!

"

!"#2$8"#2'

"

$#&'8!#3'

"

维生素
.

组
'1#'28"#7'

"

"1#7%8'#2"

"

!1#2%8"#7"

"

水陆二仙丹高剂量组
'&#"'8"#'1

"

"&#&18"#12

"

!1#'18"#32

"

水陆二仙丹中剂量组
7$#7$8"#$2

#

'7#$78"#'1

#

"$#$78"#&1

#

水陆二仙丹低剂量组
'&#&28"#1"

"

"1#&!8"#33

!1#&38"#&3

"

!!

"

!

"

&

%#%$

#与正常组比较%

#

!

"

&

%#%$

#与维生素
.

组比较)

C

!

讨
!!

论

!!

精子膜结构和功能的完整性在一定程度上决定精子受精

能力的大小#常作为评价精子治疗好坏的一个指标'

$>2

(

)精子

膜结构是精子新陈代谢*活动力完整的基础#也是完成顶体反

应和正常受精形成受精卵的必要条件'

3

(

)人精子膜的流动性

依靠其中的多聚不饱和脂肪酸#若多聚不饱和脂肪酸的结构遭

到破坏#精子和卵细胞就不能正常融合#阻碍受精卵的形成'

1

(

#

在氧化应激的条件下#多聚不饱和脂肪酸的结构极容易发生脂

质过氧化反应#进而引起精子膜损伤)正常生理条件下#自由

基的产生与清除维持动态平衡#一旦机体内自由基过量#超过

机体本身的清除能力时#则会引起脂质过氧化#造成组织*器官

或细胞的损伤)

?>_a,

作为细胞内主要的抗氧化酶#催化超

氧阴离子转化为过氧化氢或者氧#反映机体本身清除自由基的

能力'

&>!%

(

#而
0,*

是自由基水平过高造成氧化损伤的标志性

产物#其量的高低直接反映了机体受氧化损伤的程度)在生殖

系统内#由于氧化应激引起的
0,*

水平过高也会对精子膜结

构和功能的发挥产生不利影响'

!!>!"

(

)

水陆二仙丹由金樱子和芡实由金樱子和芡实两味中药组

成#两者均有很好的抗氧化活性'

!'>!7

(

#在传统应用中#其可用

于男科疾病阳痿遗精#鉴于此#本试验从通过观察精子膜结构

及功能的影响#探讨水陆二仙丹水提物治疗男性不育症的机

制)研究表明#精子活力下降的重要原因是精子膜结构中多聚

不饱和脂肪酸的脂质过氧化程度增强'

!$>!2

(

)因此#本试验对

+
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各组中
0,*

水平及
?>_a,

活力进行检测#同时对各组
!

*

'

*

2

E

的精子膨胀率及存活率进行测定)结果显示#与正常组比

较#氧化损伤状态下的精子膨胀率及精子存活率明显降低

$

"

&

%#%$

&#

0,*

水平显著增高$

"

&

%#%$

&#

?>_a,

活力显著

降低$

"

&

%#%$

&)经维生素
.

及不同剂量的水陆二仙丹水提

物作用后#与模型组相比#

!

*

'

*

2E

的精子膨胀率及精子活率

明显升高$

"

&

%#%$

&#且水陆二仙丹水提物中剂量组的精子膨

胀率及精子活率显著高于维生素
.

组#这表明水陆二仙丹水

提物对人精子膜的体外运动能力有一定保护及促进作用#且以

%#$

H

"

L[

水陆二仙丹水提物作用效果最佳)

0,*

及
?>_a,

活力测定结果显示#经维生素
.

及不同剂量的水陆二仙丹水

提物作用后#与模型组相比#

0,*

的水平均显著降低$

"

&

%#%$

&#

_a,

活力显著升高$

"

&

%#%$

&#且中剂量水陆二仙丹水

提物的作用明显优于维生素
.

组$

"

&

%#%$

&#提示水陆二仙丹

水提物可增加精子
_a,

活力#降低脂质过氧化#这可能是水陆

二仙丹水提物保护精子膜结构及功能的氧化损伤作用的一个

环节#且水陆二仙丹水提物作用效果最佳)

综上所述#水陆二仙丹水提物具有保护精子膜功能和结构

的作用#其作用与干预精子膜的脂质过氧化反应有关)
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