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促育生精方治疗小鼠不育症的效果及其机制
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[摘要] 目的 研究促育生精方治疗小鼠不育症的效果及其机制。方法 雄性清洁级昆明小鼠50只,随机

分为空白对照组、模型组和促育生精方干预低剂量组、中剂量组、高剂量组,采用环磷酰胺(CP)造模方法建立小鼠

少弱精症模型,促育生精方干预各剂量组在造模过程中给予促育生精方干预,共治疗35d。光学显微镜下观察各

组精子密度与精子活力,采用 RT-PCR法检测各组小鼠睾丸组织中cAMP反应元件调节因子(CREM)mRNA、

cAMP反应元件结合蛋白(CREB)mRNA、睾丸特异性CREM激活因子(ACT)mRNA的表达;用 Westernblotting
方法检测各组ACT、CREM、CREB蛋白的表达。结果 模型组精子密度与精子活力较空白对照组显著降低(F=
2.83~121.16,P<0.05),小鼠少弱精症模型制备成功。促育生精方干预中剂量组、高剂量组精子密度显著高于模

型组(F=121.16,P<0.05),低剂量组与模型组比较差异无显著性(P>0.05)。促育生精方干预低剂量组、中剂量

组精子活力显著高于模型组(F=2.83、18.94,P<0.05),而高剂量组与模型组比较差异无显著性(P>0.05)。模型

组ACT、CREM、CREB mRNA及蛋白表达量较空白对照组均显著降低(F=16.28~154.32,P<0.05)。与模型组

比较,促育生精方干预中剂量组ACT mRNA和蛋白表达显著升高(F=29.04、64.28,P<0.05),而低剂量、高剂量

组差异无显著性(P>0.05);低、中剂量组CREM mRNA和蛋白表达显著升高(F=17.77、41.83,P<0.05),高剂量

组差异无显著意义(P>0.05);低剂量组CREB mRNA及蛋白表达显著升高(F=16.89、154.32,P<0.05),而中、

高剂量组比较差异无显著意义(P>0.05)。结论 促育生精方能有效提高少弱精症模型小鼠睾丸组织中ACT、

CREM、CREB mRNA及蛋白的表达,改善小鼠精子质量。
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EFFECTOFCUYUSHENGJINGPRESCRIPTIONINTREATMENTOFINFERTILITYIN MICEANDITSMECHANISM ZHU

Yingying,WANGLin,LINGYong,SUN Libo,SUN Xianghong  (DepartmentofPharmaceutical,CollegeofPharmacy,

QingdaoUniversity,Qingdao266500,China)

[ABSTRACT] Objective ToinvestigatetheeffectofCuyuShengjingPrescriptioninthetreatmentofinfertilityinmiceand

itsmechanism. Methods Atotalof50cleanmaleKunmingmicewererandomlydividedintoblankcontrolgroup,modelgroup,

andlow-,medium-,andhigh-doseCuyuShengjingPrescriptiongroups.Cyclophosphamidewasusedtoestablishamousemodelof

oligoasthenospermia,andtheCuyuShengjingPrescriptiongroupsweregivenCuyuShengjingPrescriptionfor35d.Anopticalmi-

croscopewasusedtoobservespermdensityandmotility,RT-PCRwasusedtomeasurethemRNAexpressionofactivatorof

cAMP-responsiveelementmodulatorintestis(ACT),cAMP-responsiveelementmodulator(CREM),andcAMPresponseele-

ment-bindingprotein(CREB)intesticulartissue,andWesternblotwasusedtomeasuretheproteinexpressionofACT,CREM,

andCREB. Results Themodelgrouphadsignificantlylowerspermdensityandmotilitythanthenormalgroup(F=2.83-

121.16,P<0.05),suggestingthatthemousemodelofoligoasthenospermiawasestablishedsuccessfully.Themedium-andhigh-

doseCuyuShengjingPrescriptiongroupshadsignificantlyhigherspermdensitythanthemodelgroup(F=121.16,P<0.05),while

therewasnosignificantdifferencebetweenthelow-doseCuyuShengjingPrescriptiongroupandthemodelgroup(P>0.05).The

low-andmedium-doseCuyuShengjingPrescriptiongroupshadsignificantlyhigherspermmotilitythanthemodelgroup(F=2.83,

18.94;P<0.05),whiletherewasnosignificantdifferencebetweenthehigh-doseCuyuShengjingPrescriptiongroupandthemodel

group(P>0.05).ThemodelgrouphadsignificantlylowermRNAandproteinexpressionofACT,CREM,andCREBthanthe

blankcontrolgroup(F=16.28-154.32,P<0.05).Themedium-doseCuyuShengjingPrescriptiongrouphadsignificantincreases

inthemRNAandproteinexpressionofACTcomparedwiththemodelgroup(F=29.04,64.28;P<0.05),whiletherewerenosig-

nificantdifferencesbetweenthelow-andhigh-doseCuyuShengjingPrescriptiongroupsandthemodelgroup(P>0.05).Compared

withthemodelgroup,thelow-andmedium-doseCuyuShengjing

Prescriptiongroupshadsignificantincreasesinthe mRNA and

proteinexpressionofCREM (F=17.77,41.83;P<0.05),while

therewerenosignificantdifferencesbetweenthehigh-doseCuyu

ShengjingPrescriptiongroupandthemodelgroup(P>0.05).Com-
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paredwiththemodelgroup,thelow-doseCuyuShengjingPrescriptiongrouphadsignificantincreasesinthemRNAandproteinex-

pressionofCREB(F=16.89,154.32;P<0.05),whiletherewerenosignificantdifferencesbetweenthemedium-andhigh-dose

CuyuShengjingPrescriptiongroupsandthemodelgroup(P>0.05). Conclusion CuyuShengjingPrescriptioncaneffectively
improvethemRNAandproteinexpressionofACT,CREM,andCREBintesticulartissueinmicewitholigoasthenospermiaand

improvespermquality.
[KEYWORDS] cuyushengjingfang;cyclicampresponseelementmodulator;cyclicampresponseelement-bindingprotein;

cyclophosphamide;infertility

  cAMP反应元件结合蛋白(CREB)和cAMP反

应元件调节因子(CREM)是细胞内与多种基因转录

有关的重要核转录因子,在多种生物体细胞中均有

表达。而睾丸特异性CREM 激活因子(ACT)是睾

丸内CREM的激活物,可通过激活CREM蛋白,参
与多种基因的转录调控。研究显示,cAMP/ACT-
CREM/CREB信号通路是与精子发生密切相关的

重要通路[1],CREM 基因缺失会引起小鼠睾丸生精

障碍,多种基因在精细胞减数分裂后表达量减少,甚
至没有表达。目前,临床上以cAMP/ACT-CREM/

CREB信号通路的相关蛋白作为靶点治疗男性不育

症的药物报道较少。促育生精方为我院临床应用了

十几年治疗男性不育症的药物。临床研究显示,该
方能有效提高男性少弱精症病人的精子活力和精子

能动性[2]。前期药理研究表明,促育生精方能有效

缓解性激素卵泡刺激素(FSH)的分泌失调,改善少

弱精大鼠睾丸萎缩,增加实验性少弱精大鼠精子数

目,提高精子能动性。另有研究显示,促育生精方能

提高少弱精症大鼠精子特异钙通道蛋白Catsper1、

Catsper2的表达[3-4],但其作用机制尚不明确。本实

验通过观察促育生精方对环磷酰胺(CP)所致少弱

精症小鼠睾丸组织中 ACT、CREB、CREM 表达的

影响,探讨促育生精方治疗CP所致不育症的作用

机制。现将结果报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验材料

促育生精方(组方:仙茅、淫羊藿、巴戟天、杜仲、
蛇床子、黄柏、枸杞子、牛膝、山萸肉、土茯苓、沙苑

子、知母、黄精、何首乌、赤芍,青岛大学附属医院中

药房提供),CP(江苏恒瑞医药股份有限公司),逆转

录试剂、Trizol、RT-PCR试剂盒(TAKARA公司生

产),细胞蛋白裂解液RIPA、磷酸酶抑制剂、BCA蛋

白浓度测定试剂盒(碧云天生物技术有限公司);无
水乙醇、氯仿、异丙醇均为生化级;ACT、CREM、

CREB蛋白一抗(Abcam公司),GAPDH 蛋白一抗

以及二抗(Elabscience公司),基因扩增引物由上海

生工生物公司合成。清洁级雄性昆明小鼠50只,4
周龄,体质量20g左右,由青岛派特福德白鼠养殖

专业合作社提供。

1.2 实验方法

1.2.1 药物制备 促育生精方4副水煎煮,根据小

鼠与人体表面积比换算小鼠用药剂量(小鼠和人的

换算系数为0.0026),制得高、中、低剂量药液浓度

分别为570.0、285.0、142.5g/L。

1.2.2 动物处理 小鼠适应性喂养5d,随机分为

空白对照组(CG组)、模型组(MG组)和促育生精方

干预低剂量组(SG组)、中剂量组(MDG组)、高剂

量组(HG组),各10只。称小鼠体质量,除空白对

照组外,各组小鼠均腹腔注射CP(60mg/kg)5d,
建立小鼠少弱精症模型。然后分别给促育生精方干

预低剂量组、中剂量组、高剂量组小鼠促育生精方灌

胃,剂量分别为0.45、0.90、1.80g/kg;空白对照组和

模型组分别应用等量的生理盐水灌胃;各组均持续

35d。末次给药24h后,处死小鼠。

1.3 精子数目及活力检测

取睾丸组织称质量,记录。取小鼠单侧附睾尾,
生理盐水清洗,置于牛血清清蛋白(BSA)培养液中,
剪碎,200目筛过滤,制成精子悬液。应用Na2HPO4、

NaHCO3、KCl、NaCl、MgCl2、果 糖、HEPES缓 冲

液、3.5g/L的BSA混合配置精子孵育液(pH值为

7.4)。取10μL精子悬液,使用精子孵育液稀释100
倍,吸取10μL稀释后的精子悬液至细胞计数板,光
学显微镜下进行精子计数,然后计算精子密度。取

稀释后的精液10μL至细胞计数板,取多个视野,高
倍镜下 观 察200个 精 子 的 活 动 情 况,整 个 过 程

10min内完成。根据 WHO标准,精子活动力分为

4级:a,快速向前运动;b,慢或呆滞向前运动;c,非
向前运动;d,不动。

1.4 ACT、CREB、CREM mRNA表达检测

1.4.1 总RNA的提取与逆转录 取各组睾丸组

织,按Trizol试剂盒说明书提取RNA,酶标仪测定

RNA浓度及纯度,RNA纯度A260/A280为1.8~
2.0。逆转录按TAKARA试剂盒说明书要求进行操
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作,-20℃保存,待用。

1.4.2 实时荧光定量PCR PCR引物序列见表1,
内参引物β-actin购自上海生工生物工程有限公司。

PCR反应体系为20μL,内含有:SYBRGreenPCR
MasterMix10μL,上、下游引物(浓度10μmol/L)
各1μL,cDNA1μL,Nuclease-freeH2O7μL。内

参照为β-actin为内参。荧光定量PCR反应条件

为:95℃预变性5min;95℃30s,60℃退火30s,

72℃10s,最后72℃延伸10min,共40个循环。

表1 PCR所用引物种类及其序列

引物种类 位置 序列(5'→3')

ACT 上游 TTGTGAGCAGTGTAAAGAACCAA
下游 ACCAAAGAGTGATGGCATTTGTT

CREM 上游 CAGAGGAAGAAGGGACACCA
下游 TTGTATTGCCCCGTGCTAGT

CREB 上游 GTGGACTGCCCTCCGATTCG
下游 GTCTGGGCAGCTCTGCTGGA

1.5 Westernblotting法检测ACT、CREB、CREM
蛋白表达

睾丸组织离体后-80℃保存。取出组织,裂
解,匀浆,离心提取组织总蛋白。应用BCA蛋白浓

度测定试剂盒检测蛋白浓度,并调节各组浓度至平

衡,加入5×SDS蛋白变性剂,95℃蛋白变性。取

样本于120g/L的SDS-PAGE中电泳,转膜,加入

一抗、二抗孵育,凝胶成像分析仪上显影。以各组间

目的蛋白与内参蛋白灰度值比值的大小表达各组目

的蛋白的相对表达量。

1.6 统计学方法

应用SPSS19.0软件进行数据处理,计量资料

结果以􀭺x±s形式表示,多组数据间比较采用单因素

方差分析,应用LSD-t法和SNK法进行两两比较。
以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 各组小鼠睾丸质量及精子活力的比较

模型组单侧睾丸质量、精子密度、精子活力显著

低于空白对照组,差异有显著性(F=2.83~121.16,

P<0.05),显示造模成功。促育生精方干预中剂量

组、高剂量组小鼠精子密度显著高于模型组(F=
121.16,P<0.05),低剂量组与模型组比较差异无显

著性(P>0.05)。促育生精方干预低剂量组、中剂

量组a级精子比例、a+b级精子比例显著高于模型

组(F=2.83、18.94,P<0.05),而高剂量组与模型组

比较差异无显著性(P>0.05)。见表2。

2.2 各组ACT、CREM、CREB 基因表达比较

模型组小鼠较空白对照组的 ACT、CREM、

CREB mRNA表达量明显下降,差异有统计学意义

(F=16.89~29.04,P<0.05)。与模型组比较,中剂

量组ACT mRNA表达升高(F=29.04,P<0.05),
而低、高剂量组的差异无显著性(P>0.05);低、中剂

量组CREM mRNA表达升高(F=17.77,P<0.05),
高剂量组差异无统计学意义(P>0.05);低剂量组

CREB mRNA的表达升高(F=16.89,P<0.05),而
中、高剂量组差异无显著性(P>0.05)。见表3。

2.3 各组 ACT、CREM、CREB蛋白表达比较

与空白对照组相比较,模型组 ACT、CREM、

CREB蛋白表达量明显下降(F=41.83~154.32,

P<0.05)。与模型组比较,中剂量组 ACT蛋白表

达显著升高(F=64.28,P<0.05),而低、高剂量组

差异无显著性(P>0.05);低、中剂量组CREM蛋白

表达显著升高(F=41.83,P<0.05),高剂量组差异

无显著性(P>0.05);低剂量组CREB蛋白表达升

高(F=154.32,P<0.05),而中、高剂量组差异无显

著性(P>0.05)。见表4、图1。

表2 各组小鼠睾丸质量及精子活力比较(n=10,􀭵x±s)

组别
单侧睾丸

质量(m/g)
精子密度(ccell/
109·L-1)

a级精子比例
(χ/%)

a+b级精子
比例(χ/%)

CG 组 0.13±0.04 5.28±0.43 24.95±6.09 62.41±4.19
MG 组 0.09±0.04 2.23±0.21 18.15±4.38 33.01±4.33
SG 组 0.10±0.03 2.55±0.17 23.88±4.79 52.56±9.05
MDG组 0.12±0.01 3.26±0.12 23.76±2.38 48.31±4.96
HG 组 0.13±0.03 3.74±0.15 17.99±4.07 36.10±3.07

表3 各组小鼠睾丸组织ACT、CREM、CREB 基因表

达比较(n=10,􀭵x±s)

组别 ACT CREM CREB

CG 组 1 1 1
MG 组 0.08±0.00 0.12±0.02 0.19±0.06
SG 组 0.27±0.09 0.49±0.19 0.61±0.30
MDG组 0.67±0.12 0.64±0.09 0.27±0.08
HG 组 0.14±0.00 0.17±0.04 0.05±0.21

A:高剂量组,B:中剂量组,C:低剂量组,D:模型组,E:空白对照组。

图1 各组GAPDH、ACT、CREM 和CREB蛋白的表达
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  表4 各组小鼠睾丸组织ACT、CREM和CREB蛋白相

对表达量比较(n=10,􀭵x±s)

 组别 ACT CREM CREB

CG 组 0.62±0.04 0.61±0.01 1.01±0.02
MG 组 0.32±0.02 0.40±0.03 0.71±0.02
SG 组 0.36±0.01 0.51±0.02 0.93±0.06
MDG组 0.45±0.02 0.57±0.03 0.85±0.03
HG 组 0.38±0.02 0.50±0.01 0.41±0.02

3 讨  论

促育生精方是我院协定处方,院内制剂。该处

方是在中医理论指导下,综合近年来弱精症发病机

制、中药药理以及中药治疗少弱精症的现代研究结

果而拟定的。处方中以淫羊藿为主药补肾壮阳,祛
风除湿,主治肾虚阳痿、精冷不育;辅以巴戟天、仙
茅、蛇床子、杜仲温阳益肾、补益肾气;枸杞子、山萸

肉、沙苑子、黄精补肾填精、以生精血;在益肾为主的

同时根据兼症的不同,从肾精亏虚、湿瘀阻滞精道入

手,增加土茯苓、黄柏、知母清下焦湿热、滋阴降火;
牛膝、赤芍活血化瘀、扩张血管、增加血流量、改善微

循环。诸药配伍相得益彰,具有补肾阳、益肾精,养
血清热之功。现代药理学研究也证明,淫羊藿能改

善下丘脑-垂体-性腺轴的功能,对糖皮质激素所致

“阳虚证”以及雄性大鼠性腺的损害也有明显的改善

作用[5]。淫羊藿总黄酮是淫羊藿的重要活性成分,
具有雄性激素样作用,能够促进性腺发育、调节体内

性激素水平和生殖功能[6-7]。已有研究证明,淫羊藿

对生殖系统的功能与促进生殖细胞内的第二信使

cAMP的生成有关[8-9]。因此,通过研究促育生精方

对生殖细胞内cAMP相关因子的影响,可进一步探

讨促育生精方治疗男性不育症的药理机制。本文研

究通过腹腔注射CP构建少弱精症小鼠模型[10-11],
持续灌胃给予促育生精方35d,检测该方剂对少弱

精症小鼠ACT、CREM、CREB mRNA和蛋白表达

的影响。研究结果显示,促育生精方能明显提高少

弱精症小鼠精子密度、精子活力以及ACT、CREM、

CREB mRNA和蛋白的表达,以低、中剂量组更明

显,高剂量组差异无显著性。由此推断,促育生精方

对少弱精症小鼠的治疗作用可能与提高cAMP相

关因子ACT、CREM、CREB mRNA和蛋白的表达

有关,但高剂量对小鼠少弱精症无明显作用,会略微

降低CREB蛋白的表达,这可能与促育生精方副作

用有关。
研究证实,CREB 和CREM 基因在男性生殖细

胞中高表达,CREM 基因敲除的小鼠精子生成阻碍

在精细胞分化的早期阶段,这与减数分裂后多种基

因表达受抑制有关[12]。ACT是CREM 的激活子,
与CREM同期存在,两者具有高度的亲和性,ACT
可以强烈刺激CREM 进行基因的转录调控。研究

显示,小鼠敲除ACT 基因后仍可以产生成熟的精

子,但数量非常少,且精子活力显著下降[13]。cAMP
作为生殖细胞内的第二信使,可以激活蛋白激酶A
(PKA),后者以磷酸化CREB与CREM 中特定的

苏氨酸和丝氨酸残基,pCREB与pCREM结合形成

二聚体进而与CREB结合蛋白(CBP)结合,共同作

用于睾丸中某些与生精细胞有关的基因启动子的

CRE序列,从而调控基因的转录[14-16]。Catsper蛋

白为精子细胞中特有的钙离子通道蛋白质,与精子

获能、趋化作用、顶体反应以及受精作用均密切相

关[17-19]。前期研究显示,促育生精方也可通过增加

少弱精症大鼠Catsper1和Catsper2的表达,提高胞

浆内Ca2+浓度,从而改善精子的活力。近期研究在

精子特异的Ca2+ 通道蛋白———Catsper1启动子序

列中发现了CRE结合位点[20],因此,我们推测促育

生精方有可能通过提高 ACT、CREM、CREB蛋白

的表达,影响睾丸组织中精子特异的Ca2+通道蛋白

Catsper1基因的转录,调节精子能动性,从而治疗

男性不育症。
综上所述,促育生精方治疗小鼠少弱精症可能

是通过提高ACT、CREM、CREB mRNA和蛋白的

表达来实现的。本研究通过探讨促育生精方的药理

机制,为临床治疗男性不育症提供了新的理论依据

以及作用靶点。
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