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大鼠附翠尾部的精子参数与灌服

昆明山海棠乙醇提取物后的改变

及其抗生育效果观察

周激文 骆 毅 潘汝 能 刘黎闻 罗宁云 彭 林 张宪 民 吴 大 刚

摘要 本文报告 37 只 W ist ar 成年大鼠附肇尾部的三项精子参数值及季节等因素对精子参数的影

响
,

并与每日灌服昆明 山海棠乙醇提取物 T H ,
(1 16 m g / k g ) 30 天后的 21 只大鼠的改变及生育力进行比

较
。

结果表明 : 对照组大鼠左
、

右侧附皋尾部的三项精子参数值虽各不相等但无明显差异(尸 > 0
.

0 5)
,

与 T H S
组停药 20 天后剖检的大鼠相 比

,

上述各项精子参数值间有极显著差异(P < 0. 01 )
,

且所有服药大

鼠完全丧失生育力 ; 对照组于 4 一 6 月剖检的大鼠其精 子活力明显低于 1一 3 和 9 一 12 月剖检的大鼠 ; 用

于生殖研究的大鼠的体重 > 40 09 或翠丸容积 > 3
.

sm l
、

< l
.

oml 均可对精子质量有不 良影响 ; 至十停服

T H 5

70 天后剖检的大鼠
,

其精子参数值和生育力与对照组无异
。

关健词 精子 昆明山海棠 抗生育 大鼠

C ha n geS in s衅m Pa r a m e ters in th e c a u d a e pididym id es a n d a n d fe 币lity e们触e t

a ft e r tr e a
tm

e n t w ith T H , in r a ts

Z H O U Ji w e n
,

L U O Yi
,

P A N R u n eng
,

L IU L iw e n
,

L U O N inl
, u n

,

尸￡刀‘ 乙in
,

z 厅通刀‘无
,

泛口n m lns
甲 ,

砰v 刀心a雌
‘

Yu n n a n
Fa m i妙 Pla n n ing In

s riru re
,

K u n m i馆 6J 0 02 ]

’

Ku
n m 呷 In

s tiru te of B o ra叮
,

A c a de柳 of S cie n c e

of Ch in a

A bs tr a e t T h is Pape r r ePo rts th e c h a n g e s o f th re e sPe

rm Pa r a m e te rs o f th e c a u d a ePid id ym id e s a n d

fe rt ility in 3 7 a d u lt m a le W ista r r a ts
, a ft e r tre a tm e n t b y g a r a g e w it h T H : o f Tr iP re弓瞥 iu m h多岁叮la u e u m

(友
vz

.

) 万
u te儿

.

in e th a n o l e x tra e t in Z 一 ra ts (116m g
.

kg
一’/ d x 3od )

.

T h e stu d ie s s h o w e d th a t sp e
rm

Pa ra m e te r s in th e le ft a n d ri g ht s id e s o f th e e a u d a ePid id ym id e s o f th e e o n t ro l ra ts w e r e n o t s ig n ifi e a n tly

d iffe re n t (P > 0
.

0 5)
,

b u t w e re v e ry sig n ifi e a n tly d iffe
re n t (P < 0

.
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A n tife r tility R a ts

近年来
,

对大 鼠的精子参数观察成为生殖

医学及有关毒理学检测 中的主要项 目之一
。

鉴

于大 鼠每次射出的精 液量 仅 0. 5 一 1而 左右 l’]
,

故而 除经 输精管冲洗收集大 鼠精 子外 121
,

也

可取大鼠附梁尾部的精子进行观察
。

我们对健

康 W is t盯 成年大鼠经附翠尾部采集精子
,

参

考 W H O 的精液分析 方法
,

做了精子计数
、
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精子活率与活动度的检查
。

并与灌服 昆明山海

棠提取物 T H S 后的大鼠进行了比较
,

以为评

价昆明山海棠对雄性大 鼠的抗生育作用提供初

筛依据
。

材料与方法

1
.

动物与分组
:
选用健康

、

体重为 2 0 0 一

30 0 9 的 w is t盯 成年大 鼠
,

饲养于本所普通合

格动物房 (一级)内
,

自由进水进食
,

每天光照

12 小时
。

适应性饲养一周后随机分为对照组

与服药组进行试验
。

2
.

药 物与剂 量
:
抗 生育活性筛选 物 T H

系 昆 明 山 海 棠 【Tr iP te r. vg ium 句, og la uc
“m

(L ev l
.

夕万“tc h. ]根的 乙醇提取物经层析划定部

位
,

由中国科学院昆明植物研究所提供
。

对照

组 雄 鼠每 天 灌 服 载 剂 l% 梭 甲 基纤 维 素 钠

(C MC) 1
.

加
11; 服 药 组 雄 鼠 每 天 灌 服 T H S

1 16m g / k g + l% C M C l
.

om l
,

共 3 0 天
。

3
.

精子参数各项检查
: 于灌液 30 天后

,

各组雄 鼠分别按 l : l 与成年未交配过 的适龄

雌性大鼠合笼 2 0 天
。

自合笼次 日起
,

以上午

8 :
oo 一 9 : 0 0 阴道涂 片发 现精 子为妊娠第一

天
。

为防止漏检
,

无论涂片发现精子与否
,

均

于合笼的第 21 天 (雄 鼠停药 20 天后 )剖检 雌

鼠
,

统计妊娠率及死活胎仔数
。

雄鼠用乙醚麻

醉后开腹
,

循两侧输精管取出皋丸与附肇
,

剔

除多余组织后
,

取附辜尾部置 2m lT yro 记 液

(用前配制
,

p H 7. 8
,

于 37 ℃ 备 用 )中剪碎
,

37 ℃ 恒 温 5 分 钟
,

取 上 层 液 0. 02 m l加 人

0
.

3 8 m l 精 子 稀 释 液 (碳 酸 氢 钠 5. 0 9
,

甲 醛

l
.

o m l
,

加蒸馏水至 10 0 m l)
,

参照 W H O 实验

室手册中的精液分析方法l3]
,

对大鼠附辜尾部

的精子进行计数
、

活率及活动度检查
。

同时
,

将各大鼠的肇丸置扭力天平上称重及游标卡尺

测量其长径 (a)与横径(b)
,

按公式 v = 1 / 4二 b ZK

(K 二 0. 9) 计算辜丸容积l4]
。

继之
,

将肇丸和部

分右 侧 附皋组织用 B o ul n
液 固定

,

常规 制

片
,

光镜下检查
。

部分服药大鼠于第一次合笼

剖检雌鼠后
,

经饲养 30 天又再次按 1 : 1 与成

年 未交配过 的雌 鼠合笼 20 天才解剖(停药 70

天组)
,

所有各项检查指标同上
。

4
.

数据 统计
:
对各组大 鼠的检查数 据

,

均按 t 检验进行统计学分析
。

结 果

1
.

W ist 盯 成年大 鼠附肇尾 部的三项精子

参数值及组间比较
:
从表 1 可见

,

对照组大 鼠

左
、

右侧附肇尾部的精子参数值虽各不相等
,

但无显著差异护 > 0. 05 )
。

停服 T H 5
20 天后剖

检的大鼠
,

其附肇尾部的精子参数明显低于对

照 组 大 鼠 任何 一 侧 附辜尾 部 的精 子 参 数

(尸< 0. 0 1)
,

所有 服药大 鼠完全 丧失 生育力
。

停服 T H 5
70 天后剖检的大 鼠

,

其附肇尾部的

各项精子参数及生育力则与对照组无异
。

2
.

不同月份剖检的 W ist a r
成年大 鼠附肇

尾部的精子参数及其比较
: 由表 2 可见

,

在对

照组中
,

除发现 4 一 6 月剖检的大 鼠附皋尾部

精子活力(活率+ 活动度 )明显低于其它月份剖

检的大鼠(尸< 0
.

05
,

尸< 0
.

0 1)外
,

余无明显差

异
。

但停服 T H
,

20 天后于 10 一 12 月剖检的大

鼠附肇尾部的三项精子参数
,

无论和对照组中

任 一 月 份 组 相 比均 有 显 著 差 异 (P < 0 .0 1
,

表 1 W ist ar 成年大鼠附辜尾部三项精子参数值(x-- 士
、
)及其组间比较

组 别
精 子计数

(x 10 6 / m 一)

59
.

0 9 士 2 2
.

4 9

6 1
.

4 6 土 2 3
.

8 6

5 0
.

4 1 士 9
一

9 7

精 子活 动率

(% )

6 9
.

8 9 士 18
.

4 6

6 6
一

6 2 士 2 1
.

19

7 6
一

4 1 士 5
.

9 7

精 子活动度

(0 ~ 3 级 )

2
.

7 6 士 0
.

5 5

2
.

6 8 士 0
.

6 3

2
.

9 4 士 0
.

2 4

雌鼠妊娠率

(% )

对照组 左侧 + 右侧

左侧

右侧

T H S 组 左侧

停药 20 天后

停药 70 天后

::

16
.

9 3 士 9
.

9 4

6 0
.

1 7 士 7
.

7 6

2 3
.

5 3

6 ,
.

5

士 16
一

4 7

士 3

1
.

5 3 土 0
.

5 2

3
.

0 士 0

注
:

与对 照组相 比
‘

尸 < 0
.

01
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表 2 不同月份剖检的 W is tar 成年大鼠左侧附皋尾精子参数值(x-- 士s) 及其比较

剖检月份
精 子计数

(x 一0 6 / m l)

精子 活动 率

(% )

精子活动度

(0 ~ 3 级)

对照组

l~ 3 月

1 0一 1 2 月

4 ‘ 6 月

T H S 组

10 ~ 12 月 (停药 2 0 天后 )

l一 3 月 (停药 7 0 天后 )

l2

l6

5 4
.

5 8 士 11
.

16

6 7
.

6 3 士 3 2
.

3 8

5 9
.

56 士 16
一

6 8

7 4
.

17 士 5
.

1 3

7 5
.

9 3 土 8
.

5

4 1
.

5 6 士 30
.

0 1
, .

2
一

9 2 土 0
.

2 9

2
.

9 4 士 0
.

2 5

1
.

8 9 士 0
.

7 8
.

16
.

9 3 士 9
.

94 二

6 0
.

1 7 士 7
.

7 6

2 3
.

5 3 士 16
.

4 7 :
。

6 9
.

5 士 3
.

7 8

1
.

5 3 士 0
.

5 2

3
.

0 士 0

注
:

对照组组 内相 比或对照组与 T H S组相 比
, ’

尸 < 0
.

01
.

” p < 0
.

05

p < 0. 05) ; 停服 T H 5
70 天后于 l一 3 月剖检之

大鼠附皋尾部的精子参数值则与对照组大鼠相

近
,

其精子活力也同样高于 4 一 6 月剖检的对

照组大 鼠
。

3
.

W ist ar 成年大 鼠附皋尾部的精子参数

与体重的关系及其比较
: 由表 3 可见

,

对照组

体重 2 0 1一 3 0 0 9 与 3 0 1一 4 0 0 9 的大鼠相 比
,

虽

然在其附皋尾部的精子计数与活率间均无差异

(尸 > 0 .0 5 )
,

但在这两种精子参数与其体重 比

值间则 有明显差异 (尸 < 0. 0 1)
,

体重越大所得

上述 比值越小
。

停服 T H 5
20 天后剖检的体重

为 3 0 0一 4 0 0 9 大鼠和对照组两个体重组大鼠相

比
,

无论是附皋尾部的精子参数或精子参数与

其体重 比值间均有显著差异(尸 < 0
.

0 1)
。

4
.

W ist ar 成年大 鼠附皋尾部 的精 子参 数

与皋丸重量
、

大小的关系及 比较 : 由表 4 可见

对照组大 鼠的左右侧 皋丸重量
、

大小和 T H s

组大 鼠相 比无显著差 异(尸 > 0 .0 5)
。

但对照组

大鼠中左右侧附辜尾部的精子活率与肇丸容积

比值间有显著差异护 < 0
.

0 5)
。

停服 T H 5
20 天

后剖检的大鼠
,

所有精子参数与其皋丸重量
、

大小的比值
,

与对照组任一侧相 比均有显著差

异伊 < 0
.

0 1)
。

停服 T H S 7 0 天后剖检的大 鼠
,

上 述 各 项 比值 与 对 照 组 比 较无 显 著 差 异

表 3 不同体重的 W ist ar 成年大鼠左侧附皋尾精子参数值及其与体重比值(x-- 土 s) 和组间比较

大 鼠体重

(g )

精 子计 数

( x 一0 6 / m l)
精 子计数 / 体重

精子活动率

(% )
精子活动率 / 体重

对照组

2 0 1 ~ 3 0 0

3 0 1 ~ 4 0 0

T H S 组

3 0 1一 4 0() (停药 20 天后 )

6

l0

5 4
.

0 士 15
.

9 7

4 8
.

3 士 4
.

6 2

0
.

2 0 士 0
一

0 5

0
.

14 士 0
.

0 2

7 6
.

16 士 1 1
.

7 2

7 7
.

7 士 6
.

4 1

0
.

2 7 士 0
.

0 4

0
.

2 2 士 0
.

0 2
.

13
一

0 土 8
.

2 2 0
.

0 4 土 0
.

0 2
’

17
.

9 土 12
.

7 8 0
.

0 5 士 0
.

0 4

注
:

对照组组内相比或对照组 与 T H S 组相 比
‘

尸 < 0 乃 l

表 4 W ist ar 成年大鼠附辜尾精子参数及其与辜丸重量大小比值(x-- 士
:
)及组间比较

组 别
粤丸重

(g )
精 子计数 / 架丸重 精 子活 率 / 寒丸重

辜丸容积

(m !)
精子计数 / 肇丸容积 精子活率 / 皋丸容积

对照

左侧

右侧

T H S 左侧

停药 为天后

停药 力天后

::
1

.

80 士 0
.

4 9

1
.

60 士 0
.

2 9

3 5
.

8 1 士 14
.

74

3 2
.

4 3 土 7
.

9 6

4 0 8 士 17
.

3 3

4 8
.

9 4 士 8
.

4 2

2
.

59 士 0
.

7 7

2
.

29 士 0
.

5 3

2 4
.

5 5 士 8
.

8 6

2 3
.

4 3 士 7
.

3

2 7
.

4 士 10
.

4 8

3 4
.

8 3 士 7
.

3 8

,

:
1

.

5 7 士 0
.

2

1
.

5 士 0
.

2 9

10
.

4 4 士 5
.

56 二

4 0
一

8 1 士 5
.

56

14 石2 士 9
.

6 3 二

4 8
.

0 7 士 8
.

6 6

2
.

32 士 0
一

4 1

2
.

3 士 0
.

6

7
.

19 士 3
.

9 7
’ .

2 7
.

4 士 6
.

4

10乃 l士 6
.

89 二

3 1
.

8 7 士 7
.

76

注
:

对照组左右侧相比
· ’

p < 众05
;

对照组与 T H S组相 比
,

“ p < o刀 1
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(P > 0
.

0 5 )
。

讨 论

本结果表 明
,

W is t盯 正常成年大 鼠左右

侧附肇尾部的三项精子参数值虽各不相等
,

但

其间并无显著差异 (表 1)
。

因此
,

我们认为无

论取哪侧附皋尾部进行统一检测
,

都不影响对

其精子参数的分析与评价
.

值得一提的是
,

在

对照组大鼠中发现有一鼠左侧附皋尾部的精子

活率为零
,

在今后的避孕药物筛选等生殖试验

中
,

应采取相应措施
,

以免影响分析
.

人们对

大鼠的季节性繁殖已早有认识
。

可是
,

对季节

与大鼠精液质量之间的关系则尚无资料予以证

明
。

本结果发现于 4 一 6 月剖检的大 鼠
,

其附

皋尾部的精子活力 明显低于 1一 3 月和 10 一 12

月
,

可能是造成盛夏大 鼠繁殖率低的原 因之

一 欲排除气温变化的干扰
,

就应将用于生殖

研究 的大鼠置于恒温恒湿的房内饲养
。

我们在

不同体重组的对照大鼠中
,

发现大鼠体重大于

40 09
,

或 大 鼠 体重相 近 但其辜 丸容 积 大 于

3. sm l
、

小于 l
.

om l均 可使其精子质量 下降
。

再者
,

成年大 鼠肇丸过小 (< 1
.

om l)必定与其

辜丸发育不 良或组织结构缺陷有关
。

因此
,

在

生殖医学试验中
,

尤应注意认真选择体重与辜

丸大小适宜并有生育能力的大鼠
,

并考虑到各

地季节气候间的迥异
,

以防受试大 鼠本身存在

的生精功能障碍的干扰
。

近年来
,

我们从昆明山海棠根的乙醇提取

物 中先后 获得 了 T H 4 、

T H S
等 14 种粗提物

。

从这些粗提物中分离得到的三菇等单体成分
,

有 的与雷公藤的乙醇提取物 G W 相同
,

有的

则结构或(和)含量不同 15]
。

为了减少昆明山海

棠乙醇提取物可能产生的毒副作用
,

本研究所

用 的 T H S 已被 除去 了其 中所 含生物碱成分
。

经我们用 W ist a r
成年雄性大 鼠进行抗生育活

性筛选
,

表明受试雄 鼠灌服 T H S 后 的生育率

为零
,

其附辜尾部的三项精子参数值均远低于

对照组
。

停服 T H 5
70 天后的大鼠其生育力又

可完全恢复
,

证 明 T H S 对雄性大鼠的抗生育

作用具有 良好的效果及可复性
。

按 W H O 的 M B 一50 筛选规程要求
,

服药

后的雄鼠应按 1: 2 与未交配过
、

处于动情前

期的雌鼠合笼进行交配试验
。

合笼后雌鼠经每

天阴道涂片两个动情周期未查到精子
,

需更换

雌 鼠重新进行交 配试验(但每一服药雄鼠只限

于作两次交配试验 )
。

其 目的在于防止漏检
。

本研究在初筛中仅按 l : l 与不明动情周期的

雌 鼠合笼 20 天
,

由此显然会出现假阳性
。

本

结果表明
,

只要同批交配的对照组雌鼠妊娠率

> 9 0 %
,

再经统计学处理有显著差异
,

按国

内现行的筛选标准判断
,

仍可对所筛样品作 出

初步评价和为是否按 M B 一50 规程进行深入验

证提供导 向
。

此外
,

本研究 中用服药后的雄鼠

与雌鼠进行交配试验
,

未做停药次 日附肇尾部

精子参数的检测
.

这样
,

停药时间愈长
,

漏检

的可能也愈大
。

从本组的初筛结果分析
,

停服

T H 5
20 天后剖检 的所有试验组大鼠附皋尾部

的 三 项 精 子 参 数
,

依 然 明 显 低 于 对照组

(P < 0. 01 )
,

证明 T H S 不但有抗生育活性
,

而

且揭示此种抗生育作用在停药 20 天后仍可维

持其有效性
。

故而
,

据此可排除因
“

延长期
”

而

导致 的假 阴性
。

很显然
,

要 阐明 T H S 的确切

有 效性
、

起效时间
、

量效关系等
,

有必要按

w H O 的惯例
,

深入验证 T H S 的抗生育活性
,

并按卫生部新药评审的要求
,

系统进行昆明山

海棠抗生育药的研究
。
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