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　　［摘　要］　目的　探讨雷公藤多苷对青春期大鼠睾丸组织的近、远期影响及机制。方法　５周龄雄性
ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠４８只，随机分为对照组、小剂量和大剂量雷公藤多苷组（每组１６只），分别给予１％羧甲
基纤维素钠、雷公藤多苷小剂量（每日６ｍｇ／ｋｇ）和大剂量（每日１２ｍｇ／ｋｇ）灌胃４周，观察停药２４ｈ和４周后大鼠
的睾丸组织学改变及ｃｋｉｔ表达。结果　停药２４ｈ，两个雷公藤多苷组睾丸生精细胞均减少、ｃｋｉｔ表达下调（Ｐ＜
０．０５）；停药４周，小剂量组各项实验指标与对照组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），大剂量组仍表现为生精上皮
萎缩、间质水肿，睾丸重量、生精细胞 ｃｋｉｔ表达下降（Ｐ＜０．０１）。结论　雷公藤多苷可致青春期大鼠睾丸组织损
伤，小剂量引起睾丸组织近期可逆性损伤；大剂量可致睾丸组织远期损伤，提示睾丸间质病变可能是雷公藤多苷致

青春期大鼠睾丸组织远期损伤的原因之一。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（１０）：８３２－８３６］
［关　键　词］　雷公藤多苷；睾丸；Ｃｋｉｔ；青春期大鼠
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　　雷公藤多苷（ｍｕｌｔｉｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓｏｆｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍｗｉｌ
ｆｏｒｄｉｉ）是从中药植物雷公藤的根芯提取的有效组
分，是目前国内儿科治疗肾脏疾病应用最多的雷公

藤制剂，临床资料显示，部分性成熟前服用雷公藤多

苷的男性到成年期出现了精子减少、活力下降和畸

形率增加［１］。但关于雷公藤多苷对性成熟前生殖

功能损伤的研究目前报道较少。干细胞因子受体

（ｃｋｉｔ）是由原癌基因 Ｗｌｏｃｕｓ编码的跨膜酪氨酸激
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酶受体，在精原细胞的发育和分化过程中起着重要

作用，缺乏ｃｋｉｔ蛋白时，精原细胞无法分化［２］。本

研究观察雷公藤多苷对青春期大鼠睾丸组织 ｃｋｉｔ
表达的近期、远期变化，探讨雷公藤多苷所致青春期

睾丸组织的损伤机制。

１　材料与方法

１．１　材料
５周龄清洁级雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠

４８只，体重（１３０±１０）ｇ（由宁夏医科大学实验动物
中心提供）；雷公藤多苷片（江苏美通制药有限公

司）；羧甲基纤维素钠（天津市光复精细化工研究

所）；兔抗ｃｋｉｔ多克隆抗体（北京博奥森公司生产）；
兔ＳＰ检测试剂盒ＳＰ９００１（北京中杉金桥生物技术有
限公司）；ＢＭＪＡⅢ型包埋机（常州中威电子仪器厂）；
ＬｅｉｃａＲＭ２２４５型自动切片机（Ｌｅｉｃａ公司）。
１．２　分组和给药方法

４８只大鼠随机分为对照组（１６只）和实验组
（小剂量、大剂量雷公藤多苷组，各１６只），对照组
给予１％羧甲基纤维素钠溶液每日６ｍＬ／ｋｇ灌胃，
实验组给予雷公藤多苷，用量依据儿科临床常用剂

量：小剂量每日１ｍｇ／ｋｇ及大剂量每日２ｍｇ／ｋｇ［３４］，
换算为大鼠剂量每日６ｍｇ／ｋｇ和１２ｍｇ／ｋｇ，雷公藤
多苷片用前研末，用１％羧甲基纤维素钠溶液配制
成１ｍｇ／ｍＬ和２ｍｇ／ｍＬ的混悬剂，以每日６ｍＬ／ｋｇ
给药容积分别给两个实验组大鼠灌胃，每日上午给

药１次，根据体重每周调整剂量，连续４周，分别于
末次给药２４ｈ和４周时，每组随机取８只称重后处
死，取肾脏组织检测各项指标。

１．３　睾丸组织病理检查
取右侧睾丸准确称重，按脏器系数 ＝脏器重

（ｇ）／体重（１００ｇ）计算睾丸脏器系数。１０％中性福
尔马林溶液固定，常规石蜡包埋、切片，苏木精伊红
（ＨＥ）染色，光镜下观察各组大鼠睾丸组织结构，用
ＮＩＳｅｌｅｍｅｎｔ显微成像系统采集图像，ＩＰＰ６．０图像
分析软件对每个样本随机选取５个曲细精管，计数
每个曲细精管的细胞数，求平均值。

１．４　睾丸组织免疫组化
采用 ＳＰ法检测睾丸组织中 ｃｋｉｔ的表达，石蜡

切片脱蜡至水；枸橼酸盐缓冲液（ｐＨ６．０）微波抗原
修复１５ｍｉｎ；３％ Ｈ２Ｏ２孵育１５ｍｉｎ；正常羊血清室
温封闭２５ｍｉｎ；滴加ｃｋｉｔ一抗（１∶２００）４℃ 过夜；恢
复室温３０ｍｉｎ；滴加生物素标记的二抗 ３７℃孵育
３０ｍｉｎ；滴加辣根过氧化物酶标记链霉卵白素３７℃

孵育２５ｍｉｎ，以上各步骤间用０．０１ｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ７．２～
７．４）ＰＢＳ洗３次，３ｍｉｎ／次。加ＤＡＢ显色后终止反
应，蒸馏水充分洗涤；苏木精衬染３０ｓ，自来水返蓝
１０ｍｉｎ，常规脱水、透明、封片。实验以０．１ｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ
７．２～７．４）ＰＢＳ液代替一抗作为阴性对照，光镜下观
察，睾丸生精细胞胞浆或胞膜出现棕黄色颗粒为阳性

细胞。用ＮＩＳｅｌｅｍｅｎｔ显微成像系统采集图像，每个
样本采集图像１张，随机选取５个曲细精管，用 ＩＰＰ
６．０图像分析软件测量每个曲细精管累计光密度
（ＩＯＤ）及面积，并以两者比值计算平均光密度值
（ＡＯＤ）作为ｃｋｉｔ表达的强度，取均值为最终结果。
１．５　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析。所有数
据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。各组间数据比较采
用ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　雷公藤多苷对睾丸重量及脏器系数的影响
停药２４ｈ，各组间睾丸重量及脏器系数比较差

异无统计学意义。停药４周，小剂量组睾丸重量与
对照组比较差异无统计学意义，大剂量组睾丸重量

较对照组和小剂量组明显降低，（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；
小剂量组睾丸脏器系数与对照组比较差异无统计学意

义，大剂量组睾丸脏器系数较对照组降低（Ｐ＜０．０５），
与小剂量组比较差异无统计学意义。见表１～２。

　　表１　停药 ２４ｈ大鼠体重、睾丸重量、睾丸脏器系数比
较　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数 体重（ｇ） 睾丸重量（ｇ） 睾丸脏器系数

对照组 ８ ３４３±３４ １．５９±０．０９ ０．４７±０．０５
小剂量组 ８ ３４１±３２ １．６４±０．１０ ０．４８±０．０５
大剂量组 ８ ３１６±３９ １．５３±０．１８ ０．４９±０．０５
Ｆ值 １．３４７ １．３８８ ０．３３６
Ｐ值 ０．２８２ ０．２７１ ０．７１８

　　表２　停药 ４周大鼠体重、睾丸重量、睾丸脏器系数比
较　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数 体重（ｇ） 睾丸重量（ｇ） 睾丸脏器系数

对照组 ８ ４２９±３０ １．７８±０．１３ ０．４２±０．０３
小剂量组 ８ ４３９±３１ １．５９±０．１６ ０．３６±０．０３
大剂量组 ８ ４０３±５５ １．２７±０．４１ｂ，ｃ ０．３１±０．０９ａ

Ｆ值 １．７０７ ７．４８５ ６．１８６
Ｐ值 ０．２０６ ０．００４ ０．００８

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５，ｂ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１，ｃ：与小

剂量组比较，Ｐ＜０．０５

·３３８·
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２．２　雷公藤多苷对睾丸组织形态学的影响
如图１所示，光镜下可见，停药２４ｈ时对照组

大鼠曲细精管内各级生精细胞排列整齐、紧密，管腔

内精子丰富，支持细胞发育良好，间质组织发育正

常；小剂量组大鼠各级生精细胞排列略稀疏，支持细

胞及间质组织较对照组无明显变化；大剂量组生精

细胞排列稀疏，间质细胞较其他两组无明显变化。

停药４周，对照组大鼠曲细精管管腔规则，各级生精

细胞排列整齐、紧密，精子丰富，支持细胞发育良好，

间质细胞、间质组织发育良好；小剂量组较对照组形

态学无明显差别；大剂量组曲细精管明显萎缩，管腔

大小不等，管腔内精子、精子细胞消失，精母细胞偶

见，精原细胞散在，排列紊乱，支持细胞呈空泡样改

变，数量稀少，部分管腔内可见多核巨细胞，睾丸间

质水肿，可见淋巴细胞浸润，间质毛细血管管壁增

厚，血管腔变窄。
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　　图１　各组大鼠睾丸组织病理学变化（ＨＥ，×４００）　　停药２４ｈ对照组曲细精管内各级生精细胞排列整齐、紧密，管腔
内精子丰富，支持细胞发育良好，间质组织发育正常；小剂量组及大剂量组生精细胞排列略稀疏。停药４周对照组曲细精管管腔
规则，各级生精细胞排列整齐、紧密，精子丰富，支持细胞发育良好，间质细胞、间质组织发育良好；小剂量组较对照组形态学无明

显差别；大剂量组曲细精管明显萎缩，管腔大小不等，管腔内精子、精子细胞消失，精原细胞散在，排列紊乱，支持细胞呈空泡样改

变，数量稀少，睾丸间质水肿，可见淋巴细胞浸润，间质毛细血管管壁增厚，血管腔变窄。

２．３　雷公藤多苷对生精细胞计数的影响
停药２４ｈ，小剂量组睾丸生精细胞较对照组明

显减少（Ｐ＜０．０５）；大剂量组睾丸生精细胞较对照
组及小剂量组均减少（分别 Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。
停药４周，小剂量组睾丸生精细胞计数与对照组比
较差异无统计学意义；大剂量组睾丸生精细胞与对

照组和小剂量组相比均明显减少（均 Ｐ＜０．０１）。
见表３。

表３　各组大鼠生精细胞计数比较　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数 停药２４ｈ 停药４周

对照组 ８ ２５２±３５ ２２５±３２
小剂量组 ８ ２２９±４９ａ ２４２±６６
大剂量组 ８ ２０５±３２ｂ，ｃ １１５±６６ｂ，ｄ

Ｆ值 １１．１８４ ３９．４９１
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与小
剂量组比较，Ｐ＜０．０５；ｄ：与小剂量组比较，Ｐ＜０．０１

２．４　雷公藤多苷对睾丸组织ｃｋｉｔ表达的影响
停药２４ｈ，对照组睾丸组织ｃｋｉｔ主要表达于初

级精母细胞胞浆及少数精原细胞胞浆；小剂量组睾

丸组织ｃｋｉｔ表达于初级精母细胞胞浆，少数精原细
胞胞浆表达，与对照组相比表达减少，差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）；大剂量组睾丸组织有少量初级精
母细胞胞浆表达 ｃｋｉｔ，精原细胞偶见表达，表达量
明显低于对照组及小剂量组（Ｐ＜０．０１）。停药 ４
周，对照组睾丸组织ｃｋｉｔ主要表达于初级精母细胞
胞浆及少数精原细胞胞浆，与小剂量组比较差异无

统计学意义；大剂量组睾丸组织个别精原细胞胞浆

有ｃｋｉｔ表达，表达量明显低于对照组及小剂量组
（Ｐ＜０．０１）。见表４，图２。

表４　各组睾丸组织ｃｋｉｔ表达比较　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数 停药２４ｈ 停药４周

对照组 ８ ０．０２７±０．００２ ０．０２４±０．００３
小剂量组 ８ ０．０２４±０．００１ａ ０．０２４±０．００１
大剂量组 ８ ０．０１６±０．００２ｂ，ｃ ０．０１４±０．００３ｂ，ｃ

Ｆ值 ３７．５８２ ２８．４０８
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与小

剂量组比较，Ｐ＜０．０１

·４３８·
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　　图２　各组大鼠睾丸组织ｃｋｉｔ表达（ＤＡＢ染色，×４００）　 停药２４ｈ，对照组ｃｋｉｔ主要表达于初级精母细胞胞浆及少数
精原细胞胞浆；小剂量组ｃｋｉｔ表达于初级精母细胞胞浆及少数精原细胞胞浆；大剂量组少量初级精母细胞胞浆表达ｃｋｉｔ，精原细

胞偶见表达。停药４周，对照组ｃｋｉｔ主要表达于初级精母细胞胞浆及少数精原细胞胞浆；小剂量组 ｃｋｉｔ表达与对照组无明显差

别；大剂量组个别精原细胞胞浆有ｃｋｉｔ表达。生精细胞胞浆或胞膜上出现棕黄色颗粒为ｃｋｉｔ阳性细胞。

３　讨论

既往研究表明雷公藤多苷长期毒性的靶器官主

要为睾丸和附睾，损伤程度与用药剂量、疗程有关，

剂量过大或疗程过长可导致成年大鼠附睾内精子畸

形、活力下降、数量减少或消失，睾丸曲细精管各级

生精细胞减少，曲细精管萎缩、生精上皮退行性变，

支持细胞减少［５］。

本研究根据文献［６］选择５周龄 ＳＤ大鼠作为研
究对象，结果显示，停药２４ｈ后两个实验组ＳＤ大鼠
睾丸精子、精子细胞减少，其中大剂量组减少更为显

著；停药４周，小剂量组睾丸损伤有所恢复，而大剂
量组睾丸重量、脏器系数明显下降，生精上皮损伤进

一步加重，并可见间质炎性病变，表明雷公藤多苷可

导致青春期 ＳＤ大鼠睾丸组织损伤，损伤程度与用
药剂量有关，这一结果与既往研究一致［７］。小剂量

雷公藤多苷所致损伤发生在近期，主要累及睾丸晚

期生精细胞，停药至性成熟后有所恢复；大剂量可致

远期损伤，自停药至性成熟后，病变逐渐加重，可累

及各级生精细胞，睾丸支持细胞变性、间质受损。

自青春期开始，睾丸内生精过程启动，生精细胞

的“源头”—精原细胞分化为各级生精细胞，这是一

个非常关键的时期，多种外界理化因素都能阻断这

一过程。有研究表明，ｃｋｉｔ的表达与精原细胞分化
有直接关系，是精原细胞走向分化的标志［８］。本研

究观察到，停药２４ｈ后，两个雷公藤多苷组生精细
胞ｃｋｉｔ表达均出现下调，且大剂量组表达下调更为

明显。停药４周后，小剂量组 ｃｋｉｔ表达与对照组比
较无明显差异，生精细胞数量也有所恢复，而大剂量

组ｃｋｉｔ表达及生精细胞计数仍明显低于对照组，提
示精原细胞分化持续受抑，下游生精细胞坏死、脱落

后精原细胞不能及时分化补充，导致管腔中下游生

精细胞缺如。据此推测，精原细胞分化持续受抑也

是雷公藤多苷引起睾丸组织远期损伤的原因之一。

本研究发现，停药４周后，大剂量组睾丸组织损
伤进行性加重，而小剂量组损伤有所恢复，提示给药

剂量较大时可能导致雷公藤多苷在组织内蓄积，从

而停药后继续产生损伤作用。有体外实验表明，睾

丸支持细胞对雷公藤甲素的损伤敏感程度比生精细

胞低［９］，本研究结果与之相符。同时本研究发现大

剂量组停药４周后支持细胞与生精细胞都发生了明
显损伤，间质细胞未见明显变化，推测药物的蓄积部

位可能集中在支持细胞。

随着青春期生精过程的启动，睾丸体积增长，曲

细精管面积扩大，生精细胞数量显著增多［１０］，此时

间质血管也相应增多［１１］，血流量增加，为生精细胞

大量增殖提供充足的物质条件。本研究观察到，停

药４周后大剂量组大鼠睾丸间质毛细血管壁增厚，
管腔变窄，间质水肿，提示存在微循环障碍，推测睾

丸组织微循环障碍导致组织缺血缺氧、供需失调可

能也是雷公藤多苷致睾丸组织远期损伤的因素

之一。

另外，本研究发现大剂量组停药４周后睾丸组
织出现明显病变，但管腔内仍有一定数量的精原细

胞和支持细胞，且存在生精细胞 ｃｋｉｔ表达，提示生
·５３８·



第１３卷第１０期
２０１１年１０月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１３Ｎｏ．１０
Ｏｃｔ．２０１１

精功能也许还有恢复的可能，有待于在今后的研究

中进一步观察。
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