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摘　要　以糖尿病大鼠为研究模型，分别用左旋肉碱与西地那非单独或联合用药，研究二者对于糖尿病大鼠精子质量
的影响。单独使用西地那非、左旋肉碱或联合用药时，大鼠睾丸精子计数分别为２９０２±３１２，３２２４±２８１，３６０６±２０３
（×１０６／１００ｍｇ）；３个给药组别的生精细胞的凋亡率分别是（３９５２±４２２）％、（３４６１±３８２）％和（１２７４±２８８）％。从实
验数据可以得出联合用药对于糖尿病大鼠的精子质量的改善作用明显优于单独用药。通过机制研究发现，该联合用药主

要是从调节性腺激素分泌及增强抗氧化能力两方面达到治疗效果。
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　　不育症是男科临床中常见的一种病症。据世
界卫生组织建议，育龄夫妇同居１年，未采取避孕
措施，因男方原因造成不生育者称为男性不育。勃

起功能障碍（ＥＤ）以及精子质量低下是导致男性不
育症的重要因素［１］。近年来，男性精子异常所致

不育症有逐年上升趋势［２］。

糖尿病（ＤＭ）是由遗传、免疫功能紊乱、氧化
应激、内分泌功能异常等多种致病因素作用于机体

而导致的一种糖、脂肪和蛋白质代谢紊乱疾病，其

中以２型糖尿病为主，可引起全身多种系统、多种
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脏器的损伤，从而引发多种并发症［３］。有研究报

道，男性糖尿病患者表现一定的勃起功能障碍、性

腺机能减退、不孕不育［４］。

目前，治疗糖尿病勃起功能障碍的一线药物是

５型磷酸二酯酶抑制剂（ＰＤＥ５ｉ）西地那非，它是一
种强效的 ＰＤＥ５ｉ，患者使用后阴茎海绵体内 ＰＤＥ５
的活性得到抑制，进而抑制５环磷酸鸟苷（ｃＧＭＰ）
的水解，ｃＧＭＰ水平增加，阴茎海绵体平滑肌松弛，
动脉血流增加，使得阴茎产生可以正常勃起［５－７］。

自１９９８年上市至今，西地那非已成为口服治疗各
种ＥＤ的首选药物，其安全性和有效性已经通过多
例临床实验得到验证［８－９］。目前已有文献报道西

地那非对于精子质量的作用，但是具有一定的争

议［１０－１２］。精子数量和活率是评价精子质量的重要

指标。

左旋肉碱在男性生殖中具有重要的作用，且已

经被用于临床治疗男性的不育症。其是转运脂肪

酸进入线粒体的重要载体，具有参与精子能量代

谢、降低血浆中活性氧化物质、稳定精子细胞膜、抗

精子凋亡等作用［１３］。本研究通过用链脲佐菌素

（ＳＴＺ）诱导大鼠糖尿病模型，再用西地那非、左旋
肉碱、左旋肉碱联合西地那非分别给糖尿病大鼠灌

胃，观察实验性糖尿病大鼠精子活动率、精子计数

及生精细胞凋亡的变化，并从性腺激素调节、抗氧

化作用两方面研究药物的作用机制。为寻找治疗

患糖尿病男性患者因勃起功能障碍和精子异常所

致不育症的方法提供实验数据。

!

　材　料

１１　试　剂
左旋肉碱（纯度９８％，东北制药总厂）；西地

那非（辉瑞制药有限公司，规格５０ｍｇ，）；链脲佐
菌素（ＳＴＺ）（美国 Ｓｉｇｍａ公司，纯度≥９８％）；盐酸
氯胺酮注射液（江苏恒瑞药业公司，规格２ｍＬ）；
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒（南京联
科生物科技有限公司）；睾酮、卵泡刺激素（ＦＳＨ）
及黄体生成素（ＬＨ）检测试剂盒（美国 ＲＢ公司）；
丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）及总抗氧
化能力（ＴＡＣ）检测试剂盒（南京建成生物试剂公
司）；其余试剂均为市售分析纯。

１２　仪　器
血糖仪（强生医疗器材有限公司）；电子天平

（德国Ｍｅｔｔｌｅｒ公司）；光学显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司）；ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国ＢＤ公司）。
１３　动　物

清洁级雄性ＳＤ大鼠４０只，体重２００～２２０ｇ，
由南京军区总医院比较医学科提供，合格证号

ＳＣＸＫ（苏）２００７０００８。

"

　方　法

２１　动物分组与给药
将４０只大鼠随机等分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ５组。

Ａ组为对照组，其余４组大鼠空腹（大鼠禁食１２ｈ
以上）一次性注射链脲佐菌素（ＳＴＺ，６５ｍｇ／ｋｇ），
４周后分别测定４组大鼠的血糖浓度。结果显示
４组大鼠血糖浓度均高于１６７ｍｍｏｌ／Ｌ，提示糖尿
病大鼠建模成功。各组大鼠分别给予如下剂量：

Ａ组（对照组）：生理盐水；Ｂ组（糖尿病 ＤＭ模型
组）：生理盐水；Ｃ组（西地那非组）：西地那非溶液
５ｍｇ／ｋｇ；Ｄ组（左旋肉碱组）：左旋肉碱溶液 ３００
ｍｇ／ｋｇ；Ｅ组（西地那非 ＋左旋肉碱组）：西地那非
２５ｍｇ／ｋｇ＋左旋肉碱１５０ｍｇ／ｋｇ，每天１ｍＬ，连
续灌胃６周。

大鼠于末次给药２４ｈ后麻醉（氯胺酮，ｉｖ），心
脏取血后处死。血液于４℃条件下２０００ｒ／ｍｉｎ离
心１５ｍｉｎ，收集上层血清用于检测血清睾酮、ＦＳＨ
和ＬＨ水平。取各组大鼠的两侧附睾及睾丸备用。
２２　大鼠精子计数

取各组大鼠一侧附睾的尾部，称重后置小离心

管中，加入生理盐水１ｍＬ，剪碎，使精子充分溢出。
过滤后以４０００ｒ／ｍｉｎ转速离心５ｍｉｎ。精子固定
液１ｍＬ加入沉淀物中，固定５ｍｉｎ后，将混悬液滴
入血细胞计数板，静置３ｍｉｎ后，按常规方法计数。
每１００毫克附睾重的精子相对个数＝附睾精子数／
附睾尾质量×１００。
２３　大鼠精子活率检测

取各组大鼠另一侧附睾，切除附睾头和附睾

尾，中间部分置于生理盐水中温育３０ｍｉｎ，将生理
盐水置于３０℃的水浴锅里，精子完全充分游离后，
使用数码彩色精子质量检测系统（ＷＬＪＹ９０００），检
测精子活动率。

２４　生精细胞凋亡检测
取大鼠一侧睾丸，撕去外膜，置于平皿中，加入

ＰＢＳ（ｐＨ７４，００１ｍｏｌ／Ｌ）１０ｍＬ，将去皮后的睾丸
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研磨成单细胞悬液。经２００目筛网过滤，滤液置于
离心管中，１５００ｒ／ｍｉｎ转速下离心３次，各５ｍｉｎ。
弃上清液后，轻轻混匀管内的细胞，加入 ＰＢＳ溶
液，定容至１ｍＬ，校正细胞浓度至每毫升 ５×１０５

个。使用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒检
测，具体步骤按说明书操作。处理完毕后使用

ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪检测其凋亡率。
２５　睾酮、ＦＳＨ、ＬＨ水平检测

取“２１”中处理的血清，按照睾酮、ＦＳＨ及 ＬＨ
检测试剂盒说明书中具体步骤进行。

２６　ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＴＡＣ水平检测
取大鼠另一侧的睾丸，用生理盐水漂洗，滤纸

拭干称重后加入生理盐水中，匀浆成１０％的组织
匀浆液，于４℃条件下，２０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，分

别取上清液，检测 ＭＤＡ、ＳＯＤ及 ＴＡＣ，具体操作步
骤按试剂盒说明书进行。

#

　结　果

３１　各组大鼠精子数量、精子活性及生精细胞凋
亡的变化

由表１可见，与空白对照组相比，模型组大鼠的
附睾头部和尾部的精子活率以及附睾尾处的精子计

数显著性降低（Ｐ＜００１），表明糖尿病大鼠的精液
有显著性的改变。与模型组相比，Ｃ组或Ｄ组大鼠
的精液质量均有不同程度的提高，主要表现在精子

活率和精子数均显著性增加（Ｐ＜００１）。Ｅ组大鼠
的附睾头、附睾尾尾精子活力、附睾尾处精子计数与

Ｂ、Ｃ、Ｄ组大鼠相比均显著提升（Ｐ＜００１）。

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｐｅｒｍｍｏｔｉｌｉｔｙａｎｄｓｐｅｒｍｃｏｕｎｔｏｆｒａｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ
Ｃａｐｕｔｅｐｉｄｉｄｙｍｉｄｉｓ
ｓｐｅｒｍｍｏｔｉｌｉｔｙ／％

Ｃａｕｄａｅｐｉｄｉｄｙｍｉｄｉｓ
ｓｐｅｒｍｍｏｔｉｌｉｔｙ／％

Ｃａｕｄａｅｐｉｄｉｄｙｍｉｓｓｐｅｒｍｃｏｕｎｔ
（×１０６／１００ｍｇ）

Ａ　Ｃｏｎｔｒｏｌ（Ｓａｌｉｎｅ） ６０４２±４３８ ７７０５±８１５ ４８１６±４８７

Ｂ　ＤＭａ（Ｍｏｄｅｌ） ３０１８±１８６△△ ３２９３±６７０△△ ２１４１±５０１△△

Ｃ　Ｓｉｌｄｅｎａｆｉｌ（５ｍｇ／ｋｇ） ３５７４±３６１△△ ３９９７±５８１△△ ２４５５±７３４△△

Ｄ　Ｌｃａｒｎｉｔｉｎｅ（３００ｍｇ／ｋｇ） ４５９４±６６４△△ ５０３０±６９６△△ ３２０６±５２０△

Ｅ　Ｓｉｌｄｅｎａｆｉｌ＋Ｌｃａｒｎｉｔｉｎｅ
（２５ｍｇ／ｋｇ＋１５０ｍｇ／ｋｇ）

５７８７±５８２ ７４７６±５００ ４６０７±６１０

ａＤｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ．Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｇｒｏｕｐＢ；△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１ｖｓｇｒｏｕｐＥ

　　由表２可见，与正常组相比，模型组大鼠生精
细胞凋亡率显著上升（Ｐ＜００１）；经西地那非及左
旋肉碱治疗后，Ｃ、Ｄ组生精细胞凋亡率均比模型
组显著降低（Ｐ＜００１），且Ｄ组生精细胞凋亡率低
于Ｃ组。经西地那非与左旋肉碱联合治疗后，Ｅ组
大鼠生精细胞凋亡率显著低于 Ｂ、Ｃ、Ｄ组（Ｐ＜
００１）。

Ｔａｂｌｅ２　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｉｃｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
Ｇｒｏｕｐ Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅ／％

Ａ　Ｃｏｎｔｒｏｌ（Ｓａｌｉｎｅ） １０５０±２７５

Ｂ　ＤＭ（Ｍｏｄｅｌ） ５０３４±６００△△

Ｃ　Ｓｉｌｄｅｎａｆｉｌ（５ｍｇ／ｋｇ） ４４４３±６１６△△

Ｄ　Ｌｃａｒｎｉｔｉｎｅ（３００ｍｇ／ｋｇ） ４０７６±４９３△△

Ｅ　Ｓｉｌｄｅｎａｆｉｌ＋Ｌｃａｒｎｉｔｉｎｅ
（２５ｍｇ／ｋｇ＋１５０ｍｇ／ｋｇ）

１２８９±３７０

Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｇｒｏｕｐＢ；△△Ｐ＜００１ｖｓｇｒｏｕｐＥ

３２　各组大鼠血清内睾酮、ＦＳＨ、ＬＨ水平的变化
如表３所示，Ｂ组大鼠的睾酮，ＦＳＨ和 ＬＨ的

水平比Ａ组均显著的降低（Ｐ＜００１），表明糖尿病
大鼠的雄性激素降低。西地那非治疗后的 Ｃ组与

左旋肉碱治疗后的Ｄ组睾酮，ＦＳＨ和ＬＨ水平均显
著高于 Ｂ组（Ｐ＜００１）。联合用药后的 Ｅ组睾
酮、ＦＳＨ、ＬＨ水平比 Ｂ组显著升高（Ｐ＜００１），且
Ｅ组大鼠的睾酮水平比 Ｃ组、Ｄ组均有显著性提
高（Ｐ＜００１）。
３３　大鼠睾丸内ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＴＡＣ水平的变化

如表４所示，Ｂ组糖尿病大鼠 ＭＤＡ水平明显
高于正常对照组（Ｐ＜００１），而 ＳＯＤ、ＴＡＣ水平则
相应的低于对照组（Ｐ＜００１）。Ｃ组及 Ｄ组 ＭＤＡ
水平与Ｂ组相比，均有显著性降低（Ｐ＜００１），而
ＳＯＤ、ＴＡＣ水平则相应的有显著性增加（Ｐ＜
００１）。西地那非治疗的Ｃ组与左旋肉碱治疗的Ｄ
两组相比，Ｃ组 ＭＤＡ水平高于 Ｄ组，而 ＳＯＤ、ＴＡＣ
水平低于Ｄ组（Ｐ＜００１），用西地那非和左旋肉碱
联合治疗后的Ｅ组，ＭＤＡ水平比模型组、西地那非
治疗组、左旋肉碱治疗组均显著下降（Ｐ＜００１），
而ＳＯＤ、ＴＡＣ水平显著升高（Ｐ＜００１），同时显著
高于Ｃ组、Ｄ组（Ｐ＜００１）。

９５３
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Ｔａｂｌｅ３　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＦＳＨ，ＬＨｉｎｒａｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ Ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ／（ｎｍｏｌ／Ｌ） ＦＳＨ／（ＩＵ／Ｌ） ＬＨ／（ｎｇ／Ｌ）
Ａ　Ｃｏｎｔｒｏｌ ２５４３±２８３ ６８１±０７３ ７１７１４±４０１２

Ｂ　ＤＭ（Ｍｏｄｅｌ） ９５９±１６３△△ ２０２±０４４△△ ３７４２９±２２８６△△

Ｃ　Ｓｉｌｄｅｎａｆｉｌ １４１４±３０１△△ ３１３±０４７△ ４３１１４±２８５７△

Ｄ　Ｌｃａｒｎｉｔｉｎｅ １２３１±２７８△△ ２７１±０３５△△ ３７７４３±２９３１△△

Ｅ　Ｓｉｌｄｅｎａｆｉｌ＋Ｌｃａｒｎｉｔｉｎｅ ２３９９±２６４ ５８１±０４６ ７１１４８±３４３９

ＦＳＨ：Ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ；ＬＨ：Ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ
Ｐ＜００１ｖｓｇｒｏｕｐＢ；△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１ｖｓｇｒｏｕｐＥ

Ｔａｂｌｅ４　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＭＤＡ，ＳＯＤ，ＴＡＣｉｎｐｅｎｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ ＭＤＡ／（ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ） ＳＯＤ／（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ） ＴＡＣ／（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）
Ａ　Ｃｏｎｔｒｏｌ ０９４±００９４ ４８９７±２０１ ２３３±０１８

Ｂ　ＤＭ（Ｍｏｄｅｌ） １８１±００６３△△ ２０７２±２１５△△ １０３±０２０△△

Ｃ　Ｓｉｌｄｅｎａｆｉｌ １７３±００４７△△ ２２１４±１２１△△ １０７±０１６△△

Ｄ　Ｌｃａｒｎｉｔｉｎｅ １５５±００６３△△ ３０１２±１２９△△ １６２±０２２△

Ｅ　Ｓｉｌｄｅｎａｆｉｌ＋Ｌｃａｒｎｉｔｉｎｅ １０１±００７８ ４５１７±２０１ ２２４±０１７

ＭＤＡ：Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ；ＳＯＤ：Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ；ＴＡＣ：Ｔｏｔａｌａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｃａｐａｃｉｔｙ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｇｒｏｕｐＢ；△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１ｖｓｇｒｏｕｐＥ

$

　讨　论

男性不育症本身是由多种疾病或多种因素引

起的，患者体内长期高血糖导致睾丸、附睾等生殖

器官形态发生改变，全身新陈代谢失控，内分泌紊

乱等是导致糖尿病男性患者不育症的主要原

因［１４－１５］。目前对于男性不育症的治疗方法主要是

补充激素或者人工辅助受孕。性腺激素对雄性生

殖与勃起功能具有重要作用，睾酮可以促进精母细

胞的减数分裂，并增进生殖细胞的分化、成熟，促使

精子的产生、成熟及释放，对阴茎勃起的作用主要

通过激发和维持性欲。ＬＨ促进睾酮的合成与分
泌，ＦＳＨ与睾酮一起参与并维持生精过程的正常
进行［１６］。氧化应激是指病理状态下体内氧化与抗

氧化作用失衡，是导致机体多种疾病的一个主要因

素。糖尿病病理条件下，长期高血糖状态使糖基化

反应增强，产生过多的活性氧（ＲＯＳ），机体内不饱和
脂肪酸受自由基作用而发生脂质过氧化进而生成脂

质过氧化物（ＬＰＯ），ＬＰＯ分解产生 ＭＤＡ，超氧化物
歧化酶（ＳＯＤ）是细胞中主要的抗氧化酶之一，其在
机体清除活性氧的过程中发挥关键作用［１７－１８］。

本研究结果表明，与单独用药组相比，联合用

药组大鼠的精子数量和活率均有显著性提高（Ｐ＜
００１），生精细胞凋亡率显著低于单独用药组（Ｐ＜
００１），且与正常对照无显著性差异，说明西地那
非与左旋肉碱合用对于糖尿病大鼠的精子质量有

很好的改善作用。对性腺激素水平以及氧化应激

的研究显示，与正常组相比，模型组大鼠的性腺激

素睾酮、ＦＳＨ、ＬＨ水平显著性降低（Ｐ＜００１），体
内ＲＯＳ、ＭＤＡ水平显著性提高（Ｐ＜００１），而 ＳＯＤ
水平显著性降低（Ｐ＜００１），说明糖尿病大鼠体内
的性腺激素分泌降低，机体受到严重氧化应激的作

用。经西地那非与左旋肉碱联合用药治疗后，性腺

激素分泌显著性增加，氧化应激明显减弱，且联合

用药的效果显著性高于单独用药（Ｐ＜００１）。
西地那非对于糖尿病所致勃起功能障碍的治

疗效果早已得到临床证实，而其对于精子质量方面

的作用研究甚少，左旋肉碱尚未被应用到糖尿病患

者的不育症治疗中。本实验首次将西地那非、左旋

肉碱两种作用机制不同的药物剂量减半后联合应

用于治疗糖尿病大鼠的勃起功能障碍及精子质量

低下，实验结果显示出了良好的协同作用，为临床

治疗由糖尿病所致的勃起功能障碍和精子质量低

下导致的男性不育症提供参考数据。
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·校园信息·

中国药科大学举办校企战略联盟座谈会

７月２日，中国药科大学校企战略联盟座谈会在江宁校区举行，来自江苏恒瑞医药股份有限公司、浙江华海药业
股份有限公司、浙江医药股份有限公司、石药集团有限公司、广州威尔曼药业有限公司、山东绿叶制药有限公司、江苏

康缘药业股份有限公司、南京圣和药业有限公司等国内知名医药企业的负责人和全体校领导出席会议。会议由副校

长王广基主持。校党委书记徐慧首先致欢迎辞，他代表学校对知名医药企业负责人在百忙之中莅临中国药科大学，

共同商讨校企战略联盟筹建事宜表示热烈欢迎。徐书记表示，希望各位企业家们在一起能够畅所欲言，为实现校企

强强联合、互利共赢多出点子，多提宝贵意见和建议。

中国药科大学校长来茂德详细介绍了对于打造校企战略联盟的具体构想和思路。他指出，高校和企业各有优

势，校企合作是一种多赢，中国药科大学希望依托自身的学科优势，与知名药企共同打造校企战略合作联盟，在平台

共建、人才培养、项目合作、承办学术活动、信息沟通与共享等方面进行合作，共同打造“药物研发关键技术研究院”。

同时，来校长还就校企战略联盟合作的方式方法以及需要企业提供的资源进行了说明。随后，副校长张效联从项目

目标及定位、设计理念、功能布局、相关配套、科研优势等方面，向与会企业家们介绍了江宁校区科研大楼的规划情

况。座谈会上，与会双方还就校企战略联盟的目标定位、平台运行模式等问题深入交换了意见。

（本刊讯）

１６３




