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1519%、2411%、6010% , 2005年分别为 1811%、3216%、4913%。
从卫生费用占政府财政支出的比重看 ,“七五”期间为 2153% ,

“八五”期间为 2137% ,“九五”期间为 1198% , 2000年 1171% ,

2002年只有 1159%。由此可见 ,这些年来 ,尽管政府投入的绝
对额在上升 ,但比重却在明显下降 ,而个人负担部分却大幅增
长 ,所承担的部分大约占 60%。
其次 ,疾病预防体制不完善。过去我国在这方面取得
了很大成就 ,但后来有所减弱。以疾病预防控制中心为例 ,

1990年全国有 3618个 , 2000年为 3741个 , 2005、2006、2007

年则分别为 3585个、3548个、3585个。这表明 ,这些年从
事疾病预防控制的机构有所减少。
最后 ,改革开放以后 ,医疗卫生工作也逐渐走向了市场
化 ,医疗机构为了在市场经济条件下获得发展 ,单纯追求经
济利益 ,出现了开大处方、滥用检查、乱收费、以药养医等不
合理现象。医疗机构片面追求经济效益 ,基础性公共卫生
服务被忽视。
3. 3 疫情统计和信息公布不利
信息系统不健全、反应不灵敏、报告不及时、信息渠道
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不畅通和信息统计不准确一直是我国公共卫生领域面临的
突出问题。尽管卫生系统建设有国家疾病预防控制和公共
卫生信息网络 ,设有疾病监测点 ,但尚未形成反应灵敏、运
转协调、信息完备的完整体系。
防治 SARS、禽流感等疫情的事实表明 ,对于传染病的

预防和控制工作 ,首先要作好检疫和监测 ,监测诊断要准确
及时 ,不仅对患者个体要诊断准确 ,尤其对群体的传染病学
态势分析要准确慎重 ,报告和公布疫情、发病数字及流行趋
势更要准确。疫情要公开 ,信息要透明。夸大疫情会引起
社会恐慌 ,掩盖真相会造成思想麻痹 ,加剧疫情的扩散。
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雄性小鼠肾虚对其雄性仔鼠睾丸生精细胞凋亡的影响

孙　洁 1 ,周安方 2 ,周艳艳 2 ,方　婷 2

(11浙江省中医院泌尿外科 ,浙江 杭州 310006; 21湖北中医学院 ,湖北 武汉 430061)

　　摘　要 :目的 :观察雄性小鼠肾虚对其雄性仔鼠睾丸生精细胞凋亡的影响。方法 :将 30只雄性昆明小鼠用计

算机取随机数法随机分为正常对照组、模型组和补肾组 3组。其中模型组和补肾组采用房劳加惊恐的复合伤肾

法制造肾精亏虚模型。从造模结束次日起 ,所有小鼠与正常发情雌鼠配对饲养 5天后 ,取出雌鼠待其分娩。仔鼠

饲养至 6周龄时每组随机取出 10只雄性仔鼠 ,取出右侧睾丸 ,流式细胞术分析睾丸组织生精细胞凋亡率。结果 :

模型组仔鼠 (16168 ±4168)与正常组 (4141 ±1181)及补肾组 (8181 ±2141)相比其睾丸细胞凋亡率明显升高 ( P <

0101) , 1C细胞比例明显降低 (53194 ±5119 vs 70161 ±9125, 65151±8183, P < 0101) , 2C、4C细胞比例则未见显著

性差异 ( P > 0105)。正常组仔鼠与补肾组仔鼠之间睾丸组织生精细胞凋亡率 , 1C、2C、4C细胞比例均没有统计学

差异 ( P > 0105)。结论 :惊恐、房劳因素复制的肾虚模型小鼠的仔鼠睾丸生精细胞凋亡率明显上升 , 1C细胞比例

下降 ,并导致精子密度降低。补肾法可以有效地降低其仔鼠睾丸生精细胞凋亡率 ,从而改善睾丸生精功能。

关键词 :肾精亏虚 ;动物模型 ;子代 ;生精细胞 ;凋亡 ;流式细胞术 ;补肾填精方
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Effe c t o f Kidney2jing D e ficency o n Apop to s is o f Sp e rm a to gen ic C e ll o fM a le O ffsp ring

SUN J ie1 , ZHOU An2fang2 , ZHOU Yan2yan2 , FANG Ting2

(11Department of U rology, Zhejiamg Hosp ital of Traditional Chinese Medicine, Hangzhou 310006, Zhejiang, China;

21Hubei College of Traditional Chinese Medicine,W uhan 430061, Hubei, China)

Ab s trac t: O bjective: To investigate the effects of kidney - jing deficiency of male m ice on the the apop tosis of sper2
matogenic cell of their male offsp ring. M ethods: Thirty 62weeks2old Kunm ing male m ice were random ly allocated to a blank
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control group, a model group and a kidney2jing2tonifying group. The model and the kidney2tonifying group s were stressesd

by fear p lus excessive sex to establish a kidney2jing deficiency model, and meanwhile the laterwere given concentrated so2
lution of Kidney2tonifying recipe intragastrically at the does of 0. 16mL /10g. The control and the model group s were trea2
ted with physicological Saline at the same dose for 21 days. Then all the male m ice were mated with the healthy estrous fe2
males for 5 days. The the apop tosis rates of spermatogenic cell of male offsp rings were detected by flow cytometry at 6

weeks. Results: The apop tosis rates of spermatogenic cell were higher in model group s(16. 68 ±4. 68) compares with blank

control group (4. 41 ±1. 81) and Kidney2jing2tonifying group (8. 81 ±2. 41) significantly ( P < 0101) , and the rate of 1C

cells were lower significantly at the same time (53. 94±5. 19 vs 70. 61 ±9. 25, 65. 51±8. 83, P < 0101). A ll group s have

no difference rate of 2C and 4C cells. There were no statistical difference between kidney2jing2tonifying and blank group.

Conclusion: The fear p lus excessive sex could increase apop tosis rates of spermatogenic cell of male offsp ring, and Kidney2
tonifying method could p rotect spermatogenic cell from this p rocess.

Ke y wo rd s: Kidney2jing deficiency; animal model; offsp ring; spermatogenic cell; flow cytometry; kidney2jing2tonifying

recipe

　　肾藏精 ,为先天之本 ,主生长、发育、生殖。肾精是子嗣

禀赋之源 ,如果男子肾中精气不足 ,则不仅自身生殖功能会

受到影响 ,其子代亦可能因为禀受的先天之精不足而发生

多种病症。正如万全所言 :“子之赢弱。皆父母精血之弱

也”(《幼科发挥·卷之一·胎疾》)。先期研究发现 ,用“惊

恐复合房劳”的方法复制小鼠肾精亏虚模型 ,不但可以显

降低雄性小鼠生育力 ,其雄性仔鼠精子质量亦明显下

降 [ 1 ]。凋亡是机体的一种基本生理机制 ,通过生殖细胞凋

亡机制 ,生殖细胞增殖和死亡之间维持着微妙的平衡。如

果这种平衡被打破 ,则可导致睾丸生精功能障碍而致精子

密度和质量的改变。本文观察肾精亏虚雄性小鼠之仔鼠生

精细胞凋亡率的改变 ,以探讨凋亡机制在其精子质量下降

中的地位。

1　材料与方法

111　实验动物

6周龄雄性昆明小鼠 30只 ,雌性昆明小鼠 330只 ,体

重 (32 ±215) g,均购自湖北省医学科学院。

112　药物及制备

11211　补肾填精方　由熟地黄、制首乌、枸杞子、淫羊藿等

组成。由湖北中医学院实验中心煎制成浓缩液 ,含生药量

018g/mL。

11212　左炔诺孕酮炔雌醚片　北京紫竹药业有限公司生

产 (国药准字 H11021378,产品批号 20040111 )。每次取

18mg溶于 150mL蒸馏水中 ,配成 0112mg/mL的长效避孕

药混悬液 , 4℃冰箱保存。

113　造模与分组

11311　动情雌鼠制作 　将 300只雌鼠用计算机取随机数

方法随机分为 5组 ,每组 60只 ,分别记为 A、B、C、D、E组。

按文献方法 [ 2 ] ,从 A组开始 ,每天依次取 1组雌鼠灌服长

效避孕药左炔诺孕酮炔雌醚混悬液 ,灌胃剂量为 2134mg/

( kg·d) , 5天 1个循环。每组雌鼠在灌胃后的第 3天正好

处于动情期 ,可用于复制雄鼠肾精亏虚模型。

11312　造模与分组　将 30只雄性昆明小鼠用计算机取随

机数法随机等分为正常对照组、模型组和补肾组 3组。其

中模型组和补肾组采用房劳加惊恐的复合伤肾法制造肾精

亏虚模型 ,每天每只雄鼠按照 1∶2的比例与动情期雌鼠合

笼 ,每天 20∶00投入动情期雌鼠 ,至次日 8∶00取出 , 20∶00

再投入另一批动情期雌鼠 ,至次日 8∶00取出 ,如此反复 ,让

其房劳伤肾 ;每日 8∶00～20∶00,将雄鼠放入特制的小铁丝

笼内 ,再将此小笼固定在装有 1只大家猫的大笼中 ,让猫与

小鼠仅一网之隔 ,使猫爪能碰到但无法抓到小鼠 ,并每天

10∶00、15∶00各另取 2只活的小鼠喂猫示众 ,使其惊恐伤

肾。连续 21天 ,制造肾精亏虚模型。3组实验小鼠均自由

饮食。

11313　给药剂量与方法　补肾组每天给予 0116mL /10g体

重的补肾填精方浓缩液灌胃。正常对照组及模型组予等量

生理盐水灌胃。自造模第 1天起开始给药 ,共 21天。

114　取材时间

从造模结束次日起所有小鼠均立即按照 1∶1比例与正

常发情雌鼠配对饲养 5天。取出雌鼠待其分娩。子代小鼠

出生后 ,选出雄性仔鼠 ,饲养至 6周龄时分别随机取出 10

只取材。颈椎脱臼处死 ,切取左侧睾丸 , - 7℃保存 ,备作流

式细胞检测。

115　检测方法

11511　试剂　RnaseA,购自 TaKaRa /宝生物工程 (大连 )有

限公司。 P I染液 ( pH714, P1 100μg/mL, TritonX - 100

011% , EDTA 011mmol/L, RnaseA 50mg/L,用棕色瓶 4℃避

光保存 )。

11512　检测方法 　取睾丸组织 011g,加入 10倍体积

0125%的胰蛋白酶 37℃消化 25m in,消化过程中应振荡数

次以帮助组织消化。然后 300目筛网过滤 , 2000 r/m in离心

10m in,去上清 ,加入 2mL磷酸盐缓冲液 ( PBS) ,振荡后

2000 r/m in离子 10m in,去上清 ,重复 PBS洗涤、离心过程 1

次后 ,加入 P I染液 115mL。常温下 ,避光染色 15m in, 300

目筛网过滤 ,上机分析 ,用 CELLQ liest软件分析数据。

11513　统计学分析　计量资料均以 ( �x ±s)表示。实验数

据应用 SPSS 1310统计包进行分析 ,计量资料比较采用方

差分析 , P值检验 ,进一步多重比较采用 Turky分析 ,计数

资料用卡方检验 ,以 P < 0105为有统计学意义。

2　结　果

各组仔鼠睾丸生精细胞流式细胞分析细胞分布直方图

显示 ,正常组可见 3个峰 ,分别为 1C峰、2C峰、4C峰 ,无凋
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亡峰出现 (见图 1) ;模型组在 1C峰前出现明显的凋亡峰

(见图 2) ;补肾组亦可见凋亡峰 (见图 3)。各组仔鼠睾丸

细胞凋亡率比较 :模型组仔鼠显著高于正常组及补肾组 ,有

非常显著的差异 ( P < 0101) ,补肾组与正常组相比没有统

计学差异 ( P > 0105)。各组仔鼠睾丸 1C细胞比例比较 :模

型组明显低于正常组 ,有非常显著的差异 ( P < 0101) ,补肾

组与正常组比较无显著性差异 ( P > 0105) ,但与模型组相

比明显较高 ,有显著性差异 ( P < 0105)。各组仔鼠睾丸 2C、

4C细胞比例均无显著性差异 ( P > 0105)。各组仔鼠睾丸

生精细胞凋亡率及各级生精细胞数比较见表 1。

表 1　雄性小鼠肾虚对其仔鼠睾丸各级

生精细胞凋亡率的影响 ( �x ±s)

组别 n 凋亡率 1C 2C 4C

正常组仔鼠 10 4. 41±1. 81△△ 70. 61±9. 25△△ 13. 43±4. 19 6. 09±4. 52

模型组仔鼠 10 16. 68±4. 683 3 53. 94±5. 193 3 16. 01±5. 82 5. 98±7. 03

补肾组仔鼠 10 8. 81±2. 41△△ 65. 51±8. 83△ 14. 84±3. 45 7. 87±3. 05

　　注 :与正常组比较 , 3 P < 0105, 3 3 P < 0101;与模型组比较 , △P <0105, △△P < 0101。

3　小结与讨论

凋亡是机体的一种基本生理机制 ,在睾丸生殖细胞的

生长、发育、分化过程中起着重要作用。出生后 10～15天 ,

出现第一批生精细胞分裂时就有一次大规模的生精细胞凋

亡 ,以调整生精细胞数量 ,使之与支持细胞在数量上保持一

个适宜的比例关系。精母细胞在成熟分裂期也经常可以见

到凋亡 ,这样一个初级精母细胞实际仅产生 2个精子细胞

而不是 4个精子细胞 ;而在精子形成期 ,细胞凋亡更为常

见。从生殖细胞类型看 ,凋亡频率最高的是精原细胞和精

子细胞。通过生殖细胞凋亡机制 ,保持了生殖细胞增殖和

生殖细胞死亡之间的平衡 [ 3 ]。生精细胞的凋亡超过了正

常范围 ,则可导致睾丸生精功能障碍而致不育 [ 4 ]。

本实验研究显示 ,在正常组的细胞分布直方图上 ,只出

现单倍体、二倍体和四倍体 3个峰 (见图 1) ,而在模型组和

补肾组的细胞分布直方图上 ,在 1C峰前可见新的峰 (见图

2、图 3)。这个峰由断裂的 DHA形成 ,代表凋亡细胞的数

量。实验数据显示模型组仔鼠生精细胞凋亡率明显比正常

组高 ,接受补肾治疗的小鼠 ,其仔鼠生精细胞细胞凋亡率可

以得到有效的控制。与正常组相比 ,模型组仔鼠睾丸组织

1C细胞比例也明显下降 ,提示生精功能受损 ,睾丸内精子

细胞数量下降 ,这与实验 2中观察到的模型组仔鼠附睾精

子密度明显较低的结果是一致的。模型组仔鼠睾丸组织中

2C及 4C细胞比例与正常组相比没有显著性差异 ,说明虽

然模型组生精功能受损 ,但是没有明显的生精阻滞 ,生精功

能的损伤出现在精子细胞或其下游阶段。

本实验证实 ,“惊恐、房劳”因素复制的肾虚模型小鼠

的仔鼠睾丸生精细胞凋亡率明显上升 , 1C细胞比例下降 ,

并导致精子密度降低。补肾填精方可以有效地降低其仔鼠

睾丸生精细胞凋亡率 ,从而改善睾丸生精功能。
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