
２０２１ 年　 １ 月

第 ４１ 卷　 第 １ 期

基础医学与临床

Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１
Ｖｏｌ.４１　 Ｎｏ.１

收稿日期:２０１９￣０４￣０６　 　 修回日期:２０２０￣０９￣３０
基金项目:２０１８ 年度甘肃省高等学校科研项目(２０１８Ａ￣１８０)ꎻ甘肃中医药大学定西校区项目(２０１７ＸＪＺＤ０９)
∗通信作者(ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ):３８７４６６４８＠ ｑｑ.ｃｏｍ

文章编号: １００１ ￣６３２５( ２０２１) ０１ ￣００６８ ￣０４ 研究论文　

黄芪主要成分对 ＴＧＦ￣β１
诱导大鼠睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞系合成雌二醇的影响
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摘要:目的 探讨黄芪主要成分对 ＴＧＦ￣β１ 诱导下大鼠睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞及该细胞合成雌二醇(Ｅ２)、Ｐ４５０ 芳香化酶

(Ｐ４５０ａｒｏｍ)的影响ꎮ 方法 将体外培养的 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞分为对照组、模型组(５ ｎｇ / ｍＬ ＴＧＦ￣β１ 造模)和中药干预 ３
组ꎬ在造模后分别用终浓度为 １０ 和 ５０ ｍｇ / Ｌ 黄芪总黄酮、终浓度为 １０ 和 ５０ ｍｇ / Ｌ 黄芪总多糖、终浓度 ２０ 和

１００ ｍｇ / Ｌ的黄芪总皂苷干预ꎮ ４８ ｈ 后进行细胞爬片ꎬ用 ＥＬＩＳＡ 检测细胞中 Ｅ２、Ｐ４５０ａｒｏｍ 蛋白含量ꎻＩｍａｇｅｊ￣ｗｉｎ６４ 软

件计数细胞ꎻ用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０、ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６􀆰 ０ 对数据进行统计分析ꎮ 结果 模型组 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞和对照组相比ꎬ形
态异常ꎬ数量减少(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ明显抑制 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞合成 Ｅ２ 和 Ｐ４５０ａｒｏｍ(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 黄芪总黄酮、黄芪总皂苷和黄

芪总多糖均能够改善 ＴＧＦ￣β１ 诱导下 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞病变ꎬ细胞数量明显增多(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ三者均能缓解 ＴＧＦ￣β１ 抑制细

胞合成 Ｅ２ 的作用ꎬ２０ ｍｇ / Ｌ 黄芪总皂苷的效果最显著ꎮ 结论 黄芪总皂苷是黄芪中减轻 ＴＧＦ￣β１ 抑制睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ
细胞合成 Ｅ２ 作用效果最佳的成分ꎮ
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李彦荣　 黄芪主要成分对 ＴＧＦ￣β１ 诱导大鼠睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞系合成雌二醇的影响

　 　 雄性动物的血清、睾丸网以及精液中都存在着一

定浓度的雌激素ꎬ而以睾丸网液中的雌激素水平为高ꎬ
甚至可以达到 ２５０ ｎｇ / Ｌꎬ雌激素对雄性生殖系统的正

常发育和功能的维持也起着非常重要的作用[１]ꎮ 多种

因素会导致睾丸损伤ꎬ如:镉、射线、高温和氧自由基

等ꎬ这些因素使睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞受到损伤ꎬ这种损伤影

响到精子的生成ꎬ导致男性生殖功能障碍ꎬ男性不育症

患者逐年增多[２￣４]ꎮ 黄芪是中国传统的中药材ꎬ始载于

«神农本草经»ꎬ为豆科植物蒙古黄芪 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｍｅｍ￣
ｂｒａｎａｃｅｕｓ(Ｆｉｓｃｈ􀆰 )Ｂｇｅ.ｖａｒ.ｍｏｎｇｈｏ ｌｉｃｕｓ (Ｂｇｅ􀆰 )Ｈｓｉａｏ 或

膜荚黄芪 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ(Ｆｉｓｃｈ􀆰 )Ｂｇｅ􀆰 的干燥

根ꎬ味甘、微温、归肺和脾经[５]ꎬ具有补中益气ꎬ扶正固

本之功效ꎮ 黄芪中主要成分:总黄酮(Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｆｌａ￣
ｖｏｎｅ)、总皂苷(Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｓａｐｏｎｉｎ)及总多糖(Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ)对睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞具有保护作用[６￣９]ꎮ
转化生长因子 β１(ＴＧＦ￣β１)对大鼠睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞中

雌、雄激素分泌均有明显抑制作用[１０]ꎮ 本实验探讨在

黄芪中哪种成分对损伤睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞合成雌二醇

(ｅｓｔｒａｄｉｏｌꎬＥ２)作用效果最佳ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料及试剂

大鼠睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞系(北京北纳创联生物技

术研究院)ꎻ胎牛血清(上海翊圣生物科技有限公

司)ꎻ胰蛋白酶(ＹＥＡＳＥＮ 公司)ꎻＲＰＭＩ１６４０ 培养基

(Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)ꎻ ＴＧＦ￣β１ 细胞因子 ( Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公

司)ꎻ大鼠雌二醇(ｅｓｔｒａｄｉｏｌꎬＥ２)ＥＬＩＳＡ 试剂盒、大鼠

细胞色素 Ｐ４５０ 芳香化酶(Ｐ４５０ａｒｏｍ)ＥＬＩＳＡ 试剂盒

(江苏菲亚生物科技有限公司)ꎻ黄芪总黄酮、黄芪

总皂苷、黄芪总多糖(北京索莱宝科技有限公司)ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞的培养及分组处理:用 ＲＰＭＩ１６４０
完全培养基(９０％ ＲＰＭＩ１６４０ 基础培养基ꎬ１０％胎牛

血清)ꎬ在 ５％ ＣＯ２、３７ ℃ 培养箱中传代培养睾丸

Ｌｅｙｄｉｇ 细胞ꎮ 将细胞分对照组、模型组 ( ５ ｎｇ / ｍＬ
ＴＧＦ￣β１ 造模)和中药干预组ꎮ 根据参考文献[１０]
和预实验的结果ꎬ将中药干预组分为:低和高剂量黄

芪总黄酮组(终浓度为 １０ 和 ５０ ｍｇ / Ｌ)ꎻ低和高剂量

黄芪总皂苷组(终浓度为 ２０ 和 １００ ｍｇ / Ｌ)ꎻ低和高

剂量黄芪总多糖组(终浓度为 １０ 和 １００ ｍｇ / Ｌ)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞爬片:用血细胞计数板进行细胞计数ꎬ

然后按照 ５×１０４ 个 / ｍＬ 的浓度稀释细胞ꎬ在 ６ 孔细

胞培养板中预先放置好无菌的盖玻片ꎬ将稀释好的

细胞按每孔 ２ ｍＬ 接种到 ６ 孔板中ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 检测 Ｅ２、Ｐ４５０ａｒｏｍ 及细胞爬片染色:
每组细胞加药 ４８ ｈ 后取出细胞ꎬ收集细胞上清液ꎬ
严格按 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书对 Ｅ２、Ｐ４５０ａｒｏｍ 进行

检测ꎬ细胞爬片用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 遍ꎬ多聚甲醛固定

１ / ２ ｈꎬ进行 ＨＥ 染色ꎬ然后用显微镜观察ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 细胞的计数:将细胞放大 ２００ 倍进行观察ꎬ
每张细胞爬片随机选取 ５ 个视野ꎬ用 Ｉｍａｇｅｊ￣ｗｉｎ６４
软件进行细胞计数ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０、ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６􀆰 ０ 软件进行

分析ꎬ计量资料用均值±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 黄芪主要成分对睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞合成 Ｅ２、

Ｐ４５０ａｒｏｍ 的影响

和正常组比较ꎬ模型组睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞中的 Ｅ２

含量降低 ２６􀆰 １４％ꎬ Ｐ４５０ａｒｏｍ 蛋白含量降低 ５０􀆰 ５６％ꎮ
和模型组比较ꎬ黄芪总黄酮(１０ 和 ５０ ｍｇ / Ｌ)、黄芪

总皂苷 ( ２０ 和 １００ ｍｇ / Ｌ)、 黄芪总多糖 ( １０ 和

５０ ｍｇ / Ｌ)使睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞中的 Ｅ２ 含量分别升高

１４􀆰 ５６％、 １９􀆰 ７７％、 ３７􀆰 ５１％、 １３􀆰 ６１％、 ２６􀆰 ０３％ 和

１􀆰 ５４％ꎬＰ４５０ａｒｏｍ 含量分别升高 ２􀆰 ５０％、２７􀆰 ５６％、
０􀆰 ５７％、１０􀆰 ７４％、２７􀆰 １４％和 ２４􀆰 ２３％(表 １)ꎮ

表 １　 黄芪主要成分对睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞合成 Ｅ２、
　 　 Ｐ４５０ａｒｏｍ 的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ａｔｒａｇａｌｕｓ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｎ Ｅ２

　 　 　 　 ａｎｄ Ｐ４５０ａｒｏｍ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ Ｌｅｙｄｉｇ ｃｅｌｌｓ
　 　 　 　 (ｘ±ｓꎬ ｎ＝８)

ｇｒｏｕｐ
Ｅ２ /

(ｎｇ / Ｌ)
Ｐ４５０ａｒｏｍ /
(ｐｍｏｌ / Ｌ)

ｃｏｎｔｒｏｌ ６７±１１ 　 ２４３±６

ｍｏｄｅｌ ４９±５∗ 　 １２０±５∗

ｔｏｔａｌ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ １０ ｍｇ / Ｌ ６３±１０ 　 １５３±１３△

ｔｏｔａｌ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ５０ ｍｇ / Ｌ ５０±８ 　 １４９±１１△

ｔｏｔａｌ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｆｌａｖｏｎｅ １０ ｍｇ / Ｌ ５７±１３ 　 １２３±１３

ｔｏｔａｌ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｆｌａｖｏｎｅ ５０ ｍｇ / Ｌ ５９±７ 　 １５３±１０△

ｔｏｔａｌ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｓａｐｏｎｉｎ ２０ ｍｇ / Ｌ ６８±６△ 　 １２１±１３

ｔｏｔａｌ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｓａｐｏｎｉｎ １００ ｍｇ / Ｌ ５６±７ 　 １３３±１９
∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻΔＰ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ.
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２１􀆰 ４１(１)

２􀆰 ２　 ＨＥ 染色观察睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞形态

模型组较正常组细胞数量显著减少ꎬ细胞呈多

种形态ꎬ以梭形、多角形细胞为主ꎬ核染色较深ꎬ核仁

不清楚ꎮ 中药干预组细胞数量明显多于模型组ꎬ但
少于正常组ꎬ胞体呈圆形、多边形、梭形、多角形ꎬ以
圆形和多边形细胞为主ꎬ部分可见核仁(图 １)ꎮ
２􀆰 ３　 黄芪主要成分对 ＴＧＦ￣β１ 损伤睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细
胞数量的影响

将 ＴＧＦ￣β１ 作用于模型组 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞后ꎬ与模

型组、实验组细胞和正常组细胞相比形态异常ꎬ数量

减少(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 黄芪总黄酮、黄芪总皂苷、黄芪总

多糖干预后ꎬ实验组细胞病变改善明显ꎬ和模型组相

比ꎬ细胞数量明显增多(Ｐ<０􀆰 ０１)(表 ２)ꎮ

３　 讨论

雄性动物的血清、睾丸网以及精液中都存在着

一定浓度的雌激素ꎮ 雌激素不仅对雌性生殖系统的

结构和功能至关重要ꎬ对雄性生殖系统的正常发育

和功能的维持也同样起着非常重要的作用[１１]ꎮ
睾丸Ｌｅｙｄｉｇ 细胞占睾丸细胞总数的 ２％ ~ ４％ꎬ是睾

丸中的内分泌细胞ꎮ Ｐ４５０ａｒｏｍ 作用于睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ
细胞、支持细胞和生殖细胞ꎮ 成熟 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞中的

图 １　 黄芪主要成分对各组细胞形态的影响

Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ (ＨＥꎬ×２００)

表 ２　 黄芪主要成分对 ＴＧＦ￣β１ 损伤睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ
　 　 细胞的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ａｔｒａｇａｌｕｓ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ
　 　 　 　 ｏｎ ＴＧＦ￣β１￣ｉｎｄｕｃｅｄ Ｌｅｙｄｉｇ ｃｅｌｌｓ ｎｕｍｂｅｒｓ
　 　 　 　 ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝５)

ｇｒｏｕｐ ｍｅａｎ Ｌｅｙｄｉｇ ｃｅｌｌｓ / ｆｉｅｌｄ

ｃｏｎｔｒｏｌ 　 　 　 ３５０±２９

ｍｏｄｅｌ ９４±２７∗

ｔｏｔａｌ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ １０ ｍｇ / Ｌ 　 　 　 １８９±３７△

ｔｏｔａｌ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ５０ ｍｇ / Ｌ 　 　 　 １７７±１９△

ｔｏｔａｌ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｆｌａｖｏｎｅ １０ ｍｇ / Ｌ 　 　 　 １４３±１３△

ｔｏｔａｌ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｆｌａｖｏｎｅ ５０ ｍｇ / Ｌ 　 　 　 ２４６±１８△

ｔｏｔａｌ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｏｆ ｓａｐｏｎｉｎ ２０ ｍｇ / Ｌ 　 　 　 １９９±３９△

ｔｏｔａｌ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｏｆ ｓａｐｏｎｉｎ １００ ｍｇ / Ｌ 　 　 　 １９４±３２△

∗Ｐ<０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻΔＰ<０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ.

Ｐ４５０ａｒｏｍ 在绒促性素诱导将合成的 Ｔ 转化成

Ｅ２
[１０]ꎮ 当 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞损伤或 Ｐ４５０ａｒｏｍ 表达及活性

降低时ꎬ Ｌｅｙｄｉｇ 细胞合成 Ｅ２ 减少甚至不合成ꎬ精子

的发生就会受到影响ꎮ
临床实践和文献检索发现ꎬ黄芪及其主要成分对

睾丸和 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞具有保护作用ꎮ 黄芪总黄酮具有

较强的抗辐射作用ꎬ能显著提高受致死剂量６０Ｃｏ￣γ 射

线照射小鼠的存活率ꎬ降低辐射对小鼠外周血 ＷＢＣ
和 ＰＬＴ 及脾脏的损伤作用[７]ꎮ 黄芪多糖可能通过清

除氧自由基及抗脂质过氧化的机制ꎬ减轻大剂量射线

对睾丸间质细胞表面的损伤[７￣８]ꎮ 黄芪总皂苷能够有

效降低糖尿病大鼠空腹血糖ꎬ能提高身体质量和睾丸

指数ꎬ提高血清睾酮含量ꎬ改善睾丸组织生化指标ꎬ改
善抗氧化酶活性、降低氧化应激损伤ꎬ改善睾丸组织

０７



李彦荣　 黄芪主要成分对 ＴＧＦ￣β１ 诱导大鼠睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞系合成雌二醇的影响

病变和细胞超微结构改变ꎬ提示黄芪总皂苷对糖尿病

大鼠睾丸组织具有保护作用[９ꎬ１２]ꎮ
ＴＧＦ￣β１ 在人睾丸表达的研究表明:ＴＧＦ￣β１ 可表

达于人睾丸的间质细胞、支持细胞与生精细胞ꎮ
ＴＧＦ￣β１是一种间质细胞的局部调节因子ꎬ通过自分

泌和旁分泌方式ꎬ在睾丸的发育与成熟和精子发生过

程中发挥着重要作用[１３]ꎮ ＴＧＦ￣β１ 对大鼠睾丸

Ｌｅｙｄｉｇ 细胞中雌、雄激素分泌均有明显抑制作用[１０]ꎮ
通过文献检索ꎬ尚未有黄芪主要成分对损伤

睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞合成 Ｅ２ 作用效果最佳成分的研

究报道ꎮ 本实验采用 ＴＧＦ￣β１ 对体外培养的睾丸

Ｌｅｙｄｉｇ 细胞进行模型构建ꎬ以黄芪总黄酮、黄芪总

皂苷和黄芪总多糖分别对 ＴＧＦ￣β１ 损伤的睾丸

Ｌｅｙｄｉｇ 细胞进行干预ꎮ 实验发现ꎬ三者均能缓解

ＴＧＦ￣β１ 抑制睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞分泌 Ｅ２、Ｐ４５０ａｒｏｍ
的作用ꎬ终浓度 ２０ ｍｇ / Ｌ 黄芪总皂苷缓解 ＴＧＦ￣β１
抑制睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞合成 Ｅ２ 的作用最明显ꎬ终浓

度 ５０ ｍｇ / Ｌ 的黄芪总黄酮缓解 ＴＧＦ￣β１ 抑制睾丸

Ｌｅｙｄｉｇ 合成 Ｐ４５０ａｒｏｍ 的作用最明显ꎻ三者均能改

善睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞病变ꎬ促进 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞的增殖ꎬ
２０ ｍｇ / Ｌ 黄芪总皂苷促使 ＴＧＦ￣β１ 诱导下 Ｌｅｙｄｉｇ 细

胞的增殖效果最显著ꎮ
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