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核桃分心木总皂苷改善大鼠睾丸功能的机制研究

刘 鹏 1，王 震 1，王 英 1，胡本祥 2　（1. 商洛职业技术学院医学院，陕西 商洛 726000；2. 陕西中医药大学药学院，陕西 咸阳 
712000）

［摘 要］　目的　探讨核桃分心木（DJF）总皂苷对大鼠睾丸功能的改善作用及可能机制。方法　将 50只 SD雄性大鼠随机分

为NC组、MG模型组（MG组）、DJF低剂量组（LDJF组）、DJF中剂量组（MDJF组）和DJF高剂量组（HDJF组），每组 10只；NC组每日皮

下注射生理盐水 500 mg/kg，其余各组连续 8 周每日皮下注射 D-半乳糖 500 mg/kg 以建立亚急性衰老大鼠模型。皮下注射 4 周时，

LDJF 组、MDJF 组、HDJF 组大鼠分别给予 100 mg/kg、200 mg/kg、400 mg/kg 的 DJF 总皂苷提取物灌胃，NC 组和 MG 组大鼠分别给予

100 mg/kg生理盐水灌胃，共连续 28 d。称量各组大鼠体质量，分析各组大鼠睾丸指数及精子参数，并观察大鼠睾丸组织形态学变

化；检测各组大鼠血清中睾酮及氧化因子超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）水平；Western blot检测相关蛋白表达。结果　与NC
组相比，MG组大鼠睾丸重量、睾丸指数、血清睾酮、SOD水平及精子密度、存活率、活动度下降，MDA水平升高，睾丸组织中Nrf2和

HO-1蛋白表达下调，p53和 p21蛋白表达则上调，差异均有统计学意义（P<0. 05）。与MG组相比，HDJF组大鼠睾丸重量、睾丸指数、

血清睾酮、SOD水平及精子密度、存活率、活动度升高，MDA水平下降，睾丸组织中Nrf2和HO-1蛋白表达上调，p53和 p21蛋白表达

下调，差异均有统计学意义（P<0. 05）；LDJF组、MDJF组上述指标与MG组比较差异无统计学意义（P>0. 05）。与NC组相比，MG组大

鼠睾丸组织生精细胞排列紊乱，细胞数量减少，曲细精管管腔内精子数量明显减少；与MG组相比，给予DJF总皂苷干预后，大鼠睾丸

组织形态有所改善，精子数量有所增加，以HDJF组大鼠改善最为明显。结论　DJF总皂苷能有效改善大鼠睾丸功能衰退，这可能与

激活Nrf2/HO-1通路，增强抗氧化应激水平，抑制衰老相关蛋白表达有关。
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Study on the mechanism of total saponins of diaphragma juglandis fructus improving testicular function in rats
LIU Peng1，WANG Zhen1，WANG Ying1，HU Ben-xiang2　（1.Shangluo Vocational and Technical College Medical School，Shangluo 
Shaanxi 726000，China；2.College of Pharmacy，Shaanxi University of Chinese Medicine，Xianyang Shaanxi 712000，China）

Abstract: Objective　To explore the effect of total saponins of diaphragma juglandis fructus （DJF） on testicular function in rats and its 
possible mechanism. Methods　Fifty SD male rats were randomly divided into NC group， MG model group（MG group）， DJF low-dose 
group （LDJF group）， DJF medium-dose group （MDJF group） and DJF high-dose group （HDJF group）， with 10 rats in each group. The NC 
group was given daily subcutaneous injection of normal saline 500 mg/kg，and the other groups were given daily subcutaneous injection of 
D-galactose 500 mg/kg for 8 weeks to establish the subacute aging rat model. After 4 weeks of subcutaneous injection，rats of the LDJF group，
MDJF group and HDJF group were given 100 mg/kg，200 mg/kg and 400 mg/kg DJF total saponin extract by gavage，respectively，and rats of 
the NC group and MG group were given 100 mg/kg normal saline by gavage，respectively，for 28 consecutive days. The body weight of rats in 
each group was measured，the testicular index and sperm parameters of rats in each group were analyzed，and the pathological changes of 
testicular tissue were observed. The serum levels of testosterone，oxidation factor superoxide dismutase （SOD） and malondialdehyde （MDA） 
in each group were detected. The expression of related proteins was detected by Western blot. Results　 Compared with the NC group，
testicular weight，testicular index，serum testosterone and SOD levels，sperm density，sperm survival rate and sperm activity of rats in MG 
group were decreased，and MDA level of rats in MG group was increased；the protein expressions of Nrf2 and HO-1 in testicular tissue of rats 
in MG group were down-regulated，and the protein expressions of p53 and p21 in testicular tissue of rats in MG group were up-regulated，with 
statistically significant differences （P<0. 05）. Compared with the MG group，testicular weight，testicular index，serum testosterone and SOD 
levels，sperm density，sperm survival rate and sperm activity of rats in HDJF group were increased，and MDA level of rats in HDJF group was 
decreased；the protein expressions of Nrf2 and HO-1 in testicular tissue of rats in HDJF group were up-regulated，and the protein expressions 
of p53 and p21 in testicular tissue of rats in HDJF group were down-regulated，with statistically significant differences （P<0. 05）. There was 
no significant difference in the above indexes between LDJF group，MDJF group and MG group （P>0. 05）. Compared with the NC group，the 
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arrangement of spermatogenic cells in testicular tissue was disordered，the number of spermatogenic cells was reduced，and the number of 
spermatozoa in seminiferous tubule was reduced in the MG group. Compared with the MG group，the testicular morphology was improved and 
the number of spermatozoa was increased after DJF total saponins intervention，and the improvement was most obvious in the HDJF group.
Conclusion　DJF total saponins can effectively ameliorate the decline of testicular functionin in rats，which may be related to activation of 
Nrf2/HO-1 pathway，enhancement of antioxidant stress level and inhibition of aging-related protein expression.

Keywords: diaphragma juglandis fructus；total saponins；D-galactose；aging；testicular function；Nrf2/HO-1 pathway

随着衰老、生活压力增加、生活方式的改变等，男

性睾丸系统机能会发生老化，进而引起性欲减退、抑

郁、暴躁等不良情绪，对其身心健康和生活质量造成

严重影响[1]。目前衰老的机制尚不清楚，但普遍认为

氧化应激损伤是男性生殖器官功能衰退的主要机制

之一[2]。核桃分心木（diaphragma juglandis fructus，DJF）
作为一味临床常用的中医良药，具有固精止遗、涩精

缩尿、止泻治痢等多种药用功效，其主要活性成分皂

苷类化合物同样具有较高的药用价值[3]。研究表明，

DJF 总皂苷具有抗氧化作用，能够很好地清除机体产

生的羟基自由基[4]。此外，动物实验证实，DJF 总皂苷

可抑制 D-半乳糖诱导的小鼠衰老[5-7]。然而 DJF 总皂

苷是否能够缓解衰老相关的生殖功能衰退目前尚不

清楚。核因子 E2相关因子 2(nuclear factor erythroid 2-

related factor 2，Nrf2)/血红素氧化酶1（hemeoxygenase-1，
HO-1）轴是氧化应激中的关键信号通路，Nrf2 作为调

控抗氧化应激的一种关键转录因子，在诱导机体的抗

氧化应答中起着重要调节作用[8-9]；HO-1被认为是一种

有效的抗氧化剂，Nrf2可以调节 HO-1启动子活性，在

维持细胞内氧化还原平衡中发挥着重要作用[10]。
Nakamura等[11]的研究显示，敲除 Nrf2基因能够加速衰

老模型鼠的精子生成障碍。基于既往研究报道结果，

本研究通过 D-半乳糖皮下注射构建雄性衰老大鼠模

型，拟探讨 DJF总皂苷对衰老大鼠睾丸功能衰退的影

响，以及潜在的分子作用机制，以期为临床改善男性

生殖器官功能衰退提供更多理论基础。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

50 只 8 周龄 SD 雄性大鼠 [使用许可证号：SYXK
（陕）2021-003]，体质量为（200±20）g，饲养温度为（25±
2）℃，湿度为（55±5）%，每 12 h 明暗交替，自由饮水和

饮食，所有大鼠适应性喂养1周。

1. 2　实验试剂及仪器

DJF（云南玉溪）；D-半乳糖（纯度≥99. 0%，上海化

学试剂总厂）；ELISA 试剂盒（上海一研生物科技有限

公司）；BCA蛋白定量试剂盒[翌圣生物科技(上海)股份

有限公司]；Nrf2、HO-1、p21、p53兔抗大鼠抗体（中杉金

桥生物技术有限公司）；HRP标记山羊抗兔二抗（美国

Cell Signaling Technology 公司）。光学显微镜（日本奥

林巴斯公司）；低温高速离心机（型号TGL20M，北京白

洋离心机有限公司）；酶标仪（型号 MK-3，美国赛默飞

世尔科技有限公司）。

1. 3　实验方法

1. 3. 1　DJF总皂苷的提取、纯化　　取核桃果核内的

分心木，经粉碎机粉碎后过 80 目筛，称取 100 g，置于

圆底烧瓶，按 1∶20的比例加入 75% 乙醇，水浴加热回

流 提 取 3 次 ，每 次 2 h，所 得 提 取 液 混 合 浓 缩 至

50 mL，得到粗提液，然后稀释、过滤后利用D-101大孔

吸附树脂进行分离、纯化，干燥后所得粉末即为DJF总

皂苷。

1. 3. 2　实验建模　　将 50 只 SD 雄性大鼠适应性喂

养 1周后，随机分为NC组、MG模型组（MG组）、DJF低

剂量组（LDJF组）、DJF中剂量组（MDJF组）和DJF高剂

量组（HDJF组），每组 10只。NC组每日皮下注射生理

盐水 500 mg/kg，其余各组连续 8周每日皮下注射D-半

乳糖 500 mg/kg以建立亚急性衰老大鼠模型。皮下注射

4 周时，LDJF 组、MDJF 组、HDJF 组大鼠分别给予

100 mg/kg、200 mg/kg、400 mg/kg 的 DJF 总皂苷提取物

灌胃，NC 组和 MG 组大鼠分别给予 100 mg/kg 生理盐

水灌胃，共连续28 d。
1. 3. 3　标本采集　　实验结束，称量各组大鼠体质

量，抽取静脉全血约 5 mL，12 000 r/min离心 20 min，取
上清，-20 ℃保存备用。麻醉并处死所有大鼠，迅速切

开阴囊取出睾丸称其湿重，计算睾丸指数（睾丸湿重/
体质量）；然后取大鼠左侧睾丸进行 HE 染色病理观

察，取右侧睾丸用于 Western blot 实验；取附睾尾及输

精管分析精子参数。根据大鼠一般状态、睾丸指数、

睾酮水平、睾丸组织形态、精子数量及存活率等评估

亚急性衰老大鼠建模情况。

1. 3. 4　血清中睾酮、超氧化物歧化酶（superoxide 
dismutase，SOD）及丙二醛（malondialdehyde，MDA）含

量检测　　取上述离心后的血清样品，根据 ELISA 试

剂盒步骤检测各组大鼠血清中睾酮及氧化因子 SOD、

MDA水平。
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1. 3. 5　HE 染色观察睾丸组织形态学变化　　取大

鼠新鲜睾丸组织制成石蜡组织标本，5 μm厚度连续切

片，放入烘烤机 60 ℃烘干 30 min；将切片置入玻片架，

依次置入二甲苯中脱蜡 2 次，每次 5 min，梯度乙醇脱

水 5 min，加入苏木精溶液染色 5 min，去除多余染液，

加入盐酸乙醇分化 30 s 使组织返蓝，伊红染液染色

2 min，终止染色，梯度乙醇脱水、二甲苯透明，用中性

树胶封片，镜下观察。

1. 3. 6　精子参数检测　　取大鼠附睾尾用眼科剪剪

碎，并用细针扎破输精管，置于提前预热至 37 ℃的

PBS液中，水浴 10 min，使精子充分溢出，取 10 μL液体

滴于载玻片，自然晾干，4% 多聚甲醇固定，显微镜下

观察精子活力及密度，2%伊红溶液染色 2 h后镜检计

算精子存活率。

1. 3. 7　Western blot 检测睾丸组织衰老相关蛋白表

达　　取大鼠睾丸组织加入蛋白裂解液，提取组织总

蛋白并检测其浓度，取 20 μg蛋白进行凝胶电泳，分离

蛋白，转至 PVDF 膜上，封闭 1 h 后分别加入 Nrf2、
HO-1、p21、p53 蛋白一抗（1∶1 000）孵育过夜，次日加

入相应二抗，室温孵育 2 h，缓冲液洗涤 3 次，暗室曝

光、显影，用 ImageJ软件分析灰度值。

1. 4　统计学分析

采用 SPSS 22. 0 统计学软件进行数据分析，计量

资料采用均数±标准差（x̄±s）表示，多组间比较采用

one-way ANOVA 分析，两两比较采用 LSD-t 检验；以

P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　亚急性衰老大鼠模型的构建

与 NC 组相比，其余各组大鼠在注射 D-半乳糖后

状态逐渐变差，表现为毛发发黄、褪毛，皮肤干燥、松

弛，活动量减少，精神状态不佳。注射 D-半乳糖 8 周

后，无大鼠死亡，待各组大鼠完成体质量称量及采血

留样后处死大鼠，观察到与 NC 组相比，MG 组、LDJF
组、MDJF 组、HDJF 组大鼠睾丸指数及睾酮水平明显

降低，睾丸组织形态破坏，精子数量减少、存活率降

低，提示皮下注射D-半乳糖成功建立了亚急性衰老大

鼠模型。

2. 2　各组大鼠体质量、睾丸重量、睾丸指数比较

实验结束后称量所有大鼠，各组大鼠体质量比较

差异无统计学意义（P>0. 05）；与 NC 组相比，MG 组大

鼠的睾丸重量及睾丸指数明显下降，差异有统计学意

义（P<0. 05）；给予 DJF总皂苷干预后，HDJF组大鼠睾

丸重量和睾丸指数均较 MG 组显著增加（P<0. 05），

LDJF 组、MDJF 组与 MG 组上述指标比较差异均无统

计学意义（P>0. 05），见表1。

2. 3　各组大鼠血清中睾酮、SOD及MDA水平比较

ELISA检测显示，与NC组比较，MG组大鼠血清中

睾酮及 SOD 水平下降，MDA 水平升高，差异均有统计

学意义（P<0. 05）；与 MG 组比较，HDJF 组大鼠血清中

睾酮及 SOD 水平升高，MDA 水平下降，差异均有统计

学意义（P<0. 05）；LDJF组、MDJF组与MG组上述指标

比较差异均无统计学意义（P>0. 05），见表2。

2. 4　各组大鼠睾丸组织形态学观察

HE染色显示，NC组大鼠睾丸组织结构正常，生精

细胞排列整齐，曲细精管中含有大量精子；MG组睾丸

组织生精细胞排列紊乱，细胞数量减少，曲细精管管

腔内精子数量明显减少；与MG组相比，给予DJF总皂

苷干预后，大鼠睾丸组织形态有所改善，精子数量有

所增加，以HDJF组大鼠改善最为明显，见图1。
2. 5　各组大鼠精子参数比较

检测附睾尾及输精管内精子参数发现，MG 组大

鼠精子密度、存活率及活动度较NC组下降，差异均有

统计学意义（P<0. 05）；与 MG 组比较，HDJF 组大鼠精

子密度、存活率及活动度增加，差异均有统计学意义

（P<0. 05）；LDJF组、MDJF组与MG组上述指标比较差

异均无统计学意义（P>0. 05），见表3。
2. 6　各组大鼠睾丸组织衰老相关蛋白表达比较

Western blot 结果显示，与 NC 组比较，MG 组大鼠

睾丸组织中 Nrf2 和 HO-1 蛋白表达下调，p53 和 p21蛋

表1　各组大鼠体质量、睾丸重量、睾丸指数比较

组别

NC组

MG组

LDJF组

MDJF组

HDJF组

F
P

n
10
10
10
10
10

体质量（g）
472±30. 28
428±19. 56
436±20. 17
453±15. 80
474±29. 05

9. 508
0. 430

睾丸重量（g）
1. 85±0. 63
1. 27±0. 32*

1. 35±0. 29
1. 42±0. 37
1. 72±0. 44#

23. 180
<0. 001

睾丸指数（×10-3）
5. 12±0. 35
2. 97±0. 13*

3. 23±0. 30
3. 56±0. 21
4. 73±0. 19#

35. 427
<0. 001

*：与NC组比较，P<0. 05；#：与MG组比较，P<0. 05

表2　各组大鼠血清中睾酮、SOD及MDA水平比较

组别

NC组

MG组

LDJF组

MDJF组

HDJF组

F

P

n

10
10
10
10
10

睾酮（nmol/L）
8. 17±1. 04
3. 54±0. 84*

3. 95±0. 59
4. 17±0. 35
6. 42±0. 55#

57. 250
<0. 001

SOD（U/mg）
121. 52±11. 30

75. 80±6. 18*

84. 02±5. 87
91. 13±8. 05

115. 78±9. 60#

80. 549
<0. 001

MDA（U/mg）
3. 32±0. 41
6. 08±0. 72*

5. 70±0. 53
5. 26±0. 28
3. 50±0. 47#

42. 672
<0. 001

*：与NC组比较，P<0. 05；#：与MG组比较，P<0. 05
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白表达则上调，差异均有统计学意义（P<0. 05）；与MG组

比较，HDJF组大鼠睾丸组织中 Nrf2和 HO-1蛋白表达

上调，p53和 p21蛋白表达则下调，差异均有统计学意

义（P<0. 05）；LDJF组、MDJF组与MG组上述指标比较

差异均无统计学意义（P>0. 05），见图2。

3　讨论

近年来随着生活压力的增大，男性机体衰老过程

相对提前，其中生殖器官的衰老及机制研究引起了广

泛关注。在衰老过程中，机体抗氧化能力下降，导致

氧自由基增多，随着年龄增长，男性睾丸生殖功能逐

渐下降，表现为血清总睾酮及游离睾酮水平下降。因

此，探究衰老对睾丸形态、功能的影响对于延缓男性

生殖器官衰老具有重要意义。D-半乳糖是一种致衰

剂，研究证实连续皮下注射大剂量D-半乳糖可获得可

靠的衰老模型，已广泛用于衰老机制研究中[12]。本研

究通过构建 SD雄性大鼠衰老模型，发现MG组大鼠精

子数量减少、存活率降低，睾丸功能下降，睾丸组织形

态破坏，提示大鼠衰老模型构建成功。给予高剂量

DJF 总皂苷干预后，大鼠睾丸组织形态及功能得到有

效改善，提示适量的 DJF总皂苷具有延缓大鼠睾丸功

能衰退的作用。

衰老是多种病理、生理及心理过程综合作用，导

致机体生理功能退化及丧失的必然过程，目前较为认

可的学说是：在衰老过程中多种来源的促氧化剂增

加，而抗氧化酶减少，导致机体内氧化还原失衡，造成

氧化应激损伤，进而导致细胞衰老[13-14]。DJF总皂苷提

取物具有较强的抗氧化活性，能够清除自由基和超氧

离子，提高内源性抗氧化酶活性，增强抗氧化功能[15]。
相关研究也报道，给予 DJF醇提物干预能够通过清除

自由基，有效改善 D-半乳糖诱导的器官衰老和损

伤[16]。Meng 等[17]的研究则表明，DJF 提取物通过增强

细胞活力显著减弱了 H2O2在人源正常肝细胞 LO2 中

诱导的氧化损伤，阐明了 DJF的潜在生物活性。而本

研究发现，给予高剂量DJF总皂苷干预后，大鼠氧化损

伤较 MG 组显著降低，提示适量的 DJF 总皂苷干预可

降低氧化应激损伤，改善衰老大鼠睾丸功能。

a:NC组；b:MG组；c:LDJF组；d:MDJF组；e:HDJF组

图1　HE染色观察各组大鼠睾丸组织形态变化

表3　各组大鼠精子参数比较

组别

NC组

MG组

LDJF组

MDJF组

HDJF组

F

P

n

10
10
10
10
10

精子密度
（×106/mL）
21. 40±0. 75

9. 72±0. 26*

11. 59±0. 17
12. 33±0. 30
16. 83±0. 52#

9. 508
0. 430

精子存活率
（%）

67. 50±12. 14
41. 35±9. 72*

45. 82±10. 56
48. 15±10. 12
55. 27±9. 28#

23. 180
<0. 001

精子活动度
（%）

76. 20±0. 60
45. 15±0. 48*

50. 66±0. 30
56. 32±0. 41
73. 10±0. 35#

35. 427
<0. 001

*：与NC组比较，P<0. 05；#：与MG组比较，P<0. 05

a:蛋白电泳图；b:蛋白表达定量统计    *：与NC组比较，P<0.05；#：与MG组比较，P<0.05
图2　各组大鼠睾丸组织衰老相关蛋白表达水平比较
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Nrf2/HO-1信号途径已被证实在抗氧化应激反应

中发挥重要作用。相关研究表明，知母皂苷能够阻断

高脂饮食诱导的肥胖大鼠的炎症和血脂异常，改善氧

化应激，其原因与 Nrf2/HO-1 信号通路激活密切相

关[18-19]。太白龙牙总皂苷能提高抗氧化能力，有效改

善D-半乳糖诱导的器官损伤，对D-半乳糖诱导的大鼠

衰老具有逆转作用，其原因与 Nrf2/HO-1 通路激活有

关[20]。本研究发现，给予高剂量 DJF 总皂苷干预后，

Nrf2/HO-1通路相关蛋白Nrf2、HO-1表达较MG组显著

上调，推断DJF总皂苷可调控Nrf2/HO-1通路活性。此

外，研究证明，p53是细胞衰老的中心介质，而 p21是响

应 p53表达所必需的，激活 p53/p21通路能诱导细胞周

期阻滞，引发细胞衰老[21]。Bonda 等[22]研究也表明，阻

断 p53/p21通路明显抑制了细胞衰老过程。本研究发

现，与MG组相比，高剂量DJF总皂苷干预下调了大鼠

睾丸组织中 p21和 p53蛋白表达，说明适量的DJF总皂

苷可以抑制衰老蛋白表达，从而延缓D-半乳糖诱导的

睾丸组织衰老。

综上所述，DJF总皂苷可能通过激活Nrf2/HO-1通

路，增强抗氧化应激水平，抑制衰老相关蛋白表达，进

而缓解大鼠睾丸功能衰退，为下一步 DJF的深度开发

利用提供了一定的实验依据。
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