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牛膝正丁醇萃取物对小鼠繁殖性能的影响
Ξ
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　　[摘　要 ]　用不同剂量 (0. 5, 2. 0, 4. 0 gökg) 牛膝正丁醇萃取物给配对前的成年小鼠连续灌喂 15 d, 检测部分

雄鼠精液品质、睾丸发育情况和内脏器官; 同时在雌、雄小鼠合笼后观察小鼠妊娠及胚胎发育情况, 以探讨牛膝正

丁醇萃取物对成年小鼠繁殖性能的影响。结果表明, 牛膝正丁醇萃取物不能明显干扰小鼠的繁殖性能, 小鼠可以正

常发情、妊娠, 且胎儿发育正常, 仅 4. 0 gökg 剂量处理组母鼠的胎仔数与其他各组相比差异显著 (P < 0. 05)。2 和 4

gökg 灌喂剂量可引起小鼠脾脏、肝脏、肾脏出现急性炎症反应。
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　　牛膝 (A chy ran thes bid en ta ta B lum e) 为苋科牛

膝属多年生草本药用植物, 其味苦、酸, 性平偏凉, 走

下焦入肝肾。因其具有下行之性, 常用于活血通经、

补肝肾、强筋骨, 可治疗难产、胞衣不下等病症及堕

胎[1 ]。许宏亮等[2 ]、王晓娟等[3 ]、惠永正等[4 ]研究认

为, 牛膝的活性物质主要为聚糖类、皂甙类和蜕皮激

素类。王晓娟等[3 ]、孟大利等[5 ]研究表明, 牛膝通过

正丁醇萃取后可以获得多种皂苷类成分, 如 32O 2
[Α2L 2吡喃鼠李糖2(1→3) 2Β2D 2吡喃葡萄糖醛酸 ]2齐
墩果酸2282O 2(Β2D 2吡喃葡萄糖)、32O 2(Β2D 2吡喃葡

萄糖醛酸) 2齐墩果酸2282O 2(Β2D 2吡喃葡萄糖)、竹

节参皂甙21 等, 这些皂甙均为五环三萜皂甙, 其皂

苷元为齐墩果酸。牛膝皂甙具有重要的药理活性, 如

抗炎、抗菌和镇痛作用[6 ] , 以及对肿瘤细胞的抑制作

用[7 ]和对雌性动物的抗生育作用[8211 ]。但是, 目前国

内关于牛膝皂甙类抗生育作用的研究只是侧重于对

小鼠等实验动物抗孕卵着床和抗早孕方面[8211 ] , 而

对动物其他生理阶段生殖机能的作用研究报道较

少, 尤其对配对前期动物繁殖性能影响的研究几乎

未见报道。为此, 本研究根据常规繁殖毒理研究方

法, 探讨了牛膝正丁醇萃取物对动物配对前期繁殖

性能和生殖器官的影响, 以为牛膝的进一步开发利

用提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

1. 1. 1　试验动物　选用健康、繁殖性能正常、体重

为 25～ 30 g 的二级 ICR 小白鼠 120 只。

1. 1. 2　牛膝正丁醇的萃取　按照文献[ 3 ]的提取方

法, 取怀牛膝根 (购自河南沁阳) 5 kg, 洗净, 60 ℃干

燥后粉碎, 然后依次用体积分数为 95% , 70% 和

50% 的乙醇浸提 3 d, 合并滤液并减压浓缩后, 分别

用乙醚、乙酸乙酯和正丁醇萃取, 即可获得牛膝正丁

醇萃取物 174 g, 使用前用 0. 9% 生理盐水稀释。

1. 2　试验方法

将 120 只小白鼠按雌、雄分开, 根据性别和体重

随机分为 6 个处理组和 2 个对照组, 每组 15 只, 所

有小白鼠的日粮和营养标准以及饲养管理均相同。

对照组小白鼠灌喂 0. 9% 生理盐水溶液, 处理组小

白鼠按照 0. 5, 2. 0 和 4. 0 gökg 的设计剂量每日灌

喂 1 次, 连续灌服 15 d。在末次给药 48 h 后每组随

机处死 5 只小白鼠进行剖检, 称量肝脏、肾脏、脾脏、

卵巢和睾丸重量, 然后制片, 并用H E 染色后镜检观

察。对雄性小白鼠, 取其输精管精子, 利用常规检查

方法评定精液品质。

将每组剩余小鼠在末次给药后 48 h 按雌、雄数

量 2∶1 的比例与未处理小鼠合笼, 翌日上午对雌鼠

进行阴道栓检查。在合笼 20 d 解剖雌鼠, 统计死、活
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胚胎数 (含着床点) , 分析胎儿发育情况及母鼠的妊

娠率。

1. 3　数据统计与分析

在试验期间, 每天观察并记录各组小鼠的临床

表现, 试验数据利用 Excel 软件进行统计处理。

2　结果与分析

2. 1　牛膝正丁醇萃取物对小白鼠妊娠率的影响

　　不同给药剂量的牛膝正丁醇萃取物对母鼠妊娠

的影响情况见表 1。从表 1 可知, 3 个处理组母鼠的

妊娠率均为 100% , 但胚胎在着床后的发育过程中

都不同程度地被子宫吸收, 且吸收胚胎随用药剂量

的增加而上升, 特别是处理É 组中的 1 只雌鼠, 其

10 个胚胎在怀孕早期全部终断发育而被子宫吸收,

其子宫特征几乎呈未孕鼠的子宫状态, 其胎仔数与

其他各组相比差异显著 (P < 0. 05)。但是, 不同处理

组母鼠的妊娠率、胚胎着床点数与对照组相比差异

不显著 (P > 0. 05)。从雄鼠处理组可知, 3 个雄鼠组

配偶母鼠的妊娠率均为 100% , 胎仔数与对照组亦

无明显差异 (P > 0. 05)。

表 1　牛膝正丁醇萃取物对小鼠妊娠的影响

T able 1　Effects of n2butano l ex tract from achyran thes b iden tata on p regnancy of m ice

组别
Group

性别
Sex

剂量ö
(g·kg- 1·d- 1)

Do se

妊娠率ö%
P regnan t

ratio

终止妊娠鼠数
T erm ination of

p regnancy

着床点数
N o. of em bryo

imp lan tation

胎仔数
V iab le fetuses per

p regnan t mouse

É ♀ 4. 0 100 1 9. 91±1. 34 6. 50±2. 00 a

Ê ♀ 2. 0 100 0 10. 58±1. 01 10. 08±1. 10 b

Ë ♀ 0. 5 100 0 11. 29±3. 82 10. 87±2. 37 b

CKÉ ♀ - 100 0 10. 42±2. 41 10. 16±3. 75 b

Ì ♂ 4. 0 100 - - 11. 08±5. 10

Í ♂ 2. 0 100 - - 9. 50±1. 43

Î ♂ 0. 5 100 - - 9. 20 ±2. 20

CKÊ ♂ - 100 - - 10. 01±3. 75

　　注: 同列数据后标不同字母者表示差异显著 (P < 0. 05)。

N o te: D ata w ith differen t letters in the sam e row differ sign ifican tly at P < 0. 05.

2. 2　牛膝正丁醇萃取物对小鼠性行为和胚胎发育

的影响

对小鼠灌服牛膝正丁醇萃取物后, 在整个试验

期间, 各组小鼠均未见异常行为表现, 3 个雄鼠处理

组小鼠均能够正常交配; 3 个雌鼠处理组小鼠均在

合笼 3 d (2～ 5 d) 内进入动情期, 与对照组的 2 d

(1～ 4 d)相比, 其交配时间无明显差异, 说明牛膝正

丁醇萃取物对小鼠的性行为没有明显影响。

3 个雌鼠处理组母鼠怀孕后子宫发育良好, 子

宫径粗直, 呈大的结节状, 淡红色。除极个别胚胎被

明显吸收萎缩外, 其余胚胎均正常发育。子宫呈密集

的串珠状, 妊娠 17～ 18 d 的胎儿均呈鲜红色。初生

幼仔体重均在 1. 8 g 左右, 发育正常。

2. 3　牛膝正丁醇萃取物对雄鼠精液品质和睾丸质

量的影响

不同剂量的牛膝正丁醇萃取物对雄鼠精液品质

和睾丸质量及大小的影响见表 2 和表 3。由表 2 可

见, Í , Î 组小鼠精液中平均精子密度比对照组高,

不同处理组之间精子密度虽略有差异, 但不显著

(P > 0. 05) ; 处理组精子活率、畸形率与对照组相比

也没有显著差异 (P > 0. 05)。

从表 3 可以看出, 不同剂量牛膝正丁醇萃取物

对小鼠睾丸的质量和形态无明显影响 (P > 0. 05) ,

处理组和对照组小鼠睾丸与体重比值接近, 形态正

常。

表 2　牛膝正丁醇萃取物对雄鼠精液品质的影响

T able 2　Effects of n2butano l ex tract of achyran thes b iden tata on sperm quality

组别
Group

数量
N o. of m ice

精子密度ö(×108 mL - 1)
Sperm density

精子活率ö%
Sperm mobility

精子畸形率ö%
Percen tage of

sperm abno rm ality

Ì 5 4. 71±1. 35 75. 93±4. 68 13. 02±2. 17

Í 5 5. 10±0. 88 77. 41±4. 51 10. 73±2. 33

Î 5 5. 32±0. 92 76. 09±5. 18 11. 48±3. 59

CK Ê 5 4. 93±1. 06 77. 23±5. 32 11. 22±2. 65
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表 3　牛膝正丁醇萃取物对雄鼠睾丸发育的影响

T able 3　Effects of n2butano l ex tract of achyran thes b iden tata on test is of m ale m ice

组别
Group

数量
N o. of m ice

睾丸湿重öm g
W eigh t

睾丸长径ömm
L ength of

testis

睾丸短径ömm
D iam eter of

testis

睾丸与体重比值
W eigh t ratio of

testis to body

Ì 5 206. 5±12. 3 7. 25± 0. 25 4. 90±0. 05 6. 90×10- 3

Í 5 185. 6±31. 8 6. 51±0. 19 4. 18±0. 03 6. 89×10- 3

Î 5 173. 7±22. 6 7. 56±0. 32 4. 63±0. 18 6. 58×10- 3

CK Ê 5 201. 0±21. 3 7. 73±0. 43 5. 14±0. 38 7. 15×10- 3

2. 4　牛膝正丁醇萃取物对小鼠内脏器官的影响

对停药后的雌、雄鼠内脏进行镜检观察发现, 牛

膝正丁醇萃取物主要对É、Ê、Ì、Í 组小鼠的肾脏、

肝脏、脾脏有影响, 出现了病理变化, 表现出以下特

征: 肾脏肾小球毛细血管内皮细胞增生, 充满整个肾

小球囊, 肾小管上皮细胞胞浆内充满大量红染颗粒,

导致细胞肿大, 肾小管管腔闭塞, 有散在的点状出

血; 肝脏的肝细胞胞浆内也出现红染颗粒, 肝细胞索

紊乱, 而中央静脉、叶间静脉、胆小管变化不大; 脾脏

皮质淋巴小结扩张, 细胞数目增多, 皮质窦、小梁窦

有少量浆液及大量红细胞, 被膜略有增厚。表明较高

剂量 (2. 0, 4. 0 gökg)的牛膝正丁醇萃取物灌喂可引

起小鼠内脏器官发生病变, 而低剂量 (0. 5 gökg) 灌

喂时对小鼠内脏器官的作用不明显。

牛膝正丁醇萃取物对所有处理组全部小鼠睾

丸、卵巢的作用不明显, 雄鼠睾丸形态正常, 切片观

察可见睾丸上存在精原细胞、初级精母细胞、次级精

母细胞以及精细胞; 母鼠卵巢内可见大量初级卵泡、

已排卵卵泡腔, 只有个别小鼠卵巢未见次级卵泡, 其

他正常。

3　结论与讨论

中草药是我国独特的资源之一, 目前已越来越

多地应用于畜牧业生产以及家畜繁殖中, 并且副作

用很小。牛膝作为下行之中药, 在复方中应用比较广

泛。从本研究看, 牛膝正丁醇萃取物口服对小鼠生殖

系统的影响作用较小, 即使用较大剂量的牛膝正丁

醇萃取物处理未配对小鼠, 雌、雄小鼠也均能正常发

情、排卵, 参与繁殖过程, 其性行为、存活胚胎均表现

正常, 母鼠妊娠率均达到 100% , 但大剂量处理组妊

娠母鼠的胎仔数比其他剂量处理组显著减少。

牛膝正丁醇萃取物中的主要成分是酸性三萜皂

苷, 皂苷元为齐墩果酸; 其次还含有微量的蜕皮甾

酮。研究表明[8211 ] , 牛膝中对动物发挥抗早期妊娠作

用和催产功效的活性成分是牛膝中的皂甙。王世祥

等[9 ]研究认为, 牛膝总皂甙抗早孕作用可被外源性

黄体酮、人绒毛膜促性腺激素和泰必利部分拮抗; 牛

膝总皂甙灌喂可显著抑制假孕小鼠和去卵巢小鼠的

子宫蜕膜细胞反应, 表明其不仅能改变形成和维持

蜕膜细胞反应所需的激素环境, 而且对蜕膜组织有

一定的直接作用, 这可能是牛膝总皂甙抗着床、抗早

孕机制中的重要因素。本研究也提示, 牛膝皂甙作用

的靶器官可能是子宫, 但是由于未孕子宫的微环境

不同于妊娠子宫, 因而对未孕子宫的干扰作用较小。

动物发情主要依靠雌激素的作用, 一定量的雌

激素作用于母畜生殖道使之产生一系列变化, 并将

信息作用于大脑皮层, 使雌性动物产生性欲, 同时出

现允许雄性动物爬跨、交配等外部行为的变化。从本

试验结果来看, 牛膝正丁醇萃取物发挥作用的持续

时间较短, 不产生依赖性, 雌鼠停止灌药后不影响其

发情、交配及胚胎着床, 这表明牛膝皂甙无抗雌激素

样作用, 这与王世祥等[9 ]的研究结论一致。

牛膝正丁醇萃取物对小鼠精液品质影响的研究

表明, 短期内灌服时其作用不很明显, 对雄鼠睾丸曲

细精管没有明显的损伤作用, 不能抑制精子的发生,

并且对精子密度、活率等无不良影响。同时, 牛膝皂

甙也不能抑制母鼠卵巢上卵泡的生长发育, 母鼠可

以正常发情、排卵和妊娠。但从组织切片观察可知,

2. 0 和 4. 0 gökg 处理组能引起小鼠肝脏、脾脏、肾

脏出现急性炎性反应, 尤其是雌鼠肾脏炎性反应的

程度明显高于雄鼠。关于长期灌服牛膝皂甙对小鼠

睾丸和子宫的影响还有待于进一步研究。
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Effects of n2B u tano l ex t ract from A chy ran thes bid en ta ta

on rep roduct ive perfo rm ance of m ice

BU Shu-ha ia ,L I Qin -wangb, ZHENG Xue- l ia , HU J ian -hongb, QU N ing-n ingc

(a Colleg e of F orestry , b Colleg e of an im al S cience and T echnology , c H osp ita l,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: In o rder to study the rep roduct ive effects of n2bu tano l ex tract from A chy ran thes bid en ta ta on

p rem arita l m ice, the research ob served test is, sperm quality and viscera of m ale m ice, as w ell as P regnancy

and fetu ses of fem ale m ice after n2bu tano l ex tract from A . bid en ta ta (0. 5, 2. 0, 4. 0 gökg) po fo r 15 d in p re2
m arita l m ice. T he resu lts show ed that it had no sign if ican t an t ifert ility act ion in fem ales and m ales, excep t

tha t viab le fetu ses per p regnan t mou se in group É (4. 0 gökg) w as sign if ican t ly differen t from that of the

con tro l m ice (P < 0. 05). M eanw h ile, sign if ican t patho logica l changes w ere found in the liver, sp leen and

k idney in the n2bu tano l ex tract of achyran thes b iden ta ta supp lem en ta t ion w hen the do sage w as 2. 0 gökg

and 4. 0 gökg.

Key words: n2bu tano l ex tract from A chy ran thes bid en ta ta; m ice; rep roduct ive perfo rm ance; viscera
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