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摘要# 目的!观察益肾活血颗粒 "黄芪( 山萸肉( 牛膝等# 对良性前列腺增生大鼠的影响和组织形态学改变’ 方法
!选取 )% 只健康雄性 @,大鼠% 随机均分为 ) 组% 正常组( 模型组 "生理盐水#( 阳性对照组 "非那雄胺片#( 中药
组 "高( 低剂量益肾活血颗粒#’ 除正常组外% 其余各组大鼠行双侧睾丸切除术% . A 后皮下注射丙酸睾酮法制作前
列腺增生模型’ 连续灌胃 ; 周取前列腺% 观察前列腺指数及病理形态改变% 采用免疫组化法检测 [5?]5?1(& "半胱氨
酸天冬氨酸蛋白酶(&# 及 =hMh"碱性成纤维细胞生长因子# 表达情况’ 结果!益肾活血颗粒及非那雄胺片均可有效
的抑制大鼠前列腺增生的趋势$ 益肾活血颗粒高剂量组使[5?]5?1(&水平明显升高% =hMh水平明显降低’ 结论!益肾
活血颗粒对前列腺增生大鼠的上皮组织中[5?]5?1(&和 =hMh表达的效果与非那雄胺无明显差异’
关键词! 前列腺增生$ 益肾活血颗粒$ [5?]5?1(&$ =hMh
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’(()*+,%(H&,4)/A3%W3)U6./31),%/#)/&0/56%,+.+&*495)651.,&. 6)1.+)"+%
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!!良性前列腺增生 "=1>6C> ]H:?G5G69<W]1H]25?65%
L*E# 简称前列腺增生% 是泌尿外科疾病中最为常
见的良性疾病和多发病% 排尿困难是该病的突出表
现% 临床上主要见于 )% 岁以上男性患者% 而且年
龄越大% 发病率也越高’ 西医对本病的治疗主张施
行微创腔镜手术% 如前列腺汽化电切术或服用西药
"如保列治( 哈乐等#% 但对高龄高危病人来说%
手术风险较大% 采用传统中医药治疗则有着明显的
优势% 而且价格低廉( 安全可靠’

益肾活血颗粒 "由黄芪( 山萸肉( 牛膝( 泽
泻( 地鳖虫( 三棱( 甘草组成# 以补肾益气( 温
阳利水( 活血化瘀( 软坚散结为原则组方% 在我院
临床应用中取得了较好的疗效’ 为探讨其作用机
制% 本课题在建立 L*E大鼠模型的基础上% 采用
益肾活血颗粒预防大鼠前列腺增生% 通过观察该药
物的治疗效果% 并对大鼠的前列腺组织进行病理学
和免疫组织化学染色% 探讨其对凋亡相关因子
[5?]5?1(& 和生长因子 =hMh表达的影响% 以期阐
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明益肾活血颗粒的药理作用机制’
JK材料
"P"!动物!清洁级健康雄性 @,大鼠 )% 只% 体质
量 #-% d&%% C% 购自西安交通大学医学实验动物中
心% 动物合格证编号 @[SK "陕# #%%.(%%"’
"P#!药物!中药! 益肾活血颗粒% 由黄芪( 山萸
肉( 牛膝( 泽泻( 地鳖虫( 三棱( 甘草组成 "陕
西中医药大学附属医院中药房提供% 批号
";%&%-##’ 西药! 非那雄胺片 "保列治#% ) 4C每
片% 由默沙东制药有限公司提供% 批号 &%);"’’
"P&!试剂!丙酸睾酮注射液 "大鼠造模用% 由上
海通用药业股份有限公司提供% #) 4CB4N% 批号
""%’%"#$ 戊巴比妥钠 "麻醉药% 由西安沃尔森生
物技术有限公司提供#$ =hMh兔抗人多克隆抗体(
[5?]5?1(& 兔抗人多克隆抗体( @+L[试剂盒( ,+L
显色剂 "武汉博士德生物工程有限公司提供#’
"P;!仪器!光学显微镜"上海光学仪器一厂% 型
号S@*(/[+#$ 自动脱水机 "湖北泰维科技实业有
限公司% 型号 0[("#%@ n#$ 石蜡切片机 "德国徕
卡% 型号JT##&)#$ 电热恒温培养箱 "上海齐欣
科学仪器有限公司% 型号 ,E*(/"’##$ 烧烤微波
炉 " 广 东 格 兰 仕 集 团 有 限 公 司% 型 号
M-%h#&TR&SNa’(+.K)J-*#$ 超低温冰箱 "北
京嘉信科技有限公司% 型号美国热电 .%# 型#$ 电
子分析天平 "德国赛多利斯% 型号 L0##;@#$ 多
媒体彩色病理图文分析系统 "德国徕卡% 型号
@[R;%%#% 由陕西中医药大学医学科研实验中心
提供’
!K方法
#P"!动物分组!取雄性 @,大鼠 )% 只% 随机分为
正常组( 模型组( 阳性对照组( 中药高剂量组( 中
药低剂量组% 每组 "% 只’
#P#!动物造模!各组大鼠在饲养 " 周后达到实验
要求体质量% 除正常组外% 其余各组大鼠用 %P&!
戊巴比妥钠按 " 4NB"%% C进行腹腔内麻醉% 在无
菌条件下实施去势术% 切除双侧睾丸’ 待伤口愈合
" 周后% 给模型组( 中药高剂量组( 中药低剂量
组( 阳性对照组大鼠皮下注射丙酸睾丸酮% 剂量为
) 4CBDC% 每日 " 次% 共注射 ; 周)"(#* ’
#P&!给药方式!除正常组外% 其余各组大鼠从皮
下注射丙酸睾丸酮第 " 天开始% 中药高剂量组给予
#P#) CBDC"相当于临床成人剂量 "% 倍# 的益肾活
血颗粒灌胃$ 中药低剂量组给予 "P"# CBDC"相当
于临床成人剂量 ) 倍# 的益肾活血颗粒灌胃$ 阳

性对照组给予非那雄胺片 %P%%" CBDC"相当临床等
效剂量 "% 倍# 灌胃$ 模型组每日以等量生理盐水
灌胃’ 每日灌胃 " 次% 连续 ; 周% 每周称定体质量
" 次以调节给药用量’
#P;!标本采集!第 ; 周末% 各组大鼠均在麻醉状
态下手术摘取前列腺% 称取前列腺湿重% 计算前列
腺指数% 进行病理组织切片% E3染色观察% 测定
免疫组化等’
OK指标检测
&P"!前列腺指数!用电子天平称量各组大鼠的前
列腺湿重% 并算出前列腺指数% 公式为前列腺指
数g前列腺质量 "4C# B大鼠体质量 "C#’
&P#!光镜观察!每例标本均常规进行病理切片%
E3染色观察大鼠前列腺组织形态变化’
&P&!免疫组化观察大鼠前列腺细胞凋亡相关因子
[5?]5?1(& 的表达!免疫组织化学染色采用 @+L[
法! 用多聚赖氨酸对载玻片进行防脱片处理% 切片
在二甲苯中脱蜡 # 次% 每次 ) 46>% 由高到低梯度
酒精脱水% *L@缓冲液冲洗’ 浸入新鲜配制的 &!
E#f# 室温孵育 &% 46>% 再用蒸馏水冲洗 & 次% 每
次 # 46>% 然后用 *L@ 浸泡 ) 46>’ 抗原修复! 将
切片浸入 /% e %P%" 4:2BN"]E’P%# 柠檬酸缓冲
液中浸泡 ) 46>% 室温冷却 #% d&% 46> 后% *L@ 缓
冲液冲洗 & 46>’ 滴加正常山羊血清% &. e 孵育
&% 46>% 封闭组织非特异性抗原% 倾去多余血清%
不洗’ 一抗以抗体稀释液 " b&%% 稀释% 滴加稀释
的一抗% ; e冰箱过夜’ 复温 ;) d’% 46>’ *L@ 洗
& 次% 每次 "% 46>’ 滴加生物素化二抗 ICM "抗
鼠#% &. e孵育 &% 46>’ *L@洗 & 次% 每次"% 46>’
滴加 @+L[试剂% &. e孵育 &% 46>’ *L@ 洗 & 次%
每次 "% 46>’ ,+L显色试剂盒显色! 取 " 4N蒸馏
水% 滴加试剂盒中 +( L( [试剂各 " 滴% 混匀后
滴加% 光镜下观察控制反应时间% 蒸馏水冲洗终止
显色% 滴加苏木素轻度复染 " 46>% 蒸馏水洗涤后
浸入饱和 R5#E*f; 溶液中 # 46>% 取出后洗涤%
&. e恒温箱干燥过夜% 酒精脱水后% 用二甲苯透
明% 常规树胶封片’
&P;!免疫组化观察大鼠前列腺细胞 =hMh的表达
!免疫组织化学染色方法为切片常规脱蜡% +L[
法染色% 滴加抗体% 一抗滴度为 " b"%%$ 洗后滴
加二抗% 滴度为 " b#%%$ 三抗滴度 " b#%%$ ,+L
显色% 以二甲苯透明% 最后以光学树脂胶封固’
&P)!免疫组化染色结果判断标准![5?]5?1(& 染色
程度判断标准! 以组织切片中细胞核或细胞质染为
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黄色至棕黄色者为阳性细胞标志’ =hMh染色程度
判断标准! 以组织切片中血管内皮和间质细胞染为
黄色至棕黄色者为阳性细胞标志’ 所有切片由 # 位
病理科专业医生双盲阅片% 要求细胞结构完整( 清
晰% 阳性细胞定位良好% 以同一显微镜倍数
" i;%# 观察全片% 选择 ) 个高倍 " i#%%# 视野
并计数% 阳性细胞率的计算方法为阳性细胞数B总
细胞数i"%%!’
RK统计学分析

数据用 @*@@ "&P% 软件处理% 结果用均数 j标
准差 "Dj6# 表示% 单因素方差分析% \检验处
理% 以)k%P%) 为差异具有统计学意义’
\K结果
)P"!大鼠一般状况!正常组大鼠无任何不适反应%

平均体质量增加% 毛色光泽如常% 饮食正常$ 模型
组大鼠普遍精神较差% 行动缓慢% 活动减少% 反应
迟钝% 食饮量减少% 毛色灰暗% 体质量无明显增
加$ 各治疗组大鼠一般状况较模型组明显改善% 基
本上接近正常’ 实验期间各组大鼠无死亡现象’
)P#!各组大鼠前列腺指数的比较!模型组前列腺
指数明显高于其他各组% 与正常组比较有显著差异
")k%P%"#% 反映了模型组大鼠前列腺存在明显增
生% 证明成功复制了大鼠 L*E模型’ 从各药物治
疗效果来看% 中药低剂量组与阳性对照组无明显差
异 ")p%P%)#$ 中药高剂量组的 *I则低于阳性对
照组和中药低剂量组 ")k%P%)#’ 由此可知% 益
肾活血颗粒可以改善前列腺增生的病理% 抑制腺体
增生% 其疗效随剂量的增大而增强’ 见表 "’

表 JK各组大鼠前列腺指数的比较 $!L"%
<.#NJK>%75.6&,%/%(6.+56%,+.+)&/"&*),%().*406%35$!L"%

组别 剂量B"C+DCm"# 动物数B只 大鼠体质量BC 前列腺质量B4C 前列腺指数B"4C+Cm"#
正常组 m "% &;-P. j&;P) #-)P# j"/%P# %P-# j%P)"
模型组 m "% &&%P& j&.P) .//P# j")/P-!! #P;) j%P)&!!

阳性对照组 %P%%" "% &#&P’ j&;P) )//P- j"’.P#’ "P-. j%P&/’

中药低剂量组 "P"# "% &&#P" j#.P% ’&;P# j"//P’’ "P/" j%P&.’

中药高剂量组 #P#) "% &&&P" j&.P) );/P’ j".#P&’$ l "P’) j%P;-’$ l

!!注! 与正常组比较%!!)k%P%"$ 与模型组比较%’)k%P%)$ 与阳性对照组比较%$)k%P%)$ 与中药低剂量组比较%l)k%P%)

)P&!各组大鼠前列腺组织病理学观察!正常组!
腺上皮细胞排列成单层% 腺体( 平滑肌( 纤维组织
无增生$ 模型组! 腺体上皮细胞增多% 呈乳头状向
腺腔内突出% 腺上皮大多成单层立方至高柱状% 腺
体( 平滑肌( 纤维组织增生明显$ 阳性对照组! 前
列腺上皮排列成单层% 腺体( 平滑肌( 纤维组织增
生较模型组明显减轻$ 中药低剂量组! 前列腺腺上
皮细胞轻度增多% 腺体( 平滑肌( 纤维组织增生较
轻$ 中药高剂量组! 和模型组( 阳性对照组相比%
前列腺腺上皮细胞多为柱状单层% 腺体( 平滑肌(
纤维组织无明显增生’ 各组大鼠前列腺组织病理
E3染色见图 "’
)P;!各组大鼠前列腺组织[5?]5?1(& 表达率的比较
!模型组 [5?]5?1(& 的含有量显著低于正常组
")k%P%)#% 提示造模成功’ 中药高( 低剂量组和
阳性对照组[5?]5?1(& 的含有量与模型组比较均明
显升高 ")k%P%)#% 尤以中药高剂量组更显著’
中药高剂量组 [5?]5?1(& 的含有量显著高于阳性对
照组 ")k%P%)#% 而中药低剂量组与其比较差异
无统计学意义 ")p%P%)#% 提示益肾活血颗粒可
以增强[5?]5?1(& 的表达% 促进大鼠前列腺细胞凋
亡% 抑制前列腺增生的发展’ 见表 #( 图 #’

图 JK各组大鼠前列腺组织A’染色 $A’’ P!QQ%
M&0NJKA’,+.&/&/0 %(6.+56%,+.+)+&,,3)%().*406%35

$A’’ P!QQ%
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表 ! K各组大鼠前列腺细胞 >.,5.,)TO 表达率的比较
$!L"%

<.#N!K>%75.6&,%/%(>.,5.,)TO )W56),,&%/6.+),%(6.+
56%,+.+)*)11,%().*406%35$!L"%

组别
剂量B

"C+DCm"#

动物数B

只
[5?]5?1(& 表达率B!

正常组 m "% #.P)% j#P&-

模型组 m "% "#P.& j&P);!

阳性对照组 %P%%" "% -#P’/ j)P.’’

中药低剂量组 "P"# "% -#P". j)P;;’

中药高剂量组 #P#) "% /#P-’ j;P#.’$

!!注! 与正常组比较%!)k%P%)$ 与模型组比较%’)k%P%)$ 与

阳性对照组比较%$)k%P%)

注! 胞质黄染者为阳性细胞

图 !K各组大鼠前列腺组织>.,5.,)TO表达 $ P!QQ%
M&0N!K’W56),,&%/,%(>.,5.,)TO &/6.+56%,+.+)+&,,3)%(

).*406%35$ P!QQ%

)P)!各组大鼠前列腺组织 =hMh表达百分率的比
较!模型组 =hMh的含有量显著高于正常组 ")k
%P%)#% 比对照组( 中药低剂量组及中药高剂量
组也均明显增高 ")k%P%)#% 其中中药高剂量组
=hMh的含有量最低’ 中药高剂量组 =hMh的含有
量显著低于阳性对照组 ")k%P%)#% 而中药低剂
量组 =hMh的含有量接近阳性对照组% 无统计学
意义 ")p%P%)#% 提示益肾活血颗粒抗 L*E的
机理可能是通过降低增生前列腺组织中的 =hMh
阳性表达率% 达到治疗大鼠前列腺增生的目的’
见表 &( 图 &’

表 OK各组大鼠前列腺细胞#MUM表达率的比较$!L"%
<.#NOK>%75.6&,%/%(#MUM)W56),,&%/6.+),%(6.+56%,T

+.+)*)11,%().*406%35$!L"%

组别
剂量B

"C+DCm"#

动物数B

只
=hMh表达率B!

正常组 m "% #-P%% j&P;.
模型组 m "% ;#P-& j#P&"!

阳性对照组 %P%%" "% #%P’# j#P%-’

中药低剂量组 "P"# "% "-P;. j#P;’’

中药高剂量组 #P#) "% "#P#& j&P#"’$

!!注! 与正常组比较%!)k%P%)$ 与模型组比较%’)k%P%)$ 与

阳性对照组比较%$)k%P%)

注! 胞质黄染者为阳性细胞

图 OK各组大鼠前列腺组织#MUM表达 $ P!QQ%
M&0NOK’W56),,&%/,%(#MUM&/6.+56%,+.+)+&,,3)%(

).*406%35$ P!QQ%

YK讨论
’P"!益肾活血颗粒组方依据!前列腺增生症好发
于 )% 岁以上中老年人% /素问+阴阳应象大论0
曰! ,年四十% 而阴气自半也11年六十% 气大
衰% 九窍不利-% 患者肾气亏损% 气化无力% 固摄
无权% 膀胱开阖失常% 引起排尿困难’ 前列腺增生
症是以瘀血痰浊聚结为标的正虚标实( 虚实互见的
病症$ 血瘀则自始至终贯穿于L*E整个病程之中%
是本病发生( 发展的病理基础’
!!益肾活血颗粒由黄芪( 山萸肉( 牛膝( 泽泻(
地鳖虫( 三棱( 甘草组成’ 黄芪性甘而微温% 归
肺( 脾( 肝( 肾经% 具有补气固表% 利尿生肌之功
效% 为补中益气要药$ 山萸肉补益肝肾% 收敛固
脱% /药性论0 言! 其 ,兴阳道% 添精髓% 疗耳
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鸣% 除面上疮% 主能发汗% 止老人尿不节-$ 牛膝
活血散瘀% 祛湿利尿% 长于补益肝肾% 强腰膝以及
活血( 引血下行的作用% /医学衷中参西录0 云!
,牛膝% 原为补益之品% 而善引气血下注% 是以用
药欲其下行者% 恒以之为引经’ 故善治肾虚腰疼腿
疼% 11又善治淋疼% 通利小便% 此皆其力善下行
之效也-$ 泽泻性甘( 寒% 归肾( 膀胱经% 具有利
水渗湿之功效% /本草正义0 云! ,泽泻% 最善渗
泄水道% 专能通行小便-% /本草汇言0 曰! ,泽
泻% 利水之主药’ 利水% 人皆知之矣$ 丹溪又谓能
利膀胱( 包络之火% 膀胱包络有火% 病癃闭结胀
者’ 火泻则水行% 行水则火降矣% 水火二义% 并行
不悖-$ 地鳖虫为虫类活血药% 因为是血肉有情之
品% 活血通络作用较强$ 三棱具有祛瘀通经( 破血
消症( 行气消积等功效% 以破血祛瘀之功较强%
/本草经疏0 言! ,三棱% 从血药则治血% 从气药
则治气’ 老癖症瘕积聚结块% 未有不由血瘀( 气
结( 食停所致% 苦能泄而辛能散% 甘能和而入脾%
血属阴而有形% 此所以能治一切凝结停滞有形之坚
积也-$ 甘草调和诸药’ 诸药与益肾药合用% 攻补
兼施% 共奏补肾益气( 活血化瘀( 软坚散结之
功效’
’P#!益肾活血方对大鼠前列腺指数及组织学影响
!!本研究在动物造模上选用了较为普遍的雄激素
诱导法% 即将大鼠双侧睾丸切除% 连续皮下注射丙
酸睾酮% 建立了大鼠 L*E模型’ 切除睾丸致使体
内缺乏雄激素% 前列腺腺体趋向缩小% 一旦补充足
够的外源性雄激素% 引起大鼠体内性激素比例失
衡% 则可诱导前列腺细胞增生)&* ’ 大体标本上观
察前列腺指数% 可以了解 L*E发展的程度$ 显微
镜下观察前列腺组织学改变% 则有助于明确前列腺
是否发生增生’ 实验结果表明% 益肾活血颗粒能够
降低大鼠前列腺指数% 组织切片也证实益肾活血颗
粒可明显抑制大鼠前列腺腺体( 平滑肌( 纤维组织
增生’
’P&!益肾活血颗粒对大鼠前列腺细胞[5?]5?1(& 表
达的影响!目前大量的研究已证实% L*E的发生
同前列腺组织细胞增殖与凋亡密切相关);* % 正常
情况下% 细胞的凋亡和增殖处于平衡状态% 当两者
失衡时% 如新增细胞数远超过凋亡细胞数% 就发展
成为前列腺增生’ 细胞凋亡受许多基因的调控% 譬
如半胱氨酸蛋白酶 & "[5?]5?1(&#% 它在细胞凋亡
过程中居于非常重要的地位% 是细胞毒性 0淋巴
细胞 "[0N细胞# 杀伤机制的重要组成部分))* %

因为[5?]5?1(& 是细胞死亡程序的执行者% 故被称
为杀手蛋白)’* % 可见 [5?]5?1(& 在细胞凋亡中起着
关键作用% 其活化标志着细胞凋亡已处于不可逆状
态).(-* ’ 最终% 引起细胞骨架与,R+分子破坏并断
裂( 染色体浓缩% 形成凋亡小体% 细胞发生
凋亡)/* ’

本实验中% 前列腺细胞 [5?]5?1(& 表达水平在
模型组中百分率最低% 提示模型组大鼠前列腺细胞
凋亡过程因受睾酮的影响而被抑制$ 益肾活血颗粒
高剂量组 [5?]5?1(& 表达百分率高于阳性对照组%
低剂量组和阳性对照组比较% 两者 [5?]5?1(& 水平
差异无统计学意义$ 低剂量组与模型组相比%
[5?]5?1(& 表达百分率显著上升% 表明益肾活血颗
粒有促进细胞凋亡的作用’
’P;!益肾活血颗粒对大鼠前列腺细胞 =hMh表达
的影响!=hMh是一种作用广泛的细胞因子% 它的
基本生物学作用是促进细胞分裂增殖% 可增强有丝
分裂活性’ RXC1>G等通过对细胞周期的分析认为%
=hMh能在细胞周期的转换中诱导并促进 M%( M"
期细胞进入 @期% 从而实现成纤维细胞( 上皮细胞
和血管内皮细胞的快速增殖与分化)"%* % 还可以促
进新血管生成% 趋化和刺激血管内膜各类细胞发生
增殖和迁移)""* ’ 国外报道% 增生的前列腺腺体组
织中微血管的密度比一般正常前列腺组织高% 并且
增生区域的微血管密度也明显高于非增生组织)"#* ’
有学者研究发现% 睾酮诱导的大鼠前列腺增生动物
模型% 其增生腺体中微血管密度明显升高% 说明新
生血管密度的增加同样会导致 L*E的发生)"&* ’
=hMh在前列腺组织中分布广泛% 主要作用是促进
基质细胞的有丝分裂% 达到诱导血管新生前列腺基
质细胞的增殖% 导致前列腺组织增生的作用’ 闫天
中等)";*用斑点杂交法显示% L*E前列腺组织中
AGUG4JR+表达量明显增高% L*E前列腺组织无
论是上皮细胞或基质细胞都表现为局灶性增殖% 而
且在增殖部位 =hMh蛋白表达量与细胞增殖程度有
平行关系% 说明 =hMh是参与前列腺增生的重要生
长因子’

本研究发现% 中药高( 低剂量组和阳性对照组
=hMh的含有量与模型组比较皆明显降低% 中药高
剂量组与阳性对照组相比% =hMh的含有量低于阳
性对照组% 而中药低剂量组与阳性对照组相比%
=hMh的含有量与阳性对照组无明显差异% 说明益
肾活血颗粒与保列治均可通过降低增生前列腺组织
中的 =hMh阳性表达率% 达到治疗大鼠前列腺增生
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的目的% 而且随着剂量的增加% 疗效更明显’
总之% 益肾活血颗粒能够有效增强前列腺增生

模型大鼠 [5?]5?1(& 表达水平% 降低 =hMh的表达
水平% 提示其抗前列腺增生的作用机制可能是通过
上调[5?]5?1(&% 同时下调 =hMh的表达而实现的’
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