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Ảnh 3.6. 	NST tế bào tuỷ xương lô uống chế phẩm liều thấp	82
Ảnh 3.7. 	NST tế bào tuỷ xương lô uống chế phẩm liều cao	82
Ảnh 3.8. 	Hình ảnh mô học tinh hoàn chuột đại điện của các lô chuột nghiên cứu	89



DANH MỤC SƠ ĐỒ

Sơ đồ 2.1.	Mô hình nghiên cứu tính an toàn, tác dụng dược lý trên mô hình thực nghiệm và tác dụng trên lâm sàng của viên nang Y10	46


DANH MỤC BIỂU ĐỒ

Biểu đồ 3.1. 	Phân bố bệnh nhân theo lứa tuổi 	91
Biểu đồ 3.2. 	Phân loại tỉ lệ testosteron, LH, FSH huyết thanh bình thường và ngoài giá trị bình thường trước điều trị 	92



[bookmark: _Toc5795950][bookmark: _Toc26970668]ĐẶT VẤN ĐỀ

Vô sinh do nam giới là một bệnh mang tính xã hội. Tổ chức Y tế Thế giới (WHO) dự báo, vô sinh là căn bệnh nguy hiểm thứ ba của thế kỷ XXI, đứng sau ung thư và các bệnh tim mạch. Hiện nay, vấn đề vô sinh đang có tỷ lệ ngày càng tăng cao và phức tạp hơn. Trên thế giới, tỷ lệ những cặp vợ chồng bị mắc bệnh vô sinh trung bình khoảng 15%. Tại Việt Nam, có khoảng 8% số cặp vợ chồng không có khả năng sinh con nếu không có sự can thiệp y tế, tỷ lệ gia đình hiếm muộn cũng đang có xu hướng tăng lên [1], [2], [3], [4]. 
Vô sinh, hiếm muộn ở nam có nhiều nguyên nhân, thường gặp nhất là vô tinh hoặc thiểu tinh hay còn gọi chung là suy giảm tinh trùng (SGTT) [3], [4], [5]. Y học hiện đại (YHHĐ) đã đạt được nhiều thành tựu trong điều trị vô sinh do SGTT, nhưng kết quả chưa ổn định và đa số thuốc sử dụng đều có những tác dụng không mong muốn do SGTT thường phải điều trị kéo dài. 
Vấn đề này cũng rất được sự quan tâm của Bộ Quốc Phòng. Theo kết quả tiến hành điều tra, khảo sát tình hình vô sinh, hiếm muộn trong quân đội của Ủy ban Dân số - Gia đình và Trẻ em/Bộ Quốc phòng (UB DS-GĐ-TE/BQP) năm 2012 cho thấy có khoảng 1500 gia đình quân nhân hiếm muộn; toàn lực lượng bộ đội biên phòng có 299 gia đình quân nhân vô sinh, hiếm muộn [6]. Hỗ trợ, giúp đỡ và tìm cách điều trị vô sinh, hiếm muộn là việc làm có ý nghĩa giáo dục về đạo lý, trách nhiệm, tình cảm, mang tính nhân văn sâu sắc của các cơ quan, đơn vị và cán bộ, chiến sĩ Quân đội [7]. 
Trong y học cổ truyền (YHCT) không có bệnh danh SGTT mà qua đối chiếu triệu chứng của SGTT với các y văn cổ thì bệnh SGTT phù hợp phạm trù các bệnh chứng như "bất dục", "hư lao", "vô tinh", "tinh thiểu", "tinh lãnh"... [8], [9]. Từ xa xưa, nền y học cổ truyền phương đông trải qua hàng ngàn năm tích lũy kinh nghiệm cũng đã có những phương pháp điều trị vô sinh, hiếm muộn nam giới đặc thù và mang lại kết quả tốt.
Ngày nay, rất nhiều các công trình nghiên cứu khoa học đã chứng minh các phương pháp điều trị bằng YHCT có tác dụng tốt trong việc điều trị vô sinh nam nói chung và SGTT nói riêng. Đặc biệt nhiều bài thuốc, vị thuốc bổ thận trong YHCT có tác dụng tốt trên trục Hạ đồi - Tuyến Yên - Tinh hoàn góp phần cải thiện số lượng và chất lượng tinh trùng đã được nghiên cứu và công bố.
Ở nước ta, Lộc nhung (Cornu cervi parvum) và Đông trùng hạ thảo nuôi cấy tại Việt Nam (Cordyceps militaris) là 2 loại dược liệu quí, được dân gian sử dụng trong điều trị vô sinh, hiếm muộn và các chứng của suy giảm chức năng sinh dục sinh sản nam, có tiềm năng tốt trong điều trị SGTT [10], [11]. Đặc biệt hai dược liệu này đều đảm bảo được nguồn tự cung cấp tại Việt Nam, nhưng đến nay vẫn chưa có các nghiên cứu khoa học chi tiết về tác dụng của Lộc nhung và Đông trùng hạ thảo và hiệu quả khi kết hợp 2 vị thuốc nói chung lên chức năng sinh dục và sinh sản. Vì vậy nhóm nghiên cứu chúng tôi mong muốn tạo ra một sản phẩm đông dược vừa có tác dụng điều trị vừa dễ bảo quản, tiện dụng và an toàn cho bệnh nhân của chế phẩm từ Lộc nhung và Đông trùng nuôi cấy tại Việt Nam dưới dạng viên nang cứng với tên thương phẩm là Y10.
Xuất phát từ những lý do trên, nhóm nghiên cứu chúng tôi tiến hành đề tài nhằm mục tiêu:
1. 	Đánh giá tính an toàn và tác dụng cải thiện khả năng sinh tinh của viên nang Y10 trên động vật thực nghiệm. 
2. 	Đánh giá tác dụng cải thiện khả năng sinh tinh của viên nang Y10 trên bệnh nhân SGTT.
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Hiện nay, vấn đề vô sinh đang có tỷ lệ ngày càng tăng cao và phức tạp hơn. Theo các nghiên cứu dịch tễ học của WHO, tỉ lệ các cặp vợ chồng trong cộng đồng bị vô sinh chiếm từ 12 - 18% tùy từng nước, trung bình là 15%, tỉ lệ này có xu hướng ngày càng tăng [1], [2], [3]. Tại nước ta, có khoảng 8% số cặp vợ chồng không có khả năng sinh con nếu không có sự can thiệp y tế, một số ngành nghề đặc thù như quân đội, tỷ lệ gia đình quân nhân hiếm muộn cũng đang có xu hướng tăng lên [4], [6], [7]. 
Theo thống kê, trong số các cặp vợ chồng ở độ tuổi sinh sản, 30% nguyên nhân do nam giới, 40% do nữ, 20% do cả nam và nữ và 10% không rõ nguyên nhân. Trong các nguyên nhân do nam giới, thường gặp nhất là do suy giảm tinh trùng [3], [12]. SGTT là hiện tượng suy giảm số lượng và chất lượng tinh trùng. Theo WHO 2010, số lượng và chất lượng tinh trùng người trên thế giới đang ngày càng có xu hướng giảm mật độ tinh trùng tối thiểu đang giảm từ 40 triệu/ml (1980) xuống 20 triệu/ml (1999), và 15 triệu/ml (2010). Tỉ lệ tinh trùng tiến tới giảm từ 50% (1999) xuống 32% [2], [3].
Ở Việt Nam chưa có nghiên cứu dịch tễ cụ thể tuy nhiên ở đất nước bên cạnh chúng ta, nghiên cứu dịch tễ của Huang Chun Yan và cs (2010) về chất lượng và số tinh trùng của nam giới Trung Quốc từ năm 1985 đến năm 2008 cho thấy, chất lượng và số lượng tinh trùng của nam giới Trung Quốc có xu hướng giảm rõ rệt, mật độ tinh trùng giảm từ 81,5 triệu/ml (1995) xuống còn 66,7 triệu/ml (2008); tổng số lượng trung bình giảm từ 257,2 triệu/ml (1995) xuống 185,9 triệu/ml (2008) [13].
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[bookmark: _Toc1344855][bookmark: _Toc5795954][bookmark: _Toc26970673]1.2.1. Tinh hoàn và quá trình sinh tinh
Cơ quan sinh dục nam gồm có: Các cơ quan sinh dục trong (tinh hoàn, mào tinh hoàn, ống dẫn tinh, túi tinh, tuyến tiền liệt và tuyến hành niệu đạo) và các cơ quan sinh dục ngoài (dương vật, niệu đạo và bìu). Trong đó tinh hoàn là bộ phận chủ yếu của cơ quan sinh dục nam [14], [15].
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Tinh hoàn là một tuyến sinh dục nam ở phía ngoài phúc mạc, nằm ở trong bìu. Ở cơ thể nam giới bình thường có hai tinh hoàn. Mỗi tinh hoàn, hình quả trứng, chiều dài từ 3,5- 5,5cm, chiều rộng từ 2,0- 3,0cm tương ứng với thể tích là 12- 15 mm3, trọng lượng trung bình là 20gr. Tinh hoàn là cơ quan đảm nhận chức năng tạo ra tinh trùng và tiết vào trong máu những hormon sinh dục nam [14].
- Chức năng: Tinh hoàn là một tuyến pha vừa có chức năng ngoại tiết sản xuất ra tinh trùng, vừa có chức năng nội tiết sản xuất ra hormon sinh dục nam giới [15], [16], [17].
+ Chức năng sản sinh tinh trùng: 
Tinh trùng sinh ra từ các liên bào ống sinh tinh. Sự sản sinh tinh trùng xảy ra ở tất cả các ống sinh tinh trong suốt đời sống sinh dục của nam giới. Từ khoảng 15 tuổi tinh hoàn bắt đầu sản sinh tinh trùng, chức năng này được duy trì trong suốt cuộc đời, tuy nhiên ở tuổi ngoài 40, chức năng này bị giảm đi. 
+ Chức năng nội tiết của tinh hoàn
Tinh hoàn bài tiết một số hormon sinh dục nam mà thường gọi là androgen. Các hormon này bao gồm testosteron, dihydrotestosteron, và androstenedion trong đó testosteron được coi là quan trọng nhất của tinh hoàn. Ngoài ra tinh hoàn còn bài tiết một hormon khác nữa là inhibin.
Vai trò của Testosteron: Trong thời kỳ bào thai, Testosteron biệt hoá trung khu sinh dục vùng dưới đồi theo hướng nam (Quy định giới tính nguyên phát), phát triển cơ quan sinh dục. Vào tháng thứ 7 - 8 của thai nhi, Testosteron kích thích sự di chuyển của tinh hoàn từ bụng xuống bìu. Đến tuổi dậy thì Testosteron kích thích sự phát triển và hoàn thiện bộ máy sinh dục: Tinh hoàn, dương vật, bìu, tuyến tiền liệt, túi tinh nở to ra, túi tinh sản xuất nhiều fructose để nuôi dưỡng tinh trùng.
	Cùng với FSH, Testosteron có tác dụng lên ống sinh tinh, làm phát triển tinh trùng, đặc biệt chuyển tiền tinh trùng thành tinh trùng, giúp cho sự hoàn thiện chức năng (sự thành thục) tinh trùng. Testosteron duy trì bản năng sinh dục, phát triển tâm lý nam, phát triển các giới tính nam thứ phát: thanh quản to, giọng trầm, mọc lông nách, lông mu, mọc râu, xương - cơ phát triển, da không mịn màng và tăng bài tuyến chân lông [15], [16], [17], [18].
[bookmark: _Toc24962712]1.1.1.2. Quá trình sinh tinh
Để hình thành một tinh trùng, các tế bào mầm ban đầu phải trải qua rất nhiều giai đoạn trong quá trình biệt hóa. Quá trình này gọi là quá trình sinh tinh. Quá trình sinh tinh có thể chia ra thành 3 giai đoạn.
Giai đoạn sinh tinh bào: Quá trình sinh tinh bắt đầu từ tế bào mầm nguyên thuỷ (tinh nguyên bào) nằm ngay trên lớp màng đáy. Thời kỳ trưởng thành tế bào này trải qua một loạt quá trình phân bào giảm phân tạo tinh nguyên bào nhóm A. Tinh nguyên bào nhóm A là tế bào đầu dòng còn được gọi là tế bào biểu mô mầm. Ở người trưởng thành, những tế bào này có đường kính từ 9-15µm, trung bình là 12µm. Từ thành ống sinh tinh, những tế bào này nằm thành 2-3 lớp ở ngoại vi biểu mô và nằm sát màng đáy. Trong tế bào có nhân hình trứng và nhiều hạt nhiễm sắc, tương bào có bộ máy Golgi nhỏ, các ty lạp thể hình cầu và rất nhiều thể Ribosom tự do. Những tinh nguyên bào đầu tiên này được gọi là tinh nguyên bào nhóm A. Tinh nguyên bào nhóm A phân chia 4 lần cho 16 tế bào lớn hơn gọi là tinh nguyên bào nhóm B.
Giai đoạn giảm phân: Tinh nguyên bào type B di chuyển vào khoang kẽ giữa các tế bào Sertoli kết hợp với các tinh bào lập nên một hàng rào “hàng rào máu - tinh hoàn” - ngăn các đại phân tử xâm nhập từ máu vào dịch của ống sinh tinh và ngược lại. Mối quan hệ chặt chẽ giữa tế bào Sertoli và tinh nguyên bào sẽ tiếp tục kéo dài cho đến khi các tinh nguyên bào được biệt hoá thành tinh trùng, đồng thời cung cấp chất dinh dưỡng cho quá trình biệt hoá tinh trùng. Trung bình trong 24 ngày một tinh nguyên bào type B vượt qua barier tế bào Sertoli để trở thành tinh bào cấp I (có 23 đôi NST). Tinh bào I có kích thước lớn nhất trong các tế bào dòng tinh và được đặc trưng bởi sự có mặt của các NST ở giai đoạn khác nhau của quá trình xoắn bên trong nhân tế bào. Cuối giai đoạn này tinh bào cấp I phân chia thành tinh bào cấp II có 23 NST. Đây là lần phân chia giảm nhiễm lần thứ nhất. Sau vài ngày tinh bào cấp II tiếp tục phân chia cho 2 tế bào tiền tinh trùng - đây là lần phân chia giảm nhiễm lần thứ hai. Tầm quan trọng của hai lần phân chia này làm cho mỗi tinh trùng chỉ chứa 23 NST, nghĩa là chỉ chứa một nửa bộ gen của tinh bào nguyên thuỷ. 
Giai đoạn tạo tinh trùng: Vài tuần tiếp theo tiền tinh trùng biến đổi thành tinh trùng, nó bao gồm quá trình hình thành cực đầu, tụ đặc và kéo dài nhân, quá trình phát triển của dây trục và mất phần lớn lượng bào tương. Kết quả cuối cùng là tạo được một tinh trùng trưởng thành gồm đầu, cổ, thân, đuôi và tinh trùng này được giải phóng vào trong lòng ống sinh tinh.
Thời gian để một tinh nguyên bào đến tinh trùng trưởng thành phải trải qua khoảng 70 ngày. Có hai loại tinh trùng, tinh trùng X (mang NST giới tính nữ) và tinh trùng Y (mang NST giới tính nam).
Sự thành thục của tinh trùng ở mào tinh hoàn: Tinh trùng tại ống sinh tinh hoặc phần đầu của mào tinh hoàn không có khả năng vận động và không thể thụ tinh với noãn. Sau khi tinh trùng trong mào tinh hoàn 18-24 giờ chúng sẽ có khả năng vận động mạnh mặc dù trong dịch mào tinh có những protein ức chế khả năng vận động cho đến khi chúng phóng được vào sinh dục nữ. Sau khi được tạo thành ở ống sinh tinh, tinh trùng cần một số ngày để di chuyển tới ống mào tinh hoàn. Tinh trùng bình thường di chuyển theo đường thẳng với vận tốc khoảng 4mm/phút [15],[16].
[bookmark: _Toc1344856][bookmark: _Toc5795955][bookmark: _Toc26970674]1.2.2. Các nguyên nhân gây SGTT
SGTT là do các yếu tố ảnh hưởng lên quá trình sinh trưởng của tinh trùng và gây rối loại quá trình sinh tinh trùng. Chủ yếu gồm 3 nhóm nguyên nhân là trước tinh hoàn, tại tinh hoàn và ngoài tinh hoàn [15],[16],[19].
[bookmark: _Toc24962713]1.2.2.1. Nhóm nguyên nhân trước tinh hoàn 
Nguyên nhân do rối loạn nội tiết số sinh sản: Một số nội tiết tố sinh sản giữ vai trò quyết định trong việc sản sinh tinh trùng nói chung cũng như trong từng giai đoạn biệt hóa của tinh trùng. Những bệnh lý gây rối loạn về nội tiết tố sinh sản dẫn tới một sự thay đổi rất lớn về số lượng và chất lượng tinh trùng.
- Bệnh của tuyến yên: Tuyến yên sản xuất ra các hormon trong đó có các hormon hướng sinh dục là FSH và LH. Các nguyên nhân như bẩm sinh, sau phẫu thuật, nhồi máu, các khối u, sau trị liệu xạ trị hoặc bệnh nhiễm khuẩn tuyến yên đều có thể gây suy giảm sự bài tiết các hormon này [20].
[bookmark: _Toc272475645][bookmark: _Toc265844746][bookmark: _Toc192516204][bookmark: _Toc251666208]+ Thiểu năng nội tiết tố hướng sinh dục: Đây là dạng bệnh do thiểu năng nội tiết hướng sinh dục gây ra. Những rối loạn chức năng và các bất thường về hình thái của vùng hạ đồi hoặc tuyến yên có thể làm thay đổi quá trình sinh tổng hợp và chế tiết các hormon hướng sinh dục dẫn tới giảm sự phóng thích GnRH, giảm nồng độ LH và FSH, dẫn tới hậu quả là suy tinh hoàn thứ phát và SGTT. Hoặc một số bệnh lý vùng dưới đồi bẩm sinh hoặc mắc phải như hội chứng Kallman, hội chứng Prader-Willi, hội chứng Laurence - Moon - Baredet - Biedl cũng gây thiểu năng nội tiết tố hướng sinh dục.
+ Hội chứng hậu “Cắt bỏ 2 tinh hoàn”: Thường mang dáng dấp khác nhau của hoạn quan. Nồng độ LH, Testosteron huyết tương thấp nhưng FSH ở vị trí cuối cùng của thang giới hạn bình thường.
+ Thiếu FSH đơn thuần: Hiếm gặp. Trong máu các chỉ số LH, Testosteron vẫn bình thường, kích thước tinh hoàn bình thường nhưng vì thiếu FSH nên trong tinh dịch đồ tinh trùng ít hoặc không có.
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[bookmark: _Toc272475647][bookmark: _Toc265844748][bookmark: _Toc192516206][bookmark: _Toc251666210] + Sản xuất quá nhiều androgen: Nguyên nhân hay gặp nhất là do quá trình sản tuyến thượng thận và thiếu men 21-hydroxylase bẩm sinh. Nó sẽ làm giảm tổng hợp cortison, dẫn đến tuyến yên tăng tiết ACTH, qua đó làm tuyến thượng thận sản xuất quá nhiều androgen. Testosteron trong máu tăng cao gây ức chế sản xuất LH và FSH của tuyến yên, dẫn tới kích thích không đầy đủ tế bào Leydig và Sertoli, tinh hoàn teo bé và giảm sinh tinh; 
+ Nồng độ estradiol quá cao: ức chế sản xuất hormon hướng sinh dục, nồng độ FSH, LH testosteron thấp dẫn đến suy tinh hoàn thứ phát; 
+ Prolactin bài tiết quá mức: do suy thận mạn, xơ gan, u tuyến yên... gây rối loạn cương dương và ức chế sinh tinh...
+ Rối loạn chế tiết hormon tuyến giáp: Bệnh cường giáp không phải nguyên nhân gây SGTT tiên phát. Những bệnh nhân này thường có dị tật tinh hoàn và tuyến yên, nồng độ estradiol trong máu cao gây SGTT.
+ Nồng độ Glucocorticoid trong máu cao: lượng Glucocorticoid trong máu cao sẽ ức chế bài tiết LH, hậu quả là giảm adrogen trong máu và gây rối loạn chức năng tinh hoàn, SGTT.
[bookmark: _Toc24962714]1.2.2.2. Nhóm nguyên nhân tại tinh hoàn 
[bookmark: _Toc265844754][bookmark: _Toc272475653]- Do các yếu tố bất thường về gen, di truyền: Những sai lạc về NST ở những đàn ông vô sinh nhiều hơn 10-15 lần so với dân số trong cộng đồng. Ở những đàn ông này, sự bất thường NST thường làm giảm số lượng tinh trùng thay đổi từ 2-16%. Kjessler phát hiện bất thường về nhiễm sắc đồ gây vô sinh khoảng 21%. Trên NST X có gen chi phối sự biệt hóa tinh hoàn, gen kìm hãm sự hình thành tinh hoàn. NST Y mang các gen chi phối việc sản xuất các yếu tố biệt hóa tinh hoàn, yếu tố trưởng thành và hoạt động của tinh hoàn. Khi có bất thường số lượng và cấu trúc của NST giới tính sẽ gây rối loạn sinh tinh. Các bất thường do vật chất di truyền chủ yếu gồm hội chứng Klinefelter, hội chứng XYY, hội chứng Noonan, hội chứng XX, các đứt gẫy nhiễm sắc thể Y (gen AZF) [16],[19].
[bookmark: _Toc265844760][bookmark: _Toc192516216][bookmark: _Toc251666220][bookmark: _Toc272475661]- Do thương tổn tinh hoàn: Ngoài các nguyên nhân tiên phát như tật không tinh hoàn 2 bên, tật tinh hoàn không xuống bìu, hội chứng chỉ có tế bào sertoli, SGTT do rối loạn trương lực cơ, SGTT do các bất thường adrogen thì còn có các nguyên nhân thứ phát sau [16],[19]: 
 + Yếu tố vi sinh vật: Các vi khuẩn hay gặp là Chlamydia trachomatis, E.coli, và Mycoplasma sau khi lây nhiễm qua đường tình dục sẽ gây SGTT. Một số bệnh như viêm tinh hoàn do quai bị, viêm tinh hoàn, viêm mào tinh hoàn, viêm đường sinh dục do lao, giang mai,… biểu mô tinh bị thương tổn hay hủy hoại hoàn toàn do tác động trực tiếp của nhiễm khuẩn, phản ứng viêm, tăng nhiệt độ hay do phản ứng miễn dịch sau khi hàng rào máu - tinh hoàn bị phá hủy. Bị quai bị ở tuổi sau dậy thì gây viêm tinh hoàn khoảng 30%. Viêm mào tinh hoàn là tình trạng viêm của các ống xoắn ở hai mặt sau của tinh hoàn mà ở đó có mang tinh trùng. Nam giới mọi lứa tuổi có thể bị viêm mào tinh hoàn mà phổ biến nhất độ tuổi từ 14-35. Viêm tinh hoàn hai bên nặng có thể gây hậu quả sinh dục do thiểu năng hocmon hướng sinh dục và kèm chứng vú to. Bệnh giang mai có thể ảnh hưởng đến tinh hoàn và mào tinh gây viêm lan tỏa mô kẽ, kết hợp viêm nội mạc. Bệnh lậu và phong (leprosy) không được điều trị cũng là nguyên nhân gây vô sinh do viêm tinh hoàn [21],[22].
[bookmark: _Toc272475662][bookmark: _Toc265844761][bookmark: _Toc192516217][bookmark: _Toc251666221]+ Do yếu tố nhiệt độ: Các nguyên nhân làm tăng nhiệt độ vùng tinh hoàn và mào tinh hoàn ngang với nhiệt độ cơ thể sẽ làm quá trình sinh tinh bị ngưng lại, cũng như ảnh hưởng đến quá trình trưởng thành của tinh trùng khi đi qua mào tinh hoàn. Số lượng, độ di động, hình thái tinh trùng giảm sau sốt cao. Ngoài ra, nhiệt độ cao còn gây tổn thương DNA của tinh trùng. Những năm trước đây, một số nghiên cứu thực nghiệm dùng phương pháp gây SGTT chuột thí nghiệm bằng cách gây tổn thương tinh hoàn chuột bằng nhiệt độ theo phương pháp của Galil và Setchell (1988) [23].
+ Giãn tĩnh mạch thừng tinh: Trong vô sinh nam, giãn tĩnh mạch tinh là một trong những nguyên nhân phổ biến nhất mặc dù giãn tĩnh mạch tinh vẫn xuất hiện ở các trường hợp có con hoặc tinh dịch đồ bình thường. Theo EAU (2017), giãn tĩnh mạch tinh xảy ra ở 11,7% nam giới có tinh dịch đồ bình thường và 25,4% nam giới có tinh dịch đồ bất thường. Hơn 80% trường hợp giãn tĩnh mạch tinh không bị vô sinh nhưng 35-40% nam giới vô sinh nguyên phát bị giãn tĩnh mạch tinh, 69%-81% nam giới vô sinh thứ phát bị bệnh này [24].
[bookmark: _Toc272475666][bookmark: _Toc265844765][bookmark: _Toc192516221]+ Tia X, các tia phóng xạ và hóa chất: Đa số các tế bào dòng tinh bị các hoá chất chống ung thư ức chế ở pha tổng hợp tế bào và phân bào. Do phân chia ở cường độ cao, tinh nguyên bào trong giai đoạn phân chia rất nhạy cảm với phóng xạ, nên làm giảm sinh tinh. Ở bệnh nhân xạ trị khi mắc ung thư, chất lượng và số lượng tinh trùng giảm, thậm chí quá trình sinh tinh bị đình trệ [25].
[bookmark: _Toc272475669][bookmark: _Toc265844768][bookmark: _Toc192516225][bookmark: _Toc251666229]+ Độ pH của tinh dịch: Tinh trùng thích hợp và hoạt động mạnh ở môi trường trung tính hoặc hơi kiềm. Trong môi trường acid nhẹ, hoạt động của tinh trùng sẽ giảm đi. Trong môi trường acid mạnh, tinh trùng bị tiêu diệt. 
[bookmark: _Toc192516224][bookmark: _Toc251666228][bookmark: _Toc272475668][bookmark: _Toc265844767]+ Các thuốc nội khoa gây SGTT [16],[19]: 
- Liệu pháp hormon: khi sử dụng một hoặc nhiều kích thích tố như estrogen và progestin và đôi khi là testosterone có thể gây SGTT.
- Các chế phẩm có nguồn gốc thực vật gây SGTT: như tinh dầu từ hạt bông, lôi công đằng, sơn hải đường côn minh đã được chứng minh có tác dụng gây vô sinh, SGTT.
- Corticoid hoặc androgen gây ức chế tuyến yên, có thể ức chế sinh tinh và teo tinh hoàn. Cimetidine ức chế cạnh tranh với androgen, ức chế sinh tinh, colchicine ức chế trực tiếp lên quá trình sinh tinh... Kháng sinh có thể tác động lên các ty thể của tế bào người vì mang ribosom 70S. Sự tác động này có thể ảnh hưởng đến sự hoạt động của tế bào và đặc biệt đối với tinh trùng vì sẽ ảnh hưởng tới cả khả năng di động của chúng. 
[bookmark: _Toc24962715]1.2.2.3. Nhóm nguyên nhân ngoài tinh hoàn
[bookmark: _Toc192516215][bookmark: _Toc251666219][bookmark: _Toc272475660][bookmark: _Toc265844759][bookmark: _Toc272475659]- Do chế độ ăn uống [16],[19]:
 Chế độ ăn thiếu vitamin A, vitamin E, vitamin C, vitamin B gây tổn thương hoặc thoái hóa tinh trùng; thiếu hụt một số acid béo, acid amin và kẽm có thể ảnh hưởng trực tiếp lên tinh hoàn gây giảm sinh tinh. Gần đây nhiều quan điểm cho rằng các thức ăn ngày nay thường chứa nhiều các gốc hóa học có tính estrogen yếu, nếu tích tụ lâu ngày, có thể ức chế sinh tinh.
[bookmark: _Toc272475663][bookmark: _Toc265844762][bookmark: _Toc192516218][bookmark: _Toc251666222][bookmark: _Toc272475664][bookmark: _Toc265844763][bookmark: _Toc192516219][bookmark: _Toc251666223][bookmark: _Toc251666156]- Miễn dịch: Nếu người vợ có kháng thể chống tinh trùng, tinh trùng sẽ bị kết dính trong âm đạo mà không xuyên qua chất nhày cổ tử cung vào tiếp cận với trứng để thụ thai. Tỉ lệ vô sinh do kháng thể chống tinh trùng trong huyết thanh từ 2-6%. Một nghiên cứu của Lê Văn Vệ và cộng sự (2001) xác định, nếu kháng thể chống tinh trùng trong huyết tương có hiệu giá < 1/32 thì không tác động đến sinh sản. Kháng thể chống tinh trùng chỉ tác động đến sinh sản khi có hiệu giá 1/64, nếu ở hiệu giá 1/1264 thì hoàn toàn vô sinh [26].
[bookmark: _Toc272475665][bookmark: _Toc265844764][bookmark: _Toc192516220][bookmark: _Toc251666224][bookmark: _Toc251666225]- Môi trường sống và làm việc: Các thói quen không lành mạnh như nghiện rượu, thuốc lá, thức khuya, sinh hoạt tình dục vô độ…; tiếp xúc hóa chất: thuốc trừ sâu diệt cỏ (DBCP, chlordecone, ethylene dibromide), dioxin, một số kim loại nặng như chì, thủy ngân làm giảm sinh tinh và gây dị dạng tinh trùng. Tiếng ồn cường độ cao làm giảm chất lượng tinh trùng. Nhóm người làm nhiệm vụ thuộc nhóm nghề nặng nhọc, độc hại; làm nhiệm vụ vùng khó khăn, gian khổ, biên giới, biển đảo; đóng quân ở nơi thời tiết khí hậu khắc nghiệt, có nơi trong vùng phóng xạ hay hóa chất, nơi mà tiện nghi và điều kiện sinh hoạt, chăm sóc sức khỏe còn nhiều hạn chế. Zakarya Bani Meri và cộng sự (2013) đã chứng minh nghiện thuốc lá làm giảm số lượng tinh trùng và dị dạng so với người không hút thuốc [27].
Nghiên cứu của Zhou Ping (2015) với 262 trường hợp nam giới độ tuổi từ 25-48 có thói quen sinh hoạt không lành mạnh (thức khuya, hút thuốc, uống rượu, massage). Kết quả cho thấy, nhóm không có các thói quen trên có mật độ tinh trùng, số lượng tinh trùng sống cao hơn hẳn các nhóm còn lại với p<0,05. Số lượng tinh trùng dị dạng của các nhóm cũng cao hơn hẳn nhóm đối trứng (p<0.05) [28].
[bookmark: _Toc272475670][bookmark: _Toc265844769][bookmark: _Toc192516226][bookmark: _Toc251666230]- Stress: Căng thẳng tinh thần kéo dài làm giảm khả năng sinh sản tinh trùng. Stress về oxy hóa đã được thừa nhận rộng rãi là nguyên nhân của sự khiếm khuyết về chức năng tinh trùng, ảnh hưởng đến cả khả năng sinh sản lẫn sự toàn vẹn của DNA trong nhân tinh trùng [29].
[bookmark: _Toc1344857][bookmark: _Toc5795956][bookmark: _Toc26970675]1.2.3. Chẩn đoán SGTT
Chẩn đoán dựa vào triệu chứng lâm sàng và các xét nghiệm cận lâm sàng [15],[16].
[bookmark: _Toc24962716]1.2.3.1. Các triệu chứng lâm sàng
Căn cứ vào định nghĩa vô sinh của WHO: Các cặp vợ chồng trong độ tuổi sinh đẻ, mong muốn có con nhưng không thể có thai sau 12 tháng có quan hệ tình dục mà không sử dụng biện pháp tránh thai nào, tuy nhiên khó khăn của người thầy thuốc là việc chẩn đoán nguyên nhân do ai và nếu do nam giới thì nguyên nhân nào gây ra tình trạng vô sinh hiếm muộn hay nguyên nhân dẫn đến SGTT [3].
Chính vì vậy trong quá trình hỏi bệnh sẽ khó khăn hơn so với bệnh thông thường và lần đầu thăm khám nên tiếp xúc cả hai vợ chồng để thu thập đủ thông tin giúp cho việc phân tích tìm ra nguyên nhân gây bệnh.
[bookmark: _Toc24962717]1.2.3.2. Các xét nghiệm cận lâm sàng
- Xét nghiệm tinh dịch đồ: Xét nghiệm tinh dịch đồ là một xét nghiệm cơ bản đầu tay trong chẩn đoán vô sinh nam. Từ năm 1978, WHO đã có tài liệu hướng dẫn đánh giá tinh dịch đồ. Năm 1990 tài liệu này xuất bản phiên bản lần thứ IV và mới đây năm 2010, phiên bản V ra đời đưa ra những chỉnh sửa về tiêu chuẩn đánh giá các chỉ số trong tinh dịch đồ. Nên cho bệnh nhân xét nghiệm tinh dịch đồ khi đã kiêng xuất tinh 7 ngày để cho kết quả chính xác nhất, lấy tinh dịch tại phòng, giữ ấm 20-40 độ, và làm xét nghiệm trong 1 giờ.
Trị số tham khảo: theo WHO năm 2010, giới hạn giá trị tham khảo thấp nhất của tinh dịch ở những người nam giới có khả năng sinh sản như sau [3].
[bookmark: _Toc24962366]Bảng 1.1. Chỉ số tinh dịch đồ bình thường theo WHO (2010)
	Chỉ số
	Tiêu chuẩn WHO (2010)

	Thời gian ly giải
	15-60 phút

	pH tinh dịch
	≥ 7,2

	Thể tích tinh dịch
	≥ 1,5ml

	Độ nhớt
	< 2

	Mật độ tinh trùng
	> 15x106/ml

	Tổng số lượng tinh trùng
	≥ 39 x106/ml

	Độ di dộng của tinh trùng:
Di động tiến tới (PR)
Di động không tiến tới (NP)
Không di động
	
PR ≥ 32%
 hoặc
PR +NP ≥ 40%

	Hình dạng tinh trùng bình thường
	≥ 4%

	Tỉ lệ tinh trùng sống
	> 58%

	Tế bào lạ
	≤ 1 triệu/ml.



- Các xét nghiệm khác:
+ Xét nghiệm sinh hóa tinh dịch: một số chỉ tiêu trong sinh hóa tinh dịch cũng góp phần tìm ra nguyên nhân gây SGTT:
Kẽm bình thường trong tinh dịch có nồng độ từ 3,0 -15,0g/l, nó có vai trò trong phát triển của tinh hoàn, tiền liệt tuyến và khả năng di động của tinh trùng. Kẽm có liên quan đến sự giãn xoắn của nhiễm sắc thể trong nhân và ổn định cấu trúc NST của tinh trùng, nó tham gia vào quá trình tổng hợp testosteron tại tế bào Leydig. Vì vậy thiếu kẽm gây giảm khả năng sinh sản ở nam giới [29].
Fructose là nguồn năng lượng chính của tinh trùng, đảm bảo sự sản sinh, phát triển, khả năng sống và di động của tinh trùng. Nó được tiết ra ở túi tinh dưới tác dụng của nội tiết tố androgen. Nồng độ Fructose trong tinh dịch có thể đánh giá chức năng hoạt động của túi tinh. Fructose giảm có liên quan với bất thường về cấu trúc, số lượng tinh trùng, chức năng túi tinh và ống dẫn tinh [30].
+ Xét nghiệm kháng thể kháng tinh trùng: Kháng thể kháng tinh trùng là nguyên nhân gây hiếm muộn ở 10% cặp vợ chồng. Kháng thể kháng tinh trùng có thể làm tinh trùng kết dính hay cản trở tinh trùng thụ tinh noãn. Có nhiều thử nghiệm để phát hiện kháng thể kháng tinh trùng, trong đó thường dùng là IBT và MAR.
+ Xét nghiệm hocmon sinh dục: Các chỉ số LH, FSH, prolactin, Estradiol, Testosteron cần thiết để góp phần chẩn đoán nguyên nhân SGTT do nội tiết.	+ Xét nghiệm về di truyền học: về gen AZF, nhiễm sắc thể đồ.
+ Xét nghiệm về mô học: chọc hút dịch mào tinh hoàn và sinh thiết tinh hoàn. 
Trong trường hợp tinh dịch hoàn toàn không có tinh trùng (azoospermia) thì động tác chọc hút mào tinh hoàn có giá trị chẩn đoán 2 nguyên nhân. Dịch mào tinh hoàn không có tinh trùng: tình trạng này biểu hiện có rối loạn quá trình sinh tinh: tinh hoàn không sản sinh tinh trùng. Dịch mào tinh hoàn có tinh trùng nhưng trong tinh dịch xuất ra không có tinh trùng chứng tỏ tắc hẹp ở ống dẫn tinh.
Sinh thiết tinh hoàn có thể giúp ta xác định tinh hoàn có khả năng sinh ra được tinh trùng nhưng không thể ra ngoài được (do tắc nghẽn), hoặc đơn giản là do tinh hoàn không sản xuất được. Kỹ thuật lấy tinh trùng bằng vi phẫu tinh hoàn hay Micro tese là kỹ thuật mới; dưới kính hiển vi, các ống sinh tinh của nam giới sẽ được soi kỹ và tìm ra những ống tốt để lấy tinh trùng. Tỷ lệ thành công của kỹ thuật Micro TESE là từ 30 - 60% tùy theo nhóm nguyên nhân gây ra bệnh lý vô tinh [15],[16].
+ Siêu âm bìu: Để đánh giá các bộ phận bìu như tinh hoàn, mô xung quanh tinh hoàn và một vài bệnh lý ở bìu. Siêu âm có thể phát hiện các bệnh lý ở tinh hoàn (xoắn, viêm, bướu), các bệnh mô bao quanh tinh hoàn (trừ tràn dịch tinh mạc), nhưng khó quan sát được mào tinh [15],[16]. Đối với giãn tĩnh mạch tinh, tỉ lệ phát hiện của siêu âm doppler bìu là 65,4%. Ngoài ra siêu âm bìu còn giúp đo thể tích tinh hoàn. Công thức như sau: 
Thể tích (ml) = Dài (cm) x Rộng (cm) x Trước - Sau (cm) x 0,52 
Theo Nguyễn Thành Như (2001), thể tích tinh hoàn trung bình của người Việt Nam là 12-25cc. Thể tích tinh hoàn có mối quan hệ mật thiết với sự sinh tinh vì các ống sinh tinh chiếm khoảng 70% đến 80% thể tích của tinh hoàn. Trên lâm sàng còn có phương pháp do thể tích tinh hoàn bằng thước y khoa, giới chuyên môn gọi là thước đo tinh hoàn Prader [16].
[bookmark: _Toc1344858][bookmark: _Toc5795957][bookmark: _Toc26970676]1.2.4. Hướng điều trị SGTT theo Y học hiện đại
[bookmark: _Toc24962718]1.2.4.1. Điều trị nội khoa
- Các thuốc chống oxy hoá: Trong cơ thể phản ứng oxy hóa tạo ra các gốc tự do, những gốc tự do này gây lão hóa tế bào và gây ra những tổn thương cho tế bào đặc biệt là phân tử DNA. Người ta cũng thấy rằng có sự liên quan giữa tổn thương do quá trình oxy hoá DNA ở tinh trùng và hiện tượng vô sinh nam. Một số chất có tác dụng chống oxy hóa đã được đề cập để điều trị SGTT: Glutathion, L-arginin, vitamin C, vitamin E, bêta- caroten [15],[16].
- Nội tiết tố: Có nhiều phác đồ dùng nội tiết tố đã được giới thiệu và áp dụng để điều trị SGTT không rõ nguyên nhân: Gonadotropin: các dạng chế phẩm là FSH (humegon, puregon), LH (pregnyl), hMG hay hCG; Androgen: thường dùng liều thấp kéo dài, các dạng sử dụng là andriol testocaps, mesterolone, testosterone undecanoate; kháng estrogen tại receptor: clomiphen citrate hoặc tamoxifen. Theo một nghiên cứu với liều Mesterolon (một loại androgen) 75mg/ngày trong 6 tháng không thấy có sự tăng số lượng tinh trùng. Lacono F. và cộng sự cũng đã sử dụng FSH (150UI) liều cao để điều trị các bệnh nhân SGTT (số lượng tinh trùng < 20x106ml, kết quả cho thấy với liều cao, số lượng và tỉ lệ tinh trùng khỏe tăng rõ rệt so với nhóm điều trị bằng liều thấp [15],[16].
[bookmark: _Toc192513374][bookmark: _Toc265844808][bookmark: _Toc272475687][bookmark: _Toc272475689]- Dùng Corticoid trong vô sinh do kháng thể kháng tinh trùng. Đã có báo cáo tăng tỉ lệ thai kỳ sau hơn 3 tháng điều trị bằng prednisolone nhưng thuốc có tác dụng phụ nặng như hoại tử vô khuẩn chỏm xương đùi, loét dạ dày [15]. 
[bookmark: _Toc265844810]- Dùng kháng sinh: được chỉ định trong các trường hợp nhiễm trùng niệu, sinh dục. Các vi khuẩn hay gặp là Chlamydia trachomatis, E.coli, và U. Urealyticum. Kháng sinh thường dùng là Doxycyclin, trimethoprim - sulfamethoxazole [15],[16].
- Dùng thuốc YHCT: là xu hướng mới trong những năm gần đây. Nhiều công trình đã công bố có tác dụng nhất định lên quá trình sinh tinh và tỉ lệ thụ thai. Thuốc YHCT trong điều trị SGTT với ưu thế là rẻ tiền, ít tác dụng phụ và hiệu quả lâu dài. Vì vậy Việt Nam gần đây cũng có rất nhiều các công trình nghiên cứu về tác dụng của thuốc YHCT trong điều trị SGTT và bước đầu đã có kết quả đáng ghi nhận [32].
[bookmark: _Toc24962719]1.2.4.2. Điều trị bằng phẫu thuật
Trong một số bệnh gây ảnh hưởng tới đời sống tinh trùng cần phải tiến hành phẫu thuật như: giãn tĩnh mạch thừng tinh, tinh hoàn lạc chỗ, nước màng tinh hoàn hoặc thoát vị bẹn. Phẫu thuật kết nối trong các trường hợp vô tinh trùng do tắc nghẽn: nối ống dẫn tinh hay nối ống dẫn tinh - mào tinh.
Đối với bệnh nhân vô tinh trùng, điều trị theo bốn bước sau: bước 1: điều trị nội tích cực cho hồi tinh; bước 2: chọc hút mào tinh hoàn xem có tinh trùng không; bước 3: chụp ống dẫn tinh; bước 4: mổ nối ống dẫn tinh hay ống dẫn tinh-mào tinh trong trường hợp tắc. Nếu có tinh trùng sẽ làm ISCI [15],[16].
[bookmark: _Toc24962720]1.2.4.3. Các kỹ thuật hỗ trợ sinh sản điều trị vô sinh nam do SGTT
[bookmark: _Toc192513378][bookmark: _Toc272475692][bookmark: _Toc265844813]- IUI: là phương pháp đưa một thể tích nhỏ tinh trùng đã được chọn lọc bằng kỹ thuật lọc rửa tinh trùng vào buồng tử cung gần thời điểm rụng trứng. Thường phối hợp với kích thích buồng trứng và gây phóng noãn chủ động bằng hCG.
Nghiên cứu của Dương Khuê Tú và cộng sự: nghiên cứu thống kê mô tả, thực hiện trên 806 chu kỳ IUI tại bệnh viện Từ Dũ từ tháng 1/2007 tới tháng 12/2008 với chỉ định IUI chỉ do nguyên nhân thiểu nhược tinh cho thấy tỉ lệ thai lâm sàng nói chung trên chu kỳ là 12,8%. Khi tổng số tinh trùng di động sau lọc rửa < 5 x 106, tỉ lệ thai lâm sàng là 10,5%, thấp hơn có nghĩa thống kê so với tỉ lệ thai lâm sàng của các trường hợp tinh trùng di động sau lọc rửa ≥ 5 x 106 (13,1%) (p < 0,05) [33].
[bookmark: _Toc192513379][bookmark: _Toc272475693][bookmark: _Toc265844814]- IVF (In Vitro Fertilization) và chuyển phôi vào buồng tử cung: là kỹ thuật thụ tinh trong ống nghiệm. Thụ tinh xảy ra khi có hiện tượng tinh trùng xâm nhập vào trứng, khoảng 1-2 ngày sau khi tinh trùng xâm nhập vào trứng, chuyển phôi phát triển tốt vào buồng tử cung để phôi làm tổ và phát triển thành thai nhi. Tỉ lệ có thai 25% cho một chu kỳ. 
Nguyễn Xuân Hợi (2017): nghiên cứu mô tả hồi cứu 1.171 chu kỳ làm IVF để đánh giá hiệu quả thụ tinh trong ống nghiệm bằng phác đồ dài kích thích buồng trứng trên bệnh nhân (BN) < 35 tuổi. Kết quả đạt tỷ lệ thai lâm sàng là 56,02% [34].
[bookmark: _Toc192513380][bookmark: _Toc272475694][bookmark: _Toc265844815]- ICSI (Intra-cytoplasmic Sperm Injection): là tiêm tinh trùng trực tiếp vào noãn để tạo phôi. Tỉ lệ thụ tinh khoảng 70-80%, tỉ lệ có thai 35-40%. Các bước giống IVF, chọn từng tinh trùng có di động và hình dạng bình thường ở độ phóng đại 200 lần, tiêm thẳng vào trứng. 
Một nghiên cứu tiến cứu [2015] can thiệp được thực hiện trên 89 cặp vợ chồng vô sinh được trữ - giã đông tinh trùng chọc hút từ mào tinh trong đó 79 trường hợp có đủ tinh trùng sống thực hiện ICSI chiếm 88,8%, 10 trường hợp tinh trùng chết 100% chiếm 11,2%, 72 trường hợp được chuyển phôi trong đó có 43 trường hợp có thai lâm sàng đạt 59,7%, 7 trường hợp đông phôi toàn bộ do quá kích buồng trứng, tỷ lệ làm tổ đạt 19,2% [35].
Các phương pháp này hiện nay mặc dù đạt tỉ lệ thành công cao tuy nhiên chi phí đắt đỏ và ảnh hưởng đến tâm lý các cặp vợ chồng.
[bookmark: _Toc24962721]1.2.4.4. Các yếu tố từ vợ trong điều trị SGTT
Điều trị vô sinh hiếm muộn còn phụ thuộc vào khả năng sinh sản của người vợ: noãn tốt và có phóng noãn; tinh trùng và noãn phải gặp nhau và có kết hợp tốt; trứng di chuyển về buồng tử cung, làm tổ và phát triển bình thường… Tỉ lệ có thai giảm ở những người vợ lớn tuổi, trong khi kết quả IVF và ICSI dường như ít bị ảnh hưởng bởi tuổi tác của người chồng [15],[16].
[bookmark: _Toc24962722]1.2.4.5. Hướng nghiên cứu mới điều trị chứng vô tinh trùng không do tắc
Những năm gần đây người ta đang cố gắng nghiên cứu quá trình sinh tinh từ tế bào mầm. Cho đến nay, những nghiên cứu trên động vật thực nghiệm cũng như trên người vẫn chưa cung cấp được những bằng chứng rõ ràng rằng sự cấy ghép tinh tử có thể hoàn lại sự sinh sản ở những người đàn ông được cấy ghép [15],[16].
[bookmark: _Toc1344859][bookmark: _Toc5795958][bookmark: _Toc26970677]1.3. Quan niệm của Y học cổ truyền về Suy giảm tinh trùng
[bookmark: _Toc1344860][bookmark: _Toc5795959][bookmark: _Toc26970678]1.3.1. Quan niệm về sinh dục và sinh sản nam theo Y học cổ truyền
[bookmark: _Toc24962723]1.3.1.1. Vai trò của tạng phủ đối với sinh dục và sinh sản
Theo YHCT, tất cả các cơ quan tạng phủ trong cơ thể đều có mối liên hệ mật thiết và gắn bó với nhau, vì vậy nhìn chung bất kỳ sự rối loạn của cơ quan tạng phủ nào đều có thể ảnh hưởng tới sinh dục và sinh sản của con người. Tuy nhiên trong số các cơ quan tạng phủ, có 3 tạng có liên quan mật thiết nhất là tạng Thận, Tỳ, Can [8],[9],[10].
- Thận: Vị trí của tạng thận ở lưng hai bên cột sống, phải trái mỗi bên một cái. Triệu Hiến Khả trong “Y quán - Nội kinh thập nhị quan luận” có nói: “Thận hữu nhị, tinh sở xá dã. Sinh vu tích đốc thập tứ chùy hạ, lưỡng bàng các nhất thốn ngũ phân. Hình như hồng đậu, tương tịnh nhi khúc phụ vu tích”. Tức là thận có hai trái, là nơi trữ tinh khí, nằm ở đốt sống 14, hai bên cách cột sống 1,5 thốn. Hình dáng như hột đậu đỏ gắn vào cột sống. Như vậy cho thấy hình dáng và vị trí tạng thận cũng tương tự hình dáng giải phẫu trong YHHĐ [36].
Về chức năng, theo YHCT, thận có chức năng là tàng tinh, chủ thủy và thu nạp khí. Trong đó chức năng tàng tinh liên quan trực tiếp tới sinh sản [36]:
+ Thận tàng tinh: là chỉ thận có chức năng tồn trữ, phong tàng “tinh khí”. Tức là tinh khí cơ thể được tàng trữ tại thận, đồng thời thúc đẩy nó không ngừng bổ sung, đề phòng tinh khí hao hụt, là điều kiện tất yếu để tinh khí phát huy chức năng sinh lý đầy đủ trong cơ thể. 
Sự tàng tinh gắn liền với các giai đoạn phát triển của cơ thể con người. Khi con người phát triển đến giai đoạn dậy thì, cũng là lúc tinh khí đầy đủ, có thể sinh đẻ. Nói về chức năng này, trong thiên “Thượng cổ thiên chân luận - Tố vấn” có ghi chép: Con trai 8 tuổi thận khí thực, tóc tốt thay răng, 16 tuổi (nhị bát) thận khí thịnh, thiên quý đến, thận khí tràn trề âm dương điều hòa, có thể có con, …, 40 tuổi (ngũ bát) thận khí bắt đầu suy, tóc rụng răng lung lay…. 56 tuổi (thất bát) can khí suy, gân cốt mềm yếu, thiên quý kiệt, tinh thiểu, tạng thận suy”. Chính vì vậy YHCT cho rằng: “thận là gốc của tiên thiên”. 
Thận tàng trữ tinh tới mức nhất định sẽ hóa khí. Khí do thận tinh hóa gọi là thận khí. Tinh khí của thận khi sung mãn sẽ phát dục. Tinh khí của thận gắn liền với sự sinh trưởng và phát dục của cơ thể. Cơ thể từ khi sinh ra cho đến khi thay răng, dậy thì dần dần đầy đặn, mạnh mẽ, tinh khí bắt đầu đầy đủ, tới khi tràn trề là lúc phát dục, đánh dấu sự trưởng thành của thận khí, thường với nam là sản sinh ra tinh trùng, với nữ là bắt đầu có kinh nguyệt. Lúc này nếu giao hợp thì có thể có con.
- Tỳ: Vị trí ở trung tiêu hoành cách. Tỳ và vị đều nằm ở ổ bụng, tỳ nằm phía bên trái của vị. Chức năng sinh lý chủ yếu của tỳ là: chủ vận hoá, thăng thanh và thống nhiếp huyết dịch. Tỳ và vị là cơ quan chủ yếu tiêu hoá, hấp thu và phân bố chất tinh vi của đồ ăn. Con người sau khi được sinh ra thì các hoạt động sống tiếp theo và sự hoá sinh khí huyết tân dịch đều phải dựa vào chức năng vận hoá thuỷ cốc tinh vi của tỳ vị. Do đó có thể nói tỳ vị là nguồn sinh ra tinh hậu thiên, sinh ra khí, huyết, là hậu thiên chi bản [36]: 
+ Tỳ chủ vận hóa: là chỉ tỳ có chức năng vận chuyển, tiêu hoá, hấp thu thuỷ cốc (thức ăn, thức uống). Thức ăn sau khi tiêu hoá, phần tinh chất được tỳ hấp thu đưa lên phế, do phế chuyển vào tâm mạch, nhờ tác dụng của tỳ khí mà phân bổ khắp cơ thể nuôi dưỡng các cơ quan trong cơ thể. Nếu chức năng này suy giảm sẽ xuất hiện triệu chứng chướng bụng, tiêu chảy, hư lao,... lâu dần sẽ làm tinh hậu thiên thiếu hụt mà gây vô sinh, hiếm muộn.
Như vậy, thông qua chức năng vận hóa, tỳ có tác dụng bổ sung tinh hậu thiên, nuôi dưỡng thiên quý và các cơ quan sinh sản khác ngoài thận [8],[9],[36].
+ Tỳ chủ thăng thanh, thống nhiếp huyết dịch: Là chỉ tỳ khí đưa chất bổ dưỡng được hấp thu lên đến tâm, phế, đầu, mắt. Chất bổ dưỡng này thông qua tác dụng của tâm và phế mà hoá thành khí huyết nuôi dưỡng toàn thân. Nếu chức năng này bị suy yếu thì thủy cốc không được vận hoá, thiếu nguyên liệu sinh khí huyết dẫn đến mệt mỏi, hoa mắt, chóng mặt, giảm ham muốn, giảm chất lượng tinh trùng. Thống là thống lĩnh, khống chế. Tỳ khí điều khiển huyết dịch không cho chảy ra ngoài huyết mạch. Nếu chức năng này suy sẽ xuất hiện các triệu chứng xuất huyết dưới da, tiêu ra máu, rong kinh, di tinh, hoạt tinh...Trên lâm sàng, một số trường hợp di tinh, hoạt tinh khi dùng pháp kiện tỳ ích khí cố nhiếp thì có hiệu quả điều trị rõ rệt [8],[9],[36].
- Can: Vị trí ở trong ổ bụng dưới cơ hoành. Có chức năng chính là tàng huyết và chủ sơ tiết [36].
Sơ là thông, tiết là phát tán. Can có tác dụng duy trì các hoạt động chức năng của toàn thân được thông suốt, làm cho khí, huyết, kinh lạc được lưu thông. Đối với chức năng sinh dục, sinh sản, cũng có tác dụng quan trọng. Khi chức năng sơ tiết của can bị rối loạn, can khí uất kết sẽ dẫn đến tình chí uất ức, chức năng sinh lý hoặc suy giảm, hoặc hưng phấn thái quá [8],[9].
[bookmark: _Toc24962724]1.3.1.2. Tinh tiên thiên, tinh hậu thiên và vai trò đối với sinh sản, sinh dục
Trong YHCT, có một thứ vật chất tàng trữ tại tạng thận và liên quan trực tiếp tới sự phát triển của con người nói chung và sinh sản nói riêng gọi là “tinh”. “Tinh” không chỉ có nghĩa đơn thuần là tinh trùng, mà tinh là chỉ vật chất cơ bản để cấu tạo nên cơ thể và dinh dưỡng nuôi cơ thể. Trong quá trình phát triển cơ thể, tinh luôn luôn bị tiêu hao và cũng thường xuyên được bổ sung để duy trì hoạt động sống. Tinh chia ra làm 2 loại [36]:
- Tinh tiên thiên: Còn gọi là tinh sinh dục, là thứ xuất hiện cùng sự sống, bẩm thụ và tiên thiên, có được trong sự giao hợp của nam nữ, là nguồn gốc để sinh tồn nòi giống nên còn gọi là tinh tiên thiên, nguyên tinh, chân tinh hay tinh sinh dục. Như vậy tinh tiên thiên là sự kết hợp tinh của cha và tinh của mẹ (trứng) thành bào thai. Hiện nay nhiều quan điểm đồng nhất tinh tiên thiên tương tự như tế bào gốc của YHHĐ.
- Tinh hậu thiên: Còn gọi là tinh dinh dưỡng, là thứ vật chất tinh hoa, có nguồn gốc từ thức ăn do vị thu nạp, nhờ tỳ vận hóa để các tạng hấp thu trong quá trình hoạt động. Tinh hậu thiên là vật chất nuôi dưỡng cơ thể, làm cơ sở cho sinh mạng tồn tại và hoạt động, nên còn gọi là tinh dinh dưỡng, còn dư thừa thì giữ lại ở thận. 
[bookmark: _Toc24962725]1.3.1.3. Vai trò của mệnh môn với sinh sản và sinh dục của con người
Mệnh môn là một danh từ chuyên dùng trong YHCT, lần đầu tiên xuất hiện trong cuốn Nội kinh. Theo Nội kinh, mệnh môn là chỉ đôi mắt: “Mệnh môn, mục dã.” Và đến khi cuốn “Nạn kinh” ra đời, mệnh môn mới được định nghĩa như là một cơ quan trong tạng phủ. Nạn kinh điều 36 viết: “Thận có hai quả không phải hoàn toàn đều gọi là thận, ở phía tả là thận, ở phía bên hữu gọi là mệnh môn. Mệnh môn là chỗ ở của tinh khí và thần khí của toàn thân, cũng là chỗ đầu mối của nguyên khí, nam giới dùng đó để tàng chứa tinh khí, nữ giới dùng đó để giằng giữ bào thai”. Qua đây đã nói lên vai trò quan trọng của mệnh môn đối với sinh dục và sinh sản của con người. Hải Thượng Lãn Ông trong tác phẩm Y tông tâm lĩnh cũng rất nhiều lần nhắc tới Mệnh môn. Ví như trong “Y Gia Quan Miên” ông viết: “Thận giữ chức năng tác cường, tàng tinh và chí. Thận chủ xương, dẫn khí thông vào cốt tuỷ, nó là các bể chứa khí huyết, là nơi nương tựa của tinh thần, và là căn bản của sinh mệnh. Có hai quả cật nằm song song với nhau áp sát ở hai bên xương sống, ở giữa là Mệnh Môn, tức là Thiên tiên Thái cực trong thân người. Mệnh Môn có thể sánh ngang với Tâm, đều là quân chủ, không có hình thể để nhìn thấy, nó gọi là Hoàng Đình, là nơi tàng tinh của nam giới, và là chỗ liên hệ bào cung của nữ giới. Các nhà Đạo dẫn thì gìn giữ để tu luyện, người thường thì thuận theo sự phát dục để đẻ sinh ra người”. Trong tập “Huyền Tẩn Phát Vi” ông cũng nhắc tới: “Chính ở chỗ bên đốt sống số 8, có một quả tiểu tâm, bên tả là một quả Thận thuộc Âm Thuỷ, bên hữu là một quả thận thuộc Dương Thuỷ, đều cách ra ngang một thốn 5 phân, khoảng giữa là cung Mệnh Môn.”
 Như vậy, có thể nói mối quan hệ của thận và mệnh môn rất gắn kết, như “âm dương hỗ căn, thủy hỏa tương tế”, liên quan chặt chẽ tới sinh dục, sinh sản của con người. Thận chủ thủy, tàng tinh, tinh là nguyên âm, là chân thủy. Mệnh môn là chỗ liên quan đến nguyên khí nên gọi là nguyên dương, là chân hỏa. Nếu chân hỏa của nam giới suy yếu (hay còn gọi là mệnh môn hỏa suy) sẽ làm giảm công năng tạng thận và sinh dục làm cho nam giới vô sinh, thiểu tinh, tảo tiết, dương nuy… [8],[9],[11],[36].
[bookmark: _Toc24962726]1.3.1.4. Sinh lý thiên quý
“Thiên quý” là một chất thúc đẩy và duy trì sự sinh trưởng và phát dục của con người. Thiên quý có có nguồn gốc từ thận tinh, được nuôi dưỡng bởi nguồn các chất tinh túy, dần dần thành thục, sung thịnh, sau đó dần suy giảm cho đến khi mất hẳn. Nội kinh nói rằng ở người khi “thiên quý đến” sẽ có khả năng sinh con đẻ cái, còn khi thiên quý kiệt thì tinh thiểu, thận khí suy. Thận là gốc của tiên thiên, thuộc thuỷ, quý là một thiên can, cũng thuộc thuỷ, cho nên chất đó gọi là thiên quý. Thiên quý suy giảm thì chức năng sinh sản và sinh dục nói chung của con người cũng suy giảm, khó có con. Chính vì vậy, một số tác giả gần đây cho rằng thiên quý có những đặc điểm tương tự như các hormon sinh dục của nam và nữ [36],[37].
[bookmark: _Toc1344861][bookmark: _Toc5795960][bookmark: _Toc26970679]1.3.2. Các yếu tố ảnh hưởng đến SGTT theo Y học cổ truyền
[bookmark: _Toc24962727]1.3.2.1. Bệnh danh SGTT trong Y học cổ truyền
Y học cổ truyền không có tên bệnh danh là Suy giảm tinh trùng mà chỉ có các triệu chứng như tinh dịch trong loãng, bệnh danh như chứng “bất dục”, “hư lao”, “vô tử”, “tinh thiểu chứng”, “tinh lãnh”, “tinh loãng”,... Đối chiếu triệu chứng của bệnh giữa YHHĐ và YHCT thì có thể xếp vào phạm trù của các bệnh trên [8],[9].
Từ rất sớm, các triệu chứng này đã được mô tả trong các tác phẩm y văn cổ. “Huyết tý hư lao bệnh mạch chứng - Kim quỹ” có ghi chép “nam tử mạch phù huyền mà sáp, khó có con, tinh khí thanh lạnh”, hay như trong “Chư bệnh nguyên hầu luận” có nói “vô tử do nam giới thì có triệu chứng là tinh loãng như nước, lạnh như băng thiết”. Trần Sĩ Phong đời Thanh ghi chép rất rõ ràng: “Khi nam tử xuất tinh, tinh chỉ có vài giọt thì người như vậy không thể có khả năng sinh con vì lượng tinh ít. Tuy bệnh thuộc tiên thiên nhưng do hư lao mà thành”. 
[bookmark: _Toc24962728]1.3.2.2. Nguyên nhân và cơ chế bệnh sinh SGTT theo YHCT
Y học cổ truyền cho rằng, các nguyên nhân thất tình, lục dâm, sang chấn, hoặc do nội thương lâu ngày sẽ ảnh hưởng tới các cơ quan tạng phủ, gây rối loạn sinh lý các cơ quan tạng phủ, qua đó dẫn đến tinh thiểu, bất dục. 
Cơ chế bệnh sinh gây nên chứng tinh thiểu, bất dục chủ yếu là [8],[9], [38]: 
[bookmark: _Toc251666238][bookmark: _Toc192516234][bookmark: _Toc265844824][bookmark: _Toc272475703]- Thận tinh khuy tổn: Do phú bẩm tiên thiên bất túc hoặc phòng dục quá độ làm cạn kiệt tinh khí. Linh Khu viết: “Nhập phòng quá độ thì hại thận”. Vì tinh sinh ra ở huyết, không những tình dục làm tổn tinh, mà tất cả những việc làm tổn huyết hàng ngày đều làm tổn tinh: mắt nhọc vì trông, tinh do trông bị hao, tai nhọc vì nghe, tinh do nghe bị hao, tâm nhọc vì nghĩ, tinh do nghĩ bị hao, thân thể nhọc vì dùng sức, tinh do sức bị hao. 
Hoặc tổn thương do thất tình, sợ hãi làm hại thận, tinh khí hư hao. Vì thận chủ bế tàng, can chủ sơ tiết, hai tạng này đều có tướng hỏa mà hệ của nó đều gắn lên tâm. Tâm là quân hỏa, giận làm tổn thương can thì tướng hỏa động, động thì can làm việc, sơ tiết mà bỏ mất chức năng bế tàng, tuy không giao hợp mà tinh cũng chảy hao ngầm, do vậy mà làm tổn tinh. 
[bookmark: _Toc251666239][bookmark: _Toc192516235][bookmark: _Toc265844825][bookmark: _Toc272475704]Thận tàng tinh chủ về sinh dục, thận tinh hư suy gây liệt dương, di tinh, thiểu nhược tinh mà khó thụ thai.
[bookmark: _Toc265844826][bookmark: _Toc272475705][bookmark: _Toc265844827]- Mệnh môn hỏa suy: Nguyên dương bất túc, thiên quý suy ở người già, ốm lâu ngày và tất cả các nguyên nhân gây thận tinh suy tổn ở trên làm thận dương hư. Thận dương mất chức năng khí hóa, không còn tác dụng sưởi ấm, làm tinh khí hư lạnh, dần dần thận khí hư làm thận dương hư không ôn dưỡng tinh khí, công năng sinh tinh kém. 
[bookmark: _Toc265844828][bookmark: _Toc272475706]Thận chủ chứa đựng tinh, nguyên dương bất túc, tinh khí không bền nên có chứng dương nuy, hoạt tinh, tinh lạnh, sức hoạt động của tinh trùng thấp, số lượng ít.
[bookmark: _Toc192516238][bookmark: _Toc265844829][bookmark: _Toc272475707]Thận chủ tướng hỏa, tâm chủ quân hỏa, khi quân hỏa yên, tướng hỏa lặng thì tinh và huyết mới được sinh ra. Vì tâm tàng thần, thần dựa vào huyết, huyết thì sợ hỏa. Nếu tình dục nổi lên mà tâm hỏa động, thận hỏa cũng hùa theo mà động thì huyết bốc sôi, làm nguyên thần hao tán không thể xuống giao với thận, thận thủy hư hàn, tinh do đó mà tự động tiết ra. Tình dục phóng túng thì hại đến tinh, lao tâm thì tổn đến thần. Thận tinh tiết bừa bãi là do tâm hỏa bức bách mà sinh ra, tâm hỏa bốc lên cũng do thận thủy thiếu mà không chế lại được.
[bookmark: _Toc192516239][bookmark: _Toc265844830][bookmark: _Toc272475708][bookmark: _Toc251666240][bookmark: _Toc192516240][bookmark: _Toc265844831][bookmark: _Toc272475709]- Tỳ hư tinh tổn: Do suy nghĩ quá độ; lao động quá sức dẫn đến mệt mỏi làm tổn thương tâm tỳ; ăn uống thiếu thốn; hoặc do bệnh lâu cơ thể suy nhược mệt mỏi quá làm tổn thương tỳ; hoặc do thận dương không đủ không ôn ấm được tỳ dương làm không vận hoá được thuỷ cốc, hậu thiên mất điều hoà, tinh chất thức ăn không thể hoá sinh khí huyết làm thận tinh suy yếu.
Ăn uống không điều độ, đói no thất thường làm tổn hại khí của tỳ vị, làm không sinh hóa được chất tinh vi, không sinh trưởng được khí huyết, cội nguồn khí huyết bất túc. Hoặc do tinh hậu thiên do tỳ khí sinh ra, có nhiệm vụ nuôi dưỡng tinh tiên thiên và tinh của ngũ tạng, tỳ khí hư làm tinh ngũ tạng hư yếu không tàng nạp về thận, thận tinh hư yếu, nên có thể suy ra sinh tinh giảm, số lượng tinh trùng giảm, sức hoạt động tinh trùng kém.
[bookmark: _Toc251666241][bookmark: _Toc192516241][bookmark: _Toc265844832][bookmark: _Toc272475710]- Can khí uất kết, khí trệ huyết ứ: Do tình chí không thư sướng, uất giận làm mất đi sự sơ tiết dẫn đến khí cơ uất trệ, mộc không điều đạt mà gây bệnh.
Khi can tạng sơ tiết thái quá, can khí hoành nghịch, xâm lấn tỳ thổ (can mạnh, tỳ yếu) và quấy rối thận mà gây nên. 
Do khí của tạng can bị uất mà không được thoải mái và phát tiết, vì thế kết tụ và ứ trệ ở trong cơ thể làm khí trệ, huyết ứ. Huyết chứng luận nói: “Tính của can mộc chủ về sơ tiết, đồ ăn vào vị phải nhờ vào khí của can mộc để sơ tiết thì thủy cốc mới biến hóa được”. Can khí uất kết mất khả năng sơ tiết điều đạt bình thường, không hỗ trợ cho công năng của tỳ thổ, làm đầy bụng, chậm tiêu, biếng ăn. Vì vậy, tinh hoa của ngũ cốc không chuyển thành tinh hậu thiên để nuôi dưỡng tinh tiên thiên, thận tinh hư tổn, có thể suy ra trong tinh dịch số lượng tinh trùng ít, tinh trùng dị dạng nhiều, sức sống của tinh trùng thấp.
Theo Hải Thượng Lãn Ông: Thận chủ bế tàng, can chủ sơ tiết, hai tạng này đều có tướng hỏa, giận quá làm tổn thương can, mà tướng hỏa động, động thì can sơ tiết mà thận bỏ mất chức năng bế tàng, tuy không giao hợp mà tinh cũng chảy hao ngầm. Do vậy mà làm khuynh tổn tinh.
Trong quá trình bệnh biến của chứng can khí uất kết, vì khí là soái của huyết, huyết là mẹ của khí, khí uất thì huyết trệ, nên khí huyết trong kinh can vùng quanh tinh hoàn ứ trệ dẫn đến tinh hoàn nhói đau, nơi đau cố định. Can khí uất trệ thì mộc thịnh khắc thổ quá mạnh (can mộc xâm lấn tỳ thổ), tỳ vị bị tổn thương, vận hóa thất thường mà thành thực trệ, biểu hiện ăn uống không tiêu, bụng đầy, nôn mửa, ợ hơi, đau bụng ỉa chảy. Can khí hoành nghịch thì quấy rối thận, làm tinh quan không bền, dẫn đến di tinh, tiết tinh, di niệu. Vì vậy, tinh hậu thiên không đầy đủ, tinh tiên thiên bị tổn thương sẽ dẫn đến SGTT.
[bookmark: _Toc251666242][bookmark: _Toc192516242][bookmark: _Toc265844833][bookmark: _Toc272475711]- Thấp nhiệt hạ trú: Do ăn uống không điều độ, uống rượu, hút thuốc, thức khuya, ăn đồ béo, mặc quần chật hoặc do nhiễm phải tà khí thấp nhiệt uế trọc đều có thể ảnh hưởng tới tinh hoàn gây ảnh hưởng tới tinh dịch
Hạ tiêu thấp nhiệt: do hạ tiêu nhiễm phải tà khí thấp nhiệt uế trọc, thấp nhiệt nung nấu, câu kết ở bàng quang hoặc thận chuyển nhiệt xuống bàng quang làm chảy mủ dương vật, đái đục, đái rắt, đái buốt. 
Can kinh thấp nhiệt, can đởm thấp nhiệt: thấp nhiệt xâm phạm can kinh ở vùng bộ phận sinh dục gây tức nặng, tinh hoàn sưng.
[bookmark: _Toc251666243][bookmark: _Toc192516243][bookmark: _Toc265844834][bookmark: _Toc272475712]- Ẩm thực bất tiết, lao dật quá độ: Uống rượu nhiều, huyết trong mình chỗ nào về chỗ nấy thì tinh mới ngưng đọng được mà rượu làm động huyết. Người mà khí huyết đã suy, thận tinh không đầy đủ, khi uống rượu lại làm tinh không ngưng đọng được. 
Sách Nội kinh viết “tinh không đủ thì bổ bằng thủy cốc của vị”, nhưng vị nồng gắt không thể sinh tinh được, chỉ có vị ngọt nhạt mới có thể bổ tinh. Thiên Hồng Phạm bàn về vị ăn có nói “cầy cấy thành vị ngọt, các sản vật trên thế gian chỉ có ngũ cốc là vị chính yếu, nếu có thể ăn nhuần ngũ cốc thì rất hay sinh tinh, cho nên cần phải chú ý đến vị của thức ăn. Hoặc những người lao lực quá độ, tinh huyết không đủ nuôi dưỡng cơ thể tất thận tinh suy tổn. Hoặc những người béo phì, lười vận động lâu ngày sinh ra khí trệ, đàm thấp cũng ảnh hưởng tới tinh khí.
[bookmark: _Toc1344862][bookmark: _Toc5795961][bookmark: _Toc26970680]1.3.3. Điều trị SGTT theo Y học cổ truyền
Dựa trên các ghi chép của cổ nhân và kinh nghiệm lâm sàng, các chuyên gia nam học YHCT ngày nay đã tổng hợp và hệ thống rất cơ bản về nguyên nhân, cơ chế và phân thể lâm sàng và điều trị bệnh thiểu tinh, vô sinh do nam giới. Tuy nhiên việc phân thể lâm sàng và điều trị SGTT theo YHCT còn nhiều bất đồng do sự biến hóa triệu chứng trên mỗi bệnh nhân, mỗi vùng miền có sự khác biệt. Chúng tôi tổng hợp lại gồm những thể chính được đa số các tác giả công nhận, đó là các thể: 
Hư chứng: Thận tinh khuy tổn, mệnh môn hỏa suy, tỳ hư tinh tổn, khí huyết lưỡng hư. Thực chứng: Can khí uất kết, khí trệ huyết ứ, thấp nhiệt hạ trú. 
Các phương pháp YHCT điều trị SGTT chủ yếu gồm dùng thuốc YHCT, châm cứu, điện châm, thực dưỡng hoặc kết hợp các phương pháp để điều trị hiệu quả nhất [8],[9],[38].
[bookmark: _Toc24962729]1.3.3.1. Nội trị pháp
- Thận tinh khuy tổn
[bookmark: _Toc192513387][bookmark: _Toc265844838][bookmark: _Toc272475716][bookmark: _Toc192513388]+ Chủ chứng: Kết hôn nhiều năm không có con, lượng tinh dịch ít hoặc loãng, chất lượng và số lượng tinh trùng giảm (số lượng tinh trùng ít hoặc chết nhiều hoặc dị dạng nhiều). Triệu chứng toàn thân: Hoa mắt chóng mặt, ù tai, tinh thần mệt mỏi hay quên; lưng gối yếu mỏi, lưỡi đỏ ít rêu, mạch trầm tế, hoặc tế nhược . 
[bookmark: _Toc192513389][bookmark: _Toc265844840][bookmark: _Toc272475718]+ Pháp điều trị: Bổ thận điền tinh.
+ Bài thuốc: Ngũ tử diễn tông hoàn kết hợp tả quy hoàn giả giảm.
Thành phần: gồm các vị câu kỷ tử, thỏ ty tử, phúc bồn tử, lộc giác giao ngũ vị tử, hà thủ ô, bổ cốt chi, ngưu tất, xa tiền tử; phục linh [9],[38].
Nghiên cứu của Ke Minghui và cs (2016) cho thấy, bài thuốc Ngũ tử diễn tông hoàn có tác dụng cải thiện chất lượng và số lượng tinh trùng trên mô hình chuột cống gây SGTT theo thể thận tinh khuy tổn thông qua cơ chế hồi phục tế bào sertoli [39].
- Mệnh môn hỏa suy:
[bookmark: _Toc192513394][bookmark: _Toc265844843][bookmark: _Toc272475721]+ Chủ chứng: Kết hôn nhiều năm không có con, tinh dịch loãng lạnh, số lượng tinh trùng giảm kèm sắc mặt tối sạm, sợ lạnh, chân tay lạnh, lưng gối mỏi và lạnh, tinh thần mệt mỏi không phấn chấn, tiểu trong lượng nhiều hoặc són đái, đái nhiều lần, đại tiện nát vào lúc sáng sớm, số lượng tinh trùng ít, sức hoạt động tinh trùng yếu, liệt dương, hoạt tinh, mạch trầm tế hoặc trầm trì, chất lưỡi nhợt, rêu trắng.
[bookmark: _Toc192513396][bookmark: _Toc265844846][bookmark: _Toc272475724][bookmark: _Toc192513397]+ Pháp điều trị: Ôn thận tráng dương, sinh tinh ích thận.
+ Bài thuốc: Kim quỹ thận khí hoàn kết hợp bảo nguyên thang gia vị.
Thành phần: gồm các vị phụ tử phiến, nhục quế, đảng sâm, hoàng kỳ, thục địa, sơn dược, sơn thù, mẫu đơn bì, trạch tả, phục linh, sinh khương, cam thảo [9],[38].
Nghiên cứu của Liu He Liang (2009) cũng chứng minh bài thuốc Kim quỹ thận khí hoàn có tác dụng hồi phục chất lượng và số lượng tinh trùng, nồng độ testosteron huyết thanh ở chuột cống đực gây suy giảm sinh dục theo thể thận dương hư [40].
- Tỳ hư tinh tổn
+ Chứng trạng: Tinh dịch loãng, số lượng tinh trùng ít, giảm ham muốn, hoặc dương nuy, tảo tiết, kèm các triệu chứng toàn thân như đau nhức lưng, gối, chân tay hơi lạnh, sắc mặt trắng, toàn thân mệt mỏi vô lực, bụng trướng tiêu lỏng, ăn uống không ngon, chất lưỡi nhạt, rêu trắng, có dấu răng, mạch trầm tế.
+ Pháp điều trị: Ôn bổ tỳ thận, ích khí sinh sinh.
+ Bài thuốc : Thập tử thang hợp lục quân tử thang gia giảm.
Thành phần: gồm các vị thỏ ty tử, tang thầm tử, kỷ tử, nữ trinh tử, xà xàng tử, phúc bồn tử, kim anh tử, ngũ vị tử, kết hợp bài lục quân tử thang [9],[38]. 
Nghiên cứu của Zhang Wei (2017) cho thấy 41 trường hợp thiểu tinh sau khi sử dụng bài thuốc thập tử thang liên tục trong 3 tháng đã cải thiện số lượng và chất lượng tinh trùng (p < 0,05) và cải thiện chỉ số hormon sinh dục nam (FSH, testosteron) với p < 0,05) trước và sau điều trị [41].
- Khí huyết lưỡng hư
[bookmark: _Toc192513400][bookmark: _Toc265844849][bookmark: _Toc272475727][bookmark: _Toc192513401]+ Chứng trạng: Kết hôn nhiều năm không có con, tinh dịch lượng ít, số lượng tinh trùng giảm kèm mệt mỏi, sắc mặt không tươi, mất sức, đầu váng, mắt hoa, ngủ ít hay mê, hay quên, ăn kém, cảm giác đầy chướng bụng, đại tiện phân nát, số lượng tinh trùng ít, sức sống tinh trùng yếu, liệt dương, hoạt tinh, chất lưỡi bệu, nhớt, có thể có vết hằn răng, rêu lưỡi trắng, mạch vô lực. 
[bookmark: _Toc192513402][bookmark: _Toc265844850][bookmark: _Toc272475728]+ Pháp điều trị: Bổ khí dưỡng huyết, bổ thận sinh tinh.
+ Bài thuốc: Ích tinh tự dục thang hợp bát quân tử thang gia giảm.
Thành phần: gồm các vị tử hà xa, sơn thù, đảng sâm, hoàng kỳ, bạch truật, phục linh, hoài sơn, cam thảo, đương quy, bạch thược, thục địa, kỷ tử, thỏ ty tử, ba kích, dâm dương hoắc [9],[38].
[bookmark: _Toc265844852][bookmark: _Toc272475730][bookmark: _Toc192513406]- Can khí uất kết, khí trệ huyết ứ 	
[bookmark: _Toc265844853][bookmark: _Toc272475731][bookmark: _Toc192513407][bookmark: _Toc265844854][bookmark: _Toc272475732]+ Chủ chứng: Kết hôn nhiều năm không có con, tinh dịch lượng ít, tinh trùng yếu, chết nhiều, số lượng tinh trùng ít, hay nhói đau tinh hoàn, giãn tĩnh mạch tinh, bất lực, ngực sườn đầy chướng, hay cáu gắt, chất lưỡi tối có chấm ứ huyết, mạch huyền sáp hoặc huyền khẩn.
[bookmark: _Toc192513408]+ Pháp điều trị: Sơ can giải uất, hành khí hoạt huyết sinh tinh
+ Bài thuốc: Huyết phủ trục ứ thang gia giảm.
Thành phần: gồm các vị đào nhân, hồng hoa, xích thược, xuyên khung, đương quy, sài hồ, lộ lộ thông, xuyên sơn giáp [9],[38]. 
Vương Phi và Cs (2014- TQ) khi tiến hành nghiên cứu dùng bài thuốc huyết phủ trục ứ uống và đắp ngoài để điều trị 102 trường hợp giãn tĩnh mạch tinh gây vô sinh thể khí trệ huyết. Sau 3 tháng, cải thiện triệu chứng toàn thân và tinh dịch đồ đạt mức gần bằng tiêu chuẩn 47%, triệu chứng toàn thân giảm và tinh dịch đồ có cải thiện tốt hơn 46,1% và chỉ có 6,9% không có tác dụng [42]. 
- Thấp nhiệt hạ trú
[bookmark: _Toc192513412][bookmark: _Toc265844857][bookmark: _Toc272475735][bookmark: _Toc265844858][bookmark: _Toc272475736]+ Chủ chứng: Kết hôn nhiều năm không có con, số lượng tinh trùng ít, tỉ lệ tinh trùng chết nhiều, tinh dịch dính đặc quá mức, kèm mệt mỏi nặng nề, miệng đắng, biếng ăn, đầu váng, không muốn uống nước, ngứa hoặc tức nặng bộ phận sinh dục, đau tức chướng ở hội âm hoặc tinh hoàn, tinh dịch đặc mùi hôi, trong tinh dịch có nhiều hồng cầu, bạch cầu, tiểu tiện đục và nhỏ giọt, cảm giác nóng rát niệu đạo khi tiểu hoặc khi phóng tinh, lưỡi đỏ, rêu lưỡi vàng nhớt, mạch hoạt sác hoặc nhu sác. 
[bookmark: _Toc192513414][bookmark: _Toc265844861][bookmark: _Toc272475739]+ Phương pháp điều trị: Thanh nhiệt, lợi thấp, giải độc, sinh tinh.
+ Bài thuốc: Long đởm tả can thang kết hợp lục vị địa hoàng hoàn gia giảm.
Thành phần: gồm các vị long đởm thảo, hoàng bá, chi tử, kim ngân hoa, liên kiều, xa tiền tử, trạch tả, thục địa, sơn thù, sơn dược, đơn bì [9],[38].
Mã Tồn Lượng (2005) sử dụng pháp thanh nhiệt lợi thấp trên nền bài Long đởm tả can thang điều trị 74 bệnh nhân vô sinh nam do tinh trùng chết được phân thể lâm sàng theo YHCT là thấp nhiệt hạ trú, cho thấy sau 6 tháng dùng thuốc, có 39/74 BN (chiếm 52,71% tổng số bệnh nhân) giảm số lượng tinh trùng chết, 35/74 BN (chiếm 47,29% tổng số bệnh nhân không có hiệu quả) [43].
[bookmark: _Toc24962730]1.3.3.2. Ngoại trị pháp
Ngoại trị pháp điều trị SGTT chủ yếu là châm, cứu, điện châm. Các phương pháp này thường được kết hợp sử dụng với phương pháp dùng thuốc YHCT uống để đạt hiệu quả tốt nhất. Thông thường phác đồ như sau [7],[36]:
- Châm cứu: Thường dùng các huyệt mệnh môn, yêu dương quan, quan nguyên, trung cực, tam âm giao, thận du, chí thất, thái uyên, túc tam lý...
Cụ thể:
+ Vô tinh chứng chọn huyệt thận du, mệnh môn hoặc yêu dương quan, tam âm giao hai tổ hợp huyệt thay đổi. Thủ thuật: Sử dụng thủ pháp bình bổ bình tả, mỗi lần hành kim 2-3 phút/huyệt, lưu kim 15 phút. Cách 1 ngày châm 1 lần.
+ Thiểu tinh chứng sử dụng phương pháp ôn châm các huyệt khí hải, thận du, thái uyên.
+ Dương nuy bất dục chọn các huyệt quan nguyên, trung cực, tam âm giao...
- Điện châm: Phân làm 2 nhóm huyệt cách ngày thay đổi: 
+ Nhóm 01: Khí hải, quan nguyên, trung cực, thái khê, túc tam lý.
+ Nhóm 02: Mệnh môn, thận du, thứ liêu, tam âm giao.
Thủ thuật: châm bổ vào các huyệt vị theo nhóm, khi nào đạt tới hiện tượng đắc khí thì mắc điện vào các cặp huyệt, tần số khoảng 14-26 lần/ phút, lưu kim 30 phút. Phương pháp này thích hợp với bệnh nhân thiểu tinh chứng do các nguyên nhân.
WangZhiQiang và cs (2008) trong nghiên cứu hiệu quả của điện châm kết hợp uống thuốc đông y điều trị vô sinh nam trên 231 trường hợp. Sau 3 tháng điều trị và xét nghiệm lại, nhóm điện châm có tác dụng cải thiện chất lượng tinh trùng 67,6%; nhóm dùng thuốc đông y có tác dụng 68,3% và nhóm kết hợp dùng thuốc đông y và điện châm là 84,6% (p < 0,05) [44].
Zhou Jiu Cheng (2009) đã kết hợp châm cứu, đốt ngải và sử dụng bài thuốc Tán dục đan để điều trị 169 trường hợp vô sinh nam. Sau 3 tháng kết quả: có 104 trường hợp người vợ thụ thai thành công, chiếm 61,5%; có 35 trường hợp chất lượng tinh trùng cải thiện tốt chiếm 20,7%; có 9 trường hợp cải thiện khá chiếm 5.3% và 21 trường hợp không cải thiện hoặc kém hơn, chiếm 12,4% [45].
[bookmark: _Toc24962731]1.3.3.3. Thực liệu, dưỡng sinh và điều hộ
- Thực liệu:
Trong YHCT, thực liệu (ăn uống điều trị bệnh) cũng là một phương pháp điều trị có hiệu quả, đặc biệt là các bệnh mạn tính và cần thời gian điều trị lâu dài. Có rất nhiều những món ăn kết hợp với thuốc có tác dụng sinh tinh cho nam giới cũng giúp tăng hiệu quả cho việc có con. 
Một số món ăn dân gian hỗ trợ điều trị nam giới vô sinh, hiếm muộn thường gặp:
+ Vô sinh, hiếm muộn do thận dương hư, mệnh môn hỏa suy: dùng thận dê nấu thuốc.
Nguyên liệu: Thận dê 1 cặp, câu kỷ tử 15-20 g, nhục thung dung 12-15 g, thỏ ty tử 12-15 g.
Cách làm: Thận dê làm sạch, các loại dược liệu rửa sạch, cho vào túi vải buộc kín. Cho tất cả vào nồi đất cùng với lượng nước vừa đủ, đun lửa lớn cho sôi, sau đó để lửa nhỏ đến khi chín mềm là được. Nêm gia vị vừa ăn. Lấy túi thuốc ra, dùng ăn nóng vào lúc đói bụng. Một tuần có thể ăn 2-3 lần.
+ Vô sinh, hiếm muộn do thận tinh suy tổn: Thịt thỏ nấu tam tử
Nguyên liệu: Thịt thỏ 250 g, kim anh tử 30 g, nữ trinh tử 20 g, thỏ ty tử 20 g (ba loại hạt này bọc trong túi vải), gừng tươi 15 g, đại táo 5 quả, gia vị các loại.
Cách làm: Thịt thỏ bỏ mỡ, xắt lát, gừng tươi giã nát, rửa sạch, tất cả cho vào nồi hầm 1-2 giờ, nêm gia vị, chia ăn vài lần trong ngày.
+ Vô sinh hiếm muộn do huyết ứ: Canh cá mực, đào nhân.
Nguyên liệu: Cá mực 1 con, đào nhân 6 g, gia vị các loại.
Cách làm: Cá mực làm sạch, đào nhân rửa sạch. Cho hai thứ vào nồi, nấu với lượng nước vừa đủ. Khi mực chín thì nêm gia vị vừa ăn để làm món canh.
Một tuần ăn 2-3 lần. Cá mực có tác dụng thông huyết, đi vào kinh can, phối hợp với đào nhân nên tác dụng thông ứ huyết càng mạnh. Món ăn này có thể dùng trong trường hợp vô sinh nam do huyết ứ gây nên.
+ Vô sinh hiếm muộn các thể: Hải sâm chưng nhục thung dung
Nguyên liệu: Hải sâm 50 g, nhục thung dung 60 g, thịt heo nạc 100 g, câu kỷ tử 30 g, gia vị vừa đủ.
Cách làm: Tất cả vị rửa sạch. Nhục thung dung ngâm mềm, xắt mỏng. Hải sâm xắt sợi. Thịt heo xắt lát vừa trộn chung với ít muối, tiêu, đường vừa ăn, cho vào thố, chưng cách thuỷ đến khi thịt mềm là được. Ăn nóng. 
- Dự phòng và điều hộ
+ Không sinh hoạt tình dục quá sớm, cũng không nên quá muộn mà nên vào đúng giai đoạn các chức năng tạng phủ đã phát triển thành thục như Nội kinh đã nói nam tử 24 tuổi thận khí sung túc, là thời kỳ thích hợp nhất để có con.
+ Không nên sinh hoạt tình dục quá nhiều, sẽ gây hao tổn thận khí.
+ Không nên uống rượu hút thuốc quá nhiều, không dùng chất kích thích.
+ Tiêu trừ những ảnh hưởng bất lợi như tiếp xúc tia phóng xạ, thuốc độc hại và môi trường làm việc có nhiệt độ cao, …[9],[38].
[bookmark: _Toc1344863][bookmark: _Toc5795962][bookmark: _Toc26970681]1.4. Tình hình nghiên cứu bài thuốc, vị thuốc điều trị Suy giảm tinh trùng dựa trên quan điểm của Y học cổ truyền tại Việt Nam
Cùng với sự phát triển của khoa học kỹ thuật, những năm gần đây, các nhà nghiên cứu y học cổ truyền đã từng bước chứng minh những bài thuốc cổ phương gia giảm, nghiệm phương, độc vị thuốc bổ thận có hiệu quả tốt trong điều trị vô sinh nam nói chung và SGTT nói riêng. Cụ thể:
[bookmark: _Toc1344864][bookmark: _Toc5795963][bookmark: _Toc26970682]1.4.1. Các công trình nghiên cứu về bài thuốc YHCT điều trị SGTT
[bookmark: _Toc24962367]Bảng 1.2. Nghiên cứu tác dụng lên chức năng sinh dục nam của một số bài thuốc YHCT ở Việt Nam
	Tác giả
	Bài thuốc/
thành phần
	Kết quả nghiên cứu

	Trịnh Hoài Nam (2002)
	Tụ tinh thang 
	Cải thiện số lượng cũng như chất lượng tinh trùng. Kết quả nghiên cứu 50 người vô sinh nam thì vợ 6 người đã có thai. Chất lượng tinh trùng đạt loại A 44%, loại B 36%, loại C 20%. [46]

	Phan Hoài Trung (2004)
	Sinh tinh thang 
	Trên 111 bệnh nhân, số lượng tinh trùng tăng đạt kết quả điều trị là 80,18%; số bệnh nhân có mức tăng tỷ lệ tinh trùng di động nhanh đạt kết quả điều trị 64,86%; có 66,67% bệnh nhân tăng được tỉ lệ tinh trùng sống; 72,93% bệnh nhân đã cải thiện được hình thể tinh trùng [47]. 

	Đậu Xuân Cảnh (2007)
	HMSVN
 (Hải mã + sâm 
Việt Nam)
	HMSVN 120mg/100g thể trọng chuột dùng liên tục 70 ngày đã làm cải thiện chức năng tinh hoàn, tăng nồng độ testosteron trong máu [48].

	Đoàn Minh Thụy (2010)
	Hồi Xuân Hoàn (Hữu quy ẩm gia vị)
	Viên nang HXH 500mg uống 20 viên/ngày trong 2 tháng có tác dụng làm tăng mật độ tinh trùng và tỉ lệ tinh trùng bình thường ở bệnh nhân SGTT: mật độ tăng từ 14,06 x 106/ml lên 24,01 x 106/ml, hình dạng tinh trùng bình thường tăng từ 23,23 lên 31,24% với p<0,01 [49].



[bookmark: _Toc1344865][bookmark: _Toc5795964][bookmark: _Toc26970683]1.4.2. Các công trình nghiên cứu về vị thuốc YHCT điều trị SGTT
Trong YHCT, đa số các vị thuốc có tác dụng điều trị vô sinh nam nói chung và SGTT nói riêng đều nằm trong nhóm thuốc bổ thận. Tuy nhiên, trên lâm sàng điều trị các bác sĩ YHCT ít dùng độc vị mà thường biện chứng luận trị và phối hợp các vị thuốc với nhau để tăng hiệu quả điều trị. Hiện nay cũng có rất nhiều công trình nghiên cứu trên thực nghiệm và lâm sàng chứng minh các vị thuốc bổ thận có tác dụng cải thiện chức năng sinh dục, sinh sản ở người. Ở Việt Nam, đã có một số công trình nghiên cứu về tác cải thiện chức năng sinh dục, sinh sản nam của các vị thuốc được công bố.
[bookmark: _Toc24962368]Bảng 1.3. Các nghiên cứu trên thực nghiệm về tác dụng lên cơ quan và chức năng sinh dục nam của một số dược liệu ở Việt Nam
	Tác giả
	Năm
	Nguyên
liệu
	Đối tượng
nghiên cứu
	Kết quả nghiên cứu

	Trần Thanh Tùng
	2009
	Nhục Thung dung
	Chuột cống đực non và trưởng thành
	Có hoạt tính androgen, cải thiện chức năng tinh hoàn và khả năng sinh sản trên chuột cống đực gây suy giảm sinh sản bằng natri valproat [50].

	Trần Mỹ Tiên
	2012
	Cao chiết cồn của rễ Ba kích
	Chuột nhắt trắng đực thiến
	Cao chiết cồn của rễ Ba kích có tác dụng làm tăng trọng lượng các cơ quan sinh dục phụ và testosteron trong
máu trên chuột nhắt đực thiến [51].

	Dương Thị Ly Hương
	2012
	Rễ Bá bệnh
	Chuột cống đực non và trưởng thành
	Có hoạt tính androgen, có tác dụng tăng cường hành vi tình dục trên chuột cống trắng bình thường và cải thiện chức năng tinh hoàn và khả năng sinh sản trên chuột cống đực gây suy giảm sinh sản bằng natri valproat [52].

	Phan Anh Tuấn
	2013
	Sâu chít
	Chuột cống đực trưởng thành
	Có tác dụng tăng số lượng, mức độ di động tinh trùng, cải thiện hình thái mô học tinh hoàn và tăng nồng độ testosteron trong máu trên chuột cống đực gây suy giảm sinh sản bằng nhiệt và bằng stress trường diễn [53].

	Nguyễn Thanh Hương
	2017
	Dịch chiết nước Tỏa dương
	Chuột cống đực
	Có hoạt tính androgen, có tác dụng cải thiện chức năng tinh hoàn và khả năng sinh sản trên chuột cống đực gây suy giảm sinh sản bằng natri valproat [54].

	Đậu Thùy Dương
	2018
	Cao chiết cồn của quả Xà Sàng
	Chuột cống đực
	Có hoạt tính androgen, có tác dụng cải thiện chức năng tinh hoàn và khả năng sinh sản trên chuột cống đực gây suy giảm sinh sản bằng natri valproat [55].
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[bookmark: _Toc26970684]1.5. Tổng quan về Lộc nhung và Đông trùng hạ thảo
[bookmark: _Toc5795966][bookmark: _Toc26970685]1.5.1. Lộc nhung
- Mô tả: Còn gọi là mê nhung, nhung hươu, nhung nai. Tên khoa học là Cornu Cervi parvum. Lộc nhung là sừng non của con hươu sao (lộc) Cervus nippon Temminck, hoặc con nai (mê) Cervus unicolor Cuv. đực được chế biến mà thành. Thuộc ngành có xương sống Verte = brata, lớp có vú Mammalia, bộ có móng Airtio - dactyla, họ Hươu Cervidae [10].
- Thu hái và chế biến: Từ 2 tuổi trở đi, hươu nai đực mới bắt đầu có sừng, nhưng thường hươu nai từ 3 tuổi trở đi sừng hoặc nhung mới tốt và mới thu hoạch. Ở nước ta thường lấy nhung như sau: vào tháng 2-3 khi cặp nhung đã đúng tuổi, người ta trói kỹ 4 chân hươu xong cưa lấy nhung từ chỗ cách đế nhung 3cm. Một cặp nhung nặng 800g, khi khô chỉ còn chừng 250g. Trước khi dùng còn cần phải bỏ hết lông đi nữa [10].
- Thành phần hóa học: trong Lộc nhung có đến 25 loại acid amin, calci phosphat, calci carborat, collagens, estrogen, testosteron, các vitamin A, D, B1, B2, E và 26 loại nguyên tố vi lượng như Fe, Co, Cr, Mn, Cu, F, Se, Zn, I, Sn, Ni, Si và V là các nguyên tố thiết yếu của cơ thể con người, trong đó hàm lượng Ca, Na, K và Mg cao [10], [56], [57].
- Tác dụng theo YHCT [10], [56]: 
+ Tính vị quy kinh: Vị ngọt, mặn tính ôn, đi vào kinh can thận. 
+ Công dụng: Tráng thận dương, ích tinh huyết, cường gân cốt, điều hòa nhâm mạch, xung mạch. Dùng trong các trường hợp thận dương bất túc, tinh huyết khuy hư có các triệu chứng như dương nuy hoạt tinh, mệt nhọc, úy hàn, hoa mắt chóng mặt, đau lưng mỏi gối, băng lậu đới hạ...
“Bản thảo cương mục” viết: Lộc nhung có tác dụng sinh tinh bổ tủy, dương huyết ích dương, mạnh gân cốt.
+ Liều dùng: Tán nhỏ, hòa uống riêng hoặc nấu cháo từ 1- 4g.
- Tác dụng theo YHHĐ: Lộc nhung có tác dụng tốt đối với toàn thân, nâng cao năng lượng, giúp ăn ngủ ngon, bớt mệt mỏi, làm nhanh lành các vết thương, lợi niệu, tăng nhu động ruột và dạ dày, tác động tốt đến chuyển hóa protid và glucid. Liều lượng khác nhau của lộc nhung có tác dụng khác nhau [10],[56],[57]:
 (1) Đối với tim mạch: Lộc nhung có tác dụng bảo vệ cấu trúc màng tế bào cơ tim, giãn mạch vành, phục hồi chức năng cơ tim và tránh tổn thương do thiếu máu cục bộ cơ tim gây ra liều cao gây hạ huyết áp, biên độ co bóp của tim tăng, tim đập nhanh, cung lượng tim tăng lên.
(2) Tác dụng lành vết thương, chống loét: chất Polysacaride của lộc nhung có tác dụng chống loét rõ đối với mô hình gây loét bằng acid acetic hoặc thắt môn vị. 
 (3) Tác dụng đối với hệ sinh dục: lộc nhung tinh có tác dụng như kích thích hocmon sinh dục, làm tăng nhanh thể trọng và chiều cao của chuột bạch thí nghiệm và tử cung của chuột cái phát triển, tăng nhanh sự hồi phục của xương và làm vết thương chóng lành [38].
- Một số nghiên cứu về tác dụng của Lộc nhung đối với hệ sinh dục
Nghiên cứu của Tian Yu Zhang và cộng sự (1997) về tác dụng của lộc nhung đối với tinh hoàn chuột cống trắng cho thấy sau 1 tháng dùng lộc nhung có tác dụng thúc đẩy sự phân bào ở tế bào mầm tinh (p < 0.01), sau 2 tháng không những thúc đẩy phân bào ở tế bào mầm mà số lượng tinh nguyên bào ở ống sinh tinh cũng gia tăng rõ rệt (p < 0.01), sau 3 tháng thì số lượng tế bào mầm tinh cũng gia tăng rõ rệt [58].
Nghiên cứu của Wu Xia và cộng sự (2011) cho thấy với liều 12mg/kg/ngày bột cao khô Lộc nhung cho chuột nhắt trắng trưởng thành Côn Minh uống liên tục trong 14 ngày có tác dụng tăng hàm lượng estradiol, thúc đẩy sự thành thục và chức năng sinh sản của chuột cái  [59].
[bookmark: _Toc5795967][bookmark: _Toc26970686]1.5.2. Đông trùng hạ thảo
- Mô tả: Đông trùng hạ thảo (Cordyceps sinensis (Berk.) Sacc) hay đông trùng thảo, trùng thảo là một loại đông dược quý có bản chất là hiện tượng ấu trùng các loài bướm thuộc chi Thitarodes bị nấm thuộc chi Ophiocordyceps và/hoặc Cordyceps ký sinh [10], [56].
Đây là một dạng ký sinh giữa một loài nấm túi có tên khoa học là Ophiocordyceps sinensis với sâu non (ấu trùng) của một loài côn trùng thuộc chi Thitarodes. Thường gặp nhất là sâu non của loài Thitarodes baimaensis hoặc Thitarodes armoricanus. Ngoài ra còn 46 loài khác thuộc chi Thitarodes cũng có thể bị Ophiocordyceps sinensis ký sinh. Các loài nấm này phân bố rộng ở châu Á và châu Úc với trung tâm đa dạng là vùng Đông Á, đó là các cao nguyên cao hơn mặt biển từ 4.000 đến 5.000 m như: Tây Tạng, Tứ Xuyên, Thanh Hải, Cam Túc, Vân Nam (Trung Quốc). Tuy nhiên cho đến nay người ta mới chỉ nghiên cứu nhiều nhất được về hai loài Ophiocordyceps sinensis (Berk.) Sacc. Và Cordyceps militaris (L. ex Fr.) Link. Loài thứ hai được gọi là Đông trùng hạ thảo Việt Nam hoặc Nhộng trùng thảo. Đây là hai loài đang được nghiên cứu rất nhiều do có giá tri ̣dược liệu và giá tri ̣kinh tế cao [60],[61].
- Thu hái và chế biến: Loại ĐTHT Cordyceps sinensis có trong thiên nhiên thường được thu hái vào tiết hạ chí (tháng 5-6 dương lịch). Sau khi thu hái, người ta sơ chế làm sạch và sấy khô là có thể dùng được. 
Đối với loài Cordyceps militaris, hiện nay người ta đã nuôi cấy thành công và quá trình từ lúc nuôi cấy tới thu hoạch từ 2 -3 tháng [62].
- Thành phần hóa học: Nhiều nghiên cứu đã chứng minh thành phần hóa học của Đông trùng hạ thảo (C.sinensis) chứa 25 - 33% protit thậm chí lên tới 40,69%, khi thủy phân cho 14 -19 axit amin khác nhau. Trong đó các thành phần quan trọng đặc trưng là Cordycepin, Cordycepic acid, Cordyceps polysaccharide, hợp chất SOD. Ngoài ra, còn có chứa nhiều loại vitamin như A, B1, B2, B12, C, E, K và các nguyên tố vi lượng như Na, K, Ca, Mg, Al, Mn, Cu, Zn, Bo, Fe... trong đó cao nhất là phosphor, một lượng đáng kể nước, chất béo, protein, chất sợi thô, carbohydrat tro khoáng chống oxy hóa, chống virus, chống ung bướu, axit glutamic. Các nghiên cứu cũng chỉ ra rằng C. militaris, chứa các hợp chất hóa học, tác dụng cũng tương tự như của C. sinensis, nhưng có thể dễ dàng nuôi trồng trong môi trường nhân tạo [63]. 
CC.sinensis có trong tự nhiên đang ngày càng khan hiếm và cạn kiệt do khai thác bừa bãi và không nuôi trồng được nên hiện nay đã có nhiều nghiên cứu về quy trình nuôi trồng nấm C.militarisis nhằm thay thế cho loài C.sinensis. Gần đây, bộ gen hoàn chỉnh của C.militaris cũng được giải trình tự làm cơ sở cho nhiều nghiên cứu sâu hơn về loại nấm này. Theo một số nghiên cứu khoa học, có hơn 400 phân loài Cordyceps đã tìm thấy và mô tả, tuy nhiên chỉ có khoảng 36 loài được nuôi trồng trong điều kiện nhân tạo để sản xuất quả thể. Trong số đó, chỉ có loài C.militaris đã được trồng ở quy mô lớn do nó có dược tính rất tốt và có thời gian sản xuất ngắn. Tại Việt Nam, rất nhiều trung tâm nghiên cứu hiện nay cũng đã nuôi trồng thành công loại C.militaris này [62], [64], [65].
- Tác dụng theo YHCT [10],[56]: 
+ Tính vị quy kinh: vị ngọt tính bình, quy kinh phế, thận. 
+ Công dụng: Theo“Bản thảo cương mục thập di”: ĐTHT có tính ôn, bổ tinh ích tủy, dược liệu này duy trì được phế khí, có công dụng ích thận, phù hợp với người trung và cao tuổi.
“Dược tính khảo” nói về vị thuốc ĐTHT như sau: Vị ngọt tính ôn, cố tinh ích khí, chuyên bổ mệnh môn.
 “Dược điển Trung quốc” kết luận: ĐTHT có tác dụng bổ thận ích phế, chỉ huyết hóa đàm, dùng trong các trường hợp thận hư tinh tổn, dương nuy di tinh, đau lưng mỏi gối, ho lâu ngày, ho ra máu.
+ Liều dùng: C.sinensis 3-9 gram/ngày; C.militaris 10-15gram/ngày
- Tác dụng theo YHHĐ: Các nghiên cứu chỉ ra rằng ĐTHT có rất nhiều tác dụng tốt với hầu hết các hệ cơ quan trong cơ thể con người [6]:
Đối với hệ miễn dịch, ĐTHT có khả năng làm tăng cường hoạt động miễn dịch tế bào cũng như miễn dịch dịch thể. Cụ thể là nấm có tác dụng nâng cao hoạt tính của đại thực bào và các tế bào nhiễm khuẩn. Chúng điều tiết các phản ứng đáp của tế bào lympho B, tăng cường một cách có chọn lọc hoạt tính của các tế bào ức chế, làm tăng nồng độ các kháng thể IgG, IgM trong huyết thanh. Mặt khác, nấm ĐTHT còn là một vị thuốc ức chế miễn dịch có tác dụng chống lại sự lão hóa của các tế bào. 
Đối với hệ tuần hoàn, ĐTHT có tác dụng làm giãn mạch máu, làm tăng lưu lượng tuần hoàn não và tim, thông qua cơ chế hưng phấn thực thể M ở cơ trơn thành mạch. Mặt khác, nấm ĐTHT còn có khả năng điều chỉnh lipid máu, làm giảm lượng cholesterol và lipoprotein, hạn chế quá trình tiến triển của tình trạng xơ vữa động mạch.
Đối với hệ hô hấp, ĐTHT có khả năng tăng cường hiệu năng sử dụng oxy trong cơ thể, cùng với các chiết xuất từ nó đã được chứng minh có thể giúp hỗ trợ điều trị nhiều bệnh về đường hô hấp, bao gồm cả các bệnh nghiêm trọng như hen suyễn, COPD, viêm phế quản, giúp ức chế cơn co khí quản.
Đối với hệ nội tiết: ĐTHT có tác dụng làm tăng trọng lượng tuyến vỏ thượng thận và tăng tổng hợp các hormon tuyến này, đồng thời nấm có tác dụng tương tự như hormon nam tính và làm tăng trọng lượng tinh hoàn cũng như các cơ quan sinh dục phụ trên động vật thực nghiệm.
Đối với Thận: Nhờ khả năng làm tăng nồng độ 17-hydroxy-corticosteroid và 17-ketosteroid trong cơ thể nên đông trùng hạ thảo có thể giúp hỗ trợ điều trị và phục hồi chứng năng hầu hết các bệnh và triệu chứng liên quan tới thận như suy thận mãn tính, suy giảm chức năng thận, tổn thương thận. 
Một số chất có trong ĐTHT có tác dụng chống ung thư. Các nghiên cứu lâm sàng được tiến hành tại Nhật Bản và Trung Quốc đã cho thấy các bệnh nhân bị các chứng ung thư khác nhau sử dụng ĐTHT mỗi ngày kết hợp với hoá trị trong vòng 2 tháng đã làm giảm đáng kể kích thước khối u, trong khi đó, các bệnh nhân được chữa trị bằng phương pháp bức xạ hay hoá trị liệu thì bệnh trạng không chuyển biến đáng kể [66], [67].
Tác dụng hạ đường huyết: ĐTHT có hiệu quả với hệ thống chuyển hóa glucose máu. Nghiên cứu ngẫu nhiên có đến 95% bệnh nhân được cải thiện chỉ số đường huyết khi sử dụng 3g/ngày. Hiệu quả này đạt được là do tác dụng của ĐTHT trong việc tăng độ nhạy của chất insulin, và các emzyme chuyển hóa glucose gan, glucokinase và hexokinasse. 
Ngoài ra ĐTHT còn có tác dụng bảo vệ gan, giảm cholesterrol trong máu và trong ĐTHT có nhiều hoạt chất SOD (Superoxide Dismutase) là chất chống oxy hóa cao, nên nó có tác dụng làm chậm quá trình lão hóa của cơ thể.
+ Một số nghiên cứu về tác dụng của Đông trùng hạ thảo đối với hệ sinh dục: Nghiên cứu của Jin Lei (2008) trên thực nghiệm cho kết quả: Dịch chiết từ ĐTHT (C.sinensis) có tác dụng tăng mật độ, độ di động, tỉ lệ sống của tinh trùng, giảm độ dị dạng. Ngoài ra ĐTHT còn có tác dụng tương tự như nội tiết tố sinh dục nam và Anti Estrogen trong việc điều tiết phục hồi khả năng sinh dục, trị di tinh [68]. 
Nghiên cứu của Sohn và cộng sự (2012) cũng chứng minh, Cordycepin có trong C.militaris có tác dụng điều trị suy giảm sinh dục trên chuột nhắt trung niên (12 tháng tuổi) [69].
[bookmark: _Toc5795968][bookmark: _Toc26970687]1.5.3. Kết hợp Lộc nhung và ĐTHT trong điều trị vô sinh nam
Trong YHCT, Lộc nhung và ĐTHT là 2 vị thuốc quý có tác dụng bổ thận ích tinh. Khi phối hợp 2 vị thuốc sẽ có tác dụng bổ cả thận âm và thận dương, âm dương tinh khí song bổ. Vì vậy, từ lâu dân gian đã sử dụng bài thuốc kinh nghiệm từ Lộc nhung và ĐTHT trong điều trị vô sinh, hiếm muộn do nam giới đạt hiệu quả cao. Bài thuốc kinh nghiệm dân gian điều trị vô sinh nam:  Rượu “Lộc Nhung Trùng Thảo”
Nguyên liệu: Lộc nhung 20g, đông trùng hạ thảo 90g, rượu gạo 1500ml.
Cách làm: Rửa sạch, thái lát lộc nhung, ĐTHT để nguyên hoặc cắt nhỏ, nghiền bột. Bỏ vào bình đựng 1500ml rượu đậy kín 10-15 ngày có thể dùng.
Cách dùng: Ngày 2 lần, mỗi lần 1 chén nhỏ (20ml) dùng chung bữa ăn.
Kinh nghiệm sử dụng: Dùng cho các trường hợp nam giới vô sinh, liệt dương, chân tay lạnh, mềm yếu vô lực. 
Từ bài thuốc và kinh nghiệm dân gian trên chúng tôi đã áp dụng công nghệ hiện đại để bào chế thành viên nang Y10 có thành phần là 2 vị thuốc trên để tiến hành nghiên cứu tính an toàn và khả năng cải thiện khả năng sinh tinh của Lộc nhung và Đông trùng hạ thảo Việt nam nhằm cung cấp thêm một phương pháp điều trị SGTT từ thuốc YHCT.



[bookmark: _Toc5795969]

[bookmark: _Toc26970688][bookmark: _Toc2768877][bookmark: _Toc2772380]CHƯƠNG 2
[bookmark: _Toc26970689]CHẤT LIỆU, ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
[bookmark: _Toc507956173][bookmark: _Toc507955365][bookmark: _Toc507774831][bookmark: _Toc5795970]
[bookmark: _Toc26970690][bookmark: _Toc507956174][bookmark: _Toc507955366][bookmark: _Toc507774832]2.1. Chất liệu nghiên cứu
Viên nang Y10 được bào chế từ lộc nhung thu mua tại Hương Sơn - Hà Tĩnh và đông trùng hạ thảo (Cordyceps militaris) nuôi cấy tại Học viện Quân y, đạt tiêu chuẩn cơ sở. Là thuốc sử dụng trong nghiên cứu, được bào chế, đóng gói và sản xuất tại Trung tâm nghiên cứu ứng dụng sản xuất thuốc – Học viện Quân Y (158A- Phùng Hưng – Hà Đông – Hà Nội) a
 b

* Thành phần viên nang Y10 
	Cao khô lộc nhung
Cao khô đông trùng hạ thảo
	Hai trăm năm mươi miligam
Một trăm năm mươi miligam
	250mg   150mg

	Tá dược (Natri starch glycolat, Magnesi stearat, aerosil, Lactose)
	Vừa đủ
	1 viên 
(500mg)


Viên nang Y10 có chứa 400mg cao dược liệu, tương ứng với 500mg bột trong viên nang. Dựa trên liều dùng dân gian đối với hai dược liệu thành phần (lộc nhung và đông trùng hạ thảo), và kết quả đánh giá hàm lượng hoạt chất của các dược liệu trong viên nang, liều dự kiến có hiệu quả trên người (50kg) theo đường uống trong 1 ngày là 4 viên (tương ứng 1600mg cao dược liệu hay 2000mg bột trong viên nang). Như vậy liều dự kiến có tác dụng trên người là 32mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 40mg bột trong viên nang/kg/ngày). Liều qui đổi trên chuột cống (hệ số 7) [70] là 224mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 280mg bột trong viên nang/kg/ngày), trên chuột nhắt (hệ số 12) là 384mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 480mg bột trong viên nang/kg/ngày). Bột trong viên nang được cân chính xác trên cân 10-4, được hòa tan trong nước cất, cho chuột uống bằng kim chuyên dụng (kim cong đầu tù).
[bookmark: _Toc5795971][bookmark: _Toc26970691][bookmark: _Toc507956175][bookmark: _Toc507955367]2.2. Đối tượng nghiên cứu
[bookmark: _Toc5795972][bookmark: _Toc26970692]2.2.1. Nghiên cứu thực nghiệm
- Chuột nhắt trắng trưởng thành, dòng Swiss thuần chủng, cùng lứa, cùng ngày tuổi, cả 2 giống, cân nặng 18 - 22g, tổng số 470 con.
- Chuột cống trắng trưởng thành, dòng Wistar thuần chủng, cùng lứa, cùng ngày tuổi, cả 2 giống, cân nặng 160 - 180g, tổng số 80 con.
Số lượng động vật thực nghiệm sử dụng trong từng nghiên cứu được trình bày ở bảng 2.1. 
[bookmark: _Toc515531222][bookmark: _Toc492884095][bookmark: _Toc24962369]Bảng 2.1. Số lượng động vật thực nghiệm
	Động vật
	Số chuột
	Tiêu chuẩn
	Nghiên cứu

	Chuột nhắt trắng chủng Swiss
	80 CNT, không phân biệt giống
	Khỏe mạnh, trọng lượng 18 - 22g
	Nghiên cứu độc tính cấp đường uống

	
	300 CNT, 100 chuột đực, 200 chuột cái
	
	Nghiên cứu độc tính trên sinh sản

	
	90 CNT, 45 chuột đực, 45 chuột cái
	
	Nghiên cứu độc tính gây đột biến trên nhiễm sắc thể

	Chuột cống trắng chủng Wistar
	30 CCT, không phân biệt giống
	Khỏe mạnh, trọng lượng 160 - 180g
	Nghiên cứu độc tính bán trường diễn

	
	50 CCT giống đực
	
	Nghiên cứu tác dụng cải thiện khả năng sinh tinh




Động vật do Ban chăn nuôi động vật thí nghiệm - HVQY cung cấp. Chuột sau khi bắt về được nuôi dưỡng trong phòng chăn nuôi thực nghiệm 5 ngày để chuột quen môi trường mới, tách riêng đực, cái. Tất cả chuột được nuôi trong điều kiện chuẩn tại phòng chăn nuôi thực nghiệm của Bộ môn Dược lý - Học viện Quân y với cùng điều kiện về nhiệt độ, độ ẩm, tỉ lệ thời gian ánh sáng tối đa là 12/12, nước sạch uống tự do, thức ăn do Trung tâm Động vật thí nghiệm Học viện Quân Y cung cấp.
[image: C:\Users\DELL\AppData\Local\Microsoft\Windows\INetCache\Content.Word\IMG20161007151059.jpg] 
	[bookmark: _Toc5795973]Chuột cống trắng, 
chủng Wistar, 160 - 180g
	Chuột nhắt trắng,
chủng Swiss, 18 - 22g



[bookmark: _Toc24962561]Ảnh 2.1. Chuột nhắt trắng và chuột cống trắng sử dụng trong nghiên cứu
[bookmark: _Toc26970693]2.2.2. Nghiên cứu lâm sàng
30 bệnh nhân là nam quân nhân đến khám tại Trung tâm Đào tạo và Nghiên cứu công nghệ phôi - Học viện Quân y và được chẩn đoán là SGTT, phù hợp với tiêu chuẩn chọn bệnh và tiêu chuẩn loại trừ theo YHCT và YHHĐ, tự nguyện hợp tác. 
[bookmark: _Toc5795974][bookmark: _Toc26970694]2.3. Phương tiện - hóa chất nghiên cứu
[bookmark: _Toc5795975][bookmark: _Toc26970695]2.3.1. Phương tiện nghiên cứu
- Máy xét nghiệm sinh hoá Biochemical Systems International Srl, Italia, model 3000 Evolution.
- Máy phân tích huyết học Humancout 30TS, hãng Human, Đức, sử dụng phần mềm phân tích huyết học dành cho chuột thí nghiệm.
- Kính hiển vi Olympus CH 30 (Nhật), có gắn camera và phần mềm chuyên dụng để chụp ảnh và ghi hình hoạt động tinh trùng chuột.
- Cân phân tích 10-4, model CP224S (Sartorius - Đức).
- Bộ dụng cụ mổ động vật cỡ nhỏ.
- Kim cong đầu tù dùng cho chuột uống thuốc, sản xuất tại Nhật Bản.
- Ống micropipette chuyên dụng để lấy máu hốc mắt.
- Các dụng cụ thí nghiệm khác.
[image: C:\Users\DELL\AppData\Local\Microsoft\Windows\INetCache\Content.Word\IMG20161111143005.jpg] [image: C:\Users\DELL\AppData\Local\Microsoft\Windows\INetCache\Content.Word\IMG20161111143042.jpg]
[image: C:\Users\DELL\AppData\Local\Microsoft\Windows\INetCache\Content.Word\IMG20170405114241.jpg]
[bookmark: _Toc24962562]Ảnh 2.2. Máy xét nghiệm huyết học và sinh hóa sử dụng trong nghiên cứu

[bookmark: _Toc5795976][bookmark: _Toc26970696]2.3.2. Hóa chất nghiên cứu
- Hóa chất xét nghiệm sinh hóa của hãng MEDIA, sản xuất tại Italia.
- Hóa chất xét nghiệm huyết học của hãng Human, Đức.
- Testosteron propionat ống tiêm 25 mg/ml, biệt dược Tesmon, do công ty Tai Yu Chemical & Pharma Co.,Ltd sản xuất.
- Natri valproat (biệt dược Depakine), dung dịch thuốc uống, chai 40 ml, chứa natri valproat 200 mg/1ml, do công ty Sanofi- Aventis sản xuất.
- Các hóa chất xét nghiệm và làm tiêu bản mô bệnh học.
[bookmark: _Toc5795977][bookmark: _Toc26970697]2.4. Phương pháp nghiên cứu
Viên nang Y10

    


Nghiên cứu thực nghiệm trên động vật


Tác dụng dược lý trên mô hình gây suy giảm tinh trùng bằng Natri valproat
Viên nang Y10 an toàn và có tác dụng dược lý

Độc tính cấp và bán trường diễn





Nghiên cứu lâm sàng trên 30 bệnh nhân vô sinh do SGTT thể thận tinh khuy tổn
 





Đánh giá kết quả sau điều trị của viên nang Y10
.




[bookmark: _Toc21947446][bookmark: _Toc24962732][bookmark: _Toc535501302]Sơ đồ 2.1. Mô hình nghiên cứu tính an toàn, tác dụng dược lý trên mô hình thực nghiệm và tác dụng trên lâm sàng của viên nang Y10
[bookmark: _Toc5795978][bookmark: _Toc26970699]2.4.1. Phương pháp nghiên cứu thực nghiệm
[bookmark: _Toc508176634][bookmark: _Toc24962733]2.4.1.1. Nghiên cứu độc tính cấp của viên nang Y10 trên chuột nhắt trắng
[bookmark: _Toc507774839]Nghiên cứu độc tính cấp và xác định LD50 của thuốc thử trên chuột nhắt trắng bằng đường uống theo phương pháp Litchfield - Wilcoxon và hướng dẫn của WHO [70],[71]. Trước khi tiến hành thí nghiệm, cho chuột nhịn ăn qua đêm. 
Chuột được chia ngẫu nhiên thành các lô khác nhau, mỗi lô 10 con. Cho chuột uống dung dịch thuốc thử với liều tăng dần trong cùng một thể tích. Tìm liều cao nhất không gây chết chuột (0%), liều thấp nhất gây chết chuột hoàn toàn (100%) và các liều trung gian. 
Theo dõi tình trạng chung của chuột, quá trình diễn biến bắt đầu có dấu hiệu nhiễm độc (như nôn, co giật, kích động…) và số lượng chuột chết ở mỗi lô trong vòng 72 giờ sau khi cho chuột uống thuốc lần cuối. Từ đó xây dựng đồ thị tuyến tính để xác định LD50 của thuốc thử. Sau đó tiếp tục theo dõi tình trạng chung của chuột (hoạt động, ăn uống, bài tiết …) ở mỗi lô cho đến hết 7 ngày sau khi uống thuốc. 
Tiến hành phẫu tích quan sát tình trạng các tạng ngay sau khi có chuột chết để xác định nguyên nhân gây độc.
[bookmark: _Toc508176635][bookmark: _Toc24962734]2.4.1.2. Nghiên cứu độc tính bán trường diễn của viên nang Y10 trên chuột cống trắng
Nghiên cứu độc tính bán trường diễn của viên nang Y10 được thực hiện theo qui định của Bộ Y tế Việt Nam [72],[73], hướng dẫn của Tổ chức Y tế thế giới [74],[75] về đánh giá tính an toàn và hiệu lực của thuốc Y học cổ truyền.
Chuột cống trắng được chia ngẫu nhiên thành 3 lô, mỗi lô 10 con, được chuẩn bị như sau: 
- Lô 1 (lô chứng): uống nước cất.
- Lô 2 (lô trị 1): uống Y10 liều 224mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 280mg bột trong viên nang/kg/ngày).
- Lô 3 (lô trị 2): Y10 liều 672mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 840mg bột trong viên nang/kg/ngày).
Chuột ở các lô được cho uống thuốc nghiên cứu (lô trị 1, lô trị 2) hoặc nước cất (lô chứng) trong 90 ngày liên tục, mỗi ngày một lần vào một giờ cố định (8h sáng).
Các chỉ tiêu theo dõi trước và trong quá trình nghiên cứu:
- Tình trạng chung, thể trọng của chuột. 
- Điện tim của chuột ở đạo trình DII.
- Đánh giá chức phận tạo máu thông qua số lượng hồng cầu, thể tích trung bình hồng cầu, hàm lượng hemoglobin, hematocrit, số lượng bạch cầu, công thức bạch cầu và số lượng tiểu cầu.
- Đánh giá chức năng gan thông qua định lượng một số enzym và chất chuyển hoá trong máu: ALT, AST, bilirubin toàn phần, albumin và cholesterol toàn phần.
- Đánh giá chức năng thận thông qua định lượng nồng độ creatinin huyết thanh.
Các thông số theo dõi được kiểm tra vào trước lúc uống thuốc, sau 45 ngày, và sau 90 ngày uống thuốc.
[image: D:\Ảnh thực nghiệm\IMG_6254.JPG]
[bookmark: _Toc523244809][bookmark: _Toc523245032][bookmark: _Toc24962563]Ảnh 2.3. Lấy máu hốc mắt chuột làm các xét nghiệm nghiên cứu

- Mô bệnh học:
+ Sau 90 ngày uống thuốc, chuột được mổ để quan sát, sờ nắn đánh giá đại thể các cơ quan gan, lách, thận.
[bookmark: _Toc508176636]+ Kiểm tra ngẫu nhiên cấu trúc vi thể gan, lách, thận của ít nhất 30% số chuột ở mỗi lô. Các xét nghiệm vi thể được thực hiện tại Bộ môn khoa Giải phẫu bệnh - Pháp y, bệnh viện Quân y 103.
[image: C:\Users\DELL\AppData\Local\Microsoft\Windows\INetCache\Content.Word\IMG20170324090239.jpg] [image: D:\Ảnh thực nghiệm\IMG_6411.JPG]
[bookmark: _Toc24962564]Ảnh 2.4. Phẫu tích quan sát đại thể các tạng gan, lách, thận và làm mô bệnh học
[bookmark: _Toc24962735]2.4.1.3. Nghiên cứu độc tính trên sinh sản ở chuột nhắt trắng của viên nang Y10
Độc tính trên sinh sản của viên nang Y10 được thực hiện dựa trên hướng dẫn 478 của OECD (2016) về thử nghiệm gây chết trội ở loài gặm nhấm (Rodent Dominant Lethal Test) [76].
Chuột nhắt trắng cả hai giống, được chia ngẫu nhiên thành 5 lô nghiên cứu, mỗi lô 60 con trong đó gồm 20 chuột đực và 40 chuột cái, cụ thể như sau:
+ Lô chứng: Gồm có 20 chuột đực uống nước cất và 40 chuột cái uống nước cất.
+ Lô 1: Gồm có 20 chuột đực uống thuốc Y10 liều 384mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 480mg bột trong viên nang/kg/ngày) và 40 chuột cái uống thuốc Y10 liều 384mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 480mg bột trong viên nang/kg/ngày).
+ Lô 2: Gồm có 20 chuột đực uống thuốc Y10 liều 1152mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 1440mg bột trong viên nang/kg/ngày) và 40 chuột cái uống thuốc Y10 liều 1152mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 1440mg bột trong viên nang/kg/ngày) 
+ Lô 3: Gồm có 20 chuột đực uống thuốc Y10 liều 384mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 480mg bột trong viên nang/kg/ngày) và 40 chuột cái uống nước cất.
+ Lô 4: Gồm có 20 chuột đực uống thuốc Y10 liều 1152mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 1440mg bột trong viên nang/kg/ngày) và 40 chuột cái uống nước cất.
Theo phân lô như trên, các chuột được cho uống thuốc nghiên cứu hoặc nước cất liên tục trong 60 ngày, mỗi ngày một lần vào một giờ nhất định (8h sáng). 
Sau khi cho chuột uống thuốc hoặc nước cất trong 60 ngày liên tục, tiến hành ghép chuột theo mô hình: 1 chuột đực ghép với 2 chuột cái trong một chuồng riêng (gọi là thế hệ P) và theo dõi quá trình sinh sản. 
- Theo dõi sự thụ thai và phát triển thai chuột. Nhận định chuột cái có thai bằng các dấu hiệu: bụng to, bè ngang, lưng võng, dáng đi chậm, trọng lượng tăng nhanh. Khi đã xác định chuột cái đã có thai, tách chuột ra nuôi riêng, hạn chế cân chuột.
- Các chuột cái đã thụ thai của thế hệ P được nuôi đến ngày thứ 16 - 17 rồi chia thành 2 nhóm:
+ 50% số chuột cái có chửa được mổ để quan sát số hoàng thể, số mất trứng, số thai đậu, thai phát triển bình thường, thai chết sớm, thai chết muộn.
Chuột mẹ được gây bất động bằng làm tổn thương tủy cổ. Mổ, bộc lộ ổ bụng, giữ toàn vẹn hai sừng tử cung và hai buồng trứng. Quan sát buồng trứng, thai chuột bằng mắt thường và dưới kính lúp. Ghi nhận các chỉ số cần quan sát ngay sau bộc lộ ổ bụng:
Số hoàng thể: hoàng thể là những chấm màu đỏ thẫm hoặc đỏ hồng, nổi gồ lên khỏi bề mặt buồng trứng, trên đỉnh của chấm hơi lõm xuống.
Số thai sống: màu hồng, các khối thai căng tương đối đều nhau, có thể thấy các phần của thai cử động dưới lớp màng bọc khi thai lớn. 
Số thai chết sớm: là thai không còn nhìn rõ hình thái, bị thoái hóa nhiều hay ít, để lại trên tử cung một mô thoái hóa màu nâu giống như vết máu thâm. Nếu thai chết ở giai đoạn rất sớm, vết tích còn lại cũng ít hơn.
Số thai chết muộn: là thai còn nhìn thấy rõ hình thái, bắt đầu bị thoái hóa hay chỉ là thai có màu nhợt nhạt.
Mất trứng: khi có hoàng thể nhưng không có thai tương ứng.
+ 50% còn lại được nuôi cho đến khi đẻ (gọi là chuột thế hệ F1) để quan sát số con trong mỗi lứa đẻ, số chuột con bị tật bẩm sinh và số chuột con bị chết. 
* Chuột con đẻ ra (thế hệ F1)
- Nuôi chuột thế hệ F1 đến 3 tuần sau khi sinh (trọng lượng đạt khoảng 12 g/con) thì tách riêng chuột đực và chuột cái.
- Tiếp tục nuôi lớn đến 10 tuần sau khi sinh (chuột cái đạt trọng lượng trên 27 g, chuột đực đạt trọng lượng trên 29 g) thì tiếp tục ghép đôi 1 chuột đực với 2 chuột cái để đánh giá tình trạng phôi thai của F1 theo quy trình như trên. Chú ý, chỉ ghép các chuột trong cùng lô chuột thế hệ P với nhau.
* Các chỉ số theo dõi gồm:
- Tỷ lệ chuột cái thụ thai (thế hệ P, F1).
- Đối với chuột cái có chửa được mổ để quan sát (thế hệ P, F1):
+ Số hoàng thể/1 chuột mẹ.
+ Số thai đậu/1 chuột mẹ.
+ Số thai phát triển bình thường/1 chuột mẹ.
+ Tỷ lệ thai chết sớm.
+ Tỷ lệ thai chết muộn.
+ Tỷ lệ mất trứng.
- Đối với chuột con được đẻ ra để quan sát (thế hệ F1):
+ Số chuột con trong mỗi lứa đẻ.
+ Số chuột con bị chết.
+ Số chuột con bị dị tật bẩm sinh (nếu có).
[bookmark: _Toc508176637][bookmark: _Toc24962736]2.4.1.4. Nghiên cứu độc tính gây đột biến trên nhiễm sắc thể của viên nang Y10 trên chuột nhắt trắng
Nghiên cứu khả năng gây đột biến nhiễm sắc thể của chế phẩm được tiến hành theo hướng dẫn 475 của OECD (2002) [77], cụ thể như sau: 
90 chuột nhắt trắng khỏe mạnh, được nuôi ổn định trong phòng thí nghiệm 10 ngày trước khi nghiên cứu. Khi đạt trọng lượng trên 25 g (với chuột đực) và trên 22 g (với chuột cái), chia chuột ngẫu nhiên thành 3 lô, mỗi lô 30 con gồm 15 chuột đực và 15 chuột cái (nhốt riêng chuột đực và chuột cái):
+ Lô 1 (lô chứng): Uống nước cất.
+ Lô 2: Uống thuốc Y10 liều 384mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 480mg bột trong viên nang/kg/ngày).
+ Lô 3: Uống thuốc Y10 liều 1152mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 1440mg bột trong viên nang/kg/ngày).
Chuột được uống hàng ngày, mỗi ngày 1 lần vào 8 giờ sáng, uống liên tục trong 4 tuần (28 ngày). Sau khi nhận liều uống cuối cùng ở từng lô, chuột được tiêm colcemid vào ổ bụng nhằm làm ngừng sự phân chia tế bào ở đúng kỳ giữa của các lần phân bào, là thời điểm mà NST có dạng điển hình nhất.
2 giờ sau khi tiêm colcemid, tiến hành làm tiêu bản NST từ tủy xương (theo phương pháp của Ford) và tiêu bản NST từ tinh hoàn (theo phương pháp của Evan cải tiến). Đối với mỗi chuột, phân tích 50 tiêu bản NST ở giai đoạn Diakinesis- metaphase (giai đoạn hướng cực) đạt tiêu chuẩn phân tích (NST co ngắn, bung đều không bị chồng lên nhau).
Các chỉ số phân tích gồm:
- Rối loạn số lượng NST (ở chuột, 2n = 40). Các rối loạn gồm: đa bội (3n, 4n), lệch bội (2n + 1).
- Rối loạn cấu trúc NST: rối loạn kiểu nhiễm sắc tử (chromatid) như gấp, đứt, trao đổi chromatid và rối loạn kiểu NST như đứt kép, chuyển đoạn, đảo đoạn, nhân đoạn; rối loạn cả cụm NST như: nhòe, nát cả cụm. Đối với NST từ tế bào tinh hoàn, cần đánh giá thêm sự xuất hiện của thể đơn trị NST thường và thể đơn trị NST giới tính XY.
[bookmark: _Toc24962737]2.4.1.5. Đánh giá tác dụng cải thiện khả năng sinh tinh của viên nang Y10 trên chuột cống trắng gây SGTT bằng natri valproat
Natri valproat là một thuốc chống động kinh được sử dụng rộng rãi. Trên cơ quan sinh sản, natri valproat đã được chứng minh làm giảm nồng độ FSH, LH và testosteron máu trên chuột thực nghiệm [78]. Nhiều nghiên cứu về độc tính sinh sản của natri valproat cũng cho thấy natri valproat làm giảm các chỉ số sinh sản như làm giảm số lượng tinh trùng ở đuôi mào tinh, giảm độ di động của tinh trùng, thay đổi hình thái và cấu trúc của tinh trùng cũng như tinh hoàn [79], [80]. 
Chính vì thế, trong nghiên cứu này natri valproat được sử dụng như một tác nhân gây suy chức năng sinh dục cho chuột thực nghiệm, trên cơ sở đó đánh giá tác dụng của Y10. Nghiên cứu thực nghiệm có đối chứng, được tiến hành theo phương pháp của Alaaeldin A. Hamza and Amr Amin (2007) có sửa đổi [81].
Trước khi tiến hành nghiên cứu, chuột được nuôi dưỡng trong phòng thí nghiệm của Bộ môn Dược lý - Học viện Quân y ít nhất một tuần.
Chuột cống đực trưởng thành, được chia ngẫu nhiên thành 5 lô nghiên cứu, mỗi lô 10 con.
+ Lô 1 (lô chứng sinh lý): không gây SGTT, uống nước cất.
+ Lô 2 (lô mô hình): gây SGTT, uống nước cất.
+ Lô 3 (lô tham chiếu): gây SGTT, uống testosteron undecanoat liều 16 mg/kg/ngày.
+ Lô 4 (lô trị 1): gây SGTT, uống Y10 liều 224mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 280mg bột trong viên nang/kg/ngày).
+ Lô 5 (lô trị 2): gây SGTT, uống Y10 liều 448mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 560mg bột trong viên nang/kg/ngày).
Các lô chuột gây SGTT bằng uống natri valproat liều 500 mg/kg/ngày trong 7 tuần. Chuột ở lô không gây SGTT được cho uống nước cất với cùng thể tích trong 7 tuần.
Chế phẩm nghiên cứu và thuốc tham chiếu được cho uống trong thời gian 6 tuần, bắt đầu tại thời điểm sau khi kết thúc 7 tuần uống natri valproat.
Sau 6 tuần uống thuốc, chuột được giết để lấy mẫu đánh giá các chỉ số nghiên cứu, bao gồm:
+ Lấy máu định lượng nồng độ testosteron trong máu.
+ Phân tích tinh trùng: mật độ tinh trùng, độ di động của tinh trùng (di động nhanh, di động chậm, di động tại chỗ, không di động).
+ Làm tiêu bản hình thái tinh trùng, xác định tỷ lệ các tinh trùng có hình thái cấu trúc bất thường.
+ Làm tiêu bản, đánh giá các biến đổi mô bệnh học tinh hoàn. Đo kích thước đường kính ống sinh tinh. 
+ Các cơ quan sinh dục (tinh hoàn, mào tinh hoàn, túi tinh, tuyến Cowper, đầu dương vật, tuyến tiền liệt, cơ nâng hậu môn) được bóc tách và đem cân trọng lượng. Xác định trọng lượng các cơ quan sinh dục trên 100g khối lượng cơ thể. 
* Lấy máu định lượng nồng độ testosteron huyết thanh
Cố định chuột trên bàn phẫu thuật nhỏ tư thế ngửa. Chọc kim qua lồng ngực lấy máu ở tim. Máu để đông tự nhiên, ly tâm lấy huyết thanh để định lượng testosteron.
[image: IMG20160613155220]
[bookmark: _Toc507956179][bookmark: _Toc507955371][bookmark: _Toc453756021][bookmark: _Toc24962565]Ảnh 2.5. Kỹ thuật chọc kim lấy máu ở tim chuột
* Phân tích tinh trùng
Bộc lộ tinh hoàn và mào tinh hoàn, cô lập mào tinh và để ngay vào 0,2ml dung dịch F10 nuôi tinh trùng. Nhẹ nhàng nặn ép lấy tinh trùng từ đuôi mào tinh, tinh trùng vẫn được nuôi dưỡng trong môi trường F10. Dung dịch thu được từ quá trình nặn ép tinh trùng ra trong môi trường F10 này được xem là tinh dịch của chuột. 
Cho tinh dịch của chuột thu được theo cách ở trên vào tủ ấm 370C trong 10 phút để ly giải (làm hóa lỏng tinh dịch).
- Đánh giá mật độ và khả năng di động của tinh trùng 
+ Xác định mật độ tinh trùng
Là số lượng tinh trùng tính trên 1ml. Cách tiến hành như sau: dùng potanh pha loãng bạch cầu (pha loãng 1/20) hút tinh dịch đến vạch 0,5 sau đó hút tiếp dung dịch NaHCO3 5% đến vạch 11. Lắc đều nhỏ lên buồng đếm Neubauer và đếm tại các khu vực như đếm bạch cầu. Tính kết quả như đếm bạch cầu trong máu, và kết quả cuối cùng sẽ là số lượng tinh trùng tính trên 1ml tinh dịch.
+ Xác định tinh trùng di động tiến tới
Là tỉ lệ các tinh trùng di động đi theo hướng nhất định trên tiêu bản soi tươi. Đầu tiên, hút 1 giọt tinh dịch lên lam, đậy lam kính và quan sát ở VK 10 để xem mật độ, tùy thuộc vào lượng tinh trùng nhiều hay ít mà ta sẽ ước lượng độ pha loãng. Sau đó ta sẽ nhỏ 1 giọt nước muối sinh lý lên lam khác, hút 1 lượng tinh dịch (nhiều hay ít phụ thuộc vào bước sơ bộ trên) trộn đều chúng sau đó đậy lamen và quan sát ở VK 40. Việc pha loãng giúp cho ta đếm được dễ dàng hơn. Tiến hành đếm trong ba vi trường, ghi số lượng tinh trùng di động trong tổng số tinh trùng ở mỗi vi trường đếm được sau đó lấy trị số trung bình. Tinh trùng di động tiến tới còn được phân ra thành tiến tới nhanh và tiến tới chậm. Những tinh trùng tiến tới nhanh sẽ di chuyển hết một thân tinh trùng trong 1s. 
+ Xác định tinh trùng di động không tiến tới
Cách làm như di động tiến tới nhưng đếm các tinh trùng đứng lắc lư 1 chỗ hoặc di động theo vòng tròn.
+ Xác định tinh trùng không di động
Làm như trên nhưng đếm các tinh trùng đứng im không chuyển động.
Trên vi trường các di động tiến tới (nhanh và chậm), di động không tiến tới và không di động được đếm, sau đó chia tỉ lệ từng loại trên tổng đã đếm. Thông thường người làm xét nghiệm sẽ lần lượt đếm hết các tinh trùng không di động, sau đó đếm sang tinh trùng di động không tiến tới và cuối cùng đếm tinh trùng di động tiến tới. Đồng thời, sử dụng camera quay lại hình ảnh tinh trùng dưới kính hiển vi, sau đó phân tích đọc kiểm tra lại kết quả phân tích tinh trùng bằng người đọc trên máy tính.
- Đánh giá hình thái tinh trùng: Lấy một lượng nhỏ tinh trùng trong môi trường F10 ở trên cho cố định trên lam kính bằng dung dịch methanol 96%, sau đó nhuộm papanicolaou. Tiêu bản hình thái tinh trùng được quan sát dưới kính hiển vi để xác định hình thái và phát hiện những cấu trúc bất thường ở đầu, cổ hay đuôi tinh trùng.
* Bóc tách các cơ quan sinh dục (tinh hoàn, túi tinh, tuyến cowper, đầu dương vật, tuyến tiền liệt, cơ nâng hậu môn) đánh giá cân nặng 
Bộc lộ các cơ quan sinh dục (tinh hoàn, mào tinh hoàn, túi tinh, đầu dương vật, cơ nâng hậu môn, tuyến cowper, tuyến tiền liệt), bóc tách nhẹ nhàng, cắt ra và đặt ngay lên tờ giấy lọc có tẩm nước muối sinh lý ở trong các đĩa petri để tránh khô. Bóc tách sạch phần tổ chức xung quanh, dùng giấy thấm khô dịch trước khi cho vào đĩa cân. Cân trọng lượng các cơ quan sinh dục của từng con chuột trên cân có độ chính xác 0,1 mg và ghi lại kết quả, xác định cân nặng của các cơ quan sinh dục trên 100 g thể trọng.
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[bookmark: _Toc24962566]Ảnh 2.6. Phẫu tích cơ quan sinh dục của chuột cống đực
* Làm tiêu bản đánh giá sự thay đổi tổ chức học tinh hoàn.
Tinh hoàn sau khi cân xong được cho ngay trong dung dịch Bouin để bảo quản và làm tiêu bản đánh giá sự thay đổi tổ chức học tinh hoàn chuột. Đúc khối parafin. Cắt lát mỏng có độ dày 5 µm, trải lên lam kính và đem nhuộm Hematoxyline - Eosin (HE). Các tiêu bản sau khi nhuộm HE được đọc trên kính hiển vi quang học, người nhận định kết quả không biết lô chuột nào là lô dùng thuốc, lô nào là lô chứng.

[bookmark: _Toc5795979][bookmark: _Toc26970700]2.4.2. Nghiên cứu lâm sàng
Nghiên cứu tiến cứu, thử nghiệm lâm sàng mở, so sánh sự khác biệt trước và sau điều trị. Các bệnh nhân SGTT qua thăm khám bằng YHHĐ và YHCT, làm đầy đủ các xét nghiệm nếu đủ tiêu chuẩn sẽ được chọn vào nhóm nghiên cứu.
[bookmark: _Toc24962738]2.4.2.1. Tiêu chuẩn chọn bệnh nhân
 Chọn 30 bệnh nhân (nam quân nhân) có tiêu chuẩn sau:
* Các bệnh nhân tự nguyện hợp tác, đã ngừng sử dụng các thuốc làm ảnh hưởng đến số lượng, chất lượng tinh trùng ít nhất 75 ngày.
* Tiêu chuẩn lựa chọn bệnh nhân theo y học hiện đại: 
- Tuổi: 16 đến 56 tuổi; 
- Có SGTT theo tiêu chuẩn và cách đánh giá tinh dịch đồ thực hiện theo WHO (2010) [3]. Bệnh nhân có một trong các tiêu chuẩn ở bảng 2.2 được đánh giá là SGTT.
[bookmark: _Toc24962370]Bảng 2.2. Các giá trị tinh dịch đồ được lựa chọn là SGTT theo WHO 2010
	Tổng số tinh trùng 
	           < 39 triệu. 

	Mật độ tinh trùng
	          < 15x106/ml 

	Độ di động của tinh trùng:
    Di động tiến tới (PR):  
    Di động không tiến tới (NP):
	
PR < 32%
PR+NP < 40%

	Hình dạng tinh trùng bình thường:
	< 4%

	Tỉ lệ tinh trùng sống:
	< 58%

	Tế bào lạ
	<1 triệu/ml



[bookmark: _Toc24962371]Bảng 2.3. Chỉ số các hormon sinh dục bình thường
	Chỉ số
	Tiêu chuẩn

	Nồng độ Testosteron huyết thanh
	7,63 - 27,74 nmol/l

	LH
	 1,5-20 UI/l

	FSH
	2-10 UI/l

	Prolactin
	1-25ng/ml

	Estrogen
	12-34pg/ml


* Tiêu chuẩn theo y học cổ truyền: Căn cứ theo tiêu chuẩn chẩn đoán nam giới  suy giảm tinh trùng thể “Thận tinh khuy tổn” theo YHCT: đối tượng nam giới vô sinh, hiếm muộn; lượng tinh dịch ít, số lượng tinh trùng ít hoặc chết nhiều hoặc dị dạng nhiều. Triệu chứng toàn thân: Hoa mắt chóng mặt, ù tai, tinh thần mệt mỏi hay quên; lưng gối yếu mỏi, lưỡi đỏ ít rêu, mạch trầm tế, hoặc tế nhược [9],[82].
[bookmark: _Toc24962739]2.4.2.2. Tiêu chuẩn loại trừ. 
* Những bệnh nhân không chấp hành nghiêm ngặt phác đồ điều trị hoặc bỏ điều trị
* Theo y học hiện đại:	
- Những bệnh nhân đang mắc các bệnh nhiễm khuẩn.
- Những bệnh nhân đang phải sử dụng các liệu pháp điều trị hoặc các loại thuốc ảnh hưởng đến sự sản sinh tinh trùng.
- Những bệnh nhân vô sinh do tắc ống dẫn tinh, dị tật (tinh hoàn lạc chỗ, không có ống dẫn tinh...), giãn tĩnh mạch thừng tinh... chưa được phẫu thuật để điều trị nguyên nhân. Các bệnh nhân dị dạng đường sinh dục, tiết niệu, phì đại lành tính tuyến tiền liệt, ung thư tuyến tiền liệt...
- Những bệnh nhân đã được chọn nhưng trong quá trình nghiên cứu bị mắc các bệnh cấp tính phải điều trị bằng các thuốc làm giảm số lượng chất lượng tinh trùng.
- Những bệnh nhân không có tinh trùng.
* Theo y học cổ truyền: 
Những bệnh nhân thuộc các thể lâm sàng không phải là thận tinh khuy tổn (ví dụ thể mệnh môn hỏa suy; tỳ hư tinh tổn; can khí uất kết, khí trệ huyết ứ; thấp nhiệt hạ tiêu; khí huyết lưỡng hư)
[bookmark: _Toc24962740]2.4.2.3. Liều lượng và cách dùng thuốc: 
Uống mỗi ngày 04 viên, chia 2 lần, sau khi ăn 2 giờ, uống liên tục trong 2 tháng.
[bookmark: _Toc24962741]2.4.2.4. Phương pháp thăm khám và theo dõi lâm sàng
Hồ sơ bệnh án cho từng bệnh nhân được lập theo mẫu thống nhất dựa trên tiêu chí của Hội Nam học thế giới kết hợp với vọng văn vấn thiết theo YHCT, khám và ghi đầy đủ các chỉ tiêu nghiên cứu.
* Y học hiện đại: Khám lâm sàng toàn diện để loại trừ các bệnh về tâm thần, tim mạch, xơ gan, suy thận, đái tháo đường...
Khám bộ phận sinh dục ngoài và tuyến tiền liệt để loại trừ các tổn thương thực thể tại dương vật, tinh hoàn, u xơ tuyến tiền liệt, giãn tĩnh mạch thừng tinh, tinh hoàn ẩn, không có ống dẫn tinh, tắc ống dẫn tinh...
* Y học cổ truyền
Khám theo tứ chẩn (vọng, văn, vấn, thiết), quy nạp các hội chứng bệnh theo bát cương, tạng phủ rồi biện chứng để xác định bệnh nhân SGTT thuộc thể thận tinh khuy tổn.
* Xét nghiệm cận lâm sàng
- Sinh hoá máu trước và sau điều trị: urê, creatinin, AST, ALT.
- Định lượng LH, FSH, testosteron huyết thanh trước điều trị; định lượng LH, FSH, testosteron huyết thanh ở những bệnh nhân được lựa chọn sau điều trị.
- Tinh dịch đồ trước và sau điều trị.
Các xét nghiệm được làm tại Viện Nghiên cứu Y Dược - Học viện Quân y.
* Điều kiện làm tinh dịch đồ: 
Kiêng giao hợp 3- 5 ngày; giữ tinh thần thoải mái trước khi lấy tinh dịch.
Lấy tinh dịch tại phòng lấy tinh dịch của khoa phòng, thực hiện bằng tay, không dùng biện pháp giao hợp gián đoạn vì có thể gây nhiễm bẩn tinh trùng. Hoặc phải mang tới phòng xét nghiệm trong vòng 30 phút, mẫu thử được giữ ấm từ 20-400C trong thời gian mang tới phòng xét nghiệm. Mẫu thử được lấy toàn bộ (việc xuất tinh hoàn tất).
Bệnh nhân phải đi tiểu, rửa tay và rửa sạch dương vật trước khi phóng tinh vào lọ vô trùng. Nếu rửa bằng xà phòng phải rửa nước thật sạch để không làm ảnh hưởng đến tinh trùng.
Tinh dịch đựng trong lọ vô khuẩn được ghi tên, tuổi, giờ lấy mẫu, để tủ ấm 370C trong khoảng 20-30 phút cho đến khi ly giải hoàn toàn. Đọc kết quả trong vòng 1 giờ sau khi xuất tinh.
[bookmark: _Toc24962742]2.4.2.5. Các chỉ tiêu đánh giá
- Một số đặc điểm dịch tễ của nhóm nghiên cứu: phân bố bệnh nhân theo lứa tuổi, phân bố bệnh nhân theo loại vô sinh (vô sinh I, vô sinh II).
+ Vô sinh I (vô sinh nguyên phát): trong tiền sử bệnh nhân chưa có thai lần nào.
+ Vô sinh II (vô sinh thứ phát): trong tiền sử bệnh nhân đã có ít nhất một lần mang thai, sanh sẩy hoặc phá thai kế hoạch, rồi quá thời hạn một năm sau đó muốn có thai mà vẫn không có thai trở lại.
- Một số dấu hiệu lâm sàng do tác dụng không mong muốn của thuốc: nổi mẩn, rối loạn tiêu hoá (phân nát, táo bón...), chóng mặt...
- Các triệu chứng lâm sàng do thận tinh khuy tổn trước và sau điều trị.
- ALT, AST, urê, creatinin huyết thanh trước và sau điều trị.
- Nồng độ testosteron, LH, FSH huyết thanh trước và sau điều trị.
- Tinh dịch đồ trước và sau điều trị (Phân loại theo bảng 2.3).
- Tỉ lệ các bệnh nhân có vợ mang thai và sinh con sau điều trị. 
[bookmark: _Toc507953729][bookmark: _Toc507953471][bookmark: _Toc420657395][bookmark: _Toc24962372]Bảng 2.4. Phân loại chẩn đoán của tinh dịch đồ ở bệnh nhân nghiên cứu
	(1) Tinh trùng ít: 			 mật độ <15 x 106/ml
(2) Tinh trùng yếu: 		 PR < 32%, hoặc PR + NP < 40%
(3) Tinh trùng dị dạng:		 hình dạng bình thường < 04%
(4) Tinh trùng ít và yếu:		 khi phối hợp (1)	và (2)
(5) Tinh trùng yếu và dị dạng:	 khi phối hợp (2)	và (3)
(6) Tinh trùng ít và dị dạng:	 khi phối hợp (1)	và (3)
(7) Tinh trùng ít yếu và dị dạng: phối hợp cả ba tình trạng (1), (2), (3)


Chúng tôi chọn phương pháp “đọc mù”: người làm xét nghiệm không biết bệnh nhân đang được nghiên cứu điều trị. 
[bookmark: _Toc507956184][bookmark: _Toc507955376][bookmark: _Toc507774840][bookmark: _Toc5795980][bookmark: _Toc26970701]2.4.3. Phương pháp xử lý số liệu

[bookmark: _Toc462228529]Các số liệu nghiên cứu được xử lý theo phương pháp thống kê y sinh học, bằng phần mềm thống kê SPSS.17.0. Các số liệu được trình bày dưới dạng  được so sánh bằng One-way ANOVA test. Các số liệu được trình bày dưới dạng phần trăm được so sánh bằng Chi-Square test. Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê khi p< 0,05.
[bookmark: _Toc26970702]2.5. Đạo đức trong nghiên cứu
Đề tài nghiên cứu thuộc đề tài “Nghiên cứu bào chế, tính an toàn và một số tác dụng sinh học của chế phẩm từ lộc nhung và đông trùng hạ thảo (Cordyceps militaris) nuôi cấy tại Việt Nam” của Bộ Quốc Phòng (Mã số 247/2016/HĐ-NCKHCN) và được sự cho phép của Hội đồng khoa học và đạo đức Học viện Quân y (Phụ lục 06).
- Bệnh nhân được cung cấp đầy đủ mọi thông tin về tình trạng bệnh, tính an toàn của thuốc, các lợi ích và nguy cơ khi tham gia nghiên cứu trước khi ký phiếu chấp thuận tham gia nghiên cứu. Sự tham gia vào nghiên cứu của bệnh nhân là hoàn toàn tự nguyện. 
- Bệnh nhân có quyền dừng tham gia nghiên cứu bất cứ thời điểm nào. 
- Các thông tin các nhân của bệnh nhân và tình trạng bệnh của bệnh nhân được bảo mật hoàn toàn trong quá trình tham gia nghiên cứu. Sau nghiên cứu thông tin chỉ được cung cấp khi có sự đồng ý của bệnh nhân. 
- Bệnh nhân được hoàn toàn miễn phí dùng thuốc nghiên cứu và các xét nghiệm, thăm dò cận lâm sàng liên quan trực tiếp đến các chỉ tiêu nghiên cứu.
- Trong quá trình nghiên cứu nếu xảy ra phản ứng bất lợi cho sức khỏe bệnh nhân thì phải dừng thuốc nghiên cứu và điều trị kịp thời.
- Nghiên cứu này được tiến hành nhằm mục đích bảo vệ và nâng cao sức khỏe cho người bệnh

[bookmark: _Toc26970703][bookmark: _Toc5795981][bookmark: _Toc2768890][bookmark: _Toc2772393][bookmark: _Toc4741189]CHƯƠNG 3
[bookmark: _Toc26970704]KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU

[bookmark: _Toc5795982][bookmark: _Toc26970705]3.1. Kết quả nghiên cứu tính an toàn của viên nang Y10
[bookmark: _Toc5795983][bookmark: _Toc26970706]3.1.1. Kết quả nghiên cứu độc tính cấp
[bookmark: _Toc508176664][bookmark: _Toc24962373]Bảng 3.1. Độc tính cấp của viên nang Y10 trên chuột nhắt trắng (n=10)
	Lô chuột
	Liều dùng 
(g/kg thể trọng)
	Thể tích
cho uống
	Số chuột sống/chết sau 72 giờ
	Số chuột sống/chết sau 7 ngày

	
	Tính theo bột trong viên nang
	Tính theo cao dược liệu
	
	
	

	Lô 1
	11,0
	8,8
	25 mL/kg x 3 lần
	10/0
	10/0

	Lô 2
	13,0
	10,4
	25 mL/kg x 3 lần
	10/0
	10/0

	Lô 3
	15,0
	12,0
	25 mL/kg x 3 lần
	10/0
	10/0

	Lô 4
	17,0
	13,6
	25 mL/kg x 3 lần
	10/0
	10/0

	Lô 5
	19,0
	15,2
	25 mL/kg x 3 lần
	10/0
	10/0

	Lô 6
	21,0
	16,8
	25 mL/kg x 3 lần
	10/0
	10/0

	Lô 7
	23,0
	18,4
	25 mL/kg x 3 lần
	10/0
	10/0

	Lô 8
	25,0
	20,0
	25 mL/kg x 3 lần
	10/0
	10/0


Nhận xét: 
Chuột nhắt trắng được uống thuốc thử với các mức liều khác nhau từ liều thấp nhất là 8,8g cao dược liệu/kg thể trọng (tương đương 11,0 g bột trong viên nang/kg thể trọng) đến liều cao nhất là 20,0g cao dược liệu/kg thể trọng (tương đương 25,0 g bột trong viên nang/kg thể trọng), 25 ml/kg x 3 lần trong 24 giờ. Chuột đã uống đến liều 20,0g cao dược liệu/kg thể trọng (tương đương 25,0 g bột trong viên nang/kg thể trọng) là liều tối đa có thể dùng được bằng đường uống để đánh giá độc tính cấp của thuốc thử nhưng không có chuột nào chết, không xuất hiện triệu chứng bất thường nào trong 72 giờ sau uống thuốc lần cuối và trong suốt 7 ngày sau uống thuốc. 
Như vậy chưa tìm thấy LD50 của viên nang Y10 theo đường uống trên chuột nhắt trắng. Với mức liều cao nhất có thể cho chuột uống trong 24h là 20,0g cao dược liệu/kg thể trọng (tương đương 25,0g bột trong viên nang/kg thể trọng) không xuất hiện độc tính cấp.
[bookmark: _Toc5795984][bookmark: _Toc26970707]3.1.2. Kết quả nghiên cứu độc tính bán trường diễn
[bookmark: _Toc24962743]3.1.2.1. Tình trạng chung và thể trọng của chuột cống trắng khi dùng dài ngày
* Tình trạng chung:
Chuột cống trắng được theo dõi hàng ngày về tình trạng chung gồm hoạt động, ăn uống, tình trạng lông, da, niêm mạc, chất tiết. Các chuột ở cả lô chứng và các lô dùng viên nang Y10 đều hoạt động bình thường. Chuột lông mượt, da niêm mạc bình thường, ăn uống bình thường, phân thành khuôn.
[bookmark: _Toc508176644]* Thể trọng của chuột:
[bookmark: _Toc24962374][bookmark: _Toc508176665]Bảng 3.2. Sự thay đổi về thể trọng chuột (g)

	Thời điểm XN
	Lô 1
	Lô 2
	Lô 3
	pso sánh giữa các lô

	Trước TN (a)
	168,60 ± 4,99
	170,20 ± 6,21
	169,60 ± 3,95
	p2-1> 0,05
p3-1> 0,05
p3-2> 0,05

	Sau 45 ngày (b)
	192,90 ± 6,47
	193,20 ± 6,09
	194,20 ± 8,70
	p2-1> 0,05
p3-1> 0,05
p3-2> 0,05

	Sau 90 ngày (c)
	212,50 ± 6,74
	209,50 ± 6,64
	210,80±10,32
	p2-1> 0,05
p3-1> 0,05
p3-2> 0,05

	pso sánh trong cùng lô
	pb,c-a < 0,01;pc-b < 0,01
	-



Nhận xét: 
- So sánh trong cùng lô giữa các thời điểm sau so với trước thấy thể trọng chuột của cả ba lô nghiên cứu đều tăng, sự thay đổi có ý nghĩa thống kê với p < 0,01.
- So với giữa các lô tại cùng thời điểm nghiên cứu, thể trọng chuột của các lô không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).
Như vậy viên nang Y10 với các mức liều và thời gian sử dụng trong nghiên cứu không gây ảnh hưởng đến sự phát triển thể trọng của chuột.
[bookmark: _Toc24962744]3.1.2.2. Ảnh hưởng của viên nang Y10 đối với điện tim chuột
[bookmark: _Toc24962375][bookmark: _Toc508176666]Bảng 3.3. Ảnh hưởng đến điện tim chuột

	Thời điểm 
xét nghiệm
	Lô 1
	Lô 2
	Lô 3
	pso sánh giữa các lô

	
Tần số tim (CK/phút, ± SD)

	Trước TN (a)
	490,40 ± 17,39
	489,80 ± 18,46
	491,70 ± 14,33
	p2-1> 0,05
p3-2> 0,05
p3-1> 0,05

	Sau 45 ngày (b)
	486,10 ± 13,20
	488,30 ± 15,03
	492,50 ± 13,75
	

	Sau 90 ngày (c)
	489,20 ± 15.89
	490,30 ± 10,94
	488,50 ± 10,74
	

	pso sánh trong cùng lô
	pb,c-a > 0,05;pc-b > 0,05
	-

	
Biên độ (mV, ± SD)

	Trước TN (a)
	0,316 ± 0,045
	0,315 ± 0,039
	0,315 ± 0,04
	p2-1> 0,05
p3-2> 0,05
p3-1> 0,05

	Sau 45 ngày (b)
	0,315 ± 0,040
	0,314 ± 0,037
	0,314 ± 0,03
	

	Sau 90 ngày (c)
	0,317 ± 0,045
	0,316 ± 0,035
	0,327 ± 0,04
	

	pso sánh trong cùng lô
	pb,c-a > 0,05; pc-b > 0,05
	-

	Sóng bất thường
	Không
	Không
	Không
	-



Nhận xét: 
- So sánh các lô với nhau trong cùng một thời điểm, tần số và biên độ của điện tim chuột không có sự thay đổi có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
- So sánh trong từng lô giữa các thời điểm thí nghiệm, tần số và biên độ của điện tim chuột không có sự thay đổi ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
 - Không có sóng bất thường trên điện tim của các lô chuột tại các thời điểm nghiên cứu.
Như vậy viên nang Y10 với các mức liều và thời gian sử dụng trong nghiên cứu chưa thấy gây ra các thay đổi trên điện tim chuột.

[bookmark: _Toc24962745]3.1.2.3. Ảnh hưởng đối với một số chỉ tiêu huyết học của chuột
[bookmark: _Toc508176667][bookmark: _Toc24962376][bookmark: _Toc508176668]Bảng 3.4. Ảnh hưởng lên số lượng hồng cầu và hàm lượng huyết sắc tố 

	Thời điểm XN
	Lô 1
	Lô 2
	Lô 3
	pso sánh giữa các lô

	Số lượng hồng cầu chuột (x1012g/l)

	Trước TN (a)
	5,79 ± 0,64
	5,66 ± 0,76
	5,88 ± 1,06
	p2-1> 0,05
p3-2> 0,05
p3-1> 0,05

	Sau 45 ngày (b)
	5,96 ± 0,75
	5,86 ± 0,99
	5,94 ± 0,43
	

	Sau 90 ngày (c)
	5,99 ± 0,48
	5,82 ± 0,64
	5,98 ± 0,69
	

	pso sánh trong cùng lô
	pb,c-a > 0,05;pc-b > 0,05
	-

	Hàm lượng huyết sắc tố trong máu chuột (g/dL)

	Trước TN (a)
	110,70 ± 13,94
	106,50 ± 15,36
	111,80 ± 16,73
	p2-1> 0,05
p3-2> 0,05
p3-1> 0,05

	Sau 45 ngày (b)
	108,70 ± 13,28
	103,20 ± 23,73
	110,40 ± 7,99
	

	Sau 90 ngày (c)
	113,50 ± 12,72
	110,30 ± 13,33
	116,30 ± 14,21
	

	pso sánh trong cùng lô
	pb,c-a > 0,05;pc-b > 0,05
	-



Nhận xét:
- So sánh các lô với nhau trong cùng một thời điểm, số lượng hồng cầu và hàm lượng huyết sắc tố trong máu chuột thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
- So sánh trong từng lô giữa các thời điểm thí nghiệm, số lượng hồng cầu và hàm lượng huyết sắc tố trong máu chuột thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
Như vậy viên nang Y10 với các mức liều và thời gian sử dụng trong nghiên cứu chưa thấy gây ra các thay đổi trên các chỉ tiêu về số lượng hồng cầu và hàm lượng huyết sắc tố trong máu chuột.
[bookmark: _Toc508176669][bookmark: _Toc24962377][bookmark: _Toc508176670]Bảng 3.5. Ảnh hưởng lên hematocrit và thể tích trung bình hồng cầu

	Thời điểm XN
	Lô 1
	Lô 2
	Lô 3
	pso sánh giữa các lô

	Hematocrit (%)

	Trước TN (a)
	31,59 ± 3,37
	31,49 ± 4,43
	31,83 ± 4,72
	p2-1> 0,05
p3-2> 0,05
p3-1> 0,05

	Sau 45 ngày (b)
	33,01 ± 4,37
	32,81 ± 5,68
	33,42 ± 2,18
	

	Sau 90 ngày (c)
	33,96 ± 3,43
	33,04 ± 4,03
	34,24 ± 4,13
	

	pso sánh trong cùng lô
	pb,c-a > 0,05;pc-b > 0,05
	-

	Thể tích trung bình hồng cầu (fl)

	Trước TN (a)
	54,80 ± 1,81
	55,80 ± 1,99
	56,10 ± 4,25
	p2-1> 0,05
p3-2> 0,05
p3-1> 0,05

	Sau 45 ngày (b)
	55,40 ± 2,91
	55,90 ± 2,42
	56,50 ± 4,28
	

	Sau 90 ngày (c)
	56,70 ± 1,64
	56,80 ± 3,46
	56,30 ± 4,00
	

	pso sánh trong cùng lô
	pb,c-a > 0,05;pc-b > 0,05
	-



Nhận xét:
- So sánh các lô với nhau trong cùng một thời điểm, hematocrit và thể tích trung bình hồng cầu trong máu chuột thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
- So sánh trong từng lô giữa các thời điểm thí nghiệm, hematocrit và thể tích trung bình hồng cầu trong máu chuột thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
[bookmark: _Toc508176671]Như vậy viên nang Y10 với các mức liều và thời gian sử dụng trong nghiên cứu chưa thấy gây ra các thay đổi trên các chỉ tiêu về hematocrit và thể tích trung bình hồng cầu trong máu chuột.


[bookmark: _Toc24962378][bookmark: _Toc508176672]Bảng 3.6. Ảnh hưởng của viên nang Y10 lên số lượng bạch cầu và tiểu cầu trong máu chuột 
	Thời điểm XN
	Lô 1
	Lô 2
	Lô 3
	pso sánh giữa các lô

	Số lượng bạch cầu (G/l)

	Trước TN (a)
	8,62 ± 2,15
	8,38 ± 3,07
	8,48 ± 2,99
	p2-1> 0,05
p3-2> 0,05
p3-1> 0,05

	Sau 45 ngày (b)
	7,70 ± 3,30
	8,16 ± 3,86
	8,25 ± 3,92
	

	Sau 90 ngày (c)
	8,17 ± 2,26
	8,68 ± 3,02
	8,71 ± 2,82
	

	pso sánh trong cùng lô
	pb,c-a > 0,05;pc-b > 0,05
	-

	Số lượng tiểu cầu (G/l)

	Trước TN (a)
	338,50 ± 105,34
	336,00 ± 82,32
	341,60 ± 91,36
	p2-1> 0,05
p3-2> 0,05
p3-1> 0,05

	Sau 45 ngày (b)
	355,00 ± 118,21
	306,70 ± 62,97
	297,30 ± 104,44
	

	Sau 90 ngày (c)
	403,10 ± 126,09
	377,00 ± 121,81
	326,00 ± 114,77
	

	pso sánh trong cùng lô
	pb,c-a > 0,05; pc-b > 0,05
	-



Nhận xét:
- So sánh các lô với nhau trong cùng một thời điểm, số lượng bạch cầu và số lượng tiểu cầu trong máu chuột thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
- So sánh trong từng lô giữa các thời điểm thí nghiệm, số lượng bạch cầu và số lượng tiểu cầu trong máu chuột thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
Như vậy viên nang Y10 với các mức liều và thời gian sử dụng trong nghiên cứu chưa thấy gây ra các thay đổi trên các chỉ tiêu về số lượng bạch cầu và số lượng tiểu cầu trong máu chuột.
[bookmark: _Toc24962746]3.1.2.4. Đánh giá mức độ hủy hoại tế bào gan khi dùng viên Y10 dài ngày
[bookmark: _Toc24962379][bookmark: _Toc508176673]Bảng 3.7. Ảnh hưởng đến hoạt độ AST và ALT 





	Thời điểm XN
	Lô 1
	Lô 2
	Lô 3
	pso sánh giữa các lô

	Hoạt độ AST (UI/l)

	Trước TN (a)
	116,10 ± 51,21
	107,40 ± 67,22
	104,00 ± 15,45
	p2-1> 0,05
p3-2> 0,05
p3-1> 0,05

	Sau 45 ngày (b)
	102,10 ± 30,20
	92,60 ± 17,87
	103,40 ± 45,94
	

	Sau 90 ngày (c)
	119,20 ± 53,26
	96,60 ± 18,26
	96,30 ± 22,45
	

	pso sánh trong cùng lô
	pb,c-a > 0,05;pc-b > 0,05
	-

	Hoạt độ ALT (UI/l)

	Trước TN (a)
	39,70 ± 13,10
	40,00 ± 11,79
	45,40 ± 9,86
	p2-1> 0,05
p3-2> 0,05
p3-1> 0,05

	Sau 45 ngày (b)
	33,20 ± 13,64
	30,50 ± 15,36
	36,10 ± 10,66
	

	Sau 90 ngày (c)
	39,60 ± 21,78
	39,70 ± 11,45
	38,70 ± 10,09
	

	pso sánh trong cùng lô
	pb,c-a > 0,05;pc-b > 0,05
	-



Nhận xét:
- So sánh các lô với nhau trong cùng một thời điểm, hoạt độ các enzym AST và ALT trong máu chuột thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
- So sánh trong từng lô giữa các thời điểm thí nghiệm, hoạt độ các enzym AST và ALT trong máu của chuột thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
Như vậy viên nang Y10 với các mức liều và thời gian sử dụng trong nghiên cứu không làm thay đổi hoạt độ các enzym AST và ALT có ý nghĩa thống kê, cho thấy viên nang Y10 không gây ra hủy hoại tế bào gan trên chuột nghiên cứu.

[bookmark: _Toc24962747]3.1.2.5. Đánh giá ảnh hưởng lên chức năng gan khi dùng dài ngày
[bookmark: _Toc24962380][bookmark: _Toc508176674]Bảng 3.8. Ảnh hưởng lên albumin và bilirubin toàn phần trong máu

	Thời điểm XN
	Lô 1
	Lô 2
	Lô 3
	pso sánh giữa các lô

	Albumin huyết tương (g/l)

	Trước TN (a)
	41,20 ± 2,70
	39,30 ± 2,26
	38,50 ± 3,03
	p2-1> 0,05
p3-2> 0,05
p3-1> 0,05

	Sau 45 ngày (b)
	40,20 ± 1,48
	40,00 ± 2,71
	40,30 ± 4,57
	

	Sau 90 ngày (c)
	41,10 ± 2,51
	39,30 ± 1,25
	39,10 ± 2,03
	

	pso sánh trong cùng lô
	pb,c-a > 0,05;pc-b > 0,05
	-

	Bilirubin toàn phần (µmol/L)

	Trước TN (a)
	87,5 ± 59,66
	105,20 ± 41,75
	89,10 ± 44,35
	p2-1> 0,05
p3-2> 0,05
p3-1> 0,05

	Sau 45 ngày (b)
	117,44 ± 43,77
	109,00 ± 27,60
	122,00 ± 47,23
	

	Sau 90 ngày (c)
	89,56 ± 46,34
	128,67 ± 38,25
	116,10 ± 53,11
	

	pso sánh trong cùng lô
	pb,c-a > 0,05;pc-b > 0,05
	-



Nhận xét:
- So sánh các lô với nhau trong cùng một thời điểm, các chỉ số albumin và bilirubin toàn phần máu chuột thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
- So sánh trong từng lô giữa các thời điểm thí nghiệm, các chỉ số albumin và bilirubin toàn phần máu chuột thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
Như vậy viên nang Y10 với các mức liều và thời gian sử dụng trong nghiên cứu không làm thay đổi các chỉ số albumin và bilirubin toàn phần trong máu chuột nghiên cứu.
[bookmark: _Toc508176676]

[bookmark: _Toc24962381]Bảng 3.9. Ảnh hưởng lên cholesterol toàn phần trong máu (mmol/l)
	Thời điểm XN
	Lô 1
	Lô 2
	Lô 3
	pso sánh giữa các lô

	Trước TN (a)
	1,89 ± 0,95
	1,76 ± 0,51
	1,50 ± 0,19
	p2-1> 0,05
p3-1> 0,05
p3-2> 0,05

	Sau 45 ngày (b)
	1,66 ± 0,75
	1,65 ± 0,75
	1,59 ± 0,43
	

	Sau 90 ngày (c)
	1,72 ± 0,63
	1,68 ± 1,25
	1,65 ± 0,90
	

	pso sánh trong cùng lô
	pb,c-a > 0,05; pc-b > 0,05
	-




Nhận xét:
- So sánh các lô với nhau trong cùng một thời điểm, nồng độ cholesterol máu chuột thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
- So sánh trong từng lô giữa các thời điểm thí nghiệm, nồng độ cholesterol máu chuột thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
Như vậy viên nang Y10 với các mức liều và thời gian sử dụng trong nghiên cứu không làm thay đổi nồng độ cholesterol toàn phần trong máu chuột nghiên cứu.
[bookmark: _Toc24962748]3.1.2.6. Đánh giá ảnh hưởng đến chức năng thận khi dùng dài ngày
Kết quả được trình bày ở bảng 3.10.
[bookmark: _Toc24962382][bookmark: _Toc508176677]Bảng 3.10. Nồng độ creatinin máu chuột (µmol/l) 
	Thời điểm XN
	Lô 1
	Lô 2
	Lô 3
	pso sánh giữa các lô

	Trước TN (a)
	77,10 ± 11,90
	71,70 ± 11,66
	74,50 ± 6,60
	p2-1> 0,05
p3-2> 0,05
p3-1> 0,05

	Sau 45 ngày (b)
	83,50 ± 22,83
	83,10 ± 15,07
	84,60 ± 21,58
	

	Sau 90 ngày (c)
	74,30 ± 8,50
	72,40 ± 21,50
	80,90 ± 9,09
	

	pso sánh trong cùng lô
	pb,c-a > 0,05; pc-b > 0,05
	-



Nhận xét:
- So sánh các lô với nhau trong cùng một thời điểm, nồng độ creatinin máu chuột thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
- So sánh trong từng lô giữa các thời điểm thí nghiệm, nồng độ creatinin máu chuột thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
Như vậy viên nang Y10 với các mức liều và thời gian sử dụng trong nghiên cứu không làm thay đổi nồng độ creatinin trong máu chuột nghiên cứu.
[bookmark: _Toc24962749]3.1.2.7. Kết quả mô bệnh học tạng của chuột thí nghiệm
* Hình ảnh đại thể:
Quan sát đại thể bằng mắt thường và dưới kính lúp có độ phóng đại 25 lần thấy: màu sắc, hình thái của gan, lách và thận ở hai lô dùng viên nang Y10 không khác so với chứng. 
[image: Description: IMG20170525090956] [image: Description: IMG20170525090828]
	A. Hình ảnh đại thể gan, lách, thận chuột lô chứng (chuột 08, lô chứng)
	B. Hình ảnh đại thể gan, lách, thận chuột lô trị 1 (chuột 16, lô trị 1)


[image: Description: IMG20170525091121]
C. Hình ảnh đại thể gan, lách, thận chuột lô trị 2 
(chuột 24, lô trị 2)
[bookmark: _Toc24962567]Ảnh 3.1. Hình ảnh đại thể gan, lách, thận chuột đại điện của các lô chuột nghiên cứu 
Nhận xét: Hình ảnh đại thể các tạng gan, lách, thận của chuột ở các lô trị 1 (hình B), lô trị 2 (hình C), là các lô cho uống Y10, có màu nâu đỏ thẫm đồng đều, bề mặt nhẵn, không có u cục hoặc xuất huyết, có đàn hồi khi ấn xuống, không khác biệt so với hình ảnh gan, lách, thận của chuột ở lô chứng (hình A). 
* Hình ảnh vi thể:
Các tiêu bản mô bệnh học đọc tại Bộ môn khoa Giải phẫu bệnh - Pháp y, bệnh viện Quân y 103. Kết quả nghiên cứu về mô bệnh học gan, lách, thận chuột cho thấy viên nang Y10 dùng đường uống ở cả 2 mức liều, liên tục trong 90 ngày, không gây tổn thương trên gan, thận, lách của chuột.
[image: Description: 7a3] [image: Description: 13a5]
	A. Hình ảnh vi thể gan chuột lô chứng (chuột 7, lô chứng). HE, x 400
	B. Hình ảnh vi thể gan chuột lô trị 1 (chuột 13, lô trị 1). HE, x 400


[image: Description: 21a3]
C. Hình ảnh vi thể gan chuột lô trị 2 (chuột 21, lô trị 2). HE, x 400
[bookmark: _Toc24962568]Ảnh 3.2. Hình ảnh mô bệnh học gan chuột đại điện của các lô chuột nghiên cứu, sau 90 ngày uống thuốc
Nhận xét: Hình ảnh vi thể gan dưới kính hiển vi với độ khuếch đại 400 lần của chuột ở lô trị 1 (hình B) và lô trị 2 (hình C), là các lô cho uống Y10, không khác biệt so với hình ảnh vi thể gan chuột ở lô chứng (Hình A). Cấu trúc các bè gan bình thường, không thấy hình ảnh hoại tử, thoái hóa tế bào gan.
[image: Description: 10a1] [image: Description: 15a1]
	A. Hình ảnh vi thể lách chuột lô chứng (chuột 10, lô chứng). HE, x 400
	B. Hình ảnh vi thể lách chuột lô 
trị 1 (chuột 15, lô trị 1). HE, x 400


[image: Description: 7a5]
C. Hình ảnh vi thể lách chuột lô trị 2 (chuột 26, lô trị 2). HE, x 400
[bookmark: _Toc24962569]Ảnh 3.3. Hình ảnh mô bệnh học lách chuột đại điện của các lô chuột nghiên cứu sau 90 ngày uống thuốc



Nhận xét: Hình ảnh vi thể lách dưới kính hiển vi với độ khuếch đại 400 lần của chuột ở lô trị 1 (hình B) và lô trị 2 (hình C), là các lô cho uống Y10, không khác biệt so với hình ảnh vi thể lách chuột ở lô chứng (hình A). Trên hình ảnh thấy vùng tủy trắng bắt màu xanh thậm, tập trung các nang lympho lớn. Vùng tủy đỏ có màu xanh đỏ, với các xoang nang chứa nhiều hồng cầu và một số đại thực bào. Không thấy ở xuất huyết hoặc hoại tử. 
[image: Description: 7a1]    [image: Description: 16a1]
	A. Hình ảnh vi thể thận chuột lô chứng (chuột 5, lô chứng). HE, x 400
	B. Hình ảnh vi thể thận chuột lô
trị 1 (chuột 16, lô trị 1). HE, x 400


[image: Description: 21a2]
C. Hình ảnh vi thể thận chuột lô
trị 2 (chuột 28, lô trị 2). HE, x 400
[bookmark: _Toc24962570]Ảnh 3.4. Hình ảnh mô bệnh học thận chuột đại điện của các lô chuột nghiên cứu sau 90 ngày uống thuốc

Nhận xét: Hình ảnh vi thể thận dưới kính hiển vi với độ khuếch đại 400 lần của chuột ở lô trị 1 (hình B) và lô trị 2 (hình C), là các lô cho uống Y10, không khác biệt so với hình ảnh vi thể thận chuột ở lô chứng (hình A). Cấu trúc các tế bào ống thận và các vùng chức năng khác của thận bình thường. 
[bookmark: _Toc5795985][bookmark: _Toc26970708]3.1.3. Kết quả nghiên cứu độc tính trên chức năng sinh sản
[bookmark: _Toc24962750]3.1.3.1. Ảnh hưởng đến tỷ lệ chuột cái thụ thai (thế hệ P, F1)
[bookmark: _Toc5888854][bookmark: _Toc508176678][bookmark: _Toc24962383]Bảng 3.11. Tỷ lệ chuột cái thụ thai ở các lô
	Lô chuột
	Thế hệ P
	Thế hệ F1

	
	% chuột chửa
	p
	% chuột chửa
	p

	Lô chứng
	60,94%
	> 0,05
	71,65%
	> 0,05

	Lô 1
	59,86%
	
	70,14%
	

	Lô 2
	63,28%
	
	74,56%
	

	Lô 3
	61,72%
	
	72,43%
	

	Lô 4
	66,37%
	
	77,91%
	


Nhận xét: Không có sự khác biệt về tỷ lệ mang thai giữa các lô uống Y10 và lô chứng qua các thế hệ P, F1 (p > 0,05).
[bookmark: _Toc24962751]3.1.3.2. Ảnh hưởng đến số hoàng thể TB/1 chuột mẹ (thế hệ P, F1)
Kết quả về số hoàng thể/1 chuột mẹ được trình bày trong bảng 3.12.

[bookmark: _Toc5888855][bookmark: _Toc508176679][bookmark: _Toc24962384]Bảng 3.12: Số hoàng thể/1 chuột mẹ ở các lô ( ± SD)
	Lô chuột
	Thế hệ P
	Thế hệ F1

	
	Số hoàng thể TB/1 chuột mẹ
	p
	Số hoàng thể TB/1 chuột mẹ
	p

	Lô chứng
	12,36 ±2,08
	> 0,05
	13,64 ± 2,57
	> 0,05

	Lô 1
	12,45±3,14
	
	14,22 ±2,86
	

	Lô 2
	12,18±2,56
	
	13,69±3,02
	

	Lô 3
	13,09±2,81
	
	14,06 ±2,65
	

	Lô 4
	12,27±2,35
	
	13,91 ±3,14
	


Nhận xét: Không có sự khác biệt về số hoàng thể TB/1 chuột mẹ giữa các lô uống Y10 và lô chứng qua các thế hệ P, F1 (p > 0,05). 


[bookmark: _Toc24962752]3.1.3.3. Ảnh hưởng đến số thai sống/1 chuột mẹ (thế hệ P, F1)
[bookmark: _Toc5888856][bookmark: _Toc508176680][bookmark: _Toc24962385]Bảng 3.13: Số thai sống/1 chuột mẹ ở các lô (%)
	Lô chuột
	Thế hệ P
	Thế hệ F1

	
	Số thai sống/1 chuột mẹ
	p
	Số thai sống/1 chuột mẹ
	p

	Lô chứng
	97,65%
	> 0,05
	98,02%
	> 0,05

	Lô 1
	96,92%
	
	97,65%
	

	Lô 2
	98,45%
	
	98,69%
	

	Lô 3
	97,26%
	
	97,91%
	

	Lô 4
	98,19%
	
	98,54%
	


Nhận xét: Không có sự khác biệt về số thai sống/1 chuột mẹ giữa các lô uống Y10 và lô chứng qua các thế hệ P, F1 (p > 0,05). 
[bookmark: _Toc24962753]3.1.3.4. Ảnh hưởng đến số thai chết sớm/1 chuột mẹ (thế hệ P, F1)
[bookmark: _Toc5888857][bookmark: _Toc508176681][bookmark: _Toc24962386]Bảng 3.14: Số thai chết sớm/1 chuột mẹ ở các lô (%)
	Lô chuột
	Thế hệ P
	Thế hệ F1

	
	Số thai chết sớm/1 chuột mẹ
	p
	Số thai chết sớm/1 chuột mẹ
	p

	Lô chứng
	2,94%
	> 0,05
	3,62%
	> 0,05

	Lô 1
	3,16%
	
	3,09%
	

	Lô 2
	2,08%
	
	4,17%
	

	Lô 3
	2,75%
	
	2,98%
	

	Lô 4
	3,21%
	
	3,81%
	


Nhận xét: Không có sự khác biệt về số thai chết sớm/1 chuột mẹ giữa các lô uống Y10 và lô chứng qua các thế hệ P, F1 (p > 0,05). 


[bookmark: _Toc24962754]3.1.3.5. Ảnh hưởng của đến số thai chết muộn/1 chuột mẹ (thế hệ P, F1)
[bookmark: _Toc5888858][bookmark: _Toc508176682][bookmark: _Toc24962387]Bảng 3.15: Số thai chết muộn/1 chuột mẹ ở các lô (%)
	Lô chuột
	Thế hệ P
	Thế hệ F1

	
	Số thai chết muộn/1 chuột mẹ
	p
	Số thai chết muộn/1 chuột mẹ
	p

	Lô chứng
	1,62%
	> 0,05
	2,36%
	> 0,05

	Lô 1
	1,81%
	
	2,09%
	

	Lô 2
	2,03%
	
	1,86%
	

	Lô 3
	2,16%
	
	2,47%
	

	Lô 4
	1,25%
	
	2,18%
	


Nhận xét: Không có sự khác biệt về số thai chết muộn/1 chuột mẹ giữa các lô uống Y10 và lô chứng qua các thế hệ P, F1 (p > 0,05). 
[bookmark: _Toc24962755]3.1.3.6. Ảnh hưởng đến số trứng tiêu/1 chuột mẹ (thế hệ P, F1)
[bookmark: _Toc508176683][bookmark: _Toc24962388]Bảng 3.16: Số trứng tiêu/1 chuột mẹ ở các lô (%)
	Lô chuột
	Thế hệ P
	Thế hệ F1

	
	Số trứng tiêu/
1 chuột mẹ
	p
	Số trứng tiêu/
1 chuột mẹ
	p

	Lô chứng
	4,48%
	> 0,05
	3,96%
	> 0,05

	Lô 1
	4,62%
	
	4,12%
	

	Lô 2
	4,26%
	
	3,97%
	

	Lô 3
	4,32%
	
	4,31%
	

	Lô 4
	3,98%
	
	2,68%
	


Nhận xét: Không có sự khác biệt về số trứng tiêu/1 chuột mẹ giữa các lô uống Y10 và lô chứng qua các thế hệ P, F1 (p > 0,05). 
[bookmark: _Toc24962756]3.1.3.7. Ảnh hưởng đến số lượng chuột con/1 lứa đẻ (thế hệ F1)
[bookmark: _Toc24962757]	Kết quả về số lượng chuột con/1 lứa đẻ được trình bày trong bảng 3.17.
[bookmark: _Toc24962389][bookmark: _Toc5888860][bookmark: _Toc508176684]Bảng 3.17: Số lượng chuột con/1 lứa đẻ ở các lô 


	Lô chuột
	Thế hệ F1

	
	Số lượng chuột con/1 lứa đẻ
	p

	Lô chứng
	12,08 ±1,93
	> 0,05

	Lô 1
	12,14 ± 2,54
	

	Lô 2
	12,19 ± 1,98
	

	Lô 3
	12,23 ± 1,64
	

	 Lô 4
	12,45 ± 2,46
	


	
Nhận xét: Không có sự khác biệt về số lượng chuột con/1 lứa đẻ giữa các lô uống Y10 và lô chứng thế hệ F1 (p > 0,05). 
[bookmark: _Toc24962758]Vì tỷ lệ chuột đực và chuột cái trong mỗi lứa đẻ (chuột thế hệ F1) ở mỗi lô là cân bằng nhau, số lượng chuột con trên mỗi lứa đẻ ở các lô cũng tương đương nhau. Do đó, khi ghép cặp các chuột thế hệ F1, ta lựa ra ngẫu nhiên số chuột cái và số chuột đực ở các lô sao cho số cặp ghép ở các lô là như nhau.
[bookmark: _Toc24962759]3.1.3.8. Ảnh hưởng đến số chuột con chết/1 lứa đẻ và số con bị dị tật (thế hệ F1)
[bookmark: _Toc5888861][bookmark: _Toc508176685][bookmark: _Toc24962390]Bảng 3.18: Số chuột con chết/1 lứa đẻ ở các lô (%)
	Lô chuột
	Thế hệ F1

	
	Số chuột con chết/1 lứa đẻ
	p

	Lô chứng
	1,68%
	> 0,05

	Lô 1
	2,08%
	

	Lô 2
	1,98%
	

	Lô 3
	1,62%
	

	Lô 4
	2,15%
	


Nhận xét: Không có sự khác biệt về số chuột con chết/1 lứa đẻ giữa các lô uống Y10 và lô chứng thế hệ F1 (p > 0,05). 
Quan sát các chuột được sinh ra từ chuột mẹ thế hệ F1, thấy các chuột hoạt động, vận động bình thường. Quan sát ở tất cả các lô thử nghiệm, không có chuột nào có biểu hiện dị tật. 
Như vậy: Kết quả nghiên cứu độc tính di truyền qua các thế hệ (độc tính sinh sản) cho thấy viên nang Y10 không gây ảnh hưởng rõ rệt đến sự phát triển bình thường của thai và con sinh ra qua thế hệ P và F1.
[bookmark: _Toc5795986][bookmark: _Toc26970709]3.1.4. Kết quả nghiên cứu độc tính trên nhiễm sắc thể
[bookmark: _Toc24962760]3.1.4.1. Ảnh hưởng của chế phẩm trên nhiễm sắc thể tế bào tuỷ xương
Chuột nhắt trắng được uống chế phẩm nghiên cứu với 2 mức liều thấp và liều cao; uống liên tục 28 ngày. Sự ảnh hưởng đến số lượng và cấu trúc nhiễm sắc thể tủy xương được trình bày trong bảng 3.19 và 3.20.
[bookmark: _Toc508176686][bookmark: _Toc24962391]Bảng 3.19. Ảnh hưởng của chế phẩm đến số lượng NST tế bào tủy xương
	Chỉ số nghiên cứu
	Lô chuột
	p

	
	Lô chứng
	Lô uống chế phẩm liều thấp
	Lô uống chế phẩm liều cao
	

	Số tế bào được đánh giá
	172
	169
	160
	

	Số lệch bội
	3
	2
	2
	

	Tỷ lệ lệch bội (%)
	2,05
	1,18
	1,25
	> 0,05

	Số đa bội
	6
	5
	3
	

	Tỷ lệ đa bội (%)
	3,07
	2,96
	1,88
	> 0,05


p: so với lô chứng
Nhận xét: Từ kết quả ở các bảng 19 cho thấy, trên các tiêu bản NST từ tế bào tuỷ xương ở các lô chuột uống chế phẩm cả ở liều thấp và liều cao liên tục trong 28 ngày, tỉ lệ xuất hiện các rối loạn số lượng NST (lệch bội, đa bội) không có sự khác biệt so với lô chứng (p > 0,05). 
[bookmark: _Toc508176687][bookmark: _Toc24962392]Bảng 3.20. Ảnh hưởng của chế phẩm đến cấu trúc NST tế bào tủy xương
	Chỉ số nghiên cứu
	Lô chứng
	Lô chế phẩm liều thấp
	Lô chế phẩm liều cao
	p

	Số tế bào được đánh giá
	172
	169
	160
	

	Số rối loạn cấu trúc nhiễm sắc tử
	2
	0
	0
	

	Tỉ lệ rối loạn cấu trúc nhiễm sắc tử (%)
	1,12
	0,00
	0,00
	> 0,05

	Số rối loạn cấu trúc nhiễm sắc thể
	3
	0
	0
	

	Tỉ lệ rối loạn cấu trúc nhiễm sắc thể (%)
	1,69
	0,00
	0,00
	> 0,05

	Tỉ lệ rối loạn cụm NST
	0
	0
	0
	


p: so với lô chứng
Nhận xét: Từ kết quả ở các bảng 20 cho thấy, trên các tiêu bản NST từ tế bào tuỷ xương ở các lô chuột uống chế phẩm cả ở liều thấp và liều cao liên tục trong 28 ngày, tỉ lệ xuất hiện các rối loạn cấu trúc nhiễm sắc thể không có sự khác biệt so với lô chứng (p > 0,05). 
Ở các lô chuột thí nghiệm đều không thấy hiện tượng rối loạn cấu trúc nhiễm sắc thể và rối loạn cụm NST, kết quả được thể hiện trong các ảnh 3.5, 3.6 và 3.7.
[image: Description: Choutnhat  40 gap]
[bookmark: _Toc24962571]Ảnh 3.5. NST tế bào tuỷ xương chuột nhắt trắng bình thường lô chứng (độ phóng đại x 1000)
[image: Description: Chout nhat 40]
[bookmark: _Toc304213905][bookmark: _Toc24962572]Ảnh 3.6. NST tế bào tuỷ xương lô uống chế phẩm liều thấp
(độ phóng đại x 1000)
[image: Description: Chuotnhat 40]
[bookmark: _Toc24962573]Ảnh 3.7. NST tế bào tuỷ xương lô uống chế phẩm liều cao 
[bookmark: _Toc5889064][bookmark: _Toc24962574](độ phóng đại x 1000)
[bookmark: _Toc24962761]3.1.4.2. Ảnh hưởng của chế phẩm đến nhiễm sắc thể tinh hoàn
Chuột nhắt trắng được uống chế phẩm nghiên cứu với 2 mức liều thấp và liều cao; uống liên tục 28 ngày. 
Sau khi nhận liều uống cuối cùng ở từng lô, chuột được tiêm colcemid vào ổ bụng nhằm làm ngừng sự phân chia tế bào ở đúng kỳ giữa của các lần phân bào, là thời điểm mà NST có dạng điển hình nhất.
2 giờ sau khi tiêm colcemid, tiến hành làm tiêu bản NST từ tinh hoàn theo phương pháp của Evan cải tiến. 
Đối với mỗi chuột, phân tích 50 tiêu bản NST ở giai đoạn Diakinesis- metaphase (giai đoạn hướng cực) đạt tiêu chuẩn phân tích (NST co ngắn, bung đều không bị chồng lên nhau).
[bookmark: _Toc508176688][bookmark: _Toc24962393]Bảng 3.21. Ảnh hưởng của chế phẩm đến nhiễm sắc thể tinh hoàn 
	Loại đột biến
	Lô chứng
	Lô uống chế phẩm liều thấp
	Lô uống chế phẩm liều cao
	p

	Số lượng NST < 40%
	6,48 ± 0,84
	7,04 ± 0,80
	7,30 ± 1,01
	> 0,05

	Số lượng NST = 40%
	90,87 ± 1,32
	90,98 ± 1,43
	89,50 ± 0,65
	> 0,05

	Số lượng NST > 40%
	1,23 ± 0,64
	1,14 ± 0,54
	1,08 ± 0,61
	> 0,05

	Số lượng NST thường %
	1,25 ± 0,67
	1,19 ± 0,59
	1,10 ± 0,75
	> 0,05

	Số lượng NST giới tính %
	7,82 ± 1,41
	8,23 ± 1,52
	8,90 ± 1,39
	> 0,05



Nhận xét: Kết quả từ bảng 3.21 cho thấy, không có sự khác nhau về tần số các loại đột biến nhiễm sắc thể của tinh hoàn ở các lô thử nghiệm so với lô chứng (p > 0,05).
Như vậy:
- Trên các tiêu bản NST từ tế bào tuỷ xương ở các lô chuột uống chế phẩm với liều thấp và liều cao liên tục trong 28 ngày, tỉ lệ xuất hiện các rối loạn số lượng NST (lệch bội, đa bội), rối loạn cấu trúc nhiễm sắc thể không có sự khác biệt so với lô chứng (p > 0,05). 
- Ở các lô chuột thí nghiệm không có sự khác nhau về tần số các loại đột biến nhiễm sắc thể của tinh hoàn ở các lô thử nghiệm so với lô chứng p > 0,05. Không thấy hiện tượng rối loạn cấu trúc nhiễm sắc thể và rối loạn cụm NST.
Kết luận: Viên nang Y10 không gây ra đột biến nhiễn sắc thể ở tủy xương và ở tinh hoàn với các mức liều dùng và thời gian sử dụng trong nghiên cứu thực nghiệm trên chuột.
[bookmark: _Toc5795987][bookmark: _Toc26970710]3.2. Kết quả nghiên cứu tác dụng cải thiện chức năng sinh tinh của viên nang Y10 trên thực nghiệm
[bookmark: _Toc5795988][bookmark: _Toc26970711]3.2.1. Tác dác  các viên nang Y10 lên nên nđộ testosteron huyst thanh chuan
[bookmark: _Toc24962394]Bảng 3.22. Nồng độ testosteron huyết thanh chuột 
	Lô nghiên cứu
	Nồng độ testosteron huyết thanh (ng/ml)
	% tăng giảm
	Giá trị p

	Lô 1 
	3,51 ± 2,10
	-
	p1,3,4,5-2< 0,01
p3,4,5-1> 0,05
p4,5-3> 0,05
p4-5> 0,05

	Lô 2 
	1,55 ± 0,68
	↓ 55,95* % 
	

	Lô 3 
	3,10 ± 1,27
	↑ 99,81** % 
	

	Lô 4 
	2,77 ± 1,27
	↑ 78,71** % 
	

	Lô 5 
	2,94 ± 1,38
	↑ 89,35** % 
	


*so với chứng sinh lý; **so với lô mô hình
Nhận xét: 
- Nồng độ testosteron huyết thanh ở lô mô hình (lô 2) giảm rõ rệt so với ở lô chứng sinh lý (lô 1), sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p< 0,01.
Natri valproat cho uống liều 500 mg/kg/ngày trong 7 tuần đã gây suy giảm rõ rệt nồng độ testosteron huyết thanh trên chuột.
- Nồng độ testosteron huyết thanh ở các lô tham chiếu (lô 3), lô trị 1(lô 4), lô trị 2 (lô 5) tăng rõ rệt so với ở lô 2 (p< 0,01) và không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với lô 1 (chứng sinh lý) (p > 0,05).
- So sánh giữa các lô 3, 4, 5 dùng testosteron và viên nang Y10 liều 1, liều 2 cho không có khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).
[bookmark: _Toc5795989][bookmark: _Toc26970712]3.2.2. Tác dụng của viên nang Y10 lên số lượng và chất lượng tinh trùng chuột
[bookmark: _Toc24962762]3.2.2.1. Tác dụng của viên nang Y10 lên mật độ tinh trùng
[bookmark: _Toc24962395]Bảng 3.23. Ảnh hưởng của viên nang Y10 lên mật độ tinh trùng 
	Lô nghiên cứu
	Mật độ tinh trùng
(× 106/mL)
	% tăng giảm
	Giá trị p

	Lô 1 
	81,58 ± 23,99
	-
	p1,3,4,5-2< 0,01
p3,4,5-1> 0,05
p4,5-3> 0,05
p4-5> 0,05

	Lô 2 
	39,14 ± 11,90
	↓  52,03* % 
	

	Lô 3
	69,11 ± 23,31
	↑ 76,57**% 
	

	Lô 4
	79,09 ± 15,44
	↑ 102,09**% 
	

	Lô 5
	82,45 ± 14,69
	↑ 110,67**% 
	


*so với chứng sinh lý; **so với lô mô hình
Nhận xét: 
- Mật độ tinh trùng ở lô mô hình (lô 2) giảm rõ rệt so với ở lô chứng sinh lý (lô 1), sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p< 0,01. Natri valproat cho uống liều 500 mg/kg/ngày trong 7 tuần đã gây giảm rõ rệt mật độ tinh trùng trên chuột.
- Mật độ tinh trùng ở các lô tham chiếu (lô 3), lô trị 1(lô 4), lô trị 2 (lô 5) tăng rõ rệt so với ở lô 2 (lô mô hình) (p< 0,01) và không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với lô 1 (chứng sinh lý) (p > 0,05).
- So sánh giữa các lô 3, 4, 5, mật độ tinh trùng chuột ở các lô này chưa thấy có khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).


[bookmark: _Toc24962763]3.2.2.2. Tác dụng của viên nang Y10 lên mức độ di động của tinh trùng
[bookmark: _Toc24962396]Bảng 3.24. Mức độ di động của tinh trùng
	Lô nghiên cứu
	Tỉ lệ đánh giá mức độ di động (%)

	
	Tiến tới
nhanh
	Tiến tới
chậm
	Không
tiến tới
	Không
di động

	Lô 1 
	38,20 ± 6,93
	4,47 ± 1,54
	6,34 ± 1,60
	51,00 ± 9,02

	Lô 2 
	20,99 ± 8,84
	9,13 ± 4,10
	9,43 ± 3,39
	60,32 ± 9,42

	Lô 3
	34,58 ± 8,80
	5,46 ± 1,48
	6,38 ± 1,60
	53,59 ± 9,15

	Lô 4
	34,75 ± 8,05
	4,60 ± 1,61
	6,94 ± 2,17
	53,72 ± 9,72

	Lô 5
	35,50 ± 9,47
	4,95 ± 1,54
	6,47 ± 1,50
	53,08 ±10,19

	Giá trị p
	p-2< 0,01
p3,4,5-1> 0,05
p4,5-3> 0,05
p4-5> 0,05
	p-2< 0,05
p3,4,5-1> 0,05
p4,5-3> 0,05
p4-5> 0,05
	p-2< 0,05
p3,4,5-1> 0,05
p4,5-3> 0,05
p4-5> 0,05
	p-2< 0,05
p3,4,5-1> 0,05
p4,5-3> 0,05
p4-5> 0,05



Nhận xét: 
- Chuột ở lô mô hình (lô 2) có tỷ lệ tinh trùng tiến tới nhanh giảm rõ rệt có ý nghĩa thống kê so với lô chứng sinh lý (lô 1), (p < 0,01), trong khi đó tỉ lệ tinh trùng tiến tới chậm, không tiến tới, không di động tăng có ý nghĩa thống kê so với lô 1 (p < 0,05). 
Natri valproat cho uống liều 500 mg/kg/ngày trong 7 tuần đã gây suy giảm rõ rệt mức độ di động của tinh trùng các chuột nghiên cứu.
- Chuột ở các lô tham chiếu (lô 3), lô trị 1(lô 4), lô trị 2 (lô 5) có tỉ lệ tinh trùng tiến tới nhanh tăng cao rõ rệt có ý nghĩa thống kê so với lô mô hình (p< 0,01) và không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với lô chứng sinh lý (p > 0,05); trong khi đó các tỉ lệ tinh trùng không tiến, tiến tới chậm và không di động giảm có ý nghĩa thống kê so với lô mô hình (p < 0,05).
- So sánh giữa các lô 3, 4, 5, không thấy có khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).
[bookmark: _Toc24962764]3.2.2.3. Tác dụng của viên nang Y10 đến tỷ lệ tinh trùng có hình thái cấu trúc bất thường
[bookmark: _Toc24962397]Bảng 3.25. Tỷ lệ tinh trùng có hình thái cấu trúc bất thường 
	Lô nghiên cứu
	Tỉ lệ % tinh trùng có hình thái cấu trúc bất thường
	% tăng giảm
	pso sánh 
giữa các lô

	Lô 1 
	8,15 ± 2,88
	-
	p1,3,4,5-2< 0,01
p3,4,5-1> 0,05
p4,5-3> 0,05
p4-5> 0,05

	Lô 2 
	15,67 ± 4,77
	↑ 92,39* % 
	

	Lô 3 
	10,33 ± 2,61
	↓ 34,09** %
	

	Lô 4 
	9,53 ± 2,89
	↓ 39,18** % 
	

	Lô 5 
	9,32 ± 3,06
	↓ 40,54** % 
	


*so với chứng sinh lý; **so với lô mô hình
Nhận xét: 
- Tỷ lệ tinh trùng có hình thái cấu trúc bất thường ở lô mô hình (lô 2) tăng rõ rệt so với ở lô chứng sinh lý (lô 1), sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p< 0,01.
Natri valproat cho uống liều 500 mg/kg/ngày trong 7 tuần đã làm tăng tỷ lệ tinh trùng có hình thái cấu trúc bất thường của chuột nghiên cứu.
- Tỷ lệ tinh trùng có hình thái cấu trúc bất thường ở các lô tham chiếu (lô 3), lô trị 1 (lô 4), lô trị 2 (lô 5) giảm có ý nghĩa thống kê so với ở lô mô hình (p< 0,01) và không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với chứng sinh lý (p > 0,05).
- So sánh giữa các lô 3, 4, 5, lô dùng thuốc tham chiếu testosteron có hình thái cấu trúc bất thường cao hơn so với 2 lô dùng Y10, tuy nhiên chưa thấy có khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).
[bookmark: _Toc5795990][bookmark: _Toc26970713]3.2.3. Tác dụng của viên nang Y10 lên trọng lượng các cơ quan sinh dục chuột cống trắng đực
[bookmark: _Toc24962398]Bảng 3.26. Trọng lượng của các cơ quan sinh dục chuột (n = 10)
	Lô nghiên cứu

	Trọng lượng cơ quan sinh dục (g/100g thể trọng)

	
	Tinh hoàn
	Mào tinh hoàn
	Túi tinh
	Tuyến tiền liệt
	Tuyến cowper
	Đầu dương vật
	Cơ nâng hậu môn

	Lô 1
	
± SD
	0,889 ± 0,165
	0,252 ± 0,031
	0,221 ± 0,062
	0,119 ± 0,030
	0,032 ± 0,021
	0,036 ± 0,019
	0,326 ± 0,069

	Lô 2
	
± SD
	0,682 ± 0,174
	0,213 ± 0,024
	0,159 ± 0,028
	0,098 ± 0,015
	0,026 ± 0,018
	0,035 ± 0,016
	0,291 ± 0,038

	
	p2-1
	< 0,05
	< 0,05
	< 0,05
	< 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	< 0,05

	Lô 3
	
± SD
	0,831± 0,206
	0,247 ± 0,032
	0,208 ± 0,030
	0,113 ± 0,028
	0,027 ± 0,016
	0,036 ± 0,020
	0,328 ± 0,058

	
	p3-1
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05

	
	p3-2
	< 0,05
	< 0,05
	< 0,05
	< 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	< 0,05

	Lô 4
	
± SD
	0,832 ± 0,201
	0,250 ± 0,103
	0,210 ± 0,041
	0,114 ± 0,038
	0,028 ± 0,012
	0,035 ± 0,020
	0,325 ± 0,126

	
	p4-1
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05

	
	p4-2
	< 0,05
	< 0,05
	< 0,05
	< 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	< 0,05

	Lô 5
	
± SD
	0,834 ± 0,194
	0,252 ± 0,081
	0,211 ± 0,062
	0,115 ± 0,046
	0,026 ± 0,014
	0,036 ± 0,019
	0,330 ± 0,107

	
	p5-1
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05

	
	p5-2
	< 0,05
	< 0,05
	< 0,05
	< 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	< 0,05



Nhận xét: 
- Trọng lượng tinh hoàn, mào tinh hoàn, túi tinh, tuyến tiền liệt, cơ nâng hậu môn của chuột ở lô mô hình (lô 2) có giảm có ý nghĩa thống kê so với lô chứng sinh lý (lô 1) (p < 0,05). Trọng lượng các cơ quan này ở hai lô dùng Y10 đều tăng so với ở lô mô hình (p < 0,05), tương đương với lô tham chiếu và hồi phục về tương đương với lô chứng sinh lý (p > 0,05). 
- Trọng lượng dương vật và tuyến cowper ở các lô thay đổi không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 

[bookmark: _Toc5795991][bookmark: _Toc26970714]3.2.4. Tác dụng của viên nang Y10 lên mô học tinh hoàn chuột cống trắng đực
[bookmark: _Toc24962765]3.2.4.1. Tác dụng của viên nang Y10 lên hình ảnh mô học tinh hoàn chuột
Hình ảnh mô học tinh hoàn chuột ở các lô nghiên cứu được trình bày ở ảnh 3.8.
	[image: ]

A. Hình ảnh mô học tinh hoàn (chuột 08, lô chứng). HE, x 400
	[image: Picture2]

B. Hình ảnh mô học tinh hoàn
(chuột 15, lô mô hình). HE,x 400
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C. Hình ảnh mô học tinh hoàn (chuột 24, lô tham chiếu). HE, x 400
	




D. Hình ảnh mô học tinh hoàn (chuột 36, lô trị 1). HE, x 400
	




E. Hình ảnh mô học tinh hoàn (chuột 42, lô trị 2). HE, x 400



[bookmark: _Toc24962575]Ảnh 3.8. Hình ảnh mô học tinh hoàn chuột đại điện của các lô chuột nghiên cứu (HE, x 400)
1. Mô kẽ   2. Ống sinh tinh   3. Tinh nguyên bào
Nhận xét: 
- Ở lô chứng sinh lý: Các ống sinh tinh có kích thước lớn, biểu mô tinh dày, có đủ các loại tế bào dòng tinh: tinh nguyên bào, tinh bào, tiền tinh trùng, tinh trùng.
- Ở lô mô hình: Các ống sinh tinh kích thước giảm (teo nhỏ), tăng không gian kẽ, giảm biểu mô mầm.
- Ở các lô dùng Y10 (lô 4, lô 5) và lô tham chiếu: Kích thước và hình ảnh các ống sinh tinh gần tương tự như ở lô chứng sinh lý. Không gian kẽ dày hơn không đáng kể so với lô chứng sinh lý.
[bookmark: _Toc24962766]3.2.4.2. Tác dụng của viên nang Y10 lên đường kính ống sinh tinh
[bookmark: _Toc24962399]Bảng 3.27. Đường kính ống sinh tinh của các lô nghiên cứu 
	Lô nghiên cứu
	Đường kính ống sinh tinh (µm)
	p

	Lô 1 
	128,56 ± 8,60
	p1,3,4,5-2< 0,05
p3,4,5-1> 0,05
p4,5-3> 0,05
p4-5> 0,05

	Lô 2 
	116,81 ± 9,95
	

	Lô 3
	125,95 ± 10,18
	

	Lô 4
	125,86 ± 9,88
	

	Lô 5
	126,83 ± 10,21
	



Nhận xét:
- Đường kính ống sinh tinh ở lô mô hình (lô 2) giảm có ý nghĩa thống kê so với ở lô chứng sinh lý (lô 1) (p < 0,05). Natrivalproat gây độc lên cơ quan sinh sản chuột cống đực, làm giảm đường kính ống sinh tinh đo được trên hình ảnh mô bệnh học tinh trùng của chuột nghiên cứu.
- So với lô mô hình, các lô 4, 5 dùng viên nang Y10 (lô trị 1, lô trị 2) có đường kính ống sinh tinh tăng có ý nghĩa thống kê với p < 0,05. Viên nang Y10 làm hồi phục có tổn thương mô bệnh học tinh hoàn, giúp làm tăng đường kính ống sinh tinh có ý nghĩa thống kê so với lô gây bệnh không dùng thuốc.
- So với lô tham chiếu, đường kính ống sinh tinh ở 2 lô dùng Y10 không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Viên nang Y10 ở hai mức liều dùng (280 và 560 mg/kg/24h) có tác dụng làm hồi phục đường kính ống sinh tinh tương đương với lô tham chiếu dùng testosteron liều 16 mg/kg/ngày. 
- So với lô chứng sinh lý, đường kính ống sinh tinh ở 2 lô dùng Y10 không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Viên nang Y10 ở hai mức liều dùng (280 và 560 mg/kg/24h) có tác dụng làm hồi phục đường kính ống sinh tinh về tương đương với lô chứng sinh lý (p > 0,05). 
- So sánh giữa 2 lô dùng viên nang Y10, lô dùng liều cao có đường kính ống sinh tinh cao hơn, tuy nhiên sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê.
[bookmark: _Toc5795992][bookmark: _Toc26970715]3.3. Kết quả đánh giá tính an toàn và tác dụng cải thiện khả năng kích thích sinh tinh của viên nang Y10 trên bệnh nhân Suy giảm tinh trùng
[bookmark: _Toc5795993][bookmark: _Toc26970716][bookmark: _Toc507953733][bookmark: _Toc507953475]3.3.1. Một số đặc điểm dịch tễ của nhóm bệnh nhân nghiên cứu
[bookmark: _Toc507953734][bookmark: _Toc507953476][bookmark: _Toc24962767]3.3.1.1. Phân bố bệnh nhân theo lứa tuổi
Kết quả trình bày ở biểu đồ 3.1.
[image: ]
[bookmark: _Toc507953735][bookmark: _Toc507953477][bookmark: _Toc24962627]Biểu đồ 3.1. Phân bố bệnh nhân theo lứa tuổi (n = 30)
Kết quả từ biểu đồ 3.1 cho thấy: Hầu hết các bệnh nhân trong nhóm nghiên cứu có độ tuổi 33- 40, chiếm 16/30 = 53,33%.
[bookmark: _Toc507953736][bookmark: _Toc507953478][bookmark: _Toc24962768]3.3.1.2. Phân bố bệnh nhân theo loại vô sinh
[bookmark: _Toc507953737][bookmark: _Toc507953479][bookmark: _Toc24962400]Bảng 3.28. Tỉ lệ vô sinh I và vô sinh II (n= 30)
	Loại vô sinh
	Số bệnh nhân
	Tỉ lệ %

	Vô sinh I
	25
	83,33

	Vô sinh II
	05
	16,67

	Tổng
	30
	100



Tỉ lệ vô sinh I chiếm chủ yếu trong nhóm nghiên cứu (80,39%).



[bookmark: _Toc507953738][bookmark: _Toc507953480][bookmark: _Toc5795994][bookmark: _Toc26970717]3.3.2. Kết quả nồng độ testosteron, LH, FSH huyết thanh
[image: Picture1]
[bookmark: _Toc507953739][bookmark: _Toc507953481][bookmark: _Toc24962628][bookmark: _Toc507953740][bookmark: _Toc507953482]Biểu đồ 3.2. Phân loại tỉ lệ testosteron, LH, FSH huyết thanh bình thường và ngoài giá trị bình thường trước điều trị (n=30)

Nhận xét: Kết quả từ biểu đồ 2 cho thấy tỉ lệ bệnh nhân có rối loạn nội tiết tố LH (> 9,8 IU/l) là 16,67%, FSH (> 5 IU/l) là 56,67%, testosteron (< 9,8 nmol/l) là 26,67%. Còn lại các bệnh nhân có giá trị LH, FSH, testosteron trong giới hạn sinh lý bình thường. 
[bookmark: _Toc507953741][bookmark: _Toc507953483][bookmark: _Toc24962401]Bảng 3.29. Nồng độ testosteron, LH, FSH huyết thanh (n= 30)

	Chỉ số
	Trước điều trị
	Sau điều trị
	ptrước-sau

	
	
± SD
	
± SD
	

	LH (IU/l)
	6,02 ± 2,14
	5,08 ± 2,06
	< 0,05

	FSH (IU/l)
	8,16 ± 4,01
	6,85 ± 3,69
	< 0,05

	Testosteron (nmol/l)
	14,65 ± 6,27
	16,89 ± 6,42
	< 0,05



Nhận xét: Kết quả từ bảng 3.29 cho thấy nồng độ LH và FSH huyết thanh sau điều trị giảm so với trước điều trị, nồng độ testosteron huyết thanh sau điều trị tăng so với trước điều trị. Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Ở các bệnh nhân có rối loạn nội tiết tố, LH và FSH huyết thanh tăng cao trong khi testosteron huyết thanh giảm. Sau điều trị LH và FSH huyết thanh giảm, testosteron huyết thanh tăng là sự thay đổi có tính tích cực, đưa nồng độ các hormon sinh dục này về lại trong giới hạn sinh lý bình thường.
[bookmark: _Toc507953742][bookmark: _Toc507953484][bookmark: _Toc24962402]Bảng 3.30. So sánh theo phân loại nồng độ testosteron, LH, FSH huyết thanh trước và sau điều trị (n = 30)

	Chỉ số
	Trước điều trị
	Sau điều trị
	ptrước-sau

	
	Phân loại
	n
	
± SD
	
± SD
	

	LH (IU/l)
	> 9,80
	5
	10,86 ± 2,45
	6,39 ± 1,06
	< 0,01

	
	2,50-9,80
	25
	5,26 ± 2,07
	5,02 ± 2,33
	> 0,05

	FSH (IU/l)
	> 5
	17
	10,98 ± 4,69
	8,86 ± 3,92
	< 0,01

	
	1,20-5,00
	13
	4,47 ± 1,02
	4,22 ± 2,05
	> 0,05

	Testosteron (nmol/l)
	< 9,80
	8
	6,12 ± 2,32
	12,68 ± 5,62
	< 0,01

	
	≥ 9,80
	22
	17,75 ± 6,36
	18,42 ± 5,93
	> 0,05



Nhận xét:
- Ở các nhóm bệnh nhân có nồng độ LH, FSH huyết thanh trước điều trị trên giá trị sinh lý (LH > 9,8 IU/l; FSH > 5 IU/l), sau điều trị nồng độ các hormon này giảm có ý nghĩa thống kê (p < 0,01).
- Ở các nhóm bệnh nhân có nồng độ testosteron huyết thanh trước điều trị thấp dưới giá trị sinh lý (< 9,8 nmol/l), sau điều trị nồng độ hormon này giảm tăng ý nghĩa thống kê (p < 0,01).
- Ở các nhóm bệnh nhân có nồng độ LH, FSH, testosteron huyết thanh trước điều trị ở mức sinh lý, sau điều trị nồng độ LH, FSH giảm nhẹ, nồng độ testosteron tăng nhẹ nhưng sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê so với trước điều trị (p > 0,05).
[bookmark: _Toc507953743][bookmark: _Toc507953485][bookmark: _Toc5795995][bookmark: _Toc26970718]3.3.3. Kết quả tinh dịch đồ ở bệnh nhân nghiên cứu
[bookmark: _Toc507953744][bookmark: _Toc507953486][bookmark: _Toc24962403]Bảng 3.31. Tỉ lệ số mẫu tinh dịch đồ theo phân loại tinh trùng (n = 30)
	Số mẫu tinh dịch
	Trước điều trị
	Sau điều trị
	ptrước-sau

	
	n
	Tỉ lệ %
	n
	Tỉ lệ %
	

	Tinh trùng ít
	6
	20,00
	7
	23,33
	> 0,05

	Tinh trùng yếu
	9
	30,00
	8
	26,67
	> 0,05

	Tinh trùng dị dạng
	0
	0
	0
	0
	

	Tinh trùng ít và yếu
	9
	30,00
	8
	26,67
	> 0,05

	Tinh trùng yếu và dị dạng
	1
	3,33
	0
	0
	> 0,05

	Tinh trùng ít, yếu và dị dạng
	2
	6,67
	1
	3,33
	< 0,05

	Tinh dịch đồ bình thường
	3
	10,00
	1
	3,33
	

	Tổng
	0
	0
	5
	16,67
	



Nhận xét: Kết quả từ bảng 3.31 cho thấy tỉ lệ số mẫu tinh dịch đồ có tinh trùng ít, yếu và dị dạng giảm rõ sau điều trị (p < 0,05). Tỉ lệ số mẫu tinh dịch đồ trở về bình thường và/hoặc vợ có thai là 16,67%. 
[bookmark: _Toc507953745][bookmark: _Toc507953487][bookmark: _Toc24962404]Bảng 3.32. So sánh thể tích tinh dịch, độ pH, số lượng bạch cầu trước và sau điều trị (n = 30)
	Chỉ số
	Trước điều trị
	Sau điều trị
	ptrước-sau

	
	
 ± SD
	
 ± SD 
	

	Thể tích (ml)
	2,05 ± 1,08
	2,34 ± 1,12
	< 0,05

	pH
	7,42 ± 0,35
	7,51 ± 0,27
	> 0,05

	Số BC (x106)
	6,79 ± 1,26
	6,34 ± 1,49
	< 0,05



Nhận xét: Kết quả từ bảng 3.32 cho thấy so với trước điều trị, thể tích tinh dịch sau điều trị tăng, số lượng bạch cầu sau điều trị giảm rõ, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05).
- Không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê về độ pH tinh dịch sau điều trị so với trước điều trị.
[bookmark: _Toc507953746][bookmark: _Toc507953488][bookmark: _Toc24962405]Bảng 3.33. So sánh các chỉ số tinh dịch đồ trước và sau điều trị (n=30)
	Chỉ số
	Mật độ        (T/ml)
	Tổng số TT (T)
	TT sống (%)
	TT tiến tới (%)
	TT di động KTT (%)

	Trước điều trị
	

	13,54
	31,05
	24,05
	8,26
	25,01

	
	SD
	10,62
	33,89
	12,94
	5,86
	11,24

	Sau điều trị
	

	22,96
	58,20
	31,94
	14,03
	34,12

	
	SD
	12,65
	49,01
	18,26
	6,98
	12,93

	ptrước-sau
	< 0,01
	< 0,01
	< 0,01
	< 0,01
	< 0,01



Ghi chú: T: triệu/ml; TT: tinh trùng; KTT: không tiến tới
Nhận xét: Mật độ tinh trùng, tổng số tinh trùng, tỉ lệ tinh trùng sống, tiến tới sau điều trị tăng so với trước điều trị, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,01).
[bookmark: _Toc507953747][bookmark: _Toc507953489][bookmark: _Toc5795996][bookmark: _Toc26970719]3.3.4. Kết quả điều trị lâm sàng
[bookmark: _Toc507953749][bookmark: _Toc507953491][bookmark: _Toc24962406]Bảng 3.34. Kết quả điều trị lâm sàng (n = 30)

	Kết quả điều trị lâm sàng
	Số bệnh nhân
	%

	Rất tốt
	5
	16,67%.

	Tốt
	20
	66,67%.

	Trung bình
	5
	16,67%

	Không kết quả
	0
	0%.



Nhận xét: 
Qua bảng 3.34 cho thấy kết quả điều trị lâm sàng đạt rất tốt (có vợ mang thai hoặc tinh dịch đồ tăng lên về bình thường) là 16,67%.
- Tốt (tăng cả số lượng và chất lượng tinh trùng so với trước điều trị) là 66,67%. 
- Trung bình (chỉ tăng số lượng hoặc chất lượng tinh trùng so với trước điều trị) là 16,67%.
- Không kết quả là 0%.
[bookmark: _Toc507953750][bookmark: _Toc507953492][bookmark: _Toc5795997][bookmark: _Toc26970720]3.3.5. Kết quả sự cải thiện các triệu chứng theo y học cổ truyền
[bookmark: _Toc24962407][bookmark: _Toc507953751][bookmark: _Toc507953493]Bảng 3.35. Sự biến đổi sau điều trị so với trước điều trị của 
[bookmark: _Toc24962408]các triệu chứng theo YHCT (n=30)
	Các triệu chứng
	Trước điều trị
	Sau điều trị
	ptrước-sau

	
	n
	Tỉ lệ %
	n
	Tỉ lệ %
	

	Chóng mặt, hoa mắt
	22
	73,33
	4
	13,33
	< 0,01

	Ù tai
	24
	80,00
	2
	6,67
	< 0,01

	Lưng gối yếu mỏi
	20
	66,67
	3
	10,00
	< 0,01

	Tinh thần mệt mỏi hay quên
	8
	26,67
	1
	3,33
	< 0,01

	Mạch trầm tế, hoặc tế nhược
	26
	86,67
	7
	23,33
	< 0,01

	Lượng tinh dịch ít
	19
	63,33
	7
	23,33
	< 0,05

	Số lượng tinh trùng ít
	23
	76,67
	14
	46,67
	< 0,05



Nhận xét: Qua bảng 3.35 thấy: Tất cả các dấu hiệu lâm sàng do thận tinh khuy tổn đều cải thiện rõ rệt sau điều trị (p < 0,01 và p < 0,05).
[bookmark: _Toc507953752][bookmark: _Toc507953494][bookmark: _Toc5795998][bookmark: _Toc26970721]3.3.6. Kết quả đánh giá tính an toàn của viên nang Y10 trên lâm sàng
[bookmark: _Toc507953753][bookmark: _Toc507953495][bookmark: _Toc24962769]3.3.6.1. Các dấu hiệu lâm sàng không mong muốn
[bookmark: _Toc507953754][bookmark: _Toc507953496][bookmark: _Toc24962409]Bảng 3.36. Dấu hiệu lâm sàng không mong muốn (n = 30)
	Các dấu hiệu
	Trước điều trị
	Điều trị

	Nôn
	0
	0

	Đại tiện (táo/ lỏng)
	0
	0

	Mẩn ngứa
	0
	0

	Khác
	0
	0


	


Kết quả từ bảng 3.36 cho thấy, trong tất cả các bệnh nhân nghiên cứu không bệnh nhân nào gặp phải tác dụng không mong muốn trên lâm sàng. 
[bookmark: _Toc507953755][bookmark: _Toc507953497]

[bookmark: _Toc24962770]3.3.6.2. Kết quả xét nghiệm sinh hóa chức năng gan thận
[bookmark: _Toc507953756][bookmark: _Toc507953498][bookmark: _Toc24962410]Bảng 3.37. Kết quả xét nghiệm ALT, AST, ure, creatinin huyết thanh
	Chỉ số
	Trước điều trị
	Sau điều trị
	ptrước-sau

	AST (UI/l)
	31,28 ± 6,46
	29,86 ± 8,21
	> 0,05

	ALT (UI/l)
	38,42 ± 11,63
	36,95 ± 11,74
	> 0,05

	Urê (mmol/l)
	4,36 ± 1,02
	4,43 ± 0,98
	> 0,05

	Creatinin (mol/l)
	86,29 ± 12,63
	85,03 ± 12,61
	> 0,05




Kết quả từ bảng 3.37 cho thấy: Hoạt độ AST, ALT và nồng độ urê, creatinin huyết thanh sau điều trị khác biệt không có ý nghĩa thống kê so với trước điều trị (p > 0,05). 
[bookmark: _Toc507953757][bookmark: _Toc507953499][bookmark: _Toc24962771]3.3.6.3. Kết quả xét nghiệm huyết học
[bookmark: _Toc507953758][bookmark: _Toc507953500][bookmark: _Toc24962411]Bảng 3.38. Kết quả xét nghiệm huyết học 
	Chỉ số
	Trước điều trị
	Sau điều trị
	ptrước-sau

	Số lượng hồng cầu (x T/l)
	5,49 ± 0,64
	5,38 ± 0,56
	> 0,05

	Hàm lượng huyết sắc tố (g/dL)
	13,20 ± 2,37
	14,04 ± 3,99
	> 0,05

	Hematocrit (%)
	38,96 ± 4,63
	40,10 ± 4,18
	> 0,05

	Thể tích trung bình hồng cầu (fl)
	85,80 ± 1,99
	86,10 ± 4,25
	> 0,05

	Số lượng bạch cầu (G/l)
	6,16 ± 3,86
	6,25 ± 3,92
	> 0,05

	Số lượng tiểu cầu (G/l)
	326,86 ± 82,32
	341,02 ± 91,36
	> 0,05



Kết quả từ bảng 3.38 cho thấy:
Các chỉ số huyết học sau điều trị khác biệt không có ý nghĩa thống kê so với trước điều trị (p > 0,05).
[bookmark: _Toc26970722][bookmark: _Toc2768909][bookmark: _Toc2772412]
CHƯƠNG 4
[bookmark: _Toc26970723][bookmark: _Toc265844898][bookmark: _Toc272475782]BÀN LUẬN
[bookmark: _Toc5795999]
[bookmark: _Toc26970724]4.1. Về chế phẩm viên nang Y10
Viên nang Y10 được bào chế từ 2 loại dược liệu quý trong YHCT là Lộc nhung và Đông trùng hạ thảo. Trong y văn cổ, đây là hai vị thuốc thường xuyên xuất hiện trong các bài thuốc bồi bổ thận tinh, điều trị thận tinh hư tổn, vô sinh hiếm muộn do nam giới [9],[38]. Trong dân gian cũng sử dụng thường xuyên hai vị này trong các món ăn, rượu thuốc để dùng cho các cặp vợ chồng vô sinh, hiếm muộn.
 Lý Thời Trân trong “Bản thảo cương mục” viết: “Lộc nhung vị ngọt tính ôn vào kinh can thận, có tác dụng sinh tinh bổ tủy, dưỡng huyết ích dương, mạnh gân cốt” vì vậy thích hợp dùng trong các trường hợp thận tinh bất túc, nguyên khí hư tổn. Còn theo “Bản thảo cương mục thập di” của Triệu Học Mẫn (1765), ĐTHT có tính ôn, bổ tinh ích tủy, dược liệu này duy trì được phế khí, có công dụng ích thận, phù hợp với người trung và cao tuổi. Vì vậy khi kết hợp 2 vị thuốc với nhau sẽ có tác dụng bồi bổ thận tinh, âm dương song bổ, thúc đẩy thận dương khí hóa, cân bằng âm dương, bổ tinh huyết mà không gây nê trệ.
Từ kinh nghiệm sử dụng trong dân gian, chúng tôi đã sử dụng các phương pháp bào chế tách chiết hiện đại để cho ra viên nang Y10 có thành phần là 2 vị thuốc trên vừa tiện dùng mà đảm bảo chất lượng, hàm lượng theo y học cổ truyền.
[bookmark: _Toc5796000][bookmark: _Toc26970725][bookmark: _Toc515531172]4.2. Về tính an toàn của viên nang Y10 trên thực nghiệm
[bookmark: _Toc515531173][bookmark: _Toc5796001][bookmark: _Toc26970726]4.2.1. Về độc tính cấp và độc tính bán trường diễn
Theo hướng dẫn của Tổ chức Y tế thế giới, ngoại trừ các bài thuốc cổ phương được chiết xuất theo phương pháp truyền thống, tất cả các thuốc có nguồn gốc từ dược liệu đều phải đánh giá độc tính cấp và bán trường diễn trên động vật thực nghiệm trước khi đưa vào thử nghiệm trên người. Viên nang Y10 được bào chế theo phương pháp hiện đại từ các dược liệu, do đó là đối tượng cần được đánh giá về độc tính cấp và bán trường diễn [74],[75].
[bookmark: _Toc24962772]4.2.1.1. Về độc tính cấp của viên nang Y10
Theo định nghĩa của Hệ thống hòa hợp toàn cầu (Globally Harmonised System - GHS), độc tính cấp là những tác dụng không mong muốn xảy ra sau khi dùng một chất trong vòng 24 giờ [83]. Động vật (thường dùng chuột) được dùng thuốc trong 24 giờ và được quan sát trong 1 tuần để xác định các triệu chứng độc (nếu có) [84],[85]. Chuột nghiên cứu được lựa chọn bao gồm cả chuột đực và chuột cái, kết quả nghiên cứu vì thế bao hàm cho cả 2 giống. Đường đưa thuốc sử dụng là đường uống, theo đúng như đường dự kiến sử dụng trên người. Khi sử dụng đường uống, để bảo đảm cho chuột dùng được một lượng thuốc lớn với độ chính xác cao, việc đưa thuốc cưỡng bức vào dạ dày chuột qua kim cong đầu tù chuyên dụng được thực hiện. Thao tác này có thể gây tổn hại đường thực quản dạ dày gây xuất huyết hoặc thủng dạ dày, hoặc có thể đưa nhầm thuốc vào đường hô hấp gây sặc thuốc, suy hô hấp làm chuột chết. Ngoài ra thao tác bắt chuột nếu thực hiện không tốt sẽ gây tổn thương chuột, thậm chí có thể làm chết chuột. Chính vì vậy thao tác này được tiến hành bởi một kỹ thuật viên có kinh nghiệm, bảo đảm việc đưa thuốc vào dạ dày ruột với một lượng chính xác mà không gây tổn thương cho chuột [86]. 
Việc theo dõi đánh giá tình trạng chung của chuột, cũng như số chuột chết ở mỗi lô đòi hỏi các nghiên cứu viên có kinh nghiệm và phải theo dõi thường xuyên liên tục, tránh việc để sót các dấu hiệu bị độc. Khi tiến hành công việc theo dõi này, chúng tôi luôn phân thành ca với mỗi ca ít nhất có 2 nghiên cứu viên có kinh nghiệm, và việc theo dõi được tiến hành liên tục. Việc phẫu tích chuột được chuẩn bị sẵn sàng để nếu có chuột chết cần phải tiến hành phẫu tích ngay nhằm đánh giá nguyên nhân gây chết chuột. Các nguyên nhân gây chết chuột có thể là do độc tính của thuốc như gây kích thích thần kinh làm chuột co giật, suy hô hấp và chết; hoặc gây suy gan, suy thận; nhưng cũng có thể do đi lỏng nhiều gây rối loạn điện giải mà chết; do tắc ruột; do tổn thương gây chảy máu trong… Trong nghiên cứu về độc tính cấp của viên nang Y10, không có chuột nào bị chết nên không có bất kỳ các nguyên nhân nào kể trên.
Nghiên cứu độc tính cấp đường uống trên chuột nhắt trắng, chuột được cho uống viên nang Y10 liều tăng dần từ 8,8g cao dược liệu/kg thể trọng (tương đương 11,0 g bột trong viên nang/kg thể trọng) đến liều cao nhất là 20,0g cao dược liệu/kg thể trọng (tương đương 25,0 g bột trong viên nang/kg thể trọng). Mức liều 20,0g cao dược liệu/kg thể trọng (tương đương 25,0 g bột trong viên nang/kg thể trọng) (chia ra thành 3 lần, mỗi lần 0,25 mL) là liều lớn nhất có thể cho chuột nhắt trắng uống được trong 24 giờ, nhưng không có chuột nào chết và không thấy biểu hiện bất thường nào ở chuột. Liều dự kiến có hiệu quả khi dùng trên chuột nhắt trắng là 384mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 480mg bột trong viên nang/kg/ngày). Mức liều 20,0g cao dược liệu/kg thể trọng (tương đương 25,0 g bột trong viên nang/kg thể trọng) gấp 52,08 lần mức liều 384mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 480mg bột trong viên nang/kg/ngày). Như vậy chuột đã được cho uống mức liều gấp 52,08 lần mức liều dự kiến có hiệu quả, các chuột vẫn khỏe mạnh, lông mượt, mắt trong, ăn uống và hoạt động bình thường, không có chuột nào chết.
Việc chưa tìm thấy LD50 của viên nang Y10 theo đường uống trên chuột nhắt trắng với mức liều cao nhất có thể cho chuột uống trong 24h (gấp 52,08 lần mức liều dự kiến có hiệu quả), cùng với việc không phát hiện thấy các biểu hiện bất thường của tình trạng bị độc khi dùng thuốc liều cao, chứng tỏ viên nang Y10 có tính an toàn cao, khoảng an toàn điều trị rộng.	
[bookmark: _Toc24962773]4.2.1.2. Về độc tính bán trường diễn của viên nang Y10
Nghiên cứu độc tính bán trường diễn được thực hiện bằng cách cho động vật thí nghiệm uống thuốc thử hàng ngày liên tục trong một khoảng thời gian nhất định. Thời gian dùng thuốc thử phụ thuộc vào thời gian dùng trên lâm sàng [85]. Theo hướng dẫn của Tổ chức Y tế thế giới [74],[75] và quy định của Bộ y tế Việt Nam [72],[73], thời gian nghiên cứu bán trường diễn trên động vật thường gấp 4 lần thời gian dự kiến dùng trên người. Tuy nhiên, nếu nghiên cứu trên động vật trong thời gian quá dài, đặc biệt khi cho động vật dùng thuốc cưỡng bức (qua kim cong đầu tù), một số yếu tố nhiễu có thể ảnh hưởng đến kết quả nghiên cứu. Vì vậy, nếu thời gian dự định sử dụng trên người là dùng hàng ngày trên 30 ngày thì thời gian nghiên cứu bán trường diễn trên động vật là 3 tháng [86]. Nghiên cứu bán trường diễn của viên nang Y10 được thực hiện trong thời gian 3 tháng, với mục tiêu nhằm bảo đảm việc đánh giá được tính an toàn của chế phẩm khi dự kiến sử dụng trên người hàng ngày trên 30 ngày.
Độc tính bán trường diễn của viên nang Y10 được thực hiện trên chuột cống trắng, số lượng chuột mỗi lô là 10, và gồm 3 lô: một lô chứng sinh lý; một lô dùng thuốc với mức liều tương đương mức liều dự kiến điều trị (quy đổi theo hệ số liều ở chuột cống trắng gấp 7 lần liều ở người khi tính theo thể trọng); và một lô dùng liều gấp 3 lần liều 1. Việc thiết kế các mức liều và số lượng như vậy nhằm đảm bảo độ tin cậy của nghiên cứu và tuân theo qui định của Bộ Y tế trong đánh giá tính an toàn của thuốc [72],[73]. 
Các chỉ tiêu để đánh giá độc tính bán trường diễn bao gồm: tình trạng chung và thay đổi thể trọng, các chỉ số huyết học, các chỉ số sinh hoá đánh giá chức năng gan, thận và đặc điểm giải phẫu bệnh của gan, lách, thận. Kết quả nghiên cứu độc tính bán trường diễn sau 90 ngày trên chuột cống trắng cho thấy:
* Tình trạng chung và sự thay đổi thể trọng
Tình trạng chung và cân nặng của động vật thực nghiệm là các chỉ số nghiên cứu bắt buộc theo dõi trước khi dùng thuốc và định kỳ trong thời gian dùng thuốc [74]. Trong suốt thời gian nghiên cứu, chuột ở cả ba lô đều hoạt động bình thường, lông mượt, da niêm mạc bình thường, ăn uống bình thường, phân thành khuôn. Sự phát triển cân nặng của chuột ở các lô bình thường. 
* Ảnh hưởng của viên nang Y10 đối với điện tim chuột
Điện tim (điện tâm đồ) là một đường cong ghi lại các biến thiên của dòng điện do tim phát ra trong khi hoạt động co bóp [87]. Điện tâm đồ có thể đo tốc độ và nhịp điệu của tim cũng như cung cấp những bằng chứng gián tiếp về lưu lượng máu đến tim. Trong điều kiện nghiên cứu thực nghiệm, chúng tôi chỉ ghi điện tim chuột ở đạo trình DII. Tuy nhiên, đây là đạo trình điện tim cơ bản, cho phép ta đánh giá được độc tính của chế phẩm trên tim (nếu có), thông qua một vài chỉ số cơ bản của điện tim như tần số, biên độ sóng R, và phát hiện xem có sóng bệnh lý, bất thường không. Qua phương pháp và các chỉ số đánh giá này, chúng tôi chưa phát hiện thấy có biểu hiện độc của chế phẩm trên tim. 
Trong nghiên cứu này, chúng tôi cũng đánh giá về enzym AST (Aspartat transaminase). Đây là một trong những enzym có nguồn gốc gan trong huyết thanh dùng đánh giá xem có tổn thương tế bào gan hay không. Ngoài nguồn gốc ở gan ra, AST còn có nhiều ở tế bào cơ tim, khi tổn thương cơ tim AST cũng tăng cao [88], [89]. Sự không tăng của AST, cùng với kết quả bình thường về điện tim, cho phép củng cố thêm đánh giá về tính an toàn của chế phẩm đối với tim.
[bookmark: _Toc24962774]4.2.1.3. Ảnh hưởng của viên nang Y10 đến chức năng tạo máu
Các chỉ số trong xét nghiệm tế bào máu ngoại vi có giá trị lớn trong việc đánh giá chức năng tạo máu [90]. Vì vậy, chúng tôi đánh giá ảnh hưởng của viên nang Y10 đến chức phận tạo máu thông qua các chỉ số huyết học gồm: số lượng hồng cầu, thể tích trung bình hồng cầu, hàm lượng hemoglobin, hematocrit, số lượng bạch cầu, công thức bạch cầu và số lượng tiểu cầu. Ngoài ra, hình ảnh đại thể và vi thể lách, một cơ quan quan trọng phản ánh chức năng tạo máu và đời sống của các tế bào máu [90], cũng được đánh giá. 
Kết quả nghiên cứu cho thấy, xét nghiệm máu về các chỉ số huyết học tại các thời điểm sau uống viên nang Y10 trong 45 và 90 ngày không có sự khác biệt có ý nghĩa so với lô chứng và so với trước khi dùng thuốc ở tất cả các chỉ số nghiên cứu (p > 0,05). Hình ảnh vi thể và đại thể lách chuột bình thường. 
Các kết quả này phản ánh viên nang Y10 ở cả hai mức liều đã dùng, không gây ảnh hưởng xấu lên chức năng tạo máu và đời sống hồng cầu của chuột sau 90 ngày uống thuốc thử.
* Ảnh hưởng của viên nang Y10 đến gan
Gan là một tạng lớn nhất của cơ thể, vừa có chức năng ngoại tiết, vừa có chức năng nội tiết, vừa là kho dự trữ của nhiều chất, vừa là trung tâm chuyển hóa quan trọng của cơ thể và có tính chất sinh mạng [91]. Vì vậy, nghiên cứu ảnh hưởng của thuốc đến gan là rất cần thiết khi đánh giá độc tính của thuốc [74].
Khi đưa thuốc vào cơ thể, thuốc có thể gây độc với gan, làm tổn thương gan. Sự tổn thương tế bào gan làm tăng hoạt độ của một số enzym có nguồn gốc gan trong huyết thanh, quan trọng nhất là 2 enzym ALT (Alanin transaminase) và AST (Aspartat transaminase). ALT là enzym có nhiều nhất ở gan, khu trú trong bào tương của tế bào nhu mô gan. Khi tổn thương hủy hoại tế bào gan, thậm chí chỉ cần thay đổi tính thấm của màng tế bào gan, hoạt độ ALT trong máu đã tăng cao. Khác với ALT, 2/3 AST khu trú trong ty thể (mitochondria) và chỉ ít hơn 1/3 lượng AST khu trú ở bào tương của tế bào. Khi tổn thương tế bào gan ở mức độ dưới tế bào, AST trong ty thể được giải phóng ra. Do đó, khi tổn thương gan, AST và ALT đều tăng rất cao so với bình thường, nhưng mức độ tăng của ALT cao hơn so với AST, tăng sớm trước khi có vàng da, ở tuần đầu vàng da [88],[92]. Trong nghiên cứu này, hoạt độ ALT và AST trong máu chuột ở hai lô uống viên nang Y10 không có sự khác biệt có ý nghĩa so với lô chứng và khi so sánh giữa các thời điểm trước và sau khi uống thuốc thử 45 và 90 ngày, chứng tỏ cả 2 liều viên nang Y10 đã dùng đều không gây tổn thương hủy hoại các tế bào gan. Kết quả mô bệnh học cũng phù hợp với kết quả xét nghiệm hóa sinh máu. Hình ảnh đại thể và vi thể gan ở cả hai lô uống viên nang Y10 đều có cấu trúc tế bào gan bình thường, khoảng cửa và mạch máu bình thường giống như lô chứng, không thấy hình ảnh tổn thương vi thể gan.
Bilirubin là sản phẩm thoái hóa của hemoglobin ở lưới nội mạc võng mô như gan, lách, tuỷ xương. Trong nghiên cứu này, chỉ số bilirubin toàn phần trong máu được đánh giá trước hết nhằm đánh giá xem thuốc có độc tính với gan không (như gây hủy hoại tế bào gan, gây tắc mật, làm suy giảm chức năng liên hợp của gan... sẽ làm tăng bilirubin trong máu). Đồng thời, chỉ số này cũng cho phép đánh giá thuốc có gây ảnh hưởng đến đời sống hồng cầu không (như gây độc làm tan máu cũng dẫn đến tăng billirubin). Kết quả nghiên cứu cho thấy chỉ số Billiribin trong máu bình thường, được xem là một tiêu chí nói lên chế phẩm không gây độc với gan, cũng như không ảnh hưởng đến đời sống hồng cầu.
Albumin là loại protein quan trọng nhất của huyết thanh. Albumin tham gia vào hai chức năng chính là duy trì từ 70 đến 80% áp lực thẩm thấu trong huyết tương, đồng thời liên kết vận chuyển các chất có dạng phân tử nhỏ như bilirubin, các acid béo hoặc thuốc có bên trong máu. Gan là nơi tổng hợp protein chính cho nên khi nội tạng này bị tổn thương thì sẽ kéo theo chức năng gan bị suy giảm. Điều này dẫn đến việc hấp thụ các chất dinh dưỡng protein không tốt hoặc bị đình trệ dẫn tới sự tổng hợp Albumin kém, do đó việc xét nghiệm chỉ số nồng độ Albumin có trong máu có giá trị trong đánh giá tổn thương chức năng gan. Kết quả nghiên cứu cho thấy viên nang Y10 dùng ở cả 2 mức liều dùng, trong 90 ngày không gây ảnh hưởng lên chỉ số Albumin máu chuột, là một chỉ tiêu chứng tỏ chế phẩm không gây độc đối với gan (không làm ảnh hưởng chức năng tổng hợp Albumin của gan).
* Ảnh hưởng của viên nang Y10 đến thận
Trong đánh giá độc tính của thuốc, ảnh hưởng của chế phẩm tới gan và thận là yêu cầu bắt buộc phải đánh giá [74]. Thứ nhất, đây là 2 cơ quan rất quan trọng trong quá trình chuyển hóa và thải trừ thuốc. Thứ hai, đây là hai cơ quan dễ bị tổn thương nhất khi dùng thuốc. Thận dễ bị tổn thương khi dùng thuốc do đặc điểm của nó là cơ quan thải trừ, đào thải các chất ra ngoài cơ thể qua nước tiểu. Để tạo thành nước tiểu, quá trình lọc ở thận các mô thận sẽ có nhiều máu qua nhất, thời gian và lượng các chất chuyển hoá mà mô thận tiếp xúc thường là nhiều [91]. Các thuốc và sản phẩm chuyển hóa của thuốc thường là những chất lạ đối với cơ thể, khi qua thận có thể gây độc và làm tổn thương thận, từ đó ảnh hưởng đến chức năng thận. 
Hiện nay, creatinin là chỉ số thường được dùng để đánh giá và theo dõi chức năng thận [88], [92]. Nguyên nhân là do Creatinin là thành phần đạm trong máu ổn định nhất, gần như không phụ thuộc vào chế độ ăn hoặc những thay đổi sinh lý mà chỉ phụ thuộc vào khả năng đào thải của thận. Khi cầu thận bị tổn thương, nồng độ creatinin máu tăng sớm và tin cậy. Trong thí nghiệm này, kết quả định lượng creatinin trong máu chuột ở cả 2 lô uống viên nang Y10 ở cả 2 mức liều dùng, lượng creatinin sau 45 và 90 ngày uống thuốc thử không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với lô chứng cũng như so sánh giữa hai thời điểm trước và sau khi uống thuốc thử (p > 0,05). 
Ngoài chỉ số creatinin, chỉ số Albumin máu cũng được dùng để đánh giá xem có tổn thương ở thận hay không. Mức nồng độ Albumin thấp cũng có thể phản ánh tình trạng tổn thương hoặc hư hại của thận do không thể ngăn chặn Albumin rò rỉ từ máu vào nước tiểu và mất đi nhanh chóng [88],[92]. Trong trường hợp này, xét nghiệm nồng độ Albumin bên trong nước tiểu để có thể xác định chính xác hơn. Trong nghiên cứu này, việc dùng viên nang Y10 trong thời gian dài không bị ảnh hưởng lên nồng độ Albumin máu, và cũng là một bằng chứng chứng tỏ không gây tổn thương thận. 
Các kết quả ở trên cũng hoàn toàn phù hợp với kết quả về mô bệnh học thận. Quan sát đại thể thận của tất cả các chuột nghiên cứu, cấu trúc vi thể thận của 30% số chuột thực nghiệm ở mỗi lô cho thấy: ở hai lô uống viên nang Y10, hình ảnh cấu trúc vi thể các vùng chức năng của thận bình thường như chuột lô chứng. 
[bookmark: _Toc5796002][bookmark: _Toc26970727]4.2.2. Về độc tính của viên nang Y10 trên sinh sản 
Y10 là chế phẩm được sử dụng nhằm cải thiện về số lượng và chất lượng tinh trùng. Song song với những ảnh hưởng tích cực của chế phẩm lên tinh trùng, cần xem xét về những tác động xấu có thể làm ảnh hưởng quá trình sinh sản và sự phát triển của cá thể được sinh ra. Do vậy, cần thiết phải tiến hành nghiên cứu ảnh hưởng của chế phẩm tới khả năng sinh sản và phát triển. 
Trong nghiên cứu này, thời gian cho chuột nhắt trắng uống thuốc 60 ngày là thời gian suốt trong giai đoạn dậy thì và phát triển đến lúc trưởng thành [93],[94]. Với thời gian dùng thuốc như trên, nếu có những ảnh hưởng bất lợi, thuốc sẽ rất dễ dàng tác động đến quá trình sinh tinh và trưởng thành của tinh trùng, quá trình trưởng thành của noãn cũng như quá trình thụ tinh và làm tổ của trứng ở chuột nghiên cứu. 
Mọi sinh vật nói chung và con người nói riêng, đều chịu sự chi phối của quy luật chọn lọc tự nhiên diễn ra trong suốt quá trình phát triển cá thể: đa số phôi thai mang gen đột biến hoặc NST bị đột biến đã bị đào thải sớm hoặc muộn bằng chết hợp tử, thai lưu, sảy thai, đẻ non… Chỉ một phần nhỏ phôi thai có NST bị rối loạn phát triển thành cơ thể sẽ được ra đời, tùy mức độ nặng nhẹ mà có thể tiếp tục bị chết sau sinh, sống được một thời gian hay có thể sống đến giai đoạn trưởng thành [95].
Kết quả nghiên cứu cho thấy viên nang Y10 cho chuột uống ở cả hai liều, cả khi chỉ dùng cho chuột P đực hoặc khi cả chuột P đực và cái dùng thuốc đều không gây đột biến đến quá trình tạo giao tử, quá trình thụ tinh, quá trình phân chia trứng thụ tinh cũng như sự làm tổ của trứng ở thế hệ chuột P và F1, biểu hiện bằng tỉ lệ thai đậu, tỉ lệ trứng mất trên tổng số hoàng thể, tỉ lệ chuột không phôi có hoàng thể ở tất cả các lô chuột nghiên cứu của thế hệ chuột P mang thai F1 và chuột F1 mang thai F2, không có sự khác biệt so với lô chuột chứng. Như vậy thuốc Y10 không gây ra đột biến trong quá trình tạo giao tử, quá trình thụ thai, mang thai của chuột thí nghiệm. 
Số phôi thai trung bình trên một chuột mẹ ở các lô dùng thuốc tương đương so với ở lô. Điều này chứng tỏ số phôi thai, số lượng con sinh ra trong mỗi lứa ở chuột lô dùng thuốc vẫn tuân theo sinh lý tự nhiên. Thuốc nghiên cứu chỉ tác động lên chuột đực làm tăng số lượng và chất lượng tinh trùng, mà không làm tăng số noãn chín và rụng ở chuột cái. Vì vậy số phôi trung bình và số con trung bình không có sự khác biệt so với lô chứng. 
Thai chuột và chuột con của các lô nghiên cứu không có dị tật bẩm sinh quan sát được ở mắt, mũi, môi, tai, chân… Số chuột con chết ở lô dùng thuốc tương đương so với lô chứng ở chuột F1, chứng tỏ Y10 không gây các đột biến ở các thế hệ con của chuột nhắt trắng.
[bookmark: _Toc5796003][bookmark: _Toc26970728]4.2.3. Về độc tính của viên nang Y10 trên đột biến nhiễm sắc thể
Đột biến nhiễm sắc thể là một nghiên cứu chuyên sâu trong nghiên cứu tính an toàn của thuốc [86]. Vì viên nang Y10 là chế phẩm tác động lên quá trình sinh sản, các yếu tố di truyền được truyền từ thế hệ bố mẹ sang thế hệ con cái. Chính vì vậy, độc tính của thuốc trên đột biến nhiễm sắc thể cũng cần được quan tâm đánh giá. 

[bookmark: _Toc24962775]4.2.3.1. Đối tượng nghiên cứu 
Nghiên cứu về độc tính của viên nang Y10 trên nhiễm sắc thể được đánh giá trên chuột nhắt trắng (Mus muscullus) chủng Swiss, thuần chủng. Chuột nghiên cứu được nuôi trong điều kiện chuẩn, cùng một thời gian, đảm bảo sự đồng nhất giữa các chuột trong quá trình tiến hành thí nghiệm. Chúng tôi lựa chọn chuột nhắt trắng chủng Swiss trong nghiên cứu này vì chủng chuột này có khả năng sinh sản tốt, tỉ lệ dị dạng tự nhiên ít, nhạy cảm với những chất có ảnh hưởng đến sinh sản và phát triển [96]. Mặt khác, chu kỳ động dục của chuột nhắt trắng là 4-5 ngày, thời gian mang thai trung bình 21 ngày, tuổi/trọng lượng chuột con cai sữa 3 tuần đạt 9-12gram. Tổng thời gian từ lúc chuột con sinh ra, nuôi lớn, ghép cặp, mang thai và sinh thế hệ mới mất khoảng 4 tháng [96],[97]. Với thời gian không quá dài như vậy, việc theo dõi, đánh giá qua nhiều thế hệ được thuận tiện và tốt hơn. 
Nghiên cứu được thực hiện với việc cho cả chuột đực và chuột cái dùng thuốc. Trong nghiên cứu độc tính trên di truyền và sinh sản, nếu chỉ cho chuột đực uống thì ở F1 chỉ phát hiện được đột biến gen trội. Tuy nhiên các tác nhân gây đột biến thường gây đột biến gen lặn và có hại [98]. Vì vậy, nghiên cứu đã cho cả chuột đực và cái dùng thuốc là để đánh giá khả năng gây đột biến cả gen trội và gen lặn, nếu có đột biến gen lặn sẽ biểu hiện ở F1.
[bookmark: _Toc24962776]4.2.3.2. Ảnh hưởng của viên nang Y10 trên NST tủy xương và tinh hoàn 
Tế bào mô tủy xương hoặc mô tinh hoàn là những mô phát triển mạnh và có nhiều tế bào đang phân chia, dễ nhìn thấy có những rối loạn NST nếu có [99]. Mặt khác, thuốc được dự định sử dụng trên lâm sàng điều trị vô sinh nam do SGTT. Như vậy, thuốc sẽ trực tiếp hoặc gián tiếp tác động vào mô tinh hoàn. Vì vậy, mô tủy xương và mô tinh hoàn được lựa chọn để đánh giá về ảnh hưởng lên nhiễm sắc thể của thuốc nghiên cứu.
Dùng colcemid làm cho tế bào đang phân chia dừng lại ở kỳ giữa, vì NST ở kỳ này có dạng điển hình nhất. Đặc tính của hóa chất này là phá hủy thoi vô sắc, do đó NST mất chỗ dựa và không thể di chuyển về hai cực của tế bào. Các chromatid của NST kép vẫn dính nhau ở phần tâm. Chất này còn làm NST co ngắn lại, dày lên, nên dễ quan sát hơn [99],[100]. 
Những biến đổi số lượng NST có thể là lệch bội (2n ± 1; 2n ± 2) hoặc đa bội (3n, 4n), phát sinh thường do sự không phân ly của NST trong quá trình phân bào. Trong phân bào sẽ có nhiều loại tổ hợp phức tạp khác nhau, tạo ra những tế bào mới mất cân bằng di truyền [100].
Đột biến cấu trúc NST gồm: đột biến cấu trúc kiểu NST và đột biến cấu trúc chromatid. Những rối loạn sau giai đoạn tổng hợp DNA trong gian kỳ, có thể gây đột biến cấu trúc chromatid hoặc đột biến kiểu NST. Ở thời gian này chromatid nào bị tác động bởi tác nhân gây đột biến thì chromatid đó bị rối loạn trong khi chromatid kia vẫn bình thường. Hoặc khi tác nhân gây đột biến mạnh sẽ tác động vào cả hai chromatid ở vị trí tương đồng do vậy sẽ gây đột biến kiểu NST. Ngược lại những đột biến xuất hiện trước giai đoạn tổng hợp DNA (trước khi NST nhân đôi), đột biến trên NST sẽ được nhân đôi, kết quả là ở cả hai chromatid đều có tổn thương ở một nơi tương đồng, những tổn thương loại này là đột biến cấu trúc kiểu NST [99],[100]. 
* Ảnh hưởng của viên nang Y10 trên NST tủy xương: 
Kết quả nghiên cứu trên NST tủy xương cho thấy tần số rối loạn số lượng NST tế bào tủy xương lệch bội và đa bội ở các lô chuột đực và cái dùng thuốc không có sự khác biệt so với lô chứng. Tần số rối loạn cấu trúc NST ở tế bào tủy xương của chuột đực và cái ở cả hai liều 1 và liều 2 đều không có sự khác biệt so với lô chứng. Như vậy dùng Y10 ở cả hai liều 1 và liều 2 không gây đột biến số lượng cũng như cấu trúc NST mô tủy xương chuột nhắt trắng. 
* Ảnh hưởng của viên nang Y10 trên NST tinh hoàn: 
Mỗi loài đều có số lượng NST đặc trưng, trong cơ thể lưỡng bội 2n với hai bộ NST đơn bội (n): một có nguồn gốc từ cha, một từ mẹ. Bên cạnh sự thay đổi đều đặn nối tiếp của số bội thể (n) trong chu trình sống (2n => n + n => 2n), còn có sự biến đổi số bội thể khác giá trị bình thường dẫn đến những hậu quả đột biến. 
Bình thường ở kỳ giữa tinh bào I, các NST tồn tại dưới dạng các thể lưỡng trị, nếu các NST trong thể lưỡng trị tách nhau sớm gọi là thể đơn trị, có thể là đơn trị NST thường hoặc đơn trị NST giới tính. Đột biến này thường do các tác nhân gây rối loạn thoi vô sắc hoặc đứt thoi vô sắc [99],[100]. 
Tần số rối loạn cấu trúc kiểu đơn trị NST thường ở tế bào mô tinh hoàn của chuột ở cả hai liều 1 và liều 2 đều không có sự khác biệt so với lô chứng. 
[bookmark: _Toc5796004][bookmark: _Toc26970729][bookmark: _Toc265844903][bookmark: _Toc272475787]4.3. Về tác dụng cải thiện chức năng sinh tinh của viên nang Y10 trên thực nghiệm
[bookmark: _Toc26970730]4.3.1. Về mô hình nghiên cứu
	Mô hình gây bệnh trên động vật thực nghiệm có vai trò quan trọng trong nghiên cứu đánh giá tác dụng của chế phẩm. Các phương pháp được sử dụng để gây suy giảm tinh trùng ở động vật thực nghiệm bao gồm: gây suy giảm tinh trùng do đột biến gen [101],[102],[103]; gây suy giảm tinh trùng bằng nhiệt [104],[105],[106]; gây suy giảm tinh trùng bằng stress [107],[108],[109], gây suy giảm tinh trùng bằng tia xạ [110],[111],[112], gây suy giảm tinh trùng bằng hóa chất [113],[114],[115], gây suy giảm tinh trùng bằng chế độ ăn [116],[117],[118], gây suy giảm tinh trùng trên chuột già [119],[120],[121], gây suy giảm tinh trùng bằng thuốc, thường dùng natri valproat [80], [81],[82]… Mô hình gây suy giảm tinh trùng do đột biến gen có độ chính xác và độ tin cậy cao [122], tuy nhiên mô hình này chưa thấy được áp dụng và tiến hành trong nghiên cứu ở Việt Nam. Các mô hình gây suy giảm tinh trùng bằng stress, bằng chế độ ăn, gây suy giảm tinh trùng trên chuột già thường đòi hỏi kỹ thuật phức tạp, thời gian kéo dài, động vật thường có nhiều bệnh lý hoặc rối loạn khác kèm theo. Các mô hình gây suy giảm tinh trùng bằng nhiệt, bằng hóa chất, bằng tia xạ thường gây ra tình trạng suy giảm sinh sản nặng, thường kèm theo suy giảm miễn dịch, suy chức năng một số cơ quan khác, có thể dẫn đến tử vong. Trong luận án này, chúng tôi sử dụng mô hình gây suy giảm tinh trùng trên chuột cống trắng bằng natri valproat. Natri valproat là một thuốc chống động kinh được sử dụng rộng rãi trên lâm sàng [123]. Natri valproat có thể gây ảnh hưởng đến chức năng sinh sản với đích tác dụng của thuốc là từ vùng dưới đồi - tuyến yên, gây ra bệnh cảnh suy giảm sinh sản gần với bệnh lý suy giảm sinh sản thứ phát của nam giới [81]. Theo Bairy và cs. (2010), natri valproat liều 200 mg/kg/ngày và 400 mg/kg/ngày cho chuột cống trắng uống liên tục trong 60 ngày đã làm giảm rõ số lượng tinh trùng lấy từ đuôi mào tinh, độ di động của tinh trùng, tăng tỉ lệ tinh trùng có hình thái bất thường và làm thoái hóa nặng các tế bào biểu mô của tinh hoàn [79]. Nishimura và cs. (2000) khi dùng natri valproat liều 500 mg/kg/ngày trong 7 tuần làm giảm các chỉ số sinh sản, cũng như làm giảm số lượng tinh trùng, giảm tốc độ di động của tinh trùng, thay đổi hình thái và cấu trúc tinh hoàn của chuột cống đực trưởng thành [81]. Trong luận án này chúng tôi cũng dùng natri valproat liều 500 mg/kg/ngày trong 7 tuần để gây suy giảm tinh trùng cho chuột thực nghiệm, trên cơ sở đó đánh giá tác dụng của viên nang Y10. Nhiều tác giả ở Việt Nam cũng đã dùng liều này để đánh giá ảnh hưởng của các chế phẩm nghiên cứu trên chuột cống đực gây suy giảm sinh sản bằng natri valproat, như nghiên cứu của Đậu Thùy Dương [55], Nguyễn Thanh Hương [54], Trần Thanh Tùng [50]…
[bookmark: _Toc26970731]4.3.2. Về tác dụng của viên nang Y10 lên nồng độ testosteron huyết thanh chuột 
 Viên nang Y10 liều 224mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 280mg bột trong viên nang/kg/ngày) và 448mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 560mg bột trong viên nang/kg/ngày) làm tăng nồng độ testosteron trong máu chuột lên 78,71% và 89,35% so với lô mô hình (bảng 3.22). Kết quả này cũng tương tự như kết quả của một số nghiên cứu khác: thuốc bổ thận có tác dụng tăng bài tiết testosteron huyết thanh. Theo Đậu Xuân Cảnh: “Hải mã, nhân sâm liều 120mg/100g TLCT làm tăng bài tiết testosteron ở chuột cống trắng đực” [48]; Mona H. Hetta (2007): “Dịch chiết quả Hyphaene thebaica L. Mart (Doum) liều 25mg/kg TLCT sử dụng trong 60 ngày có tác dụng tăng testosteron huyết thanh ở chuột cống đực trong giới hạn an toàn”. Testosteron tăng sinh được cho là do các thuốc bổ thận có tác dụng tăng cường khả năng tiết của toàn tuyến sinh dục.
[bookmark: _Toc26970732]4.3.3. Về tác dụng của viên nang Y10 lên số lượng và chất lượng tinh trùng chuột
 Viên nang Y10 liều 224mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 280mg bột trong viên nang/kg/ngày) và 448mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 560mg bột trong viên nang/kg/ngày) làm tăng mật độ tinh trùng (bảng 3.23), tăng khả năng di động của tinh trùng (bảng 3.24), giảm tỷ lệ tinh trùng có hình thái cấu trúc bất thường (bảng 3.25). Như vậy, chuột uống Y10 được cải thiện rõ rệt cả về số lượng và chất lượng và chất lương tinh trùng. Sự cải thiện này có xu hướng tốt hơn so với lô dùng testosterol ngoại sinh. Theo chúng tôi dự đoán, các thuốc bổ thận nói chúng và viên nang Y10 nói riêng có tác dụng tăng sinh testosteron nội sinh trong giới hạn an toàn (do tăng cường khả năng tiết của tuyến sinh dục), đồng thời làm tăng tính kích thích của nội tiết tố sinh dục. Ngoài ra, các yếu tố vi lượng của chế phẩm từ hai dược liệu lộc nhung và đông trùng hạ thảo [57],[63] cũng có vai trò rất lớn giúp cải thiện số lượng và chất lượng tinh trùng. 
[bookmark: _Toc26970733]4.3.4. Về tác dụng của viên nang Y10 lên trọng lượng cơ quan sinh dục của chuột
Cân nặng các cơ quan sinh dục phụ như mào tinh, túi tinh, tuyến tiền liệt rất nhạy cảm với androgen. Đánh giá cân nặng của các cơ quan này có thể gián tiếp phản ánh nồng độ testosteron và chức năng tinh hoàn. Kết quả nghiên cứu cho thấy natri valproat đã làm giảm rõ cân nặng của các cơ quan sinh dục phụ (tinh hoàn, túi tinh, tuyến tiền liệt, tuyến Cowper và đầu dương vật). Viên nang Y10 liều 224mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 280mg bột trong viên nang/kg/ngày) đã làm tăng cân nặng tinh hoàn, túi tinh, cơ nâng hậu môn, với p<0,05 khi so với lô chứng. 
Nghiên cứu của Dương Thị Ly Hương (2012) và Nguyễn Thị Thanh Hương (2017) về tác dụng phục hồi của rễ Bá bệnh và dịch chiết nước Tỏa dương trên chuột bị gây suy giảm sinh dục bằng natri valproat cũng cho kết quả: sau 10 ngày uống dịch chiết rễ Bá bệnh với liều 6g/kg đã làm tăng đáng kể cân nặng của tinh hoàn, túi tinh, tiền liệt tuyến, tuyến Cowper và đưa chúng về bình thường (với p<0,05) [52],[54]; Sau 10 ngày uống dịch chiết nước Tỏa dương với liều 0,28g/kg/ngày đã làm tăng cân nặng tinh hoàn, túi tinh, cơ nâng hậu môn, với p<0,05 khi so với lô chứng. So với tác dụng này của rễ Bá bệnh, Tỏa dương, viên nang Y10 trong nghiên cứu chưa cho kết quả đáng ghi nhận. 
[bookmark: _Toc265844904][bookmark: _Toc272475788][bookmark: _Toc5796005][bookmark: _Toc26970734]4.4. Tác dụng của viên nang Y10 trong điều trị bệnh nhân bị Suy giảm tinh trùng
[bookmark: _Toc265844905][bookmark: _Toc272475789][bookmark: _Toc5796006][bookmark: _Toc26970735][bookmark: _Toc265844906][bookmark: _Toc272475790]4.4.1. Đối tượng nghiên cứu
Về độ tuổi, chúng tôi lựa chọn đối tượng nghiên cứu có độ tuổi từ 16 -56 là căn cứ theo quan điểm của YHCT về độ tuổi sinh sản ở nam giới. Nội kinh có viết: Con trai 8 tuổi thận khí thực, tóc tốt thay răng; 16 tuổi (nhị bát) thận khí thịnh, thiên quý đến, thận khí dật tả (đầy đủ tràn trề) âm dương điều hòa, có thể có con;… 56 tuổi (thất bát) can khí suy, gân cốt mềm yếu, thiên quý kiệt, tinh thiểu, tạng thận suy. Kết quả cho thấy, đối tượng nghiên cứu của chúng tôi đa số là 33-40 tuổi (chiếm 53,33%), điều này cũng phù hợp với nghiên cứu trước đó về độ tuổi vô sinh nam do SGTT là 31.02 ±5.04 tuổi [124] và vô sinh nam nói chung là 34,26 [125].
[bookmark: _Toc192516236]Theo sách nội kinh, con trai thận tinh là do tinh tiên thiên và tinh hậu thiên hợp thành, là vật chất nuôi sống và duy trì sự sống cũng như thúc đẩy quá trình phát dục sinh sản của con người, các yếu tố khiến thận tinh khuy tổn thì tinh sinh dục cũng sẽ bị hư tổn gây ra hiện tượng tinh dịch ít, tinh loãng, số lượng tinh trùng giảm. Nam Mà tác dụng của viên nang Y10 là bổ thận điền tinh, phù trợ thận tinh, âm dương song bổ, nếu dùng lâu ngày làm thận tinh được bồi bổ, thận dương được khí hóa, chức năng sinh tinh và sinh sản được tốt hơn. Vì vậy mà nghiên cứu đã lựa chọn những bệnh nhân bị SGTT do thận tinh khuy tổn.
Điều này cũng phù hợp với nghiên cứu đánh giá tác dụng của pháp bổ thận trong điều trị suy giảm tinh trùng của Cao Liang và cộng sự, nghiên cứu tiến hành thống kê 30 nghiên cứu đã công bố của các tác giả với 3699 trường hợp bệnh nhân suy giảm tinh trùng cho thấy, pháp bổ thận điền tinh kết hợp với âm dương song bổ pháp có tác dụng rõ rệt làm tăng chất lượng, số lượng tinh trùng và tăng tỉ lệ thụ thai trên lâm sàng (p<0,05) [126].
[bookmark: _Toc265844909][bookmark: _Toc272475791][bookmark: _Toc5796007][bookmark: _Toc26970736]4.4.2. Nồng độ LH, FSH, testosteron huyết thanh ở bệnh nhân điều trị bằng viên nang Y10
Bình thường ở người nam tuổi trưởng thành, trong huyết tương nồng độ LH là 1,5-20 IU/l, FSH là 2-10 IU/l, testosteron là 7,63 - 27,74 nmol/l. Khi nồng độ LH, FSH giảm hoặc tăng trên giá trị sinh lý; testosteron giảm dưới giá trị sinh lý đều là bất thường do suy giảm chức năng của tuyến yên và tinh hoàn [15],[16],[17]. Tại thời điểm bắt đầu nghiên cứu các bệnh nhân có nồng FSH trên 5 IU/l là 62,75%, nồng độ LH trên 9,8 IU/l là 13,73%, nồng độ testosteron huyết thanh thấp dưới 9,8nmol/l là 23,53%, các bệnh nhân còn lại LH, FSH, testosteron huyết thanh trong giới hạn sinh lý bình thường (biểu đồ 3.6).
Vì kết quả về các chỉ số nội tiết tố và tinh dịch đồ thu được từ bệnh nhân phân bố không chuẩn, nên chúng tôi đã sử dụng các phân tích thống kê phi tham số: test Wilcoxon ghép cặp để so sánh giá trị trung bình của hai nhóm ghép cặp, test Mann-Whitney để so sánh giá trị trung bình của hai nhóm độc lập. 
Những bệnh nhân có lượng LH và FSH tăng trên giá trị sinh lý trước điều trị, biến đổi của các gonadotropin sau điều trị lại giảm (giảm của sự tăng quá mức), làm FSH và LH giảm gần về giá trị sinh lý (p<0,01- 0,05), ở những bệnh nhân LH và FSH trong giới hạn sinh lý trước điều trị, sự biến đổi tăng hoặc giảm nhưng đa số chỉ trong giới hạn sinh lý bình thường (bảng 3.26).
Nồng độ testosteron huyết thanh sau điều trị cao hơn nồng độ testosteron trước điều trị, đặc biệt ở những bệnh nhân mà testosteron trước điều trị thấp dưới giá trị sinh lý thì sự tăng có ý nghĩa thống kê (p<0,001) (bảng 3.25; 3.26), giá trị tăng này vẫn trong giới hạn sinh lý. Kết quả này phù hợp với kết quả trên chuột cống trắng, Y10 làm tăng có ý nghĩa nồng độ testosteron ở chuột uống thuốc so với lô chứng.
 Thuốc bổ thận có tác dụng tăng tính kích thích của nội tiết tố sinh dục và tăng cường khả năng tiết của toàn tuyến sinh dục [8],[9]. Vì vậy, chúng tôi cho rằng nồng độ testosteron huyết thanh tăng cao là do Y10 kích thích tế bào Leydig làm tăng hoạt động, điều này thể hiện trên kết quả vi thể tinh hoàn của thỏ (hình 3.3; 3.5), tế bào chất tế bào Leydig bắt màu acid mạnh. Nồng độ testosteron trong máu tăng có tác dụng ức chế các tuyến chỉ huy làm giảm bài tiết cả LH và FSH. Ngoài ra, kết quả nghiên cứu trên thực nghiệm và lâm sàng cho thấy: Y10 làm số lượng và chất lượng tinh trùng trong lòng ống sinh tinh tăng lên, theo cơ chế sinh lý tự nhiên sẽ kích thích tế bào Sertoli bài tiết inhibin, dưới tác dụng ức chế của inhibin B lượng FSH bài tiết từ tuyến yên giảm. 
Ngoài ra, Y10 có thể tác động trực tiếp vào trục dưới đồi - tuyến yên - tinh hoàn làm điều hòa hoạt động của các tuyến nội tiết này. Chính vì vậy, ở những bệnh nhân lượng LH, FSH và testosteron trong giới hạn sinh lý chỉ tăng hoặc giảm trong giới hạn sinh lý bình thường. 
Như vậy Y10 có tác dụng kích thích cơ thể tăng sản xuất testosteron huyết thanh và điều hòa bài tiết LH và FSH. 
[bookmark: _Toc265844910][bookmark: _Toc272475792][bookmark: _Toc5796008][bookmark: _Toc26970737]4.4.3. Tinh dịch đồ của bệnh nhân nghiên cứu
[bookmark: _Toc24962777]4.4.3.1. Phương pháp nghiên cứu tinh dịch đồ
Tinh dịch đồ là một trong những xét nghiệm cơ bản nhất, giúp đánh giá khả năng sinh sản của người đàn ông. Đây là xét nghiệm đầu tiên cần thực hiện cho tất cả các cặp vợ chồng đến khám vô sinh.
Đa số các trung tâm trên thế giới và khu vực đều đánh giá tinh dịch đồ theo tiêu chuẩn thống nhất của WHO. Phiên bản đầu tiên được phát hành năm 1980. Các phiên bản sau đó được các cơ sở y tế sử dụng phổ biến là các phiên bản năm 1987 [127], phiên bản năm 1992 [128] và gần đây nhất là phiên bản thứ tư phát hành năm 1999 [129]. Tinh dịch đồ theo chuẩn mới của WHO (2010), được xuất bản vào tháng 5 năm 2010 [3]. Nhiều tác giả đã có những công bố đánh giá về việc áp dụng tiêu chuẩn mới này của WHO trong đánh giá, chẩn đoán và điều trị sinh sản cho nam giới. Hiện nay các cơ sở y tế đều áp dụng tiêu chuẩn mới năm 2010 của WHO. Vì vậy, trong nghiên cứu này chúng tôi đánh giá tinh dịch đồ theo chuẩn mới của WHO (2010).
[bookmark: _Toc24962778]4.4.3.2. Kết quả nghiên cứu về số lượng và chất lượng tinh trùng
Tinh trùng hoạt động mạnh ở môi trường trung tính hoặc hơi kiềm và giảm hoạt động trong môi trường acid, độ pH hơi kiềm đóng vai trò quan trọng trong việc bảo vệ tinh trùng trong quá trình thụ tinh. Khi giao hợp, tinh trùng được phóng vào túi cùng sau âm đạo, là nơi sâu và thấp nhất của âm đạo, bình thường pH của tinh dịch khoảng từ 7,2 đến 7,8 trong khi pH âm đạo thường dưới 5,0. Do vậy, ngay sau khi phóng tinh, tinh dịch đông vón cục nhờ các men đông đặc của dịch tuyến tiền liệt tác dụng vào fibrinogen có trong tinh dịch để bảo vệ tinh trùng thoát khỏi môi trường acid của âm đạo và giữ tinh trùng ở vị trí gần cổ tử cung, tránh chảy ngược ra ngoài. Môi trường âm đạo ngay sau đó bị kiềm hóa do pH hơi kiềm của tinh dịch. Sự ly giải bắt đầu xảy ra, nhờ tác động của fibronolysin có trong dịch tuyến tiền liệt, tinh trùng được giải phóng. Các cơ chế này làm tăng tối đa số lượng tinh trùng vào được đến cổ tử cung [15],[16],[17]. Kết quả nghiên cứu cho thấy Y10 không làm thay đổi độ pH sinh lý của tinh dịch ở các bệnh nhân nghiên cứu. Chính vì vậy nên không ảnh hưởng đến sinh lý bình thường trong quá trình trưởng thành của tinh trùng và quá trình thụ thai.
Y10 không làm tăng thể tích tinh dịch của mỗi lần xuất tinh, không làm thay đổi độ ly giải sinh lý của tinh dịch, làm giảm số lượng bạch cầu so với trước điều trị. 
Các chỉ số tinh dịch đồ như mật độ tinh trùng, tỉ lệ tinh trùng sống, tỉ lệ tinh trùng tiến tới, tỉ lệ tinh trùng di động nhanh, tỉ lệ tinh trùng có hình dạng bình thường sau điều trị đều tăng so với trước điều trị (p<0,01).
Đặc biệt Y10 làm tăng tỉ lệ tinh trùng di động nhanh, là những tinh trùng khoẻ mạnh, có khả năng di chuyển sâu vào đường sinh dục nữ và là một trong những chỉ số quan trọng của tinh trùng đóng vai trò quyết định quá trình thụ thai, đảm bảo cho việc tạo ra một phôi thai hoàn toàn khoẻ mạnh.
Kết quả này hoàn toàn phù hợp với kết quả trên thực nghiệm: ở chuột cống trắng, Y10 làm tăng số lượng và tăng tỉ lệ tinh trùng tiến tới, tăng tỉ lệ tinh trùng có hình dạng bình thường trên chuột cống trắng; trên mô học tinh hoàn thỏ, Y10 làm tế bào dòng tinh tăng sinh, có đầy đủ và cân đối các giai đoạn, số lượng tinh tử và tinh trùng trong lòng OST rất nhiều và tăng so với lô chứng. 
Số lượng và chất lượng tinh trùng tăng là vì Y10 làm tăng bài tiết testosteron nội sinh, Y10 có tác dụng điều hòa bài tiết nội tiết tố sinh sản LH và FSH. 
Trong cơ thể trưởng thành LH kích thích tế bào Leydig bài tiết testosterone. FSH kích thích phát triển ống sinh tinh; kích thích tế bào Sertoli bài tiết dịch có chứa nhiều chất dinh dưỡng giúp cho tinh trùng phát triển; kích thích tế bào Sertoli bài tiết protein gắn với androgen (ABP) để vận chuyển vào dịch lòng ống sinh tinh giúp cho sự trưởng thành của tinh trùng; FSH cũng có vai trò gián tiếp trong quá trình sản xuất các androgen bằng cách thúc đẩy sự trưởng thành của các tế bào Leydig và tăng thụ thể của LH trên tế bào Leydig. 
Testosteron kích thích sự phân chia hình thành tinh nguyên bào và kích thích sự phân chia giảm nhiễm II từ tinh bào II thành tiền tinh trùng; testosteron kích thích sự tổng hợp protein từ tế bào Sertoli. Nồng độ testosteron trong ống sinh tinh thường rất cao, thường gấp 50-100 lần so với nồng độ trong máu, để đạt được nồng độ cao này testosteron phải gắn với ABP và được vận chuyển thụ động vào trong tế bào đích, trong tế bào đích testosteron có thể biến đổi thành dihydrotestosteron nhờ enzym 5- reductase. Testosteron và dihydrotestosteron-thụ thể có chức năng điều hoà chế tiết các hormon hướng sinh dục, đồng thời kích thích quá trình sinh tinh, duy trì quá trình sinh sản tinh trùng. Ở ống mào tinh hoàn, các androgen tham gia vào quá trình trưởng thành về chuyển động và sinh sản của tinh trùng. 
Theo kết quả nghiên cứu của chúng tôi: Y10 có tác dụng làm tăng bài tiết testosteron nội sinh và điều hòa bài tiết LH và FSH (bảng 3.25; 3.26). Chính vì vậy, trên thực nghiệm Y10 làm tăng sinh tế bào dòng tinh ở tinh hoàn chuột, tăng số lượng và chất lượng tinh trùng trên chuột cống trắng uống thuốc. Y10 tác động vào quá trình trưởng thành về chuyển động và khả năng sinh sản của tinh trùng (do Y10 làm tăng bài tiết testosteron, vai trò của ống mào tinh hoàn có liên quan đến androgen). Kết quả là Y10 làm số lượng và chất lượng tinh trùng tăng, tăng khả năng có con sau điều trị ở các bệnh nhân nghiên cứu.
Ngoài ra, theo kết quả của những nghiên cứu trước đây: 
Lộc nhung và ĐTHT có chứa “các acid amin, chất béo, đường, vitamin...” là những chất cần thiết cho việc tăng sinh biểu mô tinh, tăng tạo thành tinh trùng [57],[63]. 
Trong cơ thể phản ứng oxy hóa tạo ra các gốc tự do gây lão hóa tế bào, gây ra những tổn thương cho tế bào đặc biệt là phân tử DNA. Stress về oxy hóa đã được thừa nhận rộng rãi là “nguyên nhân của sự khiếm khuyết về chức năng tinh trùng, ảnh hưởng đến cả khả năng sinh sản lẫn sự toàn vẹn của DNA trong nhân tinh trùng” [133],[134]. Các chất chống oxy hóa: vitamin C, beta caroten, vitamin E, selenium, glutathion, flavonoids, glucozit, lutein… cộng tác nhau để loại trừ gốc tự do [135],[136]. 
Trong thành phần hóa học của Lộc nhung và ĐTHT có các acid amin, các vitamin, yếu tố vi lượng. Dùng Y10, các chất này sẽ phối hợp với nhau nên có tác dụng chống oxy hóa tế bào, trong đó có tế bào dòng tinh và các tuyến nội tiết sinh sản vì vậy mà Y10 làm tăng số lượng, tăng tỉ lệ tinh trùng sống, tăng khả năng di động tinh trùng, tăng tỉ lệ tinh trùng có hình dạng bình thường sau điều trị. 
“Trong hội chứng thận tinh khuy tổn các nguyên tố vi lượng Cu, Zn, Ca, Mg đều giảm [8],[9]; Các yếu tố vi lượng (Ca, P, Fe, Zn) có tác dụng thúc đẩy hoạt động các men làm tăng tổng hợp protein, đặc biệt kẽm có tác dụng làm tăng số lượng và chất lượng tinh trùng [137],[138],[139]. Khi thiếu hụt kẽm có thể làm suy giảm sản xuất tinh trùng hoặc làm ngưng trệ quá trình sinh trưởng của tinh trùng. Y10 bào chế từ lộc nhung và đông trùng hạ thảo, giúp bổ sung tốt các yếu tố vi lượng nói trên, là một trong những cơ chế có thể dùng để lý giải cho tác dụng làm tăng số lượng và chất lượng tinh trùng trên bệnh nhân hội chứng thận tinh khuy tổn. 
Theo YHCT: 
Y10 có lộc nhung bổ tinh huyết, hợp với ĐTHT bổ tinh khí, âm dương song bổ, tinh khí huyết đầy đủ thì dễ có con.
Hải Thượng Lãn Ông quan niệm: “Thận là cội gốc của sinh sản, là nơi tinh của nam hay huyết của nữ đều tụ ở đó. Các nhà đạo dẫn thì gìn giữ để tu luyện, người thường thì thuận theo sự phát dục để sinh ra con người”. Khi thận tàng tinh tốt, cơ thể khỏe mạnh, dễ thụ thai “... mới kết thai thành tinh, tinh thành não tủy sinh”, “Thận tàng tinh kém, cơ thể yếu đuối, có thể dẫn đến vô sinh” [11]. 
Viên nang Y10 có tác dụng ôn thận, bổ tinh huyết, khi uống lâu ngày làm dương tinh vững chắc, âm dương bình hằng, tinh huyết đầy đủ bền chặt. Kết quả nghiên cứu của luận án đã chứng minh được Y10 vừa làm tăng số lượng tinh trùng và tăng hoạt động tinh trùng ở bệnh nhân nghiên cứu.
[bookmark: _Toc265844915][bookmark: _Toc272475797][bookmark: _Toc5796009][bookmark: _Toc26970738]4.4.4. Các triệu chứng lâm sàng do thận tinh khuy tổn
Thận tinh khuy tổn là một trong số các thể lâm sàng thường gặp trong vô sinh do SGTT ở nam giới [140].
“Thận tàng tinh”, “thận chủ sinh dục, chủ cốt tủy” là công năng chính của tạng thận được nhắc tới lần đầu tiên trong cuốn “Hoàng đế nội kinh”, các thầy thuốc, các nhà nghiên cứu YHCT đã nghiên cứu rất sâu về mối tương quan giữa vô sinh, bất dục, thiểu tinh với sự hư tổn của thận tinh. Thận tinh khuy tổn ở nam giới sẽ dẫn tới các triệu chứng lâm sàng chủ yếu là nam thiểu tinh, hiếm muộn, hay hoa mắt chóng mặt, choáng váng, ù tai, tinh thần mệt mỏi, hay quên, mạch thường trầm tế. Nguyên nhân là do thận tinh bất túc, tinh sinh dục không đủ nên khó có con, thận tinh bất túc không hóa sinh được khí huyết khiến cho khí suy huyết tổn, nên dẫn tới tinh thần mệt mỏi, mạch trầm tế; khí suy nhược khiến cho não tủy không được nuôi dưỡng đầy đủ, gây ra choáng váng, hay quên; thận khai khiếu ở tai, thận tủy không đủ nuôi dưỡng nên sinh ra ù tai, điếc tai; phủ của thận tại lưng, thận chủ cốt tủy nên thận tinh bất túc sẽ sinh ra đau lưng mỏi gối [9],[38].
Nghiên cứu của chúng tôi trên 30 bệnh nhân được chẩn đoán là thận tinh khuy tổn sau khi tiến hành điều trị 2 tháng, tất cả các triệu chứng lâm sàng do thận tinh khuy tổn đều được cải thiện rõ rệt so với trước điều trị (p<0,01- 0,05). Có thể lý giải điều này dựa trên thành phần của Y10 là từ Lộc nhung và ĐTHT. Theo YHCT, ĐTHT có tác dụng ôn thận điền tinh, dùng để chữa thận dương bất túc, thận tinh khuy tổn. Lộc nhung có tác dụng bổ can thận, ích tinh huyết. Cả bài có tác dụng ôn thận, bổ tinh huyết, khi uống lâu ngày làm dương tinh vững chắc, âm tinh bình hòa, tinh huyết đầy đủ bền chặt. Lộc nhung thiên về bổ dương, đông trùng hạ thảo có vai trò điều hòa bổ cả âm và dương. Sự phối hợp giúp điều hòa âm dương, phần tinh khí thiếu hụt được bồi bổ làm cho thận tinh sung túc, âm dương cân bằng, lại kết hợp quy trình bào chế của YHCT được các nghiên cứu dược lý khẳng định về cơ sở khoa học làm cho viên nang Y10 phát huy được tác dụng điều trị. 
[bookmark: _Toc5796010][bookmark: _Toc26970739]4.4.5. Tác dụng không mong muốn trên lâm sàng
Theo dõi trên lâm sàng ở cả 30 bệnh nhân điều trị bằng viên nang Y10 trong 2 tháng không thấy có các tác dụng không mong muốn như nôn, đại tiện phân nát hoặc táo, mẩn ngứa (bảng 3.36). Điều này cho thấy sự phù hợp trong phối hợp 2 dược liệu lộc nhung và ĐTHT, cũng như sự phù hợp của quy trình bào chế, giúp cho viên nâng Y10 không chỉ phát huy được tác dụng điều trị mà còn giảm thấp độc tính nếu có để đảm bảo được tính an toàn khi sử dụng.
Ngoài các chỉ tiêu đánh giá trên lâm sàng, các chỉ tiêu xét nghiệm cũng cần được theo dõi để đánh giá tính an toàn của chế phẩm. 
Các chỉ số AST và ALT là những chỉ số nhạy cảm (đặc biệt là ALT) tăng khi có tăng hủy hoại tế bào gan. Vì vậy, các tác giả thường dùng các chỉ số này khi đánh giá độ an toàn của các dược liệu trị liệu. Sau uống viên nang Y10, AST và ALT huyết thanh ở các bệnh nhân nghiên cứu thay đổi không có ý nghĩa thống kê, và luôn ở trong giới hạn sinh lý bình thường. Điều đó chứng tỏ thuốc không làm ảnh hưởng tới chức năng gan.
Nồng độ urê và creatinin huyết thanh sau điều trị không có sự khác biệt so với trước điều trị. Urê và creatinin huyết thanh có tác dụng đánh giá chức năng thận (khả năng cô đặc và pha loãng nước tiểu) qua độ thanh thải của cầu thận. Như vậy, uống thuốc Y10 không làm thay đổi chức năng lọc cầu thận. Ngoài ra, creatinin là sản phẩm đào thải của quá trình thoái hoá creatinin phosphat ở cơ, lượng tạo thành phụ thuộc khối lượng cơ, được lọc qua cầu thận và thải qua nước tiểu. Creatinin huyết là chỉ số nhạy và đặc hiệu, sự tăng của nó muộn nhưng không bị ảnh hưởng bởi chế độ ăn.
Các kết quả về các chỉ tiêu sinh hóa này phù hợp với kết quả thực nghiệm trên chức năng cũng như cấu trúc mô học gan và thận chuột trong nghiên cứu độc tính bán trường diễn. Y10 không gây những tác dụng bất lợi đối với chức năng và cấu tạo hình thái của gan và thận.
Các chỉ tiêu huyết học đánh giá trên lâm sàng cũng cho thấy Y10 không gây biến đổi có ý nghĩa thống kê các chỉ số này trước và sau điều trị. Kết quả này cũng hoàn toàn phù hợp với kết quả đánh giá về tính an toàn của Y10 trên thực nghiệm. 


[bookmark: _Toc5796011]

[bookmark: _Toc26970740]KẾT LUẬN

1. Về tính an toàn của viên nang Y10 trên thực nghiệm 
1.1. Độc tính cấp theo đường uống trên chuột nhắt trắng
Chưa tìm thấy LD50 của viên nang Y10 theo đường uống trên chuột nhắt trắng. Với mức liều cao nhất có thể cho chuột uống là 20,0g/kg TLCT (tương đương 25,0 g bột trong viên nang/kg thể trọng), mà không gây chết chuột nhắt trắng thực nghiệm chứng tỏ viên nang Y10 có khoảng an toàn điều trị rộng.
1.2. Độc tính bán trường diễn trên chuột cống trắng
Trên các lô chuột cống trắng uống viên nang Y10 liều 224mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 280mg bột trong viên nang/kg/ngày) và liều 672mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 840mg bột trong viên nang/kg/ngày), liên tục trong 90 ngày cho thấy: 
Tất cả các chỉ số theo dõi về tình trạng chung, cân nặng, sóng điện tim chức năng tạo máu, chức năng gan, chức năng thận, mô bệnh học gan lách, thận đều nằm trong giới hạn bình thường, mô bệnh học gan, thận không có sự khác biệt so với lô chứng. Như vậy viên nang Y10 an toàn ở các mức liều và thời gian đã dùng.
1.3. Độc tính trên sinh sản
 Viên nang Y10 cho chuột nhắt trắng uống liều 384mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 480mg bột trong viên nang/kg/ngày) và liều 1152mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 1440mg bột trong viên nang/kg/ngày) trong 60 ngày không gây ảnh hưởng đến sự phát triển bình thường của thai và con sinh ra qua thế hệ P và F1.
1.4. Độc tính trên nhiễm sắc thể
Ở các lô chuột nhắt trắng uống Y10 liều 384mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 480mg bột trong viên nang/kg/ngày) và liều 1152mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 1440mg bột trong viên nang/kg/ngày) trong 28 ngày không có sự khác nhau về tỉ lệ xuất hiện các rối loạn số lượng NST (lệch bội, đa bội), rối loạn cấu trúc nhiễm sắc thể; tần số các loại đột biến nhiễm sắc thể của tinh hoàn ở các lô thử nghiệm so với lô chứng p > 0,05. Không thấy hiện tượng rối loạn cấu trúc nhiễm sắc thể và rối loạn cụm NST. 
2. Về tác dụng cải thiện khả năng sinh tinh của viên nang Y10
2.1. Trên động vật thực nghiệm
Trên chuột cống trắng đực gây thiểu năng tinh trùng bằng natri valproat, viên nang Y10 liều 224mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 280mg bột trong viên nang/kg/ngày) và 448mg cao dược liệu/kg/ngày (tương ứng 560mg bột trong viên nang/kg/ngày) cho chuột uống trong 6 tuần đã làm hồi phục các chỉ số nghiên cứu (nồng độ testosterol huyết thanh, số lượng và chất lượng tinh trùng, trọng lượng các cơ quan sinh dục và mô học tinh hoàn) về mức tương đương so với lô chứng sinh lý. Tác dụng này tương đương với khi dùng testosteron liều 16mg/kg/ngày. 
2.2. Trên bệnh nhân suy giảm tinh trùng
Viên nang Y10 ở liều 4 viên/ngày, uống 2 tháng có tính an toàn và tác dụng tốt trong điều trị bệnh nhân bị SGTT thể thận tinh khuy tổn. Cụ thể:
- Làm tăng nồng độ testosteron huyết thanh, điều hòa bài tiết LH và FSH. Làm tăng số lượng và chất lượng tinh trùng trên bệnh nhân bị SGTT. 
- Kết quả điều trị lâm sàng đạt rất tốt (có vợ mang thai hoặc tinh dịch đồ tăng lên về bình thường) là 16,67%; Tốt (tăng cả số lượng và chất lượng tinh trùng so với trước điều trị) là 66,67%; Trung bình (chỉ tăng số lượng hoặc chất lượng tinh trùng so với trước điều trị) là 16,67%; Không kết quả là 0%.
- Cải thiện các triệu chứng của bệnh theo y học cổ truyền.
- Không gây ra các tác dụng không mong muốn trên lâm sàng; không là biến đổi các chỉ số sinh hóa AST, ALT, Ure, Creatinin; không làm thay đổi các chỉ số huyết học của bệnh nhân.
[bookmark: _Toc5796012][bookmark: _Toc26970741]KIẾN NGHỊ

1. Có thể triển khai nghiên cứu đánh giá tác dụng của chế phẩm trên các thể SGTT khác theo YHCT như mệnh môn hỏa suy cũng như những tác dụng dược lý khác của chế phẩm như chống oxy hóa, bảo vệ chức năng gan, nâng cao hệ miễn dịch, tác dụng lên tim mạch,…nhằm nâng cao giá trị của viên nang Y10. 
2. Từ những kết quả thu được, có thể hướng tới việc triển khai dự án sản xuất hoặc chuyển giao công nghệ để có thể đưa sản phẩm ra sử dụng rộng rãi trong cộng đồng. 
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Phụ lục 1. 	Các phiếu trả kết quả xét nghiệm viên nang Y10 trên thực nghiệm
Phụ lục 2. 	Quy trình bào chế viên nang Y10 
Phụ lục 3. 	Tiêu chuẩn cơ sở Đông trùng hạ thảo nuôi cấy 
Phụ lục 4. 	Tiêu chuẩn cơ sở Lộc nhung
Phụ lục 5. 	Tiêu chuẩn cơ sở viên nang Lộc nhung Đông trùng hạ thảo Y10 
Phụ lục 6. 	Hồ sơ đạo đức nghiên cứu
1. Biên bản Hội đồng đạo đức trong nghiên cứu Y sinh học của đề tài
2. Chứng chỉ học thực hành tốt thử nghiệm lâm sàng
Phụ lục 7.  Phiếu chấp thuận tình nguyện tham gia nghiên cứu  
Phụ lục 8. 	 Bệnh án nghiên cứu
Phụ lục 9. 	Danh sách bệnh nhân tình nguyện tham gia nghiên cứu


Mã số ……….
PHIẾU CHẤP THUẬN THAM GIA NGHIÊN CỨU TÌNH NGUYỆN
(Áp dụng cho đối tượng tình nguyện tham gia nghiên cứu không cần bí mật danh tính) 
Họ và tên: …………………………………………………………………
Mã số Nc: …………………………………………………………………......
Tuổi:……………………………………………………………………………
Đơn vị:………………………………………………………………………
     Sau khi được Bác sỹ thông báo về mục đích, quyền lợi, nghĩa vụ, những nguy cơ tiềm tàng và lợi ich của đối tượng tham gia vào nghiên cứu: “Nghiên cứu tính an toàn và tác dụng cải thiện khả năng sinh tinh của viên nang Y10”
    Tôi (hoặc người đại diện trong gia đình) đồng ý tự nguyện tham gia vào  trong nghiên cứu này (đồng ý lấy máu, nước tiểu, tinh dịch đồ…để xét nghiệm). Tôi xin tuân thủ các quy định của nghiên cứu.
  Tôi đồng ý tham gia trong nghiên cứu này.
	Ký tên, viết tên của người tham gia

………………………………………………………
	Ngày/tháng/năm

……………………

	Ký tên, viết tên của người làm chứng

………………………………………………………
	Ngày/tháng/ năm

…………………….
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