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	Xã hội ngày một phát triển nhưng kèm theo công nghiệp hóa, hiện đại hóa làm ô nhiễm môi trường, stress, lạm dụng hóa chất... Những yếu tố đó tác động trực tiếp hoặc gián tiếp lên quá trình sản sinh và trưởng thành của tinh trùng, khiến cơ chế bệnh sinh của suy giảm tinh trùng rất phức tạp.
	Khả năng sinh sản của nam giới thông qua sự sản sinh tinh dịch bao gồm tinh trùng có chất lượng và bình thường về số lượng, phù hợp với mong muốn và khả năng giao phối [1]. Có rất nhiều lý do dẫn đến xuất hiện vô sinh ở nam giới như rối loạn di truyền, tắc nghẽn hay biến dạng ống sinh tinh, giảm sản xuất tinh trùng, giảm chất lượng các thông số tinh dịch, rối loạn chức năng cương dương và bệnh liệt dương [2]. Nhiều nghiên cứu đã cho thấy các thông số tinh dịch ở 25 - 40% nam thanh niên thấp hơn so với tiêu chuẩn của Tổ chức Y tế Thế giới [3]. Nồng độ tinh trùng thấp là nguyên nhân dẫn đến vô sinh ở nam giới [4]. Trong đó suy giảm tinh trùng là một trong những nguyên nhân trực tiếp gây vô sinh. Tình trạng suy giảm tinh trùng ngày nay có xu hướng gia tăng, tuy không gây nguy hiểm và không phải là bệnh lý cấp tính cần xử trí ngay, nhưng ảnh hưởng nhiều đến tâm lý cũng như giảm chất lượng cuộc sống hàng ngày của bệnh nhân. Hiện nay, việc điều trị suy giảm tinh trùng còn gặp nhiều khó khăn do cơ chế bệnh phức tạp, nên mặc dù có nhiều phương pháp điều trị được đưa ra nhưng kết quả còn hạn chế theo từng nguyên nhân.
	Các phương pháp điều trị theo y học hiện đại đã có nhiều thành tựu trong điều trị suy giảm tinh trùng và mang lại một số kết quả nhất định trong cải thiện triệu chứng cũng như chất lượng cuộc sống cho bệnh nhân, nhưng kết quả không ổn định và có nhiều tác dụng không mong muốn. Các phương pháp điều trị khác nhau như phẫu thuật, hóa chất, thuốc y học cổ truyền sẵn có đều có thể giúp tăng cường khả năng sinh sản. Hiện nay, trên thế giới cũng như ở Việt Nam có xu hướng nghiên cứu các thuốc có nguồn gốc từ dược liệu. Theo nhiều nghiên cứu, thuốc có nguồn gốc từ dược liệu có ảnh hưởng tích cực đến các thông số tinh trùng [5]. Vì vậy, việc sử dụng các phương thuốc y học cổ truyền trong điều trị suy giảm tinh trùng đã và đang được quan tâm. Các bài thuốc Y học cổ truyền là một trong những phương pháp chữa suy giảm tinh trùng có hiệu quả trên thực tế.
[bookmark: _Toc425096370][bookmark: _Toc425096604][bookmark: _Toc425097346][bookmark: _Toc425859606][bookmark: _Toc428719418]	Cao đặc Testin CT3 (công thức 3) gồm 8 vị dược liệu: bá bệnh, dâm dương hoắc, ba kích, xà sàng tử, bạch tật lê, hoàng kỳ, đương quy, câu kỷ tử. Testin CT3 được thiết kế dựa trên cơ sở lý luận và biện chứng của Y học cổ truyền, có tác dụng bổ thận, sinh tinh, ích khí huyết, điều trị suy giảm chức năng sinh dục nam. Sản phẩm trong nghiên cứu này được bào chế dưới dạng cao đặc với mục đích kết hợp các dược liệu trên sẽ tạo ra tác dụng mạnh hơn và ít độc tính hơn. Do đó để góp phần tạo tiền đề nghiên cứu phát triển bài thuốc này trên thực tiễn, đề tài: “Nghiên cứu tính an toàn và tác dụng tăng cường khả năng sinh tinh của cao đặc Testin CT3 trên động vật thực nghiệm” được thực hiện nhằm 2 mục tiêu:
1. Xác định được độc tính cấp, độc tính bán trường diễn, độc tính sinh sản và phát triển của cao đặc Testin CT3.
2. Đánh giá được tác dụng tăng cường khả năng sinh tinh của cao đặc Testin CT3 trên mô hình gây suy giảm sinh sản chuột đực thực nghiệm. 



[bookmark: _Toc53295177][bookmark: _Toc425096372][bookmark: _Toc425096606][bookmark: _Toc425097348][bookmark: _Toc425859608][bookmark: _Toc428719420][bookmark: _Toc429483570][bookmark: _Toc74642998]CHƯƠNG 1
[bookmark: _Toc74642999]TỔNG QUAN
[bookmark: _Toc53295178][bookmark: _Toc50927325]
[bookmark: _Toc74643000]1.1. Quá trình sinh tinh
Quá trình sinh tinh xảy ra ở các ống sinh tinh trong suốt cuộc đời hoạt động sinh dục của người đàn ông do sự kích thích của hormon hướng sinh dục của thùy trước tuyến yên. Quá trình này bắt đầu từ lúc dậy thì và kéo dài liên tục trong quãng đời còn lại nhưng giảm đáng kể ở tuổi già [6].
[image: ]
[bookmark: _Toc74643691]Hình 1.1. Mặt cắt ngang ống dẫn tinh 
* Nguồn: theo Guyton A.C và Cs (2011) [6]
* Các bước của quá trình sinh tinh:
Trong suốt quá trình hình thành phôi, từ các tế bào mầm ban đầu phải trải qua rất nhiều giai đoạn trong quá trình biệt hóa để trở thành tinh trùng. Các tế bào mầm nguyên thủy di cư vào tinh hoàn và trở thành các tế bào chưa trưởng thành, còn được gọi là tinh nguyên bào nằm thành 2-3 lớp của mặt trong ống sinh tinh. Đến tuổi dậy thì, các tinh nguyên bào bắt đầu gián phân, tăng sinh và biệt hóa liên tục để hình thành tinh trùng [6]. Hiện tượng này gọi là quá trình sinh tinh, quá trình sinh tinh trải qua 3 giai đoạn:
- Sinh tinh bào: Giai đoạn đầu của quá trình sinh tinh, là quá trình tinh nguyên bào phân chia, sản xuất liên tiếp các thế hệ tế bào và đến cuối cùng tạo thành tinh bào. Quá trình sinh tinh xảy ra trong ống sinh tinh theo hướng hướng tâm, khởi đầu từ các tế bào mầm sinh dục trong ống sinh tinh sẽ biệt hoá thành các tinh nguyên bào, tinh nguyên bào di chuyển từ màng đáy của ống sinh tinh đi vào trung tâm ống sinh tinh. Tinh nguyên bào là những tế bào nhỏ, nằm ở vùng ngoại vi biểu mô tinh, xen giữa màng đáy với tế bào Sertoli . Tinh nguyên bào phân chia gián phân để tăng nhanh về số lượng. Một số tinh nguyên bào biệt hoá thành tinh bào I [6], [7], [8].
[image: ]
[bookmark: _Toc74643692]Hình 1.2. Quá trình sinh tinh
* Nguồn: theo Guyton A.C và Cs (2011) [6]
	- Giảm phân: là quá trình tinh bào chia đôi qua 2 lần liên tục, quá trình này giảm một nửa nhiễm sắc thể (NST) và DNA trong mỗi tế bào. Ở giai đoạn này, tinh bào I tiến hành giảm phân lần 1 tạo nên 2 tinh bào II, mỗi tinh bào II có bộ NST đơn bội n = 23. Các NST giới tính X và Y cũng phân ly cho hai tinh bào. Tinh bào II vừa được sinh ra sẽ tiến hành giảm phân lần 2 ngay, cuối cùng sản xuất ra tinh tử (tiền tinh trùng) [6], [7], [8].
- Tạo tinh trùng: Tiền tinh trùng hay tinh tử được sinh ra sau giảm phân có bộ NST đơn bội n = 23. Có hai loại tinh tử: loại mang NST X và loại mang NST Y. Tinh tử không phân chia mà trải qua quá trình biệt hoá để trở thành tinh trùng. Tinh tử trưởng thành (tinh trùng chưa trưởng thành) không còn dính với nhau mà tách ra và đi vào lòng ống sinh tinh. Các thành phần không cần thiết sẽ bị loại bỏ trong quá trình biệt hoá và bị các tế bào Sertoli thực bào. Dấu hiệu để nhận biết tinh trùng chưa trưởng thành hoàn toàn là còn giọt bào tương bám quanh cổ tinh trùng [6], [7], [8].
Quá trình sinh tinh xảy ra không đồng thời cũng không đồng bộ ở các ống sinh tinh. Quá trình này xảy ra theo cách liên tiếp, giải thích sự xuất hiện không giống nhau của các pha trong quá trình sinh tinh ở những vị trí khác nhau trong ống sinh tinh. Điều này giải thích tại sao lại có thể gặp tinh trùng ở một số nơi của ống sinh tinh mà chỉ gặp tiền tinh trùng ở các nơi khác [9].
* Tình trùng trưởng thành
	Khoảng thời gian để hoàn tất một chu kỳ tạo tinh trùng khoảng 64 - 72 ngày. Bên cạnh việc diễn ra chậm, thì quá trình sinh tinh xảy ra không đồng thời cũng không đồng bộ ở các ống sinh tinh [9]. 
Các tinh trùng ở tinh hoàn hầu như không di động hoặc di động yếu. Tinh trùng chưa trưởng thành không có khả năng tự thụ tinh. Do đó, tinh trùng lấy ra từ ống sinh tinh và phần đầu của mào tinh không có khả năng di động và không thể tự thụ tinh được với noãn. Tinh trùng sẽ trưởng thành trong khi di chuyển ở mào tinh (khoảng 20 ngày). Từ đây các tinh trùng được đưa qua lưới tinh hoàn vào mào tinh. Chúng tiếp tục quá trình trưởng thành tinh trùng trong mào tinh bằng cách thay đổi tính thấm màng bào tương dưới ảnh hưởng của dịch trong mào tinh để cuối cùng tạo ra các tinh trùng có khả năng di động và có thể thụ tinh khi gặp trứng. Tuy vậy, sự trưởng thành này chỉ về mặt hình thái. Để có thể thụ tinh tự nhiên với noãn, tinh trùng trưởng thành còn phải tiếp tục hoàn thiện về mặt chức năng. Các bước hoàn thiện bao gồm sự trưởng thành về sinh lý, sinh hoá cũng như chuyển hoá.
	Tinh trùng bình thường có khả năng chuyển động trong môi trường dịch với tốc độ 1 - 4 mm/phút. Hoạt động của tinh trùng tăng lên ở môi trường trung tính hoặc kiềm nhẹ. Môi trường có tính acid mạnh sẽ làm cho tinh trùng chết một cách nhanh chóng. Hoạt động của tinh trùng tăng đáng kể ở nhiệt độ cao nhưng tỷ lệ chuyển hóa cũng tăng ở nhiệt độ cao và điều này làm cho thời gian sống của tinh trùng bị ngắn lại đáng kể. Mặc dù tinh trùng có thể sống nhiều tuần trong tình trạng bị ức chế ở các ống của tinh hoàn nhưng tinh trùng chỉ sống được 1 - 2 ngày trong đường sinh dục nữ [6].
[bookmark: _Toc53295179][bookmark: _Toc74643001]1.2. Những yếu tố ảnh hưởng tới quá trình sinh tinh trùng
	Nghiên cứu các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình sinh tinh có ý nghĩa rất quan trọng trong điều trị và đặc biệt là dự phòng vô sinh nam. Cho đến nay, đã có nhiều nghiên cứu và đã xác định được nhiều nguyên nhân trong môi trường sống, chế độ làm việc, sinh hoạt, nghề nghiệp, hóa chất…có ảnh hưởng trực tiếp hay gián tiếp đến quá trình hình thành tinh trùng. Tuy vậy đa số các trường hợp có rối loạn quá trình sinh tinh đều khó xác định các nguyên nhân. Điều này dẫn đến rất nhiều khó khăn trong quá trình điều trị [8].
[bookmark: _Toc74643002]1.2.1. Điều hòa nội tiết trong quá trình sinh tinh
	Cũng giống nữ giới, quá trình hình thành tinh trùng ở nam được điều hòa bằng các nội tiết sinh sản trong cơ thể. Quá trình sinh tinh và sản xuất androgen của tinh hoàn được điều hòa bởi trục dưới đồi - tuyến yên - tinh hoàn. Các nội tiết liên quan đến quá trình sinh tinh bao gồm GnRH, FSH, LH, testosteron, prolactin và inhibin [7].
	Sự sinh tinh và tổng hợp nội tiết của tinh hoàn chịu sự điều phối của vùng dưới đồi và tuyến yên. Các nội tiết tố của tuyến yên đóng vai trò quan trọng trong việc điều hòa hoạt động của tinh hoàn bao gồm LH, FSH và prolactin. Vùng dưới đồi bài tiết GnRH theo dạng xung có tác dụng kích thích tuyến yên tổng hợp và bài tiết ra FSH và LH. Cũng giống như vùng dưới đồi, tuyến yên bài tiết hai hormon này dưới dạng xung. Tại tinh hoàn FSH gắn vào các thụ thể trên bề mặt tế bào Sertoli, kích thích sản xuất tinh trùng, ngoài ra trên tế bào Sertoli còn có các thụ thể tiếp nhận testosteron, cả FSH và testosteron đều cần thiết cho quá trình sản sinh tinh trùng [10]. 
	Các tế bào Leydig có tác dụng tổng hợp và bài tiết ra hormon testosteron. Ở nam giới bình thường, mỗi ngày bài tiết khoảng 6mg testosteron, trong đó khoảng 98% tồn tại dưới dạng gắn kết với SHBG và albumin, chỉ có một phần nhỏ testosterone ở dạng tự do mới có hoạt tính sinh học. LH của vùng dưới đồi kích thích các tế bào Leydig tổng hợp và bài tiết testosteron. Hai nội tiết này tác động trực tiếp và chủ yếu lên tế bào Sertoli và tế bào Sertoli đóng vai trò điều phối hoạt động sinh tinh [10].
	Testosteron có vai trò trong quá trình tạo tinh trùng. Ngoài ra, testosteron vào máu gây ra một số ảnh hưởng đến các vị trí khác trong cơ thể. Nồng độ testosteron trong lòng ống sinh tinh cao gấp 100 lần so với nồng độ của nó trong máu [10]. Nồng độ testosteron và số lượng tinh trùng được sản xuất ra bởi tinh hoàn phản ánh sự cân bằng giữa ba bộ hormon gồm: hormon hướng sinh dục kích thích trực tiếp lên tinh hoàn tiết testosteron, GnRH kích thích gián tiếp tinh hoàn thông qua tác động lên tuyến yên tiết FHS và LH, các hormon tinh hoàn như testosteron và inhibin tác động hồi âm lên vùng dưới đồi và tuyến yên [7].
[bookmark: _Toc74643003]1.2.2. Nhiệt độ
	Trên người tinh hoàn được hạ xuống bìu để giữ nhiệt độ thấp hơn 3 - 4ºC so với nhiệt độ cơ thể, và duy trì ở nhiệt độ ổn định cho quá trình sinh tinh. Hai yếu tố quan trọng đảm bảo cho việc làm mát tinh hoàn ở bìu đó là do có sự hiện diện của nếp gấp da bìu giàu mạch máu và đám rối động - tĩnh mạch (đám rối dạng tua cuốn) trong thừng tinh và có chức năng trao đổi nhiệt để làm mát dòng máu đến tinh hoàn bằng cách trao đổi nhiệt với máu tĩnh mạch mát hơn khi ra khỏi tinh hoàn. Hoạt động của đám rối mạch tại bìu dễ bị phá vỡ bởi hóa chất, thuốc tác dụng trên mạch hoặc do rối loạn trong giãn tĩnh mạch thừng tinh.
	Cơ chế ảnh hưởng của nhiệt tới quá trình sinh tinh là do gây ra tình trạng thiếu oxy và phản ứng oxy hóa trong tế bào mầm, gây tăng biểu hiện thiếu oxy cảm ứng yếu tố 1a, haem oxygenase 1, glutathione peoxidase 1 và glutathione-S-transferase-a, dẫn đến thúc đẩy tế bào mầm tiến tới quá trình chết tế bào [11].  
	Giãn tĩnh mạch thừng tinh: là hiện tượng giãn nở bất thường của tĩnh mạch bên trong tinh trùng do van tĩnh mạch hoạt động kém hiệu quả, dẫn đến trào ngược và ứ máu tĩnh mạch. Giãn tĩnh mạch thừng tinh gặp ở 15% nam giới trưởng thành, 35% nam giới vô sinh và 70 - 80% nam giới vô sinh thứ phát. Một số giải thích được đưa ra về ảnh hưởng của giãn tĩnh mạch thừng tinh tới quá trình sinh tinh. Tăng thân nhiệt bìu do tĩnh mạch ứ máu được cho là cơ chế chính. Khi nhiệt độ trong bìu tăng làm tăng quá trình chết tế bào mầm, giảm mức độ liên kết của RNA và protein, cũng như tăng mức độ sốc nhiệt của protein. Nhiệt độ cao cũng làm giảm sản xuất androgen của tinh hoàn do tăng stress oxy hóa gây hủy hoại tế bào Leydig [12].
[bookmark: _Toc74643004]1.2.3. Yếu tố di truyền
	Rối loạn di truyền chiếm 15 - 30% các trường hợp vô sinh nam. Di truyền là nguyên nhân gây vô sinh do gián đoạn quá trình sinh tinh. Tổn thương di truyền ở tinh trùng có thể xảy ra ở các mức độ khác nhau và đều có khả năng gây ra vô sinh ở nam giới. DNA tinh trùng đóng góp một nửa vật liệu gen cho con cái. Vì vậy, tinh trùng có vật liệu di truyền bình thường rất cần thiết cho quá trình thụ tinh, sự phát triển của phôi và thai nhi [12]. 
	Mối liên quan giữa vô sinh nam và bất thường NST đã được biết đến từ lâu. Hội chứng Klinefelter là nguyên nhân di truyền phổ biến nhất ở nam giới vô sinh, với tỷ lệ 5% nam giới mắc chứng oligozoospermia nặng (số lượng tinh trùng thấp). Tác động của hội chứng Klinefelter tới quá trình sinh tinh là thoái triển tế bào Sertoli và tế bào mầm chủ yếu sau tuổi dậy thì. Cơ chế dẫn đến thoái hóa tinh hoàn vẫn chưa được biết rõ, nhưng biểu hiện quá mức của các gen NST X, ví dụ như thụ thể angiotensin II và gen TEX11, do sự thiếu FSH và thụ thể androgen, hay tăng hoạt động của aromatase (enzym xúc tác biến đổi testosteron thành hợp chất thơm estradiol) cũng có thể đóng vai trò trong thoái hóa tinh hoàn [12].
	Nằm trong vùng chất nhiễm sắc của nhánh dài NST Y, vùng AZF (azoospermia - không có tinh trùng) chứa các gen quan trọng cho quá trình sinh tinh, trong đó có ít nhất 14 gen mã hóa protein. Những gen này được chia thành 3 nhóm dựa vào vị trí của chúng là AZFa, AZFb và AZFc. Sự đứt đoạn nhỏ xuất hiện ở bất kỳ khu vực nào trong số này đều có khả năng làm suy yếu khả năng sinh sản, được quan sát thấy ở 10% nam giới không có tắc nghẽn mắc azoospermia và 5% nam giới bị oligozoospermia nặng, nhưng tỷ lệ mắc bệnh và kiểu hình cũng khác nhau về địa lý và dân tộc [12]. 
[bookmark: _Toc74643005]1.2.4. Béo phì
	Béo phì đã trở thành vấn đề sức khỏe được nghiên cứu nhiều trong những năm gần đây. Khi chỉ số khối cơ thể (BMI) > 30 thì được định nghĩa là béo phì, WHO đã ước tính khoảng 13% dân số trưởng thành trên thế giới bị béo phì vào năm 2014. Một vài nghiên cứu đã chỉ ra mối liên quan tiêu cực giữa nồng độ tinh trùng/số lượng tinh trùng và tăng chỉ số BMI. Tác động tiêu cực về hình thái tinh trùng, khả năng di động và phân mảnh DNA tinh trùng cũng đã có báo cáo. Có nhiều cơ chế giải thích mối liên quan giữa bệnh béo phì và quá trình sinh tinh. Mức độ tăng estrogen trên nam giới béo phì dẫn đến làm tăng chuyển testosteron thành estrogen bởi aromtase trong mô mỡ. Sự dư thừa estrogen dẫn đến ức chế LH và FSH bằng phản hồi ngược lên vùng dưới đồi và tuyến yên, dẫn đến làm giảm nồng độ testosteron và tỷ lệ testosteron/estrogen. Khi nồng độ testosteron và FSH thấp, quá trình sinh tinh trở lên khiếm khuyết. Cơ chế này được chứng minh bằng nồng độ inhibin B thấp trên nam giới béo phì [12].
[bookmark: _Toc74643006]1.2.5. Bệnh đái tháo đường
	Bệnh đái tháo đường gây ra tổn thương cho cơ quan và hệ thống khác nhau, gồm cả tinh hoàn. Các nghiên cứu dịch tễ cho thấy, những người bị đái tháo đường typ 1 thì có ít con hơn so với anh chị em của họ không bị đái tháo đường, và ước tính tỷ lệ vô sinh ở nam giới bị đái tháo đường dao động từ 35% đến 51%. Có một số nghiên cứu cho thấy nam giới mắc bệnh đái tháo đường bị tăng phân đoạn DNA, đó có thể do căng thẳng oxy hóa bắt nguồn từ việc tăng glycosyl hóa, cụ thể Nε-carboxymethyl-lysine. Ngoài ra những nghiên cứu gần đây cho thấy việc giảm sản xuất lactat trong tế bào Sertoli ở tinh hoàn khi thiếu insulin. Cơ chế chuyển hóa này có thể ảnh hưởng trực tiếp đến quá trình sinh tinh, vì lactat được sản xuất ra từ tế bào Sertoli có tác dụng chống lại quá trình chết tế bào và là nguồn năng lượng chính cho tinh nguyên bào và tinh tử [12].
[bookmark: _Toc74643007]1.2.6. Hóa chất môi trường
	Việc tiếp xúc với hóa chất môi trường gây ảnh hưởng tới quá trình sinh tinh đã được nghiên cứu từ rất lâu. Có nhiều cơ chế mà các hóa chất từ môi trường gây rối loạn quá trình sinh tinh, rối loạn nội tiết đã được biết đến. Những thay đổi trong cấu trúc nhiễm sắc của tinh trùng có liên quan đến một vài hóa chất, ví dụ như chì và ethylen dibromid. Liên kết với nhóm protein đơn giản của người trong quá trình sinh tinh, thay đổi sự ổn định chất nhiễm sắc của tinh trùng. Ethylen dibromid (EDB) là chất tẩy chì được sử dụng trong xăng và được sử dụng như chất khử trùng. Có nhiều nghiên cứu cho thấy nam giới tiếp xúc lâu dài với EDB sẽ tác động tiêu cực đến số lượng, hình thái và khả năng di động của tinh trùng. Tăng stress oxy hóa cũng liên quan đến hóa chất môi trường. Khi nam giới tiếp xúc với chất 1,2-Dibromo-3-chloropropan (DBCP) một loại thuốc xông diệt côn trùng, sẽ gây giảm số lượng tinh trùng. Theo nghiên cứu trên in vitro cho thấy DBCP làm tăng ROS (Reactive oxygen species - phản ứng oxy hóa) ở tế bào mầm, gây ra quá trình chết tế bào của quá trình sinh tinh [12]. 
[bookmark: _Toc74643008]1.2.7. Nhiễm trùng
	Bệnh viêm tinh hoàn do virus đặc biệt là quai bị đã được biết đến từ lâu như là một nguyên nhân gây vô sinh nam. Các bệnh này gây tổn thương tế bào dòng tinh. Biểu mô ống sinh tinh có thể bị hủy hoại hoàn toàn do tác động trực tiếp của nhiễm trùng, cụ thể là hiện tượng viêm, tăng nhiệt độ tại chỗ và do các phản ứng miễn dịch sau khi hàng rào máu - tinh hoàn bị phá hủy. Ngoài ra một số tác nhân gây viêm khác có thể gây viêm tinh hoàn và làm tắc mào tinh như lao, hủi, các bệnh lây truyền qua đường tình dục như lậu, Chlamydia [8].
[bookmark: _Toc53295180][bookmark: _Toc74643009]1.3. So sánh giải phẫu, mô học cơ quan sinh dục giữa người và chuột
Vì luận án thuộc chuyên ngành Dược lý - Độc chất, nên đề tài chủ yếu tiến hành trên thực nghiệm, đối tượng nghiên cứu chính là trên chuột. Do đó, vấn đề quan trọng khi làm nghiên cứu là cần hiểu rõ về giải phẫu và mô học bình thường đường sinh dục ở trên chuột và người, từ đó hiểu được sự khác biệt về giải phẫu giữa chuột và người. Ngoài ra, sự hiểu biết cơ bản về mô học bình thường của cơ quan sinh dục chuột và người là điều cần thiết để giải thích và hiểu đúng khi nghiên cứu tác dụng của thuốc. Vì vậy, trong phần này xin trình bày sự so sánh về giải phẫu và mô học cơ quan sinh dục giữa người và chuột.
Trên chuột đực, hệ thống sinh dục gồm: 2 tinh hoàn; ống phụ tinh hoàn (ống dẫn ra, mào tinh hoàn, ống dẫn tinh); các tuyến sinh dục phụ (gồm túi tinh, tuyến tiền liệt, tuyến hành niệu quản, bọng tuyến, tuyến quy đầu) và niệu đạo, dương vật. Bọng tuyến và tuyến quy đầu chỉ có ở chuột [13].
Trên người, hệ thống sinh sản gồm: 2 tinh hoàn; hệ thống ống dẫn (ống nhỏ đi ra, mào tinh hoàn, ống dẫn tinh và ống xuất tinh); tuyến ngoại tiết (gồm 2 túi tinh, tuyến tiền liệt và tuyến hành niệu quản Cowper), niệu đạo và dương vật. Như vậy ở người không có bọng tuyến và tuyến quy đầu như ở chuột [13].
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[bookmark: _Toc74643693]Hình 1.3. Hệ thống sinh sản chuột đực (A) và người (B) 
* Nguồn: Knoblaugh S. và Cs (2018) [13]
[bookmark: _Toc53295181][bookmark: _Toc74643010]1.3.1. Tinh hoàn
	* So sánh giải phẫu
Hai tinh hoàn sản xuất và phóng thích giao tử đực, tinh trùng. Các dây sinh dục/tế bào nền tổng hợp và tiết ra hormon (testosteron). Ở chuột và người, cả hai tinh hoàn đều được đặt trong bìu, bọc bởi vỏ màng trắng và vỏ bao, lót bởi bề mặt bên trong của bìu. Chuột có đặc điểm là tinh hoàn thông với khoang bụng qua ống bẹn, ống bẹn không đóng kín trong suốt cuộc đời [13], [14]. 
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[bookmark: _Toc74643694]Hình 1.4. Tinh hoàn chuột đực (A) và tinh hoàn người (B) 
* Nguồn: Knoblaugh S. và Cs (2018) [13]
Trên người, ống bẹn thường đóng sau khi tinh hoàn di chuyển từ khoang sau màng bụng xuống bìu trong quá trình phát triển. Mào tinh hoàn nằm ở trên mặt sau của mỗi tinh hoàn ở cả hai loài [13]. Như vậy, hai tinh hoàn chuột có thể thông với khoang bụng qua khe hở ống bẹn, còn ở người có sự đóng các ống bẹn nên tinh hoàn xuống bìu.
* So sánh mô học
- Mô học tinh hoàn chuột: Trong điều kiện bình thường tinh hoàn chuột gồm sự phối hợp của tế bào Sertoli và tế mầm để thực hiện chức năng sinh sản [15]. Tế bào Leydig nằm giữa ống sinh tinh ở hai tinh hoàn, còn được gọi là “tế bào kẽ”, trong đó nhiều bào tương, bạch cầu ưa eosin và có thể có không bào. Tế bào Leydig sản xuất testosteron dưới sự điều khiển của hormon LH [14].
- Mô học tinh hoàn người: Ở chuột và người, ống sinh tinh đều bao gồm tế bào Sertoli và tế bào mầm được sắp xếp theo lớp. Tinh nguyên bào, là giai đoạn sớm nhất của tế bào mầm trưởng thành, được đặt ở vị trí tại gốc các ống. Trong quá trình sinh tinh, tế bào mầm di chuyển trong lòng ống và tiếp tục trải qua các giai đoạn trưởng thành từ tinh nguyên bào đến tinh bào, tinh tử và tinh trùng trưởng thành (Hình tại phụ lục 1) [13]. 
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[bookmark: _Toc74643695]Hình 1.5. Ống sinh tinh chuột (A) và người (B) 
* Nguồn: Knoblaugh S. và Cs (2018) [13]
Ống sinh tinh chuột lót bởi biểu mô phân tầng bao gồm các tế bào sinh tinh (tinh nguyên bào - SG, tinh bào - SC, tinh tử - ST, và tinh trùng - SZ) và các tế bào không sinh tinh (tế bào Sertoli - S). Ống sinh tinh cách nhau bởi tế bào kẽ hoặc tế bào Leydig (L), là các tế bào nội tiết sản xuất ra testosteron [13].
Ở người: Ống sinh tinh bao gồm tế bào Sertoli (S), đặt xen kẽ giữa các tế bào mầm (G). Giống như chuột, tế bào mầm trưởng thành tiến tới từ ống sinh tinh vào trong lòng ống. Trong lòng ống chứa tinh trùng trưởng thành (SZ). Các tế bào Leydig (L), có nhiều bạch cầu ưa eosin trong bào tương, nằm trong mô kẽ giữa các ống.
Kết luận: tế bào mầm từ vị trí ban đầu (chưa trưởng thành) đến lòng ống (trưởng thành), tương ứng tinh nguyên bào, tinh bào, tinh tử và tinh trùng ở cả chuột và người. Chuột mất 35 ngày để tinh nguyên bào phát triển thành tinh trùng. Người mất 70 ngày để tinh nguyên bào phát triển thành tinh trùng [13].
[bookmark: _Toc53295182][bookmark: _Toc74643011]1.3.2. Ống dẫn tinh
	* Giải phẫu: Trên chuột, ống dẫn tinh dẫn từ đuôi mào tinh hoàn tới bóng tinh, mở vào niệu đạo tại vị trí của ụ tinh. Ở người, ống dẫn tinh nối với đuôi mào tinh hoàn tại bóng tinh. Bóng tinh của ống nối với đoạn ống dẫn lưu ngắn của túi tinh bên trong tuyến tiền liệt, tạo thành ống phóng tinh. Các ống phóng tinh từ mỗi bên kết nối với niệu đạo tiền liệt tuyến. Các ống dẫn tinh cùng với mạch máu và thần kinh hình thành dây tinh [13].
* Mô học: Về mô học trên chuột và người, hai ống dẫn tinh được lót bởi biểu mô trụ lông mao được bao quanh bởi lớp bên trong và bên ngoài của cơ trơn hướng dọc và ngoại mạc. Các lớp dày của cơ trơn điều khiển và đẩy tinh trùng trong suốt quá trình xuất tinh. Thừng tinh gồm ống dẫn tinh, mạch máu và thần kinh liên quan [13].
Trên người: Biểu mô (E) hình trụ cao giả phân tầng, tiết ra tế bào giọt lipid nhỏ trong bào tương, và được bao quanh bởi vách cơ rõ rệt (M). Tế bào biểu mô thường có hạt sắc tố lipid màu vàng/nâu (L) và nhân có kích thước thay đổi (N). Mỗi ống dẫn tinh gồm vách cơ rõ rệt (1) và trong lòng ống thông ra ngoài túi cùng của nếp niêm mạc (2) tiết ra bạch cầu ưa eosin, chất nhầy (3). Biểu mô chứa các nếp gấp (2) tạo ra hình dạng tổ ong với độ phóng đại thấp.
Trên chuột biểu mô xuất hiện dày đặc. Bên trong biểu mô của mào tinh hoàn và ống dẫn tinh là tế bào lớn, hạt nhân đa bội. Ống dẫn tinh ở chuột gồm cơ trơn (SM) và biểu mô trụ cao (E) tạo thành nếp niêm mạc phân nhánh đặc trưng và tiết ra nhiều bạch cầu ưa eosin trong lòng ống. Biểu mô trụ cao (E) hình thành phức tạp, nối với các nếp gấp (mũi tên). Cơ trơn (SM) và sự bài tiết trong lòng ống (S) (Hình ảnh xem tại phụ lục 1) [13].
[bookmark: _Toc53295183][bookmark: _Toc74643012]1.3.3. Túi tinh
* Giải phẫu: Trên chuột và người, các túi tinh đều lớn, ở cả hai bên, là tuyến túi ở mặt lưng đến bàng quang. Trên chuột, túi tinh là tuyến sinh dục phụ. Hai túi tinh có kích thước tương đối lớn, nằm ở mặt lưng bàng quang và gắn phía trước tuyến tiền liệt (tuyến đông tụ). Ống dẫn tinh mở vào túi tinh, sự bài tiết kết hợp túi tinh, tuyến tiền liệt và tuyến hành niệu quản hình thành một nút điều tiết, ngăn tinh dịch chảy từ niệu đạo sau xuất tinh. Trên người, tinh dịch được tạo nên bởi sự kết hợp bài tiết của túi tinh và tuyến tiền liệt [13], [14].
	* Mô học: Trên chuột, túi tinh được lót bởi cơ trơn và biểu mô trụ cao, hình thành từ nhánh nếp gấp niêm mạc phân nhánh đặc trưng. Sự phân nhánh nếp gấp niêm mạc là bình thường và không nên nhầm lẫn với sự tăng sản. Trong lòng túi bài tiết bạch cầu ưa eosin. Khi các tuyến căng lên do dịch tiết lớn thì các nếp gấp kéo dài ra và trở nên ngắn lại. Túi tinh chuột có thể ngăn sự bài tiết và mở rộng, cả 2 về 1 phía hoặc về 2 phía. Chúng cũng có thể trở nên bị chặn và căng phồng ở mô hình chuột bị ung thư tuyến tiền liệt. Sự giãn này có thể dẫn đến trướng bụng. Sự co nhỏ (teo lại) của 1 hoặc 2 túi tinh cũng phổ biến. Có thể xuất hiện với sự giãn của 1 túi tinh và sự co lại của 1 túi tinh khác.
	Túi tinh ở người phát triển như túi thừa của ống dẫn tinh. Gồm lòng ống đi vào là túi cùng phức tạp của niêm mạc tiết ra sản phẩm nhày. Biểu mô giả gồm tế bào trụ cao, một vài trong số đó có sắc tố bào tương màu vàng - nâu và thay đổi kích cỡ hạt nhân. Thành cơ trơn của túi tinh được sắp xếp như 1 lớp hình tròn bên trong và 1 lớp dọc bên ngoài. Cơ điều khiển sự bài tiết vào niệu đạo trong suốt quá trình xuất tinh [13], [14].
[bookmark: _Toc53295184][bookmark: _Toc74643013]1.3.4. Tuyến tiền liệt
	* Giải phẫu: Tuyến tiền liệt chuột là tuyến sinh dục phụ, chia ra thành 4 thùy riêng biệt: thùy trước, thùy lưng, thùy bụng và thùy bên. Thùy lưng và thùy bên đôi khi nhóm lại với nhau như thùy lưng bên. Các thùy bao quanh niệu đạo và bao phủ trong màng. Thùy lưng bao quanh niệu đạo, có hình dạng con bướm. Ở trên mặt bụng, thùy bụng xuất hiện rõ, như chất keo có hình lá và đặt ở phía trên niệu đạo, về phía đường giữa. Được bao bọc bởi cả hai thùy bên, bắt đầu từ thùy lưng và sau đó quấn quanh niệu đạo bụng không hoàn toàn. Thùy trước tuyến tiền liệt gọi là tuyến đông tụ. Các tuyến đông tụ nằm ở phần đầu đến thùy khác và được gắn vào phần cong của túi tinh, có hình ống, xuất hiện rõ và như chất keo [13], [14], [16].
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[bookmark: _Toc74643696]Hình 1.6. Tuyến tiền liệt chuột 
* Nguồn: Knoblaugh S. và Cs (2018) [13]
Tuyến tiền liệt người đặt ở vị trí giữa đáy niệu quản bàng quang và trực tràng. Niệu đạo là một hệ thống ống dẫn lưu tuyến tiền liệt và ống phóng tinh, đi qua tuyến tiền liệt. Ngược lại với sự nhiều thùy của tuyến tiền liệt chuột, tuyến tiền liệt người là cơ quan duy nhất được cấu tạo như các vùng mô học giống nhau bởi mô hình phân nhánh của ống tuyến tiền liệt. Các vùng có cấu trúc 3 chiều phức tạp. Vùng trung tâm bao quanh niệu đạo. Vùng chuyển tiếp ở vị trí có tình trạng lành tính ranh giới với chứng phì đại có hạch, dễ nhận thấy ở trước niệu đạo (Hình ảnh xem tại phụ lục 1) [13], [16].
* Mô học: Về mặt mô học, các thùy tuyến tiền liệt chuột tách ra từ trung biểu mô lót mỏng, từ mô tế bào xơ mềm có chứa mạch máu, thần kinh và hạch. Các ống tiểu quản cấu tạo nên mỗi thùy được bao quanh bởi một vài lớp tế bào hình thoi (một hỗn hợp nguyên bào sợi và tế bào cơ trơn) và chất tạo keo ưa eosin. Tuyến tiền liệt chuột có thành phần chất nền đơn giản hơn so với tuyến tiền liệt ở người (Hình ảnh xem tại phụ lục 1).
	Mỗi thùy của tuyến tiền liệt chuột có đặc điểm mô học riêng biệt. Thùy lưng được lót bởi biểu mô cột, gập vào trong lớp mô, và có chứa hạt bào tương với sự bài tiết chất tạo keo ưa eosin, đồng nhất. Các tuyến riêng biệt được bao quanh bởi mô đỡ mỏng, là vị trí của hạt nhân đồng nhất. Thùy bên lót bởi phần lớn biểu mô hình khối đến hình cột, với sự gập của lớp mô rải rác, trong đó có chứa hạt bào tương không kết dính, chất tiết bạch cầu ưa eosin, hạt nhân nhỏ, đồng nhất. Thùy bên bao quanh bởi các mô liên kết lỏng lẻo. Thùy bụng lót bởi phần lớn biểu mô hình khối với sự gập của lớp mô rải rác, chứa nhiều chất tiết huyết thanh, và hạt nhân nhỏ nằm ở nền. Thùy trước (tuyến làm đông tụ) lót bởi các mô hình khối đến hình cột với tăng sinh nhú hoặc lỗ, chúng chứa chất tạo keo ưa eosin, bào tương có nhân đặt ở vị trí trung tâm và nhiều chất bài tiết chất tạo keo ưa eosin đồng nhất. Chiều cao mô tuyến trong các thùy khác nhau thay đổi theo các giai đoạn của chu kỳ tiết từ hình khối (tĩnh) đến hình cột.
Về mặt mô học, tuyến tiền liệt (hay tuyến nang) có hình dạng không đều và gắn vào mô đệm xơ cơ. Tương tự như chuột, tuyến tiền liệt người cũng chứa biểu mô hình khối đến hình cột mà lòng ống bài tiết lớp tế bào ở dưới lớp tế bào đáy. Các tế bào đáy hiếm gặp, có kiểu hình hormon thần kinh, đại diện cho ít hơn 1% tế bào biểu mô tuyến tiền liệt. Có thể tìm thấy tập hợp protein ưa eosin bị vôi hóa biến đổi dạng tầng trong lòng ống tuyến và có thể gây nghẽn lòng ống, đôi khi có khuynh hướng gây viêm tuyến tiền liệt [13], [14], [16].
[bookmark: _Toc53295185][bookmark: _Toc74643014]1.3.5. Tuyến hành niệu đạo (tuyến Cowper)
Ở chuột, tuyến hành niệu đạo là tuyến phụ điều hòa sản sinh androgen giống như tuyến Cowper trên người. Vị trí tuyến nằm ở gốc dương vật, được gắn vào trong cơ xương. Có 2 nhánh, gồm thân, đuôi, và ống tiết. Đặt dọc theo niệu đạo và phân cách rõ ràng hơn từ tuyến tiền liệt so với tuyến Cowper trên người. Thân được gắn vào mô liên kết bên với túi thừa niệu đạo, và bao quanh bởi cơ hành hang. Đuôi nằm ở giữa cơ đốt háng - hang (để duy trì sự cương cứng của dương vật) và cơ hành hang. Các ống bài tiết mở vào phía đầu niệu đạo đến túi thừa niệu đạo.
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[bookmark: _Toc74643697]Hình 1.7. Tuyến hành niệu đạo chuột 
(A - nang tuyến, SM - cơ xương)
* Nguồn: Knoblaugh S. và Cs (2018) [13]
	Về mặt mô học, tuyến hành niệu đạo ở chuột có nhiều tiểu thùy. Mỗi thùy được tạo thành từ nang tuyến mở ra kênh ở trung tâm. Một vỏ mỏng của mô liên kết sợi bao quanh và tách ra tuyến nang. Tuyến nang được tạo thành từ tế bào biểu mô. Ở trạng thái bài tiết, biểu mô có nhiều tế bào chất có bọt, còn ở trạng thái nghỉ, tế bào chất là hạt mịn ưa eosin. Các tế bào tiết được tìm thấy chủ yếu ở thân và ở phần đuôi. Biểu mô ống có hình khối. Những con chuột già thì phát triển nang tuyến hành niệu đạo. Nang tuyến là kết quả của sự giãn nở vùng đáy chậu và giảm hiệu suất sinh sản.
Ở người tuyến hành niệu đạo (tuyến Cowper) được đặt ở vị trí liền kề và dẫn lưu vào niệu đạo màng. Tuyến này bao gồm các nang nhân ghép sít vào nhau được hình thành từ tế bào biểu mô nhiều cạnh với tế bào chất trong sạch đa dạng. Mặc dù tuyến Cowper gần như không bao giờ là có những thay đổi bệnh lý ở người, biểu hiện của đột biến gen trong các mô hình có liên quan đến khía cạnh di truyền được thiết kế trên chuột có thể gây ra nhưng thay đổi bệnh lý ở tuyến hành niệu đạo của chuột [13].
[bookmark: _Toc53295186][bookmark: _Toc74643015]1.3.6. Tuyến bao quy đầu
Tuyến bao quy đầu chỉ có trên chuột, cặp tuyến bao quy đầu lớn, bằng phẳng, màu nâu vàng và nằm trong phần cuối mô dưới da bên cạnh đáy DV.
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[bookmark: _Toc74643698]Hình 1.8. Giải phẫu vùng tuyến bao quy đầu chuột 
(PG - tuyến bao quy đầu, P - dương vật, T - tinh hoàn)
* Nguồn: Knoblaugh S. và Cs (2018) [13]
	Tuyến bao quy đầu được biến đổi từ tuyến bã nhờn, được chia thành thùy nhỏ, gồm vỏ mô liên kết bao quanh ống khoang rỗng lớn được lót bởi biểu mô có vảy phân tầng và nang tuyến. Nang tuyến gồm tế bào tiết bã nhờn ưa eosin, xanh xám, nhiều bọt với nhân đen và tế bào đáy ở ngoại vi giãn dài, dẹt. Tuyến bao quy đầu dễ bị nhiễm khuẩn và áp xe (Hình xem tại phụ lục 1) [13], [14].
[bookmark: _Toc53295187][bookmark: _Toc74643016]1.3.7. Niệu đạo
	Ở cả chuột và người, niệu đạo kéo dài từ vùng tam giác của niệu đạo bàng quang tới lỗ niệu đạo ra ngoài (lỗ niệu đạo). Niệu đạo ở chuột đực chia thành niệu đạo màng và niệu đạo dương vật. Niệu đạo màng mỏng và gần với tuyến tiền liệt, túi tinh, tuyến đông tụ và ống dẫn tinh ở một số mặt cắt mô. Trong đó: MU - niệu đạo màng, AG - bọng tuyến, VD - ống dẫn tinh, SV - túi tinh, DP - thùy lưng, LP - thùy bên, VP - thùy bụng của tuyến tiền liệt, CP - nút để giao cấu, SM - cơ trơn [13], [14].
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[bookmark: _Toc74643699]Hình 1.9. Niệu đạo dương vật (A) và niệu đạo màng (B)
 * Nguồn: Knoblaugh S. và Cs (2018) [13]
	Các tuyến quanh niệu đạo là các tuyến tiết dịch nhày chảy vào niệu đạo. Trên người, chúng liền kề và chảy vào niệu đạo dương vật. Trên chuột nằm trong mô dưới niệu đạo của niệu đạo màng xa với các ống dẫn tuyến tiền liệt. Chúng có thể được tìm thấy trong các mẫu tuyến tiền liệt và các mô phụ khác trên chuột. Một vài giống chuột có túi thừa niệu đạo nằm ở gần mặt sau của kênh vùng chậu và được lót bởi biểu mô chuyển tiếp. Túi thừa này không nên nhầm lẫn với tuyến hành niệu đạo, mà tuyến này cũng nằm ở cùng vị trí giải phẫu. Ở chuột, niệu đạo màng nằm ở gần tuyến tiền liệt, túi tinh, tuyến đông tụ, ống dẫn tinh và có thể nhìn thấy trong toàn bộ các phần.
	Trên chuột, dịch tiết kết hợp của túi tinh, tuyến đông tụ (thùy trước tuyến tiền liệt) và tuyến hành niệu đạo, tạo thành khối đông tụ hoặc nút giao cấu, được thấy ngẫu nhiên trong bất kỳ phần nào của niệu đạo hoặc niệu đạo bàng quang chuột đực, có ở cả trong âm đạo chuột cái. Nút này ngăn sự chảy ra của tinh dịch từ âm đạo và phụ giúp trong quá trình thụ tinh. Nó đồng nhất, không có hình dạng nhất định, trở thành dạng hạt, chất kích thích bài tiết bạch cầu ưa eosin và thường chứa tinh trùng trưởng thành [13].
Trên người, niệu đạo có hai phân đoạn là niệu đạo tiền liệt và niệu đạo DV. Lỗ niệu đạo ở đoạn xa DV được lót bởi biểu mô vảy phân tầng. Các tuyến gần niệu đạo (các tuyến của Littré) và tuyến hành niệu đạo (tuyến Cowper) bôi trơn niệu đạo bằng dịch tiết chất nhầy (Hình ảnh tại phụ lục 1) [13].
[bookmark: _Toc53295188][bookmark: _Toc74643017]1.3.8. Dương vật
	Cả chuột và người, dương vật (DV) bao gồm gốc, thân và qui đầu. Ở chuột, DV bao gồm phần dương vật hoặc phần xa của niệu đạo, mô mạch cương (hành hang và hành xốp) và lỗ của DV [13], [14]. DV chuột cũng có chứa gốc DV. Qui đầu được bao quanh bởi vỏ bọc lỏng lẻo gọi là bao qui đầu, mà được lót bởi biểu mô vảy phân tầng có chứa nang lông. 
	DV của người được lót bởi da và có chứa ba phần hình trụ của mô cương - cặp thể hang và thể xốp bao quanh một phần niệu đạo DV.
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[bookmark: _Toc74643700]Hình 1.10. Dương vật chuột
* Nguồn: Knoblaugh S. và Cs (2018) [13]
Trong đó: P - bao qui đầu, UR - niệu đạo dương vật, CC - thể hang, DV - mạch ở mặt lưng, N - thần kinh, OP - cốt DV.
[bookmark: _Toc53295189][bookmark: _Toc74643018]1.3. Một số mô hình nghiên cứu tác dụng trên sinh sản nam và phương pháp đánh giá chức năng sinh sản nam bằng mô hình in vitro 
Những khám phá trong hai thập kỉ qua đã tiếp tục nâng cao sự hiểu biết của chúng ta về cơ chế sinh lý bệnh các rối loạn chức năng sinh dục sinh sản nam giới. Trong đó những mô hình nghiên cứu trên thực nghiệm đóng vai trò quan trọng để xác định cơ chế điều trị các rối loạn này. Cả mô hình in vitro và in vivo đã được phát triển mạnh mẽ trong nhiều năm qua để nghiên cứu về các thuốc có tác dụng kích thích tình dục. Các phương pháp được sử dụng trong nghiên cứu kích thích tình dục gồm hành vi tình dục (tần xuất nhảy, sự chậm trễ nhảy, tần xuất thâm nhập, độ trễ thâm nhập, tần suất xuất tinh, khoảng thời gian sau xuất tinh, tỷ lệ giao phối, chỉ số ham muốn tình dục, thông số về hành vi tình dục), nghiên cứu sự vươn vai và ngáp, hành vi định hướng, xác định thời gian do dự và sự hấp dẫn đối với giống cái, thử nghiệm khả năng giao cấu, thử nghiệm ham muốn tình dục, nghiên cứu tuần hoàn vi mạch DV, áp lực thể hang và phương pháp sinh hóa, mô bệnh học, đếm số lượng tinh trùng, lượng fructose trong túi tinh, bảo quản tinh trùng, trọng lượng các cơ quan sinh dục phụ, xác định nồng độ hormon, thử nghiệm tổng hợp nitric oxid (NO), giải phóng NO trên in vitro và protein thụ thể androgen. Mục đích của phần này muốn giới thiệu một số mô hình thử nghiệm hiện đang được sử dụng trong đánh giá các tác nhân kích thích tình dục, tăng cường chức năng sinh sản sinh dục nam.
[bookmark: _Toc53295190][bookmark: _Toc74643019]1.3.1. Mô hình gây suy giảm sinh sản trên động vật thực nghiệm
Trên thế giới, các mô hình động vật thường được sử dụng trong một loạt các nghiên cứu y sinh bao gồm từ các nghiên cứu khoa học cơ bản đến miễn dịch học, các bệnh nhiễm trùng, ung thư, hành vi hoặc phương pháp điều trị… [17]. Với sự phức tạp về khả năng sinh sản của nam giới thì các mô hình động vật sẽ giúp thay thế khả thi để thực hiện các nghiên cứu về sinh sản nam. Chuột là động vật được sử dụng phổ biến trong các nghiên cứu y sinh, bao gồm sinh học sinh sản, vì chu kỳ sinh sản ngắn với số lượng lứa đẻ lớn và điều kiện nuôi dưỡng chăm sóc tương đối rẻ. Quan trọng nhất là chuột rất giống về mặt di truyền với người, và phôi của chuột tương đối dễ để thao tác ở cấp độ di truyền học. Ngoài ra quá trình sinh tinh và sự hình thành giao tử có thể so sánh với người [18]. Trong nhiều thập kỷ qua, đối với nghiên cứu về sinh sản nam, có rất nhiều mô hình gây suy giảm sinh sản và tổn thương tinh hoàn đã được nhiều tác giả trong nước và quốc tế áp dụng như dùng nhiệt, dùng natri valproat, gây stress, chiếu xạ, chiếu đèn với công suất cao…

* Mô hình gây suy giảm sinh sản bằng stress nhiệt
Trên động vật có vú, nhiệt độ bìu thấp hơn so với nhiệt độ cơ thể từ 2 - 8ºC [19]. Sự khác biệt về nhiệt độ này là cần thiết và tối ưu nhất cho chức năng sinh sản, khi nhiệt độ bìu tăng rất nhỏ cũng làm gián đoạn quá trình sinh tinh và gây ra tình trạng vô sinh [20]. Như vậy có thể thấy stress nhiệt tác động tiêu cực đến chức năng tinh hoàn.
Mối quan tâm về tác động của stress nhiệt đối với khả năng sinh sản nam đã được kéo dài nhiều thập kỷ. Tác động nguy hiểm của stress nhiệt đối với chức năng tinh hoàn được xác định trong các nghiên cứu suốt từ những năm 1920 và 1940 trên người, thỏ và chuột [21]. Một vài tác giả đã công bố những bằng chứng cho thấy nhiệt độ môi trường xung quanh và nhiệt độ bìu cao đều gây ra những hậu quả nghiêm trọng lên quá trình sinh tinh [22], [23], [24], [25], [26]. Tuy nhiên, các tác giả này đều đánh giá ảnh hưởng khác nhau của stress nhiệt dao động từ 29 - 43ºC được quan sát với những điều kiện khác nhau: toàn bộ cơ thể, phần dưới của cơ thể hoặc chỉ gây nóng bìu ở nam giới và trong các mô hình động vật (tỉnh táo hoặc được gây mê) [27]. 
Một vài mô hình động vật được thiết kế để nghiên cứu tác động của stress nhiệt lên tinh hoàn đã được phát triển. Chuột là mô hình động vật thường được sử dụng trong nghiên cứu về ảnh hưởng của stress nhiệt, vì chúng có sẵn, dễ tìm kiếm, tiết kiệm chi phí, dễ xử lý và có sự tương đồng trong cơ chế điều nhiệt như con người. Một vài nghiên cứu đã sử dụng mô hình chuột thử nghiệm để đánh giá ảnh hưởng của stress nhiệt [28]. Trong nhiều thập kỷ qua, mô hình tinh hoàn bị ảnh hưởng bởi stress nhiệt trên chuột thường được sử dụng trong nghiên cứu quá trình sinh tinh. Những mô hình này gồm phơi nhiễm thoáng qua của tinh hoàn với tăng nhiệt độ (thường lớn hơn 40ºC) hoặc đặt tinh hoàn và mào tinh hoàn trong khoang cơ thể (phẫu thuật gây tình trạng tinh hoàn ẩn) dẫn đến tinh hoàn tiếp xúc lâu dài với nhiệt độ của cơ thể (37ºC), hoặc đặt động vật trong môi trường nhiệt độ cao (35 - 36ºC) trong vài giờ [29], [30], [31]. Cả hai phương pháp này đều cho thấy đây là tác nhân gây rối loạn chức năng tinh hoàn, gồm giảm trọng lượng tinh hoàn, tăng sự chết tế bào, mất tế bào mầm và thay đổi khả năng thụ tinh của tinh trùng [32].
Mô hình gây suy giảm sinh sản bằng stress nhiệt là mô hình tương đối đơn giản, dễ thực hiện, dễ áp dụng trong Dược lý thực nghiệm. Đặc biệt là ngâm toàn bộ cơ thể trong nước là phương thức đơn giản nhất và nhanh nhất, thường được sử dụng trong các cơ sở nghiên cứu. Với mô hình stress nhiệt rất dễ xây dựng mô hình, tạo được mô hình ổn định, nhiệt độ theo ý muốn của người làm nghiên cứu để có thể tạo ra tổn thương vừa phải đáp ứng thử nghiệm các thuốc y học cổ truyền. Mô hình stress nhiệt cũng tương tự như trong thực tế như: sử dụng bồn tắm nước nóng, phòng tắm hơi, hay làm việc trong môi trường quân sự, các nghề tiếp xúc với môi trường nóng (lái xe, công nhân hầm mỏ, công nhân làm đường, làm trong môi trường nóng…). Tuy nhiên cũng có nhược điểm là nếu không kiểm soát tốt được nhiệt độ bằng bình ổn nhiệt vạn năng thì sẽ tạo ra tổn thương vĩnh viễn không hồi phục, khi đó rất khó để đánh giá thuốc YHCT là có tác dụng hay không.
* Mô hình gây suy giảm sinh sản bằng stress giam giữ
Trong cuộc sống hiện tại, căng thẳng (stress) là một hiện tượng không thể tránh khỏi, tình trạng căng thẳng có thể dẫn đến thay đổi về sinh lý cũng như tinh thần. Có 3 loại tác nhân gây stress cho cơ thể là thể chất, tâm lý và chuyển hóa. Trong nghiên cứu, tác nhân gây stress thường được sử dụng là loại phối hợp, ví dụ stress giam giữ (bất động và gây cô đơn) là sự kết hợp cả những căng thẳng về thể chất và tinh thần, khi những chuyển động bị kìm hãm và mỗi cá thể bị tách riêng ra trong một khu vực hạn chế không có sự liên hệ với các cá thể khác [33], [34]. Stress giam giữ cũng được báo cáo là có ảnh hưởng bất lợi đến sinh sản của động vật. Đã có những bằng chứng cho thấy chức năng tinh hoàn bị ảnh hưởng bất lợi từ những tác nhân môi trường như hóa chất, thể chất hoặc cảm xúc. Nhiều tác giả thường xuyên sử dụng stress giam giữ trên động vật gặm nhấm như tác nhân gây cảm ứng [35], [36], [37]. Stress giam giữ ức chế rõ quá trình sinh tinh với sự giảm kích thước và trọng lượng tinh hoàn và tất cả các giai đoạn phân chia tế bào cũng như ức chế sự trưởng thành của tinh trùng [38]. Trong các nghiên cứu trước, các nhà nghiên cứu cho rằng đó là do sự ức chế trục dưới đồi - tuyến yên - tinh hoàn, dẫn đến sự suy giảm chức năng nội tiết và chức năng sinh tinh của tinh hoàn, từ đó làm giảm khả năng sinh sản do stress giam giữ [39]. Stress giam giữ là một trong những mô hình căng thẳng chính được sử dụng trên chuột nhắt [40]. Mô hình stress giam giữ là một mô hình đơn giản, dễ thực hiện, dụng cụ sử dụng trong mô hình dễ kiếm, rẻ tiền và có thể áp dụng để tiến hành nghiên cứu ở nhiều nơi chưa có đầy đủ trang thiết bị hiện đại trong Dược lý thực nghiệm.  
* Mô hình gây suy giảm sinh sản do tia xạ
Trong cuộc sống con người lợi ích của phóng xạ là rất lớn nhưng tác hại do phóng xạ gây ra cũng không phải là nhỏ. Các chất phóng xạ đặc biệt nguy hiểm vì giác quan của con người không thể nhận ra chúng, các tia phóng xạ không có màu, không mùi, không vị và cũng không phát nhiệt, chỉ có máy đo phóng xạ mới phát hiện và định lượng mức độ nhiễm xạ. Mặt khác không có cơ thể sinh vật nào có khả năng miễn dịch với tia phóng xạ và cũng không có phương pháp nào điều trị đặc hiệu. Rối loạn chức năng sinh sản và nguy cơ đối với sức khỏe sinh sản do tia phóng xạ đã trở thành vấn đề nổi cộm gần đây do có nhiều báo cáo về tác động bất lợi của tia phóng xạ với chức năng sinh sản. Cuộc sống của con người bao quanh bởi một số loại bức xạ in hóa và không ion hóa, cả hai loại bức xạ này đều gây bệnh và ảnh hưởng đến quá trình sinh tinh. Các nguồn bức xạ gồm bức xạ phát sinh từ điện thoại di động, máy tính xách tay, sóng wifi và lò vi sóng là những nguồn phổ biến nhất có thể góp phần gây vô sinh nam. Vì vậy cần có mô hình động vật mô phỏng phản ứng của tinh hoàn người với phóng xạ để giúp chúng ta hiểu hơn về tác động của phóng xạ với chức năng sinh sản trên người. 
Tinh hoàn động vật có vú nhạy cảm với bức xạ in hóa: liều thấp có thể tạm thời làm giảm sản xuất tinh trùng, liều trung bình có thể giảm số lượng tinh trùng kéo dài và liều cao dẫn đến chứng vô tinh trùng vĩnh viễn. Ở người, tinh hoàn nhạy cảm hơn và biểu hiện muộn hơn trước khi quá trình sinh tinh hồi phục so với các mô hình trên động vật gặm nhấm. Liều thấp 0,15 Gy gây giảm tạm thời số lượng tế bào sinh tinh và số lượng tinh trùng kéo dài tới 6 tháng. Liều cao hơn có thể gây ra tình trạng vô tinh kéo dài 8 tháng (liều 0,5 Gy) đến 2 năm (liều 6 Gy) và sau đó phải mất vài năm để quá trình sản xuất tinh trùng trở lại bình thường. Xạ trị được sử dụng trong điều trị ung thư độc hơn với tinh hoàn và có thể dẫn đến không hồi phục quá trình sinh tinh, thậm chí sau 5 năm điều trị [41]. Mô hình chiếu xạ chuột được thực hiện theo như tác giả Shetty và Cs (2000), chuột được gây mê và buộc vào bảng acrylic bằng băng phẫu thuật, sau đó phần dưới cơ thể được chiếu xạ bởi tia gamma 60Co. Trường chiếu xạ cách trên phần thấp nhất của bìu khoảng 6cm. Các liều chiếu xạ khác nhau (2.7 Gy đến 12.5 Gy) với tốc độ liều khoảng 1 Gy/phút. Sau đó đánh giá mô tinh hoàn vào các thời điểm từ 10 đến 40 tuần sau chiếu xạ [42]. 
Tiếp xúc bức xạ ảnh hưởng xấu đến khả năng thụ tinh của tinh trùng do tạo ra trạng thái stress oxy hóa, kích thích sự tạo ra gốc tự do bởi ty thể của tinh trùng [43], [44]. Nhiều nghiên cứu chỉ ra ảnh hưởng tiêu cực của bức xạ đến khả năng vận động và hình thái của tinh trùng, giảm nồng độ tinh trùng, giảm khả năng di chuyển nhanh của tinh trùng, tăng tỷ lệ hình thái tinh trùng bất thường, giảm khả năng sống của tinh trùng [43]. Luo và Cs cho thấy tiếp xúc với bức xạ ảnh hưởng trực tiếp đến tinh hoàn do gây giảm đáng kể đường kính ống sinh tinh cũng như chiều cao biểu mô tinh và thay đổi mô học tinh hoàn [45]. Nguyên nhân bức xạ gây giảm chất lượng tinh trùng và ảnh hưởng đến tinh hoàn do stress oxy hóa tăng làm tăng gốc tự do hoặc anion superoxide, dẫn đến giảm khả năng di chuyển và khả năng sống của tinh trùng do tăng nồng độ superoxide anion (O2‾). Các gốc tự do oxy hóa phospholipid của màng ngoài tế bào dẫn đến giảm khả năng tồn tại và di động của tinh trùng [46].
Ưu nhược điểm của mô hình chiếu tia xạ cũng giống như mô hình stress nhiệt, là mô hình tương đối đơn giản, dễ thực hiện, dễ áp dụng trong Dược lý thực nghiệm, có thể kiểm soát được liều chiếu xạ theo mong muốn của người làm nghiên cứu.
* Mô hình gây suy giảm sinh sản bằng hóa chất
Các loại thuốc, hóa chất đều có những tác dụng tích cực với cuộc sống của con người ngày nay. Tuy nhiên, lợi bất cấp hại, khi tiếp xúc nhiều với hóa chất có thể gây rối loạn hormon, dậy thì sớm, suy giảm số lượng tinh trùng, khó có khả năng thụ thai hoặc gây vô sinh ở cả nam và nữ. Để đánh giá ảnh hưởng của thuốc hay hóa chất đối với khả năng sinh sản nam thì hiện nay thường sử dụng các mô hình: Sử dụng natri valproat cho chuột uống 500 mg/kg/ngày trong 7 tuần. Hay dùng cytoxan (Cyclophosphamid) tiêm màng bụng 10 mg/kg, 1 lần suy nhất hoặc tiêm màng bụng 15 mg/kg, 1 tuần 1 lần trong 4 tuần…[47], [48].
[bookmark: _Toc74643020]1.3.2. Một số mô hình nghiên cứu tác dụng trên chức năng sinh sản nam
* Test hành vi giao phối
[bookmark: _Hlk59024126]Thử nghiệm hành vi giao phối được thực hiện bằng các phương pháp của Kolodny cùng Cs, và Walsh cùng Cs. Chuột cống trắng khỏe mạnh và có kinh nghiệm tình dục, hoạt động tình dục nhanh nhẹn được chọn vào nghiên cứu. Tùy thuộc vào thiết kế và mục tiêu nghiên cứu, đưa chuột vào phòng thí nghiệm yên tĩnh có ánh sáng mờ đỏ, vào thời điểm quy định hàng ngày của thử nghiệm trong khoảng 3 - 6 ngày trước khi thử nghiệm. Sau đó cho các nhóm động vật uống chiết xuất ở nồng độ khác nhau. Các thông số hành vi tình dục của chuột cần theo dõi gồm: tần suất nhảy, tần suất thâm nhập (IL), độ trễ nhảy (ML), độ trễ thâm nhập (IL), độ trễ xuất tinh (EL), khoảng thời gian sau xuất tinh (PEI), tỷ lệ giao phối, chỉ số ham muốn tình dục, các thông số hành vi tình dục của nam (phần trăm nhảy, thâm nhập, tỷ lệ thâm nhập, phần trăm xuất tinh, hiệu suất giao phối và hiệu suất giao phối bên trong). Bất kỳ thuốc thảo dược có khả năng kích thích tình dục đều làm các chỉ số sức mạnh tình dục như tần số nhảy và thâm nhập, giảm đáng kể độ trễ nhảy và thâm nhập. Những chỉ số này là chỉ số kích thích khả năng tình dục, động lực thúc đẩy và sự cường tráng. Việc giảm đáng kể độ trễ nhảy và thâm nhập; cũng như tăng đáng kể các thông số  như % nhảy, % thâm nhập, % xuất tinh; và giảm hiệu suất giao phối bên trong; là dấu hiệu cho thấy sự gia tăng bền vững trong hoạt động tình dục và đặc tính kích thích tình dục vốn có trong chiết xuất thảo dược [49], [50], [51], [52].
* Thử nghiệm về ham muốn tình dục
Chuột đực có kinh nghiệm tình dục được nhốt trong các lồng riêng biệt. Chuột cái gây động dục giả bằng nội tiết tố, và động vật phải được quen với điều kiện thử nghiệm như đã trình bày ở phần trên. Động vật được theo dõi tần số nhảy vào buổi tối cụ thể theo thiết kế thí nghiệm vào 20 giờ buổi tối. Kéo da DV về phía gốc DV và bôi mỡ xylocain 5% trước khi bắt đầu quan sát 30 phút, 15 phút và 5 phút. Chuột đực nên được đặt trong lồng riêng cùng với 1 chuột cái tiếp nhận. Sau đó quan sát số lần nhảy, thâm nhập và xuất tinh [50], [52].
* Thử nghiệm khả năng giao phối
Chuột đực được nhốt riêng lẻ. Cho chuột sử dụng chiết xuất nghiên cứu trước thí nghiệm 30 phút hoặc 1 giờ. Vào ngày thứ 8 của thí nghiệm, phản xạ dương vật sẽ được thực hiện bằng cách đặt chuột lên lưng xi lanh thủy tinh với một phần bị giữ lại. Kéo da DV về phía gốc DV trong 15 phút để kích thích bộ phận sinh dục phản xạ. Tổng số phản xạ DV được tính bằng tổng số lần cương DV, lật nhanh và lật dài. Sự tăng đáng kể về mặt thống kê tần số phản xạ DV cho thấy chiết xuất có tiềm năng kích thích tình dục [50], [52].
* Nghiên cứu tuần hoàn vi mạch dương vật
Máy laser doppler được sử dụng để xác định tuần hoàn vi mạch của DV. Kéo da DV về phía gốc DV, sau 10 phút thích nghi, đầu dò của máy laser doppler sẽ thăm dò dòng chảy tuần hoàn vi mạch DV ở vị trí gần vành quy đầu (2 - 3 mm) tới mặt lưng của DV. Đo lưu lượng dòng chảy trung bình trong vòng 10 phút [50], [52].
* Nghiên cứu về áp lực thể hang (ICP)
Sau 12h dùng chiết xuất nghiên cứu, động vật được gây mê, sau đó rạch da DV, phẫu tích bao quy đầu để lộ thể hang. Dùng kim đo 26 có nối với ống polyethylen (PE-50) có chứa NSS với 100 IU/mL heparin được đưa vào thể hang để đo ICP. Kim đo 22 được đặt vào động mạch cảnh phải kết nối với ống PE để đo áp lực động mạch trung bình (MAP). Cả hai ống phải được kết nối với thiết bị điện tử chuyển đổi huyết áp (bộ biến năng: biến áp lực huyết áp thành tín hiệu điện có thể ghi lại bằng biểu đồ và giám sát được), kết nối với bảng thu thập dữ liệu thông qua đầu thiết bị chuyển đổi khuếch đại. Máy tính được sử dụng để xem hiển thị thời gian và ghi lại các phép đo áp lực. Tương tự, các hạch chính ở khung chậu, thần kinh ở thể hang và khung chậu có thể được tiếp cận bởi cách đường rạch giữa mặt bụng. Thần kinh thể hang được kích thích bằng cách dùng kích thích mạch xung vuông, kết nối với điện cực lưỡng cực platinum đặt trên dây thần kinh hang một điện áp bằng 5 vôn với tần số 50 Hz trong 5 phút là thông số kích thích. Kích thích có thể được thực hiện 3 lần và sau đó ICP được ghi lại, chỉ số ICP nên đưa về đường cơ sở sau đó mới kích thích lần tiếp theo. Sự gia tăng đáng kể ICP được hiểu là chiết xuất nghiên cứu có vai trò với NO và chức năng cương dương. Dược liệu có tiềm năng kích thích tình dục nên có khả năng kích thích thần kinh thể hang, mà thường sẽ tăng tín hiệu NO và vòng guanosine phosphat (cGMP), truyền tín hiệu làm giãn cơ trơn thể hang. Tiếp theo là giãn nở động mạch, tăng dòng máu tới động mạch và suy yếu máu tĩnh mạch trở lại (do chèn ép của thể hang), tăng áp lực trong thể hang dẫn đến DV cương cứng [52].
* Định hướng hành vi
Tác dụng của chiết xuất dược liệu đối với hành vi của chuột đực được đánh giá bằng ba thông số đo khác nhau gồm (1) hành vi hướng về con cái, liếm và đánh hơi cơ quan sinh dục của con cái; (2) hành vi tự khám phá gồm tiếp cận với con cái và bộ phận sinh dục con cái; (3) hành vi tìm kiếm, leo lên con cái. Hành vi của chuột được ghi lại bằng máy quay, số lượng mỗi giai đoạn của hành vi sẽ được tính khi xem lại máy quay. Ghi điểm dựa trên giai đoạn thực hiện của chuột và mỗi giai đoạn có điểm số nhất định. Những quan sát này sẽ được thực hiện hàng ngày và điểm số bắt đầu tính từ ngày 0 ngay khi bắt đầu cho chuột dùng thuốc và những ngày thử nghiệm tiếp theo. 
	Thang điểm tính như sau: 0 (không có hoạt động tình dục), 1 (không có tương tác, không leo lên con cái), 2 (ngửi chuột), 3 (hành vi tự khám phá gồm tiếp cận và ngửi bộ phận sinh dục), 4 (tiếp cận chuột cái ở bất cứ đâu), 5 (leo lên bộ phận sinh dục chuột cái), 6 (theo đuổi và ngửi chuột cái), 7 (cố gắng nhảy nhưng dễ chán nản), 8 (nhảy có tính toán thận trọng, không dễ bỏ cuộc), 9 (thư giãn và gần như nhảy không tự chủ) [52], [53], [54].

* Xác định thời gian do dự và thu hút đối với giống cái
Chuột cái được đặt trong lồng có hàng rào gỗ 15 cm ngăn cách với chuột đực, và khoang này có thể thông sang nhau bằng lực đẩy của chuột đực. Thời gian do dự được ghi lại bằng giây được tính từ khi bắt đầu thí nghiệm đến khi con đực cố gắng vượt qua rào cản. Điểm số được ghi lại từ 0-5 điểm trong khoảng thời gian quan sát là 15 phút. Khi chuột đực vượt qua hàng rào phân vùng mỗi lần được 5 điểm, nỗ lực leo lên cho 2 điểm và không quan tâm đến việc leo qua hàng rào đánh giá là 0 điểm. Việc ghi điểm được thực hiện vào các ngày 0, 7, 14, 21 và 28 của điều trị. Thử nghiệm này rất hữu ích để xác định sự sẵn sàng của chuột đực vượt qua vị trí gây cản trở hoặc khó chịu, do đó cho thấy ý định hấp dẫn tình dục. Chuột đực ở tất cả các nhóm đã thử nghiệm đều được ghi lại điểm số cũng như thời gian do dự [52], [53], [54].
[bookmark: _Toc53295197][bookmark: _Toc74643021]1.3.3. Phương pháp đánh giá chức năng sinh sản bằng mô hình in vitro
* Xác định cholesterol tinh hoàn và huyết thanh (phương pháp Chod PAP)
	Cholesterol là tiền chất trong quá trình tổng hợp nhiều steroid sinh lý quan trọng như acid mật, hormon steroid, vitamin D, và đóng vai trò quan trọng trong hoạt động bình thường của tinh hoàn. Nồng độ cholesterol tinh hoàn và huyết thanh có thể xác định bằng phương pháp Chod PAP. Một dược liệu có khả năng kích thích tình dục sẽ có tác dụng tăng đáng kể về mặt thống kê nồng độ cholesterol tinh hoàn và huyết thanh. Từ đó cho thấy dược liệu kích thích sản sinh steroid, dẫn đến tăng nồng độ testosteron. Khi nồng độ testosteron tăng thì sẽ gia tăng ham muốn tình dục [52], [55].
* Xét nghiệm xác định hormon
	Những tác động tích cực lên chỉ số hành vi tình dục nam giới phải được thể hiện rõ bởi thành phần của dược liệu trên một số hormon sinh sản. Bao gồm testosteron, LH (luteinizing hormon - hormon tạo hoàng thể), FSH (follicle stimulating hormon - hormon kích thích nang) và prolactin. Do đó cần đánh giá tác dụng của chiết xuất dược liệu liên quan đến tiềm năng kích thích tình dục trên nồng độ huyết thanh của các hormon này. LH và FSH được sản xuất bởi thùy trước tuyến yên cần để duy trì nồng độ testosteron, khi LH và FSH tăng cũng làm tăng testosteron. Vì vậy, dược liệu có tác dụng kích thích tình dục ngoài việc làm tăng nồng độ testosteron sinh khả dụng hay testosteron tự do thì còn làm tăng nồng độ LH và FSH huyết thanh. Việc tăng nồng độ LH và FSH thường sẽ làm tăng nồng độ testosteron.
[bookmark: _Toc53295198]	Prolactin được sản xuất từ các tế bào tuyến yên chuyên biệt là tế bào ưa acid của tuyến yên. Prolactin làm tăng sản xuất sữa và ức chế bài tiết LH và FSH. Nồng độ prolactin cao ở nam giới có thể gây suy sinh dục do làm giảm nồng độ testosteron trong máu và giảm ham muốn cũng như chức năng tình dục. Do đó, bất kỳ dược liệu nào có liên quan đến xu hướng kích thích tình dục nên có tác dụng làm giảm đáng kể nồng độ prolactin ở nam giới, từ đó giúp tăng nồng độ LH và FSH, cũng như tăng testosteron [52].
* Xét nghiệm nitric oxid synthase (NOS) và protein thụ thể androgen
[bookmark: _Toc53295199]	NOS là canxi phụ thuộc vào enzym phản ứng cho sự sinh tổng hợp NO từ L-arginin, khi NO phản ứng để giải phóng ở cơ trơn thể hang, dẫn đến máu chảy về DV. Vì vậy, xác định hoạt động của NOS trên cơ quan sinh dục nam và tinh hoàn là điều quan trọng góp phần làm cho kết quả thu được từ nghiên cứu ICP đáng tin hơn. Hoạt động của NOS có thể được đánh giá bằng cách sử dụng kỹ thuật phân tích và nhận dạng kháng nguyên protein. Tương tự vậy, phân tích androgen receptor (AR) protein sẽ cho thấy các thụ thể có thể gắn với androgen tự do hoặc testosteron có hoạt tính sinh học [52], [56].
* Giải phóng nitric oxid trên in vitro
[bookmark: _Toc53295200]	Tế bào DS-1 (dòng tế bào thể hang ở người) thường được nuôi cấy trong môi trường ẩm ướt 5% CO2 - 95% không khí trong tủ ấm môi trường cơ bản của Dulbecco dùng cho nhiều dòng tế bào khác nhau (DMEM). Môi trường tế bào đã được thử nghiệm nồng độ nitrat (NO3) và nitrit (NO2), các sản phẩm in vivo cuối cùng của NO [52], [56].
* Tác động lên trọng lượng cơ quan sinh dục và nghiên cứu mô học
[bookmark: _Toc53295202]	Sau 28 ngày điều trị, cân trọng lượng cơ thể của động vật, trọng lượng tinh hoàn, túi tinh, mào tinh hoàn, tuyến tiền liệt được phẫu tích cẩn thận và cân trọng lượng. Sau đó, tinh hoàn được cắt thành lát nhỏ, cố định trong chất định hình Bovine và khử nước với sự thay đổi tỷ lệ ethanol, nhuộm màu bằng haemotoxylin và eosin, sau đó phân tích bằng kính hiển vi [52], [57].	
* Đếm tinh trùng in vitro
[bookmark: _Toc53295203]	Mào tinh hoàn của chuột được đồng nhất và đưa vào 5 mL dung dịch natri citrat 1%, rồi được nghiền nát bằng kim và kẹp cho đến khi thu được hỗn dịch như sữa. Dung dịch được lọc qua tấm lưới 80 m và thể tích được tạo thành tối đa 10 mL với cùng một dung dịch, khối lượng tạo thành đã bao gồm các lần rửa của bộ lọc. Số lượng trung bình tinh trùng của mỗi buồng đếm được báo cáo. Khả năng di động của tinh trùng, số lượng tinh trùng, tỷ lệ sống/chết (khả năng sống xót) và hình thái của tinh trùng sẽ được xác định [52], [58].
* Hàm lượng fructose trong túi tinh
	Túi tinh dầm với 3 mL nước cất và ly tâm ở 4000 r.p.m trong 12 phút. Phần nổi phía trên, chất lỏng thu được sau ly tâm cho thêm 0.5 mL resorcinol và 1.5 mL HCl. Hỗn hợp giữ ở 80°C trong 12 phút. Phản ứng với resorcinol tiến triển thành màu hồng sẫm, đo ở 500 nm bằng máy đo quang phổ. Một đường cong hiệu chuẩn được vẽ sử dụng pha loãng dung dịch fructose và dịch màu của chất phát triển với resorcinol và HCl [52], [58].
[bookmark: _Toc53295204][bookmark: _Toc74643022]1.4. Tình hình nghiên cứu các dược liệu trong Testin CT3 (xem Phụ lục 2)
* Cơ sở lý luận của bài thuốc trong nghiên cứu - Testin CT3	
Các bài thuốc YHCT thường được thiết kế và xây dựng theo một số nguyên tắc nhất định. Đó là sự phối ngũ các vị thuốc trên cơ sở lý pháp phương dược hoặc làm giảm tác dụng của vị thuốc nào đó, hoặc làm cho thuốc có thêm tác dụng mới, có thể gia giảm tùy theo chứng bệnh cụ thể. Dựa trên một số nguyên tắc này, có thể mở rộng phạm vi sử dụng của bài thuốc bằng cách thêm hay bớt vị thuốc trong bài, thay đổi sự phối ngũ, liều lượng của các vị thuốc… mà trong YHCT hay gọi là sự “gia giảm”, tất nhiên phương thức này đa phần chỉ ứng dụng trong các bài thuốc cổ phương. Ngoài ra người ta cũng có thể thay đổi các dạng bào chế từ thuốc sắc chuyển sang dạng viên hoàn, thuốc bột…, ngày nay có thể chuyển sang dạng viên nang, chè hãm, thậm chí có thể bào chế dưới dạng thuốc tiêm truyền tĩnh mạch… Tất cả chỉ nhằm mục đích có được bài thuốc, dạng thuốc phù hợp với tình hình thực tế của bệnh tật và yêu cầu không ngừng nâng cao hiệu quả điều trị lâm sàng cho người bệnh [59].
Xuất phát từ cơ sở lý luận của YHCT về các bệnh do thận hư gây ra, trong đó đi sâu vào các chứng liên quan đến suy giảm sinh sản, sinh dục nam. Testin CT3 là bài thuốc được thiết kế dựa trên cơ sở lý luận và biện chứng của YHCT. Testin CT3 gồm 8 vị dược liệu: Bá bệnh, xà sàng tử, dâm dương hoắc, đương quy, bạch tật lê, hoàng kỳ, câu kỷ tử, ba kích có tác dụng bổ thận sinh tinh, ích khí huyết. Trong đó có bá bệnh, dâm dương hoắc bổ thận dương chủ trị liệt dương, di tinh, hoạt tinh là Quân. Ba kích, xà sàng tử công năng là cường dương bổ khí huyết, ôn tỳ thận là Thần. Bạch tật lê, hoàng kỳ, đương quy là để bổ khí sinh huyết, bổ can thận, tăng cường lưu thông máu là Tá. Câu kỷ tử bổ huyết bổ can thận, dưỡng âm là Sứ. 
Thuốc YHCT không phải là đơn chất, hoạt chất lấy từ dược liệu bao gồm nhiều thành phần có hoạt tính dược lý khác nhau. Trong luận án này sử dụng Testin CT3 là bài thuốc có sự phối hợp của 8 vị thuốc, khi kết hợp 8 vị thuốc trong Testin CT3 vừa cải thiện chức năng sinh dục nam, vừa bồi bổ cơ thể lẫn tăng cường lưu thông khí huyết sẽ giúp tác dụng cải thiện sự suy giảm tinh trùng tốt hơn.
[bookmark: _Toc524975427][bookmark: _Toc524976595][bookmark: _Toc53295205][bookmark: _Toc74643023]1.4.1. Bá bệnh 
Dịch chiết và thành phần chiết từ rễ bá bệnh có thể tăng cường khả năng sinh sản nam (làm tăng thể tích tinh dịch, số lượng tinh trùng và khả năng di động của tinh trùng) ở động vật gặm nhấm cũng như thử nghiệm trên người. Eurycomanon chiết từ rễ bá bệnh, có tác dụng tăng sản xuất testosteron tại tế bào Leydig tinh hoàn bằng cách ức chế chất xúc tác chuyển testosteron thành estrogen, và liên quan đến sự ức chế phosphodiesterase ở nồng độ cao [60]. Chiết xuất bá bệnh tăng cường quá trình sinh tinh và số lượng tinh trùng, đảo ngược tác dụng của estrogen trên chuột sau 14 ngày dùng liên tiếp [61]. Noor và Cs đã nghiên cứu bá bệnh thấy có thể làm tăng hành vi tình dục chuột và chất lượng tinh trùng, tác dụng này phụ thuộc vào liều [62]. T như các thông số chức năng tinh trùng trên động vật thực nghiệm. Nồng độ testosteron tăng 30,2%; tổng số tinh trùng, khả năng di động và khả năng sống sót đều tăng đáng kể [63]. Tambi và Cs điều trị nhóm bệnh nhân suy sinh dục khởi phát muộn bằng chiết xuất Tongkat ali. Kết quả cho thấy có sự cải thiện đáng kể các triệu chứng lão hóa cũng như nồng độ testosteron huyết thanh [64]. Tại Việt Nam, Dương Thị Ly Hương (2012) nghiên cứu thấy rễ Bá bệnh có hoạt tính androgen, có tác dụng tăng cường hành vi tình dục trên chuột cống, cải thiện chức năng tinh hoàn và khả năng sinh sản gây suy giảm sinh sản bằng natri valproat [47].
[bookmark: _Toc53295206][bookmark: _Toc74643024]1.4.2. Dâm dương hoắc 
Theo YHCT, dâm dương hoắc thường sử dụng điều trị chứng bất lực, xuất tinh không tự chủ, rối loạn chức năng tình dục, viêm xương khớp, loãng xương, đau khớp, mệt mỏi về tinh thần và thể chất, mất trí nhớ, tăng huyết áp, bệnh mạch vành, viêm phế quản, viêm gan mạn tính, HIV/AIDS, bại liệt, giảm bạch cầu mạn tính, viêm cơ tim do virus. Ngoài ra cũng được dùng để khơi dậy ham muốn tình dục. Tại các phòng khám YHCT, Dâm dương hoắc được sử dụng để điều trị loãng xương, u vú, tăng bạch cầu…
Epimedium có thể tăng cường hoạt động tình dục bằng cách tăng kích thích tình dục, tăng khả năng sống và cải thiện số lượng tinh trùng in vitro và in vivo. Trong thời gian dài, vị thuốc này đã được sử dụng để chữa rối loạn cương dương, tình trạng bất lực, tăng sức mạnh và ham muốn của người đàn ông [65]. Chiết xuất từ Epimedium brevicornum gây cương DV, thể hiện qua tăng đáng kể áp lực thể hang (ICP) tới 99,7±0,3 mmHg [65]. Chiết xuất từ dâm dương hoắc có tác dụng giống như hormon nam giới. Khi cho chuột lang dùng glycosid tách từ dâm dương hoắc trong 8 tuần, thấy tăng trọng lượng cơ thể, trọng lượng tinh hoàn, mào tinh hoàn, và túi tinh. Ngoài ra glycosid còn kích thích dây thần kinh cảm giác từ đó kích thích tình dục. Chiết xuất flavonoid từ dâm dương hoắc với liều 150 mg/kg trọng lượng cơ thể trong 7 ngày, làm tăng đáng kể trọng lượng của thùy trước tuyến yên, mào tinh hoàn và túi tinh trên chuột non, tăng testosteron và hormon LH. Từ đó giúp tăng cường hệ thống sinh sản và tăng hoạt động hệ nội tiết sinh sản nam. Như vậy dâm dương hoắc có tác dụng cải thiện triệu chứng của “hội chứng dương suy” gây ra bởi glucocorticoid, làm tăng nồng độ testosteron; và giảm nồng độ LH, tạo điều kiện cho tuyến yên hoạt động tốt. Các sản phẩm từ dâm dương hoắc làm tăng đáng kể nồng độ testosteron trong huyết thanh và thúc đẩy sự tăng tiết của biểu mô tinh hoàn [65]. Trên chuột nhắt, chất icariin trong dâm dương hoắc có tác dụng kích thích gonadotropin giống như kích thích tố giống đực; thúc đẩy sự phát triển của mào tinh hoàn và túi tinh. Icariin giúp tăng đáng kể tác dụng của eNOS (endothelial nitric oxid synthetase) và nồng độ cGMP trong vật hang, gây giãn vật hang và cương cứng DV. Dâm dương hoắc cũng chứa các các nguyên tố vi lượng thiết yếu như kẽm, sắt, mangan là yếu tố liên quan đến chức năng sinh sản và sự phát triển của bộ phận sinh dục nam giới. Tương tự như Viagra và Cialis (Tadalafil), dâm dương hoắc làm tăng ham muốn tình dục, cải thiện chức năng cương dương thông qua nhiều cơ chế ví dụ như tăng năng lượng, tăng sản xuất testosteron và hormon giới tính [65].
[bookmark: _Toc53295207][bookmark: _Toc74643025]1.4.3. Ba kích 
Ba kích là dược liệu dùng phổ biến trong YHCT với nhiều tác dụng dược lý. Các tác dụng dược lý đa dạng như: chống oxy hóa, giảm đau, chống viêm, chống loãng xương, chống trầm cảm, tăng cường khả năng sinh sản.
[bookmark: _Toc53295208]Rễ ba kích được sử dụng điều trị các bệnh liên quan đến yếu thận dương và vô sinh nam ở Trung Quốc. Các oligosaccharid trong rễ ba kích (khi thủy phân tạo ra monosacharid) làm tăng tỷ lệ nở và khả năng tình dục của ruồi giấm, cho thấy tác dụng tăng sinh lực cho thận và cường dương [66]. Polysacharide ba kích có thể hồi phục biểu mô ống dẫn tinh bị tổn thương, giảm nồng độ cytokin (TGF-β3 và TNF-α) cũng như nồng độ hormon GnRH, FSH, LH trong huyết thanh; và kháng thể kháng tinh trùng (AsAb), điều hòa nồng độ testosteron ở biểu mô tinh hoàn cũng như ở huyết thanh, nồng độ inhibin B huyết thanh. Qua đó cho thấy polysaccharid của ba kích có thể thúc đẩy quá trình sinh tinh, chống lại quá trình giãn tĩnh mạch bìu. Một nghiên cứu khác cho thấy Bajijasu tách ra từ ba kích có tác dụng tương tự androgen, có thể điều chỉnh nồng độ hormon mà không gây tổn thương cơ quan sinh sản, tăng cường chức năng tình dục, và bảo vệ DNA tinh trùng của người chống lại tổn thương do H2O2 gây ra trên những trường hợp thận dương suy do hydroxyurea [67]. 
[bookmark: _Toc74643026]1.4.4. Xà sàng tử 
Nghiên cứu cho thấy coumarin từ xà sàng tử có tác dụng bổ thận, cường dương do tác động lên prostaglandin huyết tương và nucleotid trên chuột thận dương suy. Ngoài ra osthol có khả năng tăng phóng thích glutamat, kiểm soát hành vi tình dục và khả năng cương dương. Osthol có tác dụng giống androgen và gonadotropin, tăng hoạt tính androgen, gonadotropin và nitric oxid synthase (NOS) [68]. Coumarin toàn phần nồng độ 25 mg/ml cho uống với liều 1 ml cho chuột cống liên tiếp trong 2 ngày có tác dụng làm giảm các triệu chứng của “dương hư” trên thực nghiệm do hydrocortison acetat gây nên như giảm PGE2, PGF 2α, cAMP và cGMP. Chứng tỏ Coumarin toàn phần là hoạt chất có tác dụng bổ thận tráng dương [69]. Đậu Thùy Dương (2018) nghiên cứu độc tính và tác dụng trên chức năng sinh sản OS35 (cao chiết cồn quả Xà sàng) trên thực nghiệm. Kết quả OS35 làm tăng ICP nền, tăng ICP cực đại, trên hành vi tình dục làm tăng tỷ lệ nhảy, thâm nhập của chuột [70]. Ngoài ra, xà sàng tử còn có tác dụng trên tim mạch, trên hô hấp, hệ nội tiết, hệ miễn dịch, bảo vệ thần kinh, tác dụng chống lo âu và tăng cường trí nhớ, tác dụng chống viêm và phòng chống ngứa, tác dụng chống ung thư, bảo vệ gan, chống loãng xương [68].
[bookmark: _Toc53295209][bookmark: _Toc74643027]1.4.5. Bạch tật lê
Năm 2008 Gauthaman và Cs đánh giá tác dụng của bạch tật lê trên rối loạn cương dương ở thỏ và chuột cho thấy bạch tật lê có tác dụng với các trường hợp rối loạn cương dương trung bình do sự có mặt của chất protodioscin trong dịch chiết, đây là một chất đã được chứng minh trên lâm sàng có tác dụng cải thiện ham muốn tình dục và tăng cường cương cứng [71]. Một nghiên cứu đã được tiến hành để đánh giá tác động điều trị qua đường uống của chiết xuất bạch tật lê trên mô thể hang cô lập của thỏ, nhằm xác định cơ chế hoạt động dược lý của protodioscin có trong bạch tật lê. Các mô DV của những chuột được dùng bạch tật lê đã phản ứng giãn các động mạch DV nhiều hơn 10% khi dùng acetylcholin, 24% khi dùng nitroglycerin, và giảm sự co động mạch khi dùng noradrenalin và histamin. Cơ chế của tăng giãn mạch là do tăng nitric oxid (NO) từ tế bào nội mạc mạch máu, điều này có thể do tác dụng kích thích tình dục của bạch tật lê [72]. Theo Hemalatha S. và Cs (2015): Chiết xuất saponin từ bạch tật lê làm tăng khả năng di chuyển và số lượng tinh trùng, tăng tinh bào gốc, tinh bào thứ cấp, tinh tử, tế bào sertoli và tinh nguyên bào ở nhóm được điều trị so với nhóm chứng. Năm 2017 Salgado R.M. và Cs nghiên cứu khi điều trị bằng bạch tật lê có thể làm tăng nồng độ DHT huyết thanh, cải thiện số lượng và khả năng di động của tinh trùng [73], [74]. Tác dụng tăng cường khả năng sinh sản và kích thích tình dục: Trong nhiều tài liệu cho thấy dịch chiết ethanol từ bạch tật lê có ảnh hưởng tới quá trình sản sinh tinh trùng, làm thay đổi rõ các khoang ống của tinh hoàn, như tăng chiều dài, thể tích và chiều cao của biểu mô ống sinh tinh. Phân đoạn methanol thúc đẩy sự thay đổi giữa các khoang ống vì chúng làm tăng thể tích nhân; bào tương và thể tích riêng của tế bào Leydig trên chuột Wistar đực [75]. Gauthaman và Cs đánh giá hiệu quả của bạch tật lê về hoạt tính NADPH-d (nicotinamid adenin dinucleotid phosphat diaphorase) và khả năng miễn dịch thụ thể androgen (AR) trong não chuột. Các tác giả kết luận cơ chế tăng AR và tăng hoạt tính NADPH-d có thể do tăng đặc tính androgen, tăng tác dụng kích thích tình dục của bạch tật lê [76]. Các nghiên cứu lâm sàng cho thấy bạch tật lê cải thiện chức năng sinh sản, gồm tăng nồng độ hormon như estradiol, testosteron, do đó cải thiện chức năng sinh sản, ham muốn tình dục và rụng trứng [77]. Ngoài ra còn có tác dụng: lợi tiểu, chống sỏi niệu, tác dụng trên bệnh đái đường, phòng ngừa và điều trị các bệnh tim mạch, bảo vệ tế bào thần kinh, chống ung thư, kháng khuẩn [78].
[bookmark: _Toc53295210][bookmark: _Toc74643028]1.4.6. Hoàng kỳ
Trong nền YHCT Trung Quốc, hoàng kỳ được sử dụng để điều trị thể trạng yếu và bệnh mãn tính để tăng sinh khí cơ thể. Những tác dụng ngoại vi khác nhau như cải thiện độ nhạy cảm với insulin, điều hòa miễn dịch, hoạt tính kháng virus, chống ung thư, và tăng cường chức năng tim mạch (do tác dụng bảo vệ chống lại sự oxy hóa màng lipid) [79]. Đây là vị thuốc đa tác dụng, các tác dụng có thể tóm tắt như sau: Tăng cường khả năng miễn dịch (do polysaccarid); tác dụng cường tráng cơ thể (do tăng sức đề kháng của cơ thể), duy trì sự cân bằng nội môi, tác dụng như nội tiết tố sinh dục, tác dụng hưng phấn hệ thần kinh trung ương, thúc đẩy quá trình chuyển hóa, lợi niệu, tăng lực co bóp của tim, tác dụng hạ áp do giãn mạch ngoại vi, giảm albumin niệu trong bệnh thận, polysaccarid kháng tế bào ung thư, kéo dài thời gian động dục của chuột, bảo vệ gan, chống giảm glycogen trong gan, tác dụng chống viêm, tác dụng kháng khuẩn [69], [79]. 
[bookmark: _Toc53295211][bookmark: _Toc74643029]1.4.7. Đương quy
Đương quy là một dược liệu cổ truyền có nhiều tác dụng dược lý, tóm tắt như sau: Trên tim, điều hòa nhịp tim giống quinidin; ức chế giãn mạch vành và dưỡng tim. Trên huyết áp nước sắc làm tăng, tinh dầu làm hạ. Trên thần kinh giúp trấn tĩnh hoạt động của vỏ đại não. Tác dụng trên hiện tượng thiếu vitamin E. Tác dụng kháng khuẩn: nước sắc ức chế trực khuẩn lỵ và tụ cầu; ức chế ngưng kết tiểu cầu, làm giảm cholesterol trong máu, tăng số lượng hồng cầu (bổ huyết). Tăng cường khả năng miễn dịch (hoạt hóa tế bào B, T; tăng sản xuất kháng thể cho cơ thể, hỗ trợ điều trị AIDS). Làm giảm tác dụng phụ của thuốc chống ung thư (hóa trị liệu). Giảm đau nội tạng, an thần do tinh dầu. Kháng histamin, cholin, serotonin. Nhuận tràng. Chống viêm (không gây teo tuyến ức). Thúc đẩy tổng hợp protein và acid nucleic ở tế bào gan. Giãn cơ trơn phế quản [69], [80], [81], [82].
[bookmark: _Toc53295212][bookmark: _Toc74643030]1.4.8. Câu kỷ tử
Các nghiên cứu về tác dụng dược lý của câu kỷ tử thường được thực hiện với chiết xuất nước hoặc phân đoạn polysaccharid. Các nghiên cứu này tập trung vào các đặc tính oxy hóa, điều hòa miễn dịch đối với bệnh cảnh liên quan đến tuổi như xơ vữa động mạch, thoái hóa thần kinh và tiểu đường [83], [84]. Các tác dụng được tóm tắt như sau: Tăng cường miễn dịch không đặc hiệu, nâng cao khả năng thực bào của tế bào thực bào. Tăng cường chức năng tạo máu trên chuột nhắt. Betain trong câu kỷ tử có tác dụng bảo vệ gan, chống thoái hóa mỡ và hạ đường huyết. Tác dụng làm giảm cholesterol. Nước sắc hạ huyết áp. Ức chế tế bào ung thư trên chuột [69], [83].
[bookmark: _Toc53295213][bookmark: _Toc428719428][bookmark: _Toc429483587][bookmark: _Toc74643031]1.4.9. Tình hình nghiên cứu tại Việt Nam
Tại Việt Nam, kế thừa và phát huy nền YHCT, đã có rất nhiều công trình nghiên cứu hỗ trợ chức năng sinh sản nam bằng các vị thuốc hay bài thuốc kinh nghiệm. Các công trình nghiên cứu về thuốc YHCT trước đây chủ yếu là nghiên cứu đánh giá trên lâm sàng là chủ yếu. Gần đây các nghiên cứu đã kết hợp YHHĐ và YHCT nghiên cứu sâu trên cả thực nghiệm và lâm sàng để chứng minh rõ cơ chế tác dụng của thuốc. Đã có nhiều công trình nghiên cứu cho kết quả khả quan, có nhiều thuốc đã được sản xuất và ứng dụng rộng rãi trên lâm sàng cũng như trong cộng đồng.
Bài thuốc “Sinh tinh thang” đã được tác giả Phan Hoài Trung nghiên cứu (2004) về tính an toàn và tác dụng của bài thuốc đến số lượng và chất lượng tinh trùng. Bài thuốc được bào chế dưới dạng bột tan, gồm các dược liệu: thục địa, hoài sơn, đan bì, trạch tả, phụ tử chế, bạch linh, nhân sâm, bạch truật, cam thảo, đương quy, bạch thược, sài hồ, kỷ tử. Kết quả cho thấy thuốc sinh tinh thang không gây độc cho động vật thực nghiệm, có tác dụng làm tăng số lượng và chất lượng tinh trùng ở những bệnh nhân suy giảm tinh trùng [85].
Năm 2007, Đậu Xuân Cảnh nghiên cứu tác dụng của Hải mã và Sâm Việt Nam lên hình thái - chức năng của tinh hoàn chuột cống trắng trưởng thành. Kết quả cả hai dược liệu này có tác dụng hồi phục hình thái - chức năng tinh hoàn chuột cống trắng bị tổn thương do tiếp xúc với nhiệt độ cao, tăng trọng lượng túi tinh, tăng nồng độ testosteron trong máu [86].
Đoàn Minh Thụy (2010) nghiên cứu tác dụng của viên nang Hồi xuân hoàn (gồm Thục địa, hoài sơn, sơn thù, câu kỷ tử, đỗ trọng, phụ tử chế, nhục quế, cam thảo, lộc giác giao). Kết quả nghiên cứu cho thấy Hồi xuân hoàn làm tăng bài tiết testosteron nội sinh, tăng số lượng và chất lượng tinh trùng trên bệnh nhân suy giảm tinh trùng [87].
Dương Thị Ly Hương (2012) nghiên cứu thấy rễ Bá bệnh có hoạt tính androgen, có tác dụng tăng cường hành vi tình dục trên chuột cống, cải thiện chức năng tinh hoàn và khả năng sinh sản gây suy giảm sinh sản bằng natri valproat [47].
Nguyễn Thanh Hương (2017) nghiên cứu tính an toàn và tác dụng của dịch chiết nước Tỏa dương lên một số chỉ tiêu sinh sản ở chuột đực. Kết quả cho thấy thể hiện rõ hoạt tính androgen, tăng ham muốn tình dục, tăng hiệu quả giao phối, phục hồi chuột bị gây suy giảm sinh sản [88].
Đậu Thùy Dương (2018) nghiên cứu độc tính và tác dụng trên chức năng sinh sản của OS35 (cao chiết cồn của quả xà sàng) trên thực nghiệm. Kết quả OS35 làm tăng ICP nền và tăng ICP cực đại, trên hành vi tình dục làm tăng tỷ lệ nhảy, thâm nhập của chuột [70].
Năm 2019, Mai Phương Thanh nghiên cứu tác dụng phục hồi của TD0014 (gồm 33 dược liệu) trên mô hình gây suy giảm sinh sản bằng natri valproat. Kết quả cho thấy TD0014 có tác dụng phục hồi trên mô hình gây suy giảm sinh sản bằng natri valproat, phục hồi trọng lượng cơ quan sinh dục, tăng nồng độ testosterone huyết thanh, cải thiện số lượng và chất lượng tinh trùng, giảm mức độ tổn thương trên hình ảnh mô học tinh hoàn [89].
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[bookmark: _Toc53295215][bookmark: _Toc74643034]2.1. Chất liệu nghiên cứu
[bookmark: _Hlk40023138]Testin CT3 là bài thuốc do Vũ Văn Điền, Bộ môn Dược học cổ truyền, trường Đại học Dược Hà Nội thiết kế và cung cấp. Thành phần của cao đặc Testin CT3 gồm có 8 vị dược liệu:
	TT
	Dược liệu
	Tên khoa học
	Số lượng (g)

	[bookmark: _Hlk53652754]1
	Bá bệnh
	Radix Eurycomae longifoliae
	10

	2
	Xà sàng tử
	Fructus Cniddii
	12

	3
	Dâm dương hoắc
	Herba Epimedii
	10

	4
	Đương quy
	Radix Angelicae sinensis
	14

	5
	Bạch tật lê
	Fructus Tribuli terrestris
	12

	6
	Hoàng kỳ
	Radix Astragali membranacei
	14

	7
	Câu kỷ tử 
	Fructus Lycii
	16

	8
	Ba kích
	Radix Morindae officinalis
	10

	Tổng:
	98


[bookmark: _Hlk40023305]Sản xuất tại: Bộ môn Dược học cổ truyền - Trường Đại học Dược Hà Nội được điều chế theo quy trình ổn định, dưới dạng cao đặc toàn phần.
Các dược liệu trong cao đặc Testin CT3 được dùng dưới dạng nguyên liệu khô. Sau khi mua về được sơ chế, kiểm tra đạt tiêu chuẩn DĐVN IV, cân theo tỷ lệ bài thuốc, phối hợp với nhau và được chiết bằng ethanol 40% theo phương pháp chiết hồi lưu trong 1 giờ, chiết 3 lần, gộp dịch chiết lại, sau đó cô thành cao đặc. 
Cao này đã được xây dựng tiêu chuẩn cơ sở và được kiểm định của Viện Kiểm nghiệm thuốc Trung ương (Có phiếu công nhận kiểm nghiệm đạt yêu cầu kèm theo ở Phụ lục số 2).
[image: ]
[bookmark: _Toc74077841]Hình 2.1. Tóm tắt quy trình sản xuất Testin CT3
[bookmark: _Toc53295216][bookmark: _Toc74643035]2.2. Đối tượng nghiên cứu
[bookmark: _Toc53295217][bookmark: _Toc74643036]2.2.1. Nghiên cứu tính an toàn
- Nghiên cứu độc tính cấp, độc tính trên sinh sản và phát triển: Chuột nhắt trắng chủng Swiss, cả 2 giống đực và cái, khỏe mạnh, do Ban Chăn nuôi (Học viện Quân Y) cung cấp. Chuột được nuôi ổn định trong điều kiện phòng thí nghiệm, ít nhất 7 ngày trước khi tiến hành thí nghiệm, bảo đảm nhiệt độ, độ ẩm ổn định, chu kỳ sáng tối 12 giờ, thức ăn chuẩn, uống nước sạch tự do. 
- Nghiên cứu độc tính bán trường diễn: Thỏ chủng Newzealand White cả hai giống đực và cái khỏe mạnh, trọng lượng 1,8 - 2,1kg. Tất cả thỏ được nuôi trong phòng thí nghiệm với cùng điều kiện nhiệt độ, độ ẩm của phòng thí nghiệm, thời gian sáng - tối 12 giờ, ăn thức ăn dành riêng cho thỏ thí nghiệm (rau xanh, viên thức ăn làm theo công thức của Bộ môn Dược lý).
[bookmark: _Toc53295218][bookmark: _Toc74643037]2.2.2. Đánh giá tác dụng
[bookmark: _Hlk51778523]- Nghiên cứu tác dụng trên chuột đực gây suy giảm sinh sản bằng nhiệt: Chuột cống trắng đực chủng Wistar, khỏe mạnh, 10 - 12 tuần tuổi do Ban Chăn nuôi (Học viện Quân Y) cung cấp. Chuột được nuôi ổn định trong điều kiện phòng thí nghiệm, ít nhất 7 ngày trước khi tiến hành thí nghiệm, bảo đảm nhiệt độ, độ ẩm ổn định, chu kỳ sáng tối 12 giờ, thức ăn chuẩn, uống nước sạch. 
- Nghiên cứu tác dụng trên chuột đực gây suy giảm sinh sản bằng stress giam giữ: Chuột nhắt trắng chủng Swiss giống đực, trưởng thành, khỏe mạnh, trọng lượng từ 20-25 gr; do Ban Chăn nuôi (Học viện Quân Y) cung cấp. Chuột được nuôi ổn định trong điều kiện phòng thí nghiệm, ít nhất 7 ngày trước khi tiến hành thí nghiệm, bảo đảm nhiệt độ, độ ẩm ổn định, chu kỳ sáng tối 12 giờ, ăn thức ăn chuẩn, uống nước sạch tự do. 
- Nghiên cứu hoạt tính androgen: Chuột cống trắng đực non, chủng Wistar, trọng lượng khoảng 60 - 80 gr, khoảng 35 - 41 ngày tuổi do Ban Chăn nuôi (Học viện Quân Y) cung cấp. Nuôi chuột ổn định trong điều kiện phòng thí nghiệm, ít nhất 7 ngày trước khi tiến hành thí nghiệm, bảo đảm nhiệt độ, độ ẩm ổn định, chu kỳ sáng tối 12 giờ, ăn thức ăn chuẩn, uống nước sạch tự do. 
[bookmark: _Toc53295219][bookmark: _Toc74643038]2.3. Phương pháp nghiên cứu
	Các bước nghiên cứu được tóm tắt ở sơ đồ sau:
[bookmark: _Toc74077842][image: ]

[bookmark: _Toc74077843]Hình 2.2. Sơ đồ các bước nghiên cứu

[bookmark: _Toc53295220][bookmark: _Toc74643039]2.3.1. Nghiên cứu tính an toàn của Testin CT3
[bookmark: _Toc53295221]2.3.1.1. Nghiên cứu độc tính cấp của Testin CT3 
* Nguyên tắc tiến hành: Dựa theo phương pháp Litchfield - Wilcoxon và hướng dẫn của Bộ Y tế về xác định độ an toàn hiệu quả của thuốc cổ truyền [90],  [91], [92].
	* Tiến hành: Thí nghiệm được tiến hành trên chuột nhắt trắng có cân nặng 18 - 22 gr. Chia ngẫu nhiên chuột thành 9 lô, mỗi lô 10 con. Chuột được nhịn đói 12 giờ trước khi làm thí nghiệm. Cho chuột ở các lô uống Testin CT3 bằng kim đầu tù, với mức liều tăng dần từ 90, 120, 150, 180, 210, 240, 370, 300 và 330 g dược liệu/kg trọng lượng cơ thể, để xác định liều thấp nhất gây chết 100% (LD100) số chuột, liều cao nhất chưa gây chết chuột nào (LD0) và các mức liều trung gian. Theo dõi chuột liên tục sau uống liều cuối trong vòng 72 giờ và trong 7 ngày. Sử dụng phương pháp dùng Excel máy tính, tính liều LD50, sau đó kiểm tra lại bằng phương pháp Litchfield - Wilcoxon.
Nghiên cứu được thực hiện tại Bộ môn Dược lý - Học viện Quân Y.
* Các chỉ tiêu đánh giá:
- Đánh giá tình trạng chung của chuột trong vòng 24 giờ đầu và 7 ngày sau uống thuốc gồm: hoạt động chuột (ăn uống, hoạt động thần kinh, đi lại, leo trèo), màu sắc (mũi, tai, đuôi), lông, phân, nước tiểu…
- Ghi lại số chuột chết trong 72 giờ và trong 7 ngày sau khi uống thuốc. Khi chuột chết mổ chuột để quan sát đại thể các cơ quan bên trong cơ thể. Nếu cần làm thêm xét nghiệm giải phẫu bệnh các cơ quan gan, lách, thận để xác định nguyên nhân.
[image: ]
[bookmark: _Toc74077844]Hình 2.3. Sơ đồ nghiên cứu độc tính cấp của Testin CT3
[bookmark: _Toc53295222]2.3.1.2. Nghiên cứu độc tính bán trường diễn của Testin CT3
* Nguyên tắc tiến hành: Dựa theo quyết định số 371/BYT-QĐ của Bộ Y tế và của WHO về xác định độ  an toàn cho các chế phẩm có nguồn gốc thiên nhiên [93], [94].
* Tiến hành: Thí nghiệm tiến hành trên thỏ, thỏ nuôi ổn định 3 ngày trong phòng chăn nuôi thực nghiệm để quen với môi trường mới. Sau đó chia ngẫu nhiên thành 3 lô, mỗi lô 8 con/lô.
+ Lô chứng: uống nước muối sinh lý.
[bookmark: _Hlk41927596]+ Lô trị 1: uống Testin CT3 liều 5,88 g dược liệu/kg/24 giờ 
+ Lô trị 2: uống Testin CT3 liều 17,64 g dược liệu/kg/24 giờ (gấp 3 lần liều 1).
Thỏ uống liên tục trong 42 ngày, mỗi ngày 1 lần vào các buổi sáng. Thời gian theo dõi trong 6 tuần. Nghiên cứu được thực hiện tại bộ môn Dược lý - Học viện Quân Y.
* Các chỉ tiêu đánh giá: 
- Theo dõi tình trạng chung, hoạt động tự nhiên, ăn uống, phân, nước tiểu, trọng lượng cơ thể. 
- Đánh giá chức năng tạo máu thông qua số lượng hồng cầu, hàm lượng hemoglobin, số lượng bạch cầu, số lượng tiểu cầu. 
- Đánh giá mức độ hủy hoại tế bào gan thông qua định lượng hoạt độ enzym trong máu như: AST, ALT.
- Đánh giá chức năng lọc thận qua định lượng nồng độ creatinine và ure. 
- Xét nghiệm giải phẫu bệnh: vào ngày thứ 42 thỏ được mổ để quan sát đại thể toàn bộ cơ quan. Ở mỗi lô chọn ngẫu nhiên 50% thỏ lấy gan, lách, thận làm tiêu bản đánh giá tổn thương ở mức độ vi thể (Khoa Giải phẫu bệnh - Bệnh viện 103 đọc kết quả).
- Thời điểm làm xét nghiệm: Các chỉ tiêu đánh giá được kiểm tra vào lúc trước khi uống thuốc, sau 14 ngày uống thuốc, sau 42 ngày theo dõi.
Các xét nghiệm sinh hóa, huyết học được làm theo phương pháp thường quy tại Khoa xét nghiệm – Bệnh viện bỏng Quốc gia Lê Hữu Trác.
Xét nghiệm mô bệnh học làm tại Khoa Giải phẫu bệnh - Bệnh viện Quân Y 103.
* Hóa chất, máy móc phục vụ nghiên cứu:
- Kít định lượng các enzym và chất chuyển hóa trong máu: ALT (alanin aminotransferase), AST (arpartat aminotransferase), ure, creatinine của hãng Hospitex Diagnostics (Italy) và hãng DIALAB GmbH (Áo). 
- Dung dịch xét nghiệm máu ABX Minidil LMG của hãng ABX - Diagnostics.
- Các hóa chất xét nghiệm và làm tiêu bản mô bệnh học.
- Bộ dụng cụ tiểu phẫu: Kéo, nỉa, panh, kìm, bông, băng, bơm kim tiêm…
- Kim đầu tù cho chuột uống thuốc.
[image: ]
[bookmark: _Toc74077845]Hình 2.4. Sơ đồ nghiên cứu độc tính bán trường diễn Testin CT3
[bookmark: _Toc53295223]2.3.1.3. Nghiên cứu độc tính trên sinh sản và phát triển của Testin CT3
* Nguyên tắc tiến hành: Dựa theo quy định hướng dẫn của OECD và WHO về nghiên cứu độc tính trên sinh sản và phát triển [90], [95].
Thế hệ P
- Giai đoạn ghép cặp: Thí nghiệm được tiến hành trên 180 chuột nhắt trắng, 4 tuần tuổi, gồm 60 chuột đực và 120 chuột cái. Chuột nhận về được nuôi trong phòng chăn nuôi thực nghiệm 3 ngày để chuột quen với môi trường mới, tách riêng đực cái. Chia ngẫu nhiên chuột thành 3 lô, mỗi lô gồm 20 chuột đực và 40 chuột cái. Chia chuột vào các chuồng, mỗi chuồng 5 chuột, theo dõi cân nặng 1 tuần 2 lần để điều chỉnh lượng thuốc. Cho chuột đực ở 2 lô trị 1 và lô trị 2 uống Testin CT3 ít nhất 35 ngày trước khi ghép cặp. 
Lô chứng (không dùng thuốc): 20 chuột đực và 40 chuột cái uống nước muối sinh lý
Lô trị 1: 20 chuột đực uống Testin CT3 liều 24,10 g dược liệu/kg/24h bằng kim đầu tù hàng ngày trong vòng 35 ngày, và 40 chuột cái không uống thuốc
Lô trị 2: 20 chuột đực uống Testin CT3 liều 72,30 g dược liệu /kg/24h (liều gấp 3 lần liều 1) bằng kim đầu tù hàng ngày trong vòng 35 ngày liên tiếp, và 40 chuột cái không uống thuốc.
Khi chuột uống thuốc đủ thời gian, tiến hành ghép cặp cho chuột ở từng lô, mỗi chuồng gồm 1 chuột đực và 2 chuột cái, ghép trong vòng 2 tuần.
- Giai đoạn sau ghép cặp: Sau khi ghép 15 ngày, tách riêng đực cái. Xác định những chuột cái mang thai qua các dấu hiệu: bụng to, bè ngang, lưng võng, dáng đi chậm, trọng lượng tăng nhanh. Chia ngẫu nhiên chuột cái mang thai ở các lô thành 2 nhóm:
Nhóm 1: gồm 50% chuột cái mang thai được mổ để quan sát, đánh giá các chỉ số phôi thai. Kỹ thuật mổ: Chuột mẹ được gây bất động bằng kéo giãn đốt sống cổ. Bộc lộ ổ bụng, phẫu thuật bóc tách hai sừng tử cung và hai buồng trứng. Quan sát buồng trứng, thai chuột bằng mắt thường dưới kính lúp các chỉ tiêu sau:
+ Số 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 đậu: 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 (giống xảy thai ở người): thai không nhìn rõ hình thái, bị thoái hóa nhiều hay ít, để lại trên tử cung một mô thoái hóa màu nâu giống vết máu thâm. Nếu thai chết ở giai đoạn rất sớm, vết tích còn lại cũng ít hơn. Thai chết muộn (giống thai lưu ở người), thai không nhìn thấy rõ hình thái, bắt đầu bị thoái hóa hoặc thai có màu nhợt nhạt.
+ Số mất trứng: khi có hoàng thể nhưng không có thai tương ứng.
Nhóm 2: số chuột cái mang thai còn lại được nuôi đến khi đẻ để quan sát đánh giá thế hệ con F1. Quan sát đếm số con trong mỗi lứa đẻ, số chuột con bị dị tật bẩm sinh (nếu có) và số chuột con bị chết.
Thế hệ F1
Số chuột con F1 được đẻ ra được nuôi lớn trong điều kiện phòng thí nghiệm. Khi chuột nhắt trắng con có cân nặng đạt 12 gr (khoảng 3 tuần sau sinh), tách riêng đực cái. Tiếp tục nuôi lớn, khi cân nặng đạt từ 28 gr trở lên (khoảng 10 tuần tuôi), tiến hành ghép cặp một đực với hai cái để đánh giá tình trạng phôi thai của F1 và tình trạng con non F1 (F2) theo quy trình như trên.
- Nghiên cứu được thực hiện tại bộ môn Dược lý - Học viện Quân Y.
- Dụng cụ phục vụ nghiên cứu: Kính lúp, bộ dụng cụ tiểu phẫu (kéo, panh có mấu, panh không mấu, kìm, bông băng, gạc, …), kim đầu tù cho chuột uống.
[bookmark: _Toc53295224][bookmark: _Toc74643040]2.3.2. Nghiên cứu đánh giá tác dụng của Testin CT3
[bookmark: _Toc53295225]2.3.2.1. Tác dụng trên chuột cống gây suy giảm sinh sản bằng stress nhiệt
* Mô hình stress nhiệt
[bookmark: _Hlk51778558][bookmark: _Hlk51778588][bookmark: _Hlk51778600]Tiến hành theo phương pháp của Bartlett J.M và Cs [96] và Setchell B.P và Cs [97]. Chuột gây suy giảm sinh sản bằng cách: Dùng gạc buộc cố định chuột vào giá đỡ theo chiều thẳng đứng, để lộ phần bìu và tinh hoàn. Sau đó đặt ngâm cho ngập vùng bìu và tinh hoàn chuột vào bình nước có thiết bị điều nhiệt duy trì nhiệt độ ở 42ºC trong vòng 30 phút để gây tổn thương tinh hoàn.
[image: ]
[bookmark: _Toc74077846]Hình 2.5. Gây tổn thương tinh hoàn bằng ngâm vào nước nóng 42ºC
* Tiến hành:
Nghiên cứu được tiến hành trên 40 chuột cống trắng đực, chia thành 4 lô, mỗi lô có 10 con như sau:
- Lô chứng: không gây tổn thương tinh hoàn chuột (không bị stress nhiệt), không dùng thuốc.
- Lô mô hình (stress nhiệt): Gây tổn thương tinh hoàn chuột bằng stress nhiệt, cho uống dung môi pha thuốc bằng kim đầu tù vào buổi sáng hàng ngày trong 35 ngày liên tục.
[bookmark: _Hlk51778972]- Lô trị 1: Gây suy giảm sinh sản làm tổn thương tinh hoàn chuột bằng stress nhiệt. Sau đó cho chuột uống Testin CT3 liều 12,15 g dược liệu/kg/24h bằng kim đầu tù vào buổi sáng hàng ngày, uống trong vòng 35 ngày.
- Lô trị 2: Gây suy giảm sinh sản làm tổn thương tinh hoàn chuột bằng stress nhiệt. Sau đó cho chuột uống Testin CT3 liều 36,45 g dược liệu/kg/24h (liều gấp 3 lần liều lô trị 1) bằng kim đầu tù vào buổi sáng hàng ngày, trong vòng 35 ngày liên tục.
Đến ngày thứ 36, cân trọng lượng chuột. Gây bất động chuột bằng kéo giãn đốt sống cổ. Tiến hành bóc tách và cân trọng lượng các cơ quan sinh dục phụ: Để chuột nằm ngửa và cố định 4 chân chuột vào bàn mổ. Dùng PVP – Iodine 10% sát trùng vùng bìu. Rạch da bìu bằng dao, phẫu tích để bộc lộ tinh hoàn, sau đó tiến hành cắt cả tinh hoàn hai bên.
Rạch da bìu bằng dao, phẫu tích để bộc lộ tinh hoàn, sau đó tiến hành cắt cả hai bên tinh hoàn của chuột. Cân trọng lượng tinh hoàn. 
Cắt tuyến tiền liệt tách bàng quang ra khỏi lớp cơ bụng bằng cách cắt các mô liên kết dọc theo đường giữa. Di chuyển bàng quang ra phía trước theo hướng túi tinh, để lộ thùy trái và phải của tuyến tiền liệt (bao phủ bởi lớp mỡ). Bóc tách lớp mỡ từ hai thùy của tuyến tiền liệt. Nhẹ nhàng di chuyển thùy phải tuyến tiền liệt từ niệu đạo, cắt hai thùy của tuyến tiền liệt, rồi cân trọng lượng tuyến tiền liệt trên cân phân tích.
Cắt túi tinh: di chuyển bàng quang cẩn thận, bộc lộ ống dẫn tinh cùng với túi tinh phải và trái. Phẫu tích cẩn thận túi tinh, cắt bỏ mỡ thừa rồi cắt túi tinh để dịch trong túi tinh không bị chảy ra, rồi đặt lên cân phân tích để cân trọng lượng túi tinh. Sau đó xác định số lượng tinh trùng, độ di động của tinh trùng.
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[bookmark: _Toc74077847]Hình 2.6. Sơ đồ nghiên cứu theo mô hình stress nhiệt
* Các chỉ tiêu đánh giá
- Trọng lượng cơ thể chuột trước và sau khi uống mẫu thử (gr)
- Trọng lượng của cơ quan sinh dục: tinh hoàn, túi tinh, tuyến tiền liệt (g/100gr trọng lượng cơ thể). Qua trọng lượng của các cơ quan sinh dục để đánh giá xem stress nhiệt có ảnh hưởng đến trọng lượng của các cơ quan sinh dục không?
- Lấy máu ở hốc mắt chuột, ly tâm tách huyết thanh để xét nghiệm nồng độ testosteron của chuột ở các lô bằng kỹ thuật miễn dịch điện hóa phát quang (ECLIA).
- Xác định số lượng tinh trùng, độ di động tinh trùng.
- Phân tích mô học được thực hiện theo nghiên cứu của các tác giả trước đây [40], [98]. 
[bookmark: _Hlk42931068]- Đánh giá mô học ống sinh tinh và quá trình trưởng thành tinh trùng: dựa trên hệ thống thang điểm của Johnsen [99], và sử dụng tiêu chí thang điểm đánh giá quá trình sinh tinh trên chuột cống có điểm số từ 1 đến 10 điểm (20 ống sinh tinh được kiểm tra trong mỗi lát cắt mô tinh hoàn được mô tả và cho điểm (do Bộ môn Mô phôi – Trường Đại học Y Dược Thái Nguyên đọc kết quả).
[bookmark: _Toc74077570]Bảng 2.1. Thang điểm Johnsen
	[bookmark: _Hlk51786784]Điểm
	Mô tả

	10
	Quá trình sinh tinh bình thường, có nhiều tinh trùng trong ống sinh tinh

	9
	Có nhiều tinh trùng trong ống sinh tinh, nhưng cấu trúc ống sinh tinh bị đảo lộn

	8
	Số lượng tinh trùng < 10

	7
	Không có tinh trùng nhưng có nhiều tinh tử

	6
	Không có tinh trùng, số lượng tinh tử < 5

	5
	Không có tinh tử, nhưng có nhiều tinh bào

	4
	Không có tinh tử, số lượng tinh bào < 5

	3
	Chỉ có tế bào Sertoli và tinh nguyên bào trong thành ống sinh tinh

	2
	Chỉ có tế bào Sertoli trong thành ống sinh tinh

	1
	Không có tế bào trong thành ống sinh tinh


* Nguồn: Johnsen S. [99]
* Nghiên cứu được thực hiện tại:
- Bộ môn Dược lý, Bộ môn Mô Phôi - Học viện Quân Y.
- Bộ môn Mô phôi – Trường Đại học Y Dược Thái Nguyên.
* Hóa chất, dụng cụ, máy móc phục vụ nghiên cứu:
- Dụng cụ, trang thiết bị:
	+ Bình ổn nhiệt vạn năng
	+ Kim đầu tù cho chuột uống
	+ Cân phân tích, chính xác đến 0,1 mg.
	+ Bộ dụng cụ tiểu phẫu: kéo, panh, nỉa, kìm, kim, chỉ lanh, bông, băng…
	+ Kính hiển vi quang học chuyên dùng cho đếm tinh trùng (thị kính 20 và vật kính 20).
	+ Buồng đếm Makler
	+ Đĩa petri, micro pipet, đầu côn
	+ Máy bách phân bạch cầu
	+ Tủ ấm 37º, tủ lạnh
	+ Máy cắt tiêu bản, máy dàn tiêu bản
	+ Lam kính, lamen
	+ Kính hiển vi truyền hình có cài đặt phần mềm Infinity analyze.
[image: ]
[bookmark: _Toc74077848]Hình 2.7. Bình ổn nhiệt vạn năng
- Hóa chất:
+ Kit testosteron  
+ Dung dịch Bouin, cồn 90º, cồn 100º, dung dịch Toluen, dung dịch nến, dung dịch Eosin, thuốc nhuộm Hematoxylin, dung dịch Baume.
* Xác định số lượng và độ di động của tinh trùng (do Bộ môn Mô Phôi – Học viện Quân Y đọc kết quả): 
	+ Lấy túi tinh từ chuột cống đực, cắt mở túi tinh để vào đĩa petri, sau đó cho vào tủ ấm 37º trong thời gian từ 30 phút - 60 phút để tinh dịch ly giải.
	+ Dùng micropipet lắp vào đầu côn hút 10 µl tinh dịch cho vào buồng đếm Makler và đếm số lượng tinh trùng bằng máy bách phân bạch cầu. 
	+ Đếm độ di động tinh trùng: dùng micropipet lắp vào đầu côn hút 10 µl tinh dịch cho vào lam kính, đậy lamen, ổn định trong thời gian 3 - 5 phút, đánh giá độ di động của tinh trùng bằng sử dụng máy bách phân bạch cầu (đếm 200 tinh trùng, tính ra tỷ lệ phần trăm từng loại).
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	[bookmark: _Toc74077849]Hình 2.8. Buồng đếm Makler
	
	[bookmark: _Toc74077850]Hình 2.9. Máy bách phân bạch cầu


* Cách làm tiêu bản mô học để đánh giá ống sinh tinh theo thang điểm Johnsen:
+ Sau khi bóc tách và cân trọng lượng tinh hoàn, mô tinh hoàn được cố định trong dung dịch Bouin trong 2-3 ngày. Sau đó rửa mô tinh hoàn dưới vòi nước chảy bé 2-3 ngày để cho màu vàng của acid picric trong dung dịch Bouin giảm bớt màu không ảnh hưởng đến sự nhuộm màu. 
+ Khử nước: mô tinh hoàn sau khi rửa kỹ qua nước, chuyển ngâm trong 6 lọ cồn 90º và 100º để khử nước. Thời gian khử nước qua mỗi lọ cồn là 30 phút.
+ Khử cồn: dùng dung dịch Toluen hòa tan nến để đẩy cồn. Cho mô tinh hoàn qua 3 lọ Toluen, mỗi lọ 30 phút. Sau đó kiểm tra mô tinh hoàn rắn như thạch là đạt.
+ Làm ngấm nến (mục đích đẩy hết dung môi của nến trong mô tinh hoàn): Chuyển mô tinh hoàn sang bút nến nóng chảy để trong tủ ấm có nhiệt độ 56ºC trong thời gian 6 giờ.
+ Vùi mô vào khối nến: Đổ nến nóng vào khuôn, gắp mô tinh hoàn từ bát nến ra bằng kẹp hơ nóng, đặt mô tinh hoàn vào khuôn. Sau đó làm nến đặc lại bằng cách cho vào tủ lạnh để nến rắn hoàn toàn và tách ra khỏi khuôn. Tiếp đó gọt khối nến hình tháp cụt, đánh dấu khối nến.
+ Cắt phiến đồ: gắn khối nến vào giá, cắt lát với độ dày 5µm
+ Dán phiến đồ lên lam kính: phiến đồ được cắt thành băng, lấy ra khỏi lưỡi dao, tách một phiến đồ, đặt lên lam kính đã được bôi dung dịch lòng trắng trứng, sau đó cho làm ấm tiêu bản (ở nhiệt độ 40º) để phiến đồ không bị nhăn.
+ Nhuộm màu phiến đồ: Khử nến: Ngâm phiến đồ lần lượt vào 3 cốc Toluen để khử hết nến đã ngấm vào tế bào và mô (thời gian mỗi cốc 10 phút).  Khử Toluen: chuyển phiến đồ lần lượt qua 3 lọ cồn 90º, 95º, 100º (thời gian mỗi lọ 10 phút). Khử cồn ở phiến đồ bằng ngâm nước cất. Nhuộm màu phiến đồ trong dung dịch thuốc nhuộm Hematoxylin trong thời gian 10 phút. Rửa phiến đồ bằng nước thường, thời gian rửa tối thiểu 2 giờ. Nhuộm phiến đồ trong dung dịch Eosin trong 5 phút. Rửa phiến đồ nhanh trong nước cất. Dán lamen lên phiến đồ bằng dung dịch Baume. Để khô, đọc tiêu bản trên kính hiển vi truyền hình có cài đặt phần mềm Infinity analyze có kết nối với máy vi tính.
[bookmark: _Toc53295226]2.3.2.2. Đánh giá tác dụng trên chuột nhắt đực gây suy giảm sinh sản bằng mô hình giam giữ (gây bất động và cô đơn)
* Mô hình giam giữ: Theo phương pháp đã báo cáo của Iwakabe và Cs (1998) [100], [40], [98], [101]; chuột bị giam giữ (gây stress cô đơn và bất động) trong ống Falcon 50 mL được khoan nhiều lỗ với đường kính khoảng 0,4 cm. Mỗi chuột nhốt trong một ống riêng và bị tách riêng ra một khu vực hạn chế không có sự liên hệ với chuột khác khoảng 5 giờ mỗi ngày, không cho ăn và uống nước trong lúc giam giữ, trong 15 ngày liên tiếp. 
[image: ]
[bookmark: _Toc74077851]Hình 2.10. Gây suy giảm sinh sản chuột bằng stress giam giữ
* Tiến hành: 
Nghiên cứu được tiến hành trên 40 chuột nhắt trắng đực, chia thành 4 lô, mỗi lô 10 con như sau:
- Lô 1 (lô chứng): chuột không bị giam giữ, không dùng thuốc.
- Lô mô hình (stress gây cô đơn): uống dung môi pha thuốc bằng kim đầu tù vào buổi sáng hàng ngày, giam giữ chuột trong ống Falcon 5 giờ mỗi ngày trong 15 ngày liên tiếp.
- Lô 3 (lô trị 1): chuột uống Testin CT3 liều 24,1 g dược liệu/kg/24h bằng kim đầu tù vào buổi sáng hàng ngày. Sau đó giam giữ chuột trong ống Falcon 5 giờ mỗi ngày trong 15 ngày liên tiếp.
- Lô 4 (lô trị 2): cho chuột uống Testin CT3 liều 72,3 g dược liệu/kg/24h (liều gấp 3 lần liều lô trị 1) bằng kim đầu tù vào buổi sáng hàng ngày. Sau đó giam giữ chuột trong ống Falcon 5 giờ mỗi ngày trong 15 ngày liên tiếp.
Sau 15 ngày giam giữ, đến ngày thứ 16, cân trọng lượng chuột. Sau đó gây bất động chuột bằng kéo giãn đốt sống cổ. Tiến hành bóc tách và cân trọng lượng các cơ quan sinh dục phụ: Để chuột nằm ngửa trên bàn mổ. Sát trùng bằng PVP - Iodine 10%. Cắt quy đầu dương vật trước tiên. Sau đó mở da thành bụng, rạch da bìu bằng dao, phẫu tích bộc lộ tinh hoàn, tiến hành cắt cả tinh hoàn hai bên đem cân trọng lượng.
Để cắt được tuyến tiền liệt, tách bàng quang ra khỏi lớp cơ bụng bằng cách cắt các mô liên kết dọc theo đường giữa. Di chuyển bàng quang ra phía trước theo hướng túi tinh, để lộ thùy trái và phải của tuyến tiền liệt (bao phủ bởi lớp mỡ). Bóc tách lớp mỡ từ hai thùy của tuyến tiền liệt. Nhẹ nhàng di chuyển thùy phải tuyến tiền liệt từ niệu đạo, cắt hai thùy của tuyến tiền liệt, rồi cân trọng lượng tuyến tiền liệt trên cân phân tích.
Cắt túi tinh: di chuyển bàng quang một cách cẩn thận, bộc lộ ống dẫn tinh cùng với túi tinh phải và trái. Phẫu tích cẩn thận túi tinh, cắt bỏ mỡ thừa rồi cắt túi tinh cẩn thận để dịch trong túi tinh không bị chảy ra, rồi đặt lên cân phân tích để cân trọng lượng túi tinh.
Cắt cơ nâng hậu môn và tuyến Cowper: Cơ nâng hậu môn có vai trò làm điểm tựa cho dương vật. Bóc tách toàn bộ phần mỡ xung quanh rồi cắt phần cơ nâng hậu môn và đặt lên cân phân tích để cân trọng lượng cơ nâng hậu môn. Sau cắt cơ nâng hậu môn, tuyến Cowper được nhìn thấy ở phần gốc phía mặt bụng dương vật. Bóc tách cẩn thận tuyến Cowper tránh cắt vào tuyến làm chảy chất lỏng bên trong. Sau đó cân trọng lượng tuyến Cowper trên cân phân tích.
[image: ]

[bookmark: _Toc74077852]Hình 2.11. Sơ đồ nghiên cứu theo mô hình stress giam giữ
[bookmark: _Hlk38524551]* Các chỉ tiêu đánh giá
- Trọng lượng cơ thể chuột trước và sau khi uống mẫu thử (gr)
- Trọng lượng của 5 cơ quan sinh dục: tinh hoàn, túi tinh, tuyến tiền liệt, tuyến Cowper, cơ nâng hậu môn (g/100gr trọng lượng cơ thể). Qua trọng lượng của các cơ quan sinh dục để đánh giá xem stress giam giữ gây căng thẳng liệu có ảnh hưởng đến trọng lượng của các cơ quan sinh dục không?
- Đường kính ống sinh tinh, đường kính lòng ống sinh tinh, chiều cao biểu mô ống sinh tinh: Sau khi làm tiêu bản mô học (như mô hình stress nhiệt), tiêu bản sẽ được đọc trên kính hiển vi quang học có gắn camera và cài đặt phần mềm Infinity analyze có kết nối với máy vi tính để đo đường kính ống sinh tinh, lòng ống sinh tinh và chiều cao biểu mô ống sinh tinh. 
[bookmark: _Hlk38484711][bookmark: _Hlk40402033][bookmark: _Hlk40402075]- Phân tích mô học thực hiện theo nghiên cứu của các tác giả trước đây [40], [98]. Đánh giá mô học ống sinh tinh và quá trình trưởng thành tinh trùng: Để đánh giá ống sinh tinh trong quá trình tạo tinh trùng, dựa trên hệ thống thang điểm của Mustafa [40], và sử dụng tiêu chí thang điểm đánh giá quá trình sinh tinh trên chuột nhắt có điểm số từ 0 đến 5 điểm (25 ống sinh tinh được kiểm tra trong mỗi lát cắt mô tinh hoàn được mô tả và cho điểm (do Bộ môn Mô phôi – Trường Đại học Y Dược Thái Nguyên đọc kết quả).
[bookmark: _Toc74077571]Bảng 2.2. Thang điểm Mustafa 
	[bookmark: _Hlk40402112]Điểm
	Mô tả

	5
	Quá trình sinh tinh đầy đủ với các tế bào tinh trùng trưởng thành

	4
	Có một vài tế bào tinh trùng, có quá trình hủy hoại biểu mô

	3
	Có sự hiện diện của một vài tinh trùng (<5 đến 10)

	2
	Không thấy tế bào tinh trùng, có sự hiện diện của tinh tử

	1
	Không thấy tế bào tinh trùng, có sự hiện diện của một vài tinh tử

	0
	Không thấy tế bào tinh trùng hoặc tinh tử, có hiện diện của tinh bào


* Nguồn: Mustafa S. và Cs [40]
* Nghiên cứu được thực hiện tại:
- Bộ môn Dược lý - Học viện Quân Y.
- Bộ môn Mô phôi – Trường Đại học Y Dược Thái Nguyên.
* Hóa chất, dụng cụ, máy móc phục vụ nghiên cứu:
- Dụng cụ, trang thiết bị:
	+ Ống Falcon 50 ml
	+ Kim đầu tù cho chuột uống
	+ Cân phân tích, chính xác đến 0,1 mg.
	+ Bộ dụng cụ tiểu phẫu: kéo, panh, nỉa, kìm, kim, chỉ lanh, bông, băng gạc, bơm kim tiêm, …
	+ Máy cắt tiêu bản, máy dàn tiêu bản
	+ Lam kính, lamen
	+ Kính hiển vi truyền hình có cài đặt phần mềm Infinity analyze.
- Hóa chất: Dung dịch Bouin, ethanol 90%, ethanol tuyệt đối 100%, dung dịch Toluen, dung dịch nến, dung dịch Eosin, thuốc nhuộm Hematoxylin, dung dịch Baume.
- Cách làm tiêu bản mô học để đánh giá theo thang điểm Mustafa tương tự như mô hình stress nhiệt.
[bookmark: _Toc53295227]2.3.2.3. Đánh giá hoạt tính androgen 
* Nguyên tắc: Thử nghiệm Hershberger là một thử nghiệm sàng lọc ngắn hạn in vivo đối với chất chủ vận androgen và đối vận androgen. Trong đó sử dụng các mô của đường sinh sản giống đực gồm tuyến tiền liệt, túi tinh, cơ nâng hậu môn, tuyến Cowper và quy đầu DV. Đối với chất chủ vận androgen, sự tăng đáng kể có ý nghĩa thống kê (p ≤ 0,05) trọng lượng của bất kỳ hai hoặc nhiều hơn cơ quan sinh dục phụ thuộc androgen, thì có thể coi chất chủ vận androgen dương tính [102].
* Tiến hành: Thí nghiệm được tiến hành trên chuột cống đực non, trọng lượng khoảng 60 - 80 gr, khoảng 35 - 41 ngày tuổi [102]. Chuột được nuôi ổn định 3 ngày trong phòng chăn nuôi thực nghiệm để quen với môi trường mới. Chia chuột ngẫu nhiên vào 4 lô, mỗi lô 8 con. 
- Tiến hành thiến chuột: Chuột được tiêm kháng sinh dự phòng trước mổ bằng gentamicin (liều 0,2 ml/100gr). Sau đó, gây mê bằng tiêm phúc mạc ketamin (liều 0,2 ml/100gr chuột). Để chuột nằm ngửa và cố định 4 chân chuột vào bàn mổ. Dùng PVP - Iodine 10% sát trùng vùng bìu. Rạch da bìu bằng dao, phẫu tích để bộc lộ tinh hoàn và mào tinh hoàn. Sau đó tiến hành cắt cả tinh hoàn và mào tinh hoàn của chuột, thắt các mạch máu và ống dẫn tinh lại. Khi thấy không còn chảy máu thì đóng bìu lại bằng chỉ lanh. Sau khi thiến, chuột được dùng giảm đau bằng piroxicam liều 3mg/kg, để chuột nghỉ 7 ngày.
- Ngày thứ 8 chuột được cho uống thuốc mỗi ngày 1 lần vào buổi sáng bằng kim đầu tù trong 10 ngày, với liều cụ thể như sau:
Lô chứng: uống nước muối sinh lý.
Lô tham chiếu (dùng testosteron): tiêm dưới da dung dịch testosteron propionat với liều 0,4 mg/kg.
Lô trị 1: 8 chuột uống Testin CT3 liều 12,15 g dược liệu/kg/24h bằng kim đầu tù hàng ngày trong vòng 10 ngày.
Lô trị 2: 8 chuột uống Testin CT3 liều 36,45 g dược liệu/kg/24h (liều gấp 3 lần liều lô trị 1) bằng kim đầu tù hàng ngày trong vòng 10 ngày.
- Sau 10 ngày dùng thuốc, đến ngày thứ 11 (24 giờ sau dùng liều thuốc cuối cùng), cân trọng lượng chuột. Sau đó bất động chuột bằng cách kéo giãn đốt sống cổ.
- Tiến hành bóc tách và cân trọng lượng các cơ quan sinh dục: Để chuột nằm ngửa trên bàn mổ. Sát trùng bằng PVP - Iodine 10%. Cắt quy đầu DV, sau đó mở da thành bụng, phẫu tích bộc lộ các cơ quan sinh dục. 
Để cắt được tuyến tiền liệt, tách bàng quang ra khỏi lớp cơ bụng bằng cách cắt các mô liên kết dọc theo đường giữa. Di chuyển bàng quang ra phía trước theo hướng túi tinh, để lộ thùy trái và phải của tuyến tiền liệt (được bao phủ bởi lớp mỡ). Bóc tách lớp mỡ từ hai thùy của tuyến tiền liệt. Nhẹ nhàng di chuyển thùy phải tuyến tiền liệt từ niệu đạo, và cắt hai thùy của tuyến tiền liệt, rồi cân trọng lượng tuyến tiền liệt trên cân phân tích.
Cắt túi tinh: di chuyển bàng quang một cách cẩn thận, bộc lộ ống dẫn tinh cùng với túi tinh phải và trái. Phẫu tích cẩn thận túi tinh, cắt bỏ mỡ thừa rồi cắt túi tinh cẩn thận để dịch trong túi tinh không bị chảy ra, rồi đặt lên cân phân tích để cân trọng lượng túi tinh.
Cắt cơ nâng hậu môn và tuyến Cowper: Cơ nâng hậu môn có vai trò làm điểm tựa cho DV. Bóc tách toàn bộ phần mỡ xung quanh rồi cắt phần cơ nâng hậu môn và đặt lên cân phân tích để cân trọng lượng cơ nâng hậu môn. Sau khi cắt cơ nâng hậu môn, tuyến Cowper có thể được nhìn thấy ở phần gốc phía mặt bụng DV. Bóc tách cẩn thận tuyến Cowper tránh cắt vào tuyến làm chảy các chất lỏng bên trong. Sau đó cân trọng lượng tuyến Cowper trên cân phân tích.
* Các chỉ tiêu đánh giá: 
- Trọng lượng cơ thể chuột trước và sau khi uống mẫu thử (gr)
- Trọng lượng của 5 cơ quan sinh dục: quy đầu DV, túi tinh, tuyến tiền liệt, tuyến Cowper, cơ nâng hậu môn (mg/100gr trọng lượng cơ thể).
* Hóa chất, dụng cụ phục vụ cho nghiên cứu:
- Thuốc: 
+ Dung dịch tiêm testosteron propionate 25 mg/1ml, biệt dược Tesmon (Tai Yu).
+ Dung dịch tiêm gentamycin sulfat 80 mg/2ml
+ Dung dịch tiêm ketamin HCl 50 mg/ml
+ Dung dịch tiêm piroxicam 2% (20 mg/1ml).
+ Dung dịch sát khuẩn: cồn 70º, dung dịch povidone - idoin 10%
- Dụng cụ: Kim đầu tù cho chuột uống, bộ dụng cụ tiểu phẫu (kéo, panh, nỉa, kìm, kim, chỉ lanh, bông, băng gạc, bơm kim tiêm, …)
- Máy móc: Cân phân tích chính xác đến 0,1 mg.
[image: ]
[bookmark: _Toc74077853]Hình 2.12. Sơ đồ nghiên cứu hoạt tính androgen
[bookmark: _Toc74643041]2.3.3. Kỹ thuật cho động vật uống thuốc
[bookmark: _Toc74077854]	Khi đưa thuốc qua đường miệng đến hệ thống tiêu hoá có rất nhiều cách. Cách đơn giản nhất là thêm thuốc vào thức ăn hoặc nước uống, do đó động vật có thể dung thuốc theo chế độ ăn bình thường của chúng. Tuy nhiên đối với một số loại thuốc có mùi, thì phương pháp này không thực hiện được. Động vật có thể từ chối thức ăn hoặc nước uống có chưa thuốc. Ngoài ra, nếu cho thuốc theo đường nước uống, thì thuốc phải hoà tan và ổn định trong nước, và rất khó để đo chính xác liều lượng thuốc mà mỗi con vật uống. 
[bookmark: _Toc74077855]	Cách phổ biến nhất để cho động vật uống thuốc là ép buộc cho uống qua ống thông dạ dày. Với phương pháp này cho phép định lượng chính xác và ghi lại chính xác thời gian khởi phát triệu chứng và liệu trình tương ứng. Tuy nhiên so với việc thêm thuốc, bắt buộc uống qua ống thông dạ dày sẽ tốn thêm thời gian đặt ống cũng như gây ra tác động cơ học và tâm lý đến động vật. Để giảm bớt những ảnh hưởng tiêu cực này, cần phải hoàn thiện các kỹ năng cho uống qua đường miệng.
[bookmark: _Toc74077856]	Đối với chuột nhắt đường kính ống thông dạ dày phù hợp là 0,8 mm; chuột cống là 1 - 2 mm; thỏ là 3 - 5 mm. Khi cho động vật nhỏ trong phòng thí nghiệm uống thuốc (như chuột nhắt, chuột cống hay thỏ), nên sử dụng kim đặc biệt đưa thuốc vào trực tiếp đến dạ dày.

[bookmark: _Toc74077857][image: ]

[bookmark: _Toc74077858]Hình 2.14. Kim cho chuột nhắt và chuột cống uống thuốc
[bookmark: _Toc74077859]* Nguồn: Liu E. và Fan J. [103]
[bookmark: _Toc74077860]	Kỹ thuật cho chuột uống như sau: Trước tiên xác định vị trí của dạ dày nơi cần đặt kim. Tiếp theo sau khi không chế con vật, đưa đầu trước kim dạ dày vào miệng chuột, dọc theo vòm miệng và đưa kim vào cổ họng. Không dùng lực mạnh đẩy kim. Giữ bơm tiêm nhẹ nhàng và thực hiện quy trình một cách nhẹ nhàng nhanh chóng. Khi đầu trước của kim dạ dày vào họng, sẽ có lực cản, ta phải di chuyển và đưa vào nhẹ nhàng song song với trục dọc của cổ họng. Sau khi vào thực quản mà không có lực cản, kim dạ dày sẽ được đưa vào vị trí cần thiết, từ từ bơm thuốc. Sau khi cho động vật uống hết thuốc, nhẹ nhàng rút kim dạ dày ra [103].  
[bookmark: _Toc74077861][image: ]

[bookmark: _Toc74077862]Hình 2.15. Quy trình cho chuột uống thuốc
[bookmark: _Toc74077863]* Nguồn: Liu E. và Fan J. [103]
[bookmark: _Toc53295228][bookmark: _Toc74643042]2.4. Xử lý số liệu
[bookmark: _Hlk42960499][bookmark: _Hlk40037919]	Các thông tin thu thập được nhập và phân tích theo phần mềm Microsoft Excel 2016 và SPSS 22.0. Số liệu được trình bày dưới dạng trung bình (Mean) và độ lệch chuẩn (SD). Kiểm định tỷ lệ hai biến định tính dùng kiểm định Chi - bình phương. Với biến định lượng, do nghiên cứu thực hiện trên thực nghiệm, cỡ mẫu nhỏ và số liệu phân bố không chuẩn nên dùng test Wilcoxon rank-sum (Mann - Whitney). Nếu số liệu phân bố chuẩn dùng test Independent - Sample T-Test. Ngoài ra sử dụng test Paired - Sample T-Test. Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê khi p < 0,05.
[bookmark: _Toc74643043]2.5. Địa điểm nghiên cứu
	- Bộ môn Dược lý – Học viện Quân Y
	- Bộ môn Mô phôi – Học viện Quân Y
	- Khoa Cận lâm sàng – Bệnh viện Bỏng Quốc Gia Lê Hữu Trác
	- Khoa Giải phẫu bệnh – Bệnh viện Quân Y 103
	- Bộ môn Mô phôi – Trường Đại học Y Dược Thái Nguyên
	- Viện nghiên cứu Y Dược học Quân sự - Học viện Quân Y.

[bookmark: _Toc53295229][bookmark: _Toc407773700][bookmark: _Toc407773753][bookmark: _Toc407773912][bookmark: _Toc407774137][bookmark: _Toc407783099][bookmark: _Toc407783638][bookmark: _Toc407783735][bookmark: _Toc407784621][bookmark: _Toc410585714][bookmark: _Toc410587878][bookmark: _Toc74643044]CHƯƠNG 3
[bookmark: _Toc74643045] KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU

[bookmark: _Toc53295230][bookmark: _Toc74643046]3.1. Kết quả nghiên cứu tính an toàn của cao đặc Testin CT3
[bookmark: _Toc53295231][bookmark: _Toc74643047]3.1.1. Kết quả nghiên cứu độc tính cấp của Testin CT3
Theo dõi sau uống Testin CT3 với các mức liều khác nhau thấy: liều 90 g/kg trọng lượng cơ thể (TLCT), tất cả các chuột đều khỏe mạnh, bình thường. Với mức liều 120 g/kg có 01/10 chuột chết trong vòng 24 giờ. Số chuột chết tăng dần khi tăng liều dùng, tới liều 330 g/kg gây chết 100% chuột thí nghiệm. Số chuột còn sống ở các lô dần phục hồi, hoạt động, ăn uống bình thường.
[bookmark: _Toc74077572]Bảng 3.1. Kết quả đánh giá độc tính cấp của Testin CT3
	Lô
	Liều dùng
(g/kg TLCT)
	n
	Số động vật chết (sau 72 giờ)
	Tỷ lệ % chết

	1
	90
	10
	0
	0

	2
	120
	10
	1
	10

	3
	150
	10
	1
	10

	4
	180
	10
	2
	20

	5
	210
	10
	4
	40

	6
	240
	10
	4
	40

	7
	270
	10
	6
	60

	8
	300
	10
	9
	90

	9
	330
	10
	10
	100



Sau khi uống Testin CT3 ở những lô liều cao, chuột có biểu hiện giảm vận động, có những chuột nằm yên tại chỗ, không ăn uống gì. Chuột không có biểu hiện co giật, khó thở, không có biểu hiện bất thường khác nhưng đi ngoài phân lỏng rất nhiều, có những con đi phân lỏng ướt cả đuôi. Theo dõi thấy số chuột chết tăng dần khi tăng liều Testin CT3. Những chuột chết được mổ quan sát đại thể thấy có hiện tượng dạ dày chứa đầy thuốc không tiêu, tim gan, phổi sung huyết nhẹ. Các cơ quan khác chưa thấy hiện tượng bất thường gì khác.
	Từ kết quả bảng trên, sử dụng phương pháp dùng Excel máy tính, sau đó kiểm tra lại bằng phương pháp Litchfield – Wilcoxon, vẽ được đường biểu diễn mối tương quan giữa liều dùng và tỷ lệ chuột chết.


[bookmark: _Toc74077766]Biểu đồ 3.1. Mối tương quan giữa liều dùng và tỷ lệ chuột chết trong 72h
Từ đó tính được LD50 = 250,13 g/kg (210,2 g/kg - 297,45 g/kg).
[bookmark: _Toc53295232][bookmark: _Toc74643048]3.1.2. Kết quả nghiên cứu độc tính bán trường diễn của Testin CT3
3.1.2.1. Ảnh hưởng của Testin đến tình trạng chung và sự thay đổi trọng lượng
	Trong thời gian tiến hành thí nghiệm, thỏ ở cả lô chứng và lô dùng Testin CT3 đều hoạt động nhanh nhẹn, mắt sáng lông mượt, ăn uống tốt. Không thấy có hiện tượng gì bất thường ở cả 3 lô thỏ trong suốt thời gian nghiên cứu.



[bookmark: _Toc74077573]Bảng 3.2. Ảnh hưởng của Testin CT3 đến trọng lượng cơ thể thỏ (M ± SE)
	Thời điểm 
theo dõi
	Trọng lượng thỏ (kg)
	P

	
	Lô trị 1 (1)
(n=8) 
	Lô trị 2 (2)
(n=8)
	Lô chứng (3)
(n=8)
	

	Trước TN (a)
	2,04 ± 0,02
	2,03 ± 0,02
	2,03 ± 0,02
	p2-1 > 0,05
p3-1 > 0,05
p3-2 > 0,05

	Sau 2 tuần (b)
	2,08 ± 0,03
	2,04 ± 0,06
	2,01 ± 0,01
	

	pb-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	

	Sau 6 tuần (c)
	2,15 ± 0,06
	2,11 ± 0,09
	2,13 ± 0,03
	

	pc-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	

	pc-b
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	


[bookmark: _Hlk40400791]
So sánh trọng lượng trung bình của thỏ ở nhóm chứng với hai nhóm dùng Testin CT3 ở từng thời điểm trước thí nghiệm, sau 2 tuần uống thuốc và sau 6 tuần uống thuốc thấy không có sự khác biệt về trọng lượng của thỏ giữa các lô (p > 0,05). So sánh giữa thời gian sau khi dùng Testin CT3 so với trước uống thuốc ở từng lô thấy trọng lượng trung bình thỏ ở các lô đều tăng so với trước khi nghiên cứu tại thời điểm sau 2 tuần và sau 6 tuần uống thuốc (2,15; 2,11 và 2,13 so với 2,04; 2,03 và 2,03 tương ứng), tuy nhiên sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).
Kết quả trên chứng tỏ cao đặc Testin CT3 ở cả 2 mức liều đều không ảnh hưởng đến sự phát triển cân nặng bình thường của thỏ.


3.1.2.2. Ảnh hưởng của Testin CT3 đến sự thay đổi các thông số huyết học
[bookmark: _Toc74077574]Bảng 3.3. Ảnh hưởng của Testin CT3 đến số lượng hồng cầu thỏ (M ± SE)

	Thời điểm
theo dõi
	Số lượng hồng cầu (x1012/l)
	P

	
	Lô trị 1 (1)
(n=8)
	Lô trị 2 (2)
(n=8)
	Lô chứng (3)
(n=8)
	

	Trước TN (a)
	5,67 ± 0,16
	5,42 ± 0,05
	5,95 ± 0,27
	p2-1 > 0,05
p3-1 > 0,05
p3-2 > 0,05

	Sau 2 tuần (b)
	5,51 ± 0,13
	5,32 ± 0,15
	5,38 ± 0,15
	

	pb-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	

	Sau 6 tuần (c)
	5,61 ± 0,15
	5,69 ± 0,35
	5,56 ± 0,11
	

	pc-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	

	pc-b
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	



Sau 42 ngày làm thí nghiệm thấy số lượng hồng cầu của thỏ ở nhóm chứng với hai nhóm dùng Testin CT3 tại các thời điểm thấy sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). So sánh giữa thời gian sau khi dùng Testin CT3 so với trước uống Testin CT3 ở từng nhóm thấy số lượng hồng cầu không có sự thay đổi có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
Như vậy Testin CT3 không ảnh hưởng đến số lượng hồng cầu ở thỏ làm thí nghiệm.



[bookmark: _Toc74077575]Bảng 3.4. Ảnh hưởng của Testin CT3 đến huyết sắc tố (M ± SE)
	Thời điểm
theo dõi
	Hàm lượng huyết sắc tố (G/l)
	
P

	
	Lô trị 1 (1)
(n=8)
	Lô trị 2 (2)
(n=8)
	Lô chứng (3)
(n=8)
	

	Trước TN (a)
	115,25 ± 2,80
	112,50 ± 1,97
	117,88 ± 2,67
	p2-1 > 0,05
p3-1 > 0,05
p3-2 > 0,05

	Sau 2 tuần (b)
	110,14 ± 2,67
	109,25 ± 3,49
	109,75 ± 3,15
	

	pb-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	

	Sau 6 tuần (c)
	110,88 ± 3,00
	114,38 ± 6,91
	110,00 ± 3,78
	

	pc-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	

	pc-b
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	



Sau 2 tuần và 6 tuần uống Testin CT3, hàm lượng huyết sắc tố ở cả lô trị 1 (uống Testin CT3 liều thấp) và lô trị 2 (uống Testin CT3 liều cao) so với lô chứng không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở từng thời điểm (p > 0,05). So sánh từng lô nghiên cứu ở thời điểm trước thí nghiệm và sau khi uống thuốc thấy hàm lượng huyết sắc tố có thay đổi nhưng không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
Kết quả trên cho thấy Testin CT3 không ảnh hưởng đến hàm lượng huyết sắc tố ở thỏ làm thí nghiệm.




[bookmark: _Toc74077576]Bảng 3.5. Ảnh hưởng của Testin CT3 đến số lượng bạch cầu thỏ (M ± SE)

	Thời điểm
theo dõi
	Số lượng bạch cầu (G/l)
	P

	
	Lô trị 1 (1)
(n=8)
	Lô trị 2 (2)
(n=8)
	Lô chứng (3)
(n=8)
	

	Trước TN (a)
	9,28 ± 1,19
	6,59 ± 0,49
	7,61 ± 0,81
	p2-1 > 0,05
p3-1 > 0,05
p3-2 > 0,05


	Sau 2 tuần (b)
	8,00 ± 0,76
	6,21 ± 0,55
	7,84 ± 1,56
	

	pb-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	

	Sau 6 tuần (c)
	9,31 ± 1,17
	7,83 ± 0,94
	10,9 ± 1,25
	

	pc-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	

	pc-b
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	



Sau 14 và 42 ngày uống cao đặc Testin CT3, số lượng bạch cầu giữa các lô trị 1 (uống Testin CT3 liều thấp) và lô trị 2 (uống Testin CT3 liều cao) đều không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với lô chứng (p > 0,05). So sánh từng thời điểm trước và sau khi uống ở từng lô thấy có sự thay đổi nhưng không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
Qua bảng trên có thể thấy Testin CT3 không ảnh hưởng đến số lượng bạch cầu ở thỏ nghiên cứu.


[bookmark: _Toc74077577]Bảng 3.6. Ảnh hưởng của Testin CT3 đến số lượng tiểu cầu (M ± SE)

	Thời điểm
theo dõi
	Số lượng tiểu cầu (G/l)
	P

	
	Lô trị 1 (1)
(n=8)
	Lô trị 2 (2)
(n=8)
	Lô chứng (3)
(n=8)
	

	Trước TN (a)
	509,38 ± 54,20
	438,50 ± 46,50
	495,75 ± 84,57
	p2-1 > 0,05
p3-1 > 0,05
p3-2 > 0,05


	Sau 2 tuần (b)
	424,57 ± 81,01
	513,00 ± 85,90
	543,12 ± 123,10
	

	pb-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	

	Sau 6 tuần (c)
	453,50 ± 75,04
	431,25 ± 52,52
	551,50 ± 56,45
	

	pc-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	

	pc-b
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	


 
Kết quả ở bảng 3.6 cho thấy sau 14 và 42 ngày uống cao đặc Testin CT3, số lượng tiểu cầu giữa các lô ở từng thời điểm không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). So sánh số lượng tiểu cầu của từng lô ở thời điểm trước và sau khi uống Testin CT3 thấy có sự thay đổi nhưng không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
Kết luận: Qua các bảng kết quả trên có thể thấy sau khi dùng Testin CT3, không có sự khác biệt có thống kê của các thông số huyết học giữa các lô dùng Testin CT3 so với lô chứng (p > 0,05), chứng tỏ Testin CT3 không độc với tủy xương của thỏ.
3.1.2.3. Đánh giá ảnh hưởng Testin CT3 đến mức độ hủy hoại tế bào gan
[bookmark: _Toc74077578]Bảng 3.7. Ảnh hưởng của Testin CT3 đến hoạt độ AST (M ± SE)
	Thời điểm
theo dõi
	Hoạt độ AST (UI/l)
	P

	
	Lô trị 1 (1)
(n=8)
	Lô trị 2 (2)
(n=8)
	Lô chứng (3)
(n=8)
	

	Trước TN (a)
	24,88 ± 3,09
	25,63 ± 5,26
	27,12 ± 7,07
	p2-1 > 0,05
p3-1 > 0,05
p3-2 > 0,05


	Sau 2 tuần (b)
	44,38 ± 13,24
	50,14 ± 12,13
	28,13 ± 5,09
	

	pb-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	

	Sau 6 tuần (c)
	52,75 ± 14,87
	39,75 ± 9,15
	37,63 ± 10,13
	

	pc-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	

	pc-b
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	


 
Sau 2 tuần và 6 tuần uống cao đặc Testin CT3, hoạt độ AST trong máu thỏ ở cả lô trị 1 và lô trị 2 đều không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với lô chứng (p > 0,05). So sánh thời điểm trước uống thuốc và sau khi dùng thuốc ở từng lô thấy có sự thay đổi hoạt độ AST nhưng không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).




[bookmark: _Toc74077579]Bảng 3.8. Ảnh hưởng của Testin CT3 đến hoạt độ ALT (M ± SE)
	Thời điểm
theo dõi
	Hoạt độ ALT (UI/l)
	P

	
	Lô trị 1 (1)
(n=8)
	Lô trị 2 (2)
(n=8)
	Lô chứng (3)
(n=8)
	

	Trước TN (a)
	48,88 ± 4,19
	52,25 ± 5,03
	46,37 ± 8,86
	p2-1 > 0,05
p3-1 > 0,05
p3-2 > 0,05


	Sau 2 tuần (b)
	57,38 ± 3,88
	62,63 ± 4,29
	60,00 ± 8,11
	

	pb-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	

	Sau 6 tuần (c)
	58,50 ± 3,58
	58,00 ± 4,68
	58,25 ± 7,42
	

	pc-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	

	pc-b
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	


 
Sau 2 tuần và 6 tuần uống cao đặc Testin CT3, hoạt độ ALT trong máu thỏ ở cả lô trị 1 và lô trị 2 đều không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với lô chứng (p > 0,05). So sánh thời điểm trước uống thuốc và sau khi dùng thuốc ở từng lô thấy có sự thay đổi hoạt độ ALT nhưng không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).




3.1.2.4. Đánh giá ảnh hưởng Testin CT3 đến chức năng thận
[bookmark: _Toc74077580]Bảng 3.9. Ảnh hưởng của Testin CT3 đến nồng độ ure (M ± SE)
	Thời điểm
theo dõi
	Nồng độ Ure (mmol/L)
	P

	
	Lô trị 1 (1)
(n=8)
	Lô trị 2 (2)
(n=8)
	Lô chứng (3)
(n=8)
	

	Trước TN (a)
	3,89 ± 0,59
	3,23 ± 0,84
	3,74 ± 0,91
	p2-1 > 0,05
p3-1 > 0,05
p3-2 > 0,05


	Sau 2 tuần (b)
	3,38 ± 0,35
	4,08 ± 0,22
	3,55 ± 0,27
	

	pb-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	

	Sau 6 tuần (c)
	3,35 ± 0,54
	3,81 ± 0,41
	3,64 ± 0,37
	

	pc-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	

	pc-b
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	


 
Sau 2 tuần và 6 tuần uống cao đặc Testin CT3, nồng độ ure trong máu thỏ ở cả lô trị 1 và lô trị 2 đều không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với lô chứng (p > 0,05). So sánh thời điểm trước uống thuốc và sau khi dùng thuốc ở từng lô thấy có sự thay đổi nồng độ ure nhưng không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).
Như vậy cao đặc Testin CT3 không gây ảnh hưởng đến nồng độ ure trong máu thỏ nghiên cứu.

[bookmark: _Toc74077581]Bảng 3.10. Ảnh hưởng của Testin CT3 đến creatinin (M ± SE)
	Thời điểm
theo dõi
	Nồng độ Creatinin (mmol/L)
	P

	
	Lô trị 1 (1)
(n=8)
	Lô trị 2 (2)
(n=8)
	Lô chứng (3)
(n=8)
	

	Trước TN (a)
	80,13 ± 5,19
	73,38 ± 5,08
	82,38 ± 1,93
	p2-1 > 0,05
p3-1 > 0,05
p3-2 > 0,05


	Sau 2 tuần (b)
	78,38 ± 4,38
	81,75 ± 2,53
	87,13 ± 2,30
	

	pb-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	

	Sau 6 tuần (c)
	85,88 ± 4,92
	81,63 ± 1,25
	85,50 ± 1,45
	

	pc-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	

	pc-b
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	


 
Sau 2 tuần và 6 tuần uống cao đặc Testin CT3, nồng độ creatinin trong máu thỏ ở cả lô trị 1 và lô trị 2 đều không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với lô chứng (p > 0,05). So sánh thời điểm trước uống thuốc và sau khi dùng thuốc ở từng lô thấy có sự thay đổi nồng độ creatinin nhưng không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).
Như vậy, các thông số sinh hóa không bị thay đổi bởi Testin CT3. Không có sự thay đổi đáng kể nồng độ ALT, AST, ure, creatinin là những chỉ số tốt cho chức năng gan và thận. 

3.1.2.5. Ảnh hưởng của Testin CT3 đến mô bệnh học gan, thận, lách của thỏ
Kết quả quan sát đại thể gan, thận và lách ở các lô nghiên cứu như sau:
[image: ]11
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[bookmark: _Toc74077913]Hình 3.1. Ảnh mô bệnh học gan thỏ thực nghiệm (HE x 200)
[bookmark: _Toc65614909][bookmark: _Toc74077914]1. Tế bào gan – 2. Tĩnh mạch trung tâm tiểu thuỳ
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[bookmark: _Toc74077915]Hình 3.2. Ảnh mô bệnh học thận thỏ thực nghiệm (HE x 200)
3. Tế bào ống thận – 4. Tiểu cầu thận
[image: ]
[bookmark: _Toc74077840][bookmark: _Toc74077916]Hình 3.3. Ảnh mô bệnh học lách thỏ thực nghiệm (HE x 200)
 (a): Lô trị 1; (b): Lô trị 2; (c): Lô chứng
Kết quả cho thấy hình ảnh mô bệnh học của gan, thận và lách trong các nhóm dùng Testin CT3 bình thường, không có tổn thương, tương tự như ở nhóm đối chứng.
- Lô chứng: Các bè gan và tiểu thùy gan không thay đổi về cấu trúc; tế bào gan không có tổn thương thoái hóa; không có xâm nhập viêm. Thận có cấu trúc vùng vỏ, vùng tủy và cầu thận bình thường; không có tổn thương. Vở lách xơ mỏng, vùng vỏ có nhiều nang lympho, có nơi hình thành các trung tâm mầm; xoang lách chứa hồng cầu và một số đại thực bào.
- Lô trị 1 và 2: Thùy gan và bè gan không thay đổi về cấu trúc; tế bào gan không có tổn thương thoái hóa; tĩnh mạch trung tâm không giãn, không xung huyết; khoảng cửa không có xâm nhập viêm. Thận có cấu trúc vùng vỏ, vùng tủy, cầu thận bình thường; không thấy hình ảnh tổn thương. Lách có cấu trúc vỏ nguyên vẹn, nang lympho rõ, có các động mạch bút lông, xoang lách chứa hồng cầu và một số đại thực bào. Đặc điểm mô bệnh học tương tự lô chứng.
[bookmark: _Toc53295233][bookmark: _Toc74643049]3.1.3. Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của Testin CT3 trên quá trình sinh sản và phát triển qua các thế hệ
[bookmark: _Hlk40196367]3.1.3.1. Tỷ lệ mang thai qua các thế hệ



[bookmark: _Toc74077767]Biểu đồ 3.2. Ảnh hưởng của Testin CT3 lên khả năng mang thai
Khi ghép chuột cái với các lô chuột đực cho uống cao đặc Testin CT3 ở 2 mức liều khác nhau, tỷ lệ chuột cái chửa giữa các lô không có sự khác biệt so với lô chứng (p > 0,05) ở cả thế hệ P và thế hệ F1.
Thế hệ P: Lô chứng tỷ lệ mang thai là 26 chuột (65%); lô trị 1 là 30 chuột (75%) và lô trị 2 là 28 chuột (70%).
Thế hệ F1: Lô chứng tỷ lệ mang thai là 18 (72%); lô trị 1 là 19 (76%) và lô trị 2 là 20 (80%).
3.1.3.2. Ảnh hưởng của Testin CT3 lên chỉ số phôi thai qua các thế hệ
	Quan sát chỉ số phôi thai của chuột mẹ thế hệ P mang thai F1 ở hai lô dùng Testin CT3 và lô chứng cho kết quả như sau:
[bookmark: _Toc74077582]Bảng 3.11. Chỉ số phôi thai của thế hệ P mang thai F1
	Chỉ số 
nghiên cứu
	Lô chứng
n = 13
(a)
	Lô trị 1
n = 13
(b)
	Lô trị 2
n = 13
(c)
	p
(a-b,c)

	Số hoàng thể/mẹ (M±SD)
	7,85 ± 2,79
	8,87 ± 1,25
	7,64 ± 1,87
	pb-a > 0,05
pc-a > 0,05
pb-c > 0,05


	Số thai đậu/mẹ
(M±SD)
	7,31 ± 2,32
	8,40 ± 1,06
	7,29 ± 1,59
	

	Số thai bình thường/mẹ
(M±SD)
	6,92 ± 2,06
	8,00 ± 0,93
	6,86 ± 1,23
	

	Tỷ lệ thai chết* 
(n, %)
	5 (4,9)
	6 (4,51)
	6 (5,61)
	

	Tỷ lệ mất trứng* 
(n, %)
	7 (6,86)
	7 (5,26)
	5 (4,67)
	


(*Số liệu thai chết và mất trứng tính trên tổng số hoàng thể)
Số hoàng thể, số thai đậu, số thai bình thường trên chuột mẹ thế hệ P mang thai F1 ở lô trị 1 và lô trị 2 so với lô chứng không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).
Tỷ lệ thai chết, tỷ lệ mất trứng của thế hệ P mang thai F1 ở hai lô trị cũng không có sự khác biệt so với lô chứng (p > 0,05).
Như vậy khi dùng cao đặc Testin CT3 không gây ảnh hưởng đến các chỉ số phôi thai của chuột mẹ ở thế hệ P mang thai F1. 
[bookmark: _Toc74077583]Bảng 3.12. Chỉ số phôi thai của thế hệ F1 mang thai F2
	Chỉ số 
nghiên cứu
	Lô chứng
n = 9
(a)
	Lô trị 1
n = 9
(b)
	Lô trị 2
n = 10
(c)
	p
(a-b,c)

	Số hoàng thể/mẹ (M±SD)
	5,89 ± 2,47
	6,11 ± 1,83
	5,80 ± 2,35
	pb-a > 0,05
pc-a > 0,05
pb-c > 0,05


	Số thai đậu/mẹ
(M±SD)
	5,56 ± 2,13
	5,78 ± 1,39
	5,50 ± 2,07
	

	Số thai bình thường/mẹ
(M±SD)
	5,33 ±1,94
	5,67 ± 1,23
	5,20 ±1,81
	

	Tỷ lệ thai chết* 
(n, %)
	2 (3,77%)
	1 (1,82%)
	3 (5,17%)
	

	Tỷ lệ mất trứng* (n, %)
	3 (5,66%)
	3 (5,45%)
	3 (5,17%)
	


(*Số liệu thai chết và mất trứng tính trên tổng số hoàng thể)
	Thế hệ F1 mang thai F2, các chỉ số như hoàng thể, thai đậu, thai bình thường, thai chết, mất trứng giữa lô trị 1 và lô trị 2 không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với lô chứng (p > 0,05).
3.1.3.3. Ảnh hưởng của Testin CT3 đến sự sinh con qua các thế hệ
[bookmark: _Toc74077584]Bảng 3.13. Ảnh hưởng Testin CT3 đến sự sinh con thế hệ P
	Chỉ số 
nghiên cứu
	Lô chứng
n = 13
(a)
	Lô trị 1
n = 15
(b)
	Lô trị 2
n = 14
(c)
	p
(a-b,c)

	Số con/mẹ (M±SD)
	7,31 ± 2,32
	7,93 ± 3,08
	7,14 ± 2,11
	pb-a > 0,05
pc-a > 0,05
pb-c > 0,05


	Tỷ lệ con dị tật
	0
	0
	0
	

	Tỷ lệ con chết* 
(n, %)
	3 (3,16%)
	3 (2,88%)
	5 (5,26%)
	


(*Số liệu thai chết và mất trứng tính trên tổng số hoàng thể)
	Thế hệ P số con trung bình trên chuột mẹ và tỷ lệ chuột con chết không có sự khác biệt giữa lô trị 1 và 2 so với lô chứng (p > 0,05). Tất cả các lô đều không có chuột con bị dị tật.
[bookmark: _Toc74077585]Bảng 3.14. Ảnh hưởng Testin CT3 đến sự sinh con thế hệ F1
	Chỉ số 
nghiên cứu
	Lô chứng
n = 9 (a)
	Lô trị 1
n = 10 (b)
	Lô trị 2
n = 10 (c)
	p
(a-b,c)

	Số con/mẹ (M±SD)
	5,67 ± 2,29
	7,60 ± 1,96
	6,70 ± 2,21
	pb-a > 0,05
pc-a > 0,05
pb-c > 0,05


	Tỷ lệ con dị tật
	0
	0
	0
	

	Tỷ lệ con chết* 
(n, %)
	4 (7,84%)
	5 (7,94%)
	5 (8,47%)
	


(*Số liệu con chết tính trên tổng số con sinh ra)
Thế hệ F1 số con trung bình trên chuột mẹ và tỷ lệ chuột con chết không có sự khác biệt giữa lô trị 1 và 2 so với lô chứng (p > 0,05). Tất cả các lô đều không có chuột con bị dị tật.
[bookmark: _Toc53295234][bookmark: _Toc74643050][bookmark: _Hlk40201635]3.2. Đánh giá tác dụng của Testin CT3 
[bookmark: _Toc53295235][bookmark: _Toc74643051]3.2.1. Trên mô hình chuột cống gây suy giảm sinh sản bằng stress nhiệt
3.2.1.1. Ảnh hưởng của Testin CT3 đến trọng lượng chuột 
[bookmark: _Toc74077586]Bảng 3.15. Ảnh hưởng đến trọng lượng trên mô hình stress nhiệt
	Lô chuột
(n=10)
	Trọng lượng chuột (g)
	ptrước - sau

	
	Trước thí nghiệm
	Sau 35 ngày
	

	Lô chứng (a)
	101,90 ± 10,28
	208,9 ± 14,73
	< 0,05

	Lô mô hình (b)
	107,30 ± 4,22
	173,8 ± 16,86
	< 0,05

	pb-a
	> 0,05
	< 0,05
	

	Lô trị 1 (c)
	110,90 ± 9,01
	209,7 ± 22,06
	< 0,05

	pc-a
	> 0,05
	> 0,05
	

	pc-b
	> 0,05
	< 0,05
	

	Lô trị 2 (d)
	106,80 ± 6,91
	204,5 ± 14,82
	< 0,05

	pd-a
	> 0,05
	> 0,05
	

	pd-b
	> 0,05
	< 0,05
	


[bookmark: _Hlk51789252]	Sau 35 ngày tiến hành thí nghiệm, trọng lượng chuột ở các lô đều tăng rõ rệt so với trước thí nghiệm với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05).
[bookmark: _Hlk51789306]Trọng lượng chuột ở lô mô hình thấp hơn rõ rệt so với lô chứng và hai lô dùng Testin CT3 với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05).
3.2.1.2. Tác dụng của Testin CT3 lên trọng lượng cơ quan sinh dục
[bookmark: _Toc74077587]Bảng 3.16. Tác dụng của Testin CT3 lên trọng lượng cơ quan sinh dục chuột suy giảm sinh sản bằng stress nhiệt
	Lô chuột
(n=10)
	Trọng lượng cơ quan sinh dục M ± SD (g/100g)

	
	Tinh hoàn
	Túi tinh
	Tuyến tiền liệt

	Lô chứng (a)
	0,82 ± 0,15
	0,40 ± 0,23
	0,12 ± 0,04

	Lô mô hình (b)
	0,59 ± 0,07
	0,18 ±0,08
	0,11 ± 0,07

	pb-a
	< 0,05
	< 0,05
	> 0,05

	Lô trị 1 (c)
	0,78 ± 0,14
	0,36 ± 0,12
	0,12 ± 0,05

	pc-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05

	pc-b
	< 0,05
	< 0,05
	> 0,05

	Lô trị 2 (d)
	0,74 ± 0,13
	0,37 ± 0,09
	0,11 ± 0,03

	pd-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05

	pd-b
	< 0,05
	< 0,05
	> 0,05


 
[bookmark: _Hlk51789890]	Lô mô hình không làm thay đổi trọng lượng tuyến tiền liệt, nhưng làm giảm trọng lượng tinh hoàn, túi tinh rõ rệt so với lô chứng và hai lô dùng Testin CT3 với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 
	Lô dùng cao đặc Testin CT3 ở hai mức liều không làm thay đổi trọng lượng tuyền tiền liệt, nhưng có trọng lượng tinh hoàn, túi tinh giảm không khác biệt có ý nghĩa thống kê so với lô chứng (p > 0,05), nhưng so với lô mô hình thì có sự tăng rõ rệt trọng lượng tinh hoàn và túi tinh với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 

3.2.1.3. Tác dụng của Testin CT3 lên số lượng và chất lượng tinh trùng 


[bookmark: _Toc74077768]Biểu đồ 3.3. Ảnh hưởng Testin CT3 đến số lượng tinh trùng
**p < 0,05 so với lô chứng sinh học (Student’t-test)▲

[bookmark: _Hlk51791047]       p < 0,05 so với lô với lô mô hình (Student’t-test)
	Lô Testin CT3 liều 1 có số lượng tinh trùng (79,80 ± 23,56) tăng rõ rệt có ý nghĩa thống kê so với lô mô hình (p < 0,05), nhưng so với lô chứng (77,75 ± 24,67) có tăng nhưng chưa có sự khác biệt (p > 0,05).
	Lô Testin CT3 liều 2, số lượng tinh trùng (65,70 ± 26,69) có tăng nhưng không có sự khác biệt so với lô mô hình (p > 0,05), so với lô chứng không tăng số lượng tinh trùng.
	Lô mô hình số lượng tinh trùng (48,00 ± 17,83) giảm rõ rệt có ý nghĩa thống kê so với lô chứng và lô Testin liều 1 (p < 0,05).


[bookmark: _Toc74077588]Bảng 3.17. Tác dụng Testin CT3 đối với mức độ di động của tinh trùng
	[bookmark: _Hlk51791182]Lô chuột
(n=10)
	Tỷ lệ di động tinh trùng M ± SD (%)

	
	Nhanh
	Chậm
	Tại chỗ
	Bất động

	Chứng (a)
	42,50 ± 12,30
	5,00 ± 2,26
	4,60 ± 2,01
	47,90 ± 15,26

	Mô hình (b)
	25,50 ± 8,64
	4,10 ± 1,66
	3,50 ± 1,35
	66,90 ± 10,59

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

	Lô trị 1 (c)
	37,00 ± 10,06
	4,50 ± 1,84
	5,20 ± 1,62
	53,30 ± 11,41

	pc-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05

	pc-b
	< 0,05
	> 0,05
	< 0,05
	< 0,05

	Lô trị 2 (d)
	40,00 ± 10,80
	5,50 ± 2,01
	4,80 ± 2,29
	53,70 ± 12,06

	pd-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05

	pd-b
	< 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	< 0,05


[bookmark: _Hlk51793420]
Lô mô hình tỷ lệ tinh trùng di động nhanh thấp hơn, tinh trùng di động bất động cao hơn rõ rệt so với lô chứng và hai lô dùng Testin CT3 với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Tỷ lệ tinh trùng di động tại chỗ giảm có sự khác biệt so với lô Testin CT3 liều thấp (p < 0,05), nhưng không có sự khác biệt so với lô chứng và lô Testin CT3 liều cao. Tinh trùng di động chậm giảm nhưng không có sự khác biệt so với lô chứng và hai lô dùng Testin CT3.
Lô Testin CT3 liều 1 và liều 2, mức độ di động của tinh trùng không có sự khác biệt so với lô chứng (p > 0,05). Tỷ lệ tinh trùng di động nhanh cao hơn và tinh trùng bất động thấp hơn rõ rệt so với lô mô hình có sự khác biệt thống kê (p < 0,05).

3.2.1.4. Ảnh hưởng của Testin CT3 đối với nồng độ testosteron máu
*
*


*p < 0,05 so với lô chứng và lô mô hình (Student’t-test)
[bookmark: _Toc74077769]Biểu đồ 3.4. Nồng độ testosteron (nmol/L)
[bookmark: _Hlk51790574]Lô mô hình nồng độ testosteron thấp hơn với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với lô chứng và hai lô dùng cao đặc Testin CT3 (p < 0,05). 
Lô dùng cao đặc Testin CT3 ở cả hai liều đều nồng độ testosteron cao hơn rõ rệt so với lô chứng và lô mô hình với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05).

3.2.1.5. Tác dụng Testin CT3 trên sự thay đổi mô học ống sinh tinh


[bookmark: _Toc74077770]Biểu đồ 3.5. Tỷ lệ nhóm điểm theo Johnsen 
[bookmark: _Hlk51791618]	Lô chứng đa số ống sinh tinh thể hiện ở nhóm điểm 9-10 (70,5%) và nhóm điểm 7-8 chiếm 29,5%. Không có ống sinh tinh nào dưới 7 điểm.
	Lô mô hình có rất ít ống sinh tinh thể hiện nhóm điểm 9-10 (chỉ có 0,5%). Đa số ống sinh tinh thể hiện nhóm điểm 5-6 (59,5%) và nhóm điểm 3-4 (21,5%); nhóm điểm 7-8 chỉ chiếm 18,5%.
	Lô trị 1 và lô trị 2, nhóm điểm 9-10 cao hơn so với lô mô hình tương ứng là 49,5% và 38%; nhóm điểm 3-4 ít hơn so với lô mô hình chiếm 3,5% - 7,5%.
[image: ]

[bookmark: _Toc74077771]Biểu đồ 3.6. Biểu đồ Boxplot phân bố điểm Johnsen 
	Điểm Johnsen trung bình ở lô mô hình là 5,16 ± 1,23 thấp hơn rõ với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với hai lô dùng Testin CT3 và lô chứng (p < 0,05). 
[bookmark: _Hlk46475366]Lô dùng Testin CT3 liều thấp có điểm Johnsen trung bình là 7,68 ± 1,55 và liều cao là 7,26 ± 1,77 thấp hơn so với lô chứng là 8,73 ± 0,59 với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05).


[image: ]
[bookmark: _Toc74077917]Hình 3.4. Điểm Johnsen đánh giá ống sinh tinh qua mặt cắt ngang
[bookmark: _Toc74077918]Bằng nhuộm hematoxylin-eosin (HE)
[bookmark: _Toc74077919]1- tế bào Leydig, 2 - tinh nguyên bào, 3 - tinh bào
[bookmark: _Toc74077920]4 - tinh tử, 5 - tinh trùng, 6 - tế bào Sertoli
[bookmark: _Toc53295236][bookmark: _Toc74643052]3.2.2. Tác dụng của Testin CT3 trên chuột nhắt gây suy giảm sinh sản bằng stress giam giữ
3.2.2.1. Ảnh hưởng của Testin CT3 đến trọng lượng cơ thể chuột suy giảm sinh sản bằng stress giam giữ
	Sau 15 ngày giam giữ chuột ở 3 lô (lô trị 1, lô trị 2 và lô mô hình), thấy trọng lượng cơ thể chuột ở các lô thay đổi như sau:
[bookmark: _Toc74077589]Bảng 3.18. Ảnh hưởng của Testin CT3 tới trọng lượng cơ thể chuột trên mô hình gây suy giảm sinh sản bằng stress giam giữ
	[bookmark: _Hlk40399030]Lô chuột
(n=10)
	Trọng lượng chuột Mean ± SD (g)
	ptrước – sau

	
	Trước giam giữ
	Sau 15 ngày 
	

	Lô chứng (a)
	30,53 ± 2,19
	30,71 ± 1,90
	> 0,05

	Lô mô hình (b)
	30,68 ± 2,54
	29,55 ± 2,38
	< 0,05

	pb-a
	> 0,05
	> 0,05
	

	Lô trị 1 (c)
	30,40 ± 1,46
	29,81 ± 1,49
	< 0,05

	pc-a
	> 0,05
	> 0,05
	

	pc-b
	> 0,05
	> 0,05
	

	Lô trị 2 (d)
	30,29 ± 2,42
	29,94 ± 2,20
	> 0,05

	pd-a
	> 0,05
	> 0,05
	

	pd-b
	> 0,05
	> 0,05
	


	 
Trọng lượng chuột các lô trong cùng thời điểm không có sự khác biệt (p > 0,05). Trọng lượng của lô mô hình và lô dùng Testin CT3 liều thấp sau khi giam giữ bất động chuột đều giảm có ý nghĩa thống kê (p < 0,05).
3.2.2.2. Tác dụng của Testin CT3 đến trọng lượng các cơ quan sinh dục
	Kết quả sau 15 ngày giam giữ cho thấy trọng lượng cơ quan sinh dục của chuột ở các lô trị 1, lô trị 2 và lô mô hình như sau:
[bookmark: _Toc74077590]Bảng 3.19. Tác dụng của Testin CT3 lên trọng lượng tinh hoàn, túi tinh chuột gây suy giảm sinh sản bằng stress giam giữ
	Lô chuột 
(n=8)
	Trọng lượng cơ quan sinh dục M ± SD (mg/100g)

	
	Tinh hoàn
	Túi tinh

	Chứng (a)
	0,58 ± 0,09
	0,51 ± 0,12

	Mô hình (b)
	0,49 ± 0,03
	0,23 ± 0,13

	pb-a
	< 0,05
	< 0,05

	Lô trị 1 (c)
	0,63 ± 0,11
	0,63 ± 0,19

	pc-a
	> 0,05
	> 0,05

	pc-b
	< 0,05
	< 0,05

	Lô trị 2 (d)
	0,66 ± 0,09
	0,74 ± 0,19

	pd-a
	> 0,05
	< 0,05

	pd-b
	< 0,05
	< 0,05


 
	- Lô mô hình trọng lượng của các cơ quan sinh dục gồm tinh hoàn, túi tinh đều giảm hơn so với lô chứng, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05).
	- Lô dùng Testin CT3 liều thấp làm tăng trọng lượng tinh hoàn, túi tinh, so với mô hình với sự khác biệt thống kê (p < 0,05). 
	- Lô Testin CT3 liều cao làm tăng rõ rệt trọng lượng tinh hoàn, túi tinh so với lô mô hình với sự khác biệt thống kê (p < 0,05). Riêng túi tinh trọng lượng tăng hơn so với lô chứng có khác biệt thống kê (p < 0,05).


[bookmark: _Toc74077591]Bảng 3.20. Tác dụng của Testin CT3 lên trọng lượng tuyến tiền liệt, tuyến Cowper, cơ nâng hậu môn trên mô hình stress giam giữ
	Lô chuột 
(n=8)
	Trọng lượng cơ quan sinh dục M ± SD (mg/100g)

	
	Tuyến tiền liệt
	Tuyến Cowper
	Cơ nâng hậu môn

	Chứng (a)
	0,30 ± 0,10
	0,19 ± 0,05
	0,19 ± 0,05

	Mô hình (b)
	0,28 ± 0,07
	0,13 ± 0,04
	0,13 ± 0,09

	pb-a
	> 0,05
	< 0,05
	< 0,05

	Lô trị 1 (c)
	0,25 ± 0,05
	0,19 ± 0,06
	0,13 ± 0,05

	pc-a
	< 0,05
	> 0,05
	< 0,05

	pc-b
	> 0,05
	< 0,05
	> 0,05

	Lô trị 2 (d)
	0,29 ± 0,04
	0,21 ± 0,05
	0,17 ± 0,04

	pd-a
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05

	pd-b
	> 0,05
	< 0,05
	< 0,05


 
	- Lô mô hình trọng lượng của các cơ quan sinh dục gồm tuyến Cowper, cơ nâng hậu môn đều giảm hơn rõ rệt so với lô chứng, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p < 0,05.
	- Lô dùng Testin CT3 liều thấp làm tăng trọng lượng tuyến Cowper so với lô mô hình có khác biệt thống kê (p < 0,05). Tuyến tiền liệt giảm rõ rệt so với lô chứng (p < 0,05).
	- Lô Testin CT3 liều cao làm tăng trọng lượng tuyến Cowper và cơ nâng hậu môn so với lô mô hình có sự khác biệt thống kê (p < 0,05). 



3.2.2.3. Tác dụng của Testin CT3 đến kích thước ống sinh tinh
[bookmark: _Toc74077592]Bảng 3.21. Tác dụng của Testin CT3 đến kích thước ống sinh tinh (n=25)
	[bookmark: _Hlk40108934]Lô chuột
(n=10)
	Kích thước ống sinh tinh Mean ± SD (µm)

	
	ĐK OST
	ĐK lòng OST
	Cao biểu mô OST 

	Chứng (a)
	141,87 ± 14,06
	57,31 ± 11,79
	42,28 ± 6,24

	Mô hình (b)
	126,74 ± 15,02
	56,52 ± 12,52
	35,11 ± 5,43

	pb-a
	< 0,05
	> 0,05
	< 0,05

	Lô trị 1 (c)
	139,72 ± 15,84
	57,05 ± 12,87
	41,33 ± 5,99

	pc-a
	>0,05
	> 0,05
	> 0,05

	pc-b
	< 0,05
	> 0,05
	< 0,05

	Lô trị 2 (d)
	165,70 ± 46,87
	64,26 ± 21,45
	50,72 ± 16,26

	pd-a
	< 0,05
	< 0,05
	< 0,05

	pd-b
	< 0,05
	< 0,05
	< 0,05


 
	Lô mô hình đường kính và chiều cao biểu mô ống sinh tinh giảm rõ với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05) so với lô chứng và hai lô dùng Testin CT3.
	Lô dùng Testin CT3 liều thấp có đường kính ống sinh tinh và chiều cao biểu mô ống sinh tinh cao hơn rõ rệt so với lô mô hình với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05).
	Lô dùng Testin CT3 liều cao đều làm tăng đường kính ống sinh tinh, đường kính lòng ống sinh tinh và chiều cao biểu mô ống sinh tinh có sự khác biệt thống kê so với lô chứng và lô mô hình (p < 0,05).
[image: ]
[bookmark: _Toc74077921]Hình 3.5. Kích thước OST và lòng OST lô chứng

[image: ]
[bookmark: _Toc74077922] Hình 3.6. Kích thước OST và lòng OST lô mô hình
[image: ]
[bookmark: _Toc74077923]Hình 3.7. Kích thước OST và lòng OST lô trị 1
[image: ]
[bookmark: _Toc74077924]Hình 3.8. Kích thước OST và lòng OST lô trị 2
3.2.2.4. Tác dụng của Testin CT3 trên sự thay đổi mô học ống sinh tinh 
[bookmark: _Toc74077593]Bảng 3.22. Đánh giá ống sinh tinh theo thang điểm Mustafa
	[bookmark: _Hlk40340529]Lô chuột
(n=10)
	Thang điểm n (%)

	
	5
	4
	3
	2
	1
	0

	Chứng (1)
	56 (28)
	127 (63,5)
	14 (7)
	3 (1,5)
	0
	0

	Mô hình (2)
	8 (4)
	66 (33)
	90 (45)
	36 (18)
	0
	0

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

	Lô trị 1 (3)
	55 (27,5)
	119 (59,5)
	21 (10,5)
	5 (2,5)
	0
	0

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

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

	Lô trị 2 (4)
	75 (37,5)
	96 (48)
	22 (11)
	7 (3,5)
	0
	0

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

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



- Lô mô hình các ống sinh tinh thể hiện thang điểm 2 và 3 nhiều hơn có ý nghĩa thống kê so với lô chứng (p < 0,05), chủ yếu là sự hiện diện của tinh tử và rất ít tinh trùng. Thang điểm 4 và 5 thể hiện quá trình sinh tinh đầy đủ thì rất ít so với lô chứng có ý nghĩa thống kê (p < 0,05).
	- Lô trị 1: phần lớn ống sinh tinh ở thang điểm 4 và 5, ít ống sinh tinh thể hiện ở thang điểm 2 và 3, so với lô chứng thì không có sự khác biệt, nhưng so với lô mô hình thì có sự khác biệt rõ rệt (p < 0,05).
	- Lô trị 2: ống sinh tinh thể hiện điểm 4, 5 nhiều hơn có ý nghĩa thống kê so với lô chứng và lô mô hình (p < 0,05). Điểm 2 và 3 ít hơn so với lô chứng nhưng không có sự khác biệt, nhưng so với lô mô hình thì ít hơn rõ rệt với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05).

[image: ]
[bookmark: _Toc74077772]Biểu đồ 3.7. Biểu đồ Boxplot phân bố điểm Mustafa của 4 lô nghiên cứu
Đánh giá ống sinh tinh của chuột theo thang điểm Mustafa cho kết quả như sau: 
Điểm trung bình ở lô mô hình là 3,23 ± 0,79 thấp hơn rõ rệt với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với hai lô dùng Testin CT3 và lô chứng (p < 0,05). 
Điểm trung bình của lô dùng Testin CT3 liều thấp là 4,12 ± 0,68 và liều cao là 4,20 ± 0,77 thấp hơn so với lô chứng (4,18 ± 0,62), tuy nhiên sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).


[bookmark: _Hlk42960980]
[bookmark: _Toc74077773]Biểu đồ 3.8. Tỷ lệ nhóm điểm theoMustafa 
[bookmark: _Hlk42960756]	Lô chứng đa số ống sinh tinh thể hiện ở nhóm điểm 4 - 5 chiếm 91,5% và nhóm điểm 2 - 3 chiếm 37%. Không có ống sinh tinh nào dưới 2 điểm.
	Lô mô hình: ít ống sinh tinh thể hiện điểm 4 - 5 (37%). Đa số ống sinh tinh thể hiện điểm 2 - 3 (63%), không có ống sinh tinh nào dưới 2 điểm
	Lô trị 1 và lô trị 2, nhóm điểm 4 - 5 cao hơn so với lô mô hình tương ứng là 87% và 85,5%; nhóm điểm 2-3 ít hơn so với lô mô hình chiếm 13% - 14,5%.




[image: ]
[bookmark: _Toc74077925][bookmark: _Hlk50922176]Hình 3.9. Điểm đánh giá ống sinh tinh qua mặt cắt ngang
[bookmark: _Toc74077926]1- tinh nguyên bào; 2 - tinh bào; 3 - tinh tử; 4 - tinh trùng
[bookmark: _Toc53295237][bookmark: _Toc74643053]3.2.3. Kết quả đánh giá hoạt tính androgen của cao đặc Testin CT3
[bookmark: _Toc74077594]Bảng 3.23. Ảnh hưởng của Testin CT3 đến trọng lượng chuột
[bookmark: _Toc74077595]trong nghiên cứu đánh giá hoạt tính androgen
	Lô chuột
(n=8)
	Trọng lượng chuột (g)
	ptrước - sau

	
	Trước thí nghiệm
	Sau thí nghiệm
	

	Chứng (a)
	101,25 ± 14,08
	104,75 ± 14,8
	< 0,05

	Tham chiếu (b)
	107,50 ± 16,83
	119,06 ± 17,3
	

	pb-a
	> 0,05
	> 0,05
	

	Lô trị 1 (c)
	111,13 ± 16,24
	117,88 ± 16,04
	

	pc-a
	> 0,05
	> 0,05
	

	pc-b
	> 0,05
	> 0,05
	

	Lô trị 2 (d)
	108,50 ± 4,87
	115,75 ± 6,45
	

	pd-a
	> 0,05
	> 0,05
	

	pd-b
	> 0,05
	> 0,05
	


Trọng lượng chuột của các lô trong cùng thời điểm không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Trọng lượng chuột của từng lô trước và sau thí nghiệm đều tăng có ý nghĩa thống kê (p < 0,05).
[bookmark: _Toc74077596]Bảng 3.24. Ảnh hưởng Testin CT3 đến trọng lượng quy đầu, tuyến tiền liệt trong nghiên cứu đánh giá hoạt tính androgen
	Lô chuột 
(n=8)
	Trọng lượng M ± SD (g/100g)

	
	Quy đầu
	Tuyến tiền liệt

	Chứng (a)
	0,038 ± 0,006
	0,006 ± 0,0005

	Tham chiếu (b)
	0,082 ± 0,013
	0,077 ± 0,019

	pb-a
	< 0,05
	< 0,05

	Lô trị 1 (c)
	0,042 ± 0,010
	0,007 ± 0,001

	pc-a
	> 0,05
	> 0,05

	pc-b
	< 0,05
	< 0,05

	Lô trị 2 (d)
	0,043 ± 0,005
	0,006 ± 0,001

	pd-a
	> 0,05
	> 0,05

	pd-b
	< 0,05
	< 0,05


	
	Lô tham chiếu dùng testosteron 0,4 mg/kg; trọng lượng quy đầu, tuyến tiền liệt tăng rất rõ rệt so với lô chứng và 2 lô dùng Testin CT3 với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05).
	Lô dùng Testin CT3 liều thấp so với lô chứng; trọng lượng quy đầu và tuyến tiền liệt không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).
	Lô dùng Testin CT3 liều cao; trọng lượng quy đầu và tuyến tiền liệt cũng không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với lô chứng (p > 0,05).



[bookmark: _Toc74077597]Bảng 3.25. Ảnh hưởng Testin CT3 đến trọng lượng túi tinh,
[bookmark: _Toc74077598]tuyến Cowper, cơ nâng hậu môn trong đánh giá hoạt tính androgen
	Lô chuột 
(n=8)
	Trọng lượng M ± SD (g/100g)

	
	Túi tinh
	Tuyến Cowper
	Cơ nâng hậu môn

	Chứng (a)
	0,025 ± 0,006
	0,031 ± 0,005
	0,037 ± 0,008

	Tham chiếu (b)
	0,312 ± 0,088
	0,055 ± 0,009
	0,197 ± 0,038

	pb-a
	< 0,05
	< 0,05
	< 0,05

	Lô trị 1 (c)
	0,046 ± 0,014
	0,032 ± 0,011
	0,047 ± 0,008

	pc-a
	< 0,05
	> 0,05
	< 0,05

	pc-b
	< 0,05
	< 0,05
	< 0,05

	Lô trị 2 (d)
	0,036 ± 0,010
	0,042 ± 0,006
	0,054 ± 0,018

	pd-a
	< 0,05
	< 0,05
	< 0,05

	pd-b
	< 0,05
	< 0,05
	< 0,05


 
	- Lô dùng testosteron propionat trọng lượng của túi tinh, tuyến Cowper, cơ nâng hậu môn đều tăng cao hơn lô chứng và hai lô dùng Testin CT3, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05).
	- Lô dùng Testin CT3 liều thấp không làm tăng trọng lượng tuyến Cowper, nhưng lại làm tăng trọng lượng túi tinh, cơ nâng hậu môn so với lô chứng có khác biệt thống kê (p < 0,05). 
	- Lô Testin CT3 liều cao làm tăng trọng lượng túi tinh, tuyến Cowper và cơ nâng hậu môn so với lô chứng có sự khác biệt thống kê (p < 0,05).
[bookmark: _Toc53295238][bookmark: _Toc74643054]CHƯƠNG 4
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[bookmark: _Toc53295239][bookmark: _Toc74643056]4.1. Tính an toàn của cao đặc Testin CT3
[bookmark: _Toc53295240][bookmark: _Toc74643057]4.1.1. Độc tính cấp của Testin CT3
	Thuốc dược thảo sử dụng trong phòng ngừa và điều trị bệnh đã có lịch sử lâu đời. Tuy nhiên, phổ biến nhất là sử dụng các công thức dược thảo không có chỉ dẫn về chất lượng, an toàn và hiệu quả.
Trong đánh giá và xác định các đặc tính độc hại của một chất, thì việc xác định độc tính cấp bằng đường uống thường là bước đầu tiên. Thông tin có được từ các nghiên cứu độc tính cấp trên động vật thực nghiệm rất cần thiết để xác định độc tính tiềm tàng của một thuốc với con người. Những dữ liệu nghiên cứu độc tính cấp có thể làm cơ sở trong việc phân loại và ghi nhãn thuốc. Đây là bước đầu tiên trong việc thiết lập liều dùng đối với nghiên cứu độc tính bán trường diễn và các nghiên cứu khác. Ngoài ra còn cung cấp thông tin ban đầu về tác động độc của một thuốc [104].
	Cơ sở sử dụng động vật trong thử nghiệm độc tính cấp là sự tác động của chất tổng hợp trên động vật, tương tự tác động có thể xảy ra trên người hoặc động vật có vú khác. Nghiên cứu độc tính cấp cho thấy thử nghiệm ngắn hạn trên động vật tương tự với những phơi nhiễm cấp tính trên người. Nói chung, thời gian phơi nhiễm, liều hóa chất, lựa chọn loài động vật và các thông số sinh học được sử dụng trong nghiên cứu cấp tính mang tính chất linh hoạt [105]. 
	Thử nghiệm độc tính cấp nhằm xác định độc tính của một chất hóa học/thuốc sau khi sử dụng một lần bằng các đường dùng khác nhau (uống, trong da, dưới da, tĩnh mạch, trong phúc mạc, qua phổi). Mục đích chính của nghiên cứu này là đánh giá mức độ độc bằng cách định lượng và định tính nhằm so sánh với các thuốc khác. Ngoài ra, thử nghiệm này cũng cung cấp thông tin về độc tính cấp một cách định tính, tức là bước đầu đưa ra cơ chế cấp tính của độc tính. Cũng như bước đầu đưa ra mức liều sẽ thử nghiệm trong các nghiên cứu tiếp theo. Thời gian từ lúc bắt đầu đến khi kết thúc dấu hiệu độc có thể cung cấp thông tin có giá trị về độc động lực của hợp chất. 
	Phương pháp nghiên cứu độc tính cấp đã thay đổi trong nhiều thập kỷ qua vì liên quan đến vấn đề bảo vệ động vật. Việc quan sát tỷ lệ tử vong ở động vật để xác định LD50 không còn là mục tiêu chính của thử nghiệm độc tính cấp. Hiện nay nghiên cứu độc tính cấp tập trung vào mức độ dung nạp cấp tính, bản chất của các triệu chứng độc cấp tính trong phạm vi gây chết và mức liều gây chết trên động vật, nghĩa là quan tâm về chất lượng thay thế cho số lượng. Và dựa theo nguyên tắc này, có thể sử dụng 3 - 5 động vật cho mỗi nhóm giới tính và liều lượng. 
	Khi thử nghiệm độc tính cấp thì chất lượng thuốc thử phải giống như thuốc sẽ được sử dụng trên người và sau khi thử độc tính thì tá dược hay tạp chất cũng phải tương tự như khi thử. Đây là kinh nghiệm trong nhiều thập kỷ khi phát triển thuốc. Chất lượng của một sản phẩm thuốc trong thử nghiệm độc tính cấp không nên có quá nhiều tạp chất, vì những thay đổi trong quá trình tổng hợp có thể xảy ra trong quá trình phát triển và nhân rộng thuốc đó. Nếu hàm lượng tạp chất và những thay đổi sau này quá lớn, thì câu hỏi được đưa ra là những dữ liệu về độc tính không có hoặc có ít tạp chất còn có giá trị cho các sản phẩm thuốc với quy trình sản xuất quy mô lớn có số lượng tạp chất cao hơn [106]. 
	Hiện nay có rất nhiều phương pháp xác định LD50 được sử dụng trên thế giới cũng như tại Việt Nam. Trong nghiên cứu này chúng tôi sử dụng phương pháp xác định LD50 theo Litchfield - Wilcoxon. Phương pháp này phải tiến hành vẽ đồ thị trên giấy logarit - probit, sử dụng một số toán đồ và bảng số. Nhưng việc tính toán khá nhanh, lại có cách kiểm tra lại đồ thị đã vẽ xem có đúng không và tính được giới hạn tin cậy [90].
Kết quả nghiên cứu ở bảng 3.1 cho thấy, chuột nhắt trắng được uống Testin CT3 với liều tăng dần từ 90 g/kg thể trọng đến mức liều 330 g/kg thể trọng. Sau khi uống Testin CT3, với mức liều 120g/kg, chuột bắt đầu xuất hiện các biểu hiện kém hoạt động, lông xù, ăn uống kém, đi ngoài phân lỏng và có 01/10 chuột chết trong vòng 24 giờ. Số chuột chết tăng dần khi tăng liều dùng, tới liều 330 g/kg gây chết 100% chuột thí nghiệm. Số chuột còn sống ở các lô dần phục hồi, hoạt động, ăn uống bình thường. Số chuột chết trong thử nghiệm và chuột sống sau 14 ngày được mổ, quan sát đại thể không thấy có sự thay đổi về đại thể ở tất cả chuột thử nghiệm. Từ kết quả về tỷ lệ % chuột chết ở từng lô trong vòng 72 giờ sau khi uống Testin CT3, ta vẽ được đồ thị biểu diễn mối tương quan tuyến tính giữa liều lượng và số chuột chết ở mỗi liều (biểu đồ 3.1). Từ đó xác định được liều chết LD50 = 250,13 g/kg (210,2 g/kg - 297,45 g/kg). 
Theo phân loại độc tính của GHS (Globally Harmonised System for Classification of Chemicals), những chất có giá trị độc tính cấp LD50 > 5000 mg/kg thể trọng được coi là chất gần như không độc [107], [108]. Do vậy, cao đặc Testin CT3 với LD50 = 250,13 g/kg được phân loại vào nhóm không yêu cầu cảnh báo đặc biệt, và được coi gần như không độc.
Theo Đỗ Trung Đàm, dựa vào chỉ số điều trị để đánh giá tính an toàn của một thuốc. Chỉ số điều trị I0 được tính dựa vào LD50 và ED50 của cùng một loại động vật và cùng một đường dùng thuốc. Nếu chỉ số điều trị lớn hơn 10 (I0 > 10) thì thuốc dùng tương đối an toàn, nếu I0 càng lớn hơn 10 thì thuốc càng an toàn [109]. Áp dụng công thức thì chỉ số điều trị của Testin CT3 là I0 = 10,38 (I0 > 10). Như vậy Testin CT3 dùng tương đối an toàn.
So sánh với nghiên cứu của Dương Thị Ly Hương, dịch chiết nước Bá bệnh cũng gây độc tính cấp với LD50 là 135,00 g/kg. Các biểu hiện độc tính cấp của chuột gồm lông dựng, tiêu chảy, lồi mắt trái, mổ quan sát đại thể gan thận thấy hồng, mềm mại, không sung huyết [47]. Biểu hiện độc tính trong nghiên cứu của chúng tôi cũng tương tự như nghiên cứu của tác giả Dương Thị Ly Hương, cũng thấy biểu hiện đặc trưng là lông dựng, tiêu chảy. Tuy nhiên, giá trị LD50 trong nghiên cứu của chúng tôi thấp hơn của tác giả Dương Thị Ly Hương, có thể do bài thuốc của chúng tôi phối hợp nhiều vị thuốc với nhau, trong đó vị bá bệnh chỉ có 10g, còn tác giả Dương Thị Ly Hương chỉ dùng bá bệnh. Như vậy có thể thấy trong bá bệnh có thành phần gây độc nên dẫn đến có LD50 của bài thuốc nghiên cứu.
Chúng tôi cũng tìm thấy công bố về độc tính cấp của chế phẩm OS35 (cao chiết cồn quả Xà sàng) trong nghiên cứu của Đậu Thùy Dương với LD50 là 4,5 g/kg [70]. Chứng tỏ xà sàng tử trong bài thuốc Testin CT3 cũng có chứa thành phần gây độc. Hoặc có nghiên cứu xác định dược liệu ba kích có LD50 là 193 g/kg, chứng tỏ ba kích trong bài thuốc Testin CT3 có chứa thành phần gây độc. Còn các vị dược liệu khác trong bài thuốc thì không tìm thấy công bố về độc tính cấp [110].
Ngoài những ghi nhận về tình trạng lông xù, tiêu chảy trong nghiên cứu, chúng tôi cũng mổ những chuột bị chết để quan sát đại thể thì đều thấy tim, phổi, gan, lách, thận hồng, mềm mại, không sung huyết. Như vậy, có thể độc tính của Testin CT3 không phải do ảnh hưởng đến chức năng gan thận và mang tính chất cấp tính có thể gây ảnh hưởng ngay đến chức năng của nhiều hệ cơ quan khác. Đặc biệt tiêu chảy là dấu hiệu thường thấy ở những lô uống Testin CT3 liều cao. Câu hỏi được đưa ra, liệu Testin CT3 có ảnh hưởng gì đến hệ tiêu hóa không? Để trả lời được câu hỏi này thì cần phải tiếp tục đánh giá thêm độc tính bán trường diễn và độc tính trên sinh sản để khẳng định tính an toàn của cao đặc Testin CT3.
Ngoài ra từ kết quả nghiên cứu này, có thể khuyến cáo đến người sử dụng Testin CT3 khi dùng trên lâm sàng cần lưu ý đến tác dụng không mong muốn gây tiêu chảy của Testin CT3 trên thực nghiệm.
* Cơ sở lựa chọn liều Testin CT3 dùng trong nghiên cứu
[bookmark: _Hlk41470372]	Xác định đúng liều dùng trong thực nghiệm góp phần quan trọng cho sự thành công của nghiên cứu, thường phải căn cứ vào liều có thể gây đáp ứng. Xác định liều thực nghiệm bằng cách tham khảo tài liệu, tính từ liều lâm sàng đã có hoặc dò liều. Dò liều là phương pháp tốt nhất kể cả khi đã có liều thí nghiệm do tài liệu và lâm sàng cung cấp [107]. 
	 Dựa vào liều LD50 của Testin CT3 đã xác định được là 250,13 g/kg (ở phần 3.1). Theo Đỗ Trung Đàm, liều thử nghiệm dược lý an toàn bằng 1/10 LD50 ở cùng một loại động vật và cùng một đường dùng thuốc [109]. Trong nghiên cứu này, chúng tôi dò liều an toàn bằng 1/10,4 LD50 tức là bằng 24,10 g/kg đối với chuột nhắt. Sau đó áp dụng phương pháp ngoại suy liều thì chuột nhắt tính theo hệ số 12,3; chuột cống hệ số 6,2 và thỏ hệ số 3 [109], [111] thì liều dùng an toàn cho chuột nhắt trong nghiên cứu là 24,10 g dược liệu/kg; chuột cống là 12,15 g dược liệu/kg và của thỏ là 5,88 g dược liệu/kg. 
[bookmark: _Toc53295241][bookmark: _Toc74643058]4.1.2. Độc tính bán trường diễn
Sự phát triển dược phẩm là một quá trình từng bước với việc đánh giá thông tin an toàn trên cả người và động vật. Mục đích của thử nghiệm bán trường diễn là xác định độc tính trên các cơ quan đích, đáp ứng với mức liều dùng, mối quan hệ giữa sự phơi nhiễm bên trong. Sự phơi nhiễm bên trong nghĩa là nồng độ độc trong máu hoặc mô của động vật thí nghiệm sau khi dùng thuốc ở các liều khác nhau. Việc so sánh mức độ phơi nhiễm bên trong ở các loài động vật thí nghiệm, từ đó dẫn đến yếu tố an toàn trên người, là yếu tố tin cậy khi đánh giá nguy cơ gây độc trong các thử nghiệm lâm sàng và trong giai đoạn thương mại hóa thuốc. Những thông tin này rất quan trọng cho việc tính toán liều khởi đầu cho các thử nghiệm trên người và nhận định các cơ quan và tế bào đích (ví dụ: tế bào máu) để theo dõi trên lâm sàng các tác dụng phụ tiềm ẩn. Mục đích của các nghiên cứu độc tính bán trường diễn là cung cấp thông tin đáng tin cậy về mức liều sẽ được sử dụng trong các giai đoạn phát triển lâm sàng khác nhau [106].
	Thực tế việc điều trị suy giảm tinh trùng thường kéo dài, Testin CT3 dự kiến dùng trong thời gian 4 tuần trên người. Vì vậy, để đánh giá tính an toàn của bài thuốc, chúng tôi tiến hành nghiên cứu độc tính bán trường diễn trên thỏ liên tục trong 6 tuần (thêm 2 tuần so với thời gian dùng trên người) theo Quyết định 371/BYT-QĐ ban hành “Quy chế đánh giá tính an toàn và hiệu lực thuốc cổ truyền”. Trong nghiên cứu độc tính bán trường diễn, chúng tôi sử dụng hai mức liều: 5,88 g dược liệu/kg/ngày (tính theo hệ số 3) và liều gấp 3 lần liều dùng trên lâm sàng 17,64 g dược liệu/kg/ngày. 
[bookmark: _Hlk41927670]	* Tình trạng chung và sự thay đổi trọng lượng thỏ: Tình trạng chung và sự thay đổi thể trọng phản ánh sức khỏe của động vật và là những chỉ số cần phải đánh giá trong nghiên cứu độc tính bán trường diễn. Trong quá trình nghiên cứu, cả ba lô thỏ uống Testin CT3 và lô chứng đều ăn uống tốt, hoạt động bình thường, lông mượt, mắt sáng. Tuy nhiên, ở lô thỏ uống Testin CT3 liều cao thấy một số thỏ đi ngoài phân đen lỏng (màu giống màu cao đặc không phải máu), một số thỏ bị tiêu chảy nhẹ. Ngoài ra không thấy biểu hiện đặc biệt ở tất cả các lô thỏ. Kết quả ở bảng 3.2 cho thấy sự tăng trọng lượng của thỏ ở cả hai lô uống Testin CT3 không có sự khác biệt so với lô chứng và sự phát triển cân nặng của thỏ bình thường không có biểu hiện bất thường về tình trạng chung và cân nặng của thỏ. Qua đó cho thấy, Testin CT3 với hai mức liều đều không ảnh hưởng đến tình trạng chung và sự tăng trọng lượng thỏ trong suốt thời gian 6 tuần dùng Testin CT3. 
	Kết quả này của chúng tôi cũng cho thấy kết quả tương tự như trong nghiên cứu của tác giả Đậu Thùy Dương khi nghiên cứu độc tính bán trường diễn của riêng xà sàng tử (OS35) với liều 150 mg/kg và 450 mg/kg trong 4 tuần không ảnh hưởng đến tình trạng chung và cân nặng của chuột [70].
	Trong nghiên cứu của Dương Thị Ly Hương về độc tính bán trường diễn của rễ bá bệnh cho kết quả: với liều 4 g/kg thì cân nặng thỏ phát triển bình thường, nhưng với liều 12 g/kg gây ảnh hưởng tới sự phát triển cân nặng và tình trạng chung của thỏ [47]. Như vậy có thể thấy trong thành phần của rễ bá bệnh cũng có độc tính, nên khi dùng với liều cao sẽ gây ảnh hưởng tới sự phát triển cân nặng và tình trạng chung của thỏ. Tuy nhiên trong nghiên cứu của chúng tôi, lượng bá bệnh trong bài thuốc Testin CT3 tương đối thấp nên độc tính của bá bệnh không ảnh hưởng nhiều đến cân nặng thỏ nghiên cứu.
	* Ảnh hưởng của cao đặc Testin CT3 trên cơ quan tạo máu: Theo hướng dẫn của WHO, tình trạng chung, trọng lượng cơ thể và các chỉ số huyết học, sinh hóa máu là những xét nghiệm bắt buộc phải đánh giá khi nghiên cứu độc tính bán trường diễn của thuốc thử [112]. Kết quả nghiên cứu ở bảng 3.3, 3.4, 3.5 và 3.6 cho thấy sau 2 tuần uống Testin CT3, số lượng hồng cầu, bạch cầu, tiểu cầu và hàm lượng hemoglobin có giảm nhưng không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê lô chứng trong cùng thời điểm hoặc thời điểm trước sau khi dùng thuốc (p > 0,05). Nhưng đến tuần thứ 6 sau uống Testin CT3 thì các chỉ số về huyết học lại tăng trở lại và cũng không có sự khác biệt so với lô chứng cũng như so với hai thời điểm trước uống thuốc và sau 2 tuần. Như vậy có thể thấy Testin CT3 ở cả hai mức liều đều chưa làm ảnh hưởng tới chức năng tạo máu của thỏ.
	Kết quả nghiên cứu của Đậu Thùy Dương cho thấy OS35 (xà sàng tử) liều 150 mg/kg và 450 mg/kg không làm ảnh hưởng đến số lượng hồng cầu, huyết sắc tố, tiểu cầu và bạch cầu [70]. Trong nghiên cứu của Dương Thị Ly Hương, dịch chiết nước rễ bá bệnh có ảnh hưởng đến chức phận tạo máu, đặc biệt tới số lượng và chất lượng hồng cầu, nguyên nhân có thể do trong thành phần rễ bá bệnh có saponin, eurycomanon, eurycomalacton,… có thể làm vỡ hồng cầu [47]. Trong nghiên cứu của chúng tôi, đến tuần thứ 6 sau uống Testin CT3 thì các chỉ số huyết học cũng tăng trở lại giống như thời điểm trước thí nghiệm. Điều này có thể do trong công thức của Testin CT3 có bạch tật lê, hoàng kỳ, đương quy là những dược liệu có tác dụng bổ khí sinh huyết, bổ can thận, tăng cường lưu thông máu; câu kỷ tử bổ huyết bổ can thận, dưỡng âm. Việc kết hợp các dược liệu có tác dụng bồi bổ cơ thể trong thành phần bài thuốc Testin CT3 sẽ góp phần làm giảm độc tính trên hệ tạo máu của Testin CT3 so với nghiên cứu của Dương Thị Ly Hương chỉ dùng riêng rẽ bá bệnh.	  
	* Ảnh hưởng của Testin CT3 đến mức độ hủy hoại tế bào gan: Gan là cơ quan đặc biệt trong cơ thể, đảm nhận nhiều chức năng phức tạp, đặc biệt là chức năng chuyển hóa. Do đó khi cơ thể sử dụng thuốc, nếu thuốc có độc tính thì sẽ gây độc cho gan và làm ảnh hưởng đến chức năng gan. Vì vậy, khi nghiên cứu độc tính của bất kỳ loại thuốc nào thì việc đánh giá tác động của thuốc đối với sự hủy hoại tế bào gan là vấn đề vô cùng cần thiết.
Gan chứa nhiều acid glutamic và các enzym trao đổi amin như aspartat aminotransferase (AST) và alanin aminotransferase (ALT), nên quá trình trao đổi và khử amin xảy ra rất mạnh ở gan. Mức độ tổn thương tế bào gan thường được đánh giá thông qua hoạt độ các enzym transaminase trong huyết thanh, các enzym này thường thay đổi sớm nhất và có tính chất đặc trưng. Khi gan bị tổn thương, các enzym này tăng cao trong huyết thanh, nên định lượng hai enzym huyết thanh là chỉ số quan trọng để đánh giá tổn thương tế bào gan [113]. 
Kết quả bảng 3.7 và 3.8 cho thấy hoạt độ AST và ALT trong máu thỏ ở hai lô dùng Testin CT3 sau 2 và 6 tuần có tăng cao hơn so với thời điểm trước thí nghiệm và so với lô chứng, nhưng không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p > 0,05. Quan sát hình thái mô bệnh học gan thỏ sau dùng thuốc 6 tuần cũng cho thấy không có sự khác biệt về hình ảnh mô bệnh học gan thỏ ở hai lô dùng Testin CT3 so với lô chứng. 
Khi so sánh kết quả nghiên cứu của chúng tôi với các tác giả khác thấy: Tác giả Dương Thị Ly Hương cũng cho kết quả tương tự, khi dùng rễ bá bệnh liều 4 g/kg và 12 g/kg đều không ảnh hưởng tới nồng độ ALT và AST trong huyết thanh thỏ [47]. Đậu Thùy Dương cũng cho kết quả OS35 chưa ảnh hưởng đến chỉ số đánh giá tình trạng tổn thương tế bào gan chuột cống trắng [70].
Ngoài đánh giá tác dụng của thuốc đối với mức độ hủy hoại tế bào gan, thì khi nghiên cứu độc tính cần phải đánh giá ảnh hưởng của thuốc đến chức năng gan như chuyển hóa protein, chuyển hóa lipid hay khả năng bài tiết mật của gan. Bằng cách định lượng albumin trong máu, định lượng cholesterol toàn phần, cũng như định lượng nồng độ bilirubin trong huyết thanh. Trong nghiên cứu này, do còn hạn chế về kinh phí để triển khai nghiên cứu, nên chưa thực hiện thêm được các xét nghiệm để đánh giá tác dụng của Testin CT3 đến chức năng gan mà mới chỉ thực hiện được các xét nghiệm đánh giá mức độ hủy hoại tế bào gan. Đây cũng là một hạn chế của nghiên cứu này, vì vậy trong tương lai chúng tôi hy vọng sẽ tiếp tục được tiến hành các nghiên cứu tiếp theo để hoàn thiện những mặt còn thiếu sót của nghiên cứu này.
* Ảnh hưởng của Testin CT3 đến chức năng chức năng thận: Thận là cơ quan bài tiết chính của cơ thể, có vai trò quan trọng trong đảm bảo sự hằng định nội môi. Khi đưa thuốc vào cơ thể, phần lớn thuốc được đào thải qua thận. Vì vậy nếu thuốc có độc tính thì có thể gây độc và làm tổn thương thận, từ đó ảnh hưởng tới chức năng thận. Để đánh giá ảnh hưởng của thuốc đến chức năng thận, khi cầu thận bị tổn thương, người ta định lượng nồng độ creatinin và ure trong huyết thanh. Kết quả bảng 3.9 và 3.10 cho thấy sau 2 tuần và sau 6 tuần dùng Testin CT3 không có sự thay đổi so với trước khi dùng thuốc và so với lô chứng. Điều này chứng tỏ Testin CT3 ở cả hai liều không làm ảnh hưởng đến chức năng lọc cầu thận. Quan sát trên đại thể cũng không thấy hình ảnh tổn thương thoái hóa cầu thận của các lô thỏ uống Testin CT3.
Kết quả này cũng tương tự như các tác giả khác: rễ bá bệnh trong nghiên cứu của Dương Thị Ly Hương không có tác dụng phụ trên chức năng thận, OS35 trong nghiên cứu của Đậu Thùy Dương chưa ảnh hưởng đến chỉ số đánh giá chức năng lọc của cầu thận [47], [70].
Như vậy, qua nghiên cứu bán trường diễn trên động vật thực nghiệm, kết quả cho thấy Testin CT3 ở hai liều 5,88 g/kg/24h và 17,64 g/kg/24h không gây ảnh hưởng tới tình trạng chung của thỏ, không làm thay đổi các chỉ số về trọng lượng cơ thể, chỉ số đánh giá chức năng tạo máu, chức năng gan thận. Không gây tổn thương cấu trúc của gan, lách, thận. Qua đó cho Testin CT3 chưa thể hiện độc tính bán trường diễn trên thỏ theo đường uống.
Sau đây là một vài nghiên cứu của một số tác giả nước ngoài đánh giá độc tính bán trường diễn của các vị dược liệu có trong công thức Testin CT3:
- Bá bệnh: Theo Li C. và Cs khi đánh giá về độc tính bán trường diễn rễ bá bệnh trên chuột cống trong 13 tuần với liều 0,6; 1,2 và 2 g/kg cho kết quả không có sự thay đổi về trọng lượng cơ thể, các chỉ số huyết học (hồng cầu, bạch cầu, tiểu cầu, hemoglobin), các chỉ số sinh hóa (AST và ALT), hình ảnh đại thể và vi thể các cơ quan so với nhóm chứng [114]. Tác giả Shuid A. cùng Cs đã nghiên cứu tính độc tính cấp và bán trường diễn trong 28 ngày của bá bệnh với liều 600 mg/kg, 1200 mg/kg và 2400 mg/kg cho thấy không có sự thay đổi trọng lượng cơ thể, các chỉ số huyết học, sinh hóa giữa nhóm trị so với nhóm chứng [115].
- Dâm dương hoắc: Theo Han H. và Cs nghiên cứu độc tính liều lặp lại của chiết xuất nước dâm dương hoắc theo đường uống cho chuột F344 ở liều 500, 1000, 2000, 3500 và 5000 mg/kg/ngày trong 2 tuần cho thấy không có sự thay đổi về trọng lượng cơ thể, nhưng ở liều 5000 mg/kg/ngày thì các chỉ số như hồng cầu, hematocrit, giảm so với nhóm chứng, do đó khuyến nghị liều 5000 mg/kg/ngày là liều cao nhất để nghiên cứu thêm về độc tính của dâm dương hoắc [116].
- Đương quy: Nghiên cứu Lim D. và Cs (2014) về độc tính bán trường diễn chiết xuất đương quy trong 28 ngày cho thấy không có sự thay đổi về trọng lượng cơ thể, các chỉ số sinh hóa trên chuột nhóm trị so với nhóm chứng [117]. 
- Bạch tật lê: Nghiên cứu của Hemalatha S. và Cs (2014) cho kết quả không quan sát thấy có độc tính cấp của bạch tật lê khi dùng đến liều 2000 mg/kg. Khi dùng với liều 100, 200 và 400 mg/kg/ngày trong 28 ngày liên tiếp không thay đổi trọng lượng cơ thể, không có sự khác biệt về số lượng bạch cầu, hồng cầu, hemoglobin, tiểu cầu, cũng như các thông số sinh hóa AST, ALT, ure, creatinin so với nhóm chứng [118].
[bookmark: _Toc53295242]- Hoàng kỳ: Nghiên cứu của Yu S. và Cs (2007) về độc tính bán trường diễn của hoàng kỳ trên chuột cống và chó cho kết quả: trọng lượng cơ thể, các thông số huyết học, sinh hóa và mô bệnh học của nhóm nghiên cứu tương tự như nhóm chứng và kết luận chiết xuất hoàng kỳ không có độc tính và tương đối an toàn [119].
[bookmark: _Toc74643059]4.1.3. Độc tính trên sinh sản và phát triển
	Độc tính sinh sản, còn được gọi là độc tính phát triển, là một phần đặc biệt trong nghiên cứu độc tính, bao gồm bất kỳ tác động nào của hóa chất và hoạt động của các chất trên sinh sản của động vật có vú. Các nghiên cứu và giải thích kết quả nên liên quan với các dữ liệu dược lý và độc tính sẵn có để xác định nguy cơ của chất thử nghiệm với con người. Để phát hiện các tác động tức thời và tiềm ẩn của phơi nhiễm, thì sự quan sát nên bao gồm đầy đủ vòng đời từ người trưởng thành, qua tất cả các giai đoạn phát triển từ sự thụ thai ở thế hệ này đến thế hệ sau.
	Dựa vào giai đoạn khác nhau trong chu kỳ sinh sản, thiết kế nghiên cứu được xác định gồm:
	- Nghiên cứu về ảnh hưởng đến sự phát triển của phôi thai: Mục đích của nghiên cứu này, thường được gọi là “nghiên cứu gây quái thai”, là để phát hiện các tác dụng phụ của hợp chất thử nghiệm đối với con cái mang thai, sự phát triển của phôi thai và thai nhi, từ giai đoạn cấy ghép phôi đến đóng vòm miệng. Tác dụng phụ được đánh giá là: tăng độc tính cho cơ thể mang thai có liên quan đến không mang thai, phôi thai tử vong, thay đổi trong tăng trưởng và cấu trúc của thai nhi.
	- Nghiên cứu ảnh hưởng đến khả năng sinh sản và phát triển sớm của phôi: Mục đích của nghiên cứu, thường được gọi là “nghiên cứu khả năng sinh sản”, để đánh giá tác dụng phụ của hợp chất thử nghiệm trên sự trưởng thành của giao tử, hành vi giao phối, khả năng sinh sản, giai đoạn trước khi làm tổ của trứng và sự làm tổ của trứng. Tác dụng phụ có thể được phát hiện ở thời kỳ động dục, di chuyển trong vòi trứng, làm tổ của trứng, và phát triển ở các giai đoạn tiền làm tổ của phôi. Trên giống đực, tác động trên chức năng tình dục và sự trưởng thành của tinh trùng ở mào tinh hoàn có thể phát hiện bằng cách kiểm tra mô học của cơ quan sinh sản.
	- Nghiên cứu tác động đến sự phát triển trước và sau sinh gồm chức năng của con mẹ: Mục đích của nghiên cứu này, thường được gọi là “nghiên cứu chu sinh”, để phát hiện các tác dụng bất lợi đối với con cái mang thai và cho con bú, cũng như sự phát triển của thai và con mới đẻ qua sự phơi nhiễm của con cái trong suốt giai đoạn thụ thai đến khi cai sữa. Tác dụng bất lợi được đánh giá là: độc tính bất lợi liên quan đến việc con cái không mang thai, chuột con chết trước và sau sinh, thay đổi sinh trưởng và phát triển, thiếu hụt chức năng của chuột con gồm hành vi, trưởng thành (dậy thì) và sinh sản (thế hệ F1) [106].
	Độc tính sinh sản cũng liên quan đến việc nghiên cứu tác dụng bất lợi của tác nhân hóa chất lạ với hệ sinh học nhất định ở giai đoạn trước khi thụ tinh của noãn bao gồm sự sinh tinh trùng và sự sinh noãn. Đó là, hóa chất có thể làm biến đổi sự phát triển của tinh trùng, có thể cản trở vào sự tương tác giữa tinh trùng và noãn, hoặc có thể ngăn cản sự vận chuyển của noãn trong ống dẫn trứng. Sự phản ứng này đã tạo ra sự cần thiết phải xác định, phát triển và thực hiện đúng các thử nghiệm nhằm đánh giá hóa chất có khả năng can thiệp vào sinh sản của con người [105].
	* Ảnh hưởng của cao đặc Testin CT3 đối với khả năng mang thai: Quan sát chuột cái thế hệ P mang thai F1, chúng tôi thấy tỷ lệ mang thai (biểu đồ 3.2) của lô có chuột đực uống cao đặc Testin CT3 với liều 24,1 g/kg/24h và 72,3 g/kg/24h (tương ứng là 75% và 70%) cao hơn so với lô chứng (65%) nhưng sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Khi theo dõi tiếp chuột cái F1 mang thai F2 ở lô chuột có “bố” thế hệ P uống cao đặc Testin CT3 vẫn có xu hướng cao hơn so với lô chứng, nhưng sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Điều này chứng tỏ cao đặc Testin CT3 có xu hướng làm tăng khả năng thụ thai của chuột nhắt trắng. 
	* Ảnh hưởng của cao đặc Testin CT3 đối với chỉ số phôi thai: Theo dõi tình trạng mang thai của chuột cái (bảng 3.11) ở các thế hệ thấy ở thế hệ P mang thai F1, thấy số hoàng thể, số thai đậu và số thai bình thường ở lô trị 1 có xu hướng cao hơn so với lô chứng, lô trị 2 có xu hướng thấp hơn so với lô chứng, nhưng sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Tỷ lệ thai chết ở lô trị 1 thấp hơn so với lô chứng, lô trị 2 cao hơn so với lô chứng, nhưng không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Tỷ lệ mất trứng của cả lô trị 1 và lô trị 2 đều có xu hướng thấp hơn so với lô chứng, nhưng cũng chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
	Ở thế hệ tiếp theo (F1 mang thai F2 bảng 3.12) thấy các lô chuột có “bố” thế hệ P uống Testin CT3 cũng có xu hướng giống thế hệ trước. Số hoàng thể, số thai đậu và số thai bình thường ở lô trị 1 có xu hướng cao hơn so với lô chứng, lô trị 2 có xu hướng thấp hơn so với lô chứng, nhưng sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Tỷ lệ thai chết ở lô trị 1 thấp hơn so với lô chứng, lô trị 2 cao hơn so với lô chứng, tỷ lệ mất trứng của cả lô trị 1 và lô trị 2 đều có xu hướng thấp hơn so với lô chứng, nhưng cũng chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Ở cả hai thế hệ không quan sát thấy thai bị dị tật.
	* Ảnh hưởng của Testin CT3 đến chuột con sinh ra: Kết quả theo dõi tình trạng chuột đẻ qua các thế hệ khác nhau (bảng 3.13 và 3.14) cho thấy số con của mỗi chuột mẹ ở thế hệ P cũng như thế hệ F1 của lô uống cao đặc Testin CT3 liều thấp có xu hướng cao hơn so với lô chứng, còn lô uống Testin CT3 liều cao ở thế hệ P thấp hơn so với lô chứng, thế hệ F1 lại có xu hướng cao hơn so với lô chứng, nhưng sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Tỷ lệ chuột con chết ở lô trị 2 có xu hướng cao hơn, còn lô trị 1 ở thế hệ P có xu hướng thấp hơn, thế hệ F1 có xu hướng cao hơn, nhưng cũng không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).
 	Quan sát chuột con sinh ra ở cả hai thế hệ F1 và F2 đều thấy khỏe mạnh, có đầy đủ các bộ phận bên ngoài, không thấy có dị tật bẩm sinh cũng như các triệu chứng, hành vi bất thường cũng như tình trạng chung, không rối loạn tiêu hóa, rụng lông, mệt mỏi, kích thích và tổn thương thần kinh…
	Kết luận: Những thay đổi của các thông số sinh sản ở chuột nhắt sau khi uống cao đặc Testin CT3 chưa có ý nghĩa thống kê so với lô chứng. Các lô chuột uống cao đặc Testin CT3 các thông số sinh sản đều có xu hướng tăng hơn so với lô chứng và không gây ra dấu hiệu bất thường nào, chứng tỏ cao đặc Testin CT3 chưa có những tác động gây thay đổi các thông số sinh sản sau khi dùng thuốc.
[bookmark: _Toc53295243][bookmark: _Toc74643060]4.2. Tác dụng của cao đặc Testin CT3
Trong luận án này, sử dụng hai mô hình gây suy giảm sinh sản đó là mô hình gây suy giảm sinh sản bằng stress nhiệt (gây tổn thương tinh hoàn bằng nhúng tinh hoàn vào nước có nhiệt độ 43ºC trong thời gian 30 phút), và mô hình gây stress bằng cách giam giữ và gây cô đơn trong môi trường chật hẹp. Từ hai mô hình gây suy giảm sinh sản này chúng tôi sẽ chứng minh tác dụng của cao đặc Testin CT3 trong sự hồi phục chức năng sinh sản sau stress.
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[bookmark: _Toc74643061]4.2.1. Tác dụng của cao đặc Testin CT3 trên mô hình gây suy giảm sinh sản bằng stress nhiệt
Trong rất nhiều năm qua, đã có nhiều nghiên cứu cho thấy số lượng tinh trùng đã giảm, và dẫn đến sự gia tăng của vô sinh nam [120]. Chất lượng tinh dịch bất thường hoặc rối loạn chức năng tình dục là những yếu tố góp phần gây ra tình trạng hiếm muộn của các cặp vợ chồng. Nguyên nhân phổ biến gây tình trạng vô sinh nam là giảm số lượng tinh trùng, giảm tính di động tinh trùng và tinh trùng dị dạng. Tuy chức năng tình dục bình thường, nhưng sự rối loạn chủ yếu là giảm số lượng tinh trùng. Khả năng thụ tinh giảm còn liên quan đến tăng các loại phản ứng oxy hóa trong tinh dịch, dẫn đến phá hủy màng tế bào. Hình thái tinh trùng bất thường do xáo trộn trong quá trình sản xuất và trưởng thành tinh trùng, liên quan đến giảm khả năng thụ tinh. Các nguyên nhân hiếm gặp hơn do nhiễm khuẩn, bệnh lý hoặc bất thường đường sinh dục hoặc tinh hoàn. Ngoài ra, còn do ảnh hưởng của các yếu tố bên ngoài (lối sống, thuốc, …) hoặc kết hợp những yếu tố này cũng dẫn đến vô sinh nam [121].
Hiện nay có nhiều loại thuốc tổng hợp có thể được sử dụng để điều trị những vấn đề này, nhưng vẫn có những hạn chế như đắt tiền, gây nhiều tác dụng phụ, nên các thuốc YHCT cho thấy nhiều ưu điểm. Các thuốc thảo dược được sử dụng điều trị vô sinh nam cho thấy cải thiện đáng kể cả chất lượng cũng như số lượng của tinh trùng trên in vivo. Nhiều loại cây khác nhau đã được sử dụng như chất kích thích hoặc tăng cường ham muốn tình dục trong hệ thống YHCT của nhiều quốc gia khác nhau. Các nhà khoa học đã giải thích tác dụng sinh học của các thuốc kích thích tình dục theo ba loại như sau [122]:
- Thứ nhất: Một vài thuốc kích thích tình dục đơn giản cung cấp một loạt giá trị dinh dưỡng giúp cải thiện ngay sức khỏe hoặc hạnh phúc của người dùng, do đó cải thiện hiệu suất tình dục và ham muốn tình dục.
- Thứ hai: nhóm này bao gồm thuốc kích thích tình dục có mục đích ảnh hưởng tới sinh lý cụ thể hơn, nhưng tác động lên tâm lý. Chúng có thể ảnh hưởng đến lưu lượng máu, tăng thời gian hoạt động tình dục bằng cách làm tê liệt vùng sinh dục.
- Thứ ba: nhóm thuốc kích thích tình dục này được tạo thành từ các hợp chất thuốc tác động lên chức năng tâm lý và các trạng thái tâm lý, tức là chúng thực sự vượt qua hàng rào máu não và kích thích một số vùng kích thích ham muốn tình dục. Nhóm này gồm các chất dẫn truyền thần kinh, hormon, pheromon (chất tiết bên ngoài cơ thể có mùi vị riêng và nhận ra được là của sinh vật cùng loài), và thuốc can thiệp vào chức năng bình thường của những phân tử này. Nhóm thuốc này là nhóm nghiên cứu khó nhất, vì phải hiểu rõ cả về kích thích ham muốn tình dục và cơ chế đặc tính của thuốc tác động đến tâm lý vẫn còn bị hạn chế [122]. Chỉ có thông tin chung về kích thích ham muốn tình dục của bộ não đã được biết rõ [123].
Trong nghiên cứu này chúng tôi chứng minh tác dụng của Testin CT3 đối với chức năng sinh sản qua đánh giá về trọng lượng cơ quan sinh dục, nồng độ testosteron, số lượng và tính chất di động của tinh trùng, đánh giá mô học ống sinh tinh theo thang điểm Johnsen (đánh giá tác động của Testin CT3 cả về mặt chức năng cũng như về hình thái).
* Tác dụng của Testin CT3 trên mô hình gây suy giảm bằng stress nhiệt
[bookmark: _Hlk51791724]Duy trì sự chênh lệch nhiệt độ giữa cơ thể và tinh hoàn đóng vai trò quan trọng để đảm bảo quá trình sản xuất tinh trùng diễn ra bình thường. Tuy nhiên trong cuộc sống hàng ngày, có vô số các yếu tố bên ngoài và bên trong có thể gây ảnh hưởng đến sự chênh lệch nhiệt độ này. Do đó làm tăng nguy cơ bất thường trong quá trình sinh tinh và những thay đổi liên quan với sự tăng nhiệt độ tinh hoàn [124].
Phản ứng căng thẳng nhiệt (stress nhiệt) là phản ứng xảy ra khi cơ thể ở trong môi trường nhiệt độ cao. Khi đó cơ chế điều chỉnh nhiệt độ ở bìu trong môi trường nhiệt cao sẽ bị phá hủy dẫn đến chất lượng và khả năng sống của tinh trùng bị ảnh hưởng [125]. Có nhiều nghiên cứu cho thấy, tăng nhiệt độ tinh hoàn có thể gây quá trình chết tế bào ở các tế bào sinh tinh, làm ảnh hưởng đến sự phát triển tinh trùng, giảm mật độ tinh trùng, dẫn đến rối loạn quá trình sinh tinh [126]. Điều này gây bất lợi cho quá trình sinh tinh dẫn đến chất lượng tinh trùng kém. Cả tinh trùng ở mào tinh hoàn và tế bào mầm ở tinh hoàn đều nhạy cảm với tổn thương do stress nhiệt [29]. Tinh trùng  được sản xuất ra từ tế bào mầm có tăng thân nhiệt ở chuột sẽ trải qua quá trình chết tế bào và chứa DNA tổn thương, dẫn đến khả năng thụ tinh kém trên cả in vivo và in vitro [127], [128], [129]. Các nghiên cứu trước đã thử nghiệm trên chuột về ảnh hưởng đến quá trình sinh tinh khi tinh hoàn tiếp xúc với nhiệt độ trong phạm vi từ 38 - 42ºC trong thời gian từ 20 phút đến 1 giờ. Trong nghiên cứu của De Vita và Cs (1990) cho thấy, tiếp xúc với stress nhiệt nhẹ (38ºC) trong thời gian ngắn (20 phút) gây độc tế bào ở một số tế bào mầm, và những ảnh hưởng này rõ hơn ở các tinh bào so với tinh nguyên bào [130]. Theo Bedford J. (1994) do stress nhiệt, khả năng lưu trữ và bảo quản tinh trùng của mào tinh hoàn giảm, dẫn đến tinh trùng dễ bị chết, dị tật hay bị bất động [131]. Nghiên cứu của Jung A., và Cs (2007); Wechalekar H. và Cs (2010) cho thấy khi nhiệt độ tăng làm ảnh hưởng tới quá trình tạo tinh trùng, gây ra bất thường về tinh trùng và quá trình chết tế bào của tinh trùng [132], [133]. Theo Ebeid T. (2012) stress nhiệt có thể gây giảm trọng lượng tinh hoàn, giảm chức năng tinh trùng và tăng tỷ lệ chết tinh trùng [134]. Cũng có nghiên cứu cho thấy stress nhiệt gây hủy hoại ảnh hưởng đến chất lượng tinh trùng và sự phát triển phôi [135]. Tại Việt Nam, năm 2020, có tác giả Nguyễn Thanh Tùng và Cs cũng đã tiến hành nghiên cứu đánh giá sự thay đổi mô học tinh hoàn và quá trình sinh tinh của chuột nhắt khi bìu tiếp xúc với stress nhiệt. Kết quả cho thấy stress nhiệt gây tác động tiêu cực đến thay đổi mô bệnh học và quá trình sinh tinh sau stress nhiệt [136].
Mô hình gây suy giảm sinh sản bằng stress nhiệt trong nghiên cứu này được áp dụng theo hai tác giả Bartlett J. và Cs [96] và Setchell B. và Cs [97]. Mô hình sử dụng trong nghiên cứu của chúng tôi giống như sử dụng bồn tắm nước nóng hay phòng tắm hơi. Trên người phòng tắm hơi thường được sử dụng cho mục đích giải trí, là mô hình đại diện tốt cho chứng tăng thân nhiệt. Trong thực tế, việc sử dụng bồn tắm nước nóng và phòng tắm hơi giúp thư giãn và trẻ hóa có thể khiến người ta cảm thấy tốt hơn, nhưng cũng có tác động tiêu cực đến chất lượng tinh trùng. Ngâm toàn thân trong bồn tắm nước ấm nóng, bể tắm lớn có các tia nước nóng phun lên để xoa bóp cơ thể, hoặc xoáy nước ở nhiệt độ trên 36,9ºC trong thời gian 30 phút mỗi tuần và trong hơn 3 tháng trở lên dẫn đến chứng tăng thân nhiệt ướt, từ đó tác động tiêu cực có thể đảo ngược đối với khả năng vận động của tinh trùng [137], [124]. Người sử dụng phòng xông hơi thông thường sẽ trải nghiệm nhiệt ẩm, bề mặt ấm, trong khi phòng xông hơi kiểu hồng ngoại hiện đại cung cấp nhiệt khô, tỏa nhiệt. Các nghiên cứu cho thấy, sau tiếp xúc với phòng tắm hơi, nhiệt độ bìu có thể đạt đến nhiệt độ cơ thể trong vòng 10 phút, và có tác động tiêu cực đáng kể nhưng có thể đảo ngược đối với quá trình sinh tinh [138]. Trong phòng xông hơi có nhiệt độ thay đổi từ 80 - 90ºC với tần suất và thời gian tiếp xúc khác nhau, sử dụng phòng xông hơi có thể gây gián đoạn quá trình sinh tinh và là nguyên nhân gây bất thường về số lượng và khả năng di động của tinh trùng [139]. Ngoài ra, khi tiếp xúc với phòng tắm hơi thường xuyên trong toàn bộ chu kỳ sinh tinh cũng làm thay đổi chức năng của ty thể, chất nhiễm sắc, và sự ngưng kết tinh trùng [27].
Cuộc sống hiện đại ngày nay xông hơi giúp cơ thể được thư giãn, bớt căng thẳng sau một ngày làm việc dài vất vả. Tuy nhiên nếu biết sử dụng đúng cách sẽ mang lại nhiều lợi ích cho sức khỏe, nhưng nếu sử dụng quá nhiều lần và trong khoảng thời gian dài sẽ gây ảnh hưởng lớn đến sinh sản nam giới. Vì vậy trong nghiên cứu này, chúng tôi chọn mô hình gây suy giảm sinh sản bằng stress nhiệt giống như sử dụng bồn tắm nước nóng hay phòng tắm hơi để chứng minh tác dụng của Testin CT3 đối với chức năng sinh tinh trên thực nghiệm. 
* Ảnh hưởng của cao đặc Testin CT3 đối với trọng lượng cơ thể trên mô hình gây suy giảm sinh sản bằng stress nhiệt: 
Bảng 3.15 cho thấy, ở thời điểm trước thí nghiệm không có sự khác biệt về trọng lượng cơ thể giữa 4 lô (p > 0,05). Nhưng sau 35 ngày làm nghiên cứu, thấy trọng lượng chuột ở cả 4 lô đều có xu hướng tăng và có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với thời điểm ban đầu (p < 0,05). Tuy nhiên trọng lượng chuột ở lô mô hình không dùng thuốc (gây suy giảm sinh sản bằng stress nhiệt) có sự tăng thấp hơn so với lô chứng và hai lô dùng cao đặc Testin CT3 với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Như vậy có thể thấy mô hình gây stress nhiệt cũng gây tác động ảnh hưởng đến trọng lượng của chuột. Trong khi ở hai lô dùng cao đặc Testin CT3 mặc dù có bị tác động của stress nhiệt nhưng trọng lượng chuột tăng và sau 35 ngày đã tương đương chuột lô bình thường, không có sự khác biệt so với lô chuột bình thường (p > 0,05). 
Kết quả nghiên cứu trên trọng lượng chuột bị gây tổn thương tinh hoàn do stress nhiệt của chúng tôi cũng tương tự như trong nghiên cứu của tác giả Đậu Xuân Cảnh. Trọng lượng nhóm chuột dùng hải mã, sâm Việt Nam tăng và sau 35 ngày đã ngang mức chuột bình thường, trong khi nhóm chuột bị tổn thương tinh hoàn không được điều trị thấp hơn so với nhóm có dùng hải mã, sâm việt nam và nhóm chuột bình thường [86]. Nghiên cứu của Roy V. và Cs (2016) cũng cho kết quả tương tự, nhóm tiếp xúc với stress nhiệt, trọng lượng cơ thể cũng giảm đáng kể so với nhóm chứng [140]. 
Qua chỉ số trọng lượng chuột cũng phản ánh tác dụng của bài thuốc nghiên cứu trong việc hồi phục thể trạng của chuột nghiên cứu. Vì trong thành phần cao đặc Testin CT3 có những vị thuốc như bạch tật lê, hoàng kỳ, đương quy, câu kỷ tử là những vị thuốc có tác dụng bổ khí sinh huyết, bổ can thận, tăng cường lưu thông máu. Do đó cao đặc Testin CT3 cho thấy có tác dụng bồi bổ cơ thể, tăng thể trọng trên chuột bị tổn thương tinh hoàn do stress nhiệt. 
* Ảnh hưởng của cao đặc Testin CT3 đối với trọng lượng cơ quan sinh dục (tinh hoàn, túi tinh, tuyến tiền liệt): 
Kết quả trong nghiên cứu của chúng tôi (bảng 3.16) cho thấy: khi chuột tiếp xúc với nhiệt 43ºC trong 30 phút (lô mô hình) thì trọng lượng của tinh hoàn và túi tinh đều giảm đáng kể có ý nghĩa thống kê so với hai lô dùng Testin CT3 và lô chứng (p < 0,05). Tuy nhiên, cả hai lô dùng cao đặc Testin CT3 đều có trọng lượng tinh hoàn và túi tinh cao hơn so với lô mô hình với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05), nhưng so với lô chứng thì trọng lượng hai cơ quan này thấp hơn nhưng không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Trọng lượng tuyến tiền liệt không có sự khác biệt giữa hai lô dùng Testin CT3 so với lô mô hình và lô chứng. Như vậy có thể thấy, dùng cao đặc Testin CT3 sau khi bị ảnh hưởng bởi stress nhiệt, trọng lượng tinh hoàn và túi tinh được phục hồi so với lô mô hình, tuy nhiên trọng lượng tuyến tiền liệt không tăng so với lô chứng và lô mô hình (p > 0,05). 
Kết quả trong nghiên cứu của chúng tôi cũng tương tự như nghiên cứu của Kurowicka B. và Cs (2007), trọng lượng tinh hoàn ở nhóm chuột tiếp xúc với nhiệt thấp hơn so với nhóm chứng [141]. Theo Durairajanayagam D. và Cs (2015), stress nhiệt vùng bìu gây giảm trọng lượng tinh hoàn, thoái hóa ty thể, tế bào Leydig mất chức năng hỗ trợ tế bào gốc [124]. Gasinska A. và Cs quan sát thấy sự giảm đáng kể số lượng tinh nguyên bào, giảm 20% trọng lượng tinh hoàn, 15% số lượng tinh tử và tinh trùng vào ngày thứ 28 sau khi tiếp xúc với nhiệt [142]. Theo Lue Y. và Cs khi tinh hoàn bị nhúng trong bồn nước nóng có nhiệt độ 43ºC trong 15 phút, sẽ làm giảm đáng kể trọng lượng tinh hoàn [24]. Tác động của stress nhiệt lên tinh hoàn gây ảnh hưởng đến quá trình sinh sản thông qua giảm trọng lượng tinh hoàn giống như trong trường hợp tinh hoàn ẩn [143] hay chuột bị tiếp xúc với nhiệt cấp tính [135], [144]. Rasooli A. và Cs cho rằng tiếp xúc với stress nhiệt dẫn đến tăng quá trình chết tế bào trong quá trình sinh tinh trùng và sau đó gây giảm trọng lượng tinh hoàn và mào tinh hoàn [145].
Khi trọng lượng tinh hoàn giảm có thể dẫn đến làm giảm số lượng tế bào Sertoli và tế bào mầm trong biểu mô ống sinh tinh. Vì vậy, ngay sau khi tiếp xúc với nhiệt sẽ xuất hiện giảm trọng lượng tinh hoàn. Sự giảm trọng lượng tinh hoàn có thể giải thích do giảm số lượng tế bào mầm, chủ yếu do quá trình chết tế bào. Mặc dù trọng lượng tinh hoàn có thể phục hồi một vài tuần sau khi tiếp xúc với nhiệt trên chuột, nhưng vẫn giảm hơn so với trước [97]. 
* Ảnh hưởng của Testin CT3 với số lượng và chất lượng tinh trùng
[bookmark: _Hlk51795350]Phân tích tinh dịch thường được đánh giá trong các nghiên cứu vô sinh nam. Các thông số cơ bản của tinh trùng được đánh giá khi phân tích tinh dịch gồm số lượng, khả năng di động và hình thái tinh trùng [146]. Số lượng và mật độ tinh trùng phản ánh chất lượng tinh dịch và khả năng sinh sản của nam giới, trong khi nồng độ tinh trùng và khả năng di động của tinh trùng là những yếu tố giúp dự đoán khả năng sinh sản [147]. Tinh hoàn bị ảnh hưởng bởi stress nhiệt gây ra sự thay đổi các đặc điểm tinh trùng ở cả khả năng sinh sản và vô sinh nam. Khi nhiệt độ bìu tăng sinh lý sẽ gây giảm mật độ tinh trùng dẫn đến chất lượng tinh dịch kém [148]. Tăng thêm 1ºC so với bình thường sẽ làm cản trở quá trình sinh tinh 14% và giảm sản xuất tinh trùng [149]. Khả năng di động của tinh trùng cũng bị ảnh hưởng khi nhiệt độ tinh hoàn tăng. Khi tiếp xúc với nhiệt độ cao gây ảnh hưởng đến hình thái tinh trùng, làm suy giảm khả năng di động cũng như sản xuất tinh trùng, tất cả đều ảnh hưởng xấu đến khả năng sinh sản nam [150], [151].
[bookmark: _Hlk51795425]Khả năng di động của tinh trùng đóng vai trò quan trọng trong chức năng sinh sản, là một trong những thông số cơ bản nhất để đánh giá chất lượng tinh trùng, từ đó phản ánh khả năng thụ tinh của tinh trùng. Khi khả năng di động của tinh trùng thấp là nguyên nhân chính dẫn đến vô sinh [152]. Những tác động căng thẳng về tâm sinh lý đều dẫn đến rối loạn nội tiết và chức năng ở tinh hoàn [153]. Các nghiên cứu trước đã chứng minh rằng, khi tiếp xúc với stress nhiệt sẽ làm giảm khả năng di động của tinh trùng, bất thường nhiễm sắc thể tinh trùng và tăng sự chết tế bào [154], [133]. Do đó ảnh hưởng của stress nhiệt có thể dẫn đến vô sinh trên người và động vật [155]. Điều chỉnh nhiệt tinh hoàn đóng vai trò quan trọng để duy trì nhiệt độ tinh hoàn đảm bảo tối ưu cho quá trình sinh tinh. Tăng nhiệt độ bìu dù trong phạm vi sinh lý, nhưng cũng ảnh hưởng đến chất lượng tinh trùng [148]. Khi tinh hoàn bị ảnh hưởng bởi stress nhiệt, quá trình sinh tinh bị suy giảm và số lượng tinh trùng cũng bị giảm xuống.
[bookmark: _Hlk51796178]Biểu đồ 3.3 cho thấy, lô dùng Testin CT3 liều thấp, số lượng tinh trùng tăng rõ rệt có ý nghĩa thống kê so với lô mô hình (p < 0,05), nhưng so với lô chứng có tăng nhưng chưa có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê. Lô dùng Testin CT3 liều cao, số lượng tinh trùng có tăng so với lô mô hình nhưng không có sự khác biệt, so với lô chứng không tăng số lượng tinh trùng. Lô mô hình (chuột tiếp xúc với stress nhiệt) có số lượng tinh trùng giảm rõ rệt với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với lô chứng và lô dùng Testin CT3 liều thấp (p < 0,05). 
Đối với mức độ di động của tinh trùng (bảng 3.17), lô mô hình cho thấy sự suy giảm cả về số lượng và khả năng di chuyển của tinh trùng. Tỷ lệ tinh trùng di động nhanh thấp hơn đáng kể và tỷ lệ tinh trùng bất động lại tăng đáng kể với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Lô dùng Testin CT3 liều thấp, số lượng tinh trùng tăng đáng kể có khác biệt có ý nghĩa thống kê so với lô mô hình (p < 0,05), nhưng so với lô chứng có tăng nhưng chưa có sự khác biệt (p > 0,05). Lô dùng Testin CT3 liều cao số lượng tinh trùng có tăng nhưng chưa có sự khác biệt so với lô mô hình và lô chứng (p > 0,05). 
Như vậy, kết quả nghiên cứu này cho thấy, sự suy giảm số lượng và khả năng di động của tinh trùng ở những lô chuột tiếp xúc với nhiệt độ cao (cả lô mô hình và hai lô dùng cao đặc Testin CT3). Kết quả này của chúng tôi cũng tương tự như nhiều báo cáo của nghiên cứu khác, cho thấy stress nhiệt gây giảm đáng kể số lượng và chất lượng tinh trùng. Trong nghiên cứu của Ahmad G. và Cs đã chỉ ra, tiếp xúc với stress nhiệt trong thời gian ngắn cũng gây tác động tiêu cực đến khả năng di động của tinh trùng [156]. Nghiên cứu của Wechalekar H. và Cs (2010) cho kết quả, khi chuột tiếp xúc với nhiệt độ 37 - 38ºC trong 8 giờ mỗi ngày trong 3 ngày liên tiếp, thấy có sự giảm khả năng di động của tinh trùng [133]. Theo Setchell B. và Cs (1995), khi nhiệt độ bìu tăng trên chuột cống, chuột nhắt gây giảm trọng lượng tinh hoàn, giảm khả năng sống, hình thái, vận động của tinh trùng, giảm lưu lượng máu tới tinh hoàn và thay đổi vận mạch [157]. Setchell B. và Cs (2002) làm nóng tinh hoàn chuột không được điều trị bằng hormon sẽ gây giảm đáng kể số lượng tinh trùng ở cả tinh hoàn và mào tinh hoàn ngày thứ 35 [97]. Ghasemi N. và Cs đã quan sát thấy sự giảm số lượng tinh trùng trên chuột khi tiếp xúc với nhiệt [158]. Và có nhiều nghiên cứu khác cũng cho thấy stress nhiệt có ảnh hưởng bất lợi tới tinh trùng và khả năng sống của tinh trùng [159].
Trong những nghiên cứu hiện nay, chất lượng tinh trùng được đo bằng số lượng tinh trùng di động trong ống dẫn tinh, và khi tinh trùng bất động thì sẽ mất khả năng thụ tinh trong cơ thể. Trong nghiên cứu của chúng tôi cho thấy, ở hai lô dùng cao đặc Testin CT3, tỷ lệ tinh trùng di động nhanh cao hơn rõ rệt so với lô mô hình thì đa số là tinh trùng bất động tại chỗ. Sự gia tăng khả năng vận động của tinh trùng có thể là do tăng cường chức năng mào tinh hoàn của cao đặc Testin CT3, vì mào tinh hoàn là nơi chính giúp lưu trữ tinh trùng và giúp tinh trùng trưởng thành. Ngoài ra, tế bào mầm tinh hoàn có thể là điểm khởi nguồn của ảnh hưởng stress nhiệt đối với tinh trùng. Giảm khả năng vận động của tinh trùng do nhiệt độ cao có ảnh hưởng trực tiếp tới tinh trùng và/hoặc ảnh hưởng của sự thay đổi môi trường đến tinh trùng trong tinh hoàn. Điều này có thể xảy ra do gốc tự do gây tổn thương tế bào [160] và/hoặc ty thể của tinh trùng tạo ra phản ứng oxy hóa (ROS), gây tăng ROS và từ đó gây giảm tỷ lệ phần trăm khả năng di động của tinh trùng [161]. Stress nhiệt thường dẫn đến không có tinh trùng trong tinh dịch (azoospermia) hoặc giảm số tinh trùng trong tinh dịch (oligospermia) [162]. Trong nghiên cứu này chúng tôi cũng quan sát được sự phá hủy thành phần các ống sinh tinh trong tinh hoàn và cả tinh trùng qua phần đánh giá sự thay đổi mô học ống sinh tinh bằng thang điểm Johnsen. Sự giảm chất lượng tinh trùng có thể là do sự tan rã màng nguyên sinh chất vì sự tăng sản xuất ROS gây ra bởi stress nhiệt. Thực tế, tinh trùng dễ bị tổn thương bởi ROS do màng nguyên sinh chất của chúng có chứa một lượng lớn acid béo không bão hòa. Vì vậy sự sản sinh dư thừa ROS trong tinh dịch bởi tinh trùng bất thường có thể là nguyên nhân của chất lượng tinh trùng kém [163]. Bên cạnh đó, kích thước tinh hoàn là chỉ số tốt để đánh giá số lượng tinh trùng [159]. Vì vậy, những đặc điểm tinh trùng quan sát được trong nghiên cứu gắn liền với giảm trọng lượng của tinh hoàn chuột nghiên cứu. Đó là những giải thích theo cơ chế phân tử, tuy nhiên trong nghiên cứu của chúng tôi, do còn hạn chế về kinh phí nên vẫn chưa tiến hành được những nghiên cứu này. Vậy làm thế nào cao đặc Testin CT3 kích thích được quá trình sinh tinh và tăng khả năng di động của tinh trùng? Theo chúng tôi có thể do cao đặc Testin CT3 có ảnh hưởng với sự bài tiết testosteron.  
* Ảnh hưởng của cao đặc Testin CT3 đối với nồng độ testosteron máu: 
Hormon giới tính trong cơ thể điều hòa sự sản xuất tinh trùng và làm tăng mật độ tinh trùng. Các nghiên cứu chỉ ra rằng trục dưới đồi - tuyến yên - tuyến sinh dục có ảnh hưởng đến chức năng sinh tinh [164], [165]. Chức năng này được điều khiển bởi hormon hướng sinh dục (LH và FSH) do thùy trước tuyến yên tiết ra. Thùy trước tuyến yên được điều hòa bởi hormon giải phóng hormon hướng sinh dục của vùng dưới đồi (GnRH), từ đó góp phần thúc đẩy quá trình sinh tinh [166]. FSH góp phần vào sự phân chia, tăng sinh và biệt hóa tinh trùng trong tinh hoàn. LH kích thích các tế bào mô tinh hoàn bài tiết ra testosteron. Một vài nghiên cứu đã cho thấy, testosteron có thể chuyển thành estradiol, từ đó tác động lên thụ thể estrogen [167]. Estradiol tham gia vào quá trình tăng sinh và biệt hóa tế bào mầm để tạo thành tinh tử trưởng thành, và quan trọng là tác động vào chức năng tinh hoàn [168]. Testosteron điều khiển sản xuất tinh trùng bằng cách vận chuyển tích cực hoặc khuếch tán vào ống dẫn tinh, và liên kết với androgen receptor trong tế bào Sertoli [169]. Đồng thời, testosteron có thể thúc đẩy quá trình trưởng thành tinh trùng trong mào tinh hoàn, thúc đẩy phát triển các cơ quan sinh dục và duy trì chức năng sinh lý bình thường [170]. 
[bookmark: _Hlk51796044]Quá trình sinh tinh phụ thuộc vào việc cấp đủ testosteron và chức năng của tế bào Leydig sau khi tinh hoàn bị stress nhiệt rất quan trọng. Nồng độ testosteron giảm khi nhiệt độ bìu tăng cao, dẫn đến suy yếu quá trình sinh tinh, vì testosteron là hormon không thể thiếu trong quá trình sinh tinh [144], [171]. 
Đối với động vật khi tiếp xúc với nhiệt độ cao dẫn đến tăng các loại phản ứng oxy hóa (ROS – reactive oxygen species), làm suy yếu màng tế bào và acid nucleic, do đó gây ra quá trình chết tế bào. Những tế bào tinh trùng do có nồng độ cao trong acid béo không bão hòa sẽ dễ bị peroxy hóa bởi ROS. Suy giảm chức năng tinh hoàn do stress oxy hóa dẫn đến giảm khoảng không của các tế bào Leydig, từ đó gây giảm giải phóng hormon steroid, và các yếu tố khác liên quan đến sự điều hòa trục dưới đồi – tuyến yên – tuyến sinh dục. Điều này có thể giải thích cho sự suy giảm testosteron, một androgen quan trọng nhất của nam giới được sản xuất bởi các tế bào Leydig của tinh hoàn dưới sự điều khiển của hormon tuyến yên LH [159]. 
[bookmark: _Hlk51796072]Kết quả trong nghiên cứu (biểu đồ 3.4) cho thấy: Lô mô hình nồng độ testosterone giảm với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với lô chứng và hai lô dùng cao đặc Testin CT3 (p < 0,05). Lô dùng cao đặc Testin CT3 ở cả hai liều đều làm tăng nồng độ testosteron rõ rệt so với lô chứng và lô mô hình có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Kết quả nồng độ testosteron của các lô trong nghiên cứu cũng phù hợp với số lượng tinh trùng cũng như mức độ di động của tinh trùng. Ở lô mô hình (chuột bị ảnh hưởng bởi stress nhiệt) gây tổn thương tinh hoàn, làm cho sự tổng hợp testosteron thấp cho thấy sự thiếu hụt chức năng bài tiết của tế bào Leydig, dẫn đến ảnh hưởng tới quá trình sinh tinh và trưởng thành tinh trùng trong mào tinh hoàn. 
[bookmark: _Hlk51796119]Ở động vật bình thường sự tổng hợp testosteron diễn ra chủ yếu ở tinh hoàn và một phần nhỏ ở tuyến thượng thận. Tế bào Leydig của tinh hoàn, các phân tử cholesterol trên màng tế bào được vận chuyển vào bên trong, chuyển hóa thành pregnenolon, qua rất nhiều các phản ứng xúc tác bởi các enzym để tạo thành testosteron. Trong nghiên cứu của chúng tôi, sự tăng đáng kể nồng độ testosteron cho thấy khả năng đảo ngược của cao đặc Testin CT3 đối với stress nhiệt, và từ đó chỉ ra rằng Testin CT3 có tác dụng tăng cường chức năng sinh tinh. Khi dùng Tesin CT3 gồm 8 vị dược liệu, trong đó có bá bệnh, dâm dương hoắc bổ thận dương chủ trị liệt dương, di tinh, hoạt tinh; ba kích, xà sàng tử công năng là cường dương bổ khí huyết, ôn tỳ thận. Còn bạch tật lê, hoàng kỳ, đương quy, câu kỷ tử là để bổ khí sinh huyết, bổ can thận, tăng cường lưu thông máu. Mặc dù chuột đã bị gây suy giảm sinh sản bằng stress nhiệt, gây tổn thương tinh hoàn, nhưng có thể do Testin CT3 là nguồn ngoại sinh kích thích sự sản xuất testosteron của tế bào Leydig của tinh hoàn, nên làm tăng nồng độ testosteron rõ rệt ở hai lô trị so với lô chứng và lô mô hình. Điều đáng chú ý là testosteron là một hormon đồng hóa kích thích sự phát triển của cơ bắp. Snyder và Cs đã quan sát thấy khi bổ sung testosteron sẽ làm tăng khối lượng cơ bắp và sức bền của cơ lớn nhất ở cả trên mô hình thực nghiệm và lâm sàng [172]. Điều này giúp giải thích tại sao hai lô dùng cao đặc Testin CT3, quan sát thấy trọng lượng cơ thể tăng đáng kể so với lô mô hình không dùng thuốc, do nồng độ testosteron huyết thanh ở cả hai lô dùng cao đặc Testin CT3 đều tăng rõ có sự khác biệt thống kê so với lô mô hình. 
Như vậy có thể thấy, dùng Testin CT3 đã có tác dụng làm tăng số lượng tinh trùng, cải thiện mức độ di động tinh trùng và tăng nồng độ testosteron so với lô mô hình. Đó chính là do vai trò của một số dược liệu có trong Testin CT3. 
- Đầu tiên phải kể đến là bá bệnh: có nghiên cứu cho thấy chiết xuất bá bệnh hòa tan trong nước có thể tăng cường khả năng sinh sản nam giới do làm tăng lượng tinh dịch, số lượng tinh trùng cũng như tăng khả năng di động tinh trùng ở loài gặm nhấm [173], [174]. Chiết xuất bá bệnh tăng cường quá trình sinh tinh và số lượng tinh trùng, đảo ngược tác dụng của estrogen trên chuột sau 14 ngày dùng liên tiếp [61]. Quassinoid trong rễ bá bệnh làm tăng đáng kể sự sản xuất testosteron, tăng cường hình thành steroid testosteron ở tế bào Leydig do ức chế quá trình xúc tác của enzym chuyển testosteron thành estrogen, và cũng có thể liên quan đến việc ức chế phosphodiesterase nồng độ cao, vì vậy các tác giả đã khuyến nghị rằng quassinoid từ rễ bá bệnh nên được phát triển hơn để thành một loại thuốc thảo dược mới trong điều trị vô sinh nam do thiếu testosteron [173], [60]. Nghiên cứu in vivo trên chuột đực cho thấy tác dụng của dịch chiết nước bá bệnh lên trọng lượng cơ thể, trọng lượng các cơ quan sinh dục, cũng như các thông số chức năng tinh trùng trên động vật thực nghiệm. Nồng độ testosteron tăng 30,2%; tổng số tinh trùng, khả năng di động và khả năng sống sót đều tăng đáng kể. Vì vậy bá bệnh là loại dược liệu được sử dụng an toàn trong điều trị vô sinh và các vấn đề lão hóa ở nam giới [63]. 
- Dâm dương hoắc: Dùng dâm dương hoắc cho chuột trong 14 ngày, thấy cải thiện đáng kể chức năng tình dục, tăng trọng lượng bộ phận sinh dục và tăng hàm lượng testosteron trong huyết tương. Dịch chiết nước dâm dương hoắc có tác dụng chống oxy hóa qua việc cải thiện enzym chống oxy hóa (SOD), giảm malondialdehyd (MDA), chống sự peroxy hóa lipid dẫn đến bảo vệ màng tinh trùng khỏi sự tấn công của các phản ứng oxy hóa, qua đó cải thiện khả năng sống và chức năng của tinh trùng. Ngoài ra, icariin làm tăng trọng lượng túi tinh trên tinh hoàn chuột, tăng bài tiết testosteron và sản xuất cAMP trong các tế bào Leydig [65]. 
- Ba kích: Các oligosaccharid của ba kích làm tăng số lượng và hoạt động tinh trùng trên chuột đực được gây suy giảm tinh trùng bởi cytoxan (cyclophosphamid) [66].
* Đánh giá mô học ống sinh tinh theo thang điểm Johnsen
[bookmark: _Hlk51796296][bookmark: _Hlk51796311][bookmark: _Hlk51796331]Trong luận án này để đánh giá mô học ống sinh tinh và quá trình trưởng thành tinh trùng, chúng tôi dựa trên hệ thống thang điểm của Johnsen [99]. Đây là một hệ thống phân loại mô học định lượng đáng tin cậy, đơn giản, dễ thực hiện để tiên lượng khả năng sinh sản ở nam giới [175], [176]. Điểm Johnsen cũng là một yếu tố dự báo mô bệnh học về cấu trúc vi thể của ống sinh tinh sau một số chỉ định điều trị bệnh nhân suy giảm chức năng sinh sản nam, từ đó phân tích và xác định tiên lượng tích cực giúp cải thiện khả năng sinh sản [176]. 
[bookmark: _Hlk51796750]Theo thang điểm Johnsen, mỗi ống sinh tinh sẽ được phân loại theo thang điểm từ 1 đến 10 điểm, dựa theo sự giảm số lượng và mật độ tế bào dòng tinh của ống sinh tinh. Điểm Johnsen đạt điểm 8, 9 và 10 thể hiện quá trình sinh tinh có từ một vài đến nhiều tinh trùng có trong mặt cắt ngang ống sinh tinh. Điểm 6 và 7 cho thấy không có tinh trùng trong ống sinh tinh, nhưng có sự hiện diện của tinh tử. Điểm 4 và 5 thể hiện không có tinh trùng, không có tinh tử, nhưng có tinh bào trong ống sinh tinh. Điểm 3 thể hiện chỉ có tế bào Sertoli và tinh nguyên bào trong thành ống sinh tinh, trong khi chỉ có tế bào Sertoli trong ống sinh tinh đạt 2 điểm. Khi ống sinh tinh không có sự hiện diện của tế bào nào thì đánh giá 1 điểm.
[bookmark: _Hlk51796906][bookmark: _Hlk51796673]Kết quả trong nghiên cứu này (biểu đồ 3.5 và 3.6) cho thấy điểm Johnsen giảm đáng kể ở nhóm bị stress nhiệt (lô mô hình) so với nhóm đối chứng và hai lô dùng cao đặc Testin CT3, làm tăng khả năng vô sinh ở chuột. Lô mô hình đa số ống sinh tinh thể hiện nhóm điểm 5-6 điểm (59,5%), nhóm điểm 3-4 chiếm 21,5%; nhóm điểm 7-8 chỉ chiếm 18,5%; chỉ có 1% ống sinh tinh thể hiện điểm 9-10. Lô trị 1 và lô trị 2, nhóm điểm 9-10 cao hơn so với lô mô hình tương ứng là 49,5% và 38%; nhóm điểm 3-4 ít hơn so với lô mô hình chiếm 3,5% - 7,5%. Điểm Johnsen trung bình ở lô mô hình là 5,16 ± 1,23; thấp hơn rõ với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với hai lô dùng Testin CT3 và lô chứng (p < 0,05). Như vậy, điểm Jonhsen ở hai lô dùng cao đặc Testin CT3 cao hơn so với lô mô hình, cho thấy sự hồi phục của quá trình sinh tinh sau khi dùng Testin CT3 trong quá trình nghiên cứu. Điểm Johnsen trung bình cũng có liên quan với số lượng tinh trùng và khả năng di động của tinh trùng ở mỗi nhóm chuột trong nghiên cứu.
Stress nhiệt làm giảm khả năng điều chỉnh nhiệt độ của bìu, là nguyên nhân gây stress oxy hóa, do đó có thể gây phản ứng tế bào gồm rối loạn chức năng ty thể, tăng các loại phản ứng oxy hóa (ROS – reactive oxygen species), giảm sản xuất enzym chống oxy hóa, tăng tỷ lệ chết tế bào. Ngoài ra stress nhiệt có tác dụng ức chế cấu trúc và chức năng tinh hoàn, dẫn đến giảm khả năng sinh sản của nam giới [145]. Trên chuột, ảnh hưởng trực tiếp của nhiệt độ cao lên bìu dẫn đến các tế bào mầm biến đổi tổng hợp DNA, RNA và protein, cũng như biến đổi protein và bất thường của chất nhiễm sắc [154]. Khi nhiệt độ ở bìu tăng cao sẽ làm tăng quá trình oxy hóa, dẫn đến làm gián đoạn sự điều chỉnh nhiệt độ của tinh hoàn như giảm sản xuất enzym chống oxy hóa, các protein sốc nhiệt và làm tăng sự chết tế bào [140]. Như vậy có thể thấy stress nhiệt là nguyên nhân gây tổn thương mô tinh hoàn. Khi tinh hoàn tiếp xúc với stress nhiệt ở 43ºC trong vòng 15 phút, sẽ dẫn đến tổn thương tinh bào và tinh tử. Khi tăng nhiệt độ thêm 2ºC thành 45ºC trong 15 phút, thấy tổn thương không đặc hiệu nhiều loại tế bào mầm khác [177]. 
Do điều kiện về kinh phí và thời gian thực hiện, nên luận án này chưa có điều kiện tiến hành các nghiên cứu về mặt phân tử. Vì vậy, đây cũng là mặt còn hạn chế của luận án. Hy vọng sẽ có những bước nghiên cứu tiếp theo để nghiên cứu rõ hơn cơ chế của Testin CT3.
[bookmark: _Toc53295245][bookmark: _Toc74643062]4.2.2. Tác dụng của Testin CT3 trên mô hình gây suy giảm sinh sản bằng stress giam giữ	
Căng thẳng stress có thể được coi là bao gồm tất cả các phản ứng của cơ thể, gây rối loạn sự cân bằng sinh lý bình thường, dẫn đến ảnh hưởng đến sự hằng định nội mô. Stress là một hiện tượng thường gặp do quá trình công nghiệp hóa và phát triển của xã hội. Vì vậy ngày nay con người thường phải đối mặt với những tình huống căng thẳng trong cuộc sống hàng ngày [178]. Stress đại diện cho phản ứng của cơ thể với các kích thích có xu hướng làm rối loạn cân bằng sinh lý bình thường hoặc cân bằng nội mô và được xác định là không đặc hiệu với cơ thể. Căng thẳng, trầm cảm và các vấn đề sức khỏe tâm thần liên quan đã ngày càng gia tăng trong cuộc sống hiện đại. Một vài nghiên cứu cho thấy stress có thể là nguyên nhân gây suy giảm chức năng sinh sản do ảnh hưởng đến tuyến sinh dục [179].
Như vậy có thể thấy stress là nhân tố gây vô sinh nam và được định nghĩa là sự phá vỡ cân bằng nội mô [180]; và tác nhân kích thích gây phá vỡ cân bằng nội mô được xác định là nhân tố gây căng thẳng. Các nhân tố gây căng thẳng được chia thành 3 loại [181], [182], [183] đó là thể chất (gồm sự giam giữ, tập thể dục), tâm lý xã hội (gồm sự cô lập, lo lắng, sợ hãi hay thất vọng về tinh thần) và chuyển hóa (gồm tiếp xúc với nhiệt, hạ đường huyết, hay xuất huyết). Stress được chia nhỏ ra theo khoảng thời gian: cấp tính (đơn lẻ, không liên tục, và phơi nhiễm giới hạn thời gian), mãn tính (phơi nhiễm gián đoạn, kéo dài hoặc liên tục). Các nhân tố gây căng thẳng được sử dụng trong nghiên cứu thường là loại phối hợp. Ví dụ stress giam giữ là sự phối hợp các yếu tố gây căng thẳng về thể chất và tâm lý, hạn chế di chuyển và cách ly cá nhân khỏi nhóm [184].
Ảnh hưởng của stress đối với con người đã được thử nghiệm trên động vật bằng nhiều mô hình khác nhau. Phương pháp căng thẳng giam giữ (bất động, cô đơn) gây căng thẳng cả về tâm lý và sinh lý do hạn chế vận động, gây công kích, cảm thấy đau khổ, kiệt sức. Do đó mô hình stress giam giữ được coi là một phương pháp áp dụng trong nghiên cứu dễ dàng và thuận tiện [185].
Khi bị căng thẳng (stress), phản ứng thích nghi được kích hoạt từ trục vùng dưới đồi - tuyến yên - tuyến thượng thận để duy trì cân bằng nội mô [186]. Phản ứng thích nghi làm thay đổi sự bài tiết các yếu tố tác động lên vỏ thượng thận, từ đó kích thích sự tăng trưởng và giải phóng corticosteroid, hormon hướng vỏ thượng thận (ACTH) và LH cũng như corticosteroid thượng thận [180]. Căng thẳng từ một loạt các kích thích gây ức chế rõ trục sinh sản [180], [182], [187], [178]. Ở nam giới làm giảm testosteron huyết thanh là một trong những dấu hiệu đầu tiên của stress [188], và tăng nồng độ glucocorticoid được xem là những yếu tố gây suy giảm sự tổng hợp các steroid ở tuyến thượng thận và tuyến sinh dục [189]. 
Xu hướng kích thích tế bào Leydig ở tinh hoàn sản xuất testosteron của LH có thể không thay đổi hay giảm phụ thuộc vào thời gian bị ảnh hưởng bởi stress [33]. Trên chuột, stress bất động cấp tính chủ yếu làm giảm nồng độ testosteron ở tinh hoàn với sự bài tiết LH không thay đổi, trong khi stress bất động mạn tính gây ức chế trục dưới đồi - tuyến yên, dẫn đến làm giảm giải phóng LH trong huyết tương và giảm nồng độ testosteron [190].
Trong nghiên cứu này có sử dụng mô hình stress giam giữ để gây suy giảm sinh sản. Đây là một mô hình đơn giản, dễ thực hiện, dụng cụ sử dụng trong mô hình dễ kiếm, rẻ tiền và có thể áp dụng để tiến hành nghiên cứu ở nhiều nơi chưa có đầy đủ trang thiết bị hiện đại. Mô hình stress giam giữ tuy đã được nhiều tác giả trên thế giới thực hiện. Nhưng tại Việt Nam, theo tìm hiểu vẫn chưa có công bố hay nghiên cứu nào thực hiện mô hình giam giữ gây suy giảm sinh sản giống đực. Và đây cũng là một đóng góp mới của nghiên cứu này đối với chuyên ngành Dược lý nói chung, cũng như đối với các nghiên cứu về thuốc tác dụng trên sinh sản nam trong thực nghiệm nói riêng.
Kết quả ở bảng 3.18; 3.19 và 3.20 cho thấy, stress giam giữ có liên quan với những thay đổi về trọng lượng cơ thể, trọng lượng tinh hoàn và cơ quan sinh dục khác như túi tinh, tuyến tiền liệt, cơ nâng hậu môn, tuyến Cowper. Sau 15 ngày giam giữ, trọng lượng cơ thể ở lô mô hình và lô trị 1, lô trị 2 đều giảm hơn so với lúc ban đầu (trong đó lô mô hình và lô trị 1 giảm rõ có ý nghĩa thống kê với p < 0,05). Theo chúng tôi sự giảm trọng lượng là do chuột không được cho ăn và uống nước trong thời gian giam giữ 5 giờ mỗi ngày, dẫn đến giảm tiêu thụ lượng thức ăn và nước uống, giảm nguồn dự trữ trong cơ thể do tăng trao đổi chất. Riêng Testin CT3 liều 2 trọng lượng có giảm nhưng không có ý nghĩa thống kê so với ban đầu, có thể do ở liều cao hơn, Testin CT3 có tác dụng chống oxy hóa, giảm sự trao đổi chất quá mức do căng thẳng stress, và sau đó chuột tiêu thụ lượng thức ăn và nước uống nhiều hơn so với lô mô hình và lô Testin CT3 liều 1. 
Kết quả này cũng phù hợp như nhiều nghiên cứu khác, Herman và Cs đã nghiên cứu cho thấy giảm trọng lượng xuất hiện sau stress. Lý do giảm trọng lượng đã được giải thích do giảm sự tiêu thụ thức ăn và nước uống hoặc cạn kiệt nguồn dự trữ trong cơ thể do tăng hoạt động trao đổi chất [191]. Theo Marin M. và Cs cho thấy stress giam giữ cũng gây giảm trọng lượng cơ thể [192]. Nghiên cứu của Ortiz J. và Cs thấy sự giảm trọng lượng rõ rệt trên chuột khi bị giam giữ [193]. Theo Martí O. và Cs việc giảm trọng lượng cơ thể do stress có thể do chán ăn [194].
Đối với trọng lượng cơ quan sinh dục, sau thời gian giam giữ thì trọng lượng tinh hoàn, túi tinh, tuyến Cowper, cơ nâng hậu môn đều giảm rõ rệt so với lô chứng (không gây stress giam giữ). Như vậy có thể thấy stress giam giữ ảnh hưởng rõ rệt tới trọng lượng cơ thể cũng như trọng lượng các cơ quan sinh dục. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy Testin CT3 có tác dụng chống lại sự giảm trọng lượng cơ thể cũng như trọng lượng cơ quan sinh sản do stress giam giữ. Với lô trị 1 chỉ có tuyến tiền liệt và cơ nâng hậu môn giảm có ý nghĩa thống kê so với lô chứng (p < 0,05), nhưng so với lô mô hình thì trọng lượng của tinh hoàn, túi tinh, và tuyến Cowper đều tăng có ý nghĩa thông kê (p > 0,05). Với lô trị 2, Testin CT3 làm tăng trọng lượng tinh hoàn, túi tinh, tuyến Cowper, cơ nâng hậu môn so với lô mô hình (p < 0,05); so với lô chứng trọng lượng tinh hoàn, tuyến Cowper đều tăng nhưng chưa có sự khác biệt rõ, trọng lượng túi tinh tăng rõ rệt so với lô chứng (p < 0,05). Những thay đổi về trọng lượng của cơ quan sinh sản là bằng chứng bước đầu để phân loại một chất có khả năng sinh sản [75]. Như vậy có thể thấy Testin CT3 có tác dụng chống lại sự giảm trọng lượng cơ quan sinh sản do stress giam giữ.
	Nhiều nghiên cứu cho thấy stress là nguyên nhân gây ra rối loạn nội tiết ở tinh hoàn và tổn thương về mặt hình thái tinh hoàn. Nghiên cứu của Pook và Cs cho thấy stress tâm lý trên người làm giảm sự vận động và chất lượng tinh trùng dẫn đến suy giảm chức năng sinh sản nam [153]. Rai J. và CS đã chứng minh stress giam giữ (gây bất động, cô đơn) làm rối loạn chức năng sinh tinh và nội tiết của tinh hoàn [39]. Yazawa H. và Cs báo cáo, stress làm ảnh hưởng đến hoạt động sinh sản của và làm tăng chỉ số chết tế bào trong ống sinh tinh của tinh hoàn chuột. Sự chết tế bào mầm nhất là tinh nguyên bào và tinh bào gốc được quan sát thấy trong tinh hoàn của chuột bị giam giữ 2 giờ mỗi ngày trong 7 ngày liên tiếp [185]. Trên chuột, dưới ảnh hưởng stress sẽ kích hoạt trục dưới đồi - tuyến yên - tuyến thượng thận phụ thuộc vào thời gian bị ảnh hưởng bởi các tác nhân stress [195]; stress giam giữ làm giảm trọng lượng tinh hoàn, giảm khả năng sống và khả năng tiến tới trong mào tinh hoàn [192]. 
Stress giam giữ có vai trò quan trọng trong nghiên cứu y sinh học đối với sự suy giảm sinh sản nam, và trong các nghiên cứu thực nghiệm trước cũng cho thấy các yếu tố gồm mất cân bằng hormon giới tính gây ra những thay đổi bệnh lý ở tinh hoàn và rối loạn hệ thống sinh sản sau khi tiếp xúc với stress giam giữ [196]. Nhiều nghiên cứu trước đã cho thấy, trọng lượng cơ thể giảm sau stress giam giữ là do tăng corticosteron trung gian dẫn đến tăng glycolysis và lipolysis, từ đó gây giảm trọng lượng cơ thể. Trong một nghiên cứu khác cũng cho thấy, stress giam giữ làm tăng nhanh hoạt động của trục dưới đồi - tuyến yên - tuyến thượng thận, làm ức chế sự vận động của tinh trùng do rối loạn hoạt động của trục dưới đồi - tuyến yên - tuyến sinh dục. 
	Trong nghiên cứu của chúng tôi, sự giảm trọng lượng cơ thể, hay trọng lượng cơ quan sinh dục sau giam giữ (gây bất động và cô đơn) có thể do hormon androgen và/hoặc hormon thần kinh làm giảm tiết corticosteron, gây ảnh hưởng đến sinh lý của chuột. Từ đó tác động lên mào tinh hoàn hoặc hệ mạch máu thần kinh thông qua thụ thể tế bào thần kinh ở tinh trùng của những chuột bị stress, dẫn đến giảm đường kinh ống sinh tinh, đường kính lòng ống sinh tinh và chiều cao biểu mô ống sinh tinh. Các nghiên cứu khác cũng đã lưu ý rằng khả năng sinh sản nam giới thường bị giảm do các stress hóa học hay stress thể chất [197], [198], [199], [200]; điều này cũng góp phần chứng minh cho nghiên cứu của chúng tôi. Andersen M. và Cs đã sử dụng nhiều mô hình stress khác nhau trên động vật (không hoạt động thể chất bằng giam giữ, nổi trên nước, mất ngủ và đặt vào môi trường lạnh), và họ đã báo cáo mô hình căng thẳng bất động do giam giữ làm tăng mức cortisol và giảm nồng độ testosteron giống như các mô hình khác. Và chính sự thay đổi nội tiết này gây ảnh hưởng đến chức năng tinh hoàn [201]. Nghiên cứu của Palma B. và Cs cho thấy khi bị giam giữ cấp tính trong 1 giờ sẽ làm tăng nồng độ cortisol trong máu - chất biểu thị khi bị stress [202]. Khi bị stress, sẽ dẫn đến tăng tiết glucocorticoid và ức chế quá trình sinh sản. Vì vậy stress ức chế quá trình sinh sản thông qua con đường glucocorticoid. Tilbrook A. và Cs đã chứng minh khi bị stress kéo dài, sự bài tiết các hormon kích thích tuyến sinh dục bị ức chế, dẫn đến quá trình sinh sản cũng bị ức chế [182].
	Trong nghiên cứu của chúng tôi kết quả cho thấy có sự khác biệt rõ rệt về đường kính ống sinh của hai lô dùng Testin CT3 so với lô mô hình. Bảng 3.21 cho thấy lô chuột được dùng Testin CT3 liều cao thì có đường kính ống sinh tinh cao nhất, tiếp theo là lô chuột dùng Testin CT3 liều thấp, trong khi đó lô mô hình thì có đường kính ống sinh tinh thấp nhất, và sự khác biệt thống kê có ý nghĩa rõ rệt về đường kính ống sinh tinh trong tinh hoàn của tất cả chuột lô trị 1 và lô trị 2 so với lô mô hình (p < 0,05). Đặc biệt ở lô dùng Testin CT3 liều cao thì đường kính ống sinh tinh còn tăng cao hơn rõ rệt so với lô chứng với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05).
	Bảng 3.21 cũng cho thấy chiều cao biểu mô ống sinh tinh ở lô trị 2 là cao nhất, sau đó là lô trị 1, có sự khác biệt rõ rệt giữa lô trị 1 và lô trị 2 so với lô mô hình (p < 0,05). So với lô chứng thì lô trị 2 cũng có chiều cao biểu mô tăng rõ rệt và có sự khác biệt thống kê (p < 0,05).
	Theo Santamarina E. và Cs (1957), quá trình tạo ống sinh tinh bị chi phối bởi 2 hiện tượng: Đầu tiên là sự chết tế bào mầm cho phép thay đổi kích thước không bào trong lòng ống, nơi mà chúng kết hợp lại tạo thành khoảng không lớn, đó là yếu tố chính của quá trình tạo ống sinh tinh. Mặt khác, tốc độ phân chia tế bào mầm cao trong giai đoạn đầu, và sự tiếp cận đồng thời của tế bào mầm với lớp màng đáy làm tăng đường kính ngoài và từ đó làm rộng lòng ống sinh tinh [203]. Chiều cao biểu mô tinh dưới ảnh hưởng của điều hòa nội tiết tố sinh dục nam, các biểu mô tinh được tạo ra bởi hormon kích thích nang trứng FSH. Russell L. và Cs (1990) đã báo cáo sự tăng chiều cao biểu mô ống sinh tinh có thể làm tăng quá trình sản xuất tinh trùng [203]. 
Kết quả nghiên cứu cho thấy stress giam giữ là nguyên nhân gây giảm đường kính ống sinh tinh và chiều cao biểu mô tinh. Và từ kết quả nghiên cứu cũng cho thấy, các lô chuột dùng Testin CT3 liều thấp và liều cao đều làm tăng đáng kể đường kính ống sinh tinh và chiều cao biểu mô tinh so với lô chuột mô hình (không được điều trị gì), thậm chí lô Testin CT3 liều cao làm tăng đường kính ống sinh tinh và chiều cao biểu mô tinh rõ rệt so với lô chứng (chuột bình thường không bị giam giữ). Tác dụng này của Testin CT3 theo chúng tôi là do vị dược liệu có trong Testin CT3 có tác dụng tăng kích thước biểu mô tinh:
- Ba kích: Theo Chang M. và Cs (2008) chiết xuất nước của ba kích làm tăng độ dày của biểu mô ống sinh tinh, tăng kích thước ống sinh tinh và tinh trùng, tăng nồng độ testosteron trong huyết thanh, không ảnh hưởng đến nồng độ FSH và LH trong huyết thanh trên chuột bị gây suy giảm bằng cyclophosphamide. Từ đó cho thấy ba kích có thể cải thiện cấu trúc ống sinh tinh trong tinh hoàn, thúc đẩy tế bào Leydig bài tiết testosteron trong trường hợp rối loạn quá trình sinh tinh do cyclophosphamid [204]. Theo Chen T. và Cs (2016), sử dụng chiết xuất dạng nước ba kích với liều 10, 20, 30 và 40 g/kg cho chuột đực trưởng thành trong 2 tuần sẽ giúp cải thiện tác động bất lợi do Cytoxan gây ra đối với quá trình sinh tinh của chuột do làm thay đổi chỉ số của tinh hoàn cũng như mào tinh hoàn, cấu trúc của mô tinh hoàn, đường kính trung bình ống sinh tinh và thang điểm sinh thiết thu được [205]. Như vậy Testin CT3 cũng có thể có cơ chế tác động như trên do trong thành phần có ba kích.
Đối với đánh giá quá trình sinh tinh chúng tôi sử dụng thang điểm theo tác giả Mustafa, bằng cách đánh giá điểm 20 ống sinh tinh trên tinh hoàn của chuột trong mỗi nhóm. Điểm 5, 4, 3 và 2 được quan sát với các tần xuất khác nhau trong cùng một mẫu mô học tinh hoàn. Điểm 1 và 0 không quan sát thấy trong bất kỳ ống sinh tinh nào của chuột trong nghiên cứu. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy (bảng 3.22 và biểu đồ 3.7, 3.8) stress giam giữ cũng có tác động đến quá trình phân chia tế bào và trưởng thành của tinh trùng. Cụ thể với lô mô hình, đa số ống sinh tinh đều thể hiện ở thang điểm 3, 4 là có quá trình hủy hoại biểu mô trong tinh hoàn và rất ít tinh trùng. Đối với hai lô trị 1 và lô trị 2, số ống sinh tinh ở thang điểm 3 rất ít (10-11%), còn đa phần là ở thang điểm 5 với quá trình sinh tinh đầy đủ. 
Như vậy, tác dụng của cao đặc Testin CT3 đối với trọng các cơ quan sinh dục cũng như đối với quá trình sinh tinh cho thấy đây là một chế phẩm có tác dụng tốt với sinh dục và sinh sản của giống đực. Kết quả nghiên cứu cũng hoàn toàn phù hợp với đặc tính bổ thận dương của các vị thuốc (bá bệnh, dâm dương hoắc, ba kích, xà sàng tử, hoàng kỳ, đương quy, bạch tật lê, câu kỷ tử) được sử dụng để bào chế Testin CT3.
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	* Mục tiêu của thử nghiệm Hershberger:
	Chất chủ vận và đối kháng androgen đóng vai trò là phối tử cho thụ thể androgen (AR), có thể kích hoạt hoặc ức chế, phiên mã gen được kiểm soát bởi thụ thể. Ngoài ra, một vài chất hóa học ức chế enzym 5α-reductase, giúp chuyển testosteron thành DHT trong một số mô đích của androgen. Chất hóa học ngoại sinh hoạt động như androgen hoặc đối kháng androgen có thể phá vỡ hệ thống nội tiết và làm tổn thương hệ thống sinh sản và quá trình phát triển. Do đó, cần thiết có đánh giá nhanh xem một chất hóa học có thể là chủ vận hay đối kháng androgen [206]. 
Thử nghiệm Hershberger là một thử nghiệm sàng lọc ngắn hạn in vivo nhằm xác định chất có hoạt tính androgen hoặc kháng androgenic, sử dụng các mô phụ của đường sinh sản nam (Hershberger và Cs 1953). Thử nghiệm Hershberger hiện nay dựa vào sự thay đổi về trọng lượng của 5 mô phụ thuộc androgen trên chuột đực ở tuổi dậy thì bị thiến. Thử nghiệm đánh giá khả năng của chất hóa học để gợi ra hoạt động sinh học phù hợp với chất chủ vận androgen, chất đối kháng hoặc ức chế 5α-reductase. Năm mô phụ thuộc androgen bao gồm tuyến tiền liệt, túi tinh (gồm chất lỏng và tuyến làm đông), cơ nâng hậu môn, cặp tuyến Cowper và quy đầu [102], [206]. Trong luận án này, chúng tôi thực hiện thử nghiệm Hershberger theo hướng dẫn của OECD 441 năm 2009.
Thử nghiệm Hershberger sử dụng chuột đực thiến khi bắt đầu dậy thì (không nên sử dụng chuột trưởng thành trên 42 ngày tuổi, vì khi thiến chuột 42 ngày tuổi, gây khó khăn trong việc đo trọng lượng quy đầu, do quy đầu đã tách rời khỏi trục DV) để xác định ảnh hưởng của việc tiếp xúc với chất chủ vận hay đối kháng androgen tiềm năng, và chất ức chế 5α-reductase đối với trọng lượng của cơ quan sinh dục phụ thuộc vào androgen. Khi thiến chuột non sẽ tạo ra mức độ sinh lý thấp các hormon nội sinh trong các mô đích phụ thuộc androgen, có khả năng đáp ứng cao khi cho dùng testosteron ngoại sinh. Khi đánh giá chất đối kháng androgen, thiến chuột cùng với dùng testosteron ngoại sinh, dẫn đến sự tiếp xúc với nồng độ hormon nội sinh thấp ở các mô đích và loại trừ vòng điều hòa ngược của trục dưới đồi - tuyến yên - tuyến sinh dục, từ đó có thể thấy tác dụng của chất là chủ vận hay đối kháng androgen lên các mô đích. Trên chuột đực thiến ở quanh tuổi dậy thì, 5 mô này đều đáp ứng androgen với việc tăng trọng lượng của cơ quan/mô tuyệt đối. Những mô tương tự được kích thích để tăng trọng lượng bằng cách cho dùng androgen chuẩn có hiệu lực, vì khi thiến chuột sẽ loại bỏ nguồn chính của testosteron nội sinh. Tương tự như vậy, năm mô này đều đáp ứng với chất đối kháng androgen với sự giảm tuyệt đối trọng lượng cơ quan/mô [102], [206]. 
	Khoảng 24 giờ sau khi uống liều cuối cùng, chuột được mổ để phẫu tích lấy 5 mô đích phụ thuộc androgen. Các mô đích phải được cắt lọc một cách cẩn thận, và cân trọng lượng ngay sau khi cắt lọc. Đặc biệt tránh mất chất lỏng từ các cơ quan hoặc dùng giấy hút ẩm trong toàn bộ quá trình, vì điều này có thể làm sai lệch trọng lượng đã cân. Việc tăng trọng lượng có ý nghĩa thống kê của hai hay nhiều mô đích của nhóm chất thử nghiệm so với nhóm chứng thì được coi là chất có hoạt tính androgen [102], [206]. Androgen góp phần vào sự cương cứng của dương vật bằng cách hoạt động kết hợp với các yếu tố trong sinh lý cương dương. Sử dụng mô hình chuột đã chứng minh hành vi tinh dục và khả năng cương dương phụ thuộc vào androgen (hoạt động ở cả trung ương và ngoại vi), và việc điều trị bằng testosteron trên chuột thiến giúp hồi phục cả hành vi tình dục và khả năng cương của dương vật. Cũng có những nghiên cứu chứng minh androgen điều chỉnh hoạt động tổng hợp các nitric oxid synthase (NOS) của cơ thể [51]. 
	Kết quả trong nghiên cứu của chúng tôi, sau thử nghiệm Hershberger, thấy trọng lượng cơ thể chuột (bảng 3.23) ở các lô đều có xu hướng tăng, nhưng không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Như vậy sau 10 ngày dùng cao đặc Testin CT3, trọng lượng cơ thể chuột không bị ảnh hưởng. Kết quả này cũng tương tự như kết quả của tác giả Nguyễn Thanh Hương [88], chứng tỏ sự thay đổi trọng lượng cơ thể không liên quan đến hoạt tính androgen.
Đối với trọng lượng các cơ quan sinh dục: Theo hướng dẫn của OECD, chúng tôi sử dụng testosteron propionat làm thuốc chứng dương với liều 0,4 mg/kg/ngày tiêm dưới da trong 10 ngày. Nhiều nghiên cứu trên thế giới cũng như Việt Nam đã chứng minh khi dùng testosteron propionate với liều như trên thể hiện tác dụng rõ ràng nhất lên các cơ quan sinh dục như túi tinh, tuyến tiền liệt,…[207]. Nghiên cứu của chúng tôi cũng đưa đến những kết quả hoàn toàn phù hợp với các nghiên cứu trước. Kết quả bảng 3.24 và 3.25 cho thấy lô dùng testosteron propionate đều làm tăng rõ rệt trọng lượng túi tinh, tuyến Cowper, cơ nâng hậu môn, quy đầu và thậm chí cả tuyến tiền liệt so với lô chứng và hai lô dùng Testin CT3 với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 
Đối với lô dùng Testin CT3 liều thấp làm tăng trọng lượng túi tinh, cơ nâng hậu môn rõ rệt so với lô chứng (p < 0,05); và lô dùng Testin CT3 liều cao làm tăng trọng lượng túi tinh, cơ nâng hậu môn, tuyến Cowper so với lô chứng với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Như vậy, cả hai lô dùng Testin CT3 ở 2 mức liều thử nghiệm đều làm tăng trọng lượng 2-3 mô đích, do đó có thể kết luận Testin CT3 có thể hiện hoạt tính androgen.
Tuy nhiên, kết quả nghiên cứu cũng cho thấy, lô dùng testosteron propionat làm tăng trọng lượng tuyến tiền liệt đáng kể so với cả hai lô dùng Testin CT3 và với lô chứng, điều này được coi như là một trong những tác dụng không mong muốn trong liệu pháp điều trị bằng testosteron. Trong khi đó, hai lô dùng Testin CT3 ở hai mức liều lại không làm tăng trọng lượng tuyến tiền liệt, chỉ gần như tương đương với lô chứng, điều này có thể được coi như một ưu điểm của Testin CT3 so với thuốc tham chiếu testosteron.
Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cũng tương tự như kết quả nghiên cứu của Đỗ Thị Nguyệt Quế và Cs (2015), với chế phẩm cao đặc Testin gồm 8 vị dược liệu (bá bệnh, xà sàng tử, cốt khí củ, đương quy, bạch tật lê, hoàng kỳ, ba kích, câu kỉ tử) cũng thể hiện hoạt tính androgen đối với chuột cống đực trưởng thành ở cả hai mức liều 6 g/kg và 12 g/kg. Tại mức liều 6 g/kg cao đặc Testin làm tăng trọng lượng cơ nâng hậu môn, trọng lượng tinh hoàn so với lô chứng; còn ở liều 12 g/kg làm tăng trọng lượng túi tinh, cơ nâng hậu môn so với lô chứng [208].
Nguyễn Mạnh Quân và Cs (2008) nghiên cứu tác dụng của ba kích lên sự phát triển của cơ quan sinh dục chuột cống đực, kết quả ba kích 20 g/kg làm tăng trọng lượng tinh hoàn, túi tinh, tuyến tiền liệt, tuyến Cowper so với lô chứng [209]. Theo nghiên cứu của Trần Mỹ Tiên và Cs (2012) nghiên cứu tác dụng hướng sinh dục nam của ba kích. Kết quả cho thấy ba kích thể hiện tác dụng kiểu androgen trên chuột đực bình thường và chuột đực giảm năng sinh dục ở 2 liều thử nghiệm 50 mg/kg và 100 mg/kg. Ở hai liều này thể trọng lượng tinh hoàn không thay đổi trên chuột đực bình thường và thể trọng cũng không thay đổi sau thời gian thử nghiệm [210]. 
Kết quả nghiên cứu của Dương Thị Ly Hương cho thấy, rễ bá bệnh với liều 10 g/kg trên chuột nhắt đã thể hiện hoạt tính androgen rõ qua việc tăng trọng lượng túi tinh, tuyến Cowper và cơ nâng hậu môn có ý nghĩa thống kê so với lô chứng. Trên chuột cống non thiến, rễ bá bệnh với liều 6 g/kg làm tăng đáng kể khối lượng túi tinh, tuyến Cowper, cơ nâng hậu môn có ý nghĩa thống kê so với lô chứng [47]. 
Nghiên cứu của Đậu Thùy Dương về cao chiết cồn OS35 của quả xà sàng với liều 150 mg/kg/ngày và liều 450 mg/kg/ngày đã thể hiện hoạt tính androgen trên chuột cống đực non thiến vì làm tăng trọng lượng 3 cơ quan là cơ nâng hậu môn, đầu DV và tuyến Cowper [70].
Như vậy, với kết quả nghiên cứu của nhiều tác giả có thể thấy, các vị dược liệu như bá bệnh, ba kích, xà sàng là một thành phần trong cao đặc Testin CT3 cũng thể hiện tác dụng kiểu androgen khi nghiên cứu riêng rẽ từng vị dược liệu. Và kết quả trong nghiên cứu của chúng tôi về Testin CT3 là sự phối hợp của các vị dược liệu trên cũng cho thấy cao đặc Testin CT3 ở hai mức liều đã làm tăng đáng kể trọng lượng của hai mô đích trở lên. Do đó một lần nữa khẳng định cao đặc Testin CT3 đã thể hiện có hoạt tính androgen trên chuột cống đực non thiến là kết quả nghiên cứu phù hợp.
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Qua kết quả nghiên cứu về tính an toàn và tác dụng của cao đặc Testin CT3 trên thực nghiệm, rút ra một số kết luận sau:
1. Về tính an toàn của Testin CT3
Cao đặc Testin CT3 là thuốc có tính an toàn cao, độc tính thấp cụ thể:
- Đã xác định được LD50 của Testin CT3 trên chuột nhắt trắng theo đường uống là LD50 = 250,13 g/kg (210,2 g/kg - 297,45 g/kg).
- Testin CT3 ở hai mức liều 5,88 g/kg/24h và 17,64 g/kg/24h dùng trên thỏ liên tục trong 42 ngày không ảnh hưởng đến sự phát triển của thỏ, không làm thay đổi các chỉ số huyết học, chức năng gan thận, cũng như không làm thay đổi hình ảnh đại thể, cấu trúc vi thể của gan, lách, thận thỏ so với lô chứng. 
- Độc tính trên sinh sản và phát triển: Testin CT3 ở hai mức liều 24,1 g/kg/24h và 72,3 g/kg/24h cho chuột nhắt đực uống trong vòng 28 ngày sau đó ghép với chuột cái. Kết quả cho thấy Testin CT3 không gây ra những đột biến sinh sản và phát triển trên chuột ở các thế hệ P, F1 và F2.
2. Về tác dụng của Testin CT3
- Kết quả nghiên cứu tác dụng của Testin CT3 trên chuột cống đực gây suy giảm sinh sản bằng stress nhiệt
Testin CT3 ở cả hai mức liều 12,15 g/kg/24h và liều 36,45 g/kg/24h dùng trên chuột cống đực bị gây suy giảm sinh sản bằng stress nhiệt trong 35 ngày, đã thể hiện rõ tác dụng phục hồi sau stress nhiệt: tăng trọng lượng tinh hoàn, túi tinh; tăng số lượng tinh trùng; tăng khả năng di động của tinh trùng; tăng nồng độ testosteron. Đánh giá mô học ống sinh tinh qua thang điểm Johnsen thấy điểm trung bình của hai lô chuột dùng Testin CT3 là 7,68 ± 1,55 và 7,26 ± 1,77 cao hơn rõ so với lô mô hình (5,16 ± 1,23) với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê p < 0,05.
- Kết quả nghiên cứu tác dụng của Testin CT3 trên chuột nhắt đực gây suy giảm sinh sản bằng stress giam giữ
Testin CT3 ở cả hai mức liều 24,1 g/kg/24h và liều 72,3 g/kg/24h dùng trên chuột nhắt đực bị gây suy giảm sinh sản bằng stress giam giữ (gây bất động và cô đơn) trong 15 ngày, đã thể hiện rõ tác dụng phục hồi sau stress giam giữ: tăng trọng lượng tinh hoàn, túi tinh, tuyến Cowper, cơ nâng hậu môn; tăng kích thước ống sinh tinh so với lô mô hình. Đánh giá mô học ống sinh tinh qua thang điểm Mustafa thấy điểm trung bình của hai lô chuột dùng Testin CT3 liều thấp (4,12 ± 0,68) và liều cao (4,20 ± 0,77) cao hơn rõ so với lô mô hình (3,23 ± 0,79) với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê p < 0,05.
- Kết quả đánh giá hoạt tính androgen
Testin CT3 ở cả hai mức liều 12,15 g/kg/24h và liều 36,45 g/kg/24h dùng trên chuột cống đực non thiến trong 10 ngày đã thể hiện hoạt tính androgen rõ (làm tăng trọng lượng từ 2 đến 3 cơ quan sinh dục có ý nghĩa thống kê so với lô chứng).
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	Từ các kết quả nghiên cứu về tính an toàn và tác dụng tăng cường khả năng sinh tinh của cao đặc Testin CT3 trên thực nghiệm, chúng tôi đưa ra một số kiến nghị sau:
	1. Cần xác định độc tính trên nhiễm sắc thể của cao đặc Testin CT3
	2. Tiếp tục tiến hành thử nghiệm Testin CT3 trình tự theo các bước trong hướng dẫn thử nghiệm lâm sàng của Bộ Y tế, để từng bước đưa Testin CT3 vào ứng dụng điều trị bệnh lý về suy giảm tinh trùng ở nam giới.
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CƠ QUAN SINH DỤC GIỮA NGƯỜI VÀ CHUỘT
[image: ]
Hình 1. Ống dẫn tinh người
Nguồn: Knoblaugh S. và Cs (2018) [13]
Biểu mô (E), vách cơ (M), hạt sắc tố lipid màu vàng/nâu (L) và (N). Mỗi ống dẫn tinh gồm vách cơ (1) và nếp niêm mạc (2), chất nhầy (3). 
[image: ]
Hình 2. Ống dẫn tinh chuột
Nguồn: Knoblaugh S. và Cs (2018) [13]
Ống dẫn tinh chuột gồm cơ trơn (SM) và biểu mô trụ cao (E) và sự bài tiết trong lòng ống (S)
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Hình 3. Tuyến tiền liệt người
Nguồn: Knoblaugh S. và Cs (2018) [13]
Vùng trung tâm bao quanh ống xuất tinh (ED). Vùng chuyển tiếp (TZ) được phân cách từ vùng ngoại vi (PZ) bằng mô sợi (mũi tên), bao quanh phần niệu đạo (UR) tiền liệt. Tuyền tiền liệt người được bao quanh bởi bao vỏ (C).
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Hình 4. Tuyến tiền liệt chuột (A) và người (B)
Nguồn: Knoblaugh S. và Cs (2018) [13]
Tuyến tiền liệt được chia ra thành các thùy bao quanh niệu đạo (Ur): túi tinh (SV), thùy trước (AP), thùy lưng (DP), thùy bên (LP), thùy bụng (VP).
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Hình 5. Tuyến bao quy đầu chuột
Nguồn: Knoblaugh S. và Cs (2018) [13]
(A - nang tuyến, D - ống tiết, SC - tế bào tiết bã nhờn)
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Hình 6. Ụ tinh dịch của chuột
Nguồn: Knoblaugh S. và Cs (2018) [13]
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Hình 7. Niệu đạo dương vật người
Nguồn: Knoblaugh S. và Cs (2018) [13]
(E - biểu mô cột, P - tuyến quanh niệu đạo)
PHỤ LỤC 2
TỔNG QUAN CÁC DƯỢC LIỆU TRONG TESTIN CT3

	STT
	Dược liệu
	Tên khoa học
	Bộ phận dùng
	Tác dụng dược lý

	1
	Bá bệnh
	Radix Eurycomae longifoliae
	Rễ phơi hoặc
sấy khô
	- Tăng khả năng sinh sản nam (tăng thể tích tinh dịch, số lượng tinh trùng, khả năng di động tinh trùng), tăng sản xuất testosteron, tăng hành vi tình dục.
- Tác dụng chống sốt rét, ức chế tính độc hại tế bào, kháng khuẩn, chống viêm, chống âu lo, chống đái tháo đường, chống loãng xương

	2
	Dâm dương hoắc
	Herba Epimedii
	Toàn bộ cây phần trên mặt đất
	- Tăng cường hoạt động tình dục, tăng khả năng sống, cải thiện số lượng tinh trùng trên in vivo và in vitro, tăng trọng lượng bộ phận sinh dục, tăng testosteron, tăng hoạt động hệ nội tiết sinh sản nam, chống oxy hóa, tăng ham muốn tình dục, cải thiện chức năng cương dương

	3
	Ba kích
	Radix Morindae officinalis
	Rễ phơi hay
sấy khô
	- Tăng số lượng và hoạt động tinh trùng trên chuột gây suy giảm bởi cytoxan. Giảm cytokine, GnRH, FSH, LH, kháng thể kháng tinh trùng, điều hòa testosteron, inhibin B.

	4
	Xà sàng tử
	Fructus Cniddii
	Quả già phơi hay sấy khô
	- Bổ thận, cường dương, kiểm soát hành vi tình dục và khả năng cương dương, tăng hoạt tính androgen, gonadotropin và nitric oxid synthase.
- Tác dụng trên tim mạch, hô hấp, hệ nội tiết, hệ miễn dịch, bảo vệ thần kinh, chống lo âu, tăng cường trí nhớ, chống viêm và phòng chống ngứa, chống ung thư, bảo vệ gan, chống loãng xương.

	5
	Bạch tật lê
	Fructus Tribuli terrestris
	Rễ phơi hay
sấy khô
	- Tác dụng với các trường hợp rối loạn cương dương, tăng khả năng di chuyển và số lượng tinh trùng, tăng tinh bào gốc, tinh bào thứ cấp, tinh tử, tế bào Sertoli và tinh nguyên bào. Tăng nồng độ DHT, tăng cường khả năng sinh sản, kích thích tình dục.
- Tác dụng lợi tiểu, chống sỏi niệu, tác dụng trên bệnh đái tháo đường, phòng ngừa và điều trị bệnh tim mạch, bảo vệ tế bào thần kinh, chống ung thư, kháng khuẩn.

	6
	Hoàng kỳ
	Radix Astragali membranacei
	Rễ phơi hay
sấy khô
	- Tăng cường khả năng miễn dịch, cường tráng cơ thể do tăng sức đề kháng, duy trì cân bằng nội môi, tác dụng như nội tiết tố sinh dục, hưng phấn thần kinh trung ương, thúc đẩy quá trình chuyển hóa, lợi niệu, tăng co bóp cơ tim, hạ áp do giãn mạch ngoại vi, giảm albumin niệu, tăng co bóp tử cung, bảo vệ gan, chống giảm glycogen trong gan, chống viêm, kháng khuẩn.

	7
	Đương quy
	Radix Angelicae sinensis
	Rễ phơi hay
sấy khô
	- Trên tim nước sắc kích thích tử cung; tinh dầu ức chế trực tiếp an toàn hơn tropin, điều hòa nhịp tim; ức chế giãn mạch vành và dưỡng tim. Trên huyết áp nước sắc làm tăng, tinh dầu làm hạ. Trên thần kinh giúp trấn tĩnh hoạt động của vỏ đại não. Tác dụng trên hiện tượng thiếu vitamin E. Tác dụng kháng khuẩn, giảm cholesterol máu, tăng số lượng hồng cầu (bổ huyết), tăng cường khả năng miễn dịch, giảm tác dụng phụ của thuốc chống ung thư, giảm đau nội tạng, an thần, nhuận tràng, chống viêm, giãn cơ trơn phế quản.

	8
	Câu kỷ tử
	Fructus Lycii
	Quả chín phơi hay sấy khô
	- Tăng cường miễn dịch không đặc hiệu, nâng cao khả năng thực bào của tế bào thực bào. Tăng cường chức năng tạo máu trên chuột nhắt. Chất Betain có tác dụng kích thích sinh vật cho vào thức ăn gà tăng trọng đẻ trứng nhiều, làm chuột tăng trọng lượng. Betain có tác dụng bảo vệ gan, chống thoái hóa mỡ và hạ đường huyết. Tác dụng làm giảm cholesterol. Nước sắc hạ huyết áp, hưng phấn tử cung cô lập. Ức chế tế bào ung thư trên chuột
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y = 73,712ln(x) - 38,229
R² = 0,9537
10	10	20	40	40	60	90	120	150	180	210	240	270	300	
Thế hệ P	
Lô chứng	Lô trị 1	Lô trị 2	0.65	0.75	0.7	Thế hệ F1	
Lô chứng	Lô trị 1	Lô trị 2	0.72	0.76	0.8	



Số lượng tinh trùng (106/mL)
77,75
79,8
65,7

24.67	17.829999999999998	23.56	26.69	24.67	17.829999999999998	23.56	26.69	Lô chứng 	Mô hình 	Lô trị 1 	Lô trị 2 	77.75	48	79.8	65.7	


Nồng độ testosteron (nmol/L)
Nồng độ testosteron	2,9
1,34
7,25
6,77

0.86	0.3	1.55	1.75	0.86	0.3	1.55	1.75	Lô chứng 	Mô hình 	Lô trị 1 	Lô trị 2 	2.9	1.34	7.25	6.77	


Tỷ lệ điểm Johnsen
9-10	70,5%
0,5%

Chứng	Mô hình	Lô trị 1	Lô trị 2	0.70499999999999996	5.0000000000000001E-3	0.495	0.38	7-8	29,5%
18,5%
34,5%
35,5%

Chứng	Mô hình	Lô trị 1	Lô trị 2	0.29499999999999998	0.185	0.34499999999999997	0.35499999999999998	5-6	59,5%
12,5%
19%

Chứng	Mô hình	Lô trị 1	Lô trị 2	0.59499999999999997	0.125	0.19	3-4	21,5%
3,5%
7,5%

Chứng	Mô hình	Lô trị 1	Lô trị 2	0.215	3.5000000000000003E-2	7.4999999999999997E-2	



Tỷ lệ điểm Mustafa
4-5	91,5%
37%
87%
85,5%

Chứng	Mô hình	Lô trị 1	Lô trị 2	0.91500000000000004	0.37	0.87	0.85499999999999998	2-3	8,5%
63%
13%
14,5%

Chứng	Mô hình	Lô trị 1	Lô trị 2	8.5000000000000006E-2	0.63	0.13	0.14499999999999999	0-1	
Chứng	Mô hình	Lô trị 1	Lô trị 2	
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CHU NGHIA VIET NAM

CONG HOA XA HOI

D lap - Ty do - Hanh phiic
BO Y TE
VIEN KIEM NGHIEM THUGC TRUNG UONG
48 Hai Ba Trung - Ha Noi - Viét Nam
DT: 84.4.38252791 - Fax: 81.4.38256911

%,

PHIEU KIEM NGHIEM |
; =¥ VILAS 087
(Két qua kiém nghiém chi c6 gid ri vii mdu dem
S6: a71CH IF
Miiu dé kiém nghi¢gm: ~ Cao dic bai thubc Testin CT3
Noi sin xudt: Vién Dugc ligu
8616, ngay SX: L8 SX: 1 04.16 Ngdy SX: Khdng c6
Han ding: Khéng c6 86 PK:

Nguii vi noi giei mu: ~ Khoa Héa thyc vat - Vién Dugc liéu
Yéu ciu KN (ghi r3 ngi dung, 56, ngay, thing, nam ciia cong van hay gidy 1o 1e0)
Kiém tra chit luong, xét duyét tidu ch

Ngay, thing, nam nhin miu: ~ 29/05/2017 86 dding ky KN: 47 64
Ngudi nhin méu: Trinh Thi Quy
Thik theo: Tiéu chudn co s& 0
Tinh trang méu khi nhin v mé niém phong dé kiém nghiém:
M3u déng géi trong lo thuy tinh nat kin, nha -an

IEU?—:U%EG KETQUA WC MhLCaL
1. [Tinh chit By ch-g/pham dang khéi mém, déng

at, mau ndu den, mui thom
dic trung cia dugc liéu, vi
cay nhe, hoi ngot

2. |Dinh tinh

B& bénh, Ding Trén sdc ky dé, dung dich
mb@mxj thir phai cho cac vét co cing
sdng tu, v mau sdc, cing gid tri R, voi
tw&, hodng cdc vét thu dugc trén séc ky
P] ap S| 46 cta cac dung dich déi

chiéu b& bgnh, dam duong
hofc, xa sang tu, cau ky tu,
hoang ky tuong tng

Ost) Ping Trén sdc ky 43 trong phin
imperat. dinh lugng, dung dich tha
Phuong)pfidp HPLC phdi cho cac pic c6 thoi

gian luu tuong Gng v6i thoi
gian luu cla pic osthol va
imperatorin thu dugc trén
séc ky dd cua cac dung dich
chudn tuong tng

3. |pg &m Pat. Khéng qué 20,0%
Phuong phap cht (15,9%)
voi dung moi
4. Chét chiét dugc Pat Khéng it hon 70,0%, tinh
trong nuéc (88,8%) theo ché phdm khé kiét
5. |[Tro toan phin Pat Khéng qui 10,0%
(7,9%)

‘Cdc ban rich, sao két qua ndy s& khing cd gid tri néu khing cé si dong y cua Vign Kidm nghigm thude Trung wong
VKN/BM/25.02 - Trang 1/2
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CHI TIEU VA . P
KET YEU CAU
TIEU CHUAN AP DUNG KETOUA |
6. |pH cua dung dich | Pat 4,0 - 5,0
cao 1% (4,3)
7. | Pinh luong
Phuong phap HPLC
Osthol Pat Ham luong osthol  (CisHi0s)
(0,80%) trong ché phdm phai khéng
. duéi 0,49%, tinh theo ché
phim khd kidt
Imper.!;o;in o Pat . " Ham lugng imperatorin
(0,036%) (CieHy60s) trong ché phdm phai
< khong du6i 0,013%, tinh theo
ché phdm khé kiét
8. |Giéi han nhidm khu: T il o o
Phuong phap dia thach
Téng sé vi khudn Pat Khéng qua 10° CFU/g
hiéu khi séng lai (< 10 CFU/g)
dugc
Téng sé ném Pat Khéng qua 10° CFU/g
(< 10' CFU/g)
Téng sé Pat Khéng qui 5 x 10° CFU/g
Enterobacteria (< 5 CFU/g)
E.coli, pat Knéng dugc c6 trong lg ché
Salmonella sp., phém
S.aureus va
P.aeruginosa
Kétlugn: ~1- Nhit tri vei tidu chudn co so. |
2- MAu giri kiém nghiém (47TCH 64) dat yéu cdu chét luong theo 3

tiéu chudn co so.

He Noi, ngystd. thng. Anam 2017

Poan Cao Son

Cc b trich, sao kBi qua ndy s& Khang c gid tri néu khong c6 s déng y cia Vign Kiém nghiém thubc Trung wong

VKN/BM/25.02 - Trang 2/ 2
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TIEU CHUAN CO SO

BOY 11 CAO DAC S0 TC: O4TCTq.41/4%

VIEN DUGC LIEU BAI THUOC TESTIN CT3 | C6 higu Iy tir ngay ks

1. YEU CAU KY THUAT
hé cho 100 g cao dijc:

I.1. Cong thire

Ba bénh Ba mot gam g
Bach gt 1¢ Ba bay gam 37g
Xa sang ur Ba bay gam 37g
Hoang ky Bén ba gam a3g
Déam duong hodc Ba mdt gam 31g
Cau ky ur Bén chin gam 49g
Duong quy Bon ba gam 43g
Ba kich Ba mt gam 31g
Lthanol 40% Vira dis Vira dii chiét 100 g cao

1.2. Nguyén ligu:

B bénh (Radix Eurycomae longifoliee) ~ Dat TC DDVN IV bin b sung P
Bach tdt 1é (Fructus Tribuli terrestris) bat TC DDVN IV /

Xi sing (& (Fructus Cnidii) Pat TC DDVN IV o
Hoing ky (Radix Astragali membrancei) ~ Dat TC DDVN IV R\
Dam duong hoéic  (Hebra Epimedii) Pat TC DDVN IV -
Cau ky tir (Fructus Lycii) Dat TC DDVN IV

Duong quy (Radix Angeliace sinensis) Pat TC DPVN IV

Ba kich (Radix Morindae officinalis) Pat TC DDVN IV

Ethanol Pat TC DDVN IV

1.3. Chéit lwgng thanh phim:

1.3.1. Tinh chdr: Ché phim dang khdi mém, ddng nht, mau nau den. mui thom dac
trung cua duge ligu, vj cay nh¢, hoi ngot.

1.3.2. BJ dm: Khong qué 20,0%.

1.3.3. Chét chiét dupe trong mwde: Khong duge dudi 70,0%. tinh theo ché phim kho
Kiét.
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1.3.4. Tro toan phin: Khong qué 10.0%.

1.3.5. pH dung dich cao 1%: 4.0 - 5.0.

1.3.6. Dinh tinh: Ché phim phai thé hign phép thir dinh tinh cia Ba bénh. X

Xa sang .
Hoang ky, Dém duong hodc. Cau ky tir. osthol va imperatorin

1.3.7. Dinh legng:

- Ché pham phai chira khong dudi 0.49% osthol (CisHi¢Os), tinh theo ché pham
Kho kigt.

- Ché phim phai chira khong dudi 0.013% imperatorin (CigH140s). tinh theo ché
pham kho kigt.

1.3.8. Dp nhiém khudn: Dat yéu ciu mirc 4, phy luc 13.6, “Thir giéi han nhiém khuan™
DDVN IV,

2. PHUONG PHAP THU
2.1. Tinh chét: Kiém tra bing cam quan, ché phim phai dat cic yéu ciu da néu.

2.2. B 4m: Thir theo DDVN IV, phy luc 12.13. ]

Xac dinh ham lugng nudc bing
phuong phap cat voi dung moi”,

2.3. Chat chiét dwge trong nwée: Tién hanh theo phuong phip chiét lanh (Phy luc
12,10 - DDVN 1V), diing nude lam dung méi, lugng mau thir 2 g.

2.4. Tro toan phan: Tién hanh theo phuong phap 1, phy luc 9.8. DDVN IV.

2.5. pH dung dich cao 1%:

Pha dung dich ché phim 1% trong nude, loc rdi tién hanh do pH cua dich loc
theo DDVN IV, Phy luc 6.2.

2.6. Dinh tinh

2.6.1. Bd bgnh, Xa sing tit, Dam duwong hodc: Phuong phap sic ky 16p mong (DDVN -
IV. phy lyc 5.4)

2.6.1.1. Dung cu, thuéc thi:
- Ban mong Silica gel GFass trang sin (Merck), hoat hoa & 100°C trong 30 phat.
- Methanol (TT).
- H¢ dung m
2.6.1.2. Cdch thit:
- Dung dich thit: Ly 1 g ché pham. thém 30 ml methanol, lic siéu am trong 30

phit. ly tam. Gan lay dich ly tam, loc, ¢o dich loc trén cach thiy dén can. Hoa tan cin
trong | ml methanol dugc dung dich chim sic ky.

8O YV TE
VENK(MNMMTNUOC

ién khai sic ky: n-Hexan — ethyl acetat - aceton (7:2:1).
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_Ch"‘"‘, riéng bi¢t Ién ban mong 20 ul mdi dung dich thir va dung dich doi chi¢u
anh sic ky theo DDVN IV. phy lyc 5.4. Sau khi trién khai duge 8- 10 cm. liy
bap mong ra, d¢ kho & nhigt d phong rdi phun dung dich thude thir hién vét Sy ban
mong & 120°C cho dén khi hién ro vét. Quan sét ban mong dudi dén tir ngoai & bude
song 366 nm.

Ticn h

~ Két qui Sic ky b cia dung dich thir phai cho cic vét co cing mau sic. cung
gid tri Ry véi cie vét wén séc ky db cia dung dich ddi chiéu.
2.6.3. Cau ky tii: Phuong phap sic ky 16p mong (DDVN V. phu luc 5.4)
2.6.3.1. Dung cu. thudc thii:

- Ban mong silica gel GFas tring siin (Merck). hoat hod & 100°C trong 30 phit

- Ethyl acetat, ethanol (

- Hé dung méi trién khai séic ky: Cloroform - ethyl acetat — acid formic (2:3:1).
2.6.3.2. Cdch thii :

- Dung dich thit: Léy 1 g ché phim. thém 50 ml nudc. dun si nhe 30 phat. d¢
ngudi. loc. Chuyén dich loc vo binh gan. lic ky véi 50 ml ethyl acetat. Gan lay dich
chiét ethyl acetat, ¢ trén cach thuy dén can. Hoa tan ciin trong 1 ml ethanol tuyét doi
dugc dung dich chim sic ky.

- Dung dich d6i chiéu: Liy 0,5 g Cau ky tir (mdu chudn). nghién nho, thém 50
ml nuéc. dun soi nhe 30 phat. dé ngudi. loc. Chuyén dich loc vio binh gan. lic k¥ vai
50 ml ethyl acetat. Gan ldy dich chiét ethyl acetat, ¢6 trén cach thuy dén can. Hoa tan
cén trong | ml ethanol twyét ddi dugc dung dich cham sic ky.

Cham riéng biét Ién ban mong 20 pl mdi dung dich thir va dung dich doi chiéu.
Tién hanh sic ky theo DDVN IV, phy Iyc 5.4. Sau khi trién khai dugc 8- 10 cm. liy
bin mong ra, dé kho & nhi¢t o phong. Quan sit ban mong dudi dén tr ngoai & budc
song 366 nm.

Két qua: Sic ky d cua dung dich thir phai cho céc vét ¢ cing mau séc. cing
gid trj R véi céc vét trén sic ky db ciia dung dich ddi chiéu.

2.6.4. Osthol vi Imperatorin: Phuong phap sic ky long hiéu ning cao (DDVN IV -
Phy lyc 5.3).

Trong phén dinh lugng Osthol va Imperatorin, séc ky db ciia dung dich thi phai
cho pic co thoi gian lwu (wong tng v6i thoi gian wu cia pic Osthol va pic Imperatorin
trén sic ky do cuia dung dich chudn wong (g,

2.7. Dinh lwgng Osthol va Imperatorin: Phiong phip HPLC (DDVN V. phu luc
5.3).
2.7.1. Hoa chdt, thudc thir:

Acetonitril: logi dung cho HPLC.

- Methanol, ethanol (TT)
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2.7.2. Diéu kign siic ky:
- Cot phenomenex C18 (5 pm, 250 mm x 4,6 mm) hodc cot twong duong
- Pha dong: Acetonitril - dung dich acid phosphoric 0.1% (58 : 42). diéu chinh
1y 1¢ néu cin.
- Detector UV: + Dinh lugng imperatoring buge song 248 nm
+ Dinh lugng osthold bude song 321 nm
- Téc do dong: 1.0 ml/phat
- Thé tich tiém: 10 pl
2.7.3. Chudn bj cdc dung dich:
- Dung dich thir: Can chinh xéc khoang 100 mg ché phdm vao binh dinh mirc 25

ml. thém 15 ml ethanol 40%, lic siéu am trong 20 phit, dé ngudi. thém cthanol 40%
dén vach. lic déu. Loc qua mang loc 0.45 pm.

- Dung dich chudn: Hoa tan Osthol chudn va Imperatorin chuan trong methanol
4é duge dung dich chuén hdn hop c6 ndng do Osthol va Imperatorin chinh xac khoang
40 ug/ml va 2.5pg/ml. twong (mg.

2.7.4. Tién hanh:

Kiém tra kha nang thich hop ciia hé thong séc ky: Tién hanh sic kv véi dung
dich chuan, phép thir chi co gid tri khi: D9 léch chuan trong déi cua dign tich pic
Osthol va dién tich pic Imperatorin trong cac ldn tiém lap lai khong lén hon 2.0% (Thoi
gian lunu cuia pic Osthol khoing 12.5 phit va cua pic Imperatorin khodng 10.5 phut).

Tiém riéng bi¢t 10 wl mdi dung dich chudn va dung dich thir vao h¢ thong sic
ky. Tién hanh séc ky theo diéu kién da néu, ghi thoi gian lwu va dién tich cua cdc pic
Osthol va Imperatorin.

Ham legng (%) ciia Osthol (hodic Imperatorin) trong ché pham, tinh trén ché
phém kho kiét duege tinh theo cing thike:

) o0, 45 00 OO
Se 1000 100-a m,

Trong dé:

St. Sc: Dién tich pic Osthol (hoge Imperatorin) trén sic Ky do cua dung dich thu
vi dung dich chudn twong img.

Ce: Nong do cua Osthol (hogc Imperatorin) trong dung dich chuan (pg/ml).
mr: Khéi lugng can mAu thir (mg).

a: Do 4m ciia mau thir (%).
2.8 D nhiém khuin:

Tién hanh thir theo DBVN IV, phy lyc 13.6, Thir gi6i han nhidm Khuan. phuong
phip dia thach.
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3. DONG GOI - GHI NHAN - BAO QUAN - HAN DUNG
- Déng goiz Dong trong I thuy tinh kin.
- Ghi nhan: G

13 rang, ding qui ché
- Bio quan: Noi kho rao, thodng mat.

- Han diing: 24 thang ké tir ngay san xudt.

Ha Ni, ngay ~ thang — nam 2017
DUQC LIEU

1O VIEN TRL
F Lé VietDang

Poan Cao Son

g =
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