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摘要：目的　基于代谢组学探究五子衍宗丸干预亚急性衰老大鼠睾丸功能损伤
的作用研究。方法　４２只大鼠颈部皮下注射２００ｍｇ·ｋｇ－１Ｄ－半乳糖（Ｄ－
Ｇａｌ）诱导建立亚急性衰老模型大鼠，待造模成功后，随机分为模型组、对照组和
低、高剂量实验组，每组９只，外取８只未造模的正常大鼠作为正常组。低、高剂
量实验组分别按照０５４和２１６ｇ·ｋｇ－１的剂量灌胃给予五子衍宗丸，对照组按
照３００ｍｇ·ｋｇ－１的剂量灌胃给予二甲双胍。正常组和模型组均灌胃给予等量
蒸馏水，５组大鼠每天给药１次，连续４周；且在此期间除正常组外，其余各组均
继续颈部皮下注射２００ｍｇ·ｋｇ－１Ｄ－Ｇａｌ。用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法检
测血清中睾酮（Ｔ）、促卵泡激素（ＦＳＨ）和黄体生成素（ＬＨ）的表达水平，用蛋白
质印迹法检测睾丸组织中睾丸分泌功能相关蛋白［１７β－羟基类固醇脱氢酶３
型（ＨＳＤ１７Ｂ３）、细胞色素 Ｐ４５０１１Ａ１（ＣＹＰ１１Ａ１）和类固醇急性调节蛋白
（ＳＴＡＲ）］的蛋白相对表达水平，用代谢组学研究睾丸组织中代谢成分。结果　
正常组、模型组、对照组和低、高剂量实验组的 Ｔ水平分别为（８６７±１７１）、
（１９５±０４６）、（６５０±１１５）、（２４５±０４９）和（５８１±０９６）ｐｇ·ｍＬ－１，ＦＳＨ水
平分别为（２８５３±４１６）、（４６７３±３７２）、（３０１８±５１７）、（３５３５±１９０）和
（３０３１±４３５）ｍＵ·ｍＬ－１，ＬＨ水平分别为（２２６６±３９７）、（３７８９±４１６）、
（２４２８±３７５）、（３７０９±３９８）和（２８３５±４３８）ｍＵ·ｍＬ－１，ＨＳＤ１７Ｂ３蛋白相
对表达水平分别为 １０４±００５、０２９±０１４、０７８±０１８、０７１±０１３和
０８５±０１８，ＣＹＰ１１Ａ１蛋白相对表达水平分别为 １２３±０１５、０６２±００８、
１０１±００５、０７７±０１５和 １２４±００９，ＳＴＡＲ蛋白相对表达水平分别为
０９７±０１２、０２１±００５、０７９±０１９、０６２±０２３和０９６±０２５。模型组的上
述指标与对照组和高剂量实验组比较，在统计学上差异均有统计学意义（均

Ｐ＜００５）。代谢组学结果显示，高剂量实验组与模型组相比，共有６个差异代
谢物，主要通过类固醇激素生物合成、卵巢类固醇生成、脂质和类脂质分子和生

物素代谢等代谢途径发挥作用。结论　通过体内实验和代谢组学研究表明，五
子衍宗丸能够提高睾丸抗氧化能力，降低其氧化应激损伤，延缓衰老，对睾丸功

能损伤具有治疗作用，从而改善睾丸功能。
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ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，ａｎｄｂｉｏｔｉｎｍｅｔａｂｏｌｉｓｍＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＩｎｖｉｖｏａｎｄｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓｓｔｕｄｉｅｓｓｈｏｗｔｈａｔＷｕｚｉＹａｎｚｏｎｇｐｉｌｌ
ｉｍｐｒｏｖｅｓａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｃａｐａｃｉｔｙｉｎｔｈｅｔｅｓｔｅｓ，ｒｅｄｕｃｅｓｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｄａｍａｇｅ，ｄｅｌａｙｓａｇｉｎｇ，ａｎｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｔｒｅａｔｓｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，ｔｈｅｒｅｂｙｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｅｓｔｉｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＷｕｚｉＹａｎｚｏｎｇｐｉｌｌ；ｓｕｂａｃｕｔｅａｇｉｎｇｒａｔｓ；ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ；ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ

　　睾丸功能损伤是男性生殖常见疾病，随着全球生
育偏于大龄化，衰老导致男性睾丸功能损伤，性腺功

能减退症的频率高发，可能最终导致男性不育［１］。目

前，本病主要治疗手段还是以西医的激素类和微取精

辅助生殖技术为主，均存在一定的局限性。随着中国

传统医药的不断发展和经验积累，疗效确切，中医在

诊疗男性疾病优势不断凸显。五子衍宗丸是我国传

统医药被广泛用于治疗男性生殖疾病［２］，例如睾丸功

能损伤等疾病。研究表明，五子衍宗丸具有抗衰老及

抗氧化作用［３］，但五子衍宗丸对治疗衰老相关男性睾

丸功能减退的作用机制仍有待挖掘。本研究对衰老

大鼠睾丸进行体内实验和代谢组学研究，探讨五子衍

宗丸抗衰老作用的相关代谢物和通路，揭示其抗衰老

的可能机制。

材料与方法

１　材料
动物　雄性无特定病原体级 ＳＤ大鼠，鼠龄８～９

周，体质量２２０～２５０ｇ，购自宁夏医科大学实验动物
中心。动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（宁）２０２０－０００１；动
物使用许可证号：ＳＹＸＫ（宁）２０２０－０００１。本实验经
宁夏回族自治区动物护理委员会批准（伦理批号：

ＩＡＣＵＣ－ＮＹＬＡＣ－２０２１－０７２１）和宁夏医科大学伦理
审查委员会批准（伦理批号：２０２２－Ｇ１８９号）。

药品与试剂　盐酸二甲双胍片，规格：每片０５ｇ，批
号：ＡＣＡ５４１８，批准文号：国药准字Ｈ２００２３３７１，中美上
海施贵宝制药有限公司生产；五子衍宗丸，规格：每粒

１０ｇ，批号：ＣＱＰ－ＴＢ２３５，批准文号：国药准字
Ｚ１１０２０１８８，北京同仁堂股份有限公司同仁堂制药厂
生产；Ｄ－半乳糖（Ｄ－ｇａｌａｃｔｏｓｅ，Ｄ－Ｇａｌ），规格：每瓶
５００ｇ，纯度：＞９９％，批号：１００２２４３３５１，美国 Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ公司生产。ｐ１６和 ｐ５３抗体，沈阳万类公司生
产；１７β－羟基类固醇脱氢酶３型（ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄ１７－
ｂｅｔａｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ３，ＨＳＤ１７Ｂ３）、细胞色素Ｐ４５０１１Ａ１
（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０，ｆａｍｉｌｙ１１，ｓｕｂｆａｍｉｌｙＡ，ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ
１，ＣＹＰ１１Ａ１）和类固醇急性调节蛋白（ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃ
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ａｃｕｔｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＴＡＲ）抗体，北京博奥森公司
生产；睾酮（ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，Ｔ）、促卵泡激素（ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａ
ｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＦＳＨ）和黄体生成素（ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，
ＬＨ）及超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、８羟
基脱氧鸟（８－ｈｙｄｒｏｘｙｄｅｏｘｙｇｕａｎｏｓｉｎｅ，８－ＯＨｄＧ），丙二醛
（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）酶联免疫吸附试验盒（ｅｎｚｙｍｅ
－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒，均由南
京博研生物科技有限公司生产；β－半乳糖苷酶
（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ－β－ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ，ＳＡ－β－ｇａｌ）
染色试剂盒，上海碧云天生物技术公司生产。

仪器　ＵｎｉｖｅｒｓａｌＨｏｏｄⅡ 电泳仪，美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ
公司产品；ＲＭ２２３５切片机，德国 Ｌｅｉｃａ公司产品；
ＳＱＳ４０Ｐ－２１２３００ＣＪ玻片扫描影像系统，深圳市生强
科技有限公司产品；ＥＰｏｃｈ酶标仪，美国 ＢｉｏＴｅｋ公司
产品；ＡＧＸ２３４６Ｙ０９电子压片成像仪，易孛特生命科
学（上海）有限公司产品。

２　实验方法
２１　模型构建

参照文献［４－７］的方法，通过颈部皮下注射
２００ｍｇ·ｋｇ－１Ｄ－Ｇａｌ８周，建立亚急性衰老模型；检
测衰老大鼠睾丸组织衰老相关蛋白 ｐ１６、ｐ２１、ｐ５３在
模型组的表达明显上调；β－糖苷酶染色，模型组大鼠
睾丸的ＳＡ－β－ｇａｌ沉积显著增多；模型组大鼠睾丸
组织曲细精管间隙较大，支持细胞和间质细胞数量明

显减少，中心精子稀少，视为造模成功。

２２　动物分组与给药方法
将５０只ＳＤ雄性大鼠取８只作为正常组，将剩下

４２只通过颈部皮下注射 Ｄ－ｇａｌ（２００ｍｇ·ｋｇ－１）４周
时，筛选出３６只造模成功的亚急性衰老模型大鼠随
机分为４组，模型组、对照组和低、高剂量实验组，每
组９只。五子衍宗丸成人日常用量为每日２次，一次
６ｇ，１２ｇ·ｄ－１。将１２ｇ作为中剂量，等比选取低、高
剂量分为 ６、２４ｇ·ｄ－１。根据《中药药理学实验方
法》，以体表面积换算，大鼠低、高剂量实验组分别按

照为０５４和２１６ｇ·ｋｇ－１的剂量灌胃给予五子衍宗
丸，同时给予大鼠颈部皮下注射 ２００ｍｇ·ｋｇ－１

Ｄ－ｇａｌ；对照组按照３００ｍｇ·ｋｇ－１的剂量灌胃给予二
甲双胍，同时给予大鼠颈部皮下注射 ２００ｍｇ·ｋｇ－１

Ｄ－ｇａｌ；正常组给予等量蒸馏水。模型组给予等量蒸
馏水，同时给予大鼠颈部皮下注射 ２００ｍｇ·ｋｇ－１

Ｄ－ｇａｌ；各组大鼠每天给药 １次，连续给药和注射
Ｄ－ｇａｌ，到第８周注射Ｄ－ｇａｌ和灌胃同时结束。
２３　样品收集

所有大鼠禁食２４ｈ，异氟烷吸入麻醉，心脏取血，

离心，收集血清放入－８０℃冰箱保存待测；取睾丸组
织，一侧新鲜睾丸置于４％多聚甲醛固定，制成石蜡切
片，部分将新鲜睾丸制成冰冻切片；剩余组织放入

－８０℃冰箱备用。
２４　ＥＬＩＳＡ法测定血清氧化相关因子水平以及血清
激素水平

用采血针，采血管进行心尖取血，每只大鼠取血

８～１０ｍＬ，室温静置 ３０ｍｉｎ后，在 ４℃下，３６００
ｒ·ｍｉｎ－１离心取上清液备用。取出大鼠血清，按试剂
盒说明书中的步骤进行标准品制备、加样、抗体孵育

等操作，用 ＥＬＩＳＡ法检测血清样品中 ＳＯＤ、ＭＤＡ、Ｔ、
ＦＳＨ、ＬＨ和８－ＯＨｄＧ的水平，加入终止液后，用酶标
仪在４５０ｎｍ波长下检测每孔光密度值。
２５　苏木精 －伊红 （ｈｅｍｏｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色
法观察睾丸组织病理学改变

按照田瑞莹等［７］方法将一侧新鲜睾丸置于４％多
聚甲醛固定２４ｈ后，对睾丸表膜进行扎孔，之后更换
放有睾丸的多聚甲醛，以确保睾丸组织能够充分固

定，固定充分后进行脱水和包埋，制成石蜡切片备用。

ＨＥ染色方法，将包埋好的睾丸蜡块制备成５μｍ石蜡
切片后，６５℃烘烤３ｈ，切片脱蜡复水后，乙醇脱水，二
甲苯透明后中性树胶封片。在光学显微镜下，观察睾

丸组织的形态和结构的变化。

２６　β－糖苷酶染色检测细胞衰老情况
将新鲜的睾丸组织放入盛满１５％的蔗糖溶液的

５０ｍＬ离心管中，待睾丸组织沉底后换入３０％的蔗糖溶
液，待睾丸组织再次沉底后将睾丸组织放入适当容器中

加入 ＯＣＴ包埋剂，迅速放进液氮中冷却，随后放入
－８０℃冰箱中储藏。将制好的冰冻切片根据说明书的
步骤进行实验操作，封片后，在光学显微镜下观察。

２７　蛋白质印迹法检测睾丸组织蛋白的表达水平
根据田瑞莹等［７］实验方法，提取的组织总蛋白，

用ＢＣＡ试剂盒进行蛋白浓度测定。将睾丸组织中加
入裂解液进行研磨，随后进行离心取上清液，并储存

在－２０℃备用。用１０％或８％十二烷基硫酸钠聚丙
烯酰胺凝胶（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌ，
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）胶处理后的样品，并转移到 ＰＶＤＦ膜上，
随后用５％脱脂牛奶封闭膜１ｈ，然后在４℃下用一抗
处理过夜。接下来，将膜与ＨＲＰ偶联的二抗孵育１ｈ；
随后用化学发光试剂进行曝光处理。用 ＩｍａｇｅＪ软件
对结果进行灰度值分析。

２８　差异性代谢物筛选及代谢通路分析［８］

用ＭＳＤＩＡＬ软件对样品数据进行峰剔除，用单位
方差法对不同的正、负离子进行总峰面积归一化，用
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ９Ｍａｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３１）

Ｒ软件进行总体样本主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎ
ｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）和正交偏最小二乘判别分析（ｏｒｔｈｏｇｏ
ｎａｌｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＳ－ＤＡ）。
从 ＯＰＬＳ－ＤＡ分析结果中筛选 ＶＩＰ（投影中可变重要
性）＞１５的离子，并对这些离子进行 ｔ检验、变异倍
数分析（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅａｎａｌｙｓｉｓ，ＦＣ）的单变量统计检验，
选取 ＦＣ＞１，Ｐ＜００５的差异代谢物，将其输入京都
基因与基因组百科全书（ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓ
ａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｋｅｇｇ．ｊｐ／
ｋｅｇｇ／ｃｏｍｐｏｕｎｄ／）分析代谢通路，并导 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ
４０，进行代谢通路的显著性分析。
３　统计学处理

用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９和 ＳＰＳＳ１９０软件进行统
计分析和可视化。符合正态分布和方差齐性标准

的数据用 珋ｘ±ｓ表示，比较用单因素方差分析
（ＡＮＯＶＡ）。不符合正态分布和方差齐性的数据比
较用秩和检验。

结　　果

１　亚急性衰老大鼠模型建立
低、高剂量实验组分别按照０５４和２１６ｇ·ｋｇ－１

的剂 量 灌 胃 给 予 五 子 衍 宗 丸，对 照 组 按 照

３００ｍｇ·ｋｇ－１的剂量灌胃给予二甲双胍。正常组和
模型组均灌胃给予等量蒸馏水，５组大鼠每天给药
１次，连续４周；且在此期间除正常组外，其余各组均
继续颈部皮下注射Ｄ－Ｇａｌ。

正常组和模型组衰老相关蛋白 ｐ１６蛋白表达水
平分别为０５８±００２和０９０±０１２，Ｐ２１蛋白表达水
　　

平分别为０２８±０２和１０６±０１７，ｐ５３蛋白表达水
平分别为０５１±００５和０９２±００８；模型组与正常
组比较，大鼠睾丸组织中 ｐ１６、ｐ２１和 ｐ５３蛋白表达水
平均显著上调（均Ｐ＜００５）；ＳＡ－β－ｇａｌ的检测结果
显示，正常组和模型组大鼠睾丸中 ＳＡ－β－ｇａｌ的累
积光密度值分别为０１８±００５和０５２±０１１，模型
组与正常组比较，大鼠睾丸的 ＳＡ－β－ｇａｌ沉积显著
增多（Ｐ＜００５），表明亚急性衰老大鼠模型建立成功。
２　五子衍宗丸对衰老大鼠睾丸的影响

正常组、模型组、对照组与低、高剂量实验组中

ＳＡ－β－ｇａｌ累积光密度值分别为 ０１４±００２、
０５０±００４、０２０±００４、０２５±００４和０１６±００２；
模型组与正常组比较，睾丸中ＳＡ－β－ｇａｌ表达水平显
著升高（Ｐ＜００５）。对照组和低、高剂量组与模型组比
较，大鼠睾丸组织中ＳＡ－β－ｇａｌ累积光密度均显著降
低（均Ｐ＜００５）；对照组和低高剂量组比较，大鼠睾丸
组织中ＳＡ－β－ｇａｌ累积光密度显著降低（Ｐ＞００５），见
图１。表明五子衍宗丸能够延缓睾丸衰老。

ＨＥ结果显示，正常组大鼠睾丸组织中，相邻曲细
精管紧密相连，管壁完整，内部各级生精细胞排列整

齐有序，曲细精管中心明显可见精子；模型组睾丸组

织中，相邻曲细精管间隙较大，支持细胞和间质细胞

数量明显减少，中心精子稀少，二者差异显著。高剂

量实验组和二甲双胍组大鼠睾丸的生精小管和生精

上皮几乎恢复了其组织形态学外观，与相邻曲细精管

紧密相连，管壁相对完整，内部各级生精细胞排列整

齐有序，曲细精管中心可见精子（见图１）。
３　五子衍宗丸对血清氧化还原稳态的影响

模型组与正常组比较，血清８－ＯＨｄＧ和 ＭＤＡ均
　　

图 １　各组大鼠睾丸组织β－半乳糖苷酶（ＳＡ－β－ｇａｌ）沉积（×４０）和病理组织变化（×２０）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ－β－ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ（ＳＡ－β－ｇａｌ）ｉｎｔｅｓｔｉｃｕｌａｒｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×４０）ａｎｄ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｔｉｓｓｕｅｃｈａｎｇｅｓ（×２０）
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ｒａｔｓｗｅｒｅｇｉｖｅｎａｎｅｑｕａｌａｍｏｕｎｔｏｆｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒｂｙｇａｖａｇｅ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｒａｔｓｗｅｒｅｇｉｖｅｎａｎｅｑｕａｌａｍｏｕｎｔｏｆｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒｂｙｇａｖａｇｅ；

Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｒａｔｓｗｅｒｅｇｉｖｅｎｍｅｔｆｏｒｍｉｎｂｙｇａｖａｇｅａｔａｄｏｓｅｏｆ３００ｍｇ·ｋｇ－１；Ｄ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，ｒａｔｓｗｅｒｅｏｒａｌｌｙａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｗｉｔｈＷｕｚｉＹａｎ

ｚｏｎｇｐｉｌｌａｔｄｏｓｅｓｏｆ０５４ｇ·ｋｇ－１；Ｅ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ，ｒａｔｓｗｅｒｅｏｒａｌｌｙａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｗｉｔｈＷｕｚｉＹａｎｚｏｎｇｐｉｌｌａｔｄｏｓｅｓｏｆ２１６ｇ·ｋｇ－１
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表１　各组大鼠血清氧化因子的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｒｕｍｏｘｉｄａｔｉｖｅｆａｃｔｏｒｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ（ｇ·ｋｇ－１） ｎ ８－ＯＨｄＧ（ｎｇ·ｍＬ－１） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ·ｍＬ－１） ＳＯＤ（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｎｏｒｍａｌ ０ ８ １４４９±１６１ １２３±０２１ ７７７±１０８
Ｍｏｄｅｌ ０ ８ ２５９８±２４２ ２９８±０２６ ４７２±０９７

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０３ ８ １６５８±１６２＃＃ １４４±０３２＃＃ ７３９±１０２８＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ０４５ ８ ２２７４±１６８＃＃ ２１９±０２９＃＃ ４６７±０７２
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ２１６ ８ １６７５±０９８＃＃ １６３±０１５＃＃ ６９３±０８７＃＃

８－ＯＨｄＧ：８－ｈｙｄｒｏｘｙｄｅｏｘｙｇｕａｎｏｓｉｎｅ；ＭＤＡ：Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ；ＳＯＤ：Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１

显著升高，ＳＯＤ显著降低（均Ｐ＜００１）；治疗后，高剂
量实验组与模型组相比，血清中 ＳＯＤ显著升高，
８－ＯＨｄＧ和ＭＤＡ均显著降低（均 Ｐ＜００１）；低剂量
实验组与模型组相比，８－ＯＨｄＧ和 ＭＤＡ均显著降低
（均Ｐ＜００１）。结果见表１。
４　五子衍宗丸对各血清中激素水平的影响

模型组与正常组相比，Ｔ显著降低，ＦＳＨ和 ＬＨ均
显著升高，在统计学上差异均有统计学意义（均

Ｐ＜００１）；高剂量实验组和对照组干预后的血清Ｔ显
著升高，ＦＳＨ和ＬＨ均显著降低，在统计学上差异有统
计学意义（均Ｐ＜００１）；但低剂量实验组中 Ｔ、ＬＨ未
见明显变化（Ｐ＞００５）；这表明五子衍宗丸可以改善
衰老睾丸激素水平。结果见表２。
５　各组大鼠睾丸组织中 ＨＳＤ１７Ｂ３、ＣＹＰ１１Ａ１和
ＳＴＡＲ蛋白表达水平的比较

正常组、模型组、对照组与低、高剂量实验组的睾

酮合成关键酶 ＨＳＤ１７Ｂ３蛋白相对表达水平分别为
１０４±００５、０２９±０１４、０７８±０１８、０７１±０１３和
０８５±０１８，ＣＹＰ１１Ａ１蛋白相对表达水平分别为
１２３±０１５、０６２±００８、１０１±００５、０７７±０１５和
１２４±００９，ＳＴＡＲ蛋白相对表达水平分别为
０９７±０１２、０２１±００５、０７９±０１９、０６２±０２３和
　　
表２　各组大鼠血清激素的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｒｕｍｈｏｒｍｏｎｅｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆ
ｒａｔｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｔ

（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＦＳＨ

（ｍＵ·ｍＬ－１）

ＬＨ

（ｍＵ·ｍＬ－１）

Ｎｏｒｍａｌ ８６７±１７１ ２８５３±４１６ ２２６６±３９７
Ｍｏｄｅｌ １９５±０４６ ４６７３±３７２ ３７８９±４１６

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６５０±１１５＃＃ ３０１８±５１７＃＃ ２４２８±３７５＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ２４５±０４９ ３５３５±１９０＃＃ ３７０９±３９８
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ５８１±０９６＃＃ ３０３１±４３５＃＃ ２８３５±４３８＃＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｔ：Ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ；ＦＳＨ：Ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ

ｈｏｒｍｏｎｅ；ＬＨ： Ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，
Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１

０９６±０２５。模 型 组 与 正 常 组 比 较，睾 丸 中
ＨＳＤ１７Ｂ３、ＣＹＰ１１Ａ１和ＳＴＡＲ蛋白相对表达水平均显
著降低（均Ｐ＜００５）。对照组和低、高剂量实验组与
模型组比较，大鼠睾丸中 ＨＳＤ１７Ｂ３蛋白相对表达均
显著升高（均Ｐ＜００５），对照组和高剂量实验组的大
鼠睾丸组织中 ＣＹＰ１１Ａ１和 ＳＴＡＲ蛋白相对表达水平
均显著升高（均Ｐ＜００５）；对照组和低、高剂量实验组
之间的ＨＳＤ１７Ｂ３、ＣＹＰ１１Ａ１和ＳＴＡＲ蛋白相对表达水
平比较，在统计学上差异均无统计学意义 （均

Ｐ＞００５）。
６　睾丸代谢组学分析
６１　ＰＣＡ主成分分析

对睾丸组织代谢轮廓进行自动建模ＰＣＡ分析，见
图２。与模型组（绿色）正常组（蓝色）和高剂量实验
组（橙色）在 ＰＣＡ正、负离子图上表现出显著聚类特
征，与模型组相比，正常组和高剂量实验组形成明显

分离，这表明这些组别在代谢轮廓上有明显差异，提示

五子衍宗丸高剂量干预亚急性衰老大鼠后能够引起体

内代谢物发生改变，从而发挥其抗衰老作用，见图２。
６２　正交偏最小二乘判别分析

用正交偏最小二乘判别分析模型来识别差异代

谢物并验证模型，一般来说 Ｑ２Ｙ＞０５时可认为是有
效的模型［９］。３组大鼠睾丸组织代谢 ＯＰＬＳ－ＤＡ模
型评分，负、正离子模式 Ｒ２Ｙ和 Ｑ２的参数均在９５％
的可信区间内，Ｑ２Ｙ均大于０５，正常组与模型组比较
下负、正离子置换检验 Ｒ２Ｙ、Ｑ２Ｙ分别为（Ｒ２Ｙ＝
０９９６；Ｑ２Ｙ＝０５９７）、（Ｒ２Ｙ＝０９９；Ｑ２Ｙ＝０６３２），表
明所构建的模型无过拟合现象，其预测力和可靠性良

好；高剂量实验组与模型组比较下负、正离子置换检

验 Ｒ２Ｙ、Ｑ２Ｙ分别为（Ｒ２Ｙ＝０９９８；Ｑ２Ｙ＝０８２７）、
（Ｒ２Ｙ＝０９８５；Ｑ２Ｙ＝０５８９），表明高剂量实验组与模
型组无拟合现象，其预测和分析五子衍宗丸能够治疗

睾丸功能损伤的可靠性良好。

６３　代谢差异物的筛选
正常组与模型组大鼠相比，共有１１０个差异代谢
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ９Ｍａｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３１）

　　

图 ２　大鼠睾丸组织样本的ＰＣＡ主成分分析
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＰＣＡｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒａｔｔｅｓｔｉｃｕｌａｒｔｉｓｓｕｅｓａｍｐｌｅｓ
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ：Ａ１，Ｃ１；Ｎｅｇａｔｉｖｅ：Ｂ１，Ｄ１；Ａ１，Ｂ１：ＮｏｒｍａｌｇｒｏｕｐｖｓＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ１，Ｄ１：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

物；高剂量实验组与模型组大鼠相比，有１０８个差异
代谢物，２组共同的差异代谢物６个，２，５－二氨基－６
嘧啶－４（３Ｈ）－酮［２，５－Ｄｉａｍｉｎｏ－６－（５－ｐｈｏｓｐｈｏ－
Ｄ－ｒｉｂｉｔｙｌａｍｉｎｏ）ｐｙｒｉｍｉｄｉｎ－４（３Ｈ）－ｏｎｅ］、脱氢表雄酮
（ｄｅｈｙｄｒｏｅｐｉａｎｄｒｏｓｔｅｒｏｎｅ）、Ｓ－腺苷甲硫氨酸［（Ｓ）－５′－
Ｄｅｏｘｙ－５′－（ｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｉｎｙｌ）ａｄｅｎｏｓｉｎｅ］在正常组和高
剂量实验组中上调，磷代乙醛（ｐｈｏｓｐｈｏｎｏａｃｅｔａｌｄｅ
ｈｙｄｅ）和生物素砜（ｂｉｏｔｉｎｓｕｌｆｏｎｅ）下调。实验组与模
型组相比，代谢途径主要涉及类固醇激素生物合成、

生物素代谢、脂质和类脂质分子信号通路等。对上下

调的代谢物和通路之间数据分析，五子衍宗丸可以通

过调节雄激素类固醇代谢通路和脂质代谢干预睾丸

功能损伤。

讨　　论

睾丸功能不全是引起男性不育的重要病因，睾丸

功能不全在中医中没有明确病名，根据其临床表现可

归属于中医“精少”“精薄”“精寒”“无子”等病理范

畴［１０］，睾丸功能损伤主要与肾气和肾精不足相关，五

子衍宗丸以温肾补精，填精益髓为主。氧化应激是体

内ＲＯＳ过度累积，氧化和抗氧化平衡失调，引起机体
氧化损伤反应，普遍认为氧化应激是导致睾丸功能损

伤的关键因素［１１］。ＭＤＡ、ＳＯＤ和８－ＯＨｄＧ三者最能
反映氧化损伤反应程度［１２］，ＳＯＤ是机体自身产生的
可以起到抗氧化作用的自由基清除酶，８－０ＨｄＧ是
ＲＯＳ基团致ＤＮＡ氧化损失所产生的物质，在实验中
常用作检测氧化程度、ＤＮＡ损伤程度的标志物；ＭＤＡ
是机体受到氧化应激损伤最为明显的标志物。在本

研究中五子衍宗丸组中 ＳＯＤ升高，８－ＯＨｄＧ和 ＭＤＡ
降低，氧化检测指标证明五子衍宗丸能够减少氧化应

激，延缓睾丸功能损伤。Ｔ、ＦＳＨ和 ＬＨ等生化指标能
够准确反映睾丸结构的变化［１３－１５］，五子衍宗丸中血

清Ｔ升高，ＦＳＨ和ＬＨ降低，五子衍宗丸中睾酮合成关

键酶ＳＴＡＲ、ＣＹＰ１１Ａ１、ＨＳＤ１７Ｂ３蛋白表达上升，表明
五子衍宗丸能够改善睾丸功能，提高生育能力。体内

实验结果表明，五子衍宗丸能够降低大鼠睾丸衰老相

关蛋白表达，减少氧化应激，改善睾丸分泌功能。

结合代谢组学研究表明衰老大鼠体内代谢异常，

进一步发现，五子衍宗丸可通过调控多个代谢物和多

条代谢通路来干预睾丸功能损伤，对正常组、模型组

和高剂量实验组睾丸组织代谢物质的变化进行分析，

得到多个差异代谢物及其代谢通路，在本研究中发

现，脱氢表雄酮和Ｓ－腺苷甲硫氨酸等代谢失调与睾
丸功能损伤关联密切。其中脱氢表雄酮具有是一种

重要的类固醇激素前体，在睾丸中参与雄激素的合成

过程［１６］；２，５－二氨基 －６嘧啶 －４（３Ｈ）－酮是核黄
素生物合成途径中的一个重要中间体，核黄素有抗炎

和抗氧化作用，可以保护细胞免受氧化损伤［１７］。Ｓ－
腺苷甲硫氨酸可以改善老年小鼠的精子质量和炎症

与氧化应激水平［１８］。通过体内实验和代谢组学研究

证明，五子衍宗丸能抗衰老，减少氧化应激，改善睾丸

功能。

致谢：感谢上海欧易医学科技有限公司穆志国对

本文代谢组学分析和作图提供的帮助！
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·科学文摘·

Ｏｂｉｃｅｔｒａｐｉｂ治疗高危心血管患者的临床研究

引自：ＮＩＣＨＯＬＬＳＳＪ，ｅｔａｌ．Ｓａｆｅｔｙａｎｄｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｏｂｉｃｅｔｒａｐｉｂｉｎｐａｔｉｅｎｔｓａｔｈｉｇｈｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｒｉｓｋ［Ｊ／ＯＬ］．ＮＥｎｇｌ
ＪＭｅｄ，２０２５．２０２５－０５－０７［２０２５－０５－０８］．ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／４０３３７９８２／．

澳大利亚莫纳什大学ＮＩＣＨＯＬＬＳ团队研究了Ｏｂｉｃｅｔｒａｐｉｂ在高危心血管患者中的安全性和有效性。该研究
团队开展了一项多国、随机、安慰剂对照试验，纳入了杂合子家族性高胆固醇血症或有动脉粥样硬化性心血管疾

病史的患者，这些患者接受了最大耐受剂量的降脂治疗。低密度脂蛋白（ｌｏｗ－ｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＤＬ）胆固醇水
平为１００ｍｇ·ｄＬ－１或更高，非高密度脂蛋白（ｈｉｇｈ－ｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＤＬ）胆固醇水平为１３０ｍｇ·ｄＬ－１或更
高，以及ＬＤＬ胆固醇水平为５５～１００ｍｇ·ｄＬ－１或非高密度脂蛋白胆固醇水平为８５～１３０ｍｇ·ｄＬ－１且至少有１
个额外心血管危险因素的患者符合纳入条件。患者以２∶１的比例随机分配，接受ｏｂｉｃｅｔｒａｐｉｂ１０ｍｇ，每日１次或
匹配安慰剂，共治疗３６５ｄ。主要终点是ＬＤＬ胆固醇水平从基线到第８４天的百分比变化。

该研究共纳入２５３０例患者，其中，试验组１６８６例（接受ｏｂｉｃｅｔｒａｐｉｂ治疗）和安慰剂组（８４４例）。患者的平
均年龄为６５岁，３４％为女性，平均基线ＬＤＬ胆固醇水平为９８ｍｇ·ｄＬ－１。试验组ＬＤＬ胆固醇水平从基线到第８４
天的最小二乘平均百分比变化为２９９％（９５％置信区间为３２１～２７８），安慰剂组为２７％（９５％置信区间为
０４～５８），组间差异为３２６个百分点（９５％置信区间为３５８～２９５，Ｐ＜０００１）。２组的不良事件发生率相似。

该研究表明，在接受最大耐受剂量降脂治疗且心血管事件高风险的动脉粥样硬化性心血管疾病或杂合性家

族性高胆固醇血症患者中，ｏｂｉｃｅｔｒａｐｉｂ降低了２９９％的ＬＤＬ胆固醇水平。


