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摘要# 目的!探讨五子衍宗方 "枸杞子’ 菟丝子’ 覆盆子’ 车前子’ 五味子# 对环磷酰胺致成年雄性小鼠睾丸细胞
oD@损伤的影响& 方法!将 )(只成年雄性[/1UIS小鼠中 %(只腹腔注射环磷酰胺后随机均分为模型对照组 "生理盐水#
以及五子衍宗方低’ 中’ 高剂量组 ""((’ #((’ %(( .NI]N#% "( 只另设正常对照组 "生理盐水#% 乙醚麻醉小鼠后颈椎
脱臼处死& 检测小鼠精子数量’ 精子活率及精子畸形率% 酶联免疫吸附测定法 "-ABC@# 法检测血清中 ’+羟基脱氧鸟苷
"’+jGVL# 的含有量% 单细胞凝胶电泳技术检测睾丸细胞oD@损伤程度% c7387R6 U1>8检测睾丸组织中磷酸化的肿瘤抑
制蛋白 )$ "T+̂)$#’ &位磷酸化的组蛋白 "&+G#@a# 蛋白表达& 结果!相较于模型对照组% 五子衍宗方各组可显著升
高小鼠精子数量’ 精子活率% 显著降低精子畸形率’ 血清 ’+jGVL水平% 显著降低睾丸组织中 T+̂)$ 与&+G#@a蛋白表
达& 结论!五子衍宗方能通过下调 T+̂)$’ &+G#@a蛋白表达来显著减轻环磷酰胺致小鼠睾丸细胞oD@损伤&
关键词! 五子衍宗方( 环磷酰胺( ’+jGVL( oD@损伤( &+G#@a
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!!环磷酰胺 "<X<1>TM>3TM/.0V7% S9a# 是临床
治疗肿瘤和免疫异常广泛使用的细胞毒剂)"+$* % 可
引起睾丸oD@损伤% 诱导生殖细胞oD@畸形’ 断
裂或突变% 导致精子 oD@断裂% 最终引起雄性不
育% 诱发肿瘤% 甚至子代畸形)%* & 因此% 如何预
防和减轻S9a所致的睾丸细胞oD@损伤愈来愈引
起人们的关注&

五子衍宗方是补肾益精经典方% 可以减少外周
血白细胞oD@缺失))* % 保护老年大鼠骨骼肌 oD@
的损伤)** & 本课题组最新研究显示% 五子衍宗方
可以显著减轻 S9a所致的小鼠骨髓细胞’ 肝脏细
胞oD@损伤)4+’* % 而本实验进一步研究该方对S9a
致小鼠睾丸细胞oD@损伤的影响&
HI材料
"H"!实验动物!两月龄无特定病原体级 "3T7<0=0<
T/8M>N76 =R77% C Ê# 雄性[/1UIS小鼠 )( 只% 体质
量 #( ‘## N% 订购于湖北省预防医学科学院疾病预
防控制中心% 动物生产许可证编号 CSab "鄂#
#("%+(((%& 在三峡大学医学院实验动物中心 C Ê
级屏障系统 "实验动物使用许可证号 Cpab )鄂*
#(""+((*"# 中分笼饲养% 控制湿度 ))! ‘*)!%
温度 "#( d##i% 每天定时给予 "# M 光照% 添加
足量饲料与水% 自由进食饮水&
"H#!药品!注射用环磷酰胺 "环磷酰胺粉针剂%

规格 (H# N% 生产批号 "%($"$#)% 江苏恒瑞医药股
份有限公司#& 五子衍宗方 ) 种药材购自宜昌市中
医院% 生产厂家均为亳州市华鑫中药饮片科技有限
公司% 生产许可证号皖 #(")($)(% 枸杞子 "批号
")(’$((##’ 菟丝子 "批号 ")(*",(" #’ 覆盆子
"批号 ")(4"4(##’ 车前子 "批号 ")(*$((##’ 五
味子 "批号 ")(’(4(## 经三峡大学生物与制药学
院生药专家汪鋆植教授鉴定均为正品% 准确称取
’(( N枸杞子’ ’(( N菟丝子’ %(( N覆盆子’ #(( N
车前子’ "(( N五味子% 按照传统方法煎取% 充分
浓缩% 冷冻干燥% 提取率为 "’H’!&
"H$!试剂!三羟甲基氨基甲烷 )8R03" MXVR>ZX.+
78MX1# .78X1/.06>.78M/67% 9?BC% @.R73<>% 货号
(%,4% @.7R0</*( 二甲亚砜 " V0.78MX13P1=>Z0V7%
oFCj% @.R73<>% 货号 (#$"% @.7R0</#( 乙二胺四
乙酸二钠 "78MX1767V0/.067878R//<780</<0V V03>V0P.
3/18% -o9@D/#% @.R73<>% 货号 ("()% @.7R0</#(
肌氨酸钠 "3>V0P.1/PR>X13/R<>3067% @.R73<>% 货
号 (4",% @.7R0</#( 低熔点琼脂糖 "1>:.71806N
/N/R>37% AF@% @.R73<>% 货号 (’")% @.7R0</#(
9R080>6a+"(( "@.R73<>% 货号 (*,%% @.7R0</#( 正
常熔点琼脂糖 " C8/6V/RV .71806N@N/R>37% CF@%
[0>:738% 货号 """’*(% CT/06#( 溴化乙锭 "-[购
自北京索来宝科技有限公司% 货号 -’(*(+"((#(
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’+羟基脱氧鸟苷 "’+jGVL# -ABC@试剂盒 "上海
联硕生物技术有限公司% 产品编号 @-,(’#’FP#(
!+@<806 抗体 "C/68/SRP2% 货号 CS+%444’% @.7R0+
</#( T+̂)$ 抗体 "S71130N6/106N% 货号 m "#)4"%
@.7R0</#( &+G#@a抗体 "@U</.% 货号 /U#*$)(%
@.7R0</#&
"H%!仪器!97</6 C/=0R7# 型全波长多功能酶标仪
"瑞士#( 电泳仪 " >̂:7R̂/<9F [/30<% [0>+?/V%
@.7R0</#( 电泳槽及蛋白电泳技术平台 "F060
?̂j9-@D$ S711% [0>+?/V% @.7R0</#( [a)" 型
j1X.TP3荧光显微镜 "日本#( 化学发光凝胶成像
自动显影仪 "[0>3M067SM7.0s%’((% 上海欧翔科
学仪器有限公司% 中国#&
J 方法
#H"!动物分组和给药!随机将 )( 只成年雄性
[/1UIS小鼠分为 ) 组% 各组均为 "( 只& 正常对照
组’ 模型对照组每天灌服生理盐水 "6>R./13/1067%
DC#% 五子衍宗方 $ 个剂量组分别灌服 "((’ #((’
%(( .NI]N五子衍宗方% 各组每天灌胃 " 次& 正常
对照组灌胃 % V后腹腔注射生理盐水% 其余 % 组灌
胃 % V后腹腔注射S9a "#(( .NI]N#% 隔 4 V 注射
" 次% 共 % 次% 各组每天继续灌胃给予生理盐水或
相应剂量五子衍宗方& 第 % 次注射 S9a后间隔
"# M乙醚麻醉小鼠% 颈椎脱臼处死&
#H#!指标检测
#H#H"!血清中 ’+羟基脱氧鸟苷 "’+jGVL# 水平测
定!每只小鼠摘除眼球取血% 放入 "H) .A-̂ 管中%
室温静置 $( .06后% 用提前预冷至 % i的离心机以
$ )(( RI.06的转速离心 ") .06% 用移液器小心取出
上层血清% -ABC@法检测血清中 ’+jGVL水平&
#H#H#!小鼠附睾中精子数量及精子活率的测定!
将 $4 i恒温箱中预热过的生理盐水取 " .A加入
-̂ 管中% 取出小鼠单侧附睾% 剪成 $ 段放入 -̂ 管
中% 摇匀后送至宜昌市中心人民医院生殖中心% 参
照人类精液分析方法% 检测小鼠附睾内精子数量’
精子活率与精子畸形率&
#H#H$!碱性单细胞凝胶电泳技术检测小鼠睾丸细
胞oD@损伤!碱性单细胞凝胶电泳实验方法参考
文献 )’*% 在荧光显微镜下观察并拍照% 采用
S/3T专业彗星图像分析软件对彗星图像进行分析&
#H#H%!c7387R6 U1>8法检测睾丸组织中磷酸化的肿
瘤抑制蛋白 )$ " T+̂)$#’ &位磷酸化的组蛋白
"&+G#@a# 的蛋白表达!取单侧睾丸% 去除白膜
后剪碎% 蛋白裂解液 ?B̂@裂解% 离心% 取上清%

采用[S@蛋白试剂盒测定蛋白浓度& 取 $( (N蛋
白样品加 ) hCoC 加样缓冲液% 加热蛋白变性后电
泳% 在胶上加入标准参照蛋白& 电泳完毕后% 根据
蛋白分子量切胶转膜% )!牛奶封闭% 加入一抗溶
液 "T+̂)$’ &+G#@a" e)((% !+@<806 " e$ (((#’
二抗 "" e$ (((#& 9[C9洗膜 $ 次% 进行 -SA反
应& 自动显影仪下显影% 图像分析系统扫描其灰度
值% 并进行半定量分析&
#H#H)!统计学方法!实验结果经 C ĈC "’H( 软件
处理% 实验各个数据均用平均值 d标准差表示
"Ld2#% 用单因素方差分析 ">67+:/X@Dj_@# 进
行多组间差异的比较% 以 oP66788+(检验比较 # 组
间均数的差异% -k(H() 为有统计学意义&
KI结果
$H"!五子衍宗方对环磷酰胺处理的小鼠附睾中精
子数量! 精子活率! 精子畸形率的影响!结果如表
" 所示& 相比于正常对照组% 模型对照组小鼠精子
数量’ 精子活率显著降低% 精子畸形率明显升高
"-k(H()% -k(H("#% 而五子衍宗方能明显改善
S9a造成的小鼠生精功能损伤 "-k(H()#&
表 HI五子衍宗方对小鼠附睾中精子数量’ 精子活率’ 精

子畸形率的影响 $!L"% #MHN&
$(1OHI?--&,+."-G*̂#F(0̂"0Q [’&.,’#)+#"0"0+%&.)&’3

,"*0+% .)&’3 3"+#4#+T (0!3(4-"’3(+#"0’(+&"-
.)&’3#03#,&$!L"% #MHN&

组别
剂量I

".N.]Ng"#

精子计数I

" h"(*.Ag"#

活精率I

!
精子畸形

率I!
正常对照组 g ",% d#) 4"H( d#H" "*H( d"H"
模型对照组 g 4" d#"m ""H( d"H4mm )%H( d"H*mm

五子衍宗方低剂量组 "(( 4% d"( "’H( d#H# $4H( d"H,!

五子衍宗方中剂量组 #(( "#’ d"*! %#H( d"H#! $,H( d"H%!

五子衍宗方高剂量组 %(( "(’ d"4! $"H( d"H%! $$H( d#H4!

!!注! 与正常对照组比较%m-k(H()%mm-k(H("( 与模型对照组

比较%!-k(H()

$H#!五子衍宗方对环磷酰胺处理的小鼠血清中 ’+
jGVL含有量的影响!结果见表 #& 相比于正常对
照组% 模型对照组小鼠血清中 ’+jGVL的含有量明
显增加 "-k(H("#& 五子衍宗方可剂量依赖性地
降低血清中 ’+jGVL含有量 "-k(H()#&
$H$!五子衍宗方对环磷酰胺处理的小鼠睾丸细胞
oD@损伤的影响!相比于正常对照组% 模型对照
组小鼠睾丸细胞彗星电泳图像尾长’ 尾矩’ 尾部
oD@!和j10W7尾矩都有明显增加 "-k(H("#% 表
明环磷酰胺造成了明显的睾丸细胞 oD@损伤& 而
五子衍宗方能明显降低小鼠睾丸细胞的彗星图像的
尾长’ 尾矩’ 尾部oD@!和j10W7尾矩 "-k(H()%

’*%
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!!表 JI五子衍宗方对小鼠血清中 Y7@/!]含有量的影响
$!L"% #MHN&

$(1OJI?--&,+"-G*̂#F(0̂"0Q [’&.,’#)+#"0"0+%&,"0+&0+
"-Y7@/!]#0.&’*3"-3#,&$!L"% #MHN&

组别
剂量I

".N.]Ng"#

血清中 ’+jGVLI

"6N.Ag"#
正常对照组 g #"H*4 d#H4%
模型对照组 g $*H"% d*H’(mm

五子衍宗方低剂量组 "(( $(H#$ d%H**
五子衍宗方中剂量组 #(( #*H#$ d%H$*!

五子衍宗方高剂量组 %(( #)H$% d)H$,!

!!注! 与正常对照组比较%mm-k(H("( 与模型对照组比较%
!-k(H()

-k(H("#% 提示五子衍宗方可减轻 S9a所致小鼠
睾丸细胞oD@损伤& 结果见表 $&
$H%!五子衍宗方对环磷酰胺处理的小鼠睾丸组织
中oD@损伤相关蛋白 T+̂)$! &+G#@a蛋白表达水
平的影响!相比于正常对照组% 模型对照组 T+
!!!

)̂$’ &+G#@a蛋白表达水平明显升高 "-k
(H("#% 而五子衍宗方组均明显降低 T+̂)$’ &+
G#@a蛋白表达 "-k(H()% -k(H("#% 结果见图
" 和表 %&

注! @为正常对照组% [为模型对照组% S为五子衍宗方低剂量

组% o为五子衍宗方中剂量组% -为五子衍宗方高剂量组

图 HI五子衍宗方对小鼠睾丸组织中 )7[VK’ $7/J8_蛋
白表达的影响

2#QOHI?--&,+."-G*̂#F(0̂"0Q [’&.,’#)+#"0"0+%&)’"7
+&#0&R)’&..#"0."-)7[VK (0!$7/J8_#0+&.+#."-
3#,&

表 KI五子衍宗方对小鼠睾丸细胞中尾部AD8!’ @4#6&尾矩’ 尾长和尾矩的影响 $!L"% #M\&
$(1OKI?--&,+."-G*̂#F(0̂"0Q [’&.,’#)+#"0"0+%&+(#44&0Q+%% +%&+(#4)&’,&0+(Q&"-AD8% +%&+(#43"3&0+(0!+%&@4#6&

+(#43"3&0+"-+&.+#.,&44.#03#,&$!L"% #M\&

组别 剂量I".N.]Ng"# 尾部oD@! j10W7尾矩 尾长I(. 尾矩
正常对照组 g "H)% d(H)* "H)4 d(H$# )H’% d(H,4 "H4$ d(H"$
模型对照组 g $(H,# d%H,4mm ")H’4 d%H%$mm 4"H4’ d%H%$mm #)H’% d$H)"mm

五子衍宗方低剂量组 "(( #(H#* d%H4(!! ’H)* d*H##! %,H’4 d)H%4!! "*H"* d$H(*!

五子衍宗方中剂量组 #(( ",H#) d)H)’!! 4H)$ d$H)$!! %*H"4 d%H4#!! "$H%’ d#H*$!!

五子衍宗方高剂量组 %(( "4H$% d*H*4!! *H#( d#H$,!! %)H#) d#H$,!! ""H’$ d#H’,!!

!!注! 与正常对照组比较%mm-k(H("( 与模型对照组比较%!-k(H()%!!-k(H("

表 SI五子衍宗方对小鼠睾丸组织中 )7[VK’ $7/J8_蛋白
表达的影响 $!L"% #M\&

$(1OSI?--&,+."-G*̂#F(0̂"0Q [’&.,’#)+#"0"0+%&)’"7
+&#0&R)’&..#"0."-)7[VK (0!$7/J8_#0+&.+#."-

3#,&$!L"% #M\&

组别
剂量I

".N.]Ng"#
T+̂)$ &+G#@a

正常对照组 g (H%$ d(H(# (H%# d(H($
模型对照组 g (H4’ d(H(4mm (H*, d(H(’mm

五子衍宗方低剂量组 "(( (H*, d(H()! (H)# d(H(*!

五子衍宗方中剂量组 #(( (H*# d(H(*! (H)" d(H(4!

五子衍宗方高剂量组 %(( (H)# d(H($!! (H%$ d(H()!!

!!注! 与正常对照组比较%mm-k(H("( 与模型对照组比较%!-k

(H()%!!-k(H("

SI讨论
S9a在临床上广泛应用于治疗各种肿瘤’ 自

身免疫疾病和器官移植排斥反应等),+"(* % 已知 S9a
造成oD@损伤% 从而导致肿瘤细胞死亡而发挥抗
肿瘤作用)""* % 其在损伤病灶细胞oD@的同时也会
造成睾丸组织细胞的 oD@损伤% 造成男性患者生
精障碍甚至不育& 文献报道% 五子衍宗方可以减少

线粒体的 oD@损伤))+** % 本课题组最新研究也显
示% 五子衍宗方可以显著减轻 S9a所致的小鼠骨
髓细胞oD@损伤和肝脏细胞oD@损伤)4+’* &

已知S9a可通过诱导生殖细胞 oD@损伤导致
明显的生殖毒性% 本实验首先观察了 S9a对小鼠
生精功能的影响% 与文献报道和本课题组以往研究
结果一致& 相比于正常对照组% 模型对照组小鼠附
睾内精子数量’ 精子活率显著降低% 精子畸形率显
著升高( 而相比于模型对照组% 五子衍宗方各剂量
组小鼠附睾内精子数量’ 精子活率明显升高% 精子
畸形率明显降低% 表明五子衍宗方确实可以减轻
S9a造成的生殖毒性&

’+jGVL是 oD@损伤的代谢终产物% 也是
oD@损伤的标志物% 因此血清中 ’+jGVL的水平
可以反映出机体oD@损伤的程度)"#* & 本实验通过
检测血清中 ’+jGVL的水平发现% 模型对照组 ’+
jGVL的水平较正常对照组显著升高% 而五子衍宗
方可显著降低血清中 ’+jGVL的水平% 表明五子衍
宗方各组能明显减轻S9a造成的 oD@损伤& 单细
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胞凝胶电泳技术也称彗星实验% 是国内外检测
oD@损伤程度的经典方法)"$* % oD@损伤越严重%
产生的oD@碎片越多片段越小% 彗星越多% 尾部
越长% 亮度越亮% 通过软件分析后对 oD@是否损
伤及损伤程度进行定量分析& 本实验单细胞凝胶电
泳结果显示% 与正常对照组相比% 模型对照组的
j10W7尾矩’ 尾矩’ 尾长和尾部 oD@!都有显著提
高% 相比于模型对照组% 五子衍宗方各剂量组的
j10W7尾矩’ 尾矩’ 尾长和尾部 oD@!都有显著降
低& 以上结果表明% 五子衍宗方可减轻对 S9a所
致的生殖细胞损伤% 可能与降低oD@损伤有关&

&+G#@a是定量检测 oD@双链断裂损伤程度
的重要标志蛋白)"%* % 它是oD@双链损伤的起始感
应蛋白& 研究发现% &+G#@a焦点数与 oD@双链
断裂点的比例接近 " e")")* & )̂$ 被称为 +基因卫
士,% 在oD@损伤和其他基因异常过程中发挥重
大作用% oD@损伤可导致 )̂$ 蛋白的激活或磷酸
化继% 引起细胞周期阻滞或凋亡)"** & 文献报道%
T+̂)$ 不仅可检测 oD@双链断裂% 也可检测 oD@
单链断裂)"4* & 本研究中注射 S9a后% 睾丸组织中
T+̂)$ 和&+G#@a蛋白的表达显著增高% 而五子衍
宗方能明显降低两者蛋白表达% 这些均表明五子衍
宗方可减轻S9a造成的oD@损伤% 从而减轻S9a
导致的生殖毒性&

综上所述% 五子衍宗方可明显减轻睾丸细胞
oD@损伤从而减轻 S9a导致的生殖毒性& 先前研
究表明% 五子衍宗方在减轻S9a毒副作用的同时%
可通过增强机体自身抗肿瘤免疫效应改善环磷酰胺
化疗效果)"’* & 但五子衍宗方减轻 S9a所致 oD@
损伤的详细分子机制亟待进一步研究% 这将有助于
明确该方减轻生殖细胞 oD@损伤的作用和机制%
并为临床应用其防治化疗药 S9a所致生殖细胞
oD@损伤提供理论与实验依据&
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