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基于蛋白质组学探讨人参固本口服液联合荆防颗粒对少弱精子症的影响及
作用机制  
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摘  要：目的  探讨人参固本口服液联合荆防颗粒对少弱精子症小鼠的生殖保护作用，并运用蛋白质组学探究其作用机制。

方法  将小鼠随机分为对照组，模型组，人参固本口服液低、中、高剂量（0.1、0.2、0.4 mL/只）组，荆防颗粒（4 g/kg）组

和人参固本口服液（0.4 mL/只）联合荆防颗粒（4 g/kg）组，每组 10只。采用奥硝唑诱导建立少弱精子症小鼠模型，连续造

模同时给药 56 d后麻醉处死。采用全自动精子分析仪检测精子数量及精子活动指标；采用苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，

HE）染色观察小鼠睾丸、附睾组织病理变化；ELISA 检测小鼠血清中性激素水平；微量法检测小鼠睾丸组织中谷胱甘肽过

氧化物酶（glutathione peroxidase，GSH-Px）、超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）活性；应用蛋白质组学技术分

析小鼠睾丸组织中蛋白种类和表达情况，筛选差异表达蛋白及其相关蛋白信号通路；采用 Western blotting 检测差异表达蛋

白表达。结果  与模型组比较，各给药组可明显提高精子数量和精子活动指标（P＜0.05、0.01、0.001），显著增强睾丸组织

中 GSH-Px 活性（P＜0.01、0.001）。其中，人参固本口服液联合荆防颗粒组可显著增加睾丸和附睾指数（P＜0.001），显著

增加精子数量（P＜0.01），显著改善睾丸、附睾组织病理状态，显著回调血清中促卵泡生成素（follicle-stimulating hormone，

FSH）、黄体生成素（luteinizing hormone，LH）、雌二醇（estradiol，E2）、睾酮（testosterone，T）水平（P＜0.01、0.001）。

蛋白质组学结果表明，人参固本口服液联合荆防颗粒治疗少弱精子症主要与氨基酸代谢、碳代谢、脂肪酸代谢、过氧化物酶

体增殖物激活受体（peroxisome proliferator-activated receptor，PPAR）信号通路、磷脂酰肌醇 3-激酶（phosphatidylinositol 3-

kinase，PI3K）/蛋白激酶 B（protein kinase B，Akt）信号通路有关。Western blotting结果显示，人参固本口服液联合荆防颗

粒组可显著提高睾丸组织中 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR蛋白表达水平（P＜0.05、0.01）。结论  人参固本口服

液联合荆防颗粒可协同治疗少弱精子症，能够提高精子数量及精子活动指标，改善性激素紊乱、氧化应激，减轻睾丸、附睾

病理状态，其作用机制可能与激活 PI3K/Akt/mTOR信号通路有关。 
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Granules on oligoasthenospermia based on proteomics 

ZHANG Mengdi1, GONG Liyuan1, ZHAO Wenxin1, ZHENG Chengcheng2, WANG Enli2, YAO Jingchun1, 2 

1. Tianjin University of Traditional Chinese Medicine, Tianjin 301617, China 

2. State Key Laboratory of Integration and Innovation of Classic Formula and Modern Chinese Medicine, Lunan Pharmaceutical 

Group Co., Ltd., Linyi 276005, China 

Abstract: Objective  To explore the reproductive protection effect of Renshen Guben Oral Liquid (人参固本口服液) combined with 

Jingfang Granules (荆防颗粒) on oligoasthenospermia mice and explore its mechanism by proteomics. Methods  The mice were 

randomly divided into control group, model group, low, medium- and high-dose (0.1, 0.2, 0.4 mL/mice) groups of Renshen Guben 

Oral Liquid, Jingfang Granules (4 g/kg) group, Renshen Guben Oral Liquid (0.4 mL/mice) combined with Jingfang Granules (4 g/kg) 
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group, with 10 mice in each group. The mouse model of oligoasthenospermia was induced by ornidazole, and the mice were sacrificed 

by anesthesia after 56 d of continuous modeling and administration. The number of sperm and its activity index were detected by fully 

automatic sperm analyzer. The pathological changes of testis and epididymis were observed by hematoxylin-eosin (HE) staining. Serum 

sex hormone levels in mice were detected by ELISA. The activities of glutathione peroxidase (GSH-Px) and superoxide dismutase 

(SOD) in mouse testis were detected by micro method. Proteomics technology was used to analyze the types and expression of proteins 

in mouse testis, screen differentially expressed proteins and their related protein signaling pathways. The expressions of differentially 

expressed proteins were detected by Western blotting. Results  Compared with model group, each administration group could 

significantly increase the number of sperm and sperm activity indexes (P < 0.05, 0.01, 0.001), significantly enhance the activity of 

GSH-Px in testicular tissue (P < 0.01, 0.001). Among them, Renshen Guben Oral Liquid combined with Jingfang Granules group could 

significantly increase the testis and epididymis indexes (P < 0.001), significantly increase the number of sperm (P < 0.01), significantly 

improve the pathological state of testis and epididymis, significantly callback the levels of follicle-stimulating hormone (FSH), 

luteinizing hormone (LH), estradiol (E2) and testosterone (T) in serum (P < 0.01, 0.001). Proteomics results showed that the therapeutic 

effect of Renshen Guben Oral Liquid combined with Jingfang Granules on oligoasthenospermia was mainly related to amino acid 

metabolism, carbon metabolism, fatty acid metabolism, peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) signaling pathway and 

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/protein kinase B (Akt) signaling pathway. Western blotting results showed that Renshen Guben 

Oral Liquid combined with Jingfang Granules could significantly increase the expression levels of p-PI3K/PI3K, p-Akt/Akt and p-

mTOR/ mTOR proteins in testicular tissue (P < 0.05, 0.01). Conclusion  Renshen Guben Oral Liquid combined with Jingfang 

Granules could synergistically treat oligoasthenospermia, increase sperm count and activity indexes, improve sex hormone disorder, 

oxidative stress, and reduce the pathological state of testis and epididymis. The mechanism may be related to the activation of 

PI3K/Akt/mTOR signaling pathway. 

Key words: Renshen Guben Oral Liquid; Jingfang Granules; oligoasthenospermia; sex hormone disorder; proteomics; 

PI3K/Akt/mTOR signaling pathway 

少弱精子症“（oligoasthenozoospermia，OAS）是

精子密度降低及活动时间缩短的疾病，75%男性不

育与 OAS相关[1]。中医将 OAS归属于“ 精少” 精

寒” 精冷” 精薄”等范畴，临床多表现为精清稀

少、阳痿、早泄、腰膝酸困、疲乏无力、舌淡苔白

或少、脉沉细或弱等[2-3]。目前一般通过调控激素水

平、降低精子氧化程度、手术治疗梗阻性不育症、

改善生活方式等手段治疗 OAS，虽有一定成效，但

OAS发病机制尚不明确，且具有难治性与易复发性

特征，是男性生殖系统疾病的热点和难点[4-5]。研究

表明，中医药防治 OAS 具有综合性、平衡性的优

势，可通过调节下丘脑-垂体-睾丸轴、增强支持细胞

和间质细胞功能、改善睾丸微循环，发挥中医药多

靶点、多系统、多途径治疗 OAS的优势，以提高精

子质量和妊娠率[6]。人参固本口服液具有益气滋阴、

固本培元、填精养血、补虚扶弱的功效，可改善阴

虚气弱、心悸气短、腰酸耳鸣、遗精盗汗等症状，

临床治疗 OAS取得了一定效果[7]。荆防颗粒传承荆

防败毒散，由荆芥、防风、羌活、独活、柴胡、前

胡、川芎、枳壳、茯苓、桔梗和甘草组成，具有调

节细胞免疫、提高机体免疫系统、调节性激素及抗

氧化等作用[8-11]。两药联用，可以在祛邪的同时固护

正气，表里兼顾，进一步调节人体免疫功能，有助

于改善精子的生成环境，提高精子质量。因此，本

研究通过建立 OAS 模型，探讨人参固本口服液联

合荆防颗粒治疗 OAS 的作用，并进一步探讨两药

协同作用的潜在机制。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF级雄性 C57BL/6J小鼠，8～10周龄，体质

量“（22±2）g，购自常州卡文斯实验动物有限公司，

生产许可证号 SCXK“（苏）2021-0013，使用许可证

号 SYXK“（鲁）2023-0023，实验动物操作均经过鲁

南制药集团股份有限公司动物管理和使用委员会

批准，审批号 AN-IACUC-2024-115。 

1.2  药品与试剂 

人参固本口服液“（国药准字 Z10940013，批号

329240192）购自鲁南厚普制药有限公司；荆防颗粒

“（国药准字 Z37020357，批号 0012301078）购自山

东新时代药业有限公司；奥硝唑片（国药准字

H20030148，批号 B250510K12）购自四川科伦药业

股份有限公司；羧甲基纤维素钠（ sodium 

carboxymethylcellulose，CMC-Na，批号 211210）购

自安徽山河药用辅料股份有限公司；促卵泡生成素
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“（follicle-stimulating hormone，FSH）、黄体生成素

“（luteinizing hormone，LH）、雌二醇“（estradiol，E2）

ELISA试剂盒“（批号分别为 abx154038、abx154345、

abx051548 ）购 自 英国 Abbexa 公 司 ；睾酮

“（testosterone，T）ELISA试剂盒“（批号 CEA458Ge）

购自武汉云克隆科技股份有限公司；谷胱甘肽过氧

化物酶“（glutathione peroxidase，GSH-Px）活性检测

试剂盒、超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，

SOD）活性检测试剂盒、苏木素-伊红“（hematoxylin-

eosin，HE）染色液“（批号分别为 BC1195、BC0175、

G1120）购自北京索莱宝科技有限公司；BCA蛋白

浓度测定试剂盒“（批号 P0010）、SDS-PAGE凝胶快

速配制试剂盒“（批号 P0012AC）、BeyoECL Moon极

超敏 ECL化学发光试剂盒“（批号 P0018FS）、β-actin

抗体“（批号 AF2811）、HRP标记的山羊抗小鼠二抗

“（批号 A0216）、HRP 标记的山羊抗兔二抗（批号

A0208）购自上海碧云天生物技术股份有限公司；

磷脂酰肌醇 3-激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，

PI3K）抗体（批号 ab191606）购自英国 Abcam 公

司；磷酸化 PI3K（phosphorylated PI3K，p-PI3K）、

蛋白激酶 B（protein kinase B，Akt）、磷酸化 Akt

“（phosphorylated Akt，p-Akt）、哺乳动物雷帕霉素靶

蛋白（mammalian target of rapamycin，mTOR）、磷

酸化 mTOR（phosphorylated mTOR，p-mTOR）抗

体“（批号分别为 17366、4691S、4060S、2983S、5536S）

购自美国 CST公司。 

1.3  仪器 

SCA-V-M-01 型全自动精子分析仪（西班牙

Microptic S. L公司）；Z326K型高速冷冻离心机“（德

国 Hermle公司）；IM-5FLD型倒置荧光显微镜“（意

大利 Optika公司）；Chemi Scope6200型化学发光成

像系统“（上海勤翔科学仪器有限公司）；DYY-6D型

电泳仪（北京六一生物科技有限公司）；Multiskan 

GO 型酶标仪、VanquishNeo 型高效液相色谱仪、

Orbitrap Astral型质谱仪（美国 Thermo公司）。 

2  方法 

2.1  动物分组、造模与给药 

将小鼠按体质量随机分为对照组，模型组，人参

固本口服液低、中、高剂量（0.1、0.2、0.4 mL/只[12]，

分别相当于临床等效剂量的 1、2、4倍）组，荆防

颗粒“（4 g/kg）组和人参固本口服液“（0.4 mL/只）联

合荆防颗粒“（4 g/kg）组，每组 10只。依据文献方

法[13]及预实验结果建立 OAS 模型，除对照组外，

其余各组 ig奥硝唑“（500 mg/kg，溶于 1% CMC-Na

溶液），连续造模 56 d建立 OAS小鼠模型。造模同

时，除对照组和模型组 ig纯化水外，其余各组小鼠

ig给予相应剂量的药物“（人参固本口服液或荆防颗

粒），1次/d，连续给药 56 d。 

2.2  样本的取材及处理 

末次给药后，小鼠禁食、自由饮水 12 h后，im

舒泰 50和盐酸塞拉嗪注射液麻醉后腹主静脉取血，

全血静置 30 min，4 000 r/min离心 10 min，取上清

液，用于性激素水平检测。摘取小鼠睾丸、附睾，

一部分存于 Davidson溶液中固定，用于病理观察；

另一部分保存在−80 ℃，用于氧化应激水平检测及

蛋白信号通路验证。 

2.3  体质量、摄食量及脏器指数分析 

实验期间，每周记录小鼠体质量及摄食量，分

析小鼠体质量与摄食量的变化情况。小鼠处死后，

取出睾丸、附睾组织，分别称取质量后，计算脏器

指数。 

脏器指数＝脏器质量/体质量 

2.4  精子的收集及分析 

小鼠解剖附睾并分离附睾尾，称取附睾尾质量

后，放入 37 ℃预温的生理盐水中，将附睾尾剪碎

并置于 37 ℃恒温箱中孵育，使精子在生理盐水中

充分游离。取 20 μL稀释样本置于科学计数板上，

并使用全自动精子分析仪在显微镜下进行评估。 

2.5  睾丸、附睾组织病理学观察 

取经改良的 Davidson溶液固定的睾丸、附睾组

织后，脱水、常规石蜡包埋、切片（厚 5 μm），进

行 HE染色，通过光学显微镜观察各组小鼠睾丸、

附睾组织的结构变化情况，并拍照分析。睾丸

Johnsen 评分是依据生精小管中精子发生程度进行

定量判断的 10级评分表[14]。10分：精子发生完全，

精子数量多；9分：存在许多精子，但排列紊乱；8

分：只有少数精子（＜5～10个）；7分：无精子，但

存在许多精子细胞；6分：无精子，只有少数精子细

胞（＜5～10个）；5分：无精子、精子细胞，但存在

数个精母细胞；4分：只有少数精母细胞（＜5个），

无精子细胞或精子；3 分：精母细胞是唯一存在的

生殖细胞；2分：无生殖细胞，仅有支持细胞；1分：

无细胞可见。 

2.6  血清中性激素水平检测 

取冻存后的血清，解冻后参照相应 ELISA试剂

盒操作说明测定小鼠血清中 FSH、LH、E2、T水平。 
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2.7  睾丸组织匀浆中 GSH-Px、SOD 活性检测 

取冻存后的睾丸组织，室温解冻后，取适量睾

丸组织，剪碎，在冰水浴中研磨制备睾丸组织匀浆，

离心后取上清，按照相应试剂盒说明书检测各组小

鼠睾丸组织中 GSH-Px、SOD的活性。 

2.8  睾丸蛋白质组学分析 

选取对照组、模型组、人参固本口服液高剂量

组、荆防颗粒组、人参固本口服液联合荆防颗粒组

睾丸组织进行蛋白定量分析，每组 3个样本。每个

样本中加入适量的蛋白裂解液并测定蛋白含量。蛋

白定量后进行 SDS-PAGE电泳。取适量蛋白样品进

行蛋白酶解，将酶解抽干后的肽段复溶，用 HLB进

行肽段脱盐后，采用紫外分光光度法定量肽段。用

质谱上样缓冲液溶解等量的肽段进行 DIA 检测分

析。将 DIA原始数据导入 SpectronautTM 19软件系

统进行搜库分析。采用 R语言中的 t检验函数计算

组间差异显著性 P值和差异倍数“（fold change，FC），

筛选差异表达蛋白，导入 Kobas数据库对所有差异

蛋白从生物过程（biological process，BP）、细胞组

分“（cellular component，CC）和分子功能“（molecular 

function，MF）3方面进行基因本体“（gene ontology，

GO）功能富集分析，同时对差异表达蛋白涉及的代

谢通路进行京都基因与基因组百科全书（Kyoto 

encyclopedia of genes and genomes，KEGG）通路富

集分析。 

2.9  Western blotting 检测睾丸组织 PI3K/Akt/ 

mTOR 信号通路相关蛋白表达 

采用 Western blotting 验证蛋白质组学分析结

果。取冻存后的睾丸组织，室温解冻后称取适量睾

丸组织，用含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的 RIPA

裂解液制备睾丸组织匀浆，取上清用 BCA 法测定

蛋白浓度，加入蛋白上样缓冲液，100 ℃煮沸 10 min

使蛋白变性。取等量样品进行凝胶电泳，转至 PVDF

膜，加入 5%脱脂牛奶，室温封闭 1 h，加入一抗，

4 ℃孵育 12～16 h；加入二抗，室温孵育 2 h，PBST

洗膜后上机显影，采用 Image J 软件分析蛋白条带

灰度值。 

2.10  统计学分析 

使用GraphPad Prism 9.5软件进行统计学分析，

计量资料采用 x s “表示，组间数据比较采用单因

素方差分析。 

3  结果 

3.1  各组小鼠体质量、摄食量变化 

如图 1所示，对照组小鼠体质量增长率在 35 d

时达到最大，随后体质量增长放缓；模型组与各给药

组小鼠体质量整体呈现缓慢增长趋势。各组小鼠摄

食量整体呈现缓慢增长趋势，在 56 d时达到最高。 

3.2  各组小鼠脏器指数变化 

如图 2所示，与对照组比较，模型组小鼠睾丸

指数、附睾指数均显著降低“（P＜0.001）；与模型组

比较，各给药组小鼠睾丸指数、附睾指数均显著升

高（P＜0.01、0.001）。 

3.3  各组小鼠精子数量及精子活动指标变化 

如图 3所示，与对照组比较，模型组小鼠精子

数量、精子活动度、曲线速度、平均路径速度、直

线度指数、线性度、摆动指数、精子头部侧向摆幅

平均值和鞭打频率显著降低“（P＜0.05、0.01、0.001）；

与模型组比较，人参固本口服液低剂量组小鼠精子 

 

RSL-人参固本口服液低剂量组；RSM-人参固本口服液中剂量组；RSH-人参固本口服液高剂量组；JF-荆防颗粒组；RSH＋JF-高剂量人参固本

口服液联合荆防颗粒组，下图同。 

RSL-Ginseng Guben Oral Liquid low-dose group; RSM-Ginseng Guben Oral Liquid medium-dose group; RSH-Ginseng Guben Oral Liquid high-dose 

group; JF-Jingfang Granules group; RSH + JF-high-dose Ginseng Guben Oral Liquid combined with Jingfang Granules group, same as below figures. 

图 1  各组小鼠体质量、摄食量变化 ( x s , n = 10) 

Fig. 1  Changes of body weight and food intake of mice in each group ( x s , n = 10) 
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与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下图同。 

#P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group, same as below figures. 

图 2  各组小鼠睾丸、附睾指数变化 ( x s , n = 6) 

Fig. 2  Changes of testis and epididymis indexes of mice in each group ( x s , n = 6) 

 

图 3  各组小鼠精子数量及精子活动指标变化 ( x s , n = 6) 

Fig. 3  Changes of sperm count and sperm activity indexes of mice in each group ( x s , n = 6) 

数量、曲线速度、平均路径速度、直线度指数、线

性度、摆动指数和精子头部侧向摆幅平均值显著升

高“（P＜0.05、0.01），人参固本口服液中剂量组小鼠

精子数量、精子活动率、曲线速度、平均路径速度、

摆动指数、精子头部侧向摆幅平均值和鞭打频率显

著升高“（P＜0.05、0.01），人参固本口服液高剂量组

小鼠精子平均路径速度和线性度显著升高（P＜

0.05），荆防颗粒组小鼠精子数量、平均路径速度、

直线度指数、线性度、摆动指数和鞭打频率显著升

高“（P＜0.01、0.001），人参固本口服液联合荆防颗

粒组小鼠精子数量、直线度指数、线性度和摆动指

数指数显著升高（P＜0.05、0.01、0.001）。 

3.4  各组小鼠睾丸、附睾病理组织形态及睾丸

Johnsen 评分 

如图 4-A所示，对照组小鼠睾丸实质由大量排

列紧密的生精小管及间质构成，生精小管外轮廓呈

现圆形或椭圆形，基底膜完整，无增厚或褶皱，不

同发育阶段的生精细胞从基底至管腔分层排列。与 
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A-睾丸 HE染色及 Johnsen评分；B-附睾 HE染色；SfT-曲精细管；BM-基底膜；Sg-精原细胞；PS-初级精母细胞；ST-精子细胞；Sz-精子。 

A-testicular HE staining and Johnsen score; B-epididymis HE staining; SfT-seminiferous tubules; BM-basement membrane; Sg-spermatogonia; PS-

primary spermatocytes; ST-sperm cells; Sz-sperm. 

图 4  各组小鼠睾丸、附睾组织 HE 染色及睾丸 Johnsen 评分 

Fig. 4  HE staining of testis and epididymis tissues and Johnsen score of testis of mice in each group 

对照组比较，模型组基底膜破损，曲精细管空虚，

各级生精细胞数量、层次减少；与模型组比较，各

给药组可维持基底膜完整性，不同程度的恢复各级

生精细胞正常排列形态。与对照组比较，模型组小

鼠睾丸 Johnsen评分显著降低（P＜0.001）；与模型

组比较，人参固本口服液高剂量组、荆防颗粒组、

人参固本口服液联合荆防颗粒组小鼠睾丸 Johnsen

评分显著升高（P＜0.05、0.01）。如图 4-B所示，对

照组小鼠附睾管多呈圆形或类圆形，上层细胞排列

整齐，腔内含有大量成熟精子。与对照组比较，模

型组上皮细胞空泡变性，管腔内成熟精子减少甚至

消失；与模型组比较，各给药组可恢复上皮细胞完

对照   模型   RSL  RSM   RSH    JF  RSH＋JF  

 
对照                   模型  

 

RSL                   RSM                    RSH                     JF                  RSH＋JF  

 

对照            模型             RSL             RSM             RSH               JF           RSH＋JF  

 

100 μm 

100 μm 

100 μm 

100 μm 

100 μm 

100 μm 

×200 

×400 

×200 

×400 

×200 

×400 

B 

A 

SfT 

SfT 

SfT 

SfT 

SfT 

BM BM 

Sg 

Sz 

ST 

PS 

ST 

BM 

Sg PS 

Sz 

ST 

Sz 

Sg 
PS 

BM 
BM 

BM BM 

PS 
Sg 

ST 

Sz 

PS 

Sg 

Sz 

ST 

PS 
Sg 

Sz 

ST 

Sz 
Sz Sz Sz 

Sz 

Sz 

15 

 

 

10 

 

 

5 

 

 

0 

 

Jo
h
n
se

n
评
分

/分
 

### 

** 
* 

** 



 中草药 2025年 11月 第 56卷 第 22期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2025 November Vol. 56 No. 22 ·8251· 

    

整结构，管腔内可见成熟精子。 

3.5  各组小鼠血清中性激素水平 

 如图 5所示，与对照组比较，模型组小鼠血清

中 FSH、LH水平显著升高“（P＜0.01、0.001），E2、

T水平显著降低“（P＜0.05、0.001）；与模型组比较，

人参固本口服液低剂量组 LH 水平显著降低（P＜

0.001），E2和 T水平显著升高（P＜0.05、0.001）；

人参固本口服液中剂量组 LH 水平显著降低（P＜

0.05），E2水平显著升高“（P＜0.01）；人参固本口服

液高剂量组 LH水平显著降低“（P＜0.001），E2和 T

水平显著升高（P＜0.01）；荆防颗粒组 LH 水平显

著降低（P＜0.001），E2 和 T 水平显著升高（P＜

0.01、0.001）；人参固本口服液联合荆防颗粒组 FSH

和 LH水平显著降低“（P＜0.01、0.001），E2和 T水

平显著升高（P＜0.001）。 

3.6  各组小鼠睾丸组织中 GSH-Px、SOD 活性 

如图 6所示，与对照组比较，模型组小鼠睾丸

组织中 GSH-Px活性降低但无统计学意义；与模型

组比较，人参固本口服液中、高剂量组及荆防颗粒

组、人参固本口服液联合荆防颗粒组 GSH-Px活性

显著升高“（P＜0.01、0.001）。各组 SOD活性差异无

统计学意义。 

 

图 5  各组小鼠血清中性激素水平 ( x s , n = 6) 

Fig. 5  Levels of sex hormone in serum of mice in each group ( x s , n = 6) 

 

图 6  各组小鼠睾丸组织中 GSH-Px、SOD 活性 ( x s , n = 6) 

Fig. 6  Activities of GSH-Px and SOD in testicular tissue of mice in each group ( x s , n = 6) 

3.7  各组小鼠睾丸组织蛋白质组学分析结果 

3.7.1  主成分分析（principal component analysis，

PCA）  如图 7所示，各组内样本点距离相近，均

在同一置信圈内，说明同一组内样本蛋白表达量接

近；对照组与模型组分离明显，说明实验设计合理、

表型差异显著；各给药组分布趋向于对照组，说明

给药后可逆转 OAS 引起的蛋白质表达变化，使机

体蛋白表达谱回归对照组的生理状态。 

3.7.2  各组小鼠睾丸差异表达蛋白分析  如图 8所

示，以 FC＞1.2或＜0.83、P＜0.01为两两组间差异

蛋白的筛选条件，将差异表达蛋白的结果以火山图

的形式呈现（图 8-C）。与对照组比较，模型组有 681

个蛋白上调、1 158个蛋白下调；与模型组比较，人 

 

图 7  各组小鼠睾丸组织 PCA 图 (n = 3) 

Fig. 7  PCA of testicular tissue of mice in each group (n = 3) 
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A-两两组间差异表达蛋白筛选；B-蛋白 Venn图；C-差异表达蛋白火山图；D-差异表达蛋白聚类热图。 

A-screening of differentially expressed proteins between two groups; B-protein Venn diagram; C-differentially expressed protein volcano plot; D-

differentially expressed protein clustering heat map. 

图 8  差异表达蛋白分析 (n = 3) 

Fig. 8  Differentially expressed protein analysis (n = 3) 
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参固本口服液高剂量组有 356 个蛋白上调、258 个

蛋白下调，荆防颗粒组有 866 个蛋白上调、526 个

蛋白下调，人参固本口服液联合荆防颗粒组有 346

个蛋白上调、353个蛋白下调（图 8-A）。其中，对

照组、模型组、人参固本口服液高剂量组、荆防颗

粒组和人参固本口服液联合荆防颗粒组之间共鉴

定出 138个交集差异表达蛋白（图 8-B）。将 138个

交集差异表达蛋白进行表达聚类热图分析（图 8-

D），可直观看到各组间差异表达蛋白的回调情况。 

3.7.3  各组小鼠睾丸差异表达蛋白的蛋白质-蛋白

质相互作用（protein-protein interaction，PPI）网络

分析  利用 STRING数据库构建 138个差异表达蛋

白的 PPI网络关系图（图 9），该网络由 134个节点

数和 70条边数构成，平均节点度为 1.04。其中互作

连接度最强的蛋白分别为羟酰基辅酶 A 脱氢酶

（hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase，Hadh）、酰

基辅酶 A 脱氢酶家族成员 8（acyl-coenzyme A 

dehydrogenase family member 8，Acad8）、短/支链特

异性酰基辅酶 A 脱氢酶（ short/branched chain 

specific acyl-CoA dehydrogenase，Acadsb）、电子转

移黄素蛋白 -泛醌氧化还原酶（ electron transfer 

flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase，Etfdh）、过氧

化物酶体双功能酶（ peroxisomal bifunctional 

enzyme，Ehhadh）、电子转移黄素蛋白 α 亚基

（electron transfer flavoprotein subunit alpha，Etfa）、

甲基巴豆酰辅酶 A羧化酶 α亚基（methylcrotonoyl-

CoA carboxylase subunit alpha，Mccc1）、含卷曲螺

旋结构域 185（coiled-coil domain containing 185，

Ccdc185）、动力蛋白轻链障碍型 2（dynein light chain 

roadblock-type 2，Dynlrb2）、己糖激酶 2（hexokinase-

2，Hk2）、肌氨酸脱氢酶（sarcosine dehydrogenase，

Sardh），提示上述蛋白可能是人参固本口服液、荆

防颗粒及两药协同作用治疗 OAS 在蛋白层面进行

干预的关键节点。 

 

图 9  PPI 网络 

Fig. 9  PPI network 
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3.7.4  各组小鼠睾丸差异表达蛋白GO和KEGG富

集分析  如图 10 所示，使用 Kobas 数据库对 138

个鉴定出的组间差异蛋白进行GO和KEGG富集分

析，依据 P＜0.05分别筛选前 10个条目绘制 GO分

析图，并将高度富集的前 20 个途径呈现为富集桑

基图。GO 富集分析结果表明，人参固本口服液、

荆防颗粒及两药协同作用治疗 OAS主要与氧化-还

原过程、睫状体内的转运参与纤毛组装、支链氨基

酸分解代谢过程等 BP 有关，与线粒体基质、细胞

外外泌体、细胞溶质等 CC有关，与蛋白质结合、

黄素腺嘌呤二核苷酸结合、丝氨酸型羧肽酶活性等

MF 有关。KEGG 富集分析结果表明，人参固本口

服液、荆防颗粒及两药协同作用治疗 OAS 主要与

氨基酸代谢、碳代谢、脂肪酸代谢、过氧化物酶体

增殖物激活受体（peroxisome proliferator activated 

receptor，PPAR）信号通路、PI3K-Akt 信号通路等

相关。 

3.8  各组小鼠睾丸组织PI3K/Akt/mTOR信号通路

相关蛋白表达 

如图 11所示，与对照组比较，模型组小鼠睾丸

组织 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt和 p-mTOR/mTOR蛋

白表达水平显著降低（P＜0.05、0.01）；与模型组比 

 

图 10  GO (A) 和 KEGG (B) 富集分析 

Fig. 10  GO (A) and KEGG (B) enrichment analysis 

 

图 11  各组小鼠睾丸组织 PI3K/Akt/mTOR 信号通路相关蛋白表达 ( x s , n = 3) 

Fig. 11  Expressions of PI3K/Akt/mTOR signaling pathway related proteins in testicular tissue of mice in each group 
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较，人参固本口服液高剂量组 p-Akt/Akt、 p-

mTOR/mTOR蛋白表达水平显著升高（P＜0.05），

荆防颗粒组 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt蛋白表达水平

显著升高（P＜0.05），人参固本口服液联合荆防颗

粒组 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt和 p-mTOR/mTOR蛋

白表达水平显著升高（P＜0.05、0.01）。 

4  讨论 

男性不育症是一种多因素综合征，通常表现为

畸形精子症、少精症和/或弱精子症、无精子症，但

其发病原因尚不明确，多与精子发生障碍、内分泌

失调、精索静脉曲张和梗阻、熬夜吸烟酗酒等因素

相关[15-18]。本研究采用奥硝唑建立 OAS小鼠模型，

OAS可以抑制附睾尾精子增殖，并使睾丸、附睾组

织受损，性激素水平紊乱，最终建立相似的“ 病证

结合”动物模型[19-20]。结果显示，人参固本口服液、

荆防颗粒以及两药协同作用可显著改善奥硝唑所

致睾丸、附睾脏器指数降低，提高精子数量及精子

活动指标，回调血清中性激素 FSH、LH、E2和 T水

平，改善睾丸、附睾组织病理损伤状态等。 

睾丸组织主要由支持细胞和间充质细胞组成[21]，

前者为睾丸分化的组织中心，调控生殖细胞的分化

和存活，促进精子生成；后者是雄激素的主要来源，

驱动与维持第二性征。二者协同创造精子生成与发

育的有利微环境[22]。睾丸组织的损伤会直接造成精

子生成障碍[23]。本研究观察到奥硝唑可对小鼠睾

丸、附睾组织造成细胞结构改变，各级生精细胞排

列紊乱甚至消失，给药治疗后显著减轻了睾丸、附

睾组织的病理性改变，改善 OAS 模型小鼠中精子

数量和活动指标，促进睾丸精子在附睾内运输过程

中达到成熟，有利于精子的储存与保护[24]。 

下丘脑-垂体-睾丸轴通过 LH 刺激睾丸间质细

胞分泌 T，与 FSH协同作用于生精小管，共同调控

精子的发生过程[25]。而当精子发生障碍时，造成生

殖内分泌水平紊乱，使得 T、雌激素水平降低，下

丘脑/垂体负反馈减弱，通过增加 LH、FSH的分泌

刺激 T的生成，维持体内激素水平的平衡[26-27]。本

研究中人参固本口服液联合荆防颗粒可显著通过

降低 FSH和 LH水平、升高 T和 E2水平，改善生

殖激素分泌失衡，维持生精细胞正常分化。精子细

胞膜富含多不饱和脂肪酸，极易受到脂质过氧化

“（lipid peroxidation，LPO）损伤，随后细胞内三磷酸

腺苷（adenosine triphosphate，ATP）的快速丢失使得

精子活力降低、精子形态缺陷增加[28]。GSH-Px、SOD

等酶因子是最重要的保护性抗氧化系统之一 [29]。

GSH-Px 的活性位点由硒代半胱氨酸组成，负责还

原过氧化氢和有机过氧化物[30]。SOD是催化超氧阴

离子歧化反应的金属酶，主要起保护质膜成分多不

饱和脂肪酸和 DNA 片段化作用[31]。结果表明，给

药干预后 GSH-Px活性增强，SOD虽无显著差异，

但与模型组相比 SOD 活性呈现轻微上升趋势，提

示给药后对氧化应激状态具有一定的改善潜力，可

能通过清除过量的活性氧，保护精子细胞膜免受氧

化损伤，维持精子活力和形态完整性。 

在此基础上，本研究进一步采用蛋白质组学分

析人参固本口服液联合荆防颗粒减轻奥硝唑所致

OAS的分子机制。根据文献研究[12]表明，单独给予

高剂量人参固本口服液“（20 mL/kg，2次/d，连续给

药 30 d），各项指标均在正常范围，无毒性反应，证

实了人参固本口服液的安全性。同时基于睾丸 HE

病理结果，与模型组比较，人参固本口服液高剂量

组睾丸 Johnsen 评分显著升高，而人参固本口服液

低剂量组、人参固本口服液中剂量组虽呈现恢复趋

势，但无统计学意义，提示人参固本口服液高剂量

组对睾丸组织损伤修复和精子发生恢复具有更显

著的保护作用，因此将人参固本口服液高剂量组作

为后续机制研究的干预剂量，以深入探讨人参固本

口服液促进睾丸生精作用的分子机制。对各组间

138 个差异表达蛋白进行富集分析，显著回调的差

异表达蛋白主要集中在氨基酸代谢、碳代谢、脂肪

酸代谢、PPAR信号通路、PI3K-Akt信号通路等通

路。代谢组学显示，氨基酸代谢失衡与 OAS的发生

密切相关，可造成能量受阻、氧化应激与激素失衡。

其中与精子获能、顶体反应、数量下降及 ATP生成

不足导致精子运动力下降的相关代谢物包括精氨

酸、缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸等；与保护精子细

胞免受病理水平的活性氧影响的相关代谢物包括

半胱氨酸、谷氨酰胺和蛋氨酸等；与调控下丘脑-垂

体-性腺轴功能的相关代谢物包括苯丙氨酸、色氨

酸、酪氨酸等[32-33]。碳代谢和脂肪酸代谢在精子能

量供给、维持精子膜结构完整性和流动性等方面发

挥重要作用。当糖酵解与三羧酸循环受阻时，会导

致 ATP供能不足、精子运动能力下降；当多不饱和

脂肪酸显著减少、饱和脂肪酸水平显著增加时，会

干扰精子膜内磷脂代谢，从而影响精子膜流动性，

导致精子活力下降[34]。PPAR 属于核激素受体超级

家族的配体激活转录因子，包括 PPARα、PPARβ和
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PPARγ 3种亚型。研究表明，PPARα可能通过促进

脂质储存动员和改变磷脂结构来影响精子质量，

PPARβ可调控脂肪酸分解代谢和能量稳态，PPARγ

可调节葡萄糖、脂质驱动的精子能量产生[35]。 

睾丸中的精原细胞增殖受 PI3K/Akt/mTOR 通

路介导[36]。Western blotting结果证实，人参固本口

服液联合荆防颗粒可能通过调控 PI3K/Akt/mTOR

信号通路发挥作用。PI3K是一种脂质激酶，PI3K激

活后， 3,4,5-三磷酸磷脂酰肌醇（ phosphate-

dylinositol 3,4,5-triphosphate，PIP3）募集到细胞膜，

从而激活 Akt，而 Akt 是调节生精小管中各个阶段

外质特化结构动态的关键分子，其活性的增加可促

进精原细胞分化，当其进入细胞质并磷酸化各种下

游底物时，可调节不同细胞功能[37-38]。mTOR可通

过 mTORC1和 mTORC2 2 种蛋白质复合物来调节

多种细胞过程，参与精原细胞的能量和蛋白质的合

成，其中 mTORC1维持男性生殖健康，mTORC2维

持血睾屏障完整性，当 mTOR功能受损则会影响精

子的发生，从而导致 OAS[39]。Li 等[40]发现强精片

干预 OAS可通过逆转奥硝唑降低 PI3K、p-PI3K、

Akt 和 p-Akt 的相对表达来发挥作用。本研究结果

表明，人参固本口服液联合荆防颗粒可通过激活

PI3K/Akt/mTOR信号通路，回调性激素水平，改善

睾丸、附睾组织的病理变化，从而改善精子生成环

境及精子质量。 

综上，人参固本口服液联合荆防颗粒可改善奥

硝唑诱导的 OAS模型，结合蛋白质组学，其机制可

能为通过调控 PI3K/Akt/mTOR信号通路，调节下丘

脑-垂体-睾丸轴功能，维持精子生成微环境稳态。然

而，本研究未进行代谢组学分析，限制了将蛋白富

集通路与代谢物水平动态调控相结合，未来应通过

整合代谢组学深入探讨，以期明确蛋白质组学富集

出的代谢通路在功能及代谢物水平上的真实性。 
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