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益肾通络方对苯并（a）芘致精子DNA损伤模型小鼠
睾丸靶基因影响的多组学研究
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［摘要］ 目的　探讨益肾通络方对精子 DNA 损伤的影响及可能作用机制。方法　40 只 ICR 小鼠随机分为空

白组，模型组和益肾通络方低、中、高剂量组，每组8只。除空白组外其余各组按100 mg/ （kg·d） 灌胃苯并

（a）芘复制精子 DNA 损伤模型，益肾通络方低、中、高剂量组上午造模，下午分别给予益肾通络方水煎液

5. 95、11. 89、23. 78 g/ （kg·d） 灌胃，空白组和模型组同时灌胃 0. 1 ml/10 g生理盐水，各组均持续 8周。检

测各组小鼠精子 DNA 碎片指数 （DFI），根据 DFI 结果进行睾丸转录组学和蛋白组学分析，对两组学的结果

进行趋势分析、GO 分析和 KEGG 富集通路分析。采用九象限法筛选益肾通络方作用靶基因，并采用 Western 
blot法进行验证。结果　模型组小鼠精子 DFI明显高于空白组 （P＜0. 01）；与模型组比较，益肾通络方高剂

量组小鼠精子DFI显著下降 （P＜0. 01），而益肾通络方低、中剂量组差异无统计学意义 （P＞0. 05），故对空

白组、模型组、益肾通络方高剂量组进行转录组学和蛋白组学分析。结果显示，共筛选出 1272 个差异基因

（DEGs） 和 1309 个差异蛋白 （DEPs）。趋势分析筛选出 8 种趋势类型，其中谱 2 为模型组表达下调，益肾通

络方干预后恢复的基因/蛋白；谱 5 为模型组表达上调，益肾通络方干预后恢复的基因/蛋白。因此，选择对

谱 2和谱 5中的基因或蛋白进一步分析。GO分析显示，在生物学过程、细胞成分、分子功能类别中排第一位

分别是发育过程、细胞内部分、分子功能监管。谱 2 和谱 5 中基因 KEGG 富集通路前五位分别为铂类药物抗

药性、破骨细胞分化、多种细胞凋亡、凋亡及非酒精性脂肪肝疾病，蛋白 KEGG通路前五个通路分别为系统

性红斑狼疮、氮代谢、蛋白消化吸收、非洲锥虫病和 B细胞受体信号通路。九象限法筛选出 X线交叉互补修

复基因 1 （Xrcc1）、细胞色素 b5还原酶 3 （Cyb5r3）、血红素结合蛋白 1 （Hebp1）、丝氨酸蛋白酶 45 （Prss45）
为益肾通络方靶基因。经 Western blot验证，与空白组比较，模型组小鼠睾丸组织 Xrcc1及 Prss45蛋白表达显

著下调 （P＜0. 05）。益肾通络方高剂量组 Xrcc1蛋白表达较模型组显著上调 （P＜0. 01）。结论　益肾通络方

可修复由苯并（a）芘染毒引起的精子DNA损伤，其机制可能与耐药、凋亡等通路及Xrcc1有关。

［关键词］  精子；DNA损伤；益肾通络方；苯并（a）芘；转录组学；蛋白组学

目前全球约有 15％的育龄夫妇患不孕不育症，

且发病率逐年增高，其中男性因素引起的约占

50％［1］。精液分析是主要通过形态学判断精子质量

的一项常规检测，并不能真正反映精子质量，约有

一半左右的不育患者精液分析检查是正常的［2］。研

究发现，有反复自然流产史的夫妇中的男性精子的

活动率明显降低，染色质凝聚少，DNA 完整性降

低［3］。目前，精子DNA碎片指数（DNA fragmenta⁃
tion index，DFI）被用来评估精子的质量，当男性

DFI大于 27％时，其配偶流产率会大大增加，将难

以获得正常妊娠［4］。另有研究显示，环境内分泌干

扰物多环芳烃、邻苯二甲酸酯是我国各大城市中最

为主要的空气有机污染物［5-6］，其在人体中的染毒

量与男性激素水平、精子DFI、精液分析参数具有

明显的相关性［7］。其中，苯并（a）芘是多环芳烃中

较为常见的一种有毒物质，主要由煤炭、石油等化
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石燃料燃烧时产生，如汽车尾气、烧烤食物及吸烟

等［8］。益肾通络方是河南省中医院临床应用 20 年

的经验方，能显著改善精液质量，并提高弱精子症

患者精子 DNA 完整性［9］。前期研究亦发现，苯并

（a）芘可造成大鼠精子DNA损伤，而益肾通络方可

修复这一损伤［10-11］。本研究通过复制苯并（a）芘染

毒小鼠精子 DNA 损伤模型，通过转录组学、蛋白

组学等高通量测序手段筛选得到益肾通络方修复精

子 DNA 损伤的靶基因，并进行验证。本研究已通

过河南省中医院伦理委员会批准 （批准号：PZ-

HNSZYY-2020-019）。

1　方法

1. 1　动物

SPF 级雄性 ICR 小鼠 40 只，8 周龄，体质量

（180±10） g，由山东济南朋悦实验动物繁育有限公

司提供，实验动物许可证号：SCXK（鲁）20190003。
实验动物饲养于河南省中医院中心实验室个体通风

笼系统中，该系统中笼温 21~25 ℃，湿度 38%~
60%，通风 22次/h，明暗交替 12 h。小鼠自由食用

标准动物饲料并饮用过滤水，正式实验前适应性饲

养1周。

1. 2　实验药物

益肾通络方组成：菟丝子 20 g，淫羊藿 20 g，
熟地黄 10 g，丹参 30 g，黄芪 20 g，水蛭 6 g，川牛

膝 10 g。中药均购自河南省中医院药房，由药剂室

煎成浓度为 2. 4 g/ml 的浓缩中药水煎液，4 ℃冰箱

冷藏备用。苯并（a）芘（北京 Solarbio科学技术有限

公司，分析纯，纯度≥96%，批号：C11287800）。

1. 3　主要试剂及仪器

戊巴比妥钠（Sigma 公司，货号 P3761）；TNE
缓冲液（货号 N0426）、NEBNext Ultra RNA 文库制

备试剂盒 （货号 E7530），新英格兰生物实验室；

吖啶橙染色液（北京索莱宝科学技术有限公司，货

号 YS175111）；精子 DNA 检测试剂盒 （浙江星博

生物科技股份有限公司，批号 201101）；TRIzol 
（Invitrogen 公司，货号 15596-026）；Ribo-ZeroTM 磁

性试剂盒（Epicenter公司，货号MRZG12324）；裂

解缓冲液 （货号 P0013B）、BCA 蛋白分析试剂盒

（货号 P0010），碧云天生物技术有限公司；序列级

改性胰蛋白酶（Promega公司，货号V5117）；RIPA
裂解液（货号PC101）、PAGE凝胶快速制备试剂盒

（货号 PG111）、0. 5%TBST （货号 PS103S）、HRP-

山羊抗兔 IgG （货号LF101，1∶10 000）、ECL超灵

敏化学发光检测试剂盒（货号 SQ201），上海雅酶

生物科技有限公司；HRP-山羊抗鼠 IgG （EarthOx
公司，货号 E030110-01，1∶10 000）；X线交叉互

补修复基因 1（Xrcc1）抗体（货号 ab134056，1∶5000）、

甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶 （GAPDH） 抗体 （货号

ab8245，1∶5000），Abcam 公司；细胞色素 b5 还

原酶 3（Cyb5r3） 抗体 （货号 bs-12162R，1∶1000）、

血红素结合蛋白 1 （Hebp1）抗体（货号 bs-9887R，

1∶1000）、丝氨酸蛋白酶 45 （Prss45）抗体（货号

bs-24111R，1∶1000），北京博奥森生物技术有限

公司。

BD Accuri™ C5流式细胞仪（BD Pharmingen 公

司）；Agilent 2100 生物分析仪 （Agilent Technolo⁃
gies公司）；Illumina Novaseq 6000测序仪（Illumina
公司）；Orbitrap Fusion Lumos 质谱仪（Thermo Fisher 
Scientific公司）；反相XBridge C18色谱柱（4. 6 mM×
250 mM，5 μm，Waters Corporation公司）；Spectro⁃
naut X平台（Biognosys AG公司）。

1. 4　分组、造模及给药

适应期结束后，采用随机数字表法将小鼠分为

空白组，模型组和益肾通络方低、中、高剂量组，

每组8只。除空白组外，其余各组小鼠给予苯并（a）
芘 100 mg/ （kg·d） 灌胃 8 周复制精子 DNA 损伤模

型［12］。造模结束后，模型组小鼠精子 DFI 较空白

组显著升高，差异有统计学意义证明造模成功［12］。

益肾通络方各剂量组上午造模，下午按 0. 1 ml/10 g
体质量灌胃益肾通络方水煎液，益肾通络方低、中、

高剂量组分别给予 5. 95、11. 89、23. 78 g/（kg·d），

相当于成人体表面积日口服剂量的 1/4、1/2、1 倍

剂量［13］，空白组和模型组小鼠同时间给予生理盐

水0. 1 ml/10 g灌胃。各组均灌胃持续8周。

1. 5　观察指标及方法

最后一次给药后禁食 12 h，采用 1% 戊巴比妥

钠（50 mg/kg）充分麻醉后，开腹摘除附睾后，用

无菌生理盐水冲洗血液，用眼科剪剪开附睾尾部，

随后放置在 1 ml生理盐水中 1~3 min后混匀，制成

精子悬液，-80 ℃保存，待测精子 DFI。双侧睾丸

用液氮速冻后移至-80 ℃冰箱中保存，以待转录组

学及蛋白组学检测。

1. 5. 1　精子染色质结构分析法 （SCSA）［14］测定精

子 DFI　将精子悬液放在室温下解冻，置于 800 μl
冷 TNE 缓冲液中，并通过 100 μm 尼龙过滤器。过

滤后的精子悬液用相同的缓冲液稀释至 2×106/ml～
3×106/ml。将 100 μl精子悬液用酸性洗涤剂溶液稀

释至 200 μl静置 30 s后。随后加入 600μl吖啶橙染
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色液对精子进行染色。随后使用流式细胞仪对每个

样本中至少 5000 个精子进行分析。DFI 计算使用

CellQuest ProTM软件（美国 BD Pharmingen 公司，版

本 v5. 2. 1） 得出单链 （红色） 和双链 （绿色） 荧

光的比值即DFI。
1. 5. 2　转录组学分析　根据试剂盒说明书，用

TRIzol 试剂盒分离总 RNA。分离到的 RNA 采用生

物分析仪进行质量检测，采用不含核糖核酸酶的琼

脂糖凝胶电泳进行确认。采用 Oligo （dT）微球聚

集真核mRNA，并用Ribo-ZeroTM磁性试剂盒消除原

核mRNA。将聚集的mRNA片段通过废料缓冲分离

为短片段，然后使用 NEBNext Ultra RNA 文库制备

试剂盒转化为 cDNA。纯化后的双链 cDNA，修复

末端，导入碱基，用 Illumina测序附件连接 cDNA，

连接产物由 Illumina Novaseq 6000测序仪测序。

1. 5. 3　蛋白组学分析　3组共 9个样本置于裂解缓

冲液中纯化总蛋白，用 BCA 蛋白分析试剂盒对蛋

白进行定量。在 37 ℃条件下，用序列级改性胰蛋

白酶以 50∶1 （w/w）底物/酶比进行蛋白消化 16 h。
将得到的肽混合物溶于甲酸铵水溶液中，采用反相

XBridge C18 色谱柱进行高 pH 分离。随后在 30 μl
的 0. 1%甲酸水中重新溶解肽，并在Orbitrap Fusion 
Lumos质谱仪上进行液相色谱串联质谱（LC-MS/MS）
方法。获得的原始数据在 Spectronaut X平台上使用

默认参数进行处理和分析，获得样品的蛋白表达。

1. 5. 4　差异基因及蛋白趋势分析　组间基因差异

表达分析采用 DESeq2软件进行（两两比较用 edgeR
进行分析）。错误发现率（FDR）≤0. 05并且差异变

化倍数≥2的基因被筛选为差异表达基因（DEGs）
及差异表达蛋白 （DEPs）。根据筛选得到的 DEGs
和 DEPs，采用趋势分析的方法筛选出益肾通络方

发挥作用的潜在靶点。将每个样本的表达信息归一

化到 0、log2 （v1/v0）、log2 （v2/v0），然后使用时

间序列研究（STEM，v1. 3. 13）软件对 3组进行分

层，得到 8个变化趋势不同的聚类模式的谱。然后

对模型组下调、益肾通络方干预后恢复和模型组上

调、益肾通络方干预后恢复的 DEGs 进行 GO 分析

和KEGG通路富集评估。

1. 5. 5　九象限法分析靶点基因　为筛选表达趋势

相同的基因和蛋白，使用R （v3. 5. 1）软件根据基

因在转录组和蛋白组中的表达变化绘制九象限图。

对九象限图谱中每个区域的基因进行定量和富集评

估。其中以基因和蛋白表达趋势相同的第三和第七

象限为重点。

1. 5. 6　Western blot 验证　根据上述蛋白组学结果

进行 Western blot 验证。使用添加了蛋白酶抑制剂

的RIPA缓冲液进行睾丸组织匀浆，使用BCA方法

进行蛋白定量。用 7. 5% 的 SDS-PAGE 对蛋白进行

分离，然后将蛋白转移到硝化纤维素膜上。随后，

用 5% TBST在室温下封闭膜 2 h，用TBST洗涤，然

后在 4 ℃下接种相应的一抗过夜。随后用HRP连接

的二抗在室温下接种 1 h。用增强的化学发光试剂

显示蛋白条带，用 ImageJ v2. 1软件定量蛋白强度。

1. 6　统计学方法

采用 SPSS 26. 0统计软件进行分析。本研究所

有计量资料均符合正态分布且方差齐，以均数±标
准差（x̄±s）表示，采用单因素方差分析进行组间

比较，并应用 LSD 法进行各组间两两比较，P＜
0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

给药过程中空白组、模型组、益肾通络方中剂

量组小鼠各死亡 1只，益肾通络方高、低剂量组小

鼠各死亡 2只，尸体解剖后发现各脏器未出现明显

衰竭，排除急性中毒、感染引起的死亡，考虑灌胃

时出现的意外窒息死亡。

2. 1　各组小鼠精子DFI比较

表 1示，与空白组比较，模型组小鼠精子 DFI
显著升高 （P＜0. 01）。与模型组比较，益肾通络

方高剂量组小鼠精子DFI显著降低（P＜0. 01），而

益肾通络方中、低剂量组小鼠精子DFI差异无统计

意义（P＞0. 05）。益肾通络方各剂量组间精子DFI
比较差异无统计学意义（P＞0. 05）。因此，本研究

仅对空白组、模型组和益肾通络方高剂量组进行转

录组学及蛋白组学分析，采用随机数字表法每组选

取3只小鼠睾丸进行检测。

2. 2　各组小鼠睾丸蛋白组学和转录组学分析结果

空白组、模型组和益肾通络方高剂量组基因及

蛋白的总表达量进行两两比较，得到 1272个DEGs

表 1　各组小鼠精子DFI比较

Table 1　Comparison of mice sperm DFI in each group（%，x̄±s）
组别

空白组

模型组

益肾通络方低剂量组

益肾通络方中剂量组

益肾通络方高剂量组

鼠数

7
7
6
7
6

DFI
4. 04±1. 39

18. 43±5. 37a）

14. 10±4. 75
14. 22±6. 65

9. 78±7. 40b）

注：DFI，DNA碎片指数。

a）与空白组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 01。
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和 1309个 DEPs。对这些 DEGs和 DEPs进行趋势分

析。根据3组变化趋势的不同，分为8种趋势类型，

即谱 0~谱 7。其中，谱 2为模型组表达下调，益肾

通络方干预后恢复的基因/蛋白，谱 5 为模型组表

达上调，益肾通络方干预后恢复的基因/蛋白。因

此选择对谱 2 和谱 5 中的基因或蛋白进一步分析。

在转录组谱 2中，139个 DEGs在模型组表达下调，

益肾通络方高剂量干预后恢复；谱 5 中，135 个

DEGs在模型组表达上调，益肾通络方高剂量干预

后恢复（见图 1、图 2）。在蛋白组谱 2 中，107 个

DEPs 在模型组表达下调，益肾通络方高剂量干预

后恢复；谱 5中，模型组 216个DEPs表达上调，在

益肾通络方高剂量干预后恢复（见图3、图4）。

2. 3　各组小鼠差异蛋白和差异基因的GO分析结果

将两组学中谱 2和谱 5中的基因及蛋白进行GO
分析。在生物学过程类别中，数量最多的 3 个 GO
项分别是发育过程、代谢过程调节和生物过程的正

向调节。在细胞成分类别中，数量最多的 2 个 GO
项分别是细胞内部分和细胞内。在分子功能类别

中，数量最多的GO项是分子功能监管。

2. 4　KEGG富集通路分析结果

我们将转录组学中谱 2和谱 5中的基因进行了

KEGG 富集通路分析。按照 q值由低到高排列，前

5个通路分别为铂类药物抗药性、破骨细胞分化、多

种细胞凋亡、 凋亡及非酒精性脂肪肝疾病（图5）。将

蛋白组学中谱2和谱5中的蛋白进行了KEGG通路分

析。按照 P 值及 q值由低到高排列，前 5 个通路分

别为系统性红斑狼疮、氮代谢、蛋白消化吸收、非

注：A，空白组；B，模型组；C，益肾通络方高剂量组。

图 1　空白组、模型组和益肾通络方高剂量组小鼠睾丸

转录组学谱2基因分析

Figure 1　Analysis of testis transcriptome profile 2 gene 
in the control group， BaP group and YSTLH group

注：A，空白组；B，模型组；C，益肾通络方高剂量组。

图 4　空白组、模型组和益肾通络方高剂量组小鼠睾丸

蛋白组学谱5蛋白分析

Figure 4　Analysis of testis proteomics profile 5 protein in the 
control group， BaP group and YSTLH group

注：A，空白组；B，模型组；C，益肾通络方高剂量组。

图 2　空白组、模型组和益肾通络方高剂量组小鼠睾丸

转录组学谱5基因分析

Figure 2　Analysis of testis transcriptome profile 5 gene 
in the control group， BaP group and YSTLH group

注：A，空白组；B，模型组；C，益肾通络方高剂量组。

图 3　空白组、模型组和益肾通络方高剂量组小鼠睾丸

蛋白组学谱2蛋白分析

Figure 3　Analysis of testis proteomics profile 2 protein in the 
control group， BaP group and YSTLH group
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洲锥虫病和B细胞受体信号通路（图6）。

2. 5　九象限法筛选两组学共同表达基因结果

空白组和模型组的转录组和蛋白组比较 （图

7），以及模型组和益肾通络方高剂量组的比较（图

8）。在九象限图中，共同上调的基因及相应蛋白分

布在第三象限（右上象限），共同下调的基因及相

应蛋白分布在第七象限（左下象限）。通过比较图

5第三象限和图 6第七象限，筛选出模型组上调、益

肾通络方高剂量组恢复的基因和蛋白（Hebp1）。通过比

较图 5第七象限和图 6第三象限，筛选出模型组下

调和益肾通络方高剂量组恢复的基因和蛋白（Xrcc1、
Cyb5r3和Prss45）。

2. 6　Western blot验证筛选蛋白表达比较

对上述九象限法筛选出的4个基因通过Western 
blot检测其蛋白表达情况。表 2示，与空白组比较，

模型组 Xrcc1 及 Prss45 蛋白表达显著下调 （P=
0. 013、P=0. 018）。益肾通络方高剂量组 Xrcc1 蛋

白表达较模型组显著上调（P=0. 040）。

3　讨论

目前现代医学对于精子质量下降及精子 DNA
损伤尚无较好的解决办法。中医学根据其临床特征

将其归纳为“无子”范畴，《金匮要略》云：“男子

脉浮弱而涩，为无子，精气清冷”。中医理论认为，

肾精的充盈对精子的生成、发育和排泄具有决定性

作用，如果男子肾中精气不足，则会影响自身生殖

功能，所以中医药治疗精子 DNA 损伤多从补肾角

度入手。益肾通络方是我团队应用 20 余年的经验

方，最早用于治疗精索静脉曲张性不育，具有较好

图 5　空白组、模型组和益肾通络方高剂量组小鼠睾丸

转录组学中谱2及谱5的KEGG分析（前20）结果

Figure 5　KEGG analysis of profile 2 and profile 5 in the testis 
transcriptomics of mice in the control group， BaP group，

and YSTLH group （top 20）

图 6　空白组、模型组和益肾通络方高剂量组小鼠睾丸

蛋白组学中谱2及谱5的KEGG分析（前20）结果

Figure 6　KEGG analysis of profile 2 and profile 5 in the testis 
proteomics of mice in the control group， BaP group，

and YSTLH group（top 20）

注：每个点代表一个基因或蛋白，黑点代表无差异表

达的基因或蛋白，红点代表趋势一致或相反的基因或蛋白，

绿点代表基因差异表达但蛋白无差异表达的基因及蛋白，

蓝点代表基因无差异表达但蛋白差异表达的基因及蛋白。

图 7　空白组与模型组小鼠睾丸转录组学和蛋白组学

比较九象限图（Log2）
Figure 7　Nine-quadrant diagram analysis between
transcriptomic and proteomic data of the mice testes

in the control group and BaP group（Log2）
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的临床疗效［15］。益肾通络方全方以补肾填精、活

血通络立法。方中菟丝子甘平入肾，可补肾填精，

鼓动肾气；淫羊霍甘温入肾，补肾助阳；二者共为

君药。熟地黄甘微温，温而不燥，入肝肾二经，有

滋血补阴生精益髓之效；丹参苦微寒，入血分而擅

活血通经，二者共为臣药。水蛭咸苦平，擅于破血

逐瘀通经；黄芪甘温，可以益气升阳，又可防丹

参、水蛭破血伤正，二者共为佐药。川牛膝性味苦

平，活血通经，消肿止痛，可引药下行，直达病

所，为使药。诸药合用，共奏补肾填精、活血化瘀

通经之效。本研究结果显示，模型组精子DFI明显

高于空白组，而益肾通络方高剂量组能显著降低模

型小鼠精子DFI，高剂量为临床等效剂量，说明益

肾通络方可改善精子DNA损伤。

本研究采用转录组学及蛋白组学对基因及蛋白

表达谱进行高通量筛选，能全面筛选出益肾通络方

起作用的靶基因。两组学共筛选出 1272个DEGs和
1309个DEPs。趋势分析筛选出的谱 2和谱 5主要富

集在铂耐药及凋亡等通路。九象限法筛选出

Hebp1、Xrcc1、Cyb5r3和Prss45靶基因，经Western 
blot验证后发现益肾通络方高剂量组小鼠睾丸组织

Xrcc1蛋白表达较模型组显著上调。已经有研究显

示，Xrcc1基因在睾丸中的表达明显高于其他组织，

并参与了男性生殖细胞的生理活动［16］。由于Xrcc1
在维持细胞 DNA 修复能力方面的重要作用，缺失

Xrcc1可能会增加环境暴露对精子DNA损伤的易感

性［17］。因此，Xrcc1可能是益肾通络方改善精子DNA
损伤的靶点。

综上所述，益肾通络方可以修复由苯并（a）芘

造成的精子 DNA 损伤，其机制可能与耐药、凋亡

等通路及Xrcc1有关。本研究样本量较少，某些数

据稍显离散。在今后的研究中，应进一步增加样本

量，深入分析益肾通络方修复由苯并（a）芘染毒引

起的精子DNA损伤的机制。
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表 2　空白组、模型组和益肾通络方高剂量组小鼠睾丸Xrcc1、Cyb5r3、Hebp1和Prss45蛋白相对表达量比较

Table 2　Comparison of the relative protein expression of Xrcc1， Cyb5r3， Hebp1 and Prss45 in the testis of mice
in the control group， BaP group and YSTLH group （/GAPDH，x̄±s）
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模型组

益肾通络方高剂量组
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0. 65±0. 26
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0. 39±0. 32
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Multi-omic Study on Effect of Yishen Tongluo Formula （益肾通络方）  on Testicular Target Gene in Benzo
（a） pyrene-induced Sperm DNA Damage Model Mice
ZHAO Lina1，2， ZHANG Chenming1， MA Sicheng1， SUN Zixue2， MEN Bo2

1.  The Second Clinical Medical College， Henan University of Chinese Medicine， Zhengzhou， 450046； 2.  Henan Province 
Hospital of Traditional Chinese Medicine
ABSTRACT Objective　To investigate the effect of Yishen Tongluo Formula （益肾通络方， YSTL） on sperm DNA 
damage and the possible mechanism.   Methods　Forty ICR mice were randomly divided into control group， model  
group， YSTL low-dose （YSTLL）， medium-dose （YSTLM） and high-dose （YSTLH） group， with 8 mice in each 
group.  Except for the control group， mice were given 100 mg/（kg·d） of Benzo（a）pyrene （BaP） to replicate the sperm 
DNA damage model. The three YSTL groups were modeled in the morning， while received the decoction of YSTL at 
the dose of 5. 95， 11. 89 and 23. 78 g/（kg·d） by gavage respectively in YSTLL， YSTLM and YSTLH groups； the con⁃
trol group and model group received 0. 1 ml/10 g of normal saline by gavage； the administration lasted for 8 weeks in 
all gorups.  The sperm DNA fragmentation index （DFI） was detected.  Transcriptome and proteome analysis were per⁃
formed according to DFI results.  Trend analysis， GO and KEGG analysis were performed based on the two omics 
results.  The target genes of YSTL were screened out by nine quadrant method and verified by Western blotting.   
Results　The DFI of the model group was significantly higher than that of the control group （P＜0. 01）.  Compared to 
that in the model group， the DFI significantly decreased in the YSTLH group （P＜0. 01）， while there was not signifi⁃
cant difference in the YSTHL and YSTHM groups （P＞0. 05）.  Therefore， the transcriptome and proteome analysis 
were performed in the control group， model group， and YSTLH group.  A total of 1272 differential expressed genes 
（DEGs） and 1309 differential expressed proteins （DEPs） were screened out.  Eight trend types were screened out； as 
profile 2 was the gene/protein which was down-regulated in the model group and restored after the intervention of 
YSTH， and profile 5 was the one up-regulated in the model group and restored after the intervention of YSTH.  Profile 
2 and 5 were selected for further analysis.  GO analysis showed that development process， intracellular part and molec⁃
ular function regulation ranked first in the biological processes， cellular components and molecular function catego⁃
ries， respectively.  The top five KEGG-enriched pathways of genes of profile 2 and profile 5 were platinum drug resis⁃
tance， osteoclast differentiation， various cell apoptosis， apoptosis， and nonalcoholic fatty liver disease， while pro⁃
teins were mainly enriched in systemic lupus erythematosus， nitrogen metabolism， protein digestion and absorption， 
African trypanosomiasis and B cell receptor signaling pathway.  X-ray cross complementation repair gene 1 （Xrcc1）， 
cytochrome b5 reductase 3 （Cyb5r3）， hemopexin 1 （Hebp1）， and serine protease 45 （Prss45） were screened out by 
the nine-quadrant method， and significant decreases were found of Xrcc1 and Prss45 protein expression in the testis of 
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the model group than the control group through Western blotting verification （P＜0. 05）.  The expression of Xrcc1 in 
the YSTLH group was significantly up-regulated compared to the model group （P＜0. 01）. Conclusion　YSTL can re⁃
pair sperm DNA damage caused by BaP exposure.  The mechanism may be related to the pathways of drug resistance 
and apoptosis， as well as Xrcc1.
Keywords sperm； DNA damage； Yishen Tongluo Formula （益肾通络方）； Benzo（a）pyrene； transcriptomics； proteomics
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