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摘要： 旨在探究 Ｔ－２ 毒素生殖毒性及槲皮素的缓解作用。 本研究以 １８ 只雄性 ＩＣＲ 小鼠作为实验对象， 随机分为对照 （ＮＣ） 组、 Ｔ－２ 毒素处理

（Ｔ－２） 组、 槲皮素与 Ｔ－２ 毒素联合处理 （ＱＴ） 组， 连续灌胃 ２８ ｄ， 通过组织学分析和免疫印迹法对睾丸组织结构进行评估， 探究 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞分

布、 雄激素受体 （ＡＲ） 表达水平、 凋亡及其相关蛋白的变化。 结果： 槲皮素改善了睾丸形态学损伤， 维持 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞稳态、 ＡＲ 表达水平； 与

Ｔ－２ 组相比， ＱＴ 组小鼠显著降低凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ－２ 相关 Ｘ 蛋白 （ＢＡＸ）、 半胱氨酸蛋白水解酶 ３ 和 ９ （Ｃａｓｐａｓｅ３、 Ｃａｓｐａｓｅ９） 的表达量， 并抑制

Ｔ－２ 毒素引发的睾丸细胞凋亡。 提示， 槲皮素能够通过抑制睾丸细胞凋亡缓解 Ｔ－２ 毒素诱导的睾丸损伤。 本文为 Ｔ－２ 毒素介导的雄性动物睾丸损

伤机制及潜在治疗手段提供了科学依据。
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　 　 槲皮素是食物中分布最广泛的黄酮类化合物之

一［１］， 人体可以通过日常膳食摄取到适量的槲皮素，
其主要来源包括苹果、 蓝莓、 樱桃、 洋葱、 柑橘、 浆

果及绿茶等［２－３］， 其分子式是 Ｃ１５ Ｈ１０ Ｏ７， 分子量为

３０２􀆰 ２３ Ｄａ。 作为一种具有显著生物活性的天然黄酮，
槲皮素因其抗氧化、 抗炎和抗凋亡等多种功能而备受
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关注［４－６］。 在生理条件下， 槲皮素通过清除自由基和

抑制氧化应激反应， 维持细胞和组织的稳态功能［７］，
这些特性使其成为预防和治疗多种疾病的重要候选分

子。 Ｔ－２ 毒素是一种由镰刀菌产生的真菌毒素， 广泛

存在于霉变的谷物及其制品中， 如玉米、 小麦、 大麦

和燕麦等［８］。 人类和动物会通过食用受污染的粮食

及其副产品摄入 Ｔ－２ 毒素， 对健康构成潜在威胁。
Ｔ－２ 毒素可通过多种机制对机体造成损害， 包括抑制

ＤＮＡ 的合成、 诱导氧化应激、 激活凋亡信号通路以

及抑制免疫功能［９－１１］。 在生殖系统中， Ｔ－２ 毒素的毒

性尤为显著［１２］。 研究表明， Ｔ－２ 毒素能够损伤睾丸

组织结构， 破坏生精小管功能， 通过氧化应激诱导支
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持细胞和生精细胞的凋亡［１３］。 此外， 它还会通过

ＪＮＫ ／ ｐ３８ 信号通路诱导 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞损伤， 抑制 Ｌｅｙｄｉｇ
细胞的发育和雄激素的分泌， 从而干扰生殖激素的正

常调节功能［１４－１５］， 这些毒性作用会严重削弱雄性生

殖能力， 影响生育功能， 甚至引发睾丸萎缩和不育。
已有研究部分揭示了槲皮素对雄性生殖系统的凋

亡和氧化应激具有保护作用［１６－１７］， 但对 Ｔ－２ 毒素导

致睾丸 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞损伤的保护机制尚未完全明确，
槲皮素等黄酮类化合物对 Ｔ－２ 毒素导致的雄性生殖

系统损伤等治疗作用也未见有报道。 本研究通过系统

评估槲皮素对睾丸组织、 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞、 雄激素表达以

及细胞凋亡的影响， 为解决 Ｔ－２ 毒素引起的生殖健

康问题提供新的理论支持和实践依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

ＨＥ 试剂盒购自上海源叶生物科技有限公司； 末

端脱氧核苷酸转移酶介导的 ｄＵＴＰ 缺口末端标记

（ＴＵＮＥＬ） 试剂盒、 双辛可宁酸法 （ＢＣＡ） 测定试剂

盒购自上海碧云天生物技术有限公司。
一抗为 ３β－羟基类固醇脱氢异构酶 ２ （ＨＳＤ３Ｂ２）

购自北京博奥森生物技术有限公司。 雄激素受体

（ＡＲ） 购自武汉博士德生物工程有限公司。 Ｂ 细胞淋

巴瘤因子－２ （Ｂｃｌ－２） 相关的 Ｘ 蛋白 （ＢＡＸ）、 裂解

型半胱氨酸蛋白水解酶 ３ （Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ３）、 半胱

氨酸蛋白水解酶 ３ 前体 （Ｐｒｏ－ｃａｓｐａｓｅ３） 和半胱氨酸

水解酶 ９ （Ｃａｓｐａｓｅ９） 购自沈阳万类生物科技有限

公司。
二抗为辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记的山羊抗

兔 ／鼠 ＩｇＧ 抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司。
１􀆰 ２　 试验设计

选取 １８ 只 ８ 周龄雄性 ＩＣＲ 小鼠 （３２ ～ ３５ ｇ） 作

为试验对象， 小鼠购自南京青龙山动物繁殖场 （中
国南京）。 在标准实验动物房环境中， 小鼠自由采食

和饮水。 预饲一周后， 随机将小鼠分成对照 （ＮＣ）
组， ０􀆰 ２ ｍＬ 橄榄油灌胃， 连续 ２８ ｄ； Ｔ－２ 毒素处理

（Ｔ－２） 组， Ｔ－２ 毒素以 １ ｍｇ ／ ｋｇ 体重换算 （１ ／ １０ 半

数致死量［１８］ ）， 溶解于 ０􀆰 ２ ｍＬ 橄榄油灌胃， 连续

２８ ｄ； 槲皮素与 Ｔ－２ 毒素联合处理 （ＱＴ） 组， Ｔ－２
毒素和槲皮素分别以 １ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 体重换算，
溶解于 ０􀆰 ２ ｍｌ 橄榄油灌胃， 连续 ２８ ｄ。 试验已获得

南京农业大学动物伦理委员会批准 （批准编号：
ＮＪＡＵ． Ｎｏ２０２３０７１５１１８）， 试验结束后， 禁食 ２４ ｈ 后

处死小鼠， 采集睾丸， 所得样品一部分固定于 ４％多

聚甲醛溶液， 另一部分置于液氮随后于－８０ ℃ 冰箱

保存。

１􀆰 ３　 苏木精－伊红 （ＨＥ） 染色

睾丸组织切片 （７ μｍ） 经二甲苯脱蜡、 梯度乙

醇复水后， 将切片浸于苏木素染液中染色 ３ ｍｉｎ， 将

组织切片放入染色缸经自来水流水冲洗 ５ ｍｉｎ， 直至

组织呈现蓝色， 流水颜色变为澄清。 清洗后的组织直

接进入伊红染液染色 １ ｍｉｎ， 使用 ８５％、 ９５％梯度乙

醇快速脱水并洗去残余伊红后， 进行常规流程脱水、
二甲苯透明， 随后使用中性树胶封固， 在 Ｏｃｕｓ ４０ 数

字扫描显微镜成像系统 （ＧＲＵＮＤＩＵＭ 公司） 中扫描

切片， 随后用 Ｓｌｉｄｅ Ｖｉｅｗｅｒ 进行观察。 之后根据约翰

森评分 （Ｊｏｈｎｓｅｎ ｓｃｏｒｅ） 使用 １０ 分评分系统， 评分

１～２ 表示不含任何生殖细胞， 评分 ３ 表示仅包含精原

细胞， 评分 ４～５ 表示含有精母细胞， 评分 ６ ～ ７ 表示

含有精子细胞， 评分 ８～１０ 表示生精小管内有成熟精

子［１９］， 对每个切片 ６ 个不同视野进行组织病理学评

分。 此外， 随机选取 ６ 个生精小管使用 ＳｌｉｄｅＶｉｅｗｅｒ
标尺工具观察其直径大小。
１􀆰 ４　 睾丸样本系数的评估

解剖并称重整个睾丸， 记录并计算睾丸系数。 睾

丸系数＝睾丸重量 ／动物体重。
１􀆰 ５　 免疫组化 （ＩＨＣ）

各组的睾丸切片 （７ μｍ） 按 １􀆰 ３ 步骤脱蜡和复

水， 随后浸入 ３％过氧化氢 １０ ｍｉｎ 以抑制内源性过氧

化物酶活性， 然后使用枸橼酸钠缓冲液 （０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ，
ｐＨ＝ ６􀆰 ０） 加热进行热抗原复性， 以暴露被多聚甲醛

封闭的抗原表位。 经 ５％ ＢＳＡ 于 ３７ ℃烘箱封闭 １ ｈ
后， 各组组织切片分别与一抗 ＨＳＤ３Ｂ２ （１ ∶ １００ 稀

释）、 ＡＲ （１ ∶ １００ 稀释） 在 ４ ℃ 条件下孵育过夜。
次日， 使用 ＰＢＳ 洗涤切片 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ， 然后用

ＨＲＰ 记的山羊抗兔 ／鼠 ＩｇＧ 抗体 （１ ∶ ２００ 稀释） 于

３７ ℃烘箱孵育 １ ｈ， 再次使用 ＰＢＳ 洗涤切片 ３ 次， 每

次 ５ ｍｉｎ， 去除未结合的抗体， 洗涤完成后， 使用

ＤＡＢ 原位显色， 在显微镜下观察， 待视野出现明显

阳性之后放入蒸馏水中终止显色。 随后， 用苏木精复

染 ８ ｓ， 流水 ５ ｍｉｎ 洗去多余染液， 随后脱水封片。
所有免疫组织化学图像均在 Ｏｃｕｓ ４０ 数字扫描显微镜

成像系统中进行扫描。
１􀆰 ６　 ＴＵＮＥＬ 染色

组织切片按照 １􀆰 ２ 步骤脱蜡复水之后， 根据试剂

盒的说明书要求进行 ＴＵＮＥＬ 染色。 具体步骤如下：
滴加 ２０ μｇ ／ ｍＬ 不含 ＤＮａｓｅ 的蛋白酶 Ｋ， ３７ ℃ 作用

１５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤切片 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ。 ３％过氧化

氢溶液室温孵育 ２０ ｍｉｎ， 随后用 ＰＢＳ 洗涤切片 ３ 次，
每次 ５ ｍｉｎ。 在样品上加 ５０ μＬ 生物素标记液， ３７ ℃
避光孵育 ６０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 洗涤切片 ５ ｍｉｎ， 滴加 ２０ μＬ
标记反应终止液， 室温孵育 １０ ｍｉｎ。 用 ＰＢＳ 洗涤切
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片 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ。 在样品上加 ５０ μＬ Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ－
ＨＲＰ 工作液， 室温孵育 ３０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 洗涤切片 ３ 次，
每次 ５ ｍｉｎ， 滴加 ５０ μＬ ＤＡＢ 显色液， 室温孵育

５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤切片 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ。 随后， 用苏

木精复染 ８ ｓ， 流水 ５ ｍｉｎ 洗去多余染液， 随后脱水

封片。 所有 ＴＵＮＥＬ 图像均在 Ｏｃｕｓ ４０ 数字扫描显微

镜成像系统中进行扫描。
１􀆰 ７　 免疫印迹

将小鼠睾丸样品从 － ８０ ℃ 冰箱中取出， 称取

２０ ｍｇ 睾丸组织加入预冷好的 ２００ μＬ ＲＩＰＡ 细胞裂解

液中， 向裂解液中加入 ２ μＬ 蛋白酶抑制剂和 ２ μＬ 磷

酸酶抑制剂， 在离心管内加入钢珠后将离心管放置在

研磨机内， 匀浆后取出离心管， 冰上静置 ２０ ｍｉｎ； 离

心机预冷至 ４ ℃， 放入样品， 设置 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ， 吸取组织上清液； 随后使用 ＢＣＡ 法测定蛋

白浓度； 各组取等量蛋白， 并加入适量的 ５×Ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ 进行混匀， １００ ℃ 加热 １０ ｍｉｎ； 提前配制好

１０％浓度的凝胶以及所需电泳液， 组装电泳槽， 取样

后加入上样孔； 设置电压 １６０ Ｖ， ４５ ｍｉｎ， 电泳结束

取出胶板； 将目的条带的分离胶切下， 进行转膜， 恒

流 ２５０ ｍＡ， 转膜 １ ｈ， 将 ＰＶＤＦ 膜取出， 用 ＴＢＳＴ 清

洗； 随后用快速封闭液在室温下封闭 ２０ ｍｉｎ， 加入一

抗 Ｂｃｌ－２ （１ ∶ ２ ０００ 稀释）、 ＢＡＸ （１ ∶ ２ ０００ 稀释）、
Ｃｌｅａｖｅｄ－ ｃａｓｐａｓｅ３ （ １ ∶ ２ ０００ 稀释）、 Ｐｒｏ － ｃａｓｐａｓｅ３
（１ ∶ ２ ０００ 稀释） 和 Ｃａｓｐａｓｅ９ （１ ∶ ２ ０００ 稀释） ４ ℃
过夜孵育， 次日取出， 用 ＴＢＳＴ 振荡清洗 ３ 次， 每次

１０ ｍｉｎ， 加入 ＨＲＰ 标记二抗 （１ ∶ ４ ０００ 稀释） 室温

振摇孵育 １ ｈ， 将膜取出， 用 ＴＢＳＴ 振荡清洗 ３ 次，
每次 １０ ｍｉｎ； 在 ＰＶＤＦ 膜上加 ＥＣＬ 化学发光试剂进

行显影并拍照。 蛋白条带使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析软件进行

灰度分析， 以 ＮＣ 组灰度值为基准进行归一化分析。
１􀆰 ８　 数据统计与分析

通过 ＡＮＯＶＡ 检验进行显著性分析， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５
表示差异显著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 表示差异极显著， Ｐ＜０􀆰 ００１
表示差异极其显著， 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 对数据

进行可视化， 结果用 “平均值±标准差” 表示。

２　 结果

２􀆰 １　 不同处理小鼠睾丸形态学评价

由图 １ 可知， ＮＣ 组小鼠睾丸组织结构正常， 生

精小管呈现规则椭圆形， 管腔内生精细胞分层清晰，
成熟精子分布均匀。 Ｔ－２ 组的睾丸组织显著受损， 生

精小管形态紊乱， 部分生精小管内部出现空腔， 细胞

分层消失或严重减少， 成熟精子显著减少甚至缺失。
相比之下， ＱＴ 组的小鼠睾丸损伤显著缓解， 生精小

管形态接近正常， 细胞分层恢复， 精子数量显著增

加。 生精小管管径测量结果提示： Ｔ－２ 组生精小管直

径明显低于 ＮＣ 组和 ＱＴ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＱＴ 组生精小

管直径显著恢复至与 ＮＣ 组相近水平， 提示槲皮素对

Ｔ－ ２ 毒素导致的生精功能障碍具有保护作用。
Ｊｏｈｎｓｅｎ 评分分析中， 与 ＮＣ 组相比 Ｔ － ２ 组的小鼠

Ｊｏｈｎｓｅｎ 评分极显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， ＱＴ 组评分恢

复至接近 ＮＣ 组水平， 与 Ｔ－２ 组相比 ＱＴ 组 Ｊｏｈｎｓｅｎ
分数显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明槲皮素有效改善生精

小管功能和精子成熟度。 在睾丸系数的比较中， 与

ＮＣ 组相比 Ｔ－２ 组的小鼠睾丸系数极显著下降 （Ｐ＜
０􀆰 ００１）， 与 Ｔ－２ 组相比 ＱＴ 组极显著恢复了睾丸系数

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 与 ＮＣ 组无显著统计学差异， 表明槲皮

素在维持睾丸器官完整性方面具有积极作用。
２􀆰 ２　 不同处理小鼠睾丸 ＨＳＤ３Ｂ２ 变化比较

　 　 图 ２ 显示， 在 ＮＣ 组中， ＨＳＤ３Ｂ２ 在 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞

中呈现强阳性表达， 分布均匀且信号强度高； 在 Ｔ－２
组中， ＨＳＤ３Ｂ２ 的表达显著减弱， 染色信号明显减少

且分布不均匀； ＱＴ 组的 ＨＳＤ３Ｂ２ 表达水平显著提高，
染色强度和分布接近 ＮＣ 组。 Ｔ－２ 组的 ＨＳＤ３Ｂ２ 光密

度值显著低于 ＮＣ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而与 Ｔ－２ 组相比

ＱＴ 组的光密度值显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
２􀆰 ３　 不同处理小鼠睾丸 ＡＲ 变化比较

图 ３ 显示， 在 ＮＣ 组中， ＡＲ 主要表达于 Ｌｅｙｄｉｇ
细胞和血管周围， 呈现强阳性信号， 染色均匀且分布

明确； Ｔ－２ 组中 ＡＲ 的表达显著减弱， 染色信号减

少， 部分细胞出现表达丧失的现象， 提示 Ｔ－２ 毒素

显著抑制了 ＡＲ 的表达； ＱＴ 组的 ＡＲ 染色信号显著增

强， 分布趋于均匀， 染色强度接近于 ＮＣ 组， 表明槲

皮素可以恢复 ＡＲ 的表达水平。 Ｔ－２ 组的 ＡＲ 光密度

值显著低于 ＮＣ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而 ＱＴ 组的光密度值

明显升高， 与 ＮＣ 组差异无统计学意义 （Ｐ＞ ０􀆰 ０５）
且与 Ｔ－２ 组有极显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。
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Ａ． ＨＥ 染色情况； Ｂ． 睾丸曲精小管直径； Ｃ． Ｊｏｈｎｓｅｎ 评分情况； Ｄ． 睾丸系数。 与 ＮＣ 组相比， ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５、 ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗
表示 Ｐ ＜０􀆰 ００１； 与 Ｔ－２ 组相比， ＃表示 Ｐ＜０􀆰 ０５、 ＃＃表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃表示 Ｐ＜０􀆰 ００１。 下同。

图 １　 不同处理小鼠睾丸 ＨＥ 染色及形态学评价

Ａ． ＮＣ 组小鼠睾丸 ＨＳＤ３Ｂ２ 免疫组化染色； Ｂ． Ｔ － ２ 组小鼠睾丸 ＨＳＤ３Ｂ２ 免疫组化染色； Ｃ． ＱＴ 组小鼠睾丸 ＨＳＤ３Ｂ２ 免疫组化染色； Ｄ．
ＨＳＤ３Ｂ２ 阳性表达光密度值 （ｎ＝ ６）。

图 ２　 不同处理小鼠睾丸 ＨＳＤ３Ｂ２ 免疫组化染色
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Ａ． ＮＣ 组小鼠睾丸 ＡＲ 免疫组化染色； Ｂ． Ｔ－２ 组小鼠睾丸 ＡＲ 免疫组化染色； Ｃ． ＱＴ 组小鼠睾丸 ＡＲ 免疫组化染色； Ｄ． ＡＲ 阳性表达光密度

值 （ｎ＝ ６）。

图 ３　 不同处理小鼠睾丸 ＡＲ 免疫组化染色

２􀆰 ４　 不同处理小鼠睾丸凋亡细胞变化比较

图 ４ 显示， ＮＣ 组睾丸组织中凋亡细胞数量极少，
几乎无阳性信号； 在 Ｔ－２ 组中， 生精小管和间质区

域内均出现大量阳性染色细胞， 特别是在生精小管外

周， 凋亡细胞呈显著聚集分布， 提示 Ｔ－２ 毒素强烈

诱导了 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞的凋亡； ＱＴ 组中， ＴＵＮＥＬ 阳性细

胞数量减少， 凋亡分布接近 ＮＣ 组。 Ｔ－２ 组的光密度

值极显著高于 ＮＣ 组 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， ＱＴ 组的凋亡指标

极显著低于 Ｔ－２ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 与 ＮＣ 组差异无统计

学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
２􀆰 ５　 不同处理小鼠睾丸凋亡相关蛋白表达

图 ５ 显示， ＮＣ 组睾丸组织中， 促凋亡蛋白

ＢＡＸ、 Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ９ 的表达水平较低，

而抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ－２ 的表达水平在各组之间没有显著

改变； 与 ＮＣ 组 相 比， Ｔ － ２ 组 ＢＡＸ、 Ｃｌｅａｖｅｄ －
ｃａｓｐａｓｅ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ９ 的表达水平显著上调， ＢＡＸ ／
Ｂｃｌ－２ 比值显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明 Ｔ－２ 毒素通过

增强促凋亡信号， 强烈激活了细胞凋亡通路。 相比之

下， ＱＴ 组中， ＢＡＸ、 Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ９ 的

表达水平降低， 与 ＮＣ 组的表达水平接近。 与 Ｔ－２ 组

相比槲皮素显著降低了 ＢＡＸ ／ Ｂｃｌ － ２ 与 Ｃｌｅａｖｅｄ －
ｃａｓｐａｓｅ３ ／ Ｐｒｏ－ｃａｓｐａｓｅ３ 比值 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 并抑制了

Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ９ 的异常激活 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
提示其在抑制 Ｔ－２ 毒素诱导的凋亡信号中发挥了关

键作用。
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Ａ． ＮＣ 组小鼠睾丸 ＴＵＮＥＬ 染色； Ｂ． Ｔ－２ 组小鼠睾丸 ＴＵＮＥＬ 染色； Ｃ． ＱＴ 组小鼠睾丸 ＴＵＮＥＬ 染色； Ｄ． ＴＵＮＥＬ 阳性表达光密度值 （ｎ＝ ６）。

图 ４　 不同处理小鼠睾丸 ＴＵＮＥＬ 染色情况

Ａ． 小鼠睾丸中凋亡反应相关蛋白的图像 （ｎ＝ ６）； Ｂ． Ｃｌｅａｖａｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ３ ／ Ｐｒｏ－ｃａｓｐａｓｅ３ 比值； Ｃ． Ｃａｓｐａｓｅ９ 相对蛋白表达水平； Ｄ． ＢＡＸ ／ Ｂｃｌ－２
比值。

图 ５　 不同处理小鼠睾丸凋亡相关蛋白表达水平
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３　 讨论

近年来， 槲皮素在保护生殖系统方面的研究引起

了广泛的兴趣。 已有文献表明， 环境污染物、 药物毒

性及生活方式因素对雄性生殖系统的损害日益严

重［２０－２２］。 槲皮素能够通过降低氧化应激水平、 抑制

细胞凋亡以及调节激素平衡来改善睾丸功能和精子质

量［２３－２５］。 此外， 槲皮素还被证明可以保护 Ｌｅｙｄｉｇ 细

胞和支持细胞的正常功能， 维持雄激素合成及精子发

生过程的完整性［２５－２６］。 因此， 槲皮素作为一种天然

黄酮类化合物， 在缓解男性生殖系统损伤和改善生殖

健康方面具有重要的研究价值。
Ｔ－２ 毒素具有显著的生殖毒性作用， 其毒性机制

与氧化应激、 细胞凋亡及激素失衡密切相关［１４，２７－２８］。
在本研究中通过 ＨＥ 染色观察睾丸组织形态， 结合一

系列睾丸功能评估指标， 系统分析了槲皮素在缓解

Ｔ－２ 毒素诱发睾丸损伤中的作用。 ＨＥ 染色结果表

明， Ｔ－２ 毒素破坏了生精小管结构并引发睾丸萎缩，
体现出其对生精细胞和 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞的直接毒性作用。
槲皮素的干预改善了睾丸组织形态， 包括恢复生精小

管完整性和精子生成功能以及其他被改变的评估指

标。 综合上述结果证明槲皮素可以通过改善睾丸组织

形态、 恢复生精小管功能及增强睾丸重量和体重稳定

性， 缓解 Ｔ－２ 毒素诱导的睾丸损伤。
Ｌｅｙｄｉｇ 细胞是雄性生殖系统中重要的间质细胞类

型， 位于睾丸生精小管间隙中， 其主要功能是合成和

分泌雄激素， 尤其是睾酮［２５］。 雄激素不仅在维持男

性生殖器官发育和功能方面起关键作用， 还对精子发

生、 性征维持及整体代谢调节至关重要［２９－３０］。 睾酮

的合成需要一系列酶促反应， 其中 ＨＳＤ３Ｂ２ 和 ＡＲ 的

正常表达是证明睾丸微环境健康的重要指标之一。
ＨＳＤ３Ｂ２ 免疫组化结果显示， Ｔ－２ 毒素抑制了 Ｌｅｙｄｉｇ
细胞的发育和功能， 这与其引发细胞凋亡的作用机制

一致［２７］。 槲皮素通过提高 ＨＳＤ３Ｂ２ 的表达水平， 恢

复了 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞的正常功能， 证明其在维持雄激素

合成方面具有重要作用。 文献报道， ＨＳＤ３Ｂ２ 是雄激

素合成的关键酶［３０－３１］， 而 Ｔ－２ 毒素抑制了该酶的表

达， 表明 Ｔ－２ 毒素会对雄激素合成造成损伤。 雄激

素的合成与功能在维持男性生殖健康中起着至关重要

的作用， 而 ＡＲ 的表达也是雄激素表达的关键环节。
在 Ｔ－２ 毒素诱导的睾丸损伤模型中， ＡＲ 表达也受到

抑制， ＡＲ 免疫组化结果表明， Ｔ－ ２ 毒素通过抑制

ＡＲ 表达， 干扰了雄激素的表达， 导致生殖功能的紊

乱。 槲皮素治疗后， ＡＲ 的表达水平恢复， 这表明槲皮

素不仅可以缓解 Ｔ－２ 毒素对 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞的直接毒性作

用， 还可能通过增强 ＡＲ 的活性来改善动物的生殖功能。

ＴＵＮＥＬ 染色结果表明， Ｔ－２ 毒素可诱导睾丸组

织中细胞凋亡， 特别是对生精细胞和 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞的

损害最为严重。 槲皮素处理减少了凋亡细胞的比例，
这可能与其通过抑制 ＢＡＸ ／ Ｂｃｌ－２ 比值和 Ｃａｓｐａｓｅ 通路

的活化实现的抗凋亡作用有关。 Ｔ－２ 毒素通过线粒体

凋亡通路诱导睾丸细胞凋亡， 其机制涉及凋亡相关蛋

白 （如 ＢＡＸ、 Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ９） 的异常

表达， 这与 Ｚｈａｎｇ 等［３２］ 的研究结果一致。 免疫印迹

试验结果进一步揭示了槲皮素通过调控凋亡相关蛋白

表达缓解睾丸损伤的分子机制。 Ｔ－２ 毒素通过上调

ＢＡＸ、 Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ９ 的表达水平， 激

活了线粒体凋亡通路。 槲皮素作为一种抗氧化剂， 可

通过清除过量 ＲＯＳ 恢复线粒体膜电位， 阻断 Ｃａｓｐａｓｅ
级联反应［３３］。 槲皮素干预降低了 ＢＡＸ 和 Ｃａｓｐａｓｅ 家

族蛋白的表达水平， 这表明其通过调节 ＢＡＸ ／ Ｂｃｌ－２
比值和 Ｃａｓｐａｓｅ 级联反应， 阻断了 Ｔ－２ 毒素的凋亡信

号传导。 这一发现进一步支持了槲皮素在抑制凋亡通

路中的保护作用。 综上所述， 槲皮素通过下调促凋亡

蛋白 （ＢＡＸ、 Ｃｌｅａｖｅｄ－ｃａｓｐａｓｅ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ９） 表达水

平， 抑制了 Ｔ－２ 毒素诱导的凋亡信号通路异常激活。
这些结果为槲皮素在预防和治疗 Ｔ－２ 毒素相关睾丸

损伤中的应用提供了新的分子机制依据。
在 Ｔ－２ 毒素引发的睾丸凋亡过程中， Ｌｅｙｄｉｇ 细

胞的分布和数量均受到影响。 Ｔ － ２ 毒素还抑制了

ＨＳＤ３Ｂ２ 和 ＡＲ 的表达， 破坏了雄激素合成的关键步

骤。 这些毒性效应不仅直接影响了 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞的稳

态， 还通过扰乱生精小管内微环境， 间接损伤生精细

胞， 影响睾丸的整体生殖功能。 本研究中， 槲皮素作

为一种天然抗氧化剂， 可以缓解 Ｔ － ２ 毒素引起的

Ｌｅｙｄｉｇ 细胞损伤。 一方面， 槲皮素可阻止凋亡信号的

激活； 另一方面， 槲皮素通过上调 ＨＳＤ３Ｂ２ 和 ＡＲ 的

表达水平， 维持了 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞的稳态， 改善雄激素

的合成和分泌。 但本研究局限于小鼠模型， 未来需验

证槲皮素在其他动物模型及人类中的适用性。 此外，
还可以进一步探索槲皮素作用的分子靶点及其与其他

抗氧化剂的协同效应， 以及在复合毒素环境下的保护

作用。

４　 结论

本研究系统地揭示了槲皮素对 Ｔ－２ 毒素引发的

生殖毒性具有改善作用， 其主要表现为保护睾丸组织

结构、 维持 Ｌｅｙｄｉｇ 细胞稳态、 稳定 ＡＲ 表达、 抑制细

胞凋亡及调控凋亡相关蛋白的表达。 这些研究结果不

仅为阐明 Ｔ－２ 毒素的毒性机制提供了新的科学视角，
同时也为槲皮素在雄性生殖健康领域的潜在应用提供

了理论基础。
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