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［［摘 要］］   目的目的：观察苦参总黄酮 （SF） 对醋酸铅 （LA） 诱导的小鼠睾丸间质细胞 TM3 氧化应激

的改善作用及其对 KELCH 状 ECH 相关蛋白 1 （Keap1） /细胞中核因子 E2 相关因子 2 （Nrf2） 信号通

路的影响，探讨 SF 改善由 LA 诱导的 TM3 细胞氧化应激的相关作用机制。方法方法：利用噻唑蓝

（MTT） 法检测不同浓度 （0、10、20、50 和 80 µmol·L－1） LA 和不同浓度 （0、12. 5、25. 0、50. 0 和

80. 0 mg·L－1） SF 分别干预 24 h 后的 TM3 细胞存活率；将 TM3 细胞随机分为空白对照组、LA 组、

LA+低剂量 SF 组、LA+中剂量 SF 组和 LA+高剂量 SF 组。除空白对照组外，其 他 各 组 均 采 用

50 µmol·L－1 LA 诱导 TM3 细胞 24 h 建立 TM3 细胞氧化应激模型，其中 LA+低剂量 SF 组、LA+中

剂量 SF 组和 LA+高剂量 SF 组 TM3 细胞再分别给予 12. 5、25. 0 和 50. 0 mg·L－1 SF。利用 MTT 法检

测 TM3 细胞存活率；WST-1 法和硫代巴比妥酸 （TBA） 法检测 TM3 细胞中超氧化物歧化酶 （SOD）

活性和丙二醛 （MDA） 水平；Western blotting 法检测 Nrf2、Keap1 和含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解

酶 9 （Caspase-9） 蛋 白 表 达 水 平。结果结果：MTT 法检测，与 0 µmol·L－1 LA 组比较，10、20、50 和

80 µmol·L－1 LA 组 TM3 细胞存活率明显降低 （P<0. 01）；与 0 mg·L－1 SF 组比较， 12. 5、 25. 0、
50. 0 和 80. 0 mg·L－1  SF 组 TM3 细胞存活率明显降低 （P<0. 05 或 P<0. 01）；与 LA 组比较，LA+低

剂量 SF 组、LA+中剂量 SF 组和 LA+高剂量 SF 组 TM3 细胞存活率明显升高 （P<0. 01）；  WST-1
法和 TBA 法检测，与 LA 组比较，LA+低剂量 SF 组、LA+中剂量 SF 组和 LA+高剂量 SF 组 TM3
细胞中 SOD 活性明显升高 （P<0. 01），MDA 水平明显降低 （P<0. 01）；Western blotting 法检测，与

LA 组比较，LA+低剂量 SF 组、LA+中剂量 SF 组和 LA+高剂量 SF 组 TM3 细胞中 Nrf2 蛋白表达水

平明显升高 （P<0. 01），Keap1 和 Caspase-9 蛋白表达水平明显降低 （P<0. 01）。结论结论：SF 对 LA 诱导

TM3 细胞氧化应激具有一定改善作用，并可降低 TM3 细胞中 Keap1 蛋白表达水平，升高 TM3 细胞中

Nrf2 蛋白表达水平。
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ABSTRACT  Objective： To observe the improvement effect of total flavonoids of Sophora flavescens （SF） 
on the oxidative stress in the Leydig’s cells TM3 of the mice induced by lead acetate （LA） and their 
influences on the Keap1/Nuclear factor E2-related factor 2 （Nrf2） signaling pathway， and to discuss the 
potential mechanism of the improvement effect of SF on oxidative stress in the LA-induced TM3 cells.  
Methods：The survival rates of the TM3 cells after treated with various concentrations of LA （0， 10， 20， 
50， and 80 µmol·L－1） and SF （0， 12. 5， 25. 0， 50. 0， and 80. 0 mg·L－1） for 24 h were detected by MTT 
assay.  The TM3 cells were randomly divided into blank control group， LA group， LA + low dose of SF 
group， LA+middle dose of SF group， and LA+high dose of SF group.  Except for blank control group， 
the TM3 cells in the other groups were induced with 50 µmol·L－1 LA for 24 h to establish the oxidative 
stress model.  The TM3 cells in LA+low dose of SF group， LA+middle dose of SF group， and LA+ 
high dose of SF group were then treated with 12. 5， 25. 0， and 50. 0 mg·L－1 SF， respectively.  The 
survival rate of the TM3 cells was detected by MTT assay； the activities of superoxide dismutase （SOD） 
and levels of malondialdehyde （MDA） in the TM3 cells in various groups were detected by WST-1 assay 
and thiobarbituric acid （TBA） method； the expression levels of Nrf2， Keap1， and Caspase-9 proteins in 
the TM3 cells in various groups were detected by detected by Western blotting method.  Results：The  
MTT assay  resuts showed that compared with 0 µmol·L－1 LA group ，the survival rates of the TM3 cells 
in 10， 20， 50， and 80 µmol·L－1 LA groups were decreased （P<0. 01）； compared with 0 mg·L－1 SF 
group，the survival rates of the TM3 cells in 12. 5， 25. 0， 50. 0， and 80. 0 mg·L－1 SF groups were 
significantly decreased （P<0. 05 or P<0. 01）； compared with LA group， the survival rates of the TM3 
cells in LA+low dose of SF group， LA+middle dose of SF group， and LA+high dose of SF group were 
significantly increased （P<0. 01）.  The WST-1 assay and TBA method results showed that compared with 
LA group，the SOD activities and MDA levels in the TM3 cells in LA+low dose of SF group， LA+
middle dose of SF group， and LA+high dose of SF group were significantly decreased （P<0. 01）. The 
Western blotting results showed that compared with LA group， the expression levels of Nrf2 protein in the 
TM3 cells in LA+low dose of SF group， LA+middle dose of SF group， and LA+high  dose of SF group 
were increased（P<0. 01），and the expression levels of Keap1 and Caspase-9 proteins were decreased （P<
0. 01）. Conclusion：SF has certain improvement effect on the oxidative stress in the LA-induced TM3 cells 
and can reduce the expression level of Keap1 protein and increase the expression level of Nrf2 protein in the 
TM3 cells.
KEYWORDS Sophoral flavones； Lead acetate； Leydig’s cell； Oxidative stress； Kelch-like ECH-

associated protein 1；Nuclear factor erythroid 2-related factor 2

苦参总黄酮 （sophoral flavones，SF） 是豆科

植物苦参干燥根中的一类主要有效成分，包括二氢

黄酮和二氢黄酮醇等［1-2］。研究［3］表明：SF 具有抗

菌、抗炎、抗肿瘤、抗疟疾和神经保护等生物活

性。SF 可通过调节影响精子发育相关的激素和能

量代谢酶的水平，从而对生精障碍模型小鼠产生保

护作用，其作用机制可能与其抗氧化作用有关［4］，

但 SF 是否通过影响 KELCH 状 ECH 相关蛋白 1

（kelch-like ECH-associated protein 1， Keap1）  /核
因子 E2 相关因子 （nuclear factor erythroid 2-related 
factor 2，Nrf2） 信号通路而产生抗氧化应激作用尚

未见研究报道。醋酸铅 （lead acetate，  LA） 属于

化学性质稳定的重金属毒物，  LA 能够减少细胞内

抗氧化酶的活性及抗氧化物质的含量，从而引起细

胞内的氧化损伤，故 LA 的毒性与氧化应激及其所

致氧化损伤密切相关［5-6］。  Keap1/Nrf2 信号通路是
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细胞参与并调节抗氧化应激反应的主要信号通路，

影响 Keap1/Nrf2 信号通路能够增加细胞内抗氧化

反应基因表达水平，降低含半胱氨酸的天冬氨酸蛋

白水解酶 9 （cysteinyl aspartate specific proteinase-9，
Caspase-9） 的活化，从而减少细胞凋亡［7-9］。本研

究通过构建 LA 诱导的小鼠睾丸间质细胞 TM3 氧

化应激模型［10-12］，探讨 SF 对 LA 诱导的 TM3 细胞

氧化应激的改善作用，为 SF 的临床应用提供依据。

1 材料与方法  

1. 1　　细胞细胞、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　TM3 细胞购自中国

细胞资源库；SF （纯度>80%）（西安草翠芯生物

科技有限公司），LA （上海希格玛高技术有限公

司），高糖 DMEM 培养基、二甲基亚砜 （dimethyl 
sulfoxide， DMSO）、 胎 牛 血 清 （fetal bovine 
serum， FBS）、双抗和胰蛋白酶 （美国 Gibco 公

司），噻唑蓝 （methylthiazolydiphenyl-tetrazolium，

MTT） 检测试剂盒 （碧云天生物技术有限公司），

超氧化物歧化酶 （superoxide dismutase，SOD） 和

丙 二 醛 （malondialdehyde，  MDA） 检 测 试 剂 盒

（南京建成生物工程研究所），Keap1 抗体、Nrf2 抗

体和 Caspase-9 抗体及全蛋白提取试剂盒、BCA 蛋

白浓度测定试剂盒、5×蛋白上样缓冲液、凝胶制

备试剂盒、彩虹 245 广谱蛋白 Marker 以及 ECL 化

学发光法检测试剂盒 （北京索莱宝科技有限公司），

电泳液、转膜液、缓冲液、封闭液、一抗稀释液和

二抗稀释液 （上海碧云天生物技术有限公司）；二

氧化碳培养箱 （型号： 311） 和酶标仪 （型号：

SUNERGY-HTX）［赛默飞世尔科技 （中国） 有

限 公 司］， 倒 置 显 微 镜 （型 号 ： CKX4， 日 本

Olympus 公司），电泳仪、电转仪和电泳槽 （型号：

BE6085，美国 Bio-Rad 公司），凝胶成像仪 （型号：

Alliance Q9，英国 UVItec公司）。

1. 2　　 TM3 细 胞 培 养细 胞 培 养　　 将 TM3 细 胞 放 置 于 10% 
FBS+1% 双 抗 + DMEM 高 糖 培 养 基 中 ， 置 于

37 ℃、5% CO2饱和湿度的恒温密闭培养箱中进行

常规培养并传代。

1. 3　　MTT 法检测法检测 LA 和和 SF 分别诱导的分别诱导的 TM3 细胞细胞

存 活 率存 活 率　　 选取生长状态良好、呈对数生长期的

TM3细胞，分为 0、10、20、50和 80 µmol·L－1 LA组

以及 0、 12. 5、 25. 0、 50. 0 和 80. 0 mg·L－1 SF 组。

按照每孔 8×103 个细胞的密度将细胞混悬液接种于

96 孔细胞培养板上，待培养密度至 80%，各组分

别给予不同浓度 LA 和 SF，继续培养 24 h。加入

20% MTT 继 续 培 养 4 h， 弃 去 上 清 液 ， 加 入

150 μL DMSO 振荡 10 min，用酶标仪在 490 nm 处

检测吸光度 （A） 值。细胞存活率= ［（实验组

A 值 － 空 白 组 A 值） / （对 照 组 A 值 － 空 白 组

A 值）］ ×100%。

1. 4　　TM3 细胞氧化应激模型的制备及分组细胞氧化应激模型的制备及分组　　选取

生长状态良好、呈对数生长期的 TM3 细胞，分为

空白对照组、LA 组、LA+低剂量 SF 组、LA+中

剂量 SF 组和 LA+高剂量 SF 组。除空白对照组外，

其他各组均采用 50 µmol·L－1 LA 诱 导 TM3 细 胞

24 h 建立 TM3 细胞氧化应激模型，其中 LA+低剂

量 SF 组、LA+中剂量 SF 组和 LA+高剂量 SF 组

再分别给予 12. 5、 25. 0 和 50. 0 mg·L－1 SF，置于

培养箱中培养 24 h［13-14］。

1. 5　　 MTT 法 检 测 各 组法 检 测 各 组 TM3 细 胞 存 活 率细 胞 存 活 率　　 利用

MTT 法检测“1. 4”中 TM3 细胞存活率，具体操

作方法参照“1. 3”。
1. 6　　 WST-1 法 和 硫 代 巴 比 妥 酸法 和 硫 代 巴 比 妥 酸（（thiobarbituric 

acid，，TBA））法检测各组细胞中法检测各组细胞中 SOD 活性及活性及 MDA 水水

平平　　 各组 TM3 细 胞 经 药 物 处 理 后，分别加入

200 μL 细 胞 裂 解 液 在 冰 上 裂 解 30 min，再次

12 000 r·min－1 离心 10 min，按照 BCA 蛋白浓度测

定试剂盒使用说明书要求对 TM3 细胞进行定量检

测，按照测试盒说明书要求检测 TM3 细胞中 SOD
活性和 MDA 水平。根据测试盒说明书中公式计算

SOD 活性和 MDA 水平：SOD 抑制率= ［（对照

组 A 值－空白组 A 值） － （测定组 A 值－空白组

A 值）］ / （对照组 A 值－空白组 A 值） ×100%；

SOD 活性 （U·mg－1） =SOD 抑制率/ 50%×反应

体系稀释倍数 （0. 24 L/0. 02 L） ×样本测试前稀

释倍数。 MDA 水平 （μmol·g－ 1） = ［（测定组

A 值－空白组 A 值） / （标准品组 A 值－空白组

A 值）］ ×标准品浓度/样本蛋白浓度。

1. 7　　 Western blotting 法 检 测 各 组 细 胞 中法 检 测 各 组 细 胞 中 Keap1、、

Nrf2 和和 Caspase-9 蛋白表达水平蛋白表达水平　　按照全蛋白提取

试剂盒说明书要求提取细胞蛋白，按照 BCA 蛋白

浓度测定试剂盒说明书要求测定细胞蛋白表达水

平，摇匀后 100 ℃水浴加热 10 min，置于－80 ℃超

低温冰箱保存、备用。按照 SDS-PAGE 凝胶制备

试剂盒要求制备胶板，上样后，电泳 （浓缩胶：

90 V，分离胶：110 V）、转膜 （110 V、60 min）、

清洗 （缓冲液：每次 5 min、清洗 3 次）、封闭 （脱

脂 牛 奶 ： 1 h）、 加 入 一 抗 （Keap1、 Nrf2 和

322



刘玥欣， 等 . 苦参总黄酮对醋酸铅诱导小鼠睾丸间质细胞氧化应激的改善作用及对 Keap1/Nrf2……

Caspase-9：4 ℃、24 h）、加入二抗 （HRP：1 h）、

清洗 （缓冲液：每次 5 min、清洗 3 次）、显色 （按

照 ECL 化学发光法检测试剂盒要求配制显色液），

置于凝胶成像仪中成像，利用 Image J 图像处理软

件对蛋白条带进行分析。目的蛋白表达水平=目的

蛋白条带灰度值/内参照蛋白条带灰度值。

1. 8　　统计学分析统计学分析　　采用 SPSS 22. 0 统计软件进行

统计学分析。各组 TM3 细胞存活率，细胞中 SOD
活性和 MDA 水平及 Keap1、Nrf2 和 Caspase-9 蛋白

表达水平均符合正态分布，以 x±s表示，多组间

样本均数比较采用单因素方差分析，组间两两比较

采 用 LSD-t 检 验 。 以 P<0. 05 为 差 异 有 统 计 学

意义。

2 结  果  

2. 1　　LA 诱导的诱导的 TM3 细胞存活率细胞存活率　　与 0 µmol·L－1 
LA 组 （100. 00%±0. 01%） 比较，10、20、50 和

80 µmol·L－1 LA 组 TM3 细胞存活率 （73. 90%± 
0. 03%、 66. 91%±0. 02%、 57. 78%±0. 03% 和

39. 13%±0. 02%） 明 显 降 低 （P<0. 01）。其中

50 µmol·L－1 LA 组细胞存活率下降至 （57. 78±
0. 03） %，该浓度是存活率下降近半数时的抑制浓

度，可用来衡量药物对细胞的毒性或者细胞对药物

的耐受能力，故本实验选用 50 µmol·L－1 LA 作为

后续实验浓度。

2. 2　　SF 诱导的诱导的 TM3 细胞存活率细胞存活率　　与 0 mg·L－1 SF
组（100. 00%±0. 01%）比较，12. 5、25. 0、50. 0和
80. 0 mg·L－1 SF 组 TM3 细胞存活率 （99. 13%± 
0. 01%、 98. 90%±0. 01%、 97. 58%±0. 02% 和

72. 73%±0. 05%）明显降低（P<0. 05或P<0. 01）。

2. 3　　 各 组各 组 TM3 细 胞 存 活 率细 胞 存 活 率　　 与 空 白 对 照 组

（100. 00%±0. 01%） 比 较 ， LA 组 细 胞 存 活 率

（56. 50%±0. 01%）明显降低（P<0. 01）；与LA组

比较，LA+低剂量 SF 组、LA+中剂量 SF 组和

LA+高剂量 SF 组细胞存活率 （60. 90%±0. 02%、

66. 98%±0. 02% 和 77. 50%±0. 02%） 明 显 升 高

（P<0. 01）。

2. 4　　各组各组 TM3 细胞中细胞中 SOD 活性和活性和 MDA 水平水平　　与

空白对照组比较，LA 组 TM3 细胞中 SOD 活性明

显 降 低 （P<0. 01）， MDA 水 平 明 显 升 高 （P<
0. 01）；与 LA 组比较，LA+低剂量 SF 组、LA+
中 剂 量 SF 组 和 LA+ 高 剂 量 SF 组 TM3 细 胞 中

SOD 活性明显升高 （P<0. 01），MDA 水平明显降

低 （P<0. 01）。见表 1。

2. 5　　各组各组 TM3 细胞中细胞中 Keap1、、Nrf2 和和 Caspase-9 蛋蛋

白表达水平白表达水平　　与空白对照组比较，LA 组 TM3 细胞

中 Nrf2 蛋白表达水平明显降低 （P<0. 01），Keap1
和 Caspase-9 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 01）；

与 LA 组比较，LA+低剂量 SF 组、LA+中剂量

SF 组和 LA+高剂量 SF 组细胞中 Nrf2 蛋白表达水

平明显升高 （P<0. 01），Keap1 和 Caspase-9 蛋白

表达水平明显降低 （P<0. 01）。见图 1 和表 2。

3 讨  论  

睾丸生精小管之间分布的疏松结缔组织称为睾

丸间质或间质组织，在间质中有一种合成雄激素的

内分泌细胞称为睾丸间质细胞，能够合成分泌雄性

激素，促进精子的发生和男性生殖器官发育，以及

维持第二性征和性功能［15-16］。LA 是生活中应用广

泛、具有毒性的化工原料，可作为制备各种铅盐、

抗污涂料、水质防护剂、颜料填充剂、涂料干燥

表表 1　　各组各组 TM3 细胞中细胞中 SOD 活性和活性和 MDA 水平水平

TabTab.. 11　　Activities of SOD and levels of MDA in TMActivities of SOD and levels of MDA in TM33 cells in  cells in 
various groupsvarious groups ( n=3，x±s）

Group

Control
LA
LA + low dose of SF
LA + middle dose of SF
LA + high dose of SF

Activity of SOD
[λB/(U·mg－1)]
40.03±0.19
35.41±0.71*

36.55±0.13△

37.48±0.09△

38.68±0.09△

Level of MDA
[ mB/（μmol·g－1)]

0.10±0.04
0.35±0.01*

0.32±0.01△

0.27±0.02△

0.14±0.01△

*P<0.01 vs control group； △P<0.01 vs LA group.

Lane 1： Control group； Lane 2： LA group； Lane 3： LA + 
low dose of SF group； Lane 4： LA + middle dose of SF 
group； Lane 5： LA + high dose of SF group.
图图 1　各组　各组 TM3 细胞中细胞中 Keap1、、Nrf2 和和 Caspase-9 蛋白蛋白

表达电泳图表达电泳图

Fig. 1　　 Electrophoregram of expressions of Keap1, 

Nrf2, and Caspase-9 proteins in TM3 cells in various 

groups
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剂、纤维染色剂以及重金属氰化过程的溶剂等［17］，

而 LA 长期蓄积在环境中，会严重危害人体健康。

研究［18-20］表明：LA 能够使小鼠精子密度和精子活

力明显下降，精子畸形率增高，导致小鼠睾丸受损

影响其生殖功能。

中药材苦参是豆科植物苦参的干燥根，具有清

热燥湿、利尿和祛风杀虫等功效，含多种生物碱和

多种黄酮类化合物［1-3］。SF 作为其活性成分之一，

主要包括二氢黄酮和二氢黄酮醇类化合物［1-2］。研

究［21］表明：SF 可明显改善前列腺增生模型大鼠血

清中促黄体生成激素 （luteinizing hormone，LH）、

睾 酮 （testosterone， T） 和 双 氢 睾 酮

（dihydrotestosterone，DHT） 水平，减轻大鼠前列

腺和精囊腺质量，对良性前列腺增生具有明显改善

作用。研究［4，13］ 结果显示：SF 对 LA 所致雄性小

鼠睾丸损伤有一定的保护作用，可以影响与其精子

发育相关的激素及能量代谢酶的含量，但其具体机

制尚不明确。本研究采用 LA 诱导 TM3 细胞构建

TM3 细 胞 氧 化 应 激 模 型，  结 果 表 明：  12. 5~
50. 0 mg·L－1 SF 可以改善由 LA 引起的 TM3 细胞

存活率的降低，且随着 SF 的浓度升高，TM3 细胞

增殖作用加强。

SOD 是机体内天然存在的超氧自由基清除因

子，具有抗氧化和抗衰老作用，能够消除生物体在

新陈代谢过程中产生的有害物质［22-23］。研究［24］ 表

明：SOD 基因表达水平升高，能够使晚期凋亡的

TM3 细胞明显减少。干扰抗氧化酶 SOD 活性，能

够引起脂质过氧化物 MDA 在体内蓄积，升高氧自

由基含量，诱导 TM3 细胞发生氧化应激反应，加

剧细 胞 损 伤 ［25］。  本 研 究 结 果 显 示： 12. 5~
50. 0 mg·L－1 SF 能 够 使 LA 诱 导 的 TM3 细 胞 中

SOD 活性升高，MDA 水平降低，调节 TM3 细胞

在氧化应激过程中引起的异常指标的变化。

Keap1/Nrf2 信号通路在生理状态下，Keap1 可

通过泛素化降解 Nrf2。而当活性氧产生与清除的平

衡被破坏时，Keap1 则会失活，导致 Nrf2 清除受

阻，引起 Nrf2 的过度蓄积和激活，并转位到细胞

核中，  调 节 抗 氧 化 应 激 相 关 基 因 的 表 达［7-8］。

Caspase-9 是存在于细胞质中具有类似结构的蛋白

酶，参与细胞的生长、分化与凋亡调节［26-27］。研

究［28］表明：Caspase-9 表达受到 Keap1/Nrf2 信号通

路的调控，当 Keap1/Nrf2 信号通路表达受阻，会

引起 Caspase-9 蛋白表达水平升高，诱导生殖细胞

出现凋亡。本研究结果显示：12. 5~50. 0 mg·L－1 
SF 能够使 LA 诱导的 TM3 细胞中 Nrf2 蛋白表达水

平明显升高，Keap1 和 Caspase-9 蛋白表达水平明

显降低，改善由 LA 诱导的 TM3 细胞产生的氧化

应激。

综上所述，SF 可以改善由 LA 诱导的 TM3 细

胞所引起的细胞存活率的降低，能够使 TM3 细胞

中 SOD 活性升高，MDA 水平降低，对 TM3 细胞

出现的氧化应激具有改善作用，提示 SF 对 LA 诱

导的 TM3 细胞氧化应激的改善作用可能与影响

Keap1/Nrf2 信号通路有关。
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