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硫唑嘌呤对 RSL3诱导小鼠精母细胞铁死亡的影响
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［［摘 要］］   目的目的：：探讨硫唑嘌呤 （AZA） 对还原型谷胱甘肽 （GSH） 过氧化物酶 4 抑制剂 RSL3 诱导

的小鼠精母细胞铁死亡的影响，并阐明其可能的作用机制。方法方法：：小鼠精母 GC-2 细胞随机分为对照组

（不进行处理）、RSL3 组 （给予 10 nmol·L-1 RSL3 处理 24 h）、RSL3+铁死亡抑制剂 （Fer-1） 组 （给 予

10 nmol·L-1 RSL3 处理 24 h+2 µmol·L-1 Fer-1 处理 12 h）、RSL3+低剂量 AZA 组 （给 予 10 nmol·L-1 
RSL3 处 理 24 h+5 µmol·L-1 AZA 处 理 12 h）、 RSL3+ 中 剂 量 AZA 组 （给 予 10 nmol·L-1 RSL3
处理 24 h+10 µmol·L-1 AZA 处理 12 h） 和 RSL3+高剂量 AZA 组 （给予 10 nmol·L-1 RSL3 处理 24 h+
20 µmol·L-1 AZA 处 理 12 h）。 MTT 法 检 测 不 同 浓 度 AZA 和 不 同 浓 度 RSL3 作 用 后 GC-2 细 胞 活 性 ，

采用 GSH 和氧化型谷胱甘肽 （GSSG） 检测试剂盒检测 GC-2 细胞中 GSH 和 GSSG 水平，采用丙二醛

（MDA） 试剂盒检测各组 GC-2 细胞中 MDA 水平，采用 Western blotting 法检测各组 GC-2 细胞中长链

脂酰 CoA 合成酶 4 （ACSL4）、血红素氧合酶 1 （HO-1） 和谷胱甘肽过氧化物酶 4 （GPX4） 蛋白表达

水平，采用免疫荧光法检测各组 GC-2 细胞中 ACSL4 蛋白表达情况。结果结果：：与对照组比较，5、10 和

20 μmol·L-1AZA 组 GC-2 细胞活性差异无统计学意义 （P>0. 05），30 和 40 µmol·L-1 AZA 组 GC-2 细胞

细胞活力明显降低 （P<0. 01），因此 AZA 作用浓度选择为 20 µmol·L-1 以内。与对照组比较，1、5 和

10 nmol·L-1 RSL3 组 GC-2 细胞活性差异无统计学意义 （P>0. 05），50、100、500 和 1 000 nmol·L-1 
RSL3 组 GC-2 细胞活性明显降低 （P<0. 05 或 P<0. 01），因此将 RSL3 作用浓度定为 10 nmol·L-1 以

内。GSH 和 MDA 试剂盒检测，与对 照 组 比 较 ， RSL3 组 GC-2 细 胞 中 GSSG 和 MDA 水 平 明 显 升 高

（P<0. 05）， GSH 水 平 明 显 降 低 （P<0. 05）； 与 RSL3 组 比 较 ， RSL3+Fer-1 组 和 RSL3+AZA 组

GC-2 细 胞 中 GSSG 和 MDA 水 平 明 显 降 低 （P<0. 01）， GSH 水 平 明 显 升 高 （P<0. 01）。 Western 
blotting 法 检 测 ， 与 对 照 组 比 较 ， RSL3 组 GC-2 细胞中 ACSL4 和 HO-1 蛋白表达水平明显升高 （P<

0. 05），GPX4 蛋白表达水平明显降低 （P<0. 01）；与 RSL3 组比较，RSL3+Fer-1 组和 RSL3+AZA 组

GC-2 细胞中 GPX4 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 05），ACSL4 和 HO-1 蛋白表达水平明显降低 （P<
0. 01）。免疫荧光检测，与对照组比较，RSL3 组 GC-2 细胞中 ACSL4 蛋白表达量明显增多；与 RSL3
组比较，RSL3+Fer-1 组和 RSL3+AZA 组 ACSL4 蛋白表达量明显降低。结论结论：：AZA 可以减轻 RSL3
诱导的小鼠精母细胞铁死亡。
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Effect of azathioprine on ferroptosis in spermatocytes of mice 
induced by RSL3
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ABSTRACT  Objective：To discuss the effect of azathioprine（AZA） on ferroptosis in spermatocytes of 
the mice induced by reduced glutathione（GSH） peroxidase 4 inhibitor RSL3，and to clarify the potential 
mechanism.  Methods： The spermatogonia GC-2 cells of the mice were randomly divided into control 
group （no treatment），  RSL3 group （treated with 10 nmol·L-1 RSL3 for 24 h）， RSL3+ferroptosis 
inhibitor （Ferrostatin-1， Fer-1） group （treated with 10 nmol·L-1 RSL3 for 24 h+2 µmol·L-1 Fer-1 
for 12 h）， RSL3+low dose of AZA group （treated with 10 nmol·L-1 RSL3 for 24 h +5 µmol·L-1 AZA 
for 12 h）， RSL3+medium dose of AZA group （treated with 10 nmol·L-1 RSL3 for 24 h+10 µmol·L ⁻¹ 
AZA for 12 h）， and RSL3+high dose of AZA group （treated with 10 nmol·L-1 RSL3 for 24 h+
20 µmol·L-1 AZA for 12 h）.  The MTT method was used to detect the activities of the GC-2 cells in 
various groups after treated with different concentrations of AZA and RSL3； the GSH and GSSG levels 
in the GC-2 cells were detected by GSH and oxidized glutathione （GSSG） detection kits； the 
malondialdehyde（MDA） levels in the GC-2 cells in various groups were detected by MDA detection kit； 
Western blotting method was used to detect the expression levels of long-chain acyl-CoA synthetase 4 

（ACSL4）， heme oxygenase-1（HO-1）， and glutathione peroxidase 4（GPX4） proteins in the cells in various 
groups； immunofluorescence staining was used to detect the expressions of ACSL4 protein in the cells in 
various groups.  Results：Compared with control group， the differences in activities of the GC-2 cells in 5， 
10， and 20 μmol·L⁻¹ AZA groups had no significant differences（P>0. 05）， while the activities of the GC-2 
cells in 30 and 40 µmol·L ⁻ ¹ AZA groups were significantly decreased（P<0. 01）； therefore， the AZA 
concentration was selected to be within 20 µmol·L⁻¹.  Compared with control group， the differences of the 
activities of the GC-2 cells in 1， 5， and 10 nmol·L ⁻ ¹ RSL3 groups had no significant differences（P>
0. 05），  while the activities of the GC-2 cells in 50 ， 100 ， 500 ， and 1 000 nmol·L ⁻ ¹ RSL3 groups were 
significantly decreased（P<0. 05 or P<0. 01）； therefore， the RSL3 concentration was set to be within 
10 nmol·L ⁻ ¹.  The GSH and MDA detection kits results showed that compared with control group， the 
levels of GSSG and MDA in the GC-2 cells in RSL3 group were significantly increased（P<0. 05）， while 
the GSH levels were significantly decreased（P<0. 05）； compared with RSL3 group， the levels of GSSG 
and MDA in the GC-2 cells in RSL3+Fer-1 group and RSL3+AZA group were significantly decreased 

（P<0. 01）， while the GSH levels were significantly increased（P<0. 01）.  The Western blotting results 
showed that compared with control group， the expression levels of ACSL4 and HO-1 proteins in the GC-2 
cells in RSL3 group were significantly increased（P<0. 05）， while the expression level of GPX4 protein 
was significantly decreased（P<0. 01）； compared with RSL3 group， the expression levels of GPX4 protein 
in the GC-2 cells in RSL3+Fer-1 group and RSL3+AZA group were significantly increased（P<0. 05）， 
while the expression levels of ACSL4 and HO-1 proteins were significantly decreased（P<0. 01）.  The 
immunofluorescence staining results showed that compared with control group， the expression amount of 
ACSL4 protein in the GC-2 cells in RSL3 group was significantly increased， and compared with RSL3 
group， the expression amounts of ACSL4 protein in the cells in RSL3+Fer-1 group and RSL3+AZA 
group were significantly decreased.  Conclusion：AZA can alleviate the ferroptosis-induced by RSL3 in 
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spermatocytes of the mice.
KEYWORDS Azathioprine； Ferroptosis； Spermatocyte cells； Glutathione peroxidase 4 inhibitor；

Acyl CoA synthetase long-chain family member 4

男性不育是现代社会一大医疗挑战，其病因繁

多，包括但不限于精液质量异常、精子生成过程障

碍和精子与卵子结合障碍等。质量良好的精子对于

生 殖 成 功 至 关 重 要 ［1-2］。 研 究 ［3-5］ 显 示 ： 精 子 在 遭

受氧化应激损伤时，其动力学特性受到负面影响，

表现为活力下降和畸形率升高，上述变化往往导致

男性不育。铁死亡是一种由氧化应激引起的细胞死

亡 模 式 ， 其 特 征 是 还 原 型 谷 胱 甘 肽 （glutathione，

GSH） 枯 竭 和 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 4 （glutathione 
peroxidase 4，GPX4） 活性降低，导致身体无法有

效清除脂质过氧自由基，从而触发含铁生物分子氧

化，终致细胞死亡 ［6-7］。GPX4 抑制剂 RSL3 可诱导

细胞铁死亡，在许多研究 ［8］ 中用作铁死亡诱导剂。

硫唑嘌呤 （azathioprine，AZA） 是临床上广泛应用

的免疫抑制药物，在体内代谢成巯嘌呤发挥免疫抑

制效果，能缓解炎症反应和减轻氧化应激 ［9-10］。目

前 AZA 是否具有调节细胞铁死亡的潜力，尤其在

改善男性不育方面的作用尚不明确。本研究旨在探

讨 AZA 能 否 减 轻 RSL3 诱 导 的 精 母 细 胞 的 铁 死 亡

效 应 ， 阐 明 AZA 治 疗 男 性 不 育 的 潜 在 作 用 机 制 ，

为寻找治疗男性不育的新策略提供依据。

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　　小鼠精母 GC-2 细胞

购 自 美 国 典 型 培 养 物 收 藏 中 心 （American Type 
Culture Collection，ATCC）。辣根过氧化物酶标记

山羊抗兔抗体和辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠抗

体 购 自 北 京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司 ， GPX4、

酯 酰 辅 酶 A 合 成 酶 长 链 家 族 成 员 4 （acyl CoA 
synthetase long-chain family member 4， ACSL4）、

血 红 素 氧 合 酶 1 （heme oxygenase-1 ， HO-1）

和 β 微 管 蛋 白 （β -tubulin） 均 购 自 美 国 Proteintech
公 司 ， GSH 和 氧 化 型 谷 胱 甘 肽 （glutathione 
oxidized，GSSG） 检测试剂盒购自上海碧云天生物

技术有限公司，丙二醛 （malondialdehyde，MDA）

检 测 试 剂 盒 购 自 兰 杰 柯 科 技 有 限 公 司 ， BCA 蛋 白

浓度测定试剂盒购自北京鼎国昌盛生物技术有限责

任公司，抗荧光淬灭剂购自北京鼎国昌盛生物技术

有 限 公 司 ， 山 羊 抗 兔 红 色 荧 光 二 抗 购 自 美 国

Jackson ImmunoResearch 公 司 ， 4'， 6-二 脒 基 -2-苯

基 吲 哚 （4'， 6-diamidino-2-phenylindole， DAPI）
购 自 上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 。 Centrifuge 
5804R 高 速 冷 冻 离 心 机 购 自 德 国 Eppendorf 公 司 ，

Fluor Chem HD2 化 学 发 光 凝 胶 成 像 系 统 购 自 美 国

Protein Simple 公 司 ， Synergy H1 多 功 能 酶 荧 光 标

仪 购 自 美 国 BioTek 公 司 ， NIS-Elements 激 光 共 聚

焦显微镜购自日本尼康株式会社。

1. 2　　小鼠精母小鼠精母 GC--2 细胞分组和培养方法细胞分组和培养方法　　 小 鼠

GC-2 细胞采用含 10% 胎牛血清和青-链霉素的达尔

伯克改良伊格尔培养基 （Dulbecco’s modified eagle 
medium，DMEM），置于 37 ℃、5% CO2 的恒 温 细

胞孵箱中培养，取对数生长期的 GC-2 细胞接种至

6 孔细胞培养板中，24 h 后观察细胞形态表现，随

机 分 为 对 照 组 （不 进 行 处 理）、 RSL3 组 （给 予

10 nmol·L-1 RSL3 处理 24 h）、RSL3+铁死亡抑制

剂 （Ferrostatin-1， Fer-1） 组 （给 予 10 nmol·L-1 
RSL3 处 理 24 h +2 µmol·L-1 Fer-1 处 理 12 h）、

RSL3+低剂量 AZA 组 （给予 10 nmol·L-1 RSL3 处

理 24 h+5 µmol·L-1 AZA 处理 12 h）、RSL3+中剂

量 AZA 组 （给 予 10 nmol·L-1 RSL3 处 理 24 h+
10 µmol·L-1 AZA 处 理 12 h） 和 RSL3+ 高 剂 量

AZA 组 （ 给 予 10 nmol·L-1 RSL3 处 理 24 h+
20 µmol·L-1 AZA 处理 12 h）。

1. 3　　 MTT 法 检 测 不 同 浓 度法 检 测 不 同 浓 度 AZA 作 用 后 各 组作 用 后 各 组

GC--2 细胞活性细胞活性　　取对数生长期 GC-2 细胞，以每孔

5×104 个的 密 度 接 种 至 24 孔 细 胞 培 养 板 ， 每 孔 加

入 500 μL DMEM， 置 于 恒 温 孵 箱 培 育 24 h。 细 胞

分 为 对 照 组 和 不 同 浓 度 AZA 组 ， 吸 弃 细 胞 上 清 ，

加入含不同浓度 AZA 的培养基，使 AZA 终浓度达

到 0、 5、 10、 20、 30 和 40 µmol·L-1 。 12 h 后 向

24 孔 细 胞 培 养 板 每 孔 中 加 入 5 g·L-1 MTT 溶 液  
50 μL，置于恒温孵箱中孵育 4 h，轻轻吸弃细胞培

养 上 清 ， 每 孔 加 入 400 µL 二 甲 亚 砜 （dimethyl 
sulfoxide， DMSO） 溶 液 ， 将 24 孔 细 胞 培 养 板 置

于 摇 床 避 光 振 荡 10 min， 采 用 酶 标 仪 检 测 各 孔 在

570 和 630 nm 波长处的吸光度 （A） 值。细胞活性=
（实验组 A 值－空白组 A 值） / （对照组 A 值－空白

组 A 值） ×100%。

1. 4　　 MTT 法 检 测 不 同 浓 度法 检 测 不 同 浓 度 RSL3 作 用 后作 用 后 GC--2

细细 胞活性胞活性　　取 对 数 生 长 期 GC-2 细 胞 ， 以 每 孔 5×
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104 个 的 密 度 接 种 至  24 孔 细 胞 培 养 板 ， 每 孔 加 入

500 μL DMEM， 置 于 恒 温 孵 箱 培 育 24 h。 细 胞 对

照组和不同浓度 RSL3 组，吸弃培养上清后，向各

组 细 胞 中 分 别 加 入 含 不 同 浓 度 RSL3 （0、 1、 5、

10、 500 和 1 000 nmol·L-1） 的 DMEM。 MTT 法

检测见“1. 3”。

1. 5　　各组各组 GC--2 细胞中蛋白含量检测细胞中蛋白含量检测　　取对数生长

期 GC-2 细胞，以每孔 4×105 个细胞的密度接种于

6 孔 细 胞 培 养 板 中 ， 按 照 “1. 2” 中 方 法 分 为 对 照

组、RSL3 组、RSL3+Fer-1 组和 RSL3+AZA 组。

采 用 1 mL 预 冷 的 磷 酸 缓 冲 盐 溶 液 （phosphate 
buffer saline，PBS） 洗涤细胞 3 次，离心 5 min 后收

集细胞沉淀。加入 50 μL 蛋白去除剂，振荡重悬细

胞 ， 将 重 悬 的 细 胞 在 超 低 温 液 氮 和 37 ℃水浴条件

下反复冻融 3 次。置于冰上 5 min 后，离心 10 min，

取 样 品 上 清 用 于 GSH 和 GSSG 含 量 检 测 。 另 取 部

分上清加入 1×GSH 清除缓冲液和 1×GSH 清除工

作液震荡混匀，用于 GSSG 含量检测。样品加入总

谷胱甘肽检测工作液混匀，室温孵育 5 min，加入

烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 （triphosphopyridine 
nucleotide，NADPH） 溶液 50 μL 混 匀 ， 25 min 后

采 用 酶 标 仪 检 测 412 nm 波 长 处 A 值。采用二喹啉

甲酸 （bicinchoninic cacid，BCA） 法 检 测 各 组 细 胞

中 目 的 蛋 白 含 量 ， 根 据 标 准 曲 线 计 算 总 谷 胱 甘 肽

（即 GSH+GSSG） 和 GSSG 含 量 。 GSH 含 量 =
（总谷胱甘肽含量-GSSG 含量） ×2。

1. 6　　各组各组 GC--2 细胞中细胞中 MDA 水平检测水平检测　　取对数生

长 期 GC-2 细 胞 ， 以 每 孔 4×105 个 的 密 度 接 种 于

6 孔细胞培养板，按照“1. 2”中方法分为对照组、

RSL3 组 、 RSL3+Fer-1 组 和 RSL3+AZA 组 。 吸

弃 培 养 上 清 ， 采 用 预 冷 的 PBS 缓 冲 液 轻 轻 洗 涤 细

胞 3 次 ， 吸 弃 PBS 缓 冲 液 ， 每 孔 加 入 200 µL 裂 解

液 ， 将 样 品 置 于 冰 上 摇 床 振 荡 裂 解 30 min， 采 用

BCA 试剂盒检测样品的蛋白浓度；取 100 µL 充分

裂 解 的 样 品 加 入 200 µL MDA 检 测 工 作 液 后 充 分

振 荡 混 匀 。 将 混 合 均 匀 的 样 品 置 于 100 ℃ 沸 水 浴

中 加 热  15 min， 水 浴 冷 却 至 室 温 后 ， 离 心 10 min
取 上 清 液 ， 采 用 酶 标 仪 在 532 nm 波 长 处 测 定 各 孔

A 值 ， 根 据 标 准 曲 线 计 算 各 组 GC-2 细 胞 中 MDA
水平。

1. 7　　 Western blotting 法 检 测 各 组法 检 测 各 组 GC--2 细 胞 中细 胞 中

GPX4、、ACLS4 和和 HO--1 蛋白表达水平蛋白表达水平　　 取 对 数 生

长期 GC-2 细胞，以每孔 4×105 个的密度接种于 6 孔

细 胞 培 养 板 中 ， 按 照 “1. 2” 中 方 法 分 为 对 照 组 、

RSL3 组 、 RSL3+Fer-1 组 和 RSL3+AZA 组 ， 每

孔 加 入 200 µL 裂 解 液 ， 将 样 品 置 于 冰 上 充 分 裂 解

30 min，4 ℃、12 000 g 离心 15 min，取样本上清 ，

采用 BCA 法测定蛋白表达水平。采用 12. 5% 十二

烷 基 硫 酸 钠 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 （sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis， SDS-

PAGE） 凝胶电泳分离蛋白，于冰水中转至聚偏氟

乙烯 （polyvinylidenefluoride，PVDF） 膜。将 PVDF
膜置于 5% 脱脂奶粉中封闭 1 h，室温孵育 ACSL4、

GPX4、 HO-1 和 β - 微 管 蛋 白 抗 体 2 h。 Western 
blotting 洗 脱 缓 冲 液 （Tris-buffered saline and 
Tween 20， TBST） 洗 膜 3 次 后 加 入 相 应 二 抗 ，

37 ℃ 孵 育 1 h， TBST 洗 膜 3 次 ， 采 用 化 学 发 光 底

物 （electrochemiluminescence， ECL） 显 影 液 显

影。采用 Image J 软件检测蛋白条带灰度值。目的

蛋 白 表 达 水 平 = 目 标 蛋 白 条 带 灰 度 值/β-tubulin 蛋

白条带灰度值。

1. 8　　免疫荧光法检测各组免疫荧光法检测各组 GC--2 细胞中细胞中 ACSL4 蛋蛋

白表达量白表达量　　取 对 数 生 长 期 GC-2 细 胞 ， 以 每 孔 1×
105 个 的 密 度 接 种 于 提 前 放 置 爬 片 的 6 孔 细 胞 培 养

板 中 培 养 过 夜 ， 按 照 “1. 2” 中 方 法 分 为 对 照 组 、

RSL3 组 、 RSL3+Fer-1 组 和 RSL3+AZA 组 。 吸

弃上清，每孔采用 1 mL 预冷的 PBS 缓冲液洗涤细

胞 3 次。吸弃 PBS 缓冲液，每孔加入 4% 多聚甲醛

1 mL， 固 定 30 min 后 采 用 真 空 吸 液 泵 吸 弃 多 聚 甲

醛 。 采 用 0. 5% Triton-X 100 通 透 10 min， PBS 缓

冲 液 洗 涤 3 次 ， 每 次 5 min。 在 爬 片 上 滴 加 免 疫 封

闭 液 ， 室 温 封 闭 1 h， 吸 弃 封 闭 液 ， 将 配 置 好 的

ACSL4 一 抗 工 作 液 滴 加 至 染 色 区 域 ， 置 于 湿 盒 中

4 ℃ 过 夜 。 次 日 回 收 一 抗 ， PBS 缓 冲 液 洗 涤 3 次 ，

每次 5 min。避光加入相应荧光二抗，置于湿盒中

室 温 孵 育 1 h。 吸 弃 二 抗 ， PBS 缓 冲 液 洗 涤 3 次 ，

每 次 5 min。 加 入 DAPI 孵 育 10 min， PBS 缓 冲 液

洗涤 3 次。加入抗荧光淬灭剂封片，在荧光显微镜

下观察荧光强度，定性检测细胞中 ACSL4 蛋白表

达量。

1. 9　　统计学分析统计学分析　　采 用 GraphPad Prism 8 统 计 软

件 进 行 统 计 学 分 析 。 各 组 GC-2 细 胞 活 性 ， 各 组

GC-2 细 胞 中 GSH、 GSSG 和 MDA 水 平 ， 各 组

GC-2 细 胞 中 GPX4、 ACSL4、 HO-1 和 ACSL4 蛋

白 表 达 水 平 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 样 本 均 数 两 两 比 较 采 用
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SNK-q 检验。以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　 不 同 浓 度不 同 浓 度 AZA 处 理 后 各 组处 理 后 各 组 GC--2 细 胞 活 性细 胞 活 性　　 

 与 对 照 组 比 较 ， 5、 10 和 20 μmol·L-1AZA 组

GC-2 细 胞 活 性 差 异 无 统 计 学 意 义 （P>0. 05），

30 和 40 µmol·L-1 AZA 组 GC-2 细胞活性明显降低

（P<0. 01）。见表 1。因此，本研究中 AZA 作用浓

度选择为 20 µmol·L-1 以内。

2. 2　　不同浓度不同浓度 RSL3 处理后各组处理后各组 GC--2 细胞活性细胞活性　　

 与 对 照 组 比 较 ， 1、 5 和 10 nmol·L-1 RSL3 组 细

胞 活 性 差 异 无 统 计 学 意 义 （P>0. 05），  50、 100、

500 和 1 000 nmol·L-1 RSL3 组 细 胞 活 性 明 显 降 低

（P<0. 05 或 P<0. 01）。 见 表 2。 因 此 ， 本 研 究 将

RSL3 作用浓度定为 10 nmol·L-1 以内。

2. 3　　各组各组 GC--2 细胞中细胞中 GSH 和和 GSSG 水平水平　　与 对

照 组 比 较 ， RSL3 组 GC-2 细 胞 中 GSH 水 平 降 低

（P<0. 05）， GSSG 水 平 升 高 （P<0. 05）， GSH/
GSSG 比 值 降 低 （P<0. 05）； 与 RSL3 组 比 较 ，

RSL3+AZA 组 GC-2 细 胞 中 GSH 水 平 升 高 （P<
0. 01），GSSG 水平降低 （P<0. 01），GSH/GSSG
比值升高 （P<0. 05）。见表 3。

2. 4　　 各 组各 组 GC--2 细 胞 中细 胞 中 MDA 水 平水 平　　 与 对 照 组 比

较 ， RSL3 组 GC-2 细 胞 中 MDA 水 平 升 高 （P<
0. 05）； 与 RSL3 组 比 较 ， RSL3+Fer-1 组 和

RSL3+不同浓度 AZA 组 GC-2 细胞中 MDA 水平降

低 （P<0. 01）。见表 4。

2. 5　　 各 组各 组 GC--2 细 胞 中细 胞 中 GPX4、、 ACLS4 和和 HO--1

蛋蛋 白表达水平白表达水平　　与对照组比较，RSL3 组 GC-2 细胞

中 ACSL4和 HO-1蛋白表达水平明显升高 （P<0. 05
或 P<0. 01），GPX4 蛋白表达水平明显降低 （P<
0. 05）；  与  RSL3 组  比  较 ，  RSL3+Fer-1 组  和

RSL3+ 不 同 浓 度 AZA 组 GC-2 细 胞 中 ACSL4 和

HO-1 蛋 白 表 达 水 平 明 显 降 低 （P<0. 05 或 P<
0. 01），GPX4 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 05）。

见图 1 和表 5。

表表 1　　不同浓度不同浓度 AZA 作用后各组作用后各组 GC--2 细胞活性细胞活性

TabTab.. 11　　 Activities of GC--2 cells in various groups after 

treated with different concentrations of AZA     （n=4，x±s）

Group
Control
AZA（µmol·L-1）

         5
       10
       20
       30
       40

Activity of GC-2 cells
1.00±0.03

0.94±0.04
0.92±0.06
0.89±0.04
0.73±0.15*

0.72±0.13*

*P<0.01 vs control group.

表表 2　　不同浓度不同浓度 RSL3 作用后各组作用后各组 GC--2 细胞活性细胞活性

TabTab.. 22　　Activities of GCActivities of GC--22 cells in various groups after treat cells in various groups after treated ed 
with different concentrations of RSLwith different concentrations of RSL33     （n=4，x±s）

Group
Control
RSL3（nmol·L-1）

       1
       5
     10
     50
   100
   500
1 000

Activity of GC-2 cells
1.00±0.05

0.96±0.03
0.97±0.05
0.91±0.01
0.74±0.08*

0.60±0.00*

0.15±0.01**

0.14±0.00**

*P<0.05，**P<0.01 vs control group.

表表 3　　各组各组 GC--2 细胞中细胞中 GSH 和和 GSSG 水平水平

TabTab.. 33　　Levels of GSH and GSSG in GC--2 cells in various groups   （n=3，x±s）

Group
Control
RSL3
RSL3+Fer-1
RSL3+low dose of AZA
RSL3+medium dose of AZA
RSL3+high dose of AZA

GSH[mB/（mmol·g-1）]
1.00±0.00
0.56±0.26*

0.84±0.21
1.29±0.21△△

1.21±0.08△△

1.12±0.12△△

GSSG[mB/（mmol·g-1）]
1.00±0.00
1.28±0.08*

0.97±0.03△

0.73±0.14△

0.72±0.09△△

0.68±0.15△△

GSH/GSSG
1.00±0.00
0.59±0.25*

0.84±0.25
1.43±0.45△△

1.24±0.20△

1.24±0.16△

*P<0.05，**P<0.01 vs control group；△P<0.05，△△P<0.01 vs RSL3 group.
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2. 6　　各组各组 GC--2 细胞中细胞中 ACSL4 蛋白表达量蛋白表达量　　与对

照组比较，RSL3 组 GC-2 细胞中 ACSL4 蛋白表达

量  增  多 ； 与  RSL3 组  比  较 ，  RSL3+Fer-1 组  和
RSL3+AZA 组 GC-2 细胞中 ACSL4 蛋白表达量明

显降低。见图 2。

3 讨  论  

男性不育问题在全球范围内逐年加剧，对个人

和家庭健康构成了严峻挑战。不育症的成因多样，

包 括 遗 传 、 环 境 和 生 活 习 惯 等 ［11-13］。 在 临 床 上 ，

精子的数量、活动力和形态是评估男性不育的关键

生物学指标 ［11-13］。精子的生成和成熟是一个复杂的

过 程 ： 精 原 细 胞 的 增 殖 并 分 化 为 精 母 细 胞 ， 精 母

细 胞 经 过 2 次 减 数 分 裂 形 成 精 子 细 胞 ， 最 后 经 过

细胞变态的过程形成成熟的精子。该过程需要细胞

内的稳态和精确的分子调控，任何对上述过程的干

扰都可能导致精子质量下降，进而影响男性的生育

能力 ［14-15］。研究  ［16］ 显示：精母细胞异常，包括染

色体异常、染色体非整倍体、DNA 损伤、基因突

变、细胞增殖和细胞凋亡的异常等都可能导致精子

发育过程受损。因此，本研究采用 GC-2 细胞作为

模 型 ， 探 讨 精 母 细 胞 异 常 对 于 男 性 不 育 防 治 的

意义。

铁死亡是细胞死亡的一种新形式，与男性不育

有密切关联 ［17-18］。铁死亡是由脂质过氧化引发的细

胞死亡途径，在精子形成中起重要调控作用。异常

铁死亡过程可能导致睾丸组织和精子的氧化应激，

进 而 影 响 精 子 的 形 成 和 成 熟 ［19］。 研 究  ［20］ 显 示 ：

PM2. 5 等 导 致 的 男 性 生 殖 系 统 损 伤 与 精 母 细 胞 铁

死亡有密切关联。铁死亡诱导剂包括以下几类：抑

制 Xc 系 统 活 性 ， 如 erastin 和 柳 氮 磺 砒 啶 ； 抑 制 或

降 解 GPX4， 如 RSL3 和 FIN56； 消 耗 辅 酶 Q10，

如他汀类药物；通过铁过载或多不饱和脂肪酸过载

诱 导 脂 质 过 氧 化 ， 如 血 红 素 及 FINO2 ［21］。 本 研 究

中 ， 铁 死 亡 诱 导 剂 RSL3 作 用 GC-2 细 胞 24 h 后 ，

细胞中 GSH 水平降低，MDA 水平升高，铁死亡标

志分子 GPX4 表达水平降低，ACSL4 和 HO-1 蛋白

表表 4　　各组各组 GC--2 细胞中细胞中 MDA 水平水平

TabTab.. 44　　Levels of MDA in GC--2 cells in various groups

[n=3， x±s，cB/(μnmol·L-1）］

Group
Control
RSL3
RSL3+Fer-1
RSL3+low dose of AZA
RSL3+medium dose of AZA
RSL3+high dose of AZA

Level of MDA
13.75±1.06
16.64±0.76*

12.72±1.41△

12.83±0.96△

12.89±1.01△

13.14±1.03△

*P<0.05 vs control group；△P<0.01 vs RSL3 group.

1 2 3 4 5 6

79 000

32 000

22 000

50 000

Mr

ACSL4

HO-1

GPX4

β-tubulin

Lane 1： Control group； Lane 2： RSL3 group； Lane 3： 
RSL3+Fer-1 group； Lane 4： RSL3+low dose of AZA 
group； Lane 5： RSL3+medium dose of AZA group； Lane 6：

RSL3+high dose of AZA group.
图图 1　各组　各组 GC--2 细胞中细胞中 ACSL4、、HO--1 和和 GPX4 蛋白表蛋白表

达电泳图达电泳图

Fig. 1　　Electrophoretogram of expressions of ACSL4，，

HO--1, and GPX4 proteins in GC--2 cells in various 

groups

表表 5　　各组各组 GC--2 细胞中细胞中 ACSL4、、HO--1 和和 GPX4 蛋白表达水平蛋白表达水平

Tab. 5　　Expression levels of ACSL4，，HO--1，， and GPX4 proteins in GC--2 cells in various groups      (n=3， x±s）

Group
Control
RSL3
RSL3+FER1
RSL3+low dose of AZA
RSL3+medium dose of AZA
RSL3+high dose of AZA

ACSL4
1.00±0.00
1.22±0.13*

1.03±0.13
0.75±0.21△

0.65±0.15△△

0.69±0.28△

HO-1
1.00±0.00
1.57±0.06**

0.80±0.18△△

0.73±0.09△△

0.85±0.07△△

0.74±0.07△△

GPX4
1.00±0.00
0.49±0.04*

0.84±0.13△

1.01±0.23△

1.11±0.33△

1.12±0.28△

*P<0.05， **P<0.01 vs control group； △P<0.05， △△P<0.01 vs RSL3 group.
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表 达 水 平 升 高 ， 表 明 RSL3 可 以 诱 导 GC-2 细 胞 发

生 铁 死 亡 。 GC-2 细 胞 经 铁 死 亡 抑 制 剂 Fer-1 处 理

后，细胞中 GSH 水平有所升高，MDA 水平得到恢

复 ， 进 一 步 证 实 铁 死 亡 与 精 母 细 胞 损 伤 有 密 切 关

联 。 因 此 ， 铁 死 亡 诱 导 剂 RSL3 作 用 的 GC-2 细 胞

可作为细胞模型进一步探讨防治精母细胞铁死亡的

药物。

铁死亡过程中，GPX4 能有效清除脂质过氧化

物，保护精子免受氧化损伤 ［22-23］。GPX4 是一种硒

蛋白，可作为 GSH 依赖的过氧化物酶清除脂质过

氧化物而保护细胞免受脂质过氧化，当 GSH 合成

受 阻 或 者 GSH 依 赖 性 的 GPX4 在 体 内 被 抑 制 时 ，

10 μm10 μm10 μm10 μm

10 μm10 μm10 μm10 μm

10 μm10 μm10 μm10 μm

10 μm10 μm10 μm10 μm

10 μm10 μm10 μm10 μm

10 μm10 μm10 μm10 μm

Control

RSL3

RSL3+Fer-1

RSL3+low 
   dose of AZA

RSL3+medium
   dose of AZA

RSL3+high 
   dose of AZA

DAPI                                ACSL4                                   Merge                          Enlarged View

图图 2　免疫荧光法检测各组　免疫荧光法检测各组 GC--2 细胞中细胞中 ACSL4 蛋白表达情况蛋白表达情况

Fig. 2　　Expressions of ACSL4 ptrotein in GC--2 cells in various groups detected by immunofluorescence
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便会触发铁死亡。在生殖系统中，GPX4 在生殖器

官和精子中大量表达，30% 不育男性精子中 GPX4
表达水平降低 ［24］。GPX4 活性丧失或低表达已被证

实 与 精 子 畸 形 率 增 高 和 生 育 能 力 下 降 有 关 ［25-26］。

ACSL4 是一种将 CoA 酯化为特定多不饱和脂肪酸

（花 生 四 烯 酸 和 肾 上 腺 酸） 的 酶 ［27］。 ACSL4 和

GPX4 分别正向和负向调节铁死亡 ［28］。HO-1 可以

通过释放血红素中的铁来升高细胞中铁离子浓度，

铁离子过量可能会促进泛素化脂质过氧化物酶的形

成，破坏细胞膜完整性，最终引发铁死亡。在雄性

生殖系统，HO-1 有助于抑制精子和睾丸组织中活

性 氧 的 过 量 积 累 ， 从 而 保 护 精 子 的 功 能 和 完 整

性 ［26，  29-31］。 上 述 研 究 提 示 ： 铁 死 亡 标 志 分 子

GPX4、ACSL4 和 HO-1 与雄性生殖损有伤密切关

联 。 本 研 究 结 果 显 示 ： 10 nmol·L-1 铁 死 亡 诱 导 剂

RSL3 处 理 的 GC-2 细 胞 中 GPX-4 表 达 水 平 降 低 ，

HO-1 和 ACSL4 表 达 水 平 升 高 ， 而 10 nmol·L-1 
RSL3 并未对细胞活性产生明显影响，提示铁死亡

标志分子 GPX4、ACSL4 和 HO-1 表达水平的变化

较细胞活性变化更为敏感，可作为精母细胞损伤敏

感标志分子。

AZA 作 用 机 制 包 括 其 在 体 内 转 变 为 巯 嘌 呤 ，

从而抑制细胞增殖，主要用于治疗各种炎症性和自

身 免 疫 性 疾 病 ［32-33］。此外，AZA 也 展 现 了 抗 氧 化

应激的潜力，可能通过影响抗氧化酶的表达和调节

细 胞 中 GSH 水 平 来 保 护 细 胞 免 受 自 由 基 的 伤

害 ［34-35］。铁死亡发生时，细胞中铁离子释放到细胞

外，与细胞膜上的不饱和脂肪酸发生反应，导致细

胞 膜 的 通 透 性 和 完 整 性 受 损 ［36］。 因 此 ， 铁 死 亡 与

氧 化 应 激 有 密 切 关 联 。 本 研 究 结 果 显 示 ： AZA 能

降 低 RSL3 诱 导 的 精 母 细 胞 氧 化 相 关 分 子 MDA 水

平，提升抗氧化分子 GSH 水平，证实 AZA 抗氧化

应激的能力；同时 AZA 还可以升高铁死亡标志分

子 GPX4 表 达 水 平 且 降 低 ACSL4 和 HO-1 表 达 水

平 ， 提 示 AZA 可 作 为 铁 死 亡 相 关 的 潜 在 治 疗 剂 ，

在防治精母细胞铁死亡方面发挥作用，该结果为研

究和治疗男性不育提供了新的思路。

综 上 所 述 ， AZA 通 过 对 铁 死 亡 标 志 分 子 和

MDA 及 GSH 等氧化抗氧化相关分子的调节，能够

有效减缓精母细胞铁死亡进程，从而发挥对雄性不

育的防治作用。
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