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香叶木素对 RSL3 诱导小鼠精母细胞 GC-2 铁死亡的抑制作用

及其机制

马宝莲, 胡晓雪, 艾霄文, 张永兰

（重庆理工大学药学与生物工程学院药理学教研室，重庆  400054）

［［摘 要］］   目的目的：：探讨香叶木素 （DIO） 对谷胱甘肽过氧化物酶 （GSH-Px） 抑制剂 （1S，3R）-RSL3
（RSL3） 诱导小鼠精母细胞 GC-2 铁死亡的抑制作用，并阐明相关作用机制。方法方法：：GC-2 细胞分为对

照组、RSL3 组、RSL3+0. 8 nmol·L-1 DIO 组、RSL3+4. 0 nmol·L-1 DIO 组、RSL3+20. 0 nmol·L-1 
DIO 组 和 RSL3+ 铁 死 亡 抑 制 剂 Ferrostain-1 （Fer-1） 组 （200 nmol·L-1 Fer-1）。 分 别 采 用 0、 1、 5、

10、 50、 100、 500 和 1 000 nmol·L-1 RSL3 溶 液 及 0、 0. 1、 0. 5、 1. 0、 5. 0、 10. 0 和 50. 0 μmol·L-1 
DIO 溶液处理细胞。另取 GC-2 细胞，分为空白组、模型组和给药组，给药组 GC-2 细胞按照处理方式

分为 0. 8、4. 0 和 20. 0 nmol·L-1 DIO 组及 RSL3+0. 8 nmol·L-1 DIO 组、RSL3+4. 0 nmol·L-1 DIO 组

和 RSL3+20. 0 nmol·L-1 DIO 组。噻唑蓝 （MTT） 法检测各组 GC-2 细胞存活率。采用 100 nmol·L-1 
RSL3 分别作用 GC-2 细胞 0、6、12、24、36 和 48 h，Western blotting 法检测各组 GC-2 细胞中铁死亡

相关蛋白表达水平。试剂盒检测各组 GC-2 细胞中超氧化物歧化酶 （SOD） 活性和丙二醛 （MDA） 水

平及谷胱甘肽 （GSH） /氧化型谷胱甘肽 （GSSG） 比值，免疫荧光法观察各组 GC-2 细胞中酰基辅酶 A
合成酶长链家族成员 4 （ACSL4） 蛋白荧光强度。结果结果：：MTT 法检测，与 0 nmol·L－1 RSL3 组比较 ，

50、 100、 500 和 1 000 nmol·L-1 RSL3 组 GC-2 细 胞 存 活 率 均 明 显 降 低 （P<0. 01）； 与 0 μmol·L-1 
DIO 组比较，0. 5、1. 0、5. 0、10. 0 和 50. 0 μmol·L-1 DIO 组 GC-2 细胞存活率均明显降低 （P<0. 01），

后续实验中选择 100 nmol·L-1 RSL3 作用 GC-2 细胞，DIO 作用浓度<0. 1 μmol·L-1。与空白组比较，

模型组 GC-2 细胞存活率明显降低 （P<0. 01）；与模型组比较，RSL3+20. 0 nmol·L-1 DIO 组细胞存

活率明显升高 （P<0. 01）。Western blotting 法检测，与 0 h 比较，RSL3 作用 6 h 时 GC-2 细胞中 GPX4
蛋白表达水平明显降低 （P<0. 01），RSL3 作用 12 h 时 GC-2 细胞中 HO-1 蛋白表达水平明显升高 （P<
0. 05），GPX4 和 FTH1 蛋白表达水平均明显降低 （P<0. 05 或 P<0. 01），RSL3 作用 24 h 时 GC-2 细胞

中 GPX4 和 HO-1 蛋白表达水平明显降低 （P<0. 05 或 P<0. 01），RSL3 作用 36 和 48 h 时 GC-2 细胞中

HO-1 蛋白表达水平均明显降低 （P<0. 01）；将 100 nmol·L-1 RSL3 作用 GC-2 细胞 12 h 作为后续实验条

件。与对照组比较，RSL3 组 GC-2 细胞中 MDA 水平明显升高 （P<0. 01），SOD 活性和 GSH/GSSG
比值均明显降低 （P<0. 05）；与 RSL3 组比较，RSL3+0. 8 nmol·L-1 DIO 组、RSL3+4. 0 nmol·L-1 
DIO 组 、 RSL3+20. 0 nmol·L-1 DIO 组 和 RSL3+Fer-1 组 GC-2 细 胞 中 SOD 活 性 均 明 显 升 高 （P<
0. 05 或 P<0. 01），RSL3+20. 0 nmol·L-1 DIO 组和 RSL3+Fer-1 组 GC-2 细胞中 MDA 水平均明显降低

（P<0. 05 或 P<0. 01），RSL3+4. 0 nmol·L-1 DIO 组、RSL3+20. 0 nmol·L-1 DIO 组和 RSL3+Fer-1
组 GC-2 细胞中 GSH/GSSG 比值均明显升高 （P<0. 05 或 P<0. 01）。免疫荧光法观察，与对照组比

较 ， RSL3 组 GC-2 细 胞 中 ACSL4 蛋 白 荧 光 强 度 明 显 增 强 ； 与 RSL3 组 比 较 ， RSL3+0. 8 nmol·L-1 
DIO 组、RSL3+4. 0 nmol·L-1 DIO 组、RSL3+20. 0 nmol·L-1 DIO 组和 RSL3+Fer-1 组 GC-2 细胞中

ACSL4 蛋白荧光强度均明显减弱。Western blotting 法检测，与对照组比较，RSL3 组 GC-2 细胞中 HO-1
蛋白表达水平升高 （P<0. 05），GPX4 和 FTH1 蛋白表达水平均明显降低 （P<0. 05 或 P<0. 01）；与
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RSL3 组 比 较 ， RSL3+0. 8 nmol·L-1 DIO 组 、 RSL3+4. 0 nmol·L-1 DIO 组 、 RSL3+20. 0 nmol·L-1 
DIO 组和 RSL3+Fer-1 组 GC-2 细胞中 HO-1 蛋白表达水平均明显降低 （P<0. 05 或 P<0. 01），GPX4
和 FTH1 蛋白表达水平均明显升高 （P<0. 05 或 P<0. 01）。结论结论：：DOI 能够减轻 RSL3 诱导的小鼠精

母细胞 GC-2 铁死亡，其机制可能与抑制 HO-1 蛋白表达，上调 GPX4 和 FTH1 蛋白表达有关。

［［关键词］］   铁 死 亡 ； 香 叶 木 素 ； 小 鼠 精 母 细 胞 GC-2 ； 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 酶 4 ； 铁 蛋 白 重 链 1； 
酰 基 辅 酶 A 合 成 酶 长 链 家 族 成 员 4

［［中图分类号］］   R966 ［［文献标志码］］   A

Inhibitory effect of diosmetin on ferroptosis of GC-2 
spermatocytes induced by RSL3 in mice and its mechanism

MA Baolian, HU Xiaoxue, AI Xiaowen, ZHANG Yonglan
（Department of Pharmacology， School of pharmacy and Bioengineering， Chongqing University of 

Technology， Chongqing 400054， China）

ABSTRACT  Objective：To discuss the inhibitory effect of diosmetin （DIO） on the ferroptosis induced by 
the glutathione peroxidase （GSH-Px） inhibitor （1S，3R）-RSL3 （RSL3） in spermatocytes GC-2 of the 
mice， and to clarify the mechanism.  Methods：The GC-2 cells were divided into control group， RSL3 
group， RSL3+0. 8 nmol·L⁻¹ DIO group， RSL3+4. 0 nmol·L⁻¹ DIO group， RSL3+20. 0 nmol·L⁻¹ DIO 
group， and RSL3+ferroptosis inhibitor Ferrostain-1（Fer-1） group （200 nmol·L⁻¹ Fer-1）.  The cells were 
treated with 0， 1， 5， 10， 50， 100， 500， and 1 000 nmol·L ⁻ ¹ RSL3 solutions， and 0， 0. 5， 0. 1， 1. 0， 
5. 0， 10. 0， and 50. 0 μmol·L ⁻ ¹ DIO solutions， respectively.  Additionally， the GC-2 cells were divided 
into blank group， model group， and treatment group.  The GC-2 cells in treatment group were further 
divided into 0. 8， 4. 0， and 20. 0 nmol·L ⁻ ¹ DIO groups， as well as RSL3+0. 8 nmol·L ⁻ ¹ DIO group， 
RSL3+4. 0 nmol·L⁻¹ DIO group， and RSL3+20. 0 nmol·L⁻¹ DIO group.  MTT method was used to detect 
the survival rates of the GC-2 cells in various groups.  The GC-2 cells were treated with 100 nmol·L⁻¹ 
RSL3 for 0， 6， 12， 24， 36， and 48 h； Western blotting method was used to detect the expression levels of 
ferroptosis-related proteins in the GC-2 cells in various groups ； kits were used to detect the activities of 
superoxide  dismutase （SOD）， levels  of  malondialdehyde （MDA）， and  ratios  of  glutathione （GSH） to 
glutathione disulfide （GSSG） in the GC-2 cells in various groups； immunofluorescence method was used 
to detect the fluorescence intensities of acyl-CoA synthetase long-chain family member 4 （ACSL4） 
protein in the GC-2 cells in various groups.  Results： The MTT method results showed that compared 
with 0 nmol·L-1 RSL3 group， the survival rates of the GC-2 cells in 50， 100， 500， and 1 000 nmol·L-1 
RSL3 groups were significantly decreased （P<0. 01）； compared with 0 μmol·L-1 DIO group， the survival 
rates of the GC-2 cells in 0. 5 ， 1. 0 ， 5. 0 ， 10. 0 ， and 50. 0 μmol·L-1 DIO groups were significantly 
decreased （P<0. 01）， and 100 nmol·L-1 RSL3 with DIO concentration< 0. 1 μmol·L-1 were selected 
for the subsequent experiments.  Compared with blank group， the survival rates of the GC-2 cells in model 
group was significantly decreased （P<0. 01）； compared with model group， the survival rates of the GC-2 
cells in RSL3 + 20. 0 nmol·L-1 DIO group was significantly increased （P<0. 01）.  The Western blotting 
results showed that compared with 0 h， the expression level of GPX4 protein in the GC-2 cells was 
significantly decreased after treated with RSL3 for 6 h （P<0. 01）， and the expression level of HO-1 
protein was significantly increased after treated with RSL3 for 12 h （P<0. 05）； after treated with RSL3 for 
12 h， the expression levels of GPX4 and FTH1 proteins were significantly decreased （P<0. 05 or P<
0. 01）；  after treated with RSL3 for 24 h， the expression levels of GPX4 and HO-1 proteins were 
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significantly decreased （P<0. 05 or P<0. 01）； after treated with RSL3 for 36 and 48 h， the expression 
levels of HO-1 protein were significantly decreased （P<0. 01）.  Therefore， 100 nmol·L-1 RSL3 and for 
12 h were selected as the experimental condition for the subsequent experiments. Compared with control 
group， the MDA level in the GC-2 cells  in RSL3 group was significantly increased （P<0. 01）， and the 
SOD activity and GSH/GSSG ratio were significantly decreased （P<0. 05）.  Compared with RSL3 group， 
the SOD activities in the cells in RSL3+0. 8 nmol·L-1 DIO group， RSL3+4. 0 nmol·L-1 DIO group， 
RSL3+20. 0 nmol·L ⁻ ¹ DIO group ， and RSL3+Fer-1 group were significantly increased （P<0. 05 or 
P<0. 01）.  The MDA levels in the cells in RSL3+20. 0 nmol·L-1 DIO group and RSL3+Fer-1 group 
were significantly decreased （P<0. 05 or P<0. 01）， and the GSH/GSSG ratio in the cells in RSL3+
4. 0 nmol·L-1 DIO group， RSL3+20. 0 nmol·L-1 DIO group， and RSL3+Fer-1 group were 
significantly increased （P<0. 05 or P<0. 01）. The immunofluorescence observation results showed that 
compared with control group， the fluorescence intensity of ACSL4 protein in the GC-2 cells in RSL3 group 
was significantly increased； compared with RSL3 group， the fluorescence intensities of ACSL4 protein in 
the cells in RSL3+0. 8 nmol·L-1 DIO group， RSL3+4. 0 nmol·L-1 DIO group， RSL3+20. 0 nmol·L-1 
DIO group， and RSL3+Fer-1 group were significantly decreased. The Western blotting results showed 
that compared with control group， the expression level of HO-1 protein in the cells  in RSL3 group was 
increased （P<0. 05）， and the expression levels of GPX4 and FTH1 proteins were significantly decreased 

（P<0. 05 or P<0. 01）； compared with RSL3 group， the expression levels of HO-1 protein in the cells in 
RSL3+0. 8 nmol·L-1 DIO group， RSL3+4. 0 nmol·L ⁻ ¹ DIO group， RSL3+20. 0 nmol·L-1 DIO 
group， and RSL3+Fer-1 group were significantly decreased （P<0. 05 or P<0. 01）， and the expression 
levels of GPX4 and FTH1 proteins were significantly increased （P<0. 05 or P<0. 01）.  Conclusion： DIO 
can alleviate the RSL3-induced ferroptosis in the GC-2 spermatocytes of the mice， and its mechanism may 
be related to the inhibition of HO-1 protein expression and the upregulation of expressions of GPX4 and 
FTH1 proteins.
KEYWORDS Ferroptosis； Diosmetin； Mouse spermatocyte  GC-2； Glutathione peroxidase  4；

Ferritin heavy chain 1；Acyl-CoA synthetase long-chain family member 4

男性不育是全球范围内普遍存在的现象，近年

来其发病率呈上升趋势。精子的生成和发育是男性

生殖能力的重要组成部分，精母细胞作为精子的祖

细胞在精子发生过程中发挥重要作用，主要负责生

殖 细 胞 的 生 成 和 发 育 ［1］。 研 究 ［2］ 显 示 ： 邻 苯 二 甲

酸 单 2 乙 基 己 酯 通 过 与 转 铁 蛋 白 受 体 （transferrin 
receptor protein， TFR） 1 作 用 介 导 睾 丸 支 持 细 胞

出现谷胱甘肽 （glutathione，GSH） 代谢紊乱、氧

化应激和脂质过氧化，从而引起铁死亡，最终导致

血睾屏障受损，并产生雄性生殖毒性。由于铁对雄

性生殖能力具有重要作用，因此，探讨铁死亡对生

殖活性的影响为当前研究的热点。铁死亡是一种由

于 铁 离 子 在 细 胞 内 积 累 过 多 而 导 致 的 细 胞 死 亡 方

式 ［3］。血红素加氧酶 1 （hemeoxygenase-1，HO-1）

是细胞中铁的重要来源之一，可以诱导脂质过氧化

反应从而导致铁死亡的发生 ［4］。除此之外，转铁蛋白

通过 TFR 介导铁摄取，铁蛋白重链 1 （ferritin heavy 
chain 1， FTH1） /铁 蛋 白 轻 链 （ferritin light chain，

FTL） 通过自噬降解可以升高细胞内铁水平，从而

促 进 铁 死 亡 发 生 ［5］ 。 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 4
（glutathione peroxidase 4，GPX4） 是细胞中唯一能

够将脂质过氧化物还原成脂质的酶，也在铁死亡中

发挥关键作用 ［6］。在小鼠精母细胞中，适量的铁是

必需的，但过量的铁会导致细胞中氧化应激反应增

加 ， 从 而 损 伤 细 胞 结 构 和 功 能 ［7］。 研 究 ［8］ 发 现 ：

铁 离 子 平 衡 失 调 和 铁 离 子 过 载 可 能 与 男 性 不 育 有

关。过量的铁离子会引发精子发生过程中的氧化损

伤，导致精子形态异常、运动能力降低和 DNA 损

伤，从而影响精子质量和生育能力 ［9］。提示小鼠精

母细胞铁死亡可能与男性不育有关，但仍需要进一

步的研究分析二者之间的具体关系和作用机制。香

叶木素 （diosmetin，DIO） 是一种天然黄酮类化合

物，在自然界中分布广泛，多存在于菊花、柠檬、

柑 橘 和 橄 榄 叶 等 多 种 植 物 中 ［10］。 DIO 因 其 抗 炎 、

抗氧化、抗菌和抗癌特性等多种生物活性在非酒精

性脂肪性肝病、炎症性肠病及急性肾损伤等疾病中
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表现出保护作用 ［11-14］，但 DIO 能否通过调节铁死亡

改善男性不 育 尚 未 完 全 阐 明。本 研 究 探 讨 DIO 对

谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 （glutathione， peroxidase，

GSH-Px） 抑 制 剂 （1S， 3R）-RSL3 （RSL3） 诱 导

的 GC-2 细胞铁死亡的影响，阐明其调控小鼠精母

细胞铁死亡抑制生殖毒性的作用，以期为临床治疗

男性不育提供实验依据。

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 细 胞 GC-2
购自美国 ATCC 细胞库。铁死亡诱导剂 RSL3 购 自

美 国 Selleck 公 司 ， DIO 购 自 美 国 Sigma 公 司 ， 高

糖培养基购自上海源培生物科技股份有限公司，胎

牛 血 清 购 自 上 海 VivaCell 公 司， 噻 唑 蓝

（methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide，MTT）

和 铁 死 亡 抑 制 剂 Ferrostain-1 （Fer-1） 购 自 上 海

MCE 公 司， 还 原 型 GSH、 氧 化 型 谷 胱 甘 肽

（oxidized  glutathione， GSSG）、 超 氧 化 物 歧 化 酶

（superoxide dismutase，SOD） 试剂盒和 DAPI 购自

上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 胰 酶 、1% 青 - 链

霉 素 和 二 甲 基 亚 砜 （dimethyl sulfoxide，DMSO）

购自生工生物工程 （上海） 股份有限公司，丙二醛

（malondialdehyde， MDA） 试 剂 盒 购 自 安 徽

Biosharp 公司，FTH1 抗体 （批号：A19544） 购自

武汉 Abclonal公司，GPX4 抗体 （批号：381958） 购

自成都 ZEN-BIOSCIENCE 公司，酰基辅酶 A 合成

酶 长 链 家 族 成 员 4 （acyl-CoA synthetase long-chain 
family member 4， ACSL4） 抗体 （批号：22401-1-AP）、

HO-1 抗体 （批号：10701-1-AP） 和 β -tubulin 抗 体

（批 号 ： 00124309） 购 自 美 国 Proteintech 公 司 ， 山

羊抗鼠 IgG 和山羊抗兔 IgG 购自北京中杉金桥生物

技 术 有 限 公 司 ， 山 羊 抗 兔 红 色 荧 光 二 抗 购 自 美 国

Jackson 公 司 。 蛋 白 电 泳 仪 购 自 美 国 Bio-Rad 公 司 ，

5804 R 超 速 冷 冻 离 心 机 购 自 德 国 Eppendorf 公 司 ，

AI600 成像仪购自美国 General Electric 公司，倒置

荧 光 显 微 镜 和 NIS-Elements 激 光 共 聚 焦 显 微 镜 购

自 日 本 Nikon 公 司 ， SYNERGY H1 多 功 能 酶 标 仪

购 自 美 国  BioTek 公 司， CO2 培 养 箱 购 自 美 国

Thermo Fisher Scientific 公司。

1. 2　　 GC--2 细 胞 培 养 和 分 组细 胞 培 养 和 分 组　　 GC-2 细 胞 采 用 含

10% 胎 牛 血 清 和 1% 青 -链 霉 素 的 DMEM 培 养 基 ，

于 5% CO2、 37 ℃细 胞 培 养 箱 中 培 养 。 每 2 d 换 液

1 次，待细胞生长 2~3 d，细胞融合度约 80% 时，加入

胰 酶 消 化 30 s， 进 行 细 胞 传 代 处 理 。 GC-2 细 胞 分

为对照组、RSL3 组、RSL3+0. 8 nmol·L-1 DIO 组、

RSL3+4. 0 nmol·L-1 DIO 组、RSL3+20. 0 nmol·L-1 
DIO 组和 RSL3+Fer-1 组 （200 nmol·L-1 Fer-1）。

1. 3　　 MTT 法 检 测 不 同 浓 度法 检 测 不 同 浓 度 RSL3 和和 DIO 作 用 后作 用 后

GC--2 细 胞 存 活 率细 胞 存 活 率　　 取 对 数 生 长 期 GC-2 细 胞 ， 以

5×104 mL-1 的细胞密度接种于 24 孔细胞培养板中，

每孔加入 500 μL DMEM 细胞培养基，按十字形晃

动孔板，使细胞均匀分散，细胞培养箱中培养 24 h，

分别采用 500 μL 终浓度为 0、1、5、10、50、100、

500 和 1 000 nmol·L-1 RSL3 溶 液 处 理 细 胞 。 另 取

GC-2 细胞，按上述方式培养后，分别采用 500 μL
终 浓 度 为 0 、 0. 1 、 0. 5 、 1. 0 、 5. 0 、 10. 0 和

50. 0 μmol·L-1 DIO 溶 液 处 理 细 胞 ， 细 胞 培 养 箱 继

续 培 养 12 h， 取 出 后 每 孔 加 入 5 g·L-1 MTT 溶 液  
50 μL，培养箱继续孵育 4 h，轻轻吸弃培养基，每

孔 加 入 500 μL DMSO 溶 液 ， 放 置 于 摇 床 上 振 荡

15 min， 采 用 酶 标 仪 于 波 长 570 nm 和 630 nm 处 测

定 吸 光 度 （A） 值 ， 计 算 GC-2 细 胞 存 活 率 ， 筛 选

RSL3 和 DIO 最适作用浓度。细胞存活率= （实验

孔 A 值 - 空 白 孔 A 值） / （对 照 孔 A 值 - 空 白 孔

A 值） ×100%。

1. 4　　MTT 法检测各组法检测各组 GC--2 细胞存活率细胞存活率　　取对数

生 长 期 GC-2 细 胞，按 照 “ 1. 3” 中 方 法 培 养。将

GC-2 细胞分为空白组、模型组和给药组。空白组

使用完全培养基正常培养 GC-2 细胞，模型组 GC-2
细 胞 加 入 500 μ L 终 浓 度 为 100 nmol·L-1 RSL3
溶  液 ， 给  药  组  GC-2 细  胞  分  为  0. 8、  4. 0 和
20. 0 nmol·L-1 DIO 组 （分 别 加 入 终 浓 度 为 0. 8、

4. 0 和  20. 0 nmol·L-1 DIO 溶  液 ） 及  RSL3 + 
0. 8 nmol·L-1 DIO 组、RSL3+4. 0 nmol·L-1 DIO 组

和 RSL3+20. 0 nmol·L-1 DIO 组 （ 分 别 加 入

100 nmol·L-1 RSL3 溶 液 和 终 浓 度 为 0. 8、 4. 0 及

20. 0 nmol·L-1 DIO 溶液）。继续培养 12 h后，每孔加

入 5 g·L-1 MTT 溶液 50 μL，继续孵育 4 h 后，按照

“1. 3”中方法，计算 GC-2 细胞存活率。

1. 5　　 Western blotting 法检测法检测 RSL3 作用不同时间作用不同时间

后各组后各组 GC--2 细胞中铁死亡相关蛋白表达水平细胞中铁死亡相关蛋白表达水平　　取

对 数 生 长 期 GC-2 细 胞 ， 以 4×105 mL-1 的 细 胞 密

度 接 种 于 6 孔 细 胞 培 养 板 中 ， 每 孔 加 入 2 mL 
DMEM 细 胞 培 养 基 ， 培 养 箱 中 过 夜 ， 取 出 后 加 入

100 nmol·L-1 RSL3 溶 液 分 别 处 理 细 胞 0、 6、 12、

24、 36 和 48 h。 预 冷 的 磷 酸 盐 缓 冲 液 （phosphate 
buffered saline，PBS） 洗涤 1 次，裂解液裂解细胞，
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提取总蛋白并测定蛋白含量，100 ℃加热 10 min 使蛋

白变性。蛋白样品经凝胶电泳转至 PVDF 膜后，于

5% 脱脂奶粉中封闭 1 h。分别加入 FTH1 （1∶1 000）、

GPX4 （1∶1 000）、HO-1 （1∶2 000） 和 β-tubulin
抗体 （1∶40 000），室温孵育 2 h 或 4 ℃孵育过夜。

回收一抗，TBST 溶液洗涤 3 次，每次 10 min，二

抗室温孵育 1 h，TBST 溶液洗涤 3 次，每次 10 min。

于 PVDF 膜 上 滴 加 化 学 发 光 液，在 凝 胶 成 像 仪 显

影 成 像 ， 以 β-tubulin 为内参，采用 Image J 软件分

析蛋白条带灰度值，计算目的蛋白表达水平。目的

蛋白表达水平=目的蛋白条带灰度值/内参蛋白条

带灰度值。

1. 6　　 试 剂 盒 检 测 各 组试 剂 盒 检 测 各 组 GC--2 细 胞 中细 胞 中 SOD 活 性 和活 性 和

MDA 水平及水平及 GSH/GSSG 比值比值　　取对数生长期 GC-2
细 胞 ， 以 4×105 mL-1 的 细 胞 密 度 接 种 于 6 孔 细 胞

培养板中，每孔加入 2 mL DMEM 细胞培养基，细

胞培养箱中培养过夜。按照“1. 2”中分组及给药，

按 照 试 剂 盒 说 明 书 操 作 ， 检 测 各 组 GC-2 细 胞 中

SOD 活性和 MDA 水平及 GSH/GSSG 比值。

1. 7　　 免 疫 荧 光 法 观 察 各 组免 疫 荧 光 法 观 察 各 组 GC--2 细 胞 中细 胞 中 ACSL4

蛋蛋 白荧光强度白荧光强度　　 取 对 数 生 长 期 GC-2 细 胞 ， 以 2×
105 mL-1 的细胞密度接种于预先加入爬片的 6 孔细

胞培养板中，培养过夜。按照“1. 2”中分组及给

药，吸去培养基，PBS 缓冲液洗涤 1 次。加入 1 mL 
4% 多 聚 甲 醛 组 织 固 定 液 ， 固 定 30 min 后 吸 弃 干

净，PBS 缓冲液洗涤 3 次，将爬片取 1 块放置于载

玻 片 上 ， 圈 出 染 色 区 域 ， PBS 缓 冲 液 轻 轻 润 洗

1 次 ， 每 次 5 min。 0. 5% Triton X-100 作 用 10 min
后 ， PBS 缓 冲 液 洗 涤 3 次 ， 每 次 3 min； 用 染 色 封

闭液于 37 ℃封闭 1 h，ACSL4 一抗 （1∶100） 滴加至

染色区域，4 ℃孵育过夜；回收一抗，PBS 缓冲液洗

涤 3 次 ， 每 次 5 min； 山 羊 抗 兔 二 抗 （1∶ 10 000）

滴加至染色区域，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， 避 光 ； DAPI
溶 液 （1 ∶ 1 000） 滴 加 至 染 色 区 域 ， 室 温 孵 育

10 min；吸 弃 溶 液，PBS 缓 冲 液 洗 涤 3 次，每 次

5 min， 避 光 。 激 光 共 聚 焦 显 微 镜 采 集 图 片 ， 观 察

CG-2 细胞中 ACSL4 蛋白荧光强度。以红色荧光代

表 ACSL4 蛋白表达情况，红色荧光越强，ACSL4
蛋 白 表 达 越 强 ； 红 色 荧 光 越 弱 ， ACSL4 蛋 白 表 达

越弱。

1. 8　　 统 计 学 分 析统 计 学 分 析　　 采 用 Graphpad Prism 8. 0 统 计

软 件 进 行 统 计 学 分 析 。 各 组 细 胞 存 活 率 ， 细 胞 中

SOD 活 性 、 MDA 水 平 和 GSH/GSSG 比 值 及 铁 死

亡 相 关 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

间样本均数两两比较采用 LSD-t 检验。以 P<0. 05
为差异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　不同浓度不同浓度 RSL3 和和 DIO 作用后作用后 GC--2 细胞存活细胞存活

率率　　与 0 nmol·L-1 RSL3 组比较，50、100、500 和

1 000 nmol·L-1 RSL3 组 GC-2 细胞存活率均明显降

低 （P<0. 01）。 与 0 μmol·L-1 DIO 组 比 较 ， 0. 5、

1. 0、 5. 0、 10. 0 和 50. 0 μmol·L-1 DIO 组 GC-2 细

胞 存 活 率 均 明 显 降 低 （P<0. 01）。 后 续 实 验 中 选

择 100 nmol·L-1 RSL3 作 用 GC-2 细 胞 ， DIO 作 用

浓度<0. 1 μmol·L-1。见表 1 和 2。

表表 1　　不同浓度不同浓度 RSL3 作用后各组作用后各组 GC--2 细胞存活率细胞存活率

TabTab.. 11　　 Survival rates of GCSurvival rates of GC--22 cells in various groups after  cells in various groups after 
treated with different concentrations of RSLtreated with different concentrations of RSL33

（n = 3，x± s，η/%）

Group
Concentration of RSL3 （nmol·L－1）

  0
  1
  5
  10
  50
  100
  500
  1 000

Survival rate

100.00±5.12
96.00±2.65
97.28±4.64
91.09±1.32
73.54±7.51*

59.61±0.35*

15.21±0.61*

13.66±0.07*

*P<0.01 vs 0 nmol·L-1 RSL3 group.

表表 2　　不同浓度不同浓度 DIO 作用后各组作用后各组 GC--2 细胞存活率细胞存活率

TabTab.. 22　　 Survival rates of GCSurvival rates of GC--22 cells in various groups after  cells in various groups after 
treated with different concentrations of DIOtreated with different concentrations of DIO

（n = 3，x± s， η/%）

Group
Concentration of DOI （μmol·L-1）

  0
  0.1
  0.5
  1.0
  5.0
  10.0
  50.0

Survival rate

100.00±1.97
94.70±3.96
85.57±0.55*

84.30±1.47*

76.50±2.30*

64.41±8.46*

18.74±0.22*

*P<0.01 vs 0 μmol·L-1 DOI group.
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2. 2　　各组各组 GC--2 细胞存活率细胞存活率　　与空白组比较，模型

组 GC-2 细胞存活率明显降低 （P<0. 01）。与模型

组比较，RSL3+20. 0 nmol·L-1 DIO 组细胞存活率

明显升高 （P<0. 01）。见表 3。

2. 3　　RSL3 作用不同时间后作用不同时间后 GC--2 细胞中铁死亡相细胞中铁死亡相

关 蛋 白 表 达 水 平关 蛋 白 表 达 水 平　　 与 0 h 比 较 ， RSL3 作 用 6 h 时

GC-2 细 胞 中 GPX4 蛋 白 表 达 水 平 明 显 降 低 （P<
0. 01）， RSL3 作 用 12 h 时 GC-2 细 胞 中 HO-1 蛋 白

表达水平明显升高 （P<0. 05），GPX4 和 FTH1 蛋

白 表 达 水 平 均 明 显 降 低 （P<0. 05 或 P<0. 01），

RSL3 作用 24 h 时 GC-2 细 胞 中 GPX4 和 HO-1 蛋 白

表 达 水 平 均 明 显 降 低 （P<0. 05 或 P<0. 01），

RSL3 作用 36 和 48 h 时 GC-2 细胞中 HO-1 蛋 白 表 达

水 平 均 明 显 降 低 （P<0. 01）。 将 100 nmol·L-1 
RSL3 作用 GC-2 细胞 12 h 作为构建 GC-2 细胞铁死

亡细胞模型实验条件。见图 1 和表 4。

2. 4　　 各 组各 组 GC--2 细 胞 中细 胞 中 SOD 活 性 和活 性 和 MDA 水 平 及水 平 及

GSH/GSSG比值比值　　与对照组比较，RSL3 组 GC-2细

胞中 MDA 水平明显升高 （P<0. 01），SOD 活 性和

GSH/GSSG 比 值 均 明 显 降 低 （P<0. 05）。 与

RSL3  组  比  较， RSL3 + 0. 8 nmol·L-1  DIO  组、

RSL3 + 4. 0 nmol· L-1  DIO 组 、 RSL3 + 
20. 0 nmol·L-1 DIO 组和 RSL3+Fer-1 组 GC-2 细胞

中 SOD 活 性 均 明 显 升 高 （P<0. 05 或 P<0. 01），

RSL3+20. 0 nmol·L-1 DIO 组 和 RSL3+Fer-1 组

GC-2 细胞中 MDA 水平均明显降低 （P<0. 05 或 P<
0. 01）， RSL3+4. 0 nmol·L-1 DIO 组 、 RSL3+
20. 0 nmol·L-1 DIO 组和 RSL3+Fer-1 组 GC-2 细胞

中 GSH/GSSG 比 值 均 明 显 升 高 （P<0. 05 或 P<

0. 01）。见表 5。

2. 5　　各组各组 GC--2 细胞中细胞中 ACSL4 蛋白荧光强度蛋白荧光强度　　与

对 照 组 比 较 ， RSL3 组 GC-2 细 胞 中 ACSL4 蛋 白

荧 光 强 度 明 显 增 强 。 与 RSL3 组 比 较 ， RSL3+
0. 8 nmol·L-1   DIO  组、  RSL3  +  4. 0 nmol·L-1 
DIO 组 、 RSL3+20. 0 nmol·L-1 DIO 组 和 RSL3+
Fer-1 组 GC-2 细 胞 中 ACSL4 蛋 白 荧 光 强 度 均 明 显

减弱。见图 2。

2. 6　　 各 组各 组 GC--2 细 胞 中 铁 死 亡 相 关 蛋 白 表 达 水 平细 胞 中 铁 死 亡 相 关 蛋 白 表 达 水 平　　

 与 对 照 组 比 较 ， RSL3 组 GC-2 细 胞 中 HO-1 蛋

白 表达水平明显升高 （P<0. 05），GPX4 和 FTH1
蛋白表达水平均明显降低 （P<0. 05 或 P<0. 01）。

与 RSL3 组 比 较 ， RSL3+0. 8 nmol·L-1 DIO 组 、

RSL3+4. 0 nmol·L-1 DIO 组、RSL3+20. 0 nmol·L-1 
DIO 组 和 RSL3+Fer-1 组 GC-2 细 胞 中 HO-1 蛋 白

表表 3　　各组各组 GC--2 细胞存活率细胞存活率

TabTab.. 33　　Survival rates of GCSurvival rates of GC--22 cells in various groups cells in various groups

（n = 3，x± s， η/%）

Group
Blank
Model
0.8 nmol·L－1 DIO
4.0 nmol·L－1 DIO
20.0 nmol·L－1 DIO
RSL3+0.8 nmol·L－1 DIO
RSL3+4.0 nmol·L－1 DIO
RSL3+20.0 nmol·L－1 DIO

Survival rate
100.00±4.47

67.94±0.38*

99.41±2.65
95.46±0.74
95.25±0.87
70.81±0.74
71.33±2.32
76.96±5.13△

*P<0.01 vs blank group；△P<0.01 vs model group.

1         2         3        4         5         6

22 000

22 000

32 000

50 000

FTH1

GPX4

HO-1

β-tubulin

Mr

Lane 1： 0 h group； Lane 2： 6 h group； Lane 3： 12 h group； 
Lane 4： 24 h group； Lane 5： 36 h group； Lane 6： 48 h group.
图图 1　　 Western blotting 法 检 测法 检 测 RSL3 作 用 不 同 时 间 后作 用 不 同 时 间 后

GC--2 细胞中细胞中 FTH1、、GPX4 和和 HO--1 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图

Fig. 1　　 Electrophoregram  of  expressions  of  FTH1, 

GPX4，， and HO--1 proteins in GC--2 cells after treated 

with RSL3 for different time detected by Western 

blotting method

表表 4　　 RSL3 作 用 不 同 时 间 后作 用 不 同 时 间 后 GC--2 细 胞 中细 胞 中 FTH1、、GPX4 和和

HO--1 蛋白表达水平蛋白表达水平

TabTab.. 44　　 Expression  levels  of  FTHExpression  levels  of  FTH11,,   GPX   GPX44，，  and   HO  and   HO--11  
proteins in GCproteins in GC--22 cells after treated with RSL cells after treated with RSL33 for different  for different 
time   time   （n = 3, x± s）

Group
Time after treated with RSL3
  0 h
  6 h
  12 h
  24 h
  36 h
  48 h

FTH1

1.00±0.00
0.84±0.12
0.72±0.01*

0.84±0.15
0.78±0.02
0.85±0.11

GPX4

1.00±0.00
0.63±0.16**

0.68±0.05**

0.65±0.11**

0.83±0.05
1.10±0.03

HO-1

1.00±0.00
1.09±0.06
1.23±0.03*

0.56±0.32*

0.47±0.18**

0.42±0.23**

*P<0.05， **P<0.01 vs 0 h group.
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表表 5　　各组各组 GC--2 细胞中细胞中 SOD 活性和活性和 MDA 水平及水平及 GSH/GSSG 比值比值

TabTab.. 55　　Activities of SODActivities of SOD,, levels of MDA levels of MDA,, and ratios of GSH/GSSG in GC and ratios of GSH/GSSG in GC--22 cells in various groups cells in various groups （n=3，x± s）

Group
Control
RSL3
RSL3+0.8 nmol·L－1 DIO
RSL3+4.0 nmol·L－1 DIO
RSL3+20.0 nmol·L－1 DIO
RSL3+Fer-1

SOD [λB/（U·mg－1）]
355.69±24.05
269.64±39.82*

373.40±28.41△

402.08±39.52△△

425.60±25.37△△

377.03±22.71△

MDA[mB/（mol·g－1）]
1.00±0.00
1.85±0.35**

1.42±0.48
1.26±0.22
1.08±0.21△

1.04±0.20△△

Ratio of GSH/GSSG
1.00±0.00
0.36±0.04*

0.79±0.31
0.96±0.18△

1.20±0.23△△

1.28±0.32△△

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

100 μm

Control

DAPI ACSL4 Merge

RSL3

RSL3+0.8 nmol·L-1 DIO

RSL3+4.0 nmol·L-1 DIO

RSL3+20.0 nmol·L-1 DIO

RSL3+Fer-1

100 μm 100 μm 10 μm

100 μm 100 μm 100 μm 10 μm

100 μm 100 μm 100 μm 10 μm

100 μm 100 μm 100 μm 10 μm

100 μm 100 μm 100 μm 10 μm100 μm 100 μm 100 μm 10 μm

100 μm 100 μm 100 μm 10 μm

Partical enlargement

图图 2　免疫荧光法观察各组　免疫荧光法观察各组 GC--2 细胞中细胞中 ACSL4 蛋白荧光强度蛋白荧光强度

Fig. 2　　 Fluorescence intensities of ACSL4 protein in GC--2 cells in various groups observed by immunofluorescence 

method
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表 达 水 平 均 明 显 降 低 （P<0. 05 或 P<0. 01），

GPX4 和 FTH1 蛋 白 表 达 水 平 均 明 显 升 高 （P<
0. 05 或 P<0. 01）。见图 3 和表 6。

3 讨  论  

男 性 不 育 与 细 胞 中 铁 水 平 有 密 切 关 联 。 研

究 ［15］ 显示：铁 水 平 不 足 时 精 子 数 量 减 少，进 而 影

响 男 性 不 育 。 铁 离 子 在 铁 死 亡 过 程 中 发 挥 重 要 作

用，血液循环中的 Fe3+与转铁蛋白结合并运输，通

过 TFR1 进入细胞后，被还原并释放至细胞质的不

稳定铁池中，多余的铁贮存于铁蛋白中。细胞内不

稳定铁池主要以 Fe2+的形式存在，由于 Fe2+的不稳

定 性 和 高 反 应 活 性 ， 铁 通 过 芬 顿 反 应 产 生 羟 自 由

基，可直接与细胞膜和质膜中的多不饱和脂肪酸反

应，产生大量脂质活性氧 （reactive oxygen species，

ROS）， 导 致 细 胞 发 生 铁 死 亡 ［16］。 研 究 ［17］ 发 现 ：

RSL3 能 够 直 接 抑 制 GPX4 诱 导 细 胞 发 生 铁 死 亡 。

本研究结果显示：RSL3 处理 12 h 时铁死亡相关蛋

白 FTH1 和 GPX4 蛋白表达明显下调，HO-1 蛋白表

达 上 调 ， 表 明 RSL3 处 理 12 h 是 GC-2 细 胞 铁死亡

模型建立的最适条件。经 RSL3 处理后 GC-2 细胞中

MDA 水 平 明 显 升 高 ， SOD 活 性 和 GSH/GSSG 比

值 明 显 降 低 ， HO-1 蛋 白 表 达 水 平 明 显 升 高 ，

GPX4 和 FTH1 蛋 白 表 达 水 平 明 显 降 低 且 ACSL4
蛋白荧光强度增强，提示 GC-2 细胞铁死亡模型造

模成功，RSL3 作用的 GC-2 细胞发生铁死亡。

铁 死 亡 是 与 铁 代 谢 及 脂 质 代 谢 相 关 的 一 种 新

型 细 胞 死 亡 方 式 ， 其 主 要 的 生 化 特 征 表 现 为 ROS
聚 积 、 GSH 合 成 减 少 、 过 氧 化 产 物 MDA 堆 积 和

Fe2+水平升高 ［18］。GPX4 作为 GSH-Px 家族成员，能

够 抑 制 脂 质 过 氧 化 过 程 ， 将 脂 质 氢 过 氧 化 物 还 原

为 脂 质 醇 ， 使 得 ROS 累 积 减 少 ， 从 而 抑 制 细 胞 铁

死 亡 的 发 生 ［19］。 GSH 是 GSH-Px 清 除 脂 质 过 氧 化

物 的 必 需 辅 助 因 子 ， GSH 减 少 ， GSH-Px 活 性 降

低，细胞抗过氧化能力降低，脂质过氧化物堆积，

最 后 细 胞 发 生 铁 死 亡 ［20］。 HO-1 是 由 Hmox1 基 因

编 码 的 应 激 反 应 酶 ， 能 够 催 化 血 红 素 的 分 解 ， 产

生 一 氧 化 碳 、 亚 铁 和 胆 红 素 等 一 系 列 具 有 生 物 学

效 应 的 代 谢 产 物 。 铁 是 血 红 素 中 的 重 要 元 素， 因

此 HO-1 也 与 铁 代 谢 密 切 相 关 ［21］。HO-1 在 组 织 损

伤 、 炎 症 、 缺 氧 和 氧 化 应 激 等 情 况 下 会 被 诱 导 表

达 ， 进 而 减 少 血 红 素 的 蓄 积 ， 促 进 铁 的 释 放 和 转

运 ［22］。 同 时 ， HO-1 的 诱 导 也 可 促 进 铁 的 储 存 和

利 用 ， 通 过 参 与 铁 代 谢 调 节 保 护 人 体 免 受 氧 化 应

激等伤害 ［23-24］。研究 ［25］ 发现：肝星状细胞中 HO-1
敲 低 导 致 细 胞 中 ROS 水 平 升 高 并 诱 导 铁 死 亡 ， 表

明 HO-1 作为铁死亡相关蛋白之一，在铁死亡中发

挥 关 键 作 用 。 生 物 体 内 的 铁 元 素 除 结 合 在 血 红 蛋

白 中 的 铁 离 子 外 ， 还 有 部 分 储 存 于 铁 蛋 白 中 。 铁

蛋 白 以 可 溶 性 、 无 毒 和 易 获 取 的 形 式 储 存 铁 ， 对

于 维 持 铁 稳 态 和 保 护 细 胞 免 受 氧 化 损 伤 至 关 重
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Lane 1 ： Control group ； Lane 2 ： RSL3 group ； Lane 3 ： 
RSL3 + 0.8 nmol ·L － 1  DIO   group ；   Lane  4 ： RSL3 + 
4.0 nmol·L－1 DIO group； Lane 5： RSL3+20.0 nmol·L－1 DIO 
group； Lane 6： RSL3+Fer-1 group.
图图 3　　 Western blotting 法 检 测 各 组法 检 测 各 组 GC--2 细 胞 中 铁 死细 胞 中 铁 死

亡相关蛋白表达电泳图亡相关蛋白表达电泳图

Fig. 3　　Electrophoregram of expressions of ferroptosis-

related proteins in GC--2 cells in various groups detected 

by Western blotting method

表表 6　　各组各组 GC--2 细胞铁死亡相关蛋白表达水平细胞铁死亡相关蛋白表达水平

TabTab.. 66　　Expression levels of ferroptosisExpression levels of ferroptosis--related proteins in GCrelated proteins in GC--22 cells in various groups cells in various groups （n=3，x± s）

Group
Control
RSL3
RSL3+0.8 nmol·L－1 DIO
RSL3+4.0 nmol·L－1 DIO
RSL3+20.0 nmol·L－1 DIO
RSL3+Fer-1

FTH1     
1.00±0.00
0.54±0.05*

1.06±0.18△

1.21±0.34△△

1.12±0.20△△

1.10±0.12△

GPX4    
1.00±0.00
0.74±0.05**

0.93±0.01△

0.98±0.06△

0.93±0.01△

0.95±0.06△

HO-1       
1.00±0.00
1.38±0.16*

1.05±0.03△

1.00±0.09△

0.95±0.21△△

0.83±0.16△△

*P<0.05， **P<0.01 vs control group； △P<0.05， △△P<0.01 vs RSL3 group.
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要 ［26］。 铁 蛋 白 主 要 由 FTH1 和 FTL 2 个 亚 基 组

成 。 其 中 FTH1 具 有 亚 铁 氧 化 酶 活 性 ， 可 将 机 体

内过剩的铁催化成 Fe3+ 并储存于铁蛋白复合物中，

维持正常的铁稳态，同时也具有抗氧化应激功能，

在 吸 收 和 释 放 铁 方 面 ， 能 够 降 解 自 由 基 有 效 阻 止

由 过 量 铁 引 起 的 氧 化 损 害 ［27-28］。 FTH1 参 与 调 节

多 种 重 要 的 细 胞 过 程 ， 包 括 细 胞 凋 亡 、 细 胞 周 期

和铁死亡等，与疾病发生发展有密切关联 ［29-31］。

研究 ［32］ 证实：DIO 通过抑制细胞中 ROS 产生

和 MDA 形成发挥较强的抗氧化作用，还可通过减

轻 炎 症 和 铁 死 亡 抑 制 金 黄 色 葡 萄 球 菌 诱 导 的 乳 腺

炎。本研究结果显示：DIO 能够降低 RSL3 诱导的

小 鼠 精 母 细 胞 GC-2 中 MDA 水 平，升 高 GSH/
GSSG 比 值 和 SOD 活 性 ， 并 下 调 铁 死 亡 相 关 蛋 白

HO-1 蛋白表达，上调 GPX4 和 FTH1 蛋白表达。

综 上 所 述 ， DIO 可 减 轻 RSL3 处 理 的 GC-2 细

胞中脂质过氧化物积累，其机制可能与抑制 HO-1
蛋白表达和上调 GPX4 及 FTH1 蛋白表达有关。
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