
第  52 卷  第  1 期
2026 年  1 月

吉 林 大 学 学 报  （ 医 学 版  ）
Journal of Jilin University （Medicine Edition）

Vol. 52  No. 1
Jan.   2026

DOI：：10. 13481/j. 1671⁃587X. 20260103

农药百克敏对小鼠精母细胞 GC-2铁死亡的诱导作用

汤子怡, 阳诗盈, 杨天珍, 刘闻强, 钟江雪, 尹 俐

（重庆理工大学药学与生物工程学院生物制药系，重庆  400054）

［［摘 要］］   目的目的：：探讨百克敏对小鼠精母细胞 GC-2 铁死亡的影响，阐明百克敏是否能引起雄性

生殖毒性。方法方法：：小鼠精母细胞 GC-2 分为对照组 （普通培养基）、低剂量百克敏组 （0. 8 µmol·L-1百

克敏）、中剂量百克敏组 （1. 6 µmol·L-1百克敏） 和高剂量百克敏组 （2. 4 µmol·L-1百克敏）。给予百

克敏处理 24 h 后，采用噻唑蓝 （MTT） 法检测不同剂量百克敏作用下 GC-2 细胞活性，JC-1 线粒体膜

电位检测试剂盒检测各组 GC-2 细胞中线粒体膜电位，超氧化物歧化酶 （SOD） 活性检测试剂盒检测

各组 GC-2细胞中 SOD 活性，丙二醛 （MDA） 检测试剂盒检测各组 GC-2细胞中 MDA 水平，还原型谷

胱甘肽 （GSH） 和氧化型 GSH （GSSG） 检测试剂盒检测各组 GC-2 细胞中 GSH 和 GSSG 水平，并计

算 GSH/GSSG 比值；Western blotting 法检测各组 GC-2 细胞中血红素氧合酶 1 （HO-1）、铁蛋白重链 1
（FTH1）和 GSH过氧化物酶 4（GPX4）蛋白表达水平。结果结果：：与对照组比较，百克敏剂量≥1. 0 μg·L-1

各组GC-2细胞活性均降低（P<0. 01），设置其低、中和高剂量分别为 0. 8、1. 6和 2. 4 μmol·L-1百克敏。

JC-1法，与对照组比较，中和高剂量百克敏组 GC-2 细胞线粒体膜电位均降低。与对照组比较，低、

中和高剂量百克敏组 GC-2 细胞中 SOD 活性均降低 （P<0. 01），MDA 水平升高 （P<0. 01）。与对

照组比较，低、中和高剂量百克敏组 GC-2 细胞中 GSH 水平均降低 （P<0. 01）、GSSG 水平均升高

（P<0. 01），且 GSH/GSSG 比值均降低 （P<0. 01）。与对照组比较，低、中和高剂量百克敏组 GC-2
细胞中 HO-1 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 05 或 P<0. 01），FTH1 和 GPX4 蛋白表达水平明显降低

（P<0. 05 或 P<0. 01）。结论结论：：百克敏能够诱导小鼠精母细胞 GC-2 铁死亡。

［［关键词］］   百克敏； 小鼠精母细胞； 铁死亡； 谷胱甘肽过氧化物酶 4； 氧化应激
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Induction effect of pesticide pyraclostrobin on ferroptosis of 
spermatocytes GC-2 of mice
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（Department of Biopharmaceutical Sciences， School of Pharmacy and Bioengineering， Chongqing 

University of Technology， Chongqing 400054， China）

ABSTRACT   Objective： To discuss the effect of pyraclostrobin on ferroptosis in the spermatocytes GC-2 
of the mice， and to clarify whether pyraclostrobin can cause male reproductive toxicity.  Methods：The 
mouse spermatocytes GC-2 were divided into control group， low dose of pyraclostrobin group （0. 8 µmol·L-1 
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pyraclostrobin）， medium dose of pyraclostrobin group （1. 6 µmol·L-1 pyraclostrobin） and high dose of 
pyraclostrobin group （2. 4 µmol·L-1 pyraclostrobin）.  After being treated with pyraclostrobin for 24 h，
methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide （MTT） method was used to detect the proliferation activities 
of the GC-2 cells after treated with different doses of pyraclostrobin； mitochondrial membrane potential 
detection kit JC-1 was used to detect the mitochondrial membrane potential in the GC-2 cells in various 
groups； superoxide dismutase （SOD） activity detection kit was used to detect the activities of SOD in the 
GC-2 cells in various groups； malondialdehyde （MDA） assay kit was used to determine the levels of MDA 
in the GC-2 cells in various groups； reduced glutathione （GSH） and oxidized glutathione （GSSG） 
detection kits were used to detect the levels of GSH and GSSG in the GC-2 cells， and the ratios of GSH/
GSSG in various groups were calculated； Western blotting method was used to detect the expression levels 
of heme oxygenase-1 （HO-1）， ferritin heavy chain 1 （FTH1） and glutathione peroxidase 4 （GPX4） in the 
GC-2 cells in various  groups.  Results： Compared with control group， the proliferation activities of the 
GC-2 cells in various pyaclostrobin dose ≥1. 0 μg·L-1 groups were decreased （P<0. 01）.  The low， 
medium， and high doses of pyraclostrobin were 0. 8， 1. 6， and 2. 4 µmol·L-1.  The results of JC-1 method 
showed that compared with control group， the mitochondrial membrane potential of the GC-2 cells in  
medium， and high doses of pyraclostrobin groups were decreased.  Compared with control group， the SOD 
activity in the GC-2 the cells in low，  medium，  and high doses of pyraclostrobin groups were decreased 
（P<0. 01）， and the MDA levels in the GC-2 cells were increased （P<0. 01）.   Compared with control 
group，  the GSH levels in the GC-2 cells in low，  medium，  and high doses of pyraclostrobin groups were 
significantly decreased （P<0. 01）， the GSSG levels were increased （P<0. 01）， and the GSH/GSSG ratios 
were decreased （P<0. 01）.  Compared with control group， the expression levels of HO-1 protein in the 
GC-2 cells in low， medium， and high doses of pyraclostrobin groups were significantly increased （P<0. 05 
or P<0. 01）， while the expression levels of FTH1 and GPX4 proteins were significantly decreased （P<
0. 05 or P<0. 01）.  Conclusion： Pyraclostrobin can induce the ferroptosis of the spermatocytes GC-2.
KEYWORDS Pyraclostrobin； Mouse spermatocytes； Ferroptosis； Glutathione peroxidase 4；
Oxidative stress

百克敏又称吡唑醚菌酯，是一种农业用的广谱

杀菌剂，广泛应用于小麦、大豆、花生和水稻等多

种作物的真菌病害防治［1-3］。然而，其环境残留问

题日益引起关注。在美国加利福尼亚采集的鱼类和

沙蟹样本中，百克敏的检出率高达 100% ［4］。同

时，在中国不同地区的稻田水体中，施用百克敏

3 d 后检测到的最大残留浓度可达 17. 24 µg·L-1 ［5］。

随着百克敏在自然水体和食物链中被频繁检出，其

对生态系统和人类健康的潜在风险逐渐显现。研

究［6-9］ 显示：百克敏对罗非鱼和斑马鱼等水生生物

具有显著的毒性效应，可诱导胚胎发育毒性、心脏

毒性、神经毒性和肝毒性。同时，其对土壤线蚓

的繁殖功能也产生不利影响［10］。在人类健康方面，

百克敏暴露可导致接触性皮炎等不良反应［11］。然

而，关于百克敏对人类生殖系统，特别是雄性生殖

功能的潜在影响尚未得到充分研究。铁死亡是一种

铁依赖性的程序性细胞死亡形式，其特征是谷胱甘

肽（glutathione， GSH）耗 竭 和 GSH 过 氧 化 物 酶 4

（GSH peroxidase 4，GPX4） 活性降低，导致脂质

过氧化物代谢障碍并大量积累［12-13］。上述过氧化物

在二价铁离子 （Fe2+） 的催化下发生芬顿反应，产

生大量活性氧 （reactive oxygen species，ROS），最

终引发铁死亡［14］。近年研究［15-17］ 表明：多种环境

污染物可通过诱导铁死亡途径对机体造成损伤。然

而，百克敏是否通过铁死亡影响雄性生殖功能目前

尚未阐明。基于此，本研究旨在探讨百克敏暴露能

否通过诱导精母细胞铁死亡而导致小鼠雄性生殖毒

性，以期为评估百克敏的生殖健康风险提供新的科

学依据。

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
购自美国典型培养物保藏中心 （American Type 
Culture Collection，ATCC） 细胞库。高糖培养基

改 良 Eagle 培 养 基 （Dulbecco’s   modified   Eagle 
medium，DMEM） 和胎牛血清购自上海逍鹏生物
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科技有限公司，双抗 （1% 青-链霉素） 购自苏州新

赛美生物科技有限公司，百克敏购自上海叶源生物

科技有限公司，噻唑蓝 （methylthiazolyldiphenyl-
tetrazolium bromide，MTT） 购自北京酷来搏科技

有限公司，JC-1 线粒体膜电位检测试剂盒、超氧化

物歧化酶 （superoxide dismutase，SOD） 活性检测

试剂盒、丙二醛 （malondialdehyde，MDA） 检测

试 剂 盒 、 GSH 和 氧 化 型 GSH （oxidized 
glutathione，GSSG） 检测试剂盒购自上海碧云天

生物技术有限公司，辣根酶标记山羊抗兔 IgG 和辣

根酶标记山羊抗小鼠 IgG 购自北京中杉金桥生物技

术有限公司，血红素氧合酶 1 （heme oxygenase-1，
HO-1） 和 GPX4 购自中国 Proteintech 公司，铁蛋

白重链 1 （ferritin heavy chain 1，FTH1） 购自成都

正能生物技术有限责任公司。Centrifuge 5804R 型

高速冷冻离心机购自德国  Eppendorf 公司，Fluor 
Chem HD2 型 化 学 发 光 凝 胶 成 像 系 统 购 自 美 国

Protein Simple 公司，Synergy H1 型多功能荧光酶

标仪购自美国 BioTek 公司，NIS-Elements 型激光

共聚焦显微镜购自日本 Nikon 公司。

1. 2　　小鼠精母细胞小鼠精母细胞 GC--2 的培养和分组的培养和分组　　采用含有

10% 胎牛血清和 1% 青 -链霉素的 DMEM 高糖培养

基，于 37 ℃、5% CO2的恒温孵箱中培养小鼠精母

细胞 GC-2。取处于对数生长期的 GC-2 细胞均匀接

种在 6 孔细胞培养板中， 24 h 后观察细胞状 态。

将 GC-2 细胞分为对照组、低剂量百克敏组、中剂

量百克敏组和高剂量百克敏组。对照组细胞采用

普通培养基处理 24 h，低、中和高剂量百克敏组细

胞分别给予 0. 8、1. 6 和 2. 4 µmol·L-1百克敏处理，

24 h 后收集细胞进行下一步实验操作。

1. 3　　MTT 法检测不同剂量百克敏作用下法检测不同剂量百克敏作用下 GC--2 细细

胞活性胞活性　　取处于对数生长期的 GC-2 细胞，均匀接

种于 24 孔细胞培养板中，放置于 37 ℃、5% CO2恒

温孵箱中培养。重新配置培养基并加入百克敏，使其

终浓度为 0. 5、1. 0、 1. 5、 2. 0、 2. 5、 3. 0、 3. 5、
4. 0 和 4. 5 µmol·L-1。吸弃 24 孔细胞培养板中的培

养基，向对照组中加入不含百克敏的完全培养基，

实验组加入上述含有不同浓度百克敏的培养基，于恒

温孵箱中培养 24 h 后每孔加入 50 µL 浓度为 5 g·L-1

的 MTT 溶液，置于恒温孵箱中继续培养 4 h。吸弃

24 孔细胞培养板中的培养基并向其中加入 550 µL
的二甲基亚砜 （dimethyl sulfoxide，DMSO） 溶液，

将其放在低速摇床上避光振荡 10 min，用酶标仪在

波长 570 nm 处 （参比波长 630 nm） 测定其吸光度

（A） 值，并计算细胞活性。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　　采用试剂盒检测采用试剂盒检测 GC--2 细胞中线粒体膜电位细胞中线粒体膜电位　　

 取处于对数生长期的 GC-2 细胞均匀接种于 6 孔

细胞培养板中，置于 37 ℃、5% CO2恒温孵箱中培

养。将细胞分为对照组和实验组，对照组加入普通

培养基，实验组依次加入低、中和高剂量的百克敏

处理 24 h。收取样品时吸弃培养基，用磷酸盐缓冲

液 （phosphate buffer saline，PBS） 清洗 1 次，将完

全培养基与 JC-1 染色工作液按 1∶1 的比例充分混

匀后，每孔加入 2 mL 混合溶液，于恒温孵箱中孵

育 20 min，弃去上清，用 JC-1 染色缓冲液 （1×）

清洗 2 次，重新加入 2 mL 完全培养基后用激光共

聚焦显微镜进行观察。绿色荧光表示细胞中线粒体

膜电位降低，红色荧光表示细胞中线粒体膜电位

正常。

1. 5　　采用试剂盒检测各组采用试剂盒检测各组 GC--2 细胞中细胞中 SOD 活活性性  　　 

 按照“1. 4”中的细胞接板和分组方式对细胞进

行处理。吸弃培养基后用预冷的 PBS 缓冲液清洗

1 次，加入 SOD 样品制备液，吹打裂解细胞，于

4 ℃预冷离心机中 12 000 g 离心 3 min，取上清液作

为待测样品。在 96 孔细胞培养板中分别加入 20 µL
的空白对照、样品和标准品，每孔加入 160 µL 的

WST-8/酶工作液混匀，再加入 20 µL 的反应启动

工作液，于 37 ℃条件下孵育 30 min，用酶标仪检

测其在波长 450 nm 处的 A 值。抑制百分率= （空

白对照 1 A 值-样品 A 值） / （空白对照 1 A 值-空

白对照 2 A 值） ×100%，SOD 酶活性（U·µg-1）=
抑制百分率/（1-抑制百分率）× （Cprot×V）。Cprot为

样本蛋白浓度，V 为样品体积。

1. 6　　 采 用 试 剂 盒 检 测 各 组采 用 试 剂 盒 检 测 各 组 GC--2 细 胞 中细 胞 中 MDA

水水 平平　　按照“1. 4”中的细胞接板和分组方式对细

胞进行 处 理 。 用裂解液收取样品，二喹啉甲酸

（bicinchoninic acid， BCA） 法测定蛋白浓度，在

1. 5 mL 离心管中加入 100 µL 裂解液作为空白对照，

加入 100 µL 不同浓度的标准品用于制作标准曲线，

加入 100 µL 样品用于测定，每个管中加入 200 µL 
MDA 检测工作液混匀后于 100 ℃ 的 沸 水 中 加 热

15 min，水浴冷却至室温后 1 000 g 离心 10 min 取

上清，在 96 孔细胞培养板中加入 200 µL 上清，用

酶标仪测定其在波长 532 nm 处的 A 值，根据标准
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曲线计算样品的 MDA 水平，再根据蛋白浓度来计

算总样品中的 MDA 水平。

1. 7　　 采 用 试 剂 盒 检 测 各 组采 用 试 剂 盒 检 测 各 组 GC--2 细 胞 中细 胞 中 GSH 和和

GSSG 水平水平　　按照“1. 4”中的细胞接板和分组方式

对细胞进行处理。用 PBS 缓冲液洗涤细胞 1 次，

离心后取一部分细胞用于蛋白浓度检测，另一部

分细胞加入细胞沉淀体积的 3 倍量的蛋白去除剂

M 溶液后振匀，利用液氮和 37 ℃水浴对样品进行

2 次快速冻融， 4 ℃放置 5 min 后放于 4 ℃预冷的

离心机中 10 000 g 离心 10 min，收集上清用于后

续总 GSH 和 GSSG 的测定。总 GSH 检测：在 96 孔

细胞培养板中加入标准品和样品，加入 150 µL 总

GSH 检测工作液混匀并室温孵育 5 min，加入 50 µL
的 0. 5 mg·L-1 还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

（nicotinamide  adenine dinucleotide phosphate，
NADPH） 溶液混匀， 测定其在 412 nm 波长处 A 值；

GSSG 测定：按照 100 µL 样品加入 20 µL GSH 清除

辅助液振匀，再加入 4 µL GSH 清除工作液混匀，

室温静置 60 min 后，按照上述测定总 GSH 的方法

测定 A 值。样品对照标准曲线计算样品中总 GSH 和

GSSG 的水平，利用测定得到的蛋白浓度计算出每

毫克蛋白中的总 GSH 和 GSSG 的水平，后通过公式

计算出 GSH 的水平。GSH=总 GSH-GSSG×2。
GSH/GSSG=GSH/GSSH×100%。

1. 8　　 Western blotting 法 检 测 各 组法 检 测 各 组 GC--2 细 胞 中细 胞 中

HO--1、、FTH--1 和和 GPX4 蛋 白 表 达 水 平蛋 白 表 达 水 平　　 按“1. 4”
的方法接板和分组。每孔加入 200 µL 细胞裂解液，

放置在冰上裂解 30 min 后收集细胞裂解液，于 4 ℃
预冷的离心机中以 12 000 g 离心 20 min，取上清液

用 BCA 法测定样品的蛋白浓度。用测得的蛋白浓

度进行样品的配制，加入相应的裂解液和 5×缓冲

液将样品的蛋白浓度调成一致并进行变性，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） 对 蛋 白 进 行 分 离 ，

之后放置在冰水中湿转，将蛋白转至聚偏二氟乙烯

（polyvinylidene fluoride， PVDF） 膜上，用 5% 脱

脂奶粉在室温下封闭 1 h，分别用 HO-1、FTH-1、
GPX2 和 β-tubulin 的抗体在室温下孵育 2 h，用含吐

温 Tris缓冲盐溶液（Tris buffered saline with Tween-

20，TBST） 冲洗 3 次，加入相应的二抗在室温下

孵育 1 h，TBST 溶液冲洗 3 次，结束后显影。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/β-tubulin 蛋白条带灰度值。

1. 9　　统计学分析统计学分析　　采用 GraphPad Prism 8 软件进

行统计学分析。各组 GC-2 细胞活性，各组 GC-2 细

胞中 SOD 活性、MDA 水平、GSH 水平、GSSG 水

平和 GSH/GSSG 比值，各组 GC-2 细胞中 HO-1、
GPX4 和 FTH1 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　　不同剂量百克敏作用下各组不同剂量百克敏作用下各组 GC--2 细胞活性细胞活性　　

 与对照组比较，百克敏剂量≥1. 0 µmol·L-1各组

GC-2 细胞活性均降低（P<0. 01）。见表 1。后续实

验 以 半 数 抑 制 浓 度（half maximal inhibitory 
concentration，IC50） 作为百克敏的最高剂量，设置

其低、中和高剂量分别为 0. 8、1. 6和 2. 4 µmol·L-1。

2. 2　　各组各组 GC--2 细胞的线粒体膜电位细胞的线粒体膜电位　　与对照组比

较，低、中和高剂量百克敏组中 GC-2 细胞绿色荧

光强度均明显增强，表明百克敏处理后 GC-2 细胞

中的线粒体膜电位明显降低。见图 1。
2. 3　　 各 组各 组 GC--2 细 胞 中细 胞 中 SOD 活 性 和活 性 和 MDA 水 平水 平　　 

 与对照组比较，低、中和高剂量百克敏组 GC-2细

胞中 SOD 活性降低 （P<0. 01），MDA 水平升高

（P<0. 01）。见表 2。与对照组比较，高剂量百克

敏组 GC-2 细胞中 SOD 水平下降 78. 63%，MDA 水

表表 1　　不同剂量百克敏作用下各组不同剂量百克敏作用下各组 GC--2 细胞活性细胞活性

TabTab.. 11　　 ActivitesActivites of GC of GC--22 cells after treated with differen cells after treated with different t 
doses of pyraclostrobin in various groupsdoses of pyraclostrobin in various groups （n=3， x±s）

Group
Control
Concentration of pyraclostrobin (µmol·L-1)
 0.5
 1.0
 1.5
 2.0
 2.5
 3.0
 3.5
 4.0
 4.5

Cell activity
1.00±0.02

0.99±0.00
0.85±0.01*

0.80±0.04*

0.72±0.00*

0.62±0.04*

0.60±0.03*

0.56±0.01*

0.57±0.01*

0.54±0.01*

*P<0.01 vs control group.
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平升高 167. 00%。

2. 4　　各组各组 GC--2 细胞中细胞中 GSH 和和 GSSG 水平及水平及 GSH/

GSSG 比值比值　　与对照组比较，中和高剂量百克敏组

GC-2 细胞中 GSH 水平降低 （P<0. 01），GSSG 水

平升高 （P<0. 01）， GSH/GSSG 比值降低 （P<
0. 01）。见表 3。与对照组比较，高剂量百克敏组

GC-2细胞中 GSH 水平下降 62. 88%，GSSG 水平升

高 47. 02%，GSH/GSSG 比值降低 74. 95%。

2. 5　　各组各组 GC--2 细胞中细胞中 HO--1、、FTH1 和和 GPX4 蛋白蛋白

表达水平表达水平　　与对照组比较， 低、 中和高剂量百克敏组

GC-2 细胞中 HO-1 蛋白表达水平升高 （P<0. 05 或

P<0. 01），FTH1和 GPX4蛋白表达水平降低 （P<
0. 05 或 P<0. 01）。见图 2 和表 4。与对照组比较，

高剂量百克敏组 GC-2 细胞中 HO-1 蛋白表达水平

增加 281. 00%，FTH1 蛋白表达水平降低 83. 00%，

GPX4 蛋白表达水平降低 54. 00%。

表表 2　　各组各组 GC--2 细胞中细胞中 SOD 活性和活性和 MDA 水平水平

TabTab.. 22　　SOD  activities  and  MDA  levels  in  GCSOD  activities  and  MDA  levels  in  GC--22  cells  in   cells  in 
various groupsvarious groups （n=3， x±s）

Group
Control
Pyraclostrobin
 Low dose
 Medium dose
 High dose

SOD [λB/（U·mg-1)]
70.13±5.11

35.69±6.08*

18.36±0.58*

14.98±1.69*

MDA [wB/（μmol·g-1)]
1.00±0.07

1.56±0.11*

1.66±0.02*

2.67±0.91*

*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 水平及水平及 GSH/GSSG 比值比值

TabTab.. 33　　Levels of GSH and GSSG and GSH/GSSG ratios in GCLevels of GSH and GSSG and GSH/GSSG ratios in GC--22 cells in various groups cells in various groups                （n=3， x±s）

Group
Control
Pyraclostrobin
 Low dose
 Medium dose
 High dose

Level of GSH [wB/（µmol·g-1）]
23.49±2.12

14.72±0.76*

9.00±1.14*

8.72±2.64*

Level of GSSG [wB/（µmol·g-1）]
4.70±0.05

5.33±0.18
7.36±0.39*

6.91±0.32*

Ratio of GSH/GSSG
4.99±0.41

2.76±0.05*

1.22±0.17*

1.25±0.32*

*P<0.01 vs control group.

50 µm 50 µm 50 µm 50 µm

50 µm 50 µm 50 µm 50 µm

50 µm 50 µm 50 µm 50 µm

JC-1 aggregates

JC-1 monomers

Merge

Control
Low dose of 

pyraclostrobin
Medium dose of 

pyraclostrobin
High dose of

pyraclostrobin

图图 1　各组　各组 GC--2 细胞中线粒体膜电位情况细胞中线粒体膜电位情况

Fig. 1　　Mitochondrial membrane potential in GC--2 cells in various groups
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3 讨  论  

百克敏作为 QoI 类杀菌剂的典型代表，因其具

有广谱高效的杀菌活性而在农业生产中得到了广泛

应用［1］。然而，百克敏在环境介质（土壤、水体和大

气）中的持续积累，其生态毒理学效应日益引起研究

者关注［18］。研究［5，10］表明：百克敏对多种非靶标生

物 （水生生物和土壤无脊椎动物） 具有显著的急性

毒性和慢性毒性效应，然而，其对哺乳动物生殖系

统，特别是雄性生殖功能的潜在毒性作用及其分子

机制仍缺乏系统性研究。为了探讨百克敏是否具有生

殖毒性，本研究以小鼠精母细胞 GC-2 为体外模型，

采用不同剂量 （0. 5~4. 5 µmol·L-1） 的百克敏处

理 24 h。细胞活性检测结果显示：当百克敏暴露剂

量≥1. 0 µmol·L-1时，GC-2 细胞的活性显著降低。

进一步分析发现：百克敏暴露导致 GC-2 细胞中

SOD 活性和 GSH 水平降低，MDA 水平和 GSSG 水

平升高，并且 GSH/GSSG 比值显著降低。上述结

果表明：百克敏可通过破坏 GC-2 细胞的氧化还原

稳态，诱导氧化应激反应，从而可能对雄性生殖系

统造成潜在损伤。基于上述发现，本研究进一步探

讨了百克敏能否诱导 GC-2细胞发生铁死亡。

铁死亡是一种铁依赖性的程序性细胞死亡方

式，其特征包括脂质过氧化物的过度积累和抗氧化

防御系统的崩溃，其能够通过调控生殖细胞的数量

和质量、参与精子形态塑造、影响精子运动能力和

受精能力，在精子发生过程中发挥关键作用［19］。

然而，铁死亡过程的异常可导致精子发生障碍，进

而引发男性不育［20-21］。 GPX4 是铁死亡的标志分

子，具有抑制脂质过氧化的功能，能够降解小分子

过氧化物和脂质过氧化物，在铁死亡调控中发挥关

键作用［22］。研究［23］显示：约 30% 的少弱精子症患

者精液中 GPX4 蛋白表达水平显著降低，并且在小

鼠精母细胞中特异性敲除 GPX4 会导致精子数量显

著减少、精子活力显著降低和精子结构异常等现

象。本研究结果显示：小鼠精母细胞 GC-2 暴露于

百克敏后，GPX4 蛋白表达水平显著下调，可能导

致其抑制脂质过氧化的功能受损，从而诱导 GC-2
细胞发生铁死亡。FTH1 作为铁储存蛋白，其主要

功能是通过结合游离铁，维持细胞内铁稳态［24］。

在双酚 F 诱导小鼠暴露模型导致的生殖损伤中，

FTH1 能够介导生精细胞中的铁死亡，并且影响双

酚 F 诱导的生殖损伤［25］。在本研究中，GC-2 细胞

暴露于百克敏后，FTH1 蛋白表达水平显著下调，

可能导致细胞中游离铁水平升高，促进铁催化的

Fenton 反应和脂质过氧化，进一步促进铁死亡的发

生［26］。另一方面，HO-1 能够通过分解血红素释放

游离铁，增加细胞内铁离子的含量，促进铁死亡的

发展［27］。而 HO-1 的过度激活会增加 ROS 和脂质

过氧化，对精子质量、睾丸功能和激素水平等产生

负面影响［21］。在本研究中，GC-2 细胞中的 HO-1
蛋白表达水平上调可能进一步加剧铁死亡过程。基

HO-1

FTH1

GPX4

β-tubulin

32 000

21 000

17 000

50 000

Mr1 2 3 4

Lane 1： Control group； Lane 2： Low dose of pyraclostrobin 
group； Lane 3： Medium dose of pyraclostrobin group； Lane 4： 
High dose of pyraclostrobin group.
图图 2　各组　各组 GC--2 细胞中细胞中 HO--1、、FTH1 和和 GPX4 蛋白表蛋白表

达电泳图达电泳图

Fig. 2　　 Electrophoregram of expressions of HO--1, 

FTH1, and GPX4 proteins in GC--2 cells in various 

groups

表表 4　　各组各组 GC--2细胞中细胞中 HO--1、、FTH1和和 GPX4蛋白表达水平蛋白表达水平

TabTab.. 44　　Expression levels of HOExpression levels of HO--11,, FTH FTH11,, and GPX and GPX44 proteins in GC proteins in GC--22 cells in various groups cells in various groups （n=3， x±s）

Group
Control
Pyraclostrobin
 Low dose
 Medium dose
 High dose

HO-1
1.00±0.21

1.86±0.33*

2.76±0.21**

3.81±0.41**

FTH1
1.00±0.15

0.31±0.07**

0.28±0.07**

0.17±0.02**

GPX4
1.00±0.15

0.45±0.17*

0.45±0.19*

0.46±0.08*

*P<0.05，**P<0.01 vs control group.
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于上述实验结果，本研究发现百克敏能够诱导小鼠

精母细胞 GC-2 发生铁死亡，进而对生殖系统产生

毒性作用。

百克敏杀菌机制主要依赖于抑制真菌细胞色

素 b 与 c1 之间的电子传递，阻断线粒体呼吸链复合

体 Ⅲ 的 功 能，从 而 抑 制 三 磷 酸 腺 苷 （adenosine 
triphosphate，ATP） 的生成，干扰真菌的能量代

谢循环，最终发挥抑菌作用［1，28］。线粒体不仅是细

胞能量代谢的核心细胞器，在铁死亡调控中发挥关

键作用。作为铁代谢和 ROS 生成的主要场所，线

粒体通过维持细胞内氧化还原稳态来参与铁死亡的

调控过程［29-30］。本研究结果显示：百克敏暴露可导

致 GC-2 细胞线粒体膜电位显著降低，表明百克敏

可能通过干扰线粒体功能影响细胞的能量代谢过

程。这一发现为进一步阐明百克敏诱导铁死亡的分

子机制提供了重要线索，同时也提示线粒体功能障

碍可能是百克敏生殖毒性的关键环节之一。

综上所述，百克敏暴露可显著降低精母细胞的

抗氧化能力，导致细胞内脂质过氧化物积累，并且

诱导精母细胞发生铁死亡。本研究揭示了百克敏能

够通过诱导精母细胞铁死亡，进一步引发生殖毒性

作用，为阐明环境污染物诱导男性生殖相关疾病的

潜在诱因和发病机制提供了新的理论依据和研究

思路。
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