
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. 20260104

异菌脲对小鼠精母细胞 GC-2铁死亡的影响

胡晓雪, 艾霄文, 杨安娜, 张永兰

（重庆理工大学药学与生物工程学院制药工程系，重庆  400054）

［［摘 要］］   目的目的：：探讨异菌脲  （Ipr） 对小鼠精母细胞 GC-2铁死亡的影响，并阐明其可能的作用机制。

方法方法：：采用噻唑蓝  （MTT） 法检测 0、0. 001、0. 010、0. 100、1. 000、10. 000和 100. 000 μmol·L-1 Ipr
处理 24 h 后 GC-2 细胞活性。另取 GC-2 细胞，分为空白对照组、1. 0 μmol·L-1 Ipr 组、2. 5 μmol·L-1 
Ipr 组和 5. 0 μmol·L-1 Ipr 组 （分别加入终浓度为 0、1. 0、2. 5 和 5. 0 μmol·L-1 的 Ipr 溶液处理 24 h）。

采用荧光显微镜观察细胞中活性氧 （ROS） 生成和线粒体膜电位；采用试剂盒检测超氧化物歧化酶

（SOD） 活性和丙二醛 （MDA） 水平及还原型谷胱甘肽 （GSH） /氧化型谷胱甘肽 （GSSG） 比值，

Western blotting 法检测 Ipr 暴露后各组 GC-2 细胞中铁死亡相关蛋白表达水平，免疫荧光法检测各组

GC-2 细胞中血红素加氧酶 1 （HO-1） 蛋白荧光强度。结果结果：：MTT 法，与 0 μmol·L-1 Ipr 组比较，

1. 000、10. 000 和 100. 000 μmol·L-1 Ipr 组 GC-2 细胞活性明显降低 （P<0. 01），后续实验选择 1. 0、
2. 5和 5. 0 μmol·L-1 Ipr作用 GC-2细胞。荧光检测法，与空白对照组比较，2. 5和 5. 0 μmol·L-1 Ipr处理

GC-2 细胞可促进 ROS 生成并降低线粒体膜电位；1. 0 μmol·L-1 Ipr 组 GC-2 细胞中 MDA 水平和 SOD
活性及 GSH/GSSG 比值均无明显变化，差异无统计学意义（P>0. 05），2. 5和 5. 0 μmol·L-1 Ipr组GC-2
细胞中 MDA 水平明显升高 （P<0. 05 或 P<0. 01）， SOD 活性和 GSH/GSSG 比值明显降低 （P<
0. 01）。Western blotting 法，与空白对照组比较，作用 24 h 后 1. 0 μmol·L-1 Ipr 组 GC-2 细胞中谷胱甘

肽过氧化物酶 4 （GPX4） 和铁蛋白重链 1 （FTH1） 蛋白表达水平均无明显变化，差异无统计学意义

（P>0. 05），作用 24 h 后 2. 5 和 5. 0 μmol·L-1 Ipr组 GC-2 细胞中 GPX4 和 FTH1 蛋白表达水平均明显降

低 （P<0. 05 或 P<0. 01），作用 24 h 后 1. 0、2. 5 和 5. 0 μmol·L-1 Ipr 组 GC-2 细胞中 HO-1 蛋白表达水

平均明显升高 （P<0. 01）。免疫荧光法，与空白对照组比较，1. 0、2. 5 和 5. 0 μmol·L-1 Ipr 组 GC-2
细胞中 HO-1 蛋白荧光强度明显增强。结论结论：：Ipr 导致小鼠精母细胞 GC-2 铁死亡，其机制可能与上调

HO-1 蛋白表达以及下调 GPX4 和 FTH1 蛋白表达有关。
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氧酶 1
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ABSTRACT  Objective：To discuss the effect of iprodione （Ipr） on ferroptosis in mouse spermatocyte 
GC-2 cells， and to clarify its possible mechanism.  Methods：The MTT method was used to detect the 
viability of GC-2 cells after treatment with 0， 0. 001， 0. 010， 0. 100， 1. 000， 10. 000， and 100. 000 μmol·L-1 
Ipr for 24 h.  Additional GC-2 cells were taken and divided into blank control group， 1. 0 μmol·L-1 Ipr 
group， 2. 5 μmol·L-1 Ipr group， and 5. 0 μmol·L-1 Ipr group （treated with Ipr solutions at final concentrations 
of 0， 1. 0， 2. 5， and 5. 0 μmol·L-1， respectively， for 24 h）.  Fluorescence microscope was used to observe  
the intracellular reactive oxygen species （ROS） generation and mitochondrial membrane potential changes； 
Kit methods were used to detect the superoxide dismutase （SOD）activity， malondialdehyde （MDA） level， 
and the reduced glutathione （GSH）/oxidized glutathione （GSSG） ratio in the GC-2 cells in various groups； 
Western blotting method was used to detect the expression levels of ferroptosis-related proteins in the GC-2 
cells in various groups after Ipr exposure； immunofluorescence method was used to detect the fluorescence 
intensity of heme oxygenase-1 （HO-1） protein in the GC-2 cells in various groups.  Results：The MTT 
assay results showed that compared with 0 μmol·L-1 Ipr group， the viabilities of the GC-2 cells in 1. 000， 
10. 000，  and  100. 000 μmol·L-1 Ipr  groups  were  significantly  decreased （P<0. 01）；  thus， 1. 0， 2. 5， and 
5. 0 μmol·L-1 Ipr were selected for subsequent experiments on GC-2 cells.  The fluorescence analysis results 
showed that compared with blank control group， the ROS generation in the GC-2 cells in 2. 5 and 5. 0 μmol·L⁻¹ 
Ipr groups was increased and the mitochondrial membrane potentials were decreased； there were no 
significant  changes  in  the  MDA  level，  SOD  activity，  and  GSH/GSSG  ratio  in  the  GC-2  cells  in 
1. 0 μmol·L-1 Ipr group （P>0. 05）； compared with blank control group， the MDA levels in the GC-2 cells 
in 2. 5 and 5. 0 μmol·L-1 Ipr groups were significantly increased （P<0. 05 or P<0. 01）， and the SOD 
activities and GSH/GSSG ratios were significantly decreased （P<0. 01）.  The Western blotting results 
showed that compared with blank control group， after 24 h of treatment， the expression levels of glutathione 
peroxidase 4 （GPX4） and ferritin heavy chain 1 （FTH1） proteins in the GC-2 cells in 1. 0 μmol·L-1 Ipr group 
showed no significant changes （P>0. 05）； compared with blank control group， after 24 h of treatment， the 
expression levels of GPX4 and FTH1 proteins in the GC-2 cells in 2. 5 and 5. 0 μmol·L ⁻ ¹ Ipr groups were 
significantly decreased （P<0. 05 or P<0. 01）； compared with blank control group， after 24 h of treatment， 
the expression levels of HO-1 protein in the GC-2 cells in 1. 0， 2. 5， and 5. 0 μmol·L-1 Ipr  groups were 
significantly increased （P<0. 01）.  The immunofluorescence results showed that compared with blank 
control group， the fluorescence intensities of HO-1 protein in the GC-2 cells in 1. 0， 2. 5， and 5. 0 μmol·L-1 
Ipr groups were significantly enhanced.  Conclusion：Ipr induces ferroptosis in mouse spermatocyte GC-2 
cells，  and  its  mechanism  may  be  related  to  the  up-regulation  of  HO-1  protein  expression  and  the 
down-regulation of GPX4 and FTH1 protein expressions.
KEYWORDS Ferroptosis；  Mouse spermatocyte GC-2；  Iprodione；  Glutathione peroxidase 4；  
Ferritin heavy chain 1；  Heme oxygenase-1

男性不育约占不育病例的 40%，现已成为全

球日益严重的社会问题。生殖毒理学研究［1］表明：

环境污染物对男性生育能力和胚胎发育存在不利影

响。研究［2］ 表明：暴露于内分泌干扰化学物质  
（endocrine disrupting chemicals， EDCs） 被认为是

导致男性精子数量和质量降低及生殖疾病发病率升

高的主要原因之一。铁死亡作为一种新型的程序性

细胞死亡方式，近年来在男性生殖领域受到广泛关

注［3］。一些环境污染物，包括镉［4］、丙烯醛［5］ 和

邻苯二甲酸二 （2-乙基己基） 酯［6］ 通过影响氧化

应激及抗氧化系统等诱导细胞铁死亡，进而对男性

生殖系统产生毒性作用［7］。氧化应激和脂质过氧化

会破坏精子的质膜及 DNA 的完整性，影响精子的

质量和受精能力［8］。在众多环境污染物中，异菌脲

（iprodione， Ipr） 作为一种特殊的 EDCs 对动物机

体存在潜在性和长期性的破坏作用，与神经毒性、

生殖障碍和内分泌紊乱等不良反应的发生有关［9］。

研究［10-11］ 显示： Ipr 暴露后大鼠睾丸组织发生氧化

应激，谷胱甘肽 （glutathione，GSH） 代谢紊乱和

活 性 氧 （reactive oxygen species， ROS） 水 平 升
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高。但 Ipr导致男性生殖损伤的作用机制尚不明确。

因此本研究探讨 Ipr对小鼠精母细胞 GC-2 铁死亡的

影响，阐明男性不育的发病机制，旨在为制定有效

的预防和治疗措施提供参考。

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 。 胎 牛 血 清 购 自 上 海

VivaCell 公司，高糖培养基购自上海源培生物科技

股份有限公司，辣根过氧化物酶标记二抗  （山羊

抗兔、山羊抗小鼠） 购自北京中杉金桥生物技术有

限公司， Ipr 购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司，谷胱甘肽过氧化物酶 4（glutathione peroxidase 4，
GPX4） 抗体购自成都正能生物技术有限公司，

铁蛋白重链 1 （ferritin heavy chain 1，FTH1） 购自

武   汉   ABclonal  公   司，  血   红   素   加   氧   酶   1
（hemeoxygenase-1， HO-1） 和 β - 微 管 蛋 白 （β - 
tubulin） 抗体购自美国 Proteintech 公司，ROS 检测

试剂盒、还原型 GSH/氧化型谷胱甘肽 （oxidized 
glutathione，GSSG） 检测试剂盒、线粒体膜电位

检 测 试 剂 盒 和 总 超 氧 化 物 歧 化 酶 （superoxide 
dismutase，SOD） 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 安 徽 Biosharp 公 司 ， 噻 唑 蓝

（methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide，MTT）

购自美国 MCE 公司，山羊抗兔绿色荧光二抗购自

美国 Jackso公司。CO2细胞培养箱购自美国 Thermo 
Fisher Scientific公司，SYNERGY H1型多功能酶标

仪购自美国 Bio Tek公司，5804 R型高速冷冻离心机

购自德国 Eppendorf公司，AI600型化学发光凝胶成

像仪购自美国General Electric公司，NISElements 型

激光共聚焦显微镜购自日本 Nikon 公司。

1. 2　　 GC--2 细 胞 培 养 和 实 验 分 组细 胞 培 养 和 实 验 分 组　　 GC-2 细胞培

养采用含有 10% 胎牛血清和 1% 青 -链霉素的高

糖培养基，于 5% CO2、37 ℃细胞培养箱内培养，

待细胞生长至 80%~90% 时，进行细胞传代和实

验接板。GC-2 细胞随机分为空白对照组 （不进行

处理），以及根据“1. 3” MTT 实验结果选取的

1. 0 μmol·L-1 Ipr   组、    2. 5 μmol·L-1 Ipr   组    和
5. 0 μmol·L-1 Ipr组。

1. 3　　 MTT 法检测不同剂量法检测不同剂量 Ipr 处理后处理后 GC--2 细胞细胞

活性活性　　处于取对数生长期的 GC-2 细胞，以每毫升

4×104个细胞的密度接种于 24孔细胞培养板中，每孔

加入 500 μL 培养基过夜贴壁培养。分别使用终浓

度为 0、0. 001、0. 010、0. 100、1. 000、10. 000 和

100. 000 μmol·L-1 的 Ipr 溶液处理细胞 24 h，每孔

加入 50 μL 浓度为 5 g·L-1的 MTT 溶液，十字法混

匀放回培养箱继续孵育 4 h，去除培养基，每孔加

入 600 μL 二 甲 基 亚 砜 （dimethyl sulfoxide，
DMSO） 溶液，置于摇床上避光振荡 15 min。使用

酶标仪测定波长 570 nm 处的吸光度 （A） 值，参考

波长为 630 nm，计算 Ipr 处理后 GC-2 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%。该实验结果

用于确定后续研究的药物处理剂量。

1. 4　　 试 剂 盒 法 检 测 各 组试 剂 盒 法 检 测 各 组 GC--2 细 胞 中细 胞 中 SOD 活 性活 性　　 

 选取处于对数生长期的 GC-2 细胞，以每毫升

4×105个细胞的密度接种于 6 孔细胞培养板中，每

孔加入 2 mL 完全培养基，过夜贴壁培养。按照

“1. 2”中方法分组及给药处理 24 h，吸弃原培养

基，用预冷的磷酸盐缓冲液 （phosphate buffered 
saline，PBS） 洗涤细胞 3 次。每孔加入 150 μL 预

冷的 SOD 样品制备液，冰上裂解 30 min，充分裂

解细胞，取适量细胞裂解液，按照 BCA 蛋白浓度

试剂盒测定样品的蛋白浓度。SOD 酶活性测定：

在 96 孔细胞培养板中，每孔加入 20 μL 充分裂解

的 样品和 160 μL 水溶性四唑盐 -8 （water-soluble 
tetrazolium salt-8，WST-8） /酶工作液，最后每孔

快速加入 20 μL 反应启动液，37 ℃孵育 30 min。利

用酶标仪在波长 420 nm 处测定各孔 A 值，根据试

剂盒说明书计算各组样品中 SOD 抑制百分率和

酶活性。抑制百分率= （空白对照 1 A 值-样本

A 值） / （空白对照 1 A 值-空白对照 2 A 值） ×
100%；SOD活性（U·μg-1） =抑制百分率/（1-抑

制百分率）×（Cprot×V）。Cprot：蛋白浓度（mg·L-1）， 
V： 上样体积（μL）。

1. 5　　 试 剂 盒 法 检 测 各 组试 剂 盒 法 检 测 各 组 GC--2 细 胞 中细 胞 中 MDA 水 平水 平　　

 选取处于对数生长期的 GC-2 细胞，以每毫升

4×105个细胞的密度接种于 6 孔细胞培养板中，每

孔加入 2 mL 完全培养基，过夜贴壁培养。按照

“1. 2”中方法分组及给药处理 24 h，吸弃培养基，

PBS 缓冲液洗涤细胞，每孔加入 200 μL 预冷的细胞

裂解液，冰上振荡裂解 30 min，4 ℃、12 000 r·min-1

离心 15 min 后取上清，取适量细胞裂解液上清，

按照 BCA 试剂盒测定各组样品蛋白浓度；向 100 μL
待测样品上清液中加入 200 μL MDA 检测工作液，

吹 打 混 匀 。 将 混 合 液 置 于 100 ℃ 沸 水 浴 中 反 应
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15 min，流水冷却至室温。将处理后的样品于 1 000 g
离心 10 min，取 100 μL 上清在酶标仪于波长 532 nm
处测定各组 A 值。根据标准曲线，计算出各组样品

中 MDA 水平。

1. 6　　试剂盒法检测各组试剂盒法检测各组 GC--2 细胞中细胞中 GSH/GSSG

比值比值　　选取处于对数生长期的 GC-2 细胞，以每毫

升 4×105 个细胞的密度接种于 6 孔细胞培养板中，

每孔加入 2 mL 完全培养基，过夜贴壁培养。按照

“1. 2”中方法分组及给药处理 24 h，吸弃原培养

基，PBS 缓冲液洗涤细胞，用细胞刮刀收集细胞，

4 ℃、 12 000 r·min-1 离心 10 min，弃上清。加入

3 倍体积的蛋白去除剂 M，冰浴超声破碎，反复冻

融 3 次；冰上静置 5 min 后，4 ℃、12 000 r·min-1

离心 10 min 取上清。取适量细胞裂解液上清，按照

BCA 蛋白浓度测定试剂盒测定各组样品的蛋白浓

度。总 GSH 测定：取适量样品，加入总 GSH 检测

工作液，混匀，室温孵育 5 min。加入 50 μL还原型烟

酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 磷 酸 （nicotinamide adenine 
dinucleotide  phosphate，  NADPH） 溶   液，  混   匀，

25 min 后在 412 nm 波长处测定 A 值；GSSG 检测：

吸取适量样品，加入 GSH 清除工作液和 GSH 清除

缓冲液，震荡混匀，室温放置 1 h 后。按照总 GSH
测定步骤操作。根据总 GSH 和 GSSG 标准曲线计

算 样 品 中 GSH+GSSG 和 GSSG 的 含 量 。 GSH
（mmol·g-1）=［（GSH+GSSG）-GSSG］ ×2/蛋白

浓 度 。 GSH 水 平（μmol·g-1）=C1-C2×2/Cprot；

C1：总 GSH 样本浓度 （μmol·L-1）；C2：GSSG 样

品浓度 （μmol·L-1）；Cprot：蛋白浓度 （g·L-1）。

1. 7　　荧光显微镜观察各组荧光显微镜观察各组 GC--2 细胞中细胞中 ROS 生生成成　　

 取处于对数生长期的 GC-2 细胞，以每毫升 2×
105个细胞的密度接种至带有细胞爬片的 6 孔细胞培

养板中，每孔加入 2 mL 完全培养基，过夜贴壁培

养。按照“1. 2”中方法分组及给药处理 24 h，吸

弃原培养基，用预热的 PBS 缓冲液轻轻洗涤细胞

2 次后，加入 1 mL 用无血清培养基稀释的终浓度

为 10 μmol·L-1 的  2'， 7'-二氯二氢荧光素二乙酯

（2'，7'-dichlorofluorescin diacetate，DCFH-DA） 工

作液，将孔板放回细胞培养箱中避光孵育 20 min；
去除 DCFH-DA 工作液，用基础培养基轻轻洗涤

3 次。最后在荧光显微镜下观察荧光染色情况并采

集图像信息。

1. 8　　荧光显微镜观察各组荧光显微镜观察各组 GC--2 细胞中线粒体膜细胞中线粒体膜

电电位位　　取处于对数生长期的 GC-2 细胞，以每毫升

2×105个细胞的密度接种至带有细胞爬片的 6 孔细

胞培养板中，每孔加入 2 mL 完全培养基，过夜贴

壁培养。按照“1. 2”中方法分组及给药处理 24 h，
吸弃原培养基，用预热的 PBS 缓冲液轻轻洗涤细胞

2 次后，向每孔中加入培养基和 JC-1 （1×） 染色

工作液各 1 mL，轻轻混匀，将孔板放回细胞培养

箱中，在避光条件下孵育 20 min，吸弃 JC-1 染色

工作液，用 JC-1 （1×） 染色缓冲液轻轻洗涤细胞

3 次。最后，在荧光显微镜下观察染色情况并采集

图像信息。

1. 9　　 Western blotting 法 检 测 各 组法 检 测 各 组 GC--2 细 胞 中细 胞 中

HO--1、、GPX4 和和 FTH1 的蛋白表达水平的蛋白表达水平　　取处于对

数生长期的 GC-2 细胞，以每毫升 4×105 个细胞的

密度接种至带有细胞爬片的 6 孔细胞培养板中，每

孔加入 2 mL 完全培养基，过夜贴壁培养。按照

“1. 2”中方法分组及给药处理 24 h，用预冷的PBS缓

冲液漂洗细胞 2次，提取总蛋白并测定蛋白浓度后，

进行蛋白凝胶电泳。分离蛋白后以恒压转置聚偏二

氟乙烯  （polyvinylidene difluoride，  PVDF） 膜后，丽

春红染色观察转膜蛋白条带，5% 脱脂奶粉常温下封

闭 1 h，然后分别与HO-1（1∶3 000）、GPX4（1∶1 000）、

FTH1 （1∶1 000） 和 β -tubulin （1∶10 000） 抗体

4 ℃孵育过夜。回收一抗，含吐温-20 的 Tris缓冲盐

溶液（Tris-buffered saline with Tween® 20，TBST）

溶液洗膜 3 次，每次 10 min，室温孵育辣根过氧化

物酶 （horseradish peroxidase，HRP） 标记的二抗

1 h。TBST 溶液洗膜 3 次，每次 10 min。增强化学

发光 （enhanced chemiluminescence，ECL） 法曝光

条带；采用 Image J 软件分析蛋白条带灰度值，以

β-tubulin 为内参，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. 10　　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 HO--1 蛋蛋白白

荧光强度荧光强度　　取处于对数生长期的 GC-2 细胞，以每

孔 1×105个细胞的密度接种于带有细胞爬片的 6 孔

细胞培养板中，过夜贴壁培养。按照“1. 2”中方

法分组及给 药 处 理 24 h， 吸 弃 培 养 液 ， PBS 缓

冲 液 洗 涤 3 次，4% 多聚甲醛于室温固定 30 min，
PBS 缓冲液洗涤 3 次； 0. 25% Triton X-100 通透

10 min，PBS 缓冲液洗涤 3 次，将爬片取出放置在

载玻片上，组化笔圈出染色区域，免疫荧光封闭液

室温封闭 1. 5 h；加入由封闭液稀释的免疫荧光一

抗 HO-1 （1∶100）  4 ℃过夜孵育，PBS 缓冲液洗涤
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3 次，对应的免疫荧光二抗  （1∶1 000） 室温避光

孵育 1 h，PBS 缓冲液洗涤 3 次，在室温条件下加

入由 PBS 缓冲液稀释的 4'，6-二脒基 -2-苯基吲哚

（4'， 6-diamidino-2-phenylindole， DAPI）（1∶800）
染细胞核 20 min，  PBS 缓冲液洗涤 3 次，  每次

10 min，避光条件下适当晾干，在染色区域滴加抗

荧光淬灭剂后封片。在激光共聚焦显微镜下观察染

色效果并采集图像信息。以绿色荧光代表 HO-1 蛋

白表达情况，绿色荧光越强，HO-1 表达越强；绿

色荧光越弱，HO-1 表达越弱。

1. 11　　统计学分析统计学分析　　采用 GraphPad Prism 9. 0 软件

进行统计学分析。各组 GC-2 细胞的细胞活性和

GC-2 细胞中 SOD 活性、MDA 水平及 GSH/GSSG
比值以及 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 量不 同 剂 量 Ipr 处 理 后处 理 后 GC--2 细 胞 活细 胞 活 性性　　与

0 μmol·L-1  Ipr   组   比   较 ，   0. 001、    0. 010   和
0. 100 μmol·L-1 Ipr 组 GC-2 细胞活性无明显变化，

差异无统计学意义 （P>0. 05）；1. 000、10. 000 和

100. 000 μmol·L-1 Ipr 组 GC-2 细胞活性明显降低

（P<0. 01），见表 1。因此，本研究中使用 1. 0、
2. 5 和 5. 0 μmol·L-1 Ipr进一步处理 GC-2 细胞。

2. 2　　各组各组 GC--2 细胞中细胞中 SOD 活性和活性和 MDA 水平水平及及

GSH/GSSG比值比值　　与空白对照组比较，处理 24 h后，

1. 0 μmol·L-1 Ipr 组 GC-2 细胞中 SOD 活性和 MDA
水平以及 GSH/GSSG 比值均无明显变化，差异无

统计学意义 （P>0. 05）；2. 5 和 5. 0 μmol·L-1 Ipr组
GC-2 细胞中 SOD 活性和 GSH/GSSG 比值明显降

低 （P<0. 01）， MDA 水平明显升高（P<0. 05 或

P<0. 01）。见表 2。

2. 3　　各组各组 GC--2 细胞中细胞中 ROS 生成和线粒体膜电位生成和线粒体膜电位　　

 与空白对照组比较，随着 Ipr 浓度的升高，GC-2
细胞中 ROS 的生成增加，表现为代表 ROS 的绿色

荧光强度明显增强； 5. 0 μmol·L ⁻ ¹ Ipr 处理 24 h
后，GC-2 细胞中 ROS 荧光信号覆盖的区域明显扩

大，见图 1。线粒体膜电位检测结果显示：与空白

对照组比较，1. 0 μmol·L⁻¹ Ipr 组细胞的红色和绿

色荧光信号分布和线粒体膜电位未见明显变化；

2. 5 和 5. 0 μmol·L⁻¹ Ipr 组 GC-2 细胞中红色荧光信

号减少，绿色荧光信号增加，表明 Ipr 剂量依赖性

地诱发了 GC-2细胞线粒体膜电位的下降。见图 2。
2. 4　　各组各组 GC--2 细胞中细胞中 GPX4、、FTH1 和和 HO--1 蛋白蛋白

表达水平表达水平　　Western blotting 法检测结果显示：与空

白 对 照组比较， 1. 0、 2. 5 和 5. 0 μmol·L-1 Ipr 组

GC-2 细胞中 HO-1 蛋白表达水平明显升高 （P<
0. 01）； 1. 0 μmol·L-1 Ipr 组 GC-2 细胞中 GPX4 和

FTH1 蛋白表达水平无明显变化，差异无统计学意

义 （P>0. 05），2. 5 和 5. 0 μmol·L-1 Ipr 组 GC-2 细

胞 中 GPX4 和 FTH1 蛋 白 表 达 水 平 明 显 降 低

（P<0. 05 或 P<0. 01），见图 3 和表 3。免疫荧光法

表表 1　　不同剂量不同剂量 Ipr处理后各组处理后各组 GC--2 细胞活性细胞活性

TabTab.. 11　　 Cell activities of GCCell activities of GC--22 cells in various groups after  cells in various groups after 
treated with different doses of Iprtreated with different doses of Ipr  （n=3， x±s， η/%）

Concentration of Ipr (μmol·L-1)
0

0.001
0.010
0.100
1.000

10.000
100.000

Cell activity
100.00±2.75

99.29±4.43
99.04±3.13
97.49±4.41
85.64±3.00*

67.70±3.82*

31.08±4.68*

*P<0.01 vs 0 μmol·L-1 Ipr group.

表表 2　　各组各组 GC--2 细胞中细胞中 SOD 活性和活性和 MDA 水平及水平及 GSH/GSSG 比值比值

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

Group
Black control
1.0 μmol·L-1 Ipr
2.5 μmol·L-1 Ipr
5.0 μmol·L-1 Ipr

SOD activity [λB/(U·mg-1)]
74.6±2.8
71.8±5.2
56.9±3.8**

46.3±1.2**

MDA level [λB/(mol·g-1)]
5.82±0.55
7.07±1.24
9.73±1.31*

12.91±2.79**

Ratio of GSH/GSSG
1.35±0.44
1.10±0.02
0.45±0.05**

0.09±0.05**

*P<0.05， **P<0.01 vs blank control group.
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检测结果显示：与空白对照组比较，1. 0、2. 5 和

5. 0 μmol·L-1 Ipr 组 GC-2 细胞中 HO-1 蛋白荧光强

度增加，并呈剂量依赖性。见图 4。

3 讨  论  

在现代社会，男性不育已成为一项严峻的医疗

挑战，其致病因素包括遗传、免疫和环境导致的内

分泌失调、精液质量异常以及精子生成阻碍等。精

母细胞在生殖过程中发挥重要作用，主要功能是产

生精子，参与生殖过程，其损伤可能导致精子生成

减少或完全停止。研究［12］ 表明：环境污染物通过

不同机制对精母细胞造成损伤，暴露于农药的大鼠

精子数量减少，导致精子发生受到抑制。本研究结

果显示：随着 Ipr 剂量的增加，GC-2 细胞活性明显

降低，并呈剂量依赖性，表明 Ipr 对小鼠精母细胞

GC-2 造成了损伤。

铁死亡是与脂质代谢相关的新型细胞死亡形

式，与男性不育的发生发展有关。铁死亡主要表现

为细胞内 ROS 积累、MDA 水平升高和 GSH 耗竭。

脂质过氧化物水平对维持精子运动能力、形态完整

性、DNA 结构稳定性和线粒体正常结构及功能起

着关键作用，ROS 累积导致的氧化应激被认为是

特发性男性不育症的关键因素之一［13-15］。GSH 是

一种强效的还原剂，GPX4 可催化 GSH 参与氧化

还原反应，将脂质过氧化物还原为对应的醇，保护

细胞免受脂质过氧化损伤，抑制细胞铁死亡的发

生［16］。研究［17-18］ 显示：大鼠和小鼠的睾丸中存在

A B C D

200 μm 200 μm 200 μm 200 μm

A：Blank control group； B：1.0 μmol·L-1 Ipr group； C：2.5 μmol·L-1 Ipr group； D：5.0 μmol·L-1 Ipr group.
图图 1　各组　各组 GC--2 细胞中细胞中 ROS 水平的荧光显微图像水平的荧光显微图像

Fig. 1　　Fluorescence microscope images of intracellular ROS levels in GC--2 cells in various groups

Blank control 1.0 μmol·L-1 Ipr 2.5 μmol·L-1 Ipr 5.0 μmol·L-1 Ipr

J-aggrerates

Monomer

Merge

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

图图 2　各组　各组 GC--2 细胞中线粒体膜电位的荧光显微图像细胞中线粒体膜电位的荧光显微图像

Fig. 2　　Fluorescence microscope images of mitochondrial membrane potential in GC--2 cells in various groups
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高水平的 GSH，GSH 可改善糖尿病小鼠的精子质

量和睾丸组织形态异常。线粒体功能障碍会导致

GSH 的大量消耗，加剧铁死亡的发生；其作用机

制是促进磷脂多不饱和脂肪酸的过氧化反应，生成

大量脂质过氧化物和 ROS，诱导细胞铁死亡［19-20］，

进而出现线粒体萎缩、膜密度增加和线粒体膜电位

变化等现象［21］。研究［22-23］ 表明：线粒体 ROS 的大

量产生会损伤精子膜，导致精子 DNA 碎片化和能

量代谢失衡，最终影响生殖能力。本研究结果显

示：经 Ipr处理的 GC-2 细胞中 MDA 和 ROS 水平升

高、SOD 活性和 GSH/GSSG 比值降低以及线粒体

膜电位降低。上述变化与铁死亡的特征一致，提示

Ipr可能会引起 GC-2 细胞铁死亡。

GSH/GPX4 途径被认为是调节铁死亡的经典

信号通路。GSH 大量耗竭、GPX4 酶活力不足以及

抗过氧化能力降低，导致脂质过氧化物大量累积，

最后导致细胞发生铁死亡［24］。GPX4 水平对于维持

精子发生过程发挥至关重要的作用。研究［25］显示：

精母细胞中 GPX4 的耗竭会导致小鼠精子数量和活

力下降。HO-1 作为一种重要的抗氧化酶，主要催

化血红素分解代谢成亚铁离子、一氧化碳和胆绿

表表 3　　各组各组 GC--2 细胞中细胞中 HO--1、、GPX4 和和 FTH1 蛋白表达水蛋白表达水平平

TabTab.. 33　　Expression   levels   of   HOExpression   levels   of   HO--11,,  GPX  GPX44,,  and   FTH  and   FTH11  
proteins in GCproteins in GC--22 cells in various groups cells in various groups （n=3, x±s）

Group
Blank control
1.0 μmol·L-1 Ipr
2.5 μmol·L-1 Ipr
5.0 μmol·L-1 Ipr

HO-1 
1.00±0.00
1.22±0.04**

1.37±0.06**

1.53±0.12**

GPX4 
1.00±0.00
0.83±0.21
0.62±0.07**

0.55±0.07**

FTH1 
1.00±0.00
0.98±0.12
0.71±0.22*

0.49±0.07**

*P<0.05，**P<0.01 vs blank control group.

1        2        3         4 

32 000

22 000

22 000

50 000

Mr

HO-1

GPX4

FTH1

β-Tubulin

Lane 1：Blank control group； Lane 2：1.0 μmol·L-1 Ipr group； 
Lane 3：2.5 μmol·L-1 Ipr group； Lane 4：5.0 μmol·L-1 Ipr 
group.
图图 3　各组　各组 GC--2 细胞中细胞中 HO--1、、GPX4 和和 FTH1 蛋白表蛋白表

达电泳图达电泳图

Fig. 3　　Electrophoregram of expressions of HO--1,GPX4, 

and FTH1 proteins in GC--2 cells in various groups

Blank control 1.0 μmol·L-1 Ipr 2.5 μmol·L-1 Ipr 5.0 μmol·L-1 Ipr

DAPI

HO-1

Merge

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm 100 μm

图图 4　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 HO--1 蛋白荧光强度蛋白荧光强度

Fig. 4　　 Fluorescence intensities of HO--1 protein in GC--2 cells in various groups detected of immunofluorescence 

method
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素。HO-1 的抗氧化作用可通过生成胆绿素及其还

原型胆绿素来清除 ROS，减少脂质过氧化和细胞

损伤，从而抑制铁死亡［26］。研究［27］显示：小鼠睾

丸暴露于邻苯二甲酸二 （2-乙基己基） 酯可通过

HIF-1α/HO-1 信号通路引发铁死亡，导致生殖损

伤。铁代谢也被认为是铁死亡的关键调控机制。生

物体内的铁元素除结合在血红蛋白中的铁离子外，

大部分储存于铁蛋白中。铁蛋白是一种胞质铁储存

蛋白，由 FTH1和铁蛋白轻链 2 （ferritin light chain 2，
FTL2） 2 种亚基组成。FTH1 具有亚铁氧化物酶活

性，可将 Fe3+转化为 Fe2+并储存在 FTL2 中，防止

亚铁离子与产生 ROS 的底物接触［28-29］。研究［30］ 显

示：暴露于金属铬 （chromium，Cr） 会使小鼠支

持细胞中总铁含量增加和 FTH1 水平降低，导致细

胞内铁积累和细胞铁死亡。由此可知，FTH1 在维

持细胞内铁稳态中发挥重要作用。本研究结果显

示 ： 暴 露 于 Ipr 能 够 抑 制 GC-2 细 胞 中 GPX4 和

FTH1 蛋白表达，同时促进 HO-1 蛋白表达，表明

Ipr能够诱导 GC-2 细胞铁死亡。

综上所述，Ipr 暴露可导致 GC-2 细胞中脂质过

氧化物积累，诱导细胞发生铁死亡，其机制可能与

上调 HO-1 蛋白表达和下调 GPX4 和 FTH1 蛋白表

达有关。
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