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摘要 

随着社会经济和工业的不断发展，环境污染越来越引起人们的重视。近年来，

由于环境污染物对人类生殖健康的危害，使其在畜牧业中的影响受到越来越多的关

注。最近的研究表明，由于环境和管理等方面的原因，在饲养过程中牲畜长期接触

多种有害物质如农药、重金属和化学品等污染物，这可能导致家畜繁殖性能下降，

甚至不育。然而，关于环境污染物对反刍动物生殖健康影响的研究仍然有限。 

双酚 AF （Bisphenol AF，BPAF）是双酚 A（Bisphenol A，BPA）的替代物之

一，已广泛用于工业上塑料产品的生产，在环境水资源、土壤和空气中也广泛存在，

对人类和动物的生殖健康具有潜在的危害。近年来多项研究结果表明 BPAF 可以影

响动物的配子发生进而干扰动物的生殖功能。子宫作为孕育胎儿的场所，在生殖过

程中同样发挥着关键的作用，然而关于 BPAF 对子宫的潜在毒性影响还未见报道。 

姜黄素是从姜黄根茎中分离得到的姜黄成分，具有显著的抗氧化和抗炎等特性，

并且能够缓解多种环境污染物引起的细胞毒性。因此，本研究利用奶山羊子宫内膜

上皮细胞（Endometrial epithelial cells ，EECs）体外培养模型，首先探究了 BPAF

对 EECs 的细胞毒性影响，然后检测了姜黄素对 BPAF 诱导的细胞毒性的缓解功效，

并深入揭示了 BPAF 对 EECs 的毒性影响途径及姜黄素的保护调控机制。主要研究

结果如下： 

1.BPAF 通过激活氧化应激诱导 EECs 凋亡 

在培养液中添加不同浓度（0、10、20、40、60 和 80 μΜ）的 BPAF 处理 EECs 24 

h，发现 BPAF 在 40 μΜ-80 μΜ 时显著降低细胞活力（P＜0.001），并在 20 μΜ-80 μΜ

时显著降低线粒体膜电位（P＜0. 01）。通过检测氧化应激相关指标发现，所有 BPAF

浓度均显著提高了活性氧（Reactive oxygen species，ROS）水平（P＜0.001），且在

BPAF 为 40 μΜ-80 μΜ 时丙二醛含量（Malondialdehyde， MDA）和谷胱甘肽过氧

化物酶 （Glutathione Peroxidase，GSH-Px）显著上升（P＜0.05），但 SOD 活性显著

降低（P＜0.01），而过氧化氢酶（Catalase，CAT）含量在 20 μΜ-80 μΜ 时显著上升

（P＜0.001）。此外，本研究也发现 BPAF 在 20 μΜ-80 μΜ 时显著诱导凋亡相关蛋白

Bax 和 γ-H2AX 蛋白的表达（P＜0. 05），Cytochrome C 在 BPAF 浓度为 10 μΜ-60 μΜ

时显著上升（P＜0. 05），但抗凋亡蛋白Bcl-2在40 μΜ-80 μΜ时显著降低（P＜0. 001）。

进一步研究发现，BPAF 激活了 MAPK（Mitogen-activated protein kinase，MAPK）
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和 Nrf2 通路，显著增加了 p-ERK1/2、p-P38、p-JNK、Nrf2、HO-1 和 NQO1 蛋白表

达（P＜0. 01）。这些结果表明一定浓度的 BPAF 可能通过激活 MAPK 通路，诱导

EECs 氧化应激、干扰抗氧化系统功能，从而引起细胞活力下降并诱导细胞凋亡。 

2.姜黄素通过抑制氧化应激和 MAPK 通路缓解 BPAF 诱导的 EECs 凋亡 

为了探究姜黄素能否缓解 BPAF 对 EECs 的细胞毒性影响，用 1.25 μΜ、2.5 μΜ 

和 5 μΜ 姜黄素预处理 EECs 2 h，然后用 60 μΜ BPAF 处理 EECs 24 h 后进行检测。

结果表明姜黄素浓度在 2.5 μΜ 时显著抑制 BPAF 诱导的细胞活力降低和线粒体膜电

位损伤（P＜0. 05），同时，姜黄素通过维持抗氧化系统平衡，显著降低 BPAF 诱导

的 MDA 和 ROS 升高（P＜0. 001），抑制 BPAF 对凋亡相关蛋白 Bax、 Cytochrome C

和 γ-H2AX 表达的诱导升高效应，维持抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达水平稳定。此外，研

究也发现姜黄素显著抑制 BPAF 对 EECs 中 MAPK 通路的激活效应（P＜0. 05），并

以负反馈方式恢复 Nrf2 通路表达。这些结果表明姜黄素可以通过多种途径有效保护

EECs 免受 BPAF 诱导的细胞毒性影响。 

3. BPAF 通过激活自噬和内质网应激诱导 EECs 铁死亡 

为了进一步探究 BPAF 对 EECs 的影响，本研究深入检测了 BPAF 处理 EECs 24 

h 后对铁死亡、自噬和内质网应激的影响。研究发现 BPA 以剂量依赖性方式显著诱

导铁死亡通路相关分子表达（P＜0. 05），如 FTH1、GPX4、COX2 和 FACL4 蛋白

及 NCOA4 mRNA，同时显著诱导 GSH 含量升高（P＜0. 001）。综合前述 ROS 和

MDA 的结果，提示 BPAF 诱导了 EECs 细胞铁死亡。此外，BPAF 处理还显著激活

了自噬相关蛋白如 ATG5、Beclin1、LC3 和 P62 的表达（P＜0. 05），促进了自噬体

和溶酶体融合相关基因 VAMP8 mRNA 表达（P＜0. 001）。这些结果提示 BPAF 处理

激活了 EECs 自噬。然后，本研究用铁死亡抑制剂验证 BPAF 是否诱导了 EECs 铁死

亡。研究结果发现，铁死亡抑制剂 Fer-1 预处理显著抑制了 BPAF 诱导的细胞活力降

低（P＜0. 001）和 MDA 的升高（P＜0. 05），并抑制 GPX4、COX2 和 FACL4 的表

达升高。此外，自噬抑制剂氯喹（Chloroquine，CQ）预处理也显著提升了细胞活力，

并且 CQ 和 3-MA（3-Methyladenine，3-MA）均抑制了 BPAF 诱导的自噬和铁死亡

相关蛋白和 VAMP8 mRNA 表达水平的升高。这些结果表明 BPAF 诱导了 EECs 自噬

依赖性铁死亡。进一步研究发现 BPAF 处理还可以显著激活内质网应激相关蛋白

GRP78、p-PERK、CHOP 和 ATF4 表达（P＜0. 05），在用内质网抑制剂 4-苯基丁酸

（4-Phenylbutyric acid，4-PBA）处理 EECs 后，显著提升了细胞活力（P＜0.01），
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并显著抑制 BPAF 诱导的 LC3 和 P62 表达（P＜0.01）以及铁死亡相关蛋白激活如

FTH1、GPX4、COX2 和 FACL4（P＜0.01），表明 BPAF 通过激活内质网应激诱导

EECs 铁死亡。综上所述，BPAF 处理可能通过激活自噬和内质网应激，诱导 EECs

发生铁死亡。 

4.姜黄素通过抑制自噬和内质网应激缓解 BPAF 诱导的 EECs 铁死亡 

为了探究姜黄素在缓解 BPAF 诱导 EECs 铁死亡方面的保护功效，本研究用姜

黄素预处理 EECs 后再用 BPAF 诱导铁死亡。研究结果表明，姜黄素预处理显著抑

制了 BPAF 诱导的 GPX4、COX2 和 FACL4 蛋白表达升高（P＜0. 001）。这些结果表

明姜黄素可能通过抑制铁死亡缓解 BPAF 对 EECs 的细胞毒性。此外，姜黄素预处

理还可以显著抑制 BPAF 诱导的自噬相关蛋白 ATG5、Beclin1、LC3 和 P62 表达（P

＜0. 01）及 VAMP8 mRNA 水平的升高（P＜0. 05）。这些结果提示姜黄素可以通过

抑制自噬缓解 BPAF 诱导 EECs 铁死亡。进一步研究发现，姜黄素和 CQ 预处理均可

显著抑制 BPAF 诱导的 NCOA4 mRNA 和 FTH1 表达水平升高（P＜0. 01），降低铁

离子含量（P＜0. 05）。此外，DFOM 处理细胞显著提升了细胞活力（P＜0. 01），并

显著抑制了铁死亡相关蛋白表达（P＜0. 05），这些结果表明姜黄素通过抑制铁蛋白

自噬，维持细胞铁稳态，缓解了 BPAF 诱导的 EECs 铁死亡。姜黄素预处理显著抑

制了 BPAF 诱导的内质网应激相关蛋白 ATF6、GRP78、p-PERK、CHOP 和 ATF4

表达水平升高（P＜0. 05）。结合上述 4-PBA 抑制实验结果，表明姜黄素可能通过抑

制内质网应激缓解 BPAF 诱导的铁死亡。 

5. PI3K/AKT/mTOR 和 Nrf2/HO-1 通路被激活以对抗 BPAF 诱导的铁死亡 

为了探究 PI3K/AKT/mTOR 和 Nrf2/HO-1 通路在 BPAF诱导的 EECs 铁死亡中的

作用，本研究对其进行了检测，结果发现 BPAF 处理显著激活 EEC 中的 PI3K/AKT/

mTOR 和 Nrf2/HO-1 通路（P<0.05），而姜黄素预处理可以显著抑制上述通路的激活

（P<0.05）。为了进一步探究姜黄素预处理对 BPAF 诱导上述信号通路激活的保护效

应，本研究用 PI3K 抑制剂 LY294002 处理细胞，结果发现抑制 PI3K 通路加剧了 BP

AF 诱导的细胞损伤和自噬激活（P<0.01），但显著抑制了铁死亡相关蛋白表达（P<

0.01）。敲低 Nrf2 使细胞活力进一步减低（P<0.01），MDA 含量显著上升（P<0.01），

表明敲低 Nrf2 加剧了细胞损伤，但自噬和铁死亡相关蛋白在敲低 Nrf2 后显著降低

（P<0.01）。与 Nrf2 敲低结果一致，HO-1 敲低同样加剧了细胞活力的降低（P<0.05），

但 COX2 和 FACL4 进一步上升（P<0.05）。这些结果表明 PI3K/AKT/mTOR 通路和
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Nrf2/HO-1 通路的激活有助于抵御 BPAF 诱导的铁死亡发生，姜黄素可能通过负反馈

方式恢复 PI3K/AKT/mTOR 和 Nrf2/HO-1 通路激活，降低自噬和铁死亡相关蛋白表

达。 

综上所示，本研究探究了 BPAF 对 EECs 的毒性影响以及姜黄素的缓解效果和

作用机制。一方面 BPAF 通过氧化损伤和激活 MAPK 通路诱导了 EECs 凋亡。另一

方面，BPAF 通过自噬和内质网应激途径诱导 EECs 铁死亡。姜黄素通过抑制 ROS

和 MDA，恢复抗氧化稳态，抑制 P38 和 ERK 信号通路，缓解了 BPAF 诱导的凋亡。

同时，通过抑制 PERK 和 ATF6 通路以及自噬相关蛋白 ATG5、Beclin1、LC3 缓解

BPAF 诱导的内质网应激和自噬，降低 EECs 中铁离子含量，恢复铁稳态，进而抑制

了 BPAF 诱导的铁死亡。研究结果丰富了 BPAF 对反刍动物繁殖健康的潜在影响和

毒性机制，揭示了姜黄素缓解 BPAF 毒性的调控机制，为预防 BPAF 导致的相关疾

病提供了潜在的预防策略和借鉴。 

关键词: BPAF；姜黄素；奶山羊；子宫内膜上皮细胞；凋亡；氧化应激；铁死亡；

自噬；内质网应激；  
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Abstract 

With the continuous development of social and economy, environmental 

contaminants have attracted more and more attention. In recent years, the impact of 

environmental pollutants in the livestock sector has received more and more attention due 

to their harmful effects on human reproductive health. Recently studies have shown that 

many livestock are becoming infertile or reduced fertility due to reasons associated with 

environmental and management reasons during the feeding process. However, research on 

the effects of environmental pollutants on ruminant fertility remains limited. 

Bisphenol AF (BPAF), one of the substitutes for bisphenol A (BPA), has been widely 

used in the production of industrial plastic products, and is also widely present in many 

environmental mediums such as water, soil and air, which has potential harm to human 

and animal reproductive health. In recent years, a number of studies have shown that 

BPAF can disturb the formation of gametes and impairs reproductive health. Uterus, as 

the place where fetuses growth and development, also plays a key role in the reproductive 

process. However, there are few reports on the effects of BPAF on uterine toxicity. 

Curcumin is a turmeric component isolated from the rhizome of turmeric. Numerous 

studies have reported that curcumin possesses antioxidant and anti-inflammatory 

properties and it can alleviate the cytotoxicity caused by various environmental pollutants. 

However, it is unclear whether curcumin could relieve the cell injury caused by BPAF. 

Therefore, in this study, we used caprine endometrial epithelial cell line as an in vitro 

model of uterus to explore the potential effects of BPAF on uterine function, and to 

determine whether curcumin exerts a protective effect on BPAF-induced cell damage and 

to probe the potential molecular mechanism. 

1. BPAF induces apoptosis by activating oxidative stress in EECs 

EECs were treated with different concentrations of BPAF (0,10, 20, 40, 60 and 80 μM) 

for 24 h. The results showed that viability of cells significantly decreased when BPAF at 

40μΜ-80 μM (P < 0.001), while mitochondrial membrane potential significantly 

decreased at 20 μΜ-80 μM (P < 0.01). Oxidative stress-related indicator was detected and 

found that all tested concentrations of BPAF significantly raised the Reactive oxygen 
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species (ROS) levels (P < 0.001), while the content of Malondialdehyde (MDA) and 

Glutathione Peroxidase (Glutathione Peroxidase, GSH-Px) were significantly elevated (P 

< 0.05), and Superoxide dismutase (SOD) content were significantly decreased when 

BPAF at 40 μΜ-80 μM (P < 0.01)，and (Catalase, CAT) content  was  significant 

improvement at 20μΜ-80 μΜ BPAF(P < 0.001). In addition, it was also found that BPAF 

significantly upregulated the expression of apoptosis-related proteins Bax and γ-H2AX at 

20 μΜ-80 μM (P < 0.05), and the level  of Cytochrome C expression  was significantly 

raised when BPAF concentration at 10μM-60 μM(P＜0. 05). The anti-apoptotic protein 

Bcl-2 was significantly decreased at 40μM -80 μM (P < 0. 001). Further study found that 

BPAF activates the MAPK (Mitogen activated protein kinase, MAPK) and Nrf2 pathways. 

The protein expressions of P-ERK1/2, P-P38, P-JNK, Nrf2, HO-1 and NQO1 were 

significantly increased (P < 0.01). These results suggested that a range of  BPAF  

concentration may induce oxidative stress of EECs by activating MAPK pathways, 

interfere the function of the antioxidant system, and thus cause the decrease of cell 

viability and induce cell apoptosis. 

2. Curcumin alleviates BPAF-induced apoptosis of EECs by inhibiting oxidative 

stress and MAPK pathway 

In order to explore whether curcumin could alleviate the cytotoxic effects of BPAF on 

EECs, EECs were pretreated with curcumin at 1.25, 2.5  and 5 μΜ for 2 h, and then 

incubated with 60 μΜ BPAF for 24 h. The results showed that curcumin could markedly 

inhibit reduced cell viability and mitochondrial membrane potential damage induced by 

BPAF when the concentration was 2.5μΜ (P < 0. 05), at the same time, curcumin 

significantly reduce the MDA and ROS levels induced by BPAF by maintaining 

antioxidant system balance (P < 0. 001), Meanwhile, Curcumin could attenuated 

BPAF-induced apoptosis by inhibition expression of apoptosis-related proteins Bax 

Cytochrome c and γ-H2AX and elevated the expression of Bcl-2. In addition, curcumin 

significantly inhibited the activation of BPAF on MAPK pathway in EECs (P < 0.05), and 

restored the expression of Nrf2 pathway in a negative feedback manner. These results 

suggest that curcumin could effectively protect EECs from BPAF-induced cytotoxicity 

through multiple pathways. 
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3. BPAF induces ferroptosis through activation of autophagy and endoplasmic 

reticulum stress in EECs  

To probe the effect of BPAF on EECs, this study examined the ferroptosis, autophagy 

and endoplasmic reticulum stress after BPAF treatment of EECs for 24h.The results 

showed that BPAF significantly induced the expression of ferroptosis pathway-related 

factors (P < 0.05), such as FTH1, GPX4, COX2, FACL4 proteins and NCOA4 mRNA in a 

dose-dependent manner, and also significantly induced the increase of GSH activity (P < 

0.001). Combining the results of ROS and MDA mentioned above, these results 

demonstrated that BPAF induced ferroptosis in EECs. Additionally, autophagy-related 

proteins expression were also activated after treated with BPAF, such as ATG5, Beclin1, 

LC3 and P62 (P < 0.05), and promoted the mRNA expression of autophagosome and 

lysosomal fusion related gene VAMP8 (P < 0.001). These results suggested that BPAF 

treatment activates autophagy. Then, ferroptosis inhibitors Fer-1 was used  to verify 

whether BPAF induce ferroptosis in EECs. The results showed that pretreatment with 

Fer-1 significantly inhibited BPAF-induced cell viability reduction (P<0.001) and MDA 

increase(P<0.05), and inhibited GPX4, COX2, and FACL4 level . In addition, 

pretreatment with autophagy inhibitor Chloroquine (CQ) significantly improved cell 

viability, CQ and (3-Methyladenine, 3-MA) inhibited the increase of autophagy and 

ferroptosis-related protein expression and VAMP8 mRNA levels induced by BPAF. These 

results suggest that BPAF induced autophagy-dependent ferroptosis in EECs. Further 

studies showed that the expression of Endoplasmic reticulum stress (ER stress)-related 

proteins, such as GRP78, P-PERK, CHOP and ATF4 were significantly upregulated (P< 

0.05), indicating that BPAF activated ER stress in EECs. Treatment of the EECs with 

endoplasmic reticulum inhibitor 4-Phenylbutyric acid  (4-PBA) significantly increased 

cell viability (P < 0.01), and  significantly inhibited the expression of LC3 and P62 and 

the activation ferroptosis-related proteins such as FTH1, GPX4, COX2 and FACL4 

induced by BPAF (P < 0.01) , suggesting that BPAF induced EECs ferroptosis by 

activating ER stress. In conclusion, BPAF-induced ferroptosis in EECs through activation 

autophagy and ER stress.  

4. Curcumin alleviates BPAF-induced EECs ferroptosis by inhibiting autophagy and 
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ER stress  

In order to explore the protective effect of curcumin alleviating BPAF-induced 

ferroptosis in EECs. EECs were pretreated with curcumin and then incubated with BPAF 

to induce ferroptosis. The results showed that curcumin pretreatment significantly 

inhibited the expression of GPX4, COX2 and FACL4 protein induced by BPAF (P < 

0.001). These results suggest that curcumin relieves BPAF-induced cytotoxicity of EECs 

by inhibiting ferroptosis. In addition, curcumin pretreatment significantly inhibited the 

expression of autophagy-related proteins ATG5, Beclin1, LC3 and P62 (P<0.01) and 

VAMP8 mRNA (P<0.05) level induced by BPAF. These results suggested that curcumin 

could alleviate BPAF-induced EECs ferroptosis by inhibiting autophagy. Further studies 

showed that curcumin or CQ pretreatment could significantly inhibit the increase of 

NCOA4 mRNA and FTH1 expression level induced by BPAF(P<0.01), and reduce iron 

content(P<0.05). Treatment with DFOM significantly improved cell viability(P<0.01) 

and inhibited ferroptosis related protein expression (P<0.05). These results indicated that 

curcumin alleviated BPAF-induced ferroptosis in EECs by inhibiting ferritinophagy and 

maintaining iron homeostasis in EECs. Curcumin pretreatment significantly inhibited the 

expression levels of ER stress-related proteins ATF6, GRP78, p-PERK, CHOP and ATF4 

induced by BPAF (P<0.05).  Combined with the results of 4-PBA pretreatment , it was 

suggested that curcumin could alleviate BPAF-induced ferroptosis by inhibiting ER 

stress. 

5.The PI3K/AKT/mTOR and Nrf2/HO-1 pathways was activated to combat  

BPAF-induced ferroptosis 

In order to explore the role of PI3K/AKT/mTOR and Nrf2/HO-1 in BPAF-induced 

ferroptosis of EECs, these pathways were examined in this study and found that BPAF 

treatment significantly activated the PI3K/AKT/mTOR and Nrf2/HO-1 pathway in EECs 

(P<0.05). However, curcumin pretreatment can significantly inhibit the activation of the 

above pathways(P<0.05). In order to further explore the protective effect of curcumin 

pretreatment on BPAF-induced activation of the above signaling pathway, cells were 

treated with PI3K inhibitor LY294002. The results showed that inhibition of PI3K 

pathway exacerbated BPAF-induced cell injury and autophagy activation (P<0.01), but 
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significantly inhibited the expression of ferroptosis-related proteins (P<0.01). Nrf2 

knockdown exacerbates BPAF-induced cell viability decreased (P<0.01) and MDA 

content (P<0.01), indicating that Nrf2 knockdown exacerbated cell damage, but 

autophagy and ferroptosis-death related proteins were significantly reduced after Nrf2 

knockdown (P<0.01). Consistent with Nrf2 knockdown results, HO-1 knockdown also 

exacerbated the decrease in cell viability (P<0.05), However, the expression of COX2 and 

FACL4 further enhanced (P<0.05).These results suggested that the activation of 

PI3K/AKT/mTOR and Nrf2/HO-1 pathways contribute to resist the BPAF-induced 

ferroptosis, and curcumin reducing the expression of autophagy and ferroptosis-related 

proteins by restores the activation of PI3K/AKT/mTOR and Nrf2/HO-1 pathways in a 

negative feedback manner. 

In summary, this study explored the toxic effects of BPAF on EECs and the alleviating 

effect and mechanism of curcumin. On the one hand, BPAF induces apoptosis of EECs 

through oxidative damage and activation MAPK pathway. On the other hand, BPAF 

induces EECs ferroptosis through autophagy and endoplasmic reticulum stress pathways. 

Curcumin alleviates BPAF-induced apoptosis by inhibiting ROS and MDA, restoring 

antioxidant homeostasis, inhibiting P38 and ERK signaling pathways. At the same time, 

curcumin attenuated BPAF-induced ferroptosis by inhibiting PERK and ATF6 pathways 

and autophagy-related proteins ATG5, Beclin1 and LC3, reduced iron content and 

restored iron homeostasis in EECs. The results enrich the potential effects of BPAF on 

reproductive health of ruminants and the mechanism of toxicity, reveal the regulatory 

mechanism of curcumin in alleviating BPAF toxicity, and provide potential preventive 

strategies and references for the prevention of BPAF-related diseases. 

Keywords: BPAF; curcumin; caprine endometrial epithelial cells; apoptosis; oxidative 

stress; ferroptosis; autophagy; endoplasmic reticulum stress 
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缩略词（Abbreviation） 

缩略词 

Abbreviation 

英文全称 

English name 

中文全称 

Chinese name 

Apaf-1 Apoptotic protease-activating factor-1 凋亡蛋白酶活化因子 1 

BPAF Bisphenol AF 双酚 AF 

CUR Curcumin 姜黄素 

DHODH Dihydroorotate dehydrogenase 二氢羟酸脱氢酶  

DMT1 Divalent metal transporter 1 二价金属转运体 

EECs Endometrial epithelial cells 子宫内膜上皮细胞 

ER stress Endoplasmic reticulum stress 内质网应激 

FACL4 CoA by acyl-CoA synthetase long-chain 

Family  member 4 

辅酶 a 由酰基辅酶 a 合成酶长链

家族成员 4 

FPN1 Ferroportin 1 膜铁转运蛋白 

GCH1 GTP cyclohydrolase 1  GTP 环水解酶 1 

HO-1 Heme oxygenase 1 血红素加氧酶 1 

LPCAT3 Lysophosphatidylcholineacyltransferase 3 溶血磷脂酰胆碱酰基转移酶 

LIP Labile iron pool 不稳定铁池 

Nrf2 Nuclear factor-E2-related factor 2 核因子 E2 相关因子 2 

NCOA4 Nuclear receptor coactivator 4 核受体共激活因子 4 

MAPK Mitogen-activated protein kinase 丝裂原激活蛋白激酶  

PLOOH Phospholipid hydroperoxides 磷脂氢过氧化物 

PUFAs Polyunsaturated fatty acids 多不饱和脂肪酸 

UPR Unfolded protein response 未折叠蛋白反应 
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第一章 文献综述 

近年来，由于环境污染物的不断增加以及对人类和动物带来的有害影响被不断

发现，人们越来越多的关注环境污染物对动物繁殖性能和繁殖力的毒性影响。在饲

养过程中，很多牲畜长期处于金属、除草剂、农药、化学品或天然污染物等污染环

境中，可能引起牲畜生育力降低，流产或不育 (Guvvala et al 2020)。然而，环境污

染物对反刍动物繁殖性能影响的研究仍然较少。环境污染物在日常环境中无处不在，

这些污染物通过空气、饮用水、土壤和饲料等途径进入口腔 (Lymberopoulos et al 

2000)、子宫 (Oskam et al 2005) 和乳房 (Jiang et al 2021c)，对牲畜健康构成威胁。

多种动物实验表明，污染物的大剂量急性或小剂量的慢性接触会导致包括生殖功能

在内的多器官/系统的损伤和生殖细胞功能受损和死亡 (Keshavarzi et al 2015)。此外，

环境污染物对性腺的内分泌干扰作用会影响配子的生成和类固醇生成，从而扰乱动

物正常的生殖系统和健康，降低动物的生殖效率 (Mathur and D'Cruz 2011，Musachio 

et al 2024)。尽管短期接触这些环境污染物不会导致动物死亡，但长期低浓度接触或

当其在体内蓄积并超过安全浓度时，牲畜体内的正常细胞代谢过程可能会被打乱，

并对生育力和健康产生长期不利影响 (Poppenga 2000)。因此，了解环境中存在的主

要污染物以及它们如何影响动物的健康和生殖能力是至关重要的，这样才能最大限

度地减少、避免和预防污染物带来的不良影响。 

1.双酚 AF（BPAF）研究进展 

1.1 BPAF 的应用和污染现状 

内分泌干扰物是通过干扰内源性激素生物合成、代谢、信号传导或作用来干扰内

分泌稳态，从而导致人类和动物偏离正常的生殖和稳态控制的外源性物质 (Gore et 

al 2015b)。双酚类化合物作为一种化学合成品，具有类雌激素的作用，被认为是一

种新型的内分泌干扰物 (Waring et al 2018)，广泛应用于聚碳酸酯塑料、环氧树脂等

聚合物的合成和塑料瓶、医疗设备、水瓶、食品容器、玩具以及其他产品的生产 (Chen 

et al 2016，Song et al 2012)。人类接触双酚类化合物的主要途径是通过受污染的食物

和饮料 (Vandenberg et al 2007)，此外，呼吸和皮肤接触也被确定为潜在的接触途径 

(Reale et al 2021)。双酚 A（BPA）是一种最常用和研究最广泛的双酚类化合物，广

泛用于聚碳酸酯塑料和食品包装，在过去的几十年，已有大量研究表明 BPA 会对人

类和动物生殖健康产生危害 (Fujimoto et al 2011，Li et al 2011，王尹强 et al 2023)。
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如 BPA 被报道与多种不良生殖健康结果有关，包括睾丸组织损伤和生殖细胞凋亡、

抑制卵母细胞成熟，月经周期不规则等 (代雁凌 ，Machtinger and Orvieto 2014)。因

此，考虑到 BPA 潜在的健康风险，自 2011 年以来，欧盟、美国和中国已经禁止了

在某些产品中对 BPA 使用，特别是在婴幼儿产品中，以避免在胎儿和新生儿时期接

触到 BPA (Jin et al 2020，Liao et al 2012)。尽管有越来越多的证据表明它们是潜在的

内分泌干扰物，但双酚类似物在塑料工业中的应用却急剧增加，并且由于其结构相

似，因此研究 BPA 替代品的生物安全性对于评估其在人类和动物日常生活中的安全

使用具有重要意义 。 

BPAF 是 BPA 的类似物，在氟聚合物和氟弹性体的生产中被广泛用作交联试剂，

并在聚酰亚胺、聚酰胺、聚酯、聚碳酸酯和食品接触聚合物等许多聚合物的生产中

作为单体 (Akahori et al 2008，LaFleur and Schug 2011)。近年来，随着 BPAF 在环境

中的广泛存在和分布，使其成为一种新兴的环境污染物 (Liu et al 2021)，其安全风

险也得到人们越来越多的重视。多种证据表明，在许多环境介质中，都可以检测到

BPAF 的存在，如室内灰尘含量为 739（ng/g dw）和水中含量为 15300（ng/L） (LaFleur 

and Schug 2011)。此外，在其他不同的环境介质中也发现了 BPAF 的存在，如纸质

和化妆类产品 (Chen et al 2016)以及食品中 (Česen et al 2016)，甚至在生物样品中也

发现了 BPAF 的存在，如成年人血液 (Jin et al 2018) ，胎儿脐带血平均浓度为 0.073 

（ng/mL） (Ihde et al 2018)，母乳 0-0.052（ug/L） (Niu et al 2017)以及尿液 0.173ng/ml 

(Yang et al 2014b)。相关分析研究表明，BPAF 具有与 BPA 相似的化学活性结构，且

BPAF 具有比 BPA 更强的雌激素活性 (Maruyama et al 2013)。体外和体内研究也证

明 BPAF 的雌激素活性要强于 BPA (Li et al 2012，Mesnage et al 2017，Mu et al 2018)。

此外，BPAF 比 BPA 更容易在生物中积累，且更难降解 (Maruyama et al 2013，Zhou 

et al 2020b)。因此，广泛的接触和 BPAF 的持续存在引起了人们对其潜在不利影响

的关注。然而，关于 BPAF 的毒性数据仍然有限，特别是对于大型反刍动物繁殖功

能的影响。 

1.2 BPAF 的生殖毒性研究 

1.2.1 BPAF 对子宫的影响 

子宫是雌性动物生殖的重要器官，在受精、着床、胚胎发育等妊娠过程中发挥

着重要作用 (Konno et al 2000)。成年动物的子宫由两种组织构成，即子宫内膜和子
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宫肌层。子宫内膜包括间质细胞和上皮细胞 (Sone et al 2013)，在卵巢激素的作用下，

其生长、分化和变性呈周期性变化。子宫内膜异常与许多疾病的发生有着密切关系，

如不孕症、子宫内膜增生、子宫内膜癌和子宫内膜异位症等，这些疾病的发生会严

重影响动物生殖健康 (Hong and Choi 2018)。子宫是内分泌干扰物的重要作用靶点之

一 (Gore et al 2015a)，内分泌干扰物会破坏正常的子宫结构和功能，导致生殖功能

障碍和子宫内膜异位症的发生 (Jones et al 2018)。Wu 等研究表明，环境相关 BPAF

浓度会增加子宫患病风险，改变子宫内膜形态，如增加腺体数量、降低上皮高度等，

改变子宫的免疫稳态，诱发子宫内膜异位症和子宫内膜萎缩，而子宫腺的增加会导

致生殖能力降低。此外，BPAF 还会干扰免疫反应和人类疾病的关键通路表达，最

终导致子宫表型的改变，甚至持续到子宫内膜癌的发生和发展，导致不良的子宫结

局 (Wu et al 2023)。这些结果表明 BPAF 暴露可能导致子宫形态异常的发生率增加，

从而对生殖健康产生不利影响。BPAF 暴露除对母体本身健康产生危害外，还会通

过改变子宫内环境稳态影响后代的发育，如子宫内接触 BPAF 可通过产生氧化应激，

降低SIRT1/PGC1α信号等途径诱导雄性胎儿的间质细胞功能紊乱和多核性腺细胞发

生率的增加，从而对男性生殖器官构成潜在威胁 (Tian et al 2022)。 

1.2.2 BPAF 对睾丸功能的影响 

睾丸是维持雄性生殖能力的关键器官，通过合成睾酮和产生雄性配子来维持雄

性生殖功能 (Silva et al 2016)。睾酮是由睾丸间质中的间质细胞通过类固醇生成过程

合成和分泌的，它对雄性生殖系统的发育和睾丸中的精子发生起着关键作用 (Ye et 

al 2011)。Feng 等研究表明 BPAF 会导致血清睾酮水平降低，黄体生成素和卵泡刺激

素水平升高。BPAF 还会使大鼠睾丸组织中抑制素 B、雌激素受体和黄体生成素受体

的 mRNA 水平明显降低 (Feng et al 2012)。Yu 等研究发现 BPAF 显著降低间质细胞

数量，诱导活性氧（Reactive oxygen species，  ROS）并降低超氧化物歧化酶

（Superoxide Dismutase, SOD）水平，增加丙二醛（Malonylodialdehyde，MDA）含

量，同时诱导凋亡和自噬，抑制间质细胞的再生 (Yu et al 2022b)。一项体内和体外

研究表明，BPAF 暴露以剂量依赖性方式损伤血睾屏障完整性，并引发精子 DNA 损

伤和 ROS 产生，降低精子数量和质量。进一步研究发现，这可能是由于 BPAF 激活

ERK/MAPK（Mitogen-activated protein kinase，MAPK）信号通路导致肌动蛋白调节

蛋白功能障碍，从而破坏睾丸支持细胞为精子发生创造的特殊微环境，损害细胞骨
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架结构和紧密连接的通透性 (Wu et al 2019)。除直接接触 BPAF 会对雄性生育能力

造成损伤外，间接暴露于 BPAF 环境同样会对雄性生殖功能造成负面影响。一项产

前接触 BPAF 实验表明，产前暴露于 BPAF 会通过 Aim2-NF-κB-IFNs 信号通路引起

成年雄性睾丸的先天和适应性免疫反应，降低精子质量和活力，导致雄性子代生殖

功能障碍 (Xue et al 2023)。 

1.2.3 BPAF 对卵巢颗粒细胞和卵母细胞的影响 

颗粒细胞通过产生类固醇和性激素受体在卵泡发育中起关键作用 (Albertini et 

al 2001，Chang et al 2016，Pelusi et al 2008)。颗粒细胞功能受损不仅导致类固醇激

素分泌受损，还会导致卵泡发育障碍 (Das et al 2008，Fan et al 2008，Matsuda et al 

2012)，而 BPAF 暴露可会导致以颗粒细胞凋亡为特征的卵泡闭锁和死亡，并降低卵

巢重量  (Ye et al 2011)，体外研究也证实，BPAF 通过雌激素受体 ERβ 和

ROS-ASK1-JNK 轴途径以剂量依赖性方式诱导了人颗粒细胞的 ROS 和凋亡的发生 

(Huang et al 2021) ，这表明 BPAF 会通过损伤颗粒细胞对女性生殖健康产生危害。

在妊娠期间接触 BPAF 会引起减数分裂起始延迟，增加细胞错配修复蛋白的数量，

诱导卵母细胞非整倍体的发生和 DNA 氧化，进而影响胎儿的卵子发生 (Abdallah et 

al 2023a)。体内研究表明，小鼠灌喂 300 μg/kg/d BPAF 14 到 28 天后，会导致卵巢组

织形态改变，并改变了参与卵巢疾病发生的差异表达基因和转录因子 (Yue et al 

2023)。BPAF 不仅会对卵巢和颗粒细胞产生有害影响，同样会影响卵母细胞的体外

成熟，一项体外研究表明，BPAF 会诱导卵母细胞 ROS 和 DNA 损伤增加，并通过

影响微管组织中心扰乱纺锤体形态 (Ding et al 2017)。此外，以往的研究表明，相较

于卵母细胞，卵巢颗粒细胞往往对 BPAF 更加敏感，即使在卵母细胞不受影响的影

响下，也会以较低的浓度引发卵巢颗粒细胞的凋亡和氧化应激 (Huang et al 2021)，

从而间接影响卵母细胞的成熟和发育。综上所述，BPAF 以不同的调节作用和作用

机制干扰了颗粒细胞和卵泡发育的生物学功能，从而对雌性动物生殖系统产生危害。 

1.2.4 BPAF 对乳腺的影响 

乳腺是合成和分泌乳汁以及哺乳后代的重要器官，许多激素和生长因子参与了

乳腺组织的发育和调控，而模拟或干扰内源性激素作用的环境化学物质会干扰正常

的乳腺发育 (Rudel et al 2011)。一项产前 BPAF 处理对雌性小鼠乳腺发育和长期健康

的研究表明，BPAF 会导致小鼠乳腺早熟，并且更容易发生自发的肿瘤前上皮病变
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和炎症 (Tucker et al 2018)，此外，在人乳腺癌细胞中，即使是纳摩尔浓度的 BPAF

也可以作为 ERa 激动剂，并通过诱导 ERβ1 发挥抗雌激素化合物的作用 (Okazaki et 

al 2018，卢芬 et al 2021)。Lei(2019)研究表明，BPAF 在纳摩尔浓度下可以提高细胞

内 ROS 和 Ca2+水平，并通过激活 G 蛋白偶联受体介导的 PI3K/AKT 和 ERK 通路和

ERα，促进 MCE-7 细胞增殖 (Lei et al 2021)。 

2 程序性细胞死亡研究进展 

2.1 细胞凋亡 

细胞凋亡是指基因通过不同信号通路调控的程序性细胞死亡方式，通过内源性

途径（线粒体途径）和外源性途径（死亡受体途径）发生，是正常发育和维持组织

稳态所必需的重要生理过程 (Fuchs and Steller 2011，Obeng 2021，Taylor et al 2008)。

但是，当机体接触到有毒有害的物质或处于不利环境中时，也会引发不可逆的凋亡，

当细胞凋亡失去控制时，可导致多种疾病，包括癌症、自身免疫性疾病和神经退行

性疾病等 (Carson and Ribeiro 1993)。凋亡具有典型的形态学特征，如细胞膜收缩，

染色质凝聚、核固缩、细胞器水解、凋亡小体的形成、细胞收缩等 (Taylor et al 2008)。

凋亡机制的核心成分在整个进化过程中都是保守的，包括 Bcl-2，凋亡蛋白酶活化因

子 1（Apoptotic protease-activating factor-1，Apaf-1）和半胱氨酸蛋白酶（Caspase）

家族成员 (Budihardjo et al 1999)。Caspase 是一种休眠的原酶，在蛋白水解激活后获

得切割细胞内关键底物的能力，从而导致与细胞凋亡相关的形态和生化特征的改变 

(Boice and Bouchier-Hayes 2020，Kesavardhana et al 2020)。此外，在多种刺激引起的

细胞凋亡中，线粒体通过释放细胞色素 C（Cytochrome C）在协调 Caspase 激活中发

挥关键作用 (Nezic et al 2020)。Bcl-2 蛋白家族通过控制线粒体细胞色素 C 的释放，

参与细胞凋亡调节。在多种细胞毒性作用下，Bcl-2 或 Bcl-xL 的过度表达可阻止线

粒体释放细胞色素 C、Caspase 活化和细胞凋亡 (Fesik 2000)。而 Bax 可被死亡信号

激活， Bax 插入线粒体外膜后，线粒体迅速释放细胞色素 C。进一步研究表明，Bax

和 Bcl-2 可以通过对通透性转换孔的开关调控细胞色素 C 的释放 (Jürgensmeier et al 

1998，Rossé et al 1998)。综上所述，这些数据表明 Bax 或 Bax 样蛋白通过调控细胞

色素 C 的释放，参与对凋亡的调控。 

细胞凋亡的发生与多种信号通路存在着错综复杂的关系，以往研究证明，MAPK

家族是参与调控细胞的增殖、凋亡和多种应激反应的关键通路，如 P38 通路、ERK1/2
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通路和 JNK 信号通路 (Guo et al 2020)。此外，MAPK、PI3K/AKT/mTOR 和 AMPK

等通路还可以通过自噬等代谢途径参与对细胞凋亡的调控 (Klionsky et al 2016)。除

细胞凋亡之外，其他途径也参与了程序性细胞死亡，如细胞焦亡和铁死亡。特别是

铁死亡在疾病中的作用和机制近年来引起了人们的广泛关注。 

2.2 铁死亡研究进展  

铁死亡是一种新发现的由细胞膜上脂质过氧化物的过量产生驱动的铁依赖性细

胞死亡方式，它在形态、代谢、生化和基因表达上都不同于其他种类的调控性细胞

死亡。 (Dixon et al 2012，Doll et al 2017Yang et al 2014a)，铁死亡的一个典型特征是

致死性的脂质过氧化物的大量产生和积累，这与氧化应激系统和抗氧化防御系统之

间的平衡有关 (Jiang et al 2021b)。当细胞内铁死亡防御系统不足以抵消细胞产生的

脂质过氧化物时，就可能会导致细胞膜上脂质过氧化物的过度积累以及随之而来的

细胞膜破裂，并最终导致铁死亡 (Kraft et al 2020a ，Yang et al 2014a) 。这种调控机

制明显不同于其他几种已知的细胞死亡形式，如 Caspase 途径介导的细胞凋亡和

Gasdermin-D 介导的以细胞焦亡为核心的调控性细胞死亡 (Galluzzi et al 2018)。 

2.2.1 铁死亡发生机制 

在铁死亡发现以来的十几年中，对铁死亡的发生机制进行了大量的研究，并取

得了飞速的发展。铁死亡的发生涉及多种代谢途径，其中脂质和铁代谢是其中最重

要的途径，无限制的脂质过氧化是铁死亡的标志 (Jiang et al 2021b) （图 1）。 

  

图 1 铁死亡发生机制 (Wang et al 2023) 

Fig. 1 Mechanism of ferroptosis 
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2.2.1.1 脂质代谢途径 

铁死亡的发生是由脂质过氧化引起的，但并不是所有的脂质都能参与过氧化反

应。脂质组学分析表明，含有多不饱和脂肪酸的磷脂，特别是质膜中含有花生四烯

酸或肾上腺酸的磷脂酰乙醇胺和磷脂酰胆碱最容易发生铁死亡相关的过氧化反应 

(Kagan et al 2017，Yang and Stockwell 2016)。 

多不饱和脂肪酸（Polyunsaturated fatty acids，PUFAs）诱导铁死亡发生主要分

为两个步骤：（1）游离 PUFA 被激活并结合到质膜中形成 PUFA 磷脂，游离 PUFAs

的激活需要 FACL4 和 LPCAT3 的催化。（2）PUFA 磷脂的脂质过氧化反应。 

具体来将，游离的细胞质 PUFAs 在 FACL4 催化下，生成 PUFA-CoA，随后与

质膜中的磷脂结合。如 FACL4 催化花生四烯酸和肾上腺酸与 CoA 连接，生成的

PUFA-CoAs 与质膜中的磷脂结合，最终由 LPCAT3 并入磷脂酰胆碱或磷脂酰乙醇胺 

(Dixon et al 2015，Doll et al 2017)。磷脂酰乙醇胺-花生四烯酸和磷脂酰乙醇胺-肾上

腺酸在脂氧合酶和 PEs 结合蛋白 1（PEs binding protein 1，PEBP1）共同作用下，在

质膜处诱导脂质过氧化 (Shah et al 2018)。脂质过氧化的主要产物是磷脂氢过氧化物

（Phospholipid hydroperoxides，PLOOH）和 MDA (Conrad and Pratt 2019)。一旦

PLOOH 没有被自由基清除剂或抗氧化系统迅速清除，就会发生链式反应，PUFA-PLs

与升高的不稳定铁池（Labile iron pool，LIP）产生芬顿反应生成烷氧基和过氧基自

由基，然后进一步催化 PLOOH 生产，最终导致铁死亡的发生 (Mishima and Conrad 

2022)。 

2.2.1.2 铁代谢途径 

顾名思义，“铁死亡”这一术语之所以被创造，正是因为它对铁的依赖性 (Dixon 

et al 2012)。铁是人类生存所必须的微量元素，除运输和储存氧气外，还参与了线粒

体中的氧化磷酸化、DNA 生物合成、氧化磷酸化和许多代谢氧化还原反应的催化作

用等生物过程 (Arredondo and Núñez 2005)。在生物体系中，铁主要以两种离子形式

存在，即三价铁（Fe3+）和亚铁（Fe2+） (Daher et al 2017)。进入细胞中的铁大部分

被结合到蛋白质中或被铁蛋白储存，铁蛋白是一种由铁蛋白轻链和铁蛋白重链组成

的储铁蛋白复合物，而剩余的相对较少的游离铁构成 LIP。具体的讲，首先，细胞

外铁（Fe 3+）与转铁蛋白结合，并通过转铁蛋白受体 1 进入核内体，在核内体中，

酸性 PH 促进转铁蛋白受体和 Fe3+的解离，然后 Fe3+被金属还原酶还原为 Fe2+，并
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通过二价金属转运体从核内体/溶酶体转运到细胞质中，形成 LIP。最后，多余的铁

通过铁转运蛋白输出细胞外，与含铁蛋白结合，或由铁蛋白结合并储存为 Fe3+ 

(Anandhan et al 2020) （图 2）。在正常情况下，细胞通过协调铁的摄取、利用、储

存和输出来维持 LIP 的相对稳定 (Chen et al 2020b)，过量的游离、氧化还原活性铁

水平可以通过芬顿反应促进活性氧的产生，导致脂质过氧化物的不断增加，并引发

铁死亡。细胞中的铁主要以 Fe3+的形式储存在铁蛋白中，然而当铁蛋白被过度水解

时，与铁蛋白结合的铁就会被释放为游离铁，并通过芬顿反应引起氧化损伤，引发

铁死亡。核受体共激活因子 4（Nuclear receptor coactivator 4，NCOA4）通过与铁蛋

白重链相互作用，在铁蛋白降解过程中发挥关键作用，这一过程被称为铁蛋白自噬 

(Mancias et al 2014a)。因此，通过敲低或抑制 NCOA4 可以阻断铁蛋白自噬，减少

LIP 的水平，达到抑制铁死亡的目的。铁不仅通过引发非酶促的 Fenton 反应直接过

氧化 PUFA-PLs (Conrad and Pratt 2019，Gaschler and Stockwell 2017)，还可以作为参

与脂质过氧化酶如花生四烯酸脂氧合酶和细胞色素 P450 氧化还原酶合成的必要辅

助因子 (Koppula et al 2021，Yang et al 2016)。因此，维持细胞铁稳态对细胞的存活

是必不可少的 (Chen et al 2015)。 

 

图 2 铁代谢及铁蛋白自噬以及与 Nrf2 的调控关系 (Angeli et al 2017) 

Fig 2 Iron metabolism and ferritinophagy and their regulation by Nrf2 
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2.2.2 铁死亡防御机制 

在长期的进化过程中，细胞已经进化出几种铁死亡防御系统，它们可以帮助清

除过量的脂质过氧化物，维持细胞稳态。铁死亡的主要原因是通过催化活性铁生成

特定的 PLOOH，而 GPX4 是主要的 PLOOH 中和酶 (Angeli et al 2014b ，Dixon e

t al 2012，Friedmann)，因此，Xc−/GSH/GPX4 系统中的任何一个受到干扰都可能

导致细胞的铁死亡，该轴的最上游部分是系统 Xc−，这是一种由轻链亚基（Light-c

hain subunit，SLC7A11）和重链亚基（Heavy-chain subunit，SLC3A2）组成的二硫

异二聚体 (Conrad and Sato 2012)，广泛分布于细胞膜磷脂双层的氨基酸抗转区运

蛋白，正常情况下，它可以支持细胞通过胱氨酸/谷氨酸反向转运体以 1:1 的比例交

换细胞内谷氨酸和细胞外胱氨酸， 捕获的胱氨酸在进入细胞后会被还原为半胱氨

酸，参与谷胱甘肽（Glutathione，GSH）的合成 (Dixon et al 2012)。作为一种抗氧

化三肽，GSH 是细胞内的一种抗氧化剂，参与酶和非酶反应，有助于维持细胞内过

氧化氢的正常水平。在生理条件下，细胞通过 GPX4 对抗脂质过氧化，GPX4 是一

种必需的硒蛋白，可将脂质过氧化氢（Lipid hydroperoxides， L-OOH）转化为无毒

的脂质醇（Lipid alcohols ，L-OH），从而阻断有害脂质过氧化物引起的细胞铁死亡

 (Seiler et al 2008)。因此，通过使用一些药物如 Erastin (Dixon et al 2012)、Soraf

enib 或 Sulfasalazine (Louandre et al 2013)抑制溶质载体家族 7 成员 11 可导致 GSH

缺乏和 GPX4 失活，触发脂质过氧化引起的嗜铁细胞死亡。通过敲除 GPX4 可诱导

铁致死亡途径引起急性肾衰竭 (Friedmann Angeli et al 2014a)，在小鼠胚胎成纤维

细胞中敲除 SLC7A11 或 GPX4 基因可导致细胞铁死亡的发生 (Seiler et al 2008)。

这些发现表明 SLC7A11- GSH-GPX4 抗氧化轴在铁死亡中的关键作用。除 GPX4 可

以发挥铁死亡抗氧化作用外，近几年也发现了一些独立于 GPX4 的铁死亡防御系统，

如铁死亡抑制蛋白 1（Ferroptosis suppressor protein 1，FSP1），GTP 环水解酶 1（G

TP cyclohydrolase 1，GCH1）和二氢羟酸脱氢酶（Dihydroorotate dehydrogenase，D

HODH）。FSP1 通过催化 CoQ10 再生为其还原形式 CoQ10-H2 来防止铁死亡，CoQ

10-H2 是一种有效的线粒体和脂质过氧化自由基捕获抗氧化剂 (Doll et al 2019)。G

CH1 主要通过产生亲脂性抗氧化剂四氢生物蝶呤(BH4)和重塑脂脂膜环境来增加 Co

Q10H2 和消耗 PUFAs 以抑制铁死亡 (Kraft et al 2020b)。此外，DHODH 是一种位
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于线粒体内的铁死亡抑制剂，其功能类似于 FSP1，通过促进线粒体 CoQ10 向 CoQ1

0-H2 的转化而起作用 (Mao et al 2021)。 

2.2.3 铁死亡与生殖疾病 

众所周知，新生命的诞生需要一系列复杂的繁殖事件。一些研究者发现多种铁

死亡相关基因在动物生殖中表达并发挥重要作用。一些生殖相关疾病如自发性早产、

子宫内膜异位症、胎盘缺氧等被证实与铁死亡和铁死亡相关基因的异常表达有关 

(Beharier et al 2020，Beharier et al 2021，Li et al 2021d，Ng et al 2019)。在胚胎发育

过程中需要大量的铁，为了满足母亲和不断增加的代谢需求，确保胎儿的正常生长

和发育。妊娠期间母体每日对铁的需求量增加至 1000 mg以上 (Sangkhae et al 2023)。

铁的缺乏会导致不良的妊娠结局，如子宫生长迟缓、新生儿出生体重降低和婴儿神

经和免疫功能受损等 (Powers et al 2017)。到目前为止，大量研究致力于预防缺铁性

贫血的发生，然而，有研究发现在铁充足且非贫血的女性中，过量的铁补充也可能

会增加其它生殖疾病的风险，如子宫内膜异位症，这是由过量铁摄入或高铁状态引

起的 (Li et al 2021d ，Ng et al 2019)。过量的铁摄入会增加胚胎和胎盘中的铁水平，

为铁死亡发生创造条件 (Sangkhae et al 2023)。因此，越来越多的研究者认为一些生

殖疾病可能与过量的铁摄入有关，而经铁死亡抑制剂治疗后，相关疾病会得到缓解，

这为人类一些生殖疾病的治疗和预防提供了新的思路。 

2.3 自噬 

最近的研究表明，自噬和铁死亡具有共同的调节因子 (Kang and Tang 2017)。在

选择性自噬中，由于铁蛋白在自噬过程中被降解，从而增加了细胞中铁离子释放，

最终导致细胞死亡的发生 (Hou et al 2016)。自噬是维持细胞内稳态的主要降解和再

循环过程之一，它的功能是清除错误折叠的蛋白质和有缺陷或受损的细胞器等，它

们被运送到溶酶体后会被降解为核苷酸、氨基酸、脂肪酸等物质，然后再进行循环

利用 (Kaur and Debnath 2015)。细胞中有三种形态和机制各不同的自噬类型，包括

巨噬、微自噬和分子伴侣介导的自噬 (Xie and Klionsky 2007)，其中巨自噬是主要的

和研究较为广泛的自噬类型，因此通常的自噬一般指的是巨自噬 (Glick et al 2010)。

这种由溶酶体介导的细胞自我消化和再循环过程，能够帮助细胞在饥饿和应激时提

供必须的能量来源，维持细胞基础代谢和生存，同时对受损细胞器的清除也有利于

维持细胞稳态和控制细胞器的质量和数量  (Mizushima and Komatsu 2011，
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Netea-Maier et al 2016)。此外，自噬在调节细胞生长、分化、肿瘤抑制和程序性死亡

等生理过程中也起着重要作用 (Kuma et al 2017)。过度的自噬或自噬不足会导致多

种疾病的发生，如癌症、心血管疾病、阿尔兹海默症等 (Eshraghi et al 2021，Gustafsson 

2015，Orogo andLi et al 2020b)。在正常生理状态下，基础自噬有助于维持细胞平衡。

然而在细胞受到饥饿、病原体侵袭，缺氧或暴露于有毒分子等细胞内外其他因素刺

激时，自噬就会被激活以促进细胞生存，但过度的自噬会促进细胞死亡，特别是选

择性自噬和溶酶体活性受损可能促进铁嗜性细胞死亡。 (Baehrecke 2005，Hou et al 

2016，Mizushima et al 2008)。 

     自噬过程主要包括自噬的诱导、自噬小体的组装和形成、自噬小体与溶酶体融

合生成自噬溶酶体等过程，以及自噬溶酶体中内容物的降解和再循环利用等密切相

关的几个步骤 (Hansen and Johansen 2011，Mizushima 2007)。在营养物质或生长因

子缺乏时，AMPK 会被激活并导致 mTOR 信号受到抑制，随后非 c-51 样自噬激活

激酶 1（Unc-51-like autophagy-activating kinase 1，ULK1）激活并磷酸化 Beclin-1，

导致磷脂酰肌醇 3-激酶催化亚基 3 型（Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit 

type 3 (PIK3C3，也称 VPS34）的激活和吞噬细胞的形成(Russell et al 2013)。VPS34

可以在细胞膜生成磷脂酰肌醇（ 3, 4, 5 ） - 三磷酸（ phosphatidylinositol 

3,4,5-triphosphate，PI3P），并最终成为吞噬泡。PI3P 通过招募蛋白以延伸吞噬体。

吞噬体的延伸需要磷脂酰乙醇胺（Phosphatidylethanolamine，PE）脂化 LC3 结合，

其形成是由 ATG5 和 ATG7 等多种 ATG 蛋白组成的两个“泛素样偶联系统”催化的 

(Klionsky and Schulman 2014)。吞噬体延长直到膜融合，产生自噬体，细长吞噬体的

关闭标志着成熟自噬体的形成，最终与溶酶体融合形成自噬溶酶体，导致货物降解

和营养物质和代谢物的再循环。 

PI3K/AKT/ mTOR 通路是自噬的关键调控因子，其中 mTOR 是自噬负性调控的

中心检查点 (Wullschleger et al 2006)。一般来说，I 类 PI3K 激活会抑制自噬，PI3K

通过AKT激活mTOR，其中mTORC1通过磷酸化ULK1复合物中的ULK1和Atg13，

以及 VPS34 复合物中的 Atg14，降低 ULK1 和 VPS34 的活性，抑制自噬的起始 

(Hosokawa et al 2009)。而 III 类 PI3K 通过与 Beclin-1 形成复合物，调控其他 ATG 蛋

白活性和自噬前体结构，促进自噬的发生 (Edinger and Thompson 2003)。 

自噬降解是一个选择性的过程，通过自噬受体蛋白靶向不同的货物。泛素结合

蛋白 P62，也被称为 SQSTM，是一种自噬货物受体，通过其 C 端泛素关联结构域与
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泛素化货物结合，并通过其 LC3 相互作用区域（LC3-interacting region，LIR）与 LC3

相互作用，引导受损的细胞器或多泛素蛋白到自噬体中降解，这一过程使 P62 也被

自噬特异性降解 (Lee et al 2017，Komatsu et al 2007，)，这个过程可以通过 III 类 PI3K

抑制剂或消耗 Atg12 蛋白同源物来抑制 (Kim et al 2008)。 

2.4 内质网应激 

近年来，越来越多的研究表明，内质网应激参与了多种因素诱导的铁死亡过程 

(Tang et al 2021b)。如内质网应激可以通过增加 HO-1 表达促进溃疡性结肠炎和香烟

烟雾诱导的铁死亡 (Chang et al 2018b，Tang et al 2021b)，相反，铁死亡过程中产生

的 ROS 会通过 PERK/eIF2α 途径激活内质网应激 (Dixon et al 2014) 

内质网是一种多功能细胞器，在多种生理过程中起着重要作用，参与细胞内蛋

白质和脂质合成、蛋白质加工和成熟以及钙稳态等细胞过程，并有助于自噬体的产

生。在一些病理或生理条件下，如细胞氧化应激、钙稳态丧失、炎症细胞因子和环

境有害物质等多种因素导致内质网稳态丧失和功能的破坏，促使未折叠蛋白在内质

网腔内积累和聚集，这种现象被称为内质网应激（Endoplasmic reticulum stress，ER 

stress） (Cao and Kaufman 2014，Ma and Hendershot 2004，Zhang et al 2010)。为了

恢复内质网稳态，内质网通过激活细胞内信号转导通路来响应应激，统称为未折叠

蛋白反应（Unfoldedproteinresponse，UPR） (Bertolotti et al 2000，Ron and Walter 

2007)。UPR 信号通路的起始和调控由三个主要分支组成，分别为肌醇需求酶 1 

（Inositol-requiring enzyme 1α，IRE1）、内质网应激蛋白激酶 RNA 样 ER 激酶（Protein 

kinase RNA-like ER kinase，PERK）和激活转录因子 6 （Transcription factor 6 ，ATF6） 

(Reddy et al 2003)，这些蛋白在与 GRP78 结合的情况下处于失活状态，一旦发生内

质网应激，BiP/GRP78 伴侣与内质网腔内积累的未折叠蛋白结合，并触发传感器-Bip

复合物的解离，导致 GRP78/BiP 与 PERK、IRE1 和 ATF6 分离，最终激活 UPR，以

改善内质网的应激状态 (Bertolotti et al 2000，Oikawa et al 2009)（图 3）。这些调控

机制可以减少内质网中错误折叠蛋白质的积累和减少新蛋白质的合成，帮助细胞修

复损伤和适应环境改变，同时也会对细胞促生存机制以及细胞分裂、增殖、代谢和

死亡等活动产生影响。 (Hetz 2012，Merksamer and Papa 2010，Walter and Ron 2011，)。

然而，当 UPR 无法解决不可逆的内质网损伤时，细胞就会启动凋亡程序。此外，多

项研究证明了内质网应激与自噬在机制上的相互联系，其中内质网应激的三个关键
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通路 IRE1α、PERK 和 ATF6α 分别以不同的方式参与了对自噬的诱导和调控 

(Høyer-Hansen and Jäättelä 2007，Hayashi-Nishino et al 2009，Rashid et al 2015)。 

 

 

 

图 3 内质网应激信号通路图 (Kabir et al 2018) 

Fig. 3 Schematic overview of UPR signaling. 

3.Nrf2 信号通路在氧化应激和铁死亡中的作用 

ROS 是所有需氧生物在常规氧代谢过程中产生的有害副产物，包括超氧阴离子

自由基、羟基自由基和过氧化氢等 (Chiurchiù and Maccarrone 2011)，主要产生于线

粒体电子传递链中 (Zorov et al 2014)。在正常情况下，细胞内氧化剂和和抗氧化剂

之间的氧化还原状态处于平衡状态。然而，当一些内部或外界因素如物理或化学制

剂打破这种平衡，则会导致氧化应激的产生。为了维持细胞的氧化还原稳态，生物

体进化出一套抗氧化系统来防止 ROS 的过度积累和修复氧化损伤，在这其中，有两

个重要的转录因子调控通路分别是核因子-红细胞 2 相关因子-抗氧化反应元件和芳

烃受体-异种反应元件信号通路 (Hayes et al 2009)。Nrf2 被认为是细胞抗氧化损伤的

主要调节因子，可以调控数百个基因的表达，其中大多数编码抗氧化 /解毒酶 

(Loboda et al 2016)。在正常生理条件下，Nrf2 与 Keap1 以非活性复合物的形式存在
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于细胞质中。当发生氧化应激或其他病理刺激时，Nrf2 从 Keap1 中分离出来，并转

运到细胞核中，随后与抗氧化基因启动子上的抗氧化反应元件结合，如血红素加氧

酶-1 （Heme oxygenase-1，HO-1）和 SOD、GSH 等，并激活其转录 (Liu et al 2018，

Shaw and Chattopadhyay 2020)。此外，Nrf2 还可以通过调控氧化还氧蛋白家族如硫

氧还蛋白（Thioreodoxin，TRX）、过氧化物还蛋白（Peroxiredoxins，PRDX）和硫

氧还蛋白（ Sulfiredoxin ， SRXN）来维持细胞氧化还原的稳态  (Shaw and 

Chattopadhyay 2020)。除 Keap1 外，多种蛋白激酶，如 MAPK、蛋白激酶 C （Protein 

kinase C，PKC）和 PI3K，也参与并诱导了 Nrf2 的磷酸化和 Nrf2 转录 (Baird and 

Dinkova-Kostova 2011)。 

Nrf2 除维持细胞氧化还原稳态外，近年来还被证明在铁死亡中发挥保护作用。

Nrf2 通过编码一些蛋白和酶可以抑制脂质过氧化引发的铁死亡。根据他们的功能可

以分为三大类，铁代谢，活性中间体的解毒和 GSH 的合成和代谢。在铁死亡中 FTL

和 FTH1 负责铁离子的储存、铁转运蛋白负责铁离子的输出，HO-1 负责催化血红

素转化为胆绿素，这些蛋白都受到 Nrf2 的调控，表明 Nrf2 在铁稳态中发挥关键作

用 (Harada et al 2011，Kerins and Ooi 2018b)。GPX4 是脂质过氧化物的清除剂，可

以清除细胞内过量的脂质过氧化物，而 SLC7A11 是 GPX4 上游谷胱甘肽转运体的重

要成分，并促进细胞内 GSH 的合成，GSH 是 GPX4 的前体，而这些基因受到 Nrf2

的调控 (Osburn et al 2006)。因此，Nrf2 在脂质过氧化和铁死亡的发生过程中发挥关

键调控作用，Nrf2 的敲低可能增加铁死亡的敏感性 (Li et al 2021c)。除了铁和血红

素，Nrf2 对中间代谢的代谢产物也发挥调控关系，其中许多代谢物对活性中间体的

分解代谢、解毒以及 NADPH 的再生都很重要，在铁死亡中，FSP1 通过 NADPH 催

化 CoQ10 的再生，抑制脂质过氧化物，抵抗铁死亡 (Bersuker et al 2019)。 

4.姜黄素研究进展 

姜黄素是一种多酚性黄色物质，提取自植物的根茎，是姜黄(姜黄科姜黄属)的

主要活性成分。这种类型植物的特征是橙色的结节状根茎，原产于印度，目前在包

括东南亚、中国和拉丁美洲在内的世界其他几个地区都有种植 (Amalraj et al 2017，

Carolina Alves et al 2019)，自古以来被广泛用于香料和食品防腐剂，甚至在疾病治疗

中也被广泛使用，特别是在亚洲 (Araújo and Leon 2001，Hewlings and Kalman 2017)。

因此，姜黄素受到了科学家们的特别关注。大量研究表明，姜黄素具有多种治疗特



双酚 AF 对奶山羊子宫内膜上皮细胞的毒性影响及姜黄素的缓解作用和机制研究 

15 

 

性，包括抗癌、抗炎、抗氧化和伤口愈合等作用 (Dai et al 2016，Sandur et al 2007a， 

Tomeh et al 2019)，此外，姜黄素在心血管、呼吸和神经退行性疾病，以及糖尿病和

代谢综合征中也显示出有益作用 (Ghosh et al 2015，He et al 2015，Pivari et al 2019)。

这种作用于多种分子途径的机制可能是由于姜黄素独特的化学结构，能够作用于多

种分子靶点。在其生物学效应中，抑制活性氧的产生起着关键作用，尤其是对炎症

性疾病。 

4.1 姜黄素的抗氧化活性 

姜黄素之所以具备抗氧化特性，主要是由于其结构中的 β-二酮基 (Priyadarsini et 

al 2003，Sandur et al 2007b)。Joe 和 Lokesh 的研究中表明姜黄素能够发挥其活性的

主要机制是通过抑制超氧自由基、过氧化氢和一氧化氮自由基  (Joe and Lokesh 

1994)。多项研究表明，姜黄素能够通过激活 Nrf2 的表达促进其下游抗氧化酶基因

的表达，从而发挥抗氧化活性，如过氧化氢酶（Catalase，CAT）、SOD 和 HO-1 等 (Chen 

et al 2020a)。正是由于姜黄素的这种特性，使其能够减轻脂质过氧化反应，对肝脏

损伤和肥胖、糖尿病、心血管等疾病起到一定的治疗作用 (Xing et al 2011)。研究表

明，姜黄素通过 AKT/Nrf2 通路抑制氧化应激，发挥神经保护作用，从而起到脑保

护作用 (Wu et al 2013)。Li et al 发现姜黄素通过调控 AMPK 通路降低 ROS 引发的

内质网应激，从而发挥神经保护作用 (He et al 2015)。姜黄素可以靶向 Nrf2，通过

Nrf2/HO-1/GPX4 信号通路抑制铁死亡，从而减少肝豆状核变性中引起的氧化应激。

Li 等人发现了类似的结果，姜黄素可以通过激活 GSK3b-Nrf2 通路保护成骨细胞免

受氧化应激诱导的功能障碍 (Li et al 2020a)。这些研究表明，姜黄素可以通过不同

机制对疾病发挥治疗作用。 

4.2 姜黄素的抗炎作用 

炎症是多种慢性疾病的主要驱动因素，包括神经退行性疾病、自身免疫疾病、

心血管疾病、肺疾病、代谢性疾病和肿瘤性疾病 (Aggarwal et al 2007)。姜黄素在与

多种炎症相互作用过程中，表现出良好的抗炎活性。氧化应激是诱发慢性炎症和疾

病的重要因素，并增加促炎细胞因子的合成和分泌，如核因子 -kB （Nuclear 

factor-kB，NF-Kb）和肿瘤坏死因子-α（Tumor necrosis factor-α ，TNF-α），进而触

发 MAPK 的级联信号通路。姜黄素通过抑制氧化应激和随后的炎症反应，减少 TNFα

的产生和各种类型细胞中由 TNFα 介导的细胞信号传导。 
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4.3 姜黄素在反刍动物生产中的应用 

众所周知，热应激的产生会严重影响动物的繁殖性能和健康，特别是在夏季。

姜黄素由于具有清除氧化自由基、提高免疫应答和抗细胞凋亡的作用，已被广泛用

作畜牧业的饲料添加剂。Jiang 等发现在湖羊在夏季摄入一定的姜黄素可以提高湖羊

的抗氧化能力，并促进脂质代谢和睾丸发育，有利于抵抗热应激带来的不利影响。

进一步研究发现，姜黄素还可以抑制睾丸细胞凋亡，显著提高睾丸器官指数、血清

睾酮含量，这为姜黄素在绵羊生产中的应用提供了科学依据 (Jiang et al 2019)。牛乳

腺炎是一种由多种病原体感染乳腺组织而引起的炎症反应，而姜黄素能够降低脂多

糖诱导的牛乳腺上皮细胞 ROS 的积累和炎症细胞因子的表达并降低细胞凋亡率，这

可能与姜黄素激活 Nrf2 通路以及 NF-κB 炎症和 caspase/Bcl2 凋亡通路的失活有关 

(Li et al 2021b)。Salman 等研究发现，在公牛精液扩张器中添加一定剂量的姜黄素，

可降低精子总异常率，为膜功能完整性提供保护作用，并提高精子的抗氧化能力。

另一项研究表明，经姜黄素预处理后，霍尔什蒂公牛冷冻精液中的精子运动、活力

和能量没有显著影响，但精子细胞质中的 ROS 含量显著降低，从而减少了 ROS 对

精子造成的损伤 (Salman et al 2021)。 

4.4 姜黄素与生殖相关疾病      

来自体内和体外的研究表明，姜黄素可以有效降低生殖相关疾病的发生，如妊

娠期糖尿病、子宫内膜异位症、多囊卵巢综合征，以及天然和化学毒性物质引起的

损害等，都受到姜黄素的积极调节 (Kamal et al 2021)。研究表明姜黄素可以减轻子

宫内膜异位症相关的促炎环境，有效抑制 TNF-α 诱导的异位子宫内膜基质细胞中白

细胞介素-6 和白细胞介素-8 的分泌，阻断 NF-kB 的活化 (Hipólito-Reis et al 2022)。

姜黄素还能通过抗炎症、抗细胞凋亡和抗氧化特性对卵巢相关疾病起到积极效果 

(Yan et al 2018)。产后抑郁症同样对对母亲和后代都造成了严重的健康影响，Lopresti

和他的同事发现连续 8 周给重度抑郁症患者补充姜黄素可以减少抑郁和焦虑症状 

(Lopresti et al 2014)。 

5.研究目的与意义 

BPAF 的广泛使用和存在，使人们增加了其对人类和动物安全性的担忧，并且

已有研究表明 BPAF 会增加子宫患病的风险，并诱发子宫内膜异位症 (Wu et al 

2023)。子宫是反刍动物胚胎着床和胎儿发育的重要器官，在怀孕期间，子宫的健康
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发育和功能对母亲和胎儿的健康至关重要 (Konno et al 2000)。子宫是内分泌干扰物

的重要靶点之一，环境污染物的存在会破坏正常的子宫结构和功能，导致生殖功能

障碍 (Gore et al 2015a)。子宫内膜上皮细胞（Endometrial epithelial cells，EECs）是

子宫内膜的主要细胞类型，EECs 的正常形态和功能对胚胎着床和胎盘功能至关重

要，对维持雌性动物生殖健康功能至关重要 (LeBlanc 2012)。因此，本研究以奶山

羊 EECs 为体外子宫模型，通过探究 BPAF 对奶山羊 EECs 的影响，揭示 BPAF 对子

宫功能、胚胎着床和胎盘的潜在影响，同时，为了减轻 BPAF 可能对 EECs 的细胞

毒性，本研究采用姜黄素预处理 EECs，以探究姜黄素是否对 BPAF 导致的细胞毒性

具有保护作用并探讨其机制。 

本研究的结果不仅可以揭示 BPAF 对反刍动物子宫健康的潜在危害，丰富 BPAF

毒性作用机制，还通过揭示姜黄素对 BPAF 毒性的缓解作用，为 BPAF 危害预防和

临床应用提供了理论依据，也为反刍动物的健康养殖提供一定的参考价值。 
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第二章 姜黄素通过 MAPK 和 Nrf2 通路缓解 BPAF 诱导的奶山

羊 EECs 氧化应激和凋亡 

1.引言    

奶山羊是重要的经济和农业动物之一，可以为人类提供丰富的乳类和肉类，繁

殖性能是奶山羊产业的一个重要经济特征 (Dubeuf et al 2004)。在繁殖过程中，导致

妊娠失败的原因是多种多样的，其中环境因素越来越受到人们的重视。BPAF 作为

新型的环境污染物，已经证明会通过氧化应激和凋亡等途径对人类和动物生殖系统

产生危害 (Wu et al 2019)，然而，关于 BPAF 对反刍动物生殖能力，特别是子宫的

影响仍然有限。此外，由于 BPAF 在多项研究中均表现出比 BPA 更强的毒性 (Cao et 

al 2017)，因此有必要寻找一种植物提取物以缓解 BPAF 对机体产生的损伤。 

姜黄素一种从姜黄科姜黄中提取的疏水性多酚，具有广泛的生物活性，如抗氧

化、抗炎和抗癌 (Dai et al 2016，Tomeh et al 2019)。姜黄素作为一种治疗剂，可以

帮助细胞清除过量的 ROS，减少细胞凋亡，提高细胞的抗氧化能力，其机制与 Nrf2

密切相关 (Liu et al 2020，Shahcheraghi et al 2021)。然而，姜黄素对 BPAF 诱导的

EECs 损伤是否具有保护作用仍有待探究。因此，本研究以奶山羊 EECs 为体外模型，

通过研究 BPAF 对 EECs 的毒性影响，以探讨其在奶山羊子宫功能、胚胎着床和胎

盘方面的潜在影响，同时为减轻 BPAF 对 EECs 的毒性，利用姜黄素预处理 EECs，

以探究姜黄素是否对 BPAF 诱导的细胞损伤具有保护作用并揭示其机制。 

2.材料与方法 

2.1 实验材料   

本实验所用 EECs 来自西北农林科技大学。 

2.1.1 主要仪器设备 

本实验用到的主要仪器设备如表 2-1 所示。 

 

 

 

 

 

 

 



双酚 AF 对奶山羊子宫内膜上皮细胞的毒性影响及姜黄素的缓解作用和机制研究 

19 

 

表 2-1 主要仪器设备 

Table 2-1 Main apparatus 

仪器设备名称 

Name of apparatus 

型号、规格 

Type 

生产厂家 

Manufacturer 

电热恒温水浴锅 GD120 英国 Grant 公司 

台式离心机 Mikro-20 美国 Mikro 公司 

冷冻离心机 Centrifuge 5810 德国 Eppendorf 公司 

多功能酶标仪 PE EnSpire 美国 PE 公司 

电泳槽 DYY-III 北京六一仪器厂 

稳压稳流电泳仪 DYY-2 北京六一仪器厂 

微量移液器 1mL  200 mL 10 mL 2.5 mL 德国 Eppendorf 公司 

超纯水仪 WaterPro 美国 LABCONCO 公司 

制冰机 AF 103 AS 武汉梯热爱生物科技有限公司 

荧光定量 PCR 仪 IQ5 美国 Bio-Rad 公司 

超低温冰箱 DW-86L66 海尔公司 

超净工作台 SW-CJ-2D 苏州净化公司 

电子天平 BL1500 德国 Sartorius 公司 

细胞计数板 1450011 美国 BIO-RAG 公司 

程序降温盒 BS-02-CFC Biosharp 

CO2 培养箱 BB15 型号 德国 Hera cell 公司 

 

2.1.2 主要试剂 

本实验所用抗体除 β-actin 购自 Abclona（AC004）和 HO-1 购自景杰生物

（PTM-6478）外，其余抗体 Bax（T40051）、Bcl-2（T40056）、Cytochrome C

（T55734）、γ-H2AX（T56572）、JNK（T40073）、P-JNK（T40074）、ERK（T40071）、

p-ERK（AP0485）、P38（T55600）、p-P38（TP56391）、Nrf2（T55136）和 NQO1

（T56710）均购自 Abmart。本实验用到的其余试剂如表 2-2 所示。   
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表 2-2 主要试剂 

Table 2-2 Main reagents  

试剂名称 

Name of reagent 

货号 

Catalog number 

生产厂家 

Manufacturer 

胰酶细胞消化液 C0203-500ml 碧云天 

青霉素-链霉素  C0222 碧云天 

脱脂奶粉 PS112 雅酶 

姜黄素 C110685-20mg 阿拉丁 

线粒体膜电位检测试剂盒 C2006 碧云天 

蛋白裂解液 P0013B 碧云天 

甲醇（分析纯） 10014118 上海国药集团化学试剂 

抗体稀释液 PS119L 雅酶 

苯甲基磺酰氟（PMSF） G2008 塞维尔生物 

反转录试剂盒 R223-01 南京诺唯赞生物科技公司 

磷酸酶抑制剂 A/B 液 G2007/1 /G2007/2 塞维尔生物 

二甲基亚砜（DMSO） 67-68-5 美国 Sigma 

胎牛血清（FBS） 10270106 Gibco 

甘氨酸（Glycine） 1275GR500 赛国生物科技 

三羟甲基氨基甲烷（Tris-base） 1115GR500 赛国生物科技 

十二烷基硫酸钠（SDS） 3250 赛国生物科技 

氯化钠（NaCl） 10019318 上海国药集团化学试剂 

三色预染蛋白 Marker WJ103 Abclonal 

即用型 BCA 蛋白定量试剂盒 ZJ102 雅酶 

总 SOD 活性检测试剂盒 S0101S 南京建成 

Bisphenol AF BPA-AF-N 百灵威科技 

CAT 测定试剂盒 A007-1-1 南京建成 

Cell Counting kit-8（CCK-8） CK04 日本同仁公司 

DMEM/F-12 1:1（1×） SH30023.01 HyClone 

ECL 化学发光底物试剂盒 BL523B Biosharp 

GSH-PX 测定试剂盒 A005-1-2 南京建成 

GSH 测定试剂盒 A006-2-1 南京建成 

MDA 测定试剂盒 A003-1-2 南京建成 

PAGE 凝胶快速制备试剂盒 10%和 12%  PG212/PG213 雅酶 

QuickShuttle-Basic 转染试剂 KX0110041 苏州博奥龙科技有限公司 

ROS 检测试剂盒 S0033S 碧云天 

SDS-PAGE Sample Loading buffer5× RM00001 Abclonal 
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2.1.3 主要实验试剂的配制 

（1）细胞培养液：在 DMEM/F-12 培养液中加入 10 % FBS、100 U/mL 青霉素、100 

ng/mL 链霉素，混匀后分装至 50 mL 离心管，在 4℃冰箱保存备用。 

（2）细胞冻存液：按照所需用量，分别向离心管中加入 50 % FBS、40 %细胞培养

液和 10 %DMSO，混匀后使用。 

（3）细胞裂解液：按照实验用量，分别向 RIPA 裂解液中加入 10 % PMSF，10 % 

Cocktail，10 % 磷酸酶蛋白酶抑制剂 A 和 B（现配现用）。 

（4）BPAF 浓储液配制：向装有 50 mg BPAF 粉末的包装瓶中加入 1.487mL DMSO，

配制成浓度为 100 mM 的浓储液，在室温下避光保存备用。 

（5）姜黄素浓储液配制：向装有 20 mg 姜黄素粉末的包装瓶中加入 1.086 mL 

DMSO，配制成浓度为 50 mM 的储备液，抽取 50 mM 的储备液 20μL 加入离心管中，

再向其加入 180 μL DMSO，涡旋混匀，使其终浓度为 5mM，配制完成后，分装保

存于-80 ℃冰箱备用。 

（6）Western blot 实验相关试剂配制 

电泳液：分别称取 Tris base 15.1 g、 Glycine 94 g 和 SDS 5 g 乘至容量瓶中，加

入超纯水定容至 1 L，配制成 5 ×的电泳缓冲液。 

转膜缓冲液：分别称取 Tris base 58.13 g、 Glycine 29.28 g 和 SDS3.7 g 至容量瓶

中，加入超纯水定容至 1L，配制成 10×的转膜缓冲液。在使用时，按照 70%超纯水，

10 % 转膜液（10×）和 20 %甲醇，将 10×转膜缓冲液稀释至 1×。 

TBS 和 TBST 配制：分别称取 Tris base 60.55g、Nacl 87.75 g 至容量瓶中，加入

超纯水定容至 1 L，配制成 10×的 TBS 溶液。 

TBST: 向 100 mL10×TBS 中加入 900 mL 纯水，使其稀释为 1×，然后加入 1ml

吐温 20。  

2.2 实验方法 

2.2.1 EECs 细胞复苏与传代培养          

将装有 EECs 的冻存管从液氮罐中取出，迅速投入 37℃水浴锅中，摇晃溶解后，

然后在无菌操作台中转移至 10 mL 离心管中，加入等体积的培养液，混匀后 1500 

r/min 离心 5 min，然后弃掉培养液，再向细胞沉淀中加入 3 mL 含有 10% FBS 的
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DMEM/F12 1:1 培养液，轻轻捶打混匀，均匀的铺在细胞培养皿中（6 cm 中皿），然

后移至（5 % CO2，37 ℃）培养箱中，次日观察生长情况。 

2.2.2 细胞冻存 

待中皿细胞生长至 80 %左右，消化离心，收集细胞，向离心管中加入 1mL 配

制好的细胞冻存液，然后轻微吹打混匀，转移至细胞冻存管中，然后将冻存管放入

程序降温盒中，随后将降温盒放入-80 超低温冰箱，过夜后，取出冻存管转移至液氮

罐中长期保存。 

2.2.3 细胞处理  

根据实验目的，将细胞传到不同的培养板中，待细胞贴壁过夜后，将含有不同

浓度的 BPAF（0、10、20、40、60 和 80 μΜ）的培养液加入细胞中，培养 24 h，然

后进行下一步实验。在缓解实验中，为了探究姜黄素对 BPAF 的保护作用，首先用

不同浓度的姜黄素（0、1.25、2.5、5、10 和 20 μΜ）预处理细胞 2 h 后弃掉，然后

加入 60 μΜ BPAF 培养 24 h。在所有细胞处理过程中，为保证细胞培养条件一致，

会根据各组添加 DMSO 体积，对包括对照组在内的处理组补加相应体积的 DMSO，

以排除 DMSO 对细胞的影响。 

2.2.4 细胞活力的测定 

将 EECs 细胞接种到 96 孔板中，每孔细胞数量约为 104 个，96 孔板外围添加一

圈培养基，以防止有细胞孔的培养基蒸发。过夜贴壁后，按照不同实验进行特定处

理，处理 24 h 后，在避光条件下每孔加入 10 μL CCK8，然后用锡纸将 96 孔板包裹，

放入 37℃培养箱中孵育 2.5 h， 用酶标仪检测 450 nm 波长的吸光度，并进行分析计

算。 

2.2.5 ROS 的测定 

用 ROS 检测试剂盒对细胞 ROS 进行检测。根据说明书，按照 1:1000 比例用无

血清培养液稀 DCFH-二乙酸酯（DCFH-diacetate，DCFH-DA），使终浓度为 10 微摩

尔/升。将细胞铺在6孔板中，细胞处理结束后，弃掉培养液，加入配制好的DCFH-DA，

使其能够充分覆盖细胞，然后将六孔板放置于 37 ℃培养箱中，孵育 20 min 后拿出。

用无血清 F12 培养基清洗细胞 3 次，以充分去除未进入细胞内的 DCFH-DA。清洗

结束后，每孔加入适当的 F12 无血清培养基，用荧光显微镜进行拍照。 
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在用酶标仪检测细胞 ROS 过程中，将处理后的细胞收集至 10 mL 离心管，加入

稀释后的 DCFH-DA，37 ℃培养箱内孵育 20 min。每镉 3-5 min 颠倒混匀一下，使

探针和细胞充分接触。孵育结束后，用无血清 F12 培养基清洗 3 次，去除未进入细

胞的 DCFH-DA，用酶标仪对荧光强度进行检测。 

2.2.6 线粒体膜电位检测 

用线粒体膜电位检测试剂盒对细胞线粒体膜电位进行检测。在开始检测前，先

对 JC-1 染色工作液进行配制： 

1. JC-1 染色工作液的配制：根据实验目的计算 JC-1 染色工作液需要量，按照每 50 µl 

JC-1（200×）加入 8 mL 超纯水的比例稀释 JC-1。剧烈 Vortex 充分溶解并混匀 JC-1，

然后再加入 2 mL JC-1 染色缓冲液（5×），混匀后即为 JC-1 染色工作液。 

2. 检测步骤： 

（1）将细胞接种到 6 孔板中，细胞处理结束后，弃掉培养液，用 PBS 清洗 3 次，

清洗结束后加入 1 mL 含血清的培养液，然后加入 1 mL JC-1 工作液，充分混匀，放

置于细胞培养箱中 37 ℃避光孵育 20 min。 

（2）在孵育期间，配制清洗缓冲液，根据所需用量，按照 1mL JC-1 染色缓冲液（5×）

加入 4 mL 蒸馏水的比例，配制适量的 JC-1 染色缓冲液（1×），并放置于冰上备用。 

（3）孵育结束后，弃掉上清，用 JC-1 染色缓冲液（1×）洗涤 2 次。 

（4）加入 2 mL 培养液覆盖细胞。 

（5）用荧光显微镜对细胞进行拍照。 

3. 在用酶标仪检测 JC-1 荧光强度实验中，则按照以下步骤进行： 

（1）将处理后的细胞收集至离心管中，用 0.5 mL 培养液重悬细胞。 

（2）加入 0.5 mL 的 JC-1 染色工作液，颠倒混匀，培养箱中 37 ℃避光孵育 20 min。 

（3）孵育结束后，600g  4 ℃离心 5 min，弃上清。 

（4）用 JC-1 缓冲液（1×）洗涤 2 次，加入 1ml JC-1 染色缓冲液（1×），重悬细胞，

600g ℃离心 5 min，沉淀细胞，弃上清。然后再重读该操作 1 次。 

（5）再用适量 JC-1 染色缓冲液（1×）重悬后，按照每孔 100 μL 体系加入 96 孔板

中，用酶标仪进行检测。 

2.2.7 抗氧化酶相关指标测定  

2.2.7.1 GSH-PX 含量测定 
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（1）样品制备：将细胞铺至六孔板中，处理结束后，用 PBS 清洗 2 遍，消化离心，

将细胞收集至离心管中，向细胞沉淀中加入 250 μL PBS，用超声破碎仪对细胞进行

破碎，取上清待测。 

（2）按照说明书操作步骤依次将以下试剂添加至 5 mL 离心管中，具体添加方式如

下表所示： 

（1）酶促反应：                                          

 

 非酶管 酶管 

1mmol/L(mL) 0.2 0.2 

待测样品(mL)  0.2 

37℃水浴预温 5min 

试剂一应用液(mL) 0.1 0.1 

 37℃水浴准确反应 5min  

试剂二应用液(mL) 2 2 

待测样品(mL) 0.2  

将上述试剂添加完成后，3500 rmp 离心 10 min，取上清 1 mL 进行显色反应 

（2）显色反应：                 

 

 空白管 标准管 非酶管 酶管 

GSH 标准品应用液

（mL） 

1    

20μmol/L GSH 标准液

（mL） 

 1   

上清液（mL）   1 1 

试剂三应用液（mL） 1 1 1 1 

试剂四应用液（mL） 0.25 0.25 0.25 0.25 

试剂五应用液（mL） 0.05 0.05 0.05 0.05 

（3）将上述试剂添加完成后，混匀，室温静置 15min，每孔添加 200μL 至 96 孔板

中，测定 412nm 的吸光值。 



双酚 AF 对奶山羊子宫内膜上皮细胞的毒性影响及姜黄素的缓解作用和机制研究 

25 

 

（4）将数据代入公式，并根据蛋白浓度计算 GSH-PX 含量。 

2.2.7.2 CAT 含量测定 

（1）样品制备：将细胞铺至六孔板中，处理结束后，用 PBS 清洗 2 次，消化离心

后将细胞收集至离心管中，加 150 μL PBS，用超声破碎仪对细胞进行破碎。破碎结

束后，4000 r/min 离心 10 min，取上清待测。 

（2）按照以下步骤将各试剂添加至离心管中。 

 

 对照管 测定管 

上清液  0.05 

试剂一（37℃预温）（mL） 1.0 1.0 

试剂二（37℃预温）（mL） 0.1 0.1 

立即混匀，并在 37 准确反应 1min 

试剂三（mL） 1.0 1.0 

试剂四（mL） 0.1 0.1 

上清液（mL） 0.05  

（3）按照上述步骤添加完成后，混匀，按照每孔 200 μL 添加至 96 孔板中，检测

405 nm 处的吸光值。 

（4）将数据代入公式，根据蛋白浓度计算细胞中 CAT 含量。 

2.2.7.3 SOD 含量测定 

（1）样品制备：将细胞传至六孔板中，过夜贴壁后，根据实验目的处理 24 h， 弃

掉培养液，用 PBS 清洗 3 次，按照每 100 万细胞加入 100-200 μL SOD 样品制备液

制备样品，适当吹打，放置 25 min，以充分裂解细胞。裂解结束后，将样品移至 1.5 

mL 离心管中，4 ℃12000 g 离心 5 min， 抽取部分上清用做蛋白浓度检测，剩余样

品作为待测样品。 

（2）WST-8/酶工作液的配制：按照每个反应 160 μL 的体积进行配制，包括 151 μL 

SOD 检测缓冲液、8 μL WST-8/酶和 1μL 酶溶液，均匀混合，即可配制成 160uL WST-8/

酶工作液。根据待测样品数量，计算 WST-8/酶工作液需要的总的体积。现配现用，

配制好的 WST-8/酶在 4 ℃进行保存。 

（3）反应启动工作液的配制：把试剂盒中的反应启动液（40×）融解后混匀，按照
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每 1uL 反应启动液（40×）加入 39uL SOD 检测缓冲液的比例进行稀释，混匀后即为

反应启动工作液。根据待检测样品(包括标准品)的数量，配制适量的反应启动工作

液。现配现用，配制好的反应启动工作液可先置于 4℃或冰浴保存。 

（4）样品测定：使用 96 孔板对样品孔和空白孔进行测定，并按下表依次加入待测

样品和其它各种溶液。加入反应启动工作液后充分混匀。具体操作如下表所示： 

                                             

 样品 空白对照 1 空白对照 2 

待测样品 20μL - - 

SOD 检测缓冲液 - 20 μL 40μL 

WST-8/酶工作液 160μL 160μL 160μL 

反应启动工作液 20μL 20μL - 

（5）按照说明书方法添加结束后，在培养箱中 37℃孵育 30 min。利用酶标仪检测

450 nm 处的吸光度。按照说明书公式计算细胞 SOD 活力。 

2.2.7.4 MDA 含量测定 

（1）样品制备：将细胞传至六孔板，处理结束后，收集细胞至离心管中，弃上清，

按照每 500 万细胞加入 1mL 提取液，超声破碎细胞后，8000 g 4℃离心 10 min，取

上清置于冰上待测。 

（2）试剂添加：按照以下步骤依次将试剂添加至离心管中。  

试剂名称（μL） 测定管 空白管 

MDA 检测工作液 300 300 

蒸馏水  100 

样本 100  

试剂三 100 100 

（3）按照表中步骤添加完成后，均匀混合，然后将离心管中混合液在 100℃水浴锅

中保温 60 min，然后在冰浴中冷却，10000 g，常温离心 10 min。抽取上清液中 200 μL

添加至 96 孔板中，测定各样本在 532 nm 和 600 nm 处的吸光值。 

（4）将数据代入公式，测定各样品蛋白浓度，计算各组 MDA 含量。 

2.2.8 细胞凋亡检测 

（1）将细胞传至六孔板中，过夜贴壁后，根据实验目的处理 24 h，把每个处理孔培
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养液吸至相应的 10 mL 离心管中，用 PBS 洗涤贴壁细胞一次，加入 500 μL 胰酶（不

含 EDTA），待轻轻吹打可以使贴壁细胞吹打下来时，吸除胰酶细胞消化液。将旧培

养液加到对应的六孔板中，终止消化，然后转移至 10 mL 离心管中。旧培养液的加

入一方面可以收集已经悬浮的发生凋亡或坏死的细胞，另一方面培养液中的血清可

以终止胰酶对细胞的消化，残留的胰酶会消化并降解后续加入的 Annexin V-FITC，

导致染色失败。 

（2）1000 g 离心 5 min，弃上清，收集细胞，用 PBS 轻轻重悬细胞并计数。 

（3）根据细胞数量，抽取 10 万重悬的细胞，1000 g 离心 5 min，弃上清，加 195 μL 

Annexin V-FITC 结合液，重悬细胞。 

（4）加入 5 μL Annexin V-FITC ，轻轻混匀。 

（5）加入 10 μL 碘化丙啶染色液，轻轻混匀。 

（6）室温避光孵育 10-20 min，随后置于冰浴中，在孵育过程中，重悬细胞 2-3 次

以使细胞充分染色。 

（7）送至流式细胞仪进行检测，最后用 Flow Jo 软件对结果进行分析。 

2.2.9 引物设计   

从 NCBI 上查阅奶山羊目的基因序列，并在上海生工生物完成引物设计。利用

NCBI 中 Primer BLAST 工具对引物特异性进行初步确认，随后在武汉擎科创新生物

科技有限公司进行引物合成，具体引物信息如表 2-3 所示： 
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表 2-3 目的基因引物序列 

Table 2-3 Primer sequence of target genes 

 

2.2.10 细胞总 RNA 提取 

传统法（Trizol 试剂抽提法）提取细胞总 RNA 步骤如下： 

（1）将细胞传至六孔板，贴壁过夜后，对细胞进行处理，24 h 后弃掉培养液，用

PBS 清洗 3 次，去除残留的培养液，向每个细胞孔中加入 500 μLTrizol，置于冰上裂

解 5 min，以便使核蛋白与核酸分离，释放 RNA。 

（2）裂解结束后将裂解液转移至无 RNA 酶离心管中，加入 100 μL 氯仿，充分乳化，

用涡旋仪震荡 15 s 后，室温静置 5 min。 

（3）将离心管放入离心机，12000 g， 4℃离心 10 min， 在超净台中抽取上清至新

的无酶离心管中，向离心管中加入与上清液等体积的异丙醇，上下颠倒，轻轻混匀，

室温静置 10 min，然后 12000 g 4℃离心 10 min。 

（4）弃上清液，沿管壁向沉淀中加入 500 μL 75 %的乙醇，清洗沉淀，轻晃离心管，

使块状沉淀悬浮即可，然后 7500 g， 4℃离心 5 min，然后再重复该步骤 1 次。 

（5）弃上清，轻微抽取，以防止抽掉沉淀，室温静置 5-10 min，使沉淀干燥，随后

基因名称

Gene names 

PubMed no. 序列(5'→3') 

Sequence of primer 

产物大小 

Length (bp) 

HO-1 NM_001285567.1  
Forward: AATATCGCCAGTGCCACCAAGTTC 

Reverse: GTTGAGCAGGAAGGCGGTCTTG 
120 

Keap1  XM_018051052.1 
Forward: CATCCGCCACTCGTTTCTCTCTG 

Reverse: TTGACCCAGTTGATGCAGGC 
101 

NQO1 XM_005692193.3 
Forward: CACTCTGCACTTCTGTGGCTTCC 

Reverse: CAGGCGTTTCTTCCATCCTTCCAG 
112 

Nrf2 XM_018054369.1 
Forward: GCCCAGTCTTCAATGCTCCTTCTC 

Reverse:TTCCTCCCAAACTTGCTCAATGTCC 
113 

β-actin XM_018039831.1  
Forward: GATCTGGCACCACACCTTCT  

Reverse: GGGTCATCTTCTCACGGTTG  
110 
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加入适量 DEPC 水（约 30μL），在-80℃保存备用。 

（6）抽取 1 μL 样品，利用超紫外分光光度计检测样品浓度和质量。 

（7） RNA 反转录根据所测 RNA 浓度进行反转录 cDNA，反转录步骤按照试剂盒

的说明方法。首先是基因组 DNA 去除：每个样品抽取 1μg RNA，添加 4μL 4×gDNA 

wiper Mix，再添加 RNase-free ddH2O 到 16μL，用移液器轻轻吹打混匀，42 ℃ 反应

2 min，然后是逆转录反应，向管中加入 4μL 5× HiScript II qRT SuperMix II，用移液

器轻轻吹打混匀，然后进行逆转录反应，将反应条件设置为 50℃ 15min，85 ℃ 5s。

完成上述步骤后，可根据实验需求对样品进行稀释，随后可立即用于 qPCR 反应。

如果短期内使用可将样品放置于-20℃，若长期保存，则分装后保存于-80℃冰箱备

用。 

2.2.11 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR） 

实验利用定量试剂盒（Abclonal），在 Bio-Rad CFX384 仪器上进行。每个样品

均设置 3 个重复，PCR 扩增体系如下表所示： 

                                      

试剂 Reagent  体积（μL）Volume 

蒸馏水 2 μL 

SYBR Green real time PCR Master Mix 5 μL 

Forward Primer(5μM) 0.5 μL 

Reverse Primer(5 μM) 0.5 μL 

cDNA 2 μL 

总体积 10 μL 

 

PCR 扩增反应条件如下表所示： 

温度 时间  

95℃ 5 min  

95℃ 30 sec  

56℃ 30 sec 35 个循环 

72℃ 30 sec  

72℃ 5 min  

16℃ 5 min  
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2.2.12 蛋白提取和浓度测定 

1.蛋白提取 

将细胞接种至六孔板中，处理后的细胞用 PBS 清洗 3 遍，然后每孔加入 150 μL

细胞裂解液，置于冰上，裂解 20 min 后，用细胞刮板将贴壁细胞刮下，以便于细胞

充分裂解，然后继续在冰上裂解 20 min，然后再用细胞刮板刮取细胞，随后将裂解

的蛋白转移至 1.5 mL 离心管中，用超声破碎仪对细胞进行破碎，破碎结束后将蛋白

裂解液在 4 ℃离心机中 12000 r/min 离心 5-10 min，取一部分上清对蛋白浓度进行检

测。计算上清液体积，加入上清液体积 1/4 的蛋白上样缓冲液，使上样缓冲液稀释

至 1×，然后混匀，用封口膜封闭离心管口，然后将离心管放入沸水中煮 5 min，使

其充分变性。蛋白样煮沸结束后，用离心机进行离心和混匀，使管壁上的水分沉积，

随后将蛋白样品放置于-20℃保存，如果长期使用则放置于-80℃冰箱。 

2.蛋白浓度检测 

本实验使用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒对蛋白浓度进行检测，具体步骤如下： 

（1）计算所需显色工作液总量，按照说明书将试剂 A 液和 B 液按照 50:1 的比例

配制成显色工作液，充分混匀。 

（2）将进行检测的蛋白样品按照每孔 5 μL，每个处理 3 个重复加至 96 孔板中，然

后再补加 15μLPBS。 

（3）试剂盒中蛋白标准品（0、125、250、500、750、1000、1500 和 2000 μg/mL）

各抽取 20 μL 加入 96 孔板中。 

（4）将配制好的显色工作液按照每孔 200 μL 加入需要检测的孔中。 

（5）添加完成后，将 96 孔板放置于 37℃培养箱内孵育 30 min，然后用酶标仪检测

563 nm 处的 OD 值。根据检测结果绘制蛋白浓度标准曲线，计算样品中的蛋白浓度。 

2.2.13 Western Blot 

1．制胶 

（1）装好垂直板电泳槽模具。 

（2）根据实验蛋白大小，选用 7.5 %、10 % 或 12 %凝胶快速制备试剂盒。 

（3）抽取试剂盒中下层胶溶液和下层胶缓冲液各 2.5 mL 加至 10 mL 离心管中，混

匀。然后加入 60 μL 促凝剂，再次混匀，随后注入制胶玻璃板中，然后加入无水乙

醇，以保证分离胶液面与地平线平行。结束后，在室温下静置 0.5-1 h，下层胶凝固
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后，弃掉无水乙醇，蒸馏水冲洗干净，再用滤纸吸干胶面及两玻璃板表面残留水分。 

（4）抽取上层胶溶液和彩色上层胶缓冲液各 0.75 mL 至 5 mL 离心管中，混匀后加

入 30 μL 促进剂，混匀，加入制胶玻璃板中，随后插入梳齿，室温放置 0.5-1 h，拔

掉梳齿即可用于电泳实验。 

2.电泳：将制好胶的玻璃板安装在电泳槽中，向电泳槽内灌入 1×Tris-gly-SDS 电泳

液，淹没中间室，并漫过点样孔。根据测定后的蛋白浓度，向每个点样孔加入 20 μg

蛋白样品，Marker 孔加入 5 μL，点样结束后，先用 80 V 电泳 30 min，然后再转换

为 120 V 继续电泳，待样品中溴酚蓝移动至 Marker 位置最下端时即可结束电泳，准

备转膜。 

3.转膜 

（1）小心撬开玻璃板，将蛋白胶从玻璃板取出，放入装有转膜液的容器中。 

（2）根据蛋白胶的大小，裁剪同样大小的 PVDF 膜，置于甲醇中激活 2 min 后，即

可用于转膜实验。 

（3）准备好转膜需要用到的实验材料，包括转膜夹子，海绵垫和滤纸，将转膜夹子

黑面朝下，白面朝上，放置于实验台上，然后从下往上依次按照海绵垫+滤纸+蛋白

胶+PVDF 膜+滤纸+海绵的顺序防置，放置完成后轻轻合上转膜夹子。在整个操作过

程中，要注意 PVDF 膜于蛋白胶之间不能出现气泡，如果出现气泡，要用玻璃棒擀

出，否则会影响转膜效果。把安装好的转膜夹子插入转膜槽内，加入提前在 4 ℃冰

箱预冷的 1×转膜缓冲液，使其淹没转膜夹子，盖上盖子，将电泳槽放入适当的容器

中，并在外围塞满冰块，以吸收转膜过程中释放的大量的热。随后设置 200 mA 恒

流，时间 90 min。 

4.封闭：转膜结束后，将取出的 PVDF 膜放入含有适量 5 %脱脂奶粉的封闭蛋白盒中，

在室温条件下于摇床上封闭 2 h。 

5．一抗孵育：封闭结束后，倒掉脱脂奶粉，并用 TBSF 请洗 PVDF 膜 3 次，每次 5 

min，随后含有各目蛋白的 PVDF 膜条带放入含有对应抗体的一抗稀释液中，4 ℃孵

育 14 h 左右。 

6. 二抗孵育：回收一抗稀释液，用 TBST 将各目的条带清洗 3 次，每次 10 min。清

洗结束后，加入适量的二抗稀释液，室温孵育 2 h。 

7.显影：二抗孵育结束后，弃掉二抗稀释液，用 TBST 将 PVDF 膜清洗 3 次，每次

10 min，最后加入干净的 TBST 浸没 PVDF 条带。在膜清洗期间，配制显影液，按
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照说明书，根据实验所需用量，将显影液 A 液和 B 液按照 1:1 比例配制混匀，在显

影过程中，均匀的将配制好的显影液浸没在 PVDF 膜上，随后放入显影仪器内进行

显影并保存图像。 

8.灰度值分析：利用 ImageJ 软件对蛋白条带结果进行灰度值分析。 

2.3 数据分析 

使用 GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Inc., La Jolla, CA, USA) 和 SPSS 17.0 

(Chicago, IL, USA)统计分析软件，采用 Two-tailed Student’s t-tests 来分析两组之间的

差异，采用单因素方差分析(ANOVA)多组间显著性差异。所有数据均用“平均值”

±标准差来表示。每个实验均进行 3 次独立的生物学重复。数据差异显著性标注：  

“*”代表差异显著，P＜0.05； “**”代表差异显著，P＜0.01，“***”代表差异极显著， 

P＜0.001。 
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3. 结果 

3.1BPAF 通过激活氧化应激诱导 EECs 凋亡 

3.1.1 BPAF 诱导 EECs 活力降低 

为了检测 BPAF 对 EECs 的毒性影响，本实验用不同浓度的 BPAF（0、10 、20、

40、60 和 80 μΜ）处理细胞 24h 后进行检测。如图 2-1 所示，与对照组相比，BPAF

处理导致细胞形态发生改变，包括细胞收缩，粘附减少，数量降低，融合度降低，

细胞死亡数量增加。CCK8 结果表明，BPAF 以浓度依赖性的方式降低了 EECs 活力，

与对照组相比，BPAF 在 40 μΜ 时显著降低了细胞活力（P<0.001），使细胞活力降

低至 80 %左右，而在 60 μΜ 时细胞活力降低至 50 %-60 %。  

 

图 2-1 BPAF 对 EECs 活力的影响 

图注：（A）不同浓度的 BPAF 处理 EECs 24 h 对细胞形态的影响。标尺=20 μm。（B）不同浓度

的 BPAF 处理 EECs 24 h 对细胞活力的影响。***P＜0.001（与对照组相比）。 

Fig.2-1 Effects of BPAF on EECs viability 

Note: (A) The representative images of cell morphology of EECs treated with different concentrations 

of BPAF for 24 h. Scale bar = 20 µm (B) Cell viability of EECs treated with different concentrations of 

BPAF for 24 h. ***P＜0.001 (compared with control group). 

3.1.2 BPAF 诱导 EECs 线粒体膜电位降低 

为了检测 BPAF 对 EECs 线粒体膜电位的影响，本实验用 JC-1 对细胞进行染色，

其中红色荧光越强代表线粒体膜电位越高，绿色荧光越强则代表线粒体损伤越大。

如图 2-2 所示，对照组显示出了更强的红色荧光，表明有更高的线粒体膜电位，而

BPAF 80 μΜ 处理组明显降低了细胞的红色荧光，同时提升了细胞的绿色荧光，表明

线粒体功能受到了损伤（图 2-2A）。为了进一步验证 BPAF 对 EECs 线粒体膜电位的
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影响，本实验利用酶标仪对线粒体膜电位荧光强度进行了检测，结果表明，BPAF

在 20 μΜ 时显著降低了线粒体膜电位（P<0.01），随后线粒体膜电位随着 BPAF 浓度

的增加而降低（图 2-2B）。这些结果表明 BPAF 处理会导致 EECs 线粒体膜电位去极

化和功能失调。 

 

图 2-2 BPAF 对 EECs 线粒体膜电位的影响 

图注：（A）利用荧光显微镜观察 BPAF 对 EECs 线粒体膜电位的影响。红色荧光代表正常细胞

中 JC-1 的聚合物，绿色荧光代表被破坏线粒体膜电位的 JC-1 单体。标尺=50 μm。（2）利用酶

标仪检测 BPAF 对 EECs 线粒体膜电位的影响。**P＜0.01，***P＜0.001（与对照组相比）。 

Fig. 2-2 The effect of BPAF on mitochondrial membrane potential in EECs 

Note: (A)The effect of BPAF on mitochondrial membrane potential in EECs. Red fluorescence 

represents JC‐1 aggregates in normal cell, green fluorescence represents JC-1 monomeric  in 

damaged mitochondria. Scale bar = 50 µm. (B)The effect of BPAF on mitochondrial membrane 

potential of EECs was detected by microplate reader. **P＜0.01 and *** P＜0.001 (compared with 

control group). 

3.1.3 BPAF 诱导 EECs 中 ROS 的产生 

线粒体是细胞 ROS 的主要来源，线粒体功能受损会加剧 ROS 的产生，因此本

实验利用试剂盒中 DCFH-DA 探针对 ROS 进行了荧光染色，DCFH-DA 进入细胞后

在酯酶作用下水解生成 DCFH，而细胞内 ROS 可使 DCFH 生成有荧光的 DCF。因

此，DCF 的荧光强度可以反映细胞内 ROS 水平。从图 2-3A 可以看到，与对照组相

比，BPAF 处理组增强了 EECs 中 ROS 荧光强度，酶标仪结果表明，BPAF 在不同

浓度均显著诱导了 ROS 的产生（图 2-3B，P<0.001）。这表明 ROS 的产生可能是 BPAF

诱导的细胞死亡机制之一。 



双酚 AF 对奶山羊子宫内膜上皮细胞的毒性影响及姜黄素的缓解作用和机制研究 

35 

 

 

 

图 2-3 BPAF 对 EECs 的 ROS 的影响 

图注：（A）利用荧光显微镜观察 BPAF 对 EECs ROS 的影响，绿色荧光代表二氯荧光素（Dich

lorofluorescein，DCF）强度，其荧光强度与细胞内 ROS 成正比。标尺=20 μm。（B）利用酶标

仪检测 BPAF 对 EECs ROS 的影响。***P＜0.001 （与对照组相比）。 

Fig. 2-3 Effects of BPAF on ROS in EECs 

Note: (A) The effect of BPAF on ROS in EECs was observed by fluorescence microscopy, green 

fluorescence represents dichlorofluorescein (DCF) intensity, which is proportional to intracellular ROS. 

Scale bar = 20 µm. (B)The effect of BPAF on ROS in EECs was detected by microplate reader. ***P

＜0.001 (compared with control group). 

3.1.4 BPAF 扰乱 EECs 抗氧化稳态 

为了进一步探究 ROS 产生的原因，本实验对抗氧化相关指标 GSH-Px 、CAT、

SOD 和 MDA 含量进行了检测。结果表明，与对照组相比，细胞中 GSH-Px 和 CAT

活性随着 BPAF 浓度的升高而升高，其中 GSH-Px 活性在 40 μΜ-80 μΜ 时显著上升

（P<0.05），CAT 活性在 20 μΜ-80 μΜ 时显著上升（P<0.001），且 MDA 含量也随着

BPAF 浓度的升高而升高，并在 40 μΜ-80 μΜ 时达到显著水平（P<0.001）；而 SOD

活性则显示出相反的趋势，在该浓度范围显著降低（P<0.01）。这些结果表明，ROS

的过量产生扰乱了氧化系统和抗氧化系统之间的平衡，并导致了氧化应激的产生（图

2-4 A-D）。 
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图 2-4 BPAF 对 EECs 抗氧化相关因子的影响 

图注：BPAF 处理对 EECs 中 GSH-Px（A）、CAT（B）、SOD（C）和 MDA（D）活性的影响。

**P＜0.01, ***P＜0.001（与对照组相比）。 

Fig.2-4 Effects of BPAF on antioxidant-related factors of EECs 

Note: Effects of BPAF treatment on GSH-Px (A), CAT (B), SOD (C) and MDA (D) activity in EECs. 

**P＜0.01 and ***P＜0.001 (compared with control group). 

3.1.5 BPAF 激活 EECs 中 Nrf2 通路 

Nrf2 是维持细胞内氧化还原稳态以抵抗氧化损伤的关键调节因子，可通过编码

下游抗氧化基因的表达发挥抗氧化作用。因此，为了进一步探究 BPAF 对 EECs 抗

氧化机制的影响，本研究对 Nrf2 及其下游基因和蛋白表达进行了检测。结果表明，

BPAF 在 60 μΜ 和 80 μΜ 时显著提升了 Nrf2，Keap1 和 HO-1 mRNA 的表达，但对

NQO1 mRNA 无显著影响（图 2-5A，P<0.01）。Western Blot 结果显示出与 mRNA

水平相似的结果，BPAF 以剂量依赖性显著增强了 Nrf2 和 HO-1 蛋白表达水平（图

3-5B，P<0.01），而 NQO1 在 80 μΜ 时显著升高（图 2-5B ，P<0.01），这些结果表
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明 BPAF 诱导了 Nrf2 通路激活。 

 

图 2-5 BPAF 对 EECs Nrf2 通路的影响 



华中农业大学 2024 届博士研究生学位（毕业）论文 

 

38 

 

图注：（A）实时荧光定量 PCR 检测 BPAF 对 Nrf2 、Keap1、HO-1 和 NQO1 mRNA 水平的影响。

（B）Western blot 检测 BPAF 对 Nrf2 通路蛋白表达的影响，并对 Nrf2、HO-1 和 NQO1 的蛋白

表达进行灰度值分析。**P＜0.01，***P＜0.001（与对照组相比）。 

Fig. 2-5 Effects of BPAF on Nrf2 pathway of EECs 

Note: (A) The effects of BPAF on Nrf2, Keap1, HO-1 and NQO1 mRNA levels were determined by 

Quantitative Real-Time RT-PCR. (B) Western blot analysis was performed to detect the effect of BPAF 

on Nrf2 pathway protein expression, and the protein expressions of Nrf2, HO-1 and NQO1 were 

analyzed with gray values. **P<0.01 and ***P<0.001 (compared with control group). 

3.1.6 BPAF 诱导 EECs 凋亡相关蛋白表达 

为了探究 BPAF 对 EECs 凋亡的影响，本研究对凋亡相关蛋白进行了检测，结

果表明 BPAF 在 20 μΜ 时显著提升了促凋亡蛋白 Bax 表达水平（P<0.05），并随着

BPAF 浓度的增加而升高，Cytochrome C 在 BPAF 浓度为 10 μΜ-60 μΜ 时显著提升

（P<0.05）。相反，抗凋亡蛋白 Bcl-2 蛋白表达水平随着 BPAF 浓度的增加呈降低趋

势，并在 40μΜ-80 μΜ 时达到显著水平（P<0.001）。由于 DNA 过度损伤可能诱导细

胞凋亡，因此本研究同样对 γ-H2AX 蛋白表达水平进行了检测，与其它促凋亡蛋白

一致，BPAF 同样促进了 γ-H2AX 蛋白的表达，并在 20 μΜ-80 μΜ 时显著升高

（P<0.05），这些结果表明 BPAF 诱导了 EECs 凋亡（图 2-6）。 

 

图 2-6 BPAF 对 EEC 凋亡相关蛋白表达的影响 



双酚 AF 对奶山羊子宫内膜上皮细胞的毒性影响及姜黄素的缓解作用和机制研究 

39 

 

图注：（A）Western blot 检测 BPAF 对凋亡相关蛋白表达的影响，并对 Bax，Bcl-2，Cytochrome 

C 和 γ-H2AX 的蛋白表达进行灰度值分析。*P＜0.05，***P＜0.001（与对照组相比）。 

Fig. 2-6 Effects of BPAF on expression of apoptosis-related proteins in EECs 

Note: (A) Western blot was used to detect the effects of BPAF on apoptosis-related protein expression, 

and the protein expressions of Bax, Bcl-2, Cytochrome C and γ-H2AX were analyzed with gray values. 

*P＜0.05 and ***P＜0.001 (compared with control group). 

3.1.7 BPAF 激活 EECs 中 MAPK 通路 

MAPK 通路是调控细胞增殖和凋亡的主要信号通路，为了进一步探究 BPAF 诱

导 EECs 细胞凋亡的机制，本研究对 MAPK 通路相关蛋白进行了检测，结果表明

BPAF 在 40 μΜ-80 μΜ 诱导了 p-ERK1/2 蛋白水平的显著增加（P<0.01），而 p-P38

和 p-JNK蛋白表达水平在 60 μΜ和 80 μΜ时显著增加（P<0.01）。这些结果表明BPAF

可能通过激活 MAPK 通路诱导了 EECs 凋亡（图 2-7）。  

 

图 2-7 BPAF 对 EECs MAPK 通路的影响 
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图注：（A）Western blot 检测 BPAF 对 MAPK 通路相关蛋白表达的影响，并对 p-Erk1/2、p-P38

和 p-JNK 的蛋白表达进行灰度值分析。**P＜0.01，***P＜0.001（与对照组相比）。 

Fig. 2-7 Effects of BPAF on EECs MAPK pathway 

Note: (A) Western blot analysis was performed to detect the effect of BPAF on the expression of 

MAPK pathway-related proteins, and the protein expressions of p-ERK1/2, p-P38 and p-JNK were 

analyzed with gray values. **P＜0.01 and ***P＜0.001 (compared with control group). 

3.2姜黄素通过抑制氧化应激和MAPK通路缓解BPAF 诱导的 EECs

凋亡 

3.2.1 姜黄素缓解 BPAF 诱导的细胞毒性 

在上述结果中，BPAF 在 60 μM 时使细胞活力降低至 50%-60%，且该浓度显著

诱导了凋亡相关蛋白和通路的激活，因此本实验选用 60 μM 进行后续实验。为了探

究姜黄素对 BPAF 诱导的细胞损伤的保护作用，本研究首先用不同浓度姜黄素（0、

1.25、2.5、5、10 和 20 μΜ）处理 EECs 24 h。结果表明，姜黄素在 10 μΜ 时显著降

低了 EECs 细胞活力（图 2-8A，P<0.001），因此，本实验选用 0、1.25、2.5 和 5 μΜ

进行后续缓解实验。结果表明，姜黄素在 2.5 μΜ 时显著提升了细胞活力（图 2-8B，

P<0.05）。因此，本研究在后续实验中选用 2.5 μΜ 以进一步探究其缓解作用和机制。 

图 2-8 姜黄素缓解 BPAF 诱导的细胞毒性 

图注：（A）不同浓度姜黄素处理 EECs 24 h 对细胞活力的影响。（B）用 1.25、2.5 或 5 μΜ 姜黄

素预处理 EECs 对 BPAF 诱导的细胞毒性的影响。**P<0.01，***P<0.001（与对照组相比）； 

#P<0.05，###P<0.001（与 BPAF 组相比）。 
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Fig 2-8. Curcumin alleviates BPAF-induced cytotoxicity  

Note:（A）Cell viability of EECs treated with different concentration of curcumin for 24 h. (B) Cell 

viability of EECs pretreated with 1.25, 2.5 or 5 μΜ curcumin before BPAF treatment. **P<0.01 and 

***P<0.001 (compared with control group); #P<0.05 and ###P<0.001 (compared with BPAF group).  

3.2.2 姜黄素缓解 BPAF 诱导的 EECs 凋亡 

为了进一步揭示姜黄素对 BPAF 诱导的 EECs 损伤的缓解作用，利用流式细胞

术对细胞凋亡率进行了检测，结果表明，与对照组相比，BPAF 处理组细胞凋亡率

显著增加（P<0.001），而姜黄素预处理组显著降低（图 2-9A，P<0.01）。此外，Western 

Blot结果表明，姜黄素预处理显著降低了BPAF诱导的Bax、Cytochrome C和 γ-H2AX

蛋白表达（图 2-9B，P<0.01），而 Bcl-2 蛋白表达水平显著增加（图 2-9B，P<0.001），

这表明姜黄素可能通过线粒体凋亡途径抑制了 BPAF 诱导的 EECs 凋亡。 

 

 

图 2-9 姜黄素缓解 BPAF 诱导的细胞凋亡 

图注：（A）用细胞流式仪分析 EECs 凋亡率。（B）Western blot 检测 Bax、Bcl-2、Cytochrome C

和 γ-H2AX 的蛋白表达，并对其灰度值进行分析。**P<0.01，***P<0.001 （与对照组相比）； 

##P<0.01 and ###P<0.001 （与 BPAF 组相比）。 
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Fig. 2-9 Curcumin alleviates EECs apoptosis induced by BPAF  

Note: (A) The apoptosis rate of EECs analyzed by flow cytometry. (B)The expressions of Bax, Bcl-2, 

Cytochrome C and γ-H2AX were detected by Western blot and gray values were analyzed **P<0.01, 

***P<0.001 (compared with control group)；##P<0.01 and ###P<0.001 (compared with BPAF group).  

3.2.3 姜黄素抑制 BPAF 诱导的氧化应激 

ROS 的产生在氧化应激和细胞凋亡中发挥着关键作用，本研究中，与 BPAF 单

独处理组相比，姜黄素预处理显著抑制了 BPAF 诱导的 ROS 产生和 MDA 含量（图

2-10A-C，P<0.001）。此外，抗氧化相关指标检测结果表明，与 BPAF 单独处理组相

比，姜黄素预处理显著提升 SOD 含量，而 GSH-Px 含量显著减低（图 2-10D-E，

P<0.001）。这些结果表明，姜黄素可能通过维持 EECs 的氧化还原稳态，抑制 BPAF

诱导的氧化应激。 

 

 

图 2-10 姜黄素缓解 BPAF 诱导的氧化应激 

图注：（A）EECs 的相对 ROS 水平。（B）EECs 中 ROS 的代表性图像，绿色荧光代表二氯荧光

素（Dichlorofluorescein，DCF）强度，其荧光强度与细胞内 ROS 成正比。标尺=50 μm。（C）EECs

中 MDA 的含量。（D）EECs 中 SOD 活性的变化。（E）EECs 中 GSH-Px 活性的变化。***P<0.001 

（与对照组相比）；###P<0.001（与 BPAF 组相比）。 
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Fig.2-10 Curcumin alleviates BPAF-induced oxidative stress 

Note: (A)The relative ROS level in EECs. (B) The representative images of ROS in EECs. Green 

fluorescence represents dichlorofluorescein (DCF) intensity, which is proportional to intracellular ROS. 

Scale bar = 50 µm.(C) The MDA content in EECs. (D) The SOD activity in EECs. (E) The GSH-Px 

activity in EECs. ***P<0.001 (compared with control group); ###P<0.001 (compared with BPAF 

group). 

3.2.4 姜黄素抑制 BPAF 诱导的 EECs 线粒体膜电位降低 

与对照组相比，BPAF 显著降低了线粒体膜电位（P<0.001），而姜黄素处理增

强了 EECs 红色荧光强度，显著提升了线粒体膜电位（P<0.001）。这些结果表明姜

黄素在 BPAF 处理中通过保护线粒体功能发挥细胞保护作用。 

 

图 2-11 姜黄素对 BPAF 诱导的 EECs 线粒体膜电位损伤的影响 

图注：（A）EECs 中 JC-1 荧光染色的代表性图像，红色荧光代表正常线粒体中 JC-1 的聚合物，

绿色荧光代表被破坏线粒体膜电位的 JC-1 单体。标尺=50 μm（B）酶标仪检测 EECs 中线粒体

膜电位。标尺=µm 。***P<0.001（与对照组相比）；##P<0.01，###P<0.001（与 BPAF 组相比）。 

Fig 2-11 Effect of curcumin on BPAF induced loss of mitochondrial membrane potential in EECs 

Note: (A). The representative images of JC-1 fluorescent intensity in EECs. Red fluorescence 

represents JC‐1 aggregates in normal mitochondria, green fluorescence indicates JC-1 monomeric  in 

damaged mitochondria. Scale bar = 50 µm. (B). The value of mitochondrial membrane potential in 

EEC was detected by microplate reader. ***P<0.001 (compared with control group); ##P<0.01, 

###P<0.001 (compared with BPAF group). 
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3.2.5 姜黄素抑制 BPAF 诱导的 MAPK 通路激活 

为了探究 MAPK 通路是否参与了姜黄素对 BPAF 诱导的细胞凋亡中的保护作

用，本研究对 MAPK 通路相关蛋白进行了检测。结果表明，BPAF 处理显著提高了

p-ERK1/2、p-P38 和 p-JNK 的磷酸化水平（P<0.01），而姜黄素预处理显著降低了

ERK1/2 和 P38 的磷酸化水平（P<0.05），但 P-JNK 无显著影响（P>0.05）。这些结

果表明，姜黄素可能通过抑制 ERK1/2 和 P38 通路缓解 BPAF 诱导的细胞凋亡。 

 

 

图 2-12 姜黄素抑制 BPAF 诱导的 MAPK 通路激活 

图注：（A）Western blot 检测 MAPK 通路蛋白表达并用 Image J 软件分析蛋白的相对表达水平。

*P<0.05, **P<0.01（与对照组相比）；#P<0.05, ##P<0.01, ### P<0.001（与 BPAF 组相比）。   

Fig.2-12 Curcumin inhibits BPAF-induced MAPK pathway activation  

Note: (A). The expression of MAPK pathway protein was detected by Western blot and analyzed by 



双酚 AF 对奶山羊子宫内膜上皮细胞的毒性影响及姜黄素的缓解作用和机制研究 

45 

 

Image J software. *P<0.05 and **P<0.01 (compared with control group); #P<0.05, ##P<0.01 and ### 

P<0.001 (compared with BPAF group).   

3.2.6 姜黄素抑制 BPAF 诱导的 Nrf2 通路激活 

为了进一步探究姜黄素如何保护 EECs 抵抗 BPAF 诱导的细胞毒性，本研究对

抗氧化通路相关蛋白和 mRNA 水平进行检测，如图所示，与对照组相比，BPAF 处

理显著提高了 EECs 中 Nrf2、Keap1 和 HO-1 mRNA 水平（P<0.001），而姜黄素预

处理显著降低了 Nrf2、Keap1 和 HO-1 mRNA 水平（P<0.01），但 NQO1 mRNA 水

平显著升高（P<0.05）。在 Western Blot 结果中，Nrf2、HO-1 和 NQO1 的蛋白表达

水平显示出与 mRNA 水平相似的趋势，姜黄素同样显著降低了 Nrf2 和 HO-1 蛋白表

达（P<0.05），而 NQO1 显著上升（P<0.05）。这表明姜黄素可能通过 Nrf2/HO-1 途

径保护 EECs 免受 BPAF 处理引起的氧化应激。 

 

 图 2-13 姜黄素对 BPAF 诱导的 Nrf2 通路激活的影响 

图注：（A）实时荧光定量检测 EECs 中 Nrf2、Keap1、HO-1 和 NQO1 mRNA 相对表达水平。（B）

Western blot 检测 Nrf2 通路相关蛋白表达水平。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001（与对照组相

比）；#P<0.05, ##P<0.01，###P<0.001（与 BPAF 组相比）。 
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Fig.2-13 Effects of Curcumin on BPAF-induced Nrf2 pathway activation in EECs 

Note: (A) The relative mRNA expression levels of Nrf2, Keap1, HO-1 and NQO1 in EECs were 

quantitatively determined by qRT-PCR. (B) The Nrf2 pathway-related proteins were detected by 

Western blot. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 (compared with control group); #P<0.05, ##P<0.01 

and ###P<0.001 (compared with BPAF group). 
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4.讨论 

作为 BPA 的替代物，BPAF 已广泛应用于塑料和其他工业产品中，由于其具有

较强的雌激素活性和生殖毒性 (Akahori et al 2008)，暴露于 BPAF 可引起多种细胞的

氧化应激，如扰乱抗氧化防御，导致细胞凋亡等 (Gu et al 2020，Huang et al 2020)。

然而，BPAF 对 EECs 的毒性作用尚不清楚。本研究从氧化应激、凋亡和 MAPK 等

途径探讨了 BPAF 介导的 EECs 毒性的潜在机制。此外，我们还研究了姜黄素预处

理是否对 BPAF 诱导的细胞损伤具有保护作用。本研究结果表明，BPAF 暴露导致

EECs 细胞活力显著降低和线粒体功能障碍，并引发了 ROS 生成的增加，导致了细

胞凋亡，而姜黄素可通过抑制 MAPK 通路和氧化应激缓解 BPAF 诱导的凋亡。 

线粒体在诱导细胞凋亡中发挥重要作用，而细胞凋亡与氧化应激密切相关 

(Xiong et al 2014)。氧化应激状态下，线粒体外膜通透性增加，线粒体释放细胞凋亡

相关因子如 Cytochrome C 进入细胞质，引发下游 Caspase 级联反应，导致细胞凋亡 

(Maity et al 2022)。Bax 和 Bcl-2 可能通过调节线粒体膜通透性影响细胞凋亡 

(Desagher and Martinou 2000)。先前的体内和体外研究表明，BPAF 可诱导多种细胞

产生氧化应激并最终导致凋亡。例如，BPAF 会导致支持细胞 (Wu et al 2019)和 HCM

细胞的活力降低 (Gu et al 2020)，提高 Bax，降低 Bcl-2 的表达诱导 KGN 细胞凋亡 

(Huang et al 2021)。此外，BPAF 还会引起睾丸线粒体膜电位的降低和 Cytochrome C

的增加 (Yu et al 2022b)，这表明 BPAF 在多种细胞中引发的凋亡的产生。在本研究

中也出现了类似的结果，BPAF 处理显著降低了 EECs 细胞活力，然而姜黄素预处理

逆转了这一趋势，表明姜黄素对 BPAF 诱导的细胞损伤具有保护作用。此外，我们

还发现 BPAF 显著增加了 ROS 和细胞凋亡率的产生，这可能是通过线粒体死亡途径

引起的。在本研究中 BPAF 暴露导致了 EECs 线粒体功能障碍，Bax 和 Cytochrome C

表达升高，Bcl-2 表达降低，而姜黄素预处理显著抑制了这一趋势，相似的结果也在

其他研究中报道。例如，姜黄素已被证明可以防止三氧化二砷诱导的鸭肾细胞凋亡 

(Wu et al 2021)和玉米赤霉烯酮诱导的 TM3 细胞凋亡 (Chen et al 2020a)。据我们所

知，这是第一次发现姜黄素对 BPAF 诱导的细胞凋亡和损伤具有保护作用，这可能

意味着姜黄素对 BPAF 引起的其他受损细胞也有保护作用，如 BPAF 诱导的睾丸损

伤和卵巢 DNA 氧化 (Abdallah et al 2023b)。此外，内质网应激通路也被证明可以激

活凋亡通路，导致细胞凋亡 (Liu et al 2016)。研究表明姜黄素可通过内质网应激缓
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解玉米赤霉烯酮诱导的细胞凋亡 (Chen et al 2020a)。因此，姜黄素缓解 BPAF 诱导

的细胞凋亡的机制有待进一步研究。 

氧化应激是一种导致细胞损伤的代谢功能障碍，可由多种环境污染物引发，如

PM2.5 (Wang et al 2022b)和砷 (Wei et al 2020)。过量的 ROS 会破坏抗氧化能力，引

起线粒体损伤和遗传毒性，导致细胞凋亡 (Uttara et al 2009)。线粒体是内源性 ROS

的主要来源，线粒体功能障碍会导致氧化应激增加，从而产生脂质过氧化反应，而

MDA 是氧化损伤的指标之一 (Ott et al 2007)。在本研究中，BPAF 处理诱导线粒体

功能损伤，表明 BPAF 可能通过损伤线粒体功能引发了 ROS 的产生。SOD 和 GSH-Px

是体内必需的抗氧化酶，通过清除 ROS 的产生来维持氧化还原平衡。据报道，BPAF

显著诱导大鼠睾丸和 KGN 细胞产生 ROS 和 MDA，并导致抗氧化系统紊乱 (Huang 

et al 2021，Yu et al 2022b)。本研究同样证实了这一观察结果。我们发现 BPAF 暴露

显著增加了EECs中ROS和MDA的产生，同时抗氧化酶SOD的活性降低，而GSH-Px

的活性显著增加。结果表明，BPAF 可刺激 EECs 产生过量 ROS，导致氧化还原失衡

和细胞凋亡。已有研究表明，植物提取物具有抑制氧化和提高抗氧化酶活性的作用，

如柱头甾醇 (Ali et al 2015)、生物碱和甾醇 (Aljarba et al 2021)等。然而，姜黄素能

否预防 BPAF 引起的氧化应激尚不清楚。在本研究中，姜黄素可通过维持氧化还原

稳态，减轻了氧化应激导致的细胞损伤，抑制了细胞凋亡。在其他研究中也有类似

的发现，表明姜黄素具有较高的抗氧化能力，可减弱环境污染物引起的氧化应激，

维持氧化还原平衡。例如，姜黄素可以通过抑制玉米赤霉烯酮引起的氧化来保护间

质细胞 (Chen et al 2020a)。此外，姜黄素也被证明可以通过调节氧化应激来防止三

氧化二砷诱导的自噬和细胞凋亡 (Wu et al 2021)41。这些研究表明姜黄素在抑制氧

化应激后，会通过多种途径缓解细胞损伤。综上所述，这些数据表明姜黄素通过抑

制氧化应激和和维持抗氧化稳态缓解了 BPAF 诱导的细胞凋亡。 

Nrf2 被认为是细胞中抗氧化剂的关键细胞防御调节剂 (Nguyen et al 2009)。在

正常情况下，Nrf2 通过在细胞质中与 Keap1 形成复合物而失活，氧化应激发生时，

Nrf2 与 Keap1 解离并易位到细胞核中，激活细胞保护分子的表达，如 NQO1、SOD 

和 HO-1 (Akino et al 2018，Hayes and McMahon 2001，Mondal et al 2019)。多项研究

发现姜黄素通过激活 Nrf2 通路对一些环境污染物诱导的细胞损伤发挥保护作用。如

Qi等人发现姜黄素通过上调Nrf2、HO-1和NQO1的表达，保护人滋养层HTR8/SVneo

细胞免受氧化损伤 (Qi et al 2020)。然而在本研究中， Nrf2 及其下游靶点 HO-1 在
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BPAF 诱导的损伤的细胞中持续上升，这与大多数已报到的结果是相反的。这可能

是细胞生存的一种自我保护机制，在应对外界有害刺激时，通过提升抗氧化酶的表

达以抵抗氧化应激，维持细胞抗氧化稳态，并且在其他研究中也有发现，如脂多糖

可以激活支气管上皮细胞中 Keap1-Nrf2/HO-1 通路 (Li et al 2021a)。据我们所知，这

是首次发现 BPAF 可以激活 EECs 中的 Nrf2 通路。在本研究中，姜黄素通过增加 SOD

的活性以去除过量的 ROS 并维持细胞氧化还原稳态。同时，抗氧化酶 GSH-Px、Nrf2、

HO-1 的降低表明细胞已经恢复到相对正常的状态，这也在一定程度上解释了姜黄素

预处理后细胞凋亡降低的原因。 

MAPK 信号通路参与细胞生长、分化、增殖和凋亡等生理过程的调控，是细胞

中最重要的信号转导系统之一 (Cargnello and Roux 2012)，MAPK 信号通路的激活介

导了氧化应激、细胞凋亡和炎症反应的产生 (Lei et al 2019，Vahdati Hassani et al 

2017)。Nrf2 受到 MAPK 信号通路的调控 (Lee et al 2013)，这表明本实验中 Nrf2 通

路可能通过调控 MAPK 通路发挥作用。已有研究表明 BPAF 通过激活 MAPK 通路

诱导了人卵巢颗粒样肿瘤细胞凋亡，而 JNK在这一过程中发挥了主要作用 (Huang et 

al 2020)。然而，MAPK 通路是否也参与 BPAF 诱导的 EECs 凋亡尚不清楚。本研究

发现，ERK1/2、JNK 和 P38 的磷酸化被显著激活，这表明 MAPK 通路可能是姜黄

素抑制 BPAF 诱导的细胞凋亡和氧化应激的潜在靶点。类似的发现如植物提取物藏

红花素和原花青素 C1 已证明可以通过抑制 MAPK 通路的激活抵抗细胞凋亡和氧化

应激从而发挥保护作用 (Song et al 2019，Vahdati Hassani et al 2017)。因此，我们进

一步探索了姜黄素是否也能阻断 MAPK 的磷酸化，抑制 BPAF 诱导的 EECs 细胞凋

亡。我们的研究结果表明，姜黄素显著抑制 ERK1/2 和 P38 的磷酸化。然而，JNK

的磷酸化并没有改变。其他研究也发现了类似的结果，例如 Geng 等人报道姜黄素

通过抑制 JNK/P38 通路减弱 BPA 诱导的 HepG2 细胞的胰岛素抵抗 (Geng et al 

2017)。Song 等人的研究表明原花青素 C1 通过阻断 ERK1/2 和 P38 的磷酸化，而不

是通过 JNK 通路来抑制谷氨酸诱导的 HT22 细胞死亡 (Song et al 2019)65，这在一定

程度上解释了姜黄素对细胞保护作用有限的原因。此外，在本研究中，虽然我们证

明姜黄素通过抑制 ERK 和 P38 通路发挥保护作用，但 EECs 仍可能通过其他信号通

路导致凋亡，具体机制仍需进一步研究。 
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5.小结 

本研究以 EECs 为体外子宫模型，检测了 BPAF 对 EECs 氧化应激和细胞凋亡

的影响，并探究了姜黄素对 BPAF 诱导的 EECs 氧化应激和凋亡的缓解作用及机制。

结果如下： 

（1）BPAF 诱导 EECs 活力和线粒体膜电位降低，提升 ROS 和 MDA 含量，并扰乱

细胞抗氧化系统。 

（2）EECs 可能通过激活 Nrf2 通路以对抗 BPAF 诱导的氧化应激。 

（2）BPAF 可能通过激活线粒体凋亡途径和 MAPK 通路诱导了 EECs 凋亡。 

（3）姜黄素可能通过抑制 ROS 和 MDA 的产生，维持 EECs 抗氧化系统平衡和 

抑制 MAPK 通路缓解 BPAF 诱导的细胞凋亡。 
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第三章 姜黄素通过抑制自噬和内质网应激缓解 BPAF 诱导的 

奶山羊 EECs 铁死亡 

1.引言 

多项研究表明 BPAF 会导致细胞氧化应激和凋亡的发生 (Gu et al 2020)，然而有

害物质往往通过多种途径对机体和细胞产生危害。在第二章结果中发现 BPAF 会降

低 EECs 活力，引发 ROS 和 MDA 产生，并激活 Nrf2 通路，这些指标同样参与了

铁死亡的发生，且已有研究报道 BPAF 诱导了自噬的发生 (Yu et al 2022a)，因此本

研究推断 BPAF 可能同样诱导了 EECs 铁死亡的发生。 

铁死亡是一种铁依赖性脂质过氧化产物过量积累引起的新型调节性细胞死亡。

在铁死亡过程中，释放的铁离子可以催化 Fenton 反应产生大量活性氧，增强细胞损

伤，表明铁是铁死亡发生的必要因素 (Dixon et al 2012)。自噬通过降解铁蛋白在铁

死亡过程中发挥着关键作用 (Hou et al 2016)。目前，可以通过三种生物标志物来识

别铁死亡的发生，包括蛋白质标志物（GPX4 和 COX-2），脂质过氧化和 ROS (Jiang 

et al 2021a，Tang et al 2021a)。 

因此，本研究旨在探讨铁死亡是否参与 BPAF 诱导的 EECs 细胞损伤，同时探

究姜黄素能否缓解 BPAF 诱导的 EECs 铁死亡，并揭示其作用机制。 

2.材料与方法    

2.1 实验材料 

本实验所用实验材料同第二章 2.1，包括细胞、仪器、试剂和耗材等。 

2.2 主要试剂 

2.2.1 主要抗体 

本实验所用抗体 ATF6（YA831）和 ATF4（HY-P80486）购自 MedChemExpress

（MCE），AKT（9272） 和 p-AKT（9271）购自 Cell Signaling Technology（CST），

mTOR（T55306）购自英国 Biorbyt，其余抗体 ATG5（T55766）、LC3B（T55992）、

Beclin1（T55092）、P62（T55546）、GPX4（T56959）、FTH1（T55648）、COX2（T

58852）、FACL4（T510198）、GRP78（A0241）、p-PERK（AP1501）、PERK（TP52

759）、CHOP（T56694）、PI3K（T40115）、p-PI3K（T40116）和 p-MTOR（T56571）
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均购自于 Abmart，所有抗体稀释比例均为 1:1000。    

2.2.2 主要抑制剂 

本实验用到的主要抑制剂如表 2-1 所示。 Ferrostatin-1（Fer-1）是一种铁死亡抑

制剂，通过抑制脂质过氧化抑制铁死亡发生。Deferoxamine mesylate （DFOM）是

一种铁螯合剂，可减少组织和细胞中铁的积累。氯喹（Chloroquine，CQ） 和 3-甲

基腺嘌呤（3-Methyladenine ，3-MA）是两种自噬抑制剂，其中 CQ 通过阻断自噬

体和溶酶体融合抑制自噬，而 LY294002 3-MA 通过抑制 PI3K 抑制自噬小体的形成，

进而抑制自噬。4-Phenylbutyric acid （4-PBA）是一种内质网应激抑制剂，可对内质

网应激中三个主要通路 IRE1α、PERK 和 ATF6 的激活进行抑制。MHY1485 是一种

mTOR 激活剂，可激活 mTOR 蛋白的表达。Z-VAD-FMK 是一种 caspase 抑制剂，

可阻断细胞凋亡。  

表 2-1 主要抑制剂 

 Table 2-1 Main inhibitors 

抑制剂名称 

Name of inhibitor 

货号 

Catalog number 

实验浓度 

Treatment concentration 

生产厂家 

Manufacturer 

CQ HY-17589A 1.25 μΜ MCE 

DFOM HY-B0988 15 μΜ MCE 

Fer-1 HY-100579 2.5 μΜ MCE 

3-MA HY-19312 5-10 μΜ MCE 

4-PBA HY-A0281 50-1000 μΜ MCE 

LY294002 HY-10108 5-10 μΜ MCE 

MHY1485 HY-B0795 20 μΜ MCE 

Z-VAD-FMK MB3313 1.25 μΜ 美仑生物 

2.3 细胞培养和处理 

本实验细胞培养、姜黄素和 BPAF 处理同第二章实验方法中 2.2.1，2.2.2 和 2.2.3。

在抑制剂和 mTOR 激活剂处理过程中，用 Fer-1、DFOM、CQ、4-PBA、MHY1485

和 Z-VAD-FMK 预处理 12 h 后弃掉培养液，然后向细胞中加入含有 BPAF 和同样浓

度抑制剂的培养液，继续培养 24 h，其中 3-MA 和 LY294002 预处理 4 h 即可，其

余步骤与其他抑制剂一致。 
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2.4 GSH 含量检测: 

（1）将细胞培养在六孔板中，处理结束后，用 PBS 清洗 2 遍，消化离心后将细胞

收集至离心管中，去除上清液，向细胞沉淀中加入 300 μLPBS 悬浮细胞，用超声破

碎仪破碎细胞后待测。 

（2）按照 1:1 的比例，将细胞悬液和与试剂一进行混合，3500 r/min 离心 10 min，

取上清液待测。 

（3）试剂配制： 

GSH 标准品溶剂应用液配制：根据实验用量，按照标准品溶剂贮备液：双蒸水

=1:9 的比例进行稀释。 

1mmol/L GSH 标准品溶剂配制：GSH 分子量为 307，每次测定前将 3.07 mg 的

GSH 标准品添加到 10 mL 的 GSH 溶剂应用液中，混合均匀，2 ℃- 8 ℃保存 48 h。 

20 μΜol/L  GSH 标准品溶液配制： 将 0.2 mL 1mmol/L GSH 标准溶液添加至 9.8 

mL GSH 标准溶剂应用液中，均匀混合，现配现用。 

（4）按照说明书操作步骤依次对试剂进行添加，具体添加方式如下表所示： 

 

 空白孔 标准孔 测定孔 

试剂一（μL） 100   

20μmol/LGSH 标准品

(μL) 

 100  

上清液（μL）   100 

试剂三（μL） 25 25 25 

试剂二（μL） 100 100 100 

（5）添加完成后，轻微震荡孔板使其混合均匀，静置 5 min 后，用酶标仪测定 405 nm

处的吸光值，代入公式进行计算，并根据蛋白浓度计算 GSH 含量 

2.5 铁离子含量测定 

（1）样品制备：将细胞铺至 6 孔板中，处理结束后，用 PBS 清洗 2 次，然后消化

离心将细胞收集至离心管中，按照每 1×106个细胞加入 0.2 mL 的试剂一，混匀后

置于冰上裂解 10 min，然后 15000 g 离心 10 min，取上清液待测。 
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（2）按照以下步骤将各试剂添加至离心管中，混匀。 

 标准孔 对照孔 测定孔 

不同浓度 

标准品（μL） 

80   

待测样本（μL）  80 80 

试剂二（μL）  80  

试剂三（μL） 80  80 

（3）混匀，37℃ 孵育 10 min，用酶标仪检测 593 nm 处的 OD 值，并根据细胞数

量计算细胞铁离子含量。 

2.6 细胞总 mRNA 提取和实时荧光定量 PCR 

同第二章 2.2.9 ，2.2.10 和 2.2.11。本实验中 NCOA4 和 VAMP8 引物序列如表

2-2 所示。 

表 2-2 目的基因引物序列 

Table 2-2   Primer sequence of target genes  

 

2.7 蛋白提取和 Western blot  

同第二章 2.2.12 和 2.2.13。 

2.8 EECs 转染 siRNA  

以 Nrf2 和 HO-1 编码区为靶点的短干扰 RNA（siRNA）和干扰非靶向阴性对照

均由苏州吉玛生物公司设计合成。Nrf2-siRNA 引物序列为:正义链 5'-GCACAACAG

基 因 名 称

Gene names 

PubMed no. 序列(5'→3') 

Sequence of primer 

产物大小 

Length 

(bp) 

NCOA4  XM_018042234.1 
Forward:TTGGAGCTTGCTATTGGTGGAGTTC 

Reverse:CTGTGAATCTGGGCTTTGACCTCTC 
83 

VAMP8 XM_018055378.1 
Forward: CCACCTTCGCAACAAGACAGAG 

Reverse:AATCATCTTCACGTTCTTCCACCAG 
101 

β-actin XM_018039831.1  
Forward: GATCTGGCACCACACCTTCT  

Reverse: GGGTCATCTTCTCACGGTTG  
110 
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CAGAAUUCAATT-3'，反义链 5'-UUGAAUUCUGCUGUUGUGCTT-3'。HO-1-siRNA

引物序列为:正义链 5'-GCAUCUUUGUACCACAUCUTT-3'，反义链: 5'-AGAUGUG

GUACAAAGAUGCTT-3'。将 EECs 细胞传至六孔板中，待细胞汇合度达到约 60% 

时对细胞进行转染，使用博奥龙 QuickShuttle 转染试剂对细胞进行转染，具体步骤

如下所示： 

（1）在超净台中，将 5 μL 配制好的 siNrf2 加入 95μL PBS 中，轻轻混匀。 

（2）将 12 μL 转染试剂加入 88 μL PBS 中，轻轻混匀。 

（3）合并上述两溶液并混匀，随后加入细胞培养液中，轻摇细胞培养板使其与培养

液充分混合，将细胞放置培养箱培养 12 h。 

（4）转染结束后，弃掉含有 siRNA 的培养液，加入含有 BPAF 的培养液继续培养

24 h，处理结束后提取 RNA 或者蛋白样进行后续实验。 

2.9 数据处理与分析 

同第二章 2.3。 
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3.结果 

3.1BPAF 通过激活自噬和内质网应激诱导 EECs 铁死亡 

3.1.1BPAF 诱导 EECs 铁死亡 

为了探究除凋亡外是否有其它细胞死亡途径参与了 BPAF 诱导的细胞损伤，本

研究使用凋亡抑制剂 Z-VAD-FMK 对细胞进行预处理，结果表明 Z-VAD-FMK 能够

使细胞活力显著提升，但提升效果有限（图 3-1A，P＜0.05），表明可能还有其他细

胞死亡途径参与了 BPAF 诱导的细胞损伤。为了探究铁死亡是否参与了 BPAF 诱导

的 EECs 细胞死亡，本研究首先对铁死亡相关蛋白进行了检测。结果表明，与对照

组相比， BPAF 以剂量依赖性方式显著提高了 FTH1、xCT 、GPX4、COX2 和 FACL4

的表达（图 3-1B，P＜0.05）。同时对 NCOA4 mRNA 水平进行检测，结果表明 NCOA4

在 60 μΜ 和 80 μΜ 时显著上升（图 3-1C，P＜0.05）。此外，在第二章结果 3.1.3 和

3.1.4 中已经表明 BPAF 处理可导致细胞 ROS 和 MDA 的显著增加（P＜0.001）。在

本研究中，BPAF处理在 40 μΜ和 60 μΜ时显著提高了EECs中的GSH水平（图3-1D，

P＜0.001），表明 BPAF 处理扰乱了 EECs 铁死亡防御系统。这些结果提示铁死亡可

能参与了 BPAF 诱导的 EECs 死亡。为了进一步验证铁死亡在 BPAF 诱导的 EECs 损

伤中的作用，本研究探究了铁死亡抑制剂 Fer-1 对 BPAF 诱导的 EECs 死亡的影响，

结果表明，与 BPAF 组相比，Fer-1 预处理可显著减轻 BPAF 诱导的细胞毒性，显著

提升细胞活力和 GSH 活性（图 3-2A-B，P＜0.05），降低 MDA 含量（图 3-2C，P＜

0.05）。此外，与 BPAF 相比，Fer-1 显著抑制了 GPX4、COX2 和 FACL4 的表达（图

3-2D，P＜0.01）。综上所述，这些结果表明 BPAF 诱导了 EECs 铁死亡。 
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图 3-1 BPAF 诱导 EECs 铁死亡 

图注：（A）Z-VAD-FMK 对 BPAF 处理后 EECs 细胞活力的影响。（B）Western blots 检测 FTH1、

xCT、GPX4、COX2 和 FACL4 蛋白表达，并用灰度值进行相对定量。（C）利用实时荧光定量

PCR检测NCOA4 mRNA 水平。（D）BPAF处理对EECs中GSH 含量的影响。 *P<0.05，**P<0.01， 

***P<0.001（与对照组相比）；#P<0.05，##P<0.01（与 BPAF 组相比）。 

Fig. 3-1 BPAF induced ferroptosis in EECs 

Note: (A) The cell viability in EECs following BPAF treatment with or without Z-VAD-FMK. (B) The 

protein expressions of FTH1, xCT, GPX4, COX2 and FACL4 were assessed by Western blots, and 

gray value was used for relative quantification. (C) The mRNA expression of NCOA4 was analyzed by 

real-time PCR technology. (D) Effects of BPAF treatment on GSH content in EECs. *P<0.05，

**P<0.01,***P<0.001(compared with control group); #P<0.05, ##P<0.01(compared with BPAF 

group). 
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图 3-2 Fer-1 抑制 BPAF 诱导的 EECs 铁死亡 

图注：（A）Fer -1 对 BPAF 处理后 EECs 细胞活力的影响。（B-C）Fer-1 对 BPAF 处理后 EECs

中 GSH 和 MDA 含量的影响。（D）Fer-1 对 BPAF 处理后铁死亡相关蛋白表达的影响。**P<0.01， 

***P<0.001（与对照组相比）；#P<0.05，##P<0.01，###P<0.001（与 BPAF 组相比）。 

Fig. 3-2 Fer-1 inhibited EECs ferroptosis induced by BPAF  

Note: (A)The cell viability in EECs following BPAF treatment with or without Fer-1. (B-C) The GSH 

and MDA contents in EECs following BPAF treatment with or without Fer-1.（D）Effects of Fer-1 on 

expression of ferroptosis-related protein after BPAF treatment. **P<0.01,***P<0.001 (compared with 

control group); #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 (compared with BPAF group).  

3.1.2 BPAF 诱导 EECs 自噬依赖性铁死亡 

铁死亡是一种自噬依赖性的细胞死亡方式，为了探究 BPAF 是否诱导了 EECs

自噬激活，本研究利用 Western Blot 对自噬相关蛋白进行了检测，结果表明，与对

照组相比，BPAF 在 40 μΜ-80 μΜ 时诱导了自噬相关蛋白 Beclin1 和 ATG5 的显著上

升（图 3-3A ，P<0.05），LC3 则在 60 μΜ 和 80 μΜ 时显著提高（图 3-3A ，P<0.01），
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表明 BPAF 诱导了自噬体的形成。随后对货物受体蛋白 P62 表达水平进行了检测，

P62水平可以在一定程度上反应自噬降解的程度，结果表明，BPAF在 60 μΜ和 80 μΜ

时诱导了 P62 的显著增加（图 3-3A，P<0.01）。为了进一步确定 BPAF 对 EECs 自

噬的影响，本研究对促进自噬体和溶酶体融合相关基因 VAMP8 进行了 qPCR 检测，

结果表明，与对照组相比，BPAF 在 60 μΜ 和 80 μΜ 时显著增加了 VAMP8 mRNA

表达水平（图 3-3B，P<0.001），这些结果表明 BPAF 不仅诱导了自噬体的形成，而

且促进了细胞自噬体和溶酶体的融合，增强了自噬流。为了探究 BPAF 诱导的自噬

与铁死亡之间的关系，本研究检测了自噬抑制剂 CQ 和 3-MA 对 BPAF 诱导的 EECs

铁死亡的影响，结果表明，与 BPAF 处理组相比，CQ 预处理显著提高了细胞活力（图

3-3C，P<0.01），而 3-MA 使细胞活力进一步降低，但并不显著（图 3-3F，P>0.05）。

由于 CQ 抑制了自噬体和溶酶体融合，使 BPAF 对 P62 的诱导进一步显著上调（图

3-2D， P<0.05），但 LC3 的表达显著降低（图 3-3D，P<0.01），同时 CQ 显著抑制

了 BPAF 诱导的铁死亡相关蛋白表达（图 3-3E，P<0.01）。与 CQ 处理结果一致，3-MA

同样显著抑制了 BPAF 诱导的 EECs 自噬和铁死亡相关蛋白表达（图 3-3G，P<0.05）。

综上所述，这些结果表明 BPAF 诱导的自噬促进了 EECs 铁死亡。 
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图 3-3 BPAF 诱导 EECs 自噬依赖性铁死亡 

图注：（A）用 Western blot 检测 ATG5、Beclin-1、LC3 和 P62 蛋白表达，并进行灰度值分析。

（B）实时 PCR 检测 VAMP8 mRNA 水平。（C）CQ 对 BPAF 处理后 EECs 细胞活力的影响。（D

-E）CQ 对 BPAF 处理后 P62、LC3、GPX4、COX2 和 FACL4 表达的影响。（F）3-MA 对 BPAF

处理后 EECs 细胞活力的影响（G）3-MA 对 BPAF 处理后 LC3、P62、COX2 和 FACL4 表达的

影响。*P<0.05 ，**P<0.01，***P<0.001（与对照组相比）；#P<0.05，##P<0.01，###P<0.001（与

BPAF 组相比）。 

Fig. 3-3 BPAF induced autophagy-dependent ferroptosis in EECs 

Note: (A) The expression levels of Atg5, Beclin-1, LC3 and P62 in EECs were examined by Western 

blot, and gray value analysis was conducted. (B)The mRNA levels of VAMP8 were measured by 

Real-time PCR. (C) The cell viability in EECs following BPAF treatment with or without CQ (D-E) 

Western blotting analysis of P62, LC3, GPX4, COX2, and FACL4 expression levels in EECs 

following BPAF treatment with or without CQ. (F) The cell viability in EECs following BPAF 

treatment with or without 3-MA (G) Western blotting analysis of P62, LC3, COX2, and FACL4 

expression levels in EECs following BPAF treatment with or without 3-MA. *P<0.05, 

**P<0.01,***P<0.001 (compared with control group); #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 (compared 

with BPAF group). 
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3.1.3 BPAF 通过激活内质网应激诱导 EECs 铁死亡 

已有研究表明内质网应激通过调控自噬参与对铁死亡的调控，为了进一步探究

BPAF 诱导的铁死亡发生机制。本研究对内质网应激相关蛋白做了检测，结果表明，

与对照组相比，BPAF 在 20 μΜ-60 μΜ 时显著提升 p-PERK 表达（P<0.01），20 μΜ-80 

μΜ 时显著提升了 CHOP 和 ATF4 蛋白表达（P<0.05），而 GRP78 则在 60 μΜ 和 80 μΜ

时显著提高（P<0.05），这些结果表明 BPAF 激活了 EECs 内质网应激（图 3-4A）。

为了验证内质网应激是否参与了 BPAF 诱导的铁死亡，本研究检测了内质网抑制剂

4-PBA 处理对 BPAF 诱导的 EECs 自噬和铁死亡的影响，结果表明，与 BPAF 处理组

相比，4-PBA 显著提高了细胞活力（图 3-4B，P<0.01），并显著抑制了内质网应激

相关蛋白 GRP78、CHOP、ATF4 和 ATF6 的表达（图 3-4C，P<0.05）。此外， 4-PBA

同样显著抑制了 BPAF 诱导的 LC3 和 P62 激活以及铁死亡相关蛋白 FTH1、GPX4、

COX2 和 FACL4 表达（图 3-4D-E，P<0.01）。这些结果表明 BPAF 可能通过激活内

质网应激诱导 EECs 铁死亡。 
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图 3-4 BPAF 通过激活内质网应激诱导 EECs 铁死亡 
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图注：（A）用 Western blot 检测 p-PERK、PERK、GRP78、CHOP、ATF4 的蛋白表达，并进行

灰度值分析。（B）4-PBA 对 BPAF 处理后 EECs 细胞活力的影响。（C-E）Western blot 检测 4-PBA

对 BPAF 处理后 GRP78、CHOP、ATF4、ATF6、LC3、P62、FTH1、GPX4、COX2 和 FACL4

蛋白表达的影响。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001（与对照组相比）；#P<0.05，##P<0.01，

###P<0.001（与 BPAF 组相比）。 

Fig. 3-4 BPAF induces ferroptosis in EECs by activating endoplasmic reticulum stress  

Note: (A) The expression levels of p-PERK, PERK, GRP78, CHOP, ATF4 in EECs were examined by 

Western blot and gray value analysis was conducted. (B) The cell viability in EECs following BPAF 

treatment with or without 4-PBA. (C-E) Western blot analysis of GRP78, CHOP, ATF4, ATF6, LC3, 

P62, FTH1, GPX4, COX2 and FACL4 expression levels in EECs following BPAF treatment with or 

without 4-PBA. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 (compared with control group). #P<0.05, ##P<0.01, 

###P<0.001 (compared with BPAF group). 

3.2 姜黄素通过抑制自噬和内质网应激缓解 BPAF 诱导的 EECs 铁死亡 

3.2.1 姜黄素缓解 BPAF 诱导的 EECs 铁死亡 

为了探究姜黄素能否缓解 BPAF（60 μΜ）诱导的 EECs 铁死亡，本研究对姜黄

素预处理后的 GSH 含量和铁死亡相关蛋白进行了检测，结果表明，与 BPAF 组相比，

姜黄素处理后 GSH 进一步升高（图 3-5A，P<0.001），而 GPX4、FACL4 和 COX2

蛋白表达显著降低（图 3-5B，P<0.001）。结合第二章中姜黄素显著抑制 BPAF 诱导

的 ROS 和 MDA 含量结果（图 2-10 A-C，P<0.001），表明姜黄素可能通过抑制铁死

亡缓解 BPAF 诱导的细胞损伤。 
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图 3-5 姜黄素缓解 BPAF 诱导的 EECs 铁死亡 

图注：（A）EECs 中 GSH 含量。（B）Western blot 检测姜黄素对 BPAF 处理后 GPX4，COX2

和 FACL4 蛋白表达的影响。**P<0.01，***P<0.001（与对照组相比）；##P<0.01，###P<0.001

（与 BPAF 组相比）。 

Fig.3-5 Curcumin attenuated BPAF-induced ferroptosis in EECs 

Note: (A) The content of GSH in EECs. (B) Western blot analysis of GPX4, COX2 and FACL4  

expression levels in EECs following BPAF treatment with or without curcumin. **P<0.01, 

***P<0.001 (compared with control group). ##P<0.01, ###P<0.001 (compared with BPAF group). 

3.2.2 姜黄素缓解 BPAF 诱导的自噬 

为了进一步揭示姜黄素缓解铁死亡机制，本研究对自噬相关蛋白进行了检测，

结果表明，与 BPAF 组相比，姜黄素预处理显著降低了 P62，LC3，Beclin1 和 ATG5

蛋白表达水平（图 3-6A，P<0.01），此外，姜黄素同样抑制了 VAMP8 mRNA 水平（图

3-6B，P<0.05）。这些结果表明姜黄素抑制了 BPAF 诱导的自噬，阻断了自噬体和溶

酶体融合。综上所述，这些结果表明姜黄素可能通过抑制自噬缓解BPAF诱导的EECs

铁死亡。 
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图 3-6 姜黄素通过抑制自噬缓解 BPAF 诱导的铁死亡 

图注：（A）Western blot 检测姜黄素对 BPAF 处理后 P62，LC3，Beclin1 和 ATG5 蛋白表达的影

响。（B）姜黄素对 BPAF 处理后 VAMP8 mRNA 表达的影响。**P<0.01，***P<0.001（与对照组

相比）；##P<0.01，###P<0.001（与 BPAF 组相比）。 

Fig.3-6 Curcumin attenuated BPAF exposure-induced ferroptosis by inhibiting autophagy 

Note: (A) Western blot analysis of P62, LC3, Beclin1, and ATG5 expression levels in EECs following 

BPAF treatment with or without curcumin. (B) Effect of curcumin on VAMP8 mRNA expression after 

BPAF treatment. **P<0.01, ***P<0.001 (compared with control group)；##P<0.01, ###P<0.001 

(compared with BPAF group). 

3.2.3 姜黄素缓解 BPAF 诱导的内质网应激 

为了探究姜黄素能否抑制 BPAF 诱导的内质网应激。本研究检测了姜黄素处理

后内质网应激相关蛋白表达的变化。结果表明，与 BPAF 组相比，姜黄素预处理显

著抑制了 p-PERK、GRP78、CHOP 、ATF4 和 ATF6 蛋白表达（图 3-7A，P<0.05），

结合本章结果 3.1.3 中 4-PBA 抑制内质网应激显著降低 BPAF 诱导的自噬和铁死亡，

表明姜黄素可能通过抑制内质网应激介导的自噬缓解 BPAF 诱导的铁死亡。 
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图 3-7 姜黄素缓解 BPAF 诱导的内质网应激 

图注：（A）Western blot 检测姜黄素对 BPAF 处理后 p-PERK、GRP78、CHOP、ATF4 和 ATF6

蛋白表达的影响。**P<0.01，***P<0.001（与对照组相比）；#P<0.05，##P<0.01，###P<0.001

（与 BPAF 组相比）。 

Fig 3-7 Curcumin alleviates endoplasmic reticulum stress induced by BPAF 

Note: (A) Western blot analysis of p-PERK, GRP78, CHOP, ATF4, and ATF6 expression levels in 

EECs following BPAF treatment with or without curcumin. **P<0.01, ***P<0.001 (compared with 

control group). #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 (compared with BPAF group). 

3.2.4 姜黄素通过恢复铁稳态缓解 BPAF 诱导的铁死亡 

为了进一步探究姜黄素怎样通过抑制自噬缓解 BPAF 诱导的铁死亡。本研究用

姜黄素和 CQ 预处理细胞，并测量 EECs 中的铁含量。结果表明，BPAF 处理显著提

高了细胞中的铁含量，而姜黄素和 CQ 处理后铁离子含量明显降低（图 3-8A，

P<0.05）。细胞中的游离铁含量主要受铁蛋白控制，NCOA4 介导的铁蛋白自噬参与

了细胞内游离铁的释放。因此，本研究检测了 NCOA4 和铁蛋白轻链 FTH1 的表达。

结果表明，BPAF 显著提高了 NCOA4 mRNA 和 FTH1 的表达，而姜黄素和 CQ 显著

逆转了这一趋势（图 3-8B-E，P<0.01）。这些结果表明，姜黄素可能通过抑制铁蛋白

自噬和维持铁稳态来缓解 BPAF 诱导的铁死亡。铁离子是铁死亡发生的必需因素，

为了进一步验证铁离子参与了 BPAF 诱导的 EEC 铁死亡，本实验用铁离子螯合剂
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DFOM 预处理 EECs 细胞，结果表明，与 BPAF 组相比，DFOM 处理能够显著提升

EECs 活力（图 3-8F，P<0.05）并降低 MDA 含量（图 3-8G，P<0.01），此外， DFOM

可显著降低 FACL4、COX2、 GPX4 和 FTH1 蛋白表达（图 3-8H，P<0.05）。这些

结果表明姜黄素可能通过抑制自噬减少铁离子的释放，从而减轻了 BPAF 诱导的铁

死亡。 
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图 3-8 姜黄素通过恢复铁稳态缓解 BPAF 诱导的铁死亡 

图注：（A）姜黄素和 CQ 对 BPAF 处理后铁离子含量的影响。（B-E）姜黄素和 CQ 对 BPAF 处

理后 NCOA4 mRNA 和 FTH1 蛋白水平的影响。（F）DFOM 对 BPAF 处理后 EECs 细胞活力的影

响。（G）DFOM 对 BPAF 处理后 EECs MDA 含量的影响。（H）DFOM 对 BPAF 处理后 FTH1、

GPX4、COX2 和 FACL4 蛋白表达的影响。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001（与对照组相比）; 

#P<0.05，##P<0.01，###P<0.001（与 BPAF 组相比）。 

Fig. 3-8 Curcumin attenuated BPAF exposure-induced ferroptosis by restoring iron homeostasis 

Note：(A) Effects of curcumin and CQ on the BPAF-induced accumulation of cellular iron content. 

(B-E) FTH1 and NCOA4 mRNA level in EECs following BPAF treatment with or without Curcumin 

and CQ. (F) The cell viability in EECs following BPAF treatment with or without DFOM. (G) The 

MDA content in EECs following BPAF treatment with or without DFOM. (H) Western blot analysis of 

FTH1, GPX4, COX2 and FACL4 expression levels in EECs following BPAF treatment with or 

without DFOM. *P<0.05, **P<0.01,***P<0.001 (compared with control group)；#P<0.05，##P<0.01，

###P<0.001(compared with BPAF group). 
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3.3 PI3K/AKT/mTOR 通路被激活以对抗 BPAF 诱导的铁死亡 

PI3K 通路是一条经典的自噬调控通路，在自噬发生过程中与自噬呈负调控关

系。为了评估 PI3K 通路在 BPAF 诱导的铁死亡中的作用，我们对该通路相关蛋白进

行了检测，结果发现，BPAF 在 40 μΜ-80 μΜ 时显著提升了 p-PI3K 和 p-AKT 蛋白

表达（P<0.05），而 p-mTOR 在 20 μΜ-80 μΜ 时显著提升（P<0.05）。这些结果表明

BPAF 激活了 PI3K/AKT/mTOR 通路（图 3-9A），而姜黄素逆转了这一趋势，显著抑

制了 p-PI3K、p-AKT 和 p-mTOR 蛋白的表达（图 3-9B，P<0.01）。为了进一步探究

PI3K/AKT/mTOR 通路在 BPAF 诱导的铁死亡中的作用，本研究用 PI3K 抑制剂 

LY294002 处理细胞，结果表明，与 BPAF 组相比，LY294002 显著抑制 EECs 中的

PI3K、AKT 和 mTOR 磷酸化水平（图 3-10B，P<0.001），然而，LY294002 处理后

细胞活力进一步降低（图 3-10A，P<0.001 ）。 此外，LY294002 预处理显著增强 LC3II

的积累，降低了 P62 的表达（图 3-11A，P<0.01）。为了进一步验证本实验中 PI3K

通路与自噬和铁死亡的关系，接下来用 mTOR 激活剂 MHY1485 处理细胞，它可以

通过抑制自噬体和溶酶体的融合对自噬发挥抑制作用。结果表明，MHY1485 处理显

著降低了 LC3-II/LC3-I 比值，增强 p62 的表达，表明增强 mTOR 表达可以进一步抑

制 BPAF 诱导的自噬发生（图 3-11B，P<0.05）。这些结果表明，抑制 PI3K 通路会

导致自噬进一步增强，并加剧 BPAF 诱导的细胞受损，而 PI3K 激活可能通过促进

mTOR 表达进而抑制自噬，阻断铁死亡发生。此外，LY294002 处理显著抑制了 BPAF

诱导的铁死亡相关蛋白表达（图 3-11C，P<0.01）。综上所述，这些结果表明当 EECs

处于 BPAF 应激环境中时，细胞通过激活 PI3K/Akt/mTOR 通路抑制 BPAF 诱导的自

噬以促进细胞修复和存活，这对 BPAF 诱导的细胞损伤起到保护作用。姜黄素可以

通过负反馈途径抑制 PI3K/AKT/mTOR 通路进而降低铁死亡相关蛋白表达，这进一

步证明了姜黄素对 BPAF 诱导的 EECs 损伤的挽救作用。 
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图 3-9 姜黄素抑制 BPAF 诱导的 PI3K/AKT/mTOR 通路激活 
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图注：（A）BPAF 对 EECs 中 PI3K/AKT/mTOR 通路的影响。（B）姜黄素对 BPAF 处理后

PI3K/AKT/mTOR 通路的影响。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001（与对照组相比）；##P<0.01，

###P<0.001（与 BPAF 组相比）。 

Fig. 3-9 Curcumin inhibits BPAF-induced activation of PI3K/AKT/mTOR pathway 

Note: (A) Effects of BPAF on PI3K/AKT/mTOR pathway in EECs.（B）Western blot analysis of 

PI3K/AKT/mTOR pathway in EECs following BPAF treatment with or without curcumin. *P<0.05, 

**P<0.01***P<0.001 (compared with control group)；##P<0.01，###P<0.001 (compared with BPAF 

group). 

 

图 3-10 LY294002 通过抑制 PI3K/AKT/mTOR 通路加剧 BPAF 诱导的细胞损伤 

图注：（A）LY294002 对 BPAF 处理后细胞活力的影响。（B）LY294002 对 BPAF 诱导的 PI3K/

AKT/mTOR 通路激活的影响。*P<0.05，***P<0.001（与对照组相比）；###P<0.001（与 BPAF

组相比） 

Fig.3-10 LY294002 exacerbates BPAF-induced cell injury by inhibiting the PI3K/AKT/mTOR 

pathway 

Note: (A) Effects of LY294002 on the BPAF-induced cell viability. (B) Effects of LY294002 on 

PI3K/AKT/mTOR pathway activation induced by BPAF. *P<0.05, ***P<0.001 (compared with 

control group)；###P<0.001 (compared with BPAF group).  
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图 3-11 EECs 通过激活 PI3K/AKT/mTOR 通路抑制 BPAF 诱导的自噬和铁死亡 

图注：（A）LY294002 处理对 BPAF 诱导的 LC3 和 P62 蛋白表达的影响。（B）MHY1485 处理对

BPAF 诱导的 LC3 和 P62 蛋白表达的影响。（C）LY294002 处理对 BPAF 诱导的 FTH1，GPX4，

COX2 和 FACL4 蛋白表达的影响。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001（与对照组相比）；#P<0.05，

##P<0.01，###P<0.001（与 BPAF 组相比）。 

Fig.3-11 EECs inhibits BPAF-induced autophagy and ferroptosis by activating the PI3K/AKT/mTOR 

pathway 

Note:(A) Effect of LY294002 treatment on the expression of LC3 and P62 proteins induced by BPAF. 

(B) Effect of MHY1485 treatment on the expression of LC3 and P62 proteins induced by BPAF. 
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*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001 (compared with control group)；#P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 

(compared with BPAF group). 

3.4 Nrf2/HO-1 通路被激活以对抗 BPAF 诱导的铁死亡 

在第二章结果 3.2.6 中，研究发现姜黄素预处理可以显著抑制 BPAF 诱导的 Nrf2

和 HO-1 蛋白表达，为了探究 Nrf2 通路在 BPAF 诱导的铁死亡中的作用，本研究用

siNrf2 和 siHO-1 处理细胞。结果表明，与 BPAF 组相比，siNrf2 处理后细胞活力进

一步降低（图 3-12B，P<0.01），MDA 和 GSH 含量显著升高（图 3-12 C-D，P<0.01），

但 siNrf2 处理显著抑制了 BPAF 诱导的 LC3、ATG5 和 P62 激活（图 3-13A，P<0.01）

和铁死亡相关蛋白 HO-1、GPX4、FTH1、COX2 和 FACL4 表达（图 3-14 A，P<0.01）。

此外，用 siRNA 敲低细胞 HO-1 表达后，细胞活力同样显著降低（图 3-15A，P<0.05），

但 FACL4 和 COX2 表达显著上升（图 3-15 B，P<0.05），而 GPX4 表达进一步降低

（图 3-15B，P<0.001）。这些结果表明，在 BPAF 处理过程中，Nrf2 通过激活 HO-1

起到抵抗铁死亡的作用，姜黄素通过抑制 Nrf2 降低了自噬和铁死亡相关蛋白表达，

并以负反馈的方式恢复了 BPAF 诱导的 Nrf2 和 HO-1 通路表达。 

  

 

 

图 3-12 敲低 Nrf2 加剧 BPAF 诱导的细胞损伤 
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图注：（A）Nrf2 mRNA 水平。（B）转染 Nrf2-siRNA 对 BPAF 处理后细胞活力的影响（C-D）

转染 Nrf2-siRNA 对 BPAF 处理后 MDA 和 GSH 含量的影响。**P<0.01，***P<0.001（与对照组

相比）；#P<0.05，##P<0.01，###P<0.001（与 BPAF 组相比）。 

Fig. 3-12 Knocking down Nrf2 exacerbates BPAF-induced cell injury 

Note: (A) The mRNA level of Nrf2 after transfection with Nrf2-siRNA. (B) The effect of transfection 

with Nrf2-siRNA on the BPAF-induced cell viability. (C-D)The effect of transfection with Nrf2-siRNA 

on the MDA and GSH after BPAF treatment. **P<0.01,***P<0.001 (compared with control group)；

#P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 (compared with BPAF group). 

 

图 3-13 通过敲低 Nrf2 表达抑制 BPAF 诱导的自噬激活 

图注：（A）转染 Nrf2-siRNA 对 BPAF 处理后 LC3、P62 和 ATG5 蛋白表达的影响。*P<0.05，

**P<0.01（与对照组相比）；##P<0.01（与 BPAF 组相比）。 

Fig.3-13 Inhibition of BPAF-induced autophagy activation by knocking down Nrf2 expression 

Note: (A) Effects of Nrf2-siRNA transfection on the expression of LC3、P62 and ATG5 after BPAF 

treatment. *P<0.05,**P<0.01 (compared with control group)；##P<0.01(compared with BPAF group). 
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图 3-14 通过敲除 Nrf2 降低 BPAF 诱导的铁死亡相关蛋白表达 

图注：（A）转染 Nrf2-siRNA 对 BPAF 处理后 HO-1、FTH1、GPX4、COX2 和 FACL4 和蛋白

表达的影响。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001（与对照组相比）；##P<0.01，###P<0.001（与

BPAF 组相比）。 
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Fig. 3-14 The expression of ferroptosis- related protein induced by BPAF was decreased by knockout 

Nrf2 

Note:(A) Effects of Nrf2-siRNA transfection on the expression of HO-1, FTH1, GPX4, COX2 and 

FACL4 and after BPAF treatment. *P<0.05, **P<0.01,***P<0.001 (compared with control group)；

##P<0.01, ###P<0.001 (compared with BPAF group). 

 

 

 

 

 

图 3-15 EECs 通过激活 HO-1 表达抵抗 BPAF 诱导的铁死亡 
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图注：（A）转染 HO-1-siRNA 对 BPAF 处理后细胞活力的影响。（B）转染 HO-1-siRNA 对 BPAF

处理后 HO-1、GPX4、COX2、FACL4 和 COX2 蛋白表达的影响。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001

（与对照组相比）；#P<0.05，##P<0.01，###P<0.001（与 BPAF 组相比）。 

Fig.3-15 EECs resists BPAF-induced ferroptosis by activating HO-1 expression 

Note: (A) The effect of transfection with HO-1-siRNA on the BPAF-induced cell viability. (B) The 

effect of transfection with HO-1-siRNA on the HO-1, GPX4, COX2 and FACL4 after BPAF treatment. 

*P<0.05, **P<0.01,***P<0.001 (compared with control group)；#P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 

(compared with BPAF group).  
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4.讨论 

作为一种环境污染物，BPAF 已被报道能够引起多种细胞的凋亡和氧化应激，

并通过发挥雌激素活性对人类和动物健康产生危害 (Lei et al 2019)，然而环境污染

物通常以多种途径诱导细胞损伤。本研究中用凋亡抑制剂处理细胞后，虽然提升了

细胞活力，但提升效果有限，表明可能有其他细胞死亡途径参与了 BPAF 诱导的细

胞损伤。先前的研究表明 BPAF 在大鼠睾丸中诱导自噬 (Yu et al 2022b)，而自噬与

铁死亡的发生有着密切的联系 (Gao et al 2016)，同样，Nrf2 通路也在铁死亡过程中

发挥关键作用 (Anandhan et al 2023)。在本研究中，BPAF 显著激活了 Nrf2 通路。因

此，本研究假设 BPAF 可能诱导了 EECs 中铁死亡的发生。在后续实验中，本研究

证明了铁死亡是 BPAF 诱导 EECs 损伤的一种新的作用机制，这一细胞死亡机制是

通过内质网激活和自噬诱导的，而姜黄素处理显著逆转了这一过程。这为 BPAF 诱

导的子宫疾病风险提供了潜在的作用机制和预防策略。 

已有研究表明 BPAF 暴露会增加人类和动物生殖细胞的氧化应激和功能损伤。

例如，产前暴露于 BPAF 的小鼠表现出睾酮生物合成、精子数量和活力下降 (Feng et 

al 2012)以及抑制卵用细胞成熟 (Ding et al 2017)。然而，很少有研究关注 BPAF 与子

宫健康之间的关系。子宫是内分泌干扰物的重要靶点之一 (Gore et al 2015a)，内分

泌干扰物的存在可能会影响正常的子宫结构和功能，导致生殖相关疾病 (Jones et al 

2018)。先前的研究表明，BPAF 暴露会增加子宫疾病的风险，但其具体作用机制仍

有待探究 (Wu et al 2023)。铁死亡是一种由铁依赖性脂质过氧化调控和驱动的新型

细胞死亡方式 (Dixon et al 2012)，铁死亡与多种疾病的发生有关，如癌症、阿尔兹

海默症和神经退行性疾病等 (Yan et al 2021)。以往的研究表明，铁死亡与脂多糖诱

导的子宫内膜炎有关 (Jiang et al 2023)，此外，一些研究者发现铁死亡也参与了一些

其他生殖相关疾病的发生，如先兆子痫、早产和妊娠丢失等 (Beharier et al 2021)。

这些研究表明，铁死亡与生殖健康密切相关。然而，铁死亡是否参与 BPAF 引起的

细胞损伤尚不清楚。因此，在本研究中，我们对 EECs 中铁死亡相关指标进行检测。

结果表明，BPAF暴露显著诱导了铁死亡相关指标的增加，表明BPAF诱导了EECs 铁

死亡，然而姜黄素可以显著逆转这一趋势，并通过 Fer-1 抑制剂进一步验证了姜黄

素对铁死亡的缓解效果，这表明姜黄素具有广泛的保护作用，甚至可能通过抑制铁

死亡对其他疾病起到一定的治疗作用，如姜黄素能够通过抑制铁死亡对肝豆状核变
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性起到了治疗作用 (Sun et al 2023)。 

铁死亡是一种自噬依赖性的细胞死亡方式，适当的自噬对细胞具有保护作用，

但过度的自噬，特别是选择性自噬和溶酶体活性受损可能引起细胞铁死亡的发生 

(Zhou et al 2020a)。本研究中，BPAF 诱导了自噬体形成相关蛋白 ATG5、Beclin1 和

LC3 的激活，表明 BPAF 激活了 EECs 细胞自噬。然而，与此矛盾的是 P62 在 BPAF

刺激下也呈现上升趋势。P62 作为一种自噬底物和货物受体，通过与 LC3II 相互作

用将泛素化蛋白和受损的细胞器靶向到自噬体中，与溶酶体融合后与其他货物蛋白

一起降解 (Geisler et al 2010)，当自噬流被抑制后，P62 会在受损的细胞中积累 

(Komatsu and Ichimura 2010)。因此，一般认为 P62 蛋白的表达水平与自噬活性呈负

相关关系。为了进一步确定 BPAF 对 EECs 自噬的影响，本研究对促进自噬体和溶

酶体相关基因 VAMP8 进行了检测，结果表明 BPAF 呈浓度依赖性增加了 VAMP8 

mRNA 表达，这表明 BPAF 促进了自噬体和溶酶体的融合，增强了自噬流，这也为

本研究中铁死亡的发生提供了条件。在其他研究中也有类似发现，如在氧化锌纳米

颗粒诱导的血管内皮细胞铁死亡中，LC3 和 P62 的表达也呈上升趋势 (Fang et al 

2021)。在本研究中姜黄素显著抑制了自噬激活，特别是抑制了 VAMP8 mRNA 的增

加，并利用自噬抑制剂 CQ 和 3-MA 证明了姜黄素通过抑制自噬缓解了铁死亡的发

生。3-MA 和 CQ 是实验中常用的两种自噬抑制剂，其中 CQ 通过抑制自噬体和溶

酶体的融合，阻断了溶酶体对囊泡内容物的降解从而达到抑制自噬的目的，而 3-MA

则是通过抑制 PI3K 的方式发挥自噬抑制作用。在本研究中，我们发现 CQ 处理细胞

可以显著提升细胞活力，而 3-MA 进一步促进了细胞损伤，这可能是因为 3-MA 抑

制了 PI3K 通路导致的，这进一步证明了姜黄素可能是通过阻断自噬流的方式发挥保

护作用，而自噬流的阻断提升了 P62 表达，在后续的研究中，我们发现 P62 的上升

是由于 Nrf2 和 PI3K/AKT/mTOR 通路激活介导的。 

PI3K/AKT/mTOR 信号通路在细胞存活、增殖和代谢中发挥重要作用，并通过

介导 mTOR 与自噬呈负调控关系 (Butler et al 2017，Ediriweera et al 2019)。先前的

研究表明，一些植物提取物，如山柰酚通过激活玉米赤霉烯酮抑制的 PI3K/AKT/Nrf2

通路来减轻细胞损伤，促进了细胞的存活 (Rajendran et al 2020)， 花青素通过激活

PI3K/AKT/Nrf2/HO-1 通路降低氧化应激，改善阿尔茨海默病小鼠模型中的神经退化

和记忆损伤 (Ali et al 2018)。然而在本研究中得出了相反的结果，BPAF 激活了

PI3K/AKT/mTOR通路，而姜黄素逆转了这一现象。这可能是由于细胞为了抵御BPAF
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诱导的细胞损伤，以激活 PI3K 通路的方式阻断自噬过程，从而抑制铁死亡，促进细

胞存活。而自噬的阻断导致了 P62 表达的上升，这也为自噬过程中 P62 上升这一矛

盾结果提供了一定的解释。姜黄素处理后 PI3K/AKT/mTOR 降低则表明姜黄素改善

了细胞存活环境，因此以负反馈的方式恢复 PI3K/AKT/mTOR 通路表达。虽然本研

究中 PI3K/AKT/mTOR 诱导模式与其他研究并不一致，但同样证明了 PI3K 通路在铁

死亡中的保护作用。相似的结果在其他研究中也被证明，如西贝母碱通过激活

PI3K/AKT/Nrf2 通路抑制 PM2.5 诱导的铁死亡，并改善肺损伤 (Wang et al 2022b) 。

在最近一项关于散发性阿尔茨海默病的研究中，发现载脂蛋白 E (Apolipoprotein E，

apoE)可以通过激活 PI3K/AKT 通路抑制铁蛋白自噬，从而抑制铁死亡 (Belaidi et al 

2022)。然而，意外的是，抑制 PI3K 通路后，铁死亡相关蛋白 COX2 和 FACL4 也显

著降低，表明姜黄素可能通过抑制 PI3K 通路降低了 COX2 和 FACL4 表达，这可能

是由于二者存在上下游调控关系，其具体机制仍需探究。 

Nrf2 除在抗氧化防御中发挥重要作用外，还通过编码铁代谢相关基因如 FTH1、

FTL 和 HO-1 等参与铁稳态调控 (Kerins and Ooi 2018b)。大量研究表明环境毒素通

过降低 Nrf2 表达，使细胞失去抗氧化能力而引发氧化应激，凋亡和铁死亡，而一些

植物提取物通过激活 Nrf2 发挥保护作用，如鸢尾碱通过激活 Nrf2 通路抑制了 PM2.5

诱导的脂质过氧化和铁死亡，并对 PM2.5 导致的肺损伤起到了保护作用 (Dong et al 

2023)，益母草碱通过提升 Nrf2 及下游抗氧化蛋白 NQO1 和 HO-1 减缓顺铂诱导的

急性肾损伤 (Hu et al 2022)。然而与其他研究不同的是，在本研究中， BPAF 上调

了 Nrf2 表达及其下游蛋白 HO-1，而姜黄素逆转了这一现象。在用 siRNA 抑制 Nrf2

后，细胞损伤加剧，表明 Nrf2 通路激活发挥一个保护作用，这与 PI3K/AKT/mTOR

通路在本实验中发挥的作用是一致的。Nrf2 的上升可能是细胞的一种代偿机制，当

氧化应激增加时，细胞通过激活 Nrf2，提高抗氧化等下游抗氧化基因的转录效率以

达到保护细胞的目的，其中 FTH1 的提高有助于减少细胞内游离铁离子含量，减弱

芬顿反应导致的脂质过氧化的产生，而姜黄素减弱氧化应激产生后，Nrf2 随机恢复

到正常状态，其调控的下游基因也随之降低。类似的结果在其他研究中也有报道，

如益母草碱在抑制顺铂诱导的肾损伤过程中，显著抑制了肾脏铁积累和 FTL 和

FTH-1 水平的升高。P62-Keap1-Nrf2 通路的激活可以抑制肝癌细胞中的铁死亡发生 

(Hu et al 2022，Sun et al 2016)。然而，有趣的是，在用 siRNA 降低 Nrf2 表达后，自

噬相关蛋白 LC3 和 P62 以及铁死亡蛋白 COX2 和 FACL4 也随着降低。有研究表明，



华中农业大学 2024 届博士研究生学位（毕业）论文 

 

82 

 

Nrf2 的激活可以上调多个自噬相关基因，如 P62、ULK1、ATG5 和 LC3 等，抑制

Nrf2 会导致自噬基因的表达降低，其中，Nrf2 的过度表达会增加 P62 的 mRNA 水

平，而 P62 的大量积累会介导 Keap1 失活，进一步激活 Nrf2 通路如此形成正性反馈

环路 (Lau et al 2010，Zhang et al 2023)。在本研究中，转染 Nrf2 siRNA 后自噬相关

蛋白显著降低，表明姜黄素可能通过抑制 Nrf2 降低了自噬相关蛋白表达，这也进一

步解释了本研究中 P62 表达上升的原因。而抑制 Nrf2 表达后，COX2 和 FACL4 表

达的降低，则表明其可能存在其他调控关系，具体机制仍需进一步探究。尽管大部

分研究证明了 Nrf2 在抗氧化和铁死亡中的积极作用，然而 Nrf2 的过度表达并不总

是有益的，这可能和 HO-1 的过表达有关 (Yuan et al 2008)。HO-1 是血红素降解的

限速酶，通过对血红素降解产生游离铁、一氧化碳和胆绿素/胆红素 (Maines 1988)，

其中胆绿素通过其代谢物胆红素发挥抗氧化作用 (Kawamura et al 2005)。因此，Nrf2

通路的激活，特别是通过氧化剂增加 HO-1 后，可能会增加铁离子含量，导致铁依

赖性或氧化性细胞死亡，如 Chang 等 IkBa 抑制剂（BA Y11-7085）通过

Nrf2-SLC7A11-HO-1 途径诱导癌细胞铁死亡 (Chang et al 2018a)。Tang 等发现

Nrf2-SLC7A11-HO-1 过度激活 HO-1 导致了人视网膜上皮细胞铁死亡，而敲低 HO-1

提升了抗氧化水平和细胞活力，降低了铁离子含量 (Chang et al 2018a)。而本研究中

敲低 HO-1 后，细胞活力进一步降低， COX2 和 FACL4 表达增强，进一步证明了本

研究中Nrf2通过激活HO-1发挥抵抗铁死亡作用。这也表明在不同实验模型中，HO-1

发挥类似双刃剑的作用，可以提供抗氧化作用或增强铁死亡的敏感性。 

近年来，越来越多的研究表明，铁死亡是一种依赖于铁蛋白自噬的细胞死亡形

式，在铁死亡过程中，通过激活自噬随后对铁蛋白和自噬货物受体 NCOA4 进行降

解，释放储存在铁蛋白中的铁离子，铁离子通过催化芬顿反应，增加脂质过氧化的

产生，敲除 NCOA4 或抑制自噬，可以抑制铁死亡的发生 (Dowdle et al 2014，Mancias 

et al 2014b)。在其他研究中也证实了这一结论，如敲除自噬相关基因 Atg5 和 Atg7

可以降低小鼠胚胎成纤维细胞（MEFs）中的铁含量和脂质过氧化，抑制 erastin 诱导

的铁死亡 (Hou et al 2016)。在本研究中，得出了类似的结果。BPAF 上调了 EECs 找

中的铁离子含量，而用姜黄素和 CQ 处理后，铁离子含量显著降低，表明姜黄素通

过抑制自噬降低了 EECs 中的铁离子含量。铁蛋白自噬是一种 NCOA4 介导的铁蛋

白降解过程，NCOA4 的过表达加剧了对铁蛋白的降解 (Fang et al 2021)。如 Yin 等

发现聚苯乙烯微塑料通过增加 NCOA4，降低 FTH1 的方式诱导了小脑组织中自噬依
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赖性的铁死亡 (Yin et al 2022)，而敲除 NCOA4 可以抑制铁蛋白降解和减少铁离子含

量 (Fang et al 2021，Kuno et al 2022)。在本研究中 NCOA4 的上升增强了对铁蛋白的

降解，导致了铁死亡，FTH1 受到 Nrf2 调控 (Kerins and Ooi 2018a)，FTH1 的上升可

能是 Nrf2 通过提升 FTH1 表达增加对铁蛋白的储存，减少铁离子含量，抵抗铁死亡

对细胞的损伤，同样，GPX4 也受到 Nrf2 调控，通过提高 GPX4 的表达有助于抵抗

脂质过氧化的产生。而姜黄素和 CQ 处理后 NCOA4 和 FTH1 显著降低，表明姜黄素

通过抑制铁蛋白自噬抑制了 BPAF 诱导的铁死亡，且本实验中 DFOM 抑制铁离子后

对细胞的保护作用，进一部了验证了这一结论。相似的结果也在其他研究中发现，

Wang 等发现 PM2.5 诱导的小鼠肺组织铁死亡中 NCOA4 和 FTH1 表达以及铁离子

含量均呈现上升趋势 ，而硫化氢通过抑制 FTH1 的降解缓解了铁死亡发生 (Wang et 

al 2022a)。 

脂质积累和氧化应激会破坏内质网蛋白稳态，导致内质网应激 (Lebeaupin et al 

2018)，近年来的研究表明，在各种因素诱导的铁死亡过程中，经常伴随着内质网应

激的激活 (Tang et al 2021a)，这表明内质网应激的发生与铁死亡密切相关。如 He 等

发现内质网应激介导的铁蛋白自噬参与了镉诱导的肝功能紊乱和铁死亡 (He et al 

2022)。内质网应激通过 XBP1-Hrd1-Nrf2 通路调节铁死亡，促进糖尿病患者上皮间

质转化（EMT）进展 (Liu et al 2023)。此外大量的研究也证明了内质网应激可以通

过 IRE1α、PERK 和 ATF6 途径以不同方式诱导自噬  (Bernales et al 2006，

Hayashi-Nishino et al 2009)，这表明内质网应激可能是通过自噬介导的铁死亡。在本

研究中，BPAF 增加了内质网应激相关蛋白表达，诱导了 EECs 内质网应激，而姜

黄素显著抑制了这一过程，4-PBA 结果则表明抑制内质网应激后，自噬相关蛋白也

随之降低。类似的发现在其他研究中也有报道，Zhao 等发现抑制内质网应激诱导的

自噬可以减轻镉诱导的肾小管上皮细胞铁死亡 (Zhao et al 2021)。总之，这些结果表

明姜黄素可能通过抑制内质网介导的自噬减轻 BPAF 诱导的铁死亡。 

综上所述，本研究表明铁死亡参与了 BPAF 诱导的 EECs 细胞损伤，自噬激活

和内质网应激是铁死亡的潜在分子机制。此外，我们还发现姜黄素通过抑制 BPAF

诱导的自噬和内质网应激可有效抑制铁死亡的发生。这些发现不仅表明铁死亡可能

是 BPAF 引起的多种疾病的潜在途径，而且还表明姜黄素可能是治疗 BPAF 接触相

关疾病的潜在治疗策略。 
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5.小结 

本研究以 EECs 体外培养模型，探讨了 BPAF 对 EECs 铁死亡的影响及其触发机

制，同时探究了姜黄素对铁死亡的缓解作用和机制。主要结论如下： 

（1）BPAF 通过诱导内质网应激通路和自噬相关因子表达，导致 EECs 中内质网应

激和自噬激活，从而引发NCOA4介导的铁蛋白自噬对铁离子的释放，最终引发EECs

中铁死亡的发生。 

（2）姜黄素可能通过抑制 BPAF 诱导的内质网应激和自噬，阻断铁蛋白自噬过程中

铁离子的释放，对铁死亡过程起到了抑制作用，从而对铁死亡导致的 EECs 损伤起

到一定的保护效果。 

（3）PI3K/AKT/mTOR 和 Nrf2/HO-1 通路的激活有助于抵抗铁死亡的发生，姜黄素

通过其缓解作用，以反馈方式恢复了 PI3K/AKT/mTOR 和 Nrf2/HO-1 通路表达，进

而抑制了自噬和铁死亡相关蛋白激活。 

6.全文总结 

6.1 结论 

本研究以 EECs 体外培养模型，首先探究了 BPAF 对 EECs 氧化损伤、凋亡和

铁死亡等方面的毒性作用，同时为了缓解 BPAF 对 EECs 的毒性影响，选用一种植

物提取物姜黄素以探究其对 BPAF 诱导的细胞损伤的保护作用。本研究主要获得了

以下结论： 

（1）BPAF 可能通过扰乱抗氧化系统和激活 MAPK 通路诱导 EECs 凋亡。 

（2）姜黄素可能通过恢复抗氧化稳态和抑制 MAPK 通路缓解 BPAF 诱导的 EECs

凋亡。 

（3）BPAF 通过激活内质网应激和自噬诱导了 EECs 铁死亡。 

（4）姜黄素通过抑制内质网和自噬，阻断铁蛋白自噬，缓解了 BPAF 诱导的铁死亡。 

（5）PI3K/AKT/mTOR 和 Nrf2/HO-1 通路被激活以对抗 BPAF 诱导的细胞损伤。 

6.2 创新点 

（1）羊的活体毒性研究较难开展，本研究利用 EECs 体外培养模型探究了 BPAF 的

细胞毒性，发现了 BPAF 引起 EECs 的细胞凋亡和铁死亡涉及到多种蛋白激酶信号

通路紊乱、氧化应激异常、内质网应激和自噬等途径。研究结果为了解 BPAF 等双



双酚 AF 对奶山羊子宫内膜上皮细胞的毒性影响及姜黄素的缓解作用和机制研究 

85 

 

酚类化合物对反刍动物子宫内膜功能的毒性影响提供了重要参考。 

（2）本研究探讨了姜黄素对 BPAF 诱导 EECs 的细胞毒性的保护功效及其保护途径，

为有效降低和缓解 BPAF 接触导致家畜动物繁殖障碍的风险提供了潜在的防治策略

和参考价值。  

6.3 不足之处和下一步计划 

（1）本研究仅在细胞水平上对 BPAF 诱导的细胞损伤和姜黄素的缓解作用进行了探

究，然而姜黄素是否能在体内发挥保护作用尚不清楚。此外，还需要通过模式动物

如小鼠模型进一步验证 BPAF 对子宫功能的毒性影响，包括子宫内膜的分泌功能和

子宫内膜容受性等的影响以及姜黄素的保护和缓解功效。 

（2）在本实验中，所用 BPAF 浓度相较于实际环境接触浓度有一定差异，因此可参

考实际环境中 BPAF 接触浓度，利用模式动物如小鼠模型探究长期低浓度 BPAF 暴

露对子宫功能，胚胎附着和胎儿发育的影响。 
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