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摘 要

丙烯酰胺（Acrylamide，ACR）是美拉德反应的产物之一，广泛存在于富含

碳水化合物的油炸或烘焙食品中。在科研与工业生产方面，ACR常作为实验室

试剂与工业原料，造成人们职业暴露与环境暴露。此外，ACR也存在于香烟烟

雾中。已有研究表明，ACR在生殖、神经、遗传等方面具有明确的毒性作用。

广泛暴露于人群的 ACR严重威胁着人体健康。因此，探究如何抑制 ACR 的毒

性作用意义重大。研究表明，ACR具有生殖毒性，能够造成睾丸组织损伤。表

没食子儿茶素没食子酸酯（Epigallocatechin-3-gallate，EGCG）是绿茶的主要生

物活性成分之一，具有抗氧化等生物活性。有文献表明，EGCG能抑制 ACR的

神经毒性，但 EGCG对ACR的睾丸毒性是否有抑制作用及其作用机制尚不明确。

本研究首先以 SD大鼠为研究对象，建立ACR损伤模型，探究 EGCG对ACR

诱导大鼠睾丸损伤的抑制作用。记录大鼠体重及睾丸脏器指数变化以探究 EGCG

对 ACR 睾丸毒性的影响；通过对睾丸组织进行 HE 染色和 TUNEL 染色，分析

EGCG对 ACR诱导大鼠睾丸组织病理学改变和细胞凋亡的影响；利用免疫组织

化学技术检测 EGCG对 ACR损伤大鼠睾丸 FSH、LH及 PCNA的表达水平的影

响。之后，运用生物信息学方法分析 NCBI 数据库中 ACR诱导睾丸组织损伤的

相关数据集，并根据 P.adj < 0.05 且|log2(Fold Change)| > 1 的条件筛选差异表达

基因；基于 STRING 数据库对差异表达基因进行蛋白互作网络构建，并使用

Cytoscape软件的MCODE插件得出重要功能模块，以得到关键基因；对关键基

因进行GO和KEGG富集分析得到ACR诱导睾丸损伤的关键基因富集信号通路，

预测 ACR睾丸毒性的机制。在此基础上，利用 qPCR技术及 Western Blot 技术

验证关键基因，并检测核糖体蛋白 S9（Ribosomal protein S9，RpS9）及其参与

的 NF-κB信号通路相关蛋白，核糖体蛋白 L5（Ribosomal protein L5，RpL5）及

其参与的核糖体蛋白-MDM2-p53信号通路、细胞周期和 DNA损伤应答等信号通

路相关蛋白，以及细胞色素C氧化酶 6c（Cytochrome C Oxidase Subunit VIc，Cox6c）

和细胞色素 C氧化酶 7a2（Cytochrome C Oxidase SubunitⅦa-L，Cox7a2）及其

影响的线粒体途径凋亡和MAPK信号通路相关蛋白的表达，在核糖体损伤和线

粒体损伤的角度分析 EGCG对 ACR诱导睾丸损伤的抑制机制。

结果显示，EGCG能抑制 ACR造成的大鼠体重及睾丸脏器指数显著下降、
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睾丸组织形态受损、凋亡细胞数显著上升以及 FSH、LH和 PCNA表达水平显著

降低，表明 EGCG能够明显缓解 ACR诱导的睾丸损伤。基于生物信息学分析发

现，ACR诱导睾丸损伤的关键基因主要参与核糖体生物发生等生物学过程，影

响线粒体蛋白复合物和核糖体亚基等细胞组分，具有组成核糖体结构成分等分子

功能，在核糖体等信号通路上富集，这表明 ACR损伤睾丸的毒性机制可能与核

糖体损伤和线粒体损伤有关。ACR处理后，大鼠睾丸中 RpS9和 RpL5的 mRNA

表达量及蛋白表达水平与Control组相比均出现显著下降。与ACR组相比，EGCG

显著上调了以上基因的表达及睾丸中 SENP1、MDM2和 p53蛋白表达水平，抑

制了 NF-κB信号通路的激活，显著下调了 Cyclin B1、p-Chk2/Chk2、p-Chk1/Chk1、

p21等细胞周期调控蛋白及γH2AX/H2AX等DNA损伤应答相关蛋白的表达水平，

说明 EGCG可能通过调节 RpS9和 RpL5的表达影响细胞增殖、炎症、细胞周期

调控及 DNA 损伤应答，抑制 ACR 睾丸毒性。ACR 损伤大鼠睾丸中 Cox6c 和

Cox7a2的 mRNA表达量及蛋白表达水平与 Control组相比均出现显著下降。与

ACR组相比，EGCG显著上调了以上基因的表达，显著抑制了 Bax/Bcl-2、cleaved

caspase-9、cleaved caspase-3、CytC等线粒体途径凋亡相关蛋白的表达水平，显

著降低了MAPK信号通路相关蛋白磷酸化水平，说明EGCG可能通过影响Cox6c

和 Cox7a2的表达，调控线粒体途径凋亡和MAPK信号通路等发挥对 ACR睾丸

毒性的抑制作用。以上结果表明，EGCG能有效改善 ACR诱导的大鼠睾丸组织

损伤，其作用机制可能与抑制核糖体和线粒体损伤有关。

本研究在动物水平上证明了 EGCG能有效抑制 ACR的睾丸毒性，并探究了

EGCG对 ACR诱导睾丸损伤的抑制机理，为降低 ACR对人类健康的潜在危害提

供理论基础及相关实验依据，同时也为更深入全面地探索 EGCG 的活性功能提

供支持。

关键词：表没食子儿茶素没食子酸酯，丙烯酰胺，睾丸毒性，核糖体损伤，线粒

体损伤
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ABSTRACT

Acrylamide (ACR) is one of the products of the Maillard reaction and widely

found in carbohydrate-rich fried or baked foods. In scientific research and industrial

production, ACR is often used as a laboratory reagent and industrial raw material,

causing occupational and environmental exposure to humans. In addition, ACR is also

found in cigarette smoke. Studies have shown that ACR has clear toxic effects in

reproduction, neurology, and genetics. The widespread exposure of ACR to the

population poses a serious threat to human health, therefore, exploring how to inhibit

the toxic effects of ACR is significant. Studies have shown that ACR has reproductive

toxicity and can cause testis tissue damage. Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) is one

of the main bioactive components of green tea, which has many biological activities

such as antioxidant capacity. It has been shown that EGCG can inhibit the

neurotoxicity of ACR, but whether EGCG has an inhibitory effect on the testicular

toxicity of ACR and its mechanism are unclear.

In this study, SD rats were used to establish the ACR injury model to investigate

the inhibitory effect of EGCG on ACR-induced testicular injury. The effect of EGCG

onACR-induced testicular toxicity was investigated by recording the body weight and

testis index of the rats. The effects of EGCG on ACR-induced pathological changes

and cell apoptosis in rat testis tissue were detected by HE staining and TUNEL

staining. The effects of EGCG on the expression levels of FSH, LH and PCNA in rat

testis were examined by immunohistochemistry. Then, bioinformatics method was

used to analyze the data set related to ACR-induced testis tissue damage in the NCBI

database, and the differentially expressed genes were screened according to the

conditions of adj. P < 0.05 and |log2(Fold Change)| > 1. The protein-protein

interaction network was constructed based on the STRING database for the

differentially expressed genes, and the MCODE plugin of Cytoscape software were

used to derive important functional modules to obtain the key genes. GO and KEGG

enrichment analysis of the key genes were conducted to obtain the key genes

enrichment signaling pathways of ACR-induced testicular injury and predicted the
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testicular toxicity mechanism of ACR. On this basis, qPCR and Western Blot

techniques were used to validate the key genes and detect the expression of ribosomal

protein S9 (RpS9) and its involved in NF-κB signaling pathway-related proteins,

ribosomal protein L5 (RpL5) and its involved in ribosomal protein-MDM2-p53

signaling pathway, cell cycle and DNA damage response signaling pathway-related

proteins, cytochrome C oxidase 6c (Cox6c) and cytochrome C oxidase 7a2 (Cox7a2)

and their impact on mitochondrial pathway apoptosis and MAPK signaling

pathway-related proteins, to analyze the inhibitory mechanism of EGCG on

ACR-induced testicular injury from the perspective of ribosomal injury and

mitochondrial injury.

The results showed that EGCG could inhibit the significant decrease in body

weight and testis index, testis tissue morphology damage, the significant increase in

the number of apoptotic cells and the significant decrease in FSH, LH and PCNA

expression levels caused by ACR, indicating that EGCG could significantly alleviate

the testicular damage induced by ACR. Based on bioinformatics analysis, it was

found that the key genes of ACR-induced testis injury mainly involved in biological

processes such as ribosome biogenesis, affected cellular components such as

mitochondrial protein complexes and ribosomal subunits, and had molecular

functions such as composing structural components of ribosomes, and were enriched

in signaling pathways such as ribosomes-related signaling pathways, these results

suggested that the toxic mechanism of testicular damage caused by ACR may be

related to ribosomal damage and mitochondrial damage. The mRNA expression and

protein expression levels of RpS9 and RpL5 in rat testis after ACR treatment were

significantly decreased compared to the Control group. Compared with the ACR

group, EGCG significantly upregulated the expression of the above genes and the

expression of SENP1, MDM2 and p53 proteins in testis, and significantly inhibited

the activation of NF-κB signaling pathway and significantly downregulated the

expression of cell cycle regulatory proteins such as Cyclin B1, p-Chk2/Chk2,

p-Chk1/Chk1, p21 and DNA damage response-related proteins such as

γH2AX/H2AX, suggesting that EGCG may affect cell proliferation, inflammation,

cell cycle regulation and DNA damage response to inhibit ACR testicular toxicity

through regulating the expression of RpS9 and RpL5. The mRNA expression and
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protein expression levels of Cox6c and Cox7a2 in the testis of ACR-injured rats

showed a significant decrease compared with the Control group. Compared with the

ACR group, EGCG significantly upregulated the expression of the above genes,

significantly inhibited the expression levels of mitochondrial apoptosis

pathways-related proteins such as Bax/Bcl-2, cleaved caspase-9, cleaved caspase-3

and CytC, and significantly decreased the phosphorylation levels of proteins related to

MAPK signaling pathway, indicating that EGCG may regulate mitochondrial pathway

apoptosis and MAPK signaling pathway by affecting the expression of Cox6c and

Cox7a2, in order to exert an inhibitory effect on the testicular toxicity of ACR. The

above results suggested that EGCG can effectively improve ACR-induced testis tissue

damage in rats, and its mechanism may be related to the inhibition of ribosomal

damage and mitochondrial damage.

This study demonstrated that EGCG can effectively inhibit the testicular toxicity

of ACR, and investigated the inhibition mechanism of EGCG on ACR-induced

testicular damage at the animal level, which provides a theoretical basis and relevant

experimental basis for reducing the potential hazard of ACR to human health, and

also provides support for a more in-depth and comprehensive exploration of the active

function of EGCG.

Key words: Epigallocatechin-3-gallate, Acrylamide, Testicular toxicity, Ribosomal

damage, Mitochondrial damage
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引 言

0.1丙烯酰胺的研究进展

0.1.1丙烯酰胺概述

丙烯酰胺（Acrylamide，ACR）是一种有机化合物，化学式为 C3H5NO，相

对分子质量为 71.078，呈白色结晶状，易溶于水及部分有机溶剂，如乙醇、乙醚

等，而在乙酸乙酯和氯仿中溶解性较小[1]。ACR是重要的化工原料之一，广泛应

用于化妆品制造业、印刷工业、造纸工业、纺织工业或废水处理等领域[2]。同时，

在生物学研究中，ACR作为研究人员通过聚丙烯酰胺凝胶电泳（Sodium Dodecyl

Sulfate Polyacrylamide Gelelectrophoresis，SDS-PAGE）完成Western Blot实验所

必需的试剂也得到了大量应用[3]。随着 ACR的广泛应用，人类及动物接触 ACR

的可能性大大增加，而其对人体的危害也引起了毒理学家的广泛关注。研究发现，

ACR是以氨基酸（以天冬酰胺为主）和还原糖（如葡萄糖和果糖）为底物进行

美拉德反应的产物之一，广泛存在于富含碳水化合物的油炸或烘焙食品中，如炸

薯条、薯片、面包及饼干等[4]。由于 ACR分子结构中含有亲电基团，因此能够

与大分子的亲核残基相互作用以引发毒性[5]。另外，ACR还具有较强的渗透性，

进入人体后能够迅速到达机体各个部位，可对身体健康造成严重影响。因此，由

于 ACR 来源广泛、毒性较大且极易发生暴露。近年来，如何抑制 ACR的各种

毒性作用引起了社会各界人士的广泛关注。

0.1.2丙烯酰胺的来源

ACR的主要暴露途径包括：食品热加工过程中产生的过量 ACR和香烟烟雾

中释放的大量 ACR导致的生活暴露、工业生产过程中各种化学反应引起的 ACR

职业暴露以及处理不彻底的工业生产废弃物和废水进入环境中导致的环境暴露

[6]。

在人们的日常生活中，通过油炸、烘焙等热加工方式处理的食品广受人们欢

迎，但往往伴随加工进程会生成一些有害物质，ACR就是产生于食品热加工过
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程中的一种典型的食品加工内源性污染物[7]。前体（天冬酰胺及还原糖）含量、

加工时间（ACR含量与之呈正相关）、加工温度（与 ACR含量成正比）及食品

含水量等因素都会影响食品中的 ACR含量。研究表明，提高食品原料中前体含

量、降低水分、提高加工温度、延长加工时间等因素均可导致加工食品中的 ACR

含量上升[8-10]。2015年，欧洲食品安全局发布了食品中 ACR含量风险评估结果，

强调 ACR在通过油炸方式烹饪的马铃薯、谷类食物等淀粉类食品中含量较高[8]。

世界卫生组织指出 ACR是无阈值化学毒物，即便低剂量暴露也会存在一定的健

康危害。目前对于非职业人群，饮食摄入是其接触 ACR的主要方式。既往研究

表明，ACR具有较强的毒性作用[2]。因此，ACR长期饮食暴露所带来的健康问

题仍然不可忽视。

ACR可在香烟燃烧过程产生，是香烟烟雾中的重要有害物质之一。对吸烟

人群和被动吸烟人群来说，烟草烟雾是其暴露于 ACR的重要非食源性来源之一

[11]。研究数据证实，每根香烟所产生的烟雾中 ACR 的平均含量为 0.497~4.170

μg[12]，并且吸烟人群体内 ACR代谢量明显大于不吸烟人群[13]，表明烟草烟雾中

大量的 ACR 会通过主动或被动吸烟进入人体，造成机体损伤。2015 年，ACR

在我国被纳入化妆品禁用物质的目录，并在《化妆品安全技术规范》中明确了

ACR在化妆品生产时的最大残留量。但经调查后发现仍有在售产品中的 ACR残

留量超标，这些残留的 ACR在一定程度上威胁着人们的健康。

ACR可作为单体用于制备交联剂，作为高分子絮凝剂用于造纸等工业生产，

在 ACR 相关工业生产过程中以及后续运输、储存、使用和处置含有 ACR 的产

品的过程中均会存在 ACR残留，这会导致 ACR通过皮肤接触、黏膜接触及呼

吸道吸入等途径进入作业工人体内，引发中毒现象[14]，进而对其神经、遗传、生

殖等系统造成损伤[15]。随着 ACR生产规模和应用范围的不断扩大，发生 ACR

职业暴露中毒的风险也会不断增加。因此，如何有效抑制 ACR的毒性已经成为

当前研究的重点方向。

环境中 ACR的来源主要包括由于生产加工过程操作不当导致 ACR暴露于

水体、土壤及空气等环境介质，以及未经处理就排放到周围环境中的工业废弃物、

废水等物质。由于 ACR具有极强的水溶性，存在于空气和土壤中的 ACR 可通

过沉降、雨水冲刷及渗漏作用进入环境水体。因此，环境中 ACR含量最高的介

质是水体，通过环境水体这一介质接触 ACR是 ACR环境暴露危害人体健康的

主要途径[16]。

ACR进入人体的主要途径包括皮肤接触和饮食摄入等，能够引起机体多种
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毒性反应。无处不在的 ACR严重威胁着人们的身体健康。因此，深入研究如何

抑制 ACR暴露引起的毒性作用刻不容缓。

0.1.3丙烯酰胺的睾丸毒性

随着接触 ACR风险的增加，ACR的蓄积促使人们更加关注它的毒性作用。

ACR作为常见的毒性物质之一，具有多种毒性作用，包括生殖毒性、神经毒性、

遗传毒性和胚胎发育毒性等[17-20]。既往研究已通过大量动物试验，利用小鼠、大

鼠和斑马鱼等多种动物模型，阐明了 ACR的毒性作用[21]。ACR显著的毒性作用

及其对机体健康造成的危害使得探寻有效抑制 ACR毒性的研究具有重要意义。

已有研究表明，ACR生殖毒性的主要表现为损伤雄性生育能力方面[22]。ACR

能够导致大鼠生精小管内出现可见多核巨细胞、产生空泡化现象并引起大量细胞

凋亡，导致细胞生长和细胞周期等方面相关基因的异常表达[23]。用含一定剂量

ACR的饮用水饲喂大鼠，可导致大鼠体重及睾丸附睾重量下降，出现输精管管

状内皮增厚、层数增多、生精小管组织结构紊乱等组织病变[23-25]，使精子运动出

现异常，血液中睾酮含量升高[26]。ACR进入体内后可在相关酶催化下形成环氧

化物，二者共同作用，会促使生殖细胞变性，引起 DNA损伤[28]。ACR通过对活

性氧（Reactive Oxygen Species，ROS）生成的促进作用，加剧了细胞氧化应激，

进而促进了细胞凋亡，对睾丸间质细胞和支持细胞造成了损伤[29]。ACR处理会

引起小鼠体重减轻，导致睾丸空泡化等结构损伤，同时，小鼠睾丸间质细胞的细

胞凋亡率和 ROS水平升高，细胞周期发生延迟，附睾精子数量减少，血清睾酮

水平降低，睾丸类固醇生成基因和相关酶的表达水平下降，并且细胞外信号调节

激酶（Extracellular Regulated Protein Kinases，ERK）的磷酸化水平显著提高[30, 31]。

有研究评估了暴露于不同浓度 ACR（0、5、10、20和 40 mg/kg bw/d）对雄性小

鼠精子发生的影响，结果表明，ACR暴露增加了生精小管中生殖细胞的凋亡，

降低了精子浓度，并导致小鼠精子缺陷。进一步分析表明，ACR暴露可能会通

过破坏雄性小鼠减数分裂前期 I的进展影响精子发生[29]。此外，ACR还会以剂

量依赖性方式引起睾酮和催乳素浓度的降低[32]。

ACR及其代谢物已被证实会对生物体造成多种负面影响[21]，而一些生物活

性成分（包括多酚、醌、生物碱、萜类化合物）能够抑制 ACR的毒性作用，其

抑制作用涉及对肠道微生物群紊乱、生化代谢、自噬、细胞凋亡、炎症及氧化应

激等的调控[33]。



引 言

4

0.2 EGCG的研究进展

0.2.1 EGCG概述

绿茶是将茶树的新叶或芽，经杀青、整形、烘干等工艺制作而成的，茶汤清

亮，香味浓郁，口感醇厚，作为不发酵茶保留了许多天然活性物质，已被证明有

利于多种疾病的预防及康复[34]。绿茶作为一款营养丰富、口味独特的饮品，其产

量约占全球茶叶总产量的 20%，是中国主产茶之一，在中国及世界范围内广受欢

迎[35]。绿茶中含有丰富的对身体健康有益的生物活性成分，如茶多酚、咖啡碱等，

其中儿茶素是绿茶中含量最丰富的活性成分，占绿茶干重的 30%，有文献表明，

每 100 mL绿茶中的总儿茶素含量为 67 ± 11 mg[36]。儿茶素是由杂环吡喃或吡喃

（具有双键）环连接的双苯环所构成的类黄酮[37]，可分为表没食子儿茶素没食子

酸酯（Epigallocatechin-3-gallate，EGCG）、表没食子儿茶素（Epigallocatechin，

EGC）、表儿茶素（Epicatechin，EC）以及儿茶素没食子酸（Epicatechin-3-gallate，

ECG），其中 EGCG被认为是绿茶中最具有生物活性的儿茶素组分，约占总儿

茶素含量的 65%，是儿茶素中占比最大的组分[38-40]，其次分别是 EGC、ECG和

EC。黄烷醇与没食子酸基团可通过酯化反应生成没食子酸结合物 EGCG、ECG、

EGC和 EC[41]。儿茶素经水提、萃取、色谱柱纯化后广泛应用于化妆品生产、保

健品制备等方面，其中 EGCG是所有儿茶素中研究最广泛的[34]。

0.2.2 EGCG的生物活性作用

绿茶中含有包括儿茶素、生物碱及微量元素等多种生物活性成分，在抗氧化、

抗炎症、抗病毒、降血糖、神经保护等方面发挥着重要作用[42]。儿茶素是一类成

分复杂的多酚类化合物及其衍生物的混合物，主要由绿茶次生代谢物产生，是发

挥绿茶生物活性的主要成分之一。作为潜力巨大的生物活性物质，儿茶素正逐渐

被应用于日常饮食中。研究表明，儿茶素能够有效抑制细胞的氧化损伤，减轻细

胞 DNA损伤，破坏微生物的生长并清除烷基过氧自由基[43]，发挥抗氧化、抗肿

瘤、抗炎、神经保护等作用[42]。EGCG作为含量最高的儿茶素，具有最强的抗氧

化活性，可与多种分子结合，且具有微量高效的特点，在微摩尔和纳摩尔浓度下

即可对各信号转导途径发挥调控作用，抑制或促进相关酶的活性[44]。EGCG结构

中富含羟基（-OH），因此能够以电子供体的形式清除自由基；一方面增强超氧
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化 物 歧 化 酶 （ Superoxide Dismutase ， SOD ） 和 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶

（Glutathioneperoxidase，GSH-Px）等抗氧化酶的活性，另一方面抑制一氧化氮

合酶的活性，从而在抑制氧化应激方面发挥重要作用[45]。炎症方面，EGCG能够

抑制多种促炎细胞因子的生成及释放，在炎症相关疾病的各个阶段中发挥着重要

作用[46-48]。另外，EGCG在稳定葡萄糖平衡、缓解胰岛素抵抗、调节线粒体功能

等方面也具有显著作用，它能够在一定程度上对一些糖尿病病症起到缓解作用[49,

50]。EGCG的神经保护作用体现在 EGCG能够通过抑制细胞色素 C（Cytochrome

C，CytC）进入胞质，抑制线粒体途径的内源性细胞凋亡，改善线粒体功能障碍

引起的神经退行性疾病，对神经系统起到保护作用[51-55]。

研究表明，在日常饮食中摄入适当的茶多酚类物质，尤其是 EGCG，能够使

精子畸形率显著降低，这对男性生殖系统具有积极的保护作用[56]。有研究证实

EGCG能够抑制精子氧化应激，恢复砷诱导的附睾精子浓度下降，并保持其结构

膜及功能性膜完整性和线粒体膜电位[57]。据报道，EGCG可显著减轻睾丸病变、

精子畸形和生精细胞凋亡[58]。此外，还有研究表明 EGCG有利于精子的存活和

代谢，它可以通过抑制生殖细胞凋亡和炎症来保护睾丸生精小管免受缺血再灌注

的损伤[59]。

0.3研究内容及意义

0.3.1研究内容

本研究以雄性 Sprague Dawley（SD）大鼠的睾丸为研究对象，结合免疫组

织化学技术、定量聚合酶链式反应（Quantitative Polymerase Chain Reaction，

qPCR）、Western Blot等实验技术，探究 EGCG对 ACR诱导睾丸损伤的抑制作

用及机制，为后续深入研究 EGCG活性及相关功能食品的开发应用提供实验依

据和理论支持。本研究的内容主要包括以下三个方面：

首先是 EGCG 对 ACR 诱导大鼠睾丸组织损伤的抑制作用研究：建立大鼠

ACR损伤模型，通过苏木精-伊红染色（Hematoxylin-Eosin Staining，HE）技术

进行组织病理学分析，在动物水平上观察 ACR处理后大鼠睾丸组织的损伤状态

及 EGCG对损伤组织的缓解作用。通过检测大鼠睾丸组织中的凋亡细胞数、检

测大鼠睾丸组织中卵泡刺激素（Follicle-Stimulating Hormone，FSH）、黄体生成
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素（Luteinizing Hormone，LH）及增殖细胞核抗原（Proliferating Cell Nuclear

Antigen，PCNA）的表达水平，探究 EGCG对 ACR诱导睾丸损伤的抑制作用。

其次是利用生物信息学技术分析预测 ACR诱导睾丸组织损伤的毒性机制：

下载 ACR 致睾丸损伤的数据集，筛选出 ACR 处理后的差异表达基因；基于

STRING数据库对差异表达基因进行蛋白互作网络的构建，并使用 Cytoscape软

件的MCODE 插件分析出重要的功能模块，以得到关键基因；将所得关键基因

进行基因本体论（Gene Ontology，GO）、京都基因与基因组百科全书（Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）富集分析，得到关键基因富集的生

物学过程、细胞组分、分子功能及信号通路。通过对数据集的分析，发现关键基

因主要富集在与核糖体和线粒体的结构及功能相关的机制上。据此，后续研究将

主要从核糖体及线粒体两个方面探究 EGCG对 ACR诱导睾丸损伤的抑制机理。

最后是 EGCG对 ACR诱导睾丸核糖体及线粒体损伤的抑制机制研究：通过

qPCR对数据集分析得到的关键基因进行验证，并利用Western Blot技术检测核

转录因子κB（Nuclear Transcription Factor κB，NF-κB）信号通路、细胞周期、

DNA 损伤应答、线粒体途径凋亡信号通路及 丝裂原活化蛋白激酶

（Mitogen-Activated Protein Kinase，MAPK）信号通路相关蛋白的表达水平，探

究 EGCG对 ACR诱导睾丸核糖体及线粒体损伤的抑制机制。

0.3.2技术路线

本研究遵循图 0-1所示的技术路线图
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图 0-1 技术路线图

Fig.0-1 Technology Roadmap

0.3.3研究意义

ACR具有生殖毒性，能够造成睾丸组织损伤。人们在日常生活中不可避免

会通过职业暴露、饮食摄入等多种途径接触 ACR。因此，探究如何抑制 ACR导

致的睾丸损伤意义重大。目前，关于天然产物对 ACR生殖毒性抑制作用的探究

备受关注。维生素 E、沙棘果汁、葡萄籽油等天然产物已被证实能够对 ACR诱

导的睾丸损伤起到保护作用[60-62]。与其它天然产物相比，EGCG具有提取工艺成

熟、产品纯度较高、生产成本低等优势。研究表明，EGCG对 ACR的神经毒性

具有抑制作用[55]，但 EGCG能否抑制 ACR的生殖毒性及相关机制尚未见报道。

本研究拟通过生物信息学分析 ACR诱导睾丸组织损伤的作用靶点，在动物水平

上验证并探究 EGCG 对 ACR 诱导睾丸损伤的抑制机理，为证明 EGCG 能抑制

ACR的生殖毒性提供实验依据和理论基础，促进有效抑制 ACR毒性作用的天然

活性物质的深入研究与开发，有效降低 ACR对人类健康造成的潜在危害，同时

也为更深入全面地探索 EGCG活性和功能提供支持。



第 1章 EGCG对 ACR诱导睾丸损伤的抑制作用

8

第 1章 EGCG对 ACR诱导睾丸损伤的抑制作用

ACR无色无味，易溶于水，广泛应用于纺织品加工、纸张生产、饮用水处

理、化妆品制造和土壤改良剂生产等各个领域，存在于科研实验所用的凝胶电泳、

烟草及部分热加工食品中 [63]，人们在工作和生活中均会不可避免地接触到

ACR[64]。

研究表明，ACR具有神经毒性、遗传毒性、生殖毒性等多种毒性[17-19]。在

神经毒性方面，ACR可通过诱导线粒体 ROS积累诱导脑部氧化应激，抑制神经

递质水平，损伤神经[65-67]；在遗传毒性方面，ACR能够诱导细胞发生染色体畸

变等各种有丝分裂障碍[68]。此外，在生殖毒性方面，ACR已被证明能造成雄性

大鼠体重及睾丸脏器指数下降，睾丸出现生精小管受损等严重的组织病理学损伤

[69, 70]。分子水平上的研究表明，ACR会造成雄鼠生殖细胞出现大量凋亡，导致

精子形态发生变化，显著降低附睾尾中的精子储备，并且使大鼠中与性激素传递

和精子发生相关的基因表达下调，雄性激素水平显著降低[17, 71, 72]。

天然产物种类繁多，不仅结构新颖而且生物活性多样，是宝贵的药物资源。

目前已有多种天然产物被证实能够抑制 ACR的生殖毒性，维生素 E处理能够显

著改善 ACR造成的总精子数量减少及生精小管萎缩[60]；水飞蓟素能够缓解 ACR

诱导的精子数量和精子活力下降，上调睾丸中 GSH-Px、过氧化氢酶（Catalase，

CAT）和 SOD的活性，抑制丙二醛（Malondialdehyde，MDA）的表达，通过抑

制氧化应激有效缓解 ACR的毒性作用[73]；葡萄籽油能够使 ACR引起的睾丸变

性、未成熟精细胞附睾内容物异常、多核巨细胞出现、精囊囊性扩张、分泌物减

少、上皮坏死等现象得到显著缓解[62]；柚皮苷能够调节大鼠血清 FSH、LH和睾

酮水平，使 ACR在氧化应激、炎症、生殖相关酶的表达和细胞凋亡等方面造成

的影响显著降低[74]。

EGCG能否抑制 ACR的生殖毒性及相关机制尚未见报道，因此本章研究拟

通过 HE 染色、TUNEL（Transferase-Mediated d UTP-biotin Nick End Labeling

Assay，TUNEL）染色、免疫组化等方法对 ACR和 EGCG处理后的大鼠的体重、

睾丸脏器指数、睾丸组织病理学变化、睾丸细胞凋亡情况及 FSH、LH、PCNA

表达水平进行检测，以探究 EGCG对 ACR诱导睾丸损伤的抑制作用。
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1.1实验材料

1.1.1实验试剂

表 1.1 主要试剂及生产公司

Table 1.1 Main Reagents and production companies
试剂名称 生产公司

ACR（纯度 > 99%） 美国 Genview公司

EGCG（纯度 ≥ 98%） 美国 Sigma 公司

无水乙醇 中国医药集团有限公司

苏木精 北京索莱宝科技有限公司

曙红 Y，醇溶 上海生工生物工程股份有限公司

二甲苯

TUNEL检测试剂盒（红光）

Triton X-100
DAPI

抗荧光猝灭剂

上海阿拉丁生化科技股份有限公司

沈阳万类生物科技有限公司

上海碧云天生物技术有限公司

上海阿拉丁生化科技股份有限公司

北京索莱宝科技有限公司

BSA粉末 上海生工生物工程股份有限公司

DAB显色液 福州迈新生物技术开发有限公司

过氧化氢 中国医药集团有限公司

Anti-FSH antibody 武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司

Anti-LH antibody 美国 Affinity公司

Anti-PCNA antibody 沈阳万类生物科技有限公司

HRP标记山羊抗兔 IgG 美国 Thermo Fisher公司

1.1.2实验耗材

表 1.2 主要耗材及生产公司

Table 1.2 Main consumables and production companies
耗材名称 生产公司

EP管 北京鼎国有限公司

移液枪 苏州 BIOHIT百得实验室仪器有限公司

枪头 北京鼎国有限公司

培养皿

载玻片、盖玻片

北京鼎国有限公司

北京鼎国有限公司

1.1.3仪器设备
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表 1.3 主要仪器及生产公司

Table 1.3 Main instruments and production companies
所用仪器 仪器型号 生产公司

石蜡切片机 RM2235 德国 Leica公司

电热恒温鼓风干燥箱 QH01-9030A
上海精宏实验仪器设备有限

公司

电热恒温培养箱 DH36001B 天津泰斯特仪器有限公司

超纯水系统 NW10LVF 上海力新仪器有限公司

显微镜 BX53 日本奥林巴斯株式会社

显微镜拍照系统 DP73 日本奥林巴斯株式会社

1.2实验方法

1.2.1动物模型的建立

选择 45只体重 200-250 g的 SD雄性大鼠，正常喂养 7 d以适应新环境，然

后将其随机分为 5组（n=9）：

（1）Control组：正常喂养 18 d；

（2）ACR组：正常喂养 4 d后，50 mg/kg bw/d ACR灌胃 14 d（1次/d）；

（3）EGCG低剂量组：10 mg/kg bw/d EGCG灌胃 4 d（1次/d）；之后，50

mg/kg bw/d ACR及 10 mg/kg bw/d EGCG灌胃 14 d（1次/d），两者时间间隔 1 h；

（4）EGCG高剂量组：40 mg/kg bw/d EGCG灌胃 4 d（1次/d）；之后，50

mg/kg bw/d ACR及 40 mg/kg bw/d EGCG灌胃 14 d（1次/d），两者时间间隔 1 h；

（5）EGCG组：40 mg/kg bw/d EGCG灌胃 18 d（1次/d）。

在饲养全程中，仔细观察并认真记录各组大鼠的状态，并测量大鼠体重。

1.2.2样本取材

在第 18 d将大鼠处死，快速分离其双侧睾丸组织，用 0.9%的氯化钠溶液清

洗干净，测量睾丸重量后将所取睾丸组织分成两部分：一部分包埋于石蜡，为后

续免疫组化检测及组织病理学分析做样本准备；余下的组织为了防止核酸及蛋白

降解速冻于液氮，存放于-80℃冰箱保存，用于后续分子生物学指标的检测。
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1.2.3脏器指数测定

将大鼠处死后取出其睾丸组织进行称重，根据以下计算公式计算大鼠睾丸脏

器指数：

睾丸脏器指数 = 睾丸重量

大鼠体重
×100% (1-1)

1.2.4组织病理学观察

对各组大鼠睾丸组织切片进行 HE染色，分析染色结果。主要步骤如下：

（1）切片：薄切标本蜡块成片，展开于载玻片上，放置在 60℃温箱中烘干

2 h；

（2）脱蜡至水：切片烘干后放入二甲苯中进行两次 15 min脱蜡，无水乙醇

浸泡两次 5 min，分别在各级（95%、85%、75%）乙醇溶液中停留 2 min，然后

用蒸馏水浸泡；

（3）染色：甩净残液，苏木素（由苏木精配制）染色 5 min，缓水流冲洗 3

s，1%盐酸乙醇中分化 2 s，缓水流冲洗 10 min，dd H2O洗 2 min，伊红（由醇溶

性曙红配制）染色 3 min，dd H2O洗 2 min；

（4）脱水透明：各级（75%、85%、95%）乙醇处理 5 min，无水乙醇浸泡

5 min（重复 2次），二甲苯 I及 II 浸泡 5 min，干后封于中性树胶；

（5）镜检：显微镜（×200）下观察，拍照记录。

1.2.5 TUNEL染色

利用 TUNEL染色技术对各组大鼠睾丸组织进行染色处理，观察、分析并统

计出各组大鼠睾丸组织的凋亡细胞数。主要步骤如下：

（1）切片：详见 1.2.4（1）；

（2）脱蜡至水：详见 1.2.4（2）；

（3）透化：放入 PBS中浸泡 5 min，滴加 50 μL 0.1 % Triton X-100，室温放

置 8-10 min；

（4）标记：PBS漂洗 3次，每次 5 min，将切片干燥处理，滴加 50 μL现配

的 TUNEL反应液，37℃条件下避光反应 1 h；

（5）DAPI复染：PBS漂洗 3次，每次 5 min，取出切片，滴加 DAPI至完
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全覆盖组织，避光复染 5 min；

（6）封片：PBS漂洗 3次，每次 5 min，滴加荧光淬灭剂封片；

（7）镜检：显微镜（×400）下观察，拍照记录，统计凋亡细胞数。

1.2.6免疫组织化学

（1）切片：详见 1.2.4（1）；

（2）脱蜡至水：详见 1.2.4（2），水中取出切片架后浸于 PBS中 5 min；

（3）抗原修复：微波加热抗原修复液至沸腾，将切片架放入后持续低火加

热 10 min，于室温下自然冷却，PBS浸泡 3次，每次 5 min；

（4）H2O2孵育：擦净切片残液，用免疫组化笔在组织周围画圈，防止滴加

液体时溢出。通过在 3% H2O2中室温孵育 15 min消除内源性过氧化物酶活性，

之后浸没于 PBS中 5 min；

（5）封闭：滴加 1% BSA，置于室温下封闭 15 min，除去血清，勿洗；

（6）一抗孵育：滴加按 1:50的比例用 PBS稀释后的一抗至完全覆盖组织，

置于 4℃湿盒过夜，取出后用 PBS浸泡 5 min，重复 3次；

（7）二抗孵育：将 HRP标记二抗用 PBS稀释 500倍，滴至完全覆盖组织，

置于 37℃湿盒反应 1 h，PBS浸泡 5 min，重复 3次；

（8）DAB显色：取 0.85 mL蒸馏水于管中，再依次加入试剂 A、B、C各

50 μL，混匀即得 DAB显色液。擦干切片水分，滴加 100 μL显色液，在颜色刚

变深时迅速置于水中以终止反应；

（9）苏木素复染：苏木素浸泡切片 3 min，缓水流冲洗 2 min，沥干后浸入

1% 盐酸乙醇中分化 3 s，立即浸入自来水中，流水返蓝 20 min；

（10）脱水、透明、封片：详情见 1.2.4（4）；

（11）镜检：显微镜（×400）下观察，拍照记录，分析平均光密度值。

1.2.7统计分析

用 SPSS 16.0软件对数据进行单因素方差分析，数据均以至少三次独立

实验的平均值±标准差表示。两组数据之间的比较使用最小显著差数法（Least

Significant Difference，LSD），P < 0.05则差异显著，P < 0.01则差异极显著。
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1.3实验结果

1.3.1 EGCG对 ACR损伤大鼠的体重及脏器指数的影响

本研究中各组大鼠体重变化及睾丸脏器指数变化如图 1-1 所示。ACR组大

鼠的体重极显著地低于 Control组（P < 0.01），EGCG高剂量组大鼠体重显著地

高于 ACR组（P < 0.05）。与 Control组相比，ACR组大鼠的睾丸脏器指数出现

了极显著的下降（P < 0.01），而与 ACR组相比，EGCG高剂量组大鼠的睾丸脏

器指数极显著上升（P < 0.01）；与 Control 组相比，单独 40 mg/kg bw/d EGCG

处理后的大鼠睾丸脏器指数不具有显著差异。以上结果表明，ACR能对大鼠睾

丸造成损伤，EGCG能够缓解 ACR引起的睾丸损伤。

图 1-1 EGCG预处理对 ACR损伤大鼠的体重及睾丸脏器指数的影响

A：EGCG预处理对 ACR损伤大鼠体重的影响；B：EGCG预处理对 ACR损伤大鼠睾丸脏

器指数的影响

与 Control组相比，**P < 0.01；与 ACR组相比，#P < 0.05，##P < 0.01
Fig.1-1 Effect of EGCG pretreatment on body weight and testis index in ACR-injured rats
A: Effect of EGCG pretreatment on body weight in ACR-injured rats. B: Effect of EGCG

pretreatment on testis index in ACR-injured rats
Compared with Control group, **P < 0.01. Compared with ACR group, #P < 0.05, ##P < 0.01

1.3.2 EGCG对 ACR损伤大鼠睾丸的组织形态结构的影响

大鼠睾丸的组织形态结构变化如图 1-2所示，HE染色结果显示，Control组

大鼠睾丸组织具有完整的生精小管结构，管腔内各级生精细胞发育正常，排列有

序，生精细胞从外到内正常分布，依次是精原细胞、初级和次级精母细胞、精子。

生精小管之间簇状分布的间质细胞排列紧密，曲细精管结构完整，层次清晰分明，

无水肿现象；与 Control组相比，ACR组大鼠睾丸组织生精细胞受损萎缩，曲细
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精管排列紊乱疏松，层数明显减少，管腔中精子数量及生精细胞数量明显下降，

并出现空泡化现象，表明 ACR 对大鼠睾丸组织造成了损伤；预处理不同浓度

EGCG（10和 40 mg/kg bw/d），ACR组大鼠睾丸组织的损伤程度明显改善，且

改善水平随着 EGCG浓度的增加而上升，空泡数量明显下降，间质开始恢复，

曲细精管和精母细胞逐渐变得层次清晰，排列有序；单独 40 mg/kg bw/d EGCG

处理后，大鼠睾丸组织的状态和 Control组相比无明显改变，表明 EGCG本身在

40 mg/kg bw/d 浓度下并未对大鼠睾丸造成影响。综合比较大鼠睾丸组织病理学

观察结果，能够得出以下结论：ACR能够引起大鼠睾丸组织损伤，10 mg/kg bw/d

和 40 mg/kg bw/d EGCG均能对 ACR诱导的睾丸损伤发挥保护作用。

图 1-2 EGCG预处理对 ACR损伤大鼠睾丸的组织形态结构的影响

Fig.1-2 Effect of EGCG pretreatment on the morphological structure of ACR-injured rat
testis tissue

1.3.3 EGCG对 ACR损伤大鼠睾丸组织细胞凋亡的影响

TUNEL 染色可通过检测细胞在凋亡过程中细胞核 DNA 的断裂情况，准确

地检测凋亡细胞。DAPI染色后正常细胞核为蓝色，而阳性凋亡细胞的细胞核为

红色[75]。对大鼠睾丸进行 TUNEL染色的结果如图 1-3所示，Control组大鼠睾丸

组织中 TUNEL 阳性细胞的数量极少，而在 ACR 组中可观察到较多的 TUNEL

染色阳性细胞，其数量极显著高于 Control组（P < 0.01），表明 ACR能引起大

鼠睾丸细胞凋亡，造成睾丸组织严重损伤；EGCG 低剂量组和 EGCG高剂量组
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也出现了一定数量的 TUNEL染色阳性细胞，但阳性细胞数量均极显著低于 ACR

组（P < 0.01）；单独 40 mg/kg bw/d EGCG处理后，睾丸组织 TUNEL阳性细胞

数与 Control组相比无显著变化，表明 EGCG本身在 40 mg/kg bw/d 浓度下不会

诱导大鼠睾丸组织细胞凋亡。

图 1-3 EGCG预处理对 ACR损伤大鼠睾丸组织细胞凋亡的影响

A：大鼠睾丸切片 TUNEL染色；B：不同处理组大鼠睾丸凋亡细胞数统计图

与 Control组相比，**P < 0.01；与 ACR组相比，##P < 0.01
Fig.1-3 Effect of EGCG pretreatment on apoptosis in testis tissue of ACR-injured rats

A: TUNEL staining of rat testis sections. B: Statistical graph of the number of apoptotic cells in
rat testis in different treatment groups

Compared with Control group, **P < 0.01. Compared with ACR group, ##P < 0.01

1.3.4 EGCG 对 ACR损伤大鼠睾丸组织 FSH、LH、PCNA 蛋白表达水平

的影响

利用免疫组织化学技术检测 EGCG对 ACR损伤大鼠睾丸组织 FSH、LH、

PCNA表达水平的影响，结果如图 1-4、1-5、1-6所示。与 Control组相比，ACR

处理后大鼠睾丸组织中的 FSH表达量显著降低（P < 0.05），LH 和 PCNA表达

量极显著降低（P < 0.01）；与 ACR组相比，EGCG 高剂量组中 FSH 和 PCNA

的表达量均显著增加（P < 0.05），EGCG高剂量组中 LH 的表达水平极显著上

升（P < 0.01）；单独 40 mg/kg bw/d EGCG处理后，睾丸组织中 FSH、LH和 PCNA

的表达水平与 Control组相比差异不显著，说明 EGCG本身在 40 mg/kg bw/d 浓

度下不影响睾丸 FSH、LH 和 PCNA表达。以上结果表明，ACR抑制了大鼠睾

丸中 FSH、LH和 PCNA的表达，而 EGCG的加入遏制了这种抑制作用，对大鼠

睾丸起到了一定的保护作用。
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图 1-4 EGCG 预处理对 ACR损伤大鼠睾丸组织 FSH蛋白表达水平的影响

A：大鼠睾丸 FSH蛋白免疫组织化学染色；B：不同处理组大鼠睾丸 FSH蛋白免疫组化平

均光密度统计图

与 Control组相比，*P < 0.05；与 ACR组相比，#P < 0.05
Fig.1-4 Effect of EGCG pretreatment on the expression level of FSH protein in testis tissue of

ACR-injured rats
A: Immunohistochemical staining of FSH protein in rat testis. B: Immunohistochemical mean

density of FSH protein in rat testis in different treatment groups
Compared with Control group, *P < 0.05. Compared with ACR group, #P < 0.05

图 1-5 EGCG预处理对 ACR损伤大鼠睾丸组织 LH蛋白表达水平的影响

A：大鼠睾丸 LH蛋白免疫组织化学染色；B：不同处理组大鼠睾丸 LH蛋白免疫组化平均

光密度统计图

与 Control组相比，**P < 0.01；与 ACR组相比，##P < 0.01
Fig.1-5 Effect of EGCG pretreatment on the expression level of LH protein in testis tissue of

ACR-injured rats
A: Immunohistochemical staining of LH protein in rat testis. B: Immunohistochemical mean

density of LH protein in rat testis in different treatment groups
Compared with Control group, **P < 0.01. Compared with ACR group, ##P < 0.01



第 1章 EGCG对 ACR诱导睾丸损伤的抑制作用

17

图 1-6 EGCG预处理对 ACR损伤大鼠睾丸组织 PCNA蛋白表达水平的影响

A：大鼠睾丸 PCNA蛋白免疫组织化学染色；B：不同处理组大鼠睾丸 PCNA蛋白免疫组化

平均光密度统计图

与 Control组相比，**P < 0.01；与 ACR组相比，#P < 0.05
Fig.1-6 Effect of EGCG pretreatment on the expression level of PCNA protein in testis tissue of

ACR-injured rats
A: Immunohistochemical staining of PCNA protein in rat testis. B: Immunohistochemical mean

density of PCNA protein in rat testis in different treatment groups
Compared with Control group, **P < 0.01. Compared with ACR group, #P < 0.05

1.4讨论

ACR存在于食品热加工美拉德反应及香烟烟雾中，其具有多种毒性作用，

严重威胁着人们的身体健康。既往研究显示，ACR处理会使大鼠体重及各个生

殖器官的脏器指数下降，导致大鼠睾丸生精小管空泡化、曲细精管排列杂乱、精

母细胞碎片化、出现多核巨细胞等明显的组织病理学改变[26, 72]。在本章的研究中，

ACR处理后的大鼠体重及睾丸脏器指数均出现下降。睾丸组织的 HE 染色结果

显示，暴露在 ACR下使得大鼠的睾丸结构受到破坏，组织损伤增加，具体表现

为生精细胞受损萎缩，出现空泡化，曲细精管排列紊乱疏松，生精小管管腔中精

子数量及生精上皮精原细胞明显下降，间质细胞数目减少；加入 EGCG后，大

鼠睾丸空泡数量明显减少，间质开始恢复，曲细精管和精母细胞层次逐渐清晰，

排列逐渐有序，大鼠体重和睾丸脏器指数均有显著升高，这表明 EGCG改善了

ACR 导致的睾丸组织损伤。TUNEL 染色结果表明不同浓度的 EGCG 预处理使

ACR诱导的大鼠睾丸细胞凋亡现象有了明显改善。有研究发现，睾丸间质细胞

暴露于 ACR后发生了氧化应激，细胞 ROS增加，MAPK 信号通路被激活，出

现大量凋亡，2.5 μM姜黄素处理显著抑制了 ACR引起的间质细胞凋亡，减轻了
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ACR造成的有害影响[76]；ACR处理增加了睾丸间质细胞的 ROS 水平，降低了

线粒体膜电位，诱导了间质细胞凋亡，矢车菊素-3-O-葡萄糖苷在 10-50 μM的剂

量范围内有效抑制了 ROS 生成及线粒体膜去极化，上调 B 淋巴细胞瘤-2 蛋白

（B-Cell Lymphoma-2，Bcl-2）并下调Bcl-2相关X蛋白（Bcl-2 Associated X Protein，

Bax）的表达，显著抑制了 ACR引起的细胞凋亡[77]；葡萄籽油能够显著缓解 ACR

引起的睾丸变性、多核巨细胞出现、精囊囊性扩张、上皮坏死等现象[62]。以上结

果表明，部分天然产物可有效缓解 ACR 诱导的大鼠睾丸结构损伤，抑制 ACR

引起的细胞凋亡。

FSH是一种垂体糖蛋白，在生殖方面的作用包括促进曲细精管上皮细胞发育、

加快精母细胞发育成精子细胞和成熟精子的进程等[78]。FSH 的重要功能还包括

维持曲细精管内丰富的睾酮水平等[79]。研究表明，FSH 主要在睾丸支持细胞上

发挥作用，通过这一方式间接地促进精子的产生和雄性激素结合蛋白的合成，以

保证雄激素具有较高浓度[78]。有文献表明，ACR会导致雄性 F344 大鼠 FSH 的

表达水平显著降低[80]。本章利用免疫组化技术对睾丸组织 FSH表达水平进行了

检测，结果显示，ACR处理显著抑制了 FSH 的表达；与 ACR组相比，不同浓

度 EGCG预处理显著增加了 FSH的表达量，这表明 EGCG对 ACR损伤睾丸的

抑制作用能够通过上调 FSH表达进行。

LH的主要作用包括促进睾丸间质细胞发育，与睾丸间隙细胞上特殊受体结

合，对类固醇激素的生成具有促进作用[79]。并且 LH 能够通过与 FSH协同作用，

在促进精子成熟方面发挥重要作用[78]。研究表明，ACR会对大鼠睾丸中 FSH和

LH的表达造成不利影响，藏红花素处理会促进睾丸中 FSH和 LH的表达，上调

睾丸中 SOD、CAT、GSH水平，改善睾丸病理学损伤，对 ACR引起的睾丸损伤

发挥保护潜力[81]。本章的研究结果显示，ACR抑制了 LH 的表达，加入 EGCG

进行预处理使 FSH 和 LH 水平下降趋势得到遏制。EGCG 处理与藏红花素处理

得到了相似结果，其保护机制同样都是通过刺激 FSH和 LH 表达，改善 ACR诱

导的睾丸损伤。

PCNA是一种分子量为 36 kDa的核蛋白,其含量随着增殖细胞的周期性变化

而变化[82]，通过参与 DNA 的合成对细胞的分裂增殖进行调控,因此常被用作评

价细胞增殖的指标[83]。研究表明，ACR 处理（20 mg/kg）导致大鼠出现 PCNA

表达降低等现象，辣木叶提取物处理（10 mg/kg）显著改善了 ACR诱导的睾丸

损伤，增加了睾丸组织中 PCNA的表达[84]。本章对大鼠睾丸中 PCNA表达水平

的免疫组化检测结果表明，ACR处理使 PCNA的表达水平显著下降，而 EGCG
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预处理能够显著抑制这种下降趋势，使 PCNA表达水平上升。以上结果表明，

EGCG能够通过促进 PCNA的表达对 ACR诱导的睾丸组织损伤起到显著的抑制

作用。

1.5小结

本章研究证实 EGCG能够对 ACR诱导的睾丸损伤起到抑制作用。EGCG预

处理抑制了 ACR引起的大鼠体重及睾丸脏器指数下降，抑制了 ACR 诱导的细

胞凋亡，显著促进了睾丸组织中 FSH、LH、PCNA的表达水平，有效改善了 ACR

造成的睾丸组织损伤。
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第 2章 基于生物信息学分析ACR诱导睾丸组织损伤的毒性

机制

NCBI 数据库是生物信息学分析常用的数据集检索数据库。GO资源包括了

绝大部分生物的基因信息，是基因及其产物功能记录最全面的数据库之一，研究

人员已发表的研究成果是其基因信息的最主要来源[85]。KEGG 是存储基因组、

生物途径、疾病以及各种化学物质数据的数据库[89]。GO和 KEGG是应用最广的

探究关键基因富集通路的数据库[87-89]。各种蛋白质之间的相互作用构成了蛋白质

互作网络，在信号传递、基因表达、能量及物质代谢以及细胞周期调控等生物学

过程中不可或缺，蛋白质互作网络分析有助于阐明不同蛋白质在生命体中发挥的

作用及功能联系，在生物受到疾病等刺激后的信号传导和能量物质代谢机制的探

究中发挥着重要作用[90]。

生物信息学分析在 ACR毒性作用及抑制 ACR毒性方面已有诸多应用[91, 93]。

利用差异蛋白分析、功能注释和富集分析等多种生物信息学分析方法，发现靶蛋

白 LARP7能够通过 NF-κB信号通路抑制 ACR诱导的小胶质细胞炎症反应[91]。

通过转录组学方法对长期以低剂量 ACR处理的大鼠甲状腺基因表达变化进行分

析，发现 ACR对大鼠甲状腺的损伤作用可能来自氧化应激、检查点激活等几种

不同的机制[92]。KEGG富集分析显示，EGCG能够通过糖脂代谢和能量代谢改善

ACR诱导的代谢紊乱，这表明儿茶素作为天然多酚抗氧化剂在抑制 ACR心脏代

谢毒性方面发挥了重要作用[93]。通过对样本基因转录表达的生物信息学分析，发

现三七皂苷 R1能够上调 PC12细胞和小鼠中的硫氧还蛋白-1，通过自噬途径抑

制 ACR诱导的神经毒性[94]。对 ACR处理大鼠的海马体蛋白进行组学分析及 GO

富集分析，结果表明 ACR暴露后上调蛋白富集在烟酰胺核苷酸代谢、辅酶生物

合成、丙酮酸代谢及碳水化合物代谢等过程[95]。

上一章研究已经证明 EGCG能够显著改善 ACR诱导的睾丸损伤。为了进一

步探究 EGCG对 ACR诱导睾丸损伤发挥抑制作用的确切机制，本章研究采用生

物信息学分析方法，通过对 ACR处理前后睾丸组织中差异表达基因的筛选及对

差异表达基因进行蛋白网络互作分析，找到关键基因后进行 GO 和 KEGG 富集

分析，在生物信息学水平上对 ACR诱导睾丸组织损伤的机制进行了分析预测，



第 2章 基于生物信息学分析 ACR诱导睾丸组织损伤的毒性机制

21

为后续深入探究 EGCG对 ACR睾丸毒性的抑制机制奠定了基础。

2.1方法

2.1.1数据集检索

在 NCBI-GEO（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo）数据库中搜索数据集，得

到由 Nixon BJ 等提供的基于 GPL6885 Illumina MouseRef-8 v2.0 expression

beadchip平台的数据集 GSE47574，整理数据集中的原始数据用于分析。

2.1.2数据集评价

通过样本归一化、主成分分析及均匀流形逼近与投影（Uniform Manifold

Approximation and Projection，UMAP）方法对数据集进行可用性评价。样本归一

化箱式图展示了数据经过归一化处理后，样本的基因表达值范围，主成分分析图

及 UMAP图反应了两组样本之间的差异，即区分度。

2.1.3差异表达基因筛选

利用 R语言软件的 limma软件包，根据 P.adj < 0.05且|log2(Fold Change)| > 1

的条件筛选出差异基因。

2.1.4关键基因筛选

首先，利用 STRING在线工具（http://string-db.org）识别差异基因编码的蛋

白质间相互作用，构建蛋白质相互作用关系网络，然后使用 Cytoscape 软件的

MCODE插件分析出网络中重要的功能模块，得到在生物学进程调节方面至关重

要的关键基因及核心蛋白质。

2.1.5关键基因 GO、KEGG分析

GO即基因本体论，为基因本体联合会创建并提出的数据库，旨在限定或描

述基因及蛋白的功能。GO具体分为生物学过程、细胞组分和分子功能三个部分；

KEGG即京都基因和基因组百科全书，能够计算机化生物学过程，并对基因功能
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进行系统化及标准化分析。仙桃学术（https://www.xiantao.love/）是具有基因注

释提供基因生物学意义的功能的在线分析工具之一。为了预测差异基因涉及到的

生物学功能及信号通路，通过在线平台仙桃学术对差异基因进行 GO 和 KEGG

富集分析，并在该平台对富集结果进行可视化[96]。

2.2结果

2.2.1数据集 GSE47574数据预处理

数据样本归一化分析结果如图 2-1所示，各组样本中位数基本在一个水平线

上，这表明样本在处理之后，表达值接近同一水平，数据均一性较好；主成分分

析结果如图 2-2所示，在主成分分析图中，可以看到两组数据之间没有重叠交叉，

间隔比较大，这表明两组样本间有差异而且区分度比较好；从图 2-3 所示的

UMAP图中，可以看到两组数据区分度较大，表明数据具有良好的分散性，后

续分析得到有意义结果的可能性较大。

图 2-1 样本归一化箱式图

Fig.2-1 Box plot of the normalized samples
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图 2-2 主成分分析图

Fig.2-2 Principal component analysis plot

图 2-3 两组样本数据 UMAP图

Fig.2-3 UMAP plot of two sets of sample data

2.2.2 ACR处理导致的差异表达基因

通过 R语言软件的 limma软件包，根据 P.adj < 0.05且|log2(Fold Change)| > 1

的条件共筛选出 176个差异表达基因，其中 3个表达上调、173个表达下调。图

2-4、图 2-5以火山图和热图的形式将差异表达基因可视化。
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图 2-4 差异表达基因火山图

Fig.2-4 Volcano map of differentially expressed genes

图 2-5 差异表达基因热图

Fig.2-5 Heat map of differentially expressed genes

2.2.3 ACR处理导致的差异表达基因的蛋白互作网络

利用 STRING在线工具及 Cytoscape软件构建蛋白质相互作用关系网络，结

果如图 2-6 A所示。然后使用 Cytoscape软件的MCODE插件分析出重要的功能

模块，得到了两个功能模块（图 2-6 B），模块中包括 17个关键基因，即Mrpl16、

Polr1c、RpS9、RpL5、Eef1b2、RpS3a1、RpS2、RpL35a、Naca、Pa2g4、Pmpcb、
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细胞色素 C氧化酶 6c（Cytochrome C Oxidase Subunit VIc，Cox6c）、Ndufb5、

Ndufb10、细胞色素 C氧化酶 7a2（Cytochrome C Oxidase SubunitⅦa-L，Cox7a2）、

Slirp、Uqcrb，这些关键基因很可能在 ACR的睾丸毒性中发挥重要的生理调节功

能。

图 2-6 差异表达基因的蛋白互作网络图及功能模块

A：蛋白互作网络图；B：功能模块

Fig.2-6 Protein-protein interactions network diagram and functional modules of differentially
expressed genes

A: Protein-protein interactions network diagram. B: Functional modules

2.2.4 GO分析 ACR处理导致差异表达的关键基因的富集通路

对通过蛋白互作网络分析得到的关键基因进行 GO富集分析，发现差异表达

基因介导的生物过程主要富集于核糖核蛋白复合物生物发生、翻译调控、核糖体

生物发生、rRNA代谢过程、线粒体呼吸链复合体 I组件、NADH 脱氢酶复合体、

核糖体组装、线粒体呼吸链复合体、氧化磷酸化、有氧呼吸等；在细胞组成方面，

差异表达基因主要富集于含线粒体蛋白复合物、呼吸链复合体、线粒体呼吸、核

糖体亚基、核糖体、线粒体内膜蛋白复合物、胞质核糖体大亚基、NADH 脱氢

酶复合体、线粒体呼吸链复合物 IV、氧化还原酶复合物、细胞色素复合体等；

在分子功能方面，差异表达基因主要富集于电子转移活性、氧化还原驱动的活性

跨膜转运蛋白活性、核糖体的结构成分、细胞色素 C氧化酶活性、氧化还原酶

活性、翻译调节活性、翻译延伸因子等。
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图 2-7 关键基因 GO富集分析

Fig.2-7 The GO enrichment analysis of the hub genes
BP：生物学过程；CC：细胞组分；MF：分子功能

BP: Biological Process. CC: Cellular Component. MF: Molecular Function

2.2.5 KEGG分析 ACR处理导致差异表达的关键基因的富集通路

将蛋白互作网络分析所得关键基因进行 KEGG富集分析，分析结果如图 2-8

所示。关键基因主要涉及核糖体、氧化磷酸化、非酒精性脂肪肝、糖尿病心肌病、

化学致癌-活性氧、产热作用、冠状病毒病-新冠肺炎、帕金森病、亨廷顿病、阿

尔茨海默病、心肌收缩、神经变性途径-多种疾病等信号通路。综合 GO及 KEGG

富集分析的结果表明，蛋白互作网络分析得到的关键基因主要富集在核糖体和线

粒体的结构和功能方面，因此，后续研究主要从核糖体损伤和线粒体损伤的角度

探究 EGCG对 ACR诱导睾丸损伤的抑制机制。
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图 2-8 关键基因 KEGG富集分析

Fig.2-8 The KEGG enrichment analysis of the hub genes

2.3讨论

本章通过对关键基因进行富集分析后发现 ACR诱导睾丸组织损伤的关键基

因富集在核糖体、核糖体亚基、核糖体生物发生、NADH 脱氢酶复合体、线粒

体呼吸链复合体、氧化磷酸化、细胞色素 C氧化酶活性等与核糖体和线粒体结

构和功能相关的生物学过程、细胞组分、信号通路上。

蛋白质互作网络通过蛋白间的相互作用将不同蛋白连接起来，在细胞周期调

控、信号传递、基因表达、能量和物质代谢等机制研究中发挥重要作用。对机体

进行蛋白质互作网络分析，有助于充分了解各蛋白之间的功能联系[97]。STRING

数据库是目前已知的分析预测蛋白质之间相互作用的涵盖物种最多、最常用的数

据库，在差异表达基因中关键的核心调控基因筛选方面具有广泛应用[98]。基于

STRING数据库进行蛋白网络互作分析，发现荨麻疹小鼠中差异表达的关键基因

主要富集在 NF-κB及MAPK信号通路[99]。利用 STRING 数据库构建蛋白质互作

网络并进行富集分析后，发现黄芪能够通过MAPK3、MMP9等关键靶点及MAPK、

Rap1和 Ras等信号通路干预血管性认知障碍[100]。

对酿酒酵母细胞暴露于 ACR后的变化进行多组学检测并进行生物信息学分
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析，结果表明，ACR对酵母细胞中氧化还原平衡、能量代谢、脂质代谢、核苷

酸代谢和核糖体功能造成了损害[101]。同时，ACR处理能通过下调星形胶质细胞

中线粒体生物发生和动力学相关基因的表达，抑制线粒体呼吸链复合物的表达，

触发线粒体 ROS积累，破坏线粒体结构，最终导致细胞凋亡[67]。本章对从数据

集获得的关键基因进行 GO 和 KEGG 富集分析后发现，关键基因主要富集在核

糖体、核糖体亚基、核糖体生物发生、翻译调控、NADH 脱氢酶复合体、线粒

体呼吸链复合体、氧化磷酸化、线粒体内膜蛋白复合物、氧化还原酶活性、细胞

色素 C氧化酶活性、电子转移活性等与核糖体、线粒体的结构和功能相关的生

物学过程、细胞组分、信号通路上。以上结果表明，ACR的毒性作用可能与其

诱导核糖体损伤和线粒体损伤有关。

核糖体是普遍存在于生物体内的由 RNA与蛋白质组成的核糖核蛋白复合物，

主要负责将遗传密码翻译为蛋白质。核糖体的亚基具有不同的功能，小亚基的主

要作用是调控 mRNA的相关生物学过程，而大亚基在结合 tRNA和介导肽基转

移方面具有重要作用[102]。核糖体中的 RNA和蛋白质影响着多个生物学过程，核

糖体 RNA具有肽基转移酶的功能，这是核糖体被称为核酶的原因。核糖体蛋白

能够推动 rRNA正确折叠，稳定核糖体大小亚基结构，对核糖体生物合成及蛋白

质翻译过程具有一定的调控作用[103]。除了调控蛋白质翻译和合成等核糖体相关

功能之外，核糖体蛋白还具有很多非核糖体功能，能够在细胞 DNA修复、细胞

凋亡、细胞生长和增殖、细胞周期和耐药性等方面发挥作用[104-108]。研究表明，

任何一种核糖体蛋白出现缺失或下调都有可能对某个或某类蛋白质的合成造成

影响[109, 110]。氯化镧处理孕哺期大鼠会导致仔鼠海马体及大脑皮层中 RpS6的表

达水平降低[111]；RpS3A1 能够通过与 Bcl-2 相互作用阻止细胞凋亡[112]；敲低

RpL34后，JAK/STAT3信号通路失活，胶质瘤细胞的增殖和迁移受到抑制[113]；

预知子种子提取物干预后，HepG2 细胞中 RpS26核糖体蛋白表达下调，细胞增

殖受到抑制[114]。在本研究中，ACR处理后的睾丸中 RpS9、RpL5、RpS3A1、RpS2、

RpL35A的表达均出现了显著变化，证明 ACR可能通过调节 RpS9等核糖体蛋白

的表达，对核糖体造成损伤。

线粒体作为细胞进行有氧呼吸的主要细胞器，能够生成大量的 ATP为细胞

供能[115]。一些关键的细胞信号通路也交汇在线粒体，如 ROS生成、细胞凋亡、

能量代谢等通路[116]。已有研究表明，内源性 ROS的主要来源是线粒体[117]。线

粒体呼吸链受抑制能增加线粒体 ROS的生成[118]。据报道，ROS的累积和线粒体

去极化能上调 Bax 的表达并且下调 Bcl-2 的表达，进而导致细胞凋亡[119]。本研
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究发现睾丸中与线粒体相关的基因 Cox6c、Cox7a2、Ndufb5、Ndufb10 在 ACR

处理后出现显著变化。研究表明，无形体易位底物 1在 HEK293T细胞内表达后，

靶向易位到线粒体，上调 Ndufb5，Ndufb3，Ndufs7及 Cox6c的表达，从而促进

细胞能量产生并抑制细胞凋亡，在线粒体呼吸调节中发挥作用[120]。将 Ndufa4敲

低后发现 Cox6c和 Cox5b表达下调，线粒体复合物 IV 的活性和蛋白表达水平被

抑制，这表明细胞氧化磷酸化受到抑制[121]。构建 Cox7a2-pEYFP-N1荧光蛋白载

体并转染到 TM3 小鼠间质细胞中，检测 Cox7a2 对类固醇急性调节蛋白表达的

影响，发现 Cox7a2通过下调类固醇急性调节蛋白的表达来抑制睾酮生成[122]。综

上，ACR可能通过改变 Cox6c等线粒体相关基因的表达损伤线粒体。

2.4小结

本章利用生物信息学方法分析预测了 ACR诱导睾丸损伤的作用机制，在对

差异表达基因进行蛋白网络互作分析后得到了关键基因，对关键基因进行 GO、

KEGG富集分析后发现关键基因主要富集在核糖体和线粒体的结构及功能方面。

因此，后续研究将从核糖体损伤和线粒体损伤方面对 EGCG抑制 ACR诱导的睾

丸损伤的机制进行探究。
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第 3章 EGCG对 ACR诱导睾丸核糖体损伤的抑制机制

核糖体蛋白包括分布在小亚基上的蛋白和分布在大亚基上的蛋白两种。核糖

体蛋白通过在合成蛋白质的过程中对 rRNA进行折叠，促进 rRNA三维结构生成，

这具有一定的功能性；核糖体蛋白作为支架蛋白，在稳定核糖体的结构方面至关

重要；除此之外，核糖体蛋白还能调整核糖体的空间构象[123]，结合 RNA参与合

成蛋白质[124]。

许多研究表明，核糖体蛋白还具有一些不同于核糖体传统功能的其他功能，

即核糖体外功能，核糖体蛋白对各生命进程具有调节作用，这是与多种非核糖体

组分的相互作用带来的[125]，包括基因表达、细胞生长、增殖及凋亡以及 DNA修

复等[126]。例如 RpS3能够通过 NF-κB信号通路影响细胞凋亡[127]，RpS9含量的

增加，能够对细胞增殖起到重要作用[128]，RpS14能够影响细胞周期[129]。在生物

体内，即使核糖体蛋白变化很细微，也会导致广泛的病理变化[130]。电离辐射降

低了小鼠体内 RpL23a 表达水平，导致 RpL23a-RpL11相互作用减弱，p53被激

活，最终导致精子细胞凋亡[131]。12-O-十四烷酰佛波醋酸酯-13处理后，小鼠促

炎因子表达增多，细胞载体 PEP-1-RpS3通过 NF-κB和 MAPK信号通路发挥了

对小鼠炎症反应的抑制作用 [132]。木犀草素和槲皮素被证实能够阻断

Akt/mTOR/c-Myc 信号通路，抑制 RpS19激活的上皮-间质转化信号传导，从而

抑制人表皮癌细胞的转移[133]。对核糖体蛋白表达的研究，有利于更全面地分析

凋亡的抑制机制。

之前的研究已通过生物信息学方法筛选到关键基因，并通过富集分析得到关

键基因主要富集在核糖体和线粒体结构功能方面。RpS9能够通过 SUMO特异性

蛋白酶 1（SUMO-Specific Proteases 1，SENP1）影响 NF-κB信号通路[138]，RpL5

是核糖体蛋白-双微体同源基因 2（Mouse Double Minute 2，MDM2）-p53信号通

路激活方面重要的启动因素[159]。因此，本章研究首先利用 qPCR技术对关键基

因 RpS9、RpL5的表达进行检测，并通过Western Blot实验检测其在蛋白水平上

的表达，并比较 NF-κB、核转录因子κB抑制蛋白α（Inhibitor of NF-κB alpha，IκBα）、

p-IκBα、p53、共济失调毛细血管扩张突变蛋白（Ataxia-Telangiectasia Mutated

Proteins，ATM）、p-ATM、共济失调毛细血管扩张突变基因 Rad3相关激酶（ATM

and Rad3 related，ATR）、p-ATR、H2A组蛋白家族成员 X（H2AHistone Family
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Member X，H2AX）、γH2AX、p21、细胞周期检查点激酶 2（Checkpoint Kinase

2，Chk2）、p-Chk2、细胞周期检查点激酶 1（Checkpoint Kinase 1，Chk1）、p-Chk1、

G2 有丝分裂期特异性周期蛋白 B1（G2 Mitotic Specific Cyclin B1，Cyclin B1）

蛋白的表达水平变化，在细胞炎症、细胞周期以及 DNA 损伤应答等方面探究

EGCG对 ACR诱导睾丸核糖体损伤的抑制机制。

3.1实验材料

3.1.1 实验试剂

表 3.1 主要试剂及生产公司

Table 3.1 Main reagents and production companies
试剂名称 生产公司

RIPA裂解液 大连美仑生物技术有限公司

PMSF蛋白酶抑制剂 北京索莱宝科技有限公司

磷酸酶抑制剂 北京索莱宝科技有限公司

BCA蛋白浓度试剂盒 大连美仑生物技术有限公司

5×SDS蛋白上样缓冲液 大连美仑生物技术有限公司

ECL化学发光液 大连美仑生物技术有限公司

脱脂奶粉 伊利股份有限公司

Trizol试剂 武汉赛维尔生物科技有限公司

ddH2O 大连美仑生物技术有限公司

三氯甲烷 中国医药集团有限公司

异丙醇 中国医药集团有限公司

乙醇 中国医药集团有限公司

Anti-β-actin antibody Cell Signaling Technology
Anti-IκBα antibody Cell Signaling Technology

Anti-Phospho-IκBα antibody Cell Signaling Technology
Anti-NF-κB antibody Cell Signaling Technology

Anti-Histone H3 antibody Cell Signaling Technology
Anti-Rps9 antibody 北京博奥龙免疫技术有限公司

Anti-SENP1 antibody 美国 Santa公司

Anti-RpL5 antibody 北京博奥龙免疫技术有限公司

Anti-MDM2 antibody 美国 Santa公司

Anti-p53 antibody Cell Signaling Technology
Anti-Phospho-Chk2 antibody Cell Signaling Technology

Anti-Chk2 antibody Cell Signaling Technology
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Anti-Phospho-Chk1 antibody Cell Signaling Technology
Anti-Chk1 antibody Cell Signaling Technology
Anti-p21 antibody Cell Signaling Technology

Anti-Cyclin B1 antibody Cell Signaling Technology
Anti-ATM antibody Cell Signaling Technology
Anti-ATR antibody Cell Signaling Technology

Anti-Phospho-ATM antibody Cell Signaling Technology
Anti-Phospho-ATR antibody Cell Signaling Technology

Anti-H2AX antibody Cell Signaling Technology
Anti-γH2AX antibody Cell Signaling Technology

Goat Anti-Rabbit IgG，HRP Conjugated Cell Signaling Technology
Goat Anti-Mouse IgG，HRP Conjugated Cell Signaling Technology

3.1.2 实验耗材

表 3.2 主要耗材及生产公司

Table 3.2 Main consumables and production companies
耗材名称 生产公司

EP管 北京鼎国有限公司

移液枪 苏州 BIOHIT百得实验室仪器有限公司

96孔板 武汉赛维尔生物科技有限公司

枪头 北京鼎国有限公司

转膜海绵

转膜滤纸

美国 BIO-RAD 公司

美国 BIO-RAD 公司

抗体孵育盒 北京鼎国有限公司

PVDF膜 美国 BIO-RAD 公司

PCR-8联管 武汉赛维尔生物科技有限公司

3.1.3 仪器设备

表 3.3 主要仪器及生产公司

Table 3.3 Main instruments and production companies
所用仪器 生产公司

THERMO FISHER Multiskan FC酶标仪 上海赛默飞世尔仪器有限公司

BSA224S-WC电子天平 上海赛多利斯贸易有限公司

L-500离心机 长沙湘仪离心机仪器有限公司

SCR 20 BC 高速冷冻离心机

TL-80金属浴

日本日立有限公司

西安天隆科技有限公司

1658800电泳仪 美国 BIO-RAD 公司

1653323转膜仪 美国 BIO-RAD 公司
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TS-100脱色摇床 其林贝尔仪器制造有限公司

7500 Fast Real-Time PCR System实时荧光定

量 PCR仪
美国应用生物系统公司

MicroChemi4.2化学发光成像仪 以色列 DNR公司

3.2实验方法

3.2.1实时荧光定量检测

（1）提取组织总 RNA

使用 Trizol进行组织总 RNA的提取[134]，具体过程按照 Trizol试剂使用说明

书进行。主要步骤如下：研钵在液氮中预冷，充分研磨睾丸组织，过程中加入液

氮以使低温稳定；向研磨好的组织匀浆液中加入 1 mL Trizol，涡旋，通过剧烈震

荡使组织匀浆与 Trizol试剂充分混匀，然后静置于室温 5 min；将上一步反应液

在 4℃，12000 rpm条件下离心 10 min，收集上清液；向上清液中进一步加入 200

μL三氯甲烷，进行组织中核酸和蛋白质的分离。混合液震荡混匀后室温下静置

10 min，之后在 4℃，12000 rpm条件下离心 10 min，得到上层无色水样层；将

上层水相小心缓慢地吸取到干净离心管中，避免吸到含有蛋白质的中间溶液层以

污染产物。加入和吸取的水相溶液等量的异丙醇使核酸沉淀，混匀后置于室温使

二者充分融合。之后用离心机以 4℃，12000 rpm的条件离心混合液 15 min，离

心后可看到白色胶状沉淀；弃去上清，并向沉淀中加入 1 mL 75%乙醇，充分震

荡以洗涤RNA沉淀中的可溶性有机杂质，后在 4℃、12000 rpm条件下离心 10 min，

弃去上清，可重复清洗使产物纯度更高。将底部有 RNA沉淀的离心管在阴凉通

风处敞口放置，待沉淀中的乙醇挥发之后即可得到透明胶状 RNA。

（2）RNA浓度及纯度测定

加入 20 μL DEPC水将透明胶状 RNA溶解，用移液枪吹打均匀，制备成均

匀溶液备用。

①仪器校准：将 1 μL DEPC水小心点入微量紫外分光光度计的上样孔，不

要有气泡产生；

②检测：测试前使用擦镜纸以避免出现残留物。待测样品每次点入 1 μL 于

上样孔中检测；

③分析：RNA的最大吸收峰在 260 nm处，蛋白质最大吸收峰在 280 nm处，
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其他盐和小分子在 230 nm处。RNA样品浓度（ng/μL）=OD260×稀释倍数×40，

OD260/OD280的值在 1.8-2.0 时，所提 RNA纯度合格，小于 1.8则表明样本 RNA

中含有较多蛋白质杂质，大于 2.2则表明 RNA发生了降解。

（3）cDNA合成

①去除 RNA中混入的 DNA组分

在 RNase-free离心管中加入表 3.4所示试剂，移液枪吹匀后在 42℃条件下反

应 2 min。

表 3.4 去除 DNA反应体系

Table 3.4 DNA removal reaction system
试剂 用量

RNase-free ddH2O 16 μL
4×gDNA wiper Mix 4 μL
模板 RNA 工作液 Total RNA:1 μL

②逆转录

反应完成后，向第 1步的反应管中加入 4 μL 5×HiScriptⅢqRT SuperMix，并

用移液枪吹打均匀，并在表 3.5所示反应条件下进行逆转录反应。

表 3.5 RNA逆转录反应条件

Table 3.5 RNA reverse transcription reaction condition
反应温度 反应时间

37℃ 15 min
85℃ 5 sec

cDNA合成实验的试剂来自南京诺唯赞生物科技有限公司，实验过程中的所

有耗材均为 RNase-free处理过的产品。

（4）引物设计

所检测基因的 cDNA序列是在 NCBI数据库里找到的，利用软件依照引物设

计原则设计序列，并通过 NCBI数据库中 BLAST 功能选出特异性好的引物序列。

表 3.6 目的基因引物序列

Table 3.6 Primers used for quantitative real-time PCR analysis

Gene
Primer（5’-3’）

Forward Reverse
GAPDH GCAAGTTCAACGGCACAG CTCGCTCCTGGAAGATGG
RpS9 GGATGAGGGCAAGATGAA CGAACAATGAAAGATGGAAT



第 3章 EGCG对 ACR诱导睾丸核糖体损伤的抑制机制

35

RpL5 GTGGAGGTGAATGGAGAC CTTTATTGCCAGTTGTAGTT
Cox6c TTGCCGAAACCACAGATG CAGCCACGCCAAACTTAT
Cox7a2 ATCAGCACCACTTCACGA CTGTAAAGGAGGGCATCA

（5）qPCR

按照表 3.7所示顺序和剂量，将试剂依次加入预先放好的八连排 PCR管中，

将八连管瞬离，使管中试剂全部沉降到管底，确保没有气泡后按照表 3.8的反应

条件进行 qPCR实验。

表 3.7 qPCR反应体系

Table 3.7 qPCR reaction system
试剂 用量

2×ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix 5 μL
Primer 1 (10 μM) 0.2 μL
Primer 2 (10 μM) 0.2 μL
Template cDNA 0.8 μL

RNase-free ddH2O 3.8 μL

表 3.8 qPCR反应条件

Table 3.8 qPCR reaction condition
步骤 循环数 温度 时间

预变性 1 95℃ 30 sec
循环反应 40 95℃ 10 sec

60℃ 30 sec
融解曲线 1 95℃ 15 sec

60℃ 60 sec
95℃ 15 sec

（6）数据处理

本实验采用 qPCR中的相对定量法，记录每个孔反应过程中扩增产物的荧光

信号达到设定的荧光阈值时的所对应的扩增循环数（Ct值），以甘油醛-3-磷酸

脱氢酶（Glyceraldehyde-3-Phosphate，GAPDH）为内参基因[135]，每个实验重复

三次，用 2-ΔΔCt方法计算各目的基因的相对表达量，然后进行统计分析。

3.2.2 Western Blot

（1）提取组织总蛋白

参考朱见[136]提取动物组织蛋白的方法对本研究所用大鼠睾丸组织蛋白进行

提取，步骤如下：将-80℃冰箱中的大鼠睾丸组织取出，用组织剪剪取 0.04 g，
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冰上研磨至无可见组织块后移至离心管中，以 100:1 的比例将 RIPA 裂解液和

PMSF混匀，然后将 300 μL配好的裂解液放入，裂解 40 min，过程中每 10 min

涡旋震荡一次；将混合液在 4℃、12000 rpm条件下离心 15 min，上清即为蛋白

溶液。向蛋白溶液中加入 5× Loading Buffer，比例为 4:1，混匀后在 95℃金属浴

中加热 10 min使蛋白变性，降至室温后可将蛋白进行分装，以防止反复冻融影

响蛋白质量，每次实验仅取一小份使用，其余蛋白保存于-80℃冰箱。

（2）蛋白浓度测定

利用二辛可宁酸（Bicinchoninic Acid，BCA）蛋白浓度测定试剂盒对组织总

蛋白浓度定量，实验重复 3次以保证准确性。每孔加入 2 μL样本溶液、8 μL蒸

馏水及 200 μL BCA工作液，37℃环境下反应 30 min，用酶标仪测定反应液在 570

nm处的 OD值，代入标准曲线即可得到样本蛋白浓度。

（3）SDS-PAGE凝胶电泳

①组装仪器并按比例配制胶液：玻璃板洗净晾干后组装到制胶架上，根据表

3.9和表 3.10所示比例配制不同浓度的分离胶和浓缩胶，待胶板制好后安装到电

泳芯上，置于电泳槽中。

表 3.9 不同浓度分离胶的配置比例

Table 3.9 Configuration ratio of different concentration separation gel
5% 10% 12%

H2O 2.7 mL 4.0 mL 3.4 mL
30%聚丙烯酰胺 0.67 mL 3.3 mL 4.0 mL
Tris-HCl (pH 8.8) 0.5 mL 2.5 mL 2.5 mL

10%SDS 0.04 mL 0.1 mL 0.1 mL
10%过硫酸铵 0.04 mL 0.1 mL 0.1 mL

TEMED 0.004 mL 0.004 mL 0.01 mL

表 3.10 5%浓缩胶的配置比例

Table 3.10 Configuration of 5% concentrated gel
4 mL 6 mL 10 mL

H2O 2.7 mL 4.1 mL 3.4 mL
30%聚丙烯酰胺 0.67 mL 1.0 mL 4.0 mL
Tris-HCl (pH 6.8) 0.5 mL 0.75 mL 2.5 mL

10%SDS 0.04 mL 0.06 mL 0.1 mL
10%过硫酸铵 0.04 mL 0.06 mL 0.1 mL

TEMED 0.004 mL 0.006 mL 0.01 mL

②样本蛋白准备：将样本蛋白溶液放于预热好的 40℃金属浴中加热 5 min
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备用。

③加样与电泳：将电泳液倒入电泳槽中，使电泳液没过梳子，缓慢拔出梳子

以免凝胶受损，将样本蛋白及三色预染Marker 加至泳道孔，各组蛋白上样量一

致。

④SDS-PAGE电泳：蛋白和Marker在浓缩胶中电泳时，电压为 80 V，当蛋

白跑到分离胶时，将电压调整至 100 V。

（4）转膜

电泳结束后，将预先浸泡于转膜液中的滤纸、海绵垫等转膜材料放在转膜夹

上，顺序从负极到正极依次为：海绵片、滤纸、蛋白胶、氟化聚偏二乙烯滤膜

（Polyvinylidene-Fluoride，PVDF）、滤纸、海绵片，用玻璃棒将蛋白胶和 PVDF

膜之间的气泡赶出。将转膜夹固定于转膜槽中，检查正负极后在冰浴条件下恒压

90 V转膜 2 h。

（5）封闭

三羟甲基氨基甲烷缓冲液（Tris Buffered Saline with Tween 20，TBST）洗 3

次膜，浸没在 5%脱脂奶粉中封闭 1 h。

（6）抗体孵育

根据抗体说明书稀释待用抗体，使对应的一抗没过封闭好的膜，4℃抗体孵

育盒中过夜，TBST洗 3次，二抗结合 1 h，最后 TBST洗 3次。

（7）显影

用加强型化学发光液（Enhanced Chemiluminescence，ECL）显影条带。将

ECL的 A、B液等比例混匀即为 ECL工作液，现配现用，用移液枪混匀后加在

PVDF膜上，静置后进行曝光。

（8）灰度分析

使用 Image J软件对所得蛋白条带进行灰度值分析。

3.2.3数据处理

以上所得数据由平均数±标准差表示，通过 SPSS 16.0软件进行单因素方差

分析，两组数据之间的比较使用 LSD法，P < 0.05则差异显著，P < 0.01则差异

极显著。每个实验重复三次。
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3.3实验结果

3.3.1 EGCG对ACR损伤大鼠睾丸组织 RpS9和 RpL5 mRNA表达水平的

影响

通过 qPCR方法对 Control组、ACR组、EGCG低剂量组、EGCG高剂量组

和单独EGCG组中关键基因RpS9 mRNA和RpL5 mRNA的相对表达量进行了检

测。结果如图 3-1 所示，与 Control组相比，ACR处理后大鼠睾丸组织中 RpS9

和 RpL5 mRNA的相对表达量均出现极显著下调（P < 0.01）；与 ACR组相比，

10 mg/kg bw/d EGCG预处理后，睾丸组织中 RpS9 mRNA出现极显著上调（P <

0.01），40 mg/kg bw/dEGCG预处理后，睾丸组织中 RpS9 mRNA的相对表达量

极显著升高（P < 0.01），RpL5 mRNA的相对表达量显著升高（P < 0.05）。以

上结果表明，EGCG能够抑制 ACR 引起的睾丸 RpS9和 RpL5 mRNA表达水平

下降。

图 3-1 EGCG 预处理对 ACR损伤大鼠睾丸组织 RpS9和 RpL5 mRNA表达水平的影响

A：EGCG预处理后 ACR损伤大鼠睾丸组织 RpS9 mRNA表达的统计结果；B：EGCG 预处

理后 ACR损伤大鼠睾丸组织 RpL5 mRNA表达的统计结果

与 Control组相比，**P < 0.01；与 ACR组相比，#P < 0.05，##P < 0.01
Fig.3-1 Effect of EGCG pretreatment on the expression levels of RpS9 and RpL5 mRNA in

ACR-injured rat testis tissue
A: Statistical results of RpS9 mRNA expression in testis tissue of ACR-injured rats after EGCG
pretreatment. B: Statistical results of RpL5 mRNA expression in testis tissue of ACR-injured rats

after EGCG pretreatment
Compared with Control group, **P < 0.01. Compared with ACR group, #P < 0.05, ##P < 0.01
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3.3.2 EGCG 对 ACR 损伤大鼠睾丸组织 RpS9、SENP1、RpL5、MDM2

和 p53蛋白表达水平的影响

图 3-2所示的是关键基因RpS9在蛋白水平上的表达情况及 SENP1蛋白的表

达情况。与 Control组相比，大鼠暴露于 ACR后，其睾丸组织中 RpS9及 SENP1

蛋白表达水平极显著降低（P < 0.01），表明 ACR能够抑制 RpS9及 SENP1蛋白

的表达；经不同浓度 EGCG处理后，RpS9及 SENP1蛋白的表达水平与 ACR组

相比有了极显著上升（P < 0.01），这表明 EGCG能够促进 RpS9及 SENP1的蛋

白表达；与 Control组相比，单独 40 mg/kg bw/dEGCG处理后，睾丸组织中 RpS9

及 SENP1蛋白的表达水平并没有显著变化，这表明 EGCG本身在 40 mg/kg bw/d

浓度下不影响睾丸组织中 RpS9及 SENP1的蛋白表达。

对关键基因 RpL5在蛋白水平上的表达情况及MDM2、p53的表达情况进行

检测，结果如图 3-3所示，与 Control组相比，ACR处理后大鼠睾丸组织中 RpL5

及MDM2蛋白表达水平极显著降低（P < 0.01），而 p53蛋白的表达水平极显著

升高（P < 0.01），这表明 ACR能够抑制 RpL5及MDM2蛋白的表达，促进 p53

蛋白的表达；与 ACR组相比，EGCG预处理后大鼠睾丸中 RpL5及MDM2蛋白

的表达水平均有极显著上升（P < 0.01），而 EGCG低剂量组和 EGCG高剂量组

中的 p53蛋白则呈极显著下降趋势（P < 0.01），这表明 EGCG对 RpL5及MDM2

蛋白表达的促进作用及对 p53 蛋白表达的抑制作用；单独 40 mg/kg bw/d EGCG

处理后，睾丸组织中 RpL5、MDM2及 p53蛋白的表达水平与 Control组相比并

没有显著变化，这表明 EGCG 本身在 40 mg/kg bw/d 浓度下不影响睾丸组织中

RpL5、MDM2及 p53的蛋白表达。
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图 3-2 EGCG预处理对 ACR损伤大鼠睾丸组织 RpS9和 SENP1 蛋白表达水平的影响

A：EGCG预处理后 ACR损伤大鼠睾丸组织 RpS9和 SENP1 的蛋白表达检测；B：EGCG
预处理后 ACR损伤大鼠睾丸组织 RpS9的蛋白表达统计结果；C：EGCG预处理后 ACR损

伤大鼠睾丸组织 SENP1的蛋白表达统计结果

与 Control组相比，**P < 0.01；与 ACR组相比，##P < 0.01
Fig.3-2 Effect of EGCG pretreatment on the expression levels of RpS9 and SENP1 proteins in

testis tissue of ACR-injured rats
A: Protein expression detection of RpS9 and SENP1 in testis tissue of ACR-injured rats after
EGCG pretreatment. B: Statistical results of protein expression of RpS9 in testis tissue of

ACR-injured rats after EGCG pretreatment. C: Statistical results of protein expression of SENP1
in testis tissue of ACR-injured rats after EGCG pretreatment

Compared with Control group, **P < 0.01. Compared with ACR group, ##P < 0.01
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图 3-3 EGCG 预处理对 ACR损伤大鼠睾丸组织 RpL5、MDM2和 p53蛋白表达水平的影响

A：EGCG预处理后 ACR损伤大鼠睾丸组织 RpL5、MDM2 和 p53的蛋白表达检测；B：EGCG
预处理后 ACR损伤大鼠睾丸组织 RpL5的蛋白表达统计结果；C：EGCG预处理后 ACR损

伤大鼠睾丸组织MDM2 的蛋白表达统计结果；D：EGCG预处理后 ACR 损伤大鼠睾丸组织

p53的蛋白表达统计结果

与 Control组相比，**P < 0.01；与 ACR组相比，##P < 0.01
Fig.3-3 Effect of EGCG pretreatment on the expression levels of RpL5, MDM2 and p53 proteins

in testis tissue of ACR-injured rats
A: Protein expression detection of RpL5, MDM2 and p53 in testis tissue of ACR-injured rats after

EGCG pretreatment. B: Statistical results of protein expression of RpL5 in testis tissue of
ACR-injured rats after EGCG pretreatment. C: Statistical results of protein expression of MDM2
in testis tissue of ACR-injured rats after EGCG pretreatment. D: Statistical results of protein

expression of p53 in testis tissue of ACR-injured rats after EGCG pretreatment
Compared with Control group, **P < 0.01. Compared with ACR group, ##P < 0.01

3.3.3 EGCG 对 ACR 损伤大鼠睾丸组织 NF-κB 通路相关蛋白表达水平的

影响

对NF-κB信号通路相关蛋白的表达水平的检测结果如图 3-4所示，与Control

组相比，ACR处理后核 NF-κB p65/总 NF-κB p65蛋白表达比值极显著升高（P <
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0.01），这表明 ACR处理导致组织细胞中的 NF-κB p65蛋白发生了入核现象；

与ACR组相比，EGCG低剂量组和EGCG高剂量组中核NF-κB p65/总NF-κB p65

蛋白表达比值均出现极显著下降（P < 0.01），这表明 EGCG对 ACR引起的 NF-κB

p65蛋白入核现象有抑制作用。ACR组与 Control组相比 p-IκBα/IκBα蛋白表达比

值极显著上升（P < 0.01），表明 ACR诱导了 IκBα蛋白的磷酸化；与 ACR组相

比，EGCG低剂量组和 EGCG高剂量组中 p-IκBα/IκBα蛋白表达比值极显著下降

（P < 0.01），这表明 EGCG对 ACR诱导的 IκBα蛋白磷酸化起到了抑制作用。

与 Control组相比，以上蛋白的相对表达水平在单独 40 mg/kg bw/dEGCG处理后

的睾丸组织中均没有显著变化，表明 EGCG本身在 40 mg/kg bw/d浓度下不影响

大鼠睾丸 NF-κB信号通路。

图 3-4 EGCG预处理对 ACR损伤大鼠睾丸组织 NF-κB信号通路相关蛋白表达水平的影响

A：EGCG预处理后 ACR损伤大鼠睾丸组织 NF-κB信号通路相关蛋白的蛋白表达检测；B：
EGCG预处理后 ACR损伤大鼠睾丸组织核 NF-κB p65/总 NF-κB p65的蛋白表达统计结果；

C：EGCG预处理后 ACR损伤大鼠睾丸组织 p-IκBα/IκBα蛋白表达统计结果

与 Control组相比，**P < 0.01；与 ACR组相比，##P < 0.01
Fig.3-4 Effect of EGCG pretreatment on the expression levels of NF-κB signaling pathway-related
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proteins in testis tissue of ACR-injured rats
A: Protein expression detection of NF-κB signaling pathway-related proteins in testis tissue of
ACR-injured rats after EGCG pretreatment. B: Statistical results of protein expression of nuclear
NF-κB p65/total NF-κB p65 in testis tissue of ACR-injured rats after EGCG pretreatment. C:
Statistical results of protein expression of p-IκBα/IκBα in testis tissue of ACR-injured rats after

EGCG pretreatment
Compared with Control group, **P < 0.01. Compared with ACR group, ##P < 0.01

3.3.4 EGCG对ACR损伤大鼠睾丸组织细胞周期相关蛋白表达水平的影响

图 3-5所示为细胞周期相关蛋白 p-Chk2、Chk2、p-Chk1、Chk1、p21、Cyclin

B1 的表达水平的检测结果。与 Control 组相比，ACR 处理极显著地增加了 p21

蛋白的表达量（P < 0.01），Chk2和 Chk1蛋白的磷酸化水平极显著增高（P < 0.01），

而 Cyclin B1 蛋白的表达水平则受到抑制，出现了极显著地减少（P < 0.01）；与

ACR组相比，EGCG低剂量组和 EGCG高剂量组中 Chk2和 Chk1蛋白的磷酸化

水平及 p21蛋白的表达水平极显著下降（P < 0.01），而 Cyclin B1蛋白在 EGCG

预处理后的睾丸组织中均出现极显著升高（P < 0.01）；单独 EGCG处理后，睾

丸组织中 Chk2和 Chk1蛋白的磷酸化水平以及 p21、Cyclin B1 蛋白的表达水平

与 Control组相比没有显著变化，表明 EGCG 本身在 40 mg/kg bw/d浓度下可能

不影响大鼠睾丸细胞周期。以上结果表明，EGCG能够抑制 ACR对细胞周期相

关蛋白的上调或下调作用。
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图 3-5 EGCG预处理对 ACR损伤大鼠睾丸组织细胞周期相关蛋白表达水平的影响

A：EGCG预处理后 ACR损伤大鼠睾丸组织细胞周期相关蛋白的蛋白表达检测；B：EGCG
预处理后 ACR损伤大鼠睾丸组织 p-Chk2/Chk2 的蛋白表达统计结果；C：EGCG预处理后

ACR损伤大鼠睾丸组织 p-Chk1/Chk1 的蛋白表达统计结果；D：EGCG预处理后 ACR损伤

大鼠睾丸组织 p21的蛋白表达统计结果；E：EGCG预处理后 ACR损伤大鼠睾丸组织 Cyclin
B1的蛋白表达统计结果

与 Control组相比，**P < 0.01；与 ACR组相比，##P < 0.01
Fig.3-5 Effect of EGCG pretreatment on the expression levels of cell cycle-related proteins in

testis tissue of ACR-injured rats
A: Protein expression detection of cell cycle-related proteins in testis tissue of ACR-injured rats
after EGCG pretreatment. B: Statistical results of protein expression of p-Chk2/Chk2 in testis
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tissue of ACR-injured rats after EGCG pretreatment. C: Statistical results of protein expression of
p-Chk1/Chk1 in testis tissue of ACR-injured rats after EGCG pretreatment. D: Statistical results of

protein expression of p21 in testis tissue of ACR-injured rats after EGCG pretreatment. E:
Statistical results of protein expression of Cyclin B1 in testis tissue of ACR-injured rats after

EGCG pretreatment
Compared with Control group, **P < 0.01. Compared with ACR group, ##P < 0.01

3.3.5 EGCG对 ACR损伤大鼠睾丸组织 DNA损伤应答相关蛋白的影响

对 DNA损伤应答相关蛋白 ATM、p-ATM、ATR、p-ATR、γH2AX、H2AX

的表达水平的检测结果如图 3-6所示。与 Control组相比，ACR处理极显著地促

进了 ATM、ATR、H2AX蛋白的磷酸化（P < 0.01）；与 ACR组相比，EGCG低

剂量组和高剂量组中 ATM、ATR、H2AX 蛋白的磷酸化受到了极显著地抑制，

即 p-ATM/ATM、p-ATR/ATR、γH2AX/H2AX蛋白表达比值极显著降低（P < 0.01）；

单独 40 mg/kg bw/dEGCG处理后，睾丸组织中 ATM、ATR、H2AX蛋白磷酸化

水平与 Control组相比没有显著变化。以上结果表明，EGCG能够抑制 ACR对细

胞 DNA损伤应答相关蛋白的影响。
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图 3-6 EGCG 预处理对 ACR损伤大鼠睾丸组织 DNA损伤应答相关蛋白表达水平的影响

A：EGCG预处理后 ACR损伤大鼠睾丸组织 DNA损伤应答相关蛋白的蛋白表达检测；B：
EGCG预处理后 ACR损伤大鼠睾丸组织 p-ATM/ATM的蛋白表达统计结果；C：EGCG 预处

理后 ACR损伤大鼠睾丸组织 p-ATR/ATR的蛋白表达统计结果；D：EGCG预处理后 ACR
损伤大鼠睾丸组织γH2AX/H2AX的蛋白表达统计结果

与 Control组相比，**P < 0.01；与 ACR组相比，##P < 0.01
Fig.3-6 Effect of EGCG pretreatment on the expression levels of DNA damage response-related

proteins in testis tissue of ACR-injured rats
A: Protein expression detection of DNA damage response-related proteins in testis tissue of
ACR-injured rats after EGCG pretreatment. B: Statistical results of protein expression of

p-ATM/ATM in testis tissue of ACR-injured rats after EGCG pretreatment. C: Statistical results of
protein expression of p-ATR/ATR in testis tissue of ACR-injured rats after EGCG pretreatment. D:
Statistical results of protein expression of γH2AX/H2AX in testis tissue of ACR-injured rats after

EGCG pretreatment
Compared with Control group, **P < 0.01. Compared with ACR group, ##P < 0.01
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3.4讨论

RpS9是一种能与 B23 相互作用的蛋白，属于核糖体蛋白 S4P家族[137]，与

类泛素蛋白修饰分子（small ubiquitin-like modifier，SUMO）通路和 NF-κB信号

通路密切相关[138]。NF-κB是 SUMO的作用靶点之一[139, 140]，是一种重要的调节

多个炎症基因的转录因子，能够生成具有转录活性的二聚体[141, 142]，正常情况下

IκBα与 NF-κB结合，NF-κB在细胞质中停留，外界刺激细胞后，IκBα发生磷酸

化被降解[143]。NF-κB信号通路是炎症级联反应中的重要启动因子，并且在细胞

凋亡中也发挥着关键作用[144, 145]。在 NF-κB信号通路中，IκBα被磷酸化降解的过

程中可结合泛素分子，SUMO分子在这个进程中竞争性结合泛素分子[146]，SENP1

活性降低显著上调 SUMO结合的蛋白[147]。SUMO修饰可参与许多生物学过程的

调控，如信号传导、细胞周期、DNA损伤修复等[148-150]。

卵清蛋白刺激后，C57BL/6小鼠的先天免疫应答被激活，RpS9等核心基因

在小鼠免疫应答及局部过敏性炎症反应中发挥着重要作用[151]。溶酶体相关蛋白

跨膜 4β在体外和体内促进白血病的进展，与 RpS9相互作用，并正向调节 RpS9

蛋白稳定性，通过激活STAT3增强白血病细胞进展[152]。过多的乳酸通过在SENP1

活性位点与锌形成复合物来结合并抑制 SENP1，使细胞周期后期促进复合物上

两个残基的 SUMO化，导致细胞周期蛋白降解，影响细胞增殖[153]。在本研究中，

ACR处理导致 RpS9基因在蛋白水平上的表达量显著下调，进一步验证了生物信

息学分析的结果；SENP1表达水平下调，这可能与 ACR诱导 RpS9表达下降有

关；IκBα磷酸化水平和核 NF-κB p65/总 NF-κB p65 蛋白表达比值的显著上升，

表明 ACR激活了 NF-κB信号通路。不同浓度 EGCG预处理后，ACR引起的 RpS9

和 SENP1表达下调、NF-κB信号通路激活等均有明显改善，表明 EGCG能够通

过调控 NF-κB信号通路抑制 ACR的睾丸毒性。综上，ACR能够引起 RpS9表达

的下调，并可能通过 SENP1对 NF-κB信号通路进行调控，EGCG能够抑制 ACR

诱导的 NF-κB信号通路激活。

RpL5基因编码的核糖体蛋白是 60S亚基的组成部分，是典型的编码核糖体

蛋白基因[154]，RpL5 基因的信息已有许多报道[155]。研究发现，核糖体蛋白异常

以及刺激性的药物处理等均会破坏核糖体的生物合成过程[156]。核糖体受到损伤

后会出现核仁形态及活性发生改变、p53依赖或非依赖性信号通路被激活、rRNA

转录加工受到影响等现象[157]。此时核糖体蛋白的表达发生变化，功能开始紊乱，

核糖体蛋白通过与泛素连接酶MDM2相互作用将应激信号传递给 p53蛋白，与
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核仁蛋白结合的 MDM2无法将 p53蛋白降解，导致 p53蛋白表达上调，p53 信

号通路被激活，进而引起细胞 p53依赖性细胞周期阻滞与凋亡。这一信号传递过

程也被称为核糖体蛋白-MDM2-p53 信号通路,在调节细胞增殖方面发挥着重要

作用[158]。许多核糖体蛋白已被证实能够与MDM2 结合[107]，从而使 p53蛋白激

活，其中 RpL5是核糖体蛋白-MDM2-p53信号通路激活方面重要的启动因素[159]。

研究表明，含 WD 重复序列的蛋白质 74 能够通过调节 RpL5 蛋白水平，调节

MDM2并抑制MDM2对 p53的泛素化降解，促进细胞增殖，抑制细胞凋亡[160]。

麦冬皂苷通过 RpL5 或 RpL11激活 p53 表达，抑制 c-Myc 表达，调节细胞周期

蛋白 D1和 CDK4，诱导结肠癌细胞凋亡[161]。通过生物信息学方法，发现 RpL5、

MDM2、RpS14是霉酚酸酯通过细胞凋亡、p53信号通路、坏死性凋亡等途径诱

导小耳畸形的核心基因[162]。本研究中 ACR处理后 RpL5基因在蛋白水平上的表

达量显著下调，这进一步验证了生物信息学分析的结果，表明 ACR抑制 RpL5

的表达；研究结果显示，ACR处理后MDM2蛋白表达下调，p53蛋白表达增多，

这表明核糖体蛋白-MDM2-p53信号通路被激活，可能影响细胞周期及造成 DNA

损伤应答。

DNA损伤应答是细胞发生 DNA损伤后，细胞进行损伤类型识别并激活相应

的修复通路，或者导致细胞凋亡或自噬的过程[163]。DNA损伤应答是 ATM和 ATR

被激活引起的，在真核生物中普遍存在[164]，其主要激活途径包括 ATM-Chk2和

ATR-Chk1等[165]。被 DNA损伤激活的 ATM和 ATR已被证实能够促进 p53蛋白

表达，并活化下游细胞周期检查点激酶 Chk2和 Chk1[166]。研究表明，甘油三酯

过度积累会诱导单核细胞 DNA损伤并激活 ATM-Chk2和 ATR-Chk1通路，导致

细胞死亡[166]。本研究结果显示，ACR损伤大鼠睾丸组织 ATM蛋白、ATR蛋白、

Chk2蛋白和 Chk1 蛋白的磷酸化水平均出现显著上调，不同浓度 EGCG预处理

显著抑制了上述蛋白的磷酸化，这表明 EGCG能够抑制 ACR诱导的 DNA损伤，

通过影响细胞周期发挥对 ACR毒性的抑制作用。

有文献指出，γH2AX蛋白是 DNA损伤的重要标志物[167]，活化的 ATM能够

促进下游底物组蛋白 H2AX的磷酸化，导致γH2AX蛋白表达上调。细胞周期蛋

白Cyclin B1在细胞分裂增殖过程中可与周期蛋白依赖性蛋白激酶 cdc2形成细胞

有丝分裂促进因子，是推动细胞有丝分裂的重要分子[168]。细胞周期蛋白依赖性

激酶抑制剂 p21是细胞周期关键调控蛋白，其表达能够被 p53蛋白激活[169]。六

价铬处理使 BEAS-2B细胞γH2AX表达量增多，诱导细胞产生 DNA损伤[170]。夏

枯草和柴胡联合处理可显著改变细胞形态，抑制细胞迁移和侵袭，上调 Bax 蛋
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白的表达，抑制 CyclinA1、Cyclin B1和 CDK1蛋白的表达，诱导甲状腺状癌细

胞凋亡[171]。紫菜素能够通过上调 p21蛋白的表达水平诱导人胃腺癌细胞周期停

滞[172]。本研究结果显示，ACR显著上调了 p21和γH2AX/H2AX 的蛋白表达水平，

并且抑制了周期蛋白 Cyclin B1 的表达，EGCG预处理后 p21和γH2AX/H2AX 的

蛋白表达水平降低，周期蛋白 Cyclin B1的表达水平升高，这表明 EGCG能够有

效缓解 ACR诱导的 DNA损伤，可能通过促进细胞有丝分裂抑制 ACR的毒性作

用。综上所述，不同浓度 EGCG预处理显著缓解了 ACR对 RpL5和MDM2蛋白

表达下调、p53信号通路激活、细胞周期、DNA损伤的影响，这表明 EGCG能

够通过 RpL5-MDM2-p53信号通路影响细胞周期调控，缓解 DNA损伤，抑制核

糖体蛋白表达失调，进而对 ACR引起的睾丸损伤起到抑制作用。

3.5小结

本章通过 qPCR及Western Blot方法验证了关键基因 RpS9和 RpL5的表达，

并对其相关的 NF-κB信号通路、细胞周期和 DNA损伤应答相关蛋白的表达水平

进行了检测。结果表明，EGCG能够有效缓解 ACR引起的睾丸核糖体损伤，在

细胞炎症、细胞周期调节以及 DNA 损伤应答等方面对 ACR诱导的睾丸损伤起

到抑制作用。
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第 4章 EGCG对 ACR诱导睾丸线粒体损伤的抑制机制

线粒体不仅是有氧细胞呼吸和能量产生的细胞器，也是自由基产生的主要部

位，过量的 ROS可能会抑制线粒体呼吸链复合物，并导致 ROS产生增加[173]。

CytC和 caspase家族的激活将触发细胞线粒体途径凋亡[174]。有研究指出，线粒

体呼吸链蛋白表达水平变化一定程度上影响着线粒体功能，呼吸链亚基的相对丰

度正在成为细胞器和细胞整体功能的潜在影响因素[175]。已有研究证实，线粒体

呼吸链复合物与精子活力、睾酮生成、细胞凋亡密切相关[176]。

研究发现，甲氨蝶呤处理会引起细胞 ROS 增加以及线粒体膜电位

（Mitochondrial membrane potential，MMP）降低，这表明甲氨蝶呤能够通过抑

制线粒体电子传递链复合物扰乱MMP，使线粒体发生基质肿胀，诱导过量的ROS

产生，对细胞造成损伤[177]。砷暴露会损伤小鼠睾丸及附睾，使 ROS过量生成，

改变MMP并造成线粒体生物发生及线粒体动力学相关蛋白表达失调，导致生殖

细胞凋亡[178]。氯化镉处理人肾上皮细胞后，细胞中MMP下降，线粒体呼吸链

复合物 III、V活性受到抑制，复合物 III 的电子传递过程和复合物 V的 ATP生

成过程受到干扰，线粒体介导的细胞凋亡途径被激活，最终发生线粒体损伤和细

胞凋亡[179]。

研究表明，黄芩苷能够提高甲氨蝶呤处理大鼠的睾丸中 SOD、GSH-Px等酶

的活性，抑制甲氨蝶呤导致的MMP降低，对甲氨蝶呤诱导的大鼠睾丸组织线粒

体损伤具有显著的保护作用[180]。转录组学和网络药理学联合分析发现，黄酮类

化合物主要在线粒体电子传递链和三羧酸循环方面对糖尿病小鼠产生影响[181]。

冬虫夏草提取物能够有效提高线粒体复合物活性，恢复MMP，同时抑制线粒体

凋亡途径中细胞凋亡相关 mRNA的表达，通过抑制线粒体凋亡通路，改善线粒

体功能，缓解脑缺血损伤[182]。

此前的生物信息学分析结果表明，ACR处理睾丸差异表达基因中的关键基

因主要富集在核糖体和线粒体结构和功能方面，Cox6c和 Cox7a2是位于线粒体

内膜的细胞色素 C氧化酶的亚基，具有多种重要功能[189, 191]。因此，本章研究首

先通过 qPCR 技术对线粒体相关基因 Cox6c、Cox7a2 的表达进行检测，通过

Western Blot技术检测其在蛋白水平上的表达，并检测不同处理下睾丸组织 Bax、

Bcl-2、cleaved caspase-9、cleaved caspase-3、CytC、p38、p-p38、c-Jun 氨基末
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端激酶（C-Jun N-terminal kinase，JNK）、p-JNK、ERK、p-ERK蛋白的表达水

平，在线粒体途径细胞凋亡和MAPK 信号通路的角度探究 EGCG 对 ACR诱导

睾丸线粒体损伤的抑制机制。

4.1实验材料

表 4.1 主要试剂及生产公司

Table 4.1 Main reagents and production companies
试剂名称 生产公司

Anti-Cox6c antibody 北京博奥龙免疫技术有限公司

Anti-Cox7a2 antibody 北京博奥龙免疫技术有限公司

Anti-Bax antibody Cell Signaling Technology
Anti-Bcl-2 antibody Cell Signaling Technology

Anti-cleaved caspase-9 antibody Cell Signaling Technology
Anti-cleaved caspase-3 antibody Cell Signaling Technology

Anti-CytC antibody Cell Signaling Technology
Anti-p38 antibody Cell Signaling Technology

Anti-Phospho-p38 antibody Cell Signaling Technology
Anti-JNK antibody Cell Signaling Technology

Anti-Phospho-JNK antibody Cell Signaling Technology
Anti-ERK antibody Cell Signaling Technology

Anti-Phospho-ERK antibody Cell Signaling Technology

其余实验材料详见 3.1。

4.2实验方法

4.2.1实时荧光定量检测

具体步骤详见 3.2.1。

4.2.2 Western Blot

具体步骤详见 3.2.2。

4.2.3数据处理

详见 3.2.3。
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4.3实验结果

4.3.1 EGCG对ACR损伤大鼠睾丸组织Cox6c和Cox7a2 mRNA表达水平

的影响

本研究通过 qPCR方法对不同处理组睾丸关键基因 Cox6c mRNA和 Cox7a2

mRNA的相对表达量进行了检测，结果如图 4-1所示。与 Control组相比，ACR

组大鼠睾丸组织中 Cox6c和 Cox7a2 mRNA的相对表达量均出现极显著下调（P <

0.01）；与ACR组相比，10 mg/kg bw/dEGCG预处理后，睾丸组织中Cox7a2 mRNA

的相对表达量出现极显著上调（P < 0.01），40 mg/kg bw/dEGCG预处理后，睾

丸组织中 Cox6c mRNA和 Cox7a2 mRNA的相对表达量均出现极显著上调（P <

0.01）。以上结果表明，EGCG能够抑制 ACR引起的睾丸 Cox6c和 Cox7a2 mRNA

表达水平下降。

图 4-1 EGCG预处理对 ACR损伤大鼠睾丸组织 Cox6c 和 Cox7a2 mRNA表达水平的影响

A：EGCG预处理后 ACR损伤大鼠睾丸组织 Cox6c mRNA表达的统计结果；B：EGCG预

处理后 ACR损伤大鼠睾丸组织 Cox7a2 mRNA表达的统计结果

与 Control组相比，**P < 0.01；与 ACR组相比，##P < 0.01
Fig.4-1 Effect of EGCG pretreatment on the expression levels of Cox6c and Cox7a2 mRNA in

testis tissue of ACR-injured rats
A: Statistical results of Cox6c mRNA expression in testis tissue of ACR-injured rats after EGCG
pretreatment. B: Statistical results of Cox7a2 mRNA expression in testis tissue of ACR-injured

rats after EGCG pretreatment
Compared with Control group, **P < 0.01. Compared with ACR group, ##P < 0.01
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4.3.2 EGCG对 ACR损伤大鼠睾丸组织 Cox6c和 Cox7a2蛋白表达水平的

影响

本研究对关键基因 Cox6c、Cox7a2 的蛋白表达水平进行了检测，结果如图

4-2 所示。与 Control组相比，ACR 处理后大鼠睾丸组织中 Cox6c 和 Cox7a2的

蛋白表达水平极显著降低（P < 0.01），这表明 ACR能够抑制 Cox6c与 Cox7a2

在蛋白水平上的表达；不同浓度 EGCG预处理后，Cox6c及 Cox7a2蛋白的表达

水平与 ACR组相比有了极显著上升（P < 0.01），这表明 EGCG能够促进 Cox6c

及 Cox7a2的蛋白表达；与 Control组相比，单独 40 mg/kg bw/d EGCG处理后，

睾丸组织中 Cox6c和 Cox7a2蛋白的表达水平并没有显著变化，这表明 EGCG本

身在 40 mg/kg bw/d浓度下不影响睾丸组织中 Cox6c和 Cox7a2蛋白的表达。

图 4-2 EGCG预处理对 ACR损伤大鼠睾丸组织 Cox6c 和 Cox7a2蛋白表达水平的影响

A：EGCG预处理后 ACR损伤大鼠睾丸组织 Cox6c和 Cox7a2的蛋白表达检测；B：EGCG
预处理后 ACR损伤大鼠睾丸组织 Cox6c的蛋白表达统计结果；C：EGCG预处理后 ACR损

伤大鼠睾丸组织 Cox7a2的蛋白表达统计结果

与 Control组相比，**P < 0.01；与 ACR组相比，##P < 0.01
Fig.4-2 Effect of EGCG pretreatment on the expression levels of Cox6c and Cox7a2 proteins in

testis tissue of ACR-injured rats
A: Protein expression detection of Cox6c and Cox7a2 in testis tissue of ACR-injured rats after
EGCG pretreatment. B: Statistical results of protein expression of Cox6c in testis tissue of
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ACR-injured rats after EGCG pretreatment. C: Statistical results of protein expression of Cox7a2
in testis tissue of ACR-injured rats after EGCG pretreatment

Compared with Control group, **P < 0.01. Compared with ACR group, ##P < 0.01

4.3.3 EGCG对ACR损伤大鼠睾丸组织线粒体途径凋亡相关蛋白表达水平

的影响

为了探究 ACR和 EGCG对大鼠睾丸细胞线粒体途径凋亡作用的影响，本研

究对线粒体途径凋亡相关蛋白 Bax、Bcl-2、cleaved caspase-9、cleaved caspase-3

以及 CytC的表达水平进行了检测。结果如图 4-3所示，ACR处理后，大鼠睾丸

组织中 Bax/Bcl-2的蛋白表达比值以及 cleaved caspase-9、cleaved caspase-3、CytC

蛋白的表达水平与 Control组相比均呈极显著上升（P < 0.01）；与 ACR组相比，

EGCG 低剂量组和 EGCG 高剂量组 Bax/Bcl-2 的蛋白表达比值以及 cleaved

caspase-9和 CytC蛋白的表达水平均有极显著下降（P < 0.01）；与 ACR组相比，

cleaved caspase-3蛋白的表达水平在 EGCG低剂量组中显著下降（P < 0.05），在

EGCG高剂量组中极显著下降（P < 0.01）；与 Control组相比，单独 40 mg/kg bw/d

EGCG处理后的睾丸中 Bax/Bcl-2以及 cleaved caspase-9、cleaved caspase-3、CytC

蛋白的表达水平均没有显著变化，表明 EGCG本身在 40 mg/kg bw/d浓度下不影

响睾丸细胞线粒体途径凋亡。以上结果表明，EGCG能抑制 ACR对 Bax、Bcl-2

等线粒体途径凋亡相关蛋白表达的影响。
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图 4-3 EGCG 预处理对 ACR损伤大鼠睾丸组织线粒体途径凋亡相关蛋白表达水平的影响

A：EGCG预处理对 ACR损伤大鼠睾丸组织线粒体途径凋亡相关蛋白的蛋白表达检测；B：
EGCG预处理后 ACR损伤大鼠睾丸组织 Bax/Bcl-2的蛋白表达统计结果；C：EGCG预处理

后 ACR损伤大鼠睾丸组织 cleaved caspase-9的蛋白表达统计结果；D：EGCG预处理后 ACR
损伤大鼠睾丸组织 cleaved caspase-3的蛋白表达统计结果；E：EGCG预处理后 ACR损伤大

鼠睾丸组织 CytC的蛋白表达统计结果

与 Control组相比，**P < 0.01；与 ACR组相比，#P < 0.05，##P < 0.01
Fig.4-3 Effect of EGCG pretreatment on the expression levels of mitochondrial pathway

apoptosis-related proteins in testis tissue of ACR-injured rats
A: Protein expression detection of mitochondrial pathway apoptosis-associated proteins in testis
tissue of ACR-injured rats after EGCG pretreatment. B: Statistical results of protein expression of
Bax/Bcl-2 in testis tissue of ACR-injured rats after EGCG pretreatment. C: Statistical results of

protein expression of cleaved caspase-9 in testis tissue of ACR-injured rats after EGCG
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pretreatment. D: Statistical results of protein expression of cleaved caspase-3 in testis tissue of
ACR-injured rats after EGCG pretreatment. E: Statistical results of protein expression of CytC in

testis tissue of ACR-injured rats after EGCG pretreatment
Compared with Control group, **P < 0.01. Compared with ACR group, #P < 0.05, ##P < 0.01

4.3.4 EGCG对 ACR 损伤大鼠睾丸组织MAPK 信号通路相关蛋白表达水

平的影响

为了探究 ACR和 EGCG对大鼠睾丸细胞 MAPK 信号通路的影响，本研究

对MAPK信号通路相关蛋白 p-p38、p38、p-JNK、JNK、p-ERK、ERK的表达水

平进行了检测。结果如图 4-4所示，与 Control组相比，ACR组大鼠睾丸组织中

p38、JNK 和 ERK 蛋白的磷酸化水平均呈极显著上升趋势，即 p-p38/p38、

p-JNK/JNK和 p-ERK/ERK蛋白表达比值极显著升高（P < 0.01）；与 ACR组相

比，EGCG低剂量组和 EGCG高剂量组 p38、JNK和 ERK蛋白磷酸化水平均有

极显著下降（P < 0.01）；与 Control组相比，单独 40 mg/kg bw/d EGCG处理后

的睾丸组织中 p38、JNK和 ERK蛋白的磷酸化水平均没有显著变化，表明 EGCG

本身在 40 mg/kg bw/d浓度下对大鼠睾丸细胞MAPK信号通路没有显著影响。以

上结果表明，EGCG能够抑制 ACR对睾丸细胞MAPK信号通路的激活。
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图 4-4 EGCG 预处理对 ACR损伤大鼠睾丸组织MAPK信号通路相关蛋白表达水平的影响

A：EGCG 预处理后 ACR损伤大鼠睾丸组织MAPK信号通路相关蛋白的蛋白表达检测；B：
EGCG预处理后 ACR损伤大鼠睾丸组织 p-p38/p38的蛋白表达统计结果；C：EGCG预处理

后 ACR损伤大鼠睾丸组织 p-JNK/JNK的蛋白表达统计结果；D：EGCG预处理后 ACR损

伤大鼠睾丸组织 p-ERK/ERK的蛋白表达统计结果

与 Control组相比，**P < 0.01；与 ACR组相比，##P < 0.01
Fig.4-4 Effect of EGCG pretreatment on the expression levels of MAPK signaling

pathway-related proteins in testis tissue of ACR-injured rats
A: Protein expression detection of MAPK signaling pathway-related proteins in testis tissue of

ACR-injured rats after EGCG pretreatment. B: Statistical results of protein expression of
p-p38/p38 in testis tissue of ACR-injured rats after EGCG pretreatment. C: Statistical results of

protein expression of p-JNK/JNK in testis tissue of ACR-injured rats after EGCG pretreatment. D:
Statistical results of protein expression of p-ERK/ERK in testis tissue of ACR-injured rats after

EGCG pretreatment
Compared with Control group, **P < 0.01. Compared with ACR group, ##P < 0.01
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4.4讨论

线粒体作为真核生物的主要供能细胞器，能够通过呼吸链等途径产生 ATP，

保证能量代谢的正常运行，为机体的平稳运行提供了足够的能量[183]。氧化磷酸

化是在线粒体内进行的重要的能量代谢途径，其各环节主要以复合体形式存在于

线粒体内膜上，组成电子传递链以确保 ATP的生成[184]。这一过程包括有 ATP合

成酶、细胞色素 C氧化酶、细胞色素还原酶、线粒体内膜上的 NADH-Q还原酶

等关键酶[185]。线粒体呼吸链的损伤会导致细胞内 ATP的生成不能正常进行，甚

至会导致 ROS过度生成，进而引起细胞氧化应激，加重线粒体及其他细胞器的

损伤，最终引起细胞死亡[186]。细胞色素 C氧化酶是线粒体内膜呼吸链的末端酶，

研究表明，它不仅能够催化电子从还原的细胞色素 C到分子氧的转移，还可将

质子转移到线粒体膜上[187]。Cox6c 是细胞色素 C氧化酶的 6C 亚基，其表达下

调会导致细胞不能进行正常的能量转移，使睾丸中的能量代谢受影响[188]。既往

研究表明 Cox6c参与多种包括肿瘤在内的疾病调控[189]，在调节氧化磷酸化方面

起着重要作用[190]。Cox7a2是细胞氧化呼吸传递链上第四个复合体（细胞色素 C

氧化酶复合体）的亚基，具有传递电子等功能[191]。Cox7a2等核编码亚基是细胞

色素 C氧化酶正常工作必需的，Cox7a2下调会导致细胞色素 C氧化酶复合体活

性显著变小，表明核编码亚基在细胞色素 C氧化酶复合体活性方面具有重要作

用[192]。

Cox6c 是流感病毒宿主细胞激活凋亡信号通路及减少病毒拷贝数所需的重

要蛋白。数据显示，Cox6c的表达变化影响着 caspase-9的表达[193]。有研究发现，

除草剂利谷隆会导致怀孕大鼠雄性后代组织中 Cox7a2等睾酮合成相关基因及凋

亡蛋白酶活化因子 1等其他涉及细胞增殖和凋亡的基因的表达出现显著变化[194]。

在本研究中，Cox6c、Cox7a2的基因水平和蛋白水平表达均出现下调，这也进一

步验证了生物信息学分析的结果。Cox6c和 Cox7a2表达水平的下降表明线粒体

受到损伤，导致 ROS过量生成，而无法被机体及时清除的 ROS会损伤线粒体膜，

破坏膜的通透性和完整性[195]，进而导致线粒体通透性转换孔（Mitochondrial

Permeability Transition Pore，MPTP）开启[196, 197]，包括 CytC在内的大量促凋亡

因子被释出[198]，CytC 进入胞质后启动 caspase级联反应，通过线粒体途径促进

细胞内源性凋亡[199]。已有研究表明，氧化石墨烯能够诱导大鼠生成过量的 ROS，

激活 p53-亲环素 D-MPTP途径，使MPTP异常开放，导致 CytC从线粒体释放到

细胞质中，激活 caspase级联反应，最终导致大鼠肠道组织细胞凋亡[200]。在本研
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究中，EGCG 预处理上调了 Cox6c 和 Cox7a2 的基因表达和蛋白表达，这表明

EGCG对 ACR引起的线粒体呼吸链损伤具有抑制作用。

细胞凋亡是一种细胞程序性死亡，受多种因素调控，能够帮助维持生物体稳

态[201]。线粒体途径凋亡是细胞凋亡中的内源性凋亡，Bcl-2和 Bax分别是线粒体

途径凋亡中的抗凋亡和促凋亡基因[202]。研究表明，细胞内源性凋亡始于线粒体

发生去极化，在受到过量 ROS等凋亡信号刺激后会上调 Bax并下调 Bcl-2[203]，

使 CytC自线粒体膜间间隙进入胞质当中，激活 caspases依赖的细胞凋亡[204]。氟

氯胺酮处理导致小鼠睾丸支持细胞中 ROS增加，MMP降低，CytC从线粒体释

放到细胞质，激活 caspase级联反应，诱导细胞凋亡[205]。二氧化硅纳米颗粒能够

损伤人神经母细胞瘤细胞的细胞膜，降低细胞MMP，损伤线粒体，进而导致 CytC

释放到细胞质中，上调的 CytC通过激活 caspase-9 和 caspase-3 进一步触发细胞

线粒体途径凋亡[206]。邻苯二甲酸二-2-乙基己酯等物质联合处理使大鼠睾丸 p53

蛋白的表达水平上升，促凋亡相关蛋白 Bax表达上升，抗凋亡蛋白 Bcl-2表达下

降，表明这种处理激活了大鼠睾丸线粒体途径凋亡通路，最终导致睾丸细胞凋亡

[207]。在本研究中，ACR损伤大鼠睾丸组织线粒体途径凋亡相关蛋白 Bax/Bcl-2、

cleaved caspase-9、cleaved caspase-3、CytC蛋白表达上调，不同浓度 EGCG预处

理显著下调了 Bax/Bcl-2、cleaved caspase-9、cleaved caspase-3、CytC 的蛋白表

达。以上结果表明，EGCG对 ACR诱导的细胞线粒体途径凋亡具有显著的抑制

作用。

MAPK信号通路是哺乳动物中调控细胞凋亡的关键通路[208, 209]。线粒体呼吸

链损伤会累积过量 ROS，导致氧化应激，进而激活 ERK、JNK及 p38通路[210]。

p38 MAPK通路信号传导调控炎症到 DNA损伤检查点信号传导的应激反应[211]。

JNK激酶是调节氧化应激反应的重要物质[212]，被激活后在细胞凋亡和自噬等多

个细胞过程中发挥作用[213]。ERK参与细胞的增殖、凋亡等过程[214]。本研究结果

显示，ACR 处理显著促进了睾丸组织 p38 蛋白的磷酸化，EGCG 预处理后

p-p38/p38蛋白表达比值显著降低。研究表明，一氧化氮致神经元细胞死亡实验

中，p38 MAPK活化后通过促进 Bax转位，促进线粒体途径凋亡，进而影响细胞

存活[215]。以上结果表明，EGCG可能通过抑制 p38蛋白的磷酸化，抑制 ACR诱

导的睾丸细胞凋亡。有文献报道，丙帕他莫会激活 JNK，通过对 Bcl-2/Bcl-xL蛋

白磷酸化的调控，使 CytC 进入胞浆，触发 caspase 级联反应，导致线粒体依赖

性细胞凋亡[216]。在本研究中，ACR损伤大鼠睾丸组织 JNK蛋白的磷酸化水平显

著上升，EGCG预处理显著抑制了 JNK蛋白的磷酸化，结果表明，EGCG对 ACR
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诱导的睾丸细胞凋亡的抑制作用可能与抑制 JNK蛋白磷酸化有关。研究发现，

白桦酸能够抑制环磷酰胺处理后的小鼠肾脏中 ERK蛋白的磷酸化，通过线粒体

凋亡途径减少环磷酰胺引起的炎症和氧化应激，改善环磷酰胺诱导的肾损伤[217]。

在本研究中，ACR处理显著上调了大鼠睾丸组织 p-ERK/ERK的蛋白表达比值，

EGCG预处理后 ERK蛋白的磷酸化水平显著下降，以上结果表明，EGCG可能

通过抑制 ERK蛋白的磷酸化，抑制 ACR诱导的睾丸细胞凋亡。

4.5小结

本章通过 qPCR及Western Blot 方法验证了关键基因 Cox6c 和 Cox7a2的表

达，并对其相关的线粒体途径凋亡信号通路和MAPK信号通路相关蛋白的表达

水平进行了检测。结果表明，EGCG 能够通过调控线粒体途径凋亡信号通路和

MAPK信号通路对 ACR诱导的睾丸损伤起到抑制作用。
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第 5章 结论与展望

5.1结论

本研究采用免疫组织化学技术、生物信息学分析方法、qPCR技术和Western

Blot技术等手段，探究 EGCG对 ACR诱导睾丸损伤的抑制作用及相关机制，得

到如下结论：

（1）EGCG能够抑制 ACR诱导的睾丸损伤。EGCG在睾丸脏器指数、睾丸

组织形态结构及细胞凋亡方面显著改善了 ACR引起的睾丸损伤，显著提高了睾

丸组织中 FSH、LH、PCNA的表达水平。

（2）ACR的睾丸毒性可能与其诱导核糖体损伤和线粒体损伤有关。生物信

息学分析表明，ACR处理导致的差异表达基因中的关键基因主要富集在核糖体

和线粒体的结构及功能方面。

（3）EGCG能够有效缓解 ACR引起的睾丸核糖体损伤。EGCG能够通过调

节RpS9和 RpL5及其参与的细胞炎症、细胞周期以及DNA损伤应答等抑制ACR

的睾丸毒性。

（4）EGCG能够有效缓解 ACR引起的睾丸线粒体损伤。EGCG能够通过调

节 Cox6c 和 Cox7a2 及其参与的线粒体途径凋亡信号通路和MAPK 信号通路对

ACR的睾丸毒性起到抑制作用。

5.2展望

在本研究的基础上，后续可在细胞水平上对 RpS9等关键基因进行敲除和过

表达处理，进一步探究关键基因在 ACR损伤睾丸及 EGCG对 ACR睾丸毒性的

抑制机制方面的作用；本研究对信号通路的探讨仅是检测通路相关蛋白的表达情

况，后续可利用信号通路抑制剂在细胞水平上更深入地探究 EGCG对 ACR诱导

睾丸损伤的抑制机制。
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