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茶多酚对草甘膦致小鼠睾丸支持细胞氧化损伤及凋亡的保护作用
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　　［摘要］　目的　探讨不同剂量的茶多酚（ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ，ＴＰ）对草甘膦（ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ，ＧＬＹ）诱导小鼠睾丸支持细胞（ｓｅｒｔｏｌｉ
细胞）氧化损伤及凋亡的拮抗作用。方法　体外原代培养小鼠ｓｅｒｔｏｌｉ细胞，９０ｍｇ／ＬＧＬＹ培养液处理细胞形成ｓｅｒｔｏｌｉ细胞
损伤模型，加入不同剂量ＴＰ（浓度分别为１０、２０、４０、８０ｍｇ／Ｌ），形成４个拮抗组，另设由正常培养基形成的对照组；各组细
胞培养２４ｈ后，倒置显微镜下观察细胞生长情况及形态改变；四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法检测细胞存活率；乳酸脱氢酶
（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）法检测细胞毒性；ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡情况；检测细胞中超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ
ｄｉｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性、谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）及丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量。结果 　ＧＬＹ处理组细胞出现收
缩变小、脱落、甚至破碎，细胞的存活率明显低于对照组（Ｐ＜０．０５），为对照组的４７．０３％；细胞内 ＬＤＨ活性明显高于对照
组；细胞凋亡指数为（３７．０±４．０）％，明显高于对照组（Ｐ＜０．０５）；细胞内ＳＯＤ活性、ＧＳＨ含量与对照组相比明显降低，而
ＭＤＡ含量明显升高（Ｐ＜０．０５）。各拮抗组与ＧＬＹ处理组相比，细胞形态有不同程度改善，尤其是拮抗组４（ＴＰ８０ｍｇ／Ｌ）
细胞生长状况明显好转，碎片明显减少；细胞的存活率、ＳＯＤ活性及ＧＳＨ含量明显升高（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；细胞凋亡指
数、ＬＤＨ活及ＭＤＡ含量明显下降（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。结论　ＧＬＹ对小鼠 ｓｅｒｔｏｌｉ细胞具有诱导细胞凋亡及抑制细胞增
殖，降低细胞抗氧化能力的影响，ＴＰ对ＧＬＹ造成的这些损伤有一定的保护作用。
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　　草甘膦（ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ，ＧＬＹ）即 Ｎ膦酸甲基甘氨酸，
是目前全球用量最大、应用最广的一种除草剂，其化学

性质稳定，在土壤中具有中等的持留性，半衰期为１～
１７４ｄ［１］。各国对 ＧＬＹ在食品中的残留量有严格规
定，但在各类食品和动物饲料中常有 ＧＬＹ超标的现
象［２］。近年来农药的生殖毒性成为人们关注的热点，

有关ＧＬＹ的生殖毒性也有所报道，研究表明，ＧＬＹ能
通过干扰雄激素合成而影响雄性动物附睾的正常发

育［３］；ＧＬＹ对小鼠精子致畸实验表明，５８０、１１６０ｍｇ／ｋｇ
浓度时，精子的畸形率明显增加，精子数目减少，直接

损害成熟精子的形状，对生殖细胞有潜在的诱变作

用［４］。但关于 ＧＬＹ对动物睾丸支持细胞（ｓｅｒｔｏｌｉ细
胞）的毒性作用尚不清楚。茶多酚（ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ，
ＴＰ）是一种复合型天然抗氧化剂。有证据表明，ＴＰ通
过抑制自由基的过氧化，对多种有害物质引起的细胞

损伤均有保护作用［５］。本研究以小鼠ｓｅｒｔｏｌｉ细胞作为
研究对象，在体外建立ＧＬＹ诱导小鼠 ｓｅｒｔｏｌｉ细胞氧化
应激损伤模型，观察 ＴＰ对损伤模型的细胞存活率、细
胞损伤标志物丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、乳酸脱
氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）含量，抗氧化能力及
细胞凋亡的变化，系统研究 ＧＬＹ在体外实验中对
ｓｅｒｔｏｌｉ细胞产生的损伤及其机制，探索 ＴＰ对此损伤是
否具有保护作用及作用机制，完善ＧＬＹ致雄性生殖毒
性机制的相关理论，以期为ＧＬＹ生殖毒性损害的防治
提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器
１．１．１　试剂　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），胎牛血
清（杭州四季青生物工程材料有限公司），ＦａｓＬ抗体（武汉博
士德生物工程有限公司），ＧＬＹ（４１％异丙胺盐水剂，孟山都公
司）；ＴＰ（纯度≥９５％，浙江派诺生物技术公司），ＭＴＴ（Ｓｉｇｍａ公
司），一步法 ＴＵＮＥ试剂盒（江苏碧云天生物技术研究所），
ＬＤＨ、ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＧＳＨ试剂盒（南京建成生物工程研究所）。
１．１．２　仪器　　ＳＨＥＬＬＡＢ型 ＣＯ２培养箱（美国 Ｈａｒｒｉｓ公司），
倒置相差显微镜、荧光显微镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ公司），Ｓｙｎｅｒｇｙ
２型酶标仪（美国 Ｂｉｏｔｅｋ公司），超低温离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司），超声波细胞粉碎机（宁波新芝生物科技有限公司），凝

胶成像分析系统（上海天能科技有限公司），ＤＹＹⅢ型水平电
泳仪（北京市六一仪器厂）。

１．２　实验动物
　　１８～２０ｄ昆明种雄性小鼠，体质量（１７±３）ｇ，购自安徽省
实验中心，清洁级动物，动物饲养温度（２２±２）℃，相对湿度
６５％，自由饮水进食。

１．３　实验方法
１．３．１　小鼠ｓｅｒｔｏｌｉ细胞的分离与培养　　参考文献［６］的方
法，将１０只小鼠（雄性）脱臼处死，收集睾丸，预冷 ＤＨａｎｋｓ洗
涤后，剪切睾丸成约１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ块状；分别由０．２５％
胰蛋白酶、０．１％透明质酸酶及０．１％胶原酶消化后，获得细胞，
加入ＤＭＥＭ／Ｆ１２１０ｍＬ，经２００目网筛过滤，取细胞悬液放置于
培养瓶培养。选择２～３代细胞用于实验。
１．３．２　小鼠睾丸支持细胞 ＦａｓＬ染色鉴定　　将单细胞悬液
接种于内有盖玻片的６孔板中，３７℃，５％ＣＯ２饱和湿度条件下
培养４ｈ，小心倾斜６孔板，将培养基及未贴壁的精原细胞去
掉，加入培养基继续培养 ２４ｈ，倾去培养基，加ＴｒｉｓＨＣｌ液低渗
处理３ｍｉｎ，ＤＨａｎｋｓ液洗涤３次，加培养基继续培养。细胞密
度达８０％时按试剂盒说明书进行ＦａｓＬ染色鉴定。
１．３．３　实验剂量选择　　将支持细胞用 ＤＭＥＭ（１５％小牛血
清，１００Ｕ／ｍＬ青、链霉素）３７℃常规培养，细胞长成 ７０％ ～
８０％融合度时，加入ＧＬＹ母液染毒，使ＧＬＹ在培养基中的浓度
分别为６０、９０、１２、１５０、１８０ｍｇ／Ｌ。ＭＴＴ法检测２４ｈ不同剂量
组细胞存活率，结果显示 ９０ｍｇ／Ｌ剂量组细胞的存活率为
４７％，所以选择９０ｍｇ／Ｌ为ＧＬＹ处理组，在此基础上添加不同
浓度茶多酚作为４个拮抗组即拮抗组１、２、３、４，其 ＴＰ最终浓
度分别为１０、２０、４０、８０ｍｇ／Ｌ，并设正常培养基培养细胞作为
对照组。

１．３．４　ｓｅｒｔｏｌｉ细胞形态观察　　相差显微镜下观察不同组
ｓｅｒｔｏｌｉ细胞生长情况及形态改变。
１．３．５　ＭＴＴ法检测细胞存活率　　将细胞悬液稀释成 ５×
１０４／ｍＬ，种植于９６孔培养板，每孔２００μＬ，培养２４ｈ，更换培养
基，其中添加ＧＬＹ及ＴＰ，分为６组，分别为对照组、ＧＬＹ处理
组（９０ｍｇ／Ｌ）及ＴＰ拮抗４个剂量组，其剂量符合１．３．３。每组
设３个复孔，相同条件下继续培养２４ｈ。取出培养板，每孔中
加入四甲基偶氮唑盐（终浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ），继续培养４ｈ，移
去培养基，每孔加入１００μＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），摇床上摇动
２０ｍｉｎ至蓝紫色的结晶完全溶解，用酶标仪５７０ｎｍ测定各孔
光密度值。按以下公式计算细胞存活率：细胞存活率 ＝（各组
光密度值／对照组光密度值）×１００％ 。
１．３．６　ＴＵＮＥＬ法检测支持细胞凋亡情况　　按试剂盒要求，
将培养于盖玻片上的细胞用 ＰＢＳ洗涤１次，４％多聚甲醛固定
６０ｍｉｎ，洗涤后，加０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００，冰浴状态孵育２ｍｉｎ，洗
涤后加５０μＬＴＵＮＥＬ检测液，３７℃避光孵育６０ｍｉｎ，洗涤后，
加抗荧光淬灭封片液封片；选择激发波长４５０～５００ｎｍ，发射波
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长５１５～５６５ｎｍ，置荧光显微镜下观察，每张片随机选１０个视
野计数凋亡细胞。凋亡指数（ＡＩ）＝（视野内凋亡细胞个数／视
野内所有细胞个数）×１００％。
１．３．７　ｓｅｒｔｏｌｉ细胞ＭＤＡ、谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）含量及超
氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｄｉｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、ＬＤＨ活性的检测
　　取生长良好的ｓｅｒｔｏｌｉ细胞，以１０４～１０５／ｍＬ细胞数接种于
培养板内培养，待细胞贴壁生长密度至板底的８０％，按１．３．３
方法加入 ＧＬＹ或 ＴＰ获得各实验组细胞，２４ｈ后，超声细胞破
碎仪破碎细胞，置显微镜下观察确定有细胞存在，按试剂盒要

求，将细胞破碎液用于各指标测定。

１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，经正态性检验，计量资料用珋ｘ±ｓ
表示，进行单因素方差分析及ｑ检验。

２　结果

２．１　ｓｅｒｔｏｌｉ细胞 ＦａｓＬ染色鉴定
　　培养ｓｅｒｔｏｌｉ细胞经 ＦａｓＬ免疫组化染色，光镜下观察可见
ｓｅｒｔｏｌｉ细胞质和细胞膜呈棕黄色，ＦａｓＬ表达呈阳性，其纯度在
９０％以上。见图１。

图１　ｓｅｒｔｏｌｉ细胞 ＦａｓＬ染色观察　（箭头示 ×２００）

２．２　ＴＰ对ＧＬＹ损伤睾丸支持细胞形态的影响
　　将各组细胞置于倒置显微镜下观察可发现，对照组 ｓｅｒｔｏｌｉ
细胞呈单层生长，细胞呈梭状或不规则样镶嵌，细胞核居中呈

椭圆形，核仁明显。ＧＬＹ处理组细胞出现收缩变小、细胞表面
出现黑色颗粒，部分细胞变圆脱落、甚至破碎。拮抗组细胞有

不同程度改善，尤其是拮抗组４（ＴＰ８０ｍｇ／Ｌ）组细胞形态明显
好转，细胞突起清晰，碎片明显减少，但与对照组相比仍有区别

（图２）。

! " #

Ａ：对照组；Ｂ：ＧＬＹ处理组；Ｃ：拮抗组４（ＴＰ８０ｍｇ／Ｌ）

图２　相差显微镜下观察ＧＬＹ和ＴＰ对小鼠ｓｅｒｔｏｌｉ细胞

形态的变化　（×２００）

２．３　ＴＰ对ＧＬＹ损伤睾丸支持细胞存活率的影响
　　由表１可知，９０ｍｇ／ＬＧＬＹ作用于小鼠睾丸支持细胞２４ｈ
后，可明显抑制细胞的生长，低于对照组（Ｐ＜０．０５）。当细胞加
入ＧＬＹ的同时，加入不同浓度的ＴＰ进行培养，ＴＰ浓度＞２０ｍｇ／Ｌ，
细胞的存活率高于ＧＬＹ处理组（Ｐ＜０．０５），但与对照组相比，
拮抗组存活率较低（Ｐ＜０．０５），说明ＧＬＹ对细胞的影响是不可
逆的；各拮抗组中，除了拮抗组１与拮抗组２之间，拮抗组３与
拮抗组４之间无明显差异外（Ｐ＞０．０５），随 ＴＰ浓度增加，细胞
的存活率明有升高的趋势，即其拮抗作用有加强趋势。

表１　ＴＰ对ＧＬＹ损伤ｓｅｒｔｏｌｉ细胞存活、凋亡的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ２４ｈ光密度值 细胞存活率（％） 细胞凋亡指数（％）

对照组 ０．７９３±０．０３０ １００．００ １２．９±２．７

ＧＬＹ处理组 ０．３７３±０．０３５ａ ４７．０３ ３７．０±４．０ａ

拮抗组１ ０．４６３±０．０５７ａｂ ５８．３８ ３５．１±３．７ａｂ

拮抗组２ ０．５００±０．０５１ａｂ ６３．０５ ２６．４±２．６ａｂｃ

拮抗组３ ０．５８７±０．０３０ａｂｃｄ ７４．０２ ２１．２±１．１ａｂｃｄ

拮抗组４ ０．６０２±０．０４５ａｂｃｄ ７５．９１ ２０．７±１．９ａｂｃｄ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＧＬＹ处理组比较；ｃ：Ｐ＜
０．０５，与拮抗组１比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，与拮抗组２比较

２．４　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡情况
　　荧光显微镜下观察，凋亡细胞呈绿色荧光，与非凋亡细胞
相区别（图３）；ｓｅｒｔｏｌｉ细胞凋亡情况见表１，对照组凋亡细胞较
少，９０ｍｇ／ＬＧＬＹ处理细胞后，有明显诱导细胞凋亡的作用，细
胞凋亡指数明显高于对照组（Ｐ＜０．０５）；各拮抗组中，当 ＴＰ≥
２０ｍｇ／Ｌ时，细胞凋亡指数均明显低于ＧＬＹ处理组（Ｐ＜００５），
说明ＴＰ对ＧＬＹ诱导小鼠ｓｅｒｔｏｌｉ细胞引起的凋亡有不同程度的
保护作用。拮抗组与对照组相比，细胞的凋亡指数仍然有升高

的现象（Ｐ＜０．０５），说明ＧＬＹ对细胞凋亡的影响是不可逆的。

! " #

Ａ：对照组；Ｂ：ＧＬＹ处理组；Ｃ：拮抗组（ＴＰ８０ｍｇ／Ｌ）
图３　ＴＵＮＥＬ法检测不同浓度ＴＰ对ＧＬＹ诱导ｓｅｒｔｏｌｉ细胞凋亡的

抑制作用 　（荧光显微镜 ×２００）

２．５　细胞内ＳＯＤ、ＬＤＨ及ＭＤＡ、ＧＳＨ含量活性变化
　　由表２可知，小鼠 ｓｅｒｔｏｌｉ细胞经９０ｍｇ／ＬＧＬＹ处理后，与
对照组相比，ＳＯＤ活性、ＧＳＨ含量明显降低，而 ＭＤＡ含量明显
升高（Ｐ＜０．０１），说明小鼠睾丸支持细胞经 ＧＬＹ处理后，其抗
氧化能力降低。ＬＤＨ活性明显高于对照组（Ｐ＜０．０１），说明
ＧＬＹ对小鼠Ｓｅｒｔｏｌｉ细胞有一定毒性。
　　不同剂量ＴＰ拮抗组细胞与 ＧＬＹ处理组（９０ｍｇ／Ｌ）相比，
ＳＯＤ活性及ＧＳＨ含量明显升高，而ＭＤＡ含量及ＬＤＨ活性明显
下降（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），说明 ＴＰ对 ＧＬＹ引起的细胞损伤有
拮抗作用。
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表２　ＴＰ对ＧＬＹ损伤ｓｅｒｔｏｌｉ细胞ＳＯＤ、ＧＳＨ、ＭＤＡ及ＬＤＨ的

影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇ） ＧＳＨ（ｍｇ／ｇ） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇ） ＬＤＨ（Ｕ／Ｌ）
对照组 ７４．６±２．１ ４９．５±０．５ ４．９±０．４ ５４５．８±１４．９

ＧＬＹ处理组 ３８．８±２．８ａ ２２．８±０．８ａ ８．１±０．６ａ ９８３．８±１７．９ａ

拮抗组１ ４３．８±１．６ｂ ２４．５±１．２ｂ ７．８±０．５ｂ ９６４．５±２０．２ｂ

拮抗组２ ４７．５±３．５ｃ ２８．７±０．７ｃ ６．４±０．３ｃ ８２７．４±１９．９ｃ

拮抗组３ ５５．３±２．３ｃ ３２．３±０．８ｃ ５．３±０．６ｃ ６８５．６±１９．８ｃ

拮抗组４ ５５．９±１．９ｃ ３３．７±１．０ｃ ５．２±０．６ｃ ６８６．５±１５．６ｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与 ＧＬＹ处理

组比较

３　讨论

　　本研究对原代培养睾丸 ｓｅｒｔｏｌｉ细胞采用 ＦａｓＬ免
疫细胞化学染色方法鉴定，ＦａｓＬ及Ｆａｓ属于肿瘤坏死
因子及受体家族，构成睾丸的主要细胞中，只有 ｓｅｒｔｏｌｉ
细胞稳定、高表达 ＦａｓＬ，所以 ＦａｓＬ表达阳性可认为
是ｓｅｒｔｏｌｉ细胞［７］。ｓｅｒｔｏｌｉ细胞是睾丸曲细精管内唯一
存在的体细胞，在生精过程中起营养、支持和保护等重

要作用。任何影响ｓｅｒｔｏｌｉ细胞功能的因素都可对雄性
生殖过程产生影响。本实验结果表明，小鼠 ｓｅｒｔｏｌｉ细
胞经９０ｍｇ／ＬＧＬＹ作用２４ｈ后，可出现明显的氧化应
激损伤，表现为 ＳＯＤ活性及 ＧＳＨ含量明显低于对照
组，而ＭＤＡ含量及ＬＤＨ活性明显升高，这与国内有关
ＧＬＹ引起小鼠各脏器抗氧化能力明显降低的研究相
一致［８］；同时ＧＬＹ能抑制 ｓｅｒｔｏｌｉ细胞生长、促进细胞
凋亡，其存活率为对照组的４７．０３％，细胞凋亡指数明
显高于对照组（Ｐ＜０．０５），说明 ＧＬＹ在此剂量范围内
对动物有一定的生殖毒性。

　　自由基学说近来成为毒理学领域的研究热点，研
究认为有机污染物导致雄性生殖毒性机制中，自由基

过氧化发挥了重要作用。氧化应激是引起生殖细胞凋

亡的主要机制之一［９］。本实验结果表明，ＧＬＹ可导致
ｓｅｒｔｏｌｉ细胞中 ＭＤＡ含量、ＬＤＨ活性升高及 ＳＯＤ活性
及ＧＳＨ含量降低，说明其抗氧化能力降低，可能是导
致细胞增殖能力降低及诱导细胞凋亡的原因之一。

　　减轻ｓｅｒｔｏｌｉ细胞的氧化损伤及细胞凋亡程度则是
保护生物生殖功能的主要措施。ＳＯＤ活力及 ＧＳＨ含
量的高低可间接反映机体清除自由基的能力，ＭＤＡ是
氧自由基引发脂质过氧化作用而形成的产物，其高低

可反应细胞受自由基攻击的严重程度；ＬＤＨ是机体糖
酵解途径中一种重要的酶类，一般组织、器官受到损伤

时，其活性会增强，对判断细胞损伤程度有重要意

义［１０］。因此睾丸组织中这些指标的高低可反映氧自

由基对雄性生殖系统损伤的程度。本研究结果显示，

ＴＰ是一种很好的自由基清除剂，能显著抑制 ＧＬＹ诱
导的睾丸ｓｅｒｔｏｌｉ细胞氧化应激及细胞凋亡的发生。ＴＰ
是从天然茶叶中分离提纯的复合物，包括３０多种酚类

化合物。主要成分为黄烷醇类即儿茶素，占 ＴＰ总量
的６０％～８０％。ＴＰ的抗氧化作用主要表现在儿茶素
结构中的酚性羟基，是优良的氢或中子的供体，及时终

止脂肪酸自动氧化过程［１１］，儿茶素类对超氧阴离子、

过氧化氢自由基的清除率可达９８％以上，且在一定范
围内，其剂量与清除效果呈正相关性，清除氧自由基的

能力显著高于维生素Ｃ和维生素 Ｅ［１２］。本实验中 ＴＰ
能够有效地抑制 ＳＯＤ活性、ＧＳＨ含量的降低，抑制
ＭＤＡ含量及ＬＤＨ活性的升高，说明ＴＰ作为一种非酶
抗氧化剂，能够有效地抑制自由基的过氧化链式反应

从而减轻ＧＬＹ对睾丸组织损伤程度并因此而促进细
胞的增殖、抑制细胞的凋亡。

　　综上所述，本研究结果显示，ＴＰ能明显抑制 ＧＬＹ
诱导的ｓｅｒｔｏｌｉ细胞氧化应激，进一步研究揭示，ＴＰ可
通过保护细胞结构和功能来抑制细胞凋亡的发生。为

阐明ＴＰ的拮抗 ＧＬＹ生殖毒性的作用提供了实验依
据，并为探索使用天然植物化学物质防治农药残留的

策略奠定了基础，但有关最适剂量和防护机理还有待

进一步研究。
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