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摘要 ： 目的　观察白藜芦醇（RES）对过氧化氢 H2O2诱导的小鼠精原细胞（Gc-1 spg）氧化应激损伤的

作用。方法　H2O2复制Gc-1 spg细胞氧化应激损伤模型，设置空白组、H2O2组（800 μmol/L）、H2O2 +5 μmol/L 

RES组、H2O2 +10 μmol/L RES组和H2O2+15 μmol/L RES组。检测超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、乳酸

脱氢酶（LDH）和谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）水平，CCK-8法检测细胞活力，JC-1试剂盒检测线粒体膜电位，

Mito Tracker®® Green FM试剂盒检测活细胞线粒体水平，Hoechst 33342染色检测细胞核凋亡率，Western blotting

检测凋亡蛋白Bax、Bcl-2和Caspase-3表达。结果　浓度为800 μmol/L H2O2处理Gc-1 spg细胞6 h时达到实验要

求（P <0.05）。与空白组比较，各H2O2组细胞活力降低（P <0.05），与H2O2组比较，H2O2 +5 μmol/L RES组、H2O2+

10 μmol/L RES 组、H2O2 +15 μmol/L RES 组细胞活力升高（P <0.05）。与空白组比较，各H2O2组的GSH-Px和

SOD 水平降低（P <0.05），LDH 和 MDA 水平升高（P <0.05）；与 H2O2组比较，H2O2 +5 μmol/L RES 组、H2O2+

10 μmol/L RES 组、H2O2 +15 μmol/L RES 组GSH-PX和SOD水平降低（P <0.05），LDH和MDA水平升高（P <

0.05）。与空白组比较，H2O2组细胞的红/绿荧光比值降低，提示线粒体膜电位降低（P <0.05）；与H2O2组比较，

H2O2+5 μmol/L RES组、H2O2 +10 μmol/L RES组、H2O2 +15 μmol/L RES组JC-1红/绿荧光比值升高（P <0.05）。

与空白组比较，H2O2 组细胞线粒体数明显减少（P <0.05）；与 H2O2 组比较，H2O2 +5 μmol/L RES 组、H2O2+

10 μmol/L RES组、H2O2 +15 μmol/L RES组细胞荧光强度升高（P <0.05）。与空白组比较，H2O2组大量细胞核皱

缩、碎裂，染色程度明显增强，细胞凋亡严重；与H2O2组比较，H2O2 +5 μmol/L RES组、H2O2+10 μmol/L RES组、

H2O2 +15 μmol/L RES组细胞凋亡率降低（P <0.05）。与空白组比较，H2O2组凋亡蛋白Bax和Caspase-3相对表达

量增加（P <0.05），Bcl-2相对表达量减少（P <0.05）；与H2O2组比较，H2O2 +5 μmol/L RES组、H2O2 +10 μmol/L 

RES组、H2O2 +15 μmol/L RES组Bax和Caspase-3相对表达量降低（P <0.05），Bcl-2相对表达量增加（P <0.05）。

结论　RES对H2O2诱导的Gc-1 spg细胞氧化应激损伤具有保护作用，这种保护作用与RES浓度有关。
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Abstract:  Objective To observe the effect of resveratrol (RES) on oxidative stress injury of mouse 

spermatogonia (Gc-1 spg) induced by hydrogen peroxide (H2O2).  Methods Set the blank control group, H2O2 group 

and H2O2 + low concentration RES group (5 μmol/L), H2O2 + medium concentration RES group (10 μmol/L) and 

H2O2 + high concentration RES group (15 μmol/L), the RES group was treated with RES of different concentrations 

for 24 h, and the rest groups were treated with H2O2 for 6 h except the control group. The levels of oxidative stress 

indicators SOD, MDA, GSH-Px and LDH were detected, and the cell viability was detected by CCK-8, detection of 

mitochondrial membrane potential by JC-1, Mito Tracker® Green FM was used to detect the level of mitochondria 

in living cells, Hoechst 33342 staining for detection of nuclear apoptosis rate and Western blotting was used to detect 

the expression level of apoptotic proteins Bax, Bcl-2 and Caspase-3.  Results Concentration is 800 μmol/L when 

Gc-1 spg cells were treated with H2O2 for 6 h, the experimental requirements were met (P < 0.05). Compared with 

the control group, H2O2 treatment significantly decreased cell viability (P < 0.05), inhibited SOD and GSH-Px 

activities, increased MDA and LDH levels (P < 0.05), significantly decreased mitochondrial membrane potential 

(P < 0.05), damaged mitochondria (P < 0.05) and destroy nucleus (P < 0.05), increased the expression levels of Bax 

and Caspase-3, and decreased the expression level of Bcl-2 (P < 0.05). Below 20 μmol/L RES had no significant 

effect on cell viability (P > 0.05), partially restored cell viability (P < 0.05), increased SOD and GSH-Px activities, 

decreased MDA and LDH levels (P < 0.05), increased mitochondrial membrane potential (P < 0.05), reduced 

mitochondrial damage (P < 0.05) and apoptosis rate, the expression of Bax and Caspase-3 was decreased and the 

expression of Bcl-2 was increased in a concentration dependent manner (P < 0.05).  Conclusion RES can protect 

Gc-1 spg cells from oxidative stress injury induced by H2O2, which is related to the concentration of RES.

Keywords:  resveratrol; hydrogen peroxide; Gc-1 spg cells; oxidative stress; mitochondrial damage; apoptosis

有研究表明，男性不育可能是未来亚健康的

先 兆[1]。 精 原 细 胞 是 精 子 的 前 体 细 胞 ， 能 自 我 增

殖和分化，具有独特的减数分裂能力，能将遗传

物质减半，产生单形精子，将遗传物质传递给下

一 代[2]， 在 男 性 生 育 中 发 挥 重 要 作 用 。 氧 化 应 激

（oxidative stress, OS）是 过 量 活 性 氧（reactive oxygen 

species, ROS）堆积的结果，也是导致男性不育和生

殖细胞损伤的主要病理机制[3]。线粒体作为精子活

动 力 的 主 要 能 量 产 生 者 ， 易 受 到 过 量 ROS 攻 击 ，

造成细胞功能障碍及凋亡，影响精子活力，导致

不育[4]。白藜芦醇（Resveratrol, RES）是一种天然非

黄酮类多酚化合物，广泛分布于葡萄、花生、虎

杖、桑葚等药用植物中，具有抗凋亡、抗癌、抗

炎、抗氧化、抗衰老、调节血脂等作用[5]。目前，

已有 RES 用于多种抗氧化损伤的研究报道，但在男

性生殖细胞中的研究较少。因此，本研究采用过

氧化氢 H2O2 诱导的 Gc-1 spg 细胞构建氧化损伤模

型，观察 RES 对 Gc-1 spg 细胞 OS 损伤的作用。

1  材料与方法

1.1　细胞和试剂

小鼠精原细胞 Gc-1 spg 细胞株、DMEM 购自上

海语纯生物科技有限公司，0.25% 胰酶、10% 胎牛血

清、1% 青链霉素购自塞维尔生物科技公司，白藜

芦醇购自陕西嘉果肽生物工程有限公司，3% 过氧

化氢 H2O2 购自上海信裕生物科技有限公司，CCK-8

细胞活性检测试剂盒、线粒体膜电位检测试剂盒

（JC-1）、Hoechst 细胞核凋亡染色试剂盒、RIPA 裂

解液购自碧云天生物技术有限公司，Mito Tracker ® 

Green FM 线粒体绿色荧光探针试剂盒购自美国 Cell 

Signaling Technology 公 司 ，超 氧 化 物 歧 化 酶

（superoxide dismutase, SOD）、丙二醛（malondialdehyde, 

MDA）、乳 酸 脱 氢 酶（lactate dehydrogenase, LDH）、谷

胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶（glutathione peroxidase, GSH-Px）

测定试剂盒购自南京建成生物工程研究所，BCA 蛋

白浓度测定试剂盒购自北京索莱宝生物科技有限

公司，兔抗 Bcl-2、兔抗 Bax、兔抗 Caspase-3 多克

隆抗体均购自博士德生物工程有限公司，β-tubulin

购自武汉塞维尔生物有限公司。

1.2　方法

1.2.1 　 细胞培养　Gc-1 spg 细胞在含 10% 胎牛血清

和 1% 青链霉素溶液的高糖 DMEM 完全培养基中培

养，置于 37 ℃、5% 二氧化碳培养箱中常规培养、传代。

1.2.2 　 H2O2构建 Gc-1 spg 细胞 OS 损伤模型 　取对

数生长期的 Gc-1 spg 细胞，0.25% 胰酶消化 2 min，培

养基终止消化后反复吹打，制成细胞悬液，使细胞

·· 47



中国现代医学杂志 第 33 卷 

数达 5×103 个/L，将细胞均匀接种于 96 孔板，每孔

100 μL，待细胞贴壁后加入含 H2O2（0、50、100、200、

400、600、800 和 1 000 μmol/L）的新鲜培养基，每组

5 个复孔，置于 37 ℃ 5% 二氧化碳培养箱继续培养

4、6、8 和 10 h 后弃旧培养基，所有组均加入含 10% 

CCK-8 的完全培养基 100 μL，继续孵育 30～60 min，

酶 标 仪 检 测 450 nm 波 长 处 细 胞 活 力 。 细 胞 活 力

（％）=（实验组-空白组）/（对照组-空白组）×100%，

空白组只加 CCK-8 的完全培养基，0 μmol/L 为对照

组，实验组为不同浓度的 H2O2。

1.2.3 　 不 同 浓 度 RES 组 Gc-1 spg 细 胞 活 力 检 测 　

按 1.2.2 中的方法接种细胞，待细胞贴壁后加入含

RES（0、5、10、15、20 和 30 μmol/L）的 新 鲜 培 养 基 ，

每组 5 个复孔，置于 37 ℃ 5% 二氧化碳培养箱继续

培 养 24 h 后 弃 去 旧 培 养 基 ，各 组 均 加 入 含 有 10% 

CCK-8 的完全培养基 100 μL，继续孵育 30～60 min，

酶 标 仪 检 测 450 nm 波 长 处 细 胞 活 力 。 细 胞 活 力

（％）=（实验组-空白组）/（对照组-空白组）×100%，

空白组只加 CCK-8 的完全培养基，0 μmol/L 为对照

组，实验组为不同浓度的 RES。

1.2.4 　 H2O2+不同浓度RES组Gc-1 spg细胞活力检测 

按 1.2.2 中的方法接种细胞 ，待细胞贴壁后加入含

RES（0、5、10 和 15 μmol/L）的 新 鲜 培 养 基 预 处 理

24 h，每组 5 个复孔，24 h 后弃旧培养基，除空白

组外其余各组均加入含 800 μmol/L H2O2 的新鲜培养

基继续培养 6 h，所有组均加入含有 10% CCK-8 的

完全培养基 100 μL，继续孵育 30～60 min，酶标仪

检测 450 nm 波长处细胞活力。细胞活力（％）=（实

验组-空白组）/（对照组-空白组）×100%，空白组

只加 CCK-8 的完全培养基，0 μmol/L 为对照组，实

验组为 H2O2+不同浓度的 RES。

1.2.5 　 细胞氧化应激指标测定 　取对数生长期的

Gc-1 spg 细胞，制成细胞悬液，使细胞数达 2×105，

将细胞均匀接种于 6 孔板，每孔 2 mL，待细胞贴壁

后加入含 RES（0、5、10 和 15 μmol/L）的新鲜培养基

预处理 24 h 后弃去旧培养液，除空白组外其余各组

均加入含 800 μmol/L H2O2 的新鲜培养基继续培养 6 h

后 弃 旧 培 养 基 ，磷 酸 盐 缓 冲 液（phosphate buffer 

saline, PBS）洗 涤 ３ 次 ，细 胞 刮 收 集 细 胞 不 少 于

106/mL，1 000 r/min 离心 10 min，弃上清液，加入 1 mL

预 冷 的 PBS 匀 浆 器 匀 浆 ，采 用 试 剂 盒 测 定 SOD、

MDA、LDH、GSH-Px 水平。

1.2.6 　 细胞线粒体膜电位测定 　根据样本按照 JC-

1 试剂盒配制染色工作液和缓冲液，配好的缓冲液

放于-20 ℃冰箱冷冻备用；前期实验处理同 1.2.5，后

弃旧培养基，PBS 洗涤３次，加入配好的 JC-1 染色

工作液和完全培养基各 1 mL，充分混匀，细胞培养

箱孵育 30 min，结 束 后 弃 去 培 养 液 ， JC-1 染 色 缓

冲液（1×）洗涤 1 次，加入 2 mL PBS，荧光显微镜下

观察并拍照。Image J 软件进行荧光定量并计算红/

绿荧光比值。

1.2.7 　 细 胞 线 粒 体 测 定 　 根 据 样 本 按 照 Mito 

Tracker® Green FM 试剂盒配制染色工作液，配好后

放入 37 ℃温箱预温备用；前期实验处理同 1.2.5，

后 弃 旧 培 养 基 ， PBS 洗 涤 ３ 次 ， 加 入 配 好 的 Mito 

Tracker® Green FM 染色工作液 1 mL，细胞培养箱孵

育 30 min，结束后弃去工作液，加入预温的完全培

养基 1 mL，荧光显微镜下观察并拍照。Image J 软件

进行荧光定量并分析。

1.2.8 　 细胞核凋亡率检测 　前期实验处理同 1.2.5，

后弃旧培养基，PBS 洗涤３次，加入 Hoechst 33342

染色液 1 mL，细胞培养箱孵育 30 min，结束后弃去

染 色 液 ， PBS 洗 涤 2 次 ， 荧 光 显 微 镜 下 观 察 并 拍

照，手动计数，计算细胞核凋亡率。凋亡率=（凋

亡细胞数/总细胞数）×100%。

1.2.9 　 Western blotting 检测凋亡蛋白表达 　前期实

验处理同 1.2.5，后弃旧培养基，冰冷 PBS 洗 2 次，

吸水纸吸干残余 PBS，加入配好的蛋白裂解液冰上

裂解 40 min，4 ℃ 12 000 r/min 离心 10 min，提取上

清液，按照 BCA 试剂盒检测蛋白浓度，计算上样

量，按照样本总体积加 4 × 蛋白上样缓冲液（样本

总体积/4），100 ℃沸水煮样 15 min，-80 ℃冰箱备

用。按照目标蛋白分子量制胶，加样（按之前算好

的上样量），经过 SDS-PAGE 电泳，免疫印迹转膜，

牛 奶 封 闭 、 洗 膜 、 一 抗 孵 育 ， 洗 膜 、 二 抗 孵 育 ，

洗膜、化学发光成像。Image J 软件分析凋亡蛋白

Bax、Caspase-3、Bcl-2 条带灰度值计算蛋白相对表

达量，β-tubulin 为内参蛋白。

1.3　统计学方法

数据分析采用 SPSS 21 和 GraphPad Prism 8 统计

软件。计量资料以均数±标准差（x±s）表示，比较

采用单因素方差分析或重复测量设计的方差分析，

进一步两两比较用 LSD-t 检验。P <0.05 为差异有统
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计学意义。

2 结果

2.1　H2O2对Gc-1 spg细胞活力的影响

0、50、100、200、400、600、800 和 1 000 μmol/L 

H2O2 处理 Gc-1 spg 细胞 4、6、8 和 10 h 后的细胞活力

比较，采用重复测量设计的方差分析，结果：①不同

时间点的细胞活力有差异（F =100.066，P =0.000）；

②不同浓度 H2O2 组的细胞活力有差异（F =539.136，

P =0.000）；③不同时间点不同浓度 H2O2组细胞活力的

变化趋势有差异（F =8.853，P =0.000）。与 0 μmol/L 

H2O2 组比较，4、6、8 和 10 h 时，100、200、400、600、

800 和 1 000 μmol/L H2O2 组细胞活力降低（P <0.05）；

8 和 10 h 时，800 和 1 000 μmol/L H2O2 组细胞活力明

显降低，细胞损伤较重（P <0.05）；6 h 时，800 μmol/L 

H2O2 组细胞活力为（51.51±5.46）%，细胞活力明显

下降，既达到了损伤状态，又存在一定细胞活力，

符合细胞实验研究条件（见图 1 和表 1）。因此，本研

究采用 800 μmol/L H2O2 处理 Gc-1 spg 细胞 6 h 构建

Gc-1 spg 细胞 OS 损伤模型，设为 H2O2 组。

2.2　RES对Gc-1 spg细胞活力的影响

0、5、10、15、20、30 μmol/L RES 处理 Gc-1 spg 细

胞 24 h 后的细胞活力比较，差异无统计学意义（P >

0.05）。与 0 μmol/L RES 组比较，20、30 μmol/L RES 对

Gc-1 spg 细胞活力影响较大（见图 2 和表 2）。因此，

本研究采用低于 20 μmol/L 的 RES 进行后续实验。

2.3　RES对H2O2处理的Gc-1 spg细胞的保护作用

空白组、H2O2 组、H2O2+不同浓度 RES 组的细胞

活 力 比 较 ，经 方 差 分 析 ，差 异 有 统 计 学 意 义（P <

0.05）；进一步两两比较，与空白组比较，各 H2O2 组

细胞活力降低（P <0.05），H2O2 处理 Gc-1 spg 细胞 6 h

后细胞活力显著下降；与 H2O2 组比较，H2O2+5 μmol/L 

150

100

50

0
4 h                              6 h                              8 h                       10 h

细
胞

活
力

/%

时间

† † † † † †

† † †
†

† †

† †
† †

†
†

† †
†

†

† †

0 μmol/L H2O2组

50 μmol/L H2O2组

100 μmol/L H2O2组

200 μmol/L H2O2组

400 μmol/L H2O2组

600 μmol/L H2O2组

800 μmol/L H2O2组

1 000 μmol/L H2O2组

† 与 0 μmol/L H2O2组比较，P <0.05。

图1　不同时间点不同浓度H2O2对Gc-1 spg细胞活力的影响　（x±s）

表 1　不同浓度H2O2组细胞活力的比较 （%， x±s）

组别

0 μmol/L H2O2组

50 μmol/L H2O2组

100 μmol/L H2O2组

200 μmol/L H2O2组

400 μmol/L H2O2组

600 μmol/L H2O2组

800 μmol/L H2O2组

1 000 μmol/L H2O2组

4 h

101.14±1.06

100.41±1.25

96.12±1.04†

94.89±0.43†

86.98±2.34†

74.46±3.98†

72.31±2.74†

62.66±2.29†

6 h

100.49±1.88

99.54±1.69

95.94±1.91†

88.99±4.80†

84.91±3.15†

71.83±3.24†

51.51±5.46†

47.54±4.77†

8 h

99.82±3.02

98.49±3.26

93.11±4.90†

87.59±2.77†

75.69±2.90†

66.81±1.10†

43.26±7.81†

35.04±1.63†

10 h

95.59±3.60

91.39±2.55

88.97±0.92†

86.19±1.87†

73.91±3.46†

62.04±3.47†

33.56±3.80†

32.75±2.85†

注 ： †与 0 μmol/L H2O2组比较，P <0.05。
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RES 组 、 H2O2+10 μmol/L RES 组 、 H2O2+15 μmol/L 

RES 组细胞活力升高（P <0.05），RES 预处理 24 h 后

能逆转 H2O2 引起的细胞活力下降，且与 RES 浓度

有关。见图 3 和表 3。

2.4　RES 对 H2O2 处理的 Gc-1 spg 细胞氧化应激

指标的影响

空白组、H2O2 组、H2O2+不同浓度 RES 组的 SOD、

MDA、GSH-Px、LDH 水平比较，经方差分析，差异有

统计学意义（P <0.05）。进一步两两比较，与空白组

比 较 ，各 H2O2 组 的 GSH-Px 和 SOD 水 平 降 低（P <

0.05），LDH 和 MDA 水 平 升 高（P <0.05），H2O2 处 理

Gc-1 spg 细 胞 6 h 后 能 明 显 降 低 细 胞 的 GSH-Px 和

SOD 水平，并增加细胞的 LDH 和 MDA 水平，说明 OS

损伤模型复制成功；与 H2O2 组比较，H2O2+5 μmol/L 

RES 组、H2O2+10 μmol/L RES 组、H2O2+15 μmol/L RES

组 GSH-Px 和 SOD 水平降低（P <0.05），LDH 和 MDA

水平升高（P <0.05），RES 预处理能明显逆转 H2O2

引起的 Gc-1 spg 细胞 GSH-Px 和 SOD 下降和 LDH 和

MDA 升高，呈浓度依赖性。见图 4 和表 4。

细
胞

活
力

/%
150

100

50

0
1         2         3         4        5         6

1：0 μmol/L H2O2 组； 2：5 μmol/L H2O2 组； 3：10 μmol/L H2O2 组； 

4：15 μmol/L H2O2组； 5：20 μmol/L H2O2组； 6：30 μmol/L H2O2组。

图2　不同浓度RES对Gc-1 spg细胞活力的影响　（x±s）

表 2　不同浓度RES组细胞活力的比较 （%， x±s）

组别

0 μmol/L RES 组

5 μmol/L RES 组

10 μmol/L RES 组

15 μmol/L RES 组

20 μmol/L RES 组

30 μmol/L RES 组

F 值

P 值

细胞活力

98.07±1.27

97.74±2.70

96.97±12.05

96.33±8.99

90.63±0.92

90.91±13.98

0.811

0.553

细
胞

活
力

/%

150

100

50

0

1           2            3           4            5

①
② ② ②

1：空白组； 2：H2O2 组； 3：H2O2+ 5 μmol/L RES 组； 4：H2O2+

10 μmol/L RES 组； 5：H2O2+15 μmol/L RES 组。①与空白组比较，P <

0.05； ② 与 H2O2组比较，P <0.05。

图3　RES对H2O2处理的Gc-1 spg细胞活力的影响 

（x±s）

表 3　各组细胞活力比较 （%， x±s）

组别

空白组

H2O2组

H2O2+5 μmol/L RES 组

H2O2+10 μmol/L RES 组

H2O2+15 μmol/L RES 组

F 值

P 值

细胞活力

96.71±3.90

56.93±2.40①

77.62±4.06②

81.90±5.56②

84.03±8.98②

28.004

0.000

注 ： ①与空白组比较，P<0.05； ②与H2O2组比较，P<0.05。
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1：空白组； 2：H2O2组； 3：H2O2+5 μmol/L RES 组； 4：H2O2+10 μmol/L RES 组； 5：H2O2+15 μmol/L RES 组。① 与空白组比较，P <0.05； ②与

H2O2组比较，P <0.05。

图4　RES对H2O2处理的Gc-1 spg细胞氧化应激指标的影响 （x±s）
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2.5　RES 对 H2O2 处理的 Gc-1 spg 细胞线粒体膜

电位的影响

空白组、H2O2 组、H2O2+不同浓度 RES 组的 JC-1

红/绿荧光比值比较，经方差分析，差异有统计学意

义（P <0.05）；进一步两两比较，与空白组比较，H2O2

组细胞的 JC-1 不能聚集在线粒体基质中，表现为

JC-1 单体（绿色荧光）、红/绿荧光比值降低，提示线

粒体膜电位明显降低（P <0.05），标志着 Gc-1 spg 细

胞 发 生 早 期 凋 亡 ；与 H2O2 组 比 较 ，H2O2+5 μmol/L 

RES 组、H2O2+10 μmol/L RES 组、H2O2+15 μmol/L RES

组 JC-1 红/绿荧光比值升高（P <0.05），RES 预处理后

能够显著提高细胞线粒体膜电位，说明 RES 对 OS

损伤导致的 Gc-1 spg 细胞线粒体膜电位具有明显保

护作用，呈浓度依赖性。见图 5 和表 5。

2.6　RES 对 H2O2 处理的 Gc-1 spg 细胞线粒体的

影响

空白组、H2O2 组、H2O2+不同浓度 RES 组的线粒

体荧光强度比较，经方差分析，差异有统计学意义

（P <0.05）；与空白组比较，H2O2 组细胞线粒体数明

显减少（P <0.05），这表明细胞内线粒体产生的 ATP

可能减少；与 H2O2 组比较，H2O2+ 5 μmol/L RES 组、

H2O2+10 μmol/L RES 组、H2O2+15 μmol/L RES 组细胞

荧光强度升高（P <0.05），RES 预处理显著增加了细

胞 线 粒 体 数 ， 说 明 RES 能 够 降 低 OS 损 伤 导 致 的

Gc-1 spg 细胞线粒体损伤程度，呈浓度依赖性。见

图 6 和表 6。

2.7　RES对H2O2处理的Gc-1 spg细胞凋亡的影响

空白组、H2O2 组、H2O2+不同浓度 RES 组的细胞

凋亡率比较，经方差分析，差异有统计学意义（P <

0.05）；与空白组比较，H2O2 组大量细胞核皱缩、碎

裂，染色程度明显增强（见图 7），表明细胞凋亡严

表 4　各组氧化应激指标比较 （x±s）

组别

空白组

H2O2组

H2O2+5 μmol/L RES 组

H2O2+10 μmol/L RES 组

H2O2+15 μmol/L RES 组

F 值

P 值

GSH-PX/（u/mg）

59.15±7.32

14.85±2.49①

46.30±3.24②

56.51±4.82②

68.75±5.91②

50.210

0.000

SOD/（u/mg）

70.41±1.93

32.48±3.47①

63.04±9.86②

79.30±5.13②

79.96±2.77②

38.684

0.000

MDA/（nmol/mg）

3.42±1.00

9.47±0.80①

6.94±0.99②

5.84±1.09②

4.26±1.00②

17.443

0.000

LDH/（u/L）

70.35±3.07

117.96±2.40①

114.21±0.12②

103.86±4.37②

98.02±3.18②

119.349

0.000

注 ： ①与空白组比较，P <0.05； ②与 H2O2组比较，P <0.05。

Green                          Red                        Merge

1

2

3

4

5

1：空白组； 2：H2O2 组； 3：H2O2 + 5 μmol/L RES 组； 4：H2O2 + 

10 μmol/L RES 组； 5：H2O2 + 15 μmol/L RES 组。

图5　RES对H2O2处理的Gc-1 spg细胞线粒体膜电位的

影响　 （线粒体膜电位 JC-1 染色×10）

表 5　各组JC-1红/绿荧光比值比较 （x±s）

组别

空白组

H2O2组

H2O2 + 5 μmol/L RES 组

H2O2 +10 μmol/L RES 组

H2O2 +15 μmol/L RES 组

F 值

P 值

红/绿荧光比值

2.48±0.22

0.85±0.05①

1.15±0.06②

1.64±0.20②

1.88±0.10②

54.550

0.000

注 ： ①与空白组比较，P <0.05； ②与 H2O2组比较，P <0.05。

·· 51



中国现代医学杂志 第 33 卷 

重 ；与 H2O2 组 比 较 ，H2O2+ 5 μmol/L RES 组 、H2O2+

10 μmol/L RES 组、H2O2+15 μmol/L RES 组细胞凋亡

率降低（P <0.05），随着 RES 浓度增加，细胞凋亡率

降低，说明 RES 能够降低 OS 损伤导致的 Gc-1 spg 细

胞凋亡率。见表 7。

2.8　RES 对 H2O2 处理的 Gc-1 spg 细胞凋亡蛋白

的影响

空白组、H2O2 组、H2O2+不同浓度 RES 组的凋亡

蛋 白 Bax、Caspase-3、Bcl-2 相 对 表 达 量 比 较 ，经 方

差分析，差异有统计学意义（P <0.05）；与空白组比

较，H2O2 组凋亡蛋白 Bax 和 Caspase-3 相对表达量均

增 加（P <0.05），Bcl-2 相 对 表 达 量 减 少（P <0.05）；

与 H2O2 组 比 较 ，H2O2+ 5 μ mol/L RES 组 、H2O2+

10 μmol/L RES 组 、H2O2+15 μmol/L RES 组 Bax 和

Caspase-3 相 对表达量降低（P <0.05），Bcl-2 相对表

达量增加（P <0.05），说明 RES 在 Gc-1 spg 细胞 OS 损

伤 中 有 明 显 的 抗 凋 亡 作 用 ，且 呈 浓 度 依 赖 性 。 见

图 8 和表 8。

                    空白组                                    H2O2组                      H2O2+5 μmol/L RES 组          H2O2+10 μmol/L RES 组       H2O2+15 μmol/L RES 组

图6　RES对H2O2处理的Gc-1 spg细胞线粒体的影响　（Mito Tracker® Green FM 试剂盒配制染色×20）

表 6　各组线粒体荧光强度的比较 （x±s）

组别

空白组

H2O2组

H2O2 + 5 μmol/L RES 组

H2O2 + 10 μmol/L RES 组

H2O2 + 15 μmol/L RES 组

F 值

P 值

荧光强度

103.95±1.53

84.64±2.96①

105.90±1.34②

124.70±3.69②

145.82±3.40②

211.077

0.000

注 ： ①与Control组比较，P <0.05； ②与H2O2组比较，P <0.05。

                    空白组                                    H2O2组                      H2O2+5 μmol/L RES 组          H2O2+10 μmol/L RES 组       H2O2+15 μmol/L RES 组

黄色箭头表示大量细胞核皱缩、碎裂，染色程度明显增强

图7　RES对H2O2处理的Gc-1 spg细胞凋亡的影响　（Hoechst 33342 染色×10）

表 7　各组细胞凋亡率比较 （%， x±s）

组别

空白组

H2O2组

H2O2+ 5 μmol/L RES 组

H2O2+10 μmol/L RES 组

H2O2+15 μmol/L RES 组

F 值

P 值

细胞凋亡率

5.21±0.63

36.94±0.37①

26.05±0.26②

23.61±0.83②

21.12±0.59②

1180.810

0.000

注 ： ①与空白组比较，P <0.05； ②与 H2O2组比较，P <0.05。

21 kD

26 kD

35 kD

50 kD

Bax

Caspase-3

Bcl-2

β-tubulin

1             2            3           4             5

1：空 白 组 ； 2：H2O2 组 ； 3：H2O2+ 5μmol/L RES 组 ； 4：H2O2+

10 μmol/L RES 组； 5：H2O2+15 μmol/L RES 组。

图8　RES对H2O2处理的Gc-1 spg细胞凋亡蛋白的影响
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3 讨论

精子发生过程需要一个相对稳定的氧化环境来

维持生殖细胞发育和分化，这是精子能够正常受精

的前提[6]。位于生精上皮基底层的精原细胞是精子

的前体细胞，容易受到 OS 损伤，过量 ROS 及抗氧化

防御水平降低会导致生殖细胞 OS 损伤和凋亡[7]，进

而引发不育。H2O2 可引起细胞 OS 损伤的情况不同。

董晓蕾等[8]用 600 μmol/L H2O2 处理 Gc-1 spg 细胞 24 h

复 制 OS 损 伤 细 胞 模 型 ，李 美 和 等[9] 用 300 μmol/L 

H2O2 处理人胎盘滋养层细胞 3 h 复制 OS 损伤细胞模

型。本研究用 800 μmol/L H2O2 处理 Gc-1 spg 细胞 6 h

复制细胞 OS 模型，能较好地体现 RES 的保护作用，

这与既往研究存在差异，可能和作用时间不同有关。

SOD 和 GSH-Px 是细胞内重要的抗氧化酶，能够反映

机体氧化还原平衡状态。LDH 是一种糖酵解酶，当

细胞膜发生损伤时，LDH 从细胞内漏出；MDA 是细胞

脂质过氧化反应的产物，可加重细胞膜损伤，两者均

反应细胞膜系统的损伤程度。精子在附睾成熟过程

中，暴露于大量氧化应激源，这些氧化应激源被附睾

上皮积极分泌的一系列附睾抗氧化分子抵消，包括

过氧化物酶、GSH-Px 和硫氧还蛋白，以及精子膜上

特别是顶体、顶体后区域和鞭毛上的 SOD 等，其共同

促进 ROS 产生和减少或清除之间的平衡，以允许正

常受精[10]。因此，在精子发生过程中，维持抗氧化酶

活性在男性正常受精和妊娠中至关重要。

降低生殖细胞 OS 反应可有效增强生殖细胞活

力。RES 是植物多酚类化合物中抗氧化能力最强的

物质之一，具有清除氧自由基、抑制脂质过氧化、调

节相关酶活性及基因表达等作用[11]，但不同细胞对

其的耐受存在差异。有研究表明，10 μmol/L 以上浓

度 RES 会 对 人 永 生 化 表 皮 细 胞 活 性 产 生 影 响 [12] ，

50 μmol/L 浓度 RES 对 H2O2 导致的精子细胞 OS 损伤

保护作用最佳[13]。本研究结果显示，当 RES 浓度大

于 20 μmol/L 时对 Gc-1 spg 细胞活力产生影响，故本

研究采用低于 20 μmol/L 以下浓度作为保护浓度。

Gc-1 spg 细胞经不同浓度 H2O2 处理 4、6、8、10 h 后均

能不同程度地降低细胞活力，而 5、10、15 μmol/L 浓

度 RES 预处理 24 h 均能够抵抗 H2O2 导致的 Gc-1 spg

细胞 OS 损伤，且呈浓度依赖性，这和既往研究结果

一致[12]。此外，H2O2 处理能够显著降低 Gc-1 spg 细

胞内 SOD 和 GSH-Px 活性并增加 MDA 和 LDH 水平，

而 RES 预处理能够不同程度地逆转上述反应，并呈

浓度依赖性，表明 RES 具有抗 Gc-1 spg 细胞 OS 损伤

的能力，提示 RES 可能在精子形成的任何一个过程

中提高细胞抗氧化酶活性并发挥抗氧化作用，从而

预防和治疗男性不育。

线粒体是精子细胞内重要的供能细胞器，通过

氧化磷酸化产生超过 90% 的能量，在维持细胞正常

的生理活动中起重要作用。OS 会损伤线粒体导致

线粒体功能异常进而影响精子细胞结构和功能[14]，

导致男性不育，但精子也需要线粒体产生足够量的

ROS 进行获能，并在精子发生和附睾成熟期间对精

子染色质和鞭毛蛋白进行修饰[15]。因此，防止精子

细胞线粒体损伤和恢复受损线粒体是治疗男性不

育的关键。线粒体膜电位能较好地反映线粒体功

能 ，其 下 降 是 精 子 细 胞 凋 亡 的 早 期 信 号 。 研 究 表

明，H2O2 诱导视网膜色素上皮细胞和 TM3 睾丸间质

细胞 OS 和线粒体损伤，而 RES 具有显著的保护作

用[16-17]。 本 研 究 结 果 显 示 ，与 对 照 组 比 较 ，H2O2 组

Gc-1 spg 细胞线粒体膜电位显著下降，红/绿荧光比

值显著降低，提示 H2O2 诱导 Gc-1 spg 细胞发生早期

凋亡 ，线粒体损伤严重 ，细胞能量水平显著降低 。

RES 预 处 理 能 明 显 提 高 Gc-1 spg 细 胞 线 粒 体 膜 电

位，改善线粒体损伤并可能提高细胞内能量水平，

这种保护作用与 RES 浓度有关。线粒体染色也进一

步证实了这一结果，这更能说明 RES 在 H2O2 诱导的

Gc-1 spg 细胞线粒体损伤中的保护作用。

Hoechst 33342 是一种能穿透细胞膜的染料，能

够进入细胞核 DNA，正常情况下呈蓝色，当细胞发生

凋亡时，膜通透性增强，染色体 DNA 发生改变，染料

大量进入，细胞核呈现亮蓝色。本研究结果显示，

表 8　各组凋亡蛋白Bax、Caspase-3、Bcl-2相对表达量

比较 （x±s）

组别

空白组

H2O2组

H2O2+5 μmol/L RES 组

H2O2+10 μmol/L RES 组

H2O2+15 μmol/L RES 组

F 值

P 值

Bax

1.02±0.02

2.12±0.11①

1.36±0.04②

1.30±0.06②

1.25±0.01②

133.796

0.000

Caspase-3

1.01±0.01

2.57±0.03①

2.14±0.02②

1.90±0.01②

1.70±0.00②

5427.006

0.000

Bcl-2

1.10±0.00

0.25±0.02①

0.30±0.03

0.81±0.08②

1.34±0.01②

372.422

0.000

注 ： ①与空白组比较，P <0.05； ②与 H2O2组比较，P <0.05。
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H2O2 处理的 Gc-1 spg 细胞出现大量的细胞核凋亡，

而 RES 低、中、高浓度组中细胞核凋亡率随药物浓

度的增大逐渐减小，表明 RES 能够改善 H2O2 诱导的

细胞核凋亡。Bax 和 Bcl-2 是调节线粒体功能及线

粒体膜对细胞色素 C 通透性的重要分子，前者能够

形成同源二聚体并定位于线粒体膜，增加线粒体膜

对细胞色素 C 的通透性，进入胞质的细胞色素 C 能

够激活 Caspase-3 并诱导细胞凋亡，后者能够与 Bax

形成异源二聚体并抑制 Bax 的促凋亡作用[18]。研究

表明，50 μmol/L 浓度 RES 可增强卵泡颗粒细胞的抗

氧化及抗凋亡能力，改善卵泡颗粒细胞功能并提高

妊娠率[19]。本研究表明，H2O2 处理能显著增加细胞

Bax、Caspase-3 表达并抑制 Bcl-2 表达水平，而 RES

预 处 理 后 细 胞 中 Bcl-2 的 表 达 显 著 增 高 ，Bax、

Caspase-3 的表达显著降低，且该效果与 RES 浓度存

在密切关联，进一步表明 RES 能够抑制 H2O2 诱导的

Gc-1 spg 细胞凋亡。

综上所述，H2O2 处理能降低 Gc-1 spg 细胞活力，

并诱导细胞 OS 损伤及凋亡，降低细胞的抗氧化能力

和线粒体膜电位，损伤线粒体增加细胞凋亡率，这

将会影响精子发生过程，损伤精子细胞并降低精子

活力，进而导致男性不育。一定浓度的 RES 能够保

护 H2O2 诱导的 Gc-1 spg 细胞 OS 损伤，提高生殖细胞

活力，有望成为抗生殖损伤新药。后续将进一步研

究 RES 在 H2O2 诱导的 Gc-1 spg 细胞 OS 损伤保护作

用中的分子机制，为临床治疗生殖细胞 OS 及线粒体

损伤相关疾病提供理论依据。
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