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氰戊菊酯对大鼠睾丸Leydig细胞睾酮合成的影响及其机制

基础研究

[基金项目]　国家自然科学基金(31760339)；贵州省科技计划(黔科合基础-ZK[2022]一般594)
[作者简介]　陈琰，硕士研究生，主要从事男性生殖生理学方面的研究

[通信作者]　孔德营，E-mail：vsysongyer@126.com

论　著

陈琰，胡文慧，李兴元，姚金玲，孔德营*

遵义医科大学基础医学院生理学教研室，贵州遵义　563000

[中图分类号]　R114　　　[文献标志码]　A　　　[DOI]　10.11855/j.issn.0577-7402.2023.04.0403
[声明]　本文所有作者声明无利益冲突

[引用本文]　陈琰, 胡文慧, 李兴元, 等. 氰戊菊酯对大鼠睾丸Leydig细胞睾酮合成的影响及其机制[ J]. 解放军医学杂志, 2023, 48(4): 
403-410.
[收稿日期]　2022-08-25　　　[录用日期]　2022-11-27　　　[上线日期]　2023-02-10

[摘要]　目的　探讨氰戊菊酯(Fen)对大鼠睾丸Leydig细胞睾酮合成的影响及其可能机制。方法　采用差速贴壁法

分离提纯SD大鼠睾丸Leydig细胞。用0、25、50和100 μmol/L Fen处理Leydig细胞1、12和24 h，采用ELISA法检测睾酮水

平。设置空白对照组(加入0.1% DMSO处理)、Fen暴露组(加入100 μmol/L Fen处理)、Fen+NAC组(加入100 μmol/L Fen

和5 mmol/L NAC处理)、Fen+CsA组(加入100 μmol/L Fen和2 mmol/L CsA处理)，给药后继续培养24 h。采用流式细胞仪

检测活性氧(ROS)和线粒体膜电位变化，ELISA法检测睾酮水平及谷胱甘肽(GSH)、cAMP含量，化学发光法检测ATP含

量，Western blotting检测超氧化物歧化酶(SOD)、类固醇激素合成急性调节蛋白(StAR)、3β-羟类固醇脱氢酶(3β-HSD)

和细胞色素P450胆固醇侧链裂解酶(CYP11A1)的表达。结果　选择100 μmol/L Fen处理24 h进行实验。与空白对照组

比较，Fen暴露组Leydig细胞睾酮合成水平，GSH、SOD、ATP、cAMP含量，线粒体膜电位，以及StAR、3β-HSD、

CYP11A1蛋白相对表达量明显降低(P<0.01)，ROS含量明显升高(P<0.01)；与Fen暴露组比较，Fen+NAC组、Fen+CsA组

Leydig细胞睾酮合成水平，GSH、SOD、ATP、cAMP含量，线粒体膜电位，以及StAR、3β-HSD、CYP11A1蛋白相对表

达量明显升高(P<0.05或P<0.01)，ROS含量明显降低(P<0.01)。结论　Fen可能通过诱导氧化应激引起大鼠睾丸Leydig细

胞线粒体损伤，致使ATP和cAMP合成受阻，从而抑制依赖cAMP/PKA信号通路的睾酮合成相关蛋白和酶的表达，最终

导致Leydig细胞睾酮合成障碍。

[关键词]　氰戊菊酯；氧化应激；线粒体损伤；睾酮；生殖毒性
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[Abstract]　Objective　To investigate the effect and mechanism of fenvalerate (Fen) on testosterone synthesis in Leydig 

cells of rats testis. Methods　Leydig cells of SD rat testis were isolated and purified by differential adhesion method, then treated 

with 0, 25, 50 and 100 μmol/L Fen for 1, 12 and 24 h, and the level of testosterone was detected by ELISA. Set blank control group 

(treatment with 0.1% DMSO), Fen exposure group (treatment with 100 μmol/L Fen), Fen+NAC group (treatment with 100 μmol/L 

Fen and 5 mmol/L NAC), Fen+CsA group (treatment with 100 μmol/L Fen and 2 mmol/L CsA), and cultured for 24 h after 

administration. The changes of cellular reactive oxygen species (ROS) and mitochondrial membrane potential were detected by flow 

cytometry, the levels of testosterone, glutathione (GSH) and cAMP were detected by ELISA, and the content of ATP was detected 

by chemi-luminescence, Western blotting was used to detect the expressions of superoxide dismutase (SOD), steroidogenic acute 

regulatory protein (StAR), 3β-hydroxysteroid dehydrogenase (3β-HSD) and cytochrome P450 cholesterol side-chain cleavage 

(CYP11A1). Results　100 μmol/L Fen treatment for 24 h was selected in the experiments. Compared with blank control group, 
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the testosterone synthesis level, the contents of GSH, SOD, ATP and cAMP, mitochondrial membrane potential, and the relative 

expression levels of StAR, 3β-HSD and CYP11A1 decreased significantly in Leydig cells of Fen exposure group (P<0.01), the ROS 

content increased significantly (P<0.01). Compared with Fen exposure group, the testosterone synthesis level, the contents of 

GSH, SOD, ATP and cAMP, mitochondrial membrane potential, and the relative expression levels of StAR, 3β-HSD and CYP11A1 

increased significantly in Leydig cells of Fen+NAC group and Fen+CsA group (P<0.05 or P<0.01), the ROS content decreased 

significantly (P<0.01). Conclusion　Fen may cause mitochondrial damage in Leydig cells by inducing oxidative stress, resulting in 

the inhibition of ATP and cAMP synthesis, thereby inhibiting the expression of testosterone synthesis related proteins and enzymes 

dependent on cAMP/PKA signaling pathway, and ultimately leading to testosterone synthesis disorder in Leydig cells. 

[Key words]　fenvalerate; oxidative stress; mitochondrial damage; testosterone; reproductive toxicity

氰戊菊酯(fenvalerate，Fen)是一种Ⅱ型拟除

虫菊酯类广谱高效杀虫剂 [1]，可干扰雄性睾酮分

泌，致使精子质量降低，具有明显的雄性生殖毒

性 [2]。精子质量取决于精子发生，后者与多种雄

性激素的分泌密切相关。睾酮是一种重要的雄性

激素，由睾丸Leydig细胞在腺垂体分泌的促黄体生

成素(luteinizing hormone，LH)作用下合成。LH作

用于Leydig细胞上的LH受体，激活胞内腺苷酸环

化酶，该酶催化胞质内的ATP转化为cAMP，并激

活c AMP/PKA信号通路，调控睾酮合成过程中关

键蛋白和酶的表达[3]。多项研究发现，Fen等杀虫

剂引起的雄性睾酮合成障碍与睾丸活性氧(reactive 
oxygen species，ROS)水平上调关系密切[4-5]，但具

体机制尚不明确。线粒体是ROS生成的主要部位，

也是在ROS作用下最易发生损伤的部位。外源性有

害因素可阻碍线粒体呼吸链的电子传递，致使ROS
激增并作用于线粒体内膜使之发生脂质过氧化反

应，从而引起线粒体损伤和ATP合成障碍。由此推

测，Fen可能通过引起睾丸Leydig细胞的氧化应激和

线粒体损伤，干扰ATP和cAMP的合成，抑制与睾

酮合成相关的蛋白和酶的表达，最终导致睾酮合成

障碍。本研究通过大鼠Leydig细胞离体染毒实验探

讨Fen所致雄性睾酮合成障碍的相关机制。

1　材料与方法

1.1　主要试剂及仪器　Fen原药(纯度98.80%)、
N-乙酰基-L -半胱氨酸(N-acetyl-L -cysteine，NAC；

美国Sigma-Aldrich公司)；环孢素A(cyclosporin A，

CsA；上海阿拉丁生化科技股份有限公司)；胶原酶

Ⅱ、Ⅳ(上海源培生物科技股份有限公司)；胎牛血

清(美国Hyclone公司)；BCA蛋白浓度测定试剂盒、

SDS -PAGE凝胶试剂盒、谷胱甘肽(glutathione，
GSH) ELISA检测试剂盒(北京索莱宝科技有限公

司)；类固醇激素合成急性调节蛋白(steroidogenic 
acute regulatory protein，StAR)、细胞色素P450胆固

醇侧链裂解酶(cytochrome P450 cholesterol side-chain 
cleavage，CYP11A1)、超氧化物歧化酶(superoxide 
d i s m u t a s e，S O D)一抗 (武汉三鹰生物技术有限

公司)；3β -羟类固醇脱氢酶( 3β - h y d r o x y s t e r o i d 
dehydrogenase，3β-HSD)一抗(美国Santa公司)；
驴抗兔IgG H&L(Alexa Fluor 647，美国Invitrogen公
司)；睾酮ELISA检测试剂盒(上海将来实业股份有

限公司)；ROS检测试剂盒(青岛柏舟生物科技有

限公司)；ATP试剂盒(上海碧云天生物技术有限公

司)；cAMP ELISA检测试剂盒(武汉基因美生物科技

有限公司)；JC-1线粒体膜电位检测试剂盒(上海翊

圣生物科技有限公司)。流式细胞仪(美国Beckman
公司)；荧光显微镜(日本Olympus公司)；酶标仪、

电泳仪、电转仪(美国Bio-Rad公司)。
1.2　Leydig细胞的分离与纯化　35只SPF级健康雄

性SD大鼠，6~8周龄，由辽宁长生生物技术股份

有限公司[动物许可证号：SCXK(辽)2015-0001]提
供。大鼠适应性喂养1周，麻醉后于超净工作台常

规手术取睾丸组织，P BS冲洗，剪去睾丸周边组

织及白膜，用5 ml 0.1%胶原酶Ⅱ、Ⅳ于37 ℃恒温

摇床消化40 min(90 r/min)；加入含10%胎牛血清的

DMEM/F12培养液终止消化，100目细胞筛过滤，

将沉淀用完全培养液重悬，于37 ℃、5% CO2培养

箱中培养120 min；弃去培养基及尚未贴壁和贴壁不

牢的细胞，加入新的完全培养基。

1.3　免疫荧光鉴定Leydig细胞　取贴壁细胞，利

用Leydig细胞的特有标志物3β-HSD进行免疫荧光

鉴定[6]。制作细胞爬片，弃培养液，PBS清洗2次；

加入4%多聚甲醛溶液固定15 min，PBS清洗3 min× 
5次；加入0.5% Triton X–100室温孵育5 min，PBS清
洗3 min×3次；3% BSA-PBS封闭1 h，加入3β-HSD单

克隆抗体(1∶1000)，4 ℃孵育过夜；PBS清洗3 min× 
3次，加入驴抗兔Ig G H&L(1∶1000)室温避光孵育

1 h；PBS清洗3 min×3次，加入DAPI染核5 min；
P BS清洗5 min×3 次，封片，于荧光显微镜下观

察，ImageJ软件处理图像。

1.4　ELISA法检测Leydig细胞睾酮合成水平　将

Leydig细胞接种于96孔培养板(接种密度为1×104个/
孔)，培养48 h，加入0、25、50和100 μmol/L Fen分
别处理1、12和24 h，采用酶标仪检测450 nm波长处

的吸光度(OD)值，并绘制标准曲线，根据回归公
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式(y=0.0624x+0.0237，R2=0.9893)计算睾酮水平。

根据实验结果，选择100 μmol/L Fen处理24 h进行后

续实验。

1.5　实验分组及细胞干预　将Leydig细胞接种于

96孔培养板(接种密度为1×104个/孔)，培养48 h。
设置空白对照组(加入0.1% DMSO处理)、Fen暴露

组(加入100 μmol/L Fen处理)、Fen+NAC组(加入

100 μmol/L Fen和5 mmol/L NAC处理)、Fen+CsA组

(加入100 μmol/L Fen和2 mmol/L CsA处理)，继续培

养24 h。
1 . 5 . 1　ELISA法检测L eydig细胞睾酮合成水平及

GSH、cAMP含量　按照ELISA试剂盒说明书步骤操

作，在酶标包被板中加入待测样品及对应的酶标试

剂，37 ℃孵育1 h后洗涤液洗板5次；加入底物显色

剂避光孵育15 min，加入终止液终止反应，采用酶

标仪检测450 nm波长处的吸光度(OD)值，并绘制标

准曲线，计算各样品睾酮合成水平及GSH、cAMP
含量。

1.5.2　化学发光法检测L eydig细胞中ATP含量　

向检测管中加入100 μ l  ATP检测工作液，室温放

置3~5 min，每孔加入20 μl待测样品混匀，采用发

光仪检测发光强度，绘制标准曲线，根据回归公

式(y=1027.5x+232.8，R²=0.9926)计算Leydig细胞中

ATP含量。

1.5.3　流式细胞术检测Leydig细胞中ROS含量　收

集各组细胞，蛋白酶消化，无菌PBS洗涤2次；加

入DCFH-DA使其与培养基的比例为1∶1000，避光

作用30 min；PBS缓冲液充分洗涤，加入500 μl PBS 
重悬细胞，采用流式细胞仪检测Leydig细胞中ROS
含量。

1.5.4　JC -1荧光探针检测Leydig细胞线粒体膜电

位　收集各组细胞，蛋白酶消化后制备成单细胞

悬液，将细胞密度调至1×10 5个/ml，取0.5 ml滴
加到6孔板的载玻片上，取对数生长期细胞，按照

JC-1线粒体膜电位检测试剂盒步骤操作，PBS清洗

3次，采用流式细胞仪[发射波长488 nm，激发波长

525 nm(绿色荧光)和595 nm(红色荧光)]检测线粒体

膜电位。

1.5.5　Western blotting检测Leydig细胞中SOD和睾

酮合成相关蛋白的表达　提取各组细胞总蛋白，

用BCA法进行蛋白定量。上样行SDS-PAGE凝胶电

泳并转至PVDF膜上，加入5% BSA室温封闭2 h；
加入SOD、St A R、3β -HSD和C YP11A1蛋白一抗

(1∶1000)4 ℃摇床孵育过夜；TBST洗膜，加入HRP
标记羊抗兔IgG二抗(1∶2000)摇床孵育1 h，TBST洗

膜，化学发光试剂显影。用Image-Lab软件分析各条

带灰度值，以β-actin为内参，计算目的蛋白相对表

达量。

1.6　统计学处理　采用SPSS 17.0软件进行统计分

析。计量资料以x±s表示，多组间比较采用单因素

方差分析，进一步两两比较采用Duncan法。P<0.05
为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　Leydig细胞纯度鉴定　免疫荧光鉴定结果显

示，通过差异贴壁法分离获得的Leydig细胞纯度达

90%以上(图1)，可用于后续实验。

2.2　不同浓度Fen对Leydig细胞睾酮合成水平的影

响　ELISA检测结果显示，0、25、50和100 μmol/L 
Fen处理1、1 2  h时，L e yd ig细胞睾酮合成水平无

明显变化(P>0.05)；50、100 μmol/L Fen处理24 h
时，Leydig细胞睾酮合成水平均明显下降(P<0.05
或P<0.01)，且100 μmol/L Fen处理后下降更明显 
(图2)。据此选择100 μmol/L Fen处理24 h进行后续

实验。

2.3　Fen暴露对睾丸Leydig细胞睾酮合成能力的影

响　ELISA检测结果显示，与空白对照组比较，Fen
暴露组Leydig细胞睾酮合成水平明显降低(P<0.01)；
与Fen暴露组比较，Fen+NAC组、Fen+CsA组Leydig
细胞睾酮合成水平明显升高(P<0.01，图3)。

图1　免疫荧光鉴定大鼠Leydig细胞

Fig.1　Identification of Leydig cells in rats by immunofluorescence
3β-HSD. 3β-羟类固醇脱氢酶

DAPI 3β-HSD 合并

25 μm 25 μm 25 μm
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图2　不同浓度Fen对大鼠Leydig细胞睾酮合成水平的影响

Fig.2　Effects of Fen exposure with different concentrations on testosterone synthesis in Leydig cells of rats
Fen. 氰戊菊酯；*P<0.05；**P<0.01

图3　Fen暴露对大鼠Leydig细胞睾酮合成能力的影响

Fig.3　Effects of Fen exposure on testosterone synthesis in 

Leydig cells of rats
　　Fen. 氰戊菊酯；NAC. N-乙酰基-L-半胱氨酸；CsA. 环孢素A； 

**P<0.01
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** 2 . 6　Fen暴露对L eyd ig细胞线粒体膜电位的影响

　流式细胞术检测结果显示，与空白对照组比

较，Fe n暴露组L e y d i g细胞线粒体膜电位明显降

低( P < 0 . 0 1 )；与Fen暴露组比较，Fen + N AC组、

F e n + C s A组L e y d i g细胞线粒体膜电位明显升高

(P<0.01，图6)。
2.7　Fen暴露对Leydig细胞中ATP、cAMP含量的影

响　化学发光法和ELISA检测结果显示，与空白对

照组比较，Fen暴露组Leydig细胞中ATP、cAMP含

量明显降低(P<0.01)；与Fen暴露组比较，Fen+NAC
组、Fen+CsA组Leydig细胞中ATP、cAMP含量明显

升高(P<0.05或P<0.01，图7)。
2 . 8　Fen暴露对L eyd ig细胞中睾酮合成相关蛋白

表达的影响　We s t e r n  b l o t t i n g检测结果显示，

与空白对照组比较， F e n 暴露组 L e y d i g 细胞中

St A R、3β -HSD、C YP11A1蛋白相对表达量明显

降低(P<0.01)；与Fen暴露组比较，Fen+NAC组、

Fen+CsA组Leydig细胞中StAR、3β-HSD、CYP11A1
蛋白相对表达量明显升高(P<0.05或P<0.01，图8)。

3　讨　　论

流行病学调查显示，全球10%~15%的育龄夫妇

患有不育症[7-8]，而环境污染是导致人类生育能力

下降的重要原因。大量研究证实，许多农药杀虫

剂可通过干扰内分泌功能而影响男性生育能力。

Cremonese等[9]发现，长期从事农药生产或作业的

职业工人血清LH水平明显下降，并伴有精子形态

改变及数量减少。Miranda-Contreras等 [10]研究发

现，职业暴露于有机磷和氨基甲酸酯的男性工人精

液质量下降，分析原因可能与血清LH和卵泡刺激

2 . 4　F e n暴露对睾丸L e y d i g细胞中R O S含量的

影响　流式细胞术检测结果显示，与空白对照

组比较，Fe n暴露组L e y d i g细胞中R O S含量明显

升高 ( P < 0 . 0 1 )；与F e n暴露组比较，F e n + N A C
组、Fen + Cs A组L e yd ig细胞中RO S含量明显降低

(P<0.01，图4)。
2 . 5　Fen暴露对L eydig细胞中GSH含量、SOD蛋

白相对表达量的影响　ELISA和Wester n blott ing
检测结果显示，与空白对照组比较，Fe n暴露组

Leydig细胞中GSH含量、SOD蛋白相对表达量明显

降低(P<0.01)；与Fen暴露组比较，Fen+NAC组、

Fen+CsA组Leydig细胞中GSH含量、SOD蛋白相对

表达量明显升高(P<0.05或P<0.01，图5)。
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图4　Fen暴露对大鼠Leydig细胞中ROS含量的影响

Fig.4　Effects of Fen exposure on ROS content in Leydig cells of rats
Fen. 氰戊菊酯；ROS. 活性氧；NAC. N-乙酰基-L-半胱氨酸；CsA. 环孢素A；**P<0.01

图5　Fen暴露对大鼠Leydig细胞中GSH含量、SOD蛋白相对表达量的影响

Fig.5　Effects of Fen exposure on the GSH content and relative expression level of SOD in Leydig cells of rats
Fen. 氰戊菊酯；GSH. 谷胱甘肽；SOD. 超氧化物歧化酶；NAC. N-乙酰基-L-半胱氨酸；CsA. 环孢素A；**P<0.01
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素(follicle stimulating hormone，FSH)水平异常升高

有关。本课题组前期动物实验结果显示，Fen暴露

可造成雄性大鼠血清和睾丸雌二醇(E2)水平升高，

睾丸E2受体(ERβ)表达水平上升，导致曲细精管内

生精细胞凋亡率升高，精子发生受阻[11]。

在精子发生过程中，睾酮是男性体内最为重

要的生殖激素。睾酮为睾丸曲细精管内各级生精细

胞提供高浓度的雄激素，并与生精细胞的雄激素受

体结合，促进各级生精细胞分化及精子生成[12]。睾

酮经由一系列酶促反应合成：首先，胆固醇在波形

蛋白等细胞骨架蛋白的转运作用下，从Leydig细胞

的细胞质转运至线粒体外膜，而后在St AR的作用

下从线粒体外膜转运至线粒体内膜，经线粒体内膜

CYP11A1催化转化为孕烯醇酮；然后，孕烯醇酮被

转运至内质网，在3β-HSD的作用下转化为孕酮，

孕酮经17-羟化酶(17-hydroxylase，CYP17)催化转化

为17-羟孕酮和雄烯二酮；最后，雄烯二酮在17β-
羟类固醇脱氢酶(17β-hydroxysteroid dehydrogenase，
17β-HSD)作用下生成睾酮。本研究以差异贴壁法

获得的大鼠原代Leydig细胞为研究对象，建立Fen离
体(细胞水平)生殖毒性模型，探讨Fen干扰雄性睾

酮合成的分子机制。

目前Fen等杀虫剂干扰雄性睾酮合成的机制尚

无定论。Guo等[13]研究发现，Fen可通过引起昼夜
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图6　Fen暴露对大鼠Leydig细胞线粒体膜电位的影响

Fig.6　Effect of Fen exposure on mitochondrial membrane potential in Leydig cells of rats
　　Fen. 氰戊菊酯；NAC. N-乙酰基-L-半胱氨酸；CsA. 环孢素A；JC-1在高线粒体膜电位细胞中以多聚体形式存在，呈现红色荧光；

在低线粒体膜电位细胞中以单体形式存在，呈现绿色荧光；**P<0.01

图7　Fen暴露对大鼠Leydig细胞中ATP、cAMP含量的影响

Fig.7　Effects of Fen exposure on the contents of ATP and cAMP in Leydig cells of rats
Fen. 氰戊菊酯；ATP. 腺苷三磷酸；cAMP. 环一磷酸腺苷；NAC. N-乙酰基-L-半胱氨酸；CsA. 环孢素A；*P<0.05，**P<0.01
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节律基因Bmal1、Rev-erbα和Rorα表达改变，以及胞

内Ca 2+浓度上升而抑制TM3细胞的睾酮合成。此

外，农药杀虫剂引起的雄性睾酮合成障碍与其诱

发的睾丸组织氧化应激密切相关 [14]，但具体作用

机制尚未明确。本研究结果显示，暴露于Fen后，

Leydig细胞睾酮合成能力下降(图3)，ROS含量升高 
(图4)，抗氧化剂NAC可明显缓解Fen对L eydig细
胞的毒性作用，提示Fen染毒引起的Leydig细胞睾

酮合成障碍与其诱导的氧化应激可能存在密切联

系。Han等[15]研究发现，金属镍可诱导大鼠Leydig
细胞ROS激增及睾酮合成障碍，这可能与ROS抑制

Leydig细胞中StAR、3β-HSD和CYP11A1的表达有

关，但ROS抑制睾酮合成相关蛋白和酶表达的具体

机制尚不清楚。

ROS主要来源于线粒体[16]，线粒体氧化呼吸链

中的电子在泛醌位点漏出后，O2被单电子还原生成

O2
•；在SOD的作用下，O2

•部分还原生成过氧化氢

(H2O2)，后者在一系列下游反应中进一步生成羟自

由基(·OH)[17]，OO2
•、H2O2和·OH具有强氧化性。

在机体细胞对抗氧化应激的过程中，除SOD外，

GSH同样不可或缺。GSH是由谷氨酸、半胱氨酸和

甘氨酸结合形成的含有巯基的三肽，其半胱氨酸上

的巯基为活性基团，可起到抗氧化和解毒作用[18]。

本研究结果表明，Fen染毒后，Leydig细胞中GSH、

SOD含量明显降低(图5)，提示Fen可能通过抑制

GSH和SOD含量使Leydig细胞发生氧化应激。NAC
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图8　Fen暴露对大鼠Leydig细胞中StAR、3β-HSD、CYP11A1蛋白表达的影响

Fig.8　Effects of Fen exposure on the expressions of StAR, 3β-HSD and CYP11A1 in Leydig cells of rats
　　Fen. 氰戊菊酯；StAR . 类固醇激素合成急性调节蛋白；3β-HSD. 3β-羟类固醇脱氢酶；CYP11A1. 细胞色素P450 胆固醇侧链裂解

酶；NAC. N-乙酰基-L-半胱氨酸；CsA. 环孢素A；*P<0.05，**P<0.01

或CsA共孵育可不同程度恢复Leydig细胞中GSH、

SOD的含量，提示NAC和CsA除直接抑制Fen染毒

后Leydig细胞的ROS含量外，还可使Leydig细胞中

GSH、SOD含量恢复，从而缓解Leydig细胞的氧化

应激。

线粒体是细胞合成ATP的主要场所[19]。化学渗

透假说认为，线粒体内膜两侧跨膜质子化学梯度

(线粒体膜电位)足够高时，复合体V(F0F1-ATPase)
利用质子顺电位梯度回流时所释放的势能驱动催化

ADP和Pi合成并释放ATP[20]。由此可见，线粒体膜

电位决定了细胞ATP的合成水平，而线粒体内膜的

完整性是线粒体膜电位的决定性因素。如上所述，

由于Fen暴露引起Leydig细胞氧化应激，推测Fen暴
露可能通过诱导线粒体内膜损伤或功能障碍而使

Leydig细胞线粒体膜电位降低，从而干扰Leydig细
胞合成ATP的能力。

线粒体是ROS产生的主要部位，也是在ROS
作用下最易发生损伤的部位。Liu等[21]研究发现，

细胞内激增的R O S可诱导线粒体通透性转换孔

(mitochondrial permeability transition pore，mPTP)开
放，引起线粒体膜电位降低，导致线粒体ATP合成

功能障碍。本研究结果显示，Fen暴露后，Leydig

细胞线粒体膜电位降低(图6)，表明Fen可能通过

诱导氧化应激引起Leydig细胞mPTP开放和线粒体

损伤。NAC共孵育可缓解Fen造成的Leydig细胞线

粒体内膜损伤(图6)，这可能是因为NAC清除了细

胞内过多的ROS，从而使L eyd ig细胞线粒体内膜

免受ROS的攻击；同时，CsA共孵育升高了Leydig
细胞线粒体膜电位，这可能与C s A干扰了m P T P
结构成分腺嘌呤核苷酸转位子(adenine nucleotide 
translocator，ANT)的构象改变，从而抑制mPTP的
形成有关[22]。

Leydig细胞中与睾酮合成相关的多种蛋白和酶

(如StAR、3β-HSD和CYP11A1)的表达依赖于cAMP/
PKA信号通路的调节[23]，ATP作为cAMP合成的原

料，决定了Leydig细胞的睾酮合成能力。本研究结

果显示，Fen染毒后Leydig细胞中ATP、cAMP含量

及StAR、3β-HSD、CYP11A1蛋白相对表达量均明

显降低(图7、8)，提示Fen可能通过诱导细胞氧化

应激和线粒体损伤阻碍Leydig细胞ATP和cAMP的合

成，抑制睾酮合成相关蛋白和酶的表达，最终导致

Leydig细胞睾酮合成障碍；NAC或CsA共孵育可使

Leydig细胞中StAR、3β-HSD和CYP11A1蛋白相对表

达量恢复(图8)，进一步证实Fen暴露所致Leydig细
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胞睾酮合成障碍与其诱导的细胞氧化应激和线粒体

损伤关系密切。

综上所述，Fe n可能通过诱导氧化应激造成

Leydig细胞的线粒体损伤，致使ATP和cAMP合成受

阻，导致c AMP依赖性睾酮合成相关蛋白和酶(如
St AR、CYP11A1、3β-HSD等)表达降低；NAC和

CsA可缓解Fen引起的Leydig细胞睾酮合成障碍，提

示抗氧化剂和线粒体开放抑制剂可能是临床治疗杀

虫剂污染所致男性生殖损伤的有效药物。但本研

究未能明确Fen抑制Leydig细胞GSH、SOD活性， 
以及诱导mPTP开放的具体分子机制，仍须进一步

探讨。
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