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大豆异黄酮对醋酸铅致小鼠睾丸组织损伤的影响 
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摘  要：目的  研究大豆异黄酮对醋酸铅致雄性小鼠生殖系统损伤的保护作用及作用机制。方法  采用 ip 醋酸铅（20 mg/kg）
连续 7 d 的方法制备雄性小鼠生殖系统损伤模型，造模第 2 天开始，大豆异黄酮低、中、高剂量（150、300、600 mg/kg）
组分别 ig 给药，连续 30 d。检测雄性小鼠的睾丸指数、精子密度、精子畸变率，血清中 NO 的量，睾丸组织中乳酸脱氢酶

（LDH）和丙二醛（MDA）的量及 Na+, K+-ATP 酶及 Ca2+-ATP 酶活性等指标，并观察睾丸、附睾组织的病理改变。结果  与
模型组比较，大豆异黄酮中、高剂量组的睾丸指数、精子密度增加，精子畸变率降低（P＜0.05、0.01），睾丸组织中 Na+, K+-ATP
酶和 Ca2+-ATP 酶活性增强（P＜0.05、0.01），血清中 NO 的量降低（P＜0.05、0.01）；大豆异黄酮低、中、高剂量组睾丸组

织中 MDA 的量降低（P＜0.05、0.01），高剂量可提高睾丸组织中 LDH 的活性（P＜0.05）。病理观察可见，模型组睾丸组织

生精上皮明显变薄，生精细胞层次和数量减少，多数生精小管腔未见精子形成，附睾液内未见精子，可见大量圆细胞，而大

豆异黄酮可改善醋酸铅所致生精细胞的损伤。结论  大豆异黄酮对醋酸铅致小鼠睾丸组织损伤有一定保护作用，作用机制与

抗氧化及降低 NO 的量有关。 
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Effect of soybean isoflavone on testicular tissue injury induced by lead acetate 
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Abstract: Objective  To explore the protective effect of soybean isoflavone on reproductive injury in male mice caused by lead 
acetate and its mechanism. Methods  The reproductive toxicity model in male mice was established by ip injection with lead acetate 
(20 mg/kg) for 7 d. The model mice were treated with low-, mid-, and high-dose (150, 300, and 600 mg/kg) soybean isoflavone, 
respectively through gavage for 30 d. The mice were sacrificed on day 31 for the measurement of testis index, sperm density, and sperm 
aberration rate. The contents of nitric oxide (NO) in serum and malondialdehyde (MDA), and the activities of lactate dehydrogenase 
(LDH), Na+, K+-ATPase, and Ca2+-ATPase in testicular tissue homogenate were assayed with spectrophotometry respectively. The 
pathological changes of testicular and epididymal tissues were observed. Results  Compared with the model group, mid- and 
high-dose soybean isoflavone could increase the testis index and sperm density, decrease the sperm aberration rate and NO content in 
serum (P < 0.05, 0.01), and improve the activities of Na+, K+-ATPase and Ca2+-ATPase in testicular tissue homogenate (P < 0.05, 
0.01). The content of MDA in testicular tissue homogenate was decreased (P < 0.05, 0.01) in the soybean isoflavone groups, and the 
LDH activity was increased (P < 0.05) in the high-dose soybean isoflavone group. In the model group, cell number of spermatogenic 
epithelium were lower than those in the control group on morphological testis; There was a decline of spermatogenic cells in levels and 
numbers; No spermiogenesis was observed in most seminiferous tubule; There were plenty of round cells and none of spermatozoon in  
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the epididymal liquid. The changes above could be reversed by soybean isoflavone. Conclusion  Soybean isoflavone has certain protective 
effects on the testicular tissue injury in mice caused by lead acetate, and its mechanism is related to anti-oxidation and decreasing NO. 
Key words: soybean isoflavone; lead acetate; reproductive injury; anti-oxidation; nitric oxide 

 
大豆异黄酮属于异黄酮类植物雌激素，基本骨

架为 3-苯基苯并二氢呋喃，包括金雀异黄素、大豆

黄酮和黄豆素 3 种苷元及其葡萄糖苷，广泛存在于

豆荚类植物中，大豆中的量尤为丰富（0.24～1.53 
mg/g）。有研究显示大豆异黄酮具有增强免疫功能、

抗肿瘤、抗衰老等多种作用[1-4]。本实验通过醋酸铅

致雄性小鼠生殖系统损伤，观察大豆异黄酮对损伤

小鼠睾丸及附睾的影响，并探讨其作用机制。 
1  材料 
1.1  动物 

昆明种小鼠，清洁级，雄性，体质量 18～22 g，
由吉林大学基础医学部实验动物中心提供，动物合

格证号 SCXK（吉）2008-0005。 
1.2  药品与试剂   

大豆异黄酮（质量分数 99%），郑州荔诺生物科

技有限公司；醋酸铅，上海化学试剂厂；丙二醛

（MDA）试剂盒、乳酸脱氢酶（LDH）试剂盒、ATP
酶试剂盒、考马斯亮蓝测定试剂盒，南京建成生物工

程公司；NO 试剂盒，上海碧云天生物技术有限公司。 
2  方法 
2.1  动物分组、造模与给药   

昆明种小鼠 60 只，随机分为 5 组：对照组、模

型组、大豆异黄酮（150、300、600 mg/kg）组，每

组 12 只。除对照组外，各组均 ip 醋酸铅 20 mg/kg，
连续 7 d，对照组同时给予相同剂量生理盐水，大豆

异黄酮组自造模第 2 天开始 ig 给药 30 d，对照组和

模型组 ig 相同体积的 0.25%羧甲基纤维素钠溶液。

末次给药后禁食不禁水 24 h，小鼠称体质量后 10%
水合氯醛（0.3 mL/kg）麻醉，快速取双侧睾丸和附

睾，剥除粘连的组织后，用分析天平称质量、记录

睾丸湿质量，计算睾丸指数（睾丸质量/体质量）。

腹主动脉取血，制备血清备用。每组随机取小鼠 2
只，颈椎脱臼处死后取睾丸及附睾，用于 HE 染色。 
2.2  精子密度检查（血细胞计数板法）   

取双侧附睾，迅速置于预加入 2 mL 生理盐水

的洁净培养皿中，用探针将附睾充分剥离开后置于

37.0 ℃恒温箱中加盖孵育 10 min，使精子游出。4
层擦镜纸滤过，得稀释后的精液。取上述精液 100 
μL 加 3% NaCl 100 μL，按红细胞计数法计算精子

数。对于压线精子的计数是数头不数尾，数上不数

下，数左不数右。 
2.3  精子畸变实验   

取稀释后精液 1 滴于载玻片上涂片，空气中干

燥，用甲醇固定 5 min 以上干燥，用 1%伊红染色 1 
h，用水轻冲掉多余染剂，干燥。置于镜下统计畸变

数目，每张片子计数 1 000 个精子。为了减少误差，

对同一个样品进行 3 次精子数量检查，求其平均数。 
2.4  睾丸组织 LDH 和 MDA 的测定  

取小鼠睾丸组织，用生理盐水在冰浴下制成

10%组织匀浆，4 ℃，4 000 r/min，离心 15 min，
取上清液严格按试剂盒说明（采用硫代巴比妥酸法）

测定 MDA 的量，组织蛋白采用考马斯亮蓝法定量。

取 1%睾丸组织匀浆上清液，严格按照试剂盒说明

测定 LDH 的量。 
2.5  睾丸组织中 Na+, K+-ATP 酶和 Ca2+-ATP 酶活

性的测定   
取 1%睾丸组织匀浆上清液，严格按照试剂盒

说明测定 Na+, K+-ATP 酶和 Ca2+-ATP 酶活性。 
2.6  血清 NO 的检测   

取血清，严格按试剂盒说明用酶标仪检测血清

中 NO 的量。 
2.7  睾丸 HE 染色   

将睾丸于 4%多聚甲醛固定 24 h，常规石蜡包

埋，切片备用，用于 HE 染色，光学显微镜（×200）
下观察，并拍照。 
2.8  统计学分析 

采用 SPSS 12.0 软件进行统计学分析，所有数据

均以 ±x s 表示，组间比较采用方差分析及 q 检验。 
3  结果 
3.1  对小鼠睾丸指数的影响 

与对照组比较，模型组小鼠睾丸指数明显降低

（P＜0.05）；与模型组比较，大豆异黄酮低剂量组睾

丸指数升高，但无统计学差异（P＞0.05），大豆异

黄酮中、高剂量组睾丸指数明显升高（P＜0.05、
0.01），表明随剂量增加，大豆异黄酮能够明显提高

小鼠的睾丸指数，见表 1。 
3.2  对小鼠精子密度的影响 

与对照组比较，模型组小鼠精子密度明显下降
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（P＜0.01）；各剂量大豆异黄酮处理后，精子密度有

所改善，大豆异黄酮中、高剂量组与模型组比较具

有统计学差异（P＜0.05、0.01）。见表 1。 
3.3  对小鼠精子畸变率的影响 

小鼠精子畸变率在 0.3%～3.4%。结果显示，与

对照组比较，模型组小鼠精子畸变率显著增加（P＜

0.01），说明醋酸铅对小鼠精子生成有影响，提示精

子的正常形成和成熟受到干扰，大豆异黄酮低、中、

高剂量组的精子畸变率均降低，与模型组比较差异

非常显著（P＜0.01），在一定程度上反映了大豆异

黄酮对醋酸铅所致雄性小鼠生殖毒性有改善作用，

见表 1。 

表 1  大豆异黄酮对醋酸铅致睾丸组织损伤小鼠的睾丸指数、精子密度及精子畸变率的影响 ( ± = 12x s , n ) 
Table 1  Effects of soybean isoflavone on testis index, sperm density, and sperm aberration rate  

of mice with testicular tissue injury induced by lead acetate ( ± = 12x s , n ) 

组别 剂量 / (mg·kg−1) 睾丸指数 / (mg·g−1) 精子密度 / (×107·mL−1) 精子畸变率 / % 

对照 — 8.01±1.07 5.85±3.07 0.74±0.19 

模型 — 6.87±1.00* 1.99±1.20** 1.66±0.24** 

大豆异黄酮 150 7.20±0.53 2.92±0.78 1.23±0.21## 

 300 7.94±1.14# 3.17±0.49# 0.87±0.17## 

 600 9.38±0.28## 4.64±2.05## 0.55±0.20## 

与对照组比较：*P＜0.05   **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01，下同 
*P < 0.05   **P < 0.01 vs control group;  #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group, same as below 

3.4  对小鼠睾丸组织 MDA 和 LDH 量的影响 
与对照组比较，模型组小鼠睾丸组织 MDA 的量

显著增高、LDH 的量显著降低（P＜0.01），表明醋

酸铅通过氧化损伤影响睾丸的能量代谢和精子的生

成和发育；低、中、高剂量大豆异黄酮治疗后 MDA
的量显著降低（P＜0.05、0.01），LDH 的量增高，其

中高剂量组与模型组比较有统计学差异（P＜0.05），
表明大豆异黄酮有一定的抗氧化作用，见表 2。 
3.5  对小鼠睾丸组织中Na+, K+-ATP酶和Ca2+-ATP
酶活性的影响 

结果表明，模型组小鼠睾丸组织中 Na+, K+-ATP
酶和 Ca2+-ATP 酶的活性均明显低于对照组（P＜
0.01）。大豆异黄酮中、高剂量组小鼠睾丸组织中 

表 2  大豆异黄酮对醋酸铅致睾丸组织损伤小鼠睾丸组织中 
MDA、LDH 的影响 ( ± = 12x s , n ) 

Table 2  Effects of soybean isoflavone on LDH and MDA  
       in testicular tissue of mice with testicular tissue 

         injury induced by lead acetate ( ± = 12x s , n ) 

组别 
剂量 / 

(mg·kg−1) 

MDA / 

(nmol·mg−1) 

LDH / 

(U·g−1) 

对照 — 1.52±0.42 2.61±0.43 

模型 — 2.53±0.33** 1.41±0.24**

大豆异黄酮 150 1.82±0.84# 1.19±0.23 

 300 1.68±0.54## 1.58±0.13 

 600 1.59±0.44## 1.65±0.17#

Na+, K+-ATP 酶和 Ca2+-ATP 酶的活性明显高于模型

组（P＜0.05、0.01），说明大豆异黄酮具有一定的提

高Na+, K+-ATP酶和Ca2+-ATP酶活性的作用，见表3。 
3.6  大豆异黄酮对小鼠血清中 NO 量的影响 

结果表明，模型组小鼠血清中 NO 的量显著升高

（P＜0.01）；与模型组比较，大豆异黄酮低、中、高剂

量组大鼠血清中 NO 的量减少，大豆异黄酮中、高剂

量组与模型组比较差异显著（P＜0.05、0.01），见表 3。 
3.7  对小鼠睾丸、附睾病理改变的影响 

HE 染色睾丸组织：对照组睾丸生精小管排列

密集，生精上皮厚，生精细胞层次和数量多，生精

小管腔均见精子形成；模型组与对照组比较，睾丸

多数生精小管直径明显变细，间距较宽，生精上皮

明显变薄，生精细胞层次和数量减少，多数生精小

管腔未见精子形成，管腔内可见脱落的生精细胞；

大豆异黄酮组与对照组比较，生精上皮厚度相对变

薄，生精细胞层次和数量相对较少，生精小管腔内

精子生成情况类似，但与模型组比较，生精上皮增

厚，生精细胞层次和数量明显增多，见图 1。 
HE 染色附睾组织：对照组附睾管管腔内充满大

量精子，管壁厚，上皮呈高柱状；模型组与对照组比

较，附睾上皮无差异，附睾液内未见精子，可见大量

圆细胞；大豆异黄酮组与对照组比较，附睾液内可见

类似量精子，但与模型组比较，附睾液内明显可见大

量精子，见图 1。 
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表 3  大豆异黄酮对醋酸铅致睾丸组织损伤小鼠睾丸组织中 Na+, K+-ATP 酶、Ca2+-ATP 酶活性 
及血清中 NO 水平的影响 ( ± = 12x s , n ) 

Table 3  Effects of soybean isoflavone on activities of Na+, K+-ATPase and Ca2+-ATPase in testicular tissue and level of NO 
in serum of mice with testicular tissue injury induced by lead acetate ( ± = 12x s , n ) 

组别 
剂量 / 

(mg·kg−1) 

Na＋, K＋-ATP 酶 / 

(μmolPi·mg−1·h−1) 

Ca2＋-ATP 酶 / 

(μmolPi·mg−1·h−1) 

NO / 

(μmol·L−1) 

对照 — 0.26±0.04 0.32±0.05 2.68±0.96 

模型 — 0.18±0.05** 0.22±0.04** 7.67±2.12** 

大豆异黄酮 150 0.22±0.05 0.25±0.04 6.61±3.15 

 300 0.23±0.05# 0.28±0.05# 3.54±1.93# 

 600 0.24±0.04## 0.29±0.07# 2.76±1.50## 

 

 

图 1  各组小鼠睾丸和附睾组织病理改变 
Fig. 1  Pathologic changes of testis and epididymis tissues of mice in each group 

4  讨论 
近年来，随着环境问题（污染）日益严重、生

殖系统感染性疾病发病率提高，不孕不育症的发病

率呈上升趋势，生殖系统疾病及治疗的相关研究越

来越受到人们的关注。铅对精子发育和成熟有干扰

和阻碍作用，而且对精子有直接毒性。研究表明利

用醋酸铅染毒可建立稳定的雄性动物生殖系统损伤

模型[5-6]。本实验采用 ip 20 mg/kg 醋酸铅连续 7 d 的

方法制备睾丸组织损伤小鼠模型。模型组小鼠睾丸

指数降低，精子密度均明显下降，精子畸形率增高，

睾丸、附睾病理可见小鼠的睾丸损伤明显，说明醋

酸铅致小鼠的睾丸组织损伤模型复制成功。给予大

豆异黄酮处理后，睾丸指数及精子密度均明显升高，

精子畸形率降低，大豆异黄酮组睾丸、附睾组织病

理改变较模型组明显减轻，由此可见大豆异黄酮对

醋酸铅所致的睾丸组织损伤具有明显改善作用。 
MDA 是脂质过氧化产物，MDA 是反映机体内

活性氧的量高低的较好指标，过多的活性氧能够导

致生殖细胞氧化损伤，破坏精子质膜的流动性，引

起睾丸损伤和精子发生异常，从而使生精功能受损

及精子质量下降[7]。Na+, K+-ATP 酶和 Ca2+-ATP 酶

作为精子利用能量的关键酶，是质膜上重要的离子

泵，对维持细胞膜结构的完整性、膜内外离子平衡

和渗透压平衡等方面起关键作用，与精子动力臂收

缩而使精子运动有关，并可作为线粒体膜结构变化

的灵敏指标[8]。而当机体氧自由基增多引发氧化应

激时，过多的氧自由基首先以线粒体为攻击目标，

可导致线粒体功能障碍，从而引起 Na+, K+-ATP 酶

与 Ca2+-ATP 酶活性下降[9-10]。本实验结果表明，模

型组 MDA 的量显著性增加，Na+, K+-ATP 酶与
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睾丸 

附睾 

      

  



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 45 卷 第 2 期 2014 年 1 月 ·231· 

    

Ca2+-ATP 酶活性下降，同时大豆异黄酮中、高剂量

组 MDA 值明显降低，Na+, K+-ATP 酶与 Ca2+-ATP 酶

活性升高，与模型组比较具有统计学差异。说明大豆

异黄酮可以通过抗氧化、稳定细胞膜作用阻止生殖细

胞的脂质过氧化和清除自由基并维持正常的抗氧化

体系，进而保护活性氧引起的生殖细胞氧化损伤。 
精子发生常经历精原细胞增殖阶段、精母细胞

成熟分裂阶段和精子形成阶段，并与睾丸中多种酶

的活性密切相关。LDH 是糖酵解的一个关键酶，睾

丸中的 LDH 主要存在于精母细胞、精子细胞胞质

及精子尾中段线粒体，其活性与生精过程及精子活

动、获能及受精有关，可作为评价生精能力的重要

指标[11]。NO 是经几种不同的一氧化氮合酶（nitric 
oxide synthase，NOS）催化合成，在生理剂量下通

过 NO-cGMP 途径发挥松弛血管平滑肌、舒张血管

和抑制内皮细胞增殖等多种生理学效应，而在病理

状态下，各种刺激因子导致诱导型一氧化氮合酶

（iNOS）的过度表达，生成大量 NO，在引起非特异

性免疫作用的同时，对周围环境中的正常细胞也产

生毒性效应，并可以影响多种细胞的功能。近年来

的研究证明雄性生殖系统内存在 NOS，其诱导产生

的 NO 与雄激素的分泌、精子的成熟、运动及获能

均有密切关系[12-13]。本研究结果发现，模型组小鼠

血清中 LDH 活性下降，NO 的量显著升高，说明醋

酸铅可能通过 NO 机制对小鼠睾丸的能量代谢和精

子生成产生影响，在一定程度上反映醋酸铅对雄性

小鼠生殖细胞的遗传损害作用。大豆异黄酮高剂量

组 LDH 升高，大豆异黄酮低、中、高剂量组小鼠

血清中 NO 的水平降低，且随剂量增加药物作用依

次增强，显示出大豆异黄酮改善小鼠生殖功能的作

用与降低 NO 的水平密切相关。 
综上所述，大豆异黄酮通过抗脂质过氧化及降低

NO的量而对醋酸铅所致的小鼠睾丸组织损伤发挥保

护作用，其在临床生精障碍疾病预防和治疗中具有一

定的研究开发价值，但有关大豆异黄酮保护生殖系统

功能的具体细胞信号转导机制还需进一步探讨。 
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