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【 实验研究实验研究 】

雷公藤甲素对小鼠睾丸支持细胞人白细胞分化抗原36蛋白表达及脂质代谢水平

的影响
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摘 要：目的 研究雷公藤甲素影响睾丸支持细胞的人白细胞分化抗原36（CD36）蛋白表达及脂质代谢的作用与分子机制。方法 体外

培养小鼠睾丸支持细胞系TM4细胞，CCK-8法检测雷公藤甲素（40、80、160、320、640 nmol·L−1）作用24 h细胞存活率；流式细胞术

测定雷公藤甲素（80、160、320 nmol·L−1）作用24 h细胞凋亡率；氟硼二吡咯化合物（BODIPY）染色和油红O染色检测雷公藤甲

素（80、160、320 nmol·L−1）作用24 h细胞内脂滴聚积情况；试剂盒法检测雷公藤甲素（80、160、320 nmol·L−1）作用24 h细胞内三酰

甘油（TG）水平；TM4细胞经0.1 mmol·L−1三磷酸腺苷（ATP）预处理3 h后，再与160 nmol·L−1雷公藤甲素共处理24 h，用CCK-8法

检测TM4细胞的存活率；Western blotting法检测雷公藤甲素（40、80、160、320 nmol·L−1）作用24 h、或160 nmol·L−1雷公藤甲素作用

6、12、24、36、48 h后TM4细胞中CD36蛋白表达量；Western blotting法检测雷公藤甲素（40、80、160、320 nmol·L−1）作用24 h蛋

白激酶1（PKD1）及其磷酸化蛋白、组蛋白去乙酰化酶7（HDAC7）和叉头框蛋白O1（FOXO1）的蛋白表达水平。结果 与对照组比

较，雷公藤甲素 80、160、320、640 nmol·L−1 浓度组 TM4 细胞存活率显著下降（P＜0.05、0.01），半数抑制浓度（IC50）为

214.1 nmol·L−1 ；80、160、320 nmol·L−1雷公藤甲素的细胞凋亡率分别为11.89%、23.17%、32.12%，与对照组比较差异显著（P＜0.05、0.01）。

BODIPY染色结果显示，与对照组比较，雷公藤甲素组细胞内的红色荧光强度显著下降（P＜0.01），油红O染色也显示，雷公藤甲素

160 nmol·L−1组细胞内脂滴数量明显低于对照组；与对照组比较，雷公藤甲素组TM4细胞内TG水平显著下降（P＜0.01）。与雷公藤甲素组

比较，使用ATP协同给药显著减轻了雷公藤甲素对TM4细胞存活率的抑制（P＜0.01）。与对照组比较，80、160、320 nmol·L−1的雷公藤甲素

作用24 h后，TM4细胞的CD36蛋白表达量显著上升（P＜0.01），160 nmol·L−1雷公藤甲素作用于TM4细胞6、12、24、36、48 h，CD36的表达

水平随时间的延长先升高后降低，在24 h达到峰值（P＜0.05）。与对照组比较，雷公藤甲素组TM4细胞中PKD1及其丝氨酸744-748位点

磷酸化水平、HDAC7和FOXO1的蛋白表达均受到显著抑制（P＜0.05、0.01）。结论 雷公藤甲素对睾丸支持细胞具有明显的损伤作用，损

伤机制与其诱导的脂质代谢紊乱和ATP缺乏相关。CD36在损伤过程中表达量先升高后降低，其初期代偿性上升可能是一种细胞的应激

性保护机制，PKD1/HDAC7/FOXO1信号通路的抑制介导了CD36表达的调控。
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The survival rate of TM4 cells treated with triptolide (40, 80, 160, 320, 640 nmol·L−1) for 24 h was determined by CCK-8 method.

The apoptosis rate of triptolide treated with 80, 160, 320 nmol·L−1 for 24 h was determined by flow cytometry. The accumulation of

intracellular lipid droplets was detected by BODIPY staining and oil-red O staining after treated with triptolide (80, 160, 320 nmol·L−1) for

24 h. The level of triacylglycerol (TG) in cells treated with triptolide (80, 160, 320 nmol·L−1) for 24 h was detected by kit method.

TM4 cells were pretreated with 0.1 mmol·L−1 adenosine triphosphate (ATP) for 3 h, and then treated with 160 nmol·L−1 triptolide for

24 h. The survival rate of TM4 cells was determined by CCK-8 method. Western blotting was used to detect the expression of CD36

protein in TM4 cells treated with triptolide (40, 80, 160, 320 nmol·L−1) for 24 h or 160 nmol·L−1 for 6, 12, 24, 36, 48 h. Western

blotting was used to detect the protein expression levels of protein kinase 1 (PKD1) and its phosphorylated protein, histone

deacetylase 7 (HDAC7) and forkhead box protein O1 (FOXO1) treated by triptolide (40, 80, 160, 320 nmol·L−1) for 24 h. Results

Compared with control group, TM4 cell survival rate was significantly decreased in triptolide 80, 160, 320 and 640 nmol·L−1 groups

(P < 0.05, 0.01), and IC50 was 214.1 nmol·L−1. The apoptosis rates of triptolide at 80, 160 and 320 nmol·L−1 were 11.89%, 23.17%

and 32.12%, respectively, significantly different compared with control group (P < 0.05, 0.01). BODIPY staining showed that the

intracellular red fluorescence intensity in triptolide group was significantly decreased compared with control group (P < 0.01). Oil

red O staining also showed that the number of intracellular lipid droplets in triptolide 160 nmol·L−1 group was significantly lower

than control group. Compared with control group, TG level in TM4 cells in triptolide group was significantly decreased (P < 0.01).

Compared with triptolide group, ATP synergistic administration significantly reduced the inhibitory effect of triptolide on TM4 cell

survival rate (P < 0.01). Compared with control group, the expression of CD36 protein in TM4 cells increased significantly after

treated with triptolide at 80,160 and 320 nmol·L−1 for 24 h (P < 0.01). The expression of CD36 protein in TM4 cells treated with

triptolide at 160 nmol·L−1 for 6, 12, 24, 36 and 48 h. The expression level of CD36 first increased and then decreased with time, and

reached the peak at 24 h (P < 0.05). Compared with control group, the levels of PKD1 and Ser 744-748 phosphorylation PKD1,

protein expressions of HDAC7 and FOXO1 were significantly inhibited in TM4 cells in triptolide group (P < 0.05, 0.01).

Conclusion Triptolide had obvious damage to testicular Sertoli cells. The mechanism of damage was related to the disturbance of

lipid metabolism and ATP deficiency. The expression level of CD36 first increased and then decreased during injury, and the initial

compensatory increase may be a stress protective mechanism of cells. Inhibition of PKD1/HDAC7/FOXO1 signaling pathway

mediates the regulation of CD36 expression.

Key words: triptolide; testis Sertoli cells; lipid metabolism disorder; cluster of differentiation 36 (CD36); adenosine triphosphate;

protein kinase 1; histone deacetylase 7; forkhead box protein O1

雷公藤甲素是传统中药材雷公藤的主要活性成

分［1］，具有抗肿瘤［2-3］、抗炎［4］、免疫抑制［5］等多种药理活

性，临床上被用于治疗类风湿性关节炎等自身免疫性

疾病［6］。同时，雷公藤甲素也是雷公藤的主要毒性成

分，有明显的生殖［7］、心脏［8］、肝［1］和肾［9］等多器官毒性，

在一定程度上限制了其临床应用。其中，雷公藤甲素

对雄性生殖有明确毒性作用，可以诱导睾丸支持细胞

氧化应激和凋亡，导致小鼠生精小管内径显著减小，生

精细胞从生精上皮严重脱落［10］。也有报道显示［11］，经

120 μg·kg−1·d−1雷公藤甲素处理2周后的雄性小鼠出现

精子数量减少、血睾屏障受损、睾丸萎缩等现象，提示

雷公藤甲素诱导生精功能障碍，具有显著的生殖毒性。

精子形成是发生在生精小管中的一个复杂的生

理过程，依赖于睾丸的结构及其提供的能量。睾丸支

持细胞是为精细胞提供能量和结构支持的重要组织细

胞［12］，参与血睾屏障的形成［13］。支持细胞的能量代谢

具有非典型特征，通过葡萄糖转运蛋白摄取细胞外的

葡萄糖并转化为乳酸，生成的乳酸经单羧酸转运

体（monocarboxylate transporter，MCT）转移至细胞

外，为精细胞提供能量［14］，通过脂肪酸氧化为自身提供

三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）［15］。因此，

维持支持细胞正常的脂代谢过程是保障其发挥生理功

能和精子形成的前提条件。研究发现［16］，小鼠睾丸支

持细胞TM4的胞内ATP含量随雷公藤甲素孵育浓度

上升而下降，表明雷公藤甲素导致TM4细胞能量缺

乏，葡萄糖消耗率和乳酸生成率也相应呈浓度相关性

下降，而脂肪酸的消耗率呈浓度梯度增加。这些结果

提示，雷公藤甲素能抑制支持细胞的糖酵解过程导致

能量不足，促进脂肪酸氧化代偿性增强。

人白细胞分化抗原 36（cluster of differentiation

36，CD36）是一种跨膜糖蛋白，又称脂肪酸转位

酶（fatty acid translocase，FAT），属于 B 族清道夫受

体家族［17］。CD36蛋白包括 2个跨膜结构域、1个相

对较大的胞外结构域以及位于细胞质中较短的氨

基和羧基末端［18］。CD36的胞外结构域有多个结合

位点，能识别多种内源性和外源性的配体，如长链

脂肪酸、病原体相关分子、血小板反应蛋白1等，参与

多种生物学过程［19］。CD36与长链脂肪酸结合，是负责
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脂肪酸转运的主要蛋白质。有研究报道，CD36基因

敲除的小鼠分离出的心肌细胞、体内心脏、骨骼肌和脂

肪细胞的脂肪酸摄取率明显低于野生型小鼠［20］。雷公

藤甲素诱导睾丸支持细胞脂肪酸氧化代谢增强，CD36

作为细胞膜上负责转运脂肪酸的主要蛋白质，可能在

雷公藤甲素导致支持细胞能量代谢紊乱中发挥作用。

基于此，本研究考察雷公藤甲素对支持细胞CD36蛋

白表达和脂质代谢水平的影响，并探究CD36在雷公

藤甲素致支持细胞毒性中的作用和相关机制，为深入

理解雷公藤甲素生殖毒性的机制提供新的思路。

1 材料

1.1 细胞

小鼠睾丸支持细胞系 TM4细胞购自国家生物

医学实验细胞资源库。

1.2 主要试剂

雷公藤甲素（美国MedChemExpress公司，货号

HY-32735，规格 10 mg，质量分数 99.78%）；胎牛血

清、马血清、DMEM/F12 培养基（以色列 Biological

Industries公司）；青霉素-链霉素（美国Gibco公司）；

胰蛋白酶（美国 Sigma公司）；磷酸缓冲液（PBS，武

汉 Boster 公 司）；细 胞 计 数 试 剂（CCK-8，美 国

Bimake公司）；ATP（上海尚宝生物科技有限公司）；细胞

凋亡试剂盒（上海碧云天生物技术研究所）；三酰甘

油（TG）试剂盒（南京建成生物研究所）；多聚甲醛（广州艾

斯金生物科技有限公司）；油红O（美国Sigma公司）；氟硼

二吡咯化合物（BODIPY）染色液（美国Invitrogen公司）；

CD36抗体（美国Proteintech公司）；蛋白激酶1（PKD1）

抗体、p-PKD1抗体（美国CST公司）；组蛋白去乙酰

化酶 7（HDAC7）抗体、叉头框蛋白O1（FOXO1）抗体（美

国Proteintech公司）；BCA蛋白浓度测定试剂盒（美国

Thermo Scientific公司）。

1.3 主要仪器

SW-CJ-2FD型双人单面净化工作台（苏州安泰

Airtech公司）；3111二氧化碳细胞培养箱（美国Thermo

公司）；AB104-S电子分析天平（瑞士MettlerToledo公

司）；EPICS XL流式细胞仪（美国Beckman Coulter公

司）；倒置显微镜（日本Olympus公司）；多功能酶标仪（美

国Thermo Fisher Scientific）；细胞成像系统EVOS FL

Auto（美国Life Technologies公司）；Mini-PROTEAN3

电泳系统、Mini-Trans-Blot转移系统、ChemiDoc凝胶成

像系统（美国Bio-Rad公司）。

2 方法

2.1 细胞株及细胞培养

TM4细胞置于含2.5%胎牛血清（FBS）、5%马血

清（HS）和1%青霉素-链霉素的DMEM/F12培养基中，在

37℃、5% CO2饱和湿度细胞培养箱中培养。

2.2 CCK-8法检测细胞存活率

2.2.1 雷公藤甲素对TM4细胞存活率的影响 取对数

生长期的TM4细胞，以5×104·mL−1（每孔100 μL）接种于

96孔板中。细胞贴壁后更换不含血清的DMEM/F12培

养基同步化处理12 h，更换含雷公藤甲素（40、80、160、

320、640 nmol·L−1）的完全培养基，对照组不加药，同时设

调零组（不接种细胞），每组3个复孔。药物作用24 h后，

向各孔加入10 μL CCK-8液，置于培养箱中孵育60 min

后，用酶标仪测定450 nm的吸光度（A）值，并计算细胞存

活率。

细胞存活率＝（A 给药－A 调零）/（A 对照－A 调零）

2.2.2 ATP 与雷公藤甲素联合给药对 TM4 细胞存

活率的影响 细胞接种操作同“2.2.1”项，细胞贴壁

后更换不含血清的 DMEM/F12培养基同步化处理

12 h，细胞分为对照组、ATP（0.1 mmol·L−1）组、雷公

藤甲素（160 nmol·L−1）组、ATP（0.1 mmol·L−1）＋雷公

藤甲素（160 nmol·L−1）组，ATP＋雷公藤甲素组细胞

用 0.1 mmol·L−1 ATP预处理3 h后，与160 nmol·L−1雷公

藤甲素共处理 24 h，ATP组、雷公藤甲素组同时分别

仅给予ATP、雷公藤甲素，对照组不加药，设调零组，

每组 3 个复孔。ATP 与雷公藤甲素共同孵育 24 h

后，向各孔加入 10 μL CCK-8 液，置于培养箱中

孵育 60 min后，用酶标仪测定 450 nm的 A值，并计

算细胞存活率。

2.3 流式细胞术测定细胞凋亡率

取对数生长期的 TM4细胞，以 4×104·mL−1（每

孔 2 mL）接种于 6孔板中。细胞贴壁后，更换不含

血清的DMEM/F12培养基同步化处理 12 h，更换含

不同浓度雷公藤甲素（80、160、320 nmol·L−1）的完全

培养基，对照组不加药。药物作用 24 h后，收集各

组 5×104～1×105细胞。向细胞沉淀中加入 195 µL

Annexin V-FITC 结合液，轻轻重悬细胞；再向悬

液中加入 10 µL PI染色液和 5 µL Annexin V-FITC，

轻轻混匀。室温避光条件下孵育 10～20 min，随后

置于冰浴中，立即使用流式细胞仪上机检测。

2.4 TG检测

取对数生长期的 TM4细胞，以 4×104·mL−1（每

皿 10 mL）接种于 100 mm细胞培养皿中。细胞贴壁

后，更换不含血清的DMEM/F12培养基同步化处理

12 h，更换含不同浓度（80、160、320 nmol·L−1）雷公

藤甲素的完全培养基，对照组不加药。药物作用

24 h 后，1 000 r·min−1离心10 min收集细胞沉淀，加入
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0.3 mL PBS缓冲液作为匀浆介质，冰水浴的条件下

进行超声破碎（功率 300 W，3～5 s 1 次，中间间

隔 30 s，重复3～5次）。取样进行蛋白浓度测定，按

照试剂盒说明书测定并计算TG含量。

2.5 BODIPY染色

取对数生长期的 TM4细胞，以 2×104·mL−1（每

孔 2 mL）接种于 6孔板中。细胞贴壁后，更换不含

血清的DMEM/F12培养基同步化处理 12 h，更换含

不同浓度（80、160、320 nmol·L−1）雷公藤甲素的完全

培养基，对照组不加药。药物作用 24 h 后，用 PBS

洗 3次，4%多聚甲醛固定细胞20 min，加入5 μg·mL−1

BODIPY染色液避光染色 30 min，再用DAPI避光染

核 5 min，用细胞成像系统荧光拍照，使用 Image J软

件进行荧光强度分析，并用GraphPad Prism 7.0统计

软件进行作图。

2.6 油红O染色

细胞接种操作同“2.2.1”项，细胞贴壁后，更换

不含血清的DMEM/F12培养基同步化处理 12 h，更

换含不同浓度（80、160、320 nmol·L−1）雷公藤甲素的

完全培养基，对照组不加药。药物作用 24 h后，用

PBS 洗 3 次，4% 多聚甲醛固定细胞 20 min，加入滤

纸过滤的油红O染色液避光染色 30 min，再用 75%

乙醇脱色处理，置于倒置显微镜下观察拍照。

2.7 Western blotting检测细胞中蛋白的表达水平

细胞接种操作同“2.3”项，细胞贴壁后，更换不

含血清的DMEM/F12培养基同步化处理 12 h，更换

含不同浓度雷公藤甲素（40、80、160、320 nmol·L−1）

的完全培养基培养至 24 h，或 160 nmol·L−1雷公藤甲

素处理 6、12、24、36、48 h。将各组细胞用 PBS清洗

3次，加入细胞裂解液冰上裂解并离心以提取细胞

总蛋白，并用BCA蛋白定量法测定蛋白浓度，制备

每孔 30 µg 蛋白样品，10% SDS-PAGE 凝胶电泳。

将电泳条带进行电转转移至 PVDF膜上。5%脱脂

牛奶室温封闭 90 min，加入相应蛋白一抗中置于

4 ℃孵育过夜，洗膜后加HRP标记的二抗室温孵育

1 h，洗膜后曝光，采用凝胶成像分析系统拍照，使用

Image J软件对结果进行分析处理。

2.8 统计学分析

数据采用 GraphPad Prism 7.0统计软件进行作

图和统计分析，显著性差异比较采用 t检验法进行。

3 结果

3.1 雷公藤甲素对TM4细胞存活率的影响

如图 1所示，随着雷公藤甲素给药浓度的增加，

细胞存活率逐渐下降，呈现浓度相关性，与对照

组比较，80、160、320、640 nmol·L−1 浓度组差异

显著（P＜0.05、0.01），半数抑制浓度（IC50）为

214.1 nmol·L−1。结果表明，雷公藤甲素可致 TM4细

胞出现毒性并降低其存活率。

3.2 雷公藤甲素对TM4细胞凋亡率的影响

如图 2所示，80、160、320 nmol·L−1 雷公藤甲素

的细胞凋亡率分别为 11.89%、23.17%、32.12%，呈现

浓度相关性，与对照组比较差异显著（P＜0.05、

0.01）。结果表明，雷公藤甲素导致TM4细胞毒性，

并增加细胞凋亡率。

3.3 雷公藤甲素对 TM4 细胞脂滴和 TG 水平的

影响

TG是脂质的组成成分，是甘油和 3个分子长链

脂肪酸所形成的脂肪分子，通常以脂滴的形式储存

在细胞内。BODIPY染色结果显示，与对照组比较，

雷公藤甲素处理组细胞内的红色荧光强度显著下

降（P＜0.01），呈浓度相关性（图 3-A、B）。油红O染

色也显示，雷公藤甲素 160 nmol·L−1 组细胞内脂滴

数量明显低于对照组（图 3-C），提示雷公藤甲素引

起支持细胞的脂肪酸积聚减少。与对照组比较，雷

公藤甲素组 TM4 细胞内 TG 水平显著下降（P＜

0.01），且呈浓度相关性（图 3-D）。结果表明，雷

公藤甲素抑制 TM4 细胞脂滴的聚积和 TG 的

水平。

3.4 ATP 减轻雷公藤甲素诱导的睾丸 TM4 细胞

毒性

本课题组前期研究发现［15］，雷公藤甲素作用于

TM4细胞后，细胞内 ATP水平呈浓度相关性下降。

为了探究雷公藤甲素导致的 ATP 缺乏与睾丸支持

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group

图1 雷公藤甲素对TM4细胞存活率的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 1 Effects of triptolide on cell viability of TM4 cells

(x
—

±s, n=3)
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细胞毒性的关系，本研究将TM4细胞经0.1 mmol·L−1

ATP预处理 3 h后，再与 160 nmol·L−1 雷公藤甲素共

处理 24 h，用CCK-8法检测TM4细胞的存活率。结

果如图 4 所示，与对照组比较，雷公藤甲素对 TM4

细胞的存活率有显著的抑制作用（P＜0.01）；而与雷

公藤甲素组比较，使用ATP协同给药显著减轻了雷

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group

图2 雷公藤甲素对TM4细胞凋亡率的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 2 Effects of triptolide on cell apoptosis ratio of TM4 cells (x
—

±s, n=3)
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Fig. 3 Effects of triptolide on lipid droplets and TG level in TM4 cells (x
—

±s, n=3)
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公藤甲素对TM4细胞存活率的抑制（P＜0.01）。结

果提示，ATP减少可能是雷公藤甲素导致睾丸支持

细胞损伤的重要原因之一。

3.5 雷公藤甲素对 TM4细胞 CD36蛋白表达水平

的影响

为了探究CD36在雷公藤甲素导致的TM4细胞

脂质代谢紊乱中的作用，本研究检测了雷公藤甲素

不同浓度和不同时间处理下 CD36 的蛋白表达水

平。结果如图 5 所示，与对照组比较，80、160、

320 nmol·L−1 的雷公藤甲素作用24 h后，TM4细胞的

CD36蛋白表达量显著上升（P＜0.01），呈浓度相关性。

160 nmol·L−1雷公藤甲素作用于 TM4细胞 6、12、24、

36、48 h，CD36 的表达水平随时间的延长先升高

后降低，在 24 h 达到峰值，与对照组比较差异

显著（P＜0.05）。结果提示，雷公藤甲素在短时

间内可以提高 CD36 的表达水平，作用长时间后

上调的 CD36 水平显著回降。

3.6 雷 公 藤 甲 素 对 TM4 细 胞 PKD1/HDAC7/

FOXO1通路蛋白表达水平的影响

上述研究结果表明，CD36 在雷公藤甲素诱导

的支持细胞脂质代谢紊乱中扮演着重要的作用。

为了探究雷公藤甲素对CD36上游蛋白表达量的影

响，本研究检测了 PKD1 及其磷酸化蛋白、HDAC7

和FOXO1的蛋白表达水平。结果如图 6所示，与对

照组比较，不同浓度的雷公藤甲素（40、80、160、

320 nmol·L−1）作用 24 h后，TM4细胞中PKD1及其丝

氨酸 744-748 位点磷酸化水平、HDAC7 和 FOXO1

的蛋白表达均受到显著抑制（P＜0.05、0.01），且呈浓

度相关性。结果提示，雷公藤甲素可能通过抑制

PKD1/HDAC7/FOXO1信号通路调控CD36，进而影

响支持细胞的脂质代谢过程。

4 讨论

近年来，关于雷公藤甲素多器官毒性的报道受

到越来越多的关注，尤其是生殖毒性。为探究雷公

藤甲素的生殖毒性和相关机制，本研究以小鼠睾丸

支持细胞 TM4 为研究对象，检测了雷公藤甲素对

TM4细胞存活率和凋亡率的影响。结果显示，雷公
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Fig. 4 Effects of ATP on triptolide-induced TM4 cell

damage (x
—

±s, n=3)

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group

图5 雷公藤甲素对TM4细胞CD36表达的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 5 Effects of triptolide on expression CD36 in TM4 cells (x
—

±s, n=3)
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藤甲素可以剂量相关性地抑制TM4细胞增殖，诱导

TM4 细胞凋亡，且 24 h 的 IC50为 214.1 μmol·L−1 ，确

证了雷公藤甲素对支持细胞具有明显的毒性作用。

支持细胞是体内最复杂的细胞之一，不仅是因

为它的三维结构，更是因为它为精细胞的发育发展

提供了一个独特的环境。支持细胞在精子发生过

程中起着以下 5个方面的重要作用：形成血睾屏障；

对发育中的生精细胞提供营养和结构支持；清除损

伤的生殖细胞；调节生精小管精液的产生；创造免

疫豁免的微环境［21］。其中，支持细胞自身的能量代

谢过程及其对精细胞的能量供应在精子的发生过

程中发挥着重要作用。支持细胞是睾丸中产生乳

酸的主要细胞，通过糖酵解产生的乳酸为生精细胞

提供主要的能量来源；然而，支持细胞维持自身生

理功能的能量主要来源于脂肪酸的 β-氧化过程，而

非糖酵解［22］。可见，维持支持细胞正常的脂代谢过

程对于整个生精过程有着重要意义。本实验室前

期研究发现，雷公藤甲素可以抑制支持细胞的糖酵

解和ATP产生量，造成支持细胞的能量缺乏而细胞

脂肪酸氧化代谢增强［16，23］。根据此结果，本研究检

测了雷公藤甲素作用下 TM4细胞的脂滴蓄积水平

和 TG含量，结果显示雷公藤甲素可以显著降低支

持细胞的脂滴积聚和 TG水平，这与前期实验观察

到的脂肪酸氧化代谢增强相吻合。通过 ATP 与雷

公藤甲素联合孵育TM4细胞，发现ATP能使雷公藤

甲素降低的细胞存活率得到回升，表明ATP缺乏是

雷公藤甲素引起支持细胞损伤的重要原因之一。

CD36是促进体内多种细胞中脂肪酸转运的主

要膜蛋白，介导脂肪酸通过细胞膜的转运过程。前

期研究发现，雷公藤甲素通过抑制糖酵解，降低细

胞的 ATP含量，导致支持细胞能量缺乏；但同时细

胞的脂肪酸氧化过程增强。为了探究CD36是否参

与了支持细胞的脂肪酸转运过程，本研究检测了不

同剂量和不同时间雷公藤甲素处理后 TM4细胞的

CD36蛋白表达量。结果显示，雷公藤甲素作用 24 h

时，TM4细胞的CD36蛋白表达量呈现浓度相关性

上升；160 nmol·L−1 雷公藤甲素孵育不同时间，TM4

细胞的 CD36 表达水平随时间的延长先升高后降

低，在 24 h达到峰值。这些提示了，雷公藤甲素作

用初期，能抑制糖酵解，减少细胞的 ATP 生成；而

CD36 表达代偿性上调以促进脂肪酸的转运，从而

促进脂肪酸的利用，以应对雷公藤甲素导致的能量

不足。随着雷公藤甲素作用时间的延长，CD36 表

达下调，细胞进入失代偿阶段。

PKD1/HDAC7/FOXO1 信 号 通 路 被 报 道 在

CD36的表达调控中起着重要作用。PKD1是一种

丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，可通过促进HDAC7与转

录因子 FOXO1结合并向 cd36启动子募集，从而抑

制 cd36的转录［24］。为了探究支持细胞中雷公藤甲

素诱导的 CD36 表达上调是否与 PKD1/HDAC7/

FOXO1信号通路相关，本研究检测了该信号通路的

相关蛋白表达。结果显示，雷公藤甲素作用 24 h

时，TM4 细胞中 PKD1 及其丝氨酸 744-748 位点磷

酸化水平、HDAC7、FOXO1蛋白表达量显著降低，

且呈现剂量相关性。结果提示，雷公藤甲素诱导支

持 细 胞 的 CD36 表 达 上 调 可 能 与 其 对 PKD1/

HDAC7/FOXO1信号通路的抑制相关。

雷公藤甲素对睾丸支持细胞具有明显的损伤

作用，损伤机制与其诱导的脂质代谢紊乱和ATP缺

乏相关。CD36在雷公藤甲素对睾丸支持细胞的损

伤过程中有表达量先升高后降低的作用，雷公藤甲

素孵育 24 h前的表达上调可能在损伤过程中发挥

着细胞保护作用，PKD1/HDAC7/FOXO1 信号通路

的抑制介导了CD36表达的调控。本研究为进一步

理解雷公藤甲素的生殖毒性机制提供了实验依据。
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