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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨雄激素对睾丸切除(GDX)老年大鼠胃粘膜线粒体功能的影响及机制。 方法　 36 只 SD
雄性大鼠随机分为 3 组:假手术组(Sham,n= 12)、模型组(GDX,n= 12)和补充雄激素的模型大鼠(n= 12)。 造模大

鼠行 GDX,造模后雄激素组灌胃睾丸酮(13. 6 mg / (kg·d),溶于芝麻油中)。 假手术组和模型组大鼠使用芝麻油

进行相同的治疗。 治疗结束后收集胃组织标本,分别采用试剂盒检测胃粘膜线粒体中 Mn-SOD、GSH-Px、GSH、
GSSG、GSH / GSSG 和 ROS 水平,罗丹明 123 荧光法检测线粒体膜电位,流式细胞仪检测细胞凋亡。 体外试验以人永

生胃粘膜细胞 GES-1 为研究对象,应用 H2O2 诱导细胞损伤,考察雄激素和 ALDH2 抑制剂 Disulfiram 对细胞活力和

凋亡影响。 结果　 与 Sham 组相比,GDX 组 ROS、GSSG 水平、胃粘膜细胞凋亡和裂解的 Caspase-3、细胞质 Cyt c 蛋

白表达显著增加(P<0. 05),而 Mn-SOD、GSH-Px、GSH、GSH / GSSG 水平、线粒体膜电位、ATP 水平和线粒体 Cyt c 蛋

白、ALDH2 蛋白表达显著降低(P<0. 05)。 在雄激素治疗后,GDX 老年大鼠上述变化显著逆转(P<0. 05)。 体外实

验中,雄激素处理显著逆转了 H2O2 对 GES-1 细胞的损伤作用(P<0. 05);然而,当联合加入 Disulfiram 时,雄激素的

治疗活性明显降低(P<0. 05)。 结论　 雄激素缺乏导致老年大鼠胃粘膜细胞线粒体功能障碍和线粒体 ROS 积累增

加,诱导胃黏膜细胞凋亡,这种损害作用至少部分与 ALDH2 的抗氧化功能抑制有关。
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Effect and mechanism of androgens on mitochondrial functions of
gastric mucosa in aged rats

GUO Penglu1∗, DONG Man1, YAN Xiaohong2, KANG Jie2

(1. Department of Gastroenterology, Harrison International Peace Hospital, Hengshui 053000, China.
2. Hebei Yiling Hospital, Shijiazhuang 050000)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To investigate the effect and mechanism of androgens on mitochondrial functions of gastric
mucosa in aged gonadectomized male (GDX) rats. Methods　 36 male SD rats were randomly divided into three groups:
sham operation group (Sham, n = 12), model group (GDX, n = 12) and androgen-supplemented model rats (n = 12).
GDX rats were used for modeling. After modeling, the AG group was administered testosterone ( 13. 6 mg / ( kg·d),
dissolved in sesame seed oil) . Rats in sham operation and model groups were treated with sesame seed oil. After the
treatment, gastric tissue samples were collected and the levels of Mn-SOD, GSH-Px, GSH, GSSG, GSH / GSSG and ROS
in gastric mucosa mitochondria were measured by kits, the mitochondrial membrane potential was measured by rhodamine
123 fluorescence, and apoptosis was analyzed by flow cytometry. In vitro, GES-1 cells were used as the research object.



H2O2 was used to induce cellular injury. The effects of androgens and ALDH2 inhibitor disulfiram on cell viability and
apoptosis were investigated. Results　 Compared with Sham group, ROS and GSSG levels, gastric mucosal cell apoptosis
and cleaved Caspase-3 and cytoplasmic Cyt c protein expression were significantly increased in the GDX group (P<0. 05),
while Mn-SOD, GSH-PX, GSH and GSH / GSSG levels, the mitochondrial membrane potential, ATP level and
mitochondrial Cyt c and ALDH2 protein expression were decreased significantly (P<0. 05). After androgen treatment, the
above changes in GDX elderly rats were reversed significantly ( P < 0. 05) . In vitro, androgen treatment significantly
reversed damage induced by H2O2 in GES-1 cells (P<0. 05). However, when combined with Disulfiram, the therapeutic
activity of androgen was reduced significantly (P < 0. 05). Conclusions 　 Androgen deficiency leads to mitochondrial
dysfunction and increased mitochondrial ROS accumulation in gastric mucosal cells of elderly rats and induces gastric
mucosal cell apoptosis, which is at least partly related to inhibition of the antioxidant function of ALDH2.

【Keywords】　 androgens; old rats; gastric mucosa; mitochondria; testicular resection

　 　 氧化应激增加和抗氧化功能降低被认为是胃

损伤的关键因素[1-2]。 线粒体是衰老过程中细胞生

存和死亡的关键调节因子,与年龄相关的结构和功

能改变已在人类胃肠道中得到证实[3]。 随着年龄

的增长,老年大鼠的腺体萎缩被过度产生活性氧的

结缔组织所取代,并且 Caspase-3 凋亡蛋白的表达增

加[4]。 研究表明雄激素具有抗氧化作用,雄激素缺

乏与心血管氧化应激密切相关[5]。 雄激素水平影

响去势大鼠黑质的氧化应激[6]。 目前,尚不清楚雄

激素在胃粘膜线粒体介导的细胞凋亡中的作用。
因此, 本 研 究 旨 在 探 讨 雄 激 素 对 睾 丸 切 除

(gonadectomized,GDX)雄性老年大鼠胃黏膜细胞凋

亡的影响,并探讨其分子机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

36 只成年雄性 SD 大鼠,20 月龄,体重(550 ±
20)g 由北京斯贝福生物技术有限公司[SCXK(京)
2016-0002]提供。 所有大鼠每笼四只,在受控温度

(22±1)℃和湿度(55±5)%条件下,以 12 h 的明暗

循环进行饲养。 食物和水可以自由食用。 大鼠的

组织取材于河北医科大学实验动物中心 [ SYXK
(冀) 2019-0004]。 动物的使用及实验操作按照河

北医科大学实验动物管理委员会( IACUC-JY-2018-
075)的规定执行。 实验过程中依照 3R 原则给予所

有动物人道主义关怀。
1. 1. 2　 细胞

人永生胃粘膜细胞 GES-1(图 1)购自上海科学

院细胞库。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 睾丸酮购自北京 Solarbio 公司(批号:G0712);

组织线粒体分离试剂盒(批号:M10274)、ATP 检测

试剂盒(批号:S33279)购自上海 Beyotime 公司;Mn-
SOD、GSH-Px 活性、GSH、GSSG 和 ROS 试剂盒购自

南京建成生物工程研究所(批号分别为:960734、
970105、944382、983711、952326);Annexinv-FITC / PI
凋亡检测试剂盒购自美国 Invitrogen 公司 (批号:
BC705); Cell Counting Kit-8 试 剂 盒 购 自 日 本

Dojindo 公司(批号:741261);原位细胞死亡检测试

剂盒购自瑞士 Roche 公司(批号:15396021);Cyt c、
Caspase-3 或 ALDH2 抗体均购自美国 Abcam 公司

(批号分别为:ab169407、ab184538、ab11397)。
Synergy2 多功能检测仪购自美国 BioTek 公司;

Safire2 酶标仪购自瑞士 TECAN 公司;Tanon 5200
Multi 全自动化学发光购自上海天能科技有限公司。

图 1　 GES-1 细胞

Figure 1　 GES-1 cell

1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 手术和治疗

　 　 将大鼠随机分为 3 组:假手术组 ( Sham, n =
12)、模型组(GDX,n= 12)和补充雄激素(androgen,
AG)的模型大鼠(n = 12)。 模型大鼠腹腔注射 2%
戊巴比妥钠(40 mg / kg)麻醉,并在无菌条件下接受

双侧睾丸切除术,包括睾丸、附睾和附睾脂肪的切
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除。 切口用外科钉闭合。 假手术组大鼠除双侧睾

丸切除术外均接受相同的手术治疗。 对于 AG 组,
在下午 5:00~6:00 将睾丸酮(13. 6 mg / (kg·d),溶
于芝麻油中)灌胃到大鼠体内。 其他组使用芝麻油

进行治疗。 大鼠连续治疗 28 d,进行以下实验。
1. 3. 2　 生化分析

　 　 在最后 1 次治疗后 24 h 内,大鼠麻醉处死。 切

除大鼠的胃并用冰冷的生理盐水冲洗,用玻片刮取

胃粘膜,采用组织线粒体分离试剂盒分离胃粘膜线

粒体,检测线粒体中 Mn-SOD、GSH-Px、GSH、GSSG、
GSH / GSSG 和 ROS 水平。 具体操作为:将胃粘膜在

冰冷的缓冲液(10 mmol / L HEPES,pH = 7. 5,包括

200 mmol / L 甘露醇、70 mmol / L 蔗糖、1. 0 mmol / L
EGTA、2. 0 mg / mL 血清白蛋白)中均质,并在 4℃下

1000 r / min 离心 10 min。 取上清液在 4℃下 3500 r /
min 离心 10 min,以收集线粒体颗粒。 采用试剂盒

测定 Mn-SOD、GSH-Px 活性及 GSH、GSSG 和 ROS
的含量。
1. 3. 3　 线粒体膜电位

　 　 将胃粘膜碎片用平衡盐溶液研磨,并通过尼龙

网筛过滤。 收集细胞并在 37℃ 的 Rh123 溶液(10
μg / mL)中培养 30 min。 在清洗并重新悬浮在 1 mL
PBS 中后,立即通过流式细胞仪(激发 /发射波长,
488 nm / 534 nm)对细胞进行分析。
1. 3. 4　 ATP 水平测定

　 　 使用 ATP 检测试剂盒检测 ATP。 具体操作为,
将大鼠胃粘膜匀浆于 150 μL 溶解缓冲液中,于 4℃
下 12000 r / min 离心 10 min 以收集细胞上清液。 在

96 孔板中加入 100 μL ATP 检测工作液,然后将收

集到的 50 μL 细胞上清液添加到孔中,并立即使用

Synergy2 多功能检测仪测量 562 nm 处吸光值。
ATP 水平=ATP 浓度 /蛋白质浓度。
1. 3. 5　 细胞凋亡检测

　 　 用 Annexinv-FITC / PI 凋亡检测试剂盒检测细胞

凋亡。 取处理后细胞,用冷磷酸盐缓冲盐水冲洗。
将细胞(1×105 个)重新悬浮在 100 μL 膜联蛋白结

合缓冲液中,然后添加 5 μL FITC 膜联蛋白 V 和

1 μL PI 工作液。 室温孵育 15 min 后,加入 400 μL
膜联蛋白结合缓冲液并混合,然后用流式细胞仪分

析样品。
1. 3. 6　 细胞培养和分组

　 　 将人永生胃粘膜细胞 GES-1 接种在含 10%胎

牛血清(FBS)的 RPMI1640 培养基中培养。 将细胞

分为以下几组:(1)对照组,(2)H2O2 组,(3)AG 组

(含 20% AG), ( 4 ) Disulfiram 组 ( 含 5 μmol / L
ALDH2 抑制剂 Disulfiram),(5) Disulfiram +AG 组

(含 5 μmol / L Disulfiram+20% AG)。 除对照组外,
其余各组均用 100 μmol / L H2O2 处理 6 h,进行以下

实验。
1. 3. 7　 细胞活力测定

　 　 在孵育 6 h 后,采用 Cell Counting Kit-8 试剂盒

测量 GES-1 细胞增殖。 将 100 μL 的混合物(CCK-8
与无血清培养基按体积比 1:10 混合)添加到各孔

中,继续孵育 1 h,然后使用 Safire2 酶标仪通过测量

450 nm 和 600 nm 之间的光密度差来确定存活细胞

的数量。 所有实验均重复 3 次。
1. 3. 8　 TUNEL 分析

　 　 将 GES-1 细胞(3×105 个 /孔)接种于载玻片上,
37℃培养 24 h,用 100 μmol / L H2O2 处理 6 h,再用

4%多聚甲醛固定。 使用原位细胞死亡检测试剂盒

进行 TUNEL 分析。 用荧光显微镜对载玻片进行分

析和成像。 所有实验均重复 3 次。
1. 3. 9　 Western blot 分析

　 　 将胃粘膜在 RIPA 缓冲液中匀浆,在 4℃ 以

12000 r / min 离心 20 min,收集上清液。 将蛋白质样

品(20~50 μg)加载在 12%聚丙烯酰胺凝胶上,电泳

转移到 PVDF 膜。 将膜暴露于封闭缓冲液中 2 h,在
4℃下与一级抗体 Cyt c ( 1 ∶ 200)、 Caspase-3 ( 1 ∶
1000)或 ALDH2(1 ∶1000)抗体孵育过夜。 然后在室

温下与 HRP 结合的二级山羊抗兔 IgG(1 ∶2000)和
山羊抗鼠 IgG(1 ∶5000)一起孵育 1 h。 最后用化学

发光法在 Tanon 5200 Multi 全自动化学发光观察

结果。
1. 4　 统计学方法

　 　 所有数据均以平均数±标准差(􀭰x±s)表示。 采

用单向方差分析和 SNK-q 检验进行多重比较。 显

著性水平为 P<0. 05。

2　 结果

2. 1　 雄激素对 GDX 老年大鼠氧化指标的影响

　 　 假手术、GDX 与 AG 组间 ROS、Mn-SOD、GSH-
Px、GSH 和 GSSG 水平存在显著差异(P<0. 001)。
与 Sham 组相比,GDX 组 ROS 和 GSSG 水平显著增

加(P<0. 05),而 Mn-SOD、GSH-Px、GSH、GSH / GSSG
水平显著降低(P<0. 05)。 在雄激素治疗后,GDX
老年大鼠上述变化显著逆转(P<0. 05)(表 1)。
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2. 2　 雄激素对 GDX 老年大鼠胃粘膜线粒体膜电

位、ATP 水平和 Cyt c 蛋白影响

　 　 假手术、GDX 与 AG 组间线粒体膜电位、ATP
水平、细胞质 Cyt c 蛋白和线粒体 Cyt c 蛋白存在显

著差异(F = 33. 126、24. 412、55. 518、89. 742,均 P<
0. 001)。 事后检验显示,与 Sham 组相比,线粒体膜

电位、ATP 水平和线粒体 Cyt c 蛋白表达均显著降

低(P<0. 05),而细胞质 Cyt c 蛋白表达显著增加(P
<0. 05)。 在雄激素治疗后,GDX 老年大鼠上述变化

显著逆转(P<0. 05)(图 2)。
2. 3　 雄激素对 GDX 老年大鼠胃粘膜细胞凋亡

分析

　 　 假手术、GDX 与 AG 组间胃粘膜细胞凋亡和

ALDH2、裂解的 Caspase-3 蛋白表达存在显著差异

(F= 35. 416、28. 291、27. 526,均 P<0. 001)。 事后检

验显示,与 Sham 组相比,胃粘膜细胞凋亡和裂解的

Caspase-3 蛋白表达均显著增加 ( P < 0. 05 ), 而

ALDH2 蛋白表达显著降低(P<0. 05)。 在雄激素治

疗后,GDX 老年大鼠上述变化显著逆转(P<0. 05)
(图 3)。
2. 4　 雄激素降低 H2O2 处理的 GES-1 细胞氧化应

激相关损伤

　 　 ALDH2 是一种线粒体基质蛋白,在肝、肾、心、
肺和胃肠道等多种组织中有组成性表达。 ALDH2
在由氧化应激诱导的脂质过氧化产生的 ROS 清除

中起着重要作用[7]。 研究进一步考察雄激素是否

通过激活 ALDH2 保护氧化应激诱导的胃粘膜细胞

凋亡。 采用 Disulfiram 抑制 GES-1 细胞中 ALDH2
表达,Western blot 分析显示, GES-1 细胞暴露于

H2O2 或者加入 Disulfiram 后,ALDH2 蛋白表达明显

降低,而加入雄激素可增强 ALDH2 蛋白表达(图
4 A) 。此外,与对照组相比,H2O2组细胞活力显著

表 1　 GDX 和雄激素给药对胃黏膜线粒体 ROS、Mn-SOD、GSH-Px、GSH 和 GSSG 水平的影响
Table 1　 Effects of GDX and androgen on the levels of ROS, Mn-SOD, GSH Px, GSH and GSSG in gastric mucosa mitochondria
组别 Groups ROS(U / mg ) Mn-SOD(U / mg) GSH-Px(U / mg) GSH(mg / g) GSSG(mg / g) GSH / GSSG

Sham 174. 5±18. 2 37. 6±13. 8 59. 1±13. 2 73. 4±8. 3 0. 35±0. 04 201. 3±14. 6

GDX 252. 3±24. 6∗ 23. 7±9. 5∗ 42. 3±8. 8∗ 58. 1±6. 5∗ 0. 43±0. 06∗ 132. 5±10. 4∗

AG 180. 4±16. 3# 35. 2±10. 6# 57. 5±9. 9# 71. 6±6. 1# 0. 32±0. 05# 190. 8±12. 7#

F 36. 302 22. 512 22. 010 24. 237 9. 747 67. 002
P <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001

注:与 Sham 组相比,∗P<0. 05;与 GDX 组相比,#P<0. 05。
Note. Compared with Sham group,∗P<0. 05. Compared with GDX group,#P<0. 05.

注:A:ATP 水平;B:膜电位;C~E:Cyt c 蛋白表达的影响。 与 Sham 组相比,∗P<0. 05;与 GDX 组相比,#P<0. 05。

图 2　 GDX 和雄激素给药对胃粘膜的影响

Note. A, ATP level. B, Membrane potential. C~E, Cyt C protein expression. Compared with Sham group,∗P<0. 05. Compared with GDX

group,#P<0. 05.

Figure 2　 Effects of GDX and androgen in gastric mucosa
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降低(P<0. 05),细胞凋亡数目明显增加(P<0. 05)。
雄激素处理显著逆转了 H2O2 对 GES-1 的损伤作用

(P<0. 05),并减少了细胞凋亡数目(P<0. 05);然
而,当联合加入 Disulfiram 时,雄激素的治疗活性明

显降低(P<0. 05)(图 4B~G)。 此外,雄激素处理显

著逆转了 H2O2 诱导的 GSH 活性和 GSH / GSSG 比

例降低,和 GSSG 活性增加;当联合加入 Disulfiram
时,这种逆转作用降低。

注:A:流式细胞术检测细胞凋亡情况;B~ D:Western blot 分析 ALDH2 和裂解的 Caspase-3 蛋白表达情况。 与 Sham 组相比,∗P<

0. 05;与 GDX 组相比,#P<0. 05。

图 3　 GDX 和雄激素给药对胃粘膜细胞凋亡影响

Note. A, Cell apoptosis was detected by flow cytometry. B~D, Western blot was used to analyze the expression of ALDH2 and Caspase-3.

Compared with Sham group,∗P<0. 05. Compared with GDX group,#P<0. 05.

Figure 3　 Effects of GDX and androgen on apoptosis of gastric mucosal cells

注:A:Western blot 分析 ALDH2 蛋白表达情况;B:CCK-8 检测细胞活力;C、D:TUNEL 法检测细胞凋亡情况;E~ G:GSH 和 GSSG 的

水平,以及 GSH / GSSG 比率。 与对照组相比,∗P<0. 05;与 H2O2 组相比,#P<0. 05;与 Disulfiram+AG 组相比,&P<0. 05。

图 4　 雄激素降低 H2O2 处理的 GES-1 细胞氧化应激相关损伤

Note. A, Expression of ALDH2 protein was analyzed by Western blot. B, CCK-8 was used to detect cell viability. C, D,TUNEL method was

used to detect the apoptosis. E~G, GSH and GSSG levels, and GSH / GSSG ratio. Compared with control group,∗P<0. 05. Compared with

H2O2 group,#P<0. 05. Compared with Disulfiram + AG group,&P<0. 05.

Figure 4　 Androgen reduced oxidative stress-related injury in GES-1 cells treated with H2O2
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3　 讨论

　 　 在本研究中,我们发现雄激素影响 GDX 老年大

鼠胃黏膜氧化应激参数、线粒体功能和凋亡。 雄性

GDX 老年大鼠线粒体 ROS 和 GSSG 水平升高,线粒

体 Mn-SOD、GSH-px 和 GSH 活性降低,线粒体膜电

位和 ATP 水平降低。 GDX 也增加了胃粘膜细胞凋

亡以及胞浆 Cyt c 和裂解 Caspase-3 的表达,并降低

线粒体 Cyt c 的表达。 这些数据支持雄激素在维持

胃粘膜线粒体功能中起着重要作用,线粒体作为潜

在的雄激素靶点与大鼠胃黏膜细胞凋亡有关。
线粒体作为 ROS 的主要来源和 ROS 损伤的主

要靶点,受到外源性 ROS 清除和内源性 ROS 刺激

的影响[8]。 Mn-SOD 和 GSH-PX 存在于线粒体基质

或线粒体膜间空间。 其中,Mn-SOD 能催化超氧自

由基转化 H2O2,从而清除毒素。 GSH-Px 催化线粒

体 H2O2 的还原,使 GSH 生成 GSSG[9]。 GSH 水平

和 GSH / GSSG 比值的降低被认为是氧化还原失衡

的证据[9]。 本研究发现,GDX 老年大鼠胃黏膜线粒

体 ROS 升高,Mn-SOD、GSH-Px 和 GSH / GSSG 水平

降低,提示 GDX 老年大鼠存在氧化应激。 抗氧化防

御和氧化损伤的恶化与线粒体功能障碍密切相

关[4]。 线粒体功能障碍又会导致更多的自由基生

成,并降低抗氧化能力[10]。 补充雄激素可恢复

GDX 老年大鼠胃黏膜线粒体膜电位和 ATP 水平。
因此,研究结果表明雄激素可以通过调节线粒体功

能提供抗氧化作用。 线粒体膜电位的降低与凋亡

相关的线粒体功能障碍相关,这会导致活性氧的生

成,并启动线粒体介导的凋亡信号[11]。
ROS 参与了细胞凋亡的诱导。 以前的研究表

明,细胞内 ROS 的产生可能是一个保守的凋亡事

件[12]。 线粒体在内源性凋亡途径中起着关键作用。
高浓度 ROS 暴露可引起线粒体释放 Cyt c[13]。 内源

性途径的诱导依赖于 Cyt c 从线粒体释放到细胞

质,并诱导与凋亡细胞死亡有关的细胞内蛋白质水

解,特别是 Caspases-3[14]。 在本研究中,我们发现

GDX 雄性大鼠胃粘膜细胞凋亡明显增加,伴随着

Cyt c 从线粒体释放到胞浆中的增加,及Caspase-3的
激活。 补充雄激素可逆转这些变化,表明雄激素缺

乏诱导 GDX 老年大鼠胃黏膜细胞凋亡,涉及线粒体

介导的凋亡途径参与。 衰老可能增加患消化性溃

疡病的风险。 一些研究表明,老化的胃粘膜随着脂

质过氧化氢和 Caspase-3 表达的增加而受损[15]。 因

此,雄激素可能是预防消化性溃疡病的潜在药物。
ALDH2 是一种由位于染色体 12q24 的核基因

编码的线粒体基质蛋白,该蛋白是一种具有 56×103

相同亚基的四聚体酶[7]。 ALDH2 在由氧化应激诱

导的脂质过氧化产生的 ROS 清除中起着重要作

用[16]。 本研究发现,在 GDX 老年大鼠胃黏膜中

ALDH2 水平降低,补充雄激素可恢复 ALDH2 水平。
因此,我们进一步验证了雄激素是否通过激活

ALDH2 减轻胃粘膜细胞氧化应激相关损伤。 体外

分析结果显示,ALDH2 抑制剂 Disulfiram 降低雄激

素对 GES-1 细胞损伤的保护作用,证实了雄激素通

过激活 ALDH2 来减轻 GDX 老年大鼠胃黏膜细胞

损伤。
综上所述,雄激素缺乏导致老年大鼠胃粘膜细

胞线粒体功能障碍和线粒体 ROS 积累增加,诱导胃

黏膜细胞凋亡,这种损害作用至少部分与 ALDH2
的抗氧化功能抑制有关。
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