
   
湖南农业大学学报(自然科学版) 2025，51(6)：118–123．DOI：10.13331/j.cnki.jhau.2025.06.014 
Journal of Hunan Agricultural University(Natural Sciences)  
引用格式： 
冯健豪，刘怀瑾，唐梓宁，王水莲，杨闯．铁皮石斛提取物对小鼠睾丸间质细胞生长和睾酮合成的影响

[J]．湖南农业大学学报(自然科学版)，2025，51(6)：118–123． 
FENG J H，LIU H J，TANG Z N，WANG S L，YANG C．Effects of Dendrobium officinale extract on the 
proliferation and testosterone synthesis of mouse Leydig cells[J] ． Journal of Hunan Agricultural 
University(Natural Sciences)，2025，51(6)：118–123． 
投稿网址：http://xb.hunau.edu.cn 

 

铁皮石斛提取物对小鼠睾丸间质细胞生长和睾酮合成的影响 

冯健豪1，刘怀瑾1，唐梓宁1，王水莲1，杨闯2*  

(1. 湖南农业大学动物医学院，湖南 长沙 410128；2. 长沙牛羊荟农业科技有限公司，湖南 长沙 410125) 

摘要：分别用质量浓度为20、40、60、80、100 μg/mL的铁皮石斛提取物处理小鼠睾丸间质细胞(TM3细胞)24 h，

采用细胞增殖检测试剂盒(MTS)检测细胞增殖活力，qRT-PCR检测增殖与凋亡相关基因、睾酮合成酶基因、睾酮

合成酶相关转录因子及其上游调控因子基因的mRNA表达水平，Western blot检测凋亡相关基因、睾酮合成酶的

蛋白表达水平，ELISA法检测TM3细胞睾酮分泌水平。结果表明：与不加铁皮石斛提取物的对照组比较，用40 

μg/mL铁皮石斛提取物处理TM3细胞，显著提高了其增殖活力；细胞增殖相关基因Ki-67和PCNA，抗凋亡基因

Bcl-2，睾酮合成酶基因StAR、P450scc、3β-HSD、CYP17a1和17β-HSD，睾酮合成酶相关转录因子基因Nur77和

SF-1与其上游调控因子基因CREB的mRNA相对表达水平及Bcl-2、P450scc、CYP17a1和17β-HSD蛋白相对表达水

平均极显著高于对照组的；Bax和Caspase-3蛋白相对表达水平、NF-κB的mRNA和蛋白的相对表达水平均极显著

低于对照组的；TM3细胞分泌的睾酮质量浓度为(0.042±0.002) ng/mL，极显著高于对照组的。这些结果说明，40 

μg/mL铁皮石斛提取物可通过调控睾酮合成酶基因及其相关转录因子的表达促进睾酮的合成。 
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Effects of Dendrobium officinale extract on the proliferation and  
testosterone synthesis of mouse Leydig cells 

FENG Jianhao1，LIU Huaijin1，TANG Zining1，WANG Shuilian1，YANG Chuang2* 

(1. School of Veterinary Medicine, Hunan Agricultural University, Changsha, Hunan 410128, China; 2. Changsha Niu-
Yang Aggregated Agricultural Science and Technology Co. Ltd., Changsha, Hunan 410125, China) 

Abstract: Mouse Leydig cells(TM3 cells) were treated with Dendrobium officinale extract at mass concentration of 20, 
40, 60, 80 and 100 μg/mL for 24 h. The cell proliferation activity was detected by MTS method. The mRNA expression 
levels of proliferation and apoptosis-related genes, testosterone synthase genes, as well as transcription factor genes and 
upstream regulatory factor genes relevant to testosterone synthase were detected by qRT-PCR in TM3 cells. The 
expression of apoptosis-related proteins and testosterone synthases was analyzed by Western blot. And the testosterone 
secretion levels were detected by ELISA. The results showed that treatment with 40 μg/mL Dendrobium officinale extract 
significantly increased TM3 cells proliferation activity compared to the untreated control. The relative mRNA expression 
levels of the cell proliferation-related genes Ki-67 and PCNA, anti-apoptotic gene Bcl-2, testosterone synthase genes 

StAR, P450scc, 3β-HSD, CYP17a1, and 17β-HSD, their relevant transcription factors genes Nur77 and SF-1, and 
upstream regulator gene CREB; as well as the relative protein expression levels of Bcl-2, P450scc, CYP17a1, and 17β-
HSD were extremely significantly higher in Dendrobium officinale extract treated cells than those in the untreated 
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control. The relative protein expression levels of Bax and Caspase-3, as well as the relative mRNA and protein expression 
levels of NF-κB were extremely significantly lower in Dendrobium officinale extract treated cells than those in the 
untreated control. The mass concentration of testosterone secreted by TM3 cells treated with Dendrobium officinale extract 
was (0.042±0.002) ng/mL, which was extremely significantly higher than that in the untreated control. In conclusion, 40 μg/mL 
Dendrobium officinale extract could enhance the synthesis of testosterone by regulating the expression of testosterone 
synthesis genes and their related transcription factors. 

Keywords: Dendrobium officinale extract; mouse Leydig cell; cell proliferation activity; testosterone synthesis 

 

睾丸间质细胞位于曲细精管之间，具有合成

与分泌睾酮的功能，对雄性动物生殖器官发育、

精子发生和性功能维持等有重要作用[1]。睾丸间质

细 胞 以 胆 固 醇 为 原 料 ， 通 过 多 种 睾 酮 合 成 酶

(StAR、P450scc、3β-HSD、CYP17a1、17β-HSD)
共同催化合成睾酮[2]；睾酮合成酶转录因子Nur77
和SF–1可直接结合到靶基因的启动子区域调节其

转录，睾酮合成酶转录因子的上游调控因子CREB
和NF-κB可通过调节睾酮合成酶转录因子间接调控

睾酮合成酶的表达，进而促进睾酮合成[3]。 

铁皮石斛对雄性动物生殖活动具有调控作

用。芦春斌等[4]通过腹腔注射顺铂构建雄性小鼠生

殖系统损伤模型(顺铂模型)，小鼠连续灌胃铁皮石

斛多糖35 d后，其精子数量与活力显著提高，超氧

化物歧化酶水平上升，顺铂引起的睾丸组织结构

损伤有明显恢复。仇平乐[5]研究发现，铁皮石斛多

糖对丙酸睾酮和乙醇造成的小鼠良性前列腺增生

和睾丸组织结构损伤有治疗作用，可提高睾丸组

织的抗氧化能力，增加精子的数量与活力；丙酸

睾酮和乙醇的联合作用降低了睾酮合成激酶基因

StAR和P450scc的mRNA相对表达量，而铁皮石斛

多糖能部分恢复StAR和P450scc的mRNA相对表达

量，这说明铁皮石斛多糖调控睾酮合成酶基因的

表达，推测其能恢复睾丸损伤模型小鼠的睾酮合

成能力。 
基于铁皮石斛的药理学作用[6]，笔者将铁皮石

斛提取物添加至体外培养的小鼠睾丸间质细胞系

(TM3细胞)中，用质量浓度分别为20、40、60、

80、100 μg/mL的铁皮石斛提取物处理TM3细胞，

采用MTS检测细胞增殖活力；采用qRT-PCR检测增

殖与凋亡相关基因、睾酮合成酶基因、睾酮合成

酶相关转录因子及其上游调控因子基因的mRNA表

达水平；采用Western blot检测凋亡相关蛋白及睾

酮合成酶表达水平；采用ELISA法检测睾酮分泌水

平，探究铁皮石斛提取物对雄性小鼠睾丸间质细

胞生长与睾酮合成的影响，以期为揭示铁皮石斛

对雄性动物生殖调控的机理提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

参照王明月等[7]的方法，制备铁皮石斛提取物，

获得的深棕色粉末为铁皮石斛样品(含水量小于

5%)。取0.01 g铁皮石斛提取物样品，用100 mL双

蒸水混悬定容为0.1 mg/mL的铁皮石斛提取物溶

液。TM3细胞购于上海安为生物科技有限公司，

并参照汤亚茹[8]的方法，对其进行细胞培养、传代

以及冻存，冻存细胞株置于液氮中保存。 

1.2 方法 

1.2.1 MTS法测定TM3细胞增殖活力 

取对数生长期的TM3细胞，按1×104/孔的密度

接种至96孔板中，对照组加入200 μL培养基(含1%
双抗的DMEM/F-12)，铁皮石斛处理组加入200 μL
铁皮石斛提取物质量浓度分别为20、40、60、

80、100 μg/mL的培养基(含1%双抗的DMEM/F-
12)，处理24 h。处理完成后在避光条件下，向96
孔板每孔加入20 μL MTS溶液，继续在37 ℃、5% 
CO2条件下培养3 h，用酶标仪在490 nm波长处测定

吸光度，计算TM3细胞增殖活力。 

1.2.2 qRT-PCR检测基因表达水平 

取对数生长期的TM3细胞，按50×104/孔的密

度接种至6孔板中，当细胞贴壁密度达到70%时，

对照组每孔加入2 mL含1%双抗的DMEM/F-12；铁

皮石斛处理组每孔加入2 mL 40 μg/mL的铁皮石斛

提取物培养基(含1%双抗的DMEM/F-12)，处理细

胞24 h，参照汤亚茹[8]的方法提取RNA、反转录并

通过qRT-PCR检测细胞增殖基因(Ki-67和PCNA)，

细胞凋亡相关基因(Bax、Caspase-3和Caspase-8)，



   
   

120 湖南农业大学学报(自然科学版) http://xb.hunau.edu.cn 2025 年 12 月   

 

睾 酮 合 成 酶 基 因 (StAR 、 P450scc 、 3β-HSD 、

CYP17a1和17β-HSD)，睾酮合成酶转录因子基因

(Nur77和SF-1)及其上游调控因子基因(CREB和NF-
κB)的mRNA相对表达水平。引物由生工生物工程

(上海)股份有限公司设计合成。β-actin作为内参基

因，每组设置3个重复。采用    2–ΔΔCt计算各基因的

相对表达水平。 

1.2.3 Western blot检测蛋白表达水平 

用40 μg/mL铁皮石斛提取物处理TM3细胞48 h

后，参照汤亚茹[8]的方法，检测细胞凋亡相关基因

(Bax 、 Caspase-3 和 Bcl-2) ， 睾 酮 合 成 酶 基 因

(P450scc、CYP17a1和17β-HSD)和睾酮合成酶转录

因子的上游调控因子基因NF-κB的蛋白表达水平。 

1.2.4 ELISA法测定TM3细胞培养基上清的睾酮浓度 

采用Elabscience®睾酮(T)酶联免疫吸附测定试

剂盒，检测对照组和铁皮石斛处理组细胞处理48 h

后培养基上清液中的睾酮浓度，使用酶标仪在  

450 nm波长处测定各孔吸光度。 

1.3 数据统计与分析 

采用IBM SPSS 21.0统计分析试验数据。选用

独立样本t检验分析组间的差异显著性。 

2 结果与分析 

2.1 铁皮石斛提取物对TM3细胞增殖活力的影响 

研究结果(图1)表明，铁皮石斛提取物处理TM3
细胞24 h后，40 μg/mL处理组细胞增殖活力显著高 

 

 

*、**分别表示处理组与对照组的差异有统计学意义(P<0.05、P<0.01)。 

图1 不同浓度铁皮石斛提取物处理的TM3细胞增殖活力 
Fig.1 The proliferation activity of TM3 cells treated with different 

mass concentrations of Dendrobium officinale extract 

于对照组的；80 μg/mL处理组细胞增殖活力显著

低于对照组的；100 μg/mL处理组细胞增殖活力极

显著低于对照组的，这说明40 μg/mL铁皮石斛提

取物处理TM3细胞能显著促进TM3细胞增殖，而

80、100 μg/mL铁皮石斛提取物处理TM3细胞能显

著抑制TM3细胞增殖。因此，后续选取40 μg/mL

铁皮石斛提取物进行试验。 

2.2 铁皮石斛提取物对TM3细胞增殖与凋亡相关

基因表达的影响 

用40 μg/mL铁皮石斛提取物处理TM3细胞24 h

后，收集细胞，通过qRT-PCR检测铁皮石斛处理组

与对照组细胞增殖基因Ki-67和PCNA的mRNA相对

表达水平。结果(图2)显示，铁皮石斛处理组的Ki-67

和PCNA的mRNA相对表达水平极显著高于对照组

的。这表明40 μg/mL铁皮石斛提取物可促进TM3

细胞增殖。 

 
**表示处理组与对照组的差异有统计学意义(P<0.01)。 

图2 铁皮石斛提取物处理的TM3细胞增殖基因的

mRNA相对表达水平 
Fig.2 The relative mRNA expression levels of proliferation-

related genes in TM3 cells treated with Dendrobium 

officinale extract  
采用qRT-PCR和Western blot检测各组细胞凋亡

基因Bax、Caspase-3、Caspase-8以及抗凋亡基因

Bcl-2的mRNA和蛋白相对表达水平。结果(图3)表

明，处理组Bax、Caspase-3和Caspase-8的mRNA相

对表达水平极显著低于对照组的，Bcl-2的mRNA

相对表达水平显著高于对照组的；处理组Bax和

Caspase-3蛋白相对表达水平极显著低于对照组

的，Bcl-2蛋白相对表达水平极显著高于对照组

的。这提示40 μg/mL铁皮石斛提取物可抑制TM3

细胞凋亡。 
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*、**分别表示处理组与对照组的差异有统计学意义(P<0.05、P<0.01)。 

图3 铁皮石斛提取物处理的TM3细胞凋亡相关基因的mRNA和蛋白相对表达水平 
Fig.3 The relative mRNA and protein expression levels of apoptosis-related genes in TM3 cells treated with Dendrobium officinale extract  

2.3 铁皮石斛提取物对TM3细胞睾酮合成酶及相

关转录因子表达的影响 

通过qRT-PCR检测细胞睾酮合成酶基因StAR、

P450scc、3β-HSD、CYP17a1和17β-HSD与睾酮合

成酶转录因子基因(Nur77和SF-1)及其上游调控因

子基因(CREB和NF-κB)的mRNA相对表达水平；通

过Western blot检测各组细胞P450scc、CYP17a1、

17β-HSD和NF-κB蛋白相对表达水平。结果(图4)表
明，处理组StAR的mRNA相对表达水平显著高于对

照组的，P450scc、3β-HSD、CYP17a1和17β-HSD
的mRNA相对表达水平极显著高于对照组的。处理

组睾酮合成酶转录因子基因Nur77和SF-1的相对

mRNA表达水平极显著高于对照组的，睾酮合成酶

转录因子的上游调控因子基因CREB的mRNA相对

表达水平极显著高于对照组的，NF-κB的mRNA相

对 表 达 水 平 极 显 著 低 于 对 照 组 的 。 处 理 组

P450scc、CYP17a1和17β–HSD蛋白相对表达水平

极显著高于对照组的，NF-κB蛋白相对表达水平极

显著低于对照组的。结果提示，40 μg/mL铁皮石

斛提取物可能通过调控TM3细胞睾酮合成酶及相

关转录因子的表达水平，进而促进其睾酮合成。 
 

 

 
*、**分别表示处理组与对照组的差异有统计学意义(P<0.05、P<0.01)。 

图4 铁皮石斛提取物处理的TM3细胞睾酮合成酶基因及相关转录因子基因的mRNA和蛋白相对表达水平 
Fig.4 The relative mRNA and protein expression levels of testosterone synthase genes and their related transcription factors 

genes in TM3 cells treated with Dendrobium officinale extract  

2.4 铁皮石斛提取物对TM3细胞睾酮分泌的影响 

用40 μg/mL铁皮石斛提取物处理TM3细胞24 h
后，收集培养基上清液，采用ELISA法检测培养基 

中睾酮浓度。结果表明，处理组细胞培养基上清液

中睾酮质量浓度为(0.042±0.002) ng/mL，显著高于

对照组的(0.018±0.001) ng/mL，这说明添加40 μg/mL 
铁皮石斛提取物可促进TM3细胞睾酮分泌。 
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用不同质量浓度的铁皮石斛提取物处理TM3
细胞24 h后发现，40 μg/mL铁皮石斛提取物可显著

提高TM3细胞增殖活力。Ki-67和PCNA作为增殖标

志基因，可评价不同功能状态下细胞或组织的增

殖活性[9]。用40 μg/mL铁皮石斛提取物处理TM3细

胞24 h后，Ki-67和PCNA的mRNA相对表达水平极

显著升高，这表明40 μg/mL铁皮石斛提取物可促

进TM3细胞增殖。 
在铁皮石斛多糖对大鼠缺氧缺血性脑损伤的

研究中发现，铁皮石斛多糖可增强神经营养因子

的表达，并抑制神经细胞凋亡[10]。韩宏等[11]研究

发现，铁皮石斛多糖对缺氧/复氧诱导的星形胶质

细胞自噬具有抑制作用。沈鸿涛等[12]证实，铁皮

石斛多糖可抑制由肿瘤坏死因子TNF-α引起的神经

细胞凋亡。李利娟等[13]研究表明，细胞凋亡受Bcl-2
家 族 和 Caspase 家 族 等 多 个 基 因 的 调 控 ， 其 中

Caspase通路在睾丸间质细胞凋亡中起到重要作

用。本研究中，40 μg/mL铁皮石斛提取物处理

TM3细胞24 h后，Bax、Caspase-3和Caspase-8的

mRNA相对表达水平极显著降低，Bcl-2的mRNA
相对表达水平显著升高；Bax和Caspase-3蛋白相对

表达水平极显著降低，而Bcl-2蛋白相对表达水平

极显著升高，这提示适宜浓度的铁皮石斛提取物

可抑制TM3细胞的凋亡。 
睾 酮 的 合 成 主 要 在 睾 酮 合 成 酶 (StAR 、

P450scc、CYP17a1、3β-HSD和17β-HSD)的催化作

用下完成[14]。40 μg/mL铁皮石斛提取物可显著提

高TM3细胞的睾酮含量，显著或极显著提高TM3
细 胞 中 睾 酮 合 成 酶 基 因 (StAR 、 P450scc 、 3β-
HSD、CYP17a1、17β-HSD)的mRNA相对表达水

平 ， 极 显 著 提 高 TM3 细 胞 中 睾 酮 合 成 酶 基 因

(P450scc、CYP17a1、17β-HSD)的蛋白相对表达水

平，这说明适宜浓度的铁皮石斛提取物可通过上

调睾酮合成相关酶基因的表达来促进睾酮合成。 
作为核受体，Nur77和SF-1可通过特异性结合

反应元件来激活StAR、3β-HSD和CYP17a1的启动

子，直接参与调控睾酮合成酶的表达[15]。谷亚龙

等 [14]研究发现，用Nur77干涉腺病毒阻断Nur77
后 ， StAR 和 3β-HSD 的 表 达 量 明 显 下 降 。

JEYASURIA等[16]认为，在SF-1基因缺陷小鼠的睾

丸间质细胞中，StAR和P450scc的表达均显著降

低。CREB作为一种转录因子，其被激活后，可与

SF-1共同调节睾酮合成酶的表达[17]。NF-κB是重要

的转录因子，包括p65和p50两种亚基，NF-κB被激

活后，可抑制SF-1和Nur77的转录活性[18]。本研究

结果表明，40 μg/mL铁皮石斛提取物可极显著提

高 TM3 细 胞 中 睾 酮 合 成 酶 相 关 转 录 因 子 基 因

(Nur77、SF-1)的mRNA表达水平，可极显著提高

睾酮合成酶相关转录因子上游调控因子基因CREB
的mRNA表达水平，极显著降低NF-κB的mRNA和

蛋白表达水平。这些结果说明，适宜浓度的铁皮

石斛提取物可通过调控睾酮合成酶相关转录因子

基因的表达水平，影响睾酮合成酶基因的表达，

进而促进睾酮合成。 
总之，40 μg/mL铁皮石斛提取物能促进体外

培养的小鼠睾丸间质细胞增殖，抑制细胞凋亡，

通过影响睾酮合成酶及其相关转录因子的表达来

促进睾酮的合成。 
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