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电针对睾酮低下老年大鼠 Keap1-Nrf2/ARE
信号通路的影响

曾婷婷1 李学智1 唐成林1 姚太万2 马 琳3 代 妮1

摘要  目的 观察电针对中老年男性部分雄激素缺乏综合征（PADAM）模型大鼠睾丸间质细胞

（Leydig 细胞）的作用，并探讨电针抗雄性生殖衰老的可能作用机制。方法 18 只 SD PADAM 大鼠随

机分为老年组、药物组、电针组，每组 6 只，SD 青年大鼠 6 只作为青年组。青年组和老年组给予 0.9%
氯化钠溶液 [7 mg/（kg·3d）]腹部皮下注射。药物组予丙酸睾酮注射液 [7 mg/（kg·3d）]腹部皮下注射。

电针组取“肾俞”“关元”穴进行干预。治疗时间均为 8 周。观察治疗前后各组大鼠强迫游泳力竭时间，

采用 ELISA 检测各组大鼠血清总睾酮（TT）和游离睾酮（FT）水平，采用免疫组化法检测 Leydig 细

胞 Keleh 样环氧氯丙烷相关蛋白 -1 （Keap1）蛋白表达，Western Blot 检测大鼠睾丸 Keap1、核因子

E2 相关因子 2（Nrf2）、醌氧化还原酶 1（NQO1）及超氧化物歧化酶（SOD）蛋白表达。结果 与青

年组比较，老年组治疗前强迫游泳力竭时间、血清 TT、FT 水平及睾丸 Nrf2、NQO1、SOD1 蛋白表达

降低（P<0.01），睾丸 Keap1 蛋白表达增加（P<0.01）。与老年组比较，电针组与药物组治疗后强迫游

泳力竭时间、血清 TT、FT 及睾丸 Nrf2、NQO1、SOD1 蛋白表达升高（P<0.01），睾丸 Keap1 蛋白

表达降低（P<0.01）。结论 电针可改善睾酮低下老年大鼠血清 TT、FT 含量，提高老年大鼠抗疲劳能力，

其作用机制可能与调控 Keap1-Nrf2/ARE 信号通路，降低老年大鼠睾丸组织氧化应激损伤有关。
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ABSTRACT Objective To observe the antioxidantive effect of electroacupuncture（EA） on Leydig 
cells of rats with partial androgen deficiency in the aging male（PADAM）and explore the underlying mechanism 
of anti-aging effect of EA. Methods Eighteen SD PADAM rats were randomly divided into aged group，

medication group and EA group（6 in each group），and young SD rats（n=6）were selected as the youth group.  
The youth group and the aged group were given 0.9% sodium chloride solution ［7 mg/（kg · 3d）］ by abdominal 
subcutaneous injection.In the medication group， testosterone propionate［7 mg/（kg · 3d）］ was injected 
subcutaneously. The EA group was treated by needling acupoints of  Shenshu（BL23） and Guanyuan（ CV4）. 
The therapeutic course for all was 8 weeks. Before and after treatment，the exhaustive swimming time of rats in 
the forced swimming test was observed，and the levels of serum total testosterone（TT）and free testosterone
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中 老 年 男 性 部 分 雄 激 素 缺 乏 综 合 征（partial 
androgen deficiency in the aging male，PADAM），

也称男性更年期综合征，是中老年男性随着年龄增

加体内雄激素水平下降以精神神经症状、植物神经

功能紊乱、心理障碍及性功能减退为主要表现的一

种 临 床 症 候 群［1, 2］。 睾 酮 替 代 疗 法（testosterone 
replacement therapy，TRT） 为 临 床 治 疗 睾 酮 水

平 低 下 的 最 佳 疗 法［3］， 然 而， 服 用 外 源 性 睾 酮

（testosterone，T）可能增加中风，心脏病发作和前

列腺癌发生的风险［4, 5］。本课题组前期研究发现，电

针可显著提高 PADAM 模型大鼠体内 T 水平，并上调

睾酮合成酶的表达 [6]。电针还可通过降低睾丸内的慢

性炎症反应，促进 T 的合成 [7]。

PADAM 作为中老年过渡期疾病，其发病机制

与氧化应激密切相关［8］。研究显示，针灸能显著

增 强 PADAM 大 鼠 超 氧 化 物 歧 化 酶（superoxide 
dismutase，SOD） 活 性， 降 低 丙 二 醛（malonic 
dialdehyde，MDA）含量［9］。核因子 E 2 相关因子 2

（NF-E2-related factor 2，Nrf2）氧化应激防御中的

关键转录因子，活化后可转入细胞核并调控下游抗氧

化酶的表达，以抵抗氧化应激［10］。本实验通过观察

电针对 PADAM 大鼠血清总睾酮（total testosterone，

TT）、 游 离 睾 酮（free testosterone，FT）， 以 及

Kelch 样环氧氯丙烷相关蛋白 -1（Kelch-like ECH-
associated Protein-1，Keap1）-Nrf2/ 抗氧化反应元

件（antioxidant respon-sive element，ARE）信号通

路的影响，进一步探讨电针治疗 PADAM 的作用机制。

材料与方法

1 实验动物 2 月龄 SPF 级 SD 雄性大鼠 8 只，

体重（180~220）g，20 月龄 SPF 级老年 SD 雄性

大鼠 30 只，体重（450~550）g，购自重庆医科大

学实验动物中心，动物许可证：SYXK（渝）2012-
0001。本实验经重庆医科大学实验伦理委员会的批

准（No.2021.032）。

2 主 要 试 剂 和 仪 器 主 要 试 剂：Nrf2 兔 多 抗

（ 美 国 Abcam 公 司， 批 号：ab137550）；Keap1、

SOD1 兔 多 抗（ 美 国 Novus 公 司， 批 号：MAB30、

PAB11339）；NAD（P）H：醌 氧 化 还 原 酶 1[NAD
（P）H：quinone oxidoreductase 1，NQO1] 兔 多 抗

（美国 GeneTex 公司，批号：GTX32756）；GADPH
兔 多 抗（ 重 庆 奥 怡 生 物 公 司，C1846）；HRP 标

记 的 二 抗（ 重 庆 泽 恒 生 物 公 司，BJ09145062）；

TT、FT 试 剂 盒（ 上 海 沪 尚 生 物 公 司， 批 号：

KS11473、KS10151）；免 疫 组 化 试 剂 盒、DAB
显 色 剂（ 北 京 中 杉 金 桥 公 司， 批 号：WK161518、

16111A06）； 丙 酸 睾 酮 注 射 液（25 mg/ 支， 
批 号：H12020531， 天 津 金 耀 药 业 股 份 有 限 公 司；

SDS-PAGE 凝胶试剂盒（上海碧云天生物有限公司，

批号：P0012A）。

主要仪器：韩氏电针治疗仪 （HANS-100 型，南

京济生公司）、一次性针灸针（0.28 mm×25 mm，

华 佗 牌 ）、 电 子 天 平（AL 204 型， 瑞 士 METTLER 
TOLEDO 公 司 ）、 低 温 高 速 离 心 机（ 美 国 Sigma
公 司 ）、 酶 标 仪、 电 泳、 电 转 仪 （ 美 国 Bio-rad 公

司 ） 上 海 Odyssey FC 成 像 系 统（ 上 海 GENE 公

司 ）、BX53 普 通 正 置 显 微 镜（ 日 本 Olympus 公

司）、CellSens Standard 图像采集软件（美国 Media 
Cybernetics 公司）。

3 造模及分组 参考孙祥宙等 [1] 的模型评价

方法，检测 8 只青年大鼠血清 T，统计得出其 TT 为

（9.94±0.88）ng/mL，FT 为 （10.85±1.03） ng/L。

（FT）levels were measured by enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）.The Kelch-like ECH-associated 
protein-1（ Keap1）  expression in Leydig cells was detected by immunohistochemistry. The expression of NF-E2-
related factor 2（Nrf2），Keap1，NAD（P）H：quinone oxidoreductase 1（NQO1） and superoxide dismutase（SOD）

in tesis were assayed by Western Blot. Results Compared with the youth group，the duration of exhaustion 
swimming，serum TT and FT levels，and the protein expressions of Nrf2，NQO1 and SOD1 in testis decreased 
in the aged group before treatment （P<0.01），while the protein expression of KEAP1 in testis increased （P<0.01）. 
Compared with the aged group，duration of exhaustion swimming，TT，FT，the protein expressions serum of 
Nrf2，NQO1 and SOD1 in testis increased in EA group and drug group after treatment （P<0.01），and the protein 
expression of KEAP1 in testis decreased （P<0.01）. Conclusions EA can improve the serum TT and FT 
contents of the aged rats with low testosterone， and improve the anti-fatigue ability. The mechanism of action may 
be related to the regulation of Keap1-Nref2/Arf signaling pathway and the reduction of oxidative stress injury in the 
testicular tissue of the aged rats.

KEYWORDS electroacupuncture； testosterone；antioxidant capacity
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检测 30 只 SD 老年大鼠血清 TT 和 FT，同时低于该

数值即视为 PADAM 大鼠，共 24 只，随机选取 18
只纳入实验，按体重随机分为老年组、药物组和电针

组各 6 只，8 只青年大鼠随机选 6 只作为青年组［7］。

4 干预及取材 因性激素的分泌具有节律性，

故治疗时间定为上午 08：00~11：30 之间。前期研

究显示，干预 8 周具有良好效果 [6]，故本研究连续

干预 8 周。青年组和老年组大鼠予 0.9 % 氯化钠溶

液 7mg/（kg · 3d）腹部皮下注射。药物组大鼠腹部

皮下注射丙酸睾酮 7mg/（kg · 3d），左右腹部交替注

射。根据《实验针灸学》上的方法定位 [11]，电针组

选取双侧肾俞穴（BL23）与关元穴（CV4）。BL23 
位于大鼠第二腰椎下两旁；CV4 位于大鼠脐下约 
25 mm。电针组予电针干预，持一次性无菌针灸针

予双侧“肾俞”“关元”穴直刺 6 mm，选择电针治

疗仪上的疏密波，设置频率 2 Hz，强度 1 mA，每

日 1 次，留针 15 min，5 日为一个疗程，休息 2 日，

持续治疗 8 周。于干预前将各组大鼠乙醚麻醉后目

内眦取血 1 mL。于干预结束后腹腔注射 10% 水合

氯 醛 麻 醉 大 鼠（0.3 mL/100 g）， 剪 开 胸 腔， 心 脏

取血 4 mL。手术完整剥离双侧睾丸，将一侧睾丸

固定于 4% 多聚甲醛中，另一侧睾丸放于液氮中冻

存。将采集好的血液予 4 ℃离心机中 3 000 r/min  
离心 15 min，取血清，无酶 EP 管分装保存，保存

于 -80 ℃冰箱。

5 观察指标及检测方法

5.1 行为学检测 大鼠强迫游泳实验于治疗前

和治疗后进行，采用直径 50 cm、高 80 cm 的塑料

桶，游泳时水深保持为 50 cm，水温控制在 24~26 ℃。

记录大鼠游泳力竭时间，以游泳至最后下沉经 10 s
后仍不能返回水面为判断标准。

5.2 血清 TT、FT 检测 严格按照 ELISA 试剂

盒说明书要求检测治疗前后大鼠血清 TT、FT 水平。

5.3 形态学检测 左侧睾丸于 4% 多聚甲醛固定

24 h 后常规脱水、透明、石蜡包埋、制成 4μm 厚切片。

按试剂说明行 HE 染色。置于光镜下观察病理学形态。

5.4 免疫组化检测 Keap1 蛋白表达 石蜡切片

常规脱蜡至水，微波高温修复抗原后冷却至室温，3% 
H2O2 室温孵育 10 min，滴加正常山羊血清室温封闭

20 min，滴加一抗 Keap1（1：500），4 ℃孵育过夜；

滴加二抗和 SABC 孵育，滴加 DAB 显色后复染、冲

洗、脱水、透明、封片。置于光镜下观察 Keap1 染

色阳性的细胞为棕褐色。每张切片随机选取 5 个高倍

视野（×400），使用 Image-Pro Plus 6.0 图像分析

软件分析平均吸光度。

5.5  Western Blot 法 检 测 睾 丸 组 织 Keap1、

Nrf2、NQO1 及 SOD1 蛋白表达水平 取液氮保存

的睾丸组织约 50 mg，加入 RIPA 裂解液及 PMSF，

匀浆后 4 ℃，12 000 r/min 离心 15 min，吸取上清

液，BCA 法检测蛋白浓度。上样量为 30μg，进行

12% SDS-PAGE 凝胶电泳，将蛋白电转膜至 PVDF
膜 上， 室 温 摇 床 封 闭 2h， 加 一 抗 4 ℃ 冰 箱 过 夜，

TBST 洗膜 5 min×3 次。加入二抗（1：5 000）室

温孵育 1 h，TBST 洗膜 5 min×3 次，ECL 化学发

光成像仪中显影。以 GAPDH 为内参，Image Studio 
Ver 5.0 图像分析软件分析结果。

6 统计学方法 采用 SPSS 22.0 统计软件进行

分析，计量资料以 x–±s 表示，多组数据比较采用单因

素方差分析，事后多重比较采用 LSD 法，各组治疗前

后比较采用配对 t 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

结  果

1 各组大鼠治疗前后强迫游泳力竭时间比较

（表 1）  与青年组同期比较，老年组治疗前强迫游泳

力竭时间缩短（P<0.01）。与本组治疗前比较，药物

组及电针组强迫游泳力竭时间增长（P<0.01）。与老

年组同期比较，药物组及电针组治疗后强迫游泳力竭

时间增长（P<0.01）；电针组与药物组比较，差异无

统计学意义（P>0.05）。

表 1 4 组大鼠治疗前后强迫游泳力竭时间比较（min，x–±s ）
组别 n 时间 强迫游泳力竭时间

青年 6 治疗前 23.83±1.47

治疗后 24.33±1.37

老年 6 治疗前 10.67±2.25 

治疗后 10.33±1.86 

药物 6 治疗前 10.83±2.56 

治疗后 17.50±2.88 △▲

电针 6 治疗前 10.17±2.32 

治疗后 17.50±2.43 △▲

      注：与青年组同期比较， P<0.01；与老年组同期比较，△P<0.01；

与本组治疗前比较，▲P<0.01

2 各组大鼠治疗前后血清 TT、FT 水平比较（表

2） 与青年组同期比较，老年组治疗前血清 TT、FT
水平降低（P<0.01）。与本组治疗前比较，老年组 TT、

FT 水平降低（P<0.05，P<0.01），药物组和电针组

TT、FT 水平升高（P<0.01）。与老年组同期比较，药

物组及电针组治疗后血清 TT、FT 水平升高（P<0.01）；

电针组与药物组比较，差异无统计学意义（P>0.05）。
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讨  论

PADAM 具有很强的性别和年龄特异性，T 水平

下降是其最重要的病理变化［12］。但血清 TT 水平并

不完全反映生物活性睾酮的水平，因此本研究同时增

加了对 FT 水平的检测。采用孙祥宙等［13］采用的自

然造模法，力图更好地模拟 PADAM 的自然病理变化

过程。本实验结果显示老年组大鼠血清 TT、FT 水平

下降且低于青年组血清值 95% 可信区间，行为学改

变，符合 PADAM 的病理变化，提示运用自然造模法

复制 PADAM 大鼠模型是可行的。

男 性 95% 的 雄 激 素 睾 酮 是 由 Leydig 细 胞 合

成，其合成和分泌受下丘脑—垂体—睾丸轴（the 
hypotha-lamus-pituitary-testicular axis，HPTA） 
的严格调控。PADAM 的发生在于年龄老化所致的

青年组  老年组 药物组 电针组

注：图中有尾箭头示支持细胞，无尾箭头示 Leydig 细胞，三角

形示生精细胞

图 1 各组大鼠睾丸病理学比较（HE,×400）

青年组  老年组 药物组 电针组
注：箭头示阳性细胞

图 2 睾丸组织间质细胞 Keap1 免疫组化图（IHC 染色，×400）

图 3  各组大鼠睾丸组织 Keap1、Nrf2、NQO1 级 SOD1 蛋白

表达条带图
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表 2 各组大鼠治疗前后血清 TT、FT 水平比较（x–±s ）
组别 n 时间 TT（ng/mL） FT（nmol/L）

青年 6 治疗前   9.94±0.88 10.85±1.03

治疗后   9.59±1.18 10.44±1.14

老年 6 治疗前   4.49±1.13   5.32±1.33

治疗后   3.35±0.95 ▲▲   3.57±1.54 ▲

药物 6 治疗前   3.68±1.38   5.21±1.01

治疗后   5.94±1.82 △▲▲   6.54±1.72 △▲▲

电针 6 治疗前   4.22±1.35   4.49±1.05

治疗后   6.81±1.25 △▲▲   6.24±1.01 △▲▲

       注：与青年组同期比较， P<0.01；与老年组同期比较，△P<0.01； 

与本组治疗前比较，▲P<0.05，▲▲P<0.01

3 各组大鼠睾丸形态学的观察（图 1） 青年组

睾丸生精小管基膜完整，可见各级 Sertoli 细胞及

支持细胞排列有序，Leydig 细胞呈圆形。老年组

与药物组基膜不完整，各级 Sertoli 细胞数目明显

减少，排列紊乱，Leydig 细胞形态欠规则。与老年

组比较，电针组可见基膜较完整，Sertol 细胞排列

较整齐，Leydig 细胞数量增多且略规则。

表 3 各组大鼠睾丸组织间质细胞 Keap1 表达比较（x–±s  ）
组别 n 平均吸光度值

青年 6            171.78±25.20

老年 6         1 249.62±23.06

药物 6         1 082.64±54.45 △

电针 6            303.76±57.73 △▲

注：与青年组比较， P<0.01；与老年组比较，△P<0.01；与药物

组比较，▲P<0.01

4 各组治疗后大鼠 Leydig 细胞 Keap1 表达水

平比较（图 2、表 3） 各组大鼠 Leydig 细胞 P-ERK
均呈弱阳性表达，可见粗细不等的棕黄色颗粒主要

分布在 Leydig 细胞胞质中。与青年组比较，老年组

Keap1 平均吸光度值升高（P<0.01）。与老年组比较，

药物组和电针组 Keap1 平均吸光度值降低（P<0.01）。

与药物组比较，电针组 Keap1 平均吸光度值降低

（P<0.01）。

5 各 组 大 鼠 睾 丸 组 织 Keap1、Nrf2、NQO1、

SOD1 的蛋白表达比较（表 4，图 3） 与青年组比

较， 老 年 组 Nrf2、NQO1 及 SOD1 蛋 白 表 达 降 低，

Keap1 蛋白表达量增加（P<0.01）。与老年组比较，

药物组和电针组 Nrf2、NQO1 及 SOD1 蛋白表达量

升高，Keap1 蛋白表达量降低（P<0.01）。与药物组

比较，电针组 Nrf2、NQO1 及 SOD1 蛋白表达量升高，

Keap1 蛋白表达量降低（P<0.01）。
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HPTA 的调节功能障碍和睾丸功能衰退引起睾酮水平

降低［14］。尽管血清 T 水平下降与下丘脑—垂体轴功

能变化有关，但已有研究表明，棕色挪威大鼠血清睾

酮水平随着年龄显著下降，而黄体生成素（luteinizing 
hormone，LH）水平并无显著地下降［15, 16］，这项结

果与在人类中相似。这表明，虽然年龄相关的功能改

变可能发生在下丘脑—垂体轴内，但初级性腺损害主

要导致了年龄相关的睾酮下降。在对年轻和老年大鼠

Leydig 细胞计数中发现损失的 Leydig 细胞并不能够

解释年龄有关的睾酮水平降低［17］，因此 Leydig 细

胞功能的变化与之关系更密切。

尽管与年龄相关的 Leydig 细胞功能缺陷发生的机

制仍然不确定，但有研究表明老化的 Leydig 细胞内的

氧化还原平衡发生了变化，细胞内的氧化和抗氧化防

御的不平衡可导致 DNA，蛋白质和（或）脂质损伤，

从而导致Leydig细胞功能改变，产生T的能力下降［18］。 
Keap1-Nrf2/ARE 信号通路近年发现的最为重要的

内源性抗氧化信号通路，其中 Nrf2 是启动氧化应

激 防 御 的 关 键 步 骤，Nrf2 的 活 性 主 要 由 Keap1 控

制，Keap1 是 Nrf2 的负性调控因子，在基础条件下，

Nrf2 被 Keap1- Cul3 -Rbx 复 合 物 泛 素 化 降 解， 在

ROS 的刺激下，Nrf2 与 Keap1 解偶联使 Nrf2 易位至

细胞核并通过与其靶基因的启动子区域中 ARE 结合

而启动其细胞保护性转录程序［19］。Nrf2 活化后上调

下游Ⅱ期解毒酶 NQO1 和抗氧化酶 SOD1 的表达［20］。

研究发现敲除了 Nrf2 基因的野生型小鼠，其在中年

阶段便出现血清睾酮水平和 Leydig 细胞睾酮产生的

显著下降，而老年小鼠睾酮水平下降更为显著［21］。 
本实验显示老年组睾丸 Nrf2、NQO1、SOD1 表达明

显低于青年组，说明睾丸衰老与 Nrf2 相关的抗氧化

能力下降密切相关。

本实验研究结果显示，治疗后，药物组与电针

组大鼠血清 TT、FT 水平及强迫游泳力竭时间相当。

与老年组相比，药物组与电针组睾丸组织中 Nrf2、

NQO1、SOD1 表达均明显增加，Keap1 表达均明显

下降，说明电针能通过调控睾丸组织内部抗氧化应激

通路 Keap1-Nrf2/ARE，改善衰老 Leydig 细胞睾酮生

成的微环境，从而促进睾酮的合成和分泌，延缓生殖

衰老。这可能是电针促进睾酮分泌的机制之一。研究

也显示针灸通过刺激保健穴位具有调节免疫功能、清

除自由基损伤、调节内分泌等功能，具有延缓衰老的

作用［22-24］。目前，电针对于雄激素分泌及 Leydig 细

胞功能的调节方面研究甚少，氧化应激是引起 Leydig
细胞衰老及其功能下降的重要原因，本研究从电针抗

氧化机制入手，为进一步对 PADAM 的实验研究和临

床治疗提供了一定参考。
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