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阴囊短暂 、 轻度热处理对小鼠睾丸应激反应的影响
刘洪茂 ＼穆柯瀚 ＼姬艳丽

Ｕ ２

， 张 君
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， 张桂彬
３
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３
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３

摘要 目 的 探讨单次 、短暂 、轻度 热处理 （
４３

〇

Ｃ
、

ｌ ５ｍ ｉ ｎ
）睾丸生殖细胞损伤 中起重要作用 。 该研究主要探讨

对小鼠睾丸的应激反应 。 方法 将 ２４ 只成年 ＩＣＲ 雄性小 鼠单次 、短暂 、轻度阴囊热处理 （
４ ３ｔ

、
１ ５ｍ ｉｎ

） 对小 鼠

随机分为 ４ 组 。 将热处理组小 鼠身体 的下 Ｉ ／３ 部分浸 于 ４３睾丸热应激 、硝化应激和 内质网应激的影响 ０

丈 恒温水浴 中 １ ５ｍ ｉ ｎ
， 于热处理后 ０ ． ５

、
２

、
６ｈ 取睾丸组织 。

将对照组小 鼠身体的下 １ ／３ 部分浸人 ２２ｔ 水浴 １ ５ｍ ｉ ｎ
，

６ｈ １ 材料与方法

后取睾丸组织 。 采用 Ｗｅｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔ 法检测睾丸总蛋 白热休克今仏斗偷由
、

圭
、士如 丨 培 ？ ｎ／ Ｑ 田

蛋 白 ３２
（＿ 、

３權 酪氨酸 （
３

－ＮＴ ） 和 葡萄糖调节蛋 白
验― 健 只 （ 周

７ ８
（
ＧＲＰ７ ８ ） 的 表达 ； 采 用 免疫组化法 检测 ＧＲＰ７ ８ 的 表 达 。

龄 、雄性 、

＝ 、

￣

３ ５
ｇ ） ， 购 自女徽省头验动物 中心 。

、

小

结果 Ｈ０ －

１ 为热应激的标志物 ， 在热处理后 ， 睾丸 Ｈ０ －

１ 表
鼠于实验 則适应性喂养 １ 周 。 实验遵循国家科学技

达显著上调 （
Ｐ ＜ 〇 ． 〇 １ ） ， 并呈时间依赖性 。 ３

－ＮＴ 为蛋 白质硝 术部颁布的 《 中华人民共和 国 实验动物管理条例 》 ，

化标 志 物 ， 热 处理 明 显 增 强 睾 丸组 织蛋 白 的 硝 化 （
Ｐ＜尽量减少实验动物使用的数量和减少实验动物的痛

〇 ． 〇 １
） 。 此外 ， 与对照组 比较 ，热处理下调 内质网应激标志物苦 ， 禁止虐待动物 。

ＧＲＰ７ ８ 在睾丸中 的表达 （
Ｐ ＜ ０ ． 〇５

） 。 结论 单次短暂轻度 １ ． ２ 化学试剂 聚偏二氟 乙烯 （ ｐ
ｏ ｌ
ｙ
ｖ ｉｎ

ｙ
ｌ ｉｄｅｎｅｆｌｕ －

阴囊热处理 明 显诱导睾 丸组织 Ｈ０ －

１ 和 ３
－ＮＴ 表达 ， 而下 调ｏ ｒ ｉ ｄｅ

，ＰＶＤＦ ） 膜购 自 美 国 Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ

ｐ
ｏｒｅ 公 司 ； 化学发光

ＧＲＰ７ ８ 表达 ，提示热应激 、 硝化应激 和 内质 网应激可能参 与增强检测试剂盒购 自 美 国 Ｐ ｉ ｅｒｃ ｅ 公 司 ； 热休克蛋 白

了短暂 、轻度麵热处麵导 的睾丸损伤 。

 ３２
（
ｈ ｅａｔｓｈｏｃｋ

ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ３２
，Ｈ０

－

１
） 、

３
－硝基酪氨酸 （

３ －
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ｇ
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男性不育是
－Ｍ 待解决腫 大公共卫生 Ｍ

司 ；
（

３＾ ＂ 抗細 自 北讀鋪科技有限公司 。

题 。 影响難賺麵Ｔ關隨補 其 巾职
１ ， ３ 雜处理 ２４ 則 、麵黯为对廳 、

〇 ． ５ ｈ

业环境与男性不育的相关性 已成为公众关注的－项
会且 、

２ｈ 组和 ６ｈ 组 。

、

将热处理组小 鼠身
＾
的下

｜

／３

新的研究热点 。 研究
［ ＂
显示 高温作业雜 桑雜

部分 （ 包酬囊 、后腿 、尾 巴 ） 浸于 ４３口旦温水浴中

的成年男子生育力 明麟低 ，酿
ｍ

ｉＩＥ細麵度
１ ５ｍ ｉｎ

， 于热麵后 Ｇ ＿ ５
、
２

、
６ｈ 剖杀 。 獅照组小 鼠

略有增加雜够干扰精子发生甚至导致不育 ，麵
身細下

＾

／３ 部分浸人 ２２＾ 水浴巾 １ ５６ｈ

目前关于綱男胜翻能影 卩＿分子机綱 不清
Ｗｅ ｓ ｔｅｍｂｋ） ｔ

楚 。 研究
［
３

）

細 低氧应激練化应齡热诱导 ＷＳ ＨＧ ．

１
、
３

＿ＮＴ 和 Ｇ’ 的表达 ；采用免疫组化法检

 测睾丸组织 ＧＲＰ７ ８ 的表达 。

２０ １ ５
－

１ ２
—

２ ５ 接收 １ ． ４ 睾丸组织切片 取小 鼠一侧完整包膜未破损

基金项 目 ： 国家 自 然科学基金 （ 编 号 ：
３ １ ０００６６４ 、

３ １ ５ ７ １ ５ ５ ７ ） ； 安徽 睬的睾丸 ， 置于 ４％ＭＤＦ 液 （ 含 ３０％ 甲 酸 、
１ ５％ 乙醇 、

科大学 ２〇 丨 丨 年博 十科研 资助 项 目 （ 编 号 ：

ｘｊ２〇 ｉ ｉ ｉ ４
） ； 安５％ 冰乙酸及 ５０％ 三蒸水 ） 固定 。 每组分别制备不

徽医科大学
“

青 年拔 尖 人才 支持 ｉ 丨

？

划
”

； 高 等学校 省 级 特同小 鼠 ＨＥ 染 色切 片 ， 经无水 乙 醇脱水 、
二 甲 苯透

色 专业建设点项 Ｈ （ 编号 ：
劃一⑶明 、石蜡包埋 、

５
ｐｍ 连续切片 、

ＨＥ 染色 、光学树脂封
作者单位 ： 安徽 医 科大 学公 共卫 生学 院

１

劳 动 卫 生 与环境 卫 生 学

系 ＇

２

Ｅ生 检 验 与 检 疫 学 系 、

３

卫 生 毒 理 学 系 ， 合 Ｋ片 ， 在光子显微镜下观察睾Ｈ 、病理子变化并拍

２３ ００３ ２ 照 。
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姬艳丽 ， 女 ， 副教授 ， 硕 士 生 导 师 ， 责 任 作 者 ，

Ｋ －

ｍａ ｉ ｌ
： ｊ

ｉ

ｙ
ａ ｎ

－

织生殖细胞凋亡 。 每组选取睾丸组织石蜡切片各 ６

ｌ ｉ ｌ ｌ ｃ ｖ＠ ｌ ２６ － ，

＇

ｏ ｎ ，

 张 ， 经二 甲 苯脱蜡 ， 梯度 乙醇水化 、浸洗 、细胞通透 、
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；

５ １
 （
４

）

平衡液反应 １ ５ｍ ｉ ｎ
、
ＴＵＮＥＬ 反应混合液湿盒 ３ ７ 弋

２仝
士
果

孵育 ｉｈ
、浸入 ２ｘ ＳＳＣ １ ５ｍ ｉ ｎ 以终止反应 、浸洗 、封

闭 内源性过氧化物酶 ，进行酶标记反应 ３０ｍ ｉ ｎ
， 最后２ ． １ 热处理对小鼠睾丸组织病理 的影响 对照组

用 ＤＡＢ 进行显色 、苏木精复染 、梯度酒精脱水 、
二 甲小 鼠睾丸 内生精小管 内 细胞排列 紧密 ， 层次均较清

苯透明 和 中性树胶封 片 。 经 ＴＵＮＥ Ｌ 染 色后 凋亡细晰 （ 图 １ Ａ Ｋ 与 对照组 比较 ， 热处理所引 起 的睾丸

胞核染成深综色或深褐色 。 损伤非常 明显 ， 单次热应激处理 ２ｈ 后睾丸生殖细

１ ． ６Ｗｅｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔ 法检测 睾 丸组 织 ＨＯ －

ｌ
、
３

－ＮＴ
、胞细胞核浓缩 （ 图 １ Ｂ

）
， 而热处理后 ６ｈ 病理改变进

ＧＲＰ７ ８ 表达 每孔上 ４５ （

ｘｇ 蛋 白 ， 进行垂直 电泳 一步加重 ， 表现为睾丸组织生精小管间隙增大 ， 生精

（ 浓缩胶电压 ５０Ｖ
， 分离胶 电压 １ １ ５Ｖ

）
３ｈ

， 再 以平小管 内 细胞排列紊乱 ， 细胞核浓缩细胞明显增 多 ，并

行电泳的方式将凝胶中 的蛋 白 条带转移到 ＰＶ ＤＦ 膜可见多核 巨细胞 （ 图 １ Ｃ
） 。

上 。 转移有蛋 白 的 ＰＶＤＦ 膜在 ５％ 脱脂牛奶 中 ４ｔ２ ． ２ 热诱导睾丸生殖细胞凋亡 采用 ＴＵ Ｎ Ｅ Ｌ 法进

封闭 过 夜 。
ＰＶ Ｄ Ｆ 膜 分 别 用 一 抗 ［ ｐ

－

ａｃ ｔ ｉ ｎ （ １ ：行凋亡分析 。 结果显示 ， 对照组 ＴＵＮＥ Ｌ＋ 生殖细胞

１０００
） 、
Ｈ０ －

１
（

１ ：］０００
） 、

３ －ＮＴ（
１ ：１０００

） 、
ＧＲＰ７ ８很少 （ 图２ Ａ １

、
Ａ２

） ， 在热处理后２ｈ睾丸ＴＵ ＮＥ Ｌ＋

（
１ ： １０００

） ］ 室温孵育 ２￣ ３ｈ
。 用 含 ０ ． ０５ ％ 吐温 －２０生殖细胞 明显增多 （ 图 ２ Ｂ １

、
Ｂ２

） 。 而热处理后 ６ｈ

的磷酸盐缓 冲液溶液洗涤 ３ 次 ， 每次 １ ０ｍ ｉ ｎ
， 洗涤后ＴＵ Ｎ ＥＬ＋ 生殖细胞进一步增多 ， 且 ＴＵ ＮＥ Ｌ＋ 细胞主

的 ＰＶ ＤＦ 膜用辣根过氧化物酶标记的二抗孵育 ２要为精原细胞和初级精母细胞 ， 含 ＴＵ ＮＥ Ｌ＋ 生殖细

采用增强化学发光试剂盒进行发光检测 、压片 ， 胶片胞的生精小管数量 明显增加 （ 图 ２ Ｃ １
、
Ｃ２

） 。

用扫描仪扫描后采用 ＩＰＰ 软件分析 目 的条带的光密２ ． ３ 热处理对小 鼠睾 丸 ＨＯ －

１ 蛋 白 表达 的 影 响

度值 ， 进行定量分析 。
Ｗ ｅｓ ｔｅｒｎｈ ｌ ｏ ｔ 分析 中将 目 的蛋Ｈ ０ －

１ 是一种重要 的热应激蛋 白标志物 。 本研究探

白 的表达水平用 内参
（

３
－

ａｃ ｔ ｉ ｎ 进行标化 ， 将对照组标讨了单次 、短暂 、 轻度 阴囊热处 理对小 鼠睾 丸组织

化后 的 比值定为 １
。 Ｈ０ －

１ 蛋 白表达的影响 。 结果显示 ，
正常小 鼠睾丸组

１ ． ７ 免疫组化法检查睾丸组织蛋 白 表达 参考文织中也能检 测 到 Ｈ０ －

１ 蛋 白 的 表达 。 与对 照组 比

献 本实验采用免疫组化多聚物 （
ＰＶ －

９００ １
） 法检较 ，热处理能明显上调 Ｈ０ －

１ 蛋 白 的表达 ， 并呈时间

测 ＧＲＰ７ ８ 的表达情况 。 取睾丸病理切 片进行常规效应关系 ＝ １ ２２ ．２ ３
，
Ｐ＜ ０ ． ０ １

） ， 见 图 ３ 。

脱蜡至水化 ， 用 ３％Ｈ
２
０

２ 封闭 内 源性过氧化物酶２ ． ４ 热处理对小鼠睾丸 ３ －ＮＴ 蛋 白 表达的影响 ３ －

１ ５ｍ ｉ ｎ
；将切片放人枸橼酸钠缓 冲液 （ ｐ

Ｈ６ ． ０
） 中 ，微ＮＴ 是一个特异 的蛋 白 质硝化标志物 。 本次研究结

波加热进行抗原修复 ，
山羊血清封闭处理 ２０ｍ ｉ ｎ

，

一果表明 ： 单次 、短暂 、轻度 阴囊热处理能够 显著诱导

抗 ＧＲＰ７ ８ 封闭 过夜 ， 相应的二抗处理 ，

ＤＡ Ｂ 显色处睾丸 ３
－ ＮＴ 的 表达 （

Ｆ＝２００ ．４７
，

Ｐ＜０ ．０ １） ， 见 图 ４
，

理
， 苏木精复染 、梯度酒精脱水 、

二 甲苯透 明 ，最后 中提示热处理能够引起睾丸组织发生硝化应激 。

性树胶封片 。 在显微镜下观察 ＧＲ Ｐ７ ８ 的分布 及表２ ． ５热 处 理 对 小 鼠 睾 丸 ＧＲＰ７ ８ 表 达 的 影 响

达情况 。 ＧＲＰ７ ８ 是 －个重要 的 内质网分子伴侣 。 采用 Ｗ ｅｓ ｔ
－

１ ． ８ 统计学处理 采用 ＳＰＳＳ １ ７ ． ０ 软件进行分析 ，ｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 法探讨单次 、 短暂 、轻度 阴囊热处理对小 鼠

数据以 表示 。 采用单 因 素方差 分析检验各组睾丸组织 ＧＲＰ７ ８ 蛋 白 表达的影响 。 结果显示 ， 与对

之间 的差异有无统计学意义 。 照 组 比较 ， 热处理后 ６ｈ组 ＧＲＰ７ ８ 的表达 明 显 降低
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图 １ 阴 囊热处理对小鼠睾丸组织病 理学的影响 ＨＥｘ １ ００

Ａ
： 对照组 ；

Ｂ
：

２ｈ 组
；

Ｃ
：
６ｈ 组

；
ｔ ： 细胞核浓缩细胞 ； 介 ： 支持细胞空泡 ；

＊ ： 多核巨细胞 ；
［＞

： 胞质与细胞核消融的细胞
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图 ２ 阴 囊热处理对小 鼠睾丸生殖细胞凋亡的影响 Ｄ Ａ Ｂ

Ａ
： 对照组 ；

Ｂ
：
２ｈ 组 ；

Ｃ
：
６ｈ 组

；
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彳 ：
ＴＵＮ ＥＬ ＋ 生殖细胞 ；

＊
 ： 含有 ＴＵ ＮＥＬ ＋ 的生精小管 ；

介 ： 多核精细胞
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图 ３ 阴囊热处理对睾 丸组织 ＨＯ －

１ 表达的影响

１
： 对照组 ；

２
：

０ ． ５ｈ 组 ；
３

：

２ｈ 组 ；

４
：
６ｈ 组

；
与 对照组 比较 图 ４ 阴囊热处理对睾丸组织 ３

－ＮＴ 表达 的影响

＜ ０ ． ０ １ １ 
？

． 对照组 ；
２

：
０ ． ５ｈ 组 ；

３
：
２ｈ 组 ；

４
：

６ｈ 组 ； 与 对 照组 比较 ？／

？

Ｐ

＜ ０ ． ０ １

（
Ｆ＝ １ ３ ．２ ８

，Ｐ＜ ０ ． ０５
） ， 见图 ５

。 进一步采用 免疫组

化法分析小 鼠睾丸组织 Ｇ Ｒ Ｐ７ ８ 蛋 白 的表达 ， 结果显３＃＆
示 ， 对照组 ＧＫ Ｐ７ ８ 主要在精原细胞 和初级精母细胞

表达 ， 在 Ｓｅｒｔｏ ｌ ｉ 细胞 、
Ｌｅ

ｙ
ｃｉ ｉ

ｇ 细胞 、 圆 形 及长形精子本研究将小 鼠下腹部浸于 犯 Ｔ ； 恒温水浴 中 Ｉ ５

细胞中 几乎没有 表达 （ 图 ６ Ａ
） ， 而热处理后ｍ ｉ ｎ

， 能够引 起 明显 的辜丸病理损伤 ， 诱导睾丸生殖

６ｈ 组 Ｇ Ｋ Ｐ７ ８ 的表达 明 显 降低 （ 图 ６ Ｃ
） ， 与 Ｗ ｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎ细胞凋亡 本研究进一步探讨了热处理对小 鼠睾丸

ｂ ｌ ｏ ｔ 结果相一致 （ 图 ５
） 。 热应激 、硝化应激和 内质网应激的影响 。

Ｈ０ －

１ 是一种重要的热应激蛋 白标志物
［
５

此
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ｐ
丨

；
５ １  （

４
）

， ２ ３ ４外 ＨＯ －

１ 的诱导与 氧化应激 和低氧应激也有关联 。

￣

■ａＭｉｔ当细胞和组织处于应激状态时 ，

Ｈ Ｏ －

１ 可作为保护性
＿ ８—￣＾

蛋 白被诱导 ，
以对抗各种应激所 引 起 的损伤 。 本课

ｐ
．

ａ ｃ ｔ ｉ ｎ
题组前期研究

［
７＜
显示 ，镉显著诱导睾丸组织 ＨＯ －

Ｉ

的表达 。 本实验结果显示 ： 阴囊热处理明显上调睾

１ － ５
ｒ丸 Ｈ０ －

１ 的表达 ， 并具有 明显 的时间效应关系 ， 提示

单次 、短暂 、轻度 阴囊热处理诱导睾丸组织发生热应

ｔ
Ｔ １激反应 。 实验

［
６

］

表明 Ｈ０ －

１ 可 以在各种应激损伤 中

１

１ ， ０
■

ｐｉｒｎ ＊起到保护作用 ， 但也有不 同 的 观点认为 Ｈ〇 －

ｉ 过度

｜ 表达在
一些疾病的发生发展 中起 了 作用 。 本研究结

ｇ０ ５
． 果表明热处理能 明 显 上调睾丸 Ｈ０ －

１ 的表达 ， 但这

种表达具有保护作用还是促进作用 目 前 尚不清楚 。

硝化应激指机体内 活性氧簇与活性氮簇生成增

〇 ■ 〇
一 ＾ Ｌ

＾

ＪＬ— Ｉ
＿

加导致机体 内产生大量硝化能力极强的一类硝化物

质 ， 对机体 内 的
一些蛋 白 质产生硝化作用或者对细

图 ５ 阴囊 热处理对睾 丸组织 Ｃ ； ＲＰ７ ！ ｉ 表达的影响胞的核酸物质产生硝化作用 ， 进而 引 起一些机体 的
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；
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与对照组 比较 ：

．

Ｐ＜

病理变化
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图 ６ 免疫 组化检测 睾丸组织 中 ＧＲＰ７ ８ 的表达分布 ＰＶ 二少法 ｘ
ｌ ＯＯ

Ａ
： 对照组 ；

Ｂ
：
２ｈ 组 ；

Ｃ
：
６ｈ 组

的失活 ，影响酪氨酸磷酸化调节 的信号传导 ， 通过改综上所述 ， 单次 、 短暂 、轻度 阴囊热处理能够 引

变细胞的细微结构导致细胞 凋亡 。
３

－ＮＴ 是蛋 白 质起睾丸组织发生复杂的应激反应 ， 包括热应激 、硝化

硝化的 主要产物 ， 被认为是硝化应激的标志蛋 白 ， 在应激和 内质网应激 ， 然而这些应激反应在热诱导 的

多种疾病 中都伴随着 ３
－ＮＴ 水平 的 升高 、 本睾丸组织损伤 中 的作用 尚需要进一步探讨 。 以上研

研究结果显示 ， 阴囊热处理能够时间依赖性地诱导究结果也进一步证实 ， 环境温度与 男 性生殖健康密

３ －ＮＴ 的表达 ， 提示热处理引起睾丸组织发生硝化应切相关 ， 长时间在 高温环境下工作 的 男性应加强保

激 ａ 护措施 ， 注意 自 我防护 ，避免职业高温因素对男性精

内 质网是细胞 内 重要 的细胞器 ， 蛋 白 质和脂质液质量产生的不 良影响 ， 预防男性不育 的发生 。

合成 、加工 、折叠和运输均在 内质网进行 。 当细胞 内

质网受损或蛋 白质合成增加 即 引 起 内质 网应激 ， 诱＆

导未折叠蛋 白 质反应
＂ ⑴

。 内 质 网 蛋 白 质加 丄 和  丨
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