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摘要　目的　探讨昼夜节律紊乱（ＣＲＤ）对青少年小鼠下丘脑神经元变化和睾丸功能的影响。方法　选取３０只 ＳＰＦ级１月
龄Ｃ５７雄性小鼠，随机分为Ｃｏｎｔｒｏｌ组和ＣＲＤ组，每组 １５只，Ｃｏｎｔｒｏｌ组保持１２ｈ暗／１２ｈ明的循环光照，ＣＲＤ组保持２４ｈ光
照，造模共计６１ｄ。统计各组小鼠的生长曲线；利用高架十字迷宫和旷场实验检测小鼠行为变化；利用尼氏染色检测神经元形
态；利用免疫荧光染色和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测离子钙结合适配器分子１（Ｉｂａ１）和神经元特异性核蛋白（ＮｅｕＮ）在下丘脑的分
布和表达；利用ＲＴｑＰＣＲ检测睾酮合成相关基因类固醇激素合成急性调节蛋白（ＳｔＡＲ）和３β羟基类固醇脱氢酶１（ＨＳＤ３Ｂ１）
以及生精相关基因配子生成素结合蛋白２（ＧＧＮＢＰ２）和无精症缺失样（ＤＡＺＬ）在睾丸中的表达情况。结果　在第６１天时，
ＣＲＤ组小鼠体质量显著高于Ｃｏｎｔｒｏｌ组。高架十字迷宫中，ＣＲＤ组小鼠进入开臂时间、开臂次数和开臂时间百分比都显著少
于Ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠；旷场测试中，ＣＲＤ组小鼠在中心区停留时间和进入中心区频率都显著少于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠。尼氏染色结果
显示ＣＲＤ组小鼠下丘脑阳性细胞数量显著少于Ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠；免疫荧光和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示ＣＲＤ组小鼠下丘脑的Ｉｂａ１
蛋白表达上调，ＮｅｕＮ蛋白表达下调。ＲＴｑＰＣＲ结果显示ＣＲＤ组小鼠睾丸中 ＨＳＤ３Ｂ１的表达显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠，ＧＮＢＰ２
和ＤＡＺＬ的表达显著低于Ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠。结论　ＣＲＤ处理不仅会导致青少年小鼠出现焦虑抑郁样行为，同时还会降低雄性
青少年小鼠生精能力。
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１７９５０７２０９＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　地球自转经历着２４ｈ的光／暗交替，为了适应
这种环境循环，生物进化出了昼夜节律的生理机

制［１］。但随着社会迅速发展，青少年昼夜节律紊乱

（ｃｉｒｃａｄｉａｎｒｈｙｔｈｍｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＣＲＤ）现象日趋严重，
ＣＲＤ将造成青少年身体发育异常、认知记忆能力受
损以及产生抑郁焦虑情绪等［２］。下丘脑是哺乳动

物调控昼夜节律的中枢结构，视网膜接收的光信号

首先被传递至下丘脑视交叉上核（ｓｕｐｒａｃｈｉａｓｍａｔｉｃ
ｎｕｃｌｅｕｓ，ＳＣＮ），然后信号通过神经系统和激素释放
系统反馈至下游脑区，最后通过调控时钟相关基因

的表达实现昼夜周期的调节［３］。

同时，下丘脑是哺乳动物生殖调控的核心器官，

下丘脑分泌释放的激素对雄性动物睾丸的发育和精

子的产生至关重要［４］。研究［５］报道，ＣＲＤ会损害雄
性大鼠生殖系统，睾丸出现病理性损伤，支持细胞数

量和精子数量低于正常大鼠。男性青少年下丘脑和

睾丸还处于快速发育成熟的阶段，同时ＣＲＤ广泛存
在于青少年群体，但缺乏ＣＲＤ对青少年小鼠下丘脑
和睾丸的系统性研究，因此，该研究旨在探究 ＣＲＤ
对雄性青年小鼠下丘脑和睾丸的影响，为神经系统

和繁殖系统的相互作用提供新的视角。

１　材料与方法

１．１　实验动物　实验用 ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠购
自上海斯莱克实验动物有限责任公司，动物许可证

号为ＳＣＸＫ（沪）２０２２０００４。随机挑选１月龄雄性子
代３０只，实验分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ组和 ＣＲＤ组，每组 １５
只。实验动物室内温度 ２３～２５℃ ，相对湿度（５５
±１０）％，保证小鼠自由采食和饮水。Ｃｏｎｔｒｏｌ组保
持１２ｈ暗／１２ｈ明的循环光照，ＣＲＤ组保持２４ｈ光
照，光照处理６１ｄ［６］。
１．２　主要材料　高架十字迷宫和旷场箱均购自深
圳市瑞沃德生命科技有限公司；冰冻切片机

（ＣＭ１９５０）购自德国Ｌｅｉｃａ公司；实时荧光定量 ＰＣＲ
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仪（ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏＴＭ３）购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎ
ｔｉｆｉｃ公司；荧光倒置显微镜（Ｔｉ２ｕ）和激光共聚焦显
微镜（Ｃ２）购自日本尼康公司；多功能成像系统（ＦＵ
ＳＩＯＮＦｘ６）购自法国 Ｖｉｌｂｅｒ公司。尼氏染色试剂盒
购自北京索莱宝科技有限公司；多克隆兔抗 Ｉｂａ１和
多克隆鼠抗ＮｅｕＮ购自美国Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司；山羊抗鼠ＩｇＧＨ＆Ｌ和山羊抗兔ＩｇＧＨ＆Ｌ购自
北京博奥森生物技术有限公司；ＲＴｑＰＣＲ八联管、
各种型号枪头、离心管均购自上海科进生物技术有

限公司；４％多聚甲醛固定液购自武汉博士德生物工
程有限公司；ＲＮＡ提取试剂盒、反转录试剂盒和
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂购自南京诺唯赞公司；
多克隆兔抗ＧＡＰＤＨ购自美国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒购自北京酷来搏科技有限公

司。

１．３　生长曲线　将１月龄小鼠体质量作为初始体
质量，然后每４天记录１次子代体质量，共计６１ｄ。
１．４　行为实验
１．４．１　高架十字迷宫实验　把小鼠放在十字迷宫
的中心位置，记录小鼠５ｍｉｎ内进入开臂、闭臂的次
数及在两臂滞留的时间。并计算小鼠进入开臂次

数、在开臂滞留时间及在开臂滞留时间占总时间的

百分比。

１．４．２　旷场实验　待小鼠３月龄时进行动物行为
学实验。从旷场箱中心区中心点投放小鼠，记录小

鼠５ｍｉｎ内在旷场箱中的总移动距离、进入中心区
频率和在中心区停留时间。

１．５　尼氏染色　行为学试验结束后安乐处死各组
小鼠。利用 ＰＢＳ对小鼠进行充分灌注后迅速剥离
小鼠脑组织，然后４％多聚甲醛固定和蔗糖梯度脱
水。脱水完成后利用冰冻切片将脑组织切成５μｍ
厚的脑片，将脑片黏附至载玻片。尼氏染色流程如

下：依次过ｄｄＨ２Ｏ１ｍｉｎ、７０％乙醇 １ｍｉｎ、９５％乙醇
５ｍｉｎ、１００％乙醇１０ｍｉｎ、二甲苯２０ｍｉｎ、１００％乙醇
１０ｍｉｎ、９５％乙醇１ｍｉｎ、５０％乙醇１ｍｉｎ、甲基紫溶
液１０ｍｉｎ（５６℃水浴加热）、分化液１ｍｉｎ、１００％乙
醇５ｍｉｎ、二甲苯２０ｍｉｎ，最后封片显微镜下观察。
１．６　免疫荧光　将经固定和脱水后的小鼠脑组织
切１０μｍ厚的脑片，然后进行免疫荧光试验。免疫
荧光流程如下：０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温通透细胞２０
ｍｉｎ，通透结束后用 ＰＢＳ轻洗 ３次；５％ ＢＳＡＰＢＳ溶
液室温封闭 ３０ｍｉｎ，封闭结束后用吸出溶液，不洗；
湿盒 ４℃过夜孵育 Ｉｂａ１抗体和 ＮｅｕＮ抗体（均
１∶２５０稀释），结束用 ＰＢＳ轻洗３次；室温避光孵育

二抗（１∶１０００稀释）２ｈ，结束后 ＰＢＳ洗 ３次；用
ＤＡＰＩ（１∶５０００稀释）染核，室温避光孵育１５ｍｉｎ，
结束用 ＰＢＳ洗 ３次；封片后利用激光共聚焦显微镜
下成像观察。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　每组随机挑选３只小鼠
提取下丘脑蛋白，然后利用ＢＣＡ蛋白检测试剂盒测
定蛋白浓度。制备１２％的 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶，每孔加
入３０μｇ蛋白样品，然后８０Ｖ恒压电泳３０ｍｉｎ，１２０
Ｖ恒压电泳 ６０ｍｉｎ；将 ＰＶＤＦ膜在甲醇中活化 １
ｍｉｎ，随后２００ｍＡ恒流转膜２ｈ，将蛋白转到 ＰＶＤＦ
膜上；将ＰＶＤＦ膜置于５％的脱脂奶粉中封闭１ｈ，
洗膜后分别将膜与多克隆兔抗 Ｉｂａ１（１∶１０００）、多
克隆鼠抗 ＮｅｕＮ（１∶１０００）和多克隆兔抗 ＧＡＰＤＨ
（１∶５００００）４℃下摇床孵育过夜；次日，一抗孵育
完成后用ＴＢＳＴ洗涤３次，然后用相应二抗在室温
下孵育１ｈ；在 ＥＣＬ化学发光显影后用 ＶｉｌｂｅｒＦＵ
ＳＩＯＮＦｘ６成像系统采集图像，使用 ＩｍａｇｅＪ软件分
析各组蛋白条带的灰度值。

１．８　实时荧光定量ＲＴｑＰＣＲ　根据试剂盒的说明
书提取睾丸总ＲＮＡ。使用分光光度计评估 ＲＮＡ的
纯度和浓度。ＲＮＡ样本的 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０在１８～２０
之间，ＯＤ２６０／ＯＤ２３０≥２０。根据试剂盒说明书逆转录
合成ｃＤＮＡ。检索ＮＣＢＩ中的相关基因的基因序列，
使用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５０软件设计引物，并交由擎科
梓熙生物技术（成都）有限公司合成。使用 ＲＴ
ｑＰＣＲ方法检测基因的表达，每个样品重复 ３次，
ＧＡＰＤＨ作为内参基因校正。ＳｔＡＲ上游引物：５′
ＡＣＣＴＣＧＧＴＧＣＴＴＴＡＡＧＧＴＧＡ３′，下游引物：５′ＡＧＣ
ＣＡＣＡＧＴＧＴＴＴＧＣＴＧＡＡＧ３′；ＨＳＤ３Ｂ１上游引物：５′ＴＣ
ＡＴＴＣＣＣＡＧＧＣＡＧＡＣＣＡＴＣＣ３′，下游引物：５′ＣＣＣＴ
ＧＣＡＡＣＡＴＣＡＡＣＴＧＡＧＣＴＧ３′；ＤＡＺＬ上游引物：５′
ＣＡＴＣＡＧＣＡＡＣＣＡＣＡＡＧＴＣＡＡＧＧ３′，下游引物：５′
ＧＡＧＡＣＡＡＡＴＣＣＡＴＡＧＣＣＣＴＴＣＧ３′；ＧＧＮＢＰ２上游引
物：５′ＣＴＣＡＴＴＧＧＴＧＡＡＣＴＴＧＡＣＴＧＣ３′，下游引物：
５′ＴＣＡＣＴＧＣＴＴＴＣＴＣＧＴＣＴＧＣＧＧＴＧ３′；ＧＡＰＤＨ上游
引物：５′ＣＴＣＡＴＧＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣ３′，下游引物：
５′ＣＡＣＡＴＴＧＧＧＧＧＴＡＧＧＡＡＣＡＣ３′。ｑＰＣＲ反应体
系２０μｌ：ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μｌ，ｃＤＮＡ１μｌ，
上、下游引物各０４μｌ，ｄｄＨ２Ｏ８２μｌ。反应条件：
９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃变性１０ｓ，６０℃退火３０ｓ，
３９个循环；读取溶解曲线。采用２－ΔΔＣＴ法计算出各
个基因相对表达量。

１．９　统计学处理　该研究数据分析采用软件为
ＳＰＳＳ２１０，图片分析软件为 ＩｍａｇｅＪ，作图软件为
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ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０。利用独立ｔ检验分析两组间是
否存在显著性差异，试验结果以 珋ｘ±ｓ表示，Ｐ＜００５
即认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＲＤ对青年小鼠体质量的影响　两组青少年
小鼠在前５天体质量的增长速度均较快，但与 Ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组小鼠相比，ＣＲＤ组小鼠体质量增长更明显，在
第３７天、５３天和６１天时ＣＲＤ组小鼠的体质量显著
高于Ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠（Ｐ＜００５）。见图１。

图１　两组小鼠生长曲线

Ｆｉｇ．１　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ
Ｐ＜００５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

２．２　行为实验　高架十字迷宫结果显示ＣＲＤ组小

鼠进入开臂时间、进入开臂次数和进入开臂时间百

分比都显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠［ｔ＝３１３８（进入开
臂时间）、ｔ＝１９３６（进入开臂次数）、ｔ＝３１５１（进入
开臂时间百分比），Ｐ＜００５］，见图２Ａ－２Ｃ。旷场
测试结果显示两组小鼠运动距离差异无统计学意

义，但ＣＲＤ组小鼠进入中心区频率极显著低于Ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组小鼠（ｔ＝３４２３，Ｐ＜００１），ＣＲＤ组小鼠在中
心区停留时间显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组（ｔ＝２３６３，Ｐ＜
００５），见图２Ｄ－２Ｆ。
２．３　ＣＲＤ对青少年小鼠神经元形态数量的影响　
对青少年小鼠下丘脑结构进行分区，将下丘脑分为

背内侧核（ｄｏｒｓｏｍｅｄｉａｌｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃｎｕｃｌｅｕｓ，ＤＭＨ）、
腹内侧核（ｖｅｎｔｒｏｍｅｄｉａｌｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃｎｕｃｌｅｕｓ，ＶＭＨ）
和弓状核（ａｒｃｕａｔｅｎｕｃｌｅｕｓ，ＡＲＣ），见图 ３Ａ。ＣＲＤ
组小鼠出现更多损伤神经元，主要表现为细胞呈不

规则形状、细胞核皱缩和细胞染色更深等，见图３Ｂ。
对下丘脑神经元细胞数量进行统计，结果显示 ＣＲＤ
组小鼠ＤＭＨ、ＶＭＨ和 ＡＲＣ脑区的阳性细胞数量都
显著低于Ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠（Ｐ＜００５），见图３Ｃ。
２．４　ＣＲＤ对青少年小鼠神经活性的影响　Ｉｂａ１免
疫荧光结果显示，Ｉｂａ１阳性细胞均匀分布于ＣＲＤ组
小鼠下丘脑 ＤＭＨ、ＶＭＨ和 ＡＲＣ脑区，而在 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组小鼠中，Ｉｂａ１阳性细胞零星分布于 ＶＭＨ和 ＡＲＣ
脑区，见图４Ａ。ＣＲＤ组小鼠下丘脑ＤＭＨ和ＶＭＨ

图２　小鼠高架十字迷宫和旷场测试结果
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图３　尼氏染色结果 ×４００
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脑区 Ｉｂａ１的荧光强度显著高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜
００５），见图４Ｂ。ＮｅｕＮ免疫荧光结果显示 ＮｅｕＮ阳
性细胞均匀分布于 ＤＭＨ脑区，而在 ＶＭＨ和 ＡＲＣ
脑区呈团聚状，见图 ４Ｃ。同时，ＣＲＤ组小鼠 ＤＭＨ
和ＶＭＨ脑区ＮｅｕＮ的荧光强度极显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组小鼠（Ｐ＜００１），见图４Ｄ。
２．５　ＣＲＤ对青少年小鼠下丘脑 Ｉｂａ１和 ＮｅｕＮ蛋
白表达的影响　ＣＲＤ处理完成后，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
技术对 Ｉｂａ１和 ＮｅｕＮ蛋白在下丘脑的表达进行检
测。结果显示，ＣＲＤ组下丘脑Ｉｂａ１蛋白表达极显著
高于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（ｔ＝６０２２，Ｐ＜００１），见图５Ａ、５Ｂ；
ＣＲＤ组下丘脑 ＮｅｕＮ蛋白表达极显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组（ｔ＝６５０６，Ｐ＜００１），见图５Ａ、５Ｃ。
２．６　ＣＲＤ对睾丸发育及激素分泌的影响　ＲＴ
ｑＰＣＲ结果显示，与睾酮分泌的２个基因，ＳｔＡＲ在两
组小鼠睾丸中的表达差异不显著，而 ＨＳＤ３Ｂ１在
ＣＲＤ组小鼠睾丸中的表达显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠
（ｔ＝４５２４，Ｐ＜００５），见图６Ａ、６Ｂ。与睾丸生精的
两个基因，ＧＧＮＢＰ２和 ＤＡＺＬ在 ＣＲＤ组小鼠睾丸中
的表达都显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组小鼠［ｔ＝１７７０（ＧＧＮ
ＢＰ２），ｔ＝３６４６（ＤＡＺＬ），Ｐ＜００５］，见图６Ｃ、６Ｄ。

３　讨论

　　ＣＲＤ是全球性的健康难题，ＣＲＤ增加了癌症、
心血管疾病、免疫炎症和代谢失调等疾病的发生率，

在青少年群体中，ＣＲＤ所导致的肥胖和抑郁焦虑尤
为常见［３］。在该研究中，ＣＲＤ导致青年小鼠体质量
显著增加。研究［７－８］表明，２４ｈ不睡将导致青少年
身体能量消耗增加约７％，能量消耗刺激下丘脑外
侧食欲素能神经元产生食欲素，从而增加对食物的

摄取，长期 ＣＲＤ会增加肥胖风险。ＣＲＤ还是人类
产生情绪障碍的重要诱因，Ｑｉａｎｅｔａｌ［９］研究表明
ＣＲＤ的工人患抑郁和焦虑的风险比正常工人高出
２５％～４０％。动物研究［８］表明急性睡眠剥夺（ｓｌｅｅｐ
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＳＤ）会使小鼠产生抑郁焦虑样行为。该
研究动物行为结果显示 ＣＲＤ增加小鼠抑郁焦虑倾
向，揭示青年小鼠在ＣＲＤ影响下可能产生抑郁焦虑
样行为。

动物行为是中枢神经系统复杂的、多层次的、动

态的最终输出，它控制着动物的运动和情绪，而下丘

脑是控制动物昼夜节律的起搏器，ＣＲＤ将影响下丘
脑神经元的活动。该研究显示 ＣＲＤ小鼠下丘脑神
经元发生形态学变化，神经元细胞缩小并呈不规则

形状，细胞核皱缩和颜色加深等，说明 ＣＲＤ致使下
丘脑神经元损伤。而神经元的形态功能与动物行为

学表型密切相关，神经元形态功能异常将导致小鼠

抑郁焦虑样行为［１０］。

小胶质细胞是中枢神经系统中重要的免疫细

胞，其中Ｍ１型小胶质细胞标志物 Ｉｂａ１蛋白的表达
与神经炎症密切相关，研究［８］表明，抑制小胶质细

胞活化可以有效预防神经元损伤，因此，该研究进一

步探究小胶质细胞状态与ＣＲＤ的关系。结果显示，
ＣＲＤ增加了小鼠下丘脑 ＤＭＨ和 ＶＭＨ脑区 Ｉｂａ１蛋
白的表达，说明 ＣＲＤ增加了下丘脑神经炎症的风
险。Ｗａｎｇｅｔａｌ［１１］研究表明ＣＲＤ将导致大鼠海马区
Ｉｂａ１阳性细胞数量增加，结合该研究下丘脑 Ｉｂａ１免
疫荧光染色结果，推测ＣＲＤ可能增加多个脑区Ｉｂａ１
的表达，进而诱发神经炎症。ＮｅｕＮ是神经元有丝分
裂后的独特标记，ＮｅｕＮ蛋白的表达与神经发育和神
经发生密切相关，ＮｅｕＮ反应性丧失是神经元退化的
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图４　下丘脑Ｉｂａ１和ＮｅｕＮ蛋白的定位和表达 ×２００

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩｂａ１ａｎｄＮｅｕＮｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ×２００

Ａ：ＬｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩｂａ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ；Ｂ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＩｂａ１ｐｒｏｔｅｉｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ；Ｃ：Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮｅｕＮｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ；Ｄ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＮｅｕＮｐｒｏｔｅｉｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ＣＲＤｇｒｏｕｐ；Ｐ＜

００５，Ｐ＜００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图５　ＣＲＤ后各组下丘脑Ｉｂａ１和ＮｅｕＮ表达情况
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图６　睾酮分泌及生精相关基因表达结果
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标志［１２］。ＣＲＤ小鼠下丘脑 ＮｅｕＮ的表达低于对照
组，说明ＣＲＤ是诱导小鼠下丘脑神经元退化的风险
因素。该研究结果显示，ＣＲＤ导致小鼠下丘脑 Ｉｂａ１
蛋白表达的上调和ＮｅｕＮ蛋白表达的下调可能是小
鼠产生焦虑抑郁样行为的重要诱因。

下丘脑还是控制雄性动物睾丸发育和生殖活动

的重要组织，下丘脑神经系统的异常变化将导致哺

乳动物生殖活动出现紊乱［４］。睾丸是雄性哺乳动

物的重要生殖器官，其中 ＳｔＡＲ大量存在睾丸间质
细胞线粒体中，ＳｔＡＲ蛋白调控睾丸间质细胞产生睾
酮［１３］。ＨＳＤ３Ｂ１可以催化肾上腺前体类固醇转化
为睾酮［１４］。ＧＧＮＢＰ２是维持精子正常形态和精子
分化的重要基因［１５］。ＤＡＺＬ调控精子发生时的减数
分裂过程［１６］。该研究结果显示，ＣＲＤ组小鼠
ＨＳＤ３Ｂ１基因表达低于对照组，说明 ＣＲＤ是导致小
鼠睾酮合成分泌减少的风险因素。同时，ＣＲＤ小鼠
生精相关基因 ＤＡＺＬ和 ＧＧＮＢＰ２表达也低于对照
组，说明ＣＲＤ可能会导致雄性青年小鼠生精能力下
降。

综上所述，ＣＲＤ会增加青少年小鼠肥胖的风
险，并导致青少年小鼠出现抑郁焦虑样行为。ＣＲＤ
将造成青少年小鼠下丘脑神经元形态异常，并上调

Ｉｂａ１蛋白的表达和下调ＮｅｕＮ蛋白的表达。ＣＲＤ处
理还影响青少年小鼠睾酮的生成和分泌，降低睾丸

生精能力。该研究提示 ＣＲＤ不仅导致青少年小鼠
下丘脑神经元异常，同时还降低雄性青少年的生殖

能力，但下丘脑神经元变化和睾丸生殖功能下降的

深入机制还有待进一步研究。
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［３］ ＳａｎｆｏｒｄＡＢＡ，ｄａＣｕｎｈａＬＳ，ＭａｃｈａｄｏＣＢ，ｅｔａｌ．Ｃｉｒｃａｄｉａｎ

ｒｈｙｔｈｍｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｌｅｕｋｅｍｉａｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ：ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｃｌｏｃｋ

ｇｅｎｅｓａｓｐｒｏｍｉｓｉｎｇｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０２２，２３

（１５）：８２１２．ｄｏｉ：１０．３３９０／ｉｊｍｓ２３１５８２１２．

［４］ ＳａｎｇＱ，ＲａｙＰＦ，ＷａｎｇＬ．Ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｓｏｆｈｕｍａｎ

ｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０２３，３８０（６６４１）：１５８－６３．ｄｏｉ：１０．

１１２６／ｓｃｉｅｎｃｅ．ａｄｆ７７６０．

［５］ ＯｇｏＦＭ，ＳｉｅｒｖｏＧＥＭＬ，ｄｅＭｏｒａｅｓＡＭＰ，ｅｔａｌ．Ｅｘｔｅｎｄｅｄ

ｌｉｇｈｔｐｅｒｉｏｄｉｎｔｈｅｍａｔｅｒｎａｌｃｉｒｃａｄｉａｎｃｙｃｌｅｉｍｐａｉｒｓｔｈｅｒｅｐｒｏｄｕｃ

ｔｉｖｅｓｙｓｔｅｍｏｆｔｈｅｒａｔｍａｌｅｏｆｆｓｐｒｉｎｇ［Ｊ］．ＪＤｅｖＯｒｉｇＨｅａｌｔｈＤｉｓ，

２０２１，１２（４）：５９５－６０２．ｄｏｉ：１０．１０１７／Ｓ２０４０１７４４２００００９７５．

［６］ ＨｏｎｇＦ，ＰａｎＳ，ＸｕＰ，ｅｔａｌ．Ｍｅｌａｔｏｎｉｎｏｒｃｈｅｓｔｒａｔｅｓｌｉｐｉｄｈｏｍｅｏ

ｓｔａｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｈｅｐａｔｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｃｉｒｃａｄｉａｎｃｌｏｃｋａｎｄｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ

ｄｕｒｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔｌｉｇｈｔｅｘｐｏｓｕｒｅ［Ｊ］．Ｃｅｌｌｓ，２０２０，９（２）：４８９．

ｄｏｉ：１０．３３９０／ｃｅｌｌｓ９０２０４８９．

［７］ ＣｈａｐｕｔＪＰ，ＭｃＨｉｌｌＡＷ，ＣｏｘＲＣ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔ

ｓｌｅｅｐａｎｄｃｉｒｃａｄｉａｎｍｉｓａｌｉｇｎｍｅｎｔｉｎｏｂｅｓｉｔｙ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＥｎｄｏｃｒｉ

ｎｏｌ，２０２３，１９（２）：８２－９７．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓ４１５７４－０２２－００７４７

－７．

［８］ ＹａｎｇＤＦ，ＨｕａｎｇＷＣ，ＷｕＣＷ，ｅｔａｌ．Ａｃｕｔｅｓｌｅｅｐｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ

ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｓｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｐｓｙｃｈｉａｔｒｙｄｉｓｏｒｄｅｒｓｔｈｒｏｕｇｈ

ｇｕｔｍｉｃｒｏｂｉｏｔａｄｙｓｂｉｏｓｉｓａｎｄｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｏｆｃｉｒｃａｄｉａｎｒｈｙｔｈｍｓ［Ｊ］．

ＭｉｃｒｏｂｉｏｌＲｅｓ，２０２３，２６８：１２７２９２．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｍｉｃｒｅｓ．

２０２２．１２７２９２．

［９］ ＱｉａｎＪ，ＶｕｊｏｖｉｃＮ，ＮｇｕｙｅｎＨ，ｅｔａｌ．Ｄａｙｔｉｍｅｅａｔｉｎｇｐｒｅｖｅｎｔｓ

ｍｏｏｄｖｕｌｎｅｒａｂｉｌｉｔｙｉｎｎｉｇｈｔｗｏｒｋ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，

２０２２，１１９（３８）：ｅ２２０６３４８１１９．ｄｏｉ：１０．１０７３／ｐｎａｓ．２２０６３４８１１９．

［１０］ＷａｎｇＲ，ＬｉｕＺＨ，ＢｉＮ，ｅｔａｌ．Ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｅｄｉａｌｐｒｅｆｒｏｎ

ｔａｌｃｏｒｔｅｘｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏＢＰＡｉｎｄｕｃｅｄｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄａｎｘｉｅｔｙｌｉｋｅ

ｂｅｈａｖｉｏｒｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＥｃｏｔｏｘｉｃｏｌＥｎｖｉｒｏｎＳａｆ，２０２３，２５９：

１１５０３４．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｅｃｏｅｎｖ．２０２３．１１５０３４．

［１１］ＷａｎｇＹ，ＺｈａｎｇＹ，ＷａｎｇＷ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｉｒｃａｄｉａｎｒｈｙｔｈｍ

ｄｉｓｏｒｄｅｒｏｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆＳＨＲａｎｄＷＫＹｒａｔｓ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ

ＬｅａｒｎＭｅｍ，２０２０，１６８：１０７１４１．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｎｌｍ．２０１９．

·７０８１·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｏｃｔ；５９（１０）



１０７１４１．

［１２］ＳａｎｔａｍａｒíａＧ，ＲｅｎｇｉｆｏＡＣ，ＴｏｒｒｅｓＦｅｒｎáｎｄｅｚＯ．ＮｅｕＮｄｉｓｔｒｉｂｕ

ｔｉｏｎｉｎｂｒａｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｎｏｒｍａｌａｎｄＺｉｋａｉｎｆｅｃｔｅｄｓｕｃｋｌｉｎｇｍｉｃｅ

［Ｊ］．ＪＭｏｌＨｉｓｔｏｌ，２０２３，５４（３）：２４５－５３．ｄｏｉ：１０．１００７／

ｓ１０７３５－０２３－１０１２８－７．

［１３］ＴｕｃｋｅｙＲＣ，ＨｅａｄｌａｍＭＪ，ＢｏｓｅＨＳ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｆｅｒｏｆｃｈｏｌｅｓ

ｔｅｒｏｌｂｅｔｗｅｅｎｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｖｅｓｉｃｌｅｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙｔｈｅｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃ

ａｃｕｔｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ（ＳｔＡＲ）［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００２，２７７

（４９）：４７１２３－８．ｄｏｉ：１０．１０７４／ｊｂｃ．Ｍ２０６９６５２００．

［１４］ＧｏｍｅｚＳａｎｃｈｅｚＣＥ，ＬｅｗｉｓＭ，ＮａｎｂａＫ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆ

ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｇａｉｎｓｔｔｈｅｈｕｍａｎ３βｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄｄｅｈｙ

ｄｒｏｇｅｎａｓｅ／ｉｓｏｍｅｒａｓｅｉｓｏｚｙｍｅｓ［Ｊ］．Ｓｔｅｒｏｉｄｓ，２０１７，１２７：５６－

６１．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｓｔｅｒｏｉｄｓ．２０１７．０８．０１１．

［１５］ＣｈｅｎＡ，ＬｉＪ，ＳｏｎｇＬ，ｅｔａｌ．ＧＧＮＢＰ２ｉｓｎｅｃｅｓｓａｒｙｆｏｒｔｅｓｔｉｓｍｏｒ

ｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｓｐｅｒｍｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０１７，７（１）：

２９９８．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓ４１５９８－０１７－０３１９３－ｙ．

［１６］ＶａｎｇｏｍｐｅｌＭＪＷ，ＸｕＥＹ．ＴｈｅｒｏｌｅｓｏｆｔｈｅＤＡＺｆａｍｉｌｙｉｎｓｐｅｒ

ｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ：ｍｏｒｅｔｈａｎｊｕｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ？［Ｊ］．Ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ，

２０１１，１（１）：３６－４６．ｄｏｉ：１０．４１６１／ｓｐｍｇ．１．１．１４６５９．

Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｉｒｃａｄｉａｎｒｈｙｔｈｍｄｉｓｔｕｒｂａｎｃｅｓｏｎｔｈｅｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓａｎｄ
ｔｅｓｔｉｓｉｎｍａｌｅａｄｏｌｅｓｃｅｎｔｍｉｃｅ

ＬｉｕＹｕ１，ＬｉｕＺｈａｏｐｉｎｇ２，ＰｕＪｉａｎｌｉｎ１，ＸｉａｎｇＢｏ１，３，ＬｉｕＫｅｚｈｉ１，３，ＣａｉＤｕａｎｆａｎｇ１，ＷｕＪｉａｎｆｅｉ１

（１ＺｉｇｏｎｇＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＢｒａｉｎＳｃｉｅｎｃｅ，２ＤｅｐｔｏｆＬａｂｏｒａｔｏｒｙ，ＴｈｅＺｉｇｏｎｇＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆ
ＳｏｕｔｈｗｅｓｔＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｚｉｇｏｎｇ　６４３０２０；３ＤｅｐｔｏｆＰｓｙｃｈｉａｔｒｙ，ＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆ

ＳｏｕｔｈｗｅｓｔＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔ，Ｌｕｚｈｏｕ　６４６０００）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｃｉｒｃａｄｉａｎｒｈｙｔｈｍｄｉｓｏｒｄｅｒ（ＣＲＤ）ｏｎｂｅｈａｖｉｏｒａｎｄｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ
ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｉｃｃａｐａｃｉｔｙｉｎａｄｏｌｅｓｃｅｎｔｍｉｃｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｉｒｔｙＳＰＦｇｒａｄｅＣ５７ｍｉｃｅｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｎｄｒａｎｄｏｍｌｙｄｉ
ｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌａｎｄＣＲＤｇｒｏｕｐｓｗｉｔｈ１５ｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｋｅｐｔ１２ｈｄａｒｋ／１２ｈｂｒｉｇｈｔ
ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｌｉｇｈｔ，ａｎｄｔｈｅＣＲＤｇｒｏｕｐｋｅｐｔ２４ｈｌｉｇｈｔ．Ｔｈｅｔｒｉａｌｌａｓｔｅｄｆｏｒ６１ｄａｙｓ．Ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎ
ｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｃｏｕｎｔｅｄ；ｔｈｅｅｌｅｖａｔｅｄｐｌｕｓｍａｚｅｔｅｓｔａｎｄｏｐｅｎｆｉｅｌｄｔｅｓｔｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｍｉｃｅｂｅｈａｖｉｏｒ；
ｎｅｕｒｏｎａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｗａｓｖｉｓｕａｌｉｚｅｄｂｙＮｉｓｓｌｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｉｏｎｉｚｅｄｃａｌｃｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇａｄａｐｔｅｒｍｏｌｅｃｕｌｅ
１（Ｉｂａ１）ａｎｄｎｅｕｒｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎ（ＮｅｕＮ）ｉｎｔｈｅｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃａｃｕｔｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ（ＳｔＡＲ）
ａｎｄｈｙｄｒｏｘｙｄｅｌｔａ５ｓｔｅｒｏｉｄｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，３ｂｅｔａａｎｄｓｔｅｒｏｉｄｄｅｌｔａｉｓｏｍｅｒａｓｅ１（ＨＳＤ３Ｂ１）ａｎｄｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｇａｍｅｔｏｇｅｎｅｔｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２（ＧＧＮＢＰ２）ａｎｄｄｅｌｅｔｅｄｉｎａｚｏｏｓｐｅｒｍｉａｌｉｋｅ（ＤＡＺＬ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｒ
ｍｉｎｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｗｅｉｇｈｔｏｆｔｈｅＣＲＤｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔ６１
ｄａｙｓ；ｉｎｔｈｅｅｌｅｖａｔｅｄｐｌｕｓｍａｚｅｔｅｓｔ，ｔｈｅｔｉｍｅ，ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ，ａｎｄｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｔｉｍｅｉｎｔｈｅｏｐｅｎａｒｍｏｆｔｈｅＣＲＤ
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