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低氧对小鼠生精小管的损伤作用及对精母细胞凋亡的诱导作用
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　　［摘要］　目的　探讨低氧暴露下小鼠生精小管病理损伤情况以及低氧对小鼠精母细胞（ＧＣ２ｓｐｄ，
ＧＣ２）细胞凋亡的影响。方法　４０只３周龄雄性Ｂａｌｂ／ｃ小鼠按照ＥｘｃｅｌＲａｎｄｏｍ函数随机分为常氧组、
低氧１５、３０、６０ｄ组，低氧各组小鼠分别暴露于模拟海拔６０００ｍ低压舱中减压１５、３０、６０ｄ，常氧组在平
原（海拔３００ｍ）喂养，减压结束后取睾丸组织，ＨＥ和ＴＵＮＥＬ染色检测睾丸生精小管的病理损伤；将体
外培养的ＧＣ２ｓｐｄ细胞，随机分为低氧组和常氧组，低氧组细胞置１％氧和５％二氧化碳低氧培养箱中
培养４８、６０和７２ｈ，常氧组置２１％氧和５％二氧化碳培养箱中培养４８、６０和７２ｈ。采用流式细胞技术、
ＴＵＮＥＬ检测法、培养液上清乳酸脱氢酶（ｌａｃｔｉｃｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）活性测定和培养液 ｃａｓｐａｓｅ３／８／９
活性测定等方法来检测ＧＣ２细胞凋亡情况。结果　低氧１５、３０、６０ｄ组小鼠睾丸生精小管生精细胞凋
亡率分别为（３７．２±５．４）％、（６６．３±６．４）％、（７３．５±８．２）％，均显著高于常氧组凋亡率（４．６±１．４）％，Ｐ＜
０．０１，流式细胞术检测低张性缺氧（低氧）４８、６０、７２ｈ组细胞凋亡率为（１５．４３±１．４７）％、（４４．１０±
１４．１０）％、（６３．３６±１２．７４）％，显著高于常氧 ４８、６０、７２ｈ组细胞的凋亡率（４．１８±１．４０）％、（５．４５％±
２．３０）％、（１４．４７±８．２１）％，（Ｐ＜０．０１），ＴＵＮＥＬ法显示低氧４８、６０、７２ｈ组凋亡细胞数／视野（２００×）为
２２±３、５５±５、８２±１２，显著高于常氧４８、６０、７２ｈ组５±１、８±２、１５±４（Ｐ＜０．０１），低氧４８ｈ组ＬＤＨ值（１．２８±
０．１８）Ｕ／ｍＬ显著高于常氧４８ｈ组（０．４８±０．０９）Ｕ／ｍＬ（Ｐ＜０．０１），低氧４８ｈ组ｃａｓｐａｓｅ３／８／９值分别为
１２．２０±０．４２、２．７３±０．６０、１０．９０±０．４０，显著高于常氧４８ｈ组７．６７±０．４５、１６．２０±０．５６、７．０３±０．２５，（Ｐ＜
０．０１）。结论　低氧对小鼠生精小管的损伤可能是通过诱导精母细胞凋亡产生。
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　　高原低氧环境对人体健康有负面影响。以往有关
高原环境对人体健康影响研究多集中于心、脑、肺和血

液系统等，而低氧环境对男性生殖功能的影响关注相

对较少，并且低氧对男性生殖功能的负面影响主要集

中在睾丸生精上皮脱落，精子生成数量减少。近年来

随着人类在青藏线周边活动大大增加和生活水平提高

后，人们对生殖健康质量尤其重视。

　　大量研究报道了低氧环境诱导人、大鼠等的生精
上皮精母细胞脱落及凋亡［１－４］。国内有研究人员用低

压舱模拟海拔５０００ｍ高原实验，发现在所有生精细
胞中，精母细胞对低氧最为敏感［５］，这表明低氧阻滞

精子生成的中心环节是精母细胞凋亡。以上这些文献

均从在体的角度来探讨低氧诱导精子浓度减少，无法排

除下丘脑垂体性腺轴这一神经分泌和间质细胞及支持
细胞旁分泌对精母细胞凋亡的影响。所以我们想进一

步阐释低氧环境与精母细胞凋亡之间的直接关系。本

文旨在模拟１％氧浓度缺氧环境下离体培养小鼠精母细
胞，探讨低氧引起的精母细胞凋亡是否由低氧直接诱

导，并深入观察低氧环境引起精母细胞凋亡现象。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　 高糖 ＤＭＥＭ（ＨＹＣＬＯＮＥ）、０．２５％胰蛋白酶
（ＨＹＣＬＯＮＥ）、胎牛血清（ＨＹＣＬＯＮＥ）、小鼠精母细胞
株（中原生物）、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒
（Ｃ１０６３，碧云天）、一步法 ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂
盒（Ｃ１０８６，碧云天）、乳酸脱氢酶细胞毒性检测试剂盒
（Ｃ００１７，碧云天），乳酸脱氢酶（Ｍ００２，南京建成），
ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒（Ｃ１１１６，碧云天），ｃａｓｐａｓｅ８
活性检测试剂盒（Ｃ１１５２，碧云天），ｃａｓｐａｓｅ９活性检测
试剂盒（Ｃ１１５８，碧云天）
１．２　动物建模、取材及ＨＥ染色
　　将来源于陆军军医大学基础医学院比较动物学实
验室的ＳＰＦ级别３周龄成年雄性 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠随机分
成４个组：常氧组、低氧 １５ｄ组、低氧 ３０ｄ组和低氧
６０ｄ组，每组 １０只。将低氧组小鼠暴露在模拟海拔
６０００ｍ低压氧舱分别饲养 １５、３０、６０ｄ，将常氧组小
鼠放置到海拔３００ｍ平原环境饲养。

７７５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（６）



　　取材当天，人进入低压舱，减压到达指定海拔高度
后平衡０．５ｈ开始取材。取小鼠左侧睾丸放７０％乙醇
中固定４８ｈ，石蜡切片、ＨＥ染色。
１．３　ＴＵＮＥＬ检测曲精小管生精细胞和ＧＣ２细胞凋亡
　　石蜡切片进行抗原修复：柠檬酸盐缓冲液中９５℃
孵育１５ｍｉｎ，室温冷却２０ｍｉｎ；石蜡切片和细胞爬片分
别用 ＰＢＳ清洗 ２５ｓ；４℃预冷的 ４％多聚甲醛固定
３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗 １次，０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的 ＰＢＳ孵育
２ｍｉｎ；ＰＢＳ洗２次，３７℃、ＴＵＮＥＬ检测液孵育１ｈ；ＰＢＳ
洗３次；ＤＡＰＩ染色１５ｍｉｎ；ＰＢＳ洗３次；封片，激光共
聚焦显微镜检测（２００倍）。
　　按５×１０５／ｍＬ接种ＧＣ２细胞至３５ｍｍ培养板，样
品孔放至直径为１０ｍｍ盖玻片，常氧组细胞放至３７℃、
５％ＣＯ２、２１％Ｏ２培养箱中分别孵育 ４８、６０和 ７２ｈ；低
氧组细胞放 ３７℃、５％ＣＯ２、１％Ｏ２培养箱中分别孵育
４８、６０和７２ｈ；ＴＵＮＥＬ和ＤＡＰＩ双染检测ＧＣ２细胞凋
亡步骤同石蜡切片。

１．４　睾丸组织和ＧＣ２细胞ｃａｓｐａｓｅ３／８／９值测定
　　按０、１０、２０、５０、１００和２００μｍｏｌ／Ｌ４硝基苯胺（ｐ
ｎｉｔｒｏａｎｉｌｉｎｅ，ｐＮＡ）标准品测定 Ｄ（４０５）作标准曲线；睾
丸组织匀浆和消化细胞后分别加入 ｃａｓｐａｓｅ３／８／９裂
解液；４℃，１８０００×ｇ离心１０ｍｉｎ；检测体系如下：样品
孔为检测缓冲液 ７０μＬ／孔＋样品２０μＬ／孔＋ＡｃＤＥＶＤ
ｐＮＡ（２ｍｍｏｌ／Ｌ）／ＡｃＩＥＴＤｐＮＡ（２ｍｍｏｌ／Ｌ）／ＡｃＬＥＨＤ
ｐＮＡ（２ｍｍｏｌ／Ｌ）１０μＬ／孔，空白对照孔为检测缓冲液
９０μＬ／孔＋ＡｃＤＥＶＤｐＮＡ（２ｍｍｏｌ／Ｌ）／ＡｃＩＥＴＤｐＮＡ
（２ｍｍｏｌ）／ＡｃＬＥＨＤｐＮＡ（２ｍｍｏｌ／Ｌ）１０μＬ／孔；
３７℃避光孵育１６ｈ，测定 Ｄ（４０５），样品的 Ｄ（４０５）扣
除空白对照的 Ｄ（４０５），即为样品中 ｃａｓｐａｓｅ３／８／９催
化产生的ｐＮＡ产生的吸光度，通过标准曲线的对比就
可以计算出样品中催化产生了多少量的ｐＮＡ。
１．５　睾丸组织和ＧＣ２细胞ＬＤＨ活力测定
　　睾丸组织匀浆并对各组设置反应体系：１５μＬ匀
浆液＋３００μＬＬＤＨ检测工作液（ＴＥ０１５１，北京雷根生
物），设置酶标仪参数：３７℃、延迟时间９０ｓ、检测时间
１８０ｓ，测定Ｄ（３４０）并记录待测样品吸光度升高速率。
组织ＬＤＨ（Ｕ／Ｌ）＝样品吸光度升高速率×３３７６。
　　各细胞培养孔分组如下：无细胞的培养液孔（背
景空白对照孔）、常氧处理的对照细胞孔（样品对照

孔）、常氧处理的用于后续裂解的细胞孔（样品最大酶

活性对照孔）、低氧处理的细胞孔（低氧处理样品孔），

处理结束前 １ｈ，“样品最大酶活性对照孔”中加入
ＬＤＨ释放试剂，然后继续孵育到处理结束；４００×ｇ离心

５ｍｉｎ，按１２０μＬ／孔转移上清至９６孔板，按６０μＬ／孔
加入 ＬＤＨ检测液（Ｃ００１６，碧云天）；室温避光孵育
３０ｍｉｎ，测定Ｄ（４９０）。ＬＤＨ相对值＝（低氧处理样品
吸光度－样品对照孔吸光度）／（细胞最大酶活性的吸
光度－样品对照孔吸光度）×１００％，测得的各组吸光度
均应减去背景空白对照孔吸光度。按照０、６．５、１２．５、
２５、５０、１００Ｕ／ｍＬ稀释乳酸脱氢酶（Ｍ００２，南京建成）
测定Ｄ（４９０），作ＬＤＨ标准曲线并计算样品ＬＤＨ值。
１．６　流式细胞术检测生精细胞百分比和 ＧＣ２细胞

凋亡率

　　在低氧暴露时间结束后，用２００ｍｇ／Ｌ胶原酶消化
睾丸组织３０ｍｉｎ后，用４０μｍ滤器过滤２次去除支持
细胞聚集物和组织碎片，５００×ｇ离心１０ｍｉｎ；清洗细胞
两次并用７０％乙醇固定生精细胞，用２５ｍｇ／Ｌ的溴化
乙啶（Ｓｉｇｍａ）染色，流式细胞仪分析样本（ＢＤ生物，
ＳａｎＪｏｓｅ，加利福尼亚州，美国），激发波长４８８ｎｍ。
　　低氧处理结束后收集细胞上清液，胰酶消化和
ＰＢＳ洗 １次。按 １００μＬ／管加入 １０×Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ
（０．１ｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ＋１．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ＋２５ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２），
混匀；配制各管反应体系：对照组：①１０μＬ１０×Ｂｉｎｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ；②ＦＩＴＣ单标组：５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ＋５μＬ１０×
Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ；③ＰＩ单标组：５μＬＰＩ＋５μＬ１０×Ｂｉｎｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ；混匀并避光孵育１５ｍｉｎ；按４００μＬ／管加入１０×
Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ；流式细胞术检测细胞凋亡。
１．７　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ１６．０统计软件，数据均以 珋ｘ±ｓ表示，
所有实验至少重复 ３次。本实验设计中常氧组和低
氧组之间比较采用单因素方差分析，不同时间的常

氧组和低氧组比较采用双因素方差分析，双因素方

差分析后多重比较采用 ＬＳＤ法。

２　结果

２．１　低氧对小鼠生精小管病理损伤的影响
　　本课题组通过模拟海拔６０００ｍ低氧环境并先后
暴露小鼠１５、３０和６０ｄ。ＨＥ染色观察发现，与常氧组
比较，低氧３０ｄ组小鼠生精小管腔中生精细胞出现大
面积脱落并出现空腔；ＴＵＮＥＬ检测结果表明，与常氧
对照组相比，低氧１５ｄ后凋亡生精细胞显著增加，且
差异具有显著性（Ｐ＜０．０１），并呈低氧暴露时间依赖性
增加（图１Ａ和图１Ｂ）；此外，低氧３０ｄ组小鼠精母细
胞占生精细胞百分比较常氧对照组显著降低（Ｐ＜
０．０１）；与常氧组相比，低氧３０ｄ组小鼠睾丸组织乳酸
脱氢酶和ｃａｓｐａｓｅ３／８／９显著下降（Ｐ＜０．０１）。

８７５ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：ＨＥ染色观察生精小管结构变化；Ｂ：ＴＵＮＥＬ法染色观察曲精小管生精细胞凋亡；Ｃ：流式细胞术检测不同生精
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活力　ａ：Ｐ＜０．０１，与常氧组比较

图１　模拟高原６０００ｍ低氧对小鼠睾丸生精小管病理损伤的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．２　低氧对小鼠精母细胞（ＧＣ２细胞）凋亡率的影响
　　本课题组建立了１％Ｏ２暴露下的 ＧＣ２细胞凋亡

模型，流式细胞术结果表明，分别与 ２１％Ｏ２暴露 ４８、
６０、７２ｈ组比较，１％Ｏ２氧暴露４８、６０、７２ｈ组 ＧＣ２细

胞凋亡率分别显著升高，且差异具有显著性（Ｐ＜
０．０１），见图２。激光共聚焦观察发现（２００×），分别与
２１％Ｏ２暴露４８、６０、７２ｈ组比较，１％Ｏ２氧暴露４８、６０、
７２ｈ组凋亡ＧＣ２细胞数／视野分别显著增多，见图３。

９７５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（６）
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图２　低氧对ＧＣ２细胞凋亡率的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．３　低氧对ＧＣ２细胞培养上清中ＬＤＨ的影响
　　细胞膜破坏是细胞凋亡起始环节，细胞膜破坏后，
细胞质内的酶特别是酶活性较为稳定的乳酸脱氢酶

（ｌａｃｔｉｃａｃｉｄｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）释放到培养液里，通
过检测从质膜破裂的细胞中释放到培养液中的 ＬＤＨ
的活性，就可以实现对细胞毒性的定量分析。结果表

明，与２１％Ｏ２暴露４８ｈ组比较，１％Ｏ２暴露４８ｈ组ＧＣ２
细胞培养液中 ＬＤＨ值显著升高且差异具有显著性
（Ｐ＜０．０１，图４）。
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Ａ：ＴＵＮＥＬ法染色观察ＧＣ２细胞凋亡（×２００）；Ｂ：半定量分析（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）　ａ：Ｐ＜０．０１，与２１％Ｏ２比较

图３　低氧暴露不同时间的ＧＣ２细胞凋亡变化

０８５ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图４　低氧对ＧＣ２细胞ＬＤＨ活性影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．４　低氧对ＧＣ２细胞ｃａｓｐａｓｅ３／８／９影响
　　细胞凋亡途径分为外源性凋亡途径和内源性凋亡
途径，其中外源性凋亡途径下游关键分子ｃａｓｐａｓｅ８和
内源性凋亡途径下游关键分子 ｃａｓｐａｓｅ９汇合并激活
ｃａｓｐａｓｅ３，产生凋亡。结果表明，与２１％Ｏ２暴露４８ｈ组
比较，１％Ｏ２暴露４８ｈ组ＧＣ２细胞培养液中ｃａｓｐａｓｅ３／
８／９酶活力显著升高且差异具有显著性（Ｐ＜０．０１）。见
图５。
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图５　低氧对ＧＣ２细胞凋亡关键分子ｃａｓｐａｓｅ３／８／９活性影响

３　讨论

　　精子发生过程本身所需氧耗量大，并且缺氧环境
能刺激机体优先保证心脑血液供应，改变全身血流分

布，所以高原长期低氧环境导致睾丸内部氧分压持续

降低，睾丸的缺氧程度尤其严重，国外相关研究也表明

低氧能诱导动物睾丸生精上皮脱落，生精细胞凋亡增

多［６－８］，并且低张性缺氧导致生精细胞中脂质过氧化

物升高，破坏细胞膜进而损伤细胞［９］，那么低氧诱导

生殖细胞凋亡是否是缺氧直接作用的结果，而不是通

过旁分泌与神经分泌调控下丘脑垂体性腺轴分泌
ＬＨ（促黄体生成素）与ＦＳＨ（卵泡刺激素）而分别作用
于间质细胞及支持细胞间接调控生殖细胞凋亡。我们

查阅相关文献报道甚少。本研究采用模拟低氧环境下

睾丸内部１％氧浓度培养 ＧＣ２细胞，检测 ＧＣ２细胞
凋亡率、凋亡细胞数／视野、ＬＤＨ活性与 ｃａｓｐａｓｅ３／８／９
变化。

　　文献［１０］报道低氧引起精细胞破坏、生精小管基
底膜折叠和生精小管腔间隙增大，进而抑制精子生成。

我们模拟海拔６０００ｍ低氧暴露小鼠１５ｄ后，发现生
精上皮出现脱落，并伴有生精细胞凋亡明显增多，这与

文献报道一致。此外，文献［１１］报道低氧通过氧化应
激进而激活生精细胞的凋亡途径，最终抑制精子生成；

但是在本研究中并未进行相关探索，所以关于低氧抑

制精子生成的机制还有待进一步探讨。

　　根据流式细胞术检测发现低氧暴露４８ｈ后，ＧＣ２
细胞凋亡率［（１５．４３±１．４７）％］显著高于常氧 ４８ｈ组
（４．１８±１．４％，Ｐ＜０．０１），并且４８ｈ相对于６０ｈ与７２ｈ来
说，坏死的ＧＣ２细胞并不多，此外，ＴＵＮＥＬ实验结果也证
实低氧暴露４８ｈ组凋亡ＧＣ２细胞数／视野也显著高于常
氧４８ｈ组，所以我们采用低氧４８ｈ来刺激ＧＣ２细胞并
检测细胞培养液中ｃａｓｐａｓｅ３／８／９和乳酸脱氢酶变化。低
氧诱导ＧＣ２细胞凋亡的机制可能是由于低氧激活了胞
外死亡受体凋亡途径，诱导产生了由 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ８与
ＦＡＤＤ（ｆａｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｄｅａｔｈｄｏｍａｉｎ）组装的死亡诱导信
号复合物（ＤＩＳＣ），进而断裂 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ８和激活了
ｃａｓｐａｓｅ８，以及 ｃａｓｐａｓｅ８下游的效应分子如ｃａｓｐａｓｅ３／
６／７，细胞出现ＤＮＡ浓缩和凋亡［１２］；此外，低氧还可能激

活了 ＧＣ２细胞线粒体凋亡途径，线粒体外膜释放细
胞色素ｃ（ｃｙｔＣ）并激活ｃａｓｐａｓｅ９，以及ｃａｓｐａｓｅ９下游
的效应分子如 ｃａｓｐａｓｅ３［１３］；我们的结果表明１％氧暴
露４８ｈ后ＧＣ２细胞ｃａｓｐａｓｅ３／８／９均显著高于２１％氧
组，这表明低氧激活了 ＧＣ２细胞死亡受体凋亡途径
和线粒体凋亡途径。而且，细胞培养液上清ＬＤＨ检测
结果表明１％氧暴露４８ｈ组精母细胞ＬＤＨ值为１．２８±
０．１８，显著高于常氧４８ｈ组 ＬＤＨ值（０．４８±０．０９，Ｐ＜
０．０１），这表明低氧环境诱导小鼠精母细胞凋亡后，细
胞膜通透性增大，乳酸脱氢酶大量释放进入培养液。

高原低氧对精母细胞凋亡的影响和机制还不清楚，国

内外相关研究甚少。我们的实验结果提示１％氧浓度
处理小鼠精母细胞４８、６０和７２ｈ后，精母细胞凋亡率、
凋亡精母细胞数／视野均显著升高，１％氧浓度处理小
鼠精母细胞４８ｈ后，培养液上清中 ＬＤＨ活性显著升
高，细胞凋亡途径下游关键分子 ｃａｓｐａｓｅ３／８／９活力
明显增加。低氧诱导精母细胞凋亡的机制值得进一

步探讨。

　　综上所述，我们研究发现，模拟海拔６０００ｍ低氧
环境暴露小鼠１５ｄ后，睾丸生精小管出现病损，生精
细胞凋亡增加，模拟 １％ Ｏ２诱导小鼠精母细胞凋亡
率、凋亡精母细胞数／视野及培养上清中乳酸脱氢酶活
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性均显著升高。
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