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慢性心理应激对大鼠睾丸细胞老化的影响及糖皮质激素受体的作用研究
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　　［摘要］　目的　探讨慢性心理应激对大鼠睾丸细胞老化的影响以及糖皮质激素受体
（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＲ）在上述损害中的作用。方法　将３２只４～６周龄雄性ＳＤ大鼠（体质量１２０～
１４０ｇ）按随机数字表法平均分为 ４组：二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）组、米非司酮
（ｍｉｆｅｐｒｉｓｔｏｎｅ，ＲＵ４８６）组、慢性不可预知温和应激（ｃｈｒｏｎｉｃｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅｍｉｌｄｓｔｒｅｓｓ，ＣＵＭＳ）组和 ＣＵＭＳ＋
ＲＵ４８６组。ＤＭＳＯ组采用ＤＭＳＯ皮下注射，剂量为０．５ｍＬ／（ｋｇ／ｄ）；ＲＵ４８６组采用米非司酮皮下注射，
剂量为１ｍｇ／（ｋｇ／ｄ）；ＣＵＭＳ组采用 ＣＵＭＳ单独造模处理；ＣＵＭＳ＋ＲＵ４８６组在 ＣＵＭＳ造模的同时采用
ＲＵ４８６皮下注射，剂量为１ｍｇ／（ｋｇ／ｄ），以上４组均连续处理４２ｄ。造模结束后采用动物行为学试验评
估大鼠心理应激状况。计算机辅助精子分析（ｃｏｍｐｕｔｅｒａｉｄｅｄｓｐｅｒｍａｎａｌｙｓｉｓ，ＣＡＳＡ）系统检测各组大鼠
精子密度。酶联免疫法吸附试验法（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测血清皮质酮
（ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＣＯＲＴ）、性激素和炎症因子浓度。分别采用丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、Ｈ２Ｏ２、
ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ和ＡＴＰ试剂盒检测各组动物睾丸组织ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２、ＮＡＤ

＋／ＮＡＤＨ和ＡＴＰ的含量。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测睾丸组织 βｇａｌ、ｐ１６和 ＧＲ等蛋白表达水平。透射电镜观察精原细胞线粒体结构。结果　与
ＤＭＳＯ组比较，ＣＵＭＳ组精子密度、血清睾酮（ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，Ｔ）、黄体生成素（ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＬＨ）和卵
泡刺激素（ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＦＳＨ）浓度显著下降而血清 ＣＯＲＴ和雌二醇（ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２）浓度升
高（Ｐ均＜０．００１），血清促炎因子ＩＬ６和ＴＮＦα浓度升高而抗炎因子ＩＬ１０浓度降低（Ｐ均＜０．０５），睾丸
组织ＡＴＰ含量和ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ比值降低而ＭＤＡ和Ｈ２Ｏ２含量升高（Ｐ均＜０．０５），睾丸细胞老化标志物
βｇａｌ、ｐ１６和ＧＲ蛋白表达水平显著升高（Ｐ均＜０．０１），精原细胞线粒体呈现肿胀及空泡化改变。与
ＣＵＭＳ组比较，ＣＵＭＳ＋ＲＵ４８６组精子密度和血清睾酮水平显著升高，βｇａｌ、ｐ１６和 ＧＲ蛋白表达水平显
著降低（Ｐ均＜０．０５）。结论　慢性心理应激诱导大鼠睾丸损害，表现为精子密度和血清睾酮水平下降，
其机制可能与ＧＲ介导的细胞老化有关。
　　［关键词］　慢性心理应激；慢性不可预知温和应激；生殖损害；细胞老化；糖皮质激素受体；线粒体
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＹｏｕｎｇＳｃｈｏｌａｒｓｏｆＣｈｉｎａ（８２００３４２９）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺＯＵＰｅｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｊｕｌｉｎｌａｏｔｏｕ＠

ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　过去数十年间，全球范围内的男性精液质量呈现
不断下降的趋势，已成为育龄夫妇不孕不育的重要原

因之一。近年来流行病学证据表明，除传统的遗传和

环境污染因素外，睡眠时长减少、昼夜节律紊乱、体育

运动缺乏和慢性心理应激等社会心理行为因素与精
液质量的下降密切相关［１－４］。进一步阐明慢性心理应

激致男（雄）性生殖损害的效应及相关机制，对促进男

性生殖健康和保护生育力具有重要公共卫生学意义。

　　细胞老化是指细胞因发生不可逆的细胞周期阻滞
而停止分裂的现象，电离辐射、缺氧和 ＰＭ２．５等多种
理化因素均可诱导组织细胞老化和各器官系统疾病的

发生［５］。然而，慢性心理应激对动物睾丸细胞老化影

响的研究鲜有报道。既往研究还表明，糖皮质激素

（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ，ＧＣ）及糖皮质激素受体（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＲ）可能是慢性心理应激多器官损害效应的

主要中介因子［６］。例如，慢性心理应激可导致人或动

物血清睾酮水平和精子密度显著下降，ＧＣ／ＧＲ信号通
路的异常激活可能是上述损害效应的重要机制［７］。

然而，ＧＲ是否介导慢性心理应激诱导的睾丸细胞老
化尚不明确。因此，本研究采用慢性不可预知温和应

激（ｃｈｒｏｎｉｃｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅｍｉｌｄｓｔｒｅｓｓ，ＣＵＭＳ）进行造模，
探讨慢性心理应激对大鼠精液质量和睾丸细胞老化的

影响，并明确ＧＲ在上述损害效应中的作用。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂
　　３２只４～６周龄ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠（体质量１２０～
１４０ｇ）购自陆军军医大学实验动物中心；二甲基亚砜
（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）和米非司酮（ｍｉｆｅｐｒｉｓｔｏｎｅ，
ＲＵ４８６）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；睾酮（ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，Ｔ）、

９９６２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）



卵泡刺激素（ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＦＳＨ）、黄体生
成素（ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＬＨ）、雌二醇（ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２）、
ＩＬ６、ＩＬ１０、ＴＮＦα和血清皮质酮 （ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ，
ＣＯＲＴ）酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自美国 ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ公司；
ＭＡＧＥＡ４、ＰＬＺＦ、ＳＯＸ９抗体购自中国博奥森公司；ＧＲ、
ｐ１６、βｇａｌ、Ｔｏｍ２０、Ｔｉｍ２３、βａｃｔｉｎ和 ＧＡＰＤＨ抗体购自
美国 ＣＳＴ公司；ＡＴＰ、Ｈ２Ｏ２、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，

ＭＤＡ）和 ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ检测试剂盒购自中国碧云天
公司。

１．２　实验方法
１．２．１　动物造模　　将实验动物适应性饲养１周后，
根据随机数字表法将其分为 ４组（ｎ＝８）：ＤＭＳＯ组、
ＲＵ４８６组、ＣＵＭＳ组、和 ＣＵＭＳ＋ＲＵ４８６组。ＤＭＳＯ组
采用ＤＭＳＯ皮下注射，剂量为０．５ｍＬ／（ｋｇ／ｄ）；ＲＵ４８６
组采用ＲＵ４８６皮下注射，剂量为１ｍｇ／（ｋｇ／ｄ）；ＣＵＭＳ
组采用ＣＵＭＳ单独造模处理；ＣＵＭＳ＋ＲＵ４８６组在ＣＵＭＳ
造模的同时采用ＲＵ４８６皮下注射，剂量为１ｍｇ／（ｋｇ／ｄ），
以上４组均连续处理 ４２ｄ。参考已发表文献［８］进行

ＣＵＭＳ造模，具体方法为：ＣＵＭＳ组大鼠为孤笼饲养，
采用２４ｈ潮湿垫料、２４ｈ鼠笼倾斜４５°、１２ｈ夜晚光照
刺激、２４ｈ禁水、２４ｈ禁食、强迫游泳５ｍｉｎ、束缚应激
４ｈ、白噪音暴露（９５ｄＢ）８ｈ、天敌声音３０ｍｉｎ共９种
不同的刺激因子，采用随机数字表法每天选取１种刺
激因子，连续处理４２ｄ。造模结束后采用强迫游泳实
验（ｆｏｒｃｅｄｓｗｉｍｍｉｎｇｔｅｓｔ，ＦＳＴ）、旷场实验（ｏｐｅｎｆｉｅｌｄ
ｔｅｓｔ，ＯＦＴ）和糖水消耗实验（ｓｕｃｒｏｓｅｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔ，
ＳＰＴ）分别评估各组大鼠心理应激状况。本研究经陆
军军医大学实验动物福利伦理审查委员会批准

（ＡＭＵＷＥＣ２０２００６３）。
１．２．２　动物取材及大鼠精子密度检测　　采用２０％
乌拉坦麻醉动物，取大鼠睾丸、附睾和全血样本。医用

眼科剪剪开附睾，使附睾精液样本充分洗脱并与

４００μＬ、３７℃的 Ｆ１２培养基充分混匀；吸取１０μＬ悬
浊液滴于大鼠专用精子分析玻片上，参考已发表文献

方法采用计算机辅助精子分析（ｃｏｍｐｕｔｅｒａｉｄｅｄｓｐｅｒｍ
ａｎａｌｙｓｉｓ，ＣＡＳＡ）系统分析大鼠精子密度［９］。

１．２．３　血清性激素、炎症因子和ＣＯＲＴ浓度检测　　
将采集的大鼠全血样本置于４℃冰箱静止分层，４℃、
１３０００×ｇ离心 ３０ｍｉｎ，弃沉淀取上层血清样本；采用
ＥＬＩＳＡ试剂盒检测大鼠血清性激素 Ｔ、ＦＳＨ、ＬＨ、Ｅ２、炎
症因子 ＩＬ６、ＩＬ１０、ＴＮＦα和 ＣＯＲＴ的浓度，各试剂盒

批内批间差均小于１５％，具体操作步骤参考说明书。
１．２．４　附睾ＨＥ染色　　将完整的附睾样本在多聚
甲醛固定后石蜡包埋、切片；脱蜡后苏木精染液染色约

１０ｍｉｎ，洗涤１０ｍｉｎ，盐酸乙醇分化液浸泡３０ｓ，洗涤
１０ｍｉｎ；伊红染液染色 ２ｍｉｎ，洗涤 １０ｍｉｎ，晾干后，使
用显微镜观察，并拍照。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　　取２０ｍｇ睾丸组织加入
１００～２００μＬ裂解液，组织研磨机匀浆，４℃、１２０００×ｇ
离心５ｍｉｎ，取上清测定蛋白浓度；添加 ＳＤＳＰＡＧＥ蛋
白上样缓冲液（５×），１００℃加热 １０ｍｉｎ蛋白变性；
１２０Ｖ电泳７０～９０ｍｉｎ；采用半干法转膜，参数设置为
２５Ｖ，３０ｍｉｎ；５％的ＢＳＡ封闭２ｈ；一抗ＧＲ（１∶１０００）、
Ｐ１６（１∶１０００）、βｇａｌ（１∶１０００）、Ｔｏｍ２０（１∶５００）、Ｔｉｍ２３
（１∶５００）、ＰＬＺＦ（１∶１０００）、ＭＡＧＥＡ４（１：１０００）、ＳＯＸ９
（１∶１０００）、βａｃｔｉｎ（１∶２０００）和ＧＡＰＤＨ（１∶２０００）４℃
孵育过夜；二抗（１∶１００００）室温孵育 １～２ｈ；ＴＢＳＴ洗
涤后曝光，采用ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度分析。
１．２．６　大鼠睾丸组织 ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２、ＮＡＤ

＋／ＮＡＤＨ和
ＡＴＰ含量测定　　用眼科剪取小块睾丸组织，置于带
有研磨珠的 １．５ｍＬＥＰ管，加入 ０．５ｍＬ的裂解液，
４℃、１３０００×ｇ离心 １０ｍｉｎ，收集上清；ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２、

ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ和 ＡＴＰ浓度的检测步骤参照各自说明
书进行；ＭＤＡ和Ｈ２Ｏ２浓度检测采用化学发光法，吸光

度测定值为５６０ｎｍ；ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ和ＡＴＰ浓度检测采
用荧光酶标仪，于 ４５０ｎｍ处测光密度值［Ｄ（４５０）］；
ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２、ＮＡＤ

＋／ＮＡＤＨ和 ＡＴＰ的浓度采用睾丸组
织蛋白浓度归一化较正。

１．２．７　透射电镜　　取小块睾丸组织置于电镜固定
液，４℃固定过夜后用ＰＢＳ洗涤３次，１％锇酸固定２ｈ
后用超纯水洗涤３次。将固定好的睾丸组织依次分别
在５０％和７０％乙醇溶液中脱水３０ｍｉｎ，而后在 ８０％、
９０％和 １００％丙酮溶液中依次分别脱水 ３０、３０和
１０ｍｉｎ，以上步骤重复２次；将脱水的睾丸组织浸透于
环氧树脂中固化后切片，采用醋酸铀和柠檬酸铅染色

后于透射电子显微镜下观察大鼠睾丸精原细胞线粒体

形态改变。

１．３　统计学分析
　　组间大鼠体质量变化采用两因素重复测量方差分
析（ＴｗｏｗａｙＲｅｐｅａｔｅｄＭｅａｓｕｒｅｓＡＮＯＶＡ），其余指标采
用单因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＮＡ）。数据分析和
作图采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ（８．０），数据以 珋ｘ±ｓ呈现。检
验水准α＝０．０５。

００７２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２　结果

２．１　大鼠体质量、行为学指标和血清ＣＯＲＴ水平的检测
　　经过４２ｄ的造模，ＣＵＭＳ组体质量低于 ＤＭＳＯ组
（Ｐ＜０．０１，图１Ａ）。ＯＦＴ结果显示，ＣＵＭＳ组总移动距
离（Ｐ＜０．００１，图１Ｂ）和站立次数（Ｐ＜０．００１，图１Ｃ）低
于ＤＭＳＯ组；ＳＰＴ结果显示，ＣＵＭＳ组蔗糖水的喜好程
度明显降低，糖水消耗率低于 ＤＭＳＯ组（Ｐ＜０．００１，
图１Ｄ）；ＦＳＴ结果显示，ＣＵＭＳ组在 ＦＳＴ实验过程中表
现出明显的不动状态，ＣＵＭＳ组不动时间显著高于
ＤＭＳＯ组（Ｐ＜０．００１，图１Ｅ）。与 ＤＭＳＯ组比较，ＣＵＭＳ
组大鼠ＣＯＲＴ水平显著升高（Ｐ＜０．００１，图１Ｆ）。上述
结果提示，ＣＵＭＳ组出现抑郁样行为，建模成功。对比
ＣＵＭＳ组，ＣＵＭＳ＋ＲＵ４８６组上述抑郁样行为学指标均
不同程度缓解。

２．２　慢性心理应激对大鼠雄性生殖系统的影响
　　与 ＤＭＳＯ组比较，ＨＥ切片镜下观察发现 ＣＵＭＳ
组附睾管腔内精子数量减少（图 ２Ａ），同时精子密度
显著降低（Ｐ＜０．００１，图２Ｂ），血清 Ｔ、ＦＳＨ和 ＬＨ浓度
显著下降，而Ｅ２水平显著升高（Ｐ均＜０．００１，图２Ｃ）。
采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测精原细胞标志物ＰＬＺＦ、ＳＯＸ９和
睾丸支持细胞标志物ＭＡＧＥＡ４的蛋白表达水平，结果
显示：与 ＤＭＳＯ组比较，ＣＵＭＳ组 ＰＬＺＦ、ＭＡＧＥＡ４和
ＳＯＸ９的蛋白水平均显著降低（Ｐ均＜０．００１，图 ２Ｄ），
提示慢性心理应激可减少睾丸组织精原细胞和支持细

胞的数量。与ＣＵＭＳ组比较，ＣＵＭＳ＋ＲＵ４８６组附睾管
腔内精子数、精子密度、Ｔ、ＦＳＨ和 ＬＨ水平均得到不同
程度回升，异常升高的 Ｅ２水平下降，ＰＬＺＦ、ＭＡＧＥＡ４
和ＳＯＸ９的蛋白水平升高（Ｐ＜０．０５，图２），提示ＧＲ参
与慢性心理应激诱导的睾丸损害及性激素水平紊乱。
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消耗率；Ｅ：ＦＳＴ检测大鼠不动时间；Ｆ：ＥＬＩＳＡ检测血清ＣＯＲＴ浓度

图１　大鼠体质量、行为学指标和血清ＣＯＲＴ水平的检测　（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

１０７２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）
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Ａ：ＨＥ染色观察大鼠附睾结构；Ｂ：ＣＡＳＡ检测大鼠附睾精子密度；Ｃ：ＥＬＩＳＡ检测大鼠血清性激素浓度；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大

鼠睾丸组织ＰＬＺＦ、ＭＡＧＥＡ４和ＳＯＸ９的蛋白相对表达量；ａ：Ｐ＜０．００１，与ＤＭＳＯ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，ｄ：Ｐ＜０．００１，与

ＣＵＭＳ组比较

图２　慢性心理应激对大鼠雄性生殖系统的影响　（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

２．３　慢性心理应激对大鼠血清和睾丸细胞老化标志
物的影响

　　炎症因子ＩＬ６、ＩＬ１０和ＴＮＦα是３个经典的衰老
相关分泌表型。与 ＤＭＳＯ组比较，ＣＵＭＳ组血清促炎
因子ＩＬ６和ＴＮＦα浓度显著升高，抗炎因子 ＩＬ１０浓
度显著降低（Ｐ均＜０．０５，图 ３Ａ），睾丸细胞衰老标志
物βｇａｌ和ｐ１６蛋白表达水平显著升高（Ｐ均＜０．０１，
图３Ｂ），提示慢性心理应激可诱导大鼠睾丸细胞老化。

与ＣＵＭＳ组比较，ＣＵＭＳ＋ＲＵ４８６组血清ＩＬ６和 ＴＮＦα
浓度下降，ＩＬ１０浓度上升，睾丸细胞老化标志物βｇａｌ
和ｐ１６蛋白表达水平降低（Ｐ均＜０．０５，图３）。此外，
ＧＲ的蛋白表达水平在ＣＵＭＳ组显著升高，而在ＧＲ拮
抗剂ＲＵ４８６干预后显著下调（Ｐ均＜０．００１，图３Ｂ）。提
示慢性心理应激通过上调ＧＲ蛋白表达诱导大鼠睾丸
细胞老化。

２０７２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，与ＤＭＳＯ组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，ｅ：Ｐ＜０．０１，ｆ：Ｐ＜０．００１，与ＣＵＭＳ组比较
Ａ：ＥＬＩＳＡ检测大鼠血清ＩＬ６、ＩＬ１０和ＴＮＦα的浓度；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠睾丸细胞ＧＲ、ｐ１６和βｇａｌ的蛋白表达水平

图３　慢性心理应激对大鼠血清和睾丸衰老标志物的影响　（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

２．４　慢性心理应激对大鼠睾丸细胞线粒体结构和功
能的影响

　　线粒体结构和功能的损害是细胞衰老的重要原因
和特征。电镜结果显示，ＤＭＳＯ组睾丸精原细胞线粒
体内外双膜结构清晰，未见明显碎片样，而ＣＵＭＳ组睾
丸精原细胞线粒体出现不同程度的肿胀，内部呈空泡

化，且线粒体嵴区域分布模糊，少数出现断裂情况，膜

结构变薄（图 ４Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 ＤＭＳＯ
组比较，ＣＵＭＳ组睾丸细胞线粒体膜蛋白 Ｔｏｍ２０和
Ｔｉｍ２３的表达均明显降低（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｂ）。ＡＴＰ含
量和 ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ比值是反映线粒体氧化磷酸化功
能的重要指标，结果显示，与 ＤＭＳＯ组比较，ＣＵＭＳ组
睾丸组织ＡＴＰ水平（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｃ）和 ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ
比值显著下降（Ｐ＜０．００１，图 ４Ｄ）。与 ＤＭＳＯ组比较，
ＣＵＭＳ组大鼠睾丸组织ＭＤＡ（Ｐ＜０．０５，图４Ｅ）和 Ｈ２Ｏ２
（Ｐ＜０．０１，图４Ｆ）的水平显著升高，提示慢性心理应激
可诱导大鼠睾丸细胞线粒体氧化损伤。进一步分析发

现，与ＣＵＭＳ组比较，ＣＵＭＳ＋ＲＵ４８６组睾丸线粒体结
构和氧化磷酸化功能部分恢复正常，线粒体氧化损伤

减轻（Ｐ＜０．０５，图４）。上述结果提示，ＧＲ参与介导慢
性心理应激诱导的睾丸细胞线粒体结构和功能损害。

３　讨论

　　慢性心理应激与男性精液质量下降密切相关，明
确相关损害机制对保护男性生育力具有重要意义。本

研究发现慢性心理应激可诱导大鼠精子密度下降、血

清性激素水平紊乱和睾丸细胞老化，ＧＲ拮抗剂
ＲＵ４８６通过下调 ＧＲ蛋白表达水平拮抗上述损害效
应，相关研究结果为保护慢性心理应激诱导的男性生

殖损害或可提供潜在药物干预靶点，对保护男性生育

力提供参考依据。

　　大量人群流行病学证据表明，慢性心理应激是男
性精液质量和睾酮水平下降明确的危险因子。早在

１９７７年，有研究者就发现长期关押的死刑犯睾丸中仅
存支持细胞和精原细胞，提示了心理应激对精子发生

的抑制作用［１０］。采用各类不同量表，研究者们发现抑

郁症状［１１］、焦虑症状［４］、工作压力［１２］和负性生活事件［１３］

等与研究对象的精液质量和睾酮水平呈显著负相关。

３０７２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）
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Ａ：透射电镜检测睾丸精原细胞线粒体　黄色箭头：正常的线粒体，红色箭头：受损的线粒体；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠睾丸细胞
Ｔｏｍ２０和Ｔｉｍ２３的蛋白表达水平；Ｃ：ＡＴＰ检测试剂盒检测睾丸细胞 ＡＴＰ含量；Ｄ：ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ试剂盒检测睾丸细胞 ＮＡＤ＋／
ＮＡＤＨ比值；Ｅ：睾丸细胞ＭＤＡ含量；Ｆ：睾丸细胞Ｈ２Ｏ２水平；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，与ＤＭＳＯ组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，
ｅ：Ｐ＜０．０１，ｆ：Ｐ＜０．００１，与ＣＵＭＳ组比较

图４　慢性心理应激对大鼠睾丸细胞线粒体结构和功能的影响　（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

采用束缚应激或糖皮质激素模拟染毒的方式，动物实

验亦证实与人群结果一致的慢性心理应激生殖损害效

应。例如，不少研究者均发现，束缚应激可诱导精子密

度降低，睾丸细胞凋亡，生精上皮空泡化和生殖细胞脱

落，以及睾酮合成基因 ｓｃａｒｂ１、ｓｔａｒ和 ｃｙｐ１７ａ１蛋白表
达下调［１４－１６］。然而，采用单一的束缚应激和糖皮质激

素染毒的方式不能模拟人或动物实际慢性心理应激暴

露情况。因此，本研究采用 ＣＵＭＳ模型进行大鼠慢性
心理应激造模，发现慢性心理应激可导致大鼠雄性生

殖损害，主要表现为精子密度和睾酮水平下降，睾丸细

胞老化。本研究和已有研究结果均表明，慢性心理应

激是男（雄）性生殖损害的明确危险因素。

４０７２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



　　既往研究认为，慢性心理应激状态下高糖皮质激
素水平通过ＧＲ介导的睾丸间质细胞损伤和睾酮合成
抑制是慢性心理应激生殖损害效应的核心环节。研究

发现，糖皮质激素通过激活 ＮＦκＢ和 ｐ６５诱导睾丸间
质细胞凋亡［１７］。此外，糖皮质激素还可通过 ＧＲ下调
睾丸间质细胞ＳｔＡＲ和３βＨＳＤ蛋白表达水平抑制睾酮
合成，而ＧＲ拮抗剂 ＲＵ４８６预处理可显著恢复应激组
大鼠血清睾酮水平［１８－１９］。与该研究类似，本研究也发

现ＣＵＭＳ组大鼠血清睾酮出现显著下降，且 ＲＵ４８６干
预可部分回复睾酮水平。ＧＲ除在睾丸间质细胞高表
达以外，在支持细胞和早期生精细胞（精原细胞和精

母细胞）也有显著表达［９，２０］，ＧＲ是否介导了慢性心理
应激对精子发生的直接损害效应尚不明确。

　　细胞老化是人体衰老和多种脏器系统疾病的重要
原因之一，睾丸细胞老化的主要特点为睾酮合成能力

以及生精功能逐渐下降［２１］。老化细胞有多种表型，包

括细胞周期阻滞、老化相关分泌表型（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｅｃｒｅｔｏｒｙｐｈｅｎｏｔｙｐｅ，ＳＡＳＰ）改变、线粒体损
害、βｇａｌ蛋白异常蓄积和细胞形态学改变等［２２］。本

研究团队已发表数据显示，ＣＵＭＳ组大鼠精原细胞出
现明显的Ｇ０／Ｇ１期周期阻滞和精子发生抑制

［９］，该结

果提示，睾丸细胞老化可能是慢性心理应激生殖损害

效益的重要机制，值得进一步研究。本研究聚焦细胞

老化表型，发现与对照组比较，ＣＵＭＳ组大鼠睾丸表现
出显著的细胞老化，精原细胞线粒体损伤以及血清炎

症因子（一种 ＳＡＳＰ）ＩＬ６、ＩＬ１０和 ＴＮＦα水平异常改
变。同时，ＧＲ拮抗剂 ＲＵ４８６可显著缓解慢性心理应
激诱导的睾丸细胞老化、精原细胞线粒体损伤和ＳＡＳＰ
异常改变。本研究通过动物模型证实，ＧＲ参与介导
慢性心理应激诱导的睾丸细胞老化。需要指出的是，

本研究尚未明确慢性心理应激所致睾丸老化的具体细

胞类型，需要进一步研究。

　　综上所述，本研究通过构建ＣＵＭＳ大鼠模型，显示
慢性心理应激诱导大鼠雄性生殖损伤，表现为精子密

度和血清睾酮水平下降，该损害效应可能与 ＧＲ介导
的睾丸细胞老化有关。后续将进一步研究慢性心理应

激诱导大鼠睾丸细胞老化的上游调控机制、分子起始

事件和相关毒性通路，为提高人类精液质量和保护男

性生育力提供理论依据。
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