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维甲酸对热应激小鼠睾丸损伤的保护作用
石一凡ꎬ李晓彤ꎬ锁云鹏ꎬ刘俊泽ꎬ李春梅ꎬ李延森∗

(南京农业大学动物科技学院家畜环境控制与智慧生产研究中心ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]本试验旨在探讨维甲酸对热应激小鼠睾丸损伤的保护作用ꎮ [方法]试验选用 ４０ 只 ７ 周龄雄性 ＩＣＲ 小鼠ꎬ随
机分为 ４ 组:对照组(ＣＯＮ)、热应激组(ＨＴＲＡ０)、５ ｍｇ􀅰ｋｇ－１􀅰ｄ－１维甲酸处理组(ＨＴＲＡ５)和 １０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１􀅰ｄ－１维甲酸处理组

(ＨＴＲＡ１０)ꎮ 小鼠灌胃相应剂量维甲酸或玉米油后ꎬ４２ ℃全身热应激 ２ ｈꎬ处理 ７ ｄꎬ试验结束后屠宰采样ꎮ [结果]与 ＣＯＮ
组相比ꎬＨＴＲＡ０ 组小鼠睾丸重、最小直径以及生精小管的横截面积、直径和上皮厚度显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ附睾精子活力显

著下降(Ｐ<０.０５)ꎬ丙二醛(ＭＤＡ)含量显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ总超氧化物歧化酶(Ｔ￣ＳＯＤ)活性显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ抗氧化相关

基因(ｎｒｆ２、ｈｏ￣１、ｎｑｏ１、ｓｏｄ１、ｇｐｘ１)表达量显著增加(Ｐ< ０. ０５)ꎬｂａｘ 基因表达量显著升高(Ｐ< ０. ０５)ꎬ血睾屏障相关基因

(ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ｚｏ￣１、ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 ｃｏｎｎｅｘｉｎ ４３)表达显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ精子发生相关基因(ｐｌｚｆ、ｃ￣ｋｉｔ)表达量显著增加(Ｐ<０.０５)ꎮ
与 ＨＴＲＡ０ 比ꎬＨＴＲＡ５ 组小鼠生精小管的横截面积、直径和上皮厚度显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬＭＤＡ 含量显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ
Ｔ￣ＳＯＤ 活性显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬｐｌｚｆ 和 ｃ￣ｋｉｔ ｍＲＮＡ 表达量显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻＨＴＲＡ１０组小鼠生精小管的横截面积、直径和

上皮厚度显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ精子的活力显著提高(Ｐ<０.０５)ꎬＭＤＡ 含量显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬＴ￣ＳＯＤ 活性显著提高(Ｐ<
０.０５)ꎬｎｑｏ１、ｂａｘ、ｂｃｌ￣２、ｚｏ￣１、ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、ｐｌｚｆ 和 ｃ￣ｋｉｔ 基因表达量显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ [结论]维甲酸能够改善热应激小鼠的

睾丸重、睾丸组织形态和附睾精子活力ꎬ使之更接近对照组水平ꎻ这种保护作用可能是通过增加小鼠睾丸抗氧化能力、减少

生精细胞凋亡、增强血睾屏障、改善生精微环境实现的ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ]Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｈｅａｔ
ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｍｉｃｅ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｆｏｒｔｙ ７￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ ｍａｌｅ ＩＣＲ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ:ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ(ＣＯＮ)ꎬｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓｅｄ
ｇｒｏｕｐ(ＨＴＲＡ０)ꎬ５ ｍｇ􀅰ｋｇ－１􀅰ｄ－１ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ(ＨＴＲＡ５)ａｎｄ １０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１􀅰ｄ－１ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ(ＨＴＲＡ１０) . Ｍｉｃｅ
ｗｅｒｅ ｇａｖａｇｅｄ ｗｉｔｈ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｏｒ ｃｏｒｎ ｏｉｌ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ａｔ ４２ ℃ ｆｏｒ ２ ｈ. Ｔｈｅ ｍｉｃｅ
ｗｅｒｅ ｓｌａｕｇｈｔｅｒｅｄ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐꎬｔｈｅ ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔꎬｍｉｎｉｍｕｍ ｄｉａｍｅｔｅｒꎬ
ｃｒｏｓｓ￣ｓｅｃｔｉｏｎａｌ ａｒｅａꎬｄｉａｍｅｔｅｒꎬａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｈｅｉｇｈｔ ｏｆ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｉｃ ｔｕｂｕｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＨＴＲＡ０ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ(Ｐ<０.０５)ꎬ
ｔｈｅ ｅｐｉｄｉｄｙｍａｌ ｓｐｅｒｍ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ< ０. ０５)ꎬ ｔｈｅ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ(ＭＤＡ) ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ(ｎｒｆ２ꎬｈｏ￣１ꎬｎｑｏ１ꎬｓｏｄ１ꎬｇｐｘ１)ｉｎ ｔｅｓｔｉｓ ｔｉｓｓｕｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０.０５)ꎬｗｈｉｌｅ ｔｏｔａｌ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ
(Ｔ￣ＳＯＤ)ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０.０５)ꎬｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｂａｘ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０.０５)ꎬｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ￣ｔｅｓｔｉｓ ｂａｒｒｉｅｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ( ｏｃｃｌｕｄｉｎꎬ ｚｏ￣１ꎬｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ ｃｏｎｎｅｘｉｎ ４３) ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ < ０. ０５)ꎬａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ(ｐｌｚｆꎬｃ￣ｋｉｔ)ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０.０５) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＴＲＡ０ꎬｔｈｅ
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ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙꎬａｎｄ ｅｐｉｄｉｄｙｍａｌ ｓｐｅｒｍ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ｉｎ ｈｅａｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｍｉｃｅ. Ｔｈｉｓ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｍａｙ ｂｅ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｂｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ
ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｔｅｓｔｅｓꎬ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ￣ｔｅｓｔｉｓ ｂａｒｒｉｅｒꎬ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ
ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｉｃ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓꎻｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄꎻｍｏｕｓｅꎻｔｅｓｔｉｃｌｅꎻｓｐｅｒｍ ｍｏｔｉｌｉｔｙꎻｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎻｂｌｏｏｄ ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ ｂａｒｒｉｅｒ

近年ꎬ高度集约化和规模化养殖方式迅速发展ꎬ畜禽饲养密度较高ꎬ夏季高温引起的热应激非常普遍ꎬ
已成为畜牧业养殖中备受关注的问题之一[１]ꎮ 雄性家畜ꎬ如猪、牛、羊睾丸悬浮在体腔外ꎬ环境高温可直

接使其温度升高ꎬ与其他器官相比ꎬ睾丸更容易受到热应激的影响[２]ꎮ 睾丸温度过高不利于精子生成ꎬ导
致精子活力降低ꎬ附睾精子和睾丸生精细胞都容易受到热应激的影响[３]ꎮ 此外ꎬ热应激还会降低精子的

数量和活力[４]ꎬ以及存活精子的受精能力[５]ꎮ
维甲酸( ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄꎬＲＡ)又称为视黄酸ꎬ是维生素 Ａ 进入动物体内后的活性代谢物ꎬ其异构形式有

９－顺式维甲酸、１３－顺式维甲酸和全反式维甲酸(ａｌｌ￣ｔｒａｎｓ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄꎬＡＴＲＡ)ꎬ其中 ＡＴＲＡ 是睾丸发育过

程中的重要启动物质[６]ꎬ有抗炎[７]、抗氧化[８]、抑癌[９] 和抗纤维化[１０] 等多重生物学功能ꎮ 研究表明ꎬ
ＡＴＲＡ 在精原细胞分化、减数分裂起始ꎬ血睾屏障(ｂｌｏｏｄ￣ｔｅｓｔｉｓ ｂａｒｒｉｅｒꎬＢＴＢ)形成ꎬ精子发生和精子形成过

程中发挥重要作用[１１－１４]ꎮ 另外ꎬＡＴＲＡ 能够重新调整精子代谢ꎬ使其接近获能状态ꎬ保护精子免受活性氧

损伤ꎬ提高抗氧化酶活性[１５]ꎮ 然而ꎬ目前还没有关于维甲酸是否能干预环境高温影响睾丸功能的相关

研究ꎮ
本试验以小鼠为研究对象ꎬ通过全身热暴露建立热应激模型ꎬ同时为小鼠灌胃维甲酸ꎬ旨在分析维甲

酸是否能保护小鼠睾丸组织免受热应激带来的损伤ꎬ并探讨其可能的作用机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验动物与材料

本试验得到南京农业大学动物伦理委员会批准(审核编号:ＮＪＡＵ.Ｎｏ２０２２０５１７１０６)ꎮ 所有试验程序均

严格按照中华人民共和国科技部«实验动物管理和治疗规范»以及«实验动物管理和治疗条例»进行ꎮ
试验共选取 ４０ 只体重相近的 ７ 周龄 ＩＣＲ 雄性小鼠(购自南京卡莱斯生物科技有限公司)ꎬ随机分为

４ 组ꎬ每组 １０ 只ꎬ分别为对照组(ＣＯＮ)、热应激组(ＨＴＲＡ０)、５ ｍｇ􀅰ｋｇ－１维甲酸处理组(ＨＴＲＡ５)和 １０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１

维甲酸处理组(ＨＴＲＡ１０)ꎮ 试验期间各组均饲喂基础饲粮ꎬ于清洁级动物房(温度 ２５ ℃ꎬ相对湿度 ５５％ ~
６０％)适应性饲养 １ 周后开始正式试验ꎮ 维甲酸处理组(ＨＴＲＡ５ 组和 ＨＴＲＡ１０组)热应激前分别灌胃 ＡＴＲＡ
(纯度≥９９％ꎬ购自上海源叶有限公司ꎬＡＴＲＡ 溶于少量二甲基亚矾并用玉米油稀释) ５ ｍｇ􀅰ｋｇ－１􀅰ｄ－１ 和

１０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１􀅰ｄ－１ꎬＣＯＮ 组和 ＨＴＲＡ０ 组灌胃等体积玉米油(购自上海源叶有限公司ꎬ加入相应体积的二甲基

亚矾)ꎬ连续灌胃 ７ ｄꎮ 对照组置于 ２５ ℃环境中ꎬ其余 ３ 组每天灌胃后ꎬ置于 ４２ ℃环境中 ２ ｈ 给予全身热

应激ꎮ 在前期研究中对小鼠连续热暴露 １２ ｄ(每天 ２ ｈ)ꎬ于第 １、２、４、８、１２ 天热暴露前后检测小鼠的直肠

温度ꎬ均发现小鼠体温发生显著变化[１６]ꎬ且不同检测时间结果一致ꎮ 说明热应激第 ７ 天前后小鼠的体温

可以代表小鼠体温的变化情况ꎬ同时为了减少多次直肠温度测定给小鼠带来的应激ꎬ因此本试验选择第

７ 天ꎬ即最后一次高温处理前后的温度作为小鼠体温变化的指标ꎮ
１.２　 样品采集

研究表明ꎬ热应激对精子生成的影响会延续到热应激结束后的一段时间[１６]ꎬ其中热应激结束时是组

织细胞中基因表达等各项指标变异的关键时间节点ꎬ一旦在这个时间点发生变化将会直接影响睾丸生精

微环境ꎬ进而引起后续精子生成改变ꎮ 因此ꎬ在本试验中ꎬ在第 ７ 天热应激结束后称重并处死小鼠ꎬ采集小

鼠睾丸和附睾ꎬ并将左侧睾丸和附睾置于 ４％多聚甲醛中固定ꎬ右侧睾丸置于冻存管内ꎬ液氮迅速冷冻后

置于－８０ ℃低温冰柜储存备用ꎬ右侧附睾用于精子的采集ꎮ
１.３　 测定指标与方法

１.３.１　 睾丸指数、附睾指数和睾丸直径 　 分离睾丸和附睾组织ꎬ剔除多余脂肪ꎬ称重ꎮ 用游标卡尺测定

２ 个睾丸的长轴长度和短轴长度ꎬ２ 个长轴中较大者设为最大直径ꎬ２ 个短轴中较短者为最小直径ꎮ 睾丸

指数和附睾指数的计算公式如下:睾丸指数 ＝睾丸重( ｇ) /体重( ｇ) ×１００％ꎬ附睾指数 ＝附睾重( ｇ) /体重

(ｇ)×１００％ꎮ
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１.３.２　 精子活力　 在 １.５ ｍＬ ＥＰ 管中加入 １ ｍＬ ＰＢＳ 预热ꎬ将分离出的一侧附睾在含有预热的 ＰＢＳ 玻璃培

养皿中除去多余的脂肪ꎬ剪去附睾头ꎬ将附睾尾置于 ＥＰ 管中ꎬ用眼科剪充分剪碎ꎬ于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件

下孵育 ３０ ｍｉｎꎬ使精子充分游出ꎬ获得精子悬液ꎮ 将载玻片和盖玻片置于 ３７ ℃载物台上预热ꎬ用微量移液

枪取 １０ μＬ 精子悬液ꎬ滴于载玻片上ꎬ加盖盖玻片ꎬ立即在显微镜下观察精子ꎬ利用计算机辅助精子分析

(ｃｏｍｐｕｔｅｒ￣ａｉｄｅｄ ｓｐｅｒｍ ａｎａｌｙｓｉｓꎬＣＡＳＡ)(ＮａｔｕｒｅＧｅｎｅꎬ美国)检测精子密度ꎬ并分析精子活力ꎮ
１.３.３　 睾丸组织抗氧化性能　 称取 ６０ ｍｇ 左右睾丸组织ꎬ加入适量生理盐水制备组织匀浆ꎬ离心取上清液

测定相关指标ꎮ 丙二醛(ＭＤＡ)含量采用 ＴＢＡ 法测定ꎬ总超氧化物歧化酶(Ｔ￣ＳＯＤ)活性采用羟胺法测定ꎬ
过氧化氢酶(ＣＡＴ)活性采用钼酸铵法测定ꎬ谷胱甘肽过氧化物酶(ＧＳＨ￣ＰＸ)活性采用比色法测定ꎬ总抗氧

化能力(Ｔ￣ＡＯＣ)采用 ＦＲＡＰ 法测定ꎬ试剂盒均购自南京建成生物工程研究所ꎮ
１.３.４　 睾丸和附睾组织形态学观察　 取固定于多聚甲醛中的睾丸和附睾组织ꎬ经脱水、透明、透蜡等处理

后进行包埋ꎬ切取 ５ μｍ 厚度切片ꎬ进行 ＨＥ 染色ꎬ中性树脂封片后用显微镜观察并拍照ꎬ根据 Ｓｈｅｎ 等[１７]

方法使用 ＩｍａｇｅＪ 软件测定生精小管的横截面积、直径和上皮厚度ꎮ
１.３.５　 附睾精子形态学观察和精子畸形率统计　 取 １.３.２ 节中获得的精子悬液 １０ μＬꎬ在载玻片上涂片ꎬ
自然风干ꎬ用甲醇固定 １０ ｍｉｎꎬ干燥后用伊红染液染色 ３０ ｓꎬ用流水轻轻冲洗ꎬ风干后用中性树脂封片ꎬ显
微镜下观察并拍照ꎮ 畸形率的计算公式:精子畸形率＝畸形精子数 /精子总数×１００％ꎮ
１.３.６　 睾丸组织 ＲＮＡ 提取和 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ　 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂(诺唯赞生物科技有限公司)从睾丸组织

匀浆中提取总 ＲＮＡꎬ使用分光光度法(ＮａｏＤｒｏｐ ２０００)测定 ＲＮＡ 浓度及纯度ꎬ将 ＲＮＡ 浓度调至 ５００ ｎｇ􀅰μＬ－１后

使用试剂盒将 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡꎬ采用荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒(北京擎科新叶生物技术股份有限公司)
进行荧光定量 ＰＣＲꎮ 引物序列见表 １ꎮ

表 １　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 所用引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

基因
Ｇｅｎｅ

登录号
ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ.

引物对序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′ →３′)

产物大小 / ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ

ｎｒｆ２ ＮＭ＿０１０９０２.５ ＡＣＡＧＴＧＣＴＣＣＴＡＴＧＣＧＴＧＡＡ / ＧＡＧＣＣＴＣＴＡＡＧＣＧＧＣＴＴＧＡＡ １２０
ｈｏ￣１ ＮＭ＿０１０４４２.２ ＧＣＣＡＣＣＡＡＧＧＡＧＧＴＡＣＡＣＡＴ / ＣＴＴＣＣＡＧＧＧＣＣＧＴＧＴＡＧＡＴＡ １３０
ｎｑｏ１ ＮＭ＿００８７０６.５ ＡＧＣＧＴＴＣＧＧＴＡＴＴＡＣＧＡＴＣＣ / ＡＧＴＡＣＡＡＴＣＡＧＧＧＣＴＣＴＴＣＴＣＧ ６８
ｇｃｌｃ ＮＭ＿０１０２９５.２ ＡＣＡＴＣＴＡＣＣＡＣＧＣＡＧＴＣＡＡＧＧＡＣＣ / ＣＴＣＡＡＧＡＡＣＡＴＣＧＣＣＴＣＣＡＴＴＣＡＧ １３４
ｓｏｄ１ ＮＭ＿０１１４３４.２ ＧＧＡＡＣＣＡＣＴＣＡＣＴＴＣＧＡＧＣＡ / ＣＴＧＣＡＣＴＧＧＴＡＣＡＧＣＣＴＴＧＴ １３６
ｇｐｘ１ ＮＭ＿００１３２９５２８.１ ＡＧＧＡＧＡＡＴＧＧＣＡＡＧＡＡＴＧＡＡＧＡＧＡ / ＧＧＡＡＧＧＴＡＡＡＧＡＧＣＧＧＧＴＧＡＧ １３５
ｂａｘ ＮＭ＿００７５２７.３ ＧＡＧＣＴＧＣＡＧＡＧＧＡＴＧＡＴＴＧＣＴ / ＴＧＡＴＣＡＧＣＴＣＧＧＧＣＡＣＴＴＴＡ １７８
ｂｃｌ￣２ ＮＭ＿００９７４１.５ ＡＴＧＣＣＴＴＴＧＴＧＧＡＡＣＴＡＴＡＴＧＧＣ / ＧＧＴＡＴＧＣＡＣＣＣＡＧＡＧＴＧＡＴＧＣ １２０
ｓｔｒａ８ ＮＭ＿００９２９２.２ ＡＣＡＡＣＣＴＡＡＧＧＡＡＧＧＣＡＧＴＴＴＡＣ / ＧＡＣＣＴＣＣＴＣＴＡＡＧＣＴＧＴＴＧＧＧ １７３
ｐｌｚｆ ＸＭ＿０３６１５４８９２.１ ＴＣＡＡＴＧＣＧＧＴＧＣＣＣＡＧＴＴＣＴＣＡ / ＡＧＴＧＣＧＣＴＴＴＧＴＧＣＣＴＧＡＡＡＧＣ １２３
ｓｙｃｐ３ ＮＭ＿０１１５１７.２ ＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＧＴＡＴＴＴＡＣＴ / ＡＧＧＣＴＧＡＴＣＡＡＣＣＡＡＡＧＧＴＧ １６９
ｃ￣ｋｉｔ ＮＭ＿０２１０９９.３ ＣＡＣＴＣＡＣＧＧＧＣＧＧＡＴＣＡＣＡＡＡ / ＣＣＡＣＴＴＣＡＣＧＧＧＣＡＧＴＣＧＴＧＣ １０６
ｏｃｃｌｕｄｉｎ ＮＭ＿００１３６０５３８.１ ＣＴＡＴＧＧＧＡＣＡＧＧＧＣＴＣＴＴＴＧＧＡ / ＡＧＧＡＡＧＣＧＡＴＧＡＡＧＣＡＧＡＡＧＧＣ １７６
ｚｏ￣１ ＸＭ＿０４７４３２９９１.１ ＴＧＧＧＡＡＣＡＧＣＡＣＡＣＡＧＴＧＡＣ / ＧＣＴＧＧＣＣＣＴＣＣＴＴＴＴＡＡＣＡＣ １４０
ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ＮＭ＿００１７９２.５ ＴＴＧＣＴＴＣＡＧＧＣＧＴＣＴＧＴＧＧＡＧ / ＴＴＣＧＴＧＣＡＣＡＴＣＣＴＴＣＧＧＴＡＡ １０２
ｃｏｎｎｅｘｉｎ ４３ ＮＭ＿０００１６５.５ ＧＡＣＴＴＣＡＧＣＣＴＣＣＡＡＧＧＡＧＴＴ / ＧＴＧＴＴＡＣＡＧＣＧＡＡＡＧＧＣＡＧＡＣ ２４３
β￣ａｃｔｉｎ ＮＭ＿００７３９３.５ ＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＴＴＧＧＧＴＡＴ / ＴＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧＴＣＴＴＴＡＣＧＧ １００

　 　 注:ｎｒｆ２:核相关 Ｅ２ 相关因子 ２ 基因 Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ￣２ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ ｇｅｎｅꎻｈｏ￣１:血红素加氧酶 １ 基因 Ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ￣１ ｇｅｎｅꎻ
ｎｑｏ１:ＮＡＤ(Ｐ)Ｈ 醌脱氢酶 １ 基因 ＮＡＤ(Ｐ)Ｈ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｑｕｉｎｏｎｅ １ ｇｅｎｅꎻｇｃｌｃ:谷氨酸－半胱氨酸连接酶催化亚基基因 Ｇｌｕｔａｍａｔｅ￣
ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｌｉｇａｓｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔ ｇｅｎｅꎻｓｏｄ１:超氧化物歧化酶 １ 基因 Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ １ ｇｅｎｅꎻｇｐｘ１:谷胱甘肽过氧化物酶 １ 基因
Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ １ ｇｅｎｅꎻｂａｘ:Ｂｃｌ２ 相关 Ｘ 蛋白基因 Ｂｃｌ￣２￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅꎻ ｂｃｌ￣２:Ｂ 细胞淋巴瘤因子 ２ 基因 Ｂ￣ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ ２ ｇｅｎｅꎻｓｔｒａ８:视黄酸激活基因 ８ Ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｇｅｎｅ ８ꎻｐｌｚｆ:早幼粒细胞白血锌指蛋白基因 Ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ａｎｄ ＢＴＢ
ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １６ ｇｅｎｅꎻｓｙｃｐ３:联会复合体蛋白 ３ 基因 Ｓｙｎａｐｔｏｎｅｍａｌ ｃｏｍｐｌｅｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ ｇｅｎｅꎻｃ￣ｋｉｔ:跨膜酪氨酸激酶受体蛋白基因 Ｋｉｔ
ｐｒｏｔｏ￣ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｇｅｎｅꎻｏｃｃｌｕｄｉｎ:闭合蛋白基因 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｇｅｎｅꎻｚｏ￣１:紧密连接蛋白 １ 基因 Ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ １
ｇｅｎｅꎻｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ:钙黏蛋白 ２ 基因 Ｃａｄｈｅｒｉｎ ２ ｇｅｎｅꎻｃｏｎｎｅｘｉｎ ４３:间隙连接蛋白 １ 基因 Ｇａｐ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｌｐｈａ １ ｇｅｎｅꎻβ￣ａｃｔｉｎ:β－肌动
蛋白基因 β￣ａｃｔｉｎ ｇｅｎｅ.

１.４　 数据处理与统计分析

试验数据使用 ＳＰＳＳ ２６.０ 软件进行单因素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ用 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ 检验进行差异显

著性分析ꎮ 试验结果均以平均值±标准误表示ꎮ
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２　 结果与分析

２.１　 热应激前后小鼠直肠温度变化

如表 ２ 所示ꎬ热应激前 ４ 个组小鼠直肠温度之间没有显著差异ꎬ热应激后 ３ 个热应激组的直肠温度与

ＣＯＮ 组相比均显著升高(Ｐ<０.０５)ꎻ除 ＣＯＮ 组外的 ３ 个组热应激后的直肠温度与处理前相比也都显著升

高(Ｐ<０.０５)ꎬ说明本试验中热应激能使小鼠直肠温度显著升高ꎮ
表 ２　 最后一次热应激前后小鼠直肠温度

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｃｔａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ

项目 Ｉｔｅｍ
分组 Ｇｒｏｕｐｓ

ＣＯＮ ＨＴＲＡ０ ＨＴＲＡ５ ＨＴＲＡ１０

Ｐ 值
Ｐ￣ｖａｌｕｅ

热应激前直肠温度 / ℃ Ｒｅｃｔａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｂｅｆｏｒｅ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ３４.８６±０.１９ ３５.２６±０.１９ ３５.４６±０.２７ ３４.８７±０.１１ 　 ０.０７３
热应激后直肠温度 / ℃ Ｒｅｃｔａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｆｔｅｒ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ３５.００±０.１４ａ ３６.５４±０.３４ｂ ３６.４５±０.３１ｂ ３６.９１±０.２４ｂ <０.００１
ΔＴ / ℃ ０.１８±０.１８ｃ １.２８±０.３８ｂ ０.９８±０.３１ｂ ２.０４±０.１６ａ <０.００１

　 　 注:１)ＣＯＮ:对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＨＴＲＡ０:热应激组 Ｈｅａｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎻＨＴＲＡ５:５ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ 维甲酸处理组 ５ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎻＨＴＲＡ１０:１０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１维甲酸处理组 １０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ.下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

２)ΔＴ:热应激后直肠温度减去热应激前直肠温度ꎮ Ｒｅｃｔａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｆｔｅｒ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｍｉｎｕｓ ｒｅｃｔａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｆｔｅｒ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ.
３)同行不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ａ ｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ(Ｐ<０.０５) .

２.２　 热应激前后睾丸重、睾丸指数和睾丸直径变化

如表 ３ 所示ꎬＨＴＲＡ０ 组小鼠的睾丸重与 ＣＯＮ 组相比显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ维甲酸处理后得到提高ꎬ其
中 ＨＴＲＡ１０组与 ＣＯＮ 组相比无显著差异ꎮ 睾丸指数与睾丸重也是相同的趋势ꎬ但是组间差异不显著ꎮ 不

同组之间睾丸最大直径没有显著差异ꎬ但与 ＣＯＮ 组相比ꎬＨＴＲＡ０ 组睾丸最小直径显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与
ＨＴＲＡ０ 组相比ꎬＨＴＲＡ１０组小鼠睾丸最小直径增加ꎬ且与 ＣＯＮ 组相比没有显著差异ꎮ

表 ３　 维甲酸对热应激小鼠睾丸重、指数和直径的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔꎬｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｉｎ ｈｅａｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｍｉｃｅ

项目 Ｉｔｅｍ
分组 Ｇｒｏｕｐｓ

ＣＯＮ ＨＴＲＡ０ ＨＴＲＡ５ ＨＴＲＡ１０

Ｐ 值

Ｐ￣ｖａｌｕｅ
睾丸重 / ｇ Ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ０.２４±０.０１ａ ０.１９±０.０１ｂ ０.２０±０.０２ｂ ０.２１±０.０１ａｂ ０.０３９
睾丸指数 / ％ Ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ ｉｎｄｅｘ ０.６４±０.０３ ０.５３±０.０３ ０.６０±０.０５ ０.６５±０.０４ ０.１９５
睾丸最大直径 / ｍｍ Ｄｉａｍｅｔｅｒ ｍａｘｉｍｕｍ ７.８２±０.１５ ７.３８±０.１４ ７.６１±０.２０ ７.３７±０.１０ ０.１１７
睾丸最小直径 / ｍｍ Ｄｉａｍｅｔｅｒ ｍｉｎｉｍｕｍ ５.４０±０.０８ａ ５.０１±０.１６ｂ ４.９３±０.０９ｂ ５.０９±０.１１ａｂ ０.０２３

图 １　 维甲酸对热应激小鼠睾丸组织形态的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ｈｅａｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｍｉｃｅ
　 　 Ａ. 小鼠睾丸组织 ＨＥ 染色(红色箭头指示睾丸间质细胞ꎬ蓝色箭头指示生精小管管腔ꎬ黄色线段指示生精上皮)ꎻＢ、Ｃ、Ｄ. 生精小管横

截面积、直径和上皮厚度ꎮ
Ａ. ＨＥ ｓｔａｉｎｅｄ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ ｔｉｓｓｕｅ( ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬｂｌｕｅ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｌｕｍｅｎ ｏｆ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｉｃ ｔｕｂｕｌｅｓꎬ

ａｎｄ ｙｅｌｌｏｗ ｌｉｎｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｉｃ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ)ꎻＢꎬＣꎬＤ. Ｃｒｏｓｓ ｓｅｔｉｏｎａｌ ａｒｅａꎬｄｉａｍｅｔｅｒꎬａｎｄ ｈｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｓｅｍｉｎｉｆｅｒｏｕｓ ｔｕｂｕｌｅ.

２.３　 热应激前后睾丸组织形态变化

如图 １ 所示ꎬＣＯＮ 组小鼠睾丸组织生精小管形态正常ꎬ各级生精细胞排列整齐ꎬ管腔内可见成熟精
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子ꎮ ＨＴＲＡ０ 组小鼠睾丸生精小管各级生精细胞数量减少ꎬ排列紊乱ꎬ管腔变大ꎬ管腔内成熟精子数量明显

减少ꎮ 维甲酸处理组有所改善ꎬ形态更接近 ＣＯＮ 组小鼠ꎮ
对睾丸组织变化进一步量化发现ꎬ与 ＣＯＮ 组相比ꎬＨＴＲＡ０ 组小鼠睾丸生精小管的横截面积、直径和

生精小管上皮厚度都显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＴＲＡ０ 组相比ꎬＨＴＲＡ５ 组和 ＨＴＲＡ１０组小鼠睾丸生精小管横

截面积、直径和生精小管上皮厚度显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ更接近 ＣＯＮ 组ꎬ其中生精小管直径和 ＣＯＮ 组相比

无显著差异ꎮ
２.４　 热应激前后附睾组织形态、附睾精子密度和畸形率变化

由图 ２ 可知ꎬ与 ＣＯＮ 组相比ꎬＨＴＲＡ５ 组和 ＨＴＲＡ１０组小鼠附睾重显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ但是不同组之间

附睾指数无显著差异ꎮ ＣＯＮ 组小鼠附睾管腔内可见大量成熟精子ꎬＨＴＲＡ０ 组管腔内精子减少ꎬ维甲酸处

理后有所改善ꎬ更接近 ＣＯＮ 组ꎮ 对附睾精子密度统计发现ꎬ维甲酸和热应激对小鼠附睾精子密度没有产

生显著影响ꎬ但与 ＣＯＮ 组相比ꎬＨＴＲＡ０ 组密度略低ꎬ维甲酸处理后有升高的趋势ꎮ 对小鼠附睾精子进一

步分析发现ꎬ与 ＣＯＮ 组相比ꎬＨＴＲＡ０ 组小鼠附睾精子畸形率显著升高(Ｐ < ０. ０５)ꎻ与 ＨＴＲＡ０ 组相比ꎬ
ＨＴＲＡ５ 组和 ＨＴＲＡ１０组小鼠附睾精子畸形率显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ

图 ２　 维甲酸对热应激小鼠附睾、附睾精子密度和畸形率的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｅｐｉｄｉｄｙｍａｌꎬｅｐｉｄｉｄｙｍａｌ ｓｐｅｒｍ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎ ｈｅａｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｍｉｃｅ
　 　 Ａ.小鼠附睾组织 ＨＥ 染色(黑色箭头指示附睾管腔内的精子)ꎻＢ. 附睾精子伊红染色(红色箭头指示精子头部ꎬ蓝色箭头指示精子

尾部ꎬ方框表示局部放大)ꎻＣ—Ｆ. 附睾重、附睾指数、精子密度和精子畸形率ꎮ
Ａ. ＨＥ ｓｔａｉｎｅｄ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｅｐｉｄｉｄｙｍａｌ ｔｉｓｓｕｅ(ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｐｅｒｍ ｉｎ ｔｈｅ ｅｐｉｄｉｄｙｍａｌ ｌｕｍｅｎ)ꎻＢ. Ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｅｄ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｅｐｉｄｉｄｙｍａｌ

ｓｐｅｒｍ(ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｈｅａｄ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｒｍꎬｂｌｕｅ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｔａｉｌ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｒｍꎬｂｏｘ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｌｏｃａｌ ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ)ꎻＣ－Ｆ. Ｗｅｉｇｈｔꎬ
ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｅｐｉｄｉｄｙｍｉｓꎬｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｐｅｒｍ.

２.５　 热应激前后附睾精子活力变化

如图 ３ 所示ꎬ与 ＣＯＮ 组相比ꎬＨＴＲＡ０ 组小鼠精子的总活力显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ前进运动、快速运动精

子比例显著下降(Ｐ<０.０５)ꎬ不运动比例显著增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 维甲酸处理后得到改善ꎬ其中 ＨＴＲＡ１０组小鼠

精子的总活力、前进运动、快速运动及不运动精子的比例与 ＣＯＮ 组相比都没有显著差异ꎮ
２.６　 热应激前后睾丸抗氧化性能变化

如表 ４ 所示ꎬ与 ＣＯＮ 组相比ꎬＨＴＲＡ０ 组小鼠睾丸 ＭＤＡ 含量显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬＴ￣ＳＯＤ 活性显著降低

(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＴＲＡ０ 组小鼠相比ꎬＨＴＲＡ５ 组和 ＨＴＲＡ１０组小鼠睾丸 ＭＤＡ 含量显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬＴ￣ＳＯＤ 活

性显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ与 ＣＯＮ 相比无显著差异ꎮ 不同组间 Ｔ￣ＡＯＣ 和 ＣＡＴ 活性、ＧＳＨ￣ＰＸ 活性无显著差异ꎮ
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图 ３　 维甲酸对热应激小鼠附睾精子活力的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｅｐｉｄｉｄｙｍａｌ ｓｐｅｒｍ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ｉｎ ｈｅａｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｍｉｃｅ

表 ４　 维甲酸对热应激小鼠睾丸抗氧化性能指标的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｓ ｏｆ ｈｅａｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｍｉｃｅ

项目 Ｉｔｅｍ
分组 Ｇｒｏｕｐｓ

ＣＯＮ ＨＴＲＡ０ ＨＴＲＡ５ ＨＴＲＡ１０

Ｐ 值
Ｐ￣ｖａｌｕｅ

　 ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ / (ｎｍｏｌ􀅰ｍｇ－１) ０.７２±０.０５ｂ １.２０±０.１４ａ ０.８５±０.１０ｂ ０.８７±０.０４ｂ ０.００２
　 Ｔ￣ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ / (Ｕ􀅰ｍｇ－１) ９８１.０６±１６.８０ａ ８１１.１４±２４.６７ｂ ９３１.２４±６４.２２ａ ９３０.８８±１４.９７ａ ０.０００
　 Ｔ￣ＡＯＣ / (ｎｍｏｌ􀅰ｍｇ－１) １７２.１５±１０.５８ １６４.８４±１１.９９ １７６.５５±４.９６ １７２.８７±１０.５４ ０.９２５
　 ＣＡＴ ａｃｔｉｖｉｔｙ / (Ｕ􀅰ｍｇ－１) ７.７５±１.１８ ５.７６±０.７２ ６.４４±０.３８ ７.０３±０.７７ ０.３７２
　 ＧＳＨ￣ＰＸ ａｃｔｉｖｉｔｙ / (Ｕ􀅰ｍｇ－１) ６１２.１６±２１.２１ ６５８.６１±３８.０５ ６２１.８１±５２.５６ ６１２.７４±３６.２２ ０.８０２
　 　 注:ＭＤＡ:丙二醛 ＭａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎻＴ￣ＳＯＤ:总超氧化物歧化酶 Ｔｏｔａｌ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎻＴ￣ＡＯＣ:总抗氧化能力 Ｔｏｔａｌ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙꎻ

ＣＡＴ:过氧化氢酶 ＣａｔａｌａｓｅꎻＧＳＨ￣ＰＸ:谷胱甘肽过氧化物酶 Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ.

图 ４　 维甲酸对热应激小鼠睾丸抗氧化

相关基因表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｓ ｏｆ
ｈｅａｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｍｉｃｅ

图 ５　 维甲酸对热应激小鼠睾丸增殖凋亡

相关基因表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｓ ｏｆ ｈｅａｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｍｉｃｅ

２.７　 热应激前后睾丸抗氧化相关基因表达差异

如图 ４ 所示ꎬ与 ＣＯＮ 组相比ꎬＨＴＲＡ０ 组小鼠睾丸 ｎｒｆ２、ｈｏ￣１、ｎｑｏ１、ｓｏｄ１ 和 ｇｐｘ１ ｍＲＮＡ 相对表达量都显

著升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 ＨＴＲＡ０ 组相比ꎬＨＴＲＡ５ 组和 ＨＴＲＡ１０组小鼠睾丸 ｎｒｆ２、ｈｏ￣１、ｇｃｌｃ、ｓｏｄ１ 和 ｇｐｘ１ 表达量

均无显著差异ꎬ但 ＨＴＲＡ１０组小鼠睾丸 ｈｏ￣１、ｇｃｌｃ 和 ｓｏｄ１ 表达量有降低趋势ꎬ且 ｇｃｌｃ 和 ｓｏｄ１ 与 ＣＯＮ 组相比

均无显著差异ꎮ ＨＴＲＡ１０组小鼠睾丸 ｎｑｏ１ 基因表达量显著低于 ＨＴＲＡ０ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ且与 ＣＯＮ 组无显著

差异ꎮ
２.８　 热应激前后睾丸增殖和凋亡相关基因表达差异

如图 ５ 所示ꎬ与 ＣＯＮ 组相比ꎬＨＴＲＡ０ 组 ｂａｘ 基因相对表达量显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬｂｃｌ￣２ 表达量升高ꎬ但
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差异不显著ꎻ与 ＨＴＲＡ０ 组相比ꎬＨＴＲＡ１０组 ｂａｘ 基因相对表达量显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ与 ＣＯＮ 组差异不显

著ꎬＨＴＲＡ１０组 ｂｃｌ￣２ 与 ＨＴＲＡ０ 组相比显著降低(Ｐ<０.０５)且与 ＣＯＮ 组差异不显著ꎮ 不同组别之间 ｂａｘ 与

ｂｃｌ￣２ 基因表达量比值差异不显著ꎮ
２.９　 热应激前后睾丸血睾屏障相关基因表达差异

如图 ６ 所示ꎬ与 ＣＯＮ 组相比ꎬＨＴＲＡ０ 组小鼠睾丸 ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ｚｏ￣１、ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 ｃｏｎｎｅｘｉｎ ４３ ｍＲＮＡ 表达量

显著升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 ＨＴＲＡ０ 组相比ꎬＨＴＲＡ５ 组小鼠睾丸 ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ｚｏ￣１、ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 ｃｏｎｎｅｘｉｎ ４３ ｍＲＮＡ
表达量无显著差异ꎬＨＴＲＡ１０组小鼠睾丸 ｚｏ￣１、ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达量显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ ＨＴＲＡ１０组小鼠

睾丸 ｚｏ￣１、ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 ｃｏｎｎｅｘｉｎ ４３ ｍＲＮＡ 表达量与 ＣＯＮ 组相比无显著差异ꎮ
２.１０　 热应激前后睾丸精子发生相关基因表达差异

如图 ７ 所示ꎬ与 ＣＯＮ 组相比ꎬＨＴＲＡ０ 组小鼠睾丸 ｐｌｚｆ 和 ｃ￣ｋｉｔ ｍＲＮＡ 表达量都显著升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 与

ＨＴＲＡ０ 组相比ꎬＨＴＲＡ５ 组和 ＨＴＲＡ１０组小鼠睾丸 ｐｌｚｆ 和 ｃ￣ｋｉｔ ｍＲＮＡ 表达量显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ且 ｃ￣ｋｉｔ 与
对照组相比无显著差异ꎮ 不同组间 ｓｔｒａ８ 和 ｓｙｃｐ３ 基因的表达量无显著差异ꎮ

图 ７　 维甲酸对热应激小鼠睾丸精子发生

相关基因表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｔｅｓｔｅｓ ｏｆ ｈｅａｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｍｉｃｅ

图 ６　 维甲酸对热应激小鼠睾丸血睾屏障

相关基因表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ￣ｔｅｓｔｉｓ ｂａｒｒｉｅｒ ｉｎ
ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｓ ｏｆ ｈｅａｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｍｉｃｅ

３　 讨论

３.１　 维甲酸对热应激小鼠睾丸重、直径及组织形态的影响

当动物所处的温度超过其生理范围和调节能力时ꎬ就会发生热应激ꎻ尽管热应激通常会影响机体的各

种功能ꎬ但生殖是最容易受到热应激损害的过程[１６]ꎮ Ｌｉｎ 等[１８]研究表明ꎬ将雄性小鼠身体的后三分之一

给予 ４３ ℃水浴热处理 １５ ｍｉｎ 后ꎬ小鼠睾丸指数显著降低ꎬ生精小管损伤严重ꎬ变性、空泡化严重ꎬ管腔变

大ꎬ生精细胞脱落萎缩ꎬ睾丸形态异常ꎮ 刘慧娟等[１９]给予小鼠全身热应激后ꎬ小鼠睾丸生精小管的横截面

积和生精小管直径显著降低ꎮ 本试验结果也表明热应激使小鼠睾丸组织受到损伤ꎮ Ｚｈｏｕ 等[２０]试验中腹

腔注射维甲酸能显著提高隐睾小鼠的睾丸重和睾丸体积ꎬ改善隐睾小鼠睾丸组织形态ꎬ提高小鼠附睾精子

密度、降低精子畸形率ꎮ 本试验结果提示维甲酸能改善热应激小鼠睾丸形态ꎬ这可能与维甲酸能缓解氧化

应激ꎬ改善生精微环境有关[１５ꎬ１８ꎬ２１]ꎮ
３.２　 维甲酸对热应激小鼠附睾和附睾精子的影响

生精细胞对温度变化极为敏感ꎬ对温度有严格的要求ꎬ其中睾丸温度调节发挥着非常重要的作用ꎮ 尽

管是在小范围内的阴囊温度升高ꎬ也可能会对精子质量产生负面影响[２２]ꎮ Ｙａｅｒａｍ 等[５]试验结果表明ꎬ将
雄性小鼠连续 ２ ｄ 全身暴露在 ３６ ℃的温度下 １２ ｈ 后ꎬ精子数量减少ꎬ睾丸重降低ꎬ精子在体内的受精能力

较差ꎬ附睾精子与透明带的结合能力和卵细胞穿透能力降低ꎮ 在另一项研究中ꎬ将小鼠连续 ３ ｄ 全身暴露

于高温 ８ ｈ 后其附睾尾部精子数量无显著变化ꎬ但活力较低ꎬ此外这些附睾精子还表现出膜性变化ꎬ使其

更容易发生凋亡[２３]ꎮ 与之相似ꎬ本试验发现ꎬ连续 ７ ｄ 给予小鼠全身 ４２ ℃热处理 ２ ｈ 后精子密度没有显

著变化ꎬ但是精子活力显著下降ꎬ运动性能显著降低ꎮ 彭金普[２４]通过给隐睾大鼠注射维甲酸发现ꎬ维甲酸

显著提高了隐睾大鼠的附睾精子数量ꎬ降低附睾精子畸形率ꎬ提高隐睾大鼠的生殖功能ꎬ可能是因为维甲

酸与精子的形成与释放有关ꎮ 本试验结果也表明维甲酸可改善热应激小鼠精子活力ꎮ
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３.３　 维甲酸对热应激小鼠睾丸抗氧化功能的影响

一般来说ꎬ热应激导致的生精细胞凋亡和精子活力下降是由氧化应激和细胞凋亡引起的[２５－２６]ꎮ Ｌｉｎ
等[１８]研究结果表明ꎬ给予小鼠睾丸 ４３ ℃热应激 １５ ｍｉｎ 后ꎬ睾丸 ＭＤＡ 含量显著升高ꎬ睾丸中 ＳＯＤ 活性显

著降低ꎮ 本研究结果与之一致ꎬ表明热应激组小鼠睾丸组织的抗氧化系统已经受到损害ꎮ 睾丸组织中过

多的氧自由基导致了睾丸生精细胞的发育改变和精子生长迟缓ꎮ 维甲酸具有很强的抗氧化活性和抗氧化

作用[１５ꎬ２７]ꎮ 本试验中两种剂量的维甲酸都能显著提高小鼠睾丸组织的 ＳＯＤ 活性ꎬ降低热应激所造成的

ＭＤＡ 水平升高ꎮ 这表明维甲酸能有效地清除氧自由基ꎬ抑制脂质过氧化反应ꎬ减轻热处理对生精细胞的

损伤ꎮ 且在 ２ 个剂量的处理中ꎬ１０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１的处理效果更好ꎮ
Ｎｒｆ２ 作为主要的内源性抗氧化防御系统ꎬ在防止睾丸氧化损伤方面起着至关重要的作用ꎮ 在亲电或

氧化应激时ꎬＮｒｆ２ 被激活并转录诱导一系列抗氧化防御酶ꎬ例如 ＣＡＴ、ＮＱＯ１、ＨＯ￣１ 和谷胱甘肽 Ｓ－转移酶

等[２８]ꎮ 这些依赖 Ｎｒｆ２ 的抗氧化剂的上调能促进机体的抗氧化、解毒和抗炎反应ꎮ 本研究结果表明热应

激激活了小鼠睾丸组织的 Ｎｒｆ２ 通路ꎬ启动下游基因的转录ꎬ增加睾丸抗氧化能力ꎬ减少氧化损伤ꎮ 与 Ｌｉ
等[１６]研究中给予小鼠全身热应激(４２ ℃ꎬ２ ｈꎬ１２ ｄ)后小鼠睾丸 ｎｒｆ２、ｇｃｌｃ、ｈｏ￣１ 和 ｎｑｏ１ ｍＲＮＡ 表达上调结

果一致ꎮ 灌胃维甲酸后ꎬ这些基因表达下调ꎬ更接近对照组水平ꎬ推测维甲酸能够缓解睾丸组织的氧化应

激水平ꎬ增强睾丸组织的抗氧化能力ꎬ保护睾丸组织免受热应激带来的氧化应激损伤ꎮ
３.４　 维甲酸对热应激小鼠睾丸增殖凋亡基因表达的影响

细胞凋亡的过程需要许多不同的细胞蛋白ꎬ例如 Ｂｃｌ￣２ 家族成员ꎮ Ｂｃｌ￣２ 蛋白家族包含促凋亡 Ｂａｘ 和

抗凋亡 Ｂｃｌ￣２ 成员ꎮ Ｘｉ 等[２９]结果表明ꎬ给予成年公猪局部睾丸加热(４２ ℃ꎬ１ ｈ)后 ｂａｘ 和 ｂｃｌ￣２ 的 ｍＲＮＡ
和蛋白水平升高ꎬ导致生精细胞凋亡增加ꎮ 与之相似ꎬ本试验中给予小鼠全身热处理 ７ ｄ 后小鼠睾丸组织

中 ｂａｘ 基因表达量显著升高ꎬ灌胃 １０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１维甲酸能显著降低热应激小鼠 ｂａｘ 和 ｂｃｌ￣２ ｍＲＮＡ 表达量ꎬ说
明维甲酸对热应激导致的小鼠睾丸组织细胞凋亡有改善作用ꎮ
３.５　 维甲酸对热应激小鼠睾丸血睾屏障基因表达的影响

由几种类型的细胞连接形成的 ＢＴＢ 可以维持精子生成[３０]ꎮ ＢＴＢ 通过在生精小管的支持细胞之间形

成选择性屏障ꎬ将睾丸与循环系统隔离ꎬ并维持适宜的生精微环境ꎬ能够使精子持续产生[３１]ꎮ 维持紧密连

接功能所必需的蛋白质包括 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ(ＺＯ￣１)和 Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎꎮ Ｃｏｎｎｅｘｉｎ ４３ 是一种缝隙连

接标志物ꎬ是正常睾丸发育和精子形成所必需的ꎬ并具有调节 ＢＴＢ 形成的功能ꎮ 胡素琴等[３２] 研究表明ꎬ
给予大鼠 ４３ ℃恒温水浴 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ大鼠睾丸中 ＺＯ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达显著降低ꎬ睾丸屏障受损ꎮ 因此

在本研究中对编码这些关键蛋白质的基因表达进行了评估ꎮ 本试验结果显示ꎬ热处理后小鼠睾丸组织中

ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ｚｏ￣１、ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 ｃｏｎｎｅｘｉｎ ４３ ｍＲＮＡ 的表达量显著升高ꎮ 这种结果产生的原因可能是长时间的

热处理导致血睾屏障受到损伤ꎬ所以需要更多地表达来对这种损伤进行紧急补救ꎮ 而添加维甲酸后这些

基因表达量较热应激组相比降低ꎬ其中 １０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１维甲酸组显著降低且与对照组相比没有显著差异ꎬ提示

维甲酸可能通过维持紧密连接和缝隙连接蛋白的功能来调节 ＢＴＢ 的完整性ꎬ改善生精微环境ꎬ进而改善

精子活力ꎮ
３.６　 维甲酸对热应激小鼠睾丸精子发生基因表达的影响

精子发生是一个复杂的动态变化过程ꎬ包括精原细胞增殖分化、减数分裂和精子形成三个阶段ꎮ 在这

个过程中ꎬ不同时间段受到不同因子的调控[４]ꎮ 其中 Ｃ￣ｋｉｔ、ＰＬＺＦ 对生精细胞的增殖分化不可或缺ꎬＳｔｒａ８、
Ｓｙｃｐ３ 与减数分裂密切相关ꎬ是减数分裂标志ꎮ Ｃ￣ｋｉｔ 表达于分化的精原细胞ꎬ可以作为精原细胞分化的标

志物ꎬ表明了精原细胞分化程度[３３]ꎻＰＬＺＦ 作为一种精原细胞特异性转录因子ꎬ可能在调节干细胞的自我

更新和维持分化过程中发挥核心作用[３４]ꎬ是精原细胞和精母细胞增殖相关的重要生物标志物ꎮ 彭金

普[２４]研究表明ꎬ维甲酸能上调隐睾大鼠生精细胞增殖分化及减数分裂相关蛋白和基因的表达ꎬ提示维甲

酸能促进隐睾大鼠的生精细胞增殖分化和减数分裂ꎮ 在本试验中ꎬ热应激后小鼠睾丸内 ｃ￣ｋｉｔ ｍＲＮＡ 表达

上调ꎬ而维甲酸处理后其表达下调接近对照组小鼠睾丸ꎬ可能是热应激导致精母细胞分化受阻ꎬ而维甲酸

维持了精原细胞分化ꎮ 热应激组小鼠睾丸 ｐｌｚｆ 基因表达水平的增加也表明热应激组小鼠睾丸精原细胞和

精母细胞的增殖出现异常ꎬ维甲酸处理后表达下调ꎬ说明维甲酸可能对热应激小鼠精原细胞的分化和增殖

产生积极影响ꎬ以维持正常精子发生过程ꎮ
综上所述ꎬ本试验采用小鼠全身热应激模型测定了维甲酸对热应激小鼠睾丸组织损伤的影响ꎬ结果表
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明:维甲酸能够改善热应激小鼠的睾丸重、睾丸组织形态和附睾精子活力ꎬ使之更接近对照组水平ꎻ这种保

护作用可能是通过增加小鼠睾丸抗氧化能力ꎬ减少生精细胞凋亡ꎬ增强血睾屏障ꎬ改善生精微环境ꎬ维持精

子发生实现的ꎮ 在本试验中ꎬ１０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１的维甲酸处理效果更好ꎮ
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[１５] Ｍａｌｉｖｉｎｄｉ ＲꎬＲａｇｏ ＶꎬＤｅ Ｒｏｓｅ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ａｌｌ￣ｔｒａｎｓ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｓｐｅｒｍ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ: ｉｔｓ ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ

ｐｈｙｓｉｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｖａｒｉｃｏｃｅｌｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｌｅ ｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ２０１８ꎬ２３３(１２):９５２６－９５３７.
[１６] Ｌｉ Ｙ ＳꎬＨｕａｎｇ ＹꎬＰｉａｏ Ｙ Ｇꎬｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２￣ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ ｏｎ ｗｈｏｌｅ ｂｏｄｙ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ

ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｔｅｓｔｉｓ[Ｊ] . Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙꎬ２０１３ꎬ１１:２３.
[１７] Ｓｈｅｎ Ｊ ＫꎬＰｅｒｖｅｅｎ ＡꎬＫａｋａ Ｎꎬｅｔ ａｌ. Ｍａｔｅｒｎａｌ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ Ｔ￣２ ｔｏｘｉｎ ｉｎｄｕｃｅｓ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｓ

ｏｆ ｍｉｃｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ[Ｊ] . Ａｎｉｍａｌｓ:ａｎ Ｏｐｅｎ Ａｃｃｅｓｓ Ｊｏｕｒｎａｌ ｆｒｏｍ ＭＤＰＩꎬ２０１９ꎬ１０(１):７４.
[１８] Ｌｉｎ Ｃ ＭꎬＣｈｏｉ Ｙ ＳꎬＰａｒｋ Ｓ Ｇꎬｅｔ ａｌ. Ｅｎｈａｎｃｅｄ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ β￣ｃａｒｏｔｅｎｅ ａｎｄ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ａｇａｉｎｓｔ ｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｉｃ

ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｉｃ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ｉｎ ｍｉｃｅ[Ｊ] . ＢｉｏＭｅｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌꎬ２０１６ꎬ２０１６:２５７２０７３.
[１９] 刘慧娟ꎬ庄苏ꎬ张佳琦ꎬ等. 日粮添加不同水平芦丁对热应激小鼠睾丸组织的影响[Ｊ] . 畜牧兽医学报ꎬ２０２２ꎬ５３(８):２５８６－２５９７.

Ｌｉｕ Ｈ ＪꎬＺｈｕａｎｇ ＳꎬＺｈａｎｇ Ｊ Ｑꎬｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｅｔａｒｙ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｕｔｉｎ ｏｎ ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ｕｎｄｅｒ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ[Ｊ] .
Ａｃｔａ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｉａ ｅｔ Ｚｏｏｔｅｃｈｎｉｃａ Ｓｉｎｉｃａꎬ２０２２ꎬ５３(８):２５８６－２５９７( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[２０] Ｚｈｏｕ ＹꎬＺｈａｎｇ Ｄ ＹꎬＨｕ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ:ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｇｅｎｔ ｆｏｒ ｃｒｙｐｔｏｒｃｈｉｄｉｓｍ ｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｕｔａｍｉｄｅ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｒｙｐｔｏｒｃｈｉｄ ｒａｔｓ ｉｎ ｖｉｖｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ[Ｊ] . Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙꎬ２０１９ꎬ８７:１０８－１１７.

[２１] Ｐｅｒｒｏｔｔａ ＩꎬＰｅｒｒｉ ＭꎬＳａｎｔｏｒｏ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣α(ＲＡＲα) ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ ａｎｄ ｖａｒｉｃｏｃｅｌｅ ｈｕｍａｎ
ｓｐｅｒｍａｔｏｚｏａ:ｉｔｓ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｉｎ ｃａｐａｃｉｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ[Ｊ] . Ａｐｐｌｉｅｄ Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ＆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ:ＡＩＭＭꎬ２０１５ꎬ
２３(５):３７４－３８１.

[２２] Ｈｊｏｌｌｕｎｄ Ｎ ＨꎬＢｏｎｄｅ Ｊ ＰꎬＪｅｎｓｅｎ Ｔ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ｄｉｕｒｎａｌ ｓｃｒｏｔａｌ ｓｋｉｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｓｅｍｅｎ ｑｕａｌｉｔｙ. Ｔｈｅ ｄａｎｉｓｈ ｆｉｒｓｔ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｐｌａｎｎｅｒ ｓｔｕｄｙ ｔｅａｍ[Ｊ] .
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｄｒｏｌｏｇｙꎬ２０００ꎬ２３(５):３０９－３１８.
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[２３] Ｗｅｃｈａｌｅｋａｒ ＨꎬＳｅｔｃｈｅｌｌ Ｂ ＰꎬＰｅｉｒｃｅ Ｅ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｗｈｏｌｅ￣ｂｏｄｙ ｈｅａｔ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｉｎｄｕｃｅｓ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｐｅｒｍａｔｏｚｏａ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃａｕｄａ ｅｐｉｄｉｄｙｍｉｄｉｓ
ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｍｉｃｅ[Ｊ] . Ａｓｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｄｒｏｌｏｇｙꎬ２０１０ꎬ１２(４):５９１－５９８.

[２４] 彭金普. 视黄酸促隐睾大鼠生精功能修复的作用及机制研究[Ｄ] . 重庆:重庆医科大学ꎬ２０１６.
Ｐｅｎｇ Ｊ Ｐ. Ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｃｒｙｐｔｏｒｃｈｉｄｉｓｍ ｒａｔｓ ｍｏｄｅｌ[Ｄ] . Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ:Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ２０１６
( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[２５] Ｓｅｔｃｈｅｌｌ Ｂ Ｐ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｅａｔ ｏｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｓ ｏｆ ｍａｍｍａｌｓ[Ｊ] . Ａｎｉｍａｌ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ２０１８ꎬ３(２):８１－９１.
[２６] Ｍａｈｆｏｕｚ Ｒ Ｚꎬｄｕ Ｐｌｅｓｓｉｓ Ｓ ＳꎬＡｚｉｚ Ｎꎬｅｔ ａｌ. Ｓｐｅｒｍ ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎬａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬａｎｄ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｓｐｅｒｍａｔｏｚｏａ

ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ[Ｊ] . Ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ａｎｄ Ｓｔｅｒｉｌｉｔｙꎬ２０１０ꎬ９３(３):８１４－８２１.
[２７] 钟久昌ꎬ黄东阳ꎬ金海燕ꎬ等. 全反式维甲酸对高血压大鼠心脏氧化应激水平的影响[Ｊ] . 心血管康复医学杂志ꎬ２００７ꎬ１６(２):１１１－１１４.

Ｚｈｏｎｇ Ｊ ＣꎬＨｕａｎｇ Ｄ ＹꎬＪｉｎ Ｈ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｌｌ￣ｔｒａｎｓ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｃａｒｄｉａｃ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ[Ｊ] . Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｒｅｈａｂｉｌｉｔａｔｉｏｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ２００７ꎬ１６(２):１１１－１１４( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[２８] Ｎｉｔｕｒｅ Ｓ ＫꎬＫａｓｐａｒ Ｊ ＷꎬＳｈｅｎ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｎｒｆ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ[Ｊ] . Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ２０１０ꎬ２４４(１):３７－４２.
[２９] Ｘｉ ＨꎬＦａｎ ＸꎬＺｈａｎｇ Ｚꎬｅｔ ａｌ. Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ａｒｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｌｏｃａｌ ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ ｈｅａｔｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏａｒ ｔｅｓｔｉｓ[Ｊ] . Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｉｎ Ｄｏｍｅｓｔｉｃ Ａｎｉｍａｌｓꎬ２０１７ꎬ５２(３):３５９－３６５.
[３０] Ｋｏｐｅｒａ Ｉ ＡꎬＢｉｌｉｎｓｋａ ＢꎬＣｈｅｎｇ Ｃ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｓｅｒｔｏｌｉ￣ｇｅｒｍ ｃｅｌｌ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔｉｓ:ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｒｅｃｅｎｔ ｄａｔａ[Ｊ] . Ｐｈｉｌｏｓｏｐｈｉｃａｌ Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ

Ｒｏｙａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｏｆ Ｌｏｎｄｏｎ Ｓｅｒｉｅｓ ＢꎬＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ２０１０ꎬ３６５(１５４６):１５９３－１６０５.
[３１] Ｘｕ ＹꎬＷｕ Ｗ ＸꎬＦａｎ Ｙ Ｘꎬｅｔ ａｌ. ｍｉＲ￣１４２￣３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＴＧＦ￣β３￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｌｏｏｄ￣ｔｅｓｔｉｓ ｂａｒｒｉｅｒ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｌｅｔｈａｌ ｇｉａｎｔ ｌａｒｖａｅ ｈｏｍｏｌｏｇ ２[Ｊ].

Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０１８ꎬ４６(１):２５３－２６８.
[３２] 胡素芹ꎬ胡珂ꎬ刘殿龙ꎬ等. 急性热应激对睾丸免疫微环境相关蛋白的影响[Ｊ] . 中国免疫学杂志ꎬ２０２２ꎬ３８(５):５２１－５２４ꎬ５３０.

Ｈｕ Ｓ ＱꎬＨｕ ＫꎬＬｉｕ Ｄ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ ｉｍｍｕｎｅ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ[ Ｊ] . Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ２０２２ꎬ３８(５):５２１－５２４ꎬ５３０( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[３３] 范睿ꎬ张昱ꎬ许家玉ꎬ等. 小鼠脊髓挫伤型损伤后 ｃａｓｐａｓｅ￣３、ｂａｘ、ｂｃｌ￣２ 和 ｃ￣ｋｉｔ 基因的表达[ Ｊ] . 南京农业大学学报ꎬ２０１０ꎬ３３(１):８７－９３.
ＤＯＩ:１０.７６８５ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００－２０３０.２０１０.０１.０１７.
Ｆａｎ ＲꎬＺｈａｎｇ ＹꎬＸｕ Ｊ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬｂａｘꎬｂｃｌ￣２ ａｎｄ ｃ￣ｋｉｔ ａｆｔｅｒ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｍｏｕｓｅ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ２０１０ꎬ３３(１):８７－９３( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[３４] Ｑｉｎ ＱꎬＬｉｕ Ｊ ＲꎬＭａ Ｙ Ｈꎬｅｔ ａｌ. Ａｂｅｒｒａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｆａｃｔｏｒ / ｃ￣ＫＩＴ ｉｎ ｒａｔ ｔｅｓｔｉｓ ｗｉｔｈ ｖａｒｉｃｏｃｅｌｅ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ｆｏｒｍｏｓａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎꎬ２０１７ꎬ１１６(７):５４２－５４８.
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