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　 　 【摘要】 　 目的　 通过激素皮质酮(corticosterone,CORT)激素和化合物苯甲酸钠(sodium
 

benzoate,NaB)
诱导构建弱精子症(asthenozoospermia,AZS)伴高精子 DNA 碎片化(sperm

 

DNA
 

fragmentation,SDF)小鼠模型,
探索 AZS 伴高 SDF 动物模型的制备方法。 方法　 将 50 只 3 周龄雄性 ICR 小鼠随机分为 CORT 处理组 30 只,
NaB 处理组 20 只。 CORT 处理组分为 6 组,分别为饮水高(500

 

μg / mL)、中(200
 

μg / mL)、低(10
 

μg / mL)剂量

组、饮水对照组、注射造模组(40
 

mg / kg)和注射对照组(生理盐水),每组 5 只,连续造模 50
 

d。 NaB 处理组分

为 4 组,分别为灌胃高(500
 

mg / kg)、中(300
 

mg / kg)、低(100
 

mg / kg)剂量组和对照组(生理盐水),每组 5 只,
连续造模 50

 

d。 造模中观察各组小鼠生理状态并持续记录体质量变化,结束后取小鼠附睾尾部精子观察精子

运动能力和精子 DNA 碎片化指数(DNA
 

fragmentation
 

index,DFI)。 结果　 注射造模组体质量变化率出现下降

趋势,与注射对照组相比无显著性差异(P>0. 05),灌胃高剂量组体质量变化率下降,与对照组相比差异显著

(P<0. 05);注射造模组前向运动精子百分率出现下降趋势,与注射对照组相比无显著性差异(P>0. 05),NaB
灌胃高剂量组前向运动精子百分率下降,与对照组相比差异显著(P<0. 05);注射造模组 DFI 出现升高趋势,
与注射对照组相比无显著性差异(P> 0. 05),灌胃高剂量组 DFI 升高,与对照组相比差异显著(P< 0. 05)。
结论

 

NaB
 

500
 

mg / (kg·d)剂量持续 50
 

d 灌胃造模是构建 AZS 伴高 SDF 动物模型较为理想的方法。
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

prepare
 

a
 

mouse
 

model
 

of
 

asthenozoospermia
 

( AZS)
 

with
 

high
 

sperm
 

DNA
 

fragmentation
 

(SDF)
 

using
 

corticosterone
 

(CORT)
 

and
 

sodium
 

benzoate
 

(NaB).
 

Methods　 Fifty
 

3-week-old
 

male
 

ICR
 

mice
 

were
 

divided
 

randomly
 

into
 

CORT-treated
 

(n= 30)
 

and
 

NaB-treated
 

(n= 20)
 

groups.
 

The
 

CORT
 

group
 

was
 

further
 

divided
 

into
 

the
 

following
 

six
 

groups
 

(n= 5
 

per
 

group):
 

high
 

CORT
 

(500
 

μg / mL),
 

medium
 

CORT
 

(200
 

μg /
mL),

 

and
 

low
 

CORT
 

(10
 

μg / mL)
 

drinking
 

water
 

group,
 

drinking
 

water
 

control
 

group,
 

CORT
 

injection
 

(40
 

mg / kg)
 

group,
 

and
 

injection
 

control
 

group
 

( normal
 

saline).
 

The
 

animals
 

were
 

modeled
 

continuously
 

for
 

50
 

d.
 

Mice
 

in
 

the
 

NaB
 

group
 

were
 

further
 

divided
 

into
 

four
 

groups
 

(n= 5
 

per
 

group):
 

high
 

NaB
 

(500
 

mg / kg),
 

medium
 

NaB
 

(300
 

mg /
kg),

 

and
 

low
 

NaB
 

( 100
 

mg / kg)
  

gavage
 

groups,
 

and
 

control
 

group
 

( normal
 

saline).
 

The
 

animals
 

were
 

modeled
 

continuously
 

for
 

50
 

d.
 

The
 

physiological
 

state
 

of
 

the
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

was
 

observed
 

and
 

mass
 

changes
 

were
 

recorded
 

continuously.
 

The
 

sperm
 

motility
 

capacity
 

and
 

DNA
 

fragmentation
 

index
 

(DFI)
 

of
 

the
 

sperm
 

were
 

observed
 

from
 

the
 

tail
 

of
 

the
 

epididymis
 

after
 

the
 

end
 

of
 

the
 

modeling.
 

Results　 The
 

rate
 

of
 

mass
 

change
 

in
 

the
 

CORT-injection
 

moding
 

group
 

showed
 

a
 

downward
 

trend.
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

(P>0. 05)
 

in
 

the
 

high
 

NaB
 

gavage
 

group,
 

and
 

the
 

rate
 

of
 

body
 

mass
 

change
 

in
 

the
 

high
 

NaB
 

gavage
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

(P<0. 05).
 

The
 

percentages
 

of
 

forward
 

motility
 

sperm
 

were
 

significantly
 

decreased
 

in
 

the
 

CORT
 

injection
 

group
 

(P>
0. 05)

 

and
 

the
 

percentage
 

in
 

the
 

high
 

NaB
 

gavage
 

group
 

(P<0. 05),
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group.
 

The
 

DFI
 

was
 

increased
 

in
 

the
 

CORT
 

injection
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

but
 

the
 

difference
 

was
 

not
 

significant
 

(P>
0. 05),

 

and
 

the
 

DFI
 

in
 

the
 

high
 

NaB
 

gavage
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

(P<
0. 05).

 

Conclusions　 Intragastric
 

gavage
 

with
 

NaB
 

500
 

mg / (kg·d)
 

for
 

50
 

d
 

is
 

an
 

ideal
 

method
  

for
 

constructing
 

an
 

animal
 

model
 

of
 

AZS
 

with
 

high
 

SDF.
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　 　 精子 DNA 碎片化(sperm
 

DNA
 

fragmentation,
SDF)是一项新的反应精子功能的检测指标[1] ,是
目前公认的导致男性不育的重要原因[2] 。 精子

DNA 碎片化指数( DNA
 

fragmentation
 

index,DFI)
是精子发生及成熟过程中,精子 DNA 完整性被破

坏,发生单链或双链断裂而产生断裂碎片的程

度[3] ,表示精液中具有碎片化 DNA 的精子的百分

比[4] ,是男性不育一种新的风险分层生物标志

物[5] 。 弱精子症 ( asthenozoospermia, AZS) 伴 高

SDF 是男性不育症中最常见的类型,研究表明

高 SDF 常伴发精子前向运动能力下降[6] ,因此

AZS 伴高 SDF 也成为男性不育研究的热点之

一,建立标准的动物模型是治疗此类男性不育

临床前研究迫切需要解决的问题,为寻求更适

合的诊疗方案,明确有效药物的作用靶点及机

理,需要探索契合临床发病机理的动物模型。
研究表明,环境污染物能够通过诱导氧化应

激、改变生精细胞周期、诱导正常细胞凋亡等途

径影响男性生育力[7] 。 目前常用于精子 DFI 升

高的造模化学诱导物如苯并( a) 芘( Benzo ( a)
pyrene,Bap) [8] 、邻苯二甲酸二乙基己酯[9] 、环磷
酰胺[10]等,均为毒性较大的化学物;另外环境污

染物微塑料也被用于大鼠精子 DNA 损伤模型的

诱导[11] 。 苯甲酸钠( sodium
 

benzoate,NaB) 属于

苯甲酸衍生物,是一种普遍采用的化学合成的防

腐剂,广泛应用于食品、饮料、药品、饲料和化妆

品等行业,为日常生活接触的毒性较低化学物

品。 目前研究显示,NaB 会影响精子质量,可以导

致雄性小鼠出现弱精及精子尾畸形等表现,并且

随着浓度的增加会进一步损伤精子头部形态及
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受精功能[12-13] 。
研究表明长期不良生活方式,如压力应激触

发的级联反应会导致精子的发生过程失调,同时

导致精子的质量参数下降或形态学的改变[14] ,慢
性压 力 应 激 激 活 下 丘 脑 - 垂 体 - 肾 上 腺 轴

(hypothalamic-pituitary-adrenal
 

axis,HPA) 可使体

内糖皮质激素 ( glucocorticoids, GCs) 分泌增加,
GCs 在哺乳类动物体内以皮质醇的形式存在,而
在啮齿类动物体内则以皮质酮 ( corticosterone,
CORT)的形式存在,故研究者常采用 CORT 饮水

或注射 CORT 的方式模拟慢性或急性应激状

态[15-16] ,体内糖皮质激素即 CORT 的持续升高则

标志着应激的发生。
环境毒素和压力应激是造成精子 DNA 损伤

的常见诱因,故本实验选择环境低毒的化合物

NaB 和压力应激模拟物 CORT 来诱导建立 AZS
伴高 SDF 小鼠模型,探讨建模的最佳方案。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级 3 周龄雄性 ICR 小鼠 50 只,体质量 17
~23 g,购自杭州子源实验动物科技有限公司

[SCXK(浙) 2024-0004]。 动物实验操作及饲养

均在江苏省实验动物中心进行[SYXK(苏)2021-
0023]。 房间控制光照 / 黑暗为 12

 

h / 12
 

h,温度 20
~26 ℃ ,湿度 50% ~ 70%,自由摄食、水,使其适应

所处实验环境,直至达到适合年龄。 实验动物及

实验步骤符合国家实验动物管理条例,实验动物

处置严格遵循 3R 原则。 该研究经南京医科大学

实验动物福利伦理委员会批准实验 ( ICACUC-
2402036)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 皮质酮 CORT(阿拉丁,南京晚晴,500
 

mg);
皮质酮 CORT(阿拉丁,南京晚晴,

 

1
 

g);吐温 80
 

(Tween
 

80) ( Sinopham,南京晚晴,500
 

g
 

CP);二
甲亚砜( DMSO) (碧云天,500

 

mL);NaB(上海源

叶生物科技有限公司,250
 

g);生理盐水(NS) (石

家庄四药有限公司,500
 

mL);10×TEN 缓冲液(森

贝伽生物,100
 

mL);吖啶橙染色试剂盒(碧云天,
100 ~ 1000 次);TritonX-100 ( BioFroxx,100

 

mL);
NaCl(阿拉丁);HCl(华天生物科技有限公司,0. 1

 

mol / 500
 

mL )。 分 析 型 流 式 细 胞 仪 ( BD
 

FACSVerse,Biosciences);精虫动力分析仪(IVOS,
深华生物); 电子天平 ( 320XB, Precisa ); 冰箱

(BCD-520WPJD,TCL);离心机(D3024,DLAB)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 分组和造模

　 　 将 50 只 3 周龄 ICR 雄性小鼠随机分为

CORT 饮水组 20 只,其中分为 4 组,每组 5 只,饮
水对照组(1% DMSO 饮水),饮水低剂量组( 1%
DMSO 加 CORT,10

 

μg / mL),饮水中剂量组(1%
DMSO 加 CORT,200

 

μg / mL),饮水高剂量组(1%
DMSO 加 CORT,500

 

μg / mL),共造模 50
 

d;CORT
注射组 10 只,其中分为 2 组,注射对照组 ( 1%
DMSO 加 1%

 

Tween
 

80
 

NS,给药体积 10 μL / g),注
射造模组 ( 1% DMSO 加 1%

 

Tween
 

80
 

NS 加

CORT,给药体积 10
 

μL / g,给药剂量 40
 

mg / kg),
共造模 50

 

d;NaB 灌胃组 20 只,其中分为 4 组,每
组 5 只,对照组( NS,给药体积 10

 

μL / g),灌胃低

剂量组(NaB 加 NS,给药剂量 100
 

mg / kg),灌胃中

剂量组(NaB 加 NS,给药剂量 300
 

mg / kg),灌胃高

剂量组(NaB 加 NS,给药剂量 500
 

mg / kg),共造模

50
 

d(各分组及用药见表 1)。
1. 3. 2　 观察指标及方法

　 　 (1)一般状况观察:在实验过程中每天记录

小鼠的体质量变化,观察小鼠的精神状态、毛色、
饮食等一般情况。 于造模第 51 天处死小鼠并完

成采样。
(2)精子常规检测:

 

①小鼠处死,取附睾尾,
并剪 2~ 3 个开口,放入 200

 

μL
 

37 ℃ 预热的 HTF
中,使附睾尾中精子自由游动 5 ~ 10

 

min。 将附睾

尾组织取出,用移液器轻柔吹打精子混悬液。 ②
设定精虫动力分析仪参数,取 10

 

μL 精子悬液,滴
于检测孔内,上机检测,每个样本随机选取至少 5
个视野进行分析,每个样本重复检测 2 次。

(3)DFI 检测:DFI 检测使用 SCSA 法,严格按

照试剂盒说明进行操作:①小鼠安乐死后,取其

附睾尾,并剪 2~ 3 个开口,置于 200
 

μL
 

37 ℃预热

的 1×TNE 缓冲液中,使附睾尾中精子自由游动 5
~ 10

 

min。 将附睾尾组织取出,用移液器轻柔吹

打精子混悬液。 ②室温 2000
 

r / min 离心 5
 

min,弃
去上清液,用 200

 

μL
 

1×TNE 缓冲液清洗 2 ~ 3 次

后,吹打均匀得到小鼠精子混悬液。 每 100
 

μL 混

悬液中加入 300
 

μL 酸处理液,涡旋混匀 30
 

s。
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　 　 　 　 表 1　 小鼠造模分组情况
Table

 

1　 Mouse
 

modeling
 

grouping

组别
Groups

药物信息
Medication

 

information
给药剂量

Administered
 

dose
给药方式

Administration
 

method

COTR 饮水组
CORT

 

drink
 

water
 

group

饮水对照组
Drink

 

water
 

control
 

group

饮水低剂量组
Low

  

COTR
 

drink
 

water
 

group

饮水中剂量组
medium

  

COTR
 

drink
 

water
 

group

饮水高剂量组
High

  

COTR
 

drink
 

water
 

group

1%
 

DMSO

CORT+1%
 

DMSO

-

10
 

μg / mL

200
 

μg / mL

500
 

μg / mL

饮水
Drinking

 

water

CORT 注射组
CORT

 

injection
 

group

注射对照组
Injection

 

control
 

group 1%
 

DMSO+1%
 

Tween
 

80
 

NS -

注射造模组
CORT

 

injection
  

group
CORT+1%

 

DMSO+1%
Tween

 

80
 

NS 40
 

mg / kg

皮下注射
Hypodermic

 

injection

NaB 灌胃组
NaB

 

gavage
 

group

对照组
Control

 

group

低剂量组
Low

 

group

中剂量组
Medium

  

group

高剂量组
High

  

group

NS

NaB+NS

-

100
 

mg / kg

300
 

mg / kg

500
 

mg / kg

灌胃
Gavage

③避光环境下加入 800
 

μL
 

AO 染色液,吹打均

匀,室温避光静止 10
 

min。 ④使用分析型流式细

胞仪对每个样本中 10
 

000 个精子进行流式分析。
⑤通过 FlowJo_v

 

10. 8. 1 软件分析,统计 DFI。
1. 4　 统计学方法

　 　 所有统计分析均使用 SPSS
 

v
 

25. 0 统计软件

进行。 数据用平均数±标准差( 􀭰x±s)来表示,若数

据满足正态分布,同时符合方差齐性,则采用独

立样本 t 检验进行两两比较;如若不满足正态分

布,则采用的统计方法取决于方差。 符合方差齐

性,则采用单因素方差分析;否则使用非参数检

验,以 P<0. 05 为具有显著性差异。

2　 结果

2. 1　 造模对小鼠体质量的影响

　 　 饮水低剂量组与饮水对照组相比,体质量及

体质量变化率均无显著性差异(P>0. 05),其中饮

水中剂量组和饮水高剂量组小鼠全部死亡,提示

造模方法不合适,未进行评估;注射造模组与注

射对照组相比,体质量及体质量变化率出现下降

趋势,但无显著性差异(P>0. 05);灌胃低、中、高
剂量组与对照组相比,体质量曲线均无显著性差

异(P>0. 05),灌胃低剂量组与对照组体质量变化

率相比显著性降低(P<0. 05),灌胃中剂量组与对

照组体质量变化率相比无显著性差异(P>0. 05),
灌胃高剂量组与对照组体质量变化率相比显著

降低(P<0. 05,图 1、图 2)。
2. 2　 造模对小鼠精子运动能力的影响

　 　 饮水低剂量组与饮水对照组精子浓度、活

率、前向运动率相比均无显著性差异(P>0. 05);
注射造模组与注射对照组出现精子运动能力下

降趋势,但无显著性差异(P>0. 05);灌胃低、中、
高剂量组与对照组精子浓度相比均无显著性差

异(P>0. 05),灌胃低剂量组与对照组相比精子活

率、前向运动率无显著性差异(P>0. 05),灌胃中

剂量组与对照组相比精子活率、前向运动率显著

降低(P<0. 05),灌胃高剂量组与对照组相比精子

活率、前向运动率显著降低(P<0. 05,图 3)。
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注:A:CORT 饮水组体质量曲线;B:CORT 饮水组体质量曲线(中、高剂量组中途死亡不做统计);C:CORT 注射组体质量曲线;D:
NaB 灌胃组体质量曲线。

图 1　 各组小鼠造模过程体质量曲线

Note.
  

A,
 

Body
 

mass
 

curve
 

of
 

CORT
 

drink
 

group.
 

B,
 

Body
 

mass
 

curve
 

of
 

CORT
 

drink
 

group
 

( death
 

in
 

the
 

middle
 

and
 

high
 

dose
 

groups
 

was
 

not
 

statistically
 

recorded) .
 

C,
 

Body
 

mass
 

curve
 

of
 

group
 

CORT
 

injection
 

group.
 

D,
 

Body
 

mass
 

curve
 

of
 

NaB
 

gavage
 

group.

Figure
 

1　 Body
 

mass
 

curves
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

during
 

the
 

modeling
 

process

注:A:CORT 饮水组体质量变化率曲线;B:CORT 饮水组体质量变化率曲线(中高剂量组中途死亡不做统计);C:CORT 注射组

体质量变化率曲线;D:NaB 组体质量变化率曲线。 与对照组相比,
 ∗P<0. 05。

图 2　 各组小鼠造模过程体质量变化率曲线

Note.
 

A,
 

Body
 

mass
 

change
 

rate
 

curve
 

of
 

CORT
 

drink
 

group.
 

B,
 

Body
 

mass
 

change
 

rate
 

curve
 

of
 

CORT
 

drink
 

group
 

(death
 

in
 

the
 

middle
 

and
 

high
 

dose
 

groups
 

was
 

not
 

statistically
 

recorded) .
 

C,
 

Body
 

mass
 

change
 

rate
 

curve
 

of
 

CORT
 

injection
 

group.
 

D,
 

Body
 

mass
 

change
 

rate
 

curve
 

of
 

NaB
 

gavage
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

2　 Curve
 

of
 

body
 

mass
 

change
 

in
 

each
 

group
 

of
 

mice
 

during
 

the
 

modeling
 

process
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2. 3　 造模对小鼠精子 DFI 的影响

　 　 饮水低剂量组与饮水对照组相比,DFI 显著

降低(P<0. 01);注射造模组与注射对照组表现出

DFI 升高表型趋势,但无显著性差异(P> 0. 05);

灌胃低剂量组与对照组相比,DFI 无显著性差异

(P>0. 05),灌胃中剂量组与对照组相比,DFI 无

显著性差异(P> 0. 05),灌胃高剂量组与对照组

DFI 相比显著升高(P<0. 05,图 4、图 5)。

注:A:CORT 饮水组精子质量分析(精子浓度、精子活率、精子前向运动率);B:CORT 注射组精子质量分析(精子浓度、精子活率、

精子前向运动率);C:NaB 灌胃组精子质量分析(精子浓度、精子活率、精子前向运动率)。 与对照组相比,
 ∗P<0. 05。

图 3　 各组小鼠的精子质量分析

Note.
  

A,
 

CORT
 

drink
 

group
 

sperm
 

quality
 

analysis
 

(sperm
 

concentration,
 

sperm
 

motility,
 

sperm
 

forward
 

motility) .
 

B,
 

CORT
 

injection
 

group
 

sperm
 

quality
 

analysis
 

(sperm
 

concentration,
 

sperm
 

motility,
 

sperm
 

forward
 

motility) .
 

C,
 

NaB
 

gavage
 

group
 

sperm
 

quality
 

analysis
 

(sperm
 

concentration,
 

sperm
 

motility,
 

sperm
 

forward
 

motility) .
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

3　 Sperm
 

quality
 

analysis
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group

图 4　 各组造模小鼠精子 AO 染色法流式细胞仪检测结果

Figure
 

4　 Results
 

of
 

flow
 

cytometry
 

by
 

flow
 

cytometry
 

in
 

the
 

AO
 

staining
 

method
 

of
 

sperm
 

in
 

each
 

group
 

of
 

modeling
 

mice
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注:A:CORT 饮水组 DFI;B:CORT 注射组 DFI;C:NaB 灌胃组 DFI。 与对照组相比,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。

图 5　 各组小鼠的 DFI
Note.

 

A,
 

CORT
 

drink
 

group
 

DFI.
 

B,
 

CORT
 

injection
 

group
 

DFI.
 

C,
 

NaB
 

gavage
 

group
 

DFI.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

5　 DFI
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group

3　 讨论

　 　 AZS 伴 SDF 升高是引起男性不育及女性反

复流产,甚至辅助生殖过程中胚胎反复着床失败

的常见男性因素[17] 。 SDF 的发生机制复杂,SDF
升高与自然妊娠和辅助生殖技术结局存在负相

关,改善不良生活方式及膳食添加抗氧化维生素

类营养剂是中国共识指南推荐临床处理 SDF 的

基础治疗[1] 。 影响人类健康的最重要的生活方

式因素之一就是营养,并被认为是正常生殖功能

的关键决定因素[18] ,有研究表明不正确的营养与

精子质量下降之间存在直接关系[19] 。 近年来,食
品添加剂备受关注,尽管许多食品添加剂是在公

认安全指定下使用的,但这些食品、药品、营养剂

中的添加剂对机体健康的影响尚未阐明,因此本

研究选择了常见的食品、药品添加剂中最常用的

防腐剂 NaB 和生活方式中的压力应激来建立

AZS 伴 SDF 升高动物模型,建模诱导药物方法参

考近年相关研究文献[15-16,18,20-22] 。 建立类似表型

的动物模型是探讨精子 DNA 损伤的发生、发展、
病理生理过程、研究药物作用及机制的重要研究

对象。 另外长期摄入高剂量和低剂量的 NaB 是

否会造成精子 DNA 损伤,目前尚无报道,本研究

结果或可为临床高 DFI 人群的诊疗提供一定的

可行思路。

NaB 作为一种经典的食品添加剂,由于其抑

制细菌和真菌的特性以及在水中的高溶解度和

稳定性,在全球范围内被广泛地作为防腐剂用于

食品和饮料中(安全范围:0~ 5
 

mg / kg
 

BW / d) [23] ,
还被用于化妆品及制药工业[24] , 可以以高达

0. 1%的浓度存在于食品中[25] 。 NaB 属于低毒性

物质,当人体短期内摄入少量的 NaB 时,10 ~ 14
 

h
后即可完全排出,但大量研究显示 NaB 具有毒性

蓄积作用,如果长期服用过量 NaB,将对人体各组

织和器官产生危害[26] 。 另外高浓度的 NaB 具有

细胞毒性,能够破坏细胞膜的有序结构,引起染

色体畸变、精子畸形等,所以 NaB 具有致畸性和

生殖毒性[26] 。 在 NaB 处理的实验动物中已报告

了肾毒性、肝毒性、神经毒性和致畸性[12,18,27-28] 。
针对 NaB 生殖毒性的研究逐渐增多,研究表明,
NaB 会破坏小鼠睾丸生精小管的结构以及精子发

生过程,并降低睾酮、卵泡刺激素和甲状腺激素

的水平[29] 。 NaB 还被证明可以抑制对睾丸中精

子发生和类固醇生成至关重要的垂体促性腺激

素释放所必需的神经刺激[30-31] 。 但目前尚无系

统研究各个剂量 NaB 刺激下精子 DNA 的损伤变

化情况,因此本研究旨在研究不同剂量 NaB 连续

长时间给药对小鼠精子质量的影响。
本实验分别采取两种不同的造模方法以建

立 AZS 伴高精子 DFI 小鼠模型,并进行了关键表
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型的评估。 结果发现,CORT 皮下注射模型仅出

现精子运动能力下降以及 DFI 升高趋势,但差异

均不显著;CORT 饮水模型推测是由于所选造模

剂量过高导致小鼠出现严重的异常精神和生理

状态,如多饮、多尿、精神萎靡等情况,最终导致

小鼠在原定造模周期内全部死亡,后续会对该造

模方式进行更加细致地分析和优化;NaB 灌胃高

剂量组精子前向运动能力下降、DFI 升高,与对照

组相比具有显著性差异。
综上所述,CORT 造模过程中口服中、高剂量

容易造成模型死亡,低剂量口服表型不明显,皮
下注射造模压力应激模型虽然出现了 AZS 伴高

SDF 模型趋势,但成模效率低,环境污染物 NaB
高剂量口服成功构建了 AZS 伴高 DFI 小鼠模型

且表型明显。
目前,大量精子 DNA 损伤(高 SDF)研究模型

多采用强度性化学诱导法,如 Bap,以 100
 

mg / (kg
·d)灌胃 8 周复制小鼠精子 DNA 损伤模型[8] ;邻
苯二甲酸二乙基己酯( di-2-ethyl

 

hexyl
 

phthalate,
DEHP),以 10

 

mL / kg 灌胃 30
 

d 诱导小鼠精子

DNA 损伤模型[9] ;环磷酰胺 ( cyclophosphamide,
CP),连续 14

 

d 腹腔注射 CP(20
 

mg / (kg·d))诱

导少弱精子症伴 SDF 上升大鼠模型[10] ;或采用辐

射造模[32] 等强损伤性造模方法,这些方法虽然观

察到了 DFI 水平升高,但是也出现了研究模型全

身广泛的病理损伤,并且也难以排除精子 DNA 损

伤是否为其他病理损伤继发引起的,同时这些方

法也不是真实临床中常见的场景。 本研究选择

生活中常见食品添加剂,属于低毒性化学剂,同
时本方法并不会对小鼠全身造成广泛损伤,而是

有限地损伤了生殖系统,这无疑是一种更加科

学、合理的模型。 另外,目前大量 NaB 雄性生殖

损伤模型研究集中于评估精子数量、运动能力及

畸形率[12,18] ,这些指标都是临床男性不育检测中

常见的指标,但是 DFI 这一项临床常见指标却鲜

有研究。 本研究充分评估了不同剂量 NaB 对雄

性小鼠精子 DNA 损伤程度即 DFI 水平,可以为临

床高 DFI 患者的诊疗提供一定的理论与科研

思路。
EL-SHENNAWY 等[18] 研究了 NaB 对雄性大

鼠的生殖系统的毒性作用,造模的剂量为 1、10、
50、100、250、 500 和 1000

 

mg / kg
 

BW,发现剂量

100~ 1000
 

mg / kg,造模 90
 

d,大鼠精子活力及数

量下降,精子畸形率上升,其损伤精子的机制为

氧化应激 ROS 的激活导致炎症因子及细胞凋亡

的出现而致少弱畸形精子症的出现,但对精子

DFI 水平的影响未予研究,而本研究发现 NaB 灌

胃剂量至 500
 

mg / kg 可诱导雄性小鼠精子 DFI 水

平的上升。 KEHINDE 等[22] 研究了抗坏血酸和

NaB 对雄性大鼠睾丸功能的影响,造模剂量为

100
 

mg / kg,造模 28
 

d,结果发现用药后大鼠睾丸

生精小管发育异常,精子数量及运动能力下降,
导致大鼠出现少弱精子症表型,但未研究其对精

子 DFI 的影响,其造模剂量换算为小鼠诱导剂量

为 150
 

mg / kg,低于本研究的 NaB 灌胃高剂量组,
推测可能是小鼠品系以及造模时长不同所导

致的。
研究表明 NaB 诱导大鼠睾丸毒性是通过氧

化应激、细胞凋亡、炎症机制发生,NaB 染毒大鼠

可以出现下丘脑-垂体-性腺轴的抑制,导致促性

腺激素水平降低,睾酮水平下降,雄激素受体下

调,血清抗氧化酶超氧化物歧化酶水平降低,谷
胱甘肽还原酶、Nrf2 和 HMOX

 

1 基因表达下调,
IL-1β、TNF-α 和 Caspase

 

3 表达上调,从而出现精

子活力下降、精子畸形率升高表型,也印证了本

实验造模的机制可能是 NaB 通过氧化应激的机

制造成弱精子症伴 DFI 升高模型的出现,符合精

子 DNA 损伤的发病机理[33] 。
综上所述,本研究所用的环境污染物化学物

NaB 高剂量灌胃造模小鼠诱导的 AZS 伴高 SDF
模型稳定,可以用以研究精子 DNA 损伤的机制及

药物作用靶点,其造模较 CORT 造模具有成模效

率更高、表型更加明显的优势。
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