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　　摘要:目的　探讨高温对雄性生殖细胞的氧化损伤作用及川芎嗪对细胞的保护作用。方法　以猪睾丸细胞为研

究对象 , 分为高温 (43℃ 1h、 43 ℃ 2h)组 、 高温 +37 ℃ 6h组 、 高温 +川芎嗪 (80、 160和 320μg/ml)组和阴性

对照组 , MTT比色法检测细胞损伤作用 , 采用激光共聚焦显微镜和流式细胞仪结合细胞活性氧检测试剂盒观察细胞内

活性氧水平变化。结果　在本实验条件下 , 高温对睾丸细胞没有明显的细胞损伤作用;43 ℃作用细胞 1 h, 细胞内活

性氧未见明显升高 (P>0.05), 43℃作用细胞 2 h, 细胞内活性氧显著升高 (P<0.05), 即使脱离高温环境 , 短时

间内活性氧水平亦未见降低;160 μg/ml和 320μg/ml川芎嗪能明显降低高温所致细胞内活性氧水平。结论　高温能

使睾丸细胞内活性氧生成增加 , 诱发氧化损伤 , 川芎嗪能抑制高温所致细胞内活性氧的升高 , 对细胞具有保护作用。
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Abstract:Objective　Toexploretheoxidativedamageeffectofhightemperatureonmalesex-cellsandtheprotectiveeffect

oftetramethylpyrazine(TMP)onit.MethodsSwinetesticularcellsweredividedintohightemperaturegroups(43℃ 1 hand

43℃ 2h), hightemperature+37℃ 6 hgroup, hightemperature+TMPgroupandcontrolgroup.MTTcolorimetricassay

wasusedtodeterminecellinjury, thechangesofreactiveoxygenspecies(ROS)weremeasuredbyROStestkit, laserconfocal

microscopyandflowcytometry.Results　 Theresultsshowedthattherewasnocellinjuryathightemperature, andtherewas

noobviousincreaseinROSafter1 hexposureto43℃ (P>0.05), butROSsignificantlyincreasedafter2 hexposureto43℃

(P<0.05)evenmovedawayfromhightemperature.160 μg/mland320 μg/mlTMPcouldinhibittheincreaseofROSin-

ducedbyhightemperature.ConclusionItwassuggestedthathightemperaturecouldincreaseROSlevelsinswinetesticularcells

andinduceoxidativedamage, whileTMPmightinhibittheriseofROSinswinetesticularcellscausedbyhightemperatureand

showedprotectiveeffectoncells.
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　　温度作为一种外在因素对男性生殖功能的影响愈

来愈被重视 , 尤其是作业场所高温对职业工人的影响

已成为当前研究的热点。长期高温作业能影响人体健

康 , 如影响人体的热平衡 、水盐代谢 、神经系统 、 循

环系统 、消化系统等 。常见的高温作业工种较多 , 如

铸造工 、冶炼工 、锅炉工及厨师等 , 这些工种的作业

人员 90%为男性 , 又多处于性生活和生育旺盛期 ,

如果长期在该环境中工作 , 可能影响生殖功能而引起

不育 , 因此 , 高温对男性生殖功能的不良影响不容忽

视 。正常生理情况下 , 体内活性氧 (reactiveoxygen

species, ROS)的产生和清除处于动态平衡 , 当机体

处于应激状态时 , 会使 ROS产生增加 , 而 ROS清除

体系能力不足 , 造成体内 ROS蓄积 , 导致机体的氧

化损伤
[ 1]
。因此 , 本研究以猪睾丸细胞为研究对象 ,

以活性氧为着眼点 , 探讨高温对睾丸细胞的氧化损伤

作用 , 并探寻缓解睾丸细胞氧化损伤的预防措施 , 为

揭示高温对男性生殖功能不良影响的作用机制提供新

思路。
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1　材料与方法

1.1　主要试剂与仪器

川芎嗪 (tetramethylpyrazine, TMP)购自南京泽

朗医药科技有限公司 , 纯度 98%, 白色针状结晶 , 溶

于 60 ℃热水中;MEM培养基购自美国 Invitrogen公

司;小牛血清购自上海纬群生物技术有限公司;

EDTA/胰酶和 MTT购自美国 Sigma公司;活性氧检测

试剂盒购自碧云天生物技术研究所;流式细胞仪

(Beckman, 美国);电热鼓风干燥箱 (泰斯特 , 中

国)。

1.2　细胞培养

猪睾丸精原 (ST)细胞由中国农业科学院哈尔滨

兽医研究所王永博士惠赠。细胞在 37 ℃、 5% CO2条

件下培养于含 10%小牛血清的 MEM培养基中 , ED-

TA/胰酶消化 、传代 , 取对数生长期细胞用于实验 。

1.3　细胞分组与处理

实验设高温 (43 ℃ 1 h、 43℃ 2h)组 、 高温 +

37 ℃ 6 h组 、 高温 +TMP(80、 160、 320μg/ml)组

和阴性对照组。

高温组细胞置于电热干燥箱中 43 ℃恒温烘烤不

同时间;高温 +TMP组细胞先加入不同浓度 TMP预

培养 12 h后 , 再 43℃恒温烘烤;阴性对照组细胞不

做任何处理 。

1.4　细胞毒性 (MTT比色法)

细胞接种于 96孔培养板 (1 ×10
4
/孔), 培养

24 h后按上述方法处理细胞 , 每组设 6个重复孔 , 然

后 37℃继续培养 24 h, 培养结束前 4 h每孔加入 20

μlMTT(5 mg/ml), 培养结束后弃去液体 , 每孔加

入 150μlDMSO, 震荡混匀后酶标仪 490 nm波长测

定吸光度 (OD)值 , 按下列公式计算抑制率 。

抑制率 =1-
实验组吸光度

阴性对照组吸光度
×100%

1.5　细胞活性氧检测

2×10
4
个细胞接种于细胞培养瓶中 , 经上述方

法处理细胞后 , 按试剂盒说明书操作 。采用原位装载

探针的方法 , 加入 DCFH-DA(终浓度 3.3 μmol/L)

37 ℃孵育 20 min, 用无血清细胞培养液洗涤细胞 3

次 , 收集细胞悬浮于 PBS溶液中流式细胞仪检测。

阳性对照组采用试剂盒提供的阳性对照试剂。

2×10
4
细胞爬片接种于 6孔培养板中 , 以上述

方法处理后 , 按试剂盒说明书操作 , 采用原位装载探

针的方法于激光共聚焦显微镜下观察细胞内荧光强度

并拍照 。

1.6　数据分析

数据以 x±s表示 , SPSS13.0软件采用 ANOVA

方差分析进行统计学分析 , P<0.05为差异有统计学

意义。

2　结果

2.1　高温及 TMP联合作用对细胞损伤的作用

高温组和高温 +TMP组细胞生长抑制率为 10%

左右 , 各组间差异无统计学意义 , 未见明显的生长抑

制作用 , 结果见表 1。因此 , 在本实验条件下 , 可认

为高温对睾丸细胞无明显的细胞损伤作用 。
表 1　高温对睾丸细胞的损伤作用

组　别 抑制率 (%)

43℃ 1h 9.130±1.194

43℃ 2h 10.510±0.656

80μg/mlTMP+43℃ 1h 10.420±1.126

160μg/mlTMP+43℃ 1h 9.320±0.989

320μg/mlTMP+43℃ 1h 8.950±1.232

80μg/mlTMP+43℃ 2h 9.870±1.363

160μg/mlTMP+43℃ 2h 10.420±1.323

320μg/mlTMP+43℃ 2h 9.870±0.989

2.2　高温对睾丸细胞内活性氧水平的影响

本研究所使用的活性氧检测试剂盒是利用荧光探

针 DCFH-DA进行活性氧检测 。细胞内的活性氧可以

将 DCFH(无荧光)氧化生成 DCF(有荧光), 观察

DCF荧光强度就可以知道细胞内活性氧水平。

激光共聚焦显微镜下可见阴性对照组细胞内无荧

光或发出微弱荧光 , 流式细胞仪检测荧光强度为

0.730±0.208, 表明细胞内活性氧水平较低 , 而阳性

对照组可见细胞内发出较强的荧光 , 分布于细胞周

边 。实验组中 , 43℃1 h组细胞内可观察到较弱的荧

光强度 , 但 37℃继续孵育 6h后细胞内荧光强度明显

增强 , 平均荧光强度为 2.100±0.265, 与对照组和

43℃ 1 h组比较差异均有统计学意义 (P<0.05);

43℃处理细胞 2 h, 细胞内荧光强度明显强于

43℃ 1 h组 (P<0.05), 37 ℃孵育 6h后细胞内荧光

强度继续增强 , 平均荧光强度达到 3.830 ±0.451,

表明细胞内活性氧水平显著升高 , 结果见图 1 (封

三)和表 2。
表 2　高温所致睾丸细胞内活性氧荧光强度变化

组　别 荧光强度

阴性对照组 0.730±0.208

43℃ 1h组 1.070±0.115

43℃ 1h组 +37℃ 6h组 2.100±0.265ab

43℃ 2h组 3.070±0.153abc

43℃ 2h组 +37℃ 6h组 3.830±0.451abcd

试剂盒阳性对照 9.270±0.929a

　　注:a, 与阴性对照组比较 , P<0.05;b, 与 43℃ 1h组比较 , P

<0.05;c, 与 43℃1h+37℃ 6h组比较 , P<0.05;d, 与 43℃ 2h

组比较 , P<0.05。
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2.3　TMP对高温所致睾丸细胞内活性氧水平升高的

抑制作用

如图 2 (封三)和表 3所示 , 43℃ 1 h+TMP组

细胞内荧光强度比阴性对照组略有所增强 , 而低于

43 ℃ 1 h组 , 但与对照组和 43℃ 1 h组差异无统计

学意义;43 ℃ 2h+80μg/mlTMP组细胞内荧光强度

比 43℃ 2 h组减弱 , 但差异无统计学意义 , 而与阴

性对照组差异有统计学意义 (P<0.05);43 ℃ 2 h

+TMP(160 μg/ml、 320μg/ml)组细胞内荧光强度

显著减弱 , 平均荧光强度为 1.500±0.361, 与 43 ℃

2 h组和 43℃ 2 h+80μg/mlTMP组差异均有统计学

意义 (P<0.05), 表明 TMP能抑制高温诱导的细胞

内活性氧水平的升高 。
表 3　高温与 TMP联合作用对睾丸细胞内活性氧

荧光强度变化影响

组　别 荧光强度

阴性对照组 0.730±0.208

80μg/mlTMP+43℃ 1h 0.900±0.265

160μg/mlTMP+43℃ 1h 1.000±0.100

320μg/mlTMP+43℃ 1h 0.870±0.115

80μg/mlTMP+43℃ 2h 2.900±0.173a

160μg/mlTMP+43℃ 2h 2.130±0.208a

320μg/mlTMP+43℃ 2h 1.500±0.361ab

试剂盒阳性对照 9.270±0.929a

　　注:a, 与阴性对照组比较 , P<0.05;b, 与 80μg/mlTMP+43℃

2h组比较 , P<0.05。

3　讨论

ROS是指含氧的自由基 , 是细胞氧化磷酸化过

程氧的代谢副产物 , 是一类有高度化学反应活性的含

氧基团 , 包括羟自由基 (·OH)、超氧阴离子自由基

(O
-
·
2 )、 单线态氧 (O2)及过氧化氢 (H2O2)等

[ 2]
。

ROS容易与生物大分子发生反应 , 导致细胞结构的

破坏 , 影响机体正常细胞和组织的功能 , 从而引起机

体呈现病理状态及多种疾病。研究结果表明 , 在本实

验条件下 , 虽然高温对睾丸细胞没有明显的损伤作

用 , 但高温 (43 ℃)作用睾丸细胞 2 h即能显著增

加细胞内 ROS水平 , 即使随后脱离高温环境 6 h, 细

胞内 ROS水平仍继续增加 , 表明高温能显著诱导细

胞内 ROS的产生 , 进而可能会影响睾丸细胞的生理

功能。过量 ROS生成时会对生殖细胞产生损伤作用 ,

攻击细胞膜及脂蛋白中的多元不饱和脂肪酸 , 导致细

胞膜流动性下降和脂质过氧化 、 蛋白质和 DNA破坏

或参与诱导生殖细胞发生凋亡 , 从而直接和间接影响

机体的生殖功能
[ 3, 4]
。有研究发现 , ROS与精子畸形

率有极密切的关系 , ROS产生过多时 , 形态异常以

及活动性差的精子数量则会增多
[ 5]
。但需要注意的

是 , 以往观察高温对睾丸生殖细胞损害作用的研究 ,

多采用的是高温对睾丸的局部作用 , 而哺乳动物能借

助于阴囊主动调节睾丸的温度 , 因此 , 如果高温对动

物全身作用 , 睾丸生殖细胞的氧化损伤程度如何 , 需

要通过动物实验来进一步揭示 。

川芎嗪 (TMP)是从川芎的干燥根茎中提取的

一种生物碱单体 , 其化学结构为 4-甲基吡嗪 。研究

表明 TMP具有抗血小板聚集 、 扩张血管 、 保护血管

内皮 、 改善微循环等多种药理作用 , 用于部分心脑血

管等疾病的治疗并取得良好疗效
[ 6]
;TMP同时还具

有抗氧化 、 抑制和消除自由基产生 、 提高内源性超氧

化物歧化酶活性等生物作用 , 但其作用机制尚未阐

明
[ 7]
。在本研究中 , 我们还观察了 TMP对高温所致

睾丸细胞内活性氧变化的影响 , 结果表明 TMP能显

著抑制高温所致的细胞内 ROS的产生 , 即对细胞具

有保护作用 , 具有剂量-效应关系 , 这也进一步证明

了 TMP具有抗氧化 、 抑制自由基的作用 , 同时也为

探寻缓解高温对机体的氧化损伤作用提供了研究方

向 。但本实验的研究发现是通过体外实验所得 , 由于

TMP在体内代谢较快 , 在体内试验中 TMP能否通过

血睾屏障到达睾丸组织以及作用如何 , 也有待于今后

通过动物实验来解释 。

综上所述 , 在本实验条件下 , 高温能显著增加睾

丸细胞内活性氧水平 , 进而影响睾丸细胞的正常生理

功能 , 川芎嗪能抑制高温所致的睾丸细胞内活性氧的

生成 , 对细胞具有保护作用。
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