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摘 要:目的 研究铝暴露对小鼠精子质量及睾丸细胞焦亡的影响。方法 将12只成熟雄性c57bl/6j小鼠分为两组:

对照组(n=6)、铝模型组(n=6),对照组用蒸馏水灌胃,铝模型组采用10mg/(kg·d)AlCl3 灌胃,8周后,获取小鼠睾

丸组织、附睾组织及附睾精子。对附睾精子进行精子质量分析,对睾丸及附睾 HE染色进行病理检测;运用PCR、免疫组

化检测睾丸组织细胞焦亡关键基因的 mRNA和蛋白表达。结果 与对照组相比,铝暴露的小鼠睾丸重量、附睾重量、精
子活力、精子数量均显著下降(P<0.01),精子畸形率显著增加(P<0.01)。睾丸形态学观察结果显示,铝暴露小鼠睾

丸生精小管中细胞排列紊乱,生精小管的面积和直径减小,管内精子减少。PCR及免疫组化结果显示,铝暴露小鼠睾丸

组织中焦亡关键基因Nlrp3、Caspase-1、Gsdmd和IL-1b的 mRNA及蛋白表达均上调(P<0.01)。结论 铝暴露可降

低小鼠的精子质量,促进睾丸细胞焦亡,从而损伤雄性生殖系统。
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Effectsofchronicaluminumexposureonspermqualityandtesticularcellpyroptosisinmice
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  Abstract: Objective Tostudytheeffectsofchronicaluminumexposureonspermqualityandtesticular
cellpyroptosisinmice. Methods Twelvematuremalec57bl/6jmiceweredividedintocontrolgroup(n=
6),andaluminummodelgroup(n=6).Themiceinthecontrolgroupweregavagedwithdistilledwater,and
themiceinthealuminummodelgroupweregavagedwith10mg/(kg·d)AlCl3.Eightweekslater,testicular
tissue,epididymaltissueandepididymalspermsofmicewereobtained.Thequalityoftheepididymissperms
wasanalyzed,andHEstainingofthetestisandepididymiswasperformedforpathologicaldetection.PCRand
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immunohistochemistrywereemployedtodetectthemRNAandproteinexpressionsofkeypyrogenicgenesin
testiculartissue. Results Comparedwiththecontrolgroup,thetesticularweight,epididymalweight,sperm
motility,andspermnumberofmiceexposedtoaluminumsignificantlydecreased(P<0.01),andthesperm
malformationratesignificantlyincreased(P<0.01).Themorphologicalobservationoftestisshowedthatthe
cellsintheseminiferoustubulesofaluminum-exposedmiceweredisordered,theareaanddiameterofthesemi-
niferoustubuleswerereduced,andthespermsinthetubuleswerereduced.TheresultsofPCRandimmuno-
histochemistryshowedthatthemRNAandproteinexpressionsofNlrp3,Caspase-1,GsdmdandIL-1bwere
up-regulatedinthetesticulartissueofaluminum-exposedmice(P<0.01). Conclusion Aluminumexposure
canreducespermqualityandpromotestesticularcellpyroptosisinmice,therebydamagingthemalereproduc-
tivesystem.
  Keywords: aluminum;spermquality;organweight;spermatogenictubules;pyroptosis

  铝是一种在自然环境中丰富存在且使用广泛的金

属元素,可以通过皮肤、呼吸道、消化道、肌肉注射等途

径进入人体。人类接触铝的来源主要包括食物、空气

传播的微粒和烟雾、药物、化妆品等[1]。铝在体内积累

将对男性精子质量产生负面的影响,包括降低精子数

量、活力及存活率,增加精子畸形率等[2]。目前已发现

多种途径参与铝诱导的男性生殖毒性,如氧化应激、炎
症、DNA损伤和线粒体功能障碍,其中炎症是早期的

标志性损伤[3-5]。
焦亡是由某些炎症小体引发的细胞程序性死亡的

一种炎症形式[6],可导致细胞肿胀、质膜溶解、染色质

碎裂、细胞内促炎内容物如IL-18和IL-1β的释放[7],

GasderminD(GSDMD)是Caspase-1(CASP1)的一种

蛋白底物,是细胞焦亡过程中的执行分子,其裂解可导

致N-结构域寡聚化和质膜孔形成,是细胞死亡的破裂

形式[8]。在探讨铝对神经系统影响的研究中发现,铝
可以刺激核苷酸寡聚结构域样受体家族pyrin结构

域,炎症小体NLRP3组装并激活CASP1,诱导GSD-
MD介导的细胞焦亡信号,释放细胞因子IL-1b和IL-
18,放大神经炎症反应[9]。对来自病原体感染、组织损

伤和毒物反应,机体促炎细胞因子激活,如肿瘤坏死因

子-α(TNF-α)、白介素-1β(IL-1β)和白介素-6(IL-
6),从而对 HPG轴、睾丸组织、精子质量产生负面影

响[10-11]。多项研究发现,铝可以诱发睾丸炎症和精子

质量下降,基于炎症与焦亡的发生密切相关,认为焦亡

是铝对男性生殖毒性的潜在机制。
本研究通过分析铝暴露对小鼠精子质量的影响,

结合铝暴露组与对照组睾丸细胞焦亡关键基因(Nl-
rp3、Caspase-1、Gsdmd和IL1b)mRNA和蛋白的表达

差异,探讨铝通过睾丸细胞焦亡影响精子质量的潜在

机制。

1 实验材料和方法

1.1 铝暴露小鼠模型的构建 12只成熟雄性c57bl/

6j小鼠,8周龄,购买于斯莱克景达动物公司,许可证

号:SCXK(湘)2019-0004。在实验开始前进行1周的

适应性饲养。饲养条件为室温(25±2)℃、相对湿度

50%~70%、12h∶12h明暗交替光照,实验期间小鼠

可自由摄食及饮水。随后,将小鼠随机分为两组:对照

组(n=6)、铝模型组(n=6)。铝模型组采用10mg/
(kg·d)AlCl3(AlCl3·6H2O,上海阿拉丁生化科技

公司,批号:A112509)灌胃,每天1次[12]。对照组用铝

暴露组AlCl3 等体积的蒸馏水灌胃,每天1次。模型

构建持续8周,取小鼠睾丸组织、附睾组织及附睾精子

进行分析。精子质量及睾丸组织形态是评估铝暴露小

鼠模型建造成功的重要指标,精子质量下降及睾丸组

织形态受损说明实验组小鼠生殖系统成功因铝暴露而

受损[13]。

1.2 精子质量检测 取一侧附睾组织,置于1.5mL
37℃的生理盐水中,剪碎、混匀,37℃水浴箱中温育

15min,取得附睾精子滤液。取10μL精子滤液滴入

预热的Makler精子计数板,利用计算机辅助精液分析

仪(CASA),参照 WHO 精子运动分类标准[14],将精

子活动力分为PR(前向运动精子)、NP(非前向运动精

子)和IM(不动精子)三级,对精子进行分类计数,显
微镜下计数200个精子,分析前向运动精子百分比,
精子活力检测工作于3min内完成。采用Diff-Quik
快速染 色 法 试 剂 盒(北 京 索 莱 宝 科 技 公 司,批 号:

G2572)进行精子形态学检查,统计异常精子数,计算

异常精子率。

1.3 睾丸组织病理学、生精小管面积和直径测量 取

左侧睾丸固定于4%聚甲醛24h,进行脱水、石蜡包

埋,切割成5μm的石蜡切片。石蜡切片进行苏木精-
伊红染色,于蔡司显微镜下分析睾丸、附睾组织病理

学。于显微镜下每组随机筛选50个圆形生精小管进

行直径和面积测量。

1.4 定量实时聚合酶链反应(qRT-PCR) 采用Tr-
izol(美国英杰生命科技 有 限 公 司)法 提 取 睾 丸 总

RNA,测定总 RNA浓度及纯度,按逆转录试剂盒the
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PrimeScript1ststrandcDNASynthesisKit[宝生物

工程(大连)有限公司]说明书步骤将 mRNA逆转录

成cDNA,使用ChamQUniversalSYBRqPCRMas-
terMix试剂盒(南京诺唯赞生物科技有限公司)在

A28132PCR系统下进行实时荧光定量 PCR扩增。
以Gapdh为内参基因,数据采用2-ΔΔCt法进行分析。
使用引物序列如表1所示。

表1 qPCR实验相关基因的引物序列

Gene Sequenceofforwardandreverseprimers GeneBankNo.

Nlrp3 F:ATCAACAGGCGAGACCTCTG NM_145827.2
R:GTCCTCCTGGCATACCATAGA

Caspace-1 F:TCATCTATGATGGCAAGGAGTG NM_009807.3
R:CAAAGTCAATCATGCGGACATC

Gsdmd F:CGATGGGAACATTCAGGGCAGAG NM_026960.4
R:ACACATTCATGGAGGCACTGGAAC

IL-1b F:ACCTTCCAGGATGAGGACATGA NM_008361.1
R:GATTCTTTCCTTTGAGGCCCA

Gapdh F:ATTGTCAGCAATGCATCCTG GU214026.1
R:ATTGTCAGCAATGCATCCTG

1.5 免疫组织化学检测 石蜡切片用酒精梯度进行

水化,用pH6.0柠檬酸盐缓冲液高压孵育3min修复

抗原,滴加内源性过氧化物酶阻断剂,PBS清洗,滴加

非特异染色阻断剂,滴加对应的一抗液,盖上湿盒盖,
放入4℃冰箱内过夜,PBS冲掉切片内的一抗液,加入

二抗,孵育20min,用PBS冲掉切片内的二抗液,使用

DAB显色液显色,水洗尽DAB液后,放入苏木素中染

色、水洗、返蓝、脱水、封片,显微镜下分析染色结果。
使用抗体如表2所示。

表2 免疫组化中相关抗体信息

Antibody AccessionNo. Company
Concentrationofantibodies

inimmunohistochemistry
Nlrp3 A5652 爱博泰克生物科技有限公司 1:100
Caspace-1 M025280 艾比玛特医药科技(上海)有限公司 1:200
Gsdmd #AF4012 AffinityBioReagents 1:100
IL-1b A16288 爱博泰克生物科技有限公司 1:100
Biotin-conjugatedafinipureGoatAnti-RabbitIgG(H+L) SA00004-2 武汉三鹰生物科技有限公司 1∶200

1.6 统计学方法 使用 GraphPadPrism8.0版软

件,对数据进行统计分析,计量资料以(췍x±s)表示,采
用两个独立样本的t检验。以P<0.05表示差异有统

计学意义。

2 实验结果

2.1 铝暴露对小鼠体重、睾丸重量、附睾重量及精子

质量的影响 与对照组相比,铝暴露小鼠体重、睾丸重

量及附睾重量均明显下降(P <0.01)。与对照组相

比,铝暴露小鼠附睾精子数量、精子活力均显著下降

(P<0.01),精子畸形率显著增加(P<0.01)。结果

见图1。
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注:A.对照组与铝暴露小鼠体重;B.对照组与铝暴露小鼠睾丸重量;C.对照组与铝暴露

小鼠附睾重量;D.对照组与铝暴露小鼠精子质量。n=6,**P<0.01。

图1 铝暴露对小鼠体重、睾丸重量、附睾重量及精子质量的影响

2.2 铝暴露对小鼠睾丸、附睾病理形态的影响 对照

组小鼠睾丸组织学正常形态,有组织良好的生精小管,
管内包含不同成熟阶段的生精细胞,细胞排列整齐,管
内精子数量多(见图2A),同样的在附睾中精子数量多

(见图2B)。然而在铝暴露小鼠中,部分睾丸生精小管

萎缩,直径及面积减小,生精细胞层数及数量减少,细
胞排列紊乱,管内精子数量明显减少(见图2A),在附

睾中精子数量明显减少(见图2B)。

注:A.对照组与铝暴露小鼠睾丸 HE染色;B.对照组与铝暴露附睾 HE染色。

图2 铝暴露对小鼠睾丸、附睾病理形态的影响(放大200倍及400倍)

2.3 铝暴露对小鼠生精小管直径及面积的影响 与

对照 组 大 鼠 生 精 小 管 的 平 均 面 积 (55968.42±
7420.05)μm2 相比,铝暴露小鼠生精小管平均面积

(39255.70±2647.92)μm2 缩小(见图3A)。与对照

组生精小管直径(266.69±11.76)μm相比,铝暴露小

鼠生精小管直径(223.95±10.45)μm也是减小(见图

3B)。

注:A.对照组与铝暴露小鼠生精小管面积;B.对照组与铝暴露生精小管直径;n=6,**P<0.01。
图3 铝暴露对小鼠生精小管面积及直径的影响
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2.4 铝暴露对小鼠睾丸组织中焦亡关键基因表达的

影响 qRT-PCR检测显示,与对照组相比,铝暴露小

鼠睾丸组织中焦亡关键基因Nlrp3、Caspase-1、Gsdmd
和IL-1bmRNA表达均上调(见图4A)。免疫组化结

果显示,与对照组相比,铝暴露小鼠睾丸组织中焦亡关

键基因Nlrp3、Caspase-1、Gsdmd和IL-1b的蛋白表达

均上调(见图4B)。

注:A.qRT-PCR检测铝暴露对小鼠睾丸组织中焦亡关键基因Nlrp3、Caspase-1、IL-1b、GsdmdmRNA
表达的影响;B.免疫组化检测铝暴露对小鼠睾丸组织中焦亡关键基因Nlrp3、Caspase-1、IL-1b、

Gsdmd蛋白表达的影响。**P<0.01
图4 铝暴露对小鼠睾丸组织中焦亡关键基因表达的影响

3 讨论

本研究旨在探讨铝暴露对小鼠精子质量及睾丸组

织细胞焦亡的影响,研究结果发现,与对照组相比,铝
暴露组小鼠体重、睾丸重量、附睾重量均显著下降,与
以往的研究相一致[15]。本研究中观察到铝暴露小鼠

进食量下降,这是导致其体重下降的重要原因,过往文

献也有类似发现[16]。睾丸重量是男性生育能力的关

键,睾丸重量下降可致生精数量减少[17]。研究认为铝

暴露小鼠睾丸、附睾重量下降可能是由于铝的作用引

起组织坏死和萎缩[18]。另一种可能是在铝诱导下产

生自由基,导致蛋白质、脂质和DNA氧化损伤,最终

出现蛋白质消耗[19-20]。
精子质量下降是男性生殖毒性的标志之一[21],男

性暴露于有毒物质的环境是导致精子质量下降和不孕

不育的主要原因之一[22-23]。精子活力、精子数量、精子

畸形率是精子质量的重要参数,本次研究结果显示铝

暴露小鼠精子数量、活力显著下降,精子畸形率显著升

高,这与先前的研究报道相一致[24]。精子质膜中多不

饱和 脂 肪 酸 的 含 量 极 高,极 易 受 到 氧 化 应 激 的 影

响[25-26]。铝是一种促氧化剂,它可以通过增强氧自由

基和改变酶活性对睾丸及精子产生氧化应激损伤[27],
这可能是精子质量下降的主要原因。

睾丸的组织形态学特征是男性生育能力评估和生

殖毒性评估的关键指标[28]。在本研究中,铝暴露小鼠

睾丸组织形态学观察显示,生精小管缩小,生殖细胞滑

脱、排列紊乱、层数减少,精子发生中断,管腔内精子数

量减少,在附睾中成熟精子数量减少。之前的研究也

报道了暴露于不同环境毒物后,睾丸的结构发生了类

似的变化[29-30]。金属毒物对睾丸组织形态的改变可能

是由于氧化应激引起的,睾丸组织学这些改变预示着

精子发生和类固醇生成等重要过程受到干扰,上皮细

胞的退化是睾丸损伤的主要原因[31-32]。有研究表明,
铝暴露大鼠睾丸组织形态学观察证实了精原细胞、细
线前精母细胞、粗线精母细胞减少,提示生精活性下

降[33]。此外,暴露于毒物环境后,生精小管直径减小,

同时伴有精子质量下降[34-35],本研究结果显示铝暴露

小鼠生精小管面积及直径均减小,同样伴有精子质量

下降。因此,认为生精小管直径及面积的减小可能是

精子发生缺陷的一个评价指标。
细胞焦亡是近年来发现并证实的一种新的程序性
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细胞死亡方式,其特征为依赖于炎性半胱天冬酶,主要

是Caspase-1、Caspase-4、Caspase-5、Caspase-11,并伴

有大量促炎症因子的释放。焦亡经典途径是炎症小体

NLRP3激活Caspase-1,Caspase-1将GSDMD裂解形

成N-GSDMD,还能将IL-1b、IL-18前体加工成成熟的

IL-1b、IL-18,成熟的IL-1b、IL-18并通过 N-GSDMD
形成的孔释放出,导致细胞焦亡[36]。在非经典焦亡途

径中,Caspase-4、Caspase-5、Caspase-11直接结合胞质

脂多糖,靶向和激活GSDMD,切割GSDMD,并间接激

活Caspase-1,引发细胞焦亡[37-38]。铝引发炎症反应,

nod样受体pyrin结构域介导的炎症小体 NLRP3被

激活[39]。细胞膜膜孔存在及焦亡小体的形成是细胞

焦亡的重要标志。有研究报道,铝可引起小鼠神经元

细胞膜孔及焦亡小体的形成,同时引起小鼠大脑皮层

Nlrp3、Caspase-1、IL-1b和Gsdmd等焦亡关键蛋白水

平的升高,导致神经元细胞焦亡[40]。同样,本研究发

现在铝暴露小鼠睾丸组织中焦亡关键基因 Nlrp3、

Caspase-1、IL-1b和 Gsdmd的 mRNA及蛋白表达均

显著升高,推测铝可导致睾丸细胞焦亡,但睾丸细胞膜

膜膜孔和焦亡小体是否形成需要进一步研究。有研究

表明,暴露于有毒重金属或其他有毒环境,睾丸及间质

细胞发生焦亡,睾丸组织DNA断裂及类固醇的生成

降低,影响精子的发生[41-42]。因此,推测铝暴露可能诱

发睾丸细胞焦亡,导致精子质量下降,其发生机制尚不

清楚,这将是下一步研究的内容。
铝暴露促进小鼠睾丸细胞焦亡关键因子的表达,

降低小鼠精子质量,推测铝暴露诱发的睾丸细胞焦亡

是雄性生殖系统损伤的潜在机制。
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