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摘要：【目的】探讨热应激对猪睾丸细胞的氧化损伤。【方法】将猪睾丸细胞分为 43℃ 1 h 组、43℃ 2 h

组、43℃ 1 h+37℃ 6 h 组、43℃ 2 h+37℃ 6 h 组、正常对照组及阳性对照组，采用光镜和电镜观察细胞及线粒

体形态学变化，采用细胞活性氧检测试剂盒，通过激光共聚焦显微镜和流式细胞仪观察细胞内活性氧水平的变化。

【结果】43℃处理 1 h 后，细胞变圆，线粒体发生部分或广泛变性，43℃ 2 h 组和 43℃ 2 h+37℃ 6 h 组更为明

显；43℃ 1 h 组细胞内活性氧水平未见明显升高（P＞0.05），但 43℃ 2 h 组细胞内活性氧水平显著高于 43℃ 1 h

组（P＜0.05）。上述 2组细胞经 43℃ 处理后 37℃继续孵育 6 h，细胞内活性氧水平均明显增强（P＜0.05）。【结

论】热应激使睾丸细胞线粒体形态学发生改变，诱发细胞氧化损伤，进而可能影响睾丸的生殖功能。 

关键词：热应激；睾丸细胞；活性氧；线粒体 

 
Effects of Heat Stress on Reactive Oxygen Species in Swine 
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Abstract: 【Objective】 To study the effect of heat stress on oxidative injuries in swine testicular cells. 【Method】 Swine 
testicular cells were divided into 6 groups, 43℃ 1 h, 43℃ 2 h, 43℃ 1 h+37℃ 6 h, 43℃ 2 h+37℃ 6 h, negative and positive groups. 
Cellular and mitochondrial morphology were observed by using light microscope and transmission electron microscope. Laser 
confocal microscopy and flow cytometry were used to determine the level of reactive oxygen species (ROS) in testicular cells with 
ROS test Kit. 【Result】 After 1 h with 43℃ treatment, cells became circular and mitochondria showed partial or extensive 
denaturation, especially obvious in 43℃ 2 h and 43℃ 2 h+37℃ 6 h groups. There were no significant increase of ROS in testicular 
cells in 43℃ 1 h group (P＞0.05), but the level of ROS obviously increased in 43℃ 2 h group, compared to the former (P＜0.05), 
and the level of ROS in 43℃ 1 h and 43℃ 2 h groups also continued to increase after additional 6 h in 37℃, compared to negative 
group (P＜0.05). 【Conclusion】 Heat stress could result in the morphological changes of mitochondria of testicular cells and induce 
oxidative injuries, thus could affect the reproductive function of testis. 
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0  引言 

【研究意义】随着畜牧业规模化、集约化的迅速

发展及饲养密度的进一步提高，许多养殖企业对夏季

高温重视不足及设备改造投入不够，环境高温直接或

间接影响了雄性家畜精子成熟和精液质量，影响了繁

殖率[1]，造成较大的经济损失。因此，揭示热应激对

睾丸细胞的影响及其可能的作用机制，为预防热应激、

寻找缓解或抗热应激的措施具有重要意义。【前人研

究进展】热应激（heat stress）主要表现产热增加、排
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汗增多、心血管系统紧张性增加、消化液分泌减少、

中枢神经系统兴奋性降低等[2-3]。热应激使公牛体温升

高，引起阴囊皮温和睾丸温度升高，进而使精子成熟

和储存受到影响[4]，热应激使奶牛早期胚胎死亡，而

且发生在发情期或发情后1～7 d的热应激对胚胎生存

极为有害[5]，研究发现体外受精猪胚胎细胞热应激

（42℃）作用 9 h，45.6%的细胞发生凋亡[6]。此外，

热应激情况下动物的发情状况不易察觉，发情特征不

明显或暗发情、空怀[7]。热应激使机体激素分泌水平

发生改变，可直接和（或）间接影响生殖激素分泌和

调控[8-9]。目前为止，热应激对家畜繁殖性能影响的机

理尚不清楚，热应激对雄性动物繁殖性能影响的研究

报道较少。【本研究的切入点】生物机体在生理、病

理情况下可产生活性氧（reactive oxygen species，
ROS），过量 ROS 对生殖细胞产生损伤作用，诱导生

殖细胞发生凋亡，直接和间接参与生殖疾病的致病过

程[10-11]。目前 ROS 所致的生殖细胞氧化损伤研究报道

较少。【拟解决的关键问题】ROS 在热应激中的作用

逐渐引起关注，本试验从氧化应激损伤角度，以猪睾

丸细胞为研究对象，探讨热应激对睾丸细胞内 ROS
水平的变化，为揭示热应激对雄性畜禽生殖功能损害

的作用机制提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂与仪器 

MEM 培养基（美国 Invitrogen 公司），小牛血清

（上海纬群生物技术有限公司），EDTA/胰酶（美国

Sigma 公司），活性氧检测试剂盒（碧云天生物技术

研究所），激光共聚焦显微镜（C1Si，日本 Nikon）；

流式细胞仪（Cell Lab Quanta SC，美国 Beckman）；

电热鼓风干燥箱（101 型，中国泰斯特）。 
1.2  细胞培养与处理 

猪睾丸（swine testicular，ST）生精细胞系由中国

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
培养液中，EDTA/胰酶消化、传代，取对数生长期细

胞用于试验。 
试验设 6 组，即 43℃ 1 h 组、43℃ 2 h 组、43℃    

1 h+37℃ 6 h 组、43℃ 2 h+37℃ 6 h 组、正常对照组

（37℃ 6 h）及阳性对照组（试剂盒阳性对照）。细胞

置于电热干燥箱中 43℃恒温烘烤。 
1.3  细胞形态学观察 

细胞接种于培养瓶中，按上述方法处理细胞后， 

光镜下观察细胞形态学变化，收集细胞后戊二醛固 
定，Epon812 树脂包埋，超薄切片机切片，醋酸铀-柠
檬酸铅双重染色，透射电镜观察细胞线粒体形态学变

化。 
1.4  细胞活性氧检测 

按试剂盒说明书操作。2×104 细胞接种于细胞培

养瓶或爬片接种于 6 孔培养板中，24 h 更换 2% MEM
培养液，按上述方法处理细胞后，弃培养液，采用原

位装载探针的方法，加入终浓度为 3.3 µmol·L-1 
DCFH-DA（无血清细胞培养液稀释）37℃孵育 20 min，
用无血清细胞培养液洗涤 3 次，激光共聚焦显微镜观

察摄像（激发波长 488 nm，发射波长 520 nm）或收

集细胞悬浮于 PBS 溶液中流式细胞仪检测。阳性对照

组加入试剂盒阳性对照试剂 37℃刺激 30 min 后按上

述方法操作，试验重复 3 次。 
1.5  数据分析 

数据以 X±SD 表示，SPSS 13.0 软件 ANOVA 方

差分析进行统计学分析，显著水平为 P＜0.05。 

2  结果与分析 

2.1  细胞形态学变化 

光镜下可见正常睾丸细胞呈梭形，依附生长。高

温处理 1 h 后可观察到细胞变圆，随着时间延长，    
变圆的细胞数量增多，并有部分细胞脱落。电镜下   
可见高温处理后部分细胞水肿，线粒体发生部分或   
广泛变性、线粒体嵴肿胀或消失，细胞表面突起减  
少，尤以 43℃ 2 h 组和 43℃ 2 h+37℃ 6 h 组为明显（图

1）。 
2.2  细胞内活性氧水平变化 

活性氧检测试剂盒是利用荧光探针 DCFH-DA 进

行检测。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 0.73±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。高温处理组中，43℃ 1 h 组细胞内可

见微弱的荧光强度，但 37℃继续孵育 6 h 后细胞内荧

光强度明显增强，为 2.10±0.265，与对照组和 43℃ 1 h
组相比有显著差异（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 6 h 后细胞内荧光强度继续增强，达到 3.83±0.451
（图 2、图 3）。 
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A：阴性对照；B：43℃1 h + 37℃ 6 h，线粒体部分变性（ ）；C：43℃ 2 h，线粒体部分变性，线粒体嵴消失（ ）；D：43℃2 h + 37℃ 6 h，线粒

体广泛变性 
A: Negative control; B: 43℃ 1 h + 37℃ 6 h, partial denaturation of mitochondria (  ); C: 43℃ 2 h, partial denaturation of mitochondria and disappearance of 
mitochondrial cristae (  ); D: 43℃ 2 h + 37℃ 6 h, extensive denaturation of mitochondria 

 

图 1  热应激所致睾丸细胞线粒体形态学变化（15 000×） 

Fig. 1  Morphological changes of mitochondria induced by heat stress in testicular cells (15 000×) 

 

 
 

A：阴性对照；B：43℃ 1 h；C：43℃ 1 h + 37℃ 6 h；D：43℃ 2 h；E：43℃2 h + 37℃ 6 h；F：阳性对照 
A: Negative control; B: 43℃ 1 h; C: 43℃ 1 h + 37℃ 6 h; D: 43℃ 2 h; E: 43℃2 h + 37℃ 6 h; F: Positive control 

 

图 2  激光共聚焦显微镜下所见睾丸细胞内荧光强度变化（600×） 

Fig. 2  Changes of fluorescence intensity in testicular cells observed by using laser confocal microscopy (600×) 

 

3  讨论 

活性氧是含氧的自由基，是细胞氧化磷酸化过程

的氧的代谢副产物，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（O-2·）、

单线态氧（O2）及过氧化氢（H2O2）、脂质过氧化自

由基（ROO·）等。生物机体摄入的氧中，有 2%可     
转化为活性氧[12-14]。在正常情况下，机体内 ROS 的产

生和清除处于动态平衡状态，当机体受到氧化损伤会

使 ROS 的产生急剧增加，当 ROS 清除体系的能力 

不足时，造成体内 ROS 蓄积，导致机体组织的氧化受

损[15]。 
机体内的 ROS 具有双重性。一方面，ROS 不仅

参与机体免疫和信号的传导，同时为雄性生殖过程所

必需[16-17]。Sharma 等[18]发现，ROS 通过增强精子磷脂

酶的活性进而促进顶体反应。ROS 可活化酪氨酸磷酸

化，在精子对卵细胞的粘附过程中发挥生理调节作用，

这是 ROS 对雄性生殖功能的有利作用。另一方面，

ROS 很容易与生物大分子发生反应，可直接损害或通

过一系列过氧化链式反应引起细胞结构的破坏，影响 
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* 与阴性对照组比较，P＜0.05；#与 43℃ 1 h 组比较，P＜0.05；& 与
43℃ 1 h + 37℃ 6 h 组比较，P＜0.05；@ 与 43℃ 2 h 组比较，P＜0.05 
* Compare to negative control, P＜0.05; # Compare to 43℃ 1 h, P＜0.05; 
& Compare to 43℃ 1 h + 37℃ 6 h, P＜0.05; @ Compare to 43℃ 2 h, P＜
0.05 

 

图 3  热应激对睾丸细胞内活性氧水平影响 

Fig. 3  Effect of heat stress on ROS levels in testicular cells 

 
机体正常细胞和组织，从而引发多种疾病[19]。过量

ROS 生成时对生殖细胞产生损伤作用，攻击细胞膜及

脂蛋白中的多不饱和脂肪酸，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，从而直接或间接影响雄性繁殖功能[20-22]。

有研究表明，ROS与精子畸形率有极密切的关系，ROS
产生过量时，形态异常以及活动性差的精子数量则会

增多[23]。 
哺乳动物睾丸对温度十分敏感，温度升高可影响

睾丸生殖功能。本试验结果表明，高温处理睾丸细胞

1 h，细胞内 ROS 水平未见明显增加，但高温处理细

胞 2 h，细胞内 ROS 水平显著增加，即使随后脱离高

温环境，在正常温度中培养 6 h，细胞内 ROS 水平未

见降低，反而出现持续增高，表明高温使睾丸细胞产

生大量活性氧自由基。有研究发现，急性热应激使肉

鸡肌肉线粒体内超氧阴离子自由基生成增加，但对蛋

鸡肌肉线粒体内超氧阴离子自由基的生成无影响，分

析认为这与热应激导致鸡体内直肠和肌肉温度升高有

关[24]。本试验结果表明，如果反复多次高温处理细胞，

细胞内 ROS 水平会保持较高水平。 
生理状态下线粒体是 ROS 产生的主要部位，一方

面线粒体利用氧产生 ATP，供机体能量需求，同时也

生成 ROS 自由基损伤线粒体本身[25]。本试验观察细胞

线粒体形态学变化，发现热应激使细胞线粒体变性，

线粒体嵴肿胀或消失，提示高温可能使线粒体结构受

损导致呼吸链功能降低或失常，电子传递发生障碍，

引起细胞内 ROS 水平升高，而 ROS 的增加又进一步

损伤线粒体。 

4  结论 

热应激使睾丸细胞发生氧化损伤，生成较多的活

性氧，远离应激源后短时间内机体仍处于氧化与抗氧

化的失衡状态，可能损害睾丸细胞功能，导致畜禽生

产能力下降或丧失。 
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