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冷刺激诱导的弱精子症大鼠模型肾上腺轴与甲状腺轴功能改变的研究 *
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摘要 目的：研究冷刺激诱导建立的弱精子症模型大鼠 HPA轴与 HPT轴功能改变，探讨其生殖生物学意义。方法：取 28只 SPF

级性成熟雄性 SD大鼠随机分为正常对照组（N组，12只）与冷刺激组（C组，16只）。造模结束前对大鼠一般情况包括精神状态、

体重、核心体温、尿量等进行检测。23周后通过精子功能的评定筛选弱精子症大鼠并建立弱精子症组（CA组），同时取外周血清、

HPA轴、HPT轴相关组织；ELISA法和放射免疫法测定各组大鼠外周血清 HPA、HPT轴相关激素水平，并在光镜下观察 HPA轴

和 HPT轴相关组织形态学改变。结果：与 N组相比，CA组大鼠反应迟钝，活动能力降低，夹尾试验评分显著降低，核心体温及尿

量升高，差异显著（P<0.05）。血清激素结果表现为 CA组 EPI显著升高，T3/T4比值亦显著升高，差异均具有统计学意义（P<0.05）。
光镜下可见 N组各组织形态正常，与 N组相比，CA组下丘脑室旁核神经细胞增生，排列紊乱；垂体细胞水肿，血窦不明显，嗜酸

性细胞增多；肾上腺以皮、髓质水肿改变为主；甲状腺滤泡萎缩，上皮细胞增生。结论：冷刺激诱导建立的弱精子症大鼠模型可发

生 HPA轴功能改变，呈现慢性应激反应现象，提示，HPA轴功能改变参与该模型弱精子症的的发生发展过程。
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The Study about Adrenaline and Thyroid Axis Function Changes in Rat
Model of Asthenospermia Induced by Cold Stimulation*

To explore the changes of HPA axis and HPT axis in rats with asthenozoospermia induced by cold

stimulation, and its reproductive biology. Twenty-eight SPF-grade mature male SD rats were randomly divided into normal

control group (N group, 12 rats) and cold stimulation group (C group, 16 rats). Before the end of modeling, the general conditions of rats

including mental state, body weight, core body temperature and urine volume were recorded. After 23 weeks, the spermatozoa function

was evaluated and the asthenozoospermia group (CA group) was established. At the same time, peripheral serum, HPA axis and HPT

axis related tissues were collected. Then the levels of HPA axis and HPT axis related hormones of rats were detected by ELISA and

radioimmunoassay. The morphological changes of HPA axis and HPT axis related tissue were observed under optical microscope.

Compared with N group, the response of rats in CA group was dull and the activity ability was decreased. The score of tail

clamping test decreased significantly, while the core body temperature and urine volume increased significantly (P<0.05). The results of
serum hormones showed that EPI and T3/T4 ratio in CA group were significantly higher than those in N group (P<0.05). Under optical
microscope, the morphology of each tissue in group N was normal. Compared with group N, the hypothalamic paraventricular nucleus

nerve cells in CA group proliferated and arranged in disorder; pituitary cell edema, blood sinus was not obvious, Hiirthle cell increased;

adrenal edema was mainly in cortex and medulla; thyroid follicles atrophied and epithelial cells proliferated. The rats with

asthenospermia induced by cold stimulation had the changes of HPA axis function and had the chronic stress. It is suggested that the

function changes of HPA axis are participate in the occurrence and development of asthenospermia in this model.

Cold stimulate; Asthenospermia; HPA axis; HPT axis
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前言
据美国生殖医学委员会统计，2015年全球不孕不育症发

病率为 8 %-15 %，其中男性因素占 30 %-40[1]。而亚洲地区由男
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性独立因素导致的不孕不育达 37 %[2]。男性生育力很大程度上

取决于精子功能，包括精子浓度、精子活力及精子活率。以精子

活力降低为特点的弱精子症已成为降低男性生育力的主要危

险因素[3]。目前，在关于冷刺激对精子功能影响的研究中，多数

学者主要通过冷水浸没[4,5]、短期冷暴露[6]等急性干预方式进行

动物模型方面的报道，但以冷环境作为致病因素，模拟环境对

机体的影响，对大鼠进行长期慢性刺激，研究其精子功能改变

的相关研究鲜有报道。故，本团队前期工作中模拟寒冷气候环

境模式，以长期冷刺激暴露方法成功建立了弱精子症大鼠模

型，在综合评价精子功能改变的基础上，从下丘脑 -垂体 -性腺

（Hypothalamic-pituitary-gonadal, HPG）角度开展了机制研究，

并发现长期的冷刺激暴露可引起以 E2水平显著升高为主要特

征的 HPG轴功能的紊乱，同时呈现 HPG轴相关组织的病理性

改变[7]。虽然 HPG轴在精子功能的调节中发挥关键作用，但是

HPG 轴与下丘脑 - 垂体 - 肾上腺（Hypothalamic-pituitary-a-

drenal, HPA) 轴和下丘脑 - 垂体 - 甲状腺（Hypothalamic-pitu-

itary-thyroid, HPT）轴共同构成体内的神经 -内分泌调节整体，

之间存在密切的联系，因此，为阐释长期冷刺激是否能够引发

慢性应激反应或甲状腺功能变化，并影响 HPG轴功能改变的。

我们在前期工作的基础上，进一步分析了该模型行为模式的改

变，并对长期冷刺激诱导的弱精子症大鼠模型的 HPA轴和

HPT轴相关激素与形态学改变进行了进一步检测与观察，现

报到如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 SPF级清洁性成熟雄性 SD大鼠 28只，体重

190± 10 g（新疆医科大学动物实验中心提供）。

1.1.2 主要仪器与试剂 大鼠皮质酮（Corticosterone, CORT）、

肾上腺素（Epinephrine，EPI）、去甲肾上腺素（Noradrenaline,

NA）ELISA试剂盒（武汉华美科技有限公司）；三碘甲状腺原氨

酸（Triiodothyronine, T3）、甲状腺素（Thyroxine, T4）、游离三碘

甲状腺原氨酸（Free Triiodothyronine, FT3）、游离甲状腺素（Free

Thyroxine, FT4）、促甲状腺素（Thyriod stimulating hormone,

TSH）放免试剂盒（北京北方生物技术研究所有限公司）；酌放射
免疫计数器（科大创新股份有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 动物分组与造模 28只 SPF级清洁性成熟雄性 SD大

鼠随机分为正常对照组大鼠（N组，12只），冷刺激建模组（C

组，16只），适应性饲养 1周后进入造模。造模方式如下：N组：

正常温度环境（22± 2 ℃）饲养，喂以标准饲料；C 组：冷环境

（4± 0.5℃，每日 10：00-18：00）饲养，喂以标准饲料；23周后经

精子功能检测，根据WHO关于弱精子症中精液参数的规定：

前向运动精子 <32 %或前向运动精子 +非前向运动精子 <40

%进行弱精子症大鼠精子评定，选弱精子症大鼠并建立冷刺激

弱精子症组（CA组，8只）。

1.2.2 一般情况 取材前对大鼠体重、毛发、痛觉反射（夹尾试

验）、肛温、尿量进行监测，观察各组大鼠行为学变化。其中，夹

尾试验评定大鼠痛觉反射情况：纱布包裹组织钳，采用适度的

相同力度夹持大鼠尾部后 1/3处，判断大鼠痛觉水平，以无反

应评定为 1分，回头为 3分，其余为 2分。

1.2.3 取材 造模结束后，大鼠称重麻醉打开腹腔，于腹主动

脉采血并留取血清后 -80℃冻存备用。N组、CA组大鼠下丘

脑、肾上腺、甲状腺用新鲜配置的 4 %甲醛固定。

1.2.4 外周血清相关激素水平检测 实验开始前将血清置于

冰上解冻，并将试剂盒提前 30分钟置于室温平衡。参照放射免

疫检测试剂盒说明书检测 T3、T4、FT3、FT4、TSH在血清中的

含量；参照 ELISA试剂盒说明书检测 CORT、EPI、NA在血清

中的含量。

1.2.5 大鼠下丘脑、肾上腺、甲状腺组织形态学观察 组织经

4 %甲醛固定后进行组织酒精脱水、二甲苯透明和 60℃浸蜡，

常规石蜡包埋、切片。HE染色，光镜下观察各组组织形态学改变。

1.3 统计分析

采用 SPSS17.0软件处理实验数据，组间比较采用 t检验，

率的比较采用卡方检验。结果均以（x± s）表示，以 P<0.05为差
异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般情况

模型组大鼠毛发无光泽，喜扎堆，精神萎靡，探索行为少，

反应敏感性减退。夹尾试验评分显著低于 N组（P<0.05）。CA

组大鼠体重与 N组相比有所降低，但差异无统计学意义（P>0.
05）。与 N组相比，CA组肛温显著升高，差异具有统计学意义

（P<0.05），同时尿量显著增多（P<0.05），如表 1。

Note: compared with group N, *P<0.05.

N CA

Clip-Tail test（score） 2.17± 0.27 1.13± 0.35*

Rectal temperature（℃） 37.32 ± 0.06 37.76 ± 0.11*

Weight（g） 526.9± 17.04 517.6± 21.08

Urine Volume（mL/rat） 7.71± 0.74 10.81± 1.15*

表 1 各组大鼠一般情况（x± s）
Table 1 General condition of rats in each group（x± s）

2.2 大鼠外周血清肾上腺功能相关激素含量结果

与 N组相比，CA组 EPI显著升高（P<0.05），CORT、NA未
见显著差异。

2.3 外周血清甲状腺功能相关激素含量结果

与 N组相比，CA组甲状腺功能相关激素改变未见显著差

异，T3/T4比值显著升高（P<0.05）。
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Note: compared with group N, *P<0.05.

2.4 HPA轴与甲状腺轴相关组织形态结构

2.4.1 下丘脑室旁核 N组下丘脑室旁核镜下组织结构正常，

神经细胞规则排列整齐。与 N组相比，CA组神经细胞增生，排

列紊乱，以长梭形神经细胞为主。

表 2 各组大鼠外周血清肾上腺相关激素水平变化（x± s）
Table 2 Changes of peripheral serum adrenaline-related hormones in rats（x± s）

N CA

CORT（ng/mL） 3.77± 0.50 5.94± 1.12

EPI（pg/mL) 16.28± 1.98 27.79± 3.01*

NA（pg/mL) 1880.28± 325.34 1666.74± 179.10

Note: compared with group N, *P<0.05.

表 3 大鼠外周血清甲状腺相关激素水平（x± s）
Table 3 Levels of thyroid related hormones in peripheral serum of rats（x± s）

N CA

T3（ng/mL） 0.25± 0.03 0.28± 0.03

T4（ng/mL） 37.69± 1.98 32.13± 3.16

FT3（fmol/mL） 1.72± 0.18 1.37± 0.13

FT4（fmol/mL） 6.98± 0.16 7.69± 0.70

TSH（滋IU/mL） 0.68± 0.16 0.71± 0.13

T3/T4 0.0066± 0.0005 0.0097± 0.0009*

图 1 光镜下各组下丘脑室旁核 HE染色结果

Fig.1 HE staining of Hypothalamus in rats with asthenospermia

N1: Hypothalamic paraventricular nucleus × 100 in N group; N2: Hypothalamic paraventricular nucleus × 400 in N group; CA1: Hypothalamic

paraventricular nucleus × 100 in CA group; CA2: Hypothalamic paraventricular nucleus × 400 in CA group

2.4.2 垂体 N组垂体组织结构正常，各细胞分布均匀；与 N 组相比，CA组细胞水肿，血窦不明显，且嗜酸性细胞增多。

图 2 光镜下各组垂体 HE染色结果

Fig.2 HE staining of Pituitary gland in rats with asthenospermia

N1: Pituitary gland × 100 in N group; N2: Pituitary gland × 400 in N group; CA1: Pituitary gland × 100 in CA group;

CA2Pituitary gland × 400 in: CA group

2.4.3 肾上腺 N组肾上腺光镜下组织形态结构正常，排列整

齐。与 N组相比，CA组低倍镜下可见束状带排列紊乱，结构不

清，可见毛细血管扩张；高倍镜可见束状带空泡样改变，髓质水

肿，见图 3。

2.4.4 甲状腺 N组甲状腺光镜下可见甲状腺滤泡富含胶质。

与 N组相比，CA组可见部分甲状腺滤泡萎缩、胶质排空，上皮

细胞增生。

3 讨论

冷环境可显著降低哺乳动物生殖机能[8]，目前，冷环境诱导
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的大鼠模型的研究中普遍认为，冷刺激可显著降低大鼠附睾尾

精子活力。究其原因，有学者认为是由短期冷环境暴露使能量

自生殖发育转移至代谢优先引起生殖抑制[6]，或是因冷水浸泡

导致的睾丸、附睾抗氧化失衡而削弱精子功能[9]，亦或是冷水浸

泡引发急、慢性应激反应激活凋亡途径干扰生殖机能[4]。然而，

虽然冷环境暴露与冷水浸泡都通过增加血管收缩、代谢热产生

和增加交感神经活动发挥作用，但研究表明，浸入 5℃的水中

可能会在数小时内危及生命，而暴露于 0至 5℃的冷环境中可

存活数天[10]。由此可见，冷刺激干预方式的不同，弱精子症的发

展过程或结局可能存在一定差别，同时环境因素带来的影响更

为长久且广泛。本研究前期通过 4± 0.5℃冷环境刺激 23周后

成功建立弱精子症大鼠模型，精子活力、精子活率均显著降低，

较好的拟合了弱精子症的发病机理。目前关于冷刺激如何诱导

产生弱精子症的研究较少，其发病机制尚无较为系统的阐述，

因此，通过多角度研究冷刺激诱导产生的弱精子症机制研究便

尤为重要。

目前的研究中认为，处于慢性应激的大鼠具有以下表现：

（1）行为模式改变，包括活动能力降低等抑郁样表现 [11]。（2）

HPA轴激活。此外，有研究报道，慢性应激反应还可引起大鼠

核心体温（肛温）升高[12]，痛觉迟钝[13]及体重降低。本研究结果中

大鼠的一般情况可以反应出模型组大鼠存在反应迟钝（痛阈降

低）、倦怠少动（喜扎堆、尾部悬挂时反应、探索行为减少）、肛温

增加等慢性应激反应改变。此外，本研究通过检测各组大鼠外

周血清中 HPA轴及 HPT轴相关激素含量发现，CA组 EPI显

著升高（P<0.05），CORT虽然较 N组明显升高，但经统计学处

理后，可见组间差异无统计学意义（P＞0.05），可能和样本含量

有一定的关系，同时可见 NA在 CA组与 N组织间亦无显著性

差异（P＞0.05）；甲状腺功能相关激素变化也无显著性差异

（P＞0.05）。HPA轴受下丘脑室旁核调控，分泌促肾上腺皮质激

素释放激素作用于垂体，启动应激状态下一系列内分泌改变。

除此之外，HPT轴相关激素同样参与应激反应时机体的全身性

反应[14]，与 N组相比，CA组下丘脑室旁核可见神经细胞增值及

形态发生改变，同时垂体中嗜碱性细胞的减少，与 N组相比，

CA组肾上腺束状带可见空泡变性，网状带较 N组增宽且充

血，髓质水肿；甲状腺上皮呈立方上皮略增厚，部分胶质排空明

显。结果表明，该模型属于由冷刺激引发的冷应激性大鼠模型，

同时，肾上腺功能的紊乱与该模型中大鼠弱精子症的发生密切

相关。关于 HPT轴而言，虽 CA组甲状腺功能相关激素含量无

图 3 光镜下各组肾上腺 HE染色结果

Fig.3 HE staining of Adrenal gland in rats with asthenospermia

N1: Adrenal gland × 100 in N group; N2: Adrenocortical × 400 in N group; N3: Adrenal medulla × 400 in N group; CA1: Adrenal gland × 100 in CA

group; CA2: Adrenal cortex × 400 in CA group; CA3: Adrenal medulla × 400 in CA group;

图 4 光镜下各组甲状腺 HE染色结果

Fig.4 HE staining of Thyroid gland in rats with asthenospermia

N1: Thyroid gland × 100 in N group; N2: Thyroid gland × 400 in N group;CA1: Thyroid gland × 100 in CA group; CA2: Thyroid gland × 400 in: CA group
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明显差异，但甲状腺形态改变说明 CA组甲状腺滤泡分泌较为

活跃。机体内所有 T4及 20 % T3由甲状腺滤泡产生，而大部分

T3由 T4转化而来。研究报道[6]啮齿动物暴露于冷环境 T3水平

急性应激期显著增高，慢性应激期降低。因此，本研究结果中，

CA组较 N组的 T3升高，T4降低未见显著性差异可能与冷刺

激时间长短及样本含量有关。但 T3/T4较 N组显著升高，具体

原因可能和 T3向 T4转变增多相关[6]，提示，该模型甲状腺功

能亦发生一定改变，并且甲状腺功能改变在冷刺激诱导的大鼠

弱精子症模型形成过程中也发挥一定作用。肾上腺作为内分泌

腺，不仅产生盐皮质激素及少量雄激素，而且通过调节分泌产

生糖皮质激素（CORT）、EPI成为应激反应时的主要内分泌腺[15]。

同时，HPA轴与 HPG轴可分泌相关激素产生相互作用[16,17]。而

在前期的研究中，该模型大鼠黄体生成素、卵泡刺激素水平降

低，这与国外研究的应激大鼠模型结果一致[18]，因此，我们认为

应激反应在该模型大鼠弱精子症的形成过程中发挥首要作用，

并由此影响大鼠神经 -内分泌整体功能改变。

应激反应是机体处于特殊环境时，为 "战斗 "或 "撤退 "

而作出的全身性反应。应激具有双相作用，包括急性应激源通

过儿茶酚胺和糖皮质激素以及局部产生的免疫介质介导来激

活获得性免疫应答。然而，在数周内长期暴露于同一应激源会

产生相反的效果并导致免疫抑制[19]。CORT作为应激最经典的

激素之一[20]，一般在应激发生的初期分泌增多以对抗机体处于

特殊环境带来的全身性变化。但随着应激周期的延长，为抑制

CORT持续升高而引起的自身损伤，CORT在慢性应激中浓度

降低 [21,22]。本研究结果中，CA组 CORT与 N组相比无显著差

异，与文献报道[23,24]结果相似，其未在慢性应激人群及动物中观

察到 CORT的显著性改变，可能与应激周期长、HPA轴反应性

降低有关。报道称，应激初期，EPI与 NA大量分泌参与相应的生

理反应[25]，而冷刺激时血管在 EPI作用下内脏器官供血减少[26]

可能作为长期反复或高强度应激情况下产生弱精子症的原因

之一。同时，EPI升高与慢性应激反应有较强的相关性[24]，一方

面，慢性应激反应可激活细胞凋亡致 Leydig细胞的损伤和丧

失[27]；另一方面，慢性冷应激会显著改变氧化还原状态[9]，使易

受氧化应激的生殖细胞和精子造成损伤[28]。此外，应激早期升

高的 CORT激活糖皮质激素受体，介导应激过程中精子功能损

伤[29]，同时，升高的 CORT抑制促性腺激素释放激素，引起黄体

生成素与黄体生成素降低 [17,18]，而升高的雌二醇进一步增强

HPA轴的反应性[30]。这与我们前期研究中 CA组大鼠 HPG轴

的改变一致，说明冷刺激诱导建立的弱精子症大鼠模型 HPG

轴功能的改变与慢性应激反应中 HPA功能改变相关。因此，我

们认为，在冷刺激诱导弱精子症大鼠模型的形成过程中，长期

冷刺激导致的冷应激反应是最为关键的，本研究中弱精子症大

鼠诱发因素为冷刺激诱导的冷应激反应，结合应激反应可引起

HPG轴相关激素水平的改变[18]，可以认为该模型大鼠 HPG轴

的改变与 HPA轴激活有关，并因此导致 HPA轴、HPG轴、HPT

轴功能紊乱是弱精子症形成的核心内分泌机制，但在该模型

中，冷刺激对精子功能的影响是产生直接损伤结果还是通过慢

性应激反应发挥作用尚不清楚。

综上所述，冷刺激诱导的弱精子症大鼠模型其 HPA轴及

HPT轴功能出现不同程度紊乱并以 HPA轴功能改变较为显

著，该模型大鼠形成弱精子症与二者功能改变而引发的慢性应

激反应相关，同时结合前期研究，HPA轴、HPG轴、HPT轴整体

发生内分泌功能紊乱也可作为冷刺激诱导的弱精子症大鼠模

型的发生机制之一，但是，在长期冷刺激条件下，慢性应激反应

具体通过何种分子途径影响精子功能还需进一步研究。
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