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高脂饮食诱导肥胖大鼠生精障碍及睾丸支持
细胞线粒体和内质网结构功能的改变*

刘伟伟， 李锡晶， 刘大卫， 崔晓雪， 高瑞芳， 王莲， 顾娜

（天津市医药科学研究所， 天津 300020）

摘要 ： 目的　观察高脂饮食诱导肥胖对大鼠生精功能的影响及睾丸支持细胞线粒体和内质网结构功能改

变，探讨肥胖致生精障碍的可能机制。方法　将32只雄性SD大鼠随机分为对照组和模型组，对照组给予普通饮

食，模型组给予高脂饲料喂养。20周模型复制成功后解剖，取附睾进行精子功能分析；血清酶联免疫吸附试验分

析性激素水平变化；苏木精-伊红染色观察肝脏和睾丸组织病理改变；油红O染色观察肝脏和睾丸组织脂质沉积

情况；免疫荧光染色法检测睾丸闭锁小带蛋白1（ZO-1）、葡萄糖调节蛋白 78（GRP78）及线粒体融合蛋白2

（Mfn2）的定位及表达；Western blotting检测睾丸组织GRP78、Mfn2蛋白相对表达量；透射电镜观察睾丸支持细

胞紧密连接及线粒体和内质网结构改变。结果　模型组体重较对照组重（P <0.05），雌二醇较对照组高（P <

0.05），睾酮较对照组低（P <0.05）。两组孕酮、泌乳素、促黄体生成素、卵泡刺激素比较，差异均无统计学

意义（P >0.05）。模型组肝细胞脂肪变性明显，睾丸生精细胞排列稀疏，细胞变性，油红 O 染色均可见脂

质沉积。对照组精子活力率高于模型组（P <0.05），畸形率低于模型组（P <0.05）。两组精子密度，直线速

率和曲线速率比较，差异无统计学意义（P >0.05）。模型组 GRP78 蛋白相对表达量较对照组高（P <0.05），

Mfn2 蛋白相对表达量较对照组低（P <0.05）。模型组睾丸支持细胞间紧密连接分离，紧密连接蛋白ZO-1表达

较对照组减少；内质网和线粒体肿胀，呈空泡状，部分网膜断裂。结论　高脂饮食诱导肥胖可引起大鼠生精障碍，其

机制可能与睾丸支持细胞线粒体和内质网结构功能改变导致紧密连接损伤有关。
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Impairment of spermatogenesis and alterations in the structure and 
function of mitochondria and endoplasmic reticulum in 

Sertoli cells of high-fat diet-induced obese rats*
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Abstract:  Objective To observe the effects of obesity induced by high-fat diet on spermatogenic function 

and the structural and functional changes of mitochondria and endoplasmic reticulum in Sertoli cells of rats, and to 

explore the possible mechanism of impairment of spermatogenesis caused by obesity.  Methods Thirty-two male SD 

rats were divided into the control group and the model group randomly. The control group was fed with normal diet, 

and the model group was fed with high-fat diet. After 20 weeks of modeling, the rats were sacrificed, and sperms in 

the epididymis were collected for the function analysis. The enzyme-linked immunosorbent assay was used to 

analyze the changes of sex hormone levels. The pathological changes of liver and testes were observed by 

hematoxylin-eosin staining. Lipid deposition in liver and testes was observed by oil red O staining. The localization 
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and expressions of ZO-1, GRP78 and Mfn2 in the testes were detected by immunofluorescence staining. The relative 

protein expressions of GRP78 and Mfn-2 in testes were detected by Western blotting. Transmission electron 

microscopy (TEM) was used to observe the alterations in tight junctions between Sertoli cells and the structural 

changes of mitochondria and endoplasmic reticulum in Sertoli cells.  Results The body weight in the model group 

was higher than that in the control group (P < 0.05). The estradiol level in the model group was higher than that in 

the control group (P < 0.05), while the testosterone level in the model group was lower than that in the control group 

(P < 0.05). There was no difference in the levels of the progesterone, prolactin, luteinizing hormone and follicle-

stimulating hormone between the two groups (P > 0.05). In the model group, the steatosis of hepatocytes was 

obvious, the arrangement of spermatogenic cells in the testes was sparse, cellular degeneration was observed, and 

lipid deposition was observed with oil red O staining. The sperm motility in the control group was higher than that in 

the model group (P < 0.05), and the malformation rate of sperms in the control group was lower than that in the 

model group (P < 0.05). There was no difference in the sperm density, straight-line velocity, and curvilinear velocity 

between the two groups (P >0.05). The relative protein expression of GRP78 in the model group was higher than that 

in the control group (P <0.05), whereas the relative protein expression of Mfn2 in the model group was lower than 

that in the control group (P <0.05). The tight junctions between Sertoli cells were disrupted in the model group, and 

the protein expression of ZO-1 was lower in the model group than in the control group. Besides, endoplasmic 

reticulum and mitochondria were swollen and vacuolar, and some of the membranes were ruptured in the model 

group.  Conclusions Obesity induced by high-fat diet can cause impairment of spermatogenesis in rats, and its 

mechanism may be related to the damage of tight junctions caused by the structural and functional changes of 

mitochondria and endoplasmic reticulum in Sertoli cells.

Keywords:  obesity; spermatogenesis; testis; Sertoli cells; tight junctions; mitochondria; endoplasmic 

reticulum; rat

肥胖目前已成为全世界范围的公共卫生问题，

累及超 6.5 亿成年人[1]，可引发心血管疾病、2 型糖尿

病、恶性肿瘤等[2-3]，同样也会对男性的生殖功能产

生影响[4]。研究发现肥胖男性精子数量、质量下降、

精子 DNA 损伤增加 ，无精子症和少精子症更为普

遍[5]，已成为男性不育症的主要原因之一。当前对

于肥胖生精障碍的研究多集中于睾丸生精细胞的

异常改变，而睾丸支持细胞之间紧密连接与精子发

生过程关系密切，但其体内研究较少。最近研究表

明肥胖可引起小鼠支持细胞紧密连接功能蛋白表

达异常，从而引起生精障碍[6]。对于从大鼠支持细

胞紧密连接和超微结构改变方面共同探讨肥胖致

生精障碍鲜有报道。

线 粒 体 （Mitochondrion, Mi） 和 内 质 网

（endoplasmic reticulum, ER）是细胞内参与细胞能量

代谢和蛋白合成等必不可少的细胞器，葡萄糖调节

蛋白 78（GRP78）作为 ER 上的应激蛋白，是 ER 应激

状态标志分子，线粒体融合蛋白 2（Mfn2）是 Mi 动力

学的调控分子，影响 Mi 的形状及其与 ER 的相互作

用。Mi 和 ER 改变在肥胖症中发挥重要作用，对其

结构和功能的调控已成为治疗相关疾病的重要靶

点[7-8]。本研究观察高脂喂养肥胖大鼠生精功能的

变化，睾丸支持细胞紧密连接及 Mi 和 ER 的超微结

构和功能变化，探讨肥胖致生精障碍的可能机制，

为临床治疗提供实验依据。

1 材料与方法

1.1　实验动物、材料及仪器

SPF 级雄性 SD 大鼠[实验动物生产许可证号：

SCXK（京）2019-0008，实 验 动 物 使 用 许 可 证 号 ：

SYXK（津）2021-0005]32 只 ，体 重 100 ～120 g，4～

5 周龄，购自北京华阜康生物科技股份有限公司。

大鼠自由饮水，饲养环境温度（25±2）℃。

高 脂 饲 料（70% 基 础 饲 料 + 15% 猪 油 + 15% 蔗

糖）购 于 北 京 科 澳 协 力 饲 料 有 限 公 司 [ 许 可 证 号

SCXK（京）2019-0003]。兔抗 ZO-1（批号：21773-1-

AP）、GRP78（ 批 号 ：11587-1-AP）均 购 自 美 国

Proteintech 公司，Mfn2 单克隆抗体（批号：#9482）购

自 美 国 CST 公 司 ，Dylight488 羊 抗 兔 免 疫 球 蛋 白 G

（immunoglobulin G, IgG）（批 号 ：RS23220）购 自 美 国

Immunoway 公司，抗体稀释液（批号：AR1016）购自武

汉博士德生物工程有限公司，含 DAPI 封片剂（批号：

S2110）购自北京索莱宝科技有限公司，苏木精-伊

红（hematoxylin-eosin, HE）染色染液（批号：BA4025）
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购自珠海贝索生物技术有限公司，其他试剂均为国

产或进口分析纯。

ASP200S 全自动组织脱水机、EG1150H 组织包

埋机、RM2255 全自动切片机均购自德国徕卡公司，

Ci-L 图像采集显微镜、NIS-BRML 图像分析系统均

购自日本尼康株式会社，JEM1200EX 透射电子显微

镜购自日本 JEOL 株式会社，冰冻切片机购自美国赛

默飞公司，迈朗全自动精子分析仪购自南宁松景天

伦生物科技有限公司。本实验经天津市医药科学

研 究 所 实 验 动 物 福 利 伦 理 委 员 会 批 准 同 意（No：

IMPS-EAEP-ZKTSB-202216）。

1.2　方法

1.2.1 　 动物分组及模型复制 　将大鼠按随机数字

表法分为对照组和模型组，每组 16 只。对照组给予

普通饮食，模型组给予高脂饲料喂养，自由进食饮

水，两组除饮食外其他饲养条件均一致。两组每周

称重，并于第 12、16 和 20 周各随机处理 2 只大鼠，评

价模型是否复制成功。模型评价：模型组动物体重

超过对照组体重 10%～25% 为中度肥胖，> 40% 为

重度肥胖[9]，并结合肝脏组织进行 HE 染色，显微镜

观察组织病理变化情况，评价模型复制是否成功。

1.2.2 　 标本采集 　大鼠禁食 24 h 后，麻醉，仰卧位

固定开腹，腹主动脉采血，室温静置 2 h，以 3 000 r/min

离心 10 min，收集血清。取肝脏和睾丸部分新鲜组

织冰冻，部分 10% 甲醛固定；部分睾丸组织 2.5% 戊

二醛固定；取附睾尾储存于生理盐水，用于检测精

子活力。

1.2.3 　 精子功能分析 　附睾尾经 37 ℃生理盐水洗

涤，置于 2 mL 冻存管中剪碎，加入精子洗涤液中，

37 ℃水浴箱中轻微震荡孵育 30 min。取 10 μL 精子

悬液加到精子计数板上，采用迈郎精子分析系统观

察 精 子 形 态 并 检 测 参 数 。 主 要 检 测 指 标 ：精 子 密

度、精子活力、畸形率及直/曲线速率等。

1.2.4 　 油红 0 染色 　取肝脏和睾丸新鲜组织，冰冻

切片，切片厚度为 10 μm，油红 O 工作液浸染 10 min，

37 ℃温水洗 20 s，复染液染 4 min，水洗 30 s，晾干，水

性封固剂封片。光学显微镜下观察脂质沉积。

1.2.5 　 性激素指标测定 　酶联免疫吸附试验测定

雌二醇、孕酮、睾酮、泌乳素、促黄体生成素、卵泡刺

激素，具体操作方法依据试剂盒中说明书。

1.2.6 　 HE 染色观察肝脏和睾丸组织病理改变 　肝

脏和睾丸组织固定 48 h 后取材，切取 5 mm 厚的组织

块，进行常规脱水、透明、浸蜡、包埋、切片，切片厚

度为 3 μm。切片依次经二甲苯脱蜡，梯度乙醇水

化，放入苏木精染液 4 min，盐酸乙醇分化，氨水返

蓝，伊红染色 1 min，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中

性树脂封片。显微镜下观察组织病理改变。

1.2.7 　 免疫荧光染色观察检测睾丸紧密连接ZO-1、

GRP78 及 Mfn2 的定位及表达 　常规石蜡切片脱蜡

至 水 ，滴 加 体 积 分 数 为 3% 的 过 氧 化 氢 ，室 温 孵育

10 min 以阻断内源性过氧化物酶；枸橼酸缓冲液微

波加热修复抗原，用质量分数为 50 g/L 的牛血清白

蛋白封闭 20 min；滴加兔抗 ZO-1、GRP78 或 Mfn2 抗

体工作液（1∶100），4 ℃过夜；PBS 冲洗后加入荧光

生物素化山羊抗兔 IgG 抗体，避光室温孵育 1 h；PBS

冲洗后加入含 DAPI 的防淬灭封片剂封片。于暗室

条件下显微镜下观察。

1.2.8 　 Western blotting 检测睾丸组织 GRP78、Mfn2

蛋白表达 　两组各取 3 只大鼠，将睾丸近基底部组

织切成小块，加入 RIPA 裂解液匀浆，裂解 30 min，

4 ℃、12 000 r/min 离心 5 min，提取样品中总蛋白，蛋

白变性，转膜，封闭 2 h，加入一抗 GRP78（1∶5 000）、

Mfn2（1∶1 000），置于 4 ℃条件下孵育过夜。加入二

抗（1∶50 000），孵育 2 h 后洗膜。添加 ECL 工作液，

待荧光带明显后，吸去多余的底物液，覆上保鲜膜，

X 线片压片后依次放入显影液显影、定影液定影，冲

洗晾干后扫描胶片。用 Image-Pro Plus 软件分析胶

片灰度值，以 GRP78、Mfn2 与 Actin 的灰度比值反映

蛋白相对表达量。

1.2.9 　 透射电镜观察睾丸支持细胞紧密连接及Mi和

ER 结构改变 　新鲜组织于 2.5% 的戊二醛 4 ℃固定

6 h 后漂洗，置于 1% 锇酸固定 2 h，丙酮梯度脱水、浸

透、包埋、聚合、切片、染色后用显微镜观察。

1.3　统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0 统计软件，计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，比较用 t 检验。P <0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1　两组肝脏、睾丸组织形态学改变及脂质沉积

变化

对照组肝小叶结构清晰，肝细胞索排列整齐，
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肝窦无明显扩张；油红 O 染色未见明显脂滴。模型

组肝小叶结构紊乱，肝细胞大小不一，脂肪变性明

显，肝组织可见散在炎症细胞浸润；油红 O 染色见肝

细胞大量脂滴沉积。对照组睾丸组织各曲细精管

结构完整，细胞排列紧密有序，生精上皮未见明显

改变；油红 O 染色未见明显脂滴。模型组睾丸生精

细胞排列稀疏，细胞层数减少，呈“空泡样”改变，支

持细胞变性，相邻细胞间隔增宽。油红 O 染色可见

睾丸曲细精管内少量脂质聚集。见图 1～2。

2.2　两组体重、性激素水平比较

模型组喂养 20 周后模型复制成功，大鼠体重

超对照组 22%，属于中度肥胖。两组体重、雌二醇、

睾酮水平比较，差异均有统计学意义（P <0.05），模

型组体重较对照组重，雌二醇较对照组高，睾酮较

对照组低。两组孕酮、泌乳素、促黄体生成素、卵

泡 刺 激 素 比 较 ，差 异 均 无 统 计 学 意 义（P >0.05）。

见表 1。

2.3　两组精子功能比较

两组精子活力率、畸形率比较，差异均有统计

学意义（P <0.05），对照组精子活力率高于模型组，

畸形率低于模型组。两组精子密度、直线速率和曲

线速率比较，差异无统计学意义（P >0.05）。见表 2

和图 3。

2.4　高脂饮食诱导肥胖大鼠睾丸紧密连接改变

模型组 ZO-1 表达较对照组减少，荧光强度明

显减弱。透射电镜观察可见支持细胞间紧密连接

分离，多处出现空隙。见图 4～5。

对照组

模型组

                 HE 染色                           油红 O 染色

图1　两组肝脏组织形态学改变及脂质沉积变化　（×200）

对照组

模型组

                 HE 染色                           油红 O 染色

图2　两组睾丸组织形态学改变及脂质沉积变化　（×200）

表 1　两组体重、性激素水平比较 （n =10， x±s）

组别

对照组

模型组

t 值

P 值

体重/g

541.73±17.91

664.58±43.61

8.240

0.000

雌二醇/

（pg/mL）

2.96±0.43

4.99±0.93

6.264

0.000

孕酮/

（ng/mL）

5.33±0.87

5.21±0.98

-0.298

0.769

睾酮/

（ng/mL）

2.98±0.55

1.81±0.35

-5.642

0.000

泌乳素/

（ng/mL）

0.04±0.01

0.05±0.01

1.800

0.089

促黄体生成素/

（mIU/mL）

0.01±0.00

0.01±0.01

1.567

0.135

卵泡刺激素/

（mIU/mL）

0.01±0.00

0.01±0.00

1.095

0.288

表 2　两组精子功能比较 （n =10， x±s）

组别

对照组

模型组

t 值

P 值

精子密度/（亿/mL）

0.29±0.08

0.24±0.08

-1.459

0.162

精子活力率/%

57.37±13.44

42.09±15.40

-2.365

0.029

畸形率/%

8.20±2.68

13.79±2.30

4.999

0.000

直线速率/（μm/s）

22.40±6.55

21.13±4.48

-0.507

0.618

曲线速率/（μm/s）

57.35±10.47

49.82±11.46

-1.553

0.143
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2.5　两组睾丸GRP78、Mfn2蛋白相对表达量比较

两组 GRP78、Mfn2 蛋白相对表达量比较，差异

均有统计学意义（P <0.05），模型组 GRP78 蛋白相对

表达量较对照组高，Mfn2 蛋白相对表达量较对照组

低。见表 3 和图 6。

2.6　高脂饮食诱导肥胖大鼠睾丸支持细胞 Mi、ER

结构及相关蛋白表达变化

对照组支持细胞内 Mi 呈圆形，内外膜结构完

整，Mi 嵴密集，排列整齐、清晰；ER 结构正常，排列

成扁囊状。模型组 Mi 显著肿胀，嵴断裂，缺失，呈空

泡状；ER 扩张肿胀，部分网膜断裂。见图 7～9。

1 μm 1 μm

                          对照组                                          模型组

红色箭头示支持细胞间紧密连接。

图5　两组睾丸支持细胞紧密连接超微图像　（×4 000）

对照组 模型组

×100 ×100×200 ×200

图3　两组精子密度及形态结构

免疫荧光染色                                  DAPI 染色                                     Merged 染色

对照组

模型组

图4　两组睾丸ZO-1蛋白的表达　（×400）

表 3　两组睾丸GRP78、Mfn2蛋白相对表达量比较 

（x±s）

组别

对照组

模型组

t 值

P 值

GRP78 蛋白

0.533±0.161

0.932±0.113

3.507

0.025

Mfn2 蛋白

0.946±0.036

0.601±0.035

-4.718

0.009

78 kD

86 kD

42 kD

对照组              模型组

GRP78

Mfn2

β-actin

图6　两组睾丸GRP78、Mfn2蛋白条带

1 μm 1 μm

                            对照组                                       模型组

图7　两组Mi、ER超微图像　（×4 000）
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3 讨论

随着社会发展，人们的生活习惯和饮食结构发

生了显著变化，肥胖率也随之急剧升高。肥胖对睾

丸精子发生功能的影响深远，流行病学研究证明肥

胖可以引起男性不育率上升[10]。实验研究表明，肥

胖不仅在代谢上改变性激素的分泌，也影响睾丸的

组织结构，破坏血睾屏障，造成精子发生受损[11-12]。

本研究结果发现，高脂饮食喂养后大鼠体重较对照

组明显增加，精子活力明显降低，精子畸形率明显

升高，血清雌二醇水平明显升高，睾酮水平明显降

低。正常的睾酮水平是维持精子正常发生的前提

条件，肥胖影响下丘脑-垂体-睾丸轴激素的分泌，

造成男性血液与睾丸中睾酮水平显著降低，雌激素

水平显著升高，从而引起性腺功能减退症[13-14]。除

激素水平变化外，本研究中组织病理学发现肥胖大

鼠肝细胞脂肪变性明显，可见明显的脂滴空泡，睾

丸生精细胞排列稀疏紊乱，细胞变性，油红 O 染色均

可见脂质沉积，表明长期高脂饮食诱导的肥胖可引

起组织器质性改变。

睾丸支持细胞是生精小管内唯一与生精细胞

直接接触的体细胞,被称为生精细胞的“保姆细胞”，

为精子发生提供营养、骨架和免疫屏障，发挥重要

作用[15]。支持细胞形成的紧密连接是血睾屏障的主

要部分，其连接异常导致生精细胞在生精小管内的

移行受阻，可能是少精子症的原因之一。本研究中

超微病理发现肥胖大鼠睾丸支持细胞紧密连接受

损，结构不完整，可见分离和空隙形成。ZO-1 属于

膜结合鸟苷酸激酶家族，是细胞骨架与跨膜蛋白间

重要的连接蛋白之一。当 ZO-1 完整性或数量出现

异常时，细胞紧密连接功能也将随之发生变化，所

以 ZO-1 常作为反映紧密连接间屏障作用及物质转

运的重要指标[16]。本研究中免疫荧光染色观察到肥

胖大鼠睾丸支持细胞内 ZO-1 表达降低，荧光强度减

免疫荧光染色                                  DAPI 染色                                     Merged 染色

对照组

模型组

图8　两组睾丸GRP78蛋白的表达　（×400）

免疫荧光染色                                  DAPI 染色                                     Merged 染色

对照组

模型组

图9　两组睾丸Mfn2蛋白的表达　（×400）
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弱。提示 ZO-1 表达下调可能是肥胖引起睾丸支持

细胞损伤，破坏紧密连接，导致生精功能受损的重

要位点。

Mfn2 是定位于 Mi 外膜上的跨膜动力蛋白，不仅

能调控 Mi 融合，还在细胞能量代谢、细胞凋亡、细胞

增殖、Mi 与 ER 连接、ER 应激及 Mi 自噬等过程中发

挥重要作用[17-18]。本研究结果发现，模型组大鼠支

持细胞 Mi 结构受损，显著肿胀，嵴断裂，缺失，呈空

泡 状 ；Mfn2 表 达 减 少 ，表 明 其 功 能 亦 受 到 影 响 。

GRP78 又称为免疫球蛋白重链结合蛋白，是热休克

家族的成员，作为一种 ER 应激的关键伴侣蛋白，主

要参与蛋白质的合成、转运、折叠，维持蛋白质的正

确构象，在 ER 应激反应中发挥重要作用[19-20]。研究

发现 GRP78 蛋白的异常表达与生殖系统疾病的发

生、发展密切相关[21]。ER 应激与高脂饮食密切相

关，持续过度的 ER 应激会诱导睾丸生精细胞凋亡，

导致睾丸生殖功能受损，影响正常的精子发生。最

近研究表明高脂饮食可诱导小鼠睾丸生精细胞凋

亡，GRP78 蛋白表达水平明显上调，其机制与激活

ER 应激相关信号通路有关[22]。但高脂饮食对睾丸

支持细胞 ER 的影响少有报道。本研究中透射电镜

发现肥胖大鼠支持细胞 ER 明显扩张肿胀，部分网

膜断裂，GRP78 表达明显增加，提示高脂饮食对大鼠

睾丸支持细胞 ER 结构功能产生影响，并可能与 ER

应激有关。细胞内 Mi 和 ER 之间不是孤立存在的细

胞器，两者之间形成动态膜偶联结构，线粒体相关

内 质 网 膜 （mitochondria-associated endoplasmic 

reticulum membranes, MAM）控制细胞内脂质交换、钙

信号传导、细胞存活和细胞代谢的稳态[23-24]。Mfn2

作为 MAM 束缚蛋白，是 MAM 结构和功能维持的关

键，一旦耗竭会引起 MAM 数量增加，导致 ER 应激和

细胞损伤[25-26]。本研究结果中，模型组大鼠紧密连

接的改变可能是由于高脂饮食诱导的肥胖引起大

鼠睾丸支持细胞 Mfn2 表达降低，ER 和 Mi 结构改变，

致使 GRP78 表达升高，处于 ER 应激状态，从而引起

支持细胞损伤，紧密连接破坏，最终导致生精障碍。

但 Mfn2 对睾丸支持细胞 Mi 内质网结构偶联影响的

具体机制及内质网应激的具体表现未来将进一步

进行实验验证。

综上所述，高脂饮食诱导肥胖可引起大鼠生精

障碍，其机制可能与睾丸支持细胞线粒体和内质网

结构功能改变导致紧密连接损伤有关。
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