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昼夜节律紊乱对雄性青少年小鼠下丘脑和睾丸的影响
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摘要　 目的　 探讨昼夜节律紊乱（ＣＲＤ）对青少年小鼠下丘脑神经元变化和睾丸功能的影响。 方法　 选取 ３０ 只 ＳＰＦ 级 １ 月

龄 Ｃ５７ 雄性小鼠，随机分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＣＲＤ 组，每组 １５ 只，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组保持 １２ ｈ 暗 ／ １２ ｈ 明的循环光照，ＣＲＤ 组保持 ２４ ｈ 光

照，造模共计 ６１ ｄ。 统计各组小鼠的生长曲线；利用高架十字迷宫和旷场实验检测小鼠行为变化；利用尼氏染色检测神经元形

态；利用免疫荧光染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测离子钙结合适配器分子 １（Ｉｂａ１）和神经元特异性核蛋白（ＮｅｕＮ）在下丘脑的分

布和表达；利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测睾酮合成相关基因类固醇激素合成急性调节蛋白（ＳｔＡＲ）和 ３β⁃羟基类固醇脱氢酶⁃１（ＨＳＤ３Ｂ１）
以及生精相关基因配子生成素结合蛋白 ２（ＧＧＮＢＰ２）和无精症缺失样（ＤＡＺＬ）在睾丸中的表达情况。 结果 　 在第 ６１ 天时，
ＣＲＤ 组小鼠体质量显著高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组。 高架十字迷宫中，ＣＲＤ 组小鼠进入开臂时间、开臂次数和开臂时间百分比都显著少

于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组小鼠；旷场测试中，ＣＲＤ 组小鼠在中心区停留时间和进入中心区频率都显著少于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组小鼠。 尼氏染色结果

显示 ＣＲＤ 组小鼠下丘脑阳性细胞数量显著少于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组小鼠；免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示 ＣＲＤ 组小鼠下丘脑的 Ｉｂａ１
蛋白表达上调，ＮｅｕＮ 蛋白表达下调。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示 ＣＲＤ 组小鼠睾丸中 ＨＳＤ３Ｂ１ 的表达显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组小鼠，ＧＮＢＰ２
和 ＤＡＺＬ 的表达显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组小鼠。 结论　 ＣＲＤ 处理不仅会导致青少年小鼠出现焦虑抑郁样行为，同时还会降低雄性

青少年小鼠生精能力。
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　 　 地球自转经历着 ２４ ｈ 的光 ／暗交替，为了适应

这种环境循环，生物进化出了昼夜节律的生理机

制［１］。 但随着社会迅速发展，青少年昼夜节律紊乱

（ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒ， ＣＲＤ） 现象日趋严重，
ＣＲＤ 将造成青少年身体发育异常、认知记忆能力受

损以及产生抑郁焦虑情绪等［２］。 下丘脑是哺乳动

物调控昼夜节律的中枢结构，视网膜接收的光信号

首先被传递至下丘脑视交叉上核（ ｓｕｐｒａｃｈｉａｓｍａｔｉｃ
ｎｕｃｌｅｕｓ，ＳＣＮ），然后信号通过神经系统和激素释放

系统反馈至下游脑区，最后通过调控时钟相关基因

的表达实现昼夜周期的调节［３］。
同时，下丘脑是哺乳动物生殖调控的核心器官，

下丘脑分泌释放的激素对雄性动物睾丸的发育和精

子的产生至关重要［４］。 研究［５］报道，ＣＲＤ 会损害雄

性大鼠生殖系统，睾丸出现病理性损伤，支持细胞数

量和精子数量低于正常大鼠。 男性青少年下丘脑和

睾丸还处于快速发育成熟的阶段，同时 ＣＲＤ 广泛存

在于青少年群体，但缺乏 ＣＲＤ 对青少年小鼠下丘脑

和睾丸的系统性研究，因此，该研究旨在探究 ＣＲＤ
对雄性青年小鼠下丘脑和睾丸的影响，为神经系统

和繁殖系统的相互作用提供新的视角。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物 　 实验用 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠购

自上海斯莱克实验动物有限责任公司，动物许可证

号为 ＳＣＸＫ（沪）２０２２⁃０００４。 随机挑选 １ 月龄雄性子

代 ３０ 只，实验分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＣＲＤ 组，每组 １５
只。 实验动物室内温度 ２３ ～ ２５ ℃ ， 相对湿度（５５
± １０）％ ，保证小鼠自由采食和饮水。 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组保

持 １２ ｈ 暗 ／ １２ ｈ 明的循环光照，ＣＲＤ 组保持 ２４ ｈ 光

照，光照处理 ６１ ｄ［６］。
１． ２　 主要材料　 高架十字迷宫和旷场箱均购自深

圳市 瑞 沃 德 生 命 科 技 有 限 公 司； 冰 冻 切 片 机

（ＣＭ１９５０）购自德国 Ｌｅｉｃａ 公司；实时荧光定量 ＰＣＲ
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仪（ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏＴＭ３）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎ⁃
ｔｉｆｉｃ 公司；荧光倒置显微镜（Ｔｉ２⁃ｕ）和激光共聚焦显

微镜（Ｃ２）购自日本尼康公司；多功能成像系统（ＦＵ⁃
ＳＩＯＮ Ｆｘ６）购自法国 Ｖｉｌｂｅｒ 公司。 尼氏染色试剂盒

购自北京索莱宝科技有限公司；多克隆兔抗 Ｉｂａ１ 和

多克隆鼠抗 ＮｅｕＮ 购自美国 Ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司；山羊抗鼠 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ 和山羊抗兔 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ 购自

北京博奥森生物技术有限公司；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 八联管、
各种型号枪头、离心管均购自上海科进生物技术有

限公司；４％多聚甲醛固定液购自武汉博士德生物工

程有限公司；ＲＮＡ 提取试剂盒、反转录试剂盒和

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂购自南京诺唯赞公司；
多克隆兔抗 ＧＡＰＤＨ 购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司；ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒购自北京酷来搏科技有限公

司。
１． ３　 生长曲线　 将 １ 月龄小鼠体质量作为初始体

质量，然后每 ４ 天记录 １ 次子代体质量，共计 ６１ ｄ。
１． ４　 行为实验

１． ４． １　 高架十字迷宫实验　 把小鼠放在十字迷宫

的中心位置，记录小鼠 ５ ｍｉｎ 内进入开臂、闭臂的次

数及在两臂滞留的时间。 并计算小鼠进入开臂次

数、在开臂滞留时间及在开臂滞留时间占总时间的

百分比。
１． ４． ２　 旷场实验　 待小鼠 ３ 月龄时进行动物行为

学实验。 从旷场箱中心区中心点投放小鼠，记录小

鼠 ５ ｍｉｎ 内在旷场箱中的总移动距离、进入中心区

频率和在中心区停留时间。
１． ５　 尼氏染色　 行为学试验结束后安乐处死各组

小鼠。 利用 ＰＢＳ 对小鼠进行充分灌注后迅速剥离

小鼠脑组织，然后 ４％ 多聚甲醛固定和蔗糖梯度脱

水。 脱水完成后利用冰冻切片将脑组织切成 ５ μｍ
厚的脑片，将脑片黏附至载玻片。 尼氏染色流程如

下：依次过 ｄｄＨ２Ｏ １ ｍｉｎ、７０％乙醇 １ ｍｉｎ、９５％乙醇

５ ｍｉｎ、１００％乙醇 １０ ｍｉｎ、二甲苯 ２０ ｍｉｎ、１００％乙醇

１０ ｍｉｎ、９５％ 乙醇 １ ｍｉｎ、５０％ 乙醇 １ ｍｉｎ、甲基紫溶

液 １０ ｍｉｎ（５６ ℃水浴加热）、分化液 １ ｍｉｎ、１００％ 乙

醇 ５ ｍｉｎ、二甲苯 ２０ ｍｉｎ，最后封片显微镜下观察。
１． ６　 免疫荧光　 将经固定和脱水后的小鼠脑组织

切 １０ μｍ 厚的脑片，然后进行免疫荧光试验。 免疫

荧光流程如下：０． ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 室温通透细胞 ２０
ｍｉｎ，通透结束后用 ＰＢＳ 轻洗 ３ 次；５％ ＢＳＡ⁃ＰＢＳ 溶

液室温封闭 ３０ ｍｉｎ，封闭结束后用吸出溶液，不洗；
湿盒 ４ ℃ 过夜孵育 Ｉｂａ１ 抗体和 ＮｅｕＮ 抗体 （均

１ ∶ ２５０稀释），结束用 ＰＢＳ 轻洗 ３ 次；室温避光孵育

二抗（１ ∶ １ ０００稀释） ２ ｈ，结束后 ＰＢＳ 洗 ３ 次；用
ＤＡＰＩ（１ ∶ ５ ０００稀释）染核，室温避光孵育 １５ ｍｉｎ，
结束用 ＰＢＳ 洗 ３ 次；封片后利用激光共聚焦显微镜

下成像观察。
１． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验 　 每组随机挑选 ３ 只小鼠

提取下丘脑蛋白，然后利用 ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒测

定蛋白浓度。 制备 １２％的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶，每孔加

入 ３０ μｇ 蛋白样品，然后 ８０ Ｖ 恒压电泳 ３０ ｍｉｎ，１２０
Ｖ 恒压电泳 ６０ ｍｉｎ；将 ＰＶＤＦ 膜在甲醇中活化 １
ｍｉｎ，随后 ２００ ｍＡ 恒流转膜 ２ ｈ，将蛋白转到 ＰＶＤＦ
膜上；将 ＰＶＤＦ 膜置于 ５％ 的脱脂奶粉中封闭 １ ｈ，
洗膜后分别将膜与多克隆兔抗 Ｉｂａ１（１ ∶ １ ０００）、多
克隆鼠抗 ＮｅｕＮ（１ ∶ １ ０００）和多克隆兔抗 ＧＡＰＤＨ
（１ ∶ ５０ ０００）４ ℃下摇床孵育过夜；次日，一抗孵育

完成后用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，然后用相应二抗在室温

下孵育 １ ｈ；在 ＥＣＬ 化学发光显影后用 Ｖｉｌｂｅｒ ＦＵ⁃
ＳＩＯＮ Ｆｘ６ 成像系统采集图像，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分

析各组蛋白条带的灰度值。
１． ８　 实时荧光定量 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ　 根据试剂盒的说明

书提取睾丸总 ＲＮＡ。 使用分光光度计评估 ＲＮＡ 的

纯度和浓度。 ＲＮＡ 样本的 ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０在 １. ８ ～ ２. ０
之间，ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２３０≥２. ０。 根据试剂盒说明书逆转录

合成 ｃＤＮＡ。 检索 ＮＣＢＩ 中的相关基因的基因序列，
使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５. ０ 软件设计引物，并交由擎科

梓熙生物技术 （成都） 有限公司合成。 使用 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 方法检测基因的表达，每个样品重复 ３ 次，
ＧＡＰＤＨ 作为内参基因校正。 ＳｔＡＲ 上游引物：５′⁃
ＡＣＣＴＣＧＧＴＧＣＴＴＴＡＡＧＧＴＧＡ⁃３′，下游引物：５′⁃ＡＧＣ⁃
ＣＡＣＡＧＴＧＴＴＴＧＣＴＧＡＡＧ⁃３′；ＨＳＤ３Ｂ１ 上游引物：５′⁃ＴＣ⁃
ＡＴＴＣＣＣＡＧＧＣＡＧＡＣＣＡＴＣＣ⁃３′，下游引物：５′⁃ＣＣＣＴ⁃
ＧＣＡＡＣＡＴＣＡＡＣＴＧＡＧＣＴＧ⁃３′；ＤＡＺＬ 上游引物：５′⁃
ＣＡＴＣＡＧＣＡＡＣＣＡＣＡＡＧＴＣＡＡＧＧ⁃３′，下游引物： ５′⁃
ＧＡＧＡＣＡＡＡＴＣＣＡＴＡＧＣＣＣＴＴＣＧ⁃３′；ＧＧＮＢＰ２ 上游引

物：５′⁃ＣＴＣＡＴＴＧＧＴＧＡＡＣＴＴＧＡＣＴＧＣ⁃３′，下游引物：
５′⁃ＴＣＡＣＴＧＣＴＴＴＣＴＣＧＴＣＴＧＣＧＧＴＧ⁃３′；ＧＡＰＤＨ 上游

引物：５′⁃ＣＴＣＡＴＧＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣ⁃３′，下游引物：
５′⁃ＣＡＣＡＴＴＧＧＧＧＧＴＡＧＧＡＡＣＡＣ⁃３′。 ｑＰＣＲ 反应体

系 ２０ μｌ：ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μｌ，ｃＤＮＡ １ μｌ，
上、下游引物各 ０. ４ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ ８. ２ μｌ。 反应条件：
９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ；９５ ℃变性 １０ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，
３９ 个循环；读取溶解曲线。 采用 ２ － ΔΔＣＴ法计算出各

个基因相对表达量。
１． ９ 　 统计学处理 　 该研究数据分析采用软件为

ＳＰＳＳ ２１. ０，图片分析软件为 Ｉｍａｇｅ Ｊ，作图软件为
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ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０。 利用独立 ｔ 检验分析两组间是

否存在显著性差异，试验结果以 �ｘ ± ｓ 表示，Ｐ ＜ ０. ０５
即认为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＣＲＤ 对青年小鼠体质量的影响　 两组青少年

小鼠在前 ５ 天体质量的增长速度均较快，但与 Ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ 组小鼠相比，ＣＲＤ 组小鼠体质量增长更明显，在
第 ３７ 天、５３ 天和 ６１ 天时 ＣＲＤ 组小鼠的体质量显著

高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组小鼠（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 １。

图 １　 两组小鼠生长曲线

Ｆｉｇ． １　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ
∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

２． ２　 行为实验　 高架十字迷宫结果显示 ＣＲＤ 组小

鼠进入开臂时间、进入开臂次数和进入开臂时间百

分比都显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组小鼠［ ｔ ＝ ３. １３８（进入开

臂时间）、ｔ ＝ １. ９３６（进入开臂次数）、ｔ ＝ ３. １５１（进入

开臂时间百分比），Ｐ ＜ ０. ０５］，见图 ２Ａ － ２Ｃ。 旷场

测试结果显示两组小鼠运动距离差异无统计学意

义，但 ＣＲＤ 组小鼠进入中心区频率极显著低于 Ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ 组小鼠（ ｔ ＝ ３. ４２３，Ｐ ＜ ０. ０１），ＣＲＤ 组小鼠在中

心区停留时间显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（ ｔ ＝ ２. ３６３，Ｐ ＜
０. ０５），见图 ２Ｄ －２Ｆ。
２． ３　 ＣＲＤ 对青少年小鼠神经元形态数量的影响　
对青少年小鼠下丘脑结构进行分区，将下丘脑分为

背内侧核（ｄｏｒｓｏｍｅｄｉａｌ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ｎｕｃｌｅｕｓ，ＤＭＨ）、
腹内侧核（ｖｅｎｔｒｏｍｅｄｉａｌ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ｎｕｃｌｅｕｓ， ＶＭＨ）
和弓状核（ ａｒｃｕａｔｅ ｎｕｃｌｅｕｓ， ＡＲＣ），见图 ３Ａ。 ＣＲＤ
组小鼠出现更多损伤神经元，主要表现为细胞呈不

规则形状、细胞核皱缩和细胞染色更深等，见图 ３Ｂ。
对下丘脑神经元细胞数量进行统计，结果显示 ＣＲＤ
组小鼠 ＤＭＨ、ＶＭＨ 和 ＡＲＣ 脑区的阳性细胞数量都

显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组小鼠（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ３Ｃ。
２． ４　 ＣＲＤ 对青少年小鼠神经活性的影响　 Ｉｂａ１ 免

疫荧光结果显示，Ｉｂａ１ 阳性细胞均匀分布于 ＣＲＤ 组

小鼠下丘脑 ＤＭＨ、ＶＭＨ 和 ＡＲＣ 脑区，而在 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组小鼠中，Ｉｂａ１ 阳性细胞零星分布于 ＶＭＨ 和 ＡＲＣ
脑区 ，见图４ Ａ 。ＣＲＤ组小鼠下丘脑ＤＭＨ和ＶＭＨ

图 ２　 小鼠高架十字迷宫和旷场测试结果

Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｃｒｏｓｓ ｍａｚｅ ａｎｄ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ
Ａ： Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｅｎｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ａｒｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ； Ｂ： Ｔｉｍｅ ｓｐｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ａｒｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ； Ｃ： Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ

ｔｉｍｅ ｓｐｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ａｒｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ； Ｄ： Ｄｉｓｔａｎｃｅ ｔｒａｖｅｌｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ； Ｅ： Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｅｎｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｅｎｔｅｒ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ
ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ； Ｆ： Ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｙｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｎｔｅｒ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．
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图 ３　 尼氏染色结果 × ４００
Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ × ４００

Ａ： Ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ｓｕｂｒｅｇｉｏｎｓ； Ｂ： Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ｒｅｇｉｏｎｓ； Ｃ： Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｏｕｎｔｓ ｏｆ Ｎｉｓｓｌ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ

ｖａｒｉｏｕｓ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ｒｅｇｉｏｎｓ；∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

脑区 Ｉｂａ１ 的荧光强度显著高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 （ Ｐ ＜
０. ０５），见图 ４Ｂ。 ＮｅｕＮ 免疫荧光结果显示 ＮｅｕＮ 阳

性细胞均匀分布于 ＤＭＨ 脑区，而在 ＶＭＨ 和 ＡＲＣ
脑区呈团聚状，见图 ４Ｃ。 同时，ＣＲＤ 组小鼠 ＤＭＨ
和 ＶＭＨ 脑区 ＮｅｕＮ 的荧光强度极显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组小鼠（Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ４Ｄ。
２． ５　 ＣＲＤ 对青少年小鼠下丘脑 Ｉｂａ１ 和 ＮｅｕＮ 蛋

白表达的影响　 ＣＲＤ 处理完成后，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
技术对 Ｉｂａ１ 和 ＮｅｕＮ 蛋白在下丘脑的表达进行检

测。 结果显示，ＣＲＤ 组下丘脑 Ｉｂａ１ 蛋白表达极显著

高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（ ｔ ＝ ６. ０２２，Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ５Ａ、５Ｂ；
ＣＲＤ 组下丘脑 ＮｅｕＮ 蛋白表达极显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组（ ｔ ＝ ６. ５０６，Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ５Ａ、５Ｃ。
２． ６ 　 ＣＲＤ 对睾丸发育及激素分泌的影响 　 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 结果显示，与睾酮分泌的 ２ 个基因，ＳｔＡＲ 在两

组小鼠睾丸中的表达差异不显著，而 ＨＳＤ３Ｂ１ 在

ＣＲＤ 组小鼠睾丸中的表达显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组小鼠

（ ｔ ＝ ４. ５２４，Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ６Ａ、６Ｂ。 与睾丸生精的

两个基因，ＧＧＮＢＰ２ 和 ＤＡＺＬ 在 ＣＲＤ 组小鼠睾丸中

的表达都显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组小鼠［ ｔ ＝ １. ７７０（ＧＧＮ⁃
ＢＰ２），ｔ ＝ ３. ６４６（ＤＡＺＬ），Ｐ ＜ ０. ０５］，见图 ６Ｃ、６Ｄ。

３　 讨论

　 　 ＣＲＤ 是全球性的健康难题，ＣＲＤ 增加了癌症、
心血管疾病、免疫炎症和代谢失调等疾病的发生率，
在青少年群体中，ＣＲＤ 所导致的肥胖和抑郁焦虑尤

为常见［３］。 在该研究中，ＣＲＤ 导致青年小鼠体质量

显著增加。 研究［７ － ８］ 表明，２４ ｈ 不睡将导致青少年

身体能量消耗增加约 ７％ ，能量消耗刺激下丘脑外

侧食欲素能神经元产生食欲素，从而增加对食物的

摄取，长期 ＣＲＤ 会增加肥胖风险。 ＣＲＤ 还是人类

产生情绪障碍的重要诱因，Ｑｉａｎ ｅｔ ａｌ［９］ 研究表明

ＣＲＤ 的工人患抑郁和焦虑的风险比正常工人高出

２５％ ～４０％ 。 动物研究［８］ 表明急性睡眠剥夺（ｓｌｅｅｐ
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，ＳＤ）会使小鼠产生抑郁焦虑样行为。 该

研究动物行为结果显示 ＣＲＤ 增加小鼠抑郁焦虑倾

向，揭示青年小鼠在 ＣＲＤ 影响下可能产生抑郁焦虑

样行为。
动物行为是中枢神经系统复杂的、多层次的、动

态的最终输出，它控制着动物的运动和情绪，而下丘

脑是控制动物昼夜节律的起搏器，ＣＲＤ 将影响下丘

脑神经元的活动。 该研究显示 ＣＲＤ 小鼠下丘脑神

经元发生形态学变化，神经元细胞缩小并呈不规则

形状，细胞核皱缩和颜色加深等，说明 ＣＲＤ 致使下

丘脑神经元损伤。 而神经元的形态功能与动物行为

学表型密切相关，神经元形态功能异常将导致小鼠

抑郁焦虑样行为［１０］。
小胶质细胞是中枢神经系统中重要的免疫细

胞，其中 Ｍ１ 型小胶质细胞标志物 Ｉｂａ１ 蛋白的表达

与神经炎症密切相关，研究［８］ 表明，抑制小胶质细

胞活化可以有效预防神经元损伤，因此，该研究进一

步探究小胶质细胞状态与 ＣＲＤ 的关系。 结果显示，
ＣＲＤ 增加了小鼠下丘脑 ＤＭＨ 和 ＶＭＨ 脑区 Ｉｂａ１ 蛋

白的表达，说明 ＣＲＤ 增加了下丘脑神经炎症的风

险。 Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ［１１］研究表明 ＣＲＤ 将导致大鼠海马区

Ｉｂａ１ 阳性细胞数量增加，结合该研究下丘脑 Ｉｂａ１ 免

疫荧光染色结果，推测 ＣＲＤ 可能增加多个脑区 Ｉｂａ１
的表达，进而诱发神经炎症。 ＮｅｕＮ 是神经元有丝分

裂后的独特标记，ＮｅｕＮ 蛋白的表达与神经发育和神

经发生密切相关，ＮｅｕＮ 反应性丧失是神经元退化的
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图 ４　 下丘脑 Ｉｂａ１ 和 ＮｅｕＮ 蛋白的定位和表达 × ２００
Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｉｂａ１ ａｎｄ ＮｅｕＮ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ × ２００

Ａ： Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｉｂａ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ； Ｂ： Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｉｂａ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ； Ｃ： Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮｅｕＮ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ； Ｄ： Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＮｅｕＮ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ；ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＣＲＤ ｇｒｏｕｐ；∗Ｐ ＜

０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ５　 ＣＲＤ 后各组下丘脑 Ｉｂａ１ 和 ＮｅｕＮ 表达情况

Ｆｉｇ． ５　 Ｉｂａ１ ａｎｄ ＮｅｕＮ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ａｆｔｅｒ ＣＲＤ

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｂａｎｄｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ； Ｂ， Ｃ： Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＣＲＤ ｇｒｏｕｐ；∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．
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图 ６　 睾酮分泌及生精相关基因表达结果

Ｆｉｇ． ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ
Ａ： ＳｔＡＲ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； Ｂ： ＨＳＤ３Ｂ１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； Ｃ： ＧＧＮＢＰ２ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； Ｄ： ＤＡＺＬ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＣＲＤ

ｇｒｏｕｐ；∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

标志［１２］。 ＣＲＤ 小鼠下丘脑 ＮｅｕＮ 的表达低于对照

组，说明 ＣＲＤ 是诱导小鼠下丘脑神经元退化的风险

因素。 该研究结果显示，ＣＲＤ 导致小鼠下丘脑 Ｉｂａ１
蛋白表达的上调和 ＮｅｕＮ 蛋白表达的下调可能是小

鼠产生焦虑抑郁样行为的重要诱因。
下丘脑还是控制雄性动物睾丸发育和生殖活动

的重要组织，下丘脑神经系统的异常变化将导致哺

乳动物生殖活动出现紊乱［４］。 睾丸是雄性哺乳动

物的重要生殖器官，其中 ＳｔＡＲ 大量存在睾丸间质

细胞线粒体中，ＳｔＡＲ 蛋白调控睾丸间质细胞产生睾

酮［１３］。 ＨＳＤ３Ｂ１ 可以催化肾上腺前体类固醇转化

为睾酮［１４］。 ＧＧＮＢＰ２ 是维持精子正常形态和精子

分化的重要基因［１５］。 ＤＡＺＬ 调控精子发生时的减数

分裂 过 程［１６］。 该 研 究 结 果 显 示， ＣＲＤ 组 小 鼠

ＨＳＤ３Ｂ１ 基因表达低于对照组，说明 ＣＲＤ 是导致小

鼠睾酮合成分泌减少的风险因素。 同时，ＣＲＤ 小鼠

生精相关基因 ＤＡＺＬ 和 ＧＧＮＢＰ２ 表达也低于对照

组，说明 ＣＲＤ 可能会导致雄性青年小鼠生精能力下

降。
综上所述，ＣＲＤ 会增加青少年小鼠肥胖的风

险，并导致青少年小鼠出现抑郁焦虑样行为。 ＣＲＤ
将造成青少年小鼠下丘脑神经元形态异常，并上调

Ｉｂａ１ 蛋白的表达和下调 ＮｅｕＮ 蛋白的表达。 ＣＲＤ 处

理还影响青少年小鼠睾酮的生成和分泌，降低睾丸

生精能力。 该研究提示 ＣＲＤ 不仅导致青少年小鼠

下丘脑神经元异常，同时还降低雄性青少年的生殖

能力，但下丘脑神经元变化和睾丸生殖功能下降的

深入机制还有待进一步研究。
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ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｉｃ ｃａｐａｃｉｔｙ ｉｎ ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｉｒｔｙ ＳＰＦ ｇｒａｄｅ Ｃ５７ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉ⁃
ｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ＣＲＤ ｇｒｏｕｐｓ ｗｉｔｈ １５ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｋｅｐｔ １２ ｈ ｄａｒｋ ／ １２ ｈ ｂｒｉｇｈｔ
ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｌｉｇｈｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ＣＲＤ ｇｒｏｕｐ ｋｅｐｔ ２４ ｈ ｌｉｇｈｔ． Ｔｈｅ ｔｒｉａｌ ｌａｓｔｅｄ ｆｏｒ ６１ ｄａｙｓ． Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｃｏｕｎｔｅｄ； ｔｈｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ ａｎｄ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｍｉｃｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ；
ｎｅｕｒｏｎａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｖｉｓｕａｌｉｚｅｄ ｂｙ Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｉｏｎｉｚｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ａｄａｐｔｅｒ ｍｏｌｅｃｕｌｅ
１ （Ｉｂａ１） ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｎｕｃｌｅａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ （ＮｅｕＮ） ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃ ａｃｕｔｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ （ＳｔＡＲ）
ａｎｄ ｈｙｄｒｏｘｙ⁃ｄｅｌｔａ⁃５⁃ｓｔｅｒｏｉｄ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ３ ｂｅｔａ⁃ ａｎｄ ｓｔｅｒｏｉｄ ｄｅｌｔａ⁃ｉｓｏｍｅｒａｓｅ １ （ＨＳＤ３Ｂ１） ａｎｄ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ⁃
ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｇａｍｅｔｏｇｅｎｅｔｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ （ＧＧＮＢＰ２） ａｎｄ ｄｅｌｅｔｅｄ ｉｎ ａｚｏｏｓｐｅｒｍｉａ⁃ｌｉｋｅ （ＤＡＺＬ） ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒ⁃
ｍｉｎｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ＣＲＤ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ６１
ｄａｙｓ； ｉｎ ｔｈｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ， ｔｈｅ ｔｉｍｅ， ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ， ａｎｄ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ａｒｍ ｏｆ ｔｈｅ ＣＲＤ
ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ， ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｃｅ ｉｎ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ； ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅ ｒｅｓｉｄｅｎｃｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ａｒｅａ ｉｎ ｔｈｅ ＣＲＤ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｔｈｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｅｎｔｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ａｒｅａ ｉｎ ｔｈｅ ＣＲＤ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｎｉｓｓｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ
ＣＲＤ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ Ｉｂａ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ＮｅｕＮ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ
ｏｆ ｔｈｅ ＣＲＤ ｇｒｏｕｐ． Ｉｎ ｔｈｅ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＳＤ３Ｂ１ ｉｎ ｔｈｅ ＣＲＤ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗ⁃
ｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＧＮＢＰ２ ａｎｄ ＤＡＺＬ ｉｎ ｔｈｅ ＣＲＤ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ＣＲＤ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃａｎ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｌｅａｄ ｔｏ ｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ａｄｏｌｅｓ⁃
ｃｅｎｔ ｍｉｃｅ ｂｕｔ ａｌｓｏ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｍａｌｅ ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 Ｃ５７ ｍｉｃｅ； ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒ； ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ； ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ； ｔｅｓｔｉｓ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｓ　 Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （Ｎｏ． ２０２３ＮＳＦＳＣ０１２４）； Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｚｉｇｏｎｇ ｏｆ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （Ｎｏｓ． ２０２３ＹＫＹ１１， ２０２３⁃ＮＫＹ⁃０２⁃１３，２０２３⁃ＮＫＹ⁃０２⁃１４）；
Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｚｉｇｏｎｇ Ｈｅａｌｔｈ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ （Ｎｏ． ２２ｙｂ００１）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｗｕ Ｊｉａｎｆｅｉ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： １７９５０７２０９＠ ｑｑ． ｃｏｍ
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