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模拟微重力条件下C离子辐射对小鼠生殖器官的影响*
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摘暋要:探究模拟微重力条件下不同剂量 C离子辐射对雄性动物生殖器官的急性影响,以期了解

空间环境辐射所致机体生殖系统的损伤。采用小鼠尾部悬吊模型地面模拟微重力状态1周后,利

用重离子加速器提供的C离子辐照处理,检测了生殖器官脏器系数及精子密度、组织形态变化、

DNA损伤以及细胞凋亡各项指标。结果表明,微重力和 C离子辐射均能引起睾丸损伤,且1Gy
单纯辐照组中损伤最为严重。此外发现,模拟微重力能够在一定程度上降低辐射诱导的损伤,其内

在机制有待于进一步的研究。
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1暋引言

暋暋随着载入航天事业的发展,在人类开发和利用

太空的活动中,航天员和太空旅行者无疑会受到来

自太空辐射以及失重状态的威胁,机体原有的内环

境稳态将被严重破坏。已有研究表明,微重力环境

可以导致细胞结构和功能的改变,进而导致机体发

育异常,以及循环、血液、神经、肌肉、骨骼、内分

泌和免疫等多个系统的病变[1]。对雄性生殖器官而

言,微重力可造成睾丸的形态结构变化,降低睾酮

的分泌水平和促进睾丸细胞的凋亡等[2]。高能重离

子虽然仅占太空离子辐射通量的1%,但其对生物

效应的贡献极大[3]。与常规射线(X 或毭射线)相
比,高传能线密度(LET)的重离子对遗传物质能够

诱导更为复杂和高效的损伤[4],表现出更高的细胞

致死和致肿瘤效应。我们的前期研究表明,C离子

辐照能够导致睾丸组织氧化损伤、细胞周期阻滞、
激素水平改变、DNA 链断裂和细胞凋亡率增加

等[5-6]。因此,在载人航天科技发展迅猛的时代,
关于研究空间环境对机体生殖系统的影响及防护已

迫在眉睫。
暋暋目前,有关地面模拟微重力条件下辐射生物学

的研究大都集中在常规射线的研究,对重离子与模

拟微重力复合作用下的机体应答报道较少。本实验

采用公认的尾部悬吊模型进行地面模拟微重力状

态[7],C离子束辐照在中国科学院近代物理研究所

兰州重离子研究装置(HIRFL)上进行,以昆明鼠重

要雄性生殖器官———睾丸为主要研究对象,探讨模

拟空间环境对生殖系统的影响,为保护宇航员和太

空旅行者的健康安全提供科学依据。

2暋材料方法

2.1暋实验材料

暋暋健康昆明种雄性小鼠56只,质量为30—35g,
由兰州生物制品研究所提供。动物适应饲养1周

后,按体重配对随机分组。随机分成7组,每组8
只。按陈杰等[8]的方法,悬吊期间小鼠始终保持约

-30曘的头低位模拟微重力效应。动物单笼饲养、
自由进食、饮水和活动。动物室饲养环境温度为
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(20暲2)曟,同时12h光照和黑暗交替循环。

2.2暋照射条件

暋暋重离子照射在 HIRFL肿瘤治疗终端上进行,
本次实验采用的束流为12C6+ 离子束,能量为235
MeV/u,LET 为 26.9keV/毺m,吸 收 剂 量 率 为

1Gy/min,照射剂量分别为0,0.2,0.4,0.8,同

时1.0Gy。

2.3暋实验处理

暋暋 实验动物处理分为 7 个组,即正常对照组

(CK),1.0Gy单纯照射组(IR,Irradiatedgroup),
单纯微重力处理组(SUS,tail灢suspendedgroup),

0.2Gy辐照微重力处理组(0.2Gy+SUS),0.4Gy
辐照微重力处理组(0.4Gy+ SUS),0.8Gy辐照

微重力处理组(0.8Gy+SUS),1.0Gy辐照微重力

处理组(1.0Gy+ SUS)。正常对照组中的受试动

物不经过任何照射和微重力处理;单纯照射组中的

受试动物仅接受全身照射处理;单纯微重力处理组

仅对受试动物进行微重力处理;受试动物首先悬尾

模拟微重力状态一周后,再进行不同剂量C离子辐

照处理,继续吊尾24h后取材。

2.4暋睾丸、附睾脏器系数及精子密度测定

暋暋称取小鼠重量,采用颈椎脱臼法处死小鼠,剖

开腹腔后观察睾丸、附睾的外观形态变化,分离双

侧睾丸和附睾,用解剖针除去周围脂肪组织并称量

记录。睾丸和附睾脏器系数:睾丸和附睾系数=双

测睾丸或附睾重量/体重。另外,将左侧附睾置于1
ml的PBS缓冲液中(37曟恒温水浴),用眼科剪充

分剪碎,静置20min,收集附睾精子滤液滴入血细

胞计数板,精子计数按血细胞计数法进行。

2.5暋组织切片检测

暋暋取出左侧睾丸,10%甲醛固定,梯度酒精脱水,
二甲苯透明,常规石蜡包埋,切片厚度5毺m,苏木

精灢伊红染色后用光镜观察病理组织学变化。

2.6暋单细胞电泳

暋暋在 Hartmanne等[9]描述的方法基础上稍作改

动,制备单细胞悬浮液并调节每张载玻片的细胞数

为103—104个;在含高离子浓度去污剂裂解液中裂

解2h;碱性条件下解旋20min,电泳30min(300
mA,25V);0.4mol/l三羟甲基氨基甲烷(Tris,

pH 值为7.5)中和,2毺g/ml溴化乙锭染色;以上

操作均在低温和弱光下进行。每张片子随机挑选

50个细胞,用 Casp1.22(Poland)专业图像分析软

件检测 DNA 尾距 (TailMoment)。尾距是尾部

DNA占总DNA的百分比与头、尾部中心间距的乘

积。

2.7暋TUNEL染色测细胞凋亡

暋暋石蜡切片经常规脱蜡水化后,PBS冲洗2暳3
min;用0.1MpH6.0的柠檬酸盐缓冲液经750W
微波修复5min,PBS冲洗3暳3min;用含3%BSA
和20%正常小牛血清的pH7.5的 Tris灢HCL在37
曟温箱中湿盒孵育30min,滴加50毺l的 TUNEL
反应混合液,在湿盒中37 曟孵育60min,PBS冲

洗3暳3min;再滴加二抗37曟温箱中湿盒孵育30
min,PBS冲洗3暳3min,DAB显色,阳性对照采

用DNA酶I(100U/100ul)在湿盒中37曟孵育30
min代替柠檬酸盐缓冲液修复,其余步骤与正常染

色同;阴性对照采用50毺l不含TDT酶的核苷酸混

合液替代TUNEL反应混合液。每批次实验均设立

阴性、阳性对照。细胞凋亡指数(AI),TUNEL反

应阳性为棕黄色或深褐色,高倍镜倍镜(40暳10)下
选定5—10个视野,每个视野计数100—200个细

胞,总共计数500—1000个细胞,计算其中的凋亡

细胞数所占比例。

2.8暋数据统计分析

暋暋所有数值表示为均数暲标准差,各组均数采用

单因素方差分析,采用SPSS11.5统计软件和 Ori灢
gin7.0绘图软件。

3暋结果

3.1暋C离子辐照复合模拟微重力对小鼠睾丸、附

睾脏器系数及精子密度的影响

暋暋表1显示所有处理组较CK组小鼠睾丸及附睾

脏器系数均有不同程度的减少,除单纯辐照处理组

外(p<0.05),其余处理组脏器系数与对照组相比

均无显著统计学差异。精子密度是评价雄性动物生

育能力的重要指标之一,在模拟微重力条件下,随

着C离子辐照剂量的增加(p<0.05或0.01),小鼠

精子密度明显低于CK组以及SUS组,且IR组的

小鼠精子计数低于CK组34.5%。
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3.2暋C离子辐照复合模拟微重力引起的小鼠睾丸

病理变化

暋暋光镜下病理阅片结果(图1)表明,CK 组生精

小管界膜完整平坦,细胞层次宽,各级生精细胞排

列规则,基底面至腔面可见精原细胞、初级精母细

胞和精子细胞等各个发育阶段的细胞,腔内可见成

熟精子,血管丰富,间质细胞结构良好。SUS组的

小鼠睾丸保持了较为完整的生精小管结构,各级生

精细胞排列略为紊乱,生精小管直径明显缩小;辐

照复合微重力处理后,生精上皮(管壁)明显变薄,
细胞层次减少,各级生精细胞排列紊乱甚至脱落及

缺失,数量明显减少;而IR 组的小鼠生精小管发

生了严重的退化变性、萎缩和空泡化,甚至消失,
其中管腔内成熟精子明显减少,甚至没有。

表1暋模拟微重力下C离子辐照对小鼠睾丸、附睾脏器系数及精子密度的影响*

组别

(Group)

睾丸脏器系数

/(mg/g)

质量损失率

(%)

附睾脏器系数

/(mg/g)

质量损失率

(%)

附睾精子数

/(暳106/ml)

CK 6.26暲0.63 0 2.51暲0.23 0 18.13暲2.12

SUS 5.87暲1.10 6.23 2.34暲0.25 6.77 16.87暲1.16

0.2Gy+SUS 5.49暲0.92 12.30 2.32暲0.21 7.57 16.30暲1.57

0.4Gy+SUS 4.48暲0.96 28.43 2.11暲0.19 15.93 13.97暲1.36a

0.8Gy+SUS 4.57暲0.83 26.99 2.18暲0.20 13.15 14.20暲1.60a

1.0Gy+SUS 4.42暲0.42 29.39 2.07暲0.17 17.53 13.10暲1.47b

IR(1.0Gy) 4.27暲0.79a 31.79 1.88暲0.17 25.10a 11.87暲0.90b

暋暋暋暋* 与对照组(CK)相比,a:p<0.05,b:p<0.01。

图1 模拟微重力下C离子辐照对睾丸组织的病理影响

(a)CK(X200),(b)SUS(X200),(c)0.2Gy+SUS(X200),(d)0.4Gy+SUS(X200),(e)0.8Gy+SUS(X200),(f)1Gy+SUS
(X200),(g)IR(1.0Gy),箭头表示生精小管。

3.3暋C离子辐照复合模拟微重力诱导小鼠睾丸的

DNA损伤

暋暋图2给出了微重力条件下C离子辐射与 DNA
尾距的效应关系,细胞 DNA 受损越严重,其尾部

的迁移距离越显著。除了SUS组与0.2Gy+SUS

组,其余处理组中 DNA 的损伤程度均明显高于

CK组,且随着辐射剂量的增加,DNA尾距呈现一

定的剂量依赖效应。在本实验中,1.0Gy单纯重

离子辐照诱导的DNA 损伤最为严重,其尾距是正

常对照组的5.1倍。
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图2 模拟微重力下C离子辐照对睾丸组织 DNA损伤

与对照组(CK)相比,a暋p<0.05,b暋p<0.01和c暋p<0.001。

3.4暋C离子辐照复合微重力诱导小鼠睾丸的凋亡

效应

暋暋如图3所示,TUNEL(POD)法阳性细胞定位

于发生凋亡的细胞核或细胞浆内(少数),着色呈棕

色或褐色。与CK组 AI值相比(2.85暲1.06),所

有处理组均引起了生殖细胞的显著凋亡,其中IR
组中的 AI值约为对照组的4.12倍,且不同类型的

生精细胞包括精原细胞、初级、次级精母细胞以及

精细胞都有不同程度的凋亡发生。在模拟微重力条

件下,睾丸细胞凋亡呈现辐照剂量依赖效应。

暋

图3 模拟微重力下C离子辐照对睾丸生殖细胞凋亡示意图以及效应关系

(a)CK(X100),(b)SUS(X100),(c)1Gy+SUS(X100),(d)IR1Gy(X100),与对照组(CK)相比,a暋p<0.05。

4暋讨论

暋暋睾丸是雄性动物重要的生殖器官,具有生精和

内分泌双重功能。已有研究表明,睾丸对微重力和

重离子辐照的应答都相对敏感[10-11],睾丸的损伤

将可能导致亲代不可逆的生精阻滞、生殖能力异常

或者子代遗传缺陷或畸形。睾丸及附睾的脏器系数

是生殖毒理学中的重要评价标准之一,研究结果显

示,模拟微重力和C离子辐射均能不同程度地改变

小鼠睾丸及附睾的脏器系数,然而仅在IR组中脏

器系数出现了显著降低,说明1.0Gy的 C离子辐

射导致了严重的睾丸萎缩,这与我们以往的实验结

果相一致[5]。且模拟微重力下的C离子辐照(大于

0.4Gy)能够引起精子密度的显著下降,表明小鼠

的精子发生受到了明显抑制。周艺等人发现,模拟

微重力环境会导致大鼠睾酮合成相关基因表达下

调,使其合成受阻,含量下降[12]。Tou等人也报道

在航天飞行中,雄鼠和飞行员睾酮含量都出现了短

暂且剧烈的减少[13]。同样,重离子辐照也能通过

直接损伤睾丸Leydig细胞或者间接调控下丘脑灢垂

体灢睾丸性腺轴影响激素水平[14]。然而,激素水平

的变化如睾酮下降等必将导致精子发生过程的受

阻。

暋暋病理结果显示,SUS组和0.2Gy+SUS组的

小鼠睾丸仍然保持了较为完整的生精小管结构,各

级生精细胞及精子排列有序。0.2Gy以上复合微

重力处理组生精上皮变薄,生精小管直径明显缩

小,且1Gy单纯重离子处理的小鼠部分生精小管

则发生了严重的退化或消失,说明在本实验中微重

力以及重离子辐射两个因素均可造成睾丸的组织形

态改变,且1Gy单纯辐射导致的睾丸形态学变化

大于微重力的。

暋暋在本研究中,模拟微重力条件下,DNA 损伤

水平呈现出一定的量效关系,即随着辐射剂量的增

加,DNA链的断裂程度愈明显,且IR 组的 DNA

·48· 原 子 核 物 理 评 论 第28卷暋



损伤远远大于SUS组的(p<0.001),说明 C离子

辐照在睾丸细胞DNA损伤中的贡献要显著大于微

重力的。已有研究表明,C离子辐射能够直接作用

于DNA分子,所致损伤发生在糖和磷酸的位点,
且其造成的DNA双链断裂与粒子注入呈线性正相

关[15]。

暋暋细胞凋亡是睾丸的正常生精过程中存在的现

象,这是清除过量或受损生殖细胞的一种重要方

式。然而过量的细胞凋亡将会打破凋亡与增殖间的

固有平衡,导致生殖功能异常。如图3结果显示,
与CK组相比,微重力和C离子辐照因素均能诱导

睾丸细胞凋亡率的增加,且在IR组中 AI达到峰值

(p<0.05),说明微重力和C离子辐照处理可促进

小鼠睾丸细胞凋亡。在本实验中睾丸细胞凋亡与

DNA损伤趋势的一致性,表明DNA损伤的不可逆

导致凋亡细胞数量的增多。同时我们还发现,模拟

微重力减少了 C 离子辐射造成的睾丸细胞凋亡。

Canova等人在研究微重力与毭射线的复合效应时,
也发现微重力能够降低射线造成的类淋巴母细胞

TK6凋亡[16]。

5暋结语

暋暋本实验利用地面模拟装置从雄鼠生殖器官的发

育和组织形态变化、DNA 损伤以及凋亡等多个角

度,探讨了微重力与辐射的复合生物学效应。结果

表明,模拟微重力和 C离子辐射均能引起睾丸损

伤,且在1Gy单纯辐照组中损伤最为严重。此外,
我们发现模拟微重力能够在一定程度上减轻辐射诱

导的损伤,此结果与马晓环等人在模拟微重力与毭
射线复合作用于未分化 PC12细胞的研究结果类

似[17],其中的内在机制有待于进一步的研究。本

实验结果为空间辐射危害评价和防护措施的研究提

供了一定的基础数据。
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Abstract:Inthispaperitwasinvestigatedthattheeffectofmodeledmicrogravityontheacuteinjuryin灢
ducedbylowdosesofcarbonionsinthemalereproductiveorgansofmice,assessingtheriskassociated
withthespaceenvironments.Inourstudy,outbredKunmingmicewerestimulatedinmicrogravitybytail
suspension,andthenwereirradiatedwiththelowdosesofcarbonionsdiliueredbyHIRFL,andmeasured
thetestisandepididymiscoefficient,spermnumberofepididymis,histologicalalterations,DNAstrand
breaksandcellapoptosis.Theresultsdemonstratedthatcarbonionsandstimulatedmicrogravitycouldin灢
ducethedamageinthepresentstudy.Moreover,mostseriousinjuryalloccurredintheirradiationgroup.
Inaddition,itwasalsofoundthatthedamageofthecarbonionirradiationcombinedmicrogravitygroup
werelowerthanthoseoftheirradiationgroup,whiletherelatedmechanismneedsthefurtherinvestiga灢
tion.
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