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丙二酸二钠通过抑制琥珀酸脱氢酶活性损伤人精子运动功能
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摘要：目的 揭示琥珀酸脱氢酶（ＳＤＨ）在人精子功能调控中的作用。 方法 将分离纯化后的人精子样本与不同浓

度（１０、２０、４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）ＳＤＨ 抑制剂丙二酸二钠共孵育不同时间（１、２ ｈ）后，试剂盒检测对照组及丙二酸二钠处理组

ＳＤＨ 酶活性，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＳＤＨ 催化亚基（ＳＤＨＡ）蛋白水平。 精子功能研究实验：１）通过计算机辅助精液分析

系统检测丙二酸二钠对未获能精子重要运动参数［前向运动率（ＰＲ）、总活力（ＴＭ）、平均路径速度（ＶＡＰ）］以及获

能精子穿透粘性介质能力的影响；２）伊红⁃苯胺黑法评估丙二酸二钠对精子存活率的作用；３）ＰＳＡ⁃ＦＩＴＣ 染色法检

测丙二酸二钠处理对获能精子顶体反应发生率的影响。 结果 丙二酸二钠不改变人精子中琥珀酸脱氢酶 Ａ
（ＳＤＨＡ）蛋白表达水平，但其能够抑制 ＳＤＨ 酶催化活性、精子前向运动率、总活力以及获能精子穿透粘性介质的能

力，且上述抑制效应同丙二酸二钠浓度正相关。 此外，丙二酸二钠不影响获能精子自发顶体反应发生率。 结论 丙

二酸二钠通过抑制 ＳＤＨ 活性损伤人精子运动功能。
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　 　 不孕不育作为公共卫生健康问题，影响着全球

约 １０％的夫妇［１］。 ５０％不育症的发病同男性因素密

切相关，其中又有约 ３０％是完全由男方因素所致。
全球男性精子质量下降已是不争事实［２］，而精子线

粒体功能异常是导致男性不育的重要诱因之一［３］。
琥珀酸脱氢酶（ｓｕｃｃｉｎａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＳＤＨ）由

ＳＤＨＡ、ＳＤＨＢ、ＳＤＨＣ、ＳＤＨＤ、ＳＤＨＡＦ１ 以及 ＳＤＨＡＦ２
编码的 ６ 种亚基组成，是唯一一种同时参与线粒体氧

化磷酸化和三羧酸循环（ｔｒｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｙｃｌｅ，ＴＣＡ
ｃｙｃｌｅ）的酶复合体［４］。 动物研究发现，将线虫中人

ＳＤＨＡ 同源基因 ｓｄｈａ⁃２敲除后，线虫精子线粒体发生

融合，氧化还原的动态平衡被打破，精子获能及运动

功能受损最终导致雄性不育［５］。 更重要的是，临床研

究发现琥珀酸脱氢酶亚基单核苷酸多态性与不育症

患者精子发生障碍密切相关［６］。 此外，同健康人群相

比，特发性弱精症患者精子中 ＳＤＨ 蛋白表达水平显

著下调，且其在精子中的定位发生改变［７］。 有研究报

道 ＳＤＨ 染色阳性率同人精子运动率及存活率间存在

显著正相关性［８］。 然而，有关 ＳＤＨ 在人精子功能调

控中的作用目前尚未阐明。
丙二酸二钠（ｄｉｓｏｄｉｕｍ ｍａｌｏｎａｔｅ）广泛应用于医

药、染料以及香料的生产过程中。 既往动物研究发

现高浓度丙二酸二钠（１０ ～ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）能够显著抑

制 ＳＤＨ 酶活性并防止心肌缺血 ／再灌注所导致的心

肌梗死［９］。 更重要的是，２０１９ 年剑桥大学有研究表

明丙二酸可以通过内源性转运机制进入线粒体，从
而使化合物及时到达目标部位。 此外，丙二酸具有

有限的毒性，是一种公认的代谢产物，已被用作药物

开发的赋形剂。 因此，该研究认为丙二酸及其钠盐

具备治疗人类心肌缺血 ／再灌注的临床转化价

值［１０］。 基于上述背景，本研究检测了不同浓度丙二

酸二钠（１０、２０、４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）对人精子 ＳＤＨ 酶活性及

精子功能的影响，以期为深入了解丙二酸二钠对男

性生育功能的作用及 ＳＤＨ 酶在其中扮演的角色提

供重要线索。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 临床样本来源：参与本研究的精液捐赠者均

来自 ２０２３ 年 ４ 月至 ２０２３ 年 ９ 月于宜春市人民医院

门诊就诊的健康可育个体。
１􀆰 １􀆰 ２ 　 试 剂： 丙 二 酸 二 钠 （ ｄｉｓｏｄｉｕｍ ｍａｌｏｎａｔｅ，
６３４０９， Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）； 钙霉素 （ ｃａｌｃｉｍｙｃｉｎ，
Ａ２３１８７）（ＨＹ⁃Ｎ６６８７，ＭｅｄｃｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司）；伊红⁃
苯胺黑染色试剂盒（Ｇ２５８１，Ｓｏｌａｒｂｉｏ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ 公

司）；磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）
（Ｐ１０２０，索莱宝科技公司）；ＳＤＨ 酶活性测定试剂盒

（Ａ０２２，南京建成生物工程研究所）； ＳＤＨＡ 抗体

（ＤＦ７０４３， 亲 科 生 物 研 究 中 心 ）； ＧＡＰＤＨ 抗 体

（６０００４⁃１⁃Ｉｇ，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）。 除特殊说明外，其
他试剂均来自于 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ（Ｍｅｒｃｋ 公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 精液样本获取及处理：本研究共纳入 ２０ 例

来源于不同健康可育个体的精液样本。 用于本研

究的人精液样本的获取已得到宜春市人民医院伦

理委员会批准（批准号：２０２３ 医伦审第 ０２０ 号），
并取得所有涉及此项研究受试者的知情同意。 入

选标准：按照 ＷＨＯ 标准从宜春市人民医院门诊就

诊的男性中筛选活力正常（总活力≥４０％， 前向运

动 ａ 级≥２５％或 ａ＋ｂ 级≥３２％的样本）的精液标本；

１４９
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标本提供者年龄 ２５ ～ ４５ 岁；无心、肝、肾疾病；在过

去的两年内有生育史且无泌尿生殖系统基础疾病。
排除标准：总活力＜４０％， 前向运动 ａ 级＜２５％或 ａ＋ｂ
级＜３２％的样本，患有泌尿生殖系统基础疾病。 将

精子样本在 ３７℃培养箱中持续液化 ３０ ～ ６０ ｍｉｎ，并
根据世界卫生组织出版的实验室精液处理及分析手

册（２０１０ 年第五版）对人精子进行处理及分析。 精

子样本通过 ｐｅｒｃｏｌｌ 梯度密度离心后，将细胞沉淀重

悬于含不同浓度丙二酸二钠（ｄｉｓｏｄｉｕｍ ｍａｌｏｎａｔｅ）的
４⁃（２⁃羟 乙 基 ） 哌 嗪⁃１⁃乙 磺 酸 （ ＨＥＰＥＳ ） 溶 液

（１３５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ氯化钠、５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氯化钾、１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
硫酸 镁、 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氯 化 钙、 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡 萄 糖、
１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ丙酮酸钠、１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乳酸和 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＨＥＰＥＳ，２０％氢氧化钠调 ｐＨ 至 ７􀆰 ４）或人输卵管液

（ｈｕｍａｎ ｔｕｂａｌ ｆｌｕｉｄ，ＨＴＦ） 溶液（９３􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氯化

钠、 ４􀆰 ６９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氯 化 钾、 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 硫 酸 镁、
０􀆰 ３７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ磷酸二氢钾、 ２􀆰 ０４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氯化钙、
０􀆰 ３３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丙 酮 酸 钠、 ２１􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乳 酸、
２􀆰 ７８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ葡萄糖、２１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＨＥＰＥＳ 和 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
碳酸氢钠，２０％氢氧化钠调 ｐＨ 至 ７􀆰 ３５）中。
１􀆰 ２􀆰 ２　 评估精子穿透粘性介质能力：为检测丙二酸

二钠对获能人精子穿透粘性介质功能的影响，需将

人精子重悬于 ＨＴＦ 溶液并在 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养条

件下共孵育 ３ ｈ，之后再将精子与不同浓度（１０、２０、
４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 丙二酸二钠 （ ｃｏｎｔｒｏｌ 组：加入等体积

ＨＴＦ 溶液）以及 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 孕酮（阳性对照）在３７ ℃
下继续孵育 ２ ｈ。 接下来，将填充有 １％甲基纤维素

溶液（溶剂：ＨＴＦ）的玻璃毛细管（７􀆰 ５ ｃｍ 长，１ ｍｍ
内径）的开口端（另一端用橡皮泥密封）插入对照组

以及丙二酸二钠处理组，于 ３７ ℃继续孵育 １ ｈ。 最

后，通过 ＣＡＳＡ 计算毛细管开口端 １，２ ｃｍ 处 ３ 个随

机视野中的精子总数，并将实验组细胞数量同平行

对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ）进行标准化处理。
１􀆰 ２􀆰 ３　 获能精子顶体反应发生率的检测：根据之前

文献［１１］的报道，采用 ＰＳＡ⁃ＦＩＴＣ 法检测不同浓度

丙二酸二钠以及 Ａ２３１８７（阳性对照）孵育后（ｃｏｎｔｒｏｌ
组：加 入 等 体 积 ＨＴＦ 溶 液 ）， 精 子 顶 体 反 应

（ａｃｒｏｓｏｍｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ＡＲ）发生率变化情况。 操作流

程如下：首先利用 ９５％乙醇固定精子样本，然后精

子悬液均匀涂抹于载玻片上，并于空气中自然干燥。
将 ４０ μｇ ／ Ｌ ＰＳＡ⁃ＦＩＴＣ 均匀覆盖于精子涂片上，避光

４ ℃孵育过夜。 第 ２ 天用磷酸盐缓冲液洗去多余未

装载荧光探针，并于荧光显微镜（激发光波长 ４５０ ～
４９０ ｎｍ，发射光波长 ５２０～ ５４０ ｎｍ）４００×放大倍数下

拍照观察精子顶体部位荧光分布，每组需分析至少

２００ 条精子。
１􀆰 ２􀆰 ４　 检测精子运动功能及存活率：用不同浓度

（１０、２０、４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）丙二酸二钠（ｃｏｎｔｒｏｌ 组：加入同

等体积 ＨＥＰＥＳ 溶液）同人精子共孵育处理 １、２ ｈ
后，每组吸取 １０ μＬ 精子悬液转移至精子分析板上，
借助计算机辅助精液分析系统 （ ｃｏｍｐｕｔｅｒ ａｉｄｅｄ
ｓｐｅｒｍ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＣＡＳＡ）进行运动功能参数分析其前

向运动率 （ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｍｏｔｉｌｉｔｙ， ＰＲ），总活力 （ ｔｏｔａｌ
ｍｏｔｉｌｉｔｙ， ＴＭ），平均路径速度（ａｖｅｒａｇｅ ｐａｔｈ ｖｅｌｏｃｉｔｙ，
ＶＡＰ）。 各组精液样本需检测至少 ２００ 条精子。 同

时，本研究利用获得伊红⁃苯胺黑染色试剂盒检测不

同浓度丙二酸二钠 （ ｃｏｎｔｒｏｌ 组： 加入同等体积

ＨＥＰＥＳ 溶液）同人精子共孵育处理 ２ 小时后精子存

活率（ｖｉａｂｉｌｉｔｙ）的变化。 依照试剂盒检测步骤对精

子进行染色处理后，利用荧光显微镜明场观察精子

头部染色情况，凋亡精子头部染为红色，而活精子头

部未染色。 各组别需至少分析 ２００ 条以上精子。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＳＤＨ 酶活性测定及 ＳＤＨＡ 蛋白水平检测：
依照现有研究检测人精子中 ＳＤＨ 酶活性改变［１２］。
具体过程如下： 将人精子与不同浓度 （ １０， ２０，
４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，溶剂：ＨＥＰＥＳ 溶液）丙二酸二钠（ｃｏｎｔｒｏｌ
组：加入等体积 ＨＥＰＥＳ 溶液）共孵育处理 １，２ ｈ 后，
利用商品化 ＳＤＨ 酶活性测定试剂盒并依照说明书

步骤检测对照及实验组中人精子 ＳＤＨ 酶活性。 此

外，本研究通过免疫印迹法检测了不同浓度丙二酸

二钠对人精子中 ＳＤＨ 催化亚基 ＳＤＨＡ 蛋白水平的

影响。 具体步骤如下：将精子与不同浓度丙二酸二

钠（１０，２０，４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，溶剂：ＨＥＰＥＳ 溶液）共孵育处

理 ２ ｈ 后，４ ０００×ｇ 离心获取精子沉淀。 将各组精子

沉淀重悬于细胞裂解液中并于 ４ ℃裂解 ５ ｈ，此后

８ ０００×ｇ离心，收集上清即得精子总蛋白裂解液。 在

蛋白免疫印迹实验中通过使用 ＳＤＨＡ 抗体检测精子

中 ＳＤＨＡ 蛋白水平。 与此同时，需利用 ＧＡＰＤＨ 抗

体检测对照及实验组中精子蛋白质裂解液中

ＧＡＰＤＨ（内参蛋白）含量，以排除蛋白质浓度差异对

免疫印迹结果的影响。
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１􀆰 ３　 统计学分析

应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ（ｖｅｒｓｉｏｎ ９）对实验数据进

行统计分析，计量资料以平均值±标准差（ ｘ± ｓ）表

示，采用单因素方差分析对照组及丙二酸二钠处理

组，Ｐ＜０􀆰 ０５ 视为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 丙二酸二钠对人精子 ＳＤＨ 酶活性及其催化亚

基 ＳＤＨＡ 蛋白表达的影响

本研究中，首先检测了不同浓度丙二酸二钠

（１０、２０、４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）对人精子 ＳＤＨ 酶活性的影响。
结果表明将丙二酸二钠同人精子在体外共孵育处理

１ ｈ 后，１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丙二酸二钠对人精子 ＳＤＨ 酶活

性影响不显著，而 ２０，４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丙二酸二钠则能显

著下调 ＳＤＨ 活性。 将共孵育时间延长至 ２ ｈ 后，
１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丙二酸二钠便能够显著抑制 ＳＤＨ 酶活

性，且上述抑制效应具有时间⁃浓度依赖性。 另外，
本研究检测了不同浓度丙二酸二钠处理后人精子

中 ＳＤＨ 蛋白表达水平的改变。 考虑到 ＳＤＨＡ 是

ＳＤＨ 复合体的催化亚基，且 ＳＤＨＡ 多态性同男性

不育症发病密切相关［８］ ，故重点检测了丙二酸二

钠对人精子中 ＳＤＨＡ 蛋白表达水平的影响。 结果

表明丙二酸二钠处理不会改变人精子中 ＳＤＨＡ 蛋

白水平。
２􀆰 ２　 丙二酸二钠对精子运动及存活率的作用

将丙二酸二钠（１０、２０、４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）与精子共

孵育 １ ｈ 后，精子的前向运动率以及总活力均下

降，且降幅同丙二酸二钠浓度呈现正相关性（图

２Ａ，Ｂ）。 将处理时间延长至 ２ ｈ 后，丙二酸二钠对

精子 ＴＭ 和 ＰＲ 的抑制作用进一步增加。 值得关

注的是，丙二酸二钠可将精子 ＰＲ、ＴＭ 降低至弱精

症水平（ＰＲ＜３２％、ＴＭ＜４０％， ＷＨＯ 人类精液实验

室检验手册第五版）以下（图 ２Ａ，Ｂ）。 与此同时，丙
二酸二钠也能抑制精子平均路径速度（ａｖｅｒａｇｅ ｐａｔｈ
ｖｅｌｏｃｉｔｙ）（图 ２Ｃ）。 最后，丙二酸二钠不影响精子存

活率（ｖｉａｂｉｌｉｔｙ）（图 ２Ｄ）。
２􀆰 ３　 丙二酸二钠对获能精子穿透粘性介质能力的

影响

体外实验中利用 １％甲基纤维素（溶剂：ＨＴＦ）
模拟女性生殖道黏液环境，以进一步评估丙二酸二

钠对精子运动功能的影响。 同对照组相比，丙二酸

二钠处理组毛细管开口端 １ ｃｍ 和 ２ ｃｍ 处的精子平

均数量显著降低，且下降幅度同丙二酸二钠浓度呈

正相关性。 阳性对照组中，天然激素黄体酮（ｐｒｏｇｅｓ⁃
ｔｅｒｏｎｅ， Ｐ４）能够显著增强精子穿透黏性介质能力

（图 ３Ａ，Ｂ）。
２􀆰 ４　 丙二酸二钠对获能精子顶体反应发生率的

作用

精子顶体反应通过 ＰＳＡ⁃ＦＩＴＣ 染色法进行评

估，根据精子顶体部位染色情况计算各组别中发生

顶体反应的精子所占百分比（图 ４Ａ）。 在对照组中，
获能精子自发性顶体反应的发生率为 １９％±１􀆰 ２３％

Ａｆｔｅｒ ｃｏ⁃ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｓｏｄｉｕｍ ｍａｌｏｎａｔｅ ｆｏｒ １⁃２ ｈｏｕｒｓ， ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＳＤＨ ｅｎｚｙｍｅ （Ａ） ａｎｄ
ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＤＨ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔ ＳＤＨＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｓｐｅｒｍ （Ｂ） ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ；∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 １　 丙二酸二钠对人精子中 ＳＤＨ 酶活性及 ＳＤＨＡ 表达水平的影响

Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｓｏｄｉｕｍ ｍａｌｏｎａｔｅ ｏｎ ＳＤＨ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ＳＤＨＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｈｕｍａｎ
　 　 　 ｓｐｅｒｍ（ｘ±ｓ， ｎ＝６）
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Ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｍｏｔｉｌｉｔｙ （ Ａ）， ｔｏｔａｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ （ Ｂ）， ａｖｅｒａｇｅ ｐａｔｈ ｖｅｌｏｃｉｔｙ （ Ｃ）， ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ （ Ｄ）
（ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ： ２ ｈｏｕｒｓ） ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏ⁃ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｓｐｅｒｍ ｗｉｔｈ ｖａｒｙｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｄｉｓｏｄｉｕｍ ｍａｌｏｎａｔｅ ｆｏｒ ａ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ １－２ ｈｏｕｒｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ； Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｄｅ⁃
ｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ２　 丙二酸二钠对人精子前向运动率、总活力、平均路径速度及存活率的影响

Ｆｉｇ ２　 Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｓｐｅｒｍ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｍｏｔｉｌｉｔｙ （ＰＲ）， ｔｏｔａｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ （ＴＭ）， ａｖｅｒａｇｅ ｐａｔｈ ｖｅｌｏｃｉｔｙ （ＶＡＰ）
　 　 　 ａｎｄ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｕｎｔｒｅａｔｅｄ ａｎｄ ｄｉｓｏｄｉｕｍ ｍａｌｏｎａｔｅ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐｓ（ｘ±ｓ， ｎ＝８）

Ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｐｅｒｍ ｔｏ ｐｅｎｅｔｒａｔｅ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｍｕｃｕｓ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ａｓ ｄｅｓｃｒｉｂｅｄ ｉｎ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ；ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｐｅｒｍ ａｔ
（Ａ） １ ｃｍ ａｎｄ （Ｂ） ２ ｃｍ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｂａｓｅ ｏｆ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ；ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ
ｗａｓ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ ｖａｌｕｅｓ ｆｒｏｍ ｐａｒａｌｌｅｌ， ｕｎｔｒｅａｔｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌｓ （ｃｅｌｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ％ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ）， ｗｈｉｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｐｅｒｍ ｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎ
ａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｖｉｓｃｏｕｓ ｍｅｄｉｕｍ；ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｖａｒｉａｎｃｅ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００ １ ｖｅｒｓｕｓ ｔｈｅ ｐａｒａｌｌｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｐ４􀆰 ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ．

图 ３　 丙二酸二钠孵育对获能人精子穿透粘性介质能力的作用

Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｓｏｄｉｕｍ ｍａｌｏｎａｔｅ ｏｎ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃａｐｃｉｔａｔｅｄ ｓｐｅｒｍ ｔｏ ｐｅｎｅｔｒａｔｅ ｔｈｅ ｖｉｓｃｏｕｓ ｍｅｄｉｕｍ（ｘ±ｓ， ｎ＝６）
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彭真　 丙二酸二钠通过抑制琥珀酸脱氢酶活性损伤人精子运动功能

（图 ４Ｂ 的“０”组），本研究发现丙二酸二钠对获能精

子顶体反应率的影响并不显著（图 ４Ｂ）。 钙离子载

体 Ａ２３１８７ 是一种已被证实能够激活精子细胞内钙

信号的载体，在此被用作阳性对照以诱导顶体反应。
Ａ２３１８７ 诱导条件下精子顶体反应（ＡＲ）发生率达到

４６􀆰 ７５％ ± ２􀆰 ４６％（“Ａ”组，图 ４Ｂ）。

３　 讨论

线粒体中能量代谢信号通路在精子生理功能

调控过程中发挥至关重要作用［１３］ 。 精子鞭毛的运

动有赖于由轴丝微管在肌动蛋白的作用下的相对

滑动，而肌动蛋白的 ＡＴＰ 酶活性表明 ＡＴＰ 在维持

精子鞭毛运动过程中发挥至关重要的作用［１４］ 。 此

外 ＡＴＰ 也参与精子成熟、获能、超活化、顶体反应

及精卵结合等重要生理过程［１５］ 。 值得注意的是，
ＳＤＨ 作为唯一一种同时参与线粒体氧化磷酸化和

三羧酸循环的酶复合体，其在线粒体 ＡＴＰ 代谢调

节以及相关疾病发病过程中的功能受到广泛关

注。 动物研究发现，心肌缺血 ／再灌注时利用丙二

酸二钠抑制 ＳＤＨ 酶活性能够显著减少小鼠及猪心

肌梗死面积［９］ 。 相似地，本研究发现丙二酸二钠

能够在体外抑制人精子 ＳＤＨ 酶活，进一步功能研

究表明丙二酸二钠能够抑制人精子运动及获能后

穿透粘性介质的能力。 上述发现提示 ＳＤＨ 可能在

人精子运动功能调控过程中发挥至关重要的作

用，有望为临床特发性男性不育症精准诊疗提供

新型分子靶标。
需要指出的是，本研究仍存在以下不足之处：

１）本研究主要依赖 ＳＤＨ 药理学抑制剂丙二酸二钠

探究 ＳＤＨ 同人精子功能调控间的联系。 然而，丙
二酸二钠对人精子 ＳＤＨ 酶活性抑制作用是否具有

特异性，目前尚未见相关研究报道。 因此，为进一

步明确 ＳＤＨ 在精子功能调控中的作用，后续研究

需构建 Ｓｄｈ 敲除小鼠精原（ＧＣ⁃１）及精母（ＧＣ⁃２）
细胞株，同时检测基因突变细胞系同野生型之间

的功能差异；２）本研究发现丙二酸二钠能够抑制

人精子 ＳＤＨ 酶活性以及精子运动功能。 考虑到

ＳＤＨ 为连接线粒体氧化磷酸化及糖酵解过程的关

键调控酶，同时线粒体能量代谢过程产生的 ＡＴＰ
是维持人精子运动的重要能源物质，故未来需进一

Ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｒｍ ａｃｒｏｓｏｍｅ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ⁃ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ ａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ
（ＰＳＡ⁃ＦＩＴＣ） ｓｔａｉｎｉｎｇ； Ａ􀆰 ａ ｔｙｐｉｃａｌ ｅｘａｍｐｌｅ ｏｆ ＰＳＡ⁃ＦＩＴＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｓｈｏｗｎ，ｔｈｅ ａｓｔｅｒｉｓｋｓ ｓｈｏｗｅｄ ａｃｒｏｓｏｍｅ⁃ｉｎｔａｃｔ ｓｐｅｒｍ
ａｎｄ ｔｈｅ ａｒｒｏｗｓ ｓｈｏｗｅｄ ａｃｒｏｓｏｍｅ⁃ｒｅａｃｔｅｄ ｓｐｅｒｍ； Ｂ􀆰 ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ｏｆ ａｃｒｏｓｏｍｅ⁃ｒｅａｃｔｅｄ ｓｐｅｒｍ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ａｎａｌｙｓｅｄ ａｎｄ ａｔ ｌｅａｓｔ ２００ ｓｐｅｒｍ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ，ｔｈｅ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｍｅａｎ ± ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｒｒｏｒ ｏｆ ｍｅａｎ； Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｖｅｒｓｕｓ ｔｈｅ ｐａｒａｌ⁃
ｌｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ｓｃａｌｅ ｂａｒ：１０ μｍ）； ＡＲ􀆰 ａｃｒｏｓｏｍｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ．

图 ４　 丙二酸二钠处理对获能人精子自发顶体反应发生率的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｄｉｓｏｄｉｕｍ ｍａｌｏｎａｔｅ ｏｎ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ａｃｒｏｓｏｍｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｉｎ ｃａｐａｃｉｔａｔｅｄ ｈｕｍａｎ ｓｐｅｒｍ（ｘ±ｓ， ｎ＝４）
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２４􀆰 ４４（７）

步探究丙二酸二钠是否通过抑制 ＳＤＨ 酶活性，进
而干扰人精子线粒体能量代谢过程并最终损伤人

精子运动。 上述问题的阐明将为本团队深入理解

ＳＤＨ 对人精子运动功能的作用及其机制提供重要

线索，同时有望突破当下精子运动调控机制的研

究瓶颈。
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［１０］ Ｋｕｌａ⁃Ａｌｗａｒ Ｄ， Ｐｒａｇ ＨＡ， Ｋｒｉｅｇ Ｔ． Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｕｃｃｉｎａｔｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｉｓｃｈｅｍｉａ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ［ Ｊ ］．
Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ， ２０１９， １４０： １９６８⁃１９７０． ｄｏｉ： １０．１１６１ ／ ＣＩＲ⁃
ＣＵＬＡＴＩＯＮＡＨＡ．１１９．０４２７９１．

［１１］ Ｙａｎｇ Ｌ， Ｍｅｉ Ｇ， Ｙａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｈｅｘａｃｈｌｏｒｏｃｙｃｌｏｈｅｘａｎｅ
ｉｍｐａｉｒｓ ｈｕｍａｎ ｓｐｅｒｍ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ｂｙ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｌｙｓｉｎｅ ｇｌｕｔａｒｙｌａ⁃
ｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］． Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ Ｔｏｘｉｃｏｌ，
２０２３， １７９：１１３９９１． ｄｏｉ： １０．１０１６ ／ ｊ．ｆｃｔ．２０２３．１１３９９１．

［１２］ Ｇｕｏ Ｌ， Ｊｉｎｇ Ｊ， Ｆｅｎｇ ＹＭ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｍｏｘｉｆｅｎ ｉｓ ａ ｐｏｔｅｎｔ ａｎ⁃
ｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｍｏｄｕｌａｔｏｒ ｆｏｒ ｓｐｅｒｍ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｉｄｉｏ⁃
ｐａｔｈｉｃ ｏｌｉｇｏａｓｔｈｅｎｏｓｐｅｒｍｉａ［ Ｊ］． Ｉｎｔ Ｕｒｏｌ Ｎｅｐｈｒｏｌ， ２０１５，
４７： １４６３⁃１４６９． ｄｏｉ： １０．１００７ ／ ｓ１１２５５⁃０１５⁃１０６５⁃２．

［１３］ Ｒａｍａｌｈｏ Ｓａｎｔｏｓ Ｊ， Ｖａｒｕｍ Ｓ， Ａｍａｒａｌ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎ⁃
ｄｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｔｙ ｉｎ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ： ｆｒｏｍ ｇｏｎａｄｓ ａｎｄ
ｇａｍｅｔｅｓ ｔｏ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｎｄ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］． Ｈｕｍ
Ｒｅｐｒｏｄ Ｕｐｄａｔｅ， ２００９， １５： ５５３⁃５７２． ｄｏｉ： １０． １０９３ ／ ｈｕ⁃
ｍｕｐｄ ／ ｄｍｐ０１６．

［１４］ Ｆｏｒｄ ＷＣ． Ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｓｐｅｒｍ ｍｏｔｉｌｉｔｙ： ｄｏｅｓ ａ
ｓｐｏｏｎｆｕｌ ｏｆ ｓｕｇａｒ ｈｅｌｐ ｔｈｅ ｆｌａｇｅｌｌｕｍ ｇｏ ｒｏｕｎｄ？ ［ Ｊ］ ．
Ｈｕｍ Ｒｅｐｒｏｄ Ｕｐｄａｔｅ， ２００６， １２： ２６９⁃２７４． ｄｏｉ： １０．
１０９３ ／ ｈｕｍｕｐｄ ／ ｄｍｉ０５３．

［１５］ Ｐｉｏｍｂｏｎｉ Ｐ， Ｆｏｃａｒｅｌｌｉ Ｒ， Ｓｔｅｎｄａｒｄｉ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｉｎ ｅｎｅｒｇｙ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｈｕｍａｎ ｓｐｅｒｍ
ｍｏｔｉｌｉｔｙ［Ｊ］． Ｉｎｔ Ｊ Ａｎｄｒｏｌ， ２０１２， ３５： １０９⁃１２４． ｄｏｉ： １０．
１１１１ ／ ｊ．１３６５⁃２６０５．２０１１．０１２１８．ｘ．

６４９


