小鼠腹腔手术睾丸注射抑制模型的建立
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摘要：  目的  建立小鼠睾丸注射模型，获得一种蛋白抑制的简便易行、高效且存活率高的方法，为小鼠精子发生的相关实验研究提供借鉴。  方法  通过腹腔手术暴露小鼠睾丸，睾丸内进针注射蛋白抑制剂，间断缝合法缝合切口。  结果  组织学结果观察发现，实验抑制组小鼠睾丸生精小管内精母细胞染色体排列紊乱，存在中期阻滞现象，无法正常分裂。此模型实现了小鼠睾丸内蛋白的功能抑制，且小鼠存活率高。  结论  小鼠睾丸抑制方法常用阴囊注射法，手术时间局限性大。小鼠腹腔手术睾丸注射法可实现3周龄小鼠睾丸内蛋白抑制，实验成功率高，抑制效果好，有利于精母细胞减数分裂相关研究。	Comment by 微软用户: 哪里体现分组？	Comment by zhen-yu she: 答：谢谢！在方法1.2.3处已添加“将50只小鼠随机分为对照组和实验抑制组。”该句抑制组改为实验抑制组。	Comment by 微软用户: 描述过于口语化 冗长	Comment by zhen-yu she: 答：感谢您的评审。已改为“小鼠睾丸抑制方法常用阴囊注射法，手术时间局限性大。小鼠腹腔手术睾丸注射法可实现3周龄小鼠睾丸内蛋白抑制，实验成功率高，抑制效果好，有利于精母细胞减数分裂相关研究。”
关键词：腹腔手术；小鼠睾丸；抑制模型；精子发生
文献标志码：A    文章编号：

生殖生物学是生命科学重要研究领域，是研究生殖活动及其基本规律的自然科学。WHO报告表明，不孕不育症已成为仅次于肿瘤和心血管疾病的第三大疾病。全球有4800万对夫妇和1.86亿人患有不孕不育症。我国每8对育龄夫妇中有1对患不孕不育症，发病率在12.5%~15%。约30%的不孕不育症由男性不育导致，其中7%为精子质量问题[1]，包括无精子症、少精子症、弱精子症和精子无力症等。生精功能异常、染色体数目和结构异常是男性不育症的主要原因[2]。
    精子发生包括精原细胞增殖、精母细胞减数分裂和精子形成等阶段[3]。减数分裂对同源染色体分离、染色体稳定性与生育能力维持至关重要。小鼠是生殖生物学常用的动物模型之一[4]，其减数分裂起始于10 天龄。但2~3周龄小鼠的睾丸未沉降至阴囊，无法直接注射抑制剂或药物。早期小鼠睾丸抑制模型和减数分裂相关研究较为困难。本研究拟通过小鼠腹腔手术和睾丸生精小管注射法，实现睾丸内蛋白抑制，建立了一种高效且简便的雄性减数分裂研究模型。本研究建立了小鼠精母细胞减数分裂相关实验模型，解决了精子发生早期睾丸注射的实验难题，可为生殖生物学研究提供借鉴和参考。	Comment by 微软用户: 前言应重点描述本研究的目的	Comment by zhen-yu she: 答：同意您的意见。已修改本句描述。已改为“本研究拟通过小鼠腹腔手术和睾丸生精小管注射法，实现睾丸内蛋白抑制，建立了一种高效且简便的雄性减数分裂研究模型。本研究建立了小鼠精母细胞减数分裂相关实验模型，解决了精子发生早期睾丸注射的实验难题，可为生殖生物学研究提供借鉴和参考。”。

1  材料与方法
1.1  材料
1.1.1  实验动物  清洁级20~30 g ICR雄性小鼠（3周龄），由福建医科大学动物实验中心提供，动物生产许可证号：2015000519041。实验动物许可证号：SYXK（闽）2016-0007。
[bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK1]1.1.2  实验材料  止血钳，持针钳，缝合针（1/2 6 × 14角针），3-0缝合线束，手术刀柄（4号），手术刀片（11号），手术剪，手术镊，75%酒精，酒精棉球，棉签，纱布，蜡盘，固定针，线绳，剃毛器，1 mL注射器，碘伏，10%水合氯醛，0.05%台盼蓝，Eg5抑制剂Dimethylenastron母液（200 mM，MedChemExpress，货号：HY-19944），切片石蜡，苏木精溶液，伊红，盐酸，乙醇，二甲苯，碳酸锂，中性树胶，恒温水浴锅（DK-S22，上海精宏实验设备有限公司），石蜡超薄切片机（RM2235，Leica），光学显微镜（Ti-S2，Nikon）。	Comment by 微软用户: 列出主要仪器	Comment by zhen-yu she: 答：同意您的意见。我们已添加主要仪器。谢谢！
1.1.3  术前准备  小鼠术前1 h断食断水。手术器械，1 × 磷酸盐缓冲液（PBS），枪头等物品高温高压灭菌（121 ℃，30 min）。
1.2  方法
1.2.1  小鼠麻醉、固定及备皮  右手抓取小鼠尾部，置于笼盖上方，左手拇指与示指抓住小鼠颈背部皮肤。拎起后左手环指按住左腿，小指抓住鼠尾及右腿。腹中线处以30~60°进针，深度不超过1 cm。进针后局部皮肤凹陷消失，并有落空感，回抽未见血后行腹腔注射10%水合氯醛，剂量为50 μL/10 g体重[5]。注意不要刺入过深损伤内脏，或刺入过浅只进入皮下而未进腹腔。待15 min后小鼠麻醉完全，捆绑小鼠四肢，仰卧位固定于蜡盘，行下腹部至尿道口备皮（图1）。	Comment by 微软用户: 图片合并描述。请补充英文题目。图表请随文编排，先见文字后见图。图题和图注分开。
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图1 小鼠麻醉、固定及备皮
Fig 1 Anesthesia, fixation and skin preparation of mice
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A：小鼠腹腔注射10% 水合氯醛；B：小鼠固定、备皮。
1.2.2  腹腔手术  右手执笔式持手术刀，左手拇指和示指绷紧切口上端两侧皮肤，取下腹部正中切口逐层切开。保持切口约5~10 mm，内外大小一致，充分暴露手术野。
1.2.3  睾丸注射  手术镊夹住小鼠外皮层，牵拉脂肪体，可见腹部两侧睾丸。特征为淡黄色，分布有红色睾丸动脉袢，轻夹至体外。镊子固定住睾丸，注射器穿刺，进行睾丸注射。缓慢注射后停留5 s拔出注射器，使药物通过生精小管扩散至整个睾丸（图2）。将50只小鼠随机分为对照组和实验抑制组。对照组注射10 μL 0.05%台盼蓝或磷酸盐缓冲液，实验抑制组注射10 μL 0.075% Dimethylenastron抑制剂。	Comment by zhen-yu she: 答：同意您的意见。“PBS”已修改为“磷酸盐缓冲液”。
图2 小鼠腹腔手术和睾丸生精小管注射的关键步骤
Fig 2 Key steps of intraperitoneal surgery and testicular seminiferous tubule injection in mice
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A：腹部正中线腹部开口1 cm；B：逐层切开皮肤、筋膜层、腹膜；C：用镊子夹取睾丸至体外；D：使用1 mL注射器注射药物.
1.2.4  手术伤口缝合及术后护理  注射完成后，将睾丸轻推回腹腔。单纯间断缝合。苦味酸标记不同实验组小鼠，放回鼠笼，注意术后保暖和护理（图3）。
图3 小鼠腹腔缝合术和切口消毒的关键步骤
Fig 3 Key steps of abdominal suture and incision disinfection in mice
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A：腹部切口器械打结法；B：腹部切口缝合完成；C：腹部切口缝合后碘液消毒；D：苦味酸标记.
1.2.5  组织包埋、H-E染色和形态学观察  小鼠麻醉，切开腹腔，手术剪分离睾丸。睾丸经10%甲醛水溶液固定18 h，50%乙醇30 min，70%乙醇40 min，85%乙醇40 min，95%乙醇50 min，100%乙醇50 min，二甲苯30 min。65 ℃石蜡浸泡90 min，石蜡室温包埋过夜。超薄切片机行5 μm超薄切片，40 ℃水浴锅展片，37 ℃干燥24 h备用。
石蜡切片经无水乙醇6 min，95 %乙醇、90 %乙醇、80 %乙醇、70%乙醇、蒸馏水各2 min。Mayer’s苏木素染色5 min，自来水5 min，蒸馏水2 min。1 %盐酸乙醇溶液分色3 s后自来水洗3 min。碳酸锂饱和溶液返蓝1 min，蒸馏水洗2 min。1%伊红溶液5 min，95%乙醇脱水10 s，100%乙醇脱水3 min，二甲苯透明20 min，中性树胶封固。
2  结  果
共50只3周龄小鼠进行腹腔手术和睾丸注射抑制剂实验，术后死亡3只，存活率为94.0%，表明腹腔手术睾丸注射模型的小鼠存活率较高。另外，术后小鼠的腹部切口愈合完全，无感染症状，生存状态良好对照组和实验抑制组的小鼠体重、小鼠睾丸重量、睾丸重量/体重比比较，差别无统计学意义。对照组和实验抑制组的小鼠睾丸长径分别为（0.68±0.01）和（0.73 ± 0.02）cm，差别有统计学意义（图4）。两组小鼠睾丸的外形均完整，形态正常且无明显差异。对照组和实验抑制组小鼠睾丸的重量分别为（79.19±4.80）和（85.00±4.39）mg（图4），表明Dimethylenastron抑制剂注射对睾丸重量无明显影响。
    石蜡切片和H-E染色可见，实验组的睾丸生精小管内处于减数分裂的精母细胞数量增加，减数分裂中期染色体排列紊乱，部分染色体无法整齐排列。统计分析发现，Eg5抑制后生精小管的中期阻滞精母细胞数比例为（12.81±1.12）%，而对照组为（0.18 ± 0.12）%，差别具有统计学意义（图4），表明Dimethylenastron介导的Eg5蛋白抑制导致精母细胞中期停滞，细胞周期停滞和减数分裂染色体排列异常。	Comment by 微软用户: 图片合并描述	Comment by zhen-yu she: 答：同意您的意见。已合并描述图片。修改见修改后文章中图片及图注。
图4 小鼠睾丸内Eg5抑制导致精母细胞中期停滞和减数分裂染色体排列异常
Fig 4 Eg5 inhibition in mouse testes led to spermatocyte metaphase arrest and abnormal meiotic chromosome alignment
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A：小鼠体重（g）；B：小鼠睾丸重量（g）；C：睾丸重量/体重比（%）；D：小鼠睾丸长径（cm）；E：对照组生精小管HE染色（40×）；F：Eg5抑制组生精小管HE染色（40×）；G：中期停滞精母细胞比例.
 3  讨  论
本研究介绍了腹腔手术进行睾丸注射模型的建立过程，通过腹腔手术成功实现Dimethylenastron介导的Eg5蛋白抑制，完成对小鼠睾丸内Eg5蛋白的抑制和减数分裂相关研究，验证了实验模型的可行性。本研究具有以下优点：（1）不受小鼠年龄限制，可对2~3周龄小鼠的未沉降睾丸进行抑制剂注射，完成精子发生早期减数分裂的功能及机制研究；（2）可实现精准注射，避免因睾丸表面血管破裂出血或睾丸贯穿伤造成睾丸坏死；（3）腹腔手术睾丸注射可准确控制药物用量，适当添加台盼蓝指示剂可辅助注射实验和提高手术效率。（4）对生殖系统伤害较小，且阴囊壁完整。
小鼠是最典型的模式动物之一，使用也最为广泛。因此，小鼠睾丸注射抑制模型的建立对减数分裂及睾丸的研究提供了技术参考。既往的研究多采用直接经阴囊注射药物，操作简便、创口小，但易出血且无法判断药物是否注入睾丸内及是否造成睾丸贯穿伤，存在多种不确定因素[6,7]。此外，还有睾丸网注射和睾丸间质注射等方法[8]。上述注射法在睾丸两侧作切口，暴露睾丸进行注射。睾丸网注射需在显微镜下操作，对实验人员技术操作要求高；而睾丸间质注射对于睾丸机械损伤过大，穿孔较多。上述几种方法均对睾丸及阴囊壁造成不同程度的损伤。传统阴囊注射法要求实验小鼠的睾丸沉降至阴囊，一般需要鼠龄超过4周龄，对实验限制多，不利于减数分裂等精子发生早期相关研究。另外，传统阴囊直接注射法较难保证注射的准确性，而腹腔手术睾丸注射法容易保证注射位置的准确性和观察药物的扩散程度。不同的实验操作手法及选用不同试剂，对睾丸损伤程度究竟何者较低尚无定论[8]。	Comment by 微软用户: 文献呢	Comment by zhen-yu she: 答：同意您的意见。已添加相关参考文献。已添加参考文献：[6] 陈礼嘉,宁金卓,余伟民,等. 经腹腔及阴囊途径注射GYY4137对大鼠睾丸缺血再灌注损伤保护作用的比较[J]. 中华实验外科杂志,2019(12):2144-2147.
[7] 席继锋,王香祖,张永生, 等. 睾丸注射转基因技术研究进展[J]. 畜牧与兽医,2016,48(11):115-119.
小鼠腹腔手术睾丸注射实验模型仍存在一些需要关注的问题：小鼠麻醉剂的选择及其剂量；小鼠腹壁腹膜较薄，行腹腔手术时易伤及血管脏器，引发出血，污染手术野和导致术后感染，使小鼠存活率降低。腹腔手术脏器暴露时间与小鼠感染几率存在一定相关性，能否快速寻找到睾丸是本实验的难点，且缝合不当易引起术后腹膜粘连[9]等问题，因此，要求实验人员熟练掌握各步骤方法。在小鼠腹腔手术过程，手术切口的位置选择在尿道口上方5 mm处，通过轻轻牵拉脂肪体定位睾丸和体视显微镜辅助观察，可加快寻找睾丸的速度和提高注射的精确性。在实验模型建立过程中，提高无菌操作技术、减少伤口大小、术后合理使用抗菌药物和加强术后护理，有助于提高手术安全性，减少术后并发症和提高小鼠术后存活率及实验成功率。
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Establishment of testicular injection inhibition model in mice using abdominal surgery
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ABSTRACT:   Objective   A mouse testicular injection model was established to obtain a simple, efficient and high survival rate method of protein inhibition, which can be used as a reference for related experiments and studies of spermatogenesis in mice.  Methods  The testes of mice were exposed by abdominal operation. Protein inhibitors were injected into mouse testes. The wound was sutured intermittently. Results Histological results showed that the chromosomes of spermatocytes in seminiferous tubules of the inhibition group were misaligned. The spermatocytes were arrested at metaphase and could not divide normally. This model can inhibit the proteins in the testes of mice, and the survival rates of mice were high. Discussions The commonly used method of testicular inhibition in mice is direct injection through the scrotum, however, the time window for operation is limited. Testicular injection through abdominal surgery in mice can achieve testicular inhibition in the 3-week-old mice with high success rate and good effects on protein inhibition. This method is suitable for the studies of male meiosis in spermatocytes.	Comment by 微软用户: 同中文修改	Comment by zhen-yu she: 答：同意您的意见。已根据中文修改好英文摘要。已添加作者英文名字和单位。谢谢您的评审。
KEY WORDS: abdominal surgery; mouse testis; inhibition model; spermatogenesis
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