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丙烯酰胺对离体人成熟精子功能的影响
邹乾兴1  陈  雯2  翁诗琦1  罗  韬1*

(1南昌大学生命科学研究院, 南昌 330031; 2南昌大学高等研究院, 南昌 330031)

摘要      该文研究了丙烯酰胺在体外对人成熟精子功能的影响。不同浓度(0, 2, 10, 50, 
250, 1 000 µmol/L)的丙烯酰胺溶液在体外处理人成熟精子, 利用伊红苯胺黑染色、计算机辅助精

子分析系统、金霉素染色、精子单细胞钙成像等方法检测精子活力、运动、获能、顶体反应和胞

内钙动员等生理功能。结果显示, 不同浓度的丙烯酰胺溶液对人成熟精子活率、运动、获能、顶

体反应以及胞内钙动员等生理功能均未有显著影响。推测丙烯酰胺体外急性染毒在短时间内并不

抑制人成熟精子功能。
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In Vitro Effect of Acrylamide on Human Spermatozoa Functions
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Abstract       The aim of this study is to explore the in vitro effect of acrylamide on the function of human 
spermatozoa. Different concentrations (0, 2, 10, 50, 250, 1 000 µmol/L) of acrylamide were exposed to human ejac-
ulated spermatozoa in vitro. The viability, motility, capacitation, acrosome reaction (AR) and intracellular calcium 
concentration ([Ca2+]i) of acrylamide-treated spermatozoa were assessed by eosin-nigrosin staining, computer-aided 
sperm analysis, chlortetracycline staining and single sperm calcium imaging. The results indicated that all the con-
centrations of acrylamide used in this study had no significant effect on the viability, motility, capacitation, AR and 
[Ca2+]i of human spermatozoa. These results implied that in vitro exposure to acrylamide did not inhibit the function 
of human spermatozoa in a short time.

Key words        acrylamide; human spermatozoa; motility; acrosome reaction; intracellular calcium concen-
tration

丙烯酰胺(acrylamide, CAS登记号为79-06-1)作
为一种重要的化工原料, 从上世纪七十年代以来广

泛用于污水净化、造纸、采矿业及科研等领域。丙

烯酰胺可经消化道、呼吸道、皮肤黏膜等途径进入

体内, 是一种重要的职业接触化合物[1]。此外, 淀粉

类食品在高温(>120 °C)烹调下容易产生丙烯酰胺, 
被摄入体内[2-3]。人体还通过吸烟和饮水等途径接触

和吸收丙烯酰胺[4]。大量的毒理学实验表明, 丙烯酰

胺具有神经、遗传和致癌等毒性, 被定为中等毒性

的二级致癌物, 因此被广泛关注[4-7]。
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丙烯酰胺对哺乳动物雄性生殖系统具有毒害

作用, 主要表现为其不仅降低雄性动物睾丸组织的

大小和重量, 损伤睾丸组织细胞中的DNA, 造成生

殖细胞遗传毒性, 而且影响精子发生, 导致精子畸形

和活力下降等病变。丙烯酰胺的雄性生殖毒害作用

机制主要是通过改变睾丸中与生精相关基因的表达

以及诱发雄性生殖细胞染色体异常, 导致精子数目

减少、活力下降、形态改变最终影响生育能力[8-12]。

目前, 国内外的研究对丙烯酰胺的在体雄性生殖毒

性进行了阐明, 但是其对雄(男)性离体精子功能的影

响尚未有报道。雄(男)性成熟精子在进入雌(女)性生

殖道后, 由于理化环境的改变诱发精子发生一系列

生理和功能上的改变。精子生理上的改变主要表现

为胞内钙浓度的增加[13-16], 功能上的改变包括运动、

获能、顶体反应等一系列的过程[17-19]。对于整个受

精过程而言, 正常精子所经历的这些生理和功能上

的改变是极其重要的。因此, 研究丙烯酰胺对离体

人成熟精子生理功能的影响是对丙烯酰胺的雄(男)
性生殖毒害作用及其机制进行的重要补充和完善。

本研究依据丙烯酰胺体外细胞毒性浓度(小于

2 µmol/L无毒性; 2~1 000 µmol/L影响细胞生长和增

殖; 大于1 000 µmol/L细胞致死)[20], 用不同浓度(0, 2, 
10, 50, 250, 1 000 µmol/L)丙烯酰胺处理离体人成熟

精子, 探讨其对离体人精子运动、获能、顶体反应

以及胞内钙动员等生理功能的影响, 其结果将为进

一步系统地阐明丙烯酰胺的生殖毒害作用及其机制

提供理论基础。

1   材料与方法
1.1   主要试剂

丙烯酰胺和盐酸金霉素等分析纯化学试剂均购

自Sigma公司, percoll分层液购自GE公司, human tu-
bal fluid(HTF)培养基购自Millipore公司, 钙离子荧光

指示剂Fluo4和去垢剂Pluronic F-127均购自Invitrogen
公司, 细胞黏附剂CelTak购自BD公司, 精子活力伊

红苯胺黑染色试剂盒购自上海酶联生物科技有限公

司。

1.2   精液标本采集

按照WHO标准从南昌大学第二附属医院门诊

就诊的男性中筛选活力正常(总活力≥50%, 前向运

动a级≥25%或a+b级≥50%的样本)的精液标本, 标本

提供者年龄25~40岁, 无心、肝、肾疾病, 禁欲3~5 d, 

取样前48 h禁酒和咖啡等对精子有影响的食物或药

物, 手淫取精。

1.3   精子活力和运动能力检测

10例正常人精液样本, 每例分成6组(90 µL/组), 
移入6个1.5 mL离心管中, 分别加入10 µL含有不同

浓度丙烯酰胺的HTF培养基, 使得丙烯酰胺的终浓

度分别为0, 2, 10, 50, 250, 1 000 µmol/L。混匀后于

37 °C、5% CO2的细胞培养箱中孵育, 分别于1, 12, 
24 h三个时间点取各管精子进行活力和运动力检

测。精子活力通过精子活力伊红苯胺黑染色试剂

盒检测, 头部未着色的精子为活精子, 精子活率=未
着色精子数/总检测精子数×100%。精子运动能力

通过北京伟力WLJY9000型计算机辅助精液分析仪

(CASA)检测(包括运动精子比例、前向运动比例和

平均直线速率), 每次检测至少计数200个精子。

1.4   精子获能和顶体反应检测

正常人精液样本经percoll密度梯度离心纯化

后, 用HTF培养基重悬。纯化后的精子样本分成2组, 
即自发顶体反应组和诱发顶体反应组; 每组分别取

6个1.5 mL离心管, 分别加入48 µL纯化精子样本和

1 µL含有不同浓度丙烯酰胺的HTF培养基至丙烯酰

胺终浓度分别为0, 2, 10, 50, 250, 1 000 µmol/L, 混匀

后于37 °C、5% CO2的细胞培养箱中获能3.5 h后, 分
别在自发顶体反应组各管中加入1 µL HTF和在诱发

顶体反应组各管中加入1 µL含有50 µmol/L钙载体

A23187的HTF培养基, 混匀后继续孵育0.5 h。精子

获能和顶体反应通过金霉素(chlortetracycline, CTC)
染色后, 用徕卡DM2500正置荧光显微镜观察和拍

照。其中, 精子不同染色类型分别为: “F”: 整个头部

着色为未获能; “B”: 除赤道后区外头部均着色为获

能未发生顶体反应; “AR”: 头部未着色为发生顶体

反应。3次实验总共检测9个不同人样本, 每个样本

至少检测200个精子。

1.5   精子胞内钙浓度检测

正常人精液样本经percoll密度梯度离心纯化

后, 用98 µL HTF培养基重悬, 再与1 µL 5% Pluronic 
F-127和1 µL 1 mmol/L Fluo-4混 合, 于37 °C、5% 
CO2的细胞培养箱中孵育0.5 h。Fluo-4染色后精

子经离心, 去上清, HTF培养基重悬, 再黏附到一

个底部用Cell-Tak处理的共聚焦培养皿(Nest Bio-
technology)上。精子胞内钙浓度通过钙成像系统

检测: 精子通过奥林巴斯IX-71倒置显微镜观察, 结
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合钙离子Fluo-4荧光用488 nm单色仪(Polychrome 
V, TILL Photonics GmbH)激发, 发散光通过滤光

片HQ540/50(Chroma)后通过高速CCD摄像机采集

(CoolSNAP HQ, Roper Scientific)。总共检测9个不

同人样本, 每个样本取10个精子分析。胞内钙浓度

变化用ΔF/F0表示, ΔF=F(精子头部荧光强度)–F0(加
药前精子头部荧光强度)。
1.6   数据统计

实验数据以mean±S.D.形式表示, 显著性差异

分析用SPSS 11.5软件, 采用不成对双侧t检验进行数

据分析。

2   结果
2.1   丙烯酰胺在体外对人成熟精子不具有细胞

毒性

为了研究丙烯酰胺在体外对人成熟精子功能的

影响, 本研究首先检测丙烯酰胺在体外对人成熟精子

是否具有细胞毒性。结果表明, 与对照组(0 μmol/L)相
比, 不同浓度(2, 10, 50, 250, 1 000 µmol/L)丙烯酰胺

正常人精液样本经0, 2, 10, 50, 250, 1 000 µmol/L的丙烯酰胺处理

1, 12, 24 h后, 分别用精子活力伊红苯胺黑染色试剂盒检测活力。

n=10。
Different concentrations (0, 2, 10, 50, 250, 1 000 µmol/L) of acrylamide 
were exposed to human ejaculated sperm in vitro for 1, 12, 24 h, re-
spectively. Then, the viability were assessed by eosin-nigrosin staining. 
n=10.

图1  丙烯酰胺对人成熟精子活力的体外影响

Fig.1  In vitro effect of acrylamide on viability of human 
ejaculated sperm
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正常人精液样本经0, 2, 10, 50, 250, 1 000 µmol/L的丙烯酰胺处理1, 12, 24 h后, 分别用计算机辅助精液分析系统检测总活力(A)、前向运动(B)
和平均直线速率(C)。n=10。
Different concentrations (0, 2, 10, 50, 250, 1 000 µmol/L) of acrylamide were exposed to human ejaculated sperm in vitro for 1, 12, 24 h, respectively. 
Then, the total motility (A), progressive motility (B) and linear velocity (C) were examined by computer-aided sperm analysis system. n=10.

图2   计算机辅助精液分析系统测定丙烯酰胺处理的人成熟精子运动参数

Fig.2    The motile parameters of acrylamide-treated human ejaculated sperm were examined by 
computer-aided sperm analysis system
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作用精子1、12和24 h后, 精子存活率(Sperm viability)
均未有显著差异(图1)。这说明在短时间内(24 h)丙烯

酰胺在体外对人成熟精子不具有细胞毒性。

2.2   丙烯酰胺在体外对人成熟精子运动没有显著

影响

成熟精子的运动是精子功能的直观表现, 同时

丙烯酰胺对人成熟精子顶体反应(A)和获能(B)的影响; C: 金霉素染色不同类型, 标尺=5 μm。

The effects of acrylamide on acrosome reaction (A) and capacitation (B) of human sperm; C: different pattern of CTC staining, scale bar=5 μm.
图3  丙烯酰胺体外作用人成熟精子后获能和顶体反应的变化

Fig.3  In vitro effects of acrylamide on capacitation and acrosome reaction of human sperm
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A: 精子胞内钙浓度实时变化; B: 胞内钙浓度变化平均值; C: 不同时间点精子荧光图像, n=9。
A: real-time changes of sperm [Ca2+]i; B: mean changes of [Ca2+]i; C: examples of single sperm in different time frames, n=9.

图4  丙烯酰胺对人成熟精子胞内钙浓度的作用

Fig.4  Effects of acrylamide on the [Ca2+]i of human ejaculated sperm
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也是研究许多药物药理特性的潜在指标[18]。本实

验的结果表明, 与对照组精子相比, 2, 10, 50, 250, 
1 000 µmol/L丙烯酰胺作用的精子, 其三个时间点的

运动参数(运动精子比例、前向运动比例和平均直

线速率)均无显著变化(图2)。这说明在短时间(24 h)
内丙烯酰胺在体外并不会引起成熟精子运动的改

变。

2.3   丙烯酰胺在体外未显著改变人成熟精子获能

和顶体反应

人精子进入雌性生殖道后, 需要经历获能和顶

体反应来完成正常受精。获能和顶体反应是反映精

子正常功能的重要指标[19-20]。本实验的结果显示, 2, 
10, 50, 250, 1 000 µmol/L丙烯酰胺孵育的精子, 无论是

自发还是钙载体A23187诱发的获能(图3A)和顶体反

应(图3B), 与对照组精子相比均未有显著差别。

2.4   丙烯酰胺在体外不引起人成熟精子胞内钙

浓度的变化

钙离子作为重要的信号分子, 其在精子中调控

运动、获能和顶体反应等多种生理功能, 对精子授

精能力起到关键作用[14-15]。本研究利用精子单细胞

钙成像技术检测丙烯酰胺对精子胞内钙信号的影

响。结果表明, 2~1000 µmol/L丙烯酰胺在短时间内

(3.5 min)并不改变离体人精子胞内钙浓度(图4A和图

4B)。为进一步显示不同浓度丙烯酰胺对离体人精

子的影响, 我们截取了加药前(20 s)和加药后(120 s)
精子实时荧光图像, 结果显示, 荧光主要分布精子

头部, 且丙烯酰胺并不改变精子头部和尾部荧光(图
4C)。综上所述, 丙烯酰胺并不会引起人成熟精子胞

内钙浓度的变化。

3   讨论
本研究首次探讨丙烯酰胺对离体人成熟精子

生理功能的影响, 旨在补充和完善丙烯酰胺对男性

生殖的毒害作用及机制。结果显示, 2, 10, 50, 250, 
1 000 µmol/L的丙烯酰胺溶液在体外对人成熟精子

活率、运动、获能、顶体反应以及胞内钙浓度等生

理功能均未有显著影响。虽然前人报道丙烯酰胺具

有体内雄性生殖毒性, 本研究结果却表明, 丙烯酰胺

在短时间内并不影响离体人成熟精子功能, 探究其

原因有以下几方面: 
首先, 丙烯酰胺在体内转化为环氧丙酰胺发

挥毒性, 而对于离体人成熟精子主要以丙烯酰胺单

体形式起作用。丙烯酰胺进入人体内后, 仅少量以

原型经尿液排出。大部分在细胞色素P4502E1的
作用下, 生成活性环氧丙酰胺等代谢产物。环氧丙

酰胺与DNA上的鸟嘌呤结合形成加合物, 导致遗

传物质损伤[21]。研究显示, 经口一次给予雄性大

鼠54 mg/(kg·bw)丙烯酰胺后, 在睾丸组织中检出

了环氧丙酰胺–鸟嘌呤加合物, 但未见丙烯酰胺–鸟
嘌呤加合物[22]。此外, 病理切片提示, 高剂量丙烯酰

胺[100 mg/(kg·d)]腹腔注射连续染毒5 d可减少雄性

小鼠睾丸曲细精管中生精细胞数量, 并且增加早期

生精细胞微核率以及初级精母细胞染色体畸变率[9]。

这些结果表明, 丙烯酰胺经体内代谢后, 所形成的

环氧丙酰胺通过与DNA中鸟嘌呤形成加合物, 造成

早期生精细胞和初级精母细胞染色体畸变, 引起生

殖细胞遗传毒性。然而, 离体人成熟精子不能将丙

烯酰胺代谢为环氧丙酰胺, 且丙烯酰胺自身不结合

DNA, 因此其对离体人成熟精子不造成遗传生殖毒

性。

其次, 在体内丙烯酰胺通过改变睾丸相关基因

的表达来其作用, 而成熟精子功能改变主要通过翻

译后修饰等非基因组途径来实现。前人的研究表明, 
经口连续5 d给予雄性SD大鼠60 mg/(kg·d)丙烯酰胺, 
可显著改变染毒大鼠睾丸中与生精相关的基因、睾

丸功能相关基因以及逆境相关基因的表达从而影响

生育[11]。然而, 成熟精子是转录沉默的特殊细胞, 其
核基因几乎不进行转录和翻译, 成熟精子功能改变

主要通过翻译后修饰等非基因组途径来实现[23]。其中, 
精子胞内钙离子作为重要的信号分子, 在调控哺乳动

物成熟精子运动、获能和顶体反应等功能中起到关键

作用[13-14]。据报道, 扰乱精子胞内钙信号将影响生育[24]。

本研究的结果表明, 丙烯酰胺在体外并不影响人成熟

精子胞内钙信号, 从而并不改变离体人成熟精子运动、

获能和顶体反应等功能。但是, 丙烯酰胺是否会影响

人成熟精子中其他信号通路还有待进一步研究。

最后, 本研究中所用丙烯酰胺剂量与前人体内

实验中所用剂量不同。前人在体内实验中所用丙烯

酰胺浓度为5~100 mg/(kg·d)。但是, 丙烯酰胺进入

体内后绝大部分转化为环氧丙酰胺等代谢产物, 剩
余的部分经尿液排除体外, 体内几乎没有丙烯酰胺

单体存在, 因此丙烯酰胺的体内毒性主要是检测其

代谢产物环氧丙酰胺。然而, 成熟精子并不能将丙

烯酰胺转化为环氧丙酰胺, 因此, 本研究所有的体
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外浓度不是参考前人所用的体内剂量, 而是依据丙

烯酰胺体外细胞毒性浓度[20], 选用0, 2, 10, 50, 250, 
1 000 µmol/L作为实验浓度, 检测丙烯酰胺本身对离

体人成熟精子功能的影响。

综上所述, 结合前人的研究和本实验结果推测,
丙烯酰胺对雄(男)性生殖的毒害机制为: 在体内, 丙
烯酰胺转化为环氧丙酰胺, 结合生殖细胞中的DNA, 
导致染色体异常, 并且改变睾丸中与生精相关的基

因表达, 导致精子数目减少、活力下降、形态改变; 
在体外, 丙烯酰胺对人成熟精子没有细胞毒性, 不影

响人成熟精子胞内钙信号, 因而对人成熟精子运动、

获能和顶体反应等功能没有显著抑制效果。
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