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高、低脂系肉鸡睾丸组织形态和氧化应激水平比较分析
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3.东北农业大学动物科学技术学院，哈尔滨 150030）

摘 要：研究旨在比较高、低脂系肉鸡睾丸组织形态和氧化应激水平差异。以高、低脂系第24世代27和36
周龄肉种公鸡为试验材料，利用HE染色观察睾丸组织中曲细精管生精上皮结构，根据曲细精管面积、生精上皮

厚度及 Johnsen评分评估睾丸生精功能；利用试剂盒检测睾丸组织中氧化应激产物丙二醛含量及抗氧化酶（过氧化

氢酶、总超氧化物歧化酶和谷胱甘肽过氧化物酶）活性。结果表明，27和36周龄高脂系肉鸡腹脂重和腹脂率显著

高于低脂系；36周龄高脂系肉鸡睾丸重和睾丸比率显著高于低脂系；27和36周龄高脂系肉鸡睾丸中生精细胞脱

落且排列紊乱，曲细精管内出现“脂肪样空泡”，曲细精管面积、生精上皮厚度、Johnsen评分显著低于低脂系；

27和36周龄高脂系肉鸡睾丸组织中过氧化氢酶和总超氧化物歧化酶活性显著低于低脂系，丙二醛含量显著高于

低脂系。以上结果表明，高脂系肉种公鸡腹脂沉积过多可能导致睾丸氧化应激水平升高，引起曲细精管生精上皮

结构受损和生精功能下降。
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Abstract: The study aimed to compare the differences in testicular histomorphology and oxidative
stress level between fat and lean broilers. The fat and lean breeder roosters from the 24th generation of
the Northeast Agricultural University broiler lines divergently selected for abdominal fat content at 27
and 36 weeks of ages were used as experimental materials. The seminiferous epithelium structure of
the seminiferous tubules of testicular tissue was observed by HE staining of paraffin section. Testicular
spermatogenic function was assessed based on the area of the seminiferous tubules, thickness of the
seminiferous epithelium and Johnsen score. The amount of oxidative stress product malondialdehyde
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我国是农业大国，畜牧业在国民经济构成中

具有举足轻重的地位。肉鸡产业是我国畜牧业重

要组成部分，在提高人民收入及保障民生等方面

发挥重大作用。随着肉鸡产业迅速发展，鸡肉总

生产量和总消费量不断上升，如今已成为我国第

二大畜禽肉类消费品。在鸡肉产品中，白羽肉鸡

约占55%~60%份额，是鸡肉重要来源[1]。为满足市

场需要，白羽肉鸡经过几十年不断选育，产肉量

和生长速度均得到显著提高，但同时也导致体脂

（尤其是腹脂）过度蓄积[2]。肉鸡体脂过度蓄积也带

来许多问题，如降低肉仔鸡的饲料转化效率、胴

体瘦肉率和肉种鸡繁殖性能 [3-5]。精液品质是衡量

肉种公鸡繁殖性能重要指标之一，影响精液品质

主要因素有精液量、精液 pH、精子浓度、精子活

力及精子畸形率等[6]。已有研究表明，肉种公鸡肥

胖降低其精液品质[7]。

睾丸是精子产生和储存的场所，其形态结构

直接影响精液品质。睾丸实质充满曲细精管，曲

细精管管壁上皮（即生精上皮）是精子发生场所。

鸡和哺乳动物精子发生过程相似，在精子发生阶

段，生精上皮可见各级生精细胞，包括精原细

胞、初级精母细胞、次级精母细胞、精细胞和精

子。曲细精管面积和生精上皮厚度是评价睾丸结

构和功能是否正常的重要指标[8]。人类和小鼠研究

表明，肥胖导致睾丸组织中曲细精管结构和精子

形态异常、精子浓度和活力显著降低[9-10]。

氧化应激是指机体产生活性氧（ROS）和抗氧化

系统清除ROS发生失衡，导致ROS在体内过量积

累，引起细胞毒性病理过程 [11]。Funes 等研究表

明，小鼠睾丸组织氧化应激会导致睾丸结构损

伤，影响生精功能 [12]。Xu等研究发现，睾丸氧化

应激时产生过量ROS是造成精子活力降低、畸形

率升高的重要原因之一[13]。研究表明，肉种公鸡体

脂过度沉积导致睾丸内氧化应激水平升高，导致

精子活力下降和精子畸形率升高[14-15]。

本课题组前期以第 18 世代高、低脂系肉种

公鸡为试验材料，开展两个品系间精液品质比较

分析，结果发现高脂系公鸡精液量、精子浓度、

精子活力显著低于低脂系，精子畸形率显著高于

低脂系 [5]，但原因尚不清楚。本研究以第 24 世

代 27周龄（高、低脂系肉种公鸡性成熟早期）和

36周龄（高、低脂系肉种公鸡繁殖性能最佳时期）

高、低脂系肉种公鸡为试验材料，开展高、低脂

系肉鸡睾丸组织形态和氧化应激水平比较分析。

研究结果有助于揭示高、低脂系肉鸡精液品质

差异原因，为提高肉种公鸡繁殖性能提供理论

依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

以高、低脂系第24世代27周龄和36周龄肉种

公鸡为试验材料（每个周龄每个品系各10只鸡，来

(MDA) and the activity of antioxidant enzymes, including catalase (CAT), total superoxide dismutase (T-
SOD) and glutathione peroxidase (GSH-PX) in testicular tissue, were detected according to the instructions
of the kits. The results showed that the abdominal fat weight and abdominal fat percentage of fat roosters
were significantly higher than those of the lean roosters at 27 and 36 weeks of ages, and the testicular
weight and testicular ratio of fat rooster were significantly higher than those of the lean roosters at 36
weeks of age. In the fat roosters, the spermatogenic cells were shedded and distributed disorderly in
testicular tissue, "fat like vacuoles" appeared in the seminiferous tubules. The area of seminiferous
tubules, thickness of seminiferous epithelium and Johnsen score of fat roosters were significantly lower
than those of lean roosters at 27 and 36 weeks of ages. The activities of CAT and T-SOD in testicular
tissue of fat roosters were significantly lower than those of the lean roosters, and the content of MDA was
significantly higher than that of the lean roosters at 27 and 36 weeks of ages. In summary, the results of
this study indicated that excessive abdominal fat deposition in the fat broiler breeder roosters might cause
an increased in testicular oxidative stress levels, leading to damage to the structure of the seminiferous
epithelium in the seminiferous tubules and decrease in spermatogenic function.

Key words: broiler breeder rooster; abdominal fat deposition; testicle; oxidative stress; spermato-
genic function
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源于不同半同胞家系），禁食 12 h 后称量体重

（BW）并屠宰，屠宰后称量腹脂重（AFW）和睾丸重

（TW），并计算腹脂率（AFP=AFW/BW×100%）和睾

丸比率（TP=TW/BW×100%）。睾丸组织称重后立即

将左侧睾丸放入 4%多聚甲醛中固定，4 ℃保存待

用；右侧睾丸剪成小块，放置于 5 mL采样管中，

液氮速冻，-80 ℃保存待用。所有肉种鸡按照AA+
父母代肉鸡饲养管理手册（2018）饲养在同一环境

下。肉种公鸡从 0日龄至 7周龄自由采食和饮水，

从8周龄至53周龄进行限饲。

1.2 试验方法

1.2.1 睾丸组织石蜡切片的HE染色

对 4%多聚甲醛固定后睾丸组织进行石蜡包

埋，具体操作步骤如下：去除组织表面杂质，放入

包埋盒，流动自来水冲洗12 h，滤纸擦干，依次放

入 30%（1 h）、50%（1 h）、70%（1 h）、80%（1 h）、

95%（1 h）、100%（1 h）、100%（1 h）乙醇中逐级脱

水，脱水后将组织放入无水乙醇：二甲苯（1􀏑1）混

合液中浸泡30 min，放入二甲苯中浸泡至组织块完

全透明。将组织块依次置于融化的石蜡Ⅰ（1 h）和

石蜡Ⅱ（1 h）中，放入 56 ℃烘箱中。打开包埋仪，

使石蜡处于融化状态。在包埋框底部注入一薄层

石蜡，迅速用镊子将浸蜡后组织块平整放入包埋

框中央，置于冷冻台上。待组织块固定后，继续

注入石蜡，将包埋框底盖在组织上方，再注入足

够量石蜡，移至冷冻台，待冷冻完全后，将包埋

好的组织蜡块取下，4 ℃保存。切片前将包埋好的

组织蜡块进行修整，去除组织周围多余石蜡。切

片时先将切片厚度调至20 μm，切掉组织表面多余

蜡，再将切片厚度调至 5 μm切取组织，得到切片

后移至装有 42 ℃温水的展片机充分展片，用载玻

片捞取切片，放在 37 ℃烘片机上烘干，保存于切

片盒待用。

将制作好的切片置于玻片架上，在 60 ℃烘箱

中放置 1 h。利用北京索莱宝科技有限公司苏木素

伊红（HE）染色试剂盒对切片染色（每只鸡取2张睾

丸组织切片进行HE染色），具体步骤如下：将切

片依次放入二甲苯Ⅰ（5 min）、二甲苯Ⅱ（5 min）、

无水乙醇（5 min）、95%乙醇（2 min）、80%乙醇

（2 min）、70%乙醇（2 min）、蒸馏水（2 min） 中；

苏木素染液染色15 min，自来水冲洗；分化液分化

30 s；自来水浸泡 15 min后，置于伊红染液染色

2 min，自来水冲洗；自来水浸泡5 min后，依次放

入 95%乙醇Ⅰ（3 s）、95%乙醇Ⅱ（3 s）、无水乙醇

Ⅰ（3 s）、无水乙醇Ⅱ（1 min）、二甲苯Ⅰ（1 min）、

二甲苯Ⅱ（1 min）中进行脱水和透明；将透明后的

切片滴加中性树脂，盖上盖玻片进行封片。

使用Nikon eclipse 80 i荧光正置显微镜（目镜

10X，物镜 20X）观察经HE染色的睾丸组织切片。

在显微镜视野下随机选择 15个轮廓规则的曲细精

管，利用 Image J v6.0（Media Cyber netics, Inc. Mary⁃
land, USA）软件将曲细精管基底膜圈定，所得面积

即为曲细精管面积；每个曲细精管随机选取3个位

置，用 Image J v6.0软件测量基底膜至管腔内成熟

精子间距离，3次测量结果平均值即为该曲细精管

生精上皮厚度。此外，根据Johnsen评分，评估每张

切片中 15个曲细精管生精上皮生精情况。Johnsen
评分标准见表1[16]。

1.2.2 睾丸组织氧化应激水平检测

利用南京建成生物工程研究所有限公司的丙

二醛（MDA）测定试剂盒（TBA 法）、过氧化氢酶

（CAT）测定试剂盒（可见光法）、总超氧化物歧化酶

（T-SOD）测定试剂盒（羟胺法）和谷胱甘肽过氧化

物酶（GSH-PX）测定试剂盒（比色法）检测睾丸组织

中 MDA 含量及 CAT、T-SOD、GSH-PX 酶活性，

评估睾丸组织氧化应激水平。所有氧化应激指标

测定均按照试剂盒说明书操作。使用上海碧云天

评分
Score
10
9
8
7

6

5
4
3
2
1

精子发生水平
Spermatogenesis level
可见精子发生全过程

精子发生轻微受损

每个曲细精管少于5个精子

成熟生精细胞缺乏，可见多数早期生精细胞

少数或没有早期生精细胞，
生精过程停滞在生精细胞形成时期

较多精母细胞

少数精母细胞，生精过程停滞在初级精母细胞时期

仅有精原细胞

无生精细胞，仅有支持细胞

无曲细精管上皮细胞，管状硬化

表1 Johnsen评分标准

Table 1 Johnsen scoring criteria
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生物技术有限公司BCA蛋白浓度测定试剂盒（增强

型）测定样品蛋白浓度，用于校正 MDA 含量及

CAT、T-SOD、GSH-PX酶活性。

1.2.3 统计分析

所有数据结果均表示为平均值±标准差。使用

SPSS 26.0软件分析所测得数据。分析数据前，对

数据资料进行正态分布和方差齐性检验。对于数

据资料开展差异性分析时，符合正态分布采用双

尾独立样本T检验，不符合正态分布则采用非参数

独立样本 Mann-Whitney 检验。P<0.05 为差异显

著，P<0.01为差异极显著。

2 结果与分析

2.1 高、低脂系肉种公鸡腹脂性状及睾丸性状的

比较分析

在27和36周龄时，高脂系肉种公鸡腹脂重和

腹脂率显著或极显著高于低脂系（P<0.05或P<0.01，
见表2）。在27周龄时，高脂系肉种公鸡睾丸重有高

于低脂系的趋势，但未达到显著水平（P>0.05），睾丸

比率在两系间无差异（P>0.05，见表2）；36周龄高脂

系肉种公鸡睾丸重和睾丸比率极显著或显著高于低

脂系（P<0.05或P<0.01，见表2和图1）。

周龄
Age

27周龄
27 weeks of age

36周龄
36 weeks of age

性状
Traits

腹脂重（g）
腹脂率（%）

睾丸重（g）
睾丸比率（%）

腹脂重（g）
腹脂率（%）

睾丸重（g）
睾丸比率（%）

高脂系
Fat line

76.571±14.890
0.017±0.011

45.757±7.526
0.010±0.001

26.782±9.527
0.006±0.006

42.212±9.592
0.010±0.002

低脂系
Lean line
6.007±2.567
0.001±0.002

41.867±7.205
0.010±0.002
1.106±1.106

0.0002±0.0007
30.276±11.327
0.007±0.002

P值
P value
<0.001**
<0.001**
0.236
0.433
0.015*

<0.001**
0.020*
0.003**

表2 27、36周龄高、低脂系肉种公鸡腹脂性状和睾丸性状比较

Table 2 Comparison of abdominal fat and testicular traits between fat and

lean broiler breeder roosters at 27 and 36 weeks of age

A-36周龄高脂系肉种公鸡；B-36周龄低脂系肉种公鸡。
A-Fat broiler breeder rooster at 36 weeks of age; B-Lean broiler breeder rooster at 36 weeks of age.

图1 36周龄高、低脂系肉种公鸡睾丸组织形态

Fig. 1 Testicular morphology of fat and lean broiler breeder roosters at 36 weeks of age

注：* P<0.05表示差异显著，** P<0.01表示差异极显著。下同。
Note: * P<0.05 indicates significant difference, ** P<0.01 indicates remarkably significant difference. The same as below.

2.2 高、低脂系肉种公鸡睾丸组织结构比较分析

27和 36周龄高、低脂系肉种公鸡睾丸组织切

片的HE染色结果显示，高脂系肉种公鸡睾丸中生

精细胞层数减少、排列紊乱，曲细精管内出现“脂

肪样空泡”（见图 2A、C）；低脂系肉种公鸡睾丸中

生精细胞层数正常、排列有序，管腔内可见大量精

子（见图2B、D）。测量和统计分析睾丸组织切片中

曲细精管面积和生精上皮厚度，结果显示，高脂

A B
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
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系肉种公鸡曲细精管面积和生精上皮厚度极显著

低于低脂系（P<0.01，见表 3）。为进一步分析高、

低脂系肉种公鸡睾丸生精上皮生精功能，进行

Johnsen评分，结果发现，高脂系肉种公鸡 Johnsen

评分显著或极显著低于低脂系（P<0.05或P<0.01，
见表3）。以上结果表明，在27和36周龄时，与低

脂系肉鸡相比，高脂系肉鸡睾丸组织中曲细精管

生精上皮结构受损，生精功能较差。

周龄
Age

27周龄
27 weeks of age

36周龄
36 weeks of age

检测指标
Detection indicators
曲精细管面积（μm2）

生精上皮厚度（μm）
Johnsen评分

曲精细管面积（μm2）

生精上皮厚度（μm）
Johnsen评分

高脂系
Fat line

38 642.615±3 174.331
45.809±4.199
9.5767±0.171

35 433.906±3 809.686
45.534±6.500
8.383±0.345

低脂系
Lean line

44 716.783±5 157.162
64.677±6.101
9.740±0.127

41 248.424±4 636.087
58.080±5.421
9.061±0.246

P值
P value
0.006**

<0.001**
0.031*
0.007**

<0.001**
<0.001**

（A）27周龄高脂系肉种公鸡；（B）27周龄低脂系肉种公鸡；（C）36周龄高脂系肉种公鸡；（D）36周龄低脂系肉种公鸡；DEH表示生精

上皮损伤区域；SPZ表示精子；BM表示基底膜；EH表示生精上皮。

(A) Fat broiler breeder rooster at 27 weeks of age; (B) Lean broiler breeder rooster at 27 weeks of age; (C) Fat broiler breeder rooster at 36 weeks
of age; (D) Lean broiler breeder rooster at 36 weeks of age; DEH indicates the damaged area of the spermatogenic epithelium; SPZ indicates the sperma⁃
tozoa; BM indicates the basement membrane; EH indicates the spermatogenic epithelium.

表3 27、36周龄高、低脂系肉种公鸡睾丸组织学比较

Table 3 Comparison of testis histology between fat and lean broiler breeder roosters at 27 and 36 weeks of age

图2 高、低脂系肉种公鸡睾丸组织切片HE染色

Fig. 2 HE staining of testicular tissue sections of fat and lean broiler breeders

2.3 高、低脂系肉种公鸡睾丸组织氧化应激水平

比较分析

如表 4所示，在 27和 36周龄时，高脂系肉种

公鸡睾丸组织中氧化应激产物MDA含量显著或极

显著高于低脂系（P<0.05或P<0.01），抗氧化酶T-

SOD和CAT活性显著或极显著低于低脂系（P<0.05
或P<0.01），抗氧化酶GSH-PX活性有低于低脂系

的趋势，但未达到显著水平（P>0.05）。以上结果

表明，高脂系肉种公鸡睾丸组织氧化应激水平高

于低脂系。

A B

C D

100 μm

100 μm100 μm

100 μm
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3 讨论与结论

本研究以第 24世代高、低脂系肉种公鸡为试

验材料，开展高、低脂系肉鸡睾丸组织形态和氧

化应激水平比较分析。

研究表明，肥胖小鼠和大鼠睾丸重量显著高

于正常小鼠和大鼠，且与正常鼠相比，肥胖鼠睾

丸组织中脂肪含量显著升高，提示肥胖鼠睾丸重

量高于正常鼠可能与肥胖鼠睾丸中沉积过多脂肪

有关 [17-18]。Marks以日本鹌鹑为研究材料发现，腹

脂含量与睾丸重之间呈显著正相关 [19]。本课题组

Zhang等研究发现，7、14、25、30和 56周龄高脂

系公鸡腹脂重和腹脂率显著高于低脂系；在 7、
14、25周龄时，低脂系公鸡睾丸重和睾丸比率显

著高于高脂系，但在30和56周龄时，高脂系公鸡

睾丸重和睾丸比率显著高于低脂系 [5]。本研究发

现，27和 36周龄高脂系肉种公鸡腹脂重和腹脂率

极显著高于低脂系，且 36周龄高脂系肉种公鸡睾

丸重和睾丸比率显著高于低脂系；另外，本研究

发现27和36周龄高脂系肉种公鸡睾丸生精上皮细

胞出现大量“脂滴样空泡”，这与上述前人研究结

果一致。基于此，推测在性成熟前睾丸生长发育

期（25周龄之前），高脂系肉鸡腹脂沉积过度抑制

睾丸生长发育，降低睾丸重量，但在性成熟后（25
周龄之后），高脂系肉鸡体内可能有大量脂肪沉积

到睾丸组织中，增加睾丸重量。

睾丸作为精子发生场所，其内部含有间质组

织和曲细精管。睾丸组织结构正常对维持雄性动

物繁殖性能尤为重要。小鼠肥胖导致睾丸组织中

曲细精管结构异常、曲细精管面积减少及 Johnsen

评分下降 [20-21]。本研究睾丸组织学分析结果显示，

在27和36周龄时，低脂系肉种公鸡曲细精管中生

精细胞层数正常且排列有序，管腔内可见大量精

子；高脂系肉种公鸡曲细精管中生精细胞层数紊

乱，生精细胞数量较少且排列紊乱，出现生精细

胞脱落现象，且高脂系肉种公鸡睾丸曲细精管面

积、生精上皮厚度、Johnsen评分均极显著低于低

脂系，说明肉种公鸡腹脂过度沉积对睾丸组织中

曲细精管生精上皮结构造成损伤，这与人类和小

鼠研究结果一致。Hu等研究发现，小鼠睾丸组织

结构损伤导致精子数量减少[22]。Demirci等和Yan等
研究发现，肥胖大鼠睾丸组织结构受损，曲细精

管面积减少、Johnsen评分和精子浓度下降[21, 23]。综

上，推测本课题组前期发现的第 18世代高脂系肉

种公鸡精液量和精子浓度显著低于低脂系[5]，可能

与高脂系肉种公鸡睾丸组织结构受损有关。

Funes等研究发现，喂食高脂饲料的小鼠出现

睾丸氧化应激水平升高，导致睾丸结构受损（如

生精细胞排列松散、曲细精管出现空泡化），对睾

丸生精功能产生不利影响 [12]。Ghosh等研究发现，

喂食高脂饲料的小鼠睾丸内ROS过量积累引起氧

化应激导致睾丸结构异常（如曲细精管破裂、空泡

化增加），睾丸生精功能降低[24]。Alahmar等研究表

明，由于精子细胞质较少，抗氧化能力较弱，更

易发生氧化应激损伤[25]。正常细胞活动需要线粒体

提供能量，线粒体通过电子传递链利用4个电子结

合氧分子将氧气还原成水产生ATP。家禽精子线粒

体作为精子能量供应中心，其功能状况直接决定

精子活力[26]。研究发现，ROS在细胞中积累导致氧

化应激时最先攻击的细胞器是线粒体，降低精子

周龄
Age

27周龄
27 weeks of age

36周龄
36 weeks of age

检测指标
Detection indicators

丙二醛（nmol·mg-1 prot）
总超氧化物歧化酶（U·mg-1 prot）

谷胱甘肽过氧化物酶（U·mg-1 prot）
过氧化氢酶（U·mg-1 prot）
丙二醛（nmol·mg-1 prot）

总超氧化物歧化酶（U·mg-1 prot）
谷胱甘肽过氧化物酶（U·mg-1 prot）

过氧化氢酶（U·mg-1 prot）

高脂系
Fat line

5.300±0.477
30.837±2.429

241.950±29.323
58.338±3.022
6.116±0.213

24.868±3.936
324.964±18.574
56.869±3.639

低脂系
Lean line
3.998±0.184

45.554±2.411
346.628±68.401
102.707±7.508

4.480±0.074
39.740±6.261

362.978±8.892
120.318±24.280

P值
P value
0.026*

<0.001**
0.163

<0.001**
<0.001**
<0.001**
0.081
0.023*

表4 27、36周龄高、低脂系肉种公鸡睾丸组织氧化应激指标比较

Table 4 Comparison of index of testis oxidative stress between fat and lean broiler breeder roosters at 27 and 36 weeks of age
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活力[11, 27]。以上研究表明，睾丸组织中过量积累的

ROS可能通过攻击精子线粒体降低精子活力。哺

乳动物和鸟类精子细胞膜富含大量不饱和脂肪

酸，在ROS作用下发生脂质过氧化，造成精子细

胞结构异常，导致精子畸形 [15]。Li等与 Partyka等
研究均表明，肉种公鸡体脂过度沉积导致睾丸内

氧化应激水平升高，导致精子活力下降和精子畸

形率升高[14-15]。体内氧化应激水平通常用氧化应激

产物MDA含量和抗氧化酶T-SOD、CAT、GSH-PX
活性评估[28]。本研究发现，在 27和 36周龄时，高

脂系肉种公鸡睾丸组织中MDA含量显著高于低脂

系，T-SOD和CAT活性显著低于低脂系，说明与

低脂系相比，高脂系肉种公鸡睾丸组织抗氧化能

力较差，氧化应激更严重。本研究结果与上述 Li
等和Partyka等研究结果一致。本课题组前期发现

的高脂系肉种公鸡精子活力显著低于低脂系[5]，可

能是因高脂系肉种公鸡睾丸内氧化应激水平升

高，损伤精子线粒体ATP合成能力导致；而高脂

系肉种公鸡精子畸形率显著高于低脂系[5]，可能是

因高脂系肉种公鸡睾丸内氧化应激水平升高，损

伤精子细胞膜结构导致。

本研究结果表明，高脂系肉种公鸡腹脂沉积

过多可能导致其睾丸氧化应激水平升高，引起曲

细精管生精上皮结构受损和生精功能下降。
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