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　　摘要：以姜曲海猪精液为研究对象，分析冷冻—解冻后猪精子膜完整性及氧化应激水平，结果表明，新鲜精子经冷
冻—解冻后，形态正常率、头部质膜完整率、尾部质膜完整率及ＳＯＤ活性均显著降低，ＭＤＡ含量显著升高。冷冻１组
（未添加维生素Ｃ）与冷冻２组（添加维生素Ｃ）相比，前者精子形态正常率、头部质膜完整率、尾部质膜完整率及ＳＯＤ
活性分别为７１．２％、５７．２％、４９．２％和８５．３ＩＵ／１０－８，均显著低于后者，ＭＤＡ含量则显著高于后者。冷冻—解冻造成
了精子膜损伤，维生素Ｃ在一定程度上可有效提高精子的抗氧化能力，抵抗膜损伤。
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　　精子的长期保存在畜牧业、低温生物学种质资源保存及
动物基因实验研究等方面均具有重要的意义。精液的长期保

存尽管具有潜在优势，但众所周知，猪精子对低温非常敏感，

猪冷冻保存精液应用于人工授精的比例尚不足１％［１］，存在

冷冻保存精液活力差、受胎率低、产仔数少等诸多问题［２－３］。

超低温保存技术是重要的辅助生殖技术。精子超低温保

存时，冷冻损伤是难以避免的，其主要作用机制是在冷冻过程

中，冰晶的形成和渗透压改变导致精子受损。另外，在生理状

态下，作为有氧代谢的产物，适量的活性氧（ＲＯＳ）可调节精
子功能［４］，但过高的ＲＯＳ水平则使精子膜发生脂质过氧化反
应，引起精子损伤［５］。本研究以猪新鲜和冷冻—解冻精液为

研究对象，探讨超低温保存对精子膜完整性及氧化应激的

影响。

１　材料与方法

１．１　精液采集
４只成年、健康、性欲旺盛的姜曲海种公猪，由国家级姜

曲海种猪场提供。利用手握法采集精液，立即置于保温桶中，

１ｈ内带回实验室；将精液用专用滤纸过滤至３７℃预热烧杯
中，然后使用德国米尼图 ＭＩＩ稀释剂，按照体积比１∶１．５进
行稀释。

１．２　稀释液和冷冻液的配制
１．２．１　冷冻基础液（稀释液）的配制　分别称取葡萄糖
１．１ｇ、Ｔｒｉｓ２．４２ｇ、柠檬酸钠１．４８ｇ、青霉素０．０６ｇ和链霉素
０．１ｇ，溶解于双蒸水中，定容至１００ｍＬ。
１．２．２　冷冻液的配制　冷冻Ⅰ液（试验设计为２组）：①冷

冻１组：在稀释液的基础上添加３７５ｍｍｏｌ／Ｌ海藻糖、０．１％十
二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）和２０％卵黄；②冷冻２组：在冷冻１组基
础上添加０．０５％维生素Ｃ。冷冻Ⅱ液：在冷冻１组的基础上
添加甘油，使其终浓度为３％。
１．３　精液冷冻—解冻方法

将１∶１．５稀释后的精液置于１７℃过夜，１７℃ ８００ｇ离
心１２ｍｉｎ，弃上清，然后加入冷冻Ⅰ液于４℃平衡１．５ｈ；再加
入等体积４℃预冷的冷冻Ⅱ液，使精液最终稀释比为１∶２，
然后再于４℃平衡、分装于０．２５ｍＬ细管中，４℃平衡、分装
时间在４５ｍｉｎ内完成，距液氮面３ｃｍ熏蒸１０ｍｉｎ后投入液
氮保存１周。

解冻时，将细管从液氮中迅速取出，直接投入３７℃水浴
中并迅速摇晃。将解冻后的精液收集于１０ｍＬ试管内，然后
用９倍体积的ＰＢＳ液清洗精子。
１．４　精子正常形态率的检测

于相差显微镜下直接观察活精子的正常形态率，至少计

数２００个精子。将巨型精子、短小精子、双头或双尾精子以及
精子顶体膨胀或脱落、精子头部残缺或与尾部分离、尾部变曲

等，均视为畸形精子。

１．５　精子膜完整性检测
１．５．１　头部质膜完整性评价方法（ＰＩ染色）　１００μＬ
ＨＥＰＥＳ／ＢＳＡ（０．７５９９ｇＮａＣｌ、０．０２９８ｇＫＣｌ、０．２３８３ｇ
ＨＥＰＥＳ、０．１ｇＢＳＡ、０．２５２２ｇ果糖、０．１０２ｇＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ、
０．０１４７ｇＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ，溶解于１００ｍＬ蒸馏水）中加入２μＬ
碘化丙啶（ＰＩ，０．０２５ｇ溶于 １０ｍＬＰＢＳ），再加入精液悬液
５０μＬ，３７℃孵育３０ｍｉｎ；取 １０μＬ精液悬液滴于载玻片中
央，滴加少量抗荧光淬灭剂 ＤＡＢＣＯ（甘油 ∶ＰＢＳ体积比为
９∶１的１０ｍＬ溶液中含 ＤＡＢＣＯ０．０２４６８ｇ），盖片，用无色
指甲油封片，在荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ，Ｔ１－ＳＭ）下观察。ＰＩ染色
阳性者为头部精子质膜破损的死精子，其头部核区呈现红色

荧光。

１．５．２　尾部质膜完整性评价方法（低渗肿胀试验）　１００μＬ
低渗液（准确称取二水柠檬酸钠０．７３５ｇ、果搪１．３５１ｇ，加双
蒸水至１００ｍＬ，渗透压为１５０ｍＯｓｍ／ｋｇ，０．２２μｍ滤膜过滤，
４℃ 保存备用）中加入１０μＬ精子，然后置于３７℃、５％ＣＯ２
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培养箱中孵育３０ｍｉｎ；取１０μＬ置于载玻片上，加盖盖玻片，
于显微镜下计数２００个精子，计算尾部肿胀（弯尾）精子（即
尾部质膜完整率）的百分率。

１．６　超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性和丙二醛（ＭＤＡ）含量测定
ＳＯＤ活性及ＭＤＡ含量采用南京建成生物工程研究所生

产的试剂盒测定，操作方法按照说明书进行。

１．７　数据处理
每组重复３次，试验数据采用ＳＰＳＳ软件进行差异显著性

分析。

２　结果与分析

２．１　超低温保存对猪精子膜完整性的影响
由表１可见，经冷冻—解冻后，猪精子形态正常率、头部

质膜完整率及尾部质膜完整率均显著降低；冷冻１组精子形
态正常率、头部质膜完整率及尾部质膜完整率分别为

７１２％、５７．２％、４９．２％，均显著低于冷冻２组。

表１　超低温保存对猪精子膜完整性的影响

精子保

存方式

形态正常率

（％）
头部质膜完整率

（％）
尾部质膜完整率

（％）

新鲜（对照组） ９３．７±１．３ａ ８６．３±３．８ａ ８４．７±１．８ａ
冷冻１组 ７１．２±０．６ｃ ５７．２±１．２ｃ ４９．２±１．８ｃ
冷冻２组 ７５．１±１．１ｂ ６５．９±１．８ｂ ６７．２±１．１ｂ

　　注：同列不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　超低温保存对猪精子氧化应激水平的影响
由表２可见，经冷冻—解冻后，猪精子 ＳＯＤ活性显著低

于新鲜对照组（１１４．７ＩＵ／１０－８），ＭＤＡ含量则显著高于对照
组（２２．７ｎｍｏｌ／ｇ）；冷冻１组和冷冻２组相比，前者 ＳＯＤ活性
为８５．３ＩＵ／１０－８，显著低于后者（９６．７ＩＵ／１０－８），前者 ＭＤＡ
含量为３６．２ｎｍｏｌ／ｇ，显著高于后者（３１．２ｎｍｏｌ／ｇ）。

表２　超低温保存对猪精子氧化应激水平的影响

精子保存方式
ＳＯＤ活性
（ＩＵ／１０－８）

ＭＤＡ含量
（ｎｍｏｌ／ｇ）

新鲜对照组 １１４．７±１．４ａ ２２．７±１．３ｃ
冷冻１组 ８５．３±０．９ｃ ３６．２±１．５ａ
冷冻２组 ９６．７±１．３ｂ ３１．２±２．４ｂ

　　注同表１。

３　小结与讨论

精子经历超低温保存，冷冻—解冻造成的损伤是难以避

免的，其中精子质膜是最容易受损的部位，而精子受精能力与

精子膜结构完整性密切相关［６］。精子膜富含多聚不饱和脂

肪酸，是维持膜流动性和精子完成活能、顶体反应及透明带反

应的基础［７］。ＳＯＤ作为精子主要的抗氧化酶之一，其作用是
清除氧化分解过程中产生的自由基，从而起到保护作用。

ＭＤＡ是精子膜脂质过氧化的终产物之一，一定程度上可反映
精子膜脂质过氧化的损伤情况。

在本试验中，冷冻—解冻导致猪精子形态正常率、头部质

膜完整率及尾部质膜完整率均显著低于对照组新鲜精子，

ＳＯＤ活性显著降低，ＭＤＡ含量显著增加，冷冻—解冻造成了
精子膜损伤，该结果与任俊玲等研究结果［８－９］一致。精子经

历超低温保存时，冰晶的形成和渗透压改变致使精子膜损伤，

对ＲＯＳ水平变化的敏感性增加，进而导致精子膜含有的不饱
和脂肪酸发生过氧化反应，产生大量脂类过氧化物及新的氧

自由基［１０］，造成精子膜发生不可逆损伤［９］。

维生素 Ｃ具有较强的还原性，可有效清除氧自由基毒
性。试验结果表明，冷冻２组（冷冻１组中添加０．０５％ 维生
素Ｃ）各指标虽与对照组存在显著差异，但解冻后猪精子形态
正常率、头部质膜完整率、尾部质膜完整率及 ＳＯＤ活性均显
著高于冷冻１组，ＭＤＡ含量显著低于冷冻１组，这说明维生
素Ｃ在一定程度上可有效提高精子的抗氧化能力，抵抗膜损
伤，该结果与廖清华等研究结果［１１］一致。但也有研究表明，

维生素Ｃ对精子冷冻效果并不明显［１２］，推测可能和添加浓度

有关，仍需进一步研究证实。
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（５）：１０２３－１０２８．

［１１］廖清华，杨素芳，邓继贤．海藻糖和维生素Ｃ对猪精液冷冻保存
效果的影响［Ｊ］．黑龙江畜牧兽医，２００９（７）：５１－５２．

［１２］ＭｕｓｔａｆａＳ，ＥｓｒｅｉｆＤ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄｏｎｔｈｅｆｒｅｅｚａｂｉｌｉｔｙｏｆ
ｒａｍｓｅｍｅｎｄｉｌｕｔｅｄｗｉｔｈｅｘｔｅｎｄｅｒｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆ
ｇｌｙｃｅｒｏｌ［Ｊ］．ＴｕｒｋｉｓｈＪｏｕｒｎａｌｏｆＶｅｔｅｒｉｎａｒｙ＆ＡｎｉｍａｌＳｃｉｅｎｃｅ，２００４，
２８（５）：８９３－９１０．

—２２２— 江苏农业科学　２０１３年第４１卷第１１期


