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　　摘要：将抗凋亡试剂葛根素（０、０．０２、０．１０、０．５０、２．５０ｍｍｏｌ／Ｌ）、酒石酸美托洛尔（０、０．０２、０．１０、０．５０、２．５０ｍｍｏｌ／Ｌ）、
二氯乙酸钠（０、０．０４、０．２０、１．００、５．００ｍｍｏｌ／Ｌ）加入稀释液中，探讨它们在猪精液常温保存中的效果。结果表明：
０．５０ｍｍｏｌ／Ｌ葛根素可以延长精子保存时间及存活指数（Ｐ＜０．０５）；０．５０ｍｍｏｌ／Ｌ酒石酸美托洛尔能降低精子畸形率
（Ｐ＜０．０５）；５．００ｍｍｏｌ／Ｌ二氯乙酸钠可以缩短精子存活时间和存活指数（Ｐ＜０．０５）。总之，合适浓度的葛根素或酒
石酸美托洛尔可以显著提高猪精液常温保存后的品质，而二氯乙酸钠对猪精液常温保存效果没有明显的改善作用。
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　　随着人工授精（ＡＩ）技术在现代养猪业中发挥出更加巨
大的作用，精液保存技术显得日益重要，并愈加显示出其在降

低公猪饲养成本、提高经济效益、加快育种速度、防止疾病传

播等方面的优势［１］。与冷冻精液相比，常规液态保存精液具

有设备要求低、操作过程简单、所需费用低、繁殖成绩好（受

胎率、分娩率和窝产仔数较高）等优点［２］，所以，在猪人工授

精技术中以使用常温精液为主，占到使用精液总量的

９９％［３］。因此，猪精液常温液态保存的研究对猪人工授精技

术的发展乃至养猪生产具有很高的实用价值。相关的文

献［４－１０］认为，人和动物精液射出体外之后，各种理化条件均

会促进精子发生凋亡，而葛根素（Ｐｕｒ）、酒石酸美托洛尔
（ＭＴＡ）及二氯乙酸钠（ＤＣＡ）３种试剂可以抑制胞浆内游离
Ｃａ２＋浓度的持续性升高，从而阻止细胞凋亡的发生［１１－１４］；但

是，迄今为止未见这３种试剂在猪精液保存方面的应用报道。
因此，本试验探讨 Ｐｕｒ、ＭＴＡ及 ＤＣＡ在猪精液常温保存中的
效果，为猪精液常温保存稀释液配方的改良提供参考。

１　材料与方法

１．１　主要仪器设备及试剂
Ｈａｉｅｒ药品保存箱（深圳市凯铭杰仪器设备有限公司），

电子恒温水浴锅（广州市富家电器厂），相差显微镜（ＯＬＹＭ
ＰＵＳＣＨ３＿ＤＯ６Ｍ０１４３４），电子冷暖箱（北京福意联电器有限
公司），ＤＪ－２００电子天平（北京宏宇振兴科贸有限公司）。
乙二胺四乙酸二钠（ＥＤＴＡ）（国药集团化学试剂有限公司），
Ｎ－乙酰半胱氨酸（ＮＡＣ）、Ｐｕｒ、ＭＴＡ（阿拉丁试剂上海公司），
ＤＣＡ（西格玛奥德里奇上海贸易有限公司），苯胺蓝（天津市

科密欧化学试剂开发中心），龙胆紫（天机博迪化工公司）。

１．２　精液的采集与处理
采用手握法采集健康、正常采精的长白、约克和杜洛克种

公猪（饲养于广西科达畜禽改良有限责任公司）中段精子浓

密精液，用４层脱脂纱布过滤去除胶状物，原精精子活力０．７
以上，气味、色泽正常者供稀释保存用。

１．３　精液的稀释与保存
按配方准确配制稀释液，３７℃等温条件下按１∶２的比例

稀释，用纱布包裹后保存在１６～１８℃的常温环境中。
１．４　精液品质检查
１．４．１　精子存活时间　每隔一定时间检查活力，直到精子全
部死亡为止。记录精子有效存活时间（精子活力为０．４的保
存时间）、总存活时间（精子全部死亡的保存时间），并计算精

子存活指数｛∑［（上次活力＋下次活力）／２×时间间隔］｝。
１．４．２　精子的畸形率、顶体完整率　于保存７２ｈ时进行检
查，具体步骤为：精液涂片→干燥→１０％福尔马林生理盐水固
定１５ｓ→水洗→５％苯胺蓝溶液染色１５～２０ｓ→水洗→０．５％
龙胆紫水溶液染色４～６ｓ→水洗→干燥→镜检。
１．５　试验设计

添加３种试剂的试验均分为５个组，对照组的稀释液为
常用的葡萄糖－柠檬酸钠－ＥＤＴＡ液（葡萄糖３．７１％，柠檬酸
钠０．５３％，碳酸氢钠０．１３％，ＮＡＣ０．０２％，ＥＤＴＡ０．１３％，ＫＣｌ
０．０８％，青霉素０．０６％，链霉素０．１０％）［１５］，试验组１～４的
稀释液在对照组的基础上分别添加 ０．０２、０．１０、０．５０、
２．５０ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｐｕｒ或ＭＴＡ，或０．０４、０．２０、１．００、５．００ｍｍｏｌ／Ｌ
的ＤＣＡ。所有试验均重复６次。
１．６　数据处理

试验所得的各组数据均以“ｘ±ｓ”表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０
软件进行方差分析，检验各组之间差异的显著性。

２　结果与分析

２．１　Ｐｕｒ在猪精液常温保存中的应用效果
如表１所示，从稀释后活力、顶体完整率及畸形率来看，
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添加 Ｐｕｒ的各个试验组与对照组相比，差异不显著
（Ｐ＞０．０５）。在有效存活时间、总存活时间及存活指数方面，
添加０．５０ｍｍｏｌ／ＬＰｕｒ的试验组显著高于其他各组（Ｐ＜

００５）。结果表明，在本试验条件下，０．５０ｍｍｏｌ／Ｌ是 Ｐｕｒ在
猪精液常温保存稀释液中的最佳添加浓度。

表１　Ｐｕｒ对猪精液常温保存效果的影响

Ｐｕｒ浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ） 稀释后活力

有效存活时间

（ｈ）
总存活时间

（ｈ）
存活指数

（ｈ）
顶体完整率

（％）
畸形率

（％）

０ ０．８０±０．０１ １３６．００±５．０６ｂ １９２．０５±８．０１ｂ ７７．６０±２．２３ｂ ８２．２８±３．４６ ２７．４８±３．５２
０．０２ ０．８０±０．０２ １２４．００±４．００ｃ １９０．３１±６．７４ｂ ７６．１０±１．４１ｂ ８２．３０±２．８１ ２５．６３±３．１０
０．１０ ０．８０±０．０１ １３６．００±５．０６ｂ １９３．１０±７．５９ｂ ７８．００±２．４２ｂ ８２．１８±２．３８ ２６．３８±３．３７
０．５０ ０．８０±０．０１ １６８．００±６．２０ａ ２１６．００±６．８５ａ ９７．６０±３．６７ａ ８５．４３±３．３８ ２０．７５±２．６８
２．５０ ０．７８±０．０３ １４０．００±４．００ｂ １８４．００±５．０６ｃ ７６．７０±４．５０ｂ ７８．３３±３．１９ ２７．８５±２．９２

　　注：同一列数据后字母相同或无标注表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），字母不同表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下同。

２．２　ＭＴＡ在猪精液常温保存中的应用效果
如表２所示，从稀释后活力来看，添加０．０２、２．５０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＭＴＡ的试验组显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。在有效存活时
间、总存活时间、存活指数、顶体完整率方面，添加不同浓度

ＭＴＡ的各试验组与对照组相比差异不显著（Ｐ＞０．０５）。从畸
形率来看，添加０．５０ｍｍｏｌ／ＬＭＴＡ的试验组显著低于对照组
（Ｐ＜０．０５）。结果表明，在本试验条件下，０．５０ｍｍｏｌ／Ｌ是
ＭＴＡ在猪精液常温保存稀释液中的最适添加浓度。

表２　ＭＴＡ对猪精液常温保存效果的影响

ＭＴＡ浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ） 稀释后活力

有效存活时间

（ｈ）
总存活时间

（ｈ）
存活指数

（ｈ）
顶体完整率

（％）
畸形率

（％）

０ ０．７７±０．０２ｂ １３２．００±５．３７ １９２．００±６．２９ ６１．８０±１．０６ ８０．９３±２．９１ ２９．８８±２．５６ａ
０．０２ ０．８３±０．０１ａ １３２．００±５．３７ １８４．００±５．０６ ６２．５．±３．３８ ８４．０３±２．６７ ２６．３５±２．０８ａｂ
０．１０ ０．８０±０．０１ａｂ １２８．００±５．０６ １８８．００±４．００ ６０．６０±０．９８ ８６．１５±２．１７ ２４．６０±２．６１ａｂ
０．５０ ０．７６±０．０２ｂ １２８．００±５．０６ １８４．００±５．０６ ５８．５０±１．５７ ８７．５５±２．７０ １９．７５±２．８９ｂ
２．５０ ０．８３±０．０１ａ １３２．００±４．００ １８８．００±４．００ ５８．８０±２．１５ ８３．８８±２．６３ ２３．５８±２．４４ａｂ

２．３　ＤＣＡ在猪精液常温保存中的应用效果
如表３所示，从总存活时间和存活指数来看，添加高浓度

（５．００ｍｍｏｌ／Ｌ）ＤＣＡ的试验组显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）。

而在其他指标，各试验组与对照组相比差异均不显著（Ｐ＞
００５）。结果表明，在现有条件下，稀释液中添加ＤＣＡ对猪精
液常温保存没有改良作用。

表３　ＤＣＡ对猪精液常温保存效果的影响

ＤＣＡ浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ） 稀释后活力

有效存活时间

（ｈ）
总存活时间

（ｈ）
存活指数

（ｈ）
顶体完整率

（％）
畸形率

（％）

０ ０．７９±０．０２ａｂ １２０．００±６．２０ａｂ １８８．００±４．００ａ ５９．６０±１．７４ａ ８１．９３±３．３１ ２７．５２±２．０８
０．０４ ０．８１±０．０１ａ １２４．００±７．３８ａ １８８．００±４．００ａ ５６．９０±１．７７ａ ８３．１８±２．５０ ２４．６０±３．２８
０．２０ ０．８１±０．０１ａ １２８．００±１０．１２ａ １８０．００±５．３７ａｂ ５７．００±１．９７ａ ８３．５５±３．１９ ２３．５３±２．１７
１．００ ０．８２±０．０２ａ １２８．００±５．０６ａ １８４．００±５．０６ａｂ ５５．２０±１．９３ａ ８２．７０±２．５９ ２６．５０±２．６４
５．００ ０．７４±０．０３ｂ １００．００±４．００ｂ １７２．００±７．３８ｂ ４４．４３±１．７８ｂ ７９．２８±２．１２ ２３．０３±４．０７

３　讨论

３．１　Ｐｕｒ对猪精液常温保存效果的影响
Ｐｕｒ为豆科葛属植物野葛及甘葛藤根异黄酮中的主要有

效成分［１６］，由于具有钙离子拮抗和抗凋亡等多种药理作

用［１１－１２］而得到广泛的临床应用，特别是在心脑血管等疾病的

治疗［１７］方面，近年来深受学者们的关注和重视，进行了大量

的研究工作，取得了许多重要的研究进展。大量研究表明，在

被各种因素诱导细胞凋亡出现之前，胞浆内游离Ｃａ２＋的浓度
均持续性升高，抑制其升高则可阻止诱导的细胞发生凋亡。

中山大学眼科中心发现 Ｐｕｒ药物治疗可延缓视网膜脱离 ｒｄ
小鼠视网膜光感受器细胞层数或密度的减少，延缓外段盘膜

部位的线粒体、盘膜以及外界膜的破坏，明显降低７、１４、２１、
２８和３５ｄ时ｒｄ小鼠视网膜光感受器细胞的凋亡率，同时增

强ｒｄ小鼠视网膜外核层间质及其光感受器细胞外段 Ｂｃｌ－２
的表达［１８］。Ｐｕｒ不仅具有扩张冠状动脉血管，抑制血小板聚
集，提高心肌细胞耐缺血、缺氧的能力［１９］，而且能抑制茶酚胺

诱导的心肌损伤过程中ＦＳＡ蛋白的表达，影响心肌细胞的凋
亡，产生对心肌损伤的保护作用［２０］。研究还发现，Ｐｕｒ可保护
由于高压引起的血管内皮细胞损伤，其主要原因可能与 Ｐｕｒ
的抗氧化、钙离子拮抗和 β受体阻滞等作用有关［２１－２２］。Ｐｕｒ
对缺血再灌注损伤导致的心肌细胞凋亡具有抑制作用，多数

学者认为其机理主要是由于灌注后胞内钙离子、氧自由基增

多导致细胞凋亡。在缺血再灌注前后，Ｂｃｌ－２蛋白表达量发
生改变，这是机体对抗凋亡的一种反应。Ｐｕｒ对氧自由基有
清除作用，并能预防对抗各种氧化剂诱导引起的氧化性损

伤［２３］。通过试验可见，在常温稀释液中添加 ０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的
Ｐｕｒ对改善猪精子的有效存活时间、总存活时间及存活指数
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均有良好效果，这可能与Ｐｕｒ增强了长寿基因即 Ｂｃｌ－２的表
达、钙离子拮抗、β受体阻滞并发挥了抗氧化作用有关，而
２．５ｍｍｏｌ／ＬＰｕｒ会显著缩短猪精子存活时间，这说明 Ｐｕｒ需
要在一定浓度范围内才能发挥对精子的保护作用。

３．２　ＭＴＡ对猪精液常温保存效果的影响
ＭＴＡ属抗心律失常／抗高血压类药，为２Ａ类即无部分激

动活性的β１－受体阻断药（心脏选择性 β－受体阻断药），除
了药效学上具有β－受体阻滞剂的优点外，还可抑制中性粒
细胞浸润、减轻钙负荷及清除氧自由基［１３，２４］。该药品临床应

用多年，能有效治疗高血压、心绞痛、心肌梗塞、心律失常和慢

性心力衰竭等心血管方面的疾病［２５－２７］。陈跃峰等的研究表

明，ＭＴＡ能减少急性心肌梗死、边缘区和非梗死区的心肌细
胞凋亡，它主要是通过增加Ｂｃｌ－２的表达和抑制促细胞凋亡
蛋白合成来实现这一功能［２８］。赵梅等的研究结果表明，ＭＴＡ
能减少Ｆａｓ和ＮＦ－ＫＢ蛋白的表达，而且大剂量的ＭＴＡ干预
对Ｆａｓ和ＮＦ－ＫＢ的影响效果大于小剂量ＭＴＡ，提示ＭＴＡ的
抗心肌细胞凋亡率取决于它对凋亡相关基因表达影响程度的

差异和β－受体的阻断作用［２９］。本试验在猪精液常温稀释

液中添加不同浓度的 ＭＴＡ，结果显示 ０．０２、２．５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭＴＡ能够提高精子稀释后活力，０．５０ｍｍｏｌ／ＬＭＴＡ能降低精
子畸形率，这可能是 ＭＴＡ减轻钙负荷、清除氧自由基、增加
Ｂｃｌ－２的表达和抑制促细胞凋亡蛋白合成，从而阻断了细胞
凋亡的缘故。

３．３　ＤＣＡ对猪精液常温保存效果的影响
ＤＣＡ是一种多用于治疗乳酸酸中毒的小分子药物，近来

的研究发现，它可以通过促进乳酸氧化、降低血液乳酸水平、

改善机体的代谢平衡来治疗一些代谢性疾病，如先天性或代

偿性乳酸酸中毒。在组织缺氧情况下，激烈运动会造成组织

缺氧及高乳酸水平，ＤＣＡ可通过增加氧摄取、激活丙酮酸脱
氢酶复合物、促进乳酸氧化来补充能量供应，从而改善缺氧组

织的能量代谢状况［３０］。何作云等的研究显示，０１、１、
１０ｍｍｏｌ／ＬＤＣＡ均能显著降低缺氧后复氧的心肌细胞的凋亡
率［１４］。鉴于上述试验基础，本试验把 ＤＣＡ添加到常温稀释
液中看是否对猪精子同样具有抗凋亡作用，结果表明，添加

５．００ｍｍｏｌ／ＬＤＣＡ降低了精子的存活时间和存活指数，而其
他剂量ＤＣＡ效果不显著；０．０４、０．２０、１．００ｍｍｏｌ／ＬＤＣＡ对猪
精液常温保存无显著影响，其机制可能是与这些浓度下 ＤＣＡ
不能有效改善精子的能量代谢状况或降低精子的凋亡率有

关；５．００ｍｍｏｌ／ＬＤＣＡ可以显著降低精子的存活时间和存活
指数。与学者们针对乳腺癌［３１］、子宫内膜癌［３２］、前列腺癌细

胞［３３］的研究结果类似，他们在ＤＣＡ浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ左右时
即检测到了对细胞明显的增殖抑制及凋亡诱导作用。因此，

ＤＣＡ在较低浓度时对精子可能有改善能量代谢状况及降低
凋亡率的作用，而在较高浓度时反而会有诱导凋亡的作用，其

在猪精液常温保存的适宜浓度有待进一步研究。

４　结论

在本试验条件下，合适浓度的Ｐｕｒ或ＭＴＡ可以显著提高
猪精液常温保存后的品质，而ＤＣＡ对猪精液常温保存效果没
有明显的改善作用。
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不同直径卵泡对绵羊卵母细胞体外发育能力的影响

张　利１，２，汪立芹２，蒋香菊１，２，林嘉鹏２，吴阳升２，杨　楠２，３，古丽米热２，３，刘　莉２，３，黄俊成２

（１．石河子大学动物科技学院，新疆石河子８３２０００；２．农业部草食家畜遗传育种与繁殖重点实验室，新疆乌鲁木齐 ８３００００；
３．新疆农业大学，新疆乌鲁木齐８３００００）

　　摘要：以屠宰场绵羊卵巢为材料，采用抽吸法收集小卵泡、中卵泡、大卵泡卵母细胞，研究不同卵泡直径对卵母细
胞回收效果、比例分布以及对卵母细胞直径、谷胱甘肽（ＧＳＨ）含量和体外发育能力的影响。结果表明，３种卵泡卵母
细胞比例分布差异极显著（Ｐ＜０．０１）；３种卵泡卵母细胞的回收率无显著差异（Ｐ＞０．０５），但中、大卵泡卵母细胞可用
率极显著高于小卵泡卵母细胞（Ｐ＜０．０１）；小卵泡卵母细胞的直径极显著小于中、大卵泡卵母细胞（Ｐ＜０．０１）；中、大
卵泡卵母细胞成熟培养２４ｈ后ＧＳＨ含量显著高于小卵泡卵母细胞（Ｐ＜０．０５）；经孤雌激活体外培养后，中、大卵泡卵
母细胞的成熟率分别极显著（Ｐ＜０．０１）、显著（Ｐ＜０．０５）高于小卵泡卵母细胞，中、大卵泡卵母细胞囊胚率极显著高于
小卵泡卵母细胞（Ｐ＜００１）；中卵泡卵母细胞囊胚细胞总数显著高于小卵泡卵母细胞（Ｐ＜０．０５），但与大卵泡卵母细
胞差异不显著（Ｐ＞００５）。因此，直径≥２ｍｍ的卵泡的卵母细胞适合体外培养和体外胚胎的生产。
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　　随着哺乳动物体外受精、克隆、转基因等生物技术研究的
不断深入，对动物卵母细胞的数量、质量要求越来越高。目

前，胚胎体外生产（ｉｎｖｉｔｒｏｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，ＩＶＰ）的卵母细胞主要来

源于屠宰场收集的卵巢，由于屠宰动物的年龄及卵巢表面卵

泡的大小等存在差异，培养后获得的胚胎质量也有很大差

异［１］，一般收集的卵泡卵母细胞囊胚率都很低［２］。与体内自

然成熟的卵母细胞相比，体外培养的卵母细胞成熟率、受精率

和早期胚胎发育能力呈现不同程度的下降趋势。在体内，卵

母细胞在卵泡内发育成熟，作为卵母细胞的生长环境，卵泡的

大小对卵母细胞的成熟和后期发育潜力起着至关重要的作

用［３］。Ｃｒｏｚｅｔ等早期报道，不同直径卵泡中的卵母细胞发育
能力不同，所以研究卵泡大小对后期发育潜力的影响十分必

要［４］。目前，国内外很多研究者只报道了山羊［５－６］、牛［３］的卵

泡大小对卵母细胞发育的影响，且国内还未见对绵羊的报道。

本研究分析卵泡直径对卵母细胞的回收效果、比例分布以及
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