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　　摘要：对菟丝子、淫羊藿水提液进行分离纯化，并将水提液加入大鼠精液冷冻保护剂中，对大鼠附睾尾部精子进行
冷冻保存，并评估冷冻前后精子活率指数，采用伊红染色评估精子畸形率。结果表明：添加菟丝子、淫羊藿水提液的冷

冻保护剂可以提高解冻后精子活率指数。菟丝子、淫羊藿水提液在大鼠精液冷冻保存过程中有一定的保护作用。
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　　精液冷冻保存技术已有２００多年的历史。人的精液冷冻
保存可以追溯到２０世纪４０年代末。目前，精液冷冻保存在
我国主要应用于人类精子库，目前，已经建立了较为成熟的精

液冷冻保存体系。全国各生殖中心对人精液冷冻保护剂的需

求量比较大，市场上人精液冷冻保存剂几乎全部被国外的生

物公司所垄断，国内只有部分科研院所自行配制畜禽精液冷

冻保护剂，还没有我国自行开发的人类精液冷冻保护剂应用

于临床。笔者前期研究表明，对少弱精患者进行精液冷冻保

存，可以获得尽可能多的处理后活动精子总数（ＰＴＭＳ），并应
用于宫腔内人工授精（ＩＵＩ），使更多的患者可以接受ＩＵＩ技术
治疗，减少治疗费用，让不孕不育患者以最小的代价获得妊

娠［１］。现有的人类精液冷冻保存系统适合人的正常精液。

本研究探讨中药水提液对大鼠精液冷冻保存效果，旨在为冷

冻保存少弱精患者精液提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１５周龄清洁级ＳＤ雄性大鼠（南京医科大学实验动物中

心），取附睾精子用于冷冻保存研究。菟丝子（安徽井泉集团

中药饮片有限公司），批号：２０１１０８０３。淫羊藿（安徽省万生
中药饮片有限公司），批号：２０１１０７０１。２种药材均购自江苏
省中医院药剂科。Ｍ１６Ｍｅｄｉｕｍ（Ｓｉｇｍａ公司），批号：１１Ａ８３２。
１．２　方法
１．２．１　菟丝子、淫羊藿中药提取液的制备　取干净菟丝子、
淫羊藿各５００ｇ，分别加８倍蒸馏水（４０００ｍＬ）浸泡３０ｍｉｎ，
武火煮沸，文火再煮 ３０ｍｉｎ，滤布过滤，滤渣再加 ５倍量水
（２５００ｍＬ），同上法再处理２次，各煮沸３０ｍｉｎ，合并３次滤
液。将合并的滤液旋蒸，浓缩至１０００ｍＬ。将浓缩液置于冰
箱中静置沉淀，去除悬浮粒子（２４ｈ）。将菟丝子滤液于７０℃
水浴中浓缩至１ｇ／ｍＬ（每 ｍＬ药液相当于１．００ｇ生药量），

淫羊藿滤液浓缩至 ２ｇ／ｍＬ（每 ｍＬ药液相当于２．００ｇ生药
量）。将浓缩滤液 ２５００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，取上清液
２００ｍＬ，加入等量蒸馏水稀释后过夜，２５００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ后再３００００ｒ／ｍｉｎ高速离心２０ｍｉｎ，提取上清液最终
定量为菟丝子０．５ｇ／ｍＬ（每ｍＬ药液相当于０．５０ｇ生药量），
淫羊藿滤液浓缩至１．００ｇ／ｍＬ（每ｍＬ药液相当于１．０ｇ生药
量）。将上清液经０．４５μｍ滤器过滤，冷藏保存备用。
１．２．２　固体物质含量测定　取菟丝子、淫羊藿水提取液各
２ｍＬ，置恒重的称量瓶中，于１２０℃电热恒温干燥箱中干燥
３ｈ，使溶液缓慢挥发，直到其中的固体成分完全干燥为止，准
确称量，重复２次，取平均值。溶液固含量计算见公式（１）：

固含量＝干燥后固体重量／溶液总重量×１００％ （１）
１．２．３　稀释液的配制　３７５．０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ（５１．１１ｍｇ／ｍＬ）＋
１２４．０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸（２６．０６ｍｇ／ｍＬ）＋４１．０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖
（８．１２ｍｇ／ｍＬ）。５０ｍＬ稀释液含２．５５５５ｇＴｒｉｓ＋１．３０３ｇ柠
檬酸＋０．４０６ｇ葡萄糖。用３７５．０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ将稀释液的ｐＨ
值调整到７．０，用三蒸水将渗透压调整到３７５ｍＯｓｍ。
１．２．４　基础液的配制　基础液Ⅰ：Ｍ１６培养液＋５０μｇ／ｍＬ硫
酸链霉素 ＋７５μｇ／ｍＬ青霉素 ＋０．１ｍｏｌ／Ｌ棉籽糖 ＋０．０５％
ＳＤＳ＋２０％卵黄（９５％）。基础液Ⅱ：首先自行配制 ｍＫＲＢ培
养液，配方如下：ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ１．７１ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
１１９ｍｍｏｌ／Ｌ。ＫＣｌ４．７８ｍｍｏｌ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４１．１９ｍｍｏｌ／Ｌ、ＮａＨ
ＣＯ３２５．０７ｍｍｏｌ／Ｌ、ＮａＣｌ９４．６ｍｍｏｌ／Ｌ、葡萄糖５．５６ｍｍｏｌ／Ｌ、丙
酮酸钠 ０．５ｍｍｏｌ／Ｌ、乳酸钠 ２１．５８ｍｍｏｌ／Ｌ、硫酸链霉素
５０μｇ／ｍＬ、青霉素 ７５μｇ／ｍＬ。在 ｍＫＲＢ培养液中一次性加入
０１ｍｏｌ／Ｌ棉籽糖、００５％ ＳＤＳ、２０％卵黄。基础液Ⅰ、基础液
Ⅱ加入卵黄后，连续混匀３０ｍｉｎ后６０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，
取上清后再次离心３０ｍｉｎ，用 ＨＣｌ调整溶液 ｐＨ值为７．３，然
后用０４５μｍ滤膜过滤，将配制好的基础液低温保存备用。
１．２．５　试验分组　试验Ⅰ：对照组 Ｃ１：ＰＢＳ（５％）＋基础液
Ⅰ（９５％）；菟丝子组 Ｔ１Ａ：０．５ｇ／ｍＬ菟丝子提取液（１％）＋
ＰＢＳ（４％）＋基础液Ⅰ（９５％）；菟丝子组 Ｔ１Ｂ：０．５ｇ／ｍＬ菟丝
子提取液（２．５％）＋ＰＢＳ（２．５％）＋基础液Ⅰ（９５％）；菟丝子
组Ｔ１Ｃ：０．５ｇ／ｍＬ菟丝子提取液（５％）＋基础液Ⅰ（９５％）。
淫羊藿组Ｙ１Ａ：１ｇ／ｍＬ淫羊藿提取液（１％）＋ＰＢＳ（４％）＋基
础液Ⅰ（９５％）；淫羊藿组 Ｙ１Ｂ：１ｇ／ｍＬ淫羊藿提取液
（２５％）＋ＰＢＳ（２．５％）＋基础液Ⅰ（９５％）；淫羊藿组 Ｙ１Ｃ：
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１ｇ／ｍＬ淫羊藿提取液（５％）＋基础液Ⅰ（９５％）。将大鼠精
液与冷冻液按１∶１、１∶２（体积比）混合，分装于冷冻麦管中。

试验Ⅱ：对照组Ｃ２：ＰＢＳ（１０％）＋基础液Ⅰ（９０％）；菟丝
子组Ｔ２Ａ：０．５ｇ／ｍＬ菟丝子提取液（２．５％）＋ＰＢＳ（７．５％）＋
基础液Ⅰ（９０％）；菟丝子组 Ｔ２Ｂ：０．５ｇ／ｍＬ菟丝子提取液
（５％）＋ＰＢＳ（５％）＋基础液Ⅰ（９０％）；菟丝子组 Ｔ２Ｃ：
０．５ｇ／ｍＬ菟丝子提取液（１０％）＋基础液Ⅰ（９０％）。淫羊藿
组Ｙ２Ａ：１ｇ／ｍＬ淫羊藿提取液（２．５％）＋ＰＢＳ（７．５％）＋基础
液Ⅰ（９０％）；淫羊藿组 Ｙ２Ｂ：１ｇ／ｍＬ淫羊藿提取液（５％）＋
ＰＢＳ（５％）＋基础液Ⅰ（９０％）；淫羊藿组 Ｙ２Ｃ：１ｇ／ｍＬ淫羊藿
提取液（１０％）＋基础液Ⅰ（９０％）。将大鼠精液与冷冻液按
１∶１、１∶２（体积比）混合，分装于冷冻麦管中。

试验Ⅲ：对照组 Ｃ３：基础液Ⅱ；菟丝子组 Ｔ３Ａ：０．５ｇ／ｍＬ
菟丝子提取液（０．５％）＋基础液Ⅱ（９９．５％）；菟丝子组 Ｔ３Ｂ：
０．５ｇ／ｍＬ菟丝子提取液（１％）＋基础液Ⅱ（９９％）；菟丝子组
Ｔ３Ｃ：０．５ｇ／ｍＬ菟丝子提取液（１．５％）＋基础液Ⅱ（９８．５％）。
淫羊藿组 Ｙ３Ａ：１ｇ／ｍＬ淫羊藿提取液（１．５％）＋基础液Ⅱ
（９８．５％）；淫羊藿组 Ｙ３Ｂ：１ｇ／ｍＬ淫羊藿提取液（２．５％）＋
基础液Ⅱ（９７．５％）；淫羊藿组 Ｙ３Ｃ：１ｇ／ｍＬ淫羊藿提取液
（３５％）＋基础液Ⅱ（９６．５％）。

各组精液冷冻保护液配制完成后，均经０．２２μｍ滤器过
滤后备用。

１．２．６　附睾尾部精子的获取与稀释　每只大鼠用２ｍＬ１０％
水合氯醛腹腔麻醉后解剖，分离附睾尾，放置于盛有２ｍＬ稀
释液的３５３０３７培养皿中，取附睾尾部浆液分析测定精子密度
（Ｎ）、精子活率（ＳＭＩ），用稀释液将精子密度调整到２０００万／ｍＬ
备用。使用Ｍａｋｌｅｒ计数板调整密度。
１．２．７　装管　将精液与冷冻保护液按照１∶２（体积比）分装
于冷冻麦管和冷冻管中。

１．２．８　冷冻与解冻　将分装好的麦管或冷冻管放入４℃冰
箱３０ｍｉｎ，在距离液氮表面 １～２ｃｍ的液氮蒸汽中熏蒸
１０ｍｉｎ，然后直接投入液氮中。将冷冻麦管从液氮中取出，
３７℃ 水浴中静置１０ｓ，然后将冻存精液转移到３５３０３７培养
皿中，在３７℃培养箱中培养１０ｍｉｎ，检测解冻后精子活率及
畸形率。将冷冻管从液氮中取出，３７℃水浴中静置１０ｍｉｎ，
完全解冻后检测精子活率及畸形率。

１．２．９　精子活率测定　滴１滴精液于载玻片表面，加载盖玻
片，记录活动精子数、前向活动精子数、不活动精子数，精子活

率指数计算公式如下：

精子活率指数＝活动精子数＋前向活动精子数×２０２ （２）

１．２．１０　精子畸形率测定　将冷冻前、解冻后的精子悬液滴
于清洁载玻片上，均匀推片后用无水乙醇固定１０ｍｉｎ，用２％
伊红水溶液染色３０ｍｉｎ，高倍镜下每只大鼠检查５００个完整
的精子，记录正常、头部畸形（无钩、胖头、断头）、尾部畸形精

子数（双尾、尾折叠、断尾）。

１．２．１１　数据处理　采用ＳＰＳＳ１７．０、ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１２．０软件对
数据进行分析。

２　结果与分析

２．１　中药水提液固体物质含量的测定

由表１可知，ＴＳＺ固含量 ＝干燥后固体重量／溶液总重
量×１００％＝０．０５０３／１．０９２１×１００％＝４．６１％；ＹＹＨ固含量＝
干燥后固体重量／溶液总重量 ×１００％ ＝０．２５４９／２．０５９２×
１００％＝１２．３８％。

表１　中药水提液固体物质含量

水提液
蒸发皿重

（ｇ）

加入溶液后

蒸发皿重

（ｇ）

溶液重量

（ｇ）

干燥后

蒸发皿重

（ｇ）

固含物重量

（ｇ）

ＴＳＺ－１ ５７．９７２９ ５９．０６０６ １．０８７７ ５８．０２１８ ０．０４８９
ＴＳＺ－２ ５４．０８９１ ５５．１８５５ １．０９６４ ５４．１４０７ ０．０５１６
平均值 １．０９２１ ０．０５０３
ＹＹＨ－１ ４５．０５５６ ４７．１３８１ ２．０８２５ ４５．３０９５ ０．２５３９
ＹＹＨ－２ ５９．１１５４ ６１．１５１２ ２．０３５８ ５９．３７１２ ０．２５５８
平均值 ２．０５９２ ０．２５４９

２．２　菟丝子、淫羊藿水提液在大鼠精液冷冻保存中的应用效果
从表２、表３可以看出，虽然试验Ⅰ、试验Ⅱ可能由于本

身设计存在问题，并没有取得理想的冷冻效果，但在添加了

１％的０．５ｇ／ｍＬ菟丝子提取液的 Ｔ１Ａ和２．５％的１ｇ／ｍＬ淫
羊藿提取液的 Ｙ１Ｂ、Ｙ２Ａ组中，意外检测到了活动精子的存
在。这一结果足以证明，菟丝子、淫羊藿水提液在大鼠精液冷

冻过程中具有一定的保护作用。

表２　基础液Ⅰ（９５％）配制的冷冻保护剂冷冻效果

分组
混合

比例

精子活率指数（％） 畸形率（％）
冷冻前 解冻后 冷冻前 解冻后

Ｃ１ １∶１６４．０±３．８０ ０ １３．３３±１．５３２１．６７±１．５３
１∶２６４．０±３．８０ ０ １３．３３±１．５３２０．００±１．００

Ｔ１Ａ１∶１６４．０±３．８０ ２．８７±０．２７ａ１３．３３±１．５３１９．３３±１．５３
１∶２６４．０±３．８０７．３３±１．０５Ａ１３．３３±１．５３２０．３３±１．５３

Ｔ１Ｂ１∶１６４．０±３．８０ ０ １３．３３±１．５３２１．３３±０．５８
１∶２６４．０±３．８０ ０ １３．３３±１．５３１９．３３±０．５８

Ｔ１Ｃ１∶１６４．０±３．８０ ０ １３．３３±１．５３２１．３３±０．５８
１∶２６４．０±３．８０ ０ １３．３３±１．５３２０．６７±０．５８

Ｙ１Ａ１∶１６４．０±３．８０ ０ １３．３３±１．５３２２．６７±０．５８
１∶２６４．０±３．８０ ０ １３．３３±１．５３２２．３３±０．５８

Ｙ１Ｂ１∶１６４．０±３．８０ ０ １３．３３±１．５３２１．６７±１．５３
１∶２６４．０±３．８０ ２．０３±０．１７ １３．３３±１．５３２２．３３±１．１５

Ｙ１Ｃ１∶１６４．０±３．８０ ０ １３．３３±１．５３２３．６７±１．１５
１∶２６４．０±３．８０ ０ １３．３３±１．５３２４．６７±１．１５

　　注：同列数据后相同字母不同大写、小写表示差异显著（Ｐ＜００５）。

表３　基础液Ⅰ（９０％）配制的冷冻保护剂冷冻效果

分组
混合

比例

精子活率指数（％） 畸形率（％）
冷冻前 解冻后 冷冻前 解冻后

Ｃ２ １∶１５３．９３±３．３９ ０ １３．３３±１．５３２１．３３±０．５８
１∶２５３．９３±３．３９ ０ １３．３３±１．５３２２．３３±０．５８

Ｔ２Ａ１∶１５３．９３±３．３９ ０ １３．３３±１．５３２４．３３±１．５３
１∶２５３．９３±３．３９ ０ １３．３３±１．５３２５．００±１．００

Ｔ２Ｂ１∶１５３．９３±３．３９ ０ １３．３３±１．５３２４．６７±１．１５
１∶２５３．９３±３．３９ ０ １３．３３±１．５３２６．３３±０．５８

Ｔ２Ｃ１∶１５３．９３±３．３９ ０ １３．３３±１．５３２５．３３±１．１５
１∶２５３．９３±３．３９ ０ １３．３３±１．５３２４．３３±１．５３

Ｙ２Ａ１∶１５３．９３±３．３９１．２９±０．２８ａ１３．３３±１．５３２４．００±１．００
１∶２５３．９３±３．３９３．４８±０．６２Ａ１３．３３±１．５３２３．００±１．００

Ｙ２Ｂ１∶１５３．９３±３．３９ ０ １３．３３±１．５３２５．６７±１．１５
１∶２５３．９３±３．３９ ０ １３．３３±１．５３２７．３３±１．５３

Ｙ２Ｃ１∶１５３．９３±３．３９ ０ １３．３３±１．５３２９．３３±０．５８
１∶２５３．９３±３．３９ ０ １３．３３±１．５３３２．３３±１．５３

　　注：同列数据后相同字母不同大写、小写表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

—６４１— 江苏农业科学　２０１４年第４２卷第３期



２．３　渗透压对大鼠精液冷冻保存的影响
试验Ⅰ、试验Ⅱ在设计过程中，为了验证中药水提液在大

鼠精液冷冻保存中的应用效果，选择了９０％、９５％基础液作
为对照，并添加了ＰＢＳ、中药水提液。表２、表３表明，ＰＢＳ、中药
水提液的添加可能改变了冷冻保护剂的渗透压，不利于大鼠精

液的冷冻保存。

２．４　不同混合比例对大鼠精液冷冻保存效果的影响
由表２可知，Ｔ１Ａ组体积比分别为１∶１、１∶２条件下，精

子活率指数差异显著。由表 ３可知，Ｙ２Ａ组体积比分别为

１∶１、１∶２条件下，精子活率指数差异显著。大鼠精液与冷
冻保护液按１∶２的比例混合，解冻后精子活率指数明显优
于１∶１的混合比例，所以在添加 ０．５ｇ／ｍＬ菟丝子提取液、
１ｇ／ｍＬ淫羊藿提取液的冷冻保护剂中，大鼠精液与冷冻保护
剂以１∶２的比例混合冷冻效果更好。
２．５　不同冷冻介质对精液冷冻保存效果的影响

由表４可知，大鼠精液冷冻保存过程中，麦管冷冻效果明
显优于冷冻管。

表４　基础液Ⅱ配制的冷冻保护剂冷冻效果

分组
冷冻

载体

精子活率指数（％） 畸形率（％）
冷冻前 解冻后 冷冻前 解冻后

Ｃ３ 麦管 ７５．３７±２．２０ １５．４０±０．６１ｂ １５．３３±１．５３ ２２．３３±１．１５
冷冻管 ７５．３７±２．２０ １３．５０±１．１０ １５．３３±１．５３ ２３．３３±１．１５

Ｔ３Ａ 麦管 ７５．３７±２．２０ １１．１７±０．５８ｄ １５．３３±１．５３ ２３．６７±１．５３
冷冻管 ７５．３７±２．２０ ９．３７±１．０５ １５．３３±１．５３ ２３．３３±０．５８

Ｔ３Ｂ 麦管 ７５．３７±２．２０ １９．９０±１．２０ａ １５．３３±１．５３ ２２．６７±０．５８
冷冻管 ７５．３７±２．２０ １６．９７±０．５５ １５．３３±１．５３ ２２．００±１．００

Ｔ３Ｃ 麦管 ７５．３７±２．２０ １４．２±０．６１ｂ １５．３３±１．５３ ２３．６７±１．５３
冷冻管 ７５．３７±２．２０ １２．１±０．６１ １５．３３±１．５３ ２４．３３±１．１５

Ｙ３Ａ 麦管 ７５．３７±２．２０ １０．７７±０．５５ｅ １５．３３±１．５３ ２５．６７±０．５８
冷冻管 ７５．３７±２．２０ ８．７０±０．６１ １５．３３±１．５３ ２５．６７±１．５３

Ｙ３Ｂ 麦管 ７５．３７±２．２０ １３．１３±０．５５ｃ １５．３３±１．５３ ２６．６７±０．５８
冷冻管 ７５．３７±２．２０ １１．０３±０．５５ １５．３３±１．５３ ２７．３３±０．５８

Ｙ３Ｃ 麦管 ７５．３７±２．２０ １３．８７±０．５５ｂ １５．３３±１．５３ ２９．００±１．００
冷冻管 ７５．３７±２．２０ ９．３７±１．００ １５．３３±１．５３ ２９．６７±０．５８

　　注：同列数据后不同小写字母表示不同组麦管之间比较差异显著（Ｐ＜０．０５）；“”表示同组的麦管与冷冻管之间比较差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．６　菟丝子、淫羊藿水提液最佳添加浓度的确定
添加１％菟丝子提取液、２．５％淫羊藿提取液的冷冻保护

剂解冻后可以见到活动精子。添加１％菟丝子提取液（Ｔ３Ｂ）
的冷冻保护剂解冻后精子活率指数最高，与其他组差异显著；

添加３．５％淫羊藿提取液（Ｙ３Ｃ）的冷冻保护剂解冻后精子活
率指数最高，但与２．５％淫羊藿提取液（Ｙ３Ｂ）组无显著差异。

３　结果与分析

比其他哺乳动物精子相比，大鼠精子尾巴更加细长，且头

部呈狭小细长的镰刀状［２－３］。这些结构上的特殊性决定其对

一些环境变化极其敏感，如物理损伤、ｐＨ值变化、渗透压变
化、温度变化等［４－５］。研究人员对大鼠精子进行不同程度离

心，结果表明，７００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后精子活力明显低于未
离心组，离心３次后精子质膜完整性近乎０。因此，大鼠精子
冷冻过程中应尽量避免外界损伤。大鼠精子冷冻难度较大，

主要是由于精子质膜的脂质含量、成分不同造成的［６］。陈荪

红将大鼠、小鼠、人类精子在人类精子的低渗肿胀检测液中孵

育３０ｍｉｎ后，人类精子尾部出现尾间弯曲肿胀或完全肿胀，
小鼠精子也出现类似人类精子现象，而大鼠精子与上述２种
精子明显不同，其尾部未出现任何弯曲肿胀现象［７］。

Ｈａｍｍｅｒｓｔｅｄｔ等对不同动物精子质膜的磷脂成分进行比较，发
现大鼠精子质膜与牛、羊等有明显区别，说明大鼠精子冻存难

度较大与其成分特异的细胞膜有关［８］。大鼠作为体型适中

的试验动物被应用于很多研究领域，再加上人类疾病模型的

增多，需要建立成熟的保种方法。然而，大鼠精子结构的特殊

性导致其精子冷冻还处于探索阶段，如果了解了大鼠精子细

胞生物膜结构，然后针对该特性进行生物学机理研究，有可能

取得突破性进展，开发出适合的冷冻程序、冷冻保护剂。在以

后的工作中，应选择菟丝子、淫羊藿、丹参等单味中药的有效

成分用于大鼠精液冷冻保存研究。
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