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　　摘要：为了寻找一种可较好保护精子的低温保护剂，改善猪精液低温保存方法，通过在改进的猪精液低温稀释液
中添加０、０．５０、１．００、１．５０、２．００ｍｇ／ｍＬ茶多酚，对比７ｄ内４℃下低温保存猪精子的活率、活力、畸形率、质膜和顶体
完整性等参数，探讨茶多酚在猪精液低温保存中应用的效果。结果表明，在猪精液低温保存后 ７ｄ，仅 ０．５０、
１．００ｍｇ／ｍＬ组５个质量指标均显著好于对照组（Ｐ＜０．０５），其中１．００ｍｇ／ｍＬ组效果最好。总之，在本试验条件下，
适宜浓度的茶多酚可以明显改善４℃低温条件下猪精液的保存效果，其中最佳添加浓度是１．００ｍｇ／ｍＬ。
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　　随着我国养猪业的不断发展和种猪联合育种工作的需
要，猪的人工授精迅速普及，猪精液品质的控制以及精液保存

稀释剂日趋成为猪人工授精技术的核心。然而，输精后（尤

其是用低温冷冻后的精液）的受胎率却很低，这与精子的受

精能力有着重要的关联［１］。精子作为一种复杂的终端细胞，

必须具备一定条件才可以完成受精。从理论上说，当精液温

度下降到４℃或更低时，精子代谢活动水平降低，营养物质消
耗减少，有利于延长精子的生命周期，达到长期保存的效

果［２］；但是，在精液低温保存过程中，由于精子质膜组成的不

同，猪精子对温度的改变非常敏感，对低温的耐受能力比其他

家畜差，易发生冷休克，使得精子处于氧化应激状态，产生大

量的活性氧，氧化精子质膜的不饱和脂肪酸导致膜脂流动性

降低，最终导致精子细胞膜功能异常［３］、干扰精子代谢、损伤

精子ＤＮＡ［４］等，甚至诱发其凋亡［５］，这些局限在一定程度上

限制了猪精液低温保存技术的研究与应用。茶多酚是一类存

在于茶树中的多羟基酚类化合物的总称［６］，近年来，了解到

茶多酚的抗氧化作用不仅对体外的油脂而且对体内脂质体、

蛋白质、ＤＮＡ等具有比其他天然抗氧化剂如维生素 Ｃ、维生
素Ｅ和化学合成抗氧化剂更强的保护作用［７］，但是目前未见

其活性成分在猪精液保存方面应用的报道。本试验将不同浓

度茶多酚添加到稀释液中，研究其对猪精液低温保存的影响，

以期为猪精液低温保存稀释液配方的改良提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试剂及仪器　主要试剂：茶多酚（由上海源叶生物科
技有限公司生产），考马斯亮蓝（由国药集团化学试剂有限公

司生产），葡萄糖、蔗糖（由国药集团制药总厂生产），青霉素、

庆大霉素、碘化丙啶（Ｓｉｇｍａ中国有限公司），Ｄｉｆｆ－Ｑｕｉｋ染液
（由南京建成生物工程研究所生产），卵黄（取自广西南宁市

富凤农牧有限公司生产的初产鸡蛋），新鲜猪精液（由广西科

达畜禽改良有限公司提供）。

主要仪器设备：迈郎精子全自动分析系统、相差显微镜

（由南宁松景天伦生物科技有限公司生产），电子冷暖箱（由

北京福意联电器有限公司生产），冰箱（由河南新飞电器有限

公司生产），电热恒温水槽（由上海精宏实验设备有限公司生

产），电子天平（由上海菁海仪器有限公司生产），恒温载物台

（由江苏省金坛市杰瑞尔电器有限公司生产）。

１．１．２　低温稀释液的配制　在徐振军等报道的配方［８］基础

上稍作改进：蔗糖４ｇ、葡萄糖３ｇ、庆大霉素０．０４８ｇ、青霉素
０．０６ｇ、卵黄（７０００ｇ、１５℃离心２５ｍｉｎ，取上清液）２０ｍＬ，溶
于８０ｍＬ双蒸水中。
１．２　精液处理方法
１．２．１　精液采集　采用手握法采集精液，将预热好的集精杯
（３５～３７℃）用灭菌滤纸盖好，收集中间段精液，边采集边过
滤去除胶状物。在３７℃下用显微镜检查常规品质，精子活力
在０．７以上、无异味、色泽为乳白色的精液，放入保温瓶中于
１ｈ内运回实验室备用。
１．２．２　精液稀释与平衡　精液带回实验室后（室温２５℃左
右），暗处静置２０ｍｉｎ，测量精液和稀释液的温度，确保二者
的温差为０．１～０．３℃。将含有各浓度茶多酚的低温稀释液
（提前１２ｈ配制好）按１∶１的比例缓慢加入到猪精液中，轻
轻上下摇晃，使精液与稀释液充分接触，室温２３～２５℃下暗
处静置平衡０．５ｈ；然后将低温稀释液（温度保持２５℃左右）
按１∶１的比例再次加入上述已混匀的液体中，使得猪精液与
稀释液的最终稀释比为１∶３；用数层纱布包裹后放入电子冷
暖箱中１７℃下平衡３ｈ，再次包裹数层纱布放入冰箱中４℃
下保存，每６ｈ轻轻摇动１次，防止精子沉淀死亡。
１．３　精子质量评价

采用ＰＩ荧光染色法［９］检测精子活率，计算机辅助精液分

析仪（ＣＡＳＡ）［９］检测精子活力，Ｄｉｆｆ－Ｑｕｉｋ染色［１０］检测精子
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畸形率，考马斯亮蓝染色法［１１］检测精子顶体完整率，低渗肿

胀法（ＨＯＳＴ）［１２］检测质膜完整率。
１．４　试验设计

试验按茶多酚在低温稀释液的浓度（０、０．５０、１．００、１．５０、
２．００ｍｇ／ｍＬ）分为５组，７ｄ内对精子的活率、活力、畸形率、
弯尾率和顶体完整率进行测定，试验重复５次。
１．５　数据处理

试验数据先用Ｅｘｃｅｌ进行前期处理，然后用ＳＰＳＳ１７．０进
行方差分析和多重比较，数据以“平均值±标准差”表示。

２　结果与分析

２．１　茶多酚对低温保存猪精子活率的影响
由表１可知，在４℃低温条件下，０．５０、１．００ｍｇ／ｍＬ添加

组７ｄ内均可以提高猪精子活率，其中１．００ｍｇ／ｍＬ添加组效
果更好，与对照组相比差异显著（Ｐ＜０．０５）；１．５０ｍｇ／ｍＬ添
加组从第３天开始对精子活率有显著提高的作用；高浓度组
（２．００ｍｇ／ｍＬ）仅在第３、第４天可以显著提高精子活率，其余
时间与对照组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

表１　茶多酚对低温保存猪精子活率的影响

浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
精子活率（％）

第１天 第２天 第３天 第４天 第５天 第６天 第７天
０ ８１．２９±０．８５ｂ ７５．３３±０．９６ｂ ７３．０５±０．９９ｃ ６９．３２±１．８５ｃ ６５．１８±１．０８ｃ ５６．７１±１．００ｄ ４５．７１±１．２１ｄ
０．５０ ８４．０５±１．９９ａｂ ８０．０８±１．７３ａ ７６．７５±１．３５ａｂ ７４．５３±１．０７ｂ ７０．９７±２．０９ｂ ６３．６６±０．９１ｂ ５６．５２±１．２８ｂ
１．００ ８５．０５±１．８８ａ ８１．２８±１．８６ａ ７８．１３±１．９７ａ ７６．５７±１．１５ａ ７３．６５±１．６１ａ ６６．３８±１．８７ａ ５９．０４±２．６４ａ
１．５０ ８２．９５±１．５５ｂ ７７．０６±１．５２ｂ ７５．５０±０．８１ｂ ７３．５１±１．５０ｂ ６９．４６±１．７８ｂ ６０．６３±２．５８ｃ ５３．４３±１．９４ｃ
２．００ ８２．５４±０．７５ｂ ７６．２１±１．４８ｂ ７５．１４±０．９５ｂ ７２．８５±１．１５ｂ ６７．４３±２．０６ｂｃ ５７．７４±１．３７ｄ ４７．３９±１．７２ｄ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。表２至表５同。

２．２　茶多酚对低温保存猪精子活力的影响
由表２可知，在４℃低温条件下，添加茶多酚各试验组精

子活力均高于对照组，但２．００ｍｇ／ｍＬ添加组的活力在前４ｄ
显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），第５天开始与对照组差异不显

著（Ｐ＞０．０５）；另外３组（０．５０、１．００、１．５０ｍｇ／ｍＬ）７ｄ内的
活力与对照组相比差异均显著 （Ｐ＜０．０５）。其中，
１．００ｍｇ／ｍＬ添加组效果最佳，在第３天和第５天至第７天显
著优于对照组及各添加组（Ｐ＜０．０５）。

表２　茶多酚对低温保存猪精子活力的影响

浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
精子活力（％）

第１天 第２天 第３天 第４天 第５天 第６天 第７天
０ ７４．８３±１．４５ｂ ６６．０５±１．７４ｃ ６１．８０±１．４５ｃ ５３．５９±１．８９ｄ ４６．１０±１．７５ｃ ３７．１３±１．４９ｄ ３１．６８±１．２４ｄ
０．５０ ７９．０３±２．０３ａ ７１．２３±２．１２ａｂ ６５．９４±１．２３ｂ ５９．７４±２．２６ａｂ ５１．３９±１．４７ｂ ４２．８７±１．４６ｂ ３７．９７±１．８８ｂ
１．００ ８０．１３±２．３６ａ ７３．５９±１．４１ａ ６９．６５±２．２３ａ ６１．０２±１．８９ａ ５４．７９±１．００ａ ４５．２２±１．４５ａ ４０．３５±１．１４ａ
１．５０ ７８．５７±１．６８ａ ７０．６５±２．３２ｂ ６４．７４±２．０１ｂ ５７．４５±１．４２ｂｃ ４９．８２±１．５２ｂ ４０．４９±１．３１ｃ ３５．２７±１．０４ｃ
２．００ ７８．１２±１．６２ａ ６９．０５±２．００ｂ ６４．２０±１．７２ｂ ５６．０５±１．７２ｃ ４６．６６±１．７２ｃ ３８．０７±１．３３ｄ ３２．８４±１．３３ｄ

２．３　茶多酚对低温保存猪精子畸形率的影响
由表３可知，在４℃低温保存条件下，０．５０、１．００ｍｇ／ｍＬ

添加组可显著降低精子的畸形率（Ｐ＜０．０５）；１．５０ｍｇ／ｍＬ添

加组的畸形率在保存的第 ３天至第 ５天显著低于对照组
（Ｐ＜００５）；高浓度添加组（２．００ｍｇ／ｍＬ）的畸形率在７ｄ内
与对照组相比差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

表３　茶多酚对低温保存猪精子畸形率的影响

浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
畸形率（％）

第１天 第２天 第３天 第４天 第５天 第６天 第７天
０ ８．７８±０．２３ａ ９．７１±０．３７ａ １０．７３±０．７３ａ ２０．４０±１．４７ａ ２６．８０±１．８７ａ ３２．７２±１．５０ａ ３８．９０±１．９３ａ
０．５０ ８．３９±０．３０ｂ ９．１１±０．３０ｂ ９．６１±０．５５ｂ １３．２０±１．８５ｃ １９．３２±１．７９ｃ ２６．４４±１．７５ｂ ３３．３６±１．８４ｂ
１．００ ８．２７±０．１３ｂ ８．９４±０．２０ｃ ９．４３±０．３５ｂ １１．５３±１．２０ｃ １８．９６±１．５４ｃ ２３．０８±１．６１ｃ ３０．７６±１．４１ｃ
１．５０ ８．５７±０．２７ａｂ ９．３９±０．２３ａｂ ９．９７±０．２９ｂ １７．３８±１．４７ｂ ２２．３６±１．４４ｂ ３０．７６±１．８８ａ ３６．９０±１．９１ａ
２．００ ８．６３±０．３２ａｂ ９．５８±０．２４ａ １０．１３±０．４５ａｂ １８．５４±１．１１ａｂ ２５．１８±１．７４ａ ３１．１６±１．７９ａ ３７．７０±１．８７ａ

２．４　茶多酚对低温保存猪精子顶体完整性的影响
由表４可知，高浓度组（２．００ｍｇ／ｍＬ）的精子顶体完整从

第２天开始显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；其余３组的顶体完

整率在７ｄ内均显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），其中 ０．５０、
１．００ｍｇ／ｍＬ浓度组效果较好，第６天时仍达５０％以上。

表４　茶多酚对低温保存猪精子顶体完整性的影响

浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
顶体完整性（％）

第１天 第２天 第３天 第４天 第５天 第６天 第７天
０ ８０．８５±１．７２ｃ ７４．１７±１．６５ｃ ６８．９０±１．２７ｄ ６１．０５±１．２０ｃ ５２．７７±１．５３ｄ ４５．０５±１．８９ｄ ３７．３８±１．４８ｄ
０．５０ ８４．２５±１．２２ａｂ ７８．７７±１．６１ａｂ ７３．３４±１．３９ｂ ６７．７９±１．０６ａ ５８．０３±１．７２ｂ ５０．６１±１．５６ａｂ ４３．８６±１．６９ａｂ
１．００ ８５．８５±１．２５ａ ８０．６７±１．６８ａ ７６．５５±１．６５ａ ６９．３０±１．５５ａ ６０．５５±１．６８ａ ５２．２７±１．８１ａ ４５．４９±１．９７ａ
１．５０ ８３．３９±１．１３ｂ ７７．９９±１．６１ｂ ７２．５０±１．００ｂ ６４．４０±１．０１ｂ ５６．３７±１．８２ｂｃ ４９．３５±１．８０ｂｃ ４２．３４±１．３４ｂ
２．００ ８２．０５±１．６２ｂ ７６．８９±１．９８ｂ ７０．６４±０．５０ｃ ６３．１９±１．３５ｂ ５５．２９±１．７６ｃ ４７．４５±１．５２ｃ ３９．６８±１．８１ｃ
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２．５　茶多酚对低温保存猪精子质膜完整性的影响
由表５可知，添加茶多酚各试验组精子质膜完整率均高

于对照组，但２．００ｍｇ／ｍＬ浓度组与对照组相比差异不显著

（Ｐ＞０．０５）；１．５０ｍｇ／ｍＬ浓度组从第３天开始显著高于对照
组（Ｐ＜０．０５）；０．５０、１．００ｍｇ／ｍＬ浓度组能显著提高精子质
膜完整率（Ｐ＜０．０５），但这２组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

表５　茶多酚对低温保存猪精子质膜完整性的影响

浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
质膜完整性（％）

第１天 第２天 第３天 第４天 第５天 第６天 第７天
０ ５８．１７±１．２４ｂ ５４．８５±１．４０ｂ ５１．６９±１．４４ｃ ４９．６５±１．３０ｃ ４４．２５±１．７８ｃ ４０．８９±１．２２ｃ ３３．２７±２．４７ｃ
０．５０ ６４．４９±１．８９ａ ５９．６７±１．７５ａ ５７．８９±１．７０ａ ５４．９１±０．８８ａｂ ４９．５３±１．６９ａｂ ４６．０５±１．８０ａｂ ３９．３８±１．６５ａｂ
１．００ ６５．２９±１．５１ａ ６０．４７±１．５０ａ ５８．６５±１．２２ａ ５５．６７±１．５１ａ ５０．４７±１．６１ａ ４７．５９±１．４８ａ ４１．５４±１．５８ａ
１．５０ ６０．０９±１．０９ｂ ５６．２７±１．４８ｂ ５５．２９±１．８９ｂ ５３．３９±１．２９ｂ ４７．９３±２．０４ｂ ４４．７３±１．９９ｂ ３７．９８±１．５９ｂ
２．００ ５９．２１±１．８３ｂ ５５．８５±１．４８ｂ ５２．８９±１．４１ｃ ５０．４５±１．７０ｃ ４５．８７±１．８８ｂｃ ４１．７４±１．６７ｃ ３４．９４±１．５９ｃ

３　结论与讨论

精液在稀释过程中暴露于空气中，使得其氧气浓度高于

在生殖道内的氧气浓度，体外操作时光线和温度会发生变化，

低温保存过程中会发生低温打击，这些外界因素都会使猪精

子细胞内活性氧水平增加，从而引起氧化应激损伤和脂质过

氧化，导致精子结构和功能的损伤。本试验结果表明，向猪精

液稀释液中添加茶多酚，对猪精子４℃低温保存起较好的保
护作用，可明显提高低温保存下猪精子的运动参数、顶体完整

率以及质膜完整率效果最好的为１．００ｍｇ／ｍＬ浓度组。茶多
酚对猪精子低温保存有这样的保护作用，其原因可能与它的

抗氧化机制有关。茶多酚作为优良的氢供体，向活泼自由基

提供氢离子后形成的自由基通过共振杂化成稳定的自由基；

而提供的氢离子与活泼自由基结合后，使得活泼自由基失活，

切断其链式反应，从而延缓油脂中不饱和脂肪酸自动氧化成

过氧化物的连锁反应，起到抗氧化作用。茶多酚的显著抗氧

化性在于还可以降低脂质过氧化物和丙二醛的含量，从而降

低氧自由基对精子细胞的损伤［１３］。另外，茶多酚最主要的活

性成分为儿茶素类，其中没食子儿茶素没食子酸酯（ｅｐｉｇａｌｌｏ
ｃａｔｅｃｈｉｎｇａｌｌａｔｅ，ＥＧＣＧ）活性最强，同时具有抗氧化和抗凋亡
作用。有研究表明，ＥＧＣＧ具有对抗β－淀粉样蛋白诱致海马
神经细胞的凋亡作用［１４］，并对过氧化氢、一氧化氮和１－甲
基－４－苯基－１，２，３，６－四氢吡啶等氧化应激因素诱导的
ＰＣ１２细胞和 ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞凋亡模型具有抗凋亡作
用［１５－１６］。ＥＧＣＧ抗细胞凋亡作用取决于其结构中含有２个
三酚基团，该基团是其抗氧化作用的主要活性部位，通过增强

抗氧化酶的活性加速氧化产物的转化，同时阻止细胞氧化产

物的大量生成，尤其是 ＲＯＳ的生成，减少对线粒体的氧化性
损伤，而精子尾部节律性运动的能量主要来自线粒体呼吸代

谢产生的 ＡＴＰ，这可能是其抗细胞凋亡的主要作用机
制［１５－１６］。茶多酚的强抗氧化性和抗凋亡作用不容小觑，虽然

本试验结果也证明了它在猪精液低温保存中的保护作用，但

具体的更有说服力的机理和原因还有待于进一步探索。

适宜浓度的茶多酚均可以明显改善４℃低温条件下猪精
液的保存效果，其中１．０ｍｇ／ｍＬ浓度组对精子在７ｄ内的保
存质量均起到提高作用，效果较好。
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