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　　摘要：课题组前期试验表明，０．０８％水蛭素能够显著提高冻后猪精液质量。为研究其作用机理，用含不同浓度
（０、０．０４％、０．０８％、０．１２％）水蛭素的稀释液稀释美系长白公猪精液，分别检测平衡后及冻融后精液中超氧化物歧化
酶的活性和ｍＲＮＡ表达量的变化。结果表明：（１）不含水蛭素的冷冻稀释液显著降低新鲜猪精液超氧化物歧化酶活
性（Ｐ＜０．０５），而含有０．０８％水蛭素的冷冻稀释液处理的猪精液超氧化物歧化酶活性分别在平衡组与冷冻组最高
（Ｐ＞０．０５）；（２）含有０．０８％水蛭素的猪精液平衡及冻融后的超氧化物歧化酶 ｍＲＮＡ表达量最高，但差异不显著
（Ｐ＞０．０５）。总之，添加０．０８％水蛭素对冷冻前后猪精液超氧化物歧化酶活性及ｍＲＮＡ表达无显著影响。
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　　冷冻保存过程对精子质膜产生物理和化学应激，降低精
子冻后质量，影响活力与受精能力［１］。这些损伤均与冷冻保

存过程引起精子质膜脂质过氧化反应而产生大量的活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）有关［２－４］。用于冷冻保存的新

鲜猪精液中添加合适的冷冻稀释液非常重要。研究表明，稀

释液中添加抗氧化剂能有效防止氧化应激伤害精子，常见的

如半胱氨酸、维生素 Ｅ可以延长冻后精子寿命［５－９］。水蛙素

提取自水蛭的唾液腺，是由６５～６６个氨基酸残基所组成的单
链多肽，具有降血脂、抗肿瘤、抗凝血等多种药理活性，广泛用

于临床治疗各种疾病［１０］。近年来，研究发现水蛭素具有抗氧

化作用，本课题的前期研究也表明，０．０８％的水蛭素能显著改
善冻后猪精液质量，但其作用机理尚不明了。本试验用添加

不同浓度水蛭素的冷冻稀释液稀释精液后，检测平衡及冷冻

解冻后猪精液中固有抗氧化酶———超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘ
ｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性及其 ｍＲＮＡ表达量的变化，以期从
ＳＯＤ活性及分子水平阐明水蛭素对冷冻前后猪精液中 ＳＯＤ
功能及浓度的影响，为深入探讨水蛭素提高冻后猪精液质量

的机制提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　主要试剂　异丙醇、无水乙醇和氯仿为天津市科密欧
化学试剂有限公司产品，三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、蛋白酶抑
制剂（ＰＭＳＦ）、青霉素与链霉素均为北京索莱宝科技有限公
司产品，卵黄取自广西南宁市富凤农牧有限公司生产的初产

鸡蛋，水蛭素（活力单位为１２５０Ｕ／ｇ）为南宁市净雪皇生物
工程有限公司产品，ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒和ＳＯＤ检测试
剂盒均为碧云天生物技术研究所产品，ＲＩＰＡ裂解液、Ｔｒｉｚｏｌ、
ＨｉＳｃｒｉｐｔＱ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（ｑＰＣＲ）和２×Ｔａｑ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ均购于南京诺唯赞生物科技有限公司，ＰＣＲ引物
由上海生工生物工程有限公司合成。

１．１．２　主要仪器　程序降温仪（法国卡苏公司）、冰箱（海尔
集团）、电子恒温水浴锅（北京长安科学仪器厂）、移液枪

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）、离心机（上海安亭科学仪器厂）、０．２５ｍＬ塑料细
管（Ｍｉｎｉｔｕｂｅ）、梯度 ＰＣＲ仪（Ｂｉｏｍｅｔｒａ）、水平电泳槽及电泳仪
电源（北京凯元仪器有限公司）、ｉＭＡＲＫ酶标仪（Ｂｉｏ－ｒａｄ）。
１．１．３　精液来源　新鲜精液采自３头广西科达畜禽改良有
限责任公司健康、性欲旺盛的美系长白种公猪。采用手握法

采精，收集富含精子段的精液于预温的洁净烧杯中，１ｈ内送
达实验室处理。用８层纱布过滤后，检查相关的精液质量指
标（精子活力、畸形率及密度）。精子活力 ＞０．７、畸形
率＜２０％的精液继续用于后续试验。
１．２　试验方法
１．２．１　分组　试验分组见表１。
１．２．２　冷冻稀释液配制　用电子天平按配方（葡萄糖
１．６５％，柠檬酸 ２．２２％，Ｔｒｉｓ３．６３％，ＮＡＣ０．０３％，青霉素
０．０９％，链霉素０．１５％，甘油９．００％，蛋黄３０．００％）［１１］准确
称取各种试剂，双蒸水溶解定容，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。
１．２．３　精液冷冻程序　用１０层纱布包裹精液，放在室温下
缓慢降温。原精与含有不同浓度（０、０．０４％、０．０８％、０．１２％）
水蛭素的稀释液室温下等温稀释，稀释比为１∶２（先加入１
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表１　猪精液冷冻处理分组

处理方式 组别 猪精液
水蛭素浓度

（％） 冷冻稀释液

不平衡不冷冻 １ ＋ ０ －
２ ＋ ０ ＋

仅平衡不冷冻 ３ ＋ ０ ＋
４ ＋ ０．０４ ＋
５ ＋ ０．０８ ＋
６ ＋ ０．１２ ＋

既平衡又冷冻 ７ ＋ ０ ＋
８ ＋ ０．０４ ＋
９ ＋ ０．０８ ＋
１０ ＋ ０．１２ ＋

　　注：“＋”表示含有，“－”表示不含有；“平衡”表示细管分装后的
精液在５℃冰箱内放置４ｈ，“冷冻”表示细管分装后的精液经程序降
温仪降温至－１４０℃，并在液氮中存放５ｍｉｎ以上。

份与原精等量的稀释液，混合均匀，平衡１５ｍｉｎ后，再加入另１
份与原精等量的稀释液）。０．５ｍＬ塑料细管分装，１０层以上纱
布包裹后将细管放入冰箱内，５℃下平衡４ｈ。取出细管，检查
平衡后精子活力合格后，放入程序降温仪：５～－５℃，
３℃／ｍｉｎ；－５～ －４２℃，１００℃／ｍｉｎ；－４２～ －１４０℃，
３０℃／ｍｉｎ。冷冻程序运行完成后，取出细管迅速投入液氮中。
１．２．４　冷冻精液解冻方法　从液氮中取出细管，迅速投入
３７℃水浴，快速晃动３０～６０ｓ。
１．２．５　ＳＯＤ活性检测
１．２．５．１　细胞总蛋白的提取　将各组精液从０．５ｍＬ塑料细
管中倒入 ２．０ｍＬ离心管中，轻微振荡，吸取 ５００μＬ加入
１０００μＬ冷的裂解液（每１ｍＬ冷的ＲＩＰＡ裂解液中加入２μＬ
ＰＭＳＦ混合物，混匀后置冰上备用），混匀后，在４℃条件下振
荡１５ｍｉｎ，在４℃、１４０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１５ｍｉｎ。快速将
上清吸入另一预冷的干净离心管，用于后续试验。

１．２．５．２　ＢＣＡ蛋白浓度测定　按照说明书进行，步骤如下：
先配制成２５ｍｇ／ｍＬ的蛋白标准溶液，取适量２５ｍｇ／ｍＬ蛋白
标准液，灭菌生理盐水稀释至终浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ；其次配制
ＢＣＡ工作液（ＢＣＡ试剂Ａ∶ＢＣＡ试剂Ｂ＝５０∶１），充分混匀；

然后将标准品按０、１、２、４、８、１２、１６、２０μＬ加到９６孔板的
标准品孔中，加灭菌生理盐水补足到２０μＬ；加１０μＬ样品到
９６孔板的样品孔中，加灭菌生理盐水到２０μＬ；最后各孔加入
２００μＬＢＣＡ工作液，３７℃放置２０ｍｉｎ后，测定吸光度Ｄ５９５ｎｍ，
根据标准曲线计算出样品的蛋白浓度。

１．２．５．３　ＳＯＤ酶活性测定　采用 ＷＳＴ－８法，步骤如下：首
先配制适量的ＷＳＴ－８／酶工作液以及反应启动工作液；然后
取２０μＬ待测样品到９６孔板中，加入１６０μＬＷＳＴ－８／酶工
作液以及２０μＬ反应启动工作液，相应的空白对照１为２０μＬ
ＳＯＤ检测液、１６０μＬＷＳＴ－８／酶工作液和２０μＬ反应启动工
作液，空白对照２为４０μＬＳＯＤ检测液和１６０μＬＷＳＴ－８／酶
工作液，空白对照３为２０μＬ待测样品、２０μＬＳＯＤ检测液和
１６０μＬＷＳＴ－８／酶工作液；３７℃孵育 ３０ｍｉｎ；测定吸光度
Ｄ４５０ｎｍ。ＳＯＤ酶活力单位的定义：在上述黄嘌呤氧化酶耦联
反应体系中抑制百分率为５０％时，反应体系中的ＳＯＤ酶活力
定义为１个酶活力单位（Ｕ）。
１．２．６　ＳＯＤｍＲＮＡ表达水平的检测
１．２．６．１　细胞总 ＲＮＡ的提取　将各组精液从０．５ｍＬ塑料
细管中倒入２．０ｍＬ离心管中，加入１ｍＬＲＮＡｉｓｏｌａｔｅｒ，上下
颠倒混匀，加入 ２００μＬ氯仿，剧烈振荡，４℃静置 １０ｍｉｎ，
１２０００ｇ、４℃离心１５ｍｉｎ，小心吸取上层水相５００μＬ至含有
６００μＬ异丙醇的离心管中，上下颠倒混匀，４℃静置１０ｍｉｎ，
１２０００ｇ、４℃离心１０ｍｉｎ，去上清，加入１ｍＬ７５％乙醇洗涤，
１２０００ｇ、４℃ 离心５ｍｉｎ，弃上清，将离心管倒扣在灭菌卫
生纸上３ｍｉｎ，加入４μＬ灭菌三蒸水溶解沉淀。
１．２．６．２　ｃＤＮＡ合成　ｃＤＮＡ合成反应液体系：ＲＮａｓｅｆｒｅｅ
ｄｄＨ２Ｏ３μＬ，５０μｍｏｌ／ＬＯｌｉｇｏｄＴ２３ＶＮ１μＬ，２ ×ＲＴＭｉｘ
１０μＬ，ＨｉＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ ＥｎｚｙｍｅＭｉｘ２μＬ，总 ＲＮＡ４μＬ。上述体
系配制均在冰上进行，完成后，５０℃ 水浴 ４５ｍｉｎ。
１．２．６．３　反转录聚合酶链式反应（ＲＴ－ＰＣＲ）　ＲＴ－ＰＣＲ反
应液体系：ｄｄＨ２Ｏ６．５μＬ，２×ＴａｑＰｌｕｓＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，
模板ＤＮＡ４μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ引物１、引物２（表２）各１μＬ。上
述体系配制在冰上进行。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；
９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，循环Ｘ次；７２℃延伸７ｍｉｎ。

表２　引物序列

基因名称 产物大小（ｂｐ） 方向及序列

ＳＯＤ １６２ ｓｅｎｓｅ：５′－ＴＧＧＡＣＡＡＡＴＣＴＧＡＧＣＣＣＴＡＡＣＧ－３′；ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′－ＴＴＣＣＴＴＧＴＴＧＡＡＡＣＣＧＡＧＣＣ－３′
ＧＡＰＤＨ ５４９ ｓｅｎｓｅ：５′－ＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ－３′；ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′－ＣＡＧＴＣＴＴＣＴＧＧＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴ－３′

　　ＳＯＤ与ＧＡＰＤＨ的最优退火温度的确定是根据ＤＮＡ分子
的熔点（Ｔｍ）设置温度梯度，比较相同 ＲＴ－ＰＣＲ反应体系和
循环圈数下不同温度的ＲＴ－ＰＣＲ产物的表达水平，表达量最
高的温度为最优退火温度，最终 ＳＯＤ与 ＧＡＰＤＨ的最优退火
温度为５８℃；ＳＯＤ与ＧＡＰＤＨ的最优循环圈数的确定是通过
设置不同循环圈数，比较相同ＲＴ－ＰＣＲ反应体系和退火温度
下不同循环圈数的ＲＴ－ＰＣＲ产物的表达水平，到达平台期的
第１个循环圈数即为最优循环数，最终ＳＯＤ为３８圈，ＧＡＰＤＨ
为３６圈。
　　用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ分析系统分析ＤＮＡ条带光密度，进行统
计分析。

１．２．７　数据处理　采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件包进行统计。
数据采用“平均数 ±标准差”描述，?用单因素方差分析，各

种检验的显著性水平均设定为Ｐ＜０．０５。

２　结果与分析

２．１　ＳＯＤ活性试验
由图１可知，新鲜精液在不添加冷冻稀释液且不平衡不

冷冻（第１组）的条件下，ＳＯＤ活性最高（Ｐ＜０．０５），添加不含
水蛭素的冷冻稀释液（第 ２组）后，ＳＯＤ活性显著降低
（Ｐ＜０．０５）；除第１组外，其他各组无显著差异（Ｐ＞０．０５），但
添加０．０８％水蛭素精液的ＳＯＤ活性（第５组与第９组）分别
在平衡组与冻融组中最高（Ｐ＞０．０５）。
２．２　ＳＯＤｍＲＮＡ表达水平试验
　　由图２、图３可知，新鲜精液在不添加冷冻稀释液且不平
衡不冷冻（第１组）的条件下，ＳＯＤｍＲＮＡ表达量最高，添加
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不含水蛭素的冷冻稀释液（第２组）后，与第１组相比 ＳＯＤ
ｍＲＮＡ表达降低，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）；仅平衡的猪精液
添加０．０８％的水蛭素（第５组）与不含水蛭素既平衡又冷冻
（第３组）相比ＳＯＤｍＲＮＡ表达高但差异不显著（Ｐ＞０．０５），
与新鲜精液（第１组）无显著差异（Ｐ＞０．０５）；既平衡又冷冻
的猪精液添加０．０８％的水蛭素 ＳＯＤｍＲＮＡ表达比不含水蛭
素既平衡又冷冻（第７组）的高（Ｐ＞０．０５），与新鲜精液（第１
组）无显著差异（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

ＲＯＳ对维持正常精子的功能至关重要，如受精能力的获
得、染色质凝集的促进、质膜的重建以及胞内信号转导的激活

等［１２－１４］。正常情况下，精子体内的促氧化与抗氧化水平相互

平衡。然而，这一平衡状态被冷冻保存过程打破了，产生了大

量富余的ＲＯＳ，引起精子氧化应激造成损伤。在冷冻稀释液
中添加合适浓度的抗氧化剂对于清除多余的 ＲＯＳ保护精子
非常重要。超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）是生物体内正常代谢
的产物，但其不正常的积累将使细胞膜的脂质发生过氧化作

用而引起膜裂变，导致细胞损伤甚至细胞死亡［１５］。ＳＯＤ是消
除 Ｏ－２·最有效、最重要的抗氧化物酶，其催化自由基 Ｏ

－
２·发

生歧化作用生成 Ｏ２与 Ｈ２Ｏ２，然后 Ｈ２Ｏ２被体内如过氧化氢
酶、谷胱甘肽过氧化物酶及谷胱甘肽还原酶等抗氧化酶清除，

因而ＳＯＤ是体内防止自由基损伤的第一道防线，是生物体内
最重要的抗氧化酶［１６］。ＳＯＤ广泛存在于动物、植物和微生物
体内，在医药、食品、化妆品中有广泛的应用前景［１７］。从ＳＯＤ
水平的高低可以看出机体抗氧化系统的状态。

水蛭素是从药用水蛭中提取的含有６５或６６个氨基酸残
基的多肽链［１８－１９］。其性味咸、苦、平，有小毒，入肝经，具有破

血逐淤之功效，主要用于血淤经闭及跌打损伤等［２０－２２］，随着

对水蛭素研究的深入，发现其具有抗凝血、抗血栓形成以及抗

氧化应激等多重效用。牟忠祥等的研究结果表明，水蛭素组

灌胃干预后的荷瘤鼠，其血清中 ＳＯＤ水平明显升高，提示自
由基被清除后，脂质过氧化过程受到阻断，使水蛭素组荷瘤鼠

丙二醛含量下降［２３］。郭应信等对大鼠随意皮瓣淤血模型的

试验结果表明，水蛭素能提高淤血皮瓣局部 ＳＯＤ水平，减少
丙二醛含量，减轻局部炎症反应［２４］。Ｏｕ等研究发现水蛭素
可以清除晶状体上皮细胞内 ＲＯＳ，上调 ＳＯＤ水平［２５－２６］。添

加０．０８％水蛭素对冷冻前后猪精液ＳＯＤ活性有升高作用，但
影响不显著。这与其他研究结果部分相似，都说明水蛭素有

清除ＲＯＳ、升高ＳＯＤ活性的作用，只是本结果不显著，这可能
是因为ＳＯＤ无统一的检测标准及表示方法［１７］。

不含水蛭素的冷冻稀释液显著降低了新鲜猪精液 ＳＯＤ
活性，对 ＳＯＤｍＲＮＡ表达亦有降低影响，说明不含水蛭素的
冷冻稀释液对新鲜精液有一定的抑制作用，猜测可能是由于

冷冻稀释液中含有 Ｔｒｉｓ，其为弱碱，具有刺激性，能够抑制酶
活性［２７］。

４　结论

本试验研究发现，添加０．０８％水蛭素对冷冻前后猪精液
ＳＯＤ活性及ｍＲＮＡ表达影响不显著。
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