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摘要： 旨在探究稀释液中添加不同抗氧化剂对冷冻姜曲海猪精子的保护作用。 采用精子直线运动检测精子活力， 异硫氰荧光素标记的花生凝集

素 （ＦＩＴＣ－ＰＮＡ） 染色检测精子顶体完整性， 碘化丙啶 （ＰＩ） 染色检测精子质膜完整性， 体外受精和培养检测受精卵的卵裂情况， 透射电镜观察

精子超微结构， 评价冷冻保存对精子质量的影响； 对姜曲海猪精液分别冷冻保存 １ 周、 １ 个月、 ３ 个月、 ６ 个月、 ９ 个月和 １２ 个月， 观察冷冻保

存时间对精子质量的影响； 在稀释液中分别添加抗氧化剂甲磺酸米托醌 （ＭｉｔｏＱ）， ２， ４－二硝基酚 （ＤＮＰ） 和 ４－羟基－２， ２， ６， ６－四甲基哌啶－

１－烃氧基 （Ｔｅｍｐｏｌ）， 每种抗氧化剂均添加 ２５、 ５０ 和 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ３ 种浓度， 以筛选出冷冻保存效果最优的抗氧化剂； 对添加 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｉｔｏＱ 的

解冻精子进行透射电镜观察。 结果显示： 精子冷冻保存不同时间后， 各指标均无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 添加不同浓度的 ＭｉｔｏＱ、 ＤＮＰ 和 Ｔｅｍｐｏｌ 均
对冷冻保存 １ 周精子的活力、 顶体完整率、 质膜完整率和体外受精卵裂率有一定的改善作用， 但以添加 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｉｔｏＱ 效果最好； 添加 ５０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｉｔｏＱ 对精子质膜、 线粒体和微管等结构均具有一定的冷冻保护作用。 综上， 稀释液中添加 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｉｔｏＱ 对于超低温保存姜曲海猪精

液具有潜在的保护优势， 具有一定的开发价值。
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　 　 我国猪种资源丰富， 约占世界猪种的三分之

一［１］， 而且许多地方猪种具有繁殖性能高、 耐粗饲

和适应性强等优良特性［２］。 随着外来猪种的不断引

入， 我国部分地方猪种面临灭绝或濒临灭绝， 特别是

２０１８ 年暴发的非洲猪瘟疫情， 对地方猪种资源安全

造成重大威胁。 因此， 加强地方猪种资源有效保护和

开发利用， 受到广泛关注。 ２０１９ 年农业农村管理司

印发 《国家级地方猪遗传材料采集保存工作实施方

案》 （农种畜函 〔２０１９〕 １４ 号）， 委托科研院所采集

地方猪种精液、 体细胞等遗传材料进行冷冻技术处

理， 并纳入国家家畜基因库长期保存。
猪精液冷冻保存不仅是猪种资源保护的有效手段

之一， 而且在延长种公猪利用率、 节约生产成本、 降

低猪场疫病生物安全风险、 加快猪场疫病净化等方面

均具有积极作用［３］。 然而， 猪精子对低温尤其敏

感［４］， 导致了猪精液冷冻保存效果与生产应用推广

还存在一定差距［５］。 研究表明， 精子在冷冻－解冻时

会产生大量活性氧 （ＲＯＳ）， 是造成精子损伤的主要

原因之一［６－７］。 Ｇａｒｃｅｚ 等［８］ 研究表明， 冷冻时添加抗

氧化剂能有效改善精子冷冻效果。
姜曲海猪具有高繁殖力、 成熟早和耐粗饲等特

性， 是我国地方优良猪种之一， 已被列入国家保护计

划［９］。 本研究以姜曲海猪精液为研究对象， 在稀释

液中添加甲磺酸米托醌 （ＭｉｔｏＱ）， ２， ４ －二硝基酚

（ＤＮＰ） 和 ４－羟基－２， ２， ６， ６－四甲基哌啶－１－烃氧

基 （Ｔｅｍｐｏｌ） ３ 种不同抗氧化剂， 以精子冷冻后的精

子活力、 顶体完整率、 质膜完整率和体外受精卵裂率

为指标筛选适合的抗氧化剂种类和添加浓度， 同时观

察筛选出的抗氧化剂对冷冻后精子超微结构变化的影

响， 为提高公猪精液超低温保存效果提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 动物来源

健康、 性成熟的姜曲海公猪由江苏姜曲海猪种业

有限公司提供。
１􀆰 ２　 主要试剂

精液稀释液购于德国米尼图公司； 异硫氰荧光素

标记的花生凝集素 （ＦＩＴＣ－ＰＮＡ）、 碘化丙啶 （ＰＩ），
购于 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ 公司； ２􀆰 ５％戊二醛购于北京雷根

生物技术有限公司； 无特殊说明的所用试剂均购自生

工生物工程 （上海） 股份有限公司。
１􀆰 ３　 精液采集

借助于假阴道法采集公猪精液， 颜色呈乳白色、
无特殊气味、 活力大于 ７０％的精液符合试验要求。
１􀆰 ４　 溶液配制

稀释液： 参考文献 ［１０］ 方法配制基础稀释液，

４ ℃保存不超过 １ 周。
冷冻液和解冻液： 参考文献 ［１１］ 方法配制冷

冻液Ⅰ液、 冷冻Ⅱ液和解冻液， ４ ℃ 保存不超过

１ 周。
ＨＥＰＥＳ ／ ＢＳＡ 溶液： 准确称量 ０􀆰 ２５２ ２ ｇ 果糖，

０􀆰 ７５９ ９ ｇ ＮａＣｌ， ０􀆰 ０２９ ８ ｇ ＫＣｌ， ０􀆰 ０１４ ７ ｇ ＣａＣｌ２ ·
２Ｈ２Ｏ， ０􀆰 １０２ ｇ ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ， ０􀆰 １ ｇ ＢＳＡ， ０􀆰 ２３８ ３ ｇ
ＨＥＰＥＳ， 置于 １００ ｍＬ 蒸馏水中搅拌均匀， ０􀆰 ２２ μｍ
滤膜过滤， ４ ℃保存， 备用。
１􀆰 ５　 试验设计与精液处理

空白对照组为基础稀释液， ３ 个试验组在基础稀

释液中分别添加 ＭｉｔｏＱ、 ＤＮＰ 或 Ｔｅｍｐｏｌ， 每种抗氧化

剂均添加 ２５、 ５０ 和 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ３ 种浓度。
参考 文 献 ［ １１ ］ 方 法。 合 格 精 液 与 稀 释 液

１ ∶ １􀆰 ５ 混合， １７ ℃冰箱过夜、 离心； 弃上清液， 加

入冷冻Ⅰ液 （４ ℃， １􀆰 ５ ｈ）； 再加入等体积冷冻Ⅱ液

（精液最终稀释比为 １ ∶ ２）， 于 ４ ℃ 平衡后装入

０􀆰 ２５ ｍＬ 麦管 （平衡及灌冲在 ４５ ｍｉｎ 内完成）； 麦管

于液氮面上 ３ ｃｍ 处熏蒸 １０ ｍｉｎ， 然后投入液氮罐提

桶的纱布袋内保存。
解冻时， 从液氮中迅速取出麦管后直接投入

３７ ℃水浴 ３０ ｓ， 再将其稀释于 ２ ｍＬ ＰＢＳ， 待检。
１􀆰 ６　 精子质量检测

１􀆰 ６􀆰 １　 精子活力

采用显微镜计数法评价精子活力［１１］。 精液样本

稀释至 １×１０７个 ／ ｍＬ， 取 ５ μＬ 置于载玻片上， 加盖玻

片， 相差显微镜下至少计 ２００ 个精子。 精子活力为直

线运动精子所占百分率。
１􀆰 ６􀆰 ２　 精子顶体完整率

采用 ＦＩＴＣ－ＰＮＡ 染色法评价精子顶体完整性［１１］。
精液经 ４ ℃预冷的丙酮固定 ５ ｍｉｎ， ＨＥＰＥＳ ／ ＢＳＡ 封闭

３０ ｍｉｎ， ＦＩＴＣ－ＰＮＡ 孵育 ３０ ｍｉｎ， 离心弃去上清液，
ＰＢＳ 洗涤沉淀后， 取 １０ μＬ 置于载玻片上， 加盖玻

片、 封片， 荧光显微镜下镜检。 将精子顶体区发强绿

色荧光者判定为顶体完整精子， 计数完整精子顶体所

占百分率。
１􀆰 ６􀆰 ３　 精子质膜完整率

采用 ＰＩ 染色法评价精子质膜完整性［１１］。 将 ＰＩ、
ＨＥＰＥＳ ／ ＢＳＡ 和精液悬液以 １ ∶ ５０ ∶ ２５ 混匀， ３７ ℃孵

育 ３０ ｍｉｎ， 取 １０ μＬ 置于载玻片上， 加盖玻片、 封

片， 荧光显微镜下镜检。 将精子头部核区呈现红色荧

光者判定为质膜损伤的精子， 计数完整精子质膜的精

子所占百分率。
１􀆰 ６􀆰 ４　 精子体外受精卵裂率

参考文献 ［１２］ 方法。 抽吸法采集卵丘－卵母细

胞复合体培养 ４４ ｈ， 获得成熟卵母细胞， 经透明质酸
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酶部分脱卵丘细胞处理， 以 １５ 枚为 １ 组， 置于改良

Ｔｒｉｓ 缓冲液 （ｍＴＢＭ） 中， 再向其中加入 ５０ μＬ 获能

处理 后 的 精 液， 精 卵 共 同 孵 育 ６ ～ ８ ｈ 后 转 入

１００ μＬ 胚胎培养液中培养， 于显微镜下观察卵裂情

况， 计数卵裂胚胎所占百分率。
１􀆰 ６􀆰 ５　 透射电镜观察精子结构

精子样本置于 ２􀆰 ５％戊二醛， ４ ℃ 条件下固定

６ ｈ； ４％琼脂包埋； 再置于 １％四氧化锇 （ＯｓＯ４） 中

二次固定 １􀆰 ５ ｈ； 乙醇脱水后用环氧丙烷进行置换；
环氧树脂 ８１２ 包埋、 聚合、 修块， 半薄切片定位； 然

后重新包埋， 超薄切片用醋酸双氧铀－柠檬酸铅进行

染色， 透射电子显微镜 （ＴＥＭ） 下观察精子结构［１１］。

１􀆰 ７　 数据统计与分析

采用 ＳＰＳＳ 统计软件的 Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 进行方

差分析， Ｄｕｎｃａｎ􀆳ｓ 分析显著性水平。 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件作图。 试验数据以 “平均值±标准误”
表示， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 冷冻保存时间对精子冷冻质量的影响

未添加抗氧化剂处理的猪精液， 超低温保存不同

时间后进行解冻， 精子的活力、 顶体完整率、 质膜完

整率和体外受精卵裂率结果如图 １ 所示。 精子保存 １
周、 １ 个月、 ３ 个月、 ６ 个月、 ９ 个月和 １２ 个月， 各

指标在不同时间之间无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

图 １　 冷冻保存时间对冷冻猪精子质量的影响

２􀆰 ２　 稀释液添加不同抗氧剂对精子冷冻保存效果的

影响

　 　 稀释液中添加 ３ 种不同浓度抗氧化剂， 冷冻保存

１ 周后对精子活力、 顶体完整率、 质膜完整率和体外

受精卵裂率的影响见图 ２。
图 ２Ａ 显示， 添加 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｉｔｏＱ 组精子的活

力、 顶体完整率和质膜完整率显著或极显著高于其他

各组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 图 ２Ｂ 显示， 添加 ５０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＮＰ 组的精子质膜完整率极显著高于对照组

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 显著高于添加 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＮＰ 组 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 图 ２Ｃ 显示， ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｅｍｐｏｌ 组精子活力

显著高于对照组和 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｅｍｐｏｌ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｅｍｐｏｌ 组的精子质膜完整率均显著高于对

照组和 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｅｍｐｏｌ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 综上， 各

抗氧化剂均以添加浓度 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 对精子冷冻具有较

好保护效果， 但体外受精卵裂率指标并未显示显著性

优势。
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∗表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ∗ ∗表示差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 下同。
Ａ． ＭｉｔｏＱ； Ｂ． ＤＮＰ； Ｃ． Ｔｅｍｐｏｌ。

图 ２　 ３ 种抗氧化剂不同浓度条件下保存 １ 周对冷冻猪精子质量的影响

　 　 添加 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ３ 种不同氧化剂对冷冻猪精子质

量的影响见图 ３， ＭｉｔｏＱ 组精子的活力、 顶体完整率

和质膜完整率 （除 ＤＮＰ 组） 均显著或极显著高于其

他各组 （Ｐ＜０􀆰 ０５ 或 Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 ３　 ３ 种不同氧化剂在 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度条件下对冷冻猪精子质量的影响

　 　 综合图 ２ 和图 ３ 可见， 稀释液中添加 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＭｉｔｏＱ 时， 冷冻后精子的活力、 顶体完整率、 质膜完

整率均显著优于 ＤＮＰ 和 Ｔｅｍｐｏｌ 各浓度。
２􀆰 ３　 稀释液添加 ＭｉｔｏＱ 对冷冻精子超微结构的影响

对照组精子和稀释液中添加 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｉｔｏＱ 组

精子冷冻 １ 周后解冻， 于 ＴＥＭ 下观察超微结构 （见
图 ４）。

对照组精子冷冻后， 细胞核染色质均匀， 质膜膨

胀， 与顶体外膜间局部存在明显分离 （图 ４Ａ）； 尾

部中段 （横切面观） 可见线粒体鞘、 外周致密纤维、
周围微管和中央微管， 但线粒体较为模糊 （图 ４Ｂ）；
尾部主段 （纵切面观） 可见外周致密纤维、 周围微

管和中央微管， 但中央微管不清晰 （图 ４Ｃ）。 ５０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｉｔｏＱ 组冷冻精子细胞核染色质均匀， 质膜
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与顶体间结合紧密， 仅见局部质膜轻微膨胀 （图

４Ｄ）； 尾部中段 （纵切面观） 可见外周致密纤维、 周

围微管和中央微管排列整齐， 线粒体呈串珠样紧密排

列 （图 ４Ｅ）； 尾部主段 （横切面观） 可见外周致密

纤维、 周围微管， 中央微管清晰可见 （图 ４Ｆ）。

Ａ． 精子质膜膨胀； Ｂ． 精子尾部中段横切面， 线粒体模糊； Ｃ． 精子尾部主段纵切面， 外周致密纤维和微管部分损伤； Ｄ． 精子质膜轻微损

伤； Ｅ． 精子尾部中段纵切面， 线粒体排列整齐， 结构清晰； Ｆ． 精子尾部主段横切面， 外周致密纤维和微管结构完整、 清晰。

图 ４　 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｉｔｏＱ 对冷冻－解冻精子超微结构的影响

３　 讨论

精子活力是影响受精的主要因素， 精子活力越

高， 受精过程越顺利， 因此， 精子活力是精液质量评

价的重要指标之一［１３］。 精子顶体完整率、 质膜完整

率和体外受精卵裂率也与受精密切相关［１４］。 本研究

结果表明， 冷冻不同时间， 各组间精子活力、 顶体完

整率、 质膜完整率和体外受精卵裂率并无显著差异，
冷冻精子的活力、 顶体完整率、 质膜完整率和体外受

精卵裂率在 １２ 个月内不受冷冻保存时间的影响。 说

明， 冷冻保存时间并不影响精子品质， 可以达到长期

冷冻保存目的。 因此， 本研究后续试验的精液样本冷

冻保存时间为 １ 周。
动物精子长期保存， 可通过人工授精途径传播其

优质的繁殖性能。 许多研究表明， 精子在冷冻过程中

不可避免的会遭受物理损伤和化学损伤， 影响精子的

生育能力。 与其他动物相比， 猪精子质膜内胆固醇和

磷脂的比值更低， 更容易遭受低温损伤［１４］。 猪精子

质膜中不饱和脂肪酸含量也较其他动物高， 有氧代谢

过程中更易被 ＲＯＳ 攻击而发生脂质过氧化反应， 这

被认为是影响冷冻精子品质的重要原因之一， 使用抗

氧化剂和线粒体解偶联剂可有效降低冷冻过程中氧化

应激对精子的损伤［１５－１６］。 本试验选择 ３ 种抗氧化物

质 ＭｉｔｏＱ、 ＤＮＰ 和 Ｔｅｍｐｏｌ 添加于精液稀释液， 探究

其对冷冻姜曲海猪精子的保护作用。
ＭｉｔｏＱ 是辅酶 Ｑ 衍生物， 由内源性抗氧化剂辅酶

Ｑ１０ （ＣｏＱ１０） 和三苯基磷 （ ＴＰＰ ＋） 结合而成的化

合物。 作为线粒体靶向抗氧化剂， ＭｉｔｏＱ 在糖尿病、
急性淋巴细胞白血病、 肝损伤和中毒等氧化还原失调

所致疾病中的积极调节作用已被证实［１７］， 在对抗精

液冷冻氧化损伤方面也具有积极作用［１４，１８］。 本研究

添加 ＭｉｔｏＱ 对冻后猪精子品质的明显改善， 可能是因

为 ＭｉｔｏＱ 兼具良好的亲脂性和亲水性， 能穿过精子质

膜并在线粒体中高浓度集聚， 进而在线粒体局部发挥

高效的抗氧化作用［１９］， 降低氧化应激 ＲＯＳ 造成的

损伤。
ＤＮＰ 是一种化学弱酸质子解偶联剂， 可诱导线

粒体解偶联［２０］。 Ｆａｎｇ 等［１８］发现， 在冷冻介质中添加

ＤＮＰ， 可降低猕猴和黄颡鱼解冻后精子的 ＲＯＳ 水平

和脂质过氧化反应， 同时提高了冻后精子存活率。
Ｄｏｎ 等［１６］ 研究也表明， ＤＮＰ 有益于改善恒河猴精子

冻后活力， 虽所需的添加剂量在精液样本之间存在很
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大差异， 但在无卵黄冷冻液中添加 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＮＰ
是必需的。 本研究中， 添加 ＤＮＰ 有效改善了猪精子

活力和质膜完整性， 但对顶体完整率和体外受精卵裂

率作用不显著， 也可能与添加浓度的选择有关。 ＤＮＰ
作为解偶联剂是否可阻止线粒体产生 ＲＯＳ 进而有益

于猪精液冷冻保存效果， 还需进一步探索。
Ｔｅｍｐｏｌ 是一种超氧化物歧化酶类似物， 具有膜

穿透能力， 可有效中和 ＲＯＳ。 研究表明， 冷冻液中

添加 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｅｍｐｏｌ 可保护精子免受氧化应激， 提

高解冻精子的活率、 活力和 ＤＮＡ 完整性［２１］。 １０ ℃
条件下保存羊驼精子时， 添加 １ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｅｍｐｏｌ 可增

加其保存活力， 减少 ＤＮＡ 碎片［２２］。 在冷冻液中添加

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｅｍｐｏｌ， 可提高公鸡精子冻后存活率， 并

能维持精子的活力、 膜功能、 线粒体活性和繁殖能

力， 降低公鸡精子细胞凋亡和脂质过氧化［２３］。 本研

究中， 添加 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｅｍｐｏｌ 也可提高冻后姜曲海

猪精子活力和质膜完整性。 Ｔｅｍｐｏｌ 的这些作用可能

是由于其具有细胞穿透性作用， 可降低精子细胞内外

超氧化物的生成能力。
虽然许多研究表明， 添加抗氧化剂可提高精子冷

冻保存效果， 但也有研究报道， 通过抗氧化剂将

ＲＯＳ 水平过度降低到生理水平以下， 可能会抑制精

子活力［２４］。 本结果表明， 在稀释液中添加不同浓度

的 ＭｉｔｏＱ、 ＤＮＰ 和 Ｔｅｍｐｏｌ， 对解冻猪精子的活力、 顶

体完整率和质膜完整率均有一定的改善作用， 但以添

加 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｉｔｏＱ 效果最好。 另外， 对添加 ５０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｉｔｏＱ 解冻后精子进行超微结果观察， 发现

５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｉｔｏＱ 对精子质膜、 线粒体结构和微管等

均具有一定保护作用。 本研究结果提示， ＭｉｔｏＱ 对猪

精液超低温保存可能具有潜在优势， 具有一定的开发

应用价值。
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