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表儿茶素对多浪羊精液常温保存效果的影响
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（石河子大学动物科技学院， 新疆 石河子　 ８３２０００）

摘要： 为了研究表儿茶素 （ＥＣ） 对新疆地方绵羊品种多浪羊精液常温 （１７ ℃） 保存效果的影响， 将不同浓度的 ＥＣ （０、 ２５０、 ３００、 ３７５、 ４５０、
６００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 添加到绵羊精液稀释液中， 常温保存 ０～７２ ｈ， 检测精子活力、 活率、 质膜完整率、 顶体完整率、 超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ） 和过氧化

氢酶 （ＣＡＴ） 活性。 结果： 随着保存时间的延长， 精子活力、 活率、 顶体完整率和酶活性均降低， 其中， 保存 ２４ ｈ 后 ３７５ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组的精子

活力和活率均显著高于除 ６０ ｈ ３００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的其余各组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 精子质膜完整率和顶体完整率均显著高于其余各组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 保存 ２４、 ４８
和 ７２ ｈ， ３７５ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组 ＣＡＴ 活性显著高于除 ４５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 之外的其余各组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＳＯＤ 活性显著高于其余各组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 综上， 在绵

羊精液常温稀释液中添加 ３７５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＥＣ 可提高精液常温保存效果。
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　 　 精液保存质量是影响人工授精的重要因素， 保存

方式有液态保存和固态保存， 而液态保存又分为常温

保存和低温保存［１］。 常温保存温度为 １５ ～ ２５ ℃， 相

较于低温和冷冻保存， 具有操作简单、 条件要求低、
便于运输、 精液品质高和授精效果好等优势［２］。 常
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温保存的精液随着时间延长会产生大量的活性氧

（ＲＯＳ）， 当 ＲＯＳ 超过精子自身抗氧化能力时， 不仅

使精子产生脂质过氧化反应 （ＬＰＯ）， 还可降低其活

力和质膜完整率， 导致精液品质下降［３－４］。 因此在精

液保存过程中有必要添加一定量的抗氧化剂以降低精

子产生的 ＲＯＳ， 减缓氧化反应， 提高精液常温保存

质量［５］。
表儿茶素 （ＥＣ） 是一种黄烷醇类化合物。 白色

晶体， 易溶于水， 在茶叶、 浆果等植物中含量较为丰

富， 其抗氧化性能主要通过两种机制发挥作用， 一是

直接与金属离子发生反应； 二是通过促进抗氧化酶活
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性增强其对自由基的清除能力， 间接发挥抗氧化性

能［６］。 已有研究表明， 添加 ５０～１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＥＣ 到牛

精液稀释液中有助于更好地保持精子活力， 并显著提

高精液的抗氧化能力［７］。 另外， 在猪精液稀释液中

添加不同浓度的 ＥＣ 能够改善精子质量， 并可缓解精

液中的 ＬＰＯ 反应［８］； 此外， ＥＣ 衍生物已被证实能够

提高小鼠胚胎的受精率［９］， 但其在绵羊精液常温保

存方面的影响尚未有相关报道。 本试验以多浪羊精液

作为试验对象， 探讨在常温保存下添加不同浓度 ＥＣ
并分析其对精液常温保存效果的影响， 为提高良种公

羊在精液保存方面的研究提供参考依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验动物及精液采集

试验在新疆芳草湖万只肉羊繁育场进行， 选择年

龄 ３ 岁、 体况中等、 性欲旺盛并无生殖疾病的 ３ 只多

浪公羊， 假阴道法采集精液， 取精子活力 ７５％以上，
精子密度 １ × １０９ 个 ／ ｍＬ 以上的精液进行混合， 共

３ ｍＬ， 置于室温保存， 以备在保存 ０、 １２、 ２４、 ３６、
４８、 ６０ 和 ７２ ｈ 后检测绵羊精液品质， 同时在保存

２４、 ４８、 ７２ ｈ 后检验精子超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ） 和

过氧化氢酶 （ＣＡＴ） 活性的变化， 对精液品质进行

评定。
１􀆰 ２　 试剂与设备

ＥＣ 购自源叶生物公司； ４％多聚甲醛、 吉姆萨原

液、 柠檬酸三纳、 乳糖、 三羟甲基氨基甲烷 （Ｔｒｉｓ）
均购自北京索莱宝生物科技有限公司； ＣＡＴ 与 ＳＯＤ
试剂盒购自北京盒子生工科技有限公司； 迈朗精子全

自动分析系统 ＣＡＳＡ 购自松景天伦有限公司 （型号为

ＭＬ－２１０ＬＺ）。
１􀆰 ３　 稀释液的配制以及精液的稀释和保存

在 １５～２５ ℃ 室温环境下， 准确称取 Ｔｒｉｓ ３􀆰 ０７ ｇ，
柠檬酸 １􀆰 ６３ ｇ， 葡萄糖 １􀆰 ００ ｇ， 乳糖 １􀆰 ００ ｇ 溶解于

１００ ｍＬ 灭菌超纯水中。 新鲜鸡蛋剥开外壳， 去除卵

黄表面的蛋清， 注射器针头挑破卵黄， 用无针头注射

器吸取卵黄液， 按照 １０％的比例注入溶液中， 再加

入青霉素和链霉素各 １０ ０００ Ｕ， 最后使用搅拌器搅拌

３０ ｍｉｎ 充分混匀， 配制成稀释液， 然后在稀释液的基

础上每组分别添加不同浓度 ＥＣ， 配制成 ０ ～ ６００
μｍｏｌ ／ Ｌ 的常温保存稀释液， 经过预试验最终确定试

验浓度为 ０、 ２５０、 ３００、 ３７５、 ４５０、 ６００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＥＣ 抗氧化剂作为常温保存稀释液。
将已配制好的常温稀释液水浴升温至 ３７ ℃。 采

用 ９ ∶ １ 的比例， 缓慢地将稀释液加入等温的精液中，
边加入边搅拌均匀， 稀释后总体积为 ３０ ｍＬ。 然后迅

速将混合物分装至 １􀆰 ５ ｍＬ 的离心管中， 并使其冷却

至室温。 试验分为 ６ 组， 每组使用 ５ 份样品， 每份样

品体积为 ０􀆰 ５ ｍＬ， 每个试验重复 ３ 次。 检测精液品

质和抗氧化指标分别使用 １５ ｍＬ。 随后， 将离心管用

多层棉花包裹， 放置于温度为 １７ ℃的恒温箱中。 为

了避免精子的聚沉， 每隔 １２ ｈ 需缓慢地摇动离心管。
１􀆰 ４　 精液品质检测指标及方法

精子活率、 活力使用计算机辅助 精 子 分 析

（ＣＡＳＡ） 检测： 取适量稀释后的精液于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心

管中， ３７ ℃水浴 ５ ｍｉｎ， 在显微镜下随机观察 ５ 个视

野， 且每次计数不少于 ２００ 个精子， 重复 ３ 次。 精子

活率＝存活精子数 ／总精子数×１００％， 精子活力 ＝向

前直线运动的精子数 ／总精子数×１００％。 　
精子质膜完整率采用低渗肿胀试验［１０］ 进行测试：

取 １ ｍＬ ＨＯＳＴ 液和离心管， ３７ ℃预热 ５ ｍｉｎ， 预热好

的精液 １０ μＬ 放入离心管， 再加入 １００ μＬ ＨＯＳＴ 液

混匀。 ３７ ℃水浴锅孵育 ４５ ｍｉｎ。 倒置荧光显微镜下

随机观察 ５ 个视野， 计数 ２００ 个以上， 记录弯尾精子

数。 质膜完整率＝弯尾精子数 ／总精子数×１００％。
精子顶体完整率测定： 将 １０ μＬ 预热好的精液样

品滴加在载玻片上， 等待玻片干燥后使用多聚甲醛固

定 １０ ｍｉｎ， 后使用吉姆萨染液染色 ８０ ｍｉｎ， 用 １×ＰＢＳ
液缓慢冲洗玻片， 尽量洗去浮色， 后置于黑暗试验台

上待其自然干燥， 盖好盖玻片， 在荧光倒置显微镜下

镜检至少 ２００ 个精子进行随机计数， 且重复 ５ 次以

上， 以确定精子顶体的完整率。 顶体完整率＝顶体完

整的精子数 ／总精子数×１００％。
抗氧化能力测定： 采用相应的试剂盒分别在保存

２４、 ４８ 和 ７２ ｈ 后对精液中 ＣＡＴ 和 ＳＯＤ 活性进行

检测。
１􀆰 ５　 数据统计与分析

使用 Ｅｘｃｅｌ ２０２１ 软件统计整理数据， 然后使用

ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件对试验所得各指标数据进行双因素方

差分析和 Ｄｕｎｃａｎ 多重检验。 结果以 “平均值±标准

差” 表示， Ｐ＜０􀆰 ０５ 代表差异显著。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 不同浓度 ＥＣ 对常温保存的精子活力的影响

由图 １ 所示， 通过添加不同浓度的 ＥＣ， 可以改

善常温保存 ２４ ｈ 以上的精子活力。 在精子保存 ２４ ｈ
时， ３７５ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组的精子活力显著高于其他各

组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ３００ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组显著高于对照组

和 ２５０、 ４５０ 和 ６００ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ３６ ｈ
时， ３７５ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组显著高于其他各组 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， ４５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组显著高于对照组和 ２５０、
３００、 ６００ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ４８ ｈ 时， ３７５
μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组精显著高于其他各组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ３００
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μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组显著高于对照组和 ２５０、 ４５０、 ６００
μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ６０ ｈ 时， ３７５ μｍｏｌ ／ Ｌ 试

验组显著高于其他各组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； ７２ ｈ 时， ３７５
μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组显著高于其他各组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

同时间数据之间比较， 标注不同小写字母表示差异显著 （ Ｐ ＜

０􀆰 ０５）； 同组数据之间比较， 标注不同大写字母表示差异显著 （Ｐ＜

０􀆰 ０５）。 彩色字母对应相应组别标注， 黑色字母为其余组共同标注。

下同。

图 １　 不同浓度 ＥＣ 对绵羊精子活力的影响

２􀆰 ２　 不同浓度 ＥＣ 对常温保存的精子活率的影响

由图 ２ 所示， 精子保存 ２４ ｈ 时， ３７５ μｍｏｌ ／ Ｌ 试

验组精子活率显著高于其他各组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ３００
μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组显著高于对照组、 ４５０ 和 ６００ μｍｏｌ ／ Ｌ
试验组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ３６ 和 ４８ ｈ 时， ３７５ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验

组显著高于其他各组 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； ６０ ｈ 时， ３７５
μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组显著高于对照组、 ２５０、 ４５０ 和 ６００
μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ７２ ｈ 时， ３７５ μｍｏｌ ／ Ｌ 试

验组精子活率为 ６４􀆰 ６８％， 显著高于其他各组 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 不同浓度 ＥＣ 对常温保存的精子质膜完整率的

影响

　 　 由图 ３ 所示， 精子保存 ２４ ～ ７２ ｈ 时， 含有 ３７５
μｍｏｌ ／ Ｌ ＥＣ 的试验组质膜完整率显著高于其他各组

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； ４８ ｈ 时， ３００ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组质膜完整率

为 ６３􀆰 ２０％， 显著高于对照组和 ２５０、 ４５０、 ６００ μｍｏｌ ／ Ｌ
试验组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ７２ ｈ 时， ３００ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组质

膜完整率为 ６２􀆰 ２０％， 显著高于 ２５０、 ４５０ 和 ６００
μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 不同浓度 ＥＣ 对常温保存的精子顶体完整率的

影响

　 　 由图 ４ 所示， 精子保存在 ２４ ～ ７２ ｈ 时， ３７５

μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组顶体完整率显著高于其他各组 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； ４８ ｈ 时， ２５０、 ３００ 和 ４５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组顶

体完整率显著高于对照组和 ６００ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； ７２ ｈ 时， ３００ 和 ４５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组顶体完整

率显著高于对照组和 ２５０、 ６００ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）。

图 ２　 不同浓度 ＥＣ 对绵羊精子活率的影响

图 ３　 不同浓度 ＥＣ 对绵羊精子质膜完整率的影响

图 ４　 不同浓度 ＥＣ 对绵羊精子顶体完整率的影响
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２􀆰 ５　 不同浓度 ＥＣ 对常温保存的绵羊精子 ＣＡＴ 活性

的影响

　 　 由图 ５ 所示， 精子保存 ２４ 和 ４８ ｈ 时， ３７５ μｍｏｌ ／ Ｌ
试验组的 ＣＡＴ 活性显著高于其他各组 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５），
保存 ７２ ｈ 时对照组显著低于各试验组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
除此， 在保存 ２４ ｈ 时， 对照组显著低于 ２５０、 ３００ 和

４５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ４８ ｈ 时， ４５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
试验组显著高于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５） 而与 ２５０、 ３００ 和

６００ μｍｏｌ ／ Ｌ 差异不显著 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）； ７２ ｈ 时， ３７５
μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组 ＣＡＴ 活性最高， ３７５ 和 ４５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 试

验组显著高于其他各组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ２５０、 ３００ 和 ６００
μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组之间差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

图 ５　 不同浓度 ＥＣ 对常温保存绵羊精子 ＣＡＴ 酶活性的影响

２􀆰 ６　 不同浓度 ＥＣ 对常温保存的绵羊精子 ＳＯＤ 活性

的影响

　 　 由图 ６ 所示， 精子保存 ７２ ｈ 内， ３７５ μｍｏｌ ／ Ｌ 试

验组的 ＳＯＤ 活性显著高于其他各组， 保存 ４８ 和 ７２ ｈ
时对照组显著低于各试验组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ６　 不同浓度 ＥＣ 对常温保存绵羊精子 ＳＯＤ 酶活性的影响

除此， 在进行保存 ２４ ｈ 时， 对照组显著低于 ２５０
和 ４５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 与 ３００ 和 ６００
μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组差异不显著 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）； 保存 ４８ ｈ

时， ３００ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组显著高于对照组和 ２５０、 ４５０、
６００ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 保存 ７２ ｈ 时， ４５０
μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组 ＳＯＤ 酶活性显著高于对照组和 ２５０、
３００、 ６００ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

３　 讨论

３􀆰 １　 ＥＣ 对常温保存绵羊精液品质的影响

精液的品质在受精过程中发挥着重要的作用， 不

仅可预测精子的受精能力， 还是精子成功穿卵完成受

精的前提［１１］。 而在精液保存过程中， 不可避免会受

到 ＲＯＳ 的影响， 使精液受精能力下降。 本研究中添

加适宜浓度的 ＥＣ 可缓解绵羊精液常温保存过程中的

氧化损伤， 提升精液保存质量， 这一结果与 Ｔｖｒｄａ
等［７］在牛冷冻精液的研究结果一致。 本试验结果显

示， 在绵羊精液常温保存稀释液中添加 ＥＣ， 在 １２ ｈ
后各试验组的精子品质均有显著提升， 其中 ３７５
μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组的效果最佳， 保存 ２４ ｈ 时精子活力达

到 ８９􀆰 ３３％， 与张凤等［１２］在稀释液中添加白藜芦醇的

结果相似 （９０􀆰 ０７％）， 而精子活率为 ９４􀆰 ０７％， 与郝

文等［１３］的试验结果相似， 且显著高于李智星等［１４］ 所

得出的研究成果。 另外， 根据褚长江等［１５］ 的研究发

现， 在保存 ２４ ｈ 时精子活力、 活率分别达到 ９３􀆰 ３９％
和 ９６􀆰 ６４％， 显著高于本试验相同时间下的研究成果

（８９􀆰 ３３％、 ９４􀆰 ０７％）， 分析原因主要是添加剂的成

分、 浓度不同而导致的。 ３７５ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组的质膜

完整率和顶体完整率也有显著提升， 其中质膜完整率

在保存 ２４ ｈ 时， ３７５ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组达到 ７５􀆰 ８７％， 显

著高于在稀释液中添加 ２％的甘油 （６５􀆰 ４８％） 的结

果［１６］。 在相同保存时间内 ３７５ μｍｏｌ ／ Ｌ 试验组顶体完

整率与张凌蛟等［１７］ 所得出的研究结果相似。 以上结

果都表明， 在常温保存稀释液中添加 ＥＣ 对精子结构

完整性有显著提升， 且质量浓度为 ３７５ μｍｏｌ ／ Ｌ 效果

最佳。
３􀆰 ２　 ＥＣ 对常温保存精液抗氧化能力的影响

精液在常温保存期间产生的 ＲＯＳ 会诱导精子细

胞膜发生 ＬＰＯ， 这改变了细胞膜的通透性和流动性，
并对精子产生不良反应［１８］， 故必须加入外源抗氧化

剂来降低精子所受到的损伤。 哺乳动物精浆抗氧化系

统中 ＳＯＤ 和 ＣＡＴ 是重要组成部分， 两者相互配合可

清除 ＲＯＳ， 抑制自由基， 防止 ＬＰＯ 堆积［１９］， 因此精

子的抗氧化能力与 ＳＯＤ 与 ＣＡＴ 的活性有密不可分的

关系， 研究发现通过在绵羊稀释液中添加 ＳＯＤ （８００
Ｕ ／ ｍＬ－１） 和 ＣＡＴ （２００ Ｕ ／ ｍＬ－１）， 可以有效增强精子

的抗氧化能力， 使得体外受精率增长 １５％， 精液储

存率提高 ２５％， 有效减缓 ＲＯＳ 生成及精子结构的氧

化损伤［２０－２１］。 本试验在 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 分别测定 ＳＯＤ
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与 ＣＡＴ 活性， 结果表明， 在精液稀释液中添加 ＥＣ 能

够显著提高精液抗氧化酶 ＣＡＴ 与 ＳＯＤ 的活性， 这与

Ｖｅｎｋａｔａｋｒｉｓｈｎａｎ 等［２２］ 在人类研究中的结果一致。 抗

氧化酶活性都随着 ＥＣ 浓度的提高表现为先上升再下

降的趋势， 与张柳明［２３］、 贺巾津［２４］ 所研究结果相一

致， 这可能是由于添加剂浓度过高导致 ＲＯＳ 含量过

低引起， 因为适当的 ＲＯＳ 含量是精子代谢所必需的，
它对于维持胞膜的流动性具有关键作用， 添加剂浓度

过高可能会抑制 ＲＯＳ 的生成， 从而影响精子的代谢

过程和细胞膜的流动性。 在 ３７５ μｍｏｌ ／ Ｌ的添加浓度

下， ＳＯＤ 与 ＣＡＴ 活力均为最高， 提升最显著， 可能

是因为添加 ３７５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＥＣ 时， 对抗 ＬＰＯ 的能力

最强， 其增强抗氧化酶活力的程度最高， 另一方面，
由于精子质膜上富含 ＰＵＦＡ， 其质膜的结构可能会随

着 ＥＣ 浓度的提高而发生变化， 从而降低了质膜通透

性， 使各指标降低［２５］。 另外， ＥＣ 还能够通过抑制还

原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸 （ＮＡＤＰＨ） 氧化酶

等的活性来间接地清除自由基， 提高精子的总抗氧化

能力［２６］。 因此， 本研究发现在精液常温保存中添加

３７５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＥＣ 能够显著提升精液抗氧化能力。
综上， 在常温保存绵羊精液中加入 ３７５ μｍｏｌ ／ Ｌ

ＥＣ 可以更好改善精子活力、 活率、 精子质膜完整率

和顶体完整率， 同时还提高了精子 ＳＯＤ、 ＣＡＴ 的活

性， 改善了精液抗氧化能力。
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