
姚博元， 张雅茹， 何雨彤， 等． 线粒体靶向抗氧化剂 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 对鸡精液冷冻保存效果的影响 ［Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０２５， ５７ （１１）： １－７．
ＹＡＯ Ｂ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｒ， ＨＥ Ｙ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ－ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ ｏｎ ｔｈｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｓｅｍｅｎ ［Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌ
Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２５， ５７ （１１）： １－７．

线粒体靶向抗氧化剂 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 对鸡精液冷冻
保存效果的影响
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摘要： 旨在探究线粒体靶向抗氧化剂 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 在鸡精液冷冻保存中的应用效果， 为鸡精液解冻后的精子品质提高提供依据。 在精液冷冻稀

释液中添加不同浓度的 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ （０、 ２０、 ４０、 ６０ 和 ８０ μｍｏｌ ／ ｍＬ）， 检测解冻后鸡精子的质量指标、 抗氧化性能和线粒体酶活性。 结果： 与

对照组 （０ μｍｏｌ ／ ｍＬ Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ） 相比， 添加 ４０ μｍｏｌ ／ ｍＬ Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 时， 解冻后鸡精子的活性、 线粒体活性以及顶体、 质膜和 ＤＮＡ 完整率均

显著提高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 线粒体超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）、 总抗氧化能力 （Ｔ－ＡＯＣ） 和过氧化氢酶 （ＣＡＴ） 活性显著提高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 琥珀酸脱氢

酶 （ＳＤＨ）、 Ｌ－乳酸脱氢酶 （Ｌ－ＬＤＨ） 和谷草转氨酶 （ＧＯＴ） 活性及丙二醛 （ＭＤＡ） 含量显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论： 在鸡精液冷冻稀释液中添

加 ４０ μｍｏｌ ／ ｍＬ 的 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 可显著改善解冻后精子的活率和活力， 有效保护精子的质膜、 顶体和 ＤＮＡ 的完整性， 提高精子的抗氧化能力和线

粒体活性， 并减少线粒体相关酶的活性， 显著改善鸡精子解冻后的质量。

关键词： 鸡； Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ； 精液品质； 冷冻保存

中图分类号： Ｓ８３１􀆰 ３　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２５）１１－０００１－０７

Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ－ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ
ｏｎ ｔｈｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｓｅｍｅｎ

ＹＡＯ Ｂｏｙｕａｎ， ＺＨＡＮＧ Ｙａｒｕ， ＨＥ Ｙｕｔｏｎｇ， ＹＵ Ｂｉｎｙａｎ， ＷＡＮＧ Ｘｉｎｒｏｎｇ∗

（Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｇａｎｓｕ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｌａｎｚｈｏｕ ７３００７０， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ－ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ ｉｎ ｔｈｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒ⁃
ｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｓｅｍｅｎ， ａｎｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｓｐｅｒｍ ｑｕａｌｉｔｙ ａｆｔｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎ ｓｅｍｅｎ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｎｄ ｔｈａｗｉｎｇ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎ⁃
ｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ （０， ２０， ４０， ６０ ａｎｄ ８０ μｍｏｌ ／ ｍＬ） ｗｅｒｅ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓｅｍｅｎ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｄｉｌｕｅｎｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ，
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈａｗｅｄ ｃｈｉｃｋｅｎ ｓｐｅｒｍ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｔｈａｔ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （０ μｍｏｌ ／ ｍＬ Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ）， ｗｈｅｎ ４０ μｍｏｌ ／ ｍＬ Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ ｗａｓ ａｄｄｅｄ， ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｓｐｅｒｍ ａｆｔｅｒ ｔｈａｗｉｎｇ， ｔｈｅｉｒ ｍｉｔｏ⁃
ｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ａｃｒｏｓｏｍｅ， ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎｄ ＤＮＡ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｍｉｔｏ⁃
ｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ （ＳＯＤ）， ｔｏｔａｌ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ （Ｔ－ＡＯＣ） ａｎｄ ｃａｔａｌａｓｅ （ＣＡＴ） ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｓｕｃｃｉｎａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ （ＳＤＨ）， Ｌ－ｌａｃｔｉｃ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ （Ｌ－ＬＤＨ） ａｎｄ ｇｌｕｔａｍｉｃ ｏｘａｌａｃｅｔｉｃ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ （ＧＯＴ） ａｎｄ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ （ＭＤＡ） ｉｎ ｔｈｅｍ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ａｄｄｉｎｇ ４０ μｍｏｌ ／ ｍＬ Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ ｔｏ ｔｈｅ
ｓｅｍｅｎ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｄｉｌｕｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｒｍ ａｆｔｅｒ ｔｈａｗｉｎｇ， ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｐｒｏｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ
ｔｈｅｉｒ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ， ａｃｒｏｓｏｍｅ ａｎｄ ＤＮＡ， ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅｉｒ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ
ｔｈｅｉｒ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ－ｒｅｌａｔｅｄ ｅｎｚｙｍｅｓ； ｗｈｉｃｈ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｓｐｅｒｍ ａｆｔｅｒ ｔｈａｗｉｎｇ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｃｈｉｃｋｅｎ； Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ； ｓｅｍｅｎ ｑｕａｌｉｔｙ； ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ

　 　 精液冷冻技术是管理和存储雄性家畜生育力的重

要手段， 没有距离、 时间和空间的影响， 能够长期稳
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定保存遗传资源， 确保优良种质资源得以传承［１］。
然而， 在精液冷冻降温过程中， 因物理、 化学及氧化

应激等损伤， 可破坏精细胞结构， 影响精子活力和功

能［２］， 最终导致精子失去受精能力［３］。 冷冻过程中

急剧变化的低温使精子细胞的代谢活动和化学反应减

缓， 水分在细胞内的结晶会导致细胞破裂或损伤， 是

精子脂膜组分、 顶体状态、 活力和存活率产生不良影
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响的主要原因， 还会导致精子发生氧化应激、 细胞凋

亡和 ＤＮＡ 损伤［４－５］。 禽类精子头部较小且呈尖形，
不具备哺乳动物传统的顶体结构， 而是一个相对简单

的形态， 在冷冻和复苏过程中可能更容易受到膜破裂

和损伤［６］。 精清中的成分难以保持精子的完整以免

受损伤， 可能需要更为精细调整和更高浓度的保护

剂［７］。 公鸡的射精量较小， 通常需要多次采精， 但

其精子细胞较多， 冷冻前需要适当稀释［８］。 使用合

适的冷冻保护剂和精确控制冷冻解冻过程中的温度变

化， 是确保冷冻成功的关键［９］。 研究人员会在精液

冷冻稀释液中添加抗冻保护剂， 如蛋黄、 多糖类物

质， 而抗氧化剂作为一种高效且种类多样的保护剂，
也不断应用于精子的冷冻保存领域中。

Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 是一种专门针对线粒体的抗氧化

剂， 它由 三 苯 基 膦 基 团 （ ＴＰＰ ） 和 哌 啶 硝 基 氧

（ＴＥＭＰＯ） 结合而成； 能够高效清除线粒体内的活性

氧 （ＲＯＳ）， 对线粒体氧自由基产生有明显的抑制效

果［１０－１３］， 改善线粒体功能并增强抗氧化能力， 从而

减轻氧化应激对细胞的损伤［１４］。 目前， 关于 Ｍｉｔｏ －
ＴＥＭＰＯ 作为抗氧化剂应用于家畜精液冷冻保存的相

关研究较多， 例如在人的精液冷冻保存中， Ｍｉｔｏ －
ＴＥＭＰＯ 能够提高精子的活性、 维持冷冻后生物膜的

完整性并增强抗氧化性能， 进而提高精液冷冻保存的

品质［１５］。 刘娟等［１６］发现在猪精液中添加不同浓度的

Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 可有效提高猪精液的冷冻保存效果。 不

同浓度的 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 对水牛［１７－１８］ 和公羊［１９－２１］ 的精

子质量和雄性生育力有保护作用。 本文旨在比较不同

浓度 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 对鸡精子冷冻保存的效果， 并探究

不同浓度 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 对冷冻解冻后鸡精子的质量和

抗氧化及线粒体功能的影响， 研究结果可为改良鸡精

液冷冻保存方法、 提高鸡精子品质提供参考依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验动物及主要试剂

５ 只海兰褐公鸡采购于宁夏养殖基地， ２５ 周龄左

右， 体况良好， 健康无生殖系统疾病， 预采精质量稳

定良好。
Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ、 谷氨酸钠、 果糖、 醋酸钠罗丹明

（Ｒｈ１２３）、 吖啶橙 ＡＯ， 购自上海奥默生物技术有限

公司； 氯化镁、 柠檬酸钠、 柠檬酸钾， 购自上海麦克

林生化科技有限公司； 双蒸水、 卵黄上清液、 甘油、
吉姆萨， 购自武汉塞维尔生物科技有限公司； 红色荧

光核 酸 染 料 以 及 丙 二 醛 （ ＭＤＡ）、 过 氧 化 氢 酶

（ＣＡＴ）、 超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）、 总抗氧能力 （Ｔ－
ＡＯＣ）、 Ｌ－乳酸脱氢酶 （ Ｌ － ＬＤＨ）、 琥珀酸脱氢酶

（ＳＤＨ） 和谷草转氨酶 （ＧＯＴ） 检测试剂盒， 购自北

京索莱宝生物公司。
基础稀释液［２２］： 柠檬酸钾 ０􀆰 １２８ ｇ、 氯化镁

０􀆰 ０６８ ｇ、 谷 氨 酸 钠 １􀆰 ９２ ｇ、 果 糖 １ ｇ、 醋 酸 钠

０􀆰 ８１５ ｇ、 双蒸水定容至 １００ ｍＬ， ｐＨ＝ ７􀆰 ０。
卵黄上清液： 鸡蛋购自宁夏养殖基地， 取卵黄

５０ ｍＬ， 生理盐水 ５０ ｍＬ， 搅拌至两者完全混合均匀；
上机离心 ３ 次， 每次 １０ ｍｉｎ （４ ℃、 １４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ），
吸取上清液， 放于 ４ ℃冰箱以备后续使用。

Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 稀释液： 将 ５ ｍｇ Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 溶于

９８０􀆰 ３３ μＬ 的蒸馏水中配制成 １０ ｍｍｏｌ ／ ｍＬ 的母液。
冷冻稀释液： 在 Ｌａｋｅ􀆳ｓ 稀释液中添加 １０％卵黄

上清液， １１％甘油［２３－２５］。
１􀆰 ２　 精液的采集与评定

采用腹背联合按摩法采精， 每只鸡采精重复 ３
次。 采精后置于显微镜下观察精子活力， 活力为 ０􀆰 ８
以上的精液为合格精液， 将 ５ 只鸡的合格精液进行混

池， 用于后续的冷冻试验。
１􀆰 ３　 试验分组

将冷冻稀释液分为 ５ 等份， 每 １ ｍＬ 冷冻稀释液

中分别添加 ０、 ２、 ４、 ６、 ８ μＬ Ｍｉｔｏ － ＴＥＭＰＯ 母液

（１０ ｍｍｏｌ ／ ｍＬ）， 充分溶解后冷冻稀释液中的Ｍｉｔｏ－
ＴＥＭＰＯ 浓度分别为 ０、 ２０、 ４０、 ６０、 ８０ μｍｏｌ ／ ｍＬ，
其中 ０ μｍｏｌ ／ ｍＬ 组作为对照组， 现用现配。 每次每

组冷冻 １０ 管， 每组试验重复 ３ 次。
１􀆰 ４　 精液的平衡与稀释

采精前将基础稀释液置于 ３７ ℃的水浴锅中保温。
将镜检合格的精液混池， 按照精液和基础稀释液

１ ∶ ２ 进行稀释， 用 １０ 层纱布包裹， 避光放入 ４ ℃冰

箱中平衡 ２􀆰 ５ ｈ。 平衡结束后， 分为 ５ 等份， 与 ４ ℃
下预冷的 ５ 种浓度冷冻稀释液， 分别按 １ ∶ １ 混合，
再次平衡 ３０ ｍｉｎ 后进行冷冻试验。
１􀆰 ５　 精液的冷冻与解冻

精液冷冻： 平衡后的 ５ 组精液分装到冻精细管

中， 每组使用 １０ 个细管， 每个细管装入 ２００ μＬ 精

液。 细管两端需留出一定的空气间隙， 以防冷冻过程

中棉塞被喷出。 将细管置于液氮表面 １０ ｃｍ 处进行

５ ｍｉｎ 的熏蒸， 接着转移至液氮表面 １ ｃｍ 处继续熏蒸

２ ｍｉｎ， 熏蒸结束将细管落入液氮中冷冻保存。
精液解冻： 将冻精细管投入 ３７ ℃ 温水中解冻，

３０ ｓ 后取出擦拭水分， 迅速将精液转至预热好的离心

管中， 再加入预热的基础稀释液， 孵育 １０ ｍｉｎ 后用

于检测。
１􀆰 ６　 精子参数的测定

１􀆰 ６􀆰 １　 活力和活率的测定

５ 组精液分别解冻 ２ 个冻精细管， 每个冻精细管

取出 ２０ μＬ 精液制成抹片， 镜下随机选取 ５ 个视野观

·２· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 １１



察并统计精子的平均活力和活率， 试验重复 ３ 次。
１􀆰 ６􀆰 ２　 质膜完整率的测定

利用低渗肿胀法 （ＨＯＳＴ） 测定精子的质膜完整

率。 取 １０ μＬ 精液样品加入提前温育的离心管， 添

加 １００ μＬ 提前预热的 ＨＯＳＴ 低渗溶液， ３７ ℃ 水浴

１０ ｍｉｎ； 再次取 １０ μＬ 的精液混合液于载玻片上， 涂

片， 重复 ３ 次， 风干后置于镜下随机观察， 随机选取

４ 个视野， 统计至少 ４００ 个精子。 质膜完整率为尾巴

弯曲精子数与所有精子数的比例。
１􀆰 ６􀆰 ３　 顶体完整率的测定

采用吉姆萨染色法测定精子的顶体完整率。 取

１０ μＬ 精液， 滴在载玻片一端， 涂片尽量保证厚薄均

匀。 待精液涂片晾干后及时用甲醇固定 １５ ｍｉｎ， 去除

固定液， 不经水洗直接晾干。 滴加瑞氏姬姆萨染液 Ａ
液覆盖涂片区 ３０ ｓ， 继续滴加 ２ ～ ３ 倍体积瑞氏姬姆

萨染液 Ｂ 液， 用枪头轻轻吹吸使 Ａ 液与 Ｂ 液混匀，
染色 １～３ ｍｉｎ， 倾去染液， 蒸馏水从玻片一端轻轻冲

洗涂片， 涂片置 ６０ ℃烘箱快速烘干后镜检。 通过镜

下观察精子顶体结构， 顶体外形正常且完整的精子被

判定为顶体正常精子； 而顶体出现严重膨胀或脱落的

精子被判定为顶体异常精子。 在显微镜下随机选择至

少 ４ 个视野， 统计至少 ４００ 个精子， 计算其中顶体正

常精子的比例， 即为顶体完整率。
１􀆰 ６􀆰 ４　 ＤＮＡ 完整率的测定

采用红色荧光核酸染料和吖啶橙双荧光染色法测

定精子的 ＤＮＡ 完整率。 取 ５０ μＬ 精液加入提前预热

的离心管， 加入染色工作液浸没精子， 室温避光染色

１５ ｍｉｎ， 加入 １０ μＬ 的 Ｈａｎｃｏｃｋ􀆳ｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ 溶液终止染

色； 取出 １０ μＬ 的混合染色精液滴于载玻片上， 盖片

并置于正倒置一体荧光显微镜下 ４００ 倍观察， 精子头

部呈绿色荧光为 ＤＮＡ 双链精子。 随机选取至少 ４ 个

视野观察， 统计至少 ４００ 个精子， 计算 ＤＮＡ 双链精

子数占精子总数的百分比， 即精子 ＤＮＡ 完整率。

１􀆰 ６􀆰 ５　 线粒体活性的测定

罗丹明 １２３ 荧光染色法测定精子线粒体活性。 离

心管中加入 １００ μＬ 的精液， 再加入 １ ｍＬ 的罗丹明

１２３ 染色工作液， ３７ ℃ 混匀暗处理 ３０ ｍｉｎ。 取出

１０ μＬ 的混合染色精液滴于载玻片上， 在 ４００ 倍正倒

置一体荧光显微镜下观察， 精子尾部呈绿色荧光为有

线粒体活性。 随机选取最少 ４ 个视野观察， 统计至少

４００ 个精子。
１􀆰 ６􀆰 ６　 抗氧化指标的测定

索莱宝试剂盒检测精子的抗氧化指标。 根据试剂

盒的说明书， 处理各组精子样品， 设定酶标仪的波

长， 读取吸光度值， 按照试剂盒说明书公式计算精子

ＣＡＴ、 ＳＯＤ、 Ｔ－ＡＯＣ 的活性及 ＭＤＡ 的含量。
１􀆰 ６􀆰 ７　 线粒体酶活性的测定

索莱宝试剂盒检测线粒体酶活性。 根据试剂盒的

说明书， 处理各组精子样品， 设定酶标仪的波长， 读

取吸光度值， 按照试剂盒说明书公式计算精子的

ＳＤＨ、 ＧＯＴ、 Ｌ－ＬＤＨ 的活性。
１􀆰 ７　 数据统计与分析

所有 试 验 数 据 用 Ｅｘｃｅｌ 进 行 统 计 梳 理， 用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 ２ 软件作图， 结果采用单因素方

差分析 （ＡＮＯＶＡ）， 用 Ｔｕｋｅｙ 法进行多重比较。 结果

均以 “平均值 ±标准差” 表示， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异

显著。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 不同浓度 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 对解冻后鸡精子活性

的影响

　 　 图 １ 显示， 鸡冷冻稀释液添加不同浓度的 Ｍｉｔｏ－
ＴＥＭＰＯ， 相比对照组， 浓度为 ４０ 和 ６０ μｍｏｌ ／ ｍＬ 组

解冻后精子活力和活率显著提高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 浓度为

４０ μｍｏｌ ／ ｍＬ 组解冻后鸡精子活率显著高于其他各组

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

不同小写字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 相同字母表示差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 下同。

图 １　 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 对鸡精液解冻后精子活力和活率的影响
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２􀆰 ２　 不同浓度 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 对解冻后鸡精子质膜

和顶体完整率的影响

　 　 图 ２ 显示， 与对照组相比， 当 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 的浓

度为 ４０ 和 ６０ μｍｏｌ ／ ｍＬ 时， 解冻后精子的质膜完整率

显著提高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 与对照组相比， 当 Ｍｉｔｏ －
ＴＥＭＰＯ 的浓度为 ２０、 ４０、 ６０ 和 ８０ μｍｏｌ ／ ｍＬ 时， 解

冻后精子的顶体完整率均显著提高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ２　 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 对鸡精液解冻后精子质膜和顶体完整率的影响

２􀆰 ３　 不同浓度 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 对解冻后鸡精子 ＤＮＡ
完整率和线粒体活性的影响

　 　 图 ３ 显示， 相比对照组， 当 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 浓度为

２０ 和 ４０ μｍｏｌ ／ ｍＬ 时， 解冻后鸡精子的 ＤＮＡ 完整率

显著提高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 当 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 浓度为 ４０ 和

６０ μｍｏｌ ／ ｍＬ 时， 解冻后鸡精子的线粒体活性显著增

强 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ３　 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 对鸡精液解冻后精子 ＤＮＡ 完整率和线粒体活性的影响

２􀆰 ４　 不同浓度 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 对解冻后鸡精子抗氧

化性的影响

　 　 由图 ４ 所示， 相比对照组， 当 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 的浓

度为 ２０、 ４０ 和 ６０ μｍｏｌ ／ ｍＬ 时， Ｔ－ＡＯＣ 活性均显著

增强 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 当 Ｍｉｔｏ －ＴＥＭＰＯ 浓度为 ２０ 和 ４０
μｍｏｌ ／ ｍＬ 时， ＳＯＤ 活性均显著增强 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 当

Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 浓度为 ２０、 ４０ 和 ６０ μｍｏｌ ／ ｍＬ 时， ＣＡＴ
活性显著增强 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 而各处理组解冻后 ＭＤＡ

含量均显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ５　 不同浓度 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 对解冻后鸡精子线粒

体酶活性的影响

　 　 由图 ５ 所示， 相比对照组， 当 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 的浓

度为 ２０、 ４０ 和 ６０ μｍｏｌ ／ ｍＬ 时， 解冻后精液中 ＧＯＴ
活性均显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 浓度为 ２０、 ４０、 ６０ 和

８０ μｍｏｌ ／ ｍＬ 时， Ｌ － ＬＤＨ 和 ＳＤＨ 活性均显著降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
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图 ４　 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 对鸡精液解冻后精子 ＭＤＡ 含量及 Ｔ－ＡＯＣ、 ＳＯＤ 和 ＣＡＴ 活性的影响

图 ５　 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 对鸡精液解冻后精子 ＧＯＴ、 Ｌ－ＬＤＨ 和 ＳＤＨ 活性的影响

３　 讨论

在公鸡精液冷冻和解冻过程中， 精子细胞内抗氧

化酶系统的损伤和大量 ＲＯＳ 的产生将会引起氧化应

激， 对精子细胞的结构和功能造成不可逆转的损

伤［３］。 ＲＯＳ 水平过高会导致精子活力下降［２６］， 不饱

和脂肪酸与精子膜发生氧化反应， 导致精子膜发生氧

化受损， 进而损害精子线粒体和遗传物质， 从而引起

精液质量的下降［２７］。 因此， 精液稀释液中加入外源

性抗氧化剂， 保护精子细胞免受冷冻时氧化应激的损

伤［２８］， 成为当前精液保存的研究热点。 研究证明，
抗氧化剂在不同物种的精液保存中具有保护作用。 例

如， 辅酶 Ｑ１０ 已被证明对公羊和公鸡的稀释液具有

保护作用［２９－３０］， 而谷胱甘肽 （ＧＳＨ） 在公鸡的稀释

液中也表现出显著的保护效果［３１］。 此外， α－生育酚

则在公牛的精液保存中发挥了重要的抗氧化作用［３２］，
还有研究益母草碱、 纳米颗粒硒、 原青花素和香菇多

糖等辅助抗氧化剂对精液的冷冻影响。 近年来， 线粒

体抗氧化剂因其在抵抗各种引发氧化应激的因素方面

表现出显著的效果， 受到广泛关注和高度评价［３３］。
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精液分析中， 测评精液质量和预测受精率的重要

指标主要是活力、 活率、 质膜完整率、 顶体完整率、
ＤＮＡ 完整率和线粒体功能等。 抗氧化剂的使用， 可

以有效改善冷冻精子的运动参数并保护精子结构的完

整性， 只有完整的精子才具有受精能力， 它有助于增

强体内抗氧化系统， 清除过量的 ＲＯＳ， 减轻线粒体

的氧化损伤， 进而降低细胞凋亡的发生［３４］。 Ｍｉｔｏ －
ＴＥＭＰＯ 能够减轻氧化应激对细胞的损害， 保护细胞

免受各种病理状态 （如脓毒症、 肾损伤、 肝损伤等）
带来的氧化损伤［３５－３７］。 此外， Ｍｉｔｏ －ＴＥＭＰＯ 还在抑

制 ＤＮＡ 损伤和改善细胞健康方面具有一定的效

果［３８］。 研究表明， 稀释液中加入适当浓度的 Ｍｉｔｏ －
ＴＥＭＰＯ 可以改善冷冻精子的活性和完整性， 保护精

子的线粒体功能和活性， 在稀释液中添加对猪［１６］、
人［３９］和绵羊［２０］的冷冻精子的作用均已被证明。 在公

牛冷冻稀释液中添加 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ， 显著改善了解冻

后公牛精子质膜和顶体的完整性［１７］。 本研究结果表

明， 稀释液中添加 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 显著增加了解冻后鸡

精子的活性以及 ＤＮＡ、 质膜和顶体的完整率， 其中

当 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 的浓度为 ４０ μｍｏｌ ／ ｍＬ 时， 解冻后鸡

精子的活性、 ＤＮＡ 完整性和质膜完整性最好， 浓度

为 ６０ μｍｏｌ ／ ｍＬ 时， 解冻后鸡精子顶体完整性最好。
以上结果说明， 稀释液中的 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 可能调控精

液中的过氧化氢含量， 抑制精子过早进行顶体反应，
清除过量的 ＲＯＳ， 保护精子的功能和完整性， 改善

冻精的线粒体活性， 进而保证精液的冷冻质量［２１］。
当 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 的浓度为 ４０ μｍｏｌ ／ ｍＬ 时对解冻后的

鸡精子保护效果最明显。
冷冻过程中精子的氧化应激导致线粒体损伤进而

引起精子的活力下降， 对公鸡精子抗氧化酶活性和线

粒体酶活性有一定的影响， Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 广泛存在于

线粒体内， 能够有效清除超氧化物， 减少氧化应激对

细胞的影响， 保护线粒体功能及相关酶活性［４０］。 在

精子冷冻的研究中， 发现 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 的添加不仅可

提升解冻后精子质量、 活性和抗氧化能力［１７］， 还通

过调节弱精子症患者精子冻存后的氧化代谢， 帮助减

轻冷冻过程中产生的损伤［４１］。 猪精子冷冻稀释液中

添加 ０􀆰 ５～５００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 可以显著改善

冻后精子的动力参数和完整率， Ｔ－ＡＯＣ 及 ＡＴＰ 含量

显著升高， 通过提高抗氧化能力和线粒体功能来改善

精子的质量［１６］。 与冷冻前相比， 解冻后绵羊精液中

总 ＬＤＨ 活性和精子 ＬＤＨ 活性显著降低［４２］； 在公牛

精液研究中发现， ＧＯＴ 酶活性越高， 精子活率越低，
与精子的质量呈负相关［４３］。 ＳＤＨ 位于线粒体的内膜

和嵴， ＳＤＨ 活性反应精子能量代谢， 对精子线粒体

功能有重要意义［４４］。 当冷冻过程中线粒体受损时，

ＬＤＨ、 ＧＯＴ 和 ＳＤＨ 会向精清中释放， Ｍｉｔｏ －ＴＥＭＰＯ
会维持线粒体膜的稳定性， 抑制线粒体产生过多的氧

自由基， 减少酶的逃逸， 进而提高精液的品质。 本试

验结果说明， 在公鸡精液冷冻保存稀释液中加入适当

浓度的 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ， 可以改善冷冻保存后鸡精子的

Ｔ－ＡＯＣ、 ＣＡＴ、 ＳＯＤ 活性， 降低 ＬＤＨ、 ＧＯＴ、 ＳＤＨ
和 ＭＤＡ 的含量。 因为 ＭＤＡ 水平反映氧化应激的水

平， 含量下降意味着氧化应激损伤减少， 从而使精子

质量得以改善。 本研究中鸡精液冷冻后精子动力学参

数和完整性的改善可能与 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 改善线粒体相

关酶的活性有关。 本研究结果与其他物种上的研究结

果相近。 物种不同， 精子的储存环境各有差异， 导致

稀释液的成分和浓度也会有所不同。 这也表明线粒体

抗氧化剂 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ 在精液稀释液中应用时， 添加

浓度必须着重考虑物种的差异性。

４　 结论

在鸡精液冷冻保存稀释液中添加 Ｍｉｔｏ－ＴＥＭＰＯ，
可以显著改善解冻后的精子活性， 有效保护精子的质

膜、 顶体和 ＤＮＡ 的完整性， 提高精子的抗氧化能力

和线粒体活性， 并减少了与线粒体相关的酶活性。 本

试验条件下， 冷冻稀释液中添加 ４０ μｍｏｌ ／ ｍＬ 的Ｍｉｔｏ－
ＴＥＭＰＯ， 改善冷冻保存后鸡精液品质效果最佳。
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