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摘要:猪精液冷冻过程中,精子质膜往往因受到活性氧(ROS)的氧化而发生损伤,精子品质也随之下降.精子

ROS水平受抗氧化酶活性的影响,然而冷冻过程中精子细胞内抗氧化酶活性变化与细胞膜完整性的关系还缺乏报

道.该试验将巴马香猪精液冷冻保存降温过程中的精子分为4种状态,即鲜精、15℃精液、5℃精液和冷冻 解冻

后精液,检测了各种状态下精子的运动参数、质膜完整性(PMI)和顶体完整性(AI),分析了超氧化物歧化酶(SOD)

活性、谷胱甘肽过氧化物酶(Gpx)活性和ROS(丙二醛 MDA)水平.结果表明:15℃精子各项指标和鲜精无显著

差异(p>0.05);5℃精子运动能力、质膜完整性和抗氧化酶活性低于鲜精(p<0.05),而精子细胞内 MDA水平与

鲜精无显著差异(p>0.05);冷冻 解冻后精子的运动能力、质膜完整性和 抗 氧 化 酶 活 性 均 低 于 其 他 各 组(p<

0.05),精子MDA水平显著高于其他各组(p<0.05).同时,SOD和Gpx活性与精子PMI和AI之间的相关性均达

到了显著水平(p<0.05).可见,当精子降温至15℃以下直至冷冻时,SOD和GPX活性逐渐降低,精子细胞清除

ROS的能力随之下降,精子质膜脂质过氧化反应增强,质膜受损,内容物外渗是精液品质降低的重要原因.
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精液冷冻保存对动物种质资源的保存具有重要意义,然而与其他哺乳动物相比,猪精子在冷冻过程中

更易受到损伤,其冷冻保存效果仍不理想[1].猪精子在温度低于15℃时十分容易受到低温打击(cool
shock),表现为质膜完整性受损[2].质膜损伤往往导致细胞内容物的外泄而使精子死亡,顶体膜损伤会引

发顶体酶的泄漏(假顶体反应)而使精子失去受精能力[3].而冷冻过程中精子质膜的损伤可能与活性氧(Re-
activeoxygenspecies,ROS),如过氧化氢(H2O2)、超氧阴离子(O-

2 ·)、羟自由基(OH·)、一氧化氮

(NO)以及丙二醛(MDA)等水平的上升有关[4].
猪精液冷冻保存的降温过程主要包括3个阶段,即从体温(约38.5℃)降温至15℃进行预平衡(减少

精子对低温打击的敏感性),从15℃降温至5℃平衡(使冷冻液中甘油扩散均匀)以及从5℃降温至液氮温
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度(-196℃).在不同阶段,精子所受到的损伤也有差异,而这种差异主要与精子细胞内ROS的水平相

关.Drobnis等[5]的研究表明,从15℃降温至5℃的过程中,随着胞内ROS水平的上升,精子发生的损伤

也逐渐上升,他们认为该阶段也是精子受损的主要阶段.Kim等[6]和Ball等[7]研究发现,液氮冷冻过程会

使精子中ROS水平大幅度升高,大量的ROS会氧化细胞膜脂质中的不饱和脂肪酸,使之发生脂质过氧化

(Lipidperoxidation,LPO)而损伤精子细胞膜.虽然很多研究结果都表明,精子细胞膜损伤程度与ROS水

平相关,但是精子冷冻过程中ROS水平上升的原因仍不清楚.
目前的研究发现[8],哺乳动物精子中含有能够清除 ROS的酶促防御系统,可以保护精子免受氧

化损伤,如超氧化物歧化酶(SuperoxideDismutase,SOD)、过氧化氢酶(Catalase,CAT)和谷胱甘肽过

氧化物酶(Glutathioneperoxidase,GPX)等.猪精子冷冻过程中ROS水平的升高是否与抗氧化酶活性

的变化有关? 精子细胞膜是否因为抗氧化酶活性的变化而发生损伤? 针对上述问题,本文主要分析了

巴马香猪精液冷冻保存过程中不同降温阶段(鲜精、15℃精液、5℃精液、冷冻 解冻后精液)精子质

膜和顶体完整性、抗氧化酶活性以及ROS水平的变化,从而研究抗氧化酶活性变化对巴马香猪精子

质膜完整性的影响.

1 材料和方法

1.1 主要仪器和设备

伟力彩色精子质量检测系统(WLJY-9000型,北京伟力新世纪发展有限公司)、超低温温度计(600-
1010K型,美国Barnant公司)、自动高速离心机(Heraeus,德国)、荧光显微镜(NikonE600,日本)、电热

恒温水浴锅、pH测试仪、液氮罐、冰箱、恒温培养箱等;抗氧化酶活性和 MDA检测试剂盒购自上海亚培

生物科技有限公司;各试剂除甘油(中国国药上海化学试剂有限公司)、OEP(NOVAChemicalsales公司)
外,葡萄糖、海藻糖、Tris及TES等均购自SIGMA公司.
1.2 精液冷冻与解冻

采用人工手握采精法,精液样品来自10头成年巴马香猪,采精频率为每周一次.所采集的精液用4
层灭菌纱布过滤,去除其中的胶质,将精液转移至贮精瓶中.取富含精子部分的精液样品,只有活力大

于70%的精液可用于试验.取5mL精液于15mL离心管内,加入10mL精液低温保存液(BTS溶液),
用12层纱布包裹并置于15℃恒温培养箱中预平衡3h;于15℃,500r/min离心5min,弃上清液,加

入等温冷冻Ⅰ液(每100mL冷冻Ⅰ液由80mL基础液和20mL卵黄组成;精液冷冻基础液为每100mL
三蒸水溶解Tris2.42g,柠檬酸1.48g,果糖1.10g,5万IU的青霉素以及25mg庆大霉素),调整精

子密度为1.5×109spz/mL,轻轻摇匀后,将12层纱布包裹的离心管置于5℃冰箱中降温平衡2h,用

等温Ⅱ液(每100mL冷冻Ⅱ液由96mL冷冻Ⅰ液和4mL甘油组成)按照2∶1的体积比稀释,调整精子

密度为1.0×109spz/mL,5℃的冰箱继续平衡1h;在5℃冰箱内,用专用注射器将精液迅速吸入等温

的0.25mL细管,PVP粉末快速封管.将细管和已预冷至-110℃的超低温温度计同时置于距离液氮面

3cm处的冷冻架上,盖上盖子,于液氮上方熏蒸20min左右,待温度将至-120℃始冻温度时将细管迅

速放入液氮中冷冻保存.解冻时将冻精细管(0.25mL)在37℃水浴中解冻45s,用2.25mL等温解冻

液(95%BTS+5%冷冻Ⅰ液,v/v)稀释,37℃水浴孵育10min.
1.3 精子质量检测以及抗氧化酶(SOD,GPX)和丙二醛(MDA)的测定

本实验分别检测4种状态的精子质量和ROS水平.取各阶段精液15μL,使用计算机辅助精子分析仪

(CASA)分析精子的运动参数,包括精子活率(TMS)、精子直线运动速率(VSL)、精子曲线运动速率

(VCL);精子头部侧向移动振幅(ALH),实验重复5次,计算平均值;采用低渗肿胀(HOST)实验进行检

测精子质膜完整性(PMI)[9],将解冻后的精液用等温低渗液(7.35g柠檬酸钠和13.51g果糖溶于1L蒸馏

水中制成)调整密度至1.0×106 个,37℃培养30min,取10μL精液在血小板计数板上,400×倒置显微

镜下观察不同部位的5个视野,计算尾部弯曲精子的百分率,质膜完整的精子因低渗导致膨胀表现为尾部

弯曲[1];采用考马斯亮蓝染色法检测精子顶体完整性(AI)[10],精子涂片用0.05%考马斯亮蓝(G250)染色,
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于1000×普通光学显微镜观察,顶体完整的精子顶体部分蓝染,顶体不完整的精子顶体不染色,每片计数

200个以上的精子;使用SOD,GPX和 MDA检测试剂盒,按照试剂盒说明书测定1×108 个精子中相关物

质活性及含量.
1.4 数据统计分析

通过SPSS18.0统计软件,方差分析采用Duncan法进行多重比较;相关分析采用双尾法进行显著性

检验.

2 结果与分析

2.1 巴马香猪精液冷冻降温过程中精子运动参数的变化

使用CASA系统分析巴马香猪精液冷冻降温过程中精子TMS,VSL,VCL和 ALH等指标,以分析

其运动参数的变化(表1).15℃精子各运动参数和鲜精均无显著差异(p>0.05);5℃精子的TMS和

VSL均显著低于鲜精(p<0.05),ALH与15℃精子无显著差异(p>0.05);冷冻 解冻后精子的TMS
和VSL显著低于其他各组(p<0.05),VCL显著高于其他各组(p<0.05),ALH与其他各组无显著差

异(p>0.05).实验提示精子在降温至低于15℃后直至冷冻时的运动能力逐步降低,冷冻 解冻后的精

子运动能力最低(p<0.05).
表1 巴马香猪精液冷冻降温过程中精子运动参数的变化(n=10)

检测指标
精  子  状  态

鲜精 15℃精液 5℃精液 解冻后精液

TMS/% 73.67±4.43a 71.51±3.65a 53.19±1.98b 43.64±3.64c

VSL/(μm·s-1) 78.16±3.31a 76.83±5.16a 56.21±2.53b 46.41±3.08c

VCL/(μm·s-1) 48.39±2.65a 49.56±3.89ab 51.35±6.36bc 58.22±5.05d

ALH/μm 2.28±0.37a 2.31±0.51a 2.53±0.76a 2.51±0.59a

  注:表1中各行数据上所标字母不同表明组间差异显著(p<0.05),所有的数据均用 Mean±SD表示.

2.2 巴马香猪精液冷冻降温过程中精子细胞膜完整性的变化

通过HOST测试和考马斯亮蓝染色实验分别检测各降温阶段巴马香猪精子的PMI和AI,结果如图1
所示.
15℃精子的PMI和AI与鲜精无显著差异(p>0.05);5℃精子的PMI和AI均显著低于鲜精(p<0.05);

解冻后精子的PMI和AI进一步降低,均显著低于其他各组(p<0.05).实验提示随着温度的降低,尤其是当

精液温度低于15℃后,精子的质膜和顶体开始出现损伤,冷冻过程对精子的细胞膜损伤最为严重.
2.3 巴马香猪精液冷冻降温过程中精子抗氧化酶活性的变化

分别检测精液冷冻降温各阶段巴马香猪精子内SOD,GPX的活性,结果如图2所示.

图1中所标字母不同表明组间差异显著(p<0.05),所有的数据均

用 Mean±SD表示.

图1 巴马香猪精液冷冻降温过程中

精子PMI和AI的变化

图2中所标字母不同表明组间差异显著(p<0.05),所有的数据均

用 Mean±SD表示.

图2 巴马香猪精液冷冻降温过程中

精子抗氧化酶活性的变化

3第9期    孔德营,等:巴马香猪精液冷冻过程中精子内抗氧化酶活性与精子质膜完整性关系研究



图3中所标字母不同表明组间差异显著(p<0.05),所有的数据均用

Mean±SD表示.

图3 巴马香猪精液冷冻降温过程中

精子活性氧水平的变化

15℃精子SOD和 GPX的活性与鲜精无显

著差异(p>0.05);5℃精子的SOD活性低于

鲜精(p<0.05),GPX活性与鲜精无显著差异

(p>0.05);解冻后精子的SOD和 GPX活性均

低于其他各组(p<0.05).实验提示在精液冷

冻降温过程中,当精液温度低于15℃后,GPX
活性受低温影响较小,SOD对温度更为敏感,

而在冷冻阶段该两种抗氧化酶活性则均受到较

大影响.

2.4 巴马香猪精液冷冻降温过程中精子活性氧水

平的变化

通过 MDA检测试剂盒检测精液冷冻降温各

阶段巴马香猪精子内 MDA水平,结果见图3.

15℃精子和5℃精子的 MDA含量与鲜精无显著差异(p>0.05),解冻后精子的 MDA含量高于其他

各组(p<0.05);各状态精子的 MDA水平呈逐渐上升的趋势.实验提示当温度低于15℃后,随着温度的

降低,精子内ROS水平逐渐上升,尤其是精液冷冻阶段,精子内的ROS水平达到最高.

2.5 巴马香猪精子抗氧化酶活性与细胞膜完整性的相关性分析

对巴马香猪各阶段精子中SOD,Gpx活性与PMI,AI的水平进行相关性分析,结果如表2所示.
表2 巴马香猪精子抗氧化酶活性与细胞膜完整性的相关性分析

检测指标 SOD活性 Gpx活性

PMI 0.939** 0.690*

AI 0.932** 0.689*

  注:* 表示相关性显著(p<0.05),** 表示相关性极显著(p<0.01).

SOD活性与精子PMI和AI之间均具有极显著的相关性(p<0.01),Gpx活性与精子PMI和AI均具

有显著的相关性(p<0.05).实验提示在巴马香猪精液冷冻的降温阶段,随着精子内抗氧化酶活性的降低,

精子细胞膜受损程度也逐渐加大.

3 讨 论

线粒体呼吸链中的一系列氧化还原酶是机体自由基产生的主要场所之一[11],而精子富含线粒体,ROS
的产生也因此相当活跃[12].精子膜上富含不饱和脂肪酸,ROS能引发精子膜脂质的过氧化及其链式反应,

从而导致精子膜受损[13].因此,精液冷冻过程中ROS的增高,是引起精子膜脂质过氧化,从而造成精子损

伤的一个重要原因.机体存在抗氧化防御系统负责清除多余的ROS,通常情况下机体内ROS的产生和清

除处于一种动态平衡.然而,当ROS过量产生,超过抗氧化防御系统的清除能力时,则会引起精子的应激

损伤[14].精液及精子中的酶促防御系统对清除自由基、保护细胞及机体起重要作用,该系统中酶活性的降

低将会直接影响精子的品质[15].
本实验发现,巴马香猪精液降温过程中,15℃预平衡时,精子内抗氧化酶活性与 MDA水平均未发

生变化,精子没有出现明显的损伤(p>0.05);5℃平衡阶段,SOD和GPX水平显著下降,精子的运动

能力和细胞膜完整性也显著降低(p<0.05),虽然该状态精子 MDA水平与鲜精没有显著差异,但由于

抗氧化酶活性的降低,可能导致了 MDA以外的ROS成分的增加,从而引发精子细胞膜的脂质过氧化反
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应,导致精子质膜和顶体受损,并最终表现为精子活力下降.与其他状态相比,冷冻 解冻后精子的运动

能力和细胞膜完整性均显著降低(p<0.05),SOD和GPX水平最低,而 MDA水平最高,可能是由于在

冷冻过程中抗氧化酶活性过低,不能清除多余的ROS,从而导致了精子质膜和顶体受损,并引起精子品

质的降低.
巴马香猪精液冷冻过程中抗氧化酶活性与精子细胞膜完整性密切相关,其相关性分析结果也证实了

这一观点.当精子降温至15℃以下时,SOD和GPX活性开始降低,精子细胞清除ROS的能力逐渐下

降,精子细胞膜脂质过氧化反应增强,PMI和AI也随之降低,细胞内容物外渗,精子受损;精子冷冻过

程中,SOD和GPX活性降至最低,细胞内 MDA水平显著增高,细胞膜受损程度加重,精子品质进一步

降低.因此,通过研究抗氧化酶活性与精子细胞膜完整性之间的关系,本实验发现精液冷冻过程中除添

加非酶促抗氧化剂辅助精子细胞抵御ROS的损害外,保护抗氧化酶活性也可能有助于提高巴马香猪冷

冻精液品质.
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Abstract:DuringBamaminiaturepigsemencryopreservation,Spermcellmembranecanbedamageddue

totheoxidationofROS,andthusaffectSpermquality.ThelevelofROSinspermcellsaffectedbytheac-
tivitiesofantioxidantenzymes,however,nodataareavailableconcerningtherelationshipbetweensperm

intracellularantioxidantenzymeactivityandcellmembraneintegrityduringsemencryopreservation.In

ourexperiment,wedividedthespermduringcryopreservationprocessintofourstatuses,suchasfresh

sperm,spermat15℃,spermat5℃,andfrozen-thawedsperm,anddetectedthemotionparameters,

plasmamembraneintegrity(PMI),acrosomeintegrity(AI)ofsperminthesestatuses,analysedtheac-
tivityofsuperoxidedismutase(SOD),glutathioneperoxidase(Gpx)andthelevelofROS(malonalde-
hyde-MDA)inspermcells.Resultsshowedthat,spermat15℃andfreshspermindexeshadnosignifi-
cantdifference(p>0.05).Motility,cellmembraneintegrityandantioxidantenzymesactivityofspermat

5℃ werelowerthanfreshsperm(p<0.05),however,spermcellsMDAlevelshadnosignificantdiffer-
ences(p>0.05).Motility,cellmembraneintegrityandantioxidantenzymeactivitiesoffrozen-thawed

spermwerelowerthanthoseinothergroups(p<0.05),andspermMDAlevelissignificantlyhigherthan

thatofothergroups(p<0.05).Meanwhile,thecorrelationbetweenSOD,GpxactivityandspermPMI,

AIweresignificant(p<0.05).Andwecanconcludethat,Whenthetemperaturewasbelow15℃to

freezing,SODandGPXactivityofspermdecreasedgradually,cellmembranelipidperoxidationofsperm

enhanced,cellmembranedamaged,thecontentsofspermexosmosed,andthisisanimportantreason

leadingtothereductionofsemenquality.

Keywords:Bamaminiaturepigs;semencryopreservation;reactiveoxygenspecies;antioxidantenzymeac-
tivity;cellmembraneintegrity
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