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在生猪生产中(为了有效提高良种公猪的利用

率以及降低生殖系统疾病造成的损失(猪人工授精

技术逐渐受到重视%

&
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(猪精液保存技术应运而生)

目前猪精液保存方式主要有
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种(即冷冻保存和液

态保存(其中液态保存又分为常温保存和低温保存)

由于精子自身结构的原因(低温及冷冻保存可能会

影响精子获能等生理活动%

$

&

(对精子产生较大的损

害%
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&

)同时(相对于常温!

&'g

"保存(精液低温和

冷冻保存操作工序比较复杂(对环境的要求也较高)

因此(常温保存是猪精液体外保存的适宜方式)精

子在
&'g

环境下能进行正常的代谢活动(产生的有

害物质也较少(有利于母畜受孕)
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等%
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&研究

认为(精子顶体蛋白酶在
&'g

能够达到最高的活

性(从而保证受孕率)

猪精液作为一个需氧系统(不可避免地会产生

活性氧!

F̀>

"(主要包括超氧阴离子!
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",过氧化

氢!
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"和羟自由基!
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"这类对精子损害较大

的物质%

"C#

&

)适量的
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是精子生存所需要的(而

过量的
F̀>

对精子不利%

'
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(不仅会损害精子质膜和

顶体(还会导致精子
E06

的受损%

M

&

(从而影响精子

活率)添加高效抗氧化剂能抑制脂质氧化损伤(有

效地减少
F̀>

对精子造成的影响)许春荣等%
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&发

现(褪黑素!
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"及多巴胺!
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"这
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种抗氧化剂

能提高精液保存效果'朱林炜等%
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&试验表明(

>FE

能提高精子活性(降低精液中的丙二醛!

RE6

"含

量)茶多酚!
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"是一种绿色高效的抗氧化剂(其

组分的
M%Q

为黄烷酮类物质%
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)王栋等%
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&发现(

茶多酚的抗氧化活性强于维生素
@

和维生素
b

等

强抗氧化物(而且其毒害作用也比其他抗氧化物质

低约
"%Q

"

M%Q

)另外(茶多酚还是天然的广谱抗

菌物质%

&D

&

)目前(国内外对其应用的研究主要倾向

于食品类抑菌及精液冷冻保存%

&!

&

(而在猪精液常温

保存方面的试验尚未见报道)

为此(本试验研究了不同剂量茶多酚对常温保

存猪精子的活率,顶体完整率,质膜完整率,氧化酶

活性及细菌总量的影响(以期为茶多酚在猪精液常

温保存中的应用提供参考)
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'
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"(由南京建成

生物工程研究所生产)
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(通过手握法采精(收集中段富含精子

部分(过滤并混合
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头公猪精液后放入便携式保温
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后在无菌操作台上用无
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对常温保存猪精液质量的影响
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液枪吸取
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原精液注入无菌
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离心管中(

再缓慢倒入上述稀释液至管口为止(盖上管盖编号

并包裹
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层毛巾(在室温下放置
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左右(待精液温

度与室温接近时放入
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恒温箱中保存
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次(每隔
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检查精子活率
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完整率和顶体完整率'分别在精液保存
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时检测精液中的细菌含量(并在
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和
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时用试剂

盒测定精液中丙二醛含量!
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"和总抗氧化!
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"活性)每个
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对常温保存猪精液细菌含量的影响
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采用十倍稀释法对精液中细菌进行稀释(从稀

释后的试管中吸取
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混合液于对应编号培养皿

中(然后将灭菌降温至
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左右的培养基约
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倒入每个培养皿(迅速轻微摇匀培养基(用生理盐水

代替混合液作空白对照(待培养基凝固后倒置于
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数据统计分析
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结果与分析
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率的影响

由表
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温保存猪精子的活率(保存
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%=%$ M#=$&P&=&%-\ M&=#MP$=''-\ '#=D!P&=&!-\ #L='MP&=!M-\ #D='MP$=$M-\ ""=%$P&=$$\

%=%! M'=$%P&=D%- MD="#P&=M$- 'M=M$P$=$M- '&="#P&="$- #"=!!P&=&!- #%=%$P&=$$-

%=%M M!='MP&=#!\ M%=M%P$=&'-\ '#=!LP$=D%-\ '%=$%P&=&%-\ #$=%"P&=!&\ "!=&DP&=#%\?

%=&# M"=%$P$=D"-\ M&=L&P$=&D-\ '!=!$P$=%'\ #D="#PD=#"? "#=!#P$="&? !&='MP&=D%4

!!

注#同列数据后标不同小写字母表示差异显著!

!

"

%=%"

"(标相同字母表示差异不显著!

!

#

%=%"

"(下表同)

0)14

#

E://4+4,1.)34+?-54.4114+5:,A:?-145:

O

,:/:?-,1A://4+4,?4

!

!

"

%=%"

"(

-,A5-K4.4114+5:,A:?-14:,5:

O

,:/:?-,1A://4+4,?4

!

!

#

%=%"

"(

124

5-K4\4.)3=

!!

由表
$

可知(随着
]cc

质量浓度增大(各试验

组猪精子质膜完整率呈先增后减的变化趋势(当

]cc

质量浓度为
%=%!

O

$

T

时质膜完整率最高(与

对照组差异显著!

!

"

%=%"

")

表
$

!

不同质量浓度茶多酚!

]cc

"对常温!

&'g

"保存猪精子质膜完整率的影响

]-\.4$

!

@//4?15)/A://4+4,1K-55?),?4,1+-1:),5)/]cc),\)-+5

J

4+K

J

.-5K-

K4K\+-,4:,14

O

+:1

<

-1+))K14K

J

4+-1*+4

!

&'g

"

Q

]cc

$!

O

-

T

N&

"

保存时间$
A>1)+-

O

41:K4

& $ D ! " #

%

!

bX

"

'D=M&P%=M!? '%=M#P&=$D\ #%='%P&=&%? "&=%#P&=M$? !&=M%P&='LA D"=##P$=D%?

%=%& '#=$'P&=D%\ '&=M$P&=D&-\ #D=$%P&=!M\ "$=#DP&=%!\? !"=!"P&=&!\? !&=#&P$=%'\

%=%$ '#=#%P%=ML\ '$=##P&=&!-\ #!=!DP&=#'\ "D=#"P$=&L-\ !"=M$P%=MD\ !$=$'P&=L$\

%=%! 'M=#!P%=""- 'D=$'P&=!D- ##=!"P%=M%- ""=#"P&=&!- !'=MDP%=M!- !#=!%P%=ML-

%=%M ''=$!P&='L-\ '$=!DP&=L"-\ #D=!$P&=&!\ "D=M!P&=L$-\ !"=%DP&="#\? !D=!%P$=%'\

%=&# '"=M&P$=&'-\ '&=$%P&=$D-\ #&=$$P%=M&? "%=!&P&=&!? !%=#'P&=L"A D!=%%P&="M?

!!

由表
D

可知(精液保存
&A

各处理组之间精子

顶体完整率差异不大!

!

#

%=%"

"'保存
$

"

#A

(各处

理组之间精子顶体完整率有一定差异(部分处理间

差异达到显著水平!

!

"

%=%"

"(其中均以添加
%=%!

O

$

T]cc

处理组效果最好)
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表
D

!

不同质量浓度茶多酚!

]cc

"对常温!

&'g

"保存猪精子顶体完整率的影响

]-\.4D

!

@//4?15)/A://4+4,1K-55?),?4,1+-1:),5)/]cc),\)-+5

J

4+K-?+)5)K4

:,14

O

+:1

<

-1+))K14K

J

4+-1*+4

!

&'g

"

Q

]cc

$!

O

-

T

N&

"

保存时间$
A>1)+-

O

41:K4

& $ D ! " #

%

!

bX

"

L$=M%P%=!"- M#=!MP&=D!? MD=$&P&=&%\ 'M=MDP%=M!? '#=%DP&="M\ 'D=M%P&='L\?

%=%& L$=MDP&=D%- M'=M%P&=&%\? M"=%$P%='&\ 'L=#'P%=ML? '#=$%P&=D%\ '!=!$P&=D!-\

%=%$ LD=!&P%=ML- L%=$#P&=&%- M"=!%P%=""\ M&=MDP&=D%-\ 'M=!%P&=&!-\ '!=M!P&=&%-\

%=%! LD=#'P&="$- L%=$!P%=M!- M'=!DP&=&!- M$=#%P%=""- 'M=M#P$=&'- '"=$"P&='L-

%=%M LD=M"P%=M!- MM=!%P&=D!\ M#=#&P%=ML- M$=!!P&=L"- 'M=%&P&="M- '"=MMP&=#!-

%=&# L!=!#P&="$- M'=##P%=""\? MD=#%P%=""\ M%=!$P&="$\? '#=$"P$=DL\ '$=$'P%=DL?

$=$

!

]cc

对猪精液
RE6

及
]C6Fb

活性的影响

由图
&

及图
$

可知(随着
]cc

质量浓度的增

加(常温保存猪精液中
RE6

含量呈先降后增的变

化趋势(

]C6Fb

活性则呈相反的变化趋势'当
]cc

质量浓度为
%=%!

O

$

T

时(

RE6

含量在保存
D

和
#A

时均显著低于其他各组!

!

"

%=%"

"(而
]C6Fb

活性

高于其他各组(但保存
#A

时组间
]C6Fb

活性差异

大多不显著!

!

#

%=%"

")

同一时间不同处理相比(不同小写字母表示差异显著!

!

"

%=%"

"(下图同

b)K

J

-+4A3:12A://4+4,11+4-1K4,15-15-K41:K4

(

A://4+4,1.)34+?-54

.4114+5:,A:?-145:

O

,:/:?-,1A://4+4,?4

!

!

"

%=%"

"(

1245-K4\4.)3

图
&

!

不同质量浓度茶多酚!

]cc

"对常温!

&'g

"保存

猪精液中
RE6

含量的影响

8:

O

=&

!

@//4?15)/A://4+4,1K-55?),?4,1+-1:),5)/]cc),

RE6:,\)-+54K4,-1+))K14K

J

4+-1*+4

!

&'g

"

图
$

!

不同质量浓度茶多酚!

]cc

"对常温!

&'g

"

保存猪精液中
]C6Fb

活性的影响

8:

O

=$

!

@//4?15)/A://4+4,1K-55?),?4,1+-1:),5)/

]cc),]C6Fb-?1:;:1

<

:,\)-+54K4,-1

+))K14K

J

4+-1*+4

!

&'g

"

$=D

!

]cc

对猪精液中细菌含量的影响

]cc

对猪精液中细菌含量的影响见图
D

)

图
D

!

不同质量浓度茶多酚!

]cc

"对常温

!

&'g

"保存猪精液中细菌含量的影响

8:

O

=D

!

@//4?15)/A://4+4,1K-55?),?4,1+-1:),5)/]cc),

\-?14+:-.?),14,1:,\)-+54K4,-1+))K14K

J

4+-1*+4

!

&'g

"

!!

由图
D

可知(猪精液常温保存
&

"

#A

(对照组精

液中的细菌含量大于处理组(在
$

"

!A

各组细菌含

量均大幅度增加(

!A

后部分组间差异达到显著水

平'添加质量浓度
%=&#

O

$

T

茶多酚的处理组在保存

$A

时细菌含量略微下降(随后逐渐上升(但相对其

他各处理组(该组细菌含量最低)

D

!

讨
!

论

D=&

!

]cc

对猪精子活率#顶体完整率和质膜完整

率的影响

猪精液常温保存在实际生产中具有重要意义(

而常温保存稀释粉配方是决定猪精液保存效果的关

键(目前国内猪精液常温保存稀释液配方仍无法打

破国外先进技术的垄断(因此探究高效稳定的稀释

2.
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粉配方将是该领域的研究方向)随着各种天然物质

的功能不断被开发(新型添加物或将成为未来稀释

粉配方研发的导向及突破%

&"

&

)

]cc

主要由儿茶素,

黄酮类,酚酸类和花色素类等物质组成(其中儿茶素

类在
]cc

抗氧化活性中起重要作用)儿茶素中没

食子儿茶素,没食子酸酯!

4

J

:

O

-..)?-14?2:,

O

-..-14

(

@ZbZ

"的活性最强(其对
&

C

淀粉样蛋白诱致的海马

神经细胞凋亡及
W

$

F

$

,

0F

和
FW

等氧化应激因素

诱导的
cb&$

细胞和
>WC>["[

细胞具有抑制作

用%

&#

&

(通过获取外界的自由基电子让自身结构稳

定(进而表现出清除自由基的强抗氧化作用%

&'

&

)

本研究结果表明(

]cc

可以不同程度地提高常

温保存猪精液的精子活率,顶体完整率和质膜完整

率(

]cc

质量浓度为
%=%!

O

$

T

时(有效保存时间比

对照组延长
&A

(这与
Z-.4

等%

&!

&

,

X:1-

H

:

等%

&M

&

,黄明

光等%

&L

&在猪精液冷冻保存研究中得出的结论类似(

但是各研究适宜的
]cc

质量浓度各有不同(这可能

是由于猪精液冷冻保存与常温保存的介质及环境温

度不同所致)

W*-,

O

等%

$%

&认为(儿茶素在不同介质

和温度下的活性差异显著)本研究中(

%=%&

O

$

T

]cc

提高精子顶体完整率的效果与对照组差异不

显著(而
%=%!

O

$

T]cc

组效果大多显著高于对照

组(这可能是由于
%=%&

O

$

T]cc

的抗氧化能力不足

以消除过氧化反应给精子带来的伤害(而
%=%!

O

$

T

]cc

的抗氧化活性大幅提高(从而较大程度地避免

了过氧化反应对精子顶体的伤害)

(-,

O

等%

$&

&认为(

脂质过氧化反应会对精子的细胞膜造成损伤(加之

顶体膜又是相对比较脆弱的部位(因此顶体膜的损

伤程度能更灵敏地反映精液的抗氧化水平(这与本

试验中有关
]C6Fb

活性的结果一致)

精液中少量的
F̀>

有助于精子获能(过量的

F̀>

则会引起一系列的有害反应(如脂质过氧化反

应%

$$

&

)精子容易受到
F̀>

攻击(而且精子内部缺

少防御系统(主要是由于精子膜富含多不饱和脂肪

酸(易受氧化作用出现脂质过氧化(继而大量
6]c

快速丧失(导致精子运动能力下降(影响精液保存效

果%

$D

&

)不仅如此(过量的
F̀>

会使得精子失去获

能能力(影响母畜的受孕率%

$!

&

)

RE6

是脂质过氧

化的一种副产物(经常被用于衡量精子在过氧化反

应中受到的损伤程度(

RE6

含量越高(说明脂质过

氧化程度越深%

$"

&

)本试验结果显示(随着
]cc

质

量浓度的增加(保存时间为
D

和
#A

时(常温保存精

子的
RE6

含量均表现先降低后升高的趋势(而
]C

6Fb

活性的变化趋势则相反(这与黄明光等%

&L

&的

研究结果一致)究其原因(可能因为
%=%!

O

$

T]cc

是本试验最适质量浓度的临界点(当
]cc

质量浓度

在
%=%&

"

%=%!

O

$

T

内逐渐增加时(

]cc

清除氧自

由基的能力逐渐增强(因此
RE6

产生量随之下降'

当
]cc

质量浓度为
%=%M

和
%=&#

O

$

T

时(

]cc

清除

自由基能力逐渐减弱(

RE6

含量增加(精子活率,

质膜完整率,顶体完整率,

]C6Fb

活性降低)在

]cc

质量浓度为
%=%!

O

$

T

(保存时间为
DA

时(精液

]C6Fb

活性远高于除
%=%$

O

$

T

组外的其他各组'

而保存时间为
#A

时(差异多不显著(其原因可能是

因为随着时间的推移(精子活率不断下降(精子的脂

质过氧化反应逐渐减少(

]cc

依然可以清除自由

基(但当保存时间为
#A

时(脂质过氧化反应已经相

当少(所以清除自由基效果总体表现并不明显(因此

与其他处理组和对照组差异不大)

D=$

!

]cc

对猪精液中细菌含量的影响

健康公猪的精液不含细菌(细菌主要来自于环

境(包括猪自身生殖道口,采精环境!采精器械,采精

人员"和实验室环境%

$#

&

)精液是微生物!细菌和病

毒"生长的理想场所(猪精液中检测出的细菌种类已

经超过
$"

种%

$'

&

)微生物的存在会给精子生存带来

很大的影响(比如直接破坏精子的结构影响其活率(

进而影响顶体获能(产生直接对抗精子多糖蛋白复

合体的物质%

$M

&

)因此(精液的抑菌工作在猪精液保

存过程中不容小觑(而最常用的精液抗菌药物为抗

生素(随着细菌对抗生素的耐药性不断增强(如今抗

生素的作用已不如当初(并不能达到很好的抗菌效

果)因此(绿色杀菌剂将是未来研究人员不断探寻

的目标)

]cc

中的
@ZbZ

不仅具有强抗氧化性(还

具有强抗菌活性(其抑菌谱广(对革兰氏阳性菌,革

兰氏阴性菌,真菌病原体(以及抗青霉素的葡萄球菌

和不动杆菌等均有抑制效果%

$L

&

)

本试验结果显示(相比对照组(添加
]cc

处理

组细菌含量明显减少(同时细菌的繁殖速度也受到

了抑制(这与
>-I-,-I-

等%

D%

&和王慧敏等%

D&

&的研究

结果类似(说明
]cc

在猪精液保存过程中起到了重

要的抑菌作用)随着
]cc

质量浓度的增大(细菌含

量不断降低(说明其抑菌效果不断增强(但精液保存

#A

时细菌含量仍然高于
%

(

$

和
!A

(且总体呈增长

趋势)这可能是因为猪精液的细菌种类较多(对

]cc

敏感的细菌得到了较好抑制或清除(但其他细

菌却依然能够继续繁殖)

Z)+A),

等%

D$

&通过
]cc

抗菌试验发现(最终革兰氏阴性菌细菌含量大于革

兰氏阳性菌(说明
]cc

对革兰氏阳性菌的抑制效果
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普遍较好'钱丽红等%

DD

&对革兰氏阳性菌金黄色葡萄

球菌和革兰氏阴性菌铜绿假单胞菌进行的
]cc

抑

菌试验(得到了相同结果)当精液保存
$A

时(

%=&#

O

$

T]cc

处理组细菌含量略微下降(而后又逐渐上

升(这可能是由于前
$A

细菌基数不大(高质量浓度

的
]cc

能够抑制甚至杀死大多数细菌(造成细菌含

量短时间下降(而随着其他细菌的不断繁殖(细菌含

量又不断升高)另外(当
]cc

质量浓度达到
%=&#

O

$

T

时(精液中的细菌含量远小于其他各组)其原

因可能是(低质量浓度
]cc

并未完全杀死细菌(对

于大多数细菌只是抑制了其对数期生长(而高质量

浓度
]cc

则是直接杀死了大多数细菌(以致细菌无

法继续繁殖(所以细菌数量较少)

!

!

结
!

论

添加一定质量浓度的
]cc

能有效延长猪精液

的常温保存时间(保存
"A

精子活率大多在
#%Q

以

上(其中
%=%!

O

$

T]cc

能明显提高精液的
]C6Fb

活性(保护精子质膜和顶体(降低
RE6

含量(并能

有效抑制精液中细菌的繁殖)
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