
生命科学

Chinese Bulletin of Life Sciences
第22卷  第9期

2010年9月

Vol. 22, No. 9

Sep., 2010

文章编号 ：1004-0374(2010)09-0901-05

收稿日期：2010-04-01；修回日期：2010-05-06

基金项目：大熊猫精液生化研究项目(771729)

*通讯作者：E-mail: minyaowu@snnu.edu.cn

哺乳动物精子冷冻的抗氧化研究进展
师　红1，文瑞丽1，马清义2，金学林2，吴民耀1*

(1 陕西师范大学生命科学学院，西北濒危药材资源开发国家工程实验室，西安 710062；

2 陕西省珍稀野生动物抢救饲养研究中心，西安 710062)

摘　要：人工授精是迄今为止应用最广泛并最有成效的辅助生殖技术，而高品质的精液是提高人工授精

受胎率的关键。近年来在家畜精液冷冻保存技术中应用抗氧化剂的研究受到广泛关注，通过添加抗氧化

剂降低了精子在冷冻保存过程中所遭受的氧化损伤，提高了冷冻精液质量和母畜的受胎率。可添加的

抗氧化剂种类很多，通常有维生素类和酶类抗氧化剂等。针对目前抗氧化剂在大熊猫精液上应用研究甚

少的现状，该文对哺乳动物精子的氧化损伤机制和常用的抗氧化剂进行综述，期望对大熊猫的相关研究

提供理论依据和参考。
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Abstract: So far, artifical insemination is the most widely used and effective assisted-reproductive technology,

and it is crucial for improving the rate of artificial insemination pregnancy to acquire the high-qaulity semen.

Recently, the research on the application of antioxidants to livestock semen cryopreservation is widely concerned.

By adding antioxidants to the semen, it can reduce oxidative damage of sperm during cryopreservation process,

improve the quality of frozen semen and the pregnancy rate of female livestock. There are many kinds of

antioxidants can be used, such as vitamins, enzymes, and so on. Since the application of antioxidants to giant

panda semen is seldomly reported, in order to provide a theoretical basis to related research of giant panda, we

make a review on the mechanism of oxidative damage of mammalian sperm and the antioxidants used frequently.
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人工授精作为一种应用最广泛并最有成效的辅

助生殖技术在改良家畜品种、挽救大熊猫等濒危物

种上具有十分重要的意义，其中精子质量的好坏是

影响受胎率的关键因素[1,2]。目前人工授精多采用冷

冻精液，因其具有不受时间、地域的限制以及可以

广泛利用优良雄兽的遗传资源等优点，因此如何提

高冷冻精液的质量就成为研究重点。科研人员从冷

冻稀释液的配方、冷冻方法和解冻液等多方面进行

研究[3-5]，对精液冷冻技术做出了很大改进和完善。

大熊猫(Ailuropoda melanoleuca)的冷冻精液受胎率目

前仍然很低，不及新鲜精液和自然交配的受胎率，

作为国家一级保护动物、世界级珍贵物种——大熊

猫始终面临着种群数量持续下降，无法摆脱濒危的

困境。本文就哺乳动物精液冷冻保存技术中的抗氧
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化研究从以下几个方面进行综述，为从事大熊猫精

液冷冻研究和繁殖保护工作提供理论参考。

1　哺乳动物精子在冷冻保存过程中的氧化损伤

哺乳动物精液经冷冻-解冻后，其精子活力和

受胎率不及新鲜精液，原因在于精子在冷冻过程中

受到冷冻损伤，而氧化损伤是其中一个重要方面[6]。

冷冻 - 解冻过程增加了精子的脂质过氧化反应和

DN A 损伤，使精子结构的完整性遭到破坏，降低

了精子质量，进而影响雌性动物的受胎率。在正常

的生理状态下，生殖系统和精子能够有控制性地产

生少量的活性氧(reactive oxygen species, ROS)，精

子中的ROS主要由线粒体呼吸链中的氧化还原酶系

产生，此外精子膜上的 NADPH 氧化酶也可与其底

物反应产生ROS。正常的精子结构与功能是精液品

质和受精能力的保证，少量的 ROS 在精子运动激

活、高活跃性运动、获能以及顶体反应等方面发挥

着重要的生理作用[7-9]，但ROS过多则会造成精子活

力下降，抑制精子获能和顶体反应，使精子 D N A

发生氧化损伤等[10-13]。

1.1　ROS 可引发精子质膜脂质过氧化损伤

精子通过在附睾中发育成熟，形成具有运动能

力的精子，精子质膜的流动性和完整性是精子具有

正常运动能力所必需的，而精子质膜上富含的多聚

不饱和脂肪酸((polyunsaturated fat acid, PUFA)在维

持精子质膜的流动性和完整性方面具有重要作用[14]。

但是精子质膜上的 PUFA 对 ROS 极为敏感，PUFA

在 ROS 作用下，很容易发生脂质过氧化级联反应，

造成精子质膜的脂质过氧化损伤，使膜的流动性和

完整性发生变化，最终导致精子运动能力下降，甚

至完全丧失。多项研究证实，R O S 引发精子膜上

的PUFA 发生过氧化反应可产生大量脂类过氧化物

及新的氧自由基，造成精子的完整性、运动性及代

谢等遭受不可逆的破坏[15-17]。ROS引起精子运动功

能障碍的机制涉及多个方面，而其中一个重要的方

面就是精子质膜的脂质过氧化损伤。

1.2　ROS 可引发精子顶体结构发生损伤

顶体是由高尔基复合体构成的囊状结构，内含

多种与受精过程有关的水解酶，因此顶体的完整性

对精子能否发生顶体反应，及能否成功受精具有关

键作用。R O S 攻击精子顶体，造成顶体脱落、破

损、内含物丢失，进而妨碍精卵识别与融合，影

响精子的正常受精功能[18]。

1.3　ROS 可引发精子DNA 损伤

精子在冷冻保存过程中，核蛋白对 DN A 双链

的保护作用被削弱，D N A 双链发生变性，成为单

链DNA，造成精子线粒体和核基因组DNA损伤[19] ；

DNA 碱基对氧化应激敏感，这些结构的过氧化能引

起碱基修饰、D N A 双链断裂以及染色质交联。由

过量ROS诱发的DNA损伤会加速精子的凋亡过程[20]。

酶抗氧化系统广泛存在于哺乳动物的生殖系统

和精液中，精浆中含有多种抗氧化酶，包括超氧化

物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢酶

(catalase, CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶(glutathione

peroxidase, GPX)等都能够有效清除ROS，保护精子

免受氧化损伤。精子本身也含有抗氧化酶，主要有

SOD[21]。因此在正常情况下ROS 的产生和清除可以

保持动态平衡。但近年来研究表明精液的冷冻-解

冻过程能够破坏这种平衡，使 ROS 增加。一方面，

由于精子非常脆弱，冷冻耐受能力较差，使得冷冻

解冻后精子抗氧化酶的活性降低；另一方面，精子

冷冻-解冻过程产生的损伤和死亡的精子比正常精子

产生更多的 ROS，是产生 ROS 的主要来源[22]。精

子受到氧化，造成精子质膜和顶体受损，甚至DNA

遭到破坏，从而影响精子活力和受精能力等。

2　抗氧化剂在精子冷冻保存中的应用

哺乳动物精子在冷冻过程中所发生的理化变化，

涉及细胞内外溶质浓度和渗透压增高、细胞脱水、

蛋白变性、膜结构损伤和解冻期的危害等方面[23]，

而精子遭受过氧化损伤是精子冷冻损伤的一个重要

方面。因此人们尝试在精液中添加抗氧化剂，以阻

止精子发生脂质过氧化反应，进而对其起到保护作

用。根据化学性质和作用机制的不同，将抗氧化剂

分为维生素类、酶类和其他抗氧化剂。

2.1　维生素类抗氧化剂

2.1.1　维生素C (VC)

维生素 C 又名抗坏血酸，具有强还原性，在

体内许多氧化还原反应中起重要作用。VC 可使氧化

型的谷胱甘肽转变为还原型的谷胱甘肽，从而起到

保护酶的活性基团-SH的作用。VC 还可以保护其他

抗氧化剂，如维生素 A、维生素 E 和不饱和脂肪

酸，防止自由基对人体的伤害。在精液中添加 V C

可使精子中的遗传基因通过VC的抗氧化功能而有效

地维持其完整性。此外，精液解冻时精液迅速升

温，或保存时温度变化，都可能会使精子自身产生
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热应激，进而对细胞膜系统造成损伤，而 V C 对缓

解热应激，提高细胞对高温的耐受性和抵抗力有着

显著的效果[24]。Foote等[25]研究证明VC可提高冷冻-

解冻后牛精子的活力和受精能力。任俊玲[6]用含有

不同浓度 VC 的冷冻稀释液冷冻猪精子，解冻后 10

mmol/mL VC 使精子的活力、活率提高(P<0.01)，40

mmol/mL VC 时，精子活力、活率有了明显改善。

2.1.2　维生素E (VE)

维生素E又名生育酚，是有机体重要的抗氧化

剂，对氧敏感，易被超氧阴离子(O2-)和羟基自由基

(OH·)氧化，因而使细胞免受自由基的攻击而得到

保护。V E 对细胞膜、线粒体或网状组织的磷脂有

着特殊的亲和性，在这些膜的特定部位，能预防或

阻止诱发的脂质过氧化反应，使之无法生成作为老

化因子的过氧化脂质，保护精子膜免受氧化损伤，

从而提高精子的完整性。罗海玲等[26]发现将VE加入

到稀释液中能显著提高绵羊冷冻精液的精子活力

(P<0.01)，在保护精子顶体和质膜完整性方面效果

显著。Pena等[27]实验证明添加VE可以改善冷冻-解

冻后的猪精子质量。

2.1.3　维生素B12 (VB12)

维生素B12 又名钴维生素，是目前发现的惟一

含有金属元素的维生素。它能提高精子活力这一作

用可能与其辅酶活性有关。VB12 辅酶能使氧化型

(-S-S-型)辅酶A还原成酶反应所需要的还原型(-SH

型)辅酶A，也可使-S-S-型谷胱甘肽以及高胱氨酸

还原为-SH型，而还原型谷胱甘肽对精细胞代谢具

有非常重要的生物学活性[28]。VB12 还具有改善精子

外在环境理化特性的作用。周应敏等[4]研究发现冻

存液中添加VB12 的浓度为1 mg/mL 时大熊猫精子顶

体完整率有显著提高。蔡吉光等[29]实验证明在常规

稀释液中添加0.50% 的 VB12，能极显著提高解冻后

的牛精子顶体完整率，显著降低精子畸形率。

2.2　酶类抗氧化剂

2.2.1　超氧化物歧化酶(SOD)

超氧化物歧化酶是一种对超氧阴离子自由基

(O2-)具有高度特异性的抗氧化酶，是生物体内清除

自由基的首要物质。精子膜受到ROS攻击发生脂质

过氧化反应会引起精子活动能力的下降，甚至丧

失，而 SO D 能有效抑制这种脂质过氧化过程，修

复受损细胞。在体内SOD 通过歧化反应将O2- 转化

成H2O2，然后通过过氧化氢酶(CAT)或者谷胱甘肽

过氧化物酶 - 还原酶(GPX-GR)系统将H2O2 转化成

H2O。Roca 等[30]在猪冷冻保存液中分别添加SOD、

CAT 和 SOD 与 CAT 的混合物，表明 SOD 和 CAT 可

以有效清除精液冷冻保存过程中产生的ROS，尤其

是两者联合添加能极显著地提高对精液的保护效果。

2.2.2　过氧化氢酶(CAT)

过氧化氢酶又称为触酶，是以铁卟啉为辅基的

结合酶。它可促使 H2O 2 分解为分子氧和水，清除

体内的H2O2，从而使细胞免于遭受H2O2 的毒害，是

生物防御体系的关键酶之一。任俊玲等[6]研究发现

单独添加SOD 和 CAT 都可以显著提高冷冻猪精子的

质量，但高浓度的 SOD 降低了精子质量，她认为

随着SOD 浓度的增大，精液中的O2- 转化成H2O2 而

没有及时转化成H2O，联合加入CAT 后精子质量显

著提高，说明 H2O 2 对精子结构的损伤更大，所以

两者联合添加是提高精液质量的一个可行的办法。

2.2.3　谷胱甘肽

谷胱甘肽，是由谷氨酸、半胱氨酸和甘氨酸

以肽键形式缩合而成的一种三肽物质，有两种存在

形式，即氧化型(GSSG)和还原型(GSH)。GSH 可保

护精子膜上的 PUFA 免受过氧化损伤，对维持精子

膜的完整性具有重要作用。谷胱甘肽过氧化物酶-

还原酶(GPX-GR)系统主要用于恢复和重新储存精子

膜上 PUFA 等生理性成分的含量，而 GSH 是 GPX-

G R 系统的辅助因子，G S H 在 G P X 的作用下，把

H 2O 2 还原成 H 2O，其自身被氧化为 GS SG，G SS G

在 GR 催化作用下还原成 GSH，使自由基的清除反

应能够持续进行，进而使精子膜免遭氧化损伤。

Gadea 等[31]实验证明在冷冻稀释液中添加GSH，可

提高解冻后猪精子活力、活率以及降低膜蛋白巯基

基团发生改变的精子数；在冷冻稀释液中添加

5 mol/L GSH，并没有提高冷冻解冻后猪精子质量

和受精率，而在解冻液中添加GSH可以显著提高精

子受精率，并具有剂量依赖性[32]。张旭成等[33]试验

发现在冷冻稀释液中添加L-半胱氨酸能显著提高冻

融后猪精子的活率、顶体完整率及体外受精率，同

时能显著降低膜脂质过氧化水平。

2.3　其他抗氧化剂

2.3.1　褪黑素(melatonin, MLT)

褪黑素，主要是由哺乳动物的松果体产生的一

种胺类激素，具有高度亲脂性和部分亲水性，可通

过各种生理屏障，是迄今发现的最强的内源性自由

基清除剂，在细胞中发挥强大的抗氧化作用。MLT

的抗氧化机制不同于典型的抗氧化物。第一，MLT
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可与ROS作用形成稳定产物，不促进氧化反应，且

代谢产物能够持续有效清除 ROS；第二，MLT 能

够协同 V C、V E 和 GS H 发挥作用清除 RO S；第三，

MLT 可以提高谷胱甘肽过氧化物酶的活性；第四，

MLT 通过增强线粒体Bcl-2 蛋白水平，降低细胞内

Bax 蛋白水平，抑制细胞凋亡[34 ]。此外，MLT 还

可保护DNA 免受氧化损伤。杜立银等[35]研究发现，

在15℃保存的稀释精液中添加1×10-5 mol/L MLT能

够抑制稀释、离心及冷冻保存猪精液中的精子氧化

损伤，显著提高精液保存质量。

2.3.2　海藻糖(trehalose,TH)

海藻糖，是由两个葡萄糖分子构成的非还原性

糖，性质非常稳定。TH 能够有效地遏制 Ca2+ 的流

动，减缓细胞内外渗透压的瞬间变化，保护细胞膜

不被破坏。它还可以与精子膜上的氢结合，形成一

种保护层，在精子膜破裂的情况下能有效地阻止精

子内部有效成分的外流。另外，TH 可调控细胞内

和溶液之间水分的变化，在冷冻解冻过程中保护细

胞免受损伤[36]。昝林森等[37]发现在公牛精液稀释液

中添加0.025 mol/L TH对冻后精子活率和质膜完整

率均有明显影响。

2.3.3　胆固醇

胆固醇，是构成细胞膜的重要成分，可以维

护膜的稳定性，而且能够抑制获能，但由于胆固醇

不溶于水，所以外在添加胆固醇以维持精子膜稳定

性不太可能。精子中的胆固醇硫酸盐(PCS)对精子

膜具有稳定作用，其胆固醇硫酸脂钾盐溶于水溶

液，且结构和胆固醇相似度高，因此可以在冷冻稀

释液中添加胆固醇硫酸脂钾盐，其进入到精子内能

够对质膜起到稳定作用，还能防止胆固醇外流，提

高质膜抗冷冻打击能力，进而提高精子质量。倪利

平等[38]研究证明添加适量PCS的稀释液在山羊精液

解冻后，精子质量在精子活率、顶体完整率和质膜

完整性方面显著高于对照组。

3　小结与展望

多年来研究者一直尝试在冷冻稀释液中添加抗

氧化剂以清除冷冻解冻过程中产生的过多ROS，提

高冷冻精子质量，但近年来人们对冷冻精子的超微

结构进行了研究，发现冷冻精子大部分超微结构的

变化发生在解冻期，冷冻复苏后精子的质膜变薄、

变皱或破损，顶体增宽，线粒体外形变圆，而冷

冻状态下的精子质膜、顶体及线粒体结构基本正

常，因此进一步探索在解冻液中添加抗氧化剂以提

高冷冻精液质量将有重要意义。现阶段抗氧化剂在

家畜精液冷冻保存中的应用通常都是单一的，很少

涉及到联合添加，尤其是维生素类和酶类抗氧化剂

的联合应用。Dalvit等[39]研究表明，联合加入VC和

VE 能够更有效地保护精子免受ROS攻击，提高精子

质量。精液冷冻保存过程中添加抗氧化剂在牛、

羊、猪等家畜中已有一些研究，而将其应用到大熊

猫等珍稀野生动物上却鲜有报道，因此可以进行相

关研究，以提高冷冻精液质量和人工受精率。
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