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摘要:在常用的果糖-柠檬酸钠 -卵黄 -甘油液的基础上 , 分别添加 1.25 mmol/ L 或 2.00

mmol/L 的丙酮酸钾 、丙酮酸钠或丙酮酸钙 ,以观察丙酮酸盐在牛精液冷冻中的应用效果。冷冻前

各组稀释液隔 15min分 2次加入 ,之后平衡 4h。结果表明 ,各组精子的冻后活力 、复苏率 、畸形率

和顶体完整率之间没有显著差异 ,但 6个试验组的冻后活力 、复苏率和对照组相比有提高趋势 。
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Abstract:Potassium py ruvate , sodium pyruvate and calcium pyruvate(1.25 , 2.00mmol/ L respective-

ly)were added to the conventional diluents(the medium containing f ructose , sodium ci tric , egg yolk

and gly cerol)to test the effects of py ruvates on cryopreservation of bull semen.The ex tenders w ere

added 2 times in 15minitues interval.Then the diluted semen samples w ere equilibrated for 4h before

frozen.The results showed that there weren' t significant dif ferences among all the tested samples on

prog ressive motility , recovery rate , deformity and acrosomal integri ty , the 6 treated g roups tended to

demonstrate better prog ressive motility and recovery rate compared to the control.

Key words:Py ruvate;Bull;Semen cryopreservation

　　丙酮酸盐是柠檬酸循环和合成氨基酸及糖类过

程中常见的中间产物 ,可通过乙酰 CoA 和三羧酸循

环实现体内糖 、脂肪和氨基酸间的互相转化。可见 ,

丙酮酸盐是营养物质代谢的枢纽 ,是细胞的能源物

质;同时 ,其还有极好的抗氧化作用及抗菌 、抗病毒

功能[ 1～ 5] 。丙酮酸盐已经广泛地应用于细胞 、组织

和胚胎的培养 ,而且取得了很好的效果[ 3 ～ 6] 。国内

外不少学者将丙酮酸盐应用于人和动物精液的低

温[ 7 ～ 11]或冷冻保存[ 12～ 15] ,但在国内尚缺乏将丙酮

酸盐应用于家畜尤其是牛精液冷冻的报道。

1　材料与方法

1.1　主要仪器设备

精子图像分析仪(CEROS SPERM ANALYZ-

ER ,Hamilton Thorne Research , USA)、78-1 型磁

力加热搅拌器[ IKA(r)RET basis] 、LDZ5-2低速

自动平衡离心机(北京医用离心机厂)、Fiske210微

型渗透压仪(USA)、pH 测试仪〔Delta 320 ,Mettler-

Toledo instruments(Shanghai)Ltd〕、电脑温控西门

子冰箱(安徽博西华家用电器有限公司)、程序降温
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仪(FREEZE CONTROL CL -8000 , Made in Aus-

tralia by Cryologic)、电子恒温水浴锅及可调恒温试

管架(广州市富家电器厂)。

1.2　主要试剂

丙酮酸钾及丙酮酸钙(台州市兴业化工有限公

司)、丙酮酸钠〔中国医药(集团)上海化学试剂公

司〕,均为 AR级试剂 。

1.3　试验动物

为广西大学奶牛场 2头健康正常采精的黑白花

种公牛。1头(A)约 3.5岁 ,另 1头(B)约 2.5岁 ,饲

养管理条件一致 。

1.4　试验方法

1.4.1　采精　采用假阴道法(内胎温度 43 ～ 45 ℃)

对奶公牛进行采精 ,每周 2次 。采集精液后 ,马上移

到保温瓶(水温 22 ～ 28 ℃)中 ,在 20 min内送回实

验室;20倍或 100倍稀释后 ,用精子图像分析仪 、血

球记数仪分别检查活力(直线运动精子百分数 ,下

同)和密度(记数 2次并求其平均值)。

1.4.2　稀释与平衡　在保证解冻后每个输精剂量

的有效精子数不少于 1 000万的前提下 ,对精液进

行两步稀释 。在室温下每次各加入每组稀释液的一

半 ,15 min后再加入另一半。然后用吸卵管分装于

0.25 ml细管中 ,置 5 ℃冰箱中平衡 4 h。

1.4.3　冷冻与解冻　将细管取出 ,放入程序降温仪

(开始温度为 5 ℃)的冷冻槽内;运行程序降温仪 ,当

温度下降至终止温度-80℃时 ,将细管投入液氮。

至少 5 min之后 ,将细管放入 37 ℃电子恒温水浴锅

内解冻 30 ～ 40 s ,用精子图像分析仪检查冻后活力 。

1.4.4　精子的染色及畸形率 、顶体完整率检查　参

照江一平等[ 16]报道的方法 ,用考马斯亮蓝 R250染

色液对精子进行染色 ,然后在 1 000×显微镜下检

查精子畸形率和顶体完整率 。每个处理抹片 2张 ,

每片记数 200个以上的精子 。

1.5　试验设计及数据处理

试验共分 7个组(表 1),对照组的稀释液为常

用的果糖-柠檬酸钠-卵黄-甘油液 。试验组 Ⅰ ～

Ⅵ 的稀释液在对照组的基础上添加不同浓度的丙酮

酸盐 。对所得的各组数据采用SAS统计软件进行

表 1　冻精稀释液配方

项目 对照组 试验组Ⅰ 试验组Ⅱ 试验组Ⅲ 试验组Ⅳ 试验组Ⅴ 试验组 Ⅵ

果糖(w/ v , %) 2.78 2.78 2.78 2.78 2.78 2.78 2.78

柠檬酸钠(w/ v , %) 2.16 2.16 2.16 2.16 2.16 2.16 2.16

卵黄(v/ v , %) 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00

甘油(v/ v , %) 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00

青霉素钠(IU/ml) 1 000.00 1 000.00 1 000.00 1 000.00 1 000.00 1 000.00 1 000.00

硫酸链霉素(IU/ml) 1 000.00 1 000.00 1 000.00 1 000.00 1 000.00 1 000.00 1 000.00

丙酮酸钾(mmol/ L) - 1.25 2.00 - - - -

丙酮酸钠(mmol/ L) - - - 1.25 2.00 - -

丙酮酸钙(mmol/ L) - - - - - 1.25 2.00

　注:各组稀释液均为现用现配 ,并经离心去除卵黄颗粒。所需器械均经鼓风干燥箱或蒸汽消毒柜严格消毒灭菌 ,超纯水来自超纯水系统。

经测定各组稀释液的渗透压在 1 500～ 1 800mOsm/ kg , pH 值为 7.25～ 7.40

多重比较 ,检验差异的显著性 。

2　结果

2.1　丙酮酸盐对牛精液冻后主要质量指标的影响

从表 2可以看出 ,各试验组的冻后活力和复苏

率都比对照组有所提高 ,但各组间比较差异都不显

著 。而畸形率和顶体完整率和对照组相比有升有

降 ,但各组间相比差异也不显著。说明在本试验条

件下 ,添加 3种丙酮酸盐对公牛精液冻后 4个质量

指标没有显著影响 。

表 2　丙酮酸盐在牛精液冷冻中的应用效果

组别 冻后活力 精子复苏率(%) 精子畸形率(%) 顶体完整率(%)

对照组 0.46±0.12a 55.87±15.33a 14.99±2.52a 77.99±7.46a

试验组Ⅰ 0.51±0.12a 61.99±14.45a 13.87±3.84a 76.65±10.64a

试验组Ⅱ 0.49±0.10a 59.84±12.28a 15.54±2.48a 77.43±10.10a

试验组Ⅲ 0.51±0.10a 62.94±12.53a 14.01±2.75a 80.39±9.27a

试验组Ⅳ 0.48±0.12a 59.34±15.46a 15.23±2.51a 76.29±11.92a

试验组Ⅴ 0.49±0.11a 60.47±13.65a 15.32±2.69a 76.09±9.56a

试验组 Ⅵ 0.50±0.11a 61.38±13.72a 14.76±2.76a 77.36±9.22a

　注:同一列肩标相同表示差异不显著(P>0.05)
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2.2　丙酮酸盐对不同公牛精液冻后质量指标的影响

丙酮酸盐对不同公牛精液冻后质量指标的影响

见表 3 、表 4 、表 5 、表 6。

　　从表 3 、表 4 、表 5 、表 6可以看出 ,对于 4个质量

指标 ,无论同一公牛不同处理之间或者同一处理不

同公牛之间 ,结果都没有显著性的差异。说明在本

试验条件下 ,添加 3 种丙酮酸盐对不同公牛精液冻

后 4个质量指标既没有处理效应 ,也没有公牛效应 。

表 3　丙酮酸盐对不同公牛精子冻后活力的影响

牛别 对照组 试验组Ⅰ 试验组Ⅱ 试验组Ⅲ 试验组Ⅳ 试验组Ⅴ 试验组 Ⅵ

A 0.43±0.13a 0.47±0.11 a 0.44±0.09a 0.50±0.09a 0.49±0.15a 0.49±0.07a 0.50±0.04a

B 0.48±0.13a 0.51±0.12 a 0.49±0.10a 0.51±0.10a 0.48±0.12a 0.49±0.11a 0.50±0.11a

　注:同一行(列)肩标相同表示差异不显著(P>0.05),下同

表 4　丙酮酸盐对不同公牛精子复苏率的影响 (%)

牛别 对照组 试验组Ⅰ 试验组Ⅱ 试验组Ⅲ 试验组Ⅳ 试验组Ⅴ 试验组 Ⅵ

A 52.35±16.31a 58.03±15.31a 53.62±10.74a 61.51±11.23a 60.10±20.36a 60.54±9.37a 61.70±6.02a

B 59.39±15.22a 65.96±14.01a 66.06±11.28a 64.38±14.88a 58.57±11.05a 60.41±18.21a 61.05±19.68a

表 5　丙酮酸盐对不同公牛精子畸形率的影响 (%)

牛别 对照组 试验组Ⅰ 试验组Ⅱ 试验组Ⅲ 试验组Ⅳ 试验组Ⅴ 试验组 Ⅵ

A 13.60±2.64a 13.83±4.98 a 15.32±2.97a 14.11±2.85a 14.80±3.05 a 16.64±1.74a 14.61±2.81a

B 16.37±1.59a 13.91±2.90 a 15.76±2.21a 13.90±2.98a 15.66±2.10 a 14.00±2.98a 14.91±3.04a

表 6　丙酮酸盐对不同公牛精子顶体完整率的影响 (%)

牛别 对照组 试验组Ⅰ 试验组Ⅱ 试验组Ⅲ 试验组Ⅳ 试验组Ⅴ 试验组 Ⅵ

A 81.85±5.09a 80.39±10.10a 75.15±13.10a 80.73±7.49a 72.13±11.60a 77.74±7.61a 77.28±9.98a

B 74.14±7.90a 72.90±10.85a 79.70±6.73a 80.04±11.70a 80.45±11.93a 74.44±11.87a 77.44±9.57a

3　讨论

3.1　丙酮酸盐对公牛精液冻后活力及复苏率影响

丙酮酸盐是细胞的重要能源物质 ,具有消除或

抑制自由基[ 6] 、抗氧化 、抗菌及抗病毒等功能 ,已经

在组织培养方面被广泛应用并取得了良好效果。各

试验组的冻后活力和复苏率比对照组有所提高 ,但

差异不显著 ,这和 Fabbrocini等人
[ 14]
在水牛所得到

的结果略有不同 。其在平衡(5h)结束前 1h 加入丙

酮酸钠(最终浓度为 1.25mmol/L),直线运动精子

百分数显著高于对照组;而其他平衡时间(1h 、3h 、

5h)和添加程序(先添加后平衡或平衡结束前 1h 添

加)的组合 ,均不能显著提高精子的直线运动百分

数。因此 ,平衡时间丙酮酸盐添加程序的组合是影

响精子冻后活力及复苏率的重要因素。

各试验组分别加入了一定浓度的 K+ 、Na+ 、

Ca2+ ,可以使精子细胞外液 3种离子的浓度处于较

高水平 ,减少这些离子在平衡和冷冻过程中从精子

内渗出。而有试验表明 ,K+、Na+、Ca2+从细胞中渗

出量越小 ,精子受到损伤的可能性越小;冻后活力和

顶体完整率就可能越高
[ 11 , 17 ～ 19]

。另外 ,3种离子特

别是Ca2+可以促进精子的获能 ,从而进一步引起精

子发生超激活运动 ,使精子活力提高
[ 18]
。但各试验

组的冻后活力和复苏率和对照组相比差异不显著 ,

其中另一个原因可能是所加入的丙酮酸盐没有达到

最佳浓度。

3.2　丙酮酸盐对公牛精子冻后形态的影响

3种丙酮酸盐对不同公牛精子畸形率和顶体完

整率既没有处理效应 ,也没有公牛效应 ,即丙酮酸盐

对公牛精子冻后形态没有显著影响。说明所加入的

阴离子(丙酮酸根)尽管对精子没有起到显著的保护

作用 ,但也没有加重精子的代谢负担 ,增加细胞内外

的 CO2产量和酸度而对精子产生任何不利影响。

另一方面 ,还说明所加入的 3 种阳离子(K+ 、Na+、
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Ca2+)也不会显著地改变精子的形态。如前所述 , 3

种离子特别是 Ca
2+
可以促进精子的获能及顶体反

应的发生 ,使精子的形态发生改变 ,具体表现是畸形

率升高和顶体完整率降低[ 18] 。而在本试验条件下 ,

6个试验组的畸形率和顶体完整率与对照组相比没

有显著不同 ,其中重要的影响因素可能同样是离子

浓度和平衡时间 —丙酮酸盐添加程序的组合 。目前

采用的各种离子浓度和唯一的平衡时间 —添加程序

的组合 ,可能都在精子可以承受的范围以内 ,从而没

有引起大量精子发生形态改变 。至于其他浓度或平

衡时间—添加程序的组合是否会明显影响精子的形

态 ,有待进一步研究证实 。

4　结论

在常用的果糖—柠檬酸钠 —卵黄—甘油液的基

础上 ,分别添加 1.25 mmol/L 或 2.00 mmol/ L 的丙

酮酸钾 、丙酮酸钠及丙酮酸钙(分 2次添加 ,2 次之

间相隔 15min ,平衡 4h),对精子的冻后活力 、复苏

率 、畸形率和顶体完整率没有显著影响 ,但可以使前

2个指标有提高的趋势 。
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