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摘要  在种公牛精液商业稀释液的基础上,按6 %、12 %、24 %和48 %的4 个水平向稀释液中分别添加4 种中药复方提取液 ,制作0 .25 ml
细管冻精 ,解冻(40 ℃,10 s) 后比较分析精子活率、顶体完整率、质膜完整性3 个指标 ,以确定较优的中药稀释液配方。结果表明 :添加了
中药复方提取液的稀释液能更有效的冷冻保存牛精子细胞。其中,复方一和复方二的冷冻效果最佳。复方一在添加量为12 %时精子活
率、顶体完整率及质膜完整率分别为41 .50 %、40 .14 %和38 .16 %( P <0 .05) ,分别比对照组提高了10 .67 %、3 .92 % 和5 .50 % ;复方二在添
加量为6 %时 ,精子活率、顶体完整率、质膜完整率3 项指标分别达到41 .33 %、41 .59 % 和40 .00 %( P < 0 .05) , 分别比对照组提高了
10 .50 %、5 .37 %和7 .34 %。
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Studies on Screening Compound Diluent Prescriptions with Traditional Chinese Medicine for Bull Semen
ZHANG Ying- ying et al  ( College of Ani mal Science and Technology , Northwest A & F University , Yangling , Shaanxi 712100)
Abstract  4 prescriptions of compound extractionli quid of traditional Chi nese medicine were added into bull commercial spermdiluents with 4 kinds of
concentrations of 6 % , 12 % , 24 % and 48 % ( V/ V) resp . Samples were frozen in 0 .25 ml tubules . The frozen tubules were thawed by i mmersing the
tubules in a water bathat 40 ℃for 10 s . Spermmotility , top integrity and membrane integrity were analyzed and compared . Results i ndicate that the dilu-
ents adding compound extraction liquid of traditional Chinese medicine could offer good cryopreservation effect for bull semen. Compared with control
group , the quality of the frozen-thawed bull semen of the first prescription and the second prescription was the best . Whenfirst prescription was with12 %
dil uents , sperm motility , top i ntegrity and membrane i ntegrity were 41 .50 % , 40 .14 % and 38 .16 %( P < 0 .05) resp . , being 10 .67 % , 3 .92 % and
5 .50 % higher than that of CK. When the second prescription was with 6 % diluents , the above 3 indexes were 41 .33 % , 41 .59 % and 40 .00 %( P <
0 .05)resp . , bei ng 10 .5 % , 5 .37 % and 7 .34 % higher than CK.
Key words  Bull semen; Compound diluents of traditional Chinese medicine ; Motility rate ; Top integrity ; Membrane integrity

  近年来 ,受中医理论在人类生殖健康上应用的启发, 动

物精液中药稀释液应运而生。中药对精液品质的显著改善

和提高作用,使人们找到了一条开发新型冷冻保护剂的有效

途径。研究表明,中药提取液在冷冻和解冻过程中能有效保

护精子 ,提高冻后精子的质量和受精能力[ 1 - 3] 。作为一种正

在开发的新型冷冻保护剂,中药冷冻稀释液在牛冷冻稀释液

上的应用研究主要局限在解冻液和颗粒冻精方面,而在牛细

管冻精生产上的应用研究很少。笔者通过比较不同中药复

方提取液的添加效果,探索适于在牛细管冻精生产上应用的

中药复方稀释液。

1  材料与方法

1 .1  试验仪器与试剂  试验仪器主要有旋转蒸发器、低温

冷却循环泵、循环水式多用真空泵、离心机、生物光学显微

镜、电热恒温培养箱、电子分析天平、细管一体机、磁力搅拌

器等; 主要试剂有Tris 、果糖、葡萄糖、柠檬酸、二水柠檬酸钠、

青霉素、链霉素、甘油、姬姆萨染色剂、磷酸盐缓冲液、福尔马

林磷酸盐固定液等。

1 .2 试验设计 设4 个配方: 复方一, 淫羊藿、巴戟天、菟丝

子、黄芪、甘草; 复方二, 淫羊藿、益母草、鸡冠花 ; 复方三, 淫

羊藿、菟丝子、黄精、山萸肉、甘草; 复方四, 淫羊藿、巴戟天、

菟丝子、鱼腥草、甘草。复方四为胡建宏等[ 3] 所筛选的中药

专利配方。所有中药均购自河南省郑州市健康人大药房。

1 .3  复方中药液的制备 准确称量各复方中药后 ,用10 倍

量冷水浸泡1 h 左右移至不锈钢锅中 ,在可控温电炉上煎煮 ,

先用武火煮沸后, 改用文火慢煎40 min 至1 h。滤出一煎液
�
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后, 加6 倍量冷水再煎煮30 min。然后将两煎药汁合并装于

旋转蒸发瓶中,75 ℃浓缩15 min。离心过滤后置冰箱中待用。

1 .4  稀释液及溶液的配制 TCG 对照配方为每100 ml 溶液

中含Tris2 .42 g、柠檬酸1 .34 g、葡萄糖1 g、青链霉素20 万IU、

卵黄20 ml 、甘油12 .8 ml 。在 TCG 的基础上, 按6 %、12 % 、

24 %和48 %( V/ V) 4 个水平在稀释液Ⅱ液中分别添加4 种中

药提取液, 比较不同配方、不同添加水平的中药提取液对牛

冻精质量的影响。

1 .5  试验动物和精液的采集 试验所用精液采自河南省纯

种肉牛繁育中心种公牛站中的2～7 岁、体质健壮、繁殖性能

良好的4 头夏洛来种公牛。采用假阴道法采精,采精频率为

每周2 次;常规检测鲜精品质, 包括射精量、色泽、云雾状和

精子活率等。

1 .6  精液的稀释冷冻和解冻  采用2 次稀释法。调整精子

密度为1 .2×108 个精子/ ml ,0～5 ℃平衡2～4 h , 装管( 0 .25

ml) ,冷冻后投入液氮保存。解冻方法:40 ℃温水中水浴10 s。

1 .7 精液品质的检测  

1 .7 .1 精子活率的直观检测。经解冻后的精液, 于室温25

℃以上的实验室, 在显微镜下观测精子活率。

1 .7 .2 精子顶体完整率检测。解冻后,取1 滴细管中间的精

液滴于载玻片的左端, 用另一张边缘光滑的载玻片呈35°角

自右面接触液滴 , 拉向另一侧, 制成抹片。自然风干5～10

min 后 ,用福尔马林磷酸盐固定液固定15 min , 水洗干燥后 ,

用姬姆萨染色90 min ,水洗干燥后,于显微镜下观察300 个精

子, 统计顶体完整精子数。

1 .7 .3 精子质膜完整率检测。细管解冻后, 用精子低渗液

(37 ℃) 调整精子密度至2×106 个精子/ ml , 孵育30～60 min ,

混匀, 取1 滴约10μl 于载玻片上, 于400×显微镜下观察, 计

算弯尾精子百分率。每次至少计算200 个精子。
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1 .8 数据统计分析 采用SPSS11 .5 软件对数据进行方差分

析和LSD 多重比较分析, 结果以平均数和标准误表示。

2  结果与分析

2 .1 不同复方中药提取液对牛精子活率的影响  表1 表

明, 添加12 %复方一及添加6 % 复方二提取液处理的冻后精

子活率显著高于其他浓度水平( P < 0 .05) , 但两者间的差异

不显著( P > 0 .05) 。各复方中药提取液在24 %添加水平时冻

后精子活率开始下降。复方一、三、四中药提取液在48 % 添

加水平时,精子活率均显著降低( P < 0 .05) ; 但复方二中药提

取液在48 % 添加水平时 ,精子活率与对照组相比差异不显著

( P > 0 .05) 。

  表1 添加不同中药提取液后牛冻后精子活率 %

浓度∥% 复方一 复方二 复方三 复方四

0( CK) 30 .83±2 .38 a 30 .83±2 .38 a 30 .83±2 .38 a 30 .83±2 .38 a
6 35 .16±0 .16 bc 41 .33±1 .76 a 34 .66±1 .66 c 36 .66±1 .74 b
12 41 .50±2 .02 a 36 .33±0 .55 b 38 .16±0 .74 ab 38 .00±1 .00 ab
24 31 .66±0 .84 a 36 .00±1 .96 a 35 .50±1 .58 a 33 .00±1 .63 a
48 9 .16±0 .83 b 31 .83±0 .87 a 9 .16±0 .83 b 10 .00±0 .00 b

 注 :同一列不同小写字母表示差异显著( P < 0 .05) 。下同。

2 .2  不同复方中药提取液对牛精子顶体完整率的影响  表

2 表明,添加12 %复方一处理及添加6 % 复方二处理的冻后精

子顶体完整率较好, 分别达41 .59 % 和40 .14 % , 明显高于其他

水平( P < 0 .05) ,但两者之间差异不显著( P > 0 .05) 。各复方中

药提取液在24 %添加水平时冻后精子顶体完整率呈现下降趋

势,添加复方二处理下降趋势比其他复方组较为缓和。

  表2 不同中药配方稀释液对牛冻精顶体完整率的影响 %

浓度∥% 复方一 复方二 复方三 复方四

0( CK) 36 .22±0 .86 a 36 .22±0 .86 a 36 .22±0 .86 a 36 .22±0 .86 a

6 37 .60±0 .71 ab 41 .59±1 .29 a 34 .82±1 .31 b 35 .99±1 .52 b

12 40 .14±2 .01 a 37 .56±2 .00 a 39 .63±0 .98 a 37 .16±1 .65 a

24 34 .66±1 .60 a 35 .19±1 .06 a 29 .15±1 .17 b 30 .35±1 .07 b

48 32 .33±1 .35 a 31 .88±1 .54 a 28 .94±0 .89 ab 26 .33±2 .25 b

  表3 不同中药配方稀释液对牛冻精质膜完整率的影响 %

浓度∥% 复方一 复方二 复方三 复方四

0( CK) 32 .66±2 .26 a 32 .66±2 .26 a 32 .66±2 .26 a 32 .66±2 .26 a

6 35 .25±1 .78 a 40 .00±1 .73 a 27 .66±2 .21 b 28 .58±1 .07 b

12 38 .16±1 .52 a 36 .75±0 .99 a 39 .50±1 .83 a 34 .58±1 .15 b

24 26 .00±1 .73 b 36 .16±0 .98 a 28 .33±1 .36 b 29 .75±0 .60 b

48 14 .83±1 .33 b 25 .08±1 .06 a 17 .41±0 .72 b 15 .66±1 .55 b

2 .3  不同复方中药提取液对牛精子质膜完整率的影响 表

3 表明, 复方二中药提取液在6 %添加水平时, 冻后牛精子质

膜完整率较好, 显著高于其他浓度水平( P < 0 .05) ,且其随着

添加浓度的升高呈现缓慢下降趋势。复方一、三和四在24 %

和48 %添加水平时, 冻后精子质膜完整率均显著降低( P

< 0 .05) ; 复方二中药提取液在24 %添加水平时 ,冻后精子质

膜完整率有所下降, 但下降趋势比其他复方组缓和, 与对照

组相比差异不显著( P > 0 .05) ; 复方二中药提取液在48 % 添

加水平时,冻后精子质膜完整率显著降低( P < 0 .05) 。

3  讨论

试验表明,按中药配方理论将特定性味与功效的中药组

成复方,可以显著改善牛精子冻后的品质, 提高精子细胞的耐

冻性。在4 个复方中,以复方一和复方二的添加效果较好。其

中复方一在12 %添加水平时及复方二在6 %添加水平时添加

效果较佳。各复方中药提取液在添加量为24 % 和48 % 时,冻

后精子品质呈不同程度的下降。但就同一配方不同添加水平

而言,不同配方的最佳添加剂量存在差异。复方一在12 %的添

加量时,精子冻后的品质较好,而复方二在6 % 的添加量时精

子冷冻效果较佳;这与胡建宏[3] 等的研究结果存在差异, 这可

能与配方的组成和用量及中药的提取方法有关。

冷冻过程伴随脂类过氧化反应, 冷冻处理过程中发生的

脂类物质氧化损伤程度与精子冷冻效果有密切关系[ 4 - 5] 。

精子在冷冻过程中产生大量活性氧( ROS) , 能破坏精子的细

胞骨架 ,使细胞内 DNA 流失, 最终导致精子的受精能力降

低。该研究发现,中药成分在抵御脂类物质氧化损伤和保护

精子质膜完整性上起到了积极作用, 这主要得益于其中药成

分中含有丰富的天然抗氧化剂和其他对抑制脂类氧化反应

具有增效作用的物质。

益母草含有硒和锰等多种微量元素。硒是一种强抗氧

化剂, 能抑制脂类的过氧化反应 ,延长细胞膜的生命 ,而锰能

激活水解酶、脱羧酶、激酶、转移酶、肽酶等上百种酶, 可增强

硒对精子细胞的保护效果。郑鸿翱等研究发现, 益母草能增

强超氧化物歧化酶( SOD) 和谷胱甘肽过氧化物酶( GSH- PX)

活性, 可以保护抗氧自由基酶系统的活性,抑制脂质反应, 减

轻过多氧自由基对细胞的损害[ 6] 。姜秀梅在小鼠上试验发

现,鸡冠花能明显提高超氧化物歧化酶( SOD) 和谷胱甘肽过氧

化物酶( GSH- PX ) 的活性及机体总抗氧化能力从而起到抗衰老

作用。黄芪富含有多种微量元素,其中包括能增强和激活超氧

化物歧化酶( SOD) 活性的硒[ 8]。黄芪总黄酮( TFA) 可降解细胞

脂质过氧化物生成,防止细胞损伤和致突变作用。刘玉萍的研

究表明, 给小鼠喂饮黄精的水煎液, 能明显提高小鼠肝脏中的

SOD 活性( P < 0 .05) ,增强小鼠全血谷光甘肽过氧化物酶的活

性[ 9] 。同时黄精还具有清除活性氧自由基的作用。淫羊藿甙

具有抗氧化,延缓衰老的功能, 淫羊藿多糖具有调节细胞免疫

和抗细胞衰老的作用,淫羊藿黄酮具有抗氧化作用[ 10] 。4 种复

方的中药有效成分可能在对抗精子脂类物质氧化损伤上产生

了一定的增效作用,为精子细胞提供了一种更为平衡的物质环

境,使精子质膜受到了较好保护,因此一定程度上提高了精子

细胞抵御低温冷冻伤害的能力。

Johnson 等认为,精子的冷休克可能与精子膜脂类双分子

层的组成有关,磷脂的脂肪酸组成和含量决定精子质膜的稳

定性, 同时胆固醇含量也是影响膜流动性的重要因素[ 11] 。

大部分哺乳动物所含系列的长链多聚不饱和脂肪酸( LCPU-

FA) 占全部脂肪酸的60 %以上, 由于这种特有的脂质成分排

列成双层结构, 赋予脂膜更强的流动性 ,使精子质膜能更好

的抵御冰晶化的伤害。精子质膜作为一种动态膜 ,在冷冻过

程中亦要不断与胞外进行物质交换以维持精子细胞内外平

衡。鸡冠花含有大量的蛋白质和不饱和脂肪酸 , 菟丝子、巴

戟天等中药也含有多种氨基酸、蛋白质和脂类。再加上精子

能聚集稀释液中的多种天然氧化剂参与脂类的代谢[ 12] 。这

在一定程度上可能增加了牛精子中多聚不饱和脂肪酸的含
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的养分具有高度的选择性。当土壤施入某种肥料,由于植物

的选择吸收特性, 就必然会出现吸收肥料中的阴、阳离子不

平衡现象,从而对土壤的pH 值产生影响。试验发现, 随着大

棚蔬菜种植年限的增加,土壤pH 值有下降的趋势,有的土壤

表层pH 值下降到4 .50 左右, 土壤酸化严重。4、7、10 年的大

棚菜地0～20 c m土层土壤pH 值比1 年大棚菜地0～20 c m土

壤pH 值分别下降了5 .8 %、19 .8 %、41 .3 % ; 表层以下土壤pH

值也存在下降的趋势,但下降程度较表层土壤小。

2 .2 .3 棚龄对土壤养分的影响。大棚土壤中肥料的投入量

远远高于蔬菜的实际养分吸收量 ,使土壤养分与露地相比发

生较大的变化。根据不同种植年限大棚表层土壤碱解氮、速

效磷、速效钾的含量情况可知,大棚土壤0～20 c m土层速效

养分含量明显增加。大棚土壤中碱解氮含量87 .3～236 .1

mg/ kg , 对照露地土壤仅为75 .5 mg/ kg ,种植1、4、7 和10 年的

大棚 土壤 碱解 氮含量 较露 地土壤 分别 增加 了 15 .6 % 、

75 .4 %、120 .9 %、212 .7 % 。大棚土壤速效磷含量呈高度富集

状态,1、4、7、10 年大棚土壤的速效磷分别为 87 .3、132 .4、

166 .8、236 .1 mg/ kg , 分别是露地土壤的1 .93、7 .69、11 .82 和

20 .73 倍。种植1、4、7、10 年大棚土壤中速效钾含量分别是露

地的1 .18、1 .74、2 .42 和3 .07 倍。大棚土壤中速效磷的增加

最为显著, 这可能与菜农的磷肥高投入有关( 生产每季黄瓜

菜农投入的P2O5 是945 kg/ hm2) 。

2 .2 .4 棚龄对土壤物理性质的影响( 表3) 。表3 表明, 表层

土壤容重随着种植年限的增加呈下降趋势,1～10 a 大棚土

壤容重下降了0 .03～0 .10 g/ c m3 ;10 年棚龄大棚土壤容重下

降最大 ,与露地土壤相比下降了8 .8 %。表3 表明,大棚土壤

总孔隙度、毛管孔隙度随着种植年限逐年升高 ,分别由露地

土壤的 53 .6 % 、41 .0 % 上升到 10 年 棚龄土壤的 57 .4 % 、

47 .3 %。10 年棚龄土壤的田间持水量比露地增加了1 .9 % ～

2 .0 % ;团粒 结构由露 地的 3 .1 % 上升 到 10 年 棚龄土 壤

18 .1 % ,比露地土壤上升4 .8 倍。可见大棚土壤的容重下降、

总孔隙度和毛管孔隙度升高、田间持水量加大、团粒结构增

多, 实行大棚栽培后土壤物理性质的上述指标均优于露地土

壤。大棚表层土壤结构性良好, 具有良好的孔隙状况, 有利

于根系的穿透,通气透水 ,持水性强, 有利于蔬菜作物的生长

发育。

  表3 保护地种植年限对表层土壤物理性质的影响

棚龄

a

容重

g/ cm3

总孔隙度

%

毛管孔隙度

%

田间持水量

%

团粒结构

%
1 1.20 54 .7 42 .2 26 .1 4.9

4 1.18 55 .5 43 .1 27 .8 13 .6

7 1.16 56 .2 46 .1 28 .9 15 .8

10 1.13 57 .4 47 .3 30 .8 18 .1

露地 1.23 53 .6 41 .0 25 .6 3.1

 注 :此表为0～20 c m 土层土壤数据。

3  讨论

山东省大棚栽培土壤随着栽培年限增加,盐渍化程度逐

年加剧, 主要表现在土壤电导率增加,pH 值下降。导致大棚

栽培土壤盐渍化程度加剧的主要原因是过量施肥使土壤中

盐分浓度过高; 其次是施肥技术不合理 ,如过量施用腐熟厩

肥等; 另外不合理的灌溉及不合理的种植制度也会导致大棚

栽培土壤的盐渍化。试验发现, 大棚土壤 EC 值随着种植年

限的增加呈现上升趋势。大棚土壤盐分主要积聚在0～20

c m土层, 随着土层加深, 其含量呈现下降的趋势, 但大棚下

层土壤盐分含量也比相邻粮田对应土层高。
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量, 改变了精子细胞膜中磷脂和胆固醇的含量和比例 , 赋予

脂膜更强的流动性。另外 , 复方稀释液中的糖类的羟基可

能与精子膜磷脂的磷酸根结合 , 置换细胞膜周围的水分子,

有效阻碍冷冻过程中大冰晶的形成 , 避免了冷冻冰晶的形

成对精子的损伤。该研究表明, 提高质膜中不饱和脂肪酸

的含量将有助于提高精子的抗冻性。

由于各复方的配方和用药量不同 , 所构成的稀释液复

杂体系也不同 ,对冻后精子品质产生的增效作用也有强弱。

中草药成分对精子冷冻所起到的积极作用的具体机理和抑

制其积极作用发挥的原因有待于进一步研究。
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