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摘 要：为探究槲皮素（Quercetin，QUE）对绵羊精液冷冻保存效果的影响，本研究在绵羊精液冷冻保存稀释

液中添加不同浓度的 QUE（0、10、20、30、40 µmol/L），检测冷冻 - 解冻后精子活力、抗氧化能力及线粒

体膜电位等指标。结果表明：与对照组相比，添加 30µmol/L QUE 组的精液在解冻后精子的活率、活力、直

线运动速率、曲线运动速率、鞭打频率、平均运动速率、直线性、摆动性显著提高，显著降低了活性氧水平、

顶体损伤率，显著提高了线粒体膜电位水平和谷胱甘肽（Glutathione，GSH）含量。因此，在绵羊精液冷冻

保存稀释液中添加 30 µmol/L QUE 可以显著改善绵羊精液冷冻保存质量，提高其抗氧化能力。
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绵羊人工授精技术作为家畜常用的辅助生殖技术，

能够充分发挥优质种公羊的繁殖潜力，快速扩繁优良

种群，推动家畜遗传改良进程，该技术一般采用新鲜

精液、低温保存精液或冷冻精液。精液保存作为绵羊

人工授精技术的关键环节，精液质量直接影响人工授

精的成功率 [1-2]。Hill 等 [3] 研究表明，新鲜精液人工授

精后母羊的受胎率（82.20%）显著高于冷冻精液人工

授精后母羊的受胎率（71.60%）。相比其他 2 种保存

方式，冷冻保存具有保存时间长、便于运输等优势 [4-5]。

然而，在冷冻保存过程中，精液会产生活性氧（Reactive 

Oxygen Species，ROS），导致精子抗氧化酶活性下降，

进而影响精子顶体和膜的完整性 [6-8]。这些因素共同影

响了绵羊精液冷冻保存的效果。抗氧化剂可通过清除

ROS 减少或预防氧化应激的发生，从而在冷冻保存中

起到保护作用 [9]。

槲皮素（Quercetin，QUE）也称栎精或槲皮黄素，

是一种具有强大生物活性的天然黄酮类化合物，广泛存

在于多种水果、蔬菜和药用植物的花、茎、叶、果实和

种子中，通常以糖苷形式存在，如槲皮苷、芦丁和金丝

桃苷。QUE 因其显著的抗氧化能力而备受关注 [10]。在

山羊 [11]、猪 [12] 的冷冻稀释液中添加 QUE 可改善精子

的运动能力、抗氧化酶活性。然而，QUE 在绵羊精液

冷冻保存中的应用尚未见报道。本实验探究了 QUE 对

绵羊精液冷冻保存效果的影响，为进一步优化绵羊精液

冷冻保存稀释液的配方提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 主要试剂和仪器    三羟基氨基甲烷（Tris（Hydroxy 
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methyl）Aminomethane，Tris）、2,7,-DCFHDA、 青

链霉素购自北京索莱宝科技有限公司；无水柠檬酸、无

水葡萄糖购自日本 Wako 公司；QUE、花生凝集素购自

美国默克生物公司；线粒体膜电位检测试剂盒（JC-1）

购自上海碧云天生物技术有限公司；CellTrackerTM blue 

CMF2HC 购自美国赛默飞世尔科技公司。精子分析仪

[MD06200C，南宁松景天伦生物科技有限公司（迈朗）]，

分析天平（AS 60/220.R2，RADWAG），精子冷冻仪

（CL-5500，Cryologic）。

1.1.2 溶液配制    基础稀释液：3.04 gTris、1.554 g 无

水柠檬酸、1.136 g 无水葡萄糖、100 mL 超纯水。冷冻

稀释液：在基础稀释液的基础上添加 20% 的卵黄、6%

的甘油、不同浓度的 QUE，按照 QUE 浓度不同分为 5 组，

分别为 0（对照组）、10、20、30、40 µmol/L 添加组，

现用现配。

1.1.3 精液采集    试验羊选取新疆 184 团屯旺牧业有限

责任公司的性欲旺盛且繁殖性能高、体型外貌良好、睾

丸大小适中的 10 只 2~3 岁的纯种多胎萨福克羊公羊。

通过人工假阴道采集精液，每只公羊每隔 1 d 采 2 次精

液，采集后 20 min 内运到实验室进行品质评估。选择

精子密度为 2.5×109 个 /mL 以上，活率 0.75 以上的方

可用于试验。将检测合格后的至少 3 只公羊的精液混合

均匀，以消除个体差异。

1.2 实验方法

1.2.1 精液的冷冻和解冻    1）精液冷冻：将 1.1.3 中混

匀的精液平均分为 5 份，用 37℃预热的未添加 QUE 和

添加 10、20、30、40 µmol/LQUE 的冷冻稀释液将每

组精液稀释至 8×107 个 /mL。将稀释好的精液用精液自

动灌装机分装到 0.25 mL 细管中，然后放入 4℃冰箱平

衡 2 h，使精液缓慢降温到 4℃，待平衡结束将精液放

入程序化冷冻仪中进行冷冻。冷冻程序：冷冻时间为

7 min，精液从 4℃降至 -10℃为慢速冷冻需要 2.5 min，

-10℃降到 -100℃用时 2.5 min，然后经过 2 min 从 -100℃

降至 -140℃，冻精完毕。

2）精液解冻：将细管冻精从液氮罐中取出，在空

气中摇晃 2 s 将细管表面的液氮挥发完毕，再置于 37℃

水浴锅中，1 min 后取出擦干表面水分，用剪刀剪去封

口端，将精液沿着封口缓慢倒入离心管中备用。

1.2.2 精液冷冻后质量和运动参数测定    将解冻后的精

液，取 10 µL 滴在载玻片上，使用精子分析仪精子辅助

分析系统（CASA），在 400× 显微镜下随机观察 6 个视野，

检测精子数量应大于 300 个（n>300）记录精子的活率、

活力、直线运动速率（Straightline Velocity，VSL）、

曲 线 运 动 速 率（Curvilinear Velocity，VCL）、 鞭 打

频 率（Beat Cross Frequency，BCF）、平 均 运 动 速 率

（Velocity Average Path，VAP）、直线性（Linearity，

LIN）、摆动性（Wobble，WOB）。

1.2.3 线粒体膜电位检测    按 JC-1 试剂盒（C2006）说

明书配制工作液，严格按照试剂盒说明书进行操作，最

后取 10 µL 染色后的精液进行压片，在荧光显微镜下进

行检测，对照组与实验组每组拍 6 组视野，且保持拍照

参数一致，检测精子数量应大于 300 个（n>300），至

少进行 3 次生物学重复。膜电势的计算为红色荧光（聚

集体）与绿色荧光（单体）的比值，使用 Image J 软件

分析 JC-1 红、绿荧光的平均荧光强度值。

1.2.4 顶体损伤检测    使用 FITC-PNA 试剂盒（L7381）

进行顶体损伤检测，严格按试剂盒说明书配制工作液，

最后取 10 µL 染色后的精液进行压片，在荧光显微镜下

进行检测，对照组与实验组每组拍 6 组视野，且保持拍

照参数一致，检测精子数量应大于 300 个（n>300）至

少进行 3 次生物学重复。未发生顶体损伤的精子不会与

探针结合；发生顶体损伤精子的头部会与探针结合，发

出蓝色荧光。

1.2.5 ROS 水 平 测 定    使 用 2,7,-DCFHDA 试 剂 盒

（CA1410）测定 ROS 含量，严格按照试剂盒说明书

进行操作。取 10 µL 处理完毕的精液进行压片，在荧

光显微镜下进行检测，对照组与实验组每组拍 6 组视

野，且保持拍照参数一致，检测精子数量应大于 300 个

（n>300），至少进行 3 次生物学重复。在相同染色条

件下和拍照参数条件下，ROS 水平越高，绿色荧光强

度越高。

1.2.6 谷 胱 甘 肽 水 平 检 测    使 用 CellTracker™ blue 

CMF2HC 试剂盒（C2110）测定谷胱甘肽（Glutathione，

GSH）水平，严格按照试剂盒说明书进行操作。取 10 µL

处理后的精液进行压片，在荧光显微镜下进行检测，对

照组与实验组每组拍 6 组视野，且保持拍照参数一致，

检测精子数量应大于 300 个（n>300），至少进行 3 次

生物学重复。在相同染色条件下和拍照参数条件下，

GSH 水平越高，蓝色荧光强度也会越高。

1.3 统计与分析    实验结果使用 Image J 软件分析平均
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荧光强度，使用 Graphpad Pism9.5 对数据进行单因素

方差分析并绘制图片，试验重复 3 次（n=3）。

2 结  果

2.1 QUE 对精子冷冻后活率和活力的影响    由表 1 可

知，精子活率随着 QUE 浓度的增加呈现先升高后降低

的趋势，10、20、30 µmol/L QUE 组的精子活率均显

著 高 于 对 照 组 和 40 µmol/L QUE 组，其 中 30 µmol/L 

QUE 组最高（P<0.05）。精子活力随着 QUE 浓度的增

加呈现先升高后降低的趋势，10、20、30 µmol/L QUE

组的精子活力均显著高于对照组和 40 µmol/L QUE 组，

其中 30 µmol/L QUE 组最高（P<0.05）。

2.2 QUE 对精子冷冻后运动能力的影响    由表 1 可知，

30µmol/L QUE 组 的 VSL、BCF、VAP、LIN、WOB、

VCL 显著高于其余各组，40 µmol/L QUE 组的 VCL 显

著低于其余各组，对照组、10、20 µmol/L QUE 组之间

差异不显著。

2.3  QUE 对精子冷冻后 ROS 的影响    由图 1 可知，

10、20、30 µmol/L QUE 组的精子 ROS 水平显著低于

对照组和 40 µmol/L QUE 组，其中 10、20、30 µmol/L 

QUE 组组间差异不显著，30 µmol/L QUE 组显著低于

20 µmol/L QUE 组，为所有组中最低。

2.4 QUE 对 精 子 冷 冻 后 GSH 的 影 响    由 图 2 可 知，

30 µmol/L QUE 组的 GSH 水平显著高于对照组和其他

实验组，其余各组之间差异不显著。

2.5 QUE 对精子冷冻后顶体损伤率的影响    由图 3 可

知，30 µmol/L QUE 组顶体损伤率显著低于对照组和其

他实验组。

2.6  QUE 对精子冷冻后线粒体膜电位的影响    由图 4

可知，30 µmol/L QUE 组的线粒体膜电位水平高于对照

组和其他实验组（P<0.05）。

A：Control；B：10 µmol/L QUE；C：20 µmol/L QUE；D：30 µmol/L QUE；E：40 µmol/L QUE；荧光显微镜 400× 下进行检测。Bar=100 µm。F：不同组 ROS 染色的相对

荧光强度。* 表示显著（P<0.05），**、***、**** 表示极显著（P<0.01），下图同。

图 1 QUE 对精子 ROS 水平的影响

表 1  QUE 对精子活率、活力和运动性能的影响

注：同列数据肩标含相同字母表示差异不显著（P>0.05），不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。下表同。

QUE,µmol/L 活率 ,% 活力 ,% VSL,µm/s VCL,µm/s BCF,Hz VAP,µm/s LIN,% WOB,%

0 40.58±2.62c 31.88±5.78c 16.89±0.25c 37.56±0.48b 0.79±0.02b 26.40±0.28b 44.33±2.08b 82.00±3.05b

10 63.90±2.46b 45.33±5.39b 17.26±0.50b 37.47±1.03b 0.77±0.01b  27.16±0.99ab 46.00±0.57b 86.67±1.53b

20 65.16±4.86b 47.69±5.47b 17.30±0.66b 38.75±1.25b 0.81±0.06b  27.66±1.33ab 46.33±0.57b 86.33±2.08b

30 77.52±6.57a 58.29±2.50a 18.90±0.78a 40.73±0.84a 0.96±0.06a 28.80±0.69a 50.33±1.15a 92.00±2.00a

40 45.89±4.78c 26.90±2.75c 16.95±0.68c 34.98±0.68c 0.84±0.07b  27.17±1.78ab 45.25±0.50b 84.33±1.53b
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3 讨  论

有研究表明，在精子冷冻过程中，由于 ROS 过量

生成，打破了与抗氧化防御机制之间的动态平衡，精子

存活时间缩短，活力降低 [13]。许多研究者尝试在冷冻

稀释液中添加外源性抗氧化剂，以保护精子免受冷冻过

程中的损伤 [14]。本研究表明，在绵羊精液冷冻稀释液

中添加 30 µmol/L 的 QUE 可改善精子冷冻保存效果，

其中精子活率和活力别达到 77.52%、58.29%，VSL 为

18.90 µm/s，VCL 达到 40.73 µm/s，BCF 为 0.96 Hz，VAP

为 28.80 µm/s，LIN 和 WOB 为 50.33% 和 92.00%， 顶

体损伤率也显著降低。Bang 等 [15] 研究报道在狗精液

A：Control；B：10 µmol/L QUE；C：20 µmol/L QUE；D：30 µmol/L QUE；E：40 µmol/L QUE。荧光显微镜 400× 下进行检测。Bar=100 µm。F：不同组顶体损伤染色荧光强度。

图 3  QUE 对精子顶体的影响

A：Control；B：10 µmol/L QUE；C：20 µmol/L QUE；D：30 µmol/L QUE；E：40 µmol/L QUE。荧光显微镜 400× 下进行检测。Bar=100 µm。F：不同组 GSH 染色的相对荧光强度。

图 2 QUE 对精子 GSH 含量的影响
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冷冻稀释液中添加 50 µmol/L 的 QUE 能显著提高狗精

子 冻 融 后 的 活 率（46.90%）。Cheraghi 等 [16] 报 道 在

人精液冷冻稀释液中添加 50 µmol/L 的 QUE 可显著提

高冷冻复苏后精子的活率（39.7%）。Batool 等 [11] 研

究表明在山羊精液冷冻稀释液中添加 5 µmol/L 的 QUE

可以显著提高冻融精子的 VSL（55.00 µm/s）和 VCL

（119.67 µm/s）。可能由于物种不同，物种间抗氧化

机制的差异，QUE 的最适添加浓度有所不同。本实验

与 Cheraghi 等 [16] 和 Batool 等 [11] 的研究结果在具体浓

度上有所不同，但均表明在适宜浓度范围内 QUE 具有

积极作用。冷冻过程中 ROS 的生成引发氧化应激，导

致严重的精子损伤，破坏质膜并降低精子质量 [17]。精

子质膜上含有大量的多不饱和脂肪酸（PUFA），PUFA

上有被亚甲基分离的 2 条双链，其中 C-H 键易在被

ROS 攻击下，从脂肪酸侧链甲烯碳中夺取氢原子可启

动脂质的过氧化，使整个双链发生重组，生成更稳定的

脂质过氧化物。而脂质过氧化物可在金属离子的作用下

发生脂质过氧化链式反应，导致精子膜损伤甚至死亡。

QUE 作为天然黄酮类抗氧化剂，能够有效清除 ROS，

调节细胞膜内的脂质成分，降低脂质过氧化对精子质膜

的损伤，降低顶体损伤率，提高精子冻融后的活率、活

力和运动指标。

QUE 可通过调节 GSH 水平来增强抗氧化能力，这

是因为当机体产生自由基时，超氧化物歧化酶将迅速将

自由基的 O2
- 转化为 H2O2，并进一步催化为无毒 H2O

和 GSH[18]。而作为反应氢供体，GSH 水平决定了反应

速率 [19]。本研究表明，在绵羊精液冷冻稀释液中添加

30 µmol/L 的 QUE 可显著增加 GSH 含量，降低 ROS

的生成。Kumar 等 [20] 研究表明在山羊精液稀释液中

添加 20 µmol/mL 的 QUE 可以显著增加精子存活率和

ROS 阴性比例，Bang 等 [15] 研究表明在狗精液冷冻稀释

液中添加 50 µmol/L 的 QUE 可显著降低 ROS 水平。在

不同物种中，精子抗氧化能力有所差异。本研究结果与

Kumar 等 [20] 和 Bang 等 [15] 的研究结果在具体浓度上有

所不同，但均表明在适宜浓度范围内 QUE 可降低精子

冷冻过程中 ROS 水平。

Cheraghi 等 [16] 研究报道在人精液冷冻稀释液中

添加 50 µmol/L 的 QUE 可显著提高线粒体膜电位水

平；Kumar 等 [20] 研究表明在山羊精液稀释液中添加

20 µmol/mL 的 QUE 可以显著提高精子冻融后的线粒体

膜电位水平。本实验结果表明在绵羊精液冷冻稀释液中

添加 30 µmol/L 的 QUE 可以显著提高线粒体膜电位水

平，此结果与上述相关研究有差异。这可能是在不同物

种中，精子中的各种蛋白含量有所不同，导致精子的抗

氧化能力出现差距，所以在 QUE 的最佳浓度上有所不

同。精子的线粒体膜电位会在冷冻保存的过程中下降，

从而导致线粒体的功能出现障碍，ATP 产量下降，无

法在精卵结合过程中提供足够的能量，导致受精率下

降 [18]。QUE 作用的靶点主要是膜细胞器，而线粒体是

其中之一。QUE 与线粒体能相互作用主要是因为 QUE

的化学结构具有高度疏水性，QUE 的化学结构包括 3 个

芳香环和 5 个羟基，使其具有两亲性。苯环和平面结构

构成分子的疏水部分，使其能与疏水环境相互作用 [21]，

而羟基构成极性部分 [22-23]，而正是由于这一个结构，

QUE 可以与线粒体膜的极性 - 非极性部分呈现亲和

力，改变了膜的通透性，影响了氧化磷酸化活性，及

A：精子 JC-1 染色的结果，荧光显微镜 400× 下进行检测。Bar=100 µm。B：精子 JC-1 红、绿荧光比值。

图 4  QUE 对精子线粒体功能的影响
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膜电位水平 [23-27]。

4 结  论

本研究结果表明，在绵羊精液冷冻稀释液中添加

30 µmol/L 的 QUE 可显著提高冷冻解冻后精子的活率、

活力以及 VSL、VCL、VAP、BCF、LIN、WOB、GSH

含量，降低 ROS 水平、顶体损伤率，提高精子线粒体

膜电位水平。
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