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肝素处理山羊精子体外获能的研究

周佳勃 吴延光 刘丽清 罗明玖 常仲乐 谭秀文 刘娜 谭景和#

（山东农业大学 动物科技学院，泰安 !01"17）

摘 要 系统研究了作用浓度、时间和温度以及输卵管上皮细胞和卵丘细胞对肝素处理山羊精子体外获能后的精

子活力、质膜完整性、顶体完整率、获能比例及受精和卵裂的影响，为改善山羊精子体外获能效果和研究获能机理

提供了必要的数据。主要实验结果如下：1E 在获能液中添加 8、1"、!8、8" 和 1""!FG<H 肝素处理 #8<=? 时，添加 8" 和

1""!FG<H 肝素精子获能比率最高（分别为 88I和 84I），但添加 1""!FG<H 肝素处理后顶体完整率明显（3 J "E"8）低

于对照组。说明山羊精子获能的最佳肝素浓度为 8"!FG<H。!E 随肝素作用时间（"，1"，!"，$"，#8，4" 和 1!" <=?）

的延长，获能精子比例逐渐提高。其中，肝素处理 #8 K 1!" <=? 各组的获能精子比例差异不显著（3 L "E"8），处理

1!" <=? 组的精子活力和质膜完整率显著低于其它各组。说明 8"!FG<H 肝素处理精子获能的最佳时间是 #8 K 4"
<=?。$E 在 #!M和 $7E8M下处理时，获能精子比例显著高于 18M和 $0M，但 #!M处理后精子活力和顶体完整率显

著低于其它温度。因此，$7E8M为山羊精子获能的最佳温度。#E 与输卵管上皮细胞共培养获能精子比例显著高于

对照组和卵丘细胞组，但精子活力、质膜完整率和顶体完整率差异不显著。输卵管上皮组的受精率（21E$I）和卵

裂率（0!E!I）显著高于对照组（71E!I，48E"I）。说明与输卵管上皮细胞共培养能显著提高肝素处理山羊精子体

外获能的效果。
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通过卵母细胞体外成熟、体外受精和体外培养

（P%*/P%9/P%Q）可提供大量优质廉价胚胎。然而，山

羊卵母细胞的 P%*/P%9/P%Q 技术，系统还不稳定，可

重复性差。

目前，虽然已经发明了多种体外获能方法，但关

于精子获能的机理及影响因素尚有许多问题值得探

讨。肝素是一种高度硫酸化的氨基多糖（3O3）。已

证明，体外受精时添加肝素可提高牛［1，!］、绵羊［$］、山

羊［#］和马［8］精子的受精能力。尽管有人报道肝素能

诱导山羊精子体外获能，但不同实验所用的肝素浓

度差异很大［4，0，7］。有人发现，单层输卵管上皮能促

进牛［2］和鹿［1"］精子获能，但在山羊尚未见同类研

究。3R+>S=? 等［11］报道，卵丘细胞在体外可以使仓鼠

精子获能，但对其在获能和受精中的作用尚存争议。

由于细微的温差会使精子膜脂的物理状态发生很大

变化［1!，1$］，故有必要研究温度对精子获能的影响。

此外，尚未见有关山羊精子获能处理后的活力、质膜

完整性、顶体完整率和获能率变化的报道。

本文系统研究了作用浓度、时间和温度以及输

卵管上皮细胞和卵丘细胞对肝素处理山羊精子获能

后的精子活力、质膜完整性、顶体完整率、获能比例

及受精和卵裂的影响。

! 材料与方法

!"! 体外获能程序

使用假阴道从 $ 只成年健康鲁白山羊采集鲜

精。先 在 4 个 8<H 离 心 管 中 装 !<H 改 进 T* 液

（<T*）［1#］，每管在底部加入 0"!H 精液进行上游处

理［18］。1 . 后，自每个离心管吸取上部 "E0<H 高活

力精液，混合后再 !"" U F 离心 1"<=?。去除上清后

检测精子密度。用获能液（含肝素的 <T*）将精子

密度稀释到 7" U 1"4 个G<H 后，在 $7E8M下孵育获

能。

!"# 精子质量参数检测

!"#"! 活力的检测：各实验组精液混匀后取 1"!H
放入 1<H 预热的 <5V,&C6WB 液中 $7E8M孵育 !"<=?，



混匀后，取 !"!# 在血球计数板上在 !"" 倍相差显微

镜下观察 $ 个视野，分别记录视野中直线运动精子

数和精子总数，计算平均直线运动精子百分比。

!"#"# 精 子 低 渗 抗 性 检 测（%&’(）：按 照 )*+*,,
等［!-］的方法，从各实验组的精液中取出 .$!#，用低

渗液稀释（/01$2 柠檬酸钠·.%.&，!10$!2 果糖，溶于

!"""3# 三蒸水）到 .""!#。140$5孵育 6$378 后，加

入 .9的戊二醛 1""!#。取 !"!# 混合液涂片，在 6""
倍相差显微镜下观察 $ 个视野，计算弯尾精子数占

精子总数的百分率。每次检测时至少数 ."" 个精

子。

!"#"$ %:*;<=>11.$4?@(@ 染色方法：从各实验组的

精液中，取 !"!# 用 !3# 3(AB:C*D= 液稀释后 140$5
孵育 ."378。（!）取 1E-!# 精 子 悬 液，加 入 6!#
%:*;<=>11.$4 染 色 液，混 匀，避 光 室 温 孵 育 1378。

（.）, F $3# 离心管中放入 !3# 19的 GHG 溶液，将精

子悬液轻轻铺在 GHG 溶液上，$"" I 2 离心 -378，去

上清。（1）沉淀精子块用 $"!#、3JGK’ 液悬浮吹打

均匀。（6）取 6$!# 精子悬液加入 6$!# 的 @(@ 染液，

混匀后加入 4!#!.0$9多聚甲醛溶液混匀。（$）把

!"!# 精子悬液和等量增光剂滴在载片上，混匀后盖

上盖片，在 #*7;L JM#K 显微镜下放大 6"" 倍检查。

头部不被 %:*;<=>11.$4 着色的精子判定为质膜完

整。放大 !""" 倍油镜下观察质膜完整精子的 @(@
着色情况，判定顶体形态。N 型精子头部均匀着色，

为未获能顶体完整精子；K 型精子在顶体后方出现

无荧光带，为获能并顶体完整精子；O) 精子头部不

发光或在赤道段有一薄层荧光带，为顶体反应的精

子。每次检测时数 ."" 个精子，计算精子质膜完整

率、获能率和顶体完整率。

!"$ 体外受精

受精液为含有 !!2?3# 牛磺酸的 (O#G 受精液。

体外成熟卵丘卵母细胞复合体（@&@）用受精液洗 !
次后放入 !""!# 的受精滴中，每滴 !4 P .. 枚。然

后，每个受精滴加入 $!# 获能精子，最终精子浓度为

10$ I !"- P 6 I !"- 个?3#。授精后，在 140$5，$9
@&.的培养箱中孵育。!/< 后，一部分卵母细胞压

片，检查受精率；另一部分卵母细胞转入 (@MQ!EE
液继续培养，64< 检查卵裂。

!"% 数据处理

每组实验至少重复 1 次。统计时先使用统计软

件 ’G’’40" 的 R:,3:2B:+Q’37B8:S 和 #*+*8* 方差齐次

性检验确定其分布性，不具正态性的数据经过反正

弦平方根转换后都符合正态分布型。然后应用统计

分析软件 ’G’’ 40" 的 OT&HO 模块，进行单因素方

差分析。! U "0"$ 被认为是差异显著。

# 结果

#"! 肝素浓度对山羊精子获能的影响

在获能液中添加 $、!"、.$、$" 和 !""!2?3# 肝素

140$5处理 6$378，都显著（! U "0"$）提高了精子的

获能比例。其中，添加 $" 和 !""!2?3# 肝素的获能

比率最高，但添加 !""!2?3# 肝素处理后顶体完整率

明显低于对照组（表 !）。

表 ! 肝素浓度对山羊精子体外获能的影响

&’()* ! +,,*-. /, 0*1’234 -/4-*4.2’.3/4 /4 !" #!$%& -’1’-3.’3/4 /, 5/’. 61*27’./8/’

%*VLB78

;:8;*8>BL>7:8?（!2?3#）

’V*B3

3:>7,7>A

%:*;<=>

8*2L>7+* =V*B3?9

%&’(

V:=7>7+* =V*B3?9

O;B:=:3*

78>L;> =V*B3?9

@LVL;7>*C

=V*B3?9
" 4-0! W $0"L E.0- W 10!L E10$ W .0.L E-0! W !0.L $0- W $04L

$ 4$0E W -01L E.01 W 60$L E10" W !0EL E.04 W 604LX !60! W 101X

!" 460$ W 60$L E.0E W !0EL E10" W .0$L E.0$ W -0.LX 1.0$ W .04;

.$ 4604 W !0/L E.01 W $0$L E.0/ W 60-L 4E0! W .0$LX 6$0. W 60$;

$" 4-0- W -01L E.0/ W 60!L E!0$ W $04L 4/0- W 10!LX $60E W $0.C

!"" 4-0E W 10EL E.0" W .0$L E!0" W .0"L /10! W .0.X $-0" W $0"C

L，X，;，C：HL,Y*= S7>< ;:33:8 ,*>>*B= 78 =YV*B=;B7V>= C7C 8:> C7ZZ*B =7287Z7;L8>,A（! [ "0"$）F

#"# 肝素作用时间对山羊精子体外获能的影响

用添加 $"!2?3# 肝素的获能液 140$5处理 "、

!"、."、1"、6$、-" 和 !."378 时，随肝素作用时间的延

长，获能精子比例逐渐提高。其中，肝素处理 6$ P
!."378 各 组 的 获 能 精 子 比 例 差 异 不 显 著（ ! [
"0"$）。处理 !."378 组的精子活力和质膜完整率显

著（! U "0"$）低于其它各组（表 .）。

#"$ 温度对山羊精子体外获能的影响

用添加 $"!2?3# 肝素的获能液在 !$、1/、140$
和 6.5下分别处理 6$378 时，在 6.5和 140$5下处

理的获能精子比例显著高于其它温度，但 6.5获能

处理 后 精 子 活 力 和 顶 体 完 整 率 下 降，显 著（ ! U
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!"!#）低 于 其 它 温 度。$%"#& 的 精 子 获 能 率 低 于

’(&，但 $%"#&获能时的精子活力、质膜完整率和顶

体完整率都显著高于 ’(&（表 $）。

!"# 输卵管上皮细胞和卵丘细胞对精子获能的影

响

采用 #!!)*+, 肝素在 $%"#& 下处理 ’#+-. 发

现，在与输卵管上皮细胞共培养 $!+-. 之内，大部分

精子就与输卵管上皮细胞发生贴附，尾部运动加速。

但与单层卵丘细胞共培养时，精子不发生贴附。与

输卵管上皮细胞共培养获能精子比例显著（ ! /
!"!#）高于对照组和卵丘细胞组，但精子活力、质膜

完整率和顶体完整率差异不显著（表 ’）。输卵管上

皮组的受精率（01"$2）和卵裂率（3("(2）显著（! /
!"!#）高于对照组（%1"(2，4#"!2）。

表 ! 肝素作用时间对山羊精子体外获能的影响

$%&’( ! )**(+, -* ,.(%,/(0, 12.%,3-0 -0 !" #!$%& +%4%+3,%,3-0 -* 5-%, 64(./%,-7-%

56789-. :968:+6.:

:-+6*+-.

;769+

+<:-=-:>

5<6?@A:

.6)8:-B6 A769+*2

5C;D

7<A-:-B6 A769+*2

E?9<A<+6

-.:8?: A769+*2

F878?-:6G

A769+*2
! 01"! H $"#8 0$"1 H 4"$8 0’"# H ("08 0#"3 H ("#8 #"# H 4"’8

1! %0"# H ’"(8 0$"1 H ’"#8 0’"! H #"(8 0$"4 H ’"18 14"# H 4"(I

(! %%"( H !"#8 0$"! H 1"48 0$"% H ’"’8 01"! H ("#8I (0"# H #"!?

$! %3"4 H 1"18 0("% H !"’8 0("# H $"48 %0"# H 4"(8I ’$"0 H $"(G

’# %#"% H ("(8 0("# H $"#8 0("! H 1"#8 %3"! H #"%8I #’"1 H ("16

4! %$"# H $"!8I 0!"( H 4"18 0!"# H ’"%8 %$"% H 1"#I #4"# H #"06

1(! 3#"( H ’"%I %!"$ H ("#I 30"# H ("(I %("# H ’"0I 4!"! H ("%6

8，I，?，G，6：J8=K6A L-:@ ?<++<. =6::69A -. AK769A?9-7:A G-G .<: G-MM69 A-).-M-?8.:=>（! N !"!#）O

表 8 温度对山羊精子体外获能的影响

$%&’( 8 )**(+, -* ,(/4(.%,2.( -0 !" #!$%& +%4%+3,%,3-0 -* 5-%, 64(./%,-7-%

F878?-:8:-<.

:6+7698:K96*&

;769+

+<:-=-:>

5<6?@A:

.6)8:-B6 A769+*2

5C;D

7<A-:-B6 A769+*2

E?9<A<+6

-.:8?: A769+*2

F878?-:6G

A769+*2
1#"! %’"0 H !"$8 0("’ H 1"#8 0("! H 1"’8 0#"! H 1"!8 0"# H $"!8

$3"! %’"4 H $"#8 01"3 H !"(8 0!"$ H ’"#8 0("$ H #"%8 (!"3 H ("’I

$%"# %4"$ H #"18 0!"3 H ’"18 %0"# H #"%8 %3"( H ("!8 ##"( H $"#?

’("! 4$"# H ("#I %!"# H !"%I 30"’ H $"’I 3$"’ H !"0I 43"# H #"0G

8，I，?，G：J8=K6A L-:@ ?<++<. =6::69A -. AK769A?9-7:A G-G .<: G-MM69 A-).-M-?8.:=>（! N !"!#）O

表 # 输卵管上皮和卵丘细胞对山羊精子体外获能的影响

$%&’( # )**(+, -* -9312+,%’ (43,:(’3%’ +(’’6（;)<）%01 +2/2’26 +(’’6（<<）-0 !" #!$%& +%4%+3,%,3-0 -* 5-%, 64(./%,-7-%

F6== :>76 ;769+ +<:-=-:>
5<6?@A:

.6)8:-B6 A769+*2

5C;D

7<A-:-B6 A769+*2

E?9<A<+6

-.:8?: A769+*2

F878?-:6G

A769+*2
F<.:9<= %4"4 H ("#8 0!"’ H 4"(8 0!"! H $"#8 %%"! H 4"’8 ##"% H ("(8

CPF %#"$ H #"(8 0("0 H ’"#8 0$"’ H 4"#8 %3"3 H $"18 31"( H #"!I

FF %#"! H 1"#8 0("’ H !"#8 0$"! H $"%8 %3"# H ("%8 #’"# H $"48

8，I，?，G：J8=K6A L-:@ ?<++<. =6::69A -. AK769A?9-7:A G-G .<: G-MM69 A-).-M-?8.:=>（! N !"!#）O

8 讨论

山羊体外获能时肝素使用的剂量很不一致。旭

日干等［13］用 1!!)*+, 肝素处理山羊鲜精和冻精；

Q8=<+< 等［1%］和 R<)8A 等［10］添加的肝素浓度是 1!!

!)*+,；STUK-69G< 等［(!］使用 #!!)*+, 的肝素获能。我

们通过检测精子活力、质膜完整性、顶体完整性和获

能率等参数系统研究了肝素浓度、作用时间和温度

对山羊精子获能效果的影响。结果表明，肝素可显

著提高精子获能率，浓度为 #! 和 1!!!)*+, 时获能

率最高。但是，当肝素浓度为 1!!!)*+, 时，顶体完

整率显著下降。因此，山羊精子获能的最佳肝素浓

度为 #!!)*+,。

VKWK- 等［(1］在牛的体外受精实验中发现，在一

定肝素浓度下，处理时间超过 4!+-.，精子的受精能

力显著下降。X=-6G: 等［((］发现，当牛精子的肝素获

能时间增至 ’@ 时，体外受精卵裂率显著降低。我们

的研究证实，在肝素浓度为 #!!)*+, 时，处理时间超

过 4!+-.，山羊精子活力、质膜完整性和顶体完整率

均显著降低。这可能是获能时间过长造成精子受精

能力下降的原因。
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研究证明，在 !" # !$%下，很难使绵羊和猪的

精子发生获能。但把温度提高到 !&%就可以使这

两种动物精子获能［’!，’(］。本研究发现，!"%时山羊

精子获能比率较低，但当温度提高到 !$)*%和 (’%
时，精子获能率显著提高。然而，(’%处理时精子活

力下降。这种细微温差对获能的影响，可能与精子

膜脂的物理状态发生变化［+’，+!］有关。

,-./012 等［’*］发现，单层输卵管上皮细胞可诱

导牛精子获能。本实验证明，与单层输卵管上皮细

胞共培养能提高山羊精子获能、体外受精和卵裂率，

但卵丘细胞的这种作用不明显。本实验发现，在孵

育 !3456 之内大部分精子就与输卵管上皮细胞发生

贴附，尾部运动加速，但与单层卵丘细胞共孵育时则

不发生贴附。75 等［’8］发现，兔精子与输卵管上皮共

同孵育的最初几分钟内，一些精子就贴附在上皮上。

,-951221: 等［’"］发现，绵羊精子在与绵羊输卵管或仓

鼠输卵管单层上皮细胞接触时，不超过 +; 就发生贴

附，尾部表现出强烈的运动，但与单层猪肾细胞共培

养时没有精子贴附现象。<==56>9?6 等［’$］提出，牛输

卵管细胞与精子在体外接触时会改变精子质膜状

态。这些结果说明，输卵管上皮细胞具有独到的促

精子获能作用，且此作用需要精子与上皮细胞的接

触。虽然有研究证明，单层输卵管上皮细胞可以维

持精子活力，但我们的研究并未能证实这一点。
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