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摘 要：本研究的主要目的是评估藏红花素（crocin）对冻融牛精子获能参数、抗氧化及抗凋亡的影响。试验分对照组和

藏红花素处理组（浓度分别为 0.5、1、1.5和 2 mmol/L），样本冻融处理后分别检测了获能参数、抗氧化相关基因及抗凋亡

相关基因mRNA的表达。结果显示：1）0.5 mmol/L处理组冻融牛精子质量较佳，与对照组无显著差异而与其他处理组相

比差异显著；（2）0.5 mmol/L处理组冻融牛精子获能处理后蛋白磷酸化水平显著高于其他处组（P<0.05）；3）0.5 mmol/L处
理组冻融牛精子抗氧化相关基因 CAT与 GPX基因mRNA的表达量显著高于其它组（P<0.05）；4）0.5 mmol/L处理组冻融牛

精子凋亡相关基因 Caspase-3，TNF-α基因mRNA表达量显著低于其他组（P<0.05）。结论：牛精子冻融前藏红花素处理显

著改善冻融牛精子获能参数、抗氧化及抗凋亡能力，添加量 0.5 mmol/L藏红花素效果最佳。
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Effects of Crocin on Capacitation Parameters, Antioxidant and Anti-apoptosis
of Freeze-Thawed Bovine Sperm
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Abstract：The main objective of this study was to evaluate the effects of crocin on capacitation parameters, antioxi⁃
dant and apoptosis of frozen-thawed bovine sperm. The experiment was divided into control group and crocin treat⁃
ment group (concentrations of 0.5, 1, 1.5 and 2 mmol/L, respectively). The capacitation parameters, mRNA expres⁃
sion of antioxidant related genes and mRNA expression of anti-apoptotic related genes were detected after frozen-
thawed treatment. The results showed that frozen-thaw bovine sperm quality was better in the 0.5 mmol/L treatment
group, there was no significant difference with the control group and significant difference with other treatment
groups. The protein phosphorylation level of frozen- thaw bovine sperm treated with capacitation was significantly
higher in the 0.5 mmol/L treatment group than in other groups (P<0.05). mRNA expression levels of CAT and GPX
genes related to anti-oxidation in frozen-thaw bovine sperm in the 0.5 mmol/L treatment group were significantly
higher than those in other groups (P<0.05). mRNA expression levels of apoptosis- related genes Caspase- 3 and
TNF-α genes in frozen- thaw bovine sperm treated with 0.5 mmol/L were significantly lower than those in other
groups (P<0.05). In conclusion, crocin treatment before frozen-thaw significantly improved the capacitation parame⁃
ters, antioxidant and anti-apoptosis ability of frozen-thawed bovine sperm. The effect of adding 0.5 mmol/L crocin
was the best.
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精子冷冻是人工授精的重要步骤，人工授精

是牛科应用最广泛的辅助生殖技术。冷冻过程中

活性氧的产生与精子抗氧化能力的失衡导致氧化

应激 [1]和含有大量多不饱和脂肪酸的质膜发生脂

质过氧化 [2]。藏红花是一种天然食品添加剂 [3]，具

有抗氧化作用和多种治疗作用，已在体内外得到

证实 [4]。藏红花素是藏红花的主要成分之一，是

一种天然存在的类胡萝卜素 [5]。在人类疾病方面

具有显著的消炎和抗氧化的药理作用 [6]。如今，

藏红花素作为抗氧化剂的保护作用被广泛研

究 [7]。作为强效抗氧化剂，藏红花素具有保护细

胞免受自由基和单线态氧的影响 [8]，降低脂质过

氧化，线粒体、溶酶体膜损伤以及蛋白质降解的

能力 [9]，保护组织免受氧化损害 [10]。本研究的目的

是将藏红花素作为冷冻保护剂，检测其对冻融牛

精子质量、获能参数及冷冻保存效果的影响。

1 材料与方法

1.1 精液来源

试验选择西门塔尔公牛精液，精液样本均来

自于延吉市犇福种公牛场。

1.2 试剂与仪器

藏红花素、果糖、葡萄糖、丙酮酸钠、庆大霉素

（Sigma）；RIPA、PMSF、动物组织总 RNA提取试剂

盒、反转录试剂盒（碧云天）。

倒置显微镜（Nikon）；低温高速离心机、反转

录仪、台式微量高速离心机（Eppendorf）；精子 CA⁃
SA仪（方正）；生物超净工作台（上海苏净实业）。

1.3 试验设计

在冷冻保护剂中添加不同浓度的藏红花素

（0 mmol/L、0.5 mmol/L、1 mmol/L、1.5 mmol/L、2
mmol/L），经冻融后检测精子质量参数、获能参数、

抗氧化及凋亡基因的表达。

1.4 精子稀释液配制

称取柠檬酸钠、Tris、葡萄糖、蛋黄、甘油，加

入双抗，在 38℃水浴锅预热备用。

1.5 精子解冻

将装有精液的麦管放置到提前预热的 38℃水

浴锅中解冻 40 s取出。

1.6 精子品质检测

1.6.1 精子 CASA 检测

将解冻后的精子放在倒置显微镜下，通过

CASA仪检测精子活力等指标。

1.6.2 精子质膜完整性检测

精子冷冻-解冻后，进行低渗肿胀法（HOST
法）检测，精子置于 37℃低渗溶液中，在恒温培育

箱培育 30 min后记录尾部弯曲精子数量百分比。

1.6.3 精子顶体膜完整性检测

精子冷冻-解冻后，进行考马斯亮蓝染色法检

测，将样本滴到载玻片上，用考马斯亮蓝染液均

匀覆盖，30 min后洗去染液，记录顶体完整的精子

数量百分比。

1.7 蛋白免疫印记

用 RIPA及 PMSF提取精子总蛋白，进行 SDS-
PAGE电泳，转膜后 TBST缓冲液（TBST）洗三遍每

次 10 min，封闭 2 h后 TBST洗三遍。一抗 4℃孵育

过夜，弃掉一抗后 TBST洗三遍；二抗室温摇床孵

育 2 h，弃掉二抗后 TBST洗三遍。将 ECL显影试

剂均匀覆盖在膜上，放入数字凝胶成像系统中，

成像拍照。

1.8 PCR检测

将冷冻-解冻后的精子样本按照动物组织总

RNA提取试剂盒说明提取 RNA，再将 RNA样本反

转录成 cDNA后进行 PCR扩增，扩增体系为 2 X
Taq PCR MasterMix 6.5μL，上下游引物各 0.5μL，
cDNA 1μL，ddH2O 4.5μL，扩增程序为 95℃预变性

3 min；95℃变性 30 s、59℃退火 30 s与 72℃延伸 30
s进行 40个循环；72℃延伸 5 min；最后温度到达

4℃。结束后取 5μL PCR扩增产物用 1.0%琼脂糖

凝胶电泳检测（引物序列见表 1）。

表1 目的基因与内参GAPDH引物序列

基因

CAT—F

CAT—R

GPX—F

GPX—R

MAD—F

MAD—R

序列（5'→3'）
AGTCCTGCTCCCTGTTGTT
TACCGTGCCAGTCCCTAGT
AGTCCTGCTCCCTGTTGTT
GGAGGACAGGTTGAAGGGC
CGAAGGGAAGGGACGATGG
GTGGGACTGGGGCAAGACG

产物大小（bp）
107

131

101

退火温度（℃）
56

60

60
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1.9 数据统计与分析

试验结果使用 Image J软件对条带进行灰度

值分析。所有数据使用 SPSS 19软件进行分析，

试验数据均以“平均值±标准差”表示。

2 结果与分析

2.1 不同浓度藏红花素对冻融牛精子质量的影响

在冷冻保护剂中添加不同浓度的藏红花素经

冻融后检测精子质量参数。如表 2 所示，0.5
mmol/L处理组的精子活力、质膜完整性以及顶体

膜完整性与对照组相接近，且显著高于其他处理

组（P<0.05）。
表2 藏红花素对冻融牛精子质量参数的影响

质量参数

精子活力 (%)
质膜完整性 (%)
顶体膜完整性 (%)
注：同行肩标不同小写字母表示差异显著（P<0.05），相同字母表示差异不显著（P>0.05）

对照组

89.26±2.59a
66.14±0.45a
66.88±1.87a

藏红花素（mmol/L）
0.5

89.53±0.70a
66.10±0.54a
66.96±0.91a

1
84.04±3.06b
57.71±0.58b
57.18±2.67b

1.5
81.73±2.71c
55.51±2.14b
54.06±0.79b

2
81.34±3.73c
50.92±3.26c
48.49±0.78c

表3 藏红花素对冻融牛精子运动参数的影响

CASA结果

VCL（μm/s）
VSL（μm/s）
VAP（μm/s）
LIN（%）
STR（%）
BCF（Hz）

对照组

37.18±3.06a
21.87±1.01a
34.65±6.10a
57.89±5.47a
63.20±4.99a
17.33±1.52a

藏红花素（mmol/L）
0.5

36.89±4.06a
21.74±5.01a
34.66±4.03a
52.16±2.98b
57.83±3.32b
18.53±9.19a

1
35.79±0.63a
16.82±0.55b
32.00±0.56a
46.99±2.28c
54.22±1.92c
16.00±0.14b

1.5
24.84±2.95b
12.13±2.42c
22.30±2.81b
47.07±0.02c
53.29±1.57c
11.15±0.70c

2
21.71±0.17b
9.60±0.07c
19.29±0.13b
44.20±0.93c
49.75±0.95d
9.65±0.03c

2.2 不同浓度藏红花素对冻融牛精子运动参数

的影响

0.5 mmol/L处理组精子的 VCL、VSL、VAP以
及 BCF参数与对照组相接近，且与其他处理组相

比效果较佳（表 3）。VCL为平均曲线运动速度；

VSL为平均直线运动速度；VAP为平均路径运动速

度；LIN为运动的直线性；STR为运动的前向性；

BCF为精子平均鞭打频率。

续表1

基因

Caspase-3—F

Caspase-3—R

Caspase-8—F

Caspase-8—R

TNE-α—F

TNE-α—R

GAPDH—F

GAPDH—R

序列（5'→3'）
CAGTGGTGCTGAGGATGAC
CACAAAGAGCCTGGATGAA
CTGCCCTCAAGTTCCTAAG
GTTTTCCTCCAACATTCTC
CCCTTTCCCCACCCCTCAC
GGTCCACTGCTCTGCCCAC
CTGGTGCTGAGTATGTGGT
CAATCTTGAGGGTGTTGTT

产物大小（bp）
137

113

215

91

退火温度（℃）
56

56

60

56

2.3 不同浓度藏红花素对冻融牛精子获能参数

的影响

将对照组分别进行获能与非获能处理，其他

处理组均通过获能处理。将提取的蛋白进行免疫

印迹分析，结果如图 1A所示，分子量约为 32 kDa

处出现蛋白条带，分析灰度值（图 1B），0.5 mmol/L
藏红花素处理组的蛋白酪氨酸磷酸化水平与获能

对照组差异不显著，而其他三组处理组蛋白酪氨

酸磷酸化水平显著低于获能对照组（P<0.05）。
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2.4 不同浓度藏红花素对冻融牛精子抗氧化相

关基因mRNA表达量的影响

在冷冻保护剂中添加不同浓度的藏红花素，

解冻后检测抗氧化相关基因 MAD、CAT与 GPX的
mRNA表达量（图 2A），三种基因与内参 GAPDH相
比得出灰度值（图 2B），其中 0.5 mmol/L藏红花素

处理组MAD、CAT与 GPX的 mRNA表达量显著高

于对照组（P<0.05）和 0.5 mmol/L藏红花素表达量

显著高于其他三组（P<0.05）。
2.5 不同浓度藏红花素对冻融牛精子凋亡相关

基因mRNA表达量的影响

在冷冻保护剂中添加不同浓度的藏红花素，

解冻后检测 Caspase-3，Caspase-8，TNF-α三种凋

亡基因的mRNA表达量（图 3A），三种基因与内参
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图1 藏红花素对冻融牛精子体外获能的影响

（A）冷冻-解冻的牛精子蛋白质磷酸化水平。条带（从左到

右）分别对应于冻融未获能精子（0 mmol/L）、冻融后获能精子

0 mmol/L（对照组）、0.5 mmol/L、1 mmol/L、1.5 mmol/L 和 2
mmol/L藏红花素处理组。（B）冷冻-解冻的牛精子蛋白质磷酸

化水平的柱状图。a，b，c表示各试验组与对照组之间的显著

差异（P<0.05）。

 

 

A

 

 

图2 藏红花素对冻融后牛精子MAD、SOD和CAT

的mRNA表达水平的影响

（A）冷冻-解冻的牛精子中GAPDH（参考基因）、MAD、SOD和 CAT
的mRNA表达水平。条带（从左到右）分别对应于Marker、对照组（0
mmol/L）、0.5 mmol/L、1 mmol/L、1.5 mmol/L和 2 mmol/L组。（B）抗氧

化（MAD，CAT和GPx）基因的mRNA表达水平的柱状图。a，b，c表
示各试验组与对照组之间的显著差异（P<0.05）。

B

 

 

A  

 

B
图3 藏红花素对冻融后牛精子Caspase-3，

Caspase-8，TNE-α mRNA表达量的影响

M. DNA相对分子质量标准；1~5：0, 0.5, 1, 1.5, 2 mmol/L crocin
（A）冷冻-解冻的牛精子中 GAPDH（参考基因）、Caspase-3，Cas⁃
pase-8和 TNE-α 的 mRNA表达水平。条带（从左到右）分别对

应于Marker、对照组（0 mmol/L）、0.5 mmol/L、1 mmol/L、1.5 mmol/L
和 2 mmol/L组。（B）凋亡（Caspase-3，Caspase-8和 TNE-α）基因

的 mRNA表达水平的柱状图。a，b，c表示各试验组与对照组之

间的显著差异（P<0.05）
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GAPDH相比得出灰度值（图 3B），0.5 mmol/L藏红

花素处理组的 Caspase-3，TNF-α基因表达量显著

低于对照组（P<0.05），Caspase-8基因表达量与对

照组差异不显著；0.5 mmol/L藏红花素处理组的

基因表达量显著低于其他三组（P<0.05）。
3 讨 论

氧化应激会对精子质膜的流动性、完整性和

柔韧性产生有害影响，这些特性与受精能力有

关 [11]。试验结果表明，在牛精子低温保存过程中，

0.5 mmol/L藏红花素对对照组的总活动性和快速

精子产生有利的影响，而对其他 CASA运动参数

没有影响。相关藏红花及其生物活性成分藏红花

素对人、小鼠和马鹿的运动能力和生存能力的有

益作用已得到证实 [12]。此外，0.5 mmol/L的藏红花

素的存在被证明对细胞有益 [13]。

酪氨酸磷酸化被认为是精液冷冻和解冻过程

中低温获能的基准事件之一，其作为获能的标志

之一，在不同动物物种中已经报道了获能期间许

多酪氨酸磷酸化蛋白 [14]。据报道，精子的冷冻保

存促进了水牛、公牛、公猪和马精子的获能和蛋

白酪氨酸磷酸化。本试验结果显示，在冷冻保护

剂中加入藏红花素，在冷冻-解冻后，进行获能处

理，其中浓度为 0.5 mmol/L藏红花素处理的精子

获能后蛋白酪氨酸磷酸化的表达效果最好。

在精子冷冻-解冻后，其受精率降低的原因之

一就是氧化应激反应引起的损伤。Gadea[15]提出，

在解冻后，用抗氧化剂补充培养基会阻止 ROS的
产生或抵消氧中毒。本试验选择 MAD、CAT与
GPX基因进行检测，数据显示 0.5 mmol/L藏红花

素处理组的精子可能具有很强的抗氧化性。

冻融循环通过激活半胱天冬酶，线粒体跨膜

电位降低，精子 DNA断裂从而降低精子的功能能

力，诱导精子中的程序性细胞死亡 [16]。本试验检

测了冻融牛精子的三组凋亡基因的表达量。数据

表明，0.5 mmol/L藏红花素处理组的 Caspase-3，
TNF- α 基因表达量显著低于对照组（P<0.05），
Caspase-8基因表达量与对照组差异不显著；且

0.5 mmol/L藏红花素处理组的基因表达量显著低

于其他三个处理组（P<0.05）。
4 结 论

添加 0.5 mmol/L藏红花素可以显著改善冻融

牛精子获能参数、抗氧化能力以及抗凋亡能力。
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