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不同抗氧化剂对牦牛冷冻精液精子活力的影响
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摘 要：为研究维生素C（VC）、维生素E（VE）、维生素B12（VB12）及白藜芦醇（Res）抗氧化剂对牦牛冷冻精液精子活力的影响，在卡苏稀释液

中分别添加浓度为 0、200、400、600、800、1 000、1 200 μg/mL抗氧化剂，确定抗氧化剂的单因素适宜添加量。根据单因素试验结果进行 4因素

3水平的响应面优化试验，确定冷冻精液中复合抗氧化剂的适宜添加量。结果表明：VC、VE、VB12及 Res的单因素适宜添加量分别为 200、
400、400、400 μg/mL，精子活力最大值分别为 83.28%、79.72%、78.18%、69.38%。通过响应面优化 VC、VE、VB12 及 Res 的添加量分别为

228.80、447.00、394.05、400.69 μg/mL，精子活力理论值为 82.44%。通过 3次验证试验，VC、VE、VB12及 Res的添加量分别在 230.00 、450.00、
400.00、400.00 μg/mL时，牦牛冷冻精液精子活力平均值为83.66%，超过理论值，较好地预测实验结果。
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Abstract：To investigate the effects of vitamin C （VC）， vitamin E （VE）， vitamin B12 （VB12） and resveratrol （Res） on sperm motility of frozen semen 
in yak， antioxidants with concentration 0， 200， 400， 600， 800， 1 000， 1 200 μg/mL were added into Casu diluents to determine the appropriate 
single-factor addition amount of antioxidant， respectively. According to the results of single factor test， response surface optimization test with 4 fac⁃
tors and 3 levels was conducted to determine the appropriate amount of complex antioxidants in frozen semen. The results showed that the appropriate 
single-factor supplemental amount of VC， VE， VB12 and resveratrol was 200， 400， 400， 400 μg/mL， respectively， and the maximum sperm motiv⁃
ity of VC， VE， VB12 and resveratrol was 83.28%， 79.72%， 78.18% and 69.38%， respectively. According to response surface optimization， the addi⁃
tion amount of VC， VE， VB12 and resveratrol was 228.80， 447.00， 394.05 and 400.69 μg/mL， respectively， and the theoretical value of sperm motil⁃
ity was 82.44%. After 3 verification tests， the supplementation of VC， VE， VB12 and resveratrol was 230.00， 450.00， 400.00 and 400.00 μg/mL， re⁃
spectively. The average sperm motility of frozen semen in yak was 83.66%， which was more than the theoretical value， and could predict the experi⁃
mental results well.
Key Words：yak； frozen semen； antioxidants； addition amount

牦牛细管冷冻精液的生产和保存技术极大地

提高了牦牛人工授精技术的应用与推广，能够有效

发挥优良种公牛的繁殖潜能，在牦牛种质资源保

护、遗传育种、良种扩繁与推广等方面发挥着重要

作用。在冷冻过程中，由于冰晶形成引起的物理性

损伤、化学毒性以及氧化损伤等直接破坏精子的结

构功能，并最终导致精子受精能力下降［1］。在牦牛

冷冻精液的生产过程中，由于采精、鲜精稀释等操

作流程无法有效避免精液与环境中的氧气接触，从

而导致精液的氧化损伤。在通常情况下，精液自身

具备一定的抗氧化能力，能够避免被外源物质氧化

而导致的精液品质下降。但在冷冻过程中，由于稀

释液的添加导致精液抗氧化成分浓度降低，直接导

致精液自身抗氧化能力不足［2］。因此，通过补充抗
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氧化物质能够有效避免外源物质对精液的氧化损

伤，是提高精液品质的重要手段。

维生素 C（VC）是一种水溶性维生素，作为一种

有效的自由基清除剂，添加在精液中可以有效维持

精子细胞基因的完整和保护精子质膜免受氧化，使

精子细胞中的 DNA 能通过 VC 的抗氧化功能得到

保护［3］。维生素 E（VE）能够明显降低自由基诱导

的染色体损伤，研究证实，VE 可以通过阻止 DNA
链的断裂来抑制 NO 对大鼠胰岛细胞核的损伤，对

其他环境诱变剂引起的氧化反应也有保护作用，同

时 VE 与畜禽的繁殖性能有密切关系［4］。Bauer M
和 Breed W G 研究表明，在山羊的精液中添加维生

素 B12（VB12）可以改善精子外在环境的理化特性，提

高人工授精时精子的受精能力。在奶牛冷冻精液

的生产中添加 VB12，奶牛发情期受胎率有明显提

高［5］。白藜芦醇（Res）是研究最多的天然多酚之

一，是一种自然产生的植物抗毒素，广泛存在于葡

萄、桑葚和花生等 70 多种植物中［6］。目前，Res 因
其优秀的抗氧化特性逐渐在牛、羊、猪等家畜精液

保存中广泛应用。黄酮类多酚化合物可通过酚羟

基电子反应清除活性氧［7］，抑制线粒体呼吸链复合

酶Ⅲ活动，最终通过减少自由基产生和脂质过氧

化、调节抗氧化相关酶活性等发挥其生理作用。大

量研究表明，Res 可显著提高家畜冻精品质。

1 材料与方法

1.1 试验材料

种公牛来自当雄县牦牛冻精站，采精时间在种

公牛繁殖季节，每周采精 2~3 次。

VC、VE、VB12、Res 均购于成都市科隆化学品有

限公司；浓缩型牛用精液稀释液（法国卡苏公司）。

试 验 设 备 有 电 子 天 平 、倒 置 显 微 镜（DMI8 
Leica，德国）、显示屏、恒温加热板、精子密度仪（法

国卡苏公司）、程控低温冷冻仪（法国卡苏公司）、细

管冷冻支架、恒温水浴锅（PK-80，上海精宏试验设

备有限公司）、恒温干燥箱（101-2，上海荆和）。

1.2 试验方法

1.2.1 精液采集

参照农业行业标准 NY/T 3444—2019《牦牛冷

冻精液生产技术规程》的方法采集精液。

1.2.2 抗氧化剂对牦牛冷冻精液的影响单因素试验

为探究抗氧化剂 VC、VE、VB12、Res 对牦牛冷

冻精液精子活力的影响，向稀释 10 倍的卡苏稀释

液中分别添加 0（对照，CK）、200、400、600、800、

1 000、1 200 μg/mL VC、VE、VB12 及 Res，每组至少

保证 10 支细管冻精。通过降温和平衡、封装、标记

及冷冻程序，将细管冻精保存在液氮中。间隔 24 h
后，将细管冻精取出，直接置于（38+1）℃水浴解冻，

解 冻 时 间 10~15 s，显 微 镜 镜 检 精 子 活 力 。 通 过

SPSS 27 软件进行单因素 ANOVA 检验，确定单一抗

氧化剂的适宜添加量。

1.2.3 响应面优化复合抗氧化剂的适宜添加量

根据单因素实验结果， 选择 VC 浓度（A）、VE
浓度（B）、VB12 浓度（C）、Res 浓度（D）为相应变量，

以牦牛冷冻精液精子活力为响应值， 利用 Design-
Expert 10.0 软 件 进 行 4 因 素 3 水 平 响 应 面 Box-
Behnken 实验设计［8］。

2 结果与分析

2.1 抗氧化剂对牦牛冷冻精液的影响单因素试验

结果

抗氧化剂对牦牛冷冻精液的影响单因素试验

结果见表 1。由表 1 可知，在牦牛冻精稀释液中添

加 200 μg/mL 的 VC，其 精 子 活 力 均 值 达 到 最 大

83.28%，显著高于对照组（p<0.05），与 400 μg/mL 添

加组差异不显著（p>0.05），因此，冷冻精液中 VC 的

适宜添加量为 200 μg/mL。

在牦牛冻精稀释液中添加 400 μg/mL 的 VE，其

精子活力均值达到最大 79.72%，显著高于对照组

及其他添加量组（p<0.05）。因此，冷冻精液中 VE
的适宜添加量为 400 μg/mL。

在牦牛冻精稀释液中添加 400 μg/mL 的 VB12，
精子活力均值达到最大 78.18%，显著高于对照组

及其他添加量组（p<0.05）。因此，冷冻精液中 VB12
的适宜添加量为 400 μg/mL。

在牦牛冻精稀释液中添加 400 μg/mL 的 Res，

精子活力均值达到最大 69.38%，显著高于对照组

及其他添加量组（p<0.05）。因此，冷冻精液中 Res
的适宜添加量为 400 μg/mL。

综上所述，在牦牛冷冻精液中添加抗氧化剂以

增 强 其 耐 冻 性 ，VC 的 适 宜 添 加 量 为 200 μg/mL，

VB12 的适宜添加量为 400 μg/mL，VE 的适宜添加量

为 400 μg/mL，Res 的适宜添加量为 400 μg/mL。

2.2 响应面优化抗氧化剂的适宜添加量结果

响应面优化试验水平设计［9-10］见表 2。模型建

立与显著性检验采用 Design-Expert 10.0 软件，对
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实验数据进行多元回归拟合分析［11-14］，因素编码及

结果见表 3，方差分析及结果见表 4。各因素对响

应 值 的 二 次 多 项 回 归 方 程 为 ：精 子 活 力 =82.08+
0.62A+1.09B-0.59C+0.44D+1.78AB+0.35AC-
0.84AD+0.18BC-0.37BD-0.09CD-2.47A2-1.69B2-
3.38C2-2.29D2

表 2 响应面优化试验水平 μg/mL
因素

VC
VE

VB12

Res

水平

-1
100
300
300
300

0
200
400
400
400

1
300
500
500
500

表 3 响应面实验设计方案及结果分析

1
2
3
4
5
6
7
8

-1
1

-1
1
0
0
0
0

-1
-1
1
1
0
0
0
0

0
0
0
0

-1
1

-1
1

0
0
0
0

-1
-1
1
1

78.23
75.46
77.32
81.66
76.23
75.66
77.82
76.88

序列
因素 1

VC
因素 2

VE
因素 3
VB12

因素 4
Res

响应值

精子活力/%

9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

-1
1

-1
1
0
0
0
0

-1
1

-1
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0

-1
1

-1
1
0
0
0
0

-1
1

-1
1
0
0
0
0
0

0
0
0
0

-1
-1
1
1

-1
-1
1
1
0
0
0
0
0
0
0
0
0

-1
-1
1
1
0
0
0
0
0
0
0
0

-1
-1
1
1
0
0
0
0
0

75.33
78.65
77.63
77.61
76.81
78.32
75.32
77.53
76.52
77.08
74.2

76.15
76.16
78.93
77.53
78.81
83.45
82.1

81.66
81.96
81.22

续表

序列
因素 1

VC
因素 2

VE
因素 3
VB12

因素 4
Res

响应值

精子活力/%

注：表中维生素 C、维生素 E、维生素 B 及白藜芦醇的添加水平

-1、0、1 参考表 2 中 4 种抗氧化剂添加量。

表 1 不同抗氧化剂对牦牛冷冻精液精子活力的影响 %

添加量/μg·mL－1

0（CK）

200 

400 

600 

800 

1 000

1 200 

VC

76.96±1.46c

83.28±3.11a

76.53±1.86ab

68.63±9.72bc

67.30±10.75bc

65.08±4.57c

40.98±8.58d

VE

61.5±7.20c

67.46±4.58b

79.72±5.15a

59.02±2.58c

51.4±4.04d

45.98±3.73d

33.86±3.35e

VB12

55.54±7.85b

62.00±6.24b

78.18±11.65a

61.38±11.36b

62.72±5.56b

62.18±10.43b

57.7±5.16b

Res

55.14±2.49c

60.22±4.21b

69.38±2.65a

47.94±3.17d

36.88±1.72e

30.64±4.24f

17.62±4.06g
注：表中同列不同小写字母表示差异显著（p<0.05）。
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由表 4的方差分析结果可知，模型 p<0.000 1，表

明 模 型 达 到 了 极 显 著 水 平 ，而 失 拟 项 的 p 为

0.919 9，表明未知因素对实验结果的干扰较小，拟

合方程可信，且此模型 R2=0.967 0，说明实验正确率

达 96.70%，具有统计学意义；各单因素对牦牛冷冻

精液精子活力的影响极显著（p<0.01）。由表 4 可

知，VC（A）和 VE（B）存在交互作用，VC（A）和 Res
（D）存在交互作用，对牦牛冷冻精液的精子活力影

响显著（p<0.05）；A2、B2、C2、D2 均表现为极显著（p<
0.000 1），表明各因素之间不是简单的线性关系，而

是具有交互作用。

由图 1 可知，响应曲面的倾斜度较陡，且等高

线图的颜色变化较快，说明 VC（A）和 VE（B）对冷冻

精液精子活力影响显著，且 VE（B）的曲面大于 VC
（A）的曲面，表明 VE（B）浓度对牦牛冷冻精液精子

活力的影响略显著于 VC（A）的浓度。由图 3 可知，

响应面形状趋于椭圆，且等高线的颜色变化较快，

表明 VC（A）与 Res（D）的交互作用对牦牛冷冻精液

精子活力的影响较显著（p<0.05）。由图 2、4、5、6 可

知，响应曲面的形状呈圆形，倾斜度较小，且等高线

图的颜色变化较慢，表明其他抗氧化剂的交互作用

对牦牛冷冻精液精子活力的影响不显著（p>0.05），

这与表 4 的方差与显著性分析结果完全符合。

表 4 响应面设计方差与显著性分析

模型

A-VC

B-VE

C-VB12

D-Res

AB

AC

AD

BC

BD

CD

A2

153.75

4.54

14.21

4.13

2.36

12.64

0.48

2.79

0.12

0.56

0.034

39.54

14

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

10.98

4.54

14.21

4.13

2.36

12.64

0.48

2.79

0.12

0.56

0.034

39.54

29.28

12.1

37.9

11.01

6.29

33.7

1.29

7.44

0.33

1.48

0.091

105.43

<0.000 1

0.003 7

<0.000 1

0.005 1

0.025 1

<0.000 1

0.275 5

0.016 4

0.576 7

0.243 9

0.767 0

<0.000 1

**

**

**

**

*

**

不显著

*

不显著

不显著

不显著

**

方差来源 平方和 自由度 均方 F P 显著性

B2

C2

D2

残差

失拟

误差

总和

18.5

74.28

34.13

5.25

2.44

2.81

159

1

1

1

14

10

4

28

18.5

74.28

34.13

0.38

0.24

0.7

49.34

198.06

91.02

0.35

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

0.919 9

**

**

**

不显著

续表

方差来源 平方和 自由度 均方 F P 显著性

注： **表示差异极显著（p<0.01）；*表示差异显著（p<0.05）。

精
子

活
力

/%

B:VE/（μg·mL-1）
A:VC/（μg·mL-1）

84
82
80
78
76
74

300
350

400
450

500 300 250 200 150 100

精子活力/%
500

450

400

350

300

B:V
E/（

μ g·
mL

-1 ）

A:VC/（μg·mL-1）
100            150           200            250           300

图 1 VC 和 VE 浓度交互作用的响应面和等高线

精
子

活
力

/%

84
82
80
78
76
74

300
350

400
450

500 A:VC/（μg·mL-1）300 250 200 150 100
C:VB/（μg·mL-1）

精子活力/%

C:V
B/（

μ g·
mL

-1 ）

500

450

400

350

300
100            150            200            250           300

A:VC/（μg·mL-1）

图 2 VC 和 VB 浓度交互作用的响应面和等高线

精
子

活
力

/%

84
82
80
78
76
74

D:白藜芦醇/（μg·mL-1）

300
350

400
450

500 A:VC/（μg·mL-1）300 250 200 150 100

精子活力/%500

450

400

350

300

D:白
藜

芦
醇

/（μ
g·m

L-1 ）

100            150           200            250           300
A:VC/（μg·mL-1）

图 3 VC 和 Res 浓度交互作用的响应面和等高线

精
子

活
力

/%

84
82
80
78
76
74

300
350

400
450

500
C:VB/（μg·mL-1）

B:VE/（μg·mL-1）500 450 400 350 300

C:V
B/（

μg·
mL

-1 ）

500

450

400

350

300300            350           400            450           500
B:VE/（μg·mL-1）

图 4 VE 和 VB 浓度交互作用的响应面和等高线
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图 6 VB 和 Res 浓度交互作用的响应面和等高线

通过响应面优化实验得出牦牛冷冻精液抗氧

化剂适宜添加量为： VC 浓度为 228.80 μg/mL、VE
浓 度 为 447.00 μg/mL、VB12 浓 度 为 394.05 μg/mL、

Res 浓度为 400.69 μg/mL，此时的精子活力理论值

为 82.44%。为便于验证， 将参数修正为 VC 浓度

230.00 μg/mL、VE 浓 度 450.00 μg/mL、VB12 浓 度

400.00 μg/mL、Res 浓度 400.00 μg/mL，经 3 次重复

实 验 ，测 得 牦 牛 冷 冻 精 液 精 子 活 力 平 均 值 为

83.66%，超过理论值。由此可以判断，该模型可较

好地预测实验结果，具有较好的实际应用价值。

3 结论

在 牦 牛 精 液 稀 释 液 中 添 加 抗 氧 化 剂 VC 
230.00 μg/mL、VE 450.00 μg/mL、VB12 400.00 μg/mL、

Res400.00 μg/mL，测得牦牛冷冻精液精子活力值

为 83.66%，表明各抗氧化剂之间存在明显的交互

作用，能够提高牦牛冷冻精液的冻存效果。
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