
第 26卷第 2期

2004 年 4 月
细 胞 生物学杂志

Chinese Joumal of Cell Biology 

Vol. 26, No. 2 
April , 2004 

冻存对自发性高血压大鼠精子顶体功能的影晌

陈莉、红 * ，王如瑶，陆 欣，秦石晓，李建国 ， 吴明章

(上海第二医科大学组织胚胎学教研室，上海 2000 2 5 )

摘 要:应用全霉素 ( CTC ) 荧光检测、 精子穿卵试验和顶体酶 ß-D- 半乳糖苦酶活力测定

等方法检测冻存对大鼠精子顶体的影响 。 CTC 荧光反应显示， 与未冻存神'青子比较，冻存后精子顶

体反应的类型发生改变， AR 型(发生了顶体反应)精子比例明显下降，凉存前为 68.6% ， 冻存后

为 13 .4%，但是获能精子的比例未发生明显变化( 92.6% 对 90. 8% )。 与 未冻存的精子相比，冻存

组精子的穿卵试验的受精指数下降( 23 .4土7 . 02 对 10 . 2土3.95 )，而且冻存后精子顶体酶一- ß-D­

半乳糖苦酶活力明显下降( 9.39:t1. 98 对 4 . 50土 1.40 ) 。 结果表明冻存后精子的顶体功能受到较明

显的破坏。 实验结果为今后针对性地改进大鼠精子的冻存方法，改善大鼠精子的冻存保护剂提供

实验和机制上的依据。
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当温度剧烈变化时， 细胞会产生一系列的形

态、 生理、 生化上的变化。当温度从 3 7 .C体温降

至 O .C 以下时， 会发生细胞内冰品 ， 这些细胞内冰

晶对细胞是致死的 。 同时从深低温恢复到体温的过

程中，细胞也会发生许多物理和生物学上的变化 。

因此冻存细胞时必须要选择合适的冻存方法和冻存

保护剂 ， 以维持细胞活力。 精子作为一种特殊的细

胞， 其形态和结构与体细胞存在很大的差异，这给

精子冷冻技术的突破带来了极大的障碍 。 1949 年

Polge 等川人才发现甘油能够部分保护哺乳动物精子

免遭冷冻引起的创伤。 直至 20 世纪 90 年代下半叶

才开始有小鼠精子冻存成功的报道I21 ， 以后有报道

采用各种冻存保护剂冻存小 鼠精子，但重复性不

强。至于大鼠精子的冻存 ， 至今尚无大鼠精子成功

冻存的报道。 因此了解冻存后大鼠精子结构和功能

的变化可以为选择最佳冻存方法和冻存保护剂提供

理论依据。

自发性高血压大鼠(spontaneous hypertension rat, 

SHR)是人类高血压病的模型动物，得到全世界的认

同，即所有高血压病的遗传机制等及药品研究的动

物指标均须以 SHR 为准，其他动物资料不能认同 。

SHR 价格昂贵 ， 国外每只 SPF 级售价为 5000 法郎 。

而且随着 SHR 代系的增加 ， 其高血压特性会发生改

变 ， 甚至消失，因此必须采取有效措施 ， 使优良

SHR 品系得到维系 。 而配子和胚胎的冻存是一个既

有效又经济的方法。 迄今为止， 只有一例有关 SHR

2- 细胞胚胎玻璃化冻存的文献报道[坷 ， 尚没有配子

冻存的报道 。

我们己研究了大鼠精子经冻存和复苏后细胞

膜、细胞核和线粒体鞠的变化(另做描述)，本

篇报道旨在描述冻存对精子顶体功能的影响 。 哺乳

动物精子顶体覆盖在精子核的前面，它是一个膜包

裹的溶酶体样细胞器 ， 位于精子核膜和质膜之间 ，

其中含有很多酶 。 只有经过顶体反应的精子才能与

卵子结合 。 目前 ， 有关冻存与精子顶体反应之间的

关系在人、 牛 、 羊 、 猪 、 狗和猴等动物中有研究 ，

发现冻存对这些精子顶体功能的影响主要是对膜结

构造成影响， 并引起顶体渗漏。有关冻存对大鼠顶

体功能的影响未见报道 ， 因此研究冻存对精子顶体

的影响对大鼠精子冻存技术的提高有很大的意义 。

1 材料与方法

1. 1 样本准备

1. 1. 1 动物的准备 三月龄以上 SHR雄鼠 20 只 ，

由上海第二医科大学动物科学部和中国科学院上海
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实验动物中心提供 。

1.1.2 精子收集 断颈处死大鼠，室温下取附辜

尾部在 PBS 中简单漂洗二次 ， 去除血细胞，把附辜

尾部放在 1m!冻存保护液(21.07mmol/L Tes, 9 .49mmoν 

L Tris, 2 .22mmoνL 葡萄糖， 25% 卵黄， 0.1 %SDS ,5% 

甘油 )[4]0 37
0

C 预热的 3 5 mm 平皿中 ， 剪 3 刀，

5 %C0
2
, 3 7"C 中孵育 1 Omi n ， 使精子游出。精子

装入麦管 ， 准备冻存 。

1.2 冻存和复苏

1. 2.1 精子冻存 利用程序降温仪(Planer 公司

KRYO I0)进行程序冷冻，程序如下 : (1)起始温度

为 20 0C ; (2) 以 OC /min 速率降至 4
0

C ，平衡 3min ;

(3) 以 OC/min 速率降至 OC ; (4) 以 10
0

C/min 速

率降至 OOC ; (5 ) 以 20 'C /min 速率降至 OOC ， 平

衡 10min ; ( 6 ) 投入液氮 。

1 . 2.2 精子的复苏 从液氮中取出麦管， 室温中

停留 1 Os ，马上放入 3 7
0

C 水浴 ， 快速复温， 离心

去除冻存保护剂 ， 然后精子在 PBS (pH7 .4 ， 37
0

C)孵

育 10-30min，再进行后续实验。

1.3 精子顶体反应(acrosomal reaction , AR)的测定

1.3.1 顶体反应金霉素检测法[5] 1.5mmol/L CTC 

(chlortetracycline, CTC, Sigma C4881 )溶液用 CTC 染

色缓冲液(130 mmol/L NaCl, 5mmol/L L-cys teine, 

20mmol/L Tris, pH7. 8)新鲜配制 ， 低温避光保存 。

获能液 T6(含 4mg/m1 BSA)在 37
0

C ， 5%C02 中
孵育至少 30min，取新鲜或冻存后复苏大鼠附辜精

子在预孵育的获能液中孵育 lh 后， 精子移至获能液

T6(含 16mg/ml BSA)中培养 2h，调整精子密度至

106-2x 10 6 个 Iml ， 备用 。

获能的精子用钙离子载体 20μmol/L inomycin 

(Sigma, 10634)处理 l h 后 ， 取 50μl 的精子悬液和等

体积的 CTC 染色液混合， 30s 后加入 8μ112 . 5 %(WI

V)多聚甲醒[用 PBS(pH7 .4)配制] ， 温和混合。 将精

子悬液滴到己预热的载玻片上 ， 涂片， UV 镜检 。

根据 CTC 染色后精子所发荧光，精子顶体的反应类

型分为三种类型: "F 型"一一头部均匀荧光(顶体

完整且未获能精子的特征); "B " 一一顶体后面部

分有一无荧光的条带(顶体完整的己获能精子的特

征) ; "AR " 一一头部无荧光(发生顶体反应精子的

特征) 。 每个样品计数大于 250 个精子，计算三种

反应类型的比例 。 实验重复 3 次以上 。

1.3.2 精子穿卵试验(sperm penetratation of zona-free 

egg assay , SPA) ( 1 ) 精子获能同 1.3.1; (2) 对雌

性金黄地鼠进行超数排卵处理 。 每只金黄地鼠腹腔

注射 10町的孕马血清(PMSG)48h后注射20凹的绒毛

促性腺激素(HCG) 。 从输卵管中壶腹部获取卵母细

胞 。 将卵母细胞移入透明质酸(3001U/ml ， Sigma , 

H3506) 中 ， 37
0

C , 5 %C0 2 ， 孵育 10min ， 待大部

分卵丘细胞散脱后 ， ~ß母细胞经M2培养液漂洗后移
入膜蛋白酶(0 . 25 %)液中消化， 37 0C , 5 %C0

2
, 5 

分钟，去除透明带 ; (3) 去除透明带的卵移入已获

能的精子悬液中 ， 用石蜡油(Sigma， M8410)覆盖精

子悬液 。 37
0

C ， 5 % C0 2 孵育 2 -3h ，观察结果 :

(4) 吸出卵母细胞，用 M2 培养液洗 3 次 ， 以除去吸

着于卵母细胞表面的精子。将受精卵用 2% 多聚甲

醒(含 0.04%Triton X- I 00)固定 37
0

C lh , 10μg/ml 

Hoechest33 258(Sigma , B2883 )染色，放在载玻片

上，用激光扫描共聚焦显微镜 (ZE1SS ， 德国)观

察 。 卵母细胞浆内出现具有蓝色荧光的精子头部 ，

提示卵子己被精子穿透(图 1 ); (5) SPA 结果可用卵子

受精率及受精指数表示 :

卵子受精率 = 受精卵子数 / 卵子总数

受精指数(fertilization index , FI)= 穿入卵子的精

子总数 / 卵子总数

1.3.3 大鼠精子顶体酶 βD- 半乳糖苦酶活性测定[6]

(1)抽提 : 精子(1 x l0 7 个 Iml )悬浮于含 25

mmol/L 盐酸苯甲眯(生工 0616) 的 PBS (pH7 .4)中 ，

600g 离心 10min。去上清，沉淀重悬在抽提缓冲液

中， 含 O . lmmol/L Tris-HC1(pH8.5) , 1 % TritonX-

100(生工 0694) ， 0.3mmol/L NaCl 和 25 mmol/L 盐

酸苯甲眯，然后用 5mm 探头超声破碎 3 次，每次

1 Os 0 1 20000g 离心 20min ，取沉淀。 上述步骤重

复两次 。 离心后 的抽提物透析过夜 。 透析液含

10mmol/L Tris (pH7 .5) , 0.15mmol/L NaCl 和 25

mmol/L 盐酸苯甲眯。所有步骤在冰浴中进行。 (2 )

测定 : 把 5 mmol/L p- 硝基苯酣 -ß-D- 半乳糖昔底

物(Sigma， N1252)加入 10 mmol/L 拧棱酸盐缓冲液

(pH3 . 5)(含 0 . 2% Triton X-I00) 中 ， 加入抽提样品

(50μ1) ， 总体积为 0 . 5 mlo 37
0

C 中孵育 4h 后，用

1 m! 碳酸铀(O. lmollL)终止反应。 lOmin 后 410nm 分

光光度计测定活性。精子分别来自 6 只 SHR 大鼠 。

1.4数据统计

采用 SASS 统计软件包分析(配对 t 检验) 。

2 结果
2.1 CTC 荧光检测精子顶体反应
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表 l 冻存精子和未冻存精子顶体反应类型比较

未冻存精子 冻存精子

F(%) 

B (%) 

7.2土 3.63

24.0主9 . 72

9.2 :1: 4.087 

77 .4土 6.348

AR(%) 68.6土 1 1. 928 1 3.4土 3.36

"F" 头部均匀荧光(顶体完整且未获能精子的特征) 0 "B " : 顶体

后面部分有一无荧光的条带(顶体完整的 已获能精子的特征 ) 。

"AR":头部无荧光(发生顶体反应精子的特征) 。

表 2 ;东存前后精子穿卵试验比较

未汤:存精子 冻存精子

卵子受精数(%) 100 100 

受精指数(精子数) 23 .4:1: 7.02 10 . 2土 3.95

P=0.02 3 0 

表 3 精子自-D- 半乳糖音酶活力比较

冻存前 冻存后

SHR 9.39土1. 98 4 . 50土 1 .4 0

P < 0 . 01 。

从表 1 可知 ， 经过 CTC 染色后，冻存前的精

子的顶体反应类型 ， 主要是 AR 型，占 68.6 % ，

但是冻存后精子顶体反应的类型明显下降，降至

13 .4% , B 型却激增至 77 .4% ，说明冻存对顶体反

应的类型是有影响的，但是对获能却影响不大(所

有 B 型和 AR 型精子均为已获能的精子，所以冻存

后仍然有 90.8 % 的精子获能) ， 与未冻存精子的获

能率 94.6% 相差不大。

2.2 精子穿卵试验

激光扫描共聚焦显微镜下扫描观察未冻存精子

和冻存精子的穿卵情况(见图 lA ， B) 。 从表 2 中可

知， 尽管冷冻后精子的卵子受精率仍然是 100% ，

但是冻存前后的受精指数分别为 23 .4 ::!::: 7 .02 和 10.2

土 3.95 ， P=0 .0233 o 0.01 < P < 0.05 ， 冻存前后

差值有统计学意义， 说明冻存后受精指数下降 。

2.3 大鼠精子 βD- 半乳糖昔酶活力测定

采用分光光度法测定冻存对 SHR精子的顶体酶

ß-D- 半乳糖昔酶活力的影响，结果显示冻存后该酶

活力有明显下降(表 3 ) 。

3 讨论

哺乳动物精子的顶体是位于精子头部的一种大

型分泌颗粒状细胞器， 覆盖在精子质膜的内 。 精子

只有经过获能、顶体反应 ， 才能穿入卵母细胞透明

带与其融合， 完成受精。获能的精子穿过卵丘细胞

外基质时被激活引发顶体反应，将顶体内的多种蛋

白质水解酶和磷酸酶酶释放出来 ， 熔解放射冠及透

图 l 精子穿卵试验

(A)未冻存 SHR fj'i子穿透去透明带卵母细胞试验(A- I ， 白光 ; A-2 , 

Hoeches t 紫色荧光显示精子头部) o (B ) 说:存后 SHR 精子穿透去透

明带卵母细胞试验(B - I ， 白光 ; B么 Hoechest 紫色荧光显示精子头

部) 0 Bar , 20μm 。

明带 。 因此 ， 检测精子是否发生顶体反应 ， 有助

于预示精子的受精能力。本研究中，我们通过比较

精子冻存前后的顶体反应类型、 穿卵能力以及]页体

酶活力的变化说明冻存对大鼠精子顶体的影响 。

CTC 是一种抗菌素 。 可根据精子不同的获能和

AR 阶段或精子表面差异进行染色。 因而可客观而

定量地评价哺乳动物获能和顶体反应。 CTC 可与精

子质膜上带阴离子多肤相结合 。 顶体反应发生后 ，

该阴离子多肤消失 ， 精子即丧失与 CTC 的结合能

力 。 在我们的实验中， 冻存后发生顶体反应的精子

数 目 明显下降 ， 但是冻存对获能的精子数目影响不

大 ， 说明冷冻对精子质膜上的多肤没有影响 。

精子穿卵试验首先由 Yanagamashi 等人于 1976

年报道 ， 它是测定精子获能、顶体反应精子卵膜融

合能力以及精子核解聚能力的经典方法 ， 冻存后受

精指数下降也说明精子的顶体反应能力下降 。

ß-D-半乳糖背酶(EC3 .2 . 1.23)是顶体内的一种水

解酶类 ， 它能够从糖蛋白和糖脂中分解半乳糖 。

Nizolajczyk 等人[η报道兔子精子的顶体中存在 βD­

半乳糖昔酶， 并在精子和透明带的结合中起作用 。

Skudlarek 等人[6)证实在大鼠精子顶体中存在 ß-D- 半

乳糖昔酶。 我们比较了未冻存大鼠精子和冷冻后大

鼠精子的 自-D- 半乳糖昔酶活力， 发现冷冻对顶体酶

有破坏作用 。
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由于大鼠精子的头部呈细长的镰刀状，顶体狭

窄细小，而且鞭毛很长 ， 因此大鼠精子的冻存比其

他咄齿动物更困难 ， 至今未见高效的大鼠精子的冻

存方法和冻存保护剂 。 精子的顶体反应非常复杂 ，

它涉及到顶体膜、顶体酶以及顶体对能量需求的突

然变化。 目前 ， 有关冻存与精子顶体反应之间的关

系在人、牛、猪、狗和猴等动物中有研究 ， 发现

冻存对它们的精子顶体功能的影响主要是对膜造成

影响，并引起顶体渗漏 。 有关冻存对大鼠顶体功能

的影响未见报道，我们的实验结果证实大鼠精子顶

体功能对冻存很敏感 ， 提示在选择和改善大鼠精子

的冻存步骤和冻存保护剂时应该考虑到上述因素 。

由于精子是一种高度特化的细胞 ， 其头部的结构排

列紧凑致密，在极小的空间里依次存在着细胞膜、

顶体外膜、顶体内膜和核膜， 各种膜之间的缝隙非

常狭窄，因此 ， 在冻存精子的过程中，精子要经

历两次大幅度的体积变化和快速恢复的过程 ， 导致

因冻存引起的不同生物膜之间的各种程度的融合 ，

从而造成精子顶体的结构、 成分和功能上的变化 。

因此我们设想在冻存过程中维持生物膜流动性( 比

如在冻存保护剂中加入胆固醇类物质) 的同时避免

细胞体积的剧烈变化 (改善冻存程序，在保证细胞

活力的同时，降低降温速率) ， 将有助于对精子顶

体的保护。
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The Effed of Cryopreservation on the Acrosome of the 

Spermatozoas from SHR 

CHEN Sun Hong*, WANG Ru Yao , LU Xin, QIN Shi Xiao, LI Jian Guo, WU Ming Zhang 

(Department of Histology and Embryology, Shanghai Second Medical Universi砂， Shanghai 200025, China ) 

Abstract: With the best cryopreservation protocol and the cryoprotectant for rat spermatozoas we could 

found , the effect of cryopreservation on the acrosome of the spermatozoas from SHR were studied. The effect of 

cryopreservation on the acrosomal reaction of SHR spermatozoa is deterrnined by the ways such as chlortetracy­

cline (CTC) staining , sperm penetration of zona-free egg assay , and ß-D-galactosidase activi ty analysis. The 

acrosom al reaction rate of frozen rat spermatozoas (13 .4%) was significantly lower than that of unfrozen (68.6 %). 

C ompared to the spermatozoas unfrozen, the fertility index of frozen spermatozoas was significantly reduced 

(23 .4:t7 .02 and 10.2:t3.95 , respectively); as well as that of ß-D-galactosidase activity(9.39:t1.98 and 4 .50土 1 .40 ，

respectively). The present results indicated that cryopreservation impaired the acrosome of rat spermatozoas. 

Key words : sp erma tozoa cryopreservation; acrosomal reaction; spontaneous hypertension rat (SHR) 
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