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摘　要　为研究冷冻保存和常温 ( (17±015) ℃)保存后猪精子活率、活力和顶体完整率 ,比较了猪精液冷冻稀释液

中 2种甘油含量细管法的快速冷冻效果 ,以及不同解冻温度对冷冻精液的影响 ,采用细胞计数法、FDA2PI双重染

色法与 Giemsa染色方法检测精子的活率、活力和顶体完整率。结果显示 :3 %(体积分数 ,下同)甘油冷冻解冻后精

液的活率、活力 (38154 %、52124 %)显著 ( P < 0105)高于 2 %甘油组 (15163 %、28122 %) ,但 3 %甘油组顶体完整率

(11155 %)显著 ( P < 0105)低于 2 %甘油组 (21171 %)。38 ℃水浴解冻后的精子在 39 ℃培养箱中 4 h内活率高于

013 ,而 50 ℃水浴解冻后 1 h 后的活率低于 013。精液稀释液 Anderohep 和 B TS在常温 ( (17±015) ℃)保存新鲜猪

精子的活率与顶体完整率上效果相似 ,保存 3 d内精子活率达 016以上 ,保存 6 d内精子活率为 013以上。结果表

明 ,使用 3 %甘油冷冻保存及 2种常温保存稀释液均可以较好地保存精子。
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Abstract　The effect of cryopres ervation and normal temp erature pres ervation on porcine sp ermatozoa was investigated

by comp aring with the sp erm motility , s urvival and acros ome2intact rates . The effects of thawing temp erature after cry2
opres ervation were als o comp ared. The porcine liquid and frozen sp erm were s tudied in order to improve the effect of

pres erved sp ermatozoa . The methods of cytometry , double s taining of FDA2PI and Giems a staining were us ed to tes t

the motility , s urvival and acros ome2intact rates of pres erved sp ermatozoa . The motility and s urvival rates of the group

with 3 % glycerin concentrations (38154 % and 52124 % , resp ectively) were significantly ( P < 0105) higher than that of

the group with 2 % glycerin concentrations (15163 % and 28122 % ,resp ectively) . However , acros ome2intact rate of the

group with 2 % glycerin concentrations (21171 %) was significantly ( P < 0105) higher than that of the group with 3 %

glycerin concentrations (11155 %) . The res ult of different thawing temp eratures indicated that the sp ermatozoa thawn

in 38 ℃water showed a better s urvival rate than thos e thawn in 50 ℃water ; the duration of pres ervation on above

30 % s urvival rate were 4 and 1 h , resp ectively. In the exp eriment of normal temp erature ( (17±015) ℃) pres ervation ,

the effects in Anderohep and BTSdilution had no difference on the motility and acros ome2intact rates of sp ermatozoa .

The motility of sp ermatozoa was above 60 % in 3 days and the motility was not les s than 30 % until 6 days after pres er2
vation. Cryopres ervation using 3 % glycerin and the normal temp erature pres ervation are feasible and can meet practi2
cal need.
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　　冷冻精液应用于人工授精对快速提高家畜的遗

传改良速度和遗传品质 ,减少疾病传播等具有十分

重要的作用 ,牛冷冻精液在养牛业中的广泛使用及

其良好的使用效果充分证明冷冻精液研究的重要

性。猪精子细胞质膜中胆固醇与磷脂比率显著低于

其他哺乳动物[1 ] ,其精子更易受到冷冻的伤害。目

前猪的冻精解冻后只有 013 左右的活率[2 ] ,使用猪

冷冻精液进行人工授精效果远不如鲜精授精及自然

交配[1 ]。在猪卵母细胞体外受精实验中需要猪精

子的冷冻保存技术 ,这是因为 1 次冷冻保存的精液

可以为多次实验提供稳定的精子来源 ,消除了精液

来源差异造成的实验误差 ;而且猪体外受精程序中

应用冻精比应用鲜精获能的效果更好[3 ]。猪液态

精液保存 3 d左右 ,活率保持在 016 以上[4 5 ] ,才可

以满足人工授精要求 ,而且目前国内使用的猪精液

常温保存稀释液需从国外购买。为此 ,笔者通过对

猪精液超低温和常温 2 种保存技术进行研究 ,比较

精液冷冻与常温保存后对精子活率、活力和顶体完

整率的影响 ,旨在研究精液保存适宜方法 ,提高精液

保存效果。

1　材料与方法

111　精液采集

选择 3 头繁殖历史清楚、平均年龄 115 岁的种

公猪 (长白) ,采用手握法采精 ,收集精子丰富部分 ,

经 4层灭菌纱布过滤去除胶体后 ,立即测量精液量 ,

并检查精子活率和密度。

112　精液的稀释及冷冻

冷冻精液采用 Wang等方法[6 ]。原精液在室温

25 ℃下静置平衡 1～115 h ,并与 Hulsenberg[2 ]稀释

液 1∶1等温稀释 ,100 g离心 3 min以除去精清中的

脂滴等大颗粒杂质 ,然后以 1 500 g离心 5 min ,弃去

上清 ,用冷冻稀释液 BF5[2 ]将精子稀释调整至 5 ×

108～1×109 个/ mL。将稀释好的精液经 115～2 h

缓慢降温至 5 ℃后按 1∶1加入含不同体积分数甘油

的 BF5 ,使其最终甘油的体积分数分别为 2 %和

3 % ,装入0125 mL细管 ,封口后液氮气熏蒸 15 min ,

然后投入液氮中冷冻保存。

113　精液的解冻

采用 2 种解冻方法 :分别在 38 和 50 ℃水浴中

解冻 30和 12 s。解冻后与 1 mL DPBS等温混合 ,

1 500 g离心 5 min除去上清 ,再加入 1 mL DPBS混

合 ,重新悬浮精子。解冻后悬浮的精子放置于 39 ℃

培养箱中。

114　精液的常温保存

采集的精液在室温 25 ℃下静置 1～115 h ,采用

Anderohep [7 ]和 B TS[8 ]2种稀释液 ,分别按 1∶1等温

稀释 ,经过 1 h缓慢降温至 (17 ±015) ℃,置于恒温

箱中低温 (17±015) ℃保存。每隔 12 h轻轻摇动 1

次储存精液的试管 ,并检测精子活率及顶体完整率。

115　精子活率检查

取 250μL 精液放 1 mL DPBS中 ,在 37 ℃下孵

育 20 min ,然后 , 取 20μL 滴于 37 ℃恒温台上的血

细胞计数板上 ,在显微镜下观察 ,计算 5个视野中直

线运动的精子。

116　精子活力的染色

采用二乙酰荧光素 ( FDA)和碘代丙碇 ( PI)共同

染色 ,在 200μL 含 10μg/ mL PI和 20μg/ mL FDA

的染液中加入 30μL 的精液 ,39 ℃染色30 min。荧

光显微镜下观察 ,并使用 DP70 CCD图像采集系统

获得图像。图像中红色荧光标记的精子为死精子 ,

绿色荧光标记的为活精子。

117　精子顶体完整率

用 Giemsa染色 ,制作精子抹片 ,福尔马林液固

定 15 min , Giemsa 液染色 90 min ,染色结束后水洗

并风干 ,10 ×100 倍油镜 (Olympus BH2)观察精子 ,

记录顶体完整率。

118　统计分析

采用 Excel数据分析软件对实验数据进行方差

检验。

2　结　果

211　冻精稀释液中不同甘油含量对解冻后精子活

率、活力及顶体完整率的影响

表 1结果显示 ,BF5 冷冻保护液中添加不同体

积分数的甘油 (2 %和 3 %) ,采用 38 ℃水浴解冻以

3 %甘油冷冻精液解冻后的活率、活力显著高于 2 %

甘油组冷冻效果 ( P < 0105) ,而顶体完整率却显著

低于 2 %甘油组 ( P < 0105) 。
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表 1　不同甘油含量冻精液解冻后精子活率、活力及顶体完整率

Table 1　Motility , survival and acrosome2intact rate of sperm cryopreserved withdifferent glycerin concentrations

甘油质量分数/ % 活　率/ % 活　力/ % 顶体完整率/ %

2 15167±2152 A (1 152) 28116±1120 A (1 148) 22155±8191 a (1 064)

3 38156±3119 B (1 256) 52105±4103 B (980) 11157±2168 b(1 567)

　　　注∶同列内不同小写字母差异显著 ( P < 0105) ,不同大写字母差异极显著 ( P < 0101) ;括号内为所观察的精子数目。下同。

212　不同温度解冻后精子活率、活力及顶体完整率

不同温度解冻结果表明 ,50 ℃水浴解冻的精子

活力显著高于 38 ℃水浴解冻的 ( P < 0105) ,但活率

及顶体完整率无显著性差异 ( P > 0105) (表 2) 。

表 2　不同解冻方法解冻后精子的活率、活力及顶体完整率

Table 2　Motility , survival and acrosome2intact rate of sperms cryopreserved with different thawing methods

不同解冻方法 活　率/ % 活　力/ % 顶体完整率/ %

38 ℃水浴 30 s 38156±3119 a (1 256) 5210±4103 a (980) 11157±2168 a (1 567)

50 ℃水浴 12 s 39110±2118 a (1 208) 60170±160 b(875) 11103±4120 a (910)

　　　注∶冷冻精液稀释液为含 3 %甘油的BF5 ,下同。

213　不同温度解冻后精子在受精液中孵育 6 h内

活率变化

将不同温度水浴解冻精液在 mBO[6 ]受精液中

39 ℃孵育 ,38 ℃水浴解冻的精子在 4 h内精子活率

仍保持 013以上 ,而 50 ℃水浴解冻的精子活率维持

013以上不超过 2 h (表 3) 。

表 3　解冻后精子孵育中活率的变化

Table 3　Motility change of the thawed sperms
during incubation %

解冻后培

养时间/ h

不同解冻方法

38 ℃水浴解冻 30 s 50 ℃水浴解冻 12 s

0
38156±3119 a

(1 256)
39110±2118 a

(1 208)

1
35102±3178 a

(1 128)
32158±5102 a

(800)

2
33153±4148 a

(805)
22126±4157 b

(906)

3
31115±3131 a

(960)
19174±0122 c

(972)

4
30158±7171 a

(930)
14152±0130 c

(948)

5
25119±1143 a

(843)
10180±1142 c

(942)

6
23175±2196 a

(820)
9154±1194 c

(996)

214　精液低温保存的活率及顶体完整率变化

使用 Anderohep 和 B TS稀释液稀释后的精液

在 (17 ±015) ℃常温保存 ,随时间延长精子活率及

顶体完整率均逐渐下降 ,2 种稀释液保存精子活率

在 6 d内无显著性差异 ( P > 0105) ,且活率均保持在

013以上 (图 1) ,顶体完整率也无显著性差异 ( P >

0105) (图 2) 。

图 1　精液低温保存中精子活率的变化
Fig. 1　Motility rate of sperm preserved at low temperature

(17±015) ℃

图 2　精液低温保存中精子顶体完整率的比例
Fig. 2 　Acrosome2intact rate of sperms preserved at normal

temperature (17±015) ℃
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3　讨　论

实验证明细管法冷冻的效果好于颗粒法[2 9 ] ,

而且体外受精实验方便取用 ,所以本实验也采取细

管法冷冻。冷冻保存精液实验中使用的抗冻保护剂

甘油是渗透性细胞冷冻保存剂 ,含 3 %甘油的冷冻

精液解冻后精子活率与其他研究者的实验结果相

似[2 ] ,而含 2 %甘油的冷冻精液解冻后精子活率显

著低于 3 %甘油组 ( P < 0101) (表 1) ,这可能是由于

2 %的甘油对精子的抗冻保护能力不足。甘油的过

量渗透对精子细胞膜有一定的影响 ,可导致精子的

顶体完整率下降[10 ]。本实验中 3 %甘油组的精子

顶体完整率低于 2 %甘油组 ,且存在显著性差异 ( P

< 0105) (表 1) 。精子一旦发生顶体反应 ,其存活时

间就会变短 ,所以采用猪的冷冻精液进行人工授精

实验时即使采取子宫深部输精受胎率及产仔率也往

往低于鲜精或低温保存的精液[1 ]。由于猪的冷冻

精液解冻后精子活率不够理想 ,所以目前猪的精液

冷冻保存还不能在生产上推广应用。在不同温度条

件下解冻 3 %甘油组冷冻精液的实验结果显示 ,在

50 ℃条件下解冻后的精子活力高于 38 ℃的解冻效

果 (表 2) ,但是由于高温解冻使精子活动加剧 ,能量

消耗加快 ,所以其死亡速度也加快 (表 3) ,这一结果

与其他研究结论相似[11 ]。体外受精实验中使用的

精液活率需要保持在 013 以上 ,保持时间为 4～6

h [6 ] ;本实验中 ,3 %甘油组冷冻精液 ,38 ℃水浴解冻

后在受精液中孵育 4 h内活率高于 013 ,可以满足体

外受精的要求。

在 17 ℃保存实验中 ,3 d内精子活率可以保持

在 016以上 ,精液在采集之后静置使精子与精清充

分接触 ,这能使精子增强对低温刺激的耐受性[11 ] ,

并且在配置低温保存稀释液时调整溶液 p H为弱酸

性以降低精子的代谢[4 ] ,从而达到延长精子保存时

间的目的。在低温保存的前 3 d中精子活率保持的

比较稳定 ,呈缓慢下降趋势 ,且在 6 d内 Anderohep

和B TS稀释液保存的精子活率无显著性差异 ( P >

0105) (图 1) ,B TS稀释结果也有类似的报道[3 5 ] ;

(17±015) ℃保存精液 204 h ,顶体完整率始终缓慢

下降 (图 2) ,此趋势与其他报道[11 ]结果相一致。

综上所述 ,含有体积分数 3 %甘油的 BF5 冷冻

稀释液冷冻精液 ,38 ℃水浴解冻后的精子在受精液

中孵育 4 h内活率仍高于 013 ,基本上能满足体外受

精的要求 ;而采用 Anderohep 和 B TS精液稀释液在

(17±015) ℃条件下保存 3 d以上精子的活率达 016

以上 ,可以达到人工授精的要求。本实验结果可为

猪精液冷冻与低温保存技术在生产中的应用提供参

考 ,体内、外受精效果有待于进一步的实践证明。
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