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摘要：本研究以不同比例的蔗糖和海藻糖替代乳糖，添加于猪精液稀释液中，比较不同双糖或双糖组合在

冷冻条件下对猪精子的保护效果。结果表明，蔗糖和海藻糖部分或全部取代稀释液中的乳糖成分，对猪精

子冷冻后质量均有一定程度的提高。当稀释液中添加 66.7%的蔗糖代替乳糖（F 组，33.3%乳糖+66.7%蔗糖）

时，猪精子冻后活率达 37.0±2.6，显著优于其它各组（P＜0.05），其它各项指标也显著高于单一乳糖组（A

组）。本研究证明，在含有乳糖的猪精液冷冻保护液中以 66.7%的蔗糖代替原配方中的乳糖量对猪精液冷冻

保护的效果最好。
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早在1776年就有报道表明，冷冻于雪中的精子可以存活，自此，研究者们开始试图建立

低温保存精子的技术，但这个过程长达200年之久。直到20世纪中叶，Polge等[1]发现甘油对

精子具有冷冻保护作用后，人类才真正实现了精子的冷冻保存。甘油具有渗透性，它不但能

渗入精子内部，使精子免受电解质浓度增加对精子产生的影响，它还是很好的溶剂，具有杀

菌作用。但甘油的分子量较大，渗入或渗出细胞的速度较水分子慢，而且在常温下对精子的

活力和受精力毒害作用较大。0llero[2]报道证实猪精子对甘油的耐受程度比其它家畜更弱，

在冷冻液中加入较多的甘油会导致精子顶体膜的损伤和改变顶体膜的穿透能力。人们开始寻

找其它的冷冻保护材料，以替代或降低甘油在猪精液冷冻保护液中的添加量。

近年来，非渗透性冷冻保护剂成为研究的热点。非渗透性冷冻保护剂又称作细胞外冷冻

保护剂，能溶于水，但不能进入细胞，这类冷冻保护剂主要是由葡萄糖为代表的单糖和以海

藻糖、乳糖和蔗糖为代表的双糖类组成。这些糖类物质除了能为精子提供能量底物，维持溶

液渗透压外，它们还能诱导胞外冰晶网格以及水分子笼型结构的形成，在冷冻过程中稳定细

胞膜，保护细胞免受机械损伤，防止因极度脱水引起膜的损伤。海藻糖、乳糖和蔗糖作为非

渗透性冷冻保护剂的双糖代表，能够提高细胞外渗透压，在冷冻过程中使细胞内的水分向细

胞外渗出，引起细胞脱水而皱缩，减少细胞内冰晶形成，从而保护细胞免受破坏。C.Ytldtz [3]

等人研究证明，糖的类型能够明显影响精子冻后结果，稀释液中添加同一类型的多种双糖能

够提高精子冻后顶体完整率。本研究拟以前期实验[4]中筛选出的猪精液冷冻保护剂配方为基

础，用不同浓度的蔗糖和海藻糖替代稀释液中原有的乳糖量，比较不同双糖或双糖组合对猪

精子的保护效果。

1 材料和方法

1.1 精液采集

精液来源于重庆市畜牧科学院育成的渝荣 I 号配套系公猪。手握法收集 5 头繁殖历史清
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楚，健康无病成年公猪的精液。收集浓份精液，8 层纱布过滤除去胶体和杂质，半小时内送

达实验室。

1.2 精液冷冻

1.2.1 稀释液

本次实验采用的猪精液冷冻保护基础液是本实验室前期实验中筛选出的配方[4]，其配方

组成为：葡萄糖 2.1 g、乳糖 3.0 g、甘氨酸 0.8 g、柠檬酸三钠 0.3 g、青霉素 10 万 IU、链霉

素 10 万 IU、蒸馏水 100 mL 配成基础液，在基础液中加入 20%的卵黄，配成冷冻稀释液Ⅰ

液；向冷冻稀释液Ⅰ液中添加 3%的甘油，即为冷冻稀释液Ⅱ液。

向 I 液中添加不同比例的海藻糖和蔗糖替代乳糖的添加量，组成七组不同的冷冻基础

液，即 A 组（乳糖 100%，即 3.0g/100mL），B 组（乳糖 66.7%+海藻糖 33.3%），C 组（乳糖

33.3%+海藻糖 66.7%），D 组（海藻糖 100%），E 组（乳糖 66.7%+蔗糖 33.3%），F 组（乳糖

33.3%+蔗糖 66.7%），G 组（蔗糖 100%）。

1.2.2 冷冻

精液送回实验室后立即对精液的容积、密度和活率进行检测，活率达 0.7 以上的精液可

用于冷冻。实验采用两步稀释法稀释精液，具体操作如下：精液在 34 ℃下静置 1 h 左右，

使精子与精清充分接触后，以 1000×g 离心 10 min，除去上清液。等比例加入冷冻稀释液

Ⅰ液，充分混匀后用 8 层纱布包裹，置于 4℃冰箱中平衡 2h，使之缓慢降温至 2～5℃，同

时将配制好的冷冻稀释液Ⅱ液放入冰箱与精液一起平衡。第一次平衡后，再加入等比例的冷

冻稀释液Ⅱ液，使精液最终稀释比例为 1:3，继续平衡 1～2 h 后，然后开始滴冻。

用液氮熏蒸法制作颗粒冻精。在大小适中的泡沫盒中注入 2/3 液氮，液氮上方悬一块聚

四氟乙烯板，将温度控制在－150～－130℃（离液氮面约 2～3 cm）。从冰箱中取出经两次

平衡的精液，以 0.1～0.2 mL/粒在氟板上迅速滴冻，滴完后，加盖熏蒸 8 min，再浸入液氮。

1.3 精液解冻

将冻精颗粒从液氮中取出，在空气中晃动 20 s，使冻精颗粒表面的液氮霜充分挥发后，

投入在 42 ℃水浴中预热的解冻液[5]（葡萄糖 5.0 g+柠檬酸钠 0.5 g+安钠咖 5 mL+蒸馏水 100

mL）中并快速振荡，使之融化。解冻后的精液置于 37 ℃水浴中待测。

1.4 冻精品质检查

1.4.1 精子活率测定

取一滴精液于载玻片，400 倍显微镜下观察直线前进运动精子，采用 10 级评分法评定。

1.4.2 精子畸形率和顶体完整率测定

将考马斯亮蓝 R250 50 mg 溶于 100 mL 蒸馏水，煮沸溶解，待溶液冷却后，用 0.45μm

滤膜过滤。再加入 3.5 mL 高氯酸，将其配成 CBB 高氯酸染色液染色。染色前，将染色液置

于 37℃水浴锅中预热 10 min，将精子涂片置于 CBB 高氯酸染色液中浸染 5～7 min；水洗，

风干。400 倍显微镜下分三个区域计数 300 个精子，计算精子畸形率;1000 倍油镜下分三个

区域计数 300 个精子，计算精子顶体完整率。

1.4.3 精子质膜完整性检查

采用 Jeyendran 等的精子低渗肿胀试验法（Hypoosmotic sperm swelling test，HOST）[6]。

取 50 uL 精液，放入 0.95 mL 低渗果糖液中，置于 37 ℃水浴锅中孵育 30 min，并取一滴于



血细胞计数板上，显微镜下计数 5 个视野中的至少数 200 个精子，并计算弯尾精子的百分

率。

1.4.4 精子存活时间检测  

将解冻后的精液置于 37℃水浴中，每隔 1 h 检查一次活率，当活率下降到一半时，每隔

0.5 h 检查一次，直至活率为零。

1.5 数据处理

采用 SPSS 13.0 软件 one-wayANOVA 进行方差分析。

2 结果与分析

2.1 精子冻后活率

从表 1 可以看出，仅在冷冻保护基础液中添加乳糖（A 组）、海藻糖（D 组）或蔗糖（G

组）三种双糖中的一种，对猪精子冻后活率的保护作用没有显著差异（P＞0.05）。当基础液

中添加两种不同的双糖（乳糖+海藻糖或乳糖+蔗糖）后，精子的冻后活率有所变化，其中，

乳糖 33.3%+蔗糖 66.7%（F 组）组对猪精子冻后活率的保护为最佳，达 37.0±2.6，显著优

于其它各组（P＜0.05）。

表 1 用不同比例的海藻糖和蔗糖代替乳糖对冷冻-解冻后精子的影响

组别 冻后活率 冻后质膜完整率 冻后顶体完整率

A（乳糖 100%） 27.0±1.2Aa 36.6±0.78Aa 40.2±0.90Aa

B（乳糖 66.7%+海藻糖 33.3%） 29.0±1.0Aa 41.3±0.78Aa 56.1±3.99Bb

C（乳糖 33.3%+海藻糖 66.7%） 32.0±2.0Aa 48.1±2.57Bb 60.1±3.88Bb

D（海藻糖 100%） 26.0±2.9Aa 51.1±4.72Bb 60.7±3.35Bb

E（乳糖 66.7%+蔗糖 33.3%） 27.0±2.0Aa 41.1±0.58Aa 51.5±1.67Bb

F（乳糖 33.3%+蔗糖 66.7%） 37.0±2.6Bb 46.7±2.18Bb 53.3±3.94Bb

G（蔗糖 100%） 27.0±2.0Aa 40.4±1.53Aa 42.0±0.88Aa

注：各行用不同小写字母表示表示差异显著（P＜0.05）；每列用不同大写字母表示差异显著（P＜0.05）。

2.2 精子冻后质膜完整率

将海藻糖按不同比例添加入冷冻保护基础液中，以替代或部分替代乳糖后，由表 1 可知，

随海藻糖添加比例的增大，33.3%（B 组）、66.7% （C 组）与 100 % （D 组），精子冻后质

膜完整率也随之升高（P＜0.05），分别为 41.3±0.78、48.1±2.57 和 51.1±4.72，其中 C 组

和 D 组的精子冻后质膜完整率显著高于 B 组（P＜0.05）。C 组和 D 组间差异不显著（P>0.05）。

在基础液中添加不同比例的蔗糖代替乳糖，以 66.7%的蔗糖（F 组）对精子冻后质膜完整率

保护较好，明显优于 33.3 %（E 组）和 100%（G 组）的蔗糖添加量组（P＜0.05）。

当基础液中海藻糖和蔗糖替代乳糖的量均为 33.3%时，其精子冻后质膜完整率分别为

41.3±0.78 和 41.1±0.58（P>0.05）；均为 66.6%时，分别为 48.1±2.57 和 46.7±2.18（P>0.05）

（见表 1），说明，在基础液中添加相同比例的海藻糖和蔗糖时，它们对精子冻后质膜完整

率的影响差异不大。

2.3 精子冻后顶体完整率

由实验结果可知，加入海藻糖或蔗糖后，精子冻后顶体完整率均高于仅有乳糖时的保护

效果（见表 1）。在冷冻保护基础液中添加海藻糖后，精子冻后顶体完整率显著高于单一乳



糖组（A 组）（P＜0.05）。但由表 1 可知，精子的冻后顶体完整率并未随海藻糖添加量的增

加而增加，添加 33.3%（B 组）、66.7%（C 组）及 100%（D 组）的海藻糖后，冻后精子分

别获得 56.1±3.99、60.1±3.88 和 60.7±3.35 的冻后顶体完整率，各组间无显著差异（P＞

0.05），说明添加过量的海藻糖并不能进一步提高其对精子顶体的保护作用。

在冷冻保护基础液中添加 33.3%（E 组）和 66.7%（F 组）的蔗糖代替乳糖，精子冻后

顶体完整率显著高于仅有乳糖组（A 组）（P＜0.05）。但进一步提高蔗糖在基础液中的比例，

当蔗糖完全取代乳糖时（G 组），精子的冻后顶体完整率显著降低（42.0±0.88，P＜0.05），

与 A 组（40.2±0.90）接近。充分证明单一的蔗糖对精子顶体完整率的保护作用相对于单一

的海藻糖和单一的乳糖没有优势。就单一双糖的添加而言，海藻糖（60.7±3.35）对精子顶

体的冷冻保护作用显著优于乳糖和蔗糖（40.2±0.90 和 42.0±0.88）（P＜0.05）。

2.4 精子冻后畸形率和存活时间

从图 1 可以得出，在猪精液冷冻保存稀释液中添加不同比例的海藻糖和蔗糖以替代乳

糖，它们对猪精子冻后畸形率和存活时间均无显著差异（P＞0.05）。其中，以 33.3%的蔗糖

量替代乳糖（E 组），导致精子冻后有较高的畸形率；而以 66.7%的蔗糖替代乳糖（G 组），

则对精子冻后形态保护最好，解冻后的存活时间也为全组最高。因此，在本次试验中，以添

加 66.7%的蔗糖（F 组）替代乳糖为最佳。

图 1 不同浓度海藻糖和蔗糖对精子冻后畸形率和存活时间的影响

3 结论与讨论

3.1 不同浓度的海藻糖和蔗糖对精子冻后活率的影响

Labrude P[7]等研究发现，稀释液中添加多种类型的糖，细胞冻后质量优于（P<0.05）单

一类型的糖；Franks F [8]等人的研究结果表明，稀释液中添加多种同一类型的糖，不能提高

细胞冻后质量（P<0.05）。Molinia 等[9]对鼠精液进行冷冻保存研究时发现，单糖对精子活力

的保护作用比双糖好。与 Molinia 的研究结果不同，本试验结果表明，在含有葡萄糖（单糖）

的猪精液冷冻保护稀释液中另添加两种双糖能提高精子冻后活率，尤其是当用 66.7%的蔗糖

代替乳糖时，精液解冻后活率达 37.0±2.6%，显著高于其它各组（P<0.05）。

3.2 不同浓度的海藻糖和蔗糖对精子冻后质膜完整率的影响  

甘油在保护细胞的同时，因细胞渗透能力的改变而对细胞膜具有一定的毒害作用，可使

细胞膜处于低渗环境而膨胀破损。糖类则通过稳定精子质膜而发挥保护作用[10]。温朗聪综

述[11]表明还原性糖的醛基能与蛋白质的α-氨基发生非酶性棕色反应，从而影响蛋白质的功

能，因此还原性越弱的糖，对冻存物质分子的贮存稳定性越强。乳糖属还原性糖， 而海藻

A 组    B 组    C 组   D 组    E 组    F 组    G 组



糖和蔗糖是葡萄糖的二聚体，二者为非还原性的同分异构体，对生物体或生物大分子具有独

特的非特异性保护作用，在冷冻过程中可以在细胞膜外面产生一种玻璃状的防护层，提高细

胞对高渗透压的耐受性。本实验结果也证明，当海藻糖或蔗糖部分或完全取代稀释液中的乳

糖成分后，精子的冻后质膜完整率均高于乳糖组（A组）。在精子冷冻时，海藻糖可以强有

力的束缚水分子，与膜脂质共同拥有结合水或者本身起到代替膜结合水的功用，保持细胞内

湿润，防止细胞因失水而造成养分的损失和细胞的损伤，具有稳定细胞膜和蛋白质结构的特

性。从实验结果也表明，在一定的范围内，随海藻糖在稀释液中添加量的增加，精子质膜完

整性越高，与Aisen[12]、胡建宏[13]等的研究结果相一致。

3.3 不同浓度海藻糖和蔗糖对精子冻后顶体完整率的影响  

Deleeuw等[14]报道，在牛精液冷冻保存稀释液中添加62.5mM的蔗糖能显著提高牛精液

的冻后顶体完整率，效果明显好于同剂量的海藻糖。从本试验结果，无论海藻糖与蔗糖添加

量在何种添加水平下，海藻糖添加组的精子冻后顶替完整率均高于蔗糖组，但差异不显著，

与Deleeuw的研究结论不一致，分析原因，可能是牛与猪的精子在理化结构上的差异造成的。

胡建宏等[13]在猪，Bayarad等[15] 在小鼠和Aboagla等[16] 在山羊精子冷冻保存的研究均发

现，随着海藻糖添加比例的增加，精子的顶体完整率越高，本研究与上述研究结果一致。说

明海藻糖可以有效保护冷冻一解冻过程中精子顶体的完整性，

3.4 不同浓度的海藻糖和蔗糖对精子冻后畸形率和存活时间的影响

双糖是否能够改善精子形态，前人研究较少，从本试验结果看，乳糖、海藻糖和蔗糖对

精子解冻后形态的影响无显著差异。糖作为营养物质，能直接被精子分解产生能量，在稀释

液中添加一定量的糖，会延长精子体外存活时间。本试验表明，添加多种双糖或改变双糖的

添加量，对猪精子解冻后存活时间的延长没有明显的作用。这可能是因为，精子对乳糖、海

藻糖和蔗糖等双糖的直接利用率不及单糖。
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