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猪精液冷冻保存的初步研究
Ξ
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　　[摘　要 ]　采用液氮熏蒸法制作猪冻精颗粒,对稀释液及冷冻保护剂进行优化筛选。结果表明,在 5种稀释液

中, 5号稀释液优于其他 4种 (P < 0. 05) ;甘油的冷冻保护性能优于乙二醇和二甲基亚砜 (P < 0. 01) ,其适宜浓度为

2 mL öL ;稀释液中添加安钠咖可有效延长精子的冻后存活时间 (P < 0. 01)。猪精液冷冻效果的关键因素是冷冻温

度、冷冻速度和解冻温度,通过对不同温度情况的研究,初步制定了猪精液冷冻温度曲线。
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　　猪是我国畜牧业生产的主要品种,是肉类消费

的主要来源之一, 约占总消费肉类的 60%～ 80%。

我国猪品种资源丰富,冷冻优良种公猪精液对于充

分发挥良种猪的遗传品质以及猪遗传资源的保护均

具有极其重要的应用价值。猪冷冻精液技术研究始

于 1956 年, Po lge [1 ]首次报道对猪精液进行冷冻成

功,并获得通过人工授精技术所产仔猪。但到目前为

止,与牛、羊相比,由于猪冷冻精液生产难度大,技术

水平较低,导致冻精活率低、受胎率低、产仔数较鲜

精少等[2 ]诸多原因,使得猪冷冻精液一直难以在生

产中大范围推广应用,严重制约着我国地方猪种改

良和肉品质量提高以及冷冻生物学的基础研究。因

此,本研究通过对猪精液冷冻保存技术的研究,可为

猪冷冻精液的基础研究提供理论依据,同时在生产

实践中对提高猪冻精活率以及繁殖率具有重要的指

导作用。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

　　西北农林科技大学种猪场 12 月龄、体质健康、

性欲旺盛的大约克种公猪 1头。

1. 2　稀释液的筛选

1. 2. 1　稀释液的配制　用电子天平准确称量各种

试剂,经双蒸水溶解后,盛入已编号的试剂瓶中配制

成 1～ 5 号稀释液的基础液 (表 1) , 然后进行过滤、

灭菌,冷却至室温,放入 2～ 5 ℃冰箱中备用。采精

前, 取出基础液按比例加入卵黄配制成É 液, 置于

35 ℃水浴锅中预热。然后再向É液中加入不同浓度
的冷冻保护剂即为Ê液 (冷冻液) , É , Ê液需现用现
配。

表 1　稀释É液的成分和剂量

T able 1　Compo sit ions and do sage of diluen t É

稀释液
Extender

葡萄糖ö
(g·L - 1)
Gluco se

乳糖ö
(g·L - 1)
L acto se

蔗糖ö
(g·L - 1)
Sucro se

ED TA ö
(g·L - 1)

T risö
(g·L - 1)

柠檬酸钠ö
(g·L - 1)
Sodium 2
citrate

硫酸铵ö
(g·L - 1)
V itrio l

ammonium

甘氨酸ö
(g·L - 1)

Glycin

卵黄ö
(mL·L - 1)

Egg yo lk

1 - - 84 4 6 3 2 - 50
2 - - 75 - 5 5 - 5 200
3 - 60 - - - 5 - 0 -
4 40 - 12 - - - - - 100
5 15 30 - - - - - 8 240

1. 2. 2　稀释液辅助剂的添加　降温平衡前向稀释

液中添加一定剂量的安钠咖 (Caffeine and N atrium

Benzoate, CNB )和V C , 使其最终质量浓度分别为

400和 10 m göL。

1. 3　精液的采集

用手握法采精,选择中段浓份精液经 4 层纱布

过滤,除去胶状物后,用生物显微镜于 37 ℃下进行

常规品质检查。选择无异味、色泽乳白色、精子形态
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正常、活率在 0. 7以上、密度为“密”的精液供试。

1. 4　精液的预处理

将质量合格的精液保存在 32～ 35 ℃的保温壶

中平衡 60～ 80 m in, 使精子与精清充分接触, 然后

经 800 röm in 离心 10 m in,弃掉精清。为防止长时间

静置使猪精子进入假死状态,在离心前应轻轻晃动

贮精瓶数次,以使精子恢复活力。

1. 5　数据处理

数据处理用 t检验和方差分析,重复 5次以上。

2　结果与分析

2. 1　不同稀释液对冻精活率的影响

　　不同配方稀释后,精子的冻后活率见表 2。分析

表明,用 4号和 5 号稀释液时精子冻后活率显著高

于其他 3 种稀释液 (P < 0. 05) ,冻精复苏率也显著

高于其他 3 组 (P < 0. 05) ,而用 5 号稀释液精子冻

后活率和复苏率明显优于 4 号 (P < 0. 05) , 因而 5

号稀释液为较佳稀释液,其配方最优。
表 2　不同稀释液精子冻后活率

T able 2　Sperm mo tility after freezing in differen t diluen ts

稀释液
D iluen t

次数
T im es

原精活率
Sperm mo tility

冻前活率
P re2freezing mo tility

冻后活率
A fter2freezing mo tility

复苏率ö%
Recovery rate

1 12 0. 7 0. 67±0. 03 a 0. 11±0. 02 a 16. 4 a

2 12 0. 7 0. 70±0. 04 a 0. 10±0. 01 e 14. 3 a

3 12 0. 7 0. 66±0. 01 a 0. 14±0. 01 a 21. 2 a

4 12 0. 7 0. 64±0. 04 a 0. 43±0. 02 b 67. 2 b

5 12 0. 7 0. 69±0. 02 a 0. 51±0. 02 c 73. 9 d

　　注:表中每列所标字母不同者为差异显著 (P < 0. 05) ,下表同。

N o te: F igures w ith differen t letters in the sam e co lum e show sign ifican t difference (P < 0. 05). T he fo llow ing tab les are just the sam e.

2. 2　不同冷冻保护剂及浓度对冻精活率的影响

本研究选取甘油、二甲基亚砜和乙二醇 3 种不

同的冷冻保护剂,设置了 5种不同的浓度水平,采用

二因子重复试验,研究不同冷冻保护剂及不同浓度

对冻精活率的影响,结果见表 3。
表 3　不同浓度下不同冷冻保护剂对精子冻后活率的影响

T able 3 Effect of the difference cryop ro tectan ts w ith

difference concen tra t ion on sperm mo tility after freezing

浓度ö
(mL·L - 1)
Con ten ts

甘油
Glycero l

二甲基亚砜
DM SO

乙二醇
Glyco l

1 0. 33±0. 06 a 0. 30±0. 05 a 0. 12±0. 03 d
2 0. 53±0. 05 b 0. 41±0. 04 c 0. 16±0. 04 d
3 0. 52±0. 02 b 0. 40±0. 06 c 0. 15±0. 05 d
4 0. 50±0. 04 b 0. 39±0. 03 c 0. 12±0. 07 d
5 0. 32±0. 05 a 0. 25±0. 06 a 0. 10±0. 05 d

　　表 3表明,冻精活率在 3 种冷冻保护剂间差异

极显著 (P < 0. 01) ,且不同浓度水平间差异也十分

明显 (P < 0. 05) ,这表明不同冷冻保护剂及不同浓

度水平对猪精子冻后活率具有显著影响 (表 3)。对 3

种冷冻保护剂及其在不同浓度时精子冻后活率进行

平均数多重比较表明,以 2～ 4 mL öL 甘油作为冷冻
保护剂时冷冻效果较佳,冻后活率达 0. 50～ 0. 53,

以 2 mL öL 甘油为冷冻保护剂所制作冻精的冻后活
率最高,可达 0. 58。

2. 3　不同稀释液添加剂对精子冻后活率及存活时

间的影响

本研究选取 2种添加剂,设 1个对照组,以 5号

稀释液为基础液,甘油浓度为 2 mL öL ,观察不同添

加剂在冻精颗粒解冻后于室温下保存不同时间的精

子活率与生存指数,结果见表 4。
表 4　不同稀释液添加剂对精子冻后活率及存活时间的影响

T able 4　Effect of the difference supp lym ent in diluen t on sperm mo tility and living tim e after freezing

添加剂
Supp lym ent

即时活率
Instan t

su rvival rate

保存时间öh Sto rage tim e

4 8 12 24

总存活时间öh
To tal
t im e

生存指数
L iving
index

对照
Contro l

0. 50±0. 04 a 0. 36±0. 04 a 0. 20±0. 05 a 0. 15±0. 03 a 少数 L itt le 60. 42±4. 7 4 a 5. 08±0. 87 a

安钠咖
CNB

0. 58±0. 10 a 0. 50±0. 08 b 0. 40±0. 10 b 0. 35±0. 06 b 0. 30±0. 04 154. 85±8. 23 b 16. 42±1. 58 b

V C 0. 30±0. 06 b 0. 15±0. 09 c 0. 12±0. 03 c 0. 06±0. 03 c 少数 L itt le 62. 39±7. 93 c 2. 35±0. 26 c

　　从表 4可以看出,在 2种添加剂中,添加安钠咖

组的精子冻后活率和生存指数显著高于对照和V C

两组 (P < 0. 01)。对即时活率与生存指数 2项指标

分析表明,在猪冷冻精液中添加适量的安钠咖有利

于提高精子冻后活率和总存活时间,安钠咖是提高

猪冻精活率较为理想的添加剂。

2. 4　猪精液冷冻保存的冷冻温度曲线

本研究采用氟板制作颗粒冷冻精液,以其作为

冷冻面,由于氟板绝热性能较好,因而能较好地保持

原有的始冻温度。制作时,利用 5 L 广口液氮罐,冷
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冻面与液氮面距离为 1～ 2 cm ,待冷冻面充分预冷

后用胶头滴管在氟板上连续等量滴冻,每滴剂量为

0. 1 mL。参考胡建宏等[3 ]小尾寒羊精液冷冻曲线的

基本方法,其始冻温度为- 135 ℃,滴冻温度保持在

- 110～ - 130 ℃,滴冻时间一般为 50 s,保持在 60

s以内,加盖熏蒸 250 s后,浸入液氮中贮存。猪精液

冷冻温度曲线见图 1。

2. 5　不同解冻方法对精子冻后活率的影响

采用干解法与湿解法分别解冻冻精颗粒,湿解

时以V B12针剂作为解冻液,在 30～ 55 ℃每隔 5 ℃设

一温差,对同一批冻精颗粒分别进行多次解冻后,在

生物显微镜下观察精子的活率,其结果见图 2。由图

2可以看出,猪冻精干解法效果明显优于湿解法,其

冻后活率最高可达 0. 53,而湿解法仅为 0. 38,且干

解法精子平均活率显著高于湿解法,干解冻的适宜

温度为 40～ 45 ℃。

图 1　猪精液冷冻温度曲线

A. 始冻温度; B. 熏蒸温度; C. 热平衡温度; D. 入氮温度

É (A - B). 滴冻区; Ê (B- C). 熏蒸区; Ë (C- D ). 热平衡区

F ig. 1　T he freezing curve of boar sem en

A. Beginn ing freezen temperatu re; B. Suffocating temperatu re;

C. Balance temperatu re; D. N itrgon en tering temperatu re

É (A - B). D rop ing freezen section; Ê (B- C). Suffocating section;

Ë (C- D ). Balance section

3　结论与讨论

目前,冷冻精液稀释液的主要成分可分为稀释

剂、营养剂、保护剂以及其他添加剂等 4大种类。国

内外研究者使用的稀释剂成分较多,添加量各异,但

糖类是稀释剂的重要组成部分,它可直接被精子分

解而产生能量,同时也是一种重要保护物质。本研究

结果表明,在猪冻精稀释液中添加 20～ 40 gökg 的

葡萄糖效果较好, 如果将低浓度的葡萄糖 (20～ 30

gökg)与乳糖 (20～ 30 gökg)混合使用效果最佳,精

子冻后活率平均 0. 53,优于黄全成等[4 ]、徐章龙等[5 ]

的研究结果。但葡萄糖浓度不可过高,否则对精子顶

体有损害作用[6 ]。另外,有人报道[5 ] ,乳糖作为稀释

剂的效果比蔗糖和果糖好,这与本研究结果相同。

甘油是一种常用的冷冻保护剂,各种家畜冷冻

精液一般都采用,但实际生产中的添加浓度很不一

致,如牛冷冻稀释液的添加体积分数为 5%～ 7% ,

绵羊为 3. 5%～ 5% [7 ]。Fahy [2 ]对不含或含有不同甘

油浓度的稀释液进行比较发现, 以体积分数 2%的

甘油冷冻效果最好,体积分数 5%最差,与本研究结

论类似。另外, 本研究还对比了甘油、二甲基亚砜
(DM SO )、乙二醇、丙二醇等几种不同保护剂的冷冻

效果,结果表明,甘油作为冷冻保护剂时猪精子的冻

后活率明显优于DM SO 和乙二醇。同时通过精子畸

形率检查发现,以乙二醇作为冷冻保护剂,尾部畸形

精子较多,顶体异常精子较少,说明乙二醇对精子的

顶体有较好的保护作用,而以甘油作为冷冻保护剂

时尾部畸形精子较少而顶体异常精子较多。因此,在

猪冷冻精液中,甘油是较为适宜的冷冻保护剂,且对

精子尾部有较好的保护作用, 本研究结果与龙翔

等[8 ]、周佳勃等[9 ]的研究结论一致。

关于稀释液添加剂,常万存[10 ]认为安息香酸钠

的抑菌作用可以延长精子的存活时间。安钠咖是安

息香酸钠与咖啡因合成的药物,咖啡因可能作用于

细胞上特异的受体,激活和影响一些酶的活性,参与

细胞的多种生理生化过程。本研究于稀释液降温平
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衡前添加安钠咖,取得了相对理想的效果,精子冻后

活率平均 0. 53。但 Sm ith [11 ]研究认为,在降温平衡

后添加安钠咖效果较好,精子解冻后活率为 0. 52。

因此,关于安钠咖适宜的添加量和如何添加仍有待

于进一步研究。

本研究采用干解法与湿解法分别解冻冻精颗

粒, 结果表明, 猪冻精干解法效果显著优于湿解法
(P < 0. 05)。据徐章龙等[5 ]、郭年潘[12 ]以及国外许多

科学家研究表明[13, 14 ] , 对于猪冷冻精液颗粒的解

冻, 以干解法效果优于湿解法, 且干解冻法操作简

单,适于大批量颗粒冻精的解冻,这与本研究结论相

同。

对于冷冻温度曲线,本研究的始冻温度为- 135

℃,热平衡温度和入氮温度为- 132 ℃,熏蒸温度为

- 108～ - 132 ℃,其滴冻时间为 50 s,熏蒸时间为

250 s,热平衡时间为 50 s左右。从精子冻后活率可

以看出,猪的冻精活率主要分布在 0. 32～ 0. 53, 有

相当一部分达到 0. 5 以上,说明本研究取得了较为

理想的结果。但是,本研究猪精液冷冻温度曲线与渊

锡藩等[15 ]的研究差异较大,而且与其他畜种的精液

冷冻温度曲线也有比较显著的差异[16 ] ,但有一点是

明确的,即冷冻精液制作过程中必须提高滴冻速度,

缩短滴冻时间,以使精液快速通过危险温区,从而提

高冻精解冻后活率。由于本研究是对猪精液冷冻温

度曲线的初步探讨,有些问题仍有待于今后进一步

深入研究。
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Study on the techn ique of boar sem en freezing

L I Qing-wang, J IANG Zhong- l iang,W ANG L i-q iang, HU J ian -hong,Y U Y ong- sheng, X IA Fan
(Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he diluen ts, the cryop ro tectan t concen tra t ion and freezen cu rve u sed to p roduce frozen boar

sem en pellets w ere studied. T he resu lts show ed that the diluen t 5 is the best one (P < 0. 05) in five group s,

and glycero l is bet ter than glyco l o r DM SO as the cryop ro tectan t (P < 0. 01). W hen the glycero l concen tra2
t ion is 2 percen t, the sperm mo tility of frozen sem en pellets is the best in a ll t rea tm en t group s. Supp lying
CNB (Caffeine and N atrium Benzoate) in the diluen t can increase the thaw y sperm su rvival t im e and mo til2
ity effect ively (P < 0. 01). T he freezing temperitu re, freezing ra te and thaw y temperitu re are the keys w h ich

influence the effect on boar freezing sem en. T he freezing cu rve of boar sem en is estab lished base on studing

the differen t tempera tu re.

Key words: boar; frozen sem en; cryop ro tectan t; freezen cu rve; sperm mo tility
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