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海藻糖、蔗糖和乳糖对猪精液
冷冻保护效果的影响
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　　[摘　要 ]　比较了在冷冻保存液中添加不同水平海藻糖、蔗糖和乳糖对猪精液冷冻保护的效果。结果表明,添

加 3种双糖均能提高精液的冷冻保护效果,其最佳添加水平均为 0. 035 gömL ,在该添加水平下,海藻糖组的精子

活率、活力和精子质膜完整率分别为 (46. 34±0. 52) % , (41. 38±0. 39) %和 (43. 51±1. 78) % ,与蔗糖组差异均不显

著 (P > 0. 05) ,但均显著高于乳糖和对照组 (P < 0. 05) ; 海藻糖组的有线粒体活性精子百分率和精子顶体完整率分

别为 (44. 56±1. 16) % , (64. 09±0. 81) % ,显著高于蔗糖、乳糖和对照组 (P < 0. 05) , 3种双糖均随添加水平升高精

子的顶体完整率逐渐升高; 海藻糖组获能处理前后的精子获能率分别为 (3. 68±0. 07) %和 (41. 82±0. 56) % ,显著

优于蔗糖、乳糖和对照组 (P < 0. 05)。说明海藻糖对猪精液冷冻保护的效果最好,最佳添加水平为 0. 035 gömL。
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　　自 1956 年 Po lge 首次利用冷冻精液人工授精

获得仔猪至今[1 ] ,猪精液冷冻技术虽然经过多年的

发展, 但与奶牛冷冻精液的应用相比, 仍有很大差

距。这主要是由于猪精子对低温打击非常敏感,而且

冷冻- 解冻过程中精子功能极易受到损伤,导致冷

冻精液授精的受胎率和窝产仔数均较低;另外,冷冻

精液采用的小剂量包装也难以达到人工授精要求。

这些问题严重制约了猪冷冻精液在猪育种及其商品

化生产中的应用[223 ]。

冷冻保存液中的冷冻保护剂对精子的冷冻效果

至关重要,自从人们发现甘油对冷冻精子有保护作

用后,家畜精液冷冻技术得到迅速发展[4 ]。甘油能够

渗入到精子细胞内部,浓缩或结合细胞内水分,降低

溶液中盐的浓度和冷冻保存液的渗透压。但是,甘油

在保护精子的同时对精子又有一定毒害作用,可使

部分精子解冻后失去受精能力。因此,近年来猪精液

冷冻保存液中非渗透性冷冻保护剂,如海藻糖、蔗糖

等引起了研究人员的高度关注。海藻糖作为非还原

性双糖,是天然双糖中最稳定的糖类,对细胞无毒害

作用。有研究[528 ]认为,海藻糖能够在生物活性细胞

脱水的情况下在细胞膜外形成一层保护膜,从而在

冷冻过程中保护细胞膜的完整性。Bayard 等[9 ] ,D al2
im ata 等[10 ]和W oelders 等[11 ]分别研究了海藻糖对

小鼠、兔子和牛冷冻精液保护效果的影响; E lm an

等[12 ]和 E im an 等[13 ]分别研究了海藻糖、蔗糖对山

羊精子冷冻- 解冻后细胞膜的影响; 牧人等[14 ]研究

了蔗糖对山羊冷冻- 解冻后精子细胞膜功能的保护

效果; Fernando 等[15 ]研究认为,冷冻保存液添加乳

糖对猪精子细胞膜有保护作用。

本研究在 TCG 冷冻保存液的基础上, 添加不

同水平的海藻糖、蔗糖和乳糖 3种双糖,以解冻后精

子活率、顶体完整率、精子获能率作为冷冻- 解冻猪

精子评定指标,比较了不同双糖对猪精液冷冻效果

的影响,以期为精液非渗透性冷冻保护剂研究提供

一些参考。

1　材料和方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　精液采集　本试验所用精液采自河北省秦

皇岛市抚宁县瘦肉型种猪场中猪龄 1. 5～ 2岁、体格
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健壮、繁殖性能良好的 8头约克夏种公猪。精液采集

采用手握法,收集中段精子浓厚部分精液。精液采集

后用专用滤纸除去胶状物,以商用稀释液 1∶1稀释

后,显微镜初检活力在 0. 7 以上的精液用保温瓶运

回实验室。

1. 1. 2　试剂及仪器　主要药品: D 2海藻糖,异硫氰

荧光素标记的花生凝集素 (F ITC2PNA )、碘化丙啶

(P I)和 CTC 3 种染色剂均为 Sigm a 公司产品; 蔗

糖、乳糖均购自北京奥博公司;甘油购自天津巨星盛

源公司。

主要仪器设备: 程序冷冻仪为英国B IO TRON 2
ICS 公司生产; 超低温温度计为美国Barnan t 公司

生产; 电子分析天平为沈阳龙腾公司生产; PH S23C

型精密 pH 计为南京高倍德公司生产; O SM OM A T

030 型渗透压计为北京华粤公司生产; 倒置荧光显

微镜和数码相机为日本尼康公司生产。

1. 1. 3　溶液及荧光染液　 ( 1) TCG 冷冻基础

液[16 ]。准确称取葡萄糖 1. 1 g,柠檬酸 1. 48 g, T ris

2. 42 g,加蒸馏水至 100 mL ,调 pH 值至 6. 21,渗透

压 286 mO sm。

( 2) BT S 液。准确称取葡萄糖 3. 7 g, ED TA

10. 125 g, 二水柠檬酸钠 0. 6 g, N aHCO 3 0. 125 g,

KC l 0. 007 5 g,青霉素 0. 06 g,硫酸链霉素 0. 1 g,

加蒸馏水至 100 mL , 调 pH 值至 7. 25, 渗透压为

315 mO sm。

(3) P I(碘化丙啶)贮存液。取 0. 004 g P I溶于 2

mL PBS 中, 0. 45 Λm 滤膜过滤后, - 20 ℃避光贮

存。

(4)果糖- 柠檬酸钠低渗液。果糖 0. 675 6 g,二

水柠檬酸钠 0. 367 6 g,加蒸馏水至 50 mL ,渗透压

为 150 mO sm。

( 5)罗丹明 123 贮存液。取 0. 000 4 g 罗丹明

123溶于 2 mL 二甲基亚砜 (DM SO )中, 0. 45 Λm 滤

膜过滤,避光贮存。

(6)CTC 染液。取 T ris 0. 024 2 g, N aC l 0. 076

g, L 2半胱氨酸 0. 006 g, CTC 0. 039 g, 溶于 10 mL

双蒸水中,调pH 值至 7. 8,用 0. 45 Λm 滤膜过滤,避

光保存。

(7)异硫氰荧光素标记的花生凝集素 (F ITC2
PNA )染液。取 0. 001 g F ITC2PNA , 溶于 10 mL

PBS中,用 0. 45 Λm 滤膜过滤后,避光贮存。

1. 2　试验设计

将海藻糖、蔗糖和乳糖分别配制成 375

mmo löL 的等渗溶液, 均以不同的添加水平加入

TCG 冷冻基础液中,使海藻糖、蔗糖和乳糖的质量

浓度分别为 0. 035, 0. 070, 0105, 0140 gömL , 以

TCG 冷冻基础液为对照。用上述不同水平的 3种双

糖冷冻液对猪精液进行冷冻,解冻后镜检评定精子

活率和活力,并结合 P I2罗丹明 123、F ITC2PNA 和

CTC 3 种荧光染色法,以及低渗肿胀检测 (HO ST )

评定其冷冻效果。

1. 3　精液预处理及冷冻

精液运抵实验室后, 用 50 mL 离心管等量分

装, 离心 (800×g , 10 m in)、弃上清,加BT S 液至原

来体积, 15 层纱布包裹在 15 ℃恒温箱平衡 3 h,将

平衡处理过的精液用离心管分装、离心 (800×g , 10

m in) ,弃上清,加É液 (TCG 冷冻基础液+ 体积分数

20%卵黄) , 置于 5 ℃冰箱中缓慢降温 2 h, 加Ê 液
(含体积分数 3%甘油的É液) , 5 ℃冰箱平衡 1 h,装

管 (0. 25 mL ) ,置于程序冷冻仪中以 1 ℃öm in 从 5

℃缓慢降至- 5 ℃,迅速移至液氮上方 3 cm 熏蒸 15

m in,将细管投入液氮。

1. 4　解冻后猪精子质量的评定

1. 4. 1　精子活力　取猪精液冷冻细管, 37 ℃, 30 s

水浴解冻后,取 10 ΛL 精液于载玻片上,加盖玻片,

在 400×倒置显微镜下主观评定精子活力 (直线运

动精子百分率)。

1. 4. 2　精子活率和有线粒体活性精子百分率　将

解冻的精液用等温BT S 液稀释, 调整精子密度为

3×106ömL。先取等温的 100 ΛL H EPESöBSA [16 ]缓

冲液置于预温的 1. 5 mL 离心管中,然后加入 10 ΛL

P I贮存液和 1 ΛL 罗丹明 123 贮存液,避光孵育 10

m in,最后加入 50 ΛL 精液,在 37 ℃、黑暗潮湿环境

孵育 30 m in。取 10 ΛL 精子悬液于载玻片上,加盖玻

片,荧光显微镜 (400×)下观察。死精子在波长 488

nm 紫外光激发下头部核区发红色荧光, 活精子和

有活性线粒体的精子头部不发光,而尾巴线粒体部

分 (中段)有亮绿色荧光。计算精子活率 (活精子百分

率)和有线粒体活性精子百分率。

1. 4. 3　精子质膜完整率　采用果糖- 柠檬酸钠低

渗液进行低渗肿胀检测 (HO ST )。将解冻的精液用

低渗液稀释,调整精子密度为 1×106ömL , 37 ℃孵

育 30 m in,取 20 ΛL 精子悬液滴于血细胞计数板上,

400×显微镜下观察,计算弯尾精子百分率,每次计

算至少 200个精子。

1. 4. 4　精子顶体完整率　参考L am ia 等[17 ]的方

法,利用 F ITC2PNA 染液染色后, 荧光显微镜观察

精子顶体形态。将解冻后的精液铺在 PV P 液面上,
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800×g 离心 6 m in, 弃上清液; 将沉淀精子用 PBS

重悬,调整精子密度为 1×106ömL ,从中取 30 ΛL 涂

片, 空气中自然干燥, 甲醇固定 10 m in 后, 再加入

30 ΛL F ITC2PNA 染液, 37 ℃、黑暗潮湿环境下孵

育 30 m in,再用 PBS 溶液冲洗,自然干燥后加少量

增光剂 (含体积分数 10%的 PBS液) ,无色指甲油封

片,立即在荧光显微镜下观察。

1. 4. 5　精子获能率　将解冻后的精液用等温BT S

液稀释,调整密度为 1×106ömL ,取 400 ΛL 精子悬

液加到 1 mL 30 göL PV P 溶液面上, 500×g 离心 6

m in,弃上清,沉淀进行如下处理。 (1)获能处理前的

染色。取 200 ΛL PBS 溶液重悬沉淀, 加入 200 ΛL

CTC 染液,混匀后避光孵育 30 s, 用 36 ΛL 体积分

数 12. 5%戊二醛液混匀后固定, 取 10 ΛL 精子悬

液,加盖盖玻片,用无色指甲油封片, 立即在 400×

荧光显微镜下观察。(2)获能处理后染色。用 200 ΛL

TCM 液沉淀悬浮,置培养箱中孵育 3 h 使其获能,

然后染色、固定并观察。每项每次计算至少 200个精

子,计算精子获能率。

1. 5　数据处理

用 SPSS 软件的O ne2W ay ANOVA 对数据进

行分析。

2　结果与分析

2. 1　3种双糖对解冻后猪精子活率的影响

　　由表 1可见,不同双糖对解冻后猪精子活率有

很大影响,海藻糖、蔗糖和乳糖在冷冻保存液中的最

佳添加水平均为 0. 035 gömL。在该添加水平下,解

冻后猪精子活率显著高于对照组 (P < 0. 05) ; 随双

糖添加水平的增加,各添加组的精子活率急剧下降;

海藻糖和蔗糖的添加效果无明显差异,解冻后精子

活率最高分别达到 (46. 34±0. 52) %和 (43. 58±

0. 49) % ,但均显著优于乳糖和 TCG 对照。

表 1　3种双糖对冷冻- 解冻后猪精子活率、活力和有线粒体活性精子百分率的影响 (n= 21)

T ab le 1　V iab ility,mo tility and the percen tages of m itochondria l act ivity sperm

after frozen2thaw ed w ith disaccharides (n= 21)

组别
Group

添加水平ö
(g·mL - 1)

Concen tration

精子活率ö%
V iab ility

精子活力ö%
M o tility

有线粒体活性
精子百分率ö%
M itochondrial

activity

TCG 对照 Contro l 0　　 31. 61±0. 97 a 31. 26±0. 37 a 31. 62±1. 17 a

海藻糖 T rehalo se 0. 035 46. 34±0. 52 b 41. 38±0. 39 b 44. 56±1. 16 b

0. 070 32. 40±1. 01 a 31. 06±0. 52 a 31. 49±0. 96 a

0. 105 21. 63±1. 02 c 12. 03±0. 04 c 21. 08±0. 46 c

0. 140 18. 96±1. 57 d 12. 03±0. 04 c 16. 97±0. 61 d

蔗糖 Sucro se 0. 035 43. 58±0. 49 b 41. 29±0. 43 b 41. 08±0. 53 e

0. 070 37. 29±1. 12 e 32. 03±0. 09 a 33. 38±1. 21 a

0. 105 21. 06±0. 38 cd 11. 68±0. 26 c 20. 61±0. 52 c

0. 140 17. 97±0. 62 d 11. 68±0. 26 c 17. 05±0. 78 d

乳糖 L acto se 0. 035 38. 29±0. 37 e 32. 33±0. 45 a 35. 76±0. 61 a

0. 070 27. 39±0. 52 f 26. 89±0. 75 a 31. 48±0. 46 a

0. 105 20. 09±0. 47 cd 11. 00±0. 00 c 19. 81±0. 58 c

0. 140 18. 67±0. 65 d 11. 00±0. 00 c 14. 07±0. 65 d

　　注:表中同列数据后标不同小写字母表示差异显著 (P < 0. 05)。下表同。

N o te: V alues w ith differen t sm all letters w ith in the sam e co lum n differ sign ifican tly. Sam e in the fo llow ing tab les.

2. 2　3种双糖对解冻后猪精子活力的影响

由表 1可知, 3种双糖的适宜添加水平为 0. 035

gömL ,在该添加水平下,海藻糖、蔗糖处理组解冻后

精子活力显著优于 TCG 对照和乳糖组 (P < 0. 05) ,

海藻糖的添加效果略优于蔗糖,但差异不显著 (P >

0. 05)。乳糖对解冻后精子活力的影响与对照组相比

差异不显著 (P > 0. 05) ,表明乳糖与葡萄糖对猪精

子的冷冻保护作用相似。

2. 3　3 种双糖对解冻后有线粒体活性精子百分率

的影响

由表 1可知,海藻糖、蔗糖和乳糖在冷冻保存液

中的最佳添加水平均为 0. 035 gömL ,在该添加水平

下, 有线粒体活性精子百分率分别为 ( 44. 56±

1. 16) % , (41. 08 ±0. 53) %和 (35. 76±0. 61) % ,海

藻糖和蔗糖均显著高于对照及各自组内其他添加水

平 (P < 0. 05)。其中海藻糖效果最好,解冻后有线粒
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体活性精子百分率显著高于蔗糖、乳糖以及 TCG

对照 (P < 0. 05)。

2. 4　3种双糖对解冻后猪精子质膜完整率的影响

由表 2 可以看出, 3 种双糖的最适添加水平均

为 0. 035 gömL ,在该添加水平下冻后精子质膜完整

率显著高于其他添加水平 (P < 0. 05) ,其中海藻糖

和蔗糖组的质膜完整率分别为 (43. 51±1. 78) %和

(43. 37±0. 72) % , 显著高于乳糖及对照组 ( P <

0. 05) ; 3 种双糖均随添加水平的增加, 精子质膜完

整率急剧下降。
表 2　3种双糖对冷冻- 解冻后猪精子质膜完整率、顶体完整率和精子获能率的影响 (n= 21)

T ab le 2　Effect of 3 disaccharides on the param eters of m em brane in tegrity, acro som e in tegrity

and capacita t ion of frozen2thaw ed sperm

组别
Group

添加水平ö
(g·mL - 1)

Concen tration

质膜完整率ö%
M em brane

in tegrity

顶体完整率ö%
A cro som e
in tegrity

精子获能率ö%
Rate of capacitation sperm

获能处理前
Befo re

capacitation

获能处理后
A fter

capacitation

TCG对照 Contro l 0　　 31. 40±1. 13 a 38. 85±0. 72 ac 8. 72±0. 85 a 29. 23±0. 52 a

海藻糖 T rehalo se 0. 035 43. 51±1. 78 b 64. 09±0. 81 b 3. 68±0. 07 b 41. 82±0. 56 b

0. 070 27. 43±3. 59 c 65. 38±1. 16) b 4. 41±0. 16 b 28. 95±0. 66 a

0. 105 19. 23±0. 96 d 66. 02±2. 04 b 4. 29±0. 24 b 17. 69±0. 85 c

0. 140 14. 92±0. 51 de 67. 49±1. 62 b 5. 17±0. 62 b 15. 67±0. 09 c

蔗糖 Sucro se 0. 035 43. 37±0. 72 b 38. 91±0. 53 ac 7. 61±0. 83 a 38. 99±0. 57 c

0. 070 33. 29±0. 62 a 39. 27±0. 67 ac 8. 59±0. 63 a 33. 88±0. 69 d

0. 105 19. 31±0. 74 d 40. 63±0. 52 a 10. 65±0. 57 c 17. 35±0. 73 c

0. 140 17. 58±0. 72 d 41. 09±0. 53 a 10. 28±0. 73 c 12. 90±0. 18 e

乳糖 L acto se 0. 035 35. 07±0. 91 a 36. 24±0. 51c 7. 39±0. 61 a 34. 71±0. 42 d

0. 070 30. 56±0. 47 c 36. 48±0. 88 c 10. 97±0. 48 c 25. 84±0. 46 a

0. 105 18. 54±0. 58 d 38. 51±0. 71 ac 11. 56±0. 71 c 16. 83±0. 91 c

0. 140 14. 49±0. 75 e 39. 37±0. 63 ac 12. 29±0. 74 c 14. 79±0. 73 e

2. 5　3种双糖对解冻后精子顶体完整率的影响

由表 2 可知,海藻糖能显著提高冻后精子的顶

体完整率,其中以 0. 035 gömL 添加水平的效果最

好,精子顶体完整率达 (64. 09±0. 81) % ,显著高于

蔗糖、乳糖各添加组及对照组 (P < 0. 05) ; 随着添加

水平的升高,各组解冻后精子顶体完整率逐渐提高,

但各组内不同添加水平间差异不显著 (P > 0. 05)。

2. 6　3种双糖对解冻后精子获能率的影响

由表 2 可知, 获能处理前, 与蔗糖和乳糖组相

比,海藻糖可显著降低冷冻- 解冻过程中精子获能

率 (P < 0. 05) ; 获能处理后, 3 种双糖均可显著提高

冻后精子获能率 (P < 0. 05) ,其最佳添加水平均为

0. 035 gömL ,在该添加水平下,海藻糖、蔗糖和乳糖

组的冻后精子获能率分别为 (41. 82±0. 56) % ,

(38. 99±0. 57) %和 (34. 71±0. 42) %。

3　结论与讨论

本研究结果表明, 冷冻保存液中添加 0. 035

gömL海藻糖和蔗糖可以明显提高解冻后猪精子的

活率、活力,效果优于乳糖及对照组。海藻糖能够在

活性细胞严重脱水情况下在细胞膜外形成一层保护

膜,在一定程度对精子起到较好的保护作用。本试验

中,乳糖添加组的精液解冻效果较差,这与国外相关

研究结果不完全一致[15, 17218 ] ,其原因还有待进一步

研究。海藻糖可显著提高冻后精子的顶体完整率,且

随着添加水平的增加精子顶体完整率逐渐提高,但

冻后精子活率随着添加水平的升高而下降, 这与

E lm an 等[12 ]在山羊上的研究结果不完全一致。这可

能是由于猪精子对高渗溶液的耐受性较山羊精子

差,渗透压升高导致猪精子迅速脱水死亡。

与乳糖、蔗糖相比, 海藻糖添加水平为 0. 035

gömL时,提高冻后精子顶体完整率和质膜完整率的

效果最好,且精子顶体完整率随添加量增加而升高,

表明海藻糖对精子细胞膜有一定的保护作用; 海藻

糖能明显提高有线粒体活性精子百分率且显著降低

冻后精子获能率,与 E lm an 等[12 ]报道结果相一致。

猪精子细胞对低温非常敏感,加之冷冻保存液通常

由大分子物质、糖类和渗透性冷冻保护剂组成,溶液

渗透压高,对细胞产生不利影响。糖类与氨基酸、牛

血清白蛋白相似,通过稳定精子质膜而发挥保护作

用,糖类的羟基与精子膜磷脂的磷酸根结合置换周

围的水分子, 从而防止冷冻时由冰晶造成的损

伤[15 ]。海藻糖是一种非常稳定的非还原性双糖,与

蔗糖、麦芽糖等具有相似的分子结构和生理作用,对
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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产生一种玻璃状

的防护层,从而提高细胞对高渗透的耐受性,使细胞

继续保持活性。Garcia 等[19 ]研究表明,海藻糖作为

一种水分子替代分子,在冷冻过程中可使细胞膜在

固相- 液相相互转变中免受损伤,在细胞内主要作

为一种亲和性溶质来对抗细胞膜外的渗透压变化。

海藻糖保护精子的机制与其晶体结构、溶液的物理

构象和化学特性密切相关,在冷冻时,海藻糖可以强

有力地束缚水分子,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能,防止细胞因失水而

造成养分损失和细胞损伤,具有稳定细胞膜和蛋白

质结构的特性。Jelinkova 等[20 ]研究证明,海藻糖在

哺乳动物精液冷冻保存中的作用类似其他双糖,尤

其是蔗糖,但必须和渗透性冷冻保护剂结合使用才

能有效保护精子。

随着对海藻糖等双糖精液冷冻保护机理的进一

步研究,人类将完全有可能开发出一种由双糖类部

分取代或完全替代渗透性冷冻保护剂的新型抗冻保

护剂。
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C lon ing and imm unop ro tect ion of PA recom b inan t

p ro te in of B acillus an th racis

X IE Y ing-guo1, 2,W U X iu-fang1, 2,W U Su-q in2,W ANG X i- l iang2, HE W e i-m ing1

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echonology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 D ep arm en t of Imm unology of R eseach Institu te of M icrobiology and Ep id em iology A cad emy of M ilita ry M ed ica l S cience,

S ta te K ey L abora tory of P a thog en and B iosecu rity ,B eij ing 100071, Ch ina)

Abstract: PA gene amp lif ied w as from B acillus an th racis by PCR and then cloned in to pET 28a (+ )

vecto r. T he recom b inan t p lasm id pET 28a (+ ) 2PA w as con structed and exp ressed and the imm unogen icity

and imm unop ro tect ion w ere studied. T he resu lts show that the length of PA gene is abou t 2 205 bp and rel2
at ive mo lecu lar m ass of the exp ressed p ro tein is 83 ku; the rPA has good imm unogen icity, and specif icity of

an t ibody cou ld be detected after 10 d imm un izat ion, and the an t ibody levels rise m arkedly, 3rd to 1∶

12 800; the rPA p ro tein st im u la tes the specif icity of an t ibody b inding to mou se IgG12based; the rPA p ro tein

can p romo te the grow th and m u lt ip lica t ion of the mou se sp leen cells in v itro. T he rPA imm un izat ion group

can sign if ican t ly increase CD +
4 mou se sp leen cells and the imm une respon ses tend to T h22type respon se,

show ing that the rPA mo st m edia te to humo ral imm un ity. T he rPA is fa irly imm une p ro tect ive, the p ro tec2
t ion ra te being 50%.

Key words: B acillus an th racis; p ro tect ive an t igen; imm un ity; genet ic engineering vaccine
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Effect of t reha lo se, sucro se and lacto seon on cryop reserva t ion of boar sperm

ZHANG Shu- shan 1,L I Qing-wang1, 2,L I Gang1, CHEN X iao-yu1,

HU J ian -hong1, HAN Zeng- sheng1,W ANG L i-q iang1

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology , N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 D ep artm en t of B iolog ica l E ng ineering , Collag e of E nv ironm en t & Chem ica l E ng ineering , Y anshan U niversity , Q ing huang d ao, H ebei 066004, Ch ina)

Abstract: In th is study, the effects of adding th ree disaccharides (t rehalo se, sucro se and lacto se) in the

cryop reservat ive so lu t ion w ere compared. T he resu lts w ere summ arized as fo llow s: T he effect of boar se2
m en cryop reservat ion w as m arkedly imp roved w ith th ree disaccharides, and their op t im um level w as 0. 035

gömL ; A t the level of 0. 035 gömL , the viab ility, mo t ility, the percen tages of m itochondria l act ivity and

m em b rane in tegrity of frozen2thaw ed sperm w ith trehalo se w ere (46. 34±0. 52) % , (41. 38±0. 39) % ,

(44. 56±1. 16) % and (43. 51±1. 78) % respect ively, and there w as no sign if ican t d ifference betw een tre2
halo se and sucro se (P > 0. 05) , and bo th of them w ere h igher than that of lacto se group and the con tro l

(P < 0. 05) ; T he percen tage of in tact acro som e of trehalo se group w as (64. 09±0. 81) % , and h igher than

that of the sucro se, lacto se group , and the con tro l (P < 0. 05) , and increased w ith the increasing level of

th ree disaccharides; T he percen tages of capacita t ing boar sperm befo re and after capacita t ion trea tm en t

w ere (3. 68±0. 07) % and (41. 82±0. 56) % , and w as bet ter than that of lacto se group and the con tro l (P <

0. 05). To sum up , the effect of imp roving the frozen2thaw ed sperm quality w ith trehalo se w as superio r to

sucro se, lacto se and TCG con tro l, and the op t im um level w as 0. 035 gömL.

Key words: boar sem en; cryop reservat ion; t rehalo se; sucro se; lacto se
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