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　　[摘　要 ]　扩增了炭疽芽孢杆菌 PA 基因, 构建了原核表达质粒 pET 228a2PA , 并对其进行了诱导表达, 对表

达产物免疫原性和免疫保护效果进行了研究。结果表明, PA 基因的长度约为 2 205 bp , PA 蛋白的相对分子质量为

83 ku; rPA 蛋白具有良好的免疫原性, 初免后 10 d 即可检测到特异性抗体, 第 3 次免疫后抗体水平明显升高, 可达

1∶12 800; rPA 蛋白刺激小鼠产生的特异性抗体亚型以 IgG1 为主; rPA 蛋白在体外对小鼠脾脏细胞有促进生长和

增殖作用。rPA 免疫组小鼠脾脏中CD +
4 细胞显著增加, 免疫应答趋向 T h2 型反应, 说明 rPA 介导的免疫反应以体

液免疫为主。 rPA 具有一定的免疫保护作用, 保护率达到 50%。
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　　炭疽芽孢杆菌 (B acillus an th racis) 是引起动物

和人类炭疽病的病原菌, 由于可引起皮肤等组织发

生黑炭状坏死, 故称为“炭疽”。炭疽病主要发生于草

食动物, 亦可传染人, 其分布几乎遍及全世界, 农民、

牧民、皮毛加工与动物屠宰工人及畜牧兽医工作者

均容易受到感染。炭疽芽孢杆菌对人类及畜牧业危

害很大, 具有致病力强、感染后潜伏期短、病情急和

病死率高等特点。炭疽芽孢杆菌的外毒素由保护性

抗原 (P ro tect ive an t igen, PA )、致死因子 (L ethal

facto r,L F)和水肿因子 (Edem a facto r, EF) 3 种多肽

组成[1 ]。L F 和 EF 是外毒素的毒性成分, 必须首先

与 PA 结合才能发挥毒性作用; 单独的 PA 蛋白无

毒, 但能诱发机体的保护性免疫反应, 是美国 FDA

批准的人用炭疽疫苗 (A n th rax vaccine adso rbed,

AVA ) [2 ]。目前,AVA 的生产仍沿用传统工艺, 即从

炭疽减毒株的培养物中吸附 PA , 但这种方法获得

的 PA 含有微量的其他炭疽芽孢杆菌成分, 可能会

导致AVA 在使用中出现一些副作用[2 ]。此外,AVA

疫苗生产时需要较高的生物安全设施, 使其生产成

本增加。2003 年炭疽芽孢杆菌的全基因组序列向全

世界发布[3 ] , 这意味着炭疽芽孢杆菌研究进入了一

个新的发展阶段, 各国都在研发重组 PA (rPA ) 的基

因工程疫苗。本试验用基因工程方法将炭疽芽孢杆

菌 PA 基因克隆到原核表达载体pET 28a (+ )中, 构

建重组表达质粒 pET 228a2PA , 获得了重组 PA 蛋

白, 并对其免疫原性进行了研究, 为我国新一代炭疽

芽孢杆菌疫苗的研制奠定了基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌株、载体及主要试剂　炭疽芽孢杆菌

A 16R , V o llum 株由军事医学科学院微生物流行病

研究所菌种库提供; 菌株 E. coli DH 5Α, BL 21 (D E3)

和载体质粒 pET 28a (+ ) 由军事医学科学院微生物

流行病研究所免疫室提供; Pyrobest DNA 聚合酶、

dN T P、限制性内切酶B am H É , S acÉ 以及 T 4 DNA

连接酶均购自大连宝生物公司; DNA 快速回收试剂

盒、羊抗兔酶标二抗购自博大泰克公司; pGEM 2T

载体为 P rom ega 公司产品; 荧光标记的CD 3, CD 4 和

CD 8 分子购自美国 EB 公司。

1. 1. 2　引物的设计与合成　根据 GenBank 中收录

的炭疽芽孢杆菌 pXO 1 质粒的 PA 基因序列 (登录

号为 A F306781) 设计 1 对引物。上游引物: CGC

GGA TCC A T G GAA GT T AAA CA G GA G
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AA C CGG; 下游引物: CGA GCT CT T A TC CTA

TCT CA T A GC CT T T T T TA GAA。上下游引物

分别设有B am H É 和 S acÉ 酶切位点, 引物由上海

博亚生物公司合成。

1. 2　PA 基因的 PCR 扩增

将炭疽芽孢杆菌 A 16R 株于水浴中煮沸 10

m in, 离心, 取上清即为炭疽芽孢杆菌 pXO 1 质粒的

DNA , 用其为模板进行 PA 基因的 PCR 扩增。PCR

反应总体积 25 ΛL , 其中DNA 模板 2 ΛL , 上下游引

物各 1 ΛL , dN T P s (2 mmo löL ) 2 ΛL , 聚合酶 0. 25

ΛL , 无菌水 16. 25 ΛL。扩增反应程序为: 94 ℃预变

性 5 m in; 94 ℃变性 45 s, 54 ℃复性 1 m in, 72 ℃延

伸 3 m in, 循环 35 次; 最后 72 ℃延伸 10 m in。产物

经 10 göL 琼脂糖凝胶电泳鉴定。

1. 3　重组表达载体的构建

切下含 PA 基因的凝胶, 用DNA 快速回收试

剂盒回收 PA 基因, 用pGEM 2T V ecto r System I 将

PA 基因和 pGEM 2T 载体于 16 ℃连接过夜。连接

产物转化感受态菌株 E. coli DH 5Α(CaC l2 法制备) ,

涂布于含 100 ΛgömL 氨苄青霉素的LB 培养平皿

中, 37 ℃培养过夜, 挑取转化菌单菌落进行菌液

PCR 鉴定, 提取 PCR 结果呈阳性的细菌质粒, 用

B am H É 和 S acÉ 双酶切鉴定后送上海博亚生物公

司进行测序, 分析插入片段位置是否正确。应用 T 4

DNA 连接酶将测序正确的 PA 片段连接到

pET 28a (+ ) 载体上 (16 ℃连接过夜) , 构建 pET 2
28a2PA 重组表达载体。

1. 4　rPA 的诱导表达与纯化

1. 4. 1　rPA 的诱导表达　将构建的 pET 228a2PA

重组表达载体转入BL 21 (D E3) 表达宿主菌中, 挑取

单个菌落接种于 3 mL 含 100 ΛgömL 卡那青霉素的

LB 培养液中, 37 ℃、250 röm in 培养过夜。取 30 ΛL

新鲜菌液, 接种于另一 3 mL 液体培养基中, 37 ℃、

250 röm in 培养至OD 600 = 0. 6 时, 加 IPT G 至终浓

度为 1 mmo löL , 37 ℃、250 röm in 继续培养 5 h, 取

样进行 10 göL SD S2PA GE 蛋白电泳检测。

1. 4. 2　rPA 的纯化　选用Am ersham 公司H iT rap

chela t ing 5 mL ×1 预装柱, 用A KTA FPL C 蛋白纯

化分析仪进行镍柱亲和纯化。将预装柱吸附N i2+ ,

先以 B inding Buffer 过柱平衡, 上样后分别用 0,

100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1 000

mmo löL 咪唑溶液洗脱, 收集洗脱液。

1. 5　表达产物的W estern b lo t 鉴定

对纯化的 PA 蛋白进行 SD S2PA GE 电泳。切 2

张W hatm an 3 mm 滤纸和 1 张硝酸纤维素滤膜, 将

其浸泡于转移电泳液中, 15～ 30 m in 后取出, 将胶

和滤膜夹在两张滤纸之间 (胶对阴极) , 在 0. 65

mA öcm 2 电转 1. 5 h。转移结束后, 取出滤膜用封闭

液 (50 göL 脱脂奶粉)室温封闭 1 h。PBST 洗膜 3 次

(10 m inö次) , 再按 1∶1 000 加入一抗 (重组 PA 蛋

白免疫小鼠血清) , 37 ℃反应 2 h, PBST 洗膜 3 次

( 10 m inö次) , 去除未结合的一抗, 加入 1∶10 000

稀释的 HR P 标记的二抗, 37 ℃反应 2 h, PBST 洗

膜 3 次 (10 m inö次) , 去除未结合的二抗, 将硝酸纤

维素膜用 10 mL W estern b lo t 显色液显色, 约 15～

20 m in 后终止反应。

1. 6　rPA 免疫保护效果检测

1. 6. 1　免疫接种　选用 6～ 8 周龄的雌性BALB öc

小鼠 (由军事医学科学院动物中心提供) 10 只, 分为

rPA 免疫组和 PBS 对照组, 每组 5 只。 rPA 免疫组

皮下多点注射以A l (OH ) 3 为佐剂的 rPA 疫苗, 每

次 50 Λgö只, 于免疫后的第 14 和 28 天分别加强免

疫一次。以 PBS 代替 rPA 用同样的方法处理 PBS

对照组。

1. 6. 2　血清抗体效价的检测　于每次免疫后第 10

天断尾采血分离血清, 采用间接 EL ISA 法。以甲醛

灭活的炭疽芽孢杆菌包被酶标板。4 ℃过夜, 向每孔

加含 20 göL 牛血清白蛋白的 PBS 100 ΛL , 37 ℃封

闭 2 h, PBST 洗 3 次, 以 1∶50 倍稀释血清, 37 ℃

孵育 1 h, PBST 洗 3 次; 向其中加入HR P 标记的二

抗 IgG, 37 ℃孵育 30 m in, PBST 洗 3 次, 然后每孔

加显色液 100 ΛL , 37 ℃显色 10 m in, 每孔加入 4

mo löL H 2SO 4 50 ΛL 终止反应。用酶标仪于 450 nm

波长处测A 值。结果判定标准为A ( 实验孔) öA (阴

性对照)≥2. 1 时为阳性。同时设空白、阴性对照。

1. 6. 3　抗体亚型分类　采用间接 EL ISA 法。以甲

醛灭活的炭疽芽孢杆菌包被酶标板。4 ℃过夜, 向每

孔加含 20 göL 牛血清白蛋白的 PBS 100 ΛL , 37 ℃

封闭 2 h, PBST 洗 3 次, 以 1∶50 倍稀释血清,

37 ℃孵育 1 h, PBST 洗 3 次; 向其中加入酶标二抗

IgG1 或 IgG2a, 37 ℃孵育 30 m in, PBST 洗 3 次, 每

孔加显色液 100 ΛL , 37 ℃显色 10 m in, 然后每孔加

入 4 mo löL H 2SO 4 50 ΛL 终止反应。用酶标仪于 450

nm 波长处测A 值。结果判定标准同 1. 6. 2。

1. 6. 4　T 淋巴细胞亚群分类　采集小鼠的脾脏, 置

于含 50 mL öL FCS 的R PM I21640 培养液中, 0. 154

74第 6 期 谢应国等: 炭疽芽孢杆菌 PA 蛋白的表达及免疫保护效果研究



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

mm 不锈钢网研磨过滤后, 1 500 röm in 离心 10

m in, 弃上清。沉淀加 5 mL 完全培养基悬浮细胞, 重

复 1 次。调细胞数为 105ömL。在脾脏细胞中加入

CD +
3 、CD +

4 和CD +
8 荧光抗体, 4 ℃避光孵育 40 m in,

用含 20 mL öL FCS 的 PBS 洗 2 次, 10 göL 多聚甲

醛固定, 用流式细胞仪测定 T 细胞亚群, Cellquest

软件分析。

1. 6. 5　淋巴细胞增殖试验　将 2×105ömL 的脾脏

淋巴细胞悬液按每孔 200 ΛL 加入 96 孔培养板中,

同一样品刺激组和未刺激组各设 3 个复孔, 刺激组

每孔加 20 Λg 刀豆蛋白A (ConA ) 后置于 37 ℃、体

积分数 5% CO 2 孵箱中孵育 72 h; 取出培养液板, 向

其中加入M T T 染色液 20 ΛL ö孔, 37 ℃孵育 6 h, 用

酶标仪于 570 nm 处测吸光度 (A 值)。以A (刺激

组) öA (未刺激组)表示各组的刺激指数。

1. 6. 6　免疫小鼠的攻毒保护试验　在预试验基础

上进行攻毒保护试验。将 12 只BALB öc 小鼠分为 2

组, 每组 6 只进行免疫, 免疫方法和剂量同 1. 6. 1。

于末次免疫 10 d 后以 V o lum 株芽孢 (R eedπs

M uench 法计算得到LD 50为 750 个菌) 腹腔注射小

鼠进行攻毒。攻毒剂量为 10 LD 50, 攻毒后密切观察

试验小鼠的活动、摄食及精神状态, 14 d 时计算小

鼠的死亡数和存活率。

1. 7　统计学分析方法

用 SPSS 12. 0 软件进行统计分析。数据以X{ ±

S 表示, 各组间差异用单因素方差分析。

2　结果与分析

2. 1　PA 基因的 PCR 扩增与测序

　　由图 1 可知, 在约 2 205 bp 处扩增出一条特异

性条带, 其长度与预期结果相一致。DNA 测序结果

显示, PA 基因序列和GeneBank 收录的序列完全相

同。

2. 2　pET 228a2PA 重组表达质粒的双酶切鉴定

pET 228a2PA 表达质粒的B am H É , S acÉ 双酶

切鉴定结果见图 2。由图 2 可知, 酶切的两条片段大

小分别为 5 369 bp 和 2 025 bp , 与预期结果一致, 说

明连接成功。

2. 3　rPA 的表达

阳性克隆菌株经 IPT G 诱导后进行 SD S2
PA GE 电泳鉴定, 结果见图 3。由图 3 可知, 诱导表

达的 rPA 包涵体与未诱导的 pET 228a2PA 相比, 在

83 ku 附近出现的额外条带, 为 rPA 表达的蛋白。

2. 4　rPA 的W estern b lo t 鉴定

表达的 rPA 蛋白经W estern b lo t 检测, 结果见

图 4。由图 4 可知, rPA 能被免疫小鼠的血清识别,

说明 rPA 蛋白具有良好的免疫原性。
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2. 5　抗 rPA 抗体水平检测

间接 EL ISA 法检测抗体水平的结果显示, 初免

后 10 d 即可检测到特异性抗体, 第 3 次免疫后抗体

水平明显升高, 可达 1∶12 800。由此可见, rPA 具有

较好的免疫原性。

2. 6　抗 rPA 抗体亚型的测定

由图 5 可知, rPA 免疫组小鼠的 IgG1 水平高

于 IgG2a 水平, 可见 rPA 刺激机体产生的特异性抗

体是以 IgG1 为主。表明 rPA 主要是激发体液免疫。

2. 7　T 淋巴细胞亚群分类结果

由表 1 可知, rPA 免疫组的 CD +
4 öCD +

8 极显著

高于 PBS 对照组 (P < 0. 01)。表明 rPA 免疫组小鼠

脾脏中 CD +
4 细胞显著增加, 免疫应答趋向 T h2 型

反应, 说明 rPA 介导的免疫反应以体液免疫为主。

图 5　小鼠血清中总 IgG 及其亚型水平
F ig. 5　To tal imm unoglobu ling level and sub type

level in serum of imm unized m ice

表 1　小鼠脾脏中淋巴细胞CD +
4 和CD +

8 的比例

T able 1　Change of CD +
4 and CD +

8 on T lymphocyte of m ice imm unized w ith PBS, rPA

组别 Group

淋巴细胞比例ö%
Percen tage of lymphocyte

CD +
4 CD +

8

CD +
4 öCD +

8

rPA 组 rPA group 79. 52±1. 72 17. 49±2. 05 4. 543 3

PBS 对照组
PBS con tro l group

62. 83±0. 37 33. 53±1. 26 1. 87
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2. 8　T 淋巴细胞增殖试验结果

rPA 免疫组平均刺激指数 (3. 803±1. 042)显著

高于对照组 (1. 163±0. 057) (P < 0. 05)。表明 rPA

蛋白在体外对小鼠脾脏细胞有促进生长和增殖作

用, 说明该重组蛋白具有生物学活性。

2. 9　免疫小鼠的攻毒保护试验结果

由表 2 可知, PBS 对照组小鼠于攻毒后第 3 天

全部死亡, 而 rPA 免疫组在攻毒后第 7 天还有 3 只

小鼠存活, 表明 rPA 具有一定的免疫保护作用, 保

护率达到 50%。
表 2　炭疽芽孢杆菌V o llum 株芽孢攻毒后小鼠的存活情况

T able 2　P ro tection of m ice against B . an th racis

vo llum (S) spo re challenge

攻毒后时间öd
T im e of after

challenge

小鼠存活数N um ber of su rvived

rPA 组
rPA group

PBS 对照组
PBS con tro l group

1 6 6

2 6 6

3 5 0

4 4 0

5 3 0

6 3 0

7 3 0

3　讨　论

PA 蛋白是研制炭疽芽孢杆菌疫苗的关键, 它

具有良好的免疫原性和保护性。为提高炭疽疫苗的

有效性、安全性, 减少副作用及免疫次数, 目前各国

均在大力发展新型炭疽疫苗[4 ] , 其中基于 rPA 的基

因工程疫苗倍受关注[526 ]。本研究扩增了炭疽芽孢杆

菌的 PA 基因, 构建了重组表达质粒 pET 228a2PA ,

并对其进行诱导表达, 对表达产物的免疫保护效果

进行了研究。在 PCR 扩增时, 由于片段较长

(2 205 bp ) , 本试验选择了具有高度保真性的 Py2
robest DNA 聚合酶, 通过不断优化 PCR 反应条件,

使得 PA 基因 PCR 产物没有发生突变。在载体选择

上, 本试验选用了 pET 28a ( + ) 原核表达载体,

pET 28a (+ )载体具有操作简单、成本低、产量高, 同

时表达蛋白具有较好的稳定性等优点。

炭疽芽孢杆菌是细胞外感染的病原体, 要清除

入侵的炭疽芽孢杆菌, 体液免疫起主导作用。因此,

必须通过抗原刺激使机体产生较高的抗体水平才能

产生有效的保护。本研究中, rPA 蛋白初次免疫后

10 d 就可检测到特异性抗体, 第 3 次免疫后抗体水

平明显升高 (rPA 组抗体效价可达 1∶12 800) ; rPA

免疫组小鼠的 IgG1 水平明显高于 IgG2a 水平, 主

要是激发体液免疫; 另外, T 淋巴细胞是重要的免疫

调节细胞, 可发挥正负两方面的调节作用。CD 4 和

CD 8 分子是 T 淋巴细胞重要的表面标志[728 ]。本研究

结果显示, CD +
4 T 淋巴细胞数量显著升高, CD +

4 ö

CD +
8 比值极显著增加, 免疫应答趋向 T h2 型反应,

说明 rPA 蛋白免疫小鼠后主要介导体液免疫反应。

rPA 蛋白在体外对小鼠脾脏细胞有促进生长和增殖

作用, 表明 rPA 蛋白具有生物学活性。

rPA 疫苗的保护率为 50% , 这与Donald 等[4 ]

的研究结果是相符的。要提高 rPA 疫苗的免疫保护

效果, 改变免疫剂量、免疫方式和佐剂的选择都需要

进一步研究。本研究中的 rPA 疫苗对预防炭疽芽孢

杆菌感染有一定的免疫保护作用, 为研究具有更好

保护效果的炭疽芽孢杆菌疫苗奠定了基础。

[参考文献 ]

[ 1 ]　D uesbery N S. A nth rax tox ins[J ]. Cell M o l L ife Sci, 1999, 55 (12) : 1599.

[ 2 ]　Ju lia Y W ,M ichael H R. A nth rax vaccine design: strategies to ach ieve comp rehensive p ro tection against spo re, bacillu s and tox in [J ]. M ed2

ical Imm uno logy, 2005, 4: 428.

[ 3 ]　A riel N , Zvi A ,M akarova K S, et al. Genom e2based b io info rm atic selection of ch romo som al an th racis pu tative vaccine candidates coup led

w ith p ro teom ic iden tification of su rface2associated an tigens[J ]. Infection and Imm unity, 2003, 8: 456324579.

[ 4 ]　Donald J , Chabo t, A ngelo S, et al. A n th rax cap su le vaccine p ro tects against experim en tal infection[J ]. V accine, 2004, 23 (6) : 43247.

[ 5 ]　Baillie L. T he developm ent of new vaccines against B acillus an th racis[J ]. J A pp l M icrob io l, 2001, 91 (4) : 6092613.

[ 6 ]　L epp la S H. D evelopm ent of an imp roved vaccine fo r an th rax[J ]. J C lin Invest, 2002, 110 (2) : 1412144.

[ 7 ]　Stenger S,M odlin R L. Cyto lytic T cell responses to in tracellu lar pathogens[J ]. Curren t Op in ion in Imm uno logy, 1998, 10: 4712477.

[ 8 ]　T ascon R E, Stavropu lo s E, L ukacs K V , et al. P ro tection against m ycobacterum tubercu lo sis infection by CD +
8 T cells requ ires the p ro2

duction of gamm a in terferon[J ]. Infection and Imm unity, 1998, 66 (2) : 8302834.

05 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 34 卷



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

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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