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摘要:该文通过多指标正交实验设计对巴马香猪精液冷冻稀释液中低密度脂蛋白(LDL,因素A)、海藻糖(因素B)

和甘油(因素C)等3种保护剂联合使用时的作用进行评价,并分别对3种物质的最佳体积质量分数、摩尔浓度和体

积百分比进行优化.结果表明3种保护剂对精子活率(TMS)、质膜完整性(PMI)和彗星率(CR)作用的主次顺序均为

A>C>B,对精子顶体完整性(AI)作用的主次顺序为B>A>C;3种保护剂对TMS和PMI均有极显著的保护作用

(p<0.01),对CR均无显著性作用(p>0.05);LDL和海藻糖对AI有显著的保护作用(p<0.05),甘油对AI无显性

作用(p>0.05);通过因素与指标关系趋势图的绘制,发现由各个指标得到的最佳组合均为A2B3C2,且指标间的相关

性均达到了显著水平(p<0.05).因此,用TMS,PMI,AI和CR评价巴马香猪冷冻-解冻后精液质量时,指标间不

存在矛盾,用9%(w/v)低密度脂蛋白、200mmol/L海藻糖和2%甘油为巴马香猪精液冷冻稀释液中最优组合.
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精液冷冻保存可充分发挥优良种公畜的遗传潜力,便于长途运输,加快畜群品种改良步伐,同时该方

法也是建立动物精子库不可缺少的手段[1-2].目前,牛[3]和小鼠[4]的精液冷冻技术较为成熟,已经具有商

业化精子库,而猪精液冷冻保存的效果仍不理想[5].与鲜精相比,冷冻-解冻后的猪精子活率和顶体完整

性较低,而且猪冻精的产子率以及窝产仔猪数都大大低于鲜精[6].精液冷冻过程中,冰晶首先在细胞外液

中形成,此时冰晶与溶质分离,未冻结部分电解质溶液的浓度升高,导致细胞脱水,并进一步引起细胞变

性及细胞膜结构的损伤,即渗透性损伤[7-8].因此,精液冷冻过程中,要尽可能地避免细胞内外高渗溶液的

形成,并以此减少细胞膜的损伤,尤其是脂蛋白复合物的损伤[9].研究发现,低密度脂蛋白(LDL)、海藻糖
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和甘油在精液冷冻过程中具有较好的保护作用[7,10-11].但是这3种保护剂同时使用对冷冻过程中猪精子的

保护作用及其组合时的最佳体积质量分数、摩尔浓度及体积百分比还未见报道.
本文采用多指标正交实验设计,利用计算机辅助分析系统(CASA)、低渗肿胀(HOST)实验、考马斯亮

蓝染色和中性彗星实验分别评估不同实验条件对冷冻-解冻后精子活率(TMS)、质膜完整性(PMI)、顶体

完整性(AI)以及DNA完整性(彗星率,CR)的影响,分析冷冻稀释液中的LDL、海藻糖与甘油的不同体积

质量分数、摩尔浓度及体积百分比对冷冻解冻后巴马香猪精液品质的影响,并对各指标间的相关性和回归

性进行统计分析,以评价精液冷冻稀释液中低密度脂蛋白、甘油和海藻糖联用时对精子的保护作用.

1 材料与方法

1.1 主要仪器及试剂

伟力精子质量检测系统(WLJY-9000型,北京伟力新世纪发展有限公司)、超低温温度计(600-1010K
型,美国Barnant公司)、自动高速离心机(Heraeus,德国)、荧光显微镜(NikonE600,日本);试剂除甘油

(中国国药上海化学试剂有限公司)外,葡萄糖、海藻糖及Tris等均购自SIGMA公司.

1.2 精液冷冻与解冻

选择8头1~2岁健康成年巴马公猪,采用人工手握采精法[9],采精频率为每周1次.收集射出精液中

段浓稠部分(活率>0.7),保温瓶预热至32℃,30min内送到实验室.LDL参考 Moussa等[12]的方法在鸡

蛋卵黄中提取.用电子天平准确称量各种试剂,配制成洗液(每100mL含葡萄糖5.75g、乳糖0.25g、柠

檬酸钠0.45g、EDTA0.35g、碳酸氢钠0.12g、氯化钾0.04g、青霉素7.5mg、链霉素5mg、GSH

0.03g)与稀释液Ⅰ液(每100mL含葡萄糖4.0g、TES1.5g、Tris0.25g、GSH38.5mg、青霉素

9.5mg、链霉素6.3mg).采精前,根据实验设计,将稀释液Ⅰ与不同体积质量分数(w/v)的LDL、不同摩

尔浓度的海藻糖配制成稀释液Ⅱ液.稀释液Ⅱ液配制完成后,加入不同体积百分比的甘油即为冷冻液.解

冻液每100mL含葡萄糖0.37g、柠檬酸钠0.06g、碳酸氢钠0.0125g、EDTA0.0125g、氯化钾0.0075g.
将精液和预热至32℃的洗液各25mL沿管壁倒入50mL离心管,轻轻混匀,用6~8层纱布包裹离心管,

置于15℃平衡3h.500r/min离心5min,弃上清,沉淀中加入预热至15℃的稀释液Ⅱ,使精子悬液体积

达到1mL,并于1.5h内降至4℃,加入1mL预冷至4℃的冷冻液,混匀,静置5~10min.在4℃的冰

箱内,利用专用注射器将精液迅速吸入已预冷至4℃的0.25mL细管内,快速密封管口.将冷冻槽浸入液

氮中预冷后,置于距液氮面3cm处.待温度恒定达到始冻温度(-110~-125℃)[10],将精液细管放入冷

冻槽熏蒸10min,最后将细管冻精浸入液氮内保存.解冻时,将细管置于45℃水浴中10s,用预热至37℃
的解冻液稀释10倍,37℃孵育10min,待检.

1.3 解冻后精液品质评定

经解冻和孵育后,取15μL精液,使用计算机辅助精子分析仪(CASA)分析精子的活率(TMS);采用

低渗肿胀(HOST)实验检测精子质膜完整性[10],将解冻后的精液用等温低渗液(7.35g柠檬酸钠和13.51g
果糖溶于1L蒸馏水中制成)调整密度至1.0×106 个,37℃培养30min,取10μL精液在血小板计数板

上,400×倒置显微镜下观察不同部位的5个视野,计算尾部弯曲的精子百分率,质膜完整的精子因低渗导

致膨胀而表现为尾部弯曲;采用考马斯亮蓝染色法检测精子顶体完整性[13],精子涂片用0.05%考马斯亮

蓝(G250)染色,于1000×普通光学显微镜观察,顶体完整的精子顶体部分蓝染,顶体不完整的精子顶体不

染色,每片计数200个以上的精子;采用中性彗星分析(Cometassay)的方法检测解冻后精子DNA损伤情

况[9],DNA未损伤的精子不会形成 “彗星”,DNA损伤的精子形成“彗星”,经过荧光染色的图片用Nikon
相机照相,用彗星分析软件分析所得图片,用以判定DNA损伤程度,每个样品随机选择100个精子.各指

标检测结果如图1所示.
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a.质膜完整的精子(精子尾部弯曲,400×);b.质膜损伤的精子(精子尾部未出现弯曲,400×);c.顶体完整的精子(精子顶体蓝染,且可

见完整的顶体缘,1000×);d. 精子顶体损伤(精子顶体不能染色,1000×);e. 精子DNA完整(未形成彗星,400×);f. 精子DNA损伤

(形成彗星,400×).

图1 冷冻-解冻后巴马香猪精子的质膜完整性、顶体完整性和DNA完整性检测效果图

1.4 冷冻稀释液中不同体积质量分数LDL、甘油体积百分比和海藻糖摩尔浓度的多指标正交设计

利用正交试验设计技术,以冷冻-解冻后精子活率、质膜完整性、顶体完整性以及DNA损伤程度为

评价指标,对巴马香猪精液冷冻稀释液中的低密度脂蛋白体积质量分数、甘油终体积百分比及海藻糖摩尔

浓度等3个因素进行研究,从而优化巴马香猪精液的冷冻稀释液.各因素水平根据文献报道设计(表1).

L9(34)多指标正交实验设计方案见表2,由于实验只考察3种保护剂,随机选择正交表中第4列为空列.

1.5 数据统计分析

数据用平均值表示;在Lp(nm)正交表中,实验的p个结果分别记为y1,y2,…,yp,Kij为第j列因素第

i水平所对应的实验指标和(i=1,2,3;j=1,2,3,4),kij=Kij,Rj=k-
ijmaxkijmin,Rj 值愈大说明该因素对

实验结果的影响愈大,因素作用的显著性通过方差分析判断;方差分析中,Sj 是第j列的总变差,当正交表

的所有列没被排满因素时,即有空列时,所有空列的Sj之和就是误差的变差平方和Se,这时Se的自由度fe

也为这些空列自由度之和,其中T=∑
p

i=1
yi,Sj=1r∑

n

i=1
K2

ij-T2

p
(r=p

n
),F=

Sj

fj

Se

fe

;正交设计方差分析、相关

及回归分析通过SPSS18.0统计软件完成,方差分析显著性检验采用Duncan法,相关系数显著性检验采

用双尾法.

2 结 果

2.1 精液冷冻稀释液中LDL体积质量分数、甘油体积百分比和海藻糖摩尔浓度的多指标正交实验设计

分别设3个梯度的LDL体积质量分数、海藻糖摩尔浓度和甘油体积百分比的保护浓度(表1),进行巴

马香猪精液冷冻的L9(34)正交实验,正交试验的极差和方差分析如表2和表3所示.
表1 L9(34)正交实验设计各因素水平

水 平

因     素

LDL体积质量分数

/(w·v-1)A

海藻糖摩尔浓度

/(mmol·L-1)B

甘油终体积百分比

/(v·v-1)C
1 8 100 1
2 9 150 2
3 10 200 3

  (R,表2)分析结果表明,冷冻稀释液中3种保护剂对TMS,PMI和CR作用的主次顺序均为A>C>

B,对AI作用的主次顺序为B>A>C;方差分析表明,3种物质对TMS和PMI均有极显著的作用(p<
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0.01),对CR均无显著性作用(p>0.05);LDL和海藻糖对AI有显著性作用(p<0.05),甘油对AI无显

著性作用(p>0.05)(表3).
表2 L9(34)正交实验设计及结果(n=8)

实 验 号
因     素

A B C

指     标

TMS/% PMI/% AI/% CR/%

R 1 1 1 1 1 29.31 23.23 46.33 25.31

2 1 2 2 2 39.68 35.81 60.77 22.83

3 1 3 3 3 40.51 37.85 61.19 19.36

4 2 1 2 3 42.83 40.68 62.26 17.91

5 2 2 3 1 41.43 37.19 63.63 20.39

6 2 3 1 2 51.16 49.85 71.61 12.85

7 3 1 3 2 36.58 32.13 51.53 22.36

8 3 2 1 3 37.63 35.38 58.36 23.73

9 3 3 2 1 35.31 31.69 58.86 25.83

TMS 8.64 6.09 0.23 7.12

PMI 10.27 7.79 0.43 8.56

AI 9.73 10.52 1.86 5.03

CR 6.92 2.97 1.56 4.50

表3 正交试验设计方差分析

指标 方差来源 Sj fj F 指标 方差来源 Sj fj F

TMS A 149.18 2 1797.40** PMI A 196.58 2 640.32**

B 55.75 2 671.65** B 90.97 2 296.32**

C 80.10 2 965.04** C 127.75 2 416.13**

e 0.08 2 e 0.31 2

AI A 186.67 2 27.12* CR A 79.81 2 17.17

B 176.28 2 25.62* B 15.35 2 3.30

C 44.54 2 6.47 C 33.51 2 7.21

e 6.88 2 e 4.65 2

  注:F0.01=99.00,F0.05=19.00;*表示因素对该指标作用显著(p<0.05),**表示因素对该指标作用极显著

(p<0.01).

2.3 保护剂最优组合的选择

以因素水平为横坐标,指标(Kij)为纵坐标,作出因素与指标的关系趋势图(图2).分别选择Kij的最高

点(指标值越大表示精子损伤程度越低的,包括TMS,PMI和AI)或最低点(指标值越小表示精子损伤程度

越低的,包括CR,指示精子DNA损伤程度)进行组合,得到以该指标为研究对象的优化方案.由图2可

知,由各个指标得到的3种保护剂的最佳组合均为A2B3C2.

2.4 各评价指标间相关分析及保护剂最优组合的确定

相关分析结果表明,TMS,PMI,AI和CR间具有显著(p<0.05)或极显著(p<0.01)的相关性(表4).
因此,以TMS,PMI,AI和CR来共同评价巴马香猪冷冻-解冻后精液质量时,指标间不存在矛盾,可以确

定巴马香猪精液冷冻稀释液中3种保护剂的最优组合为A2B3C2,即9%(w/v)低密度脂蛋白、200mmol/L
海藻糖和2%甘油.
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图2 因素与指标关系趋势图

表4 指标间相关分析及其显著性检验表

Indices TMS PMI AI CR

TMS - 0.993** 0.938** -0.928**

PMI 0.993** - 0.942** -0.910**

AI 0.938** 0.942** - -0.782*

CR -0.928** -0.910** -0.782* -

  注:*表示指标间相关性显著(p<0.05),**表示指标间相关性极显著(p<0.01).

3 讨 论

本研究通过多指标正交实验设计,同时使用冷冻-解冻后巴马香猪精液TMS,PMI,AI和CR评价冷

冻稀释液中不同体积质量分数、体积百分比及摩尔浓度水平的LDL、甘油和海藻糖组合的保护效果,结果

表明巴马香猪精液冷冻稀释液中LDL、甘油和海藻糖的最优组合为A2B3C2,该组合与正交实验中的6号

实验(表2)相同,而6号实验中各指标也达到了最好,表明该优化结果可靠.此外,本研究中各指标间相关

性以及活率同其他3项指标间的回归性均为显著(p<0.05)或极显著(p<0.01),可见同时使用 TMS,

PMI,AI和CR对冷冻-解冻后精液质量进行评价时,各指标间不存在矛盾,多指标同时运用,可以从多个

角度对冷冻-解冻后精液质量进行评价,从而使有关精子状态的信息更为全面、可靠,而通过这些指标筛

选出的冷冻稀释液各成分的体积质量分数、体积百分比及摩尔浓度也更为合理.
甘油是渗透性保护剂[14],在细胞冷冻悬液完全凝固之前,渗透到细胞内,在细胞内外产生一定的摩

尔浓度,并与水分子结合,从而降低细胞内外未结冰溶液中电解质的摩尔浓度,保护细胞免受渗透性损

伤.同时,细胞内水分也因甘油的束缚不会过分外渗,避免了细胞过分脱水皱缩.海藻糖作为一种非渗

透性冷冻保护剂[12],可以强有力地束缚细胞外液的水分子,在冰晶形成的过程中,有效地降低了细胞外

液的渗透压,从而达到稳定细胞膜和蛋白质结构的效果.低密度脂蛋白(LDL)包含85%~90%的脂质和
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10%~15%的蛋白,以甘油三酯为核心外面包裹着由蛋白和磷脂组成的膜状物[11].在冷冻解冻过程中,

由于细胞脱水引起LDL结构破裂,然后磷脂游离进入溶液中,在精子表面形成凝胶样的保护膜[9],保护

了细胞膜的脂蛋白复合物,从而达到保护精子的目的.可见LDL、甘油和海藻糖可通过不同的方式在冷

冻-解冻过程中减少精子受到的损伤.但是,在猪精液冷冻过程中,同时使用这3种保护剂对精子的保

护效果还 未 见 报 道.Hu等[10]将100mmol/L海 藻 糖 与2%甘 油 联 用,冷 冻-解 冻 后 精 子 活 率 为

49.89%;Gutierrez-Perez等[15]将250mmol/L海 藻 糖 与1%甘 油 联 用,冷 冻-解 冻 后 精 子 活 率 为

42.25%;Jiang等[11]将9%LDL与2%甘油联用,冷冻-解冻后精子活率为49.33%.本研究同时使用

LDL、海藻糖和甘油,通过多指标正交实验设计优化出了巴马香猪精液冷冻稀释液中LDL、甘油和海藻

糖联用时的最佳体积质量分数、体积百分比及摩尔浓度分别为9%(w/v),2%及200mmol/L,冷冻-解

冻后精液活率为51.16%,从而为小型猪的精液冷冻筛选出了一种较好的冷冻稀释液,有利于其实验动

物的种质保存利用.
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AssessingandOptimizingtheFreezingDiluent
ofBamaMiniatureBoarSemenby
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Abstract:Byamulti-indexorthogonaltest,theeffectsoflow-densitylipoprotein(LDL,factorA),treha-

lose(factorB)andglycerol(factorC)usedincombinationwereassessedandanalyzed,themasstovol-

umeratio,molarity,andvolumepercentageofthethreereagentswereinthesequenceofA>C>Bonto-

talmotilesperm(TMS),plasmamembraneintegrity(PMI)andcometrate(CR)andofB>A>Conac-

rosomeintegrity(AI),andtheoptimumcombinationwasA2B3C2.LDL,trehaloseandglycerolallhad

significantprotectiveeffectsonTMSandPMI(p<0.05),LDLandtrehalosehadsignificanteffectsonAI
(p<0.05),andglycerolhadnosignificanteffectonAI(p>0.05).Therelativitywassignificant(p<

0.05)orhighlysignificant(p<0.01)oftheindexes;theregressionequationsbetweenTMSandtheother

threeindexeswereeffective(p<0.01),andtheregressioncoefficientswereallsignificant(p<0.05).It

is,therefore,concludedthatwhenTMS,PMI,AIandCRareusedtoassessthequalityoffrozen-thawed

Bamaminiatureboarsemen,nocontradictionwillexistbetweentheindexesandthat9% (w/v)LDL+200

mmol/Ltrehalose+2%glycerolistheoptimumcombinationoffreezingdiluentofBamaminiatureboar

semen.

Keywords:Bamaminiaturepig;semencryopreservation;multi-indexorthogonaltest;LDL;glycerol;

trehalose
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