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四种渗透性防冻剂在猕猴精子低温冷 

冻保存中对精子功能状态的影响 
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摘要：以冷冻精子的复苏运动度、荧光染料Hoechst 33258检测的细胞膜完整率、异硫氰酸荧光素标记的 

花生凝集素 (FITC．PNA)检测的顶体完整率作为精子功能状态的指标，对甘油、二甲亚砜、乙二醇和丙二醇4 

种常用渗透性防冻剂在猕猴精子冷冻保存过程中的作用进行了比较。结果表明：冷冻保存精子的复苏运动度， 

甘油 (47．3±5．7％)和乙二醇 (44．8±6．7％)>二甲亚砜 (22．9±0．9％)>丙二醇 (0±0％)；细胞膜完整 

率，甘油 (54．8±3．2％)和乙二醇 (54．0±6．7％)>二甲亚砜 (37．5±7．0％) >丙二醇 (28．3±6．5％)；顶 

体完整率，甘油 (82．2±2．4％)和乙二醇 (82．4±2．4％) >二甲亚砜 (68．7±5．7％)和丙 二醇 (72．3± 

3．5％)(P<0．05)。结果提示：二甲亚砜和丙二醇，尤其是丙二醇并不适合猕猴精子的冷冻保存；而乙二醇具 

有和甘油相似的保护作用，是一种极具潜力的猕猴精子冷冻保存的渗透性防冻剂。 
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Abstract：The present study aimed to examine four cryoprotectants：glycerol，dimethyl sulfoxide，ethylene glycol 

and propylene glycol on rhesus monkey sperm cryopreservation．Frozen-thawed sperm cryo-survival and function was eva1． 
uated by sperm  motility，plasma membrane integrity and acrosome integrity，and sperm  plasma memb rane and acrosome 

status was determined by nuclei stain Hoechst 33258 and Fluorescein isothiocyanate-conjugated peanut agglutinin(FITC- 

PNA)．The result showed that：for the ability of protection on post—thaw sperm motility，glycerol(47．3±5．7％)and 

ethylene glycol(44．8±6．7％)>dimethyl sulfoxide(22．9±0．9％)> ethylene glycol(0±0％)；for the ability of 

protection on sperm plasma memb rane integrity，glycerol(54．8±3．2％)and ethylene glycol(54．0±6．7％) > 

dimethyl sulfoxide(37．5±7．0％)> ethylene glyc0l(28．3±6．5％)；for the ability of protection on sperm acrosome 

integrity，glycerol(82．2±2．4％)and ethylene SlYcol(82．4±2．4％)>dimethyl sulfoxide(68．7±5．7％)and ethy． 

1ene SlYcol(72．3 4-3．5％)(P<0．05)．The results indicate that cryoprotective effects of various penetrating cryoprotec． 

tants are different．Dimethyl sulfoxide and propylene glycol are not suitable for rhesus monkey sperm freezing，especially 

propylene glyco1．Ethylene glycol with similar cryoprotective properties to glycerol could be successfully used in the cryop． 
reservation of rhesus monkey spermatozoa． 
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自从 1949年 Polge et al用甘油作为防冻剂冷冻 

成功保存精子以来，精子低温冷冻保存的研究在家 

畜、一些野生动物和人类都取得了很大发展，并逐 

渐成为生物多样性、遗传资源迁地保护的一个重要 

手段。迄今为止，甘油仍是精子冷冻保存使用最广 

泛的渗透性防冻剂 (Curry，2O00)。近年来，其他 

类型的渗透性防冻剂，例如二甲亚砜也成功地应用 

于小鼠和兔子精子的冷冻保存 (Sztein et al，2001； 

Vicente&Viudes．de．Castro，1996)；乙二醇成功地 

应用于马精子的冷冻保存 (Mantovani et al，2002)。 

然而，由于对精子冷冻保存机制理解甚少，冷冻和 

复苏后，仅大约50％的精子能够存活下来。 

灵长类动物由于其特殊的进化地位，是医学生 

物学研究常用的实验动物，也是生物多样性保护的 

重点，开展其种质资源冷冻保存的研究具有重要的 

意义。应用低温生物技术冷冻保存灵长类动物的精 

子已有 30余年的历史，但成功率很低。除了因为 

灵长类动物的精子较为脆弱之外 (Gould&Styper． 

ek，1989)，缺乏精子的低温生物学参数的研究也 

是导致冷冻保存效率低下的一个重要原因。防冻剂 

是精子冷冻保存的关键因素之一，开发高效、低毒 

的防冻剂也是精子冷冻保存研究的一个重要方向。 

甘油是灵长类动物精子冷冻使用最广泛的渗透性防 

冻剂 (Morrell&Hodges，1998)。已有研究用 5％ 

的甘油作为渗透性防冻剂冷冻保存猕猴精子并成功 

地进行了体外受精 (Si et al，2000)和人工授精 

(Gabriel et al，20oO)。与甘油相比，其他类型的渗 

透性防冻剂对灵长类动物精子冷冻保护效率有所不 

同：二 甲亚砜 (Sadleir，1966；Gould&Styperek． 

1989)和丙二醇 (Feradis et al，2001)的冷冻保护 

效率都低于甘油。然而，迄今为止，未见用乙二醇 

作为渗透性防冻剂冷冻保存灵长类动物 (包括猕 

猴)精子的研究报道。因此，本研究以猕猴为研究 

对象，以冷冻复苏精子的运动度、细胞膜完整率和 

顶体完整率作为精子功能状态的检测指标，探讨甘 

油、二甲亚砜、乙二醇和丙二醇 4种常用渗透性防 

冻剂在精子冷冻和复苏过程中的保护作用。 

1 材料与方法 

1．1 防冻液的配制 

精子冷冻稀释液 (sperm．diluting medium)的成 

分见表 1。将所有称量好的成分和新鲜卵黄溶于 

Milli．Q水中混匀后，于 7 000 g离心 1 h去除卵黄 

颗粒。用 NaOH或 HC1调节上清液 pH至 7．2，分 

装并储存于 一30℃待用。精子冷冻稀释液的储存 

时间不超过两周。使用前在 37℃水浴中解冻，分 

别加入 10％ (v／v)的甘油、二甲亚砜、乙二醇和 

丙二醇，配制成防冻液 (sperm．freezing medium)。 

所有化学药品均来自于 Sigma公司。 

表 1 精子冷冻稀释液的组成 

Table 1 Composition of sperm-diluting medium 

成分 Component 浓度Concentration 

葡萄糖 Glucose 

乳糖 Lactose 

青霉素Penecillin—G 

硫酸链霉素Streptomycin sulfate 

卵黄 Egg yolk 

1．2 精液的采集 

4只雄性健康猕猴来自于中国科学院昆明动物 

研究所实验动物中心。肌肉注射盐酸氯胺酮 (4 

mg／kg体重)麻醉，用美国Grass公司产 $44型方 

波发生器，通过阴茎电刺激采集精液 (Yang et al， 

1994)。精液在 37℃液化 30 min后，用 TALP．HeD． 

es(Bavister et al，1983)在 150 g离心 10min洗去 

精浆。检测新鲜精子的浓度、运动度、细胞膜完整 

率和顶体完整率。 

1．3 精子冷冻保存与冷冻精子复苏 

精子冷冻过程参照 Si et al(2000)的报道。本 

研究共用精液 10份，每份精液又分为 4等份，在 

室温下，洗过的精子首先用冷冻稀释液 (不含渗透 

性防冻剂)按 1：9的体积比稀释。将稀释精子于4 

℃平衡2 h后，然后再分5次分别逐滴加入等体积、 

预冷至4℃、含 10％ (v／v)甘油、二甲亚砜、乙 

二醇和丙二醇的4种防冻液。每次间隔6 min，使 4 

份稀释液中渗透性防冻剂的终浓度都为5％。继续 

在4℃平衡30 min，并将稀释好的精子分装入0．25 

mL冷冻麦管中封口。将冷冻麦管水平地置于液氮 

面上方 5 cm处冷冻 10 min，然后直接投入液氮中 

冻存。冻存至少1 d后，将麦管直接投入37℃水浴 

中2 min，并加以搅动使精子解冻复苏。 
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1．4 复苏运动度检测 

取 1O乩 用 TALP．Hepes稀释的精子，加到预 

热至 37℃的Makler板上，记录运动精子占精子总 

数的百分率。每次至少计数 200个精子。 

1．5 精子细胞膜完整率和顶体完整率检测 

鲜精和冷冻复苏精子细胞膜完整率和精子顶体 

完整率的检测采用荧光染料 Hoechst 33258和 FITC 

标记的花生凝集素 (FITC．PNA)染色。染色步骤 

参照 Cross et al(1986)、Esteves et al(1998)的方 

法进行：鲜精 或冷 冻 复苏精 子 与 2 mg／mL的 

Hoechst 33258(DPBS溶液配制)避光孵育 5 min 

后，在 150 g离心 5 min，洗去多余染料。沉淀的 

精子颗粒用 DPBS溶液稀释并涂片。待涂片风干 

后，立即用无水甲醇在 4℃固定 30 S。将涂片置于 

湿盒中，与 40 mg／mL的 FITC．PNA (DPBS溶液配 

制)避光孵育20min后，用DPBS溶液洗去多余的 

染料。风干后 将涂 片置于荧 光显微镜 下检查。 

Hoechst 33258的激发光为紫外光，发射光波长 420 

nm。细胞膜破损的精子头部被染成均匀的亮蓝色， 

而细胞膜完整的精子头部不被染色。FITC．PNA的 

激发光波长490 nm，发射光波长515 nm。顶体完 

整的精子头部被染成均匀的苹果绿色，而发生了顶 

体反应的精子头部则仅部分着色或不被染色。分别 

记录细胞膜完整精子和顶体完整精子占精子总数的 

百分率。每次至少记录200个精子。 

1．6 统计分析 

数据经过平方根的反正弦转换，用最小显著差 

数法 (1east significant difference test)检验数据间的 

差异显著性。 

2 结 果 

2．1 4种渗透性防冻剂对精子复苏运动度的影响 

甘油、二甲亚砜、乙二醇和丙二醇冻存精子后 

的复苏运动度见表 2。用甘油和乙二醇冻存精子的 

复苏运动度最高，但二者之间差异不显著 (P> 

0．05)，二甲亚砜的效果次之，而用丙二醇冻存的 

精子复苏后全部失去了运动能力。 

2．2 4种渗透性防冻剂对精子细胞膜的影响 

甘油、二甲亚砜、乙二醇和丙二醇冻存精子的 

细胞膜完整率见图 1。与新鲜精子细胞膜 (78．6± 

4．4％)相比，经4种防冻剂冻存的精子复苏后细 

胞膜完整率均显著降低 (P<0．05)。但在4种防 

冻剂中甘油和乙二醇冻存的精子复苏后细胞膜完整 

率较高，而且二者没有显著差异 (54．8±3．2％和 

54．0±6．7％，P>0．05)二甲亚砜次之 (37．5± 

7．0％，P<0．05)，丙二醇最差 (28．3±6．5％，P 

<0．05)。 

2．3 4种渗透性防冻剂对精子顶体的影响 

甘油、二甲亚砜、乙二醇和丙二醇冻存精子的 

顶体完整率见图1。与新鲜精子 (90．6±2．1％)相 

比，经4种渗透性防冻剂冻存的精子复苏后顶体完 

整率都有所降低 (P<O．05)。但乙二醇和甘油的 

冻存精子的顶体完整率接近 (82．2±2．4％和82．4 

±2．4％，P>0．05)，明显高于二甲亚砜和丙二醇 

(P<0．05)。二甲亚砜和丙二醇之间差异不显著 

(68．7 4-5．7％和72．3±3．5％，P>0．05)。 

3 讨 论 

本文结果表明丙二醇、二甲亚砜对猕猴精子的 

冷冻保护作用显著低于甘油和乙二醇，尤其是丙二 

醇对猕猴精子运动能力和细胞膜的冷冻保护作用最 

差。而乙二醇和甘油具有相近的冷冻保护效果，因 

此，乙二醇是一种可以替代甘油应用于猕猴精子冷 

冻保存的渗透性防冻剂。 

表 2 甘油、二甲亚砜、乙二醇和丙二醇冷冻精子的复苏运动度 

Table 2 Post-thaw motility of sperm cryopreserved by glycerol
， dimethyl sulfoxide， 

ethylene~ycol and propylene gIycol 

n=10．Different superscripts indicate significant difference(1east significant difference test．P<O
．05) 
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鲜精 甘油 乙二醇 二甲亚砜 丙二醇 

Fresh sperm Glycerol Ethylene glycol Dimethyl Propylene 

sulfoxide glycol 

精子细胞膜 
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membrane 

精子顶体 

Acrosome 

图 1 甘油、二甲亚砜、乙二醇和丙二醇冷冻精子的细胞膜完整率 

和顶体完整率 
Fig．1 Membrane integrity and acrosome integrity of sperm cryopresered by glycerol， 

dimethyl sulfoxide，ethylene glycol and propylene glycol 
n：l0。柱上不同字母表示差异显著 (最小显著差数法，P<0．05)。 

n=lO．Different letters above the bar indicate significant difference between cohllTin8(1east significant 

difference test．P<0．05)． 

Sadleir(1966)在冷冻保存电刺激采集的黑猩 

猩精子时发现二甲亚砜的冷冻保护作用低于甘油； 

同样，Gould&Styperek(1989)用二甲亚砜冻存黑 

猩猩的精子不能像用甘油冻存的精子那样使卵母细 

胞体外受精。而 Feradis et al(2001)的研究结果却 

显示，用甘油和二甲亚砜冷冻保存取自于食蟹猴附 

睾的精子，二者的复苏运动度无显著差异；丙二醇 

的冷冻效果则明显低于甘油和二甲亚砜。尽管猕猴 

与食蟹猴的亲缘关系非常接近，但是我们的结果与 

在食蟹猴上取得的结果有所不相同，反而与在黑猩 

猩上的发现相近。除了可能与物种有关外，还可能 

与用于冷冻的精子的来源不同有关。 

动物的精子对甘油、二甲亚砜、乙二醇和丙二 

醇的通透性不同，因而运用渗透性大的防冻剂保存 

精子能够获得较高的存活率 (Gilmore et al，1997)。 

结合本研究的冷冻结果，我们推测猕猴的精子对甘 

油和乙二醇的通透性大于二甲亚砜和丙二醇。此 

外，渗透性防冻剂具有毒性 (可以导致精子质膜结 

构改变，降低精子的运动能力，影响精子的受精功 

能)，而动物的精子对防冻剂的这种毒性的反应又 

有物种差异 (Hammerstedt et al，199o)。我们的结 

果提示，丙二醇和二甲亚砜冻存的精子复苏运动度 

急剧下降，一个重要原因可能就是这两种渗透性防 

冻剂在冷冻复苏过程中对猕猴精子产生了较大的毒 

性作用；且丙二醇对猕猴精子运动能力的负作用更 

大，致使冷冻后活动精子的百分率降低至零，细胞 

膜和顶体结构完整的精子仍然分别占到 (28．3± 

6．5％)和 (72．3±3．5％)。除了精子细胞膜受到 

损伤之外，丙二醇可能还对猕候精子的其他结构和 

功能造成了严重的损伤。因为除了细胞膜外，精子 

的尾部结构、头部遗传物质的损伤以及能量代谢的 

失衡都可以导致活动能力的丧失 (Watson，1995)。 

而渗透性防冻剂的存在则可以直接干扰精子能量代 

谢的平衡 (Hammerstedt et al，1990)，因此丙二醇 

对猕候精子能量代谢的负面影响很可能显著大于另 

外3种防冻剂。但渗透性防冻剂是如何干扰精子能 

量代谢的，还有待进一步探讨。 
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