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　　摘要：采集姜曲海猪精液，对其进行超低温冷冻保存，解冻后分别通过显微镜、扫描电镜和吖啶橙染色观察其形
态、超微结构和ＤＮＡ完整性，探讨冷冻保存对猪精子ＤＮＡ完整性及形态结构的影响，同时探讨海藻糖和乳糖对冷冻
精子的保护作用。结果表明，冷冻后精子形态正常率（海藻糖组和乳糖组分别为７４．７％、６７．６％）及 ＤＮＡ完整率（海
藻糖组和乳糖组分别为６６．４％和６３．２％）均显著低于新鲜精子（９５．５％和９４．７％），且冷冻组间也存在显著差异（Ｐ＜
０．０５）；冷冻造成精子结构不同程度的损伤，主要表现为精子头颈部发生部分或全部断裂，颈部肿胀，顶体结构损伤。
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　　精子的长期保存在畜牧业、低温生物学种质资源保存及
动物基因研究等方面具有重要的意义；但冷冻保存猪精液应

用于人工授精的比例尚不足１％，仍存在冷冻 －解冻后活力
差、受胎率低、产仔数少等诸多问题［１－２］。许多学者致力于猪

冷冻精液的研究，但关于精子冷冻后ＤＮＡ损伤及超微结构研
究较为缺乏。因此，本试验探索冷冻保存对猪精子ＤＮＡ完整
性及超微结构的影响。

１　材料与方法

１．１　精液采集
４只成年、健康、性欲旺盛的姜曲海种公猪由国家级姜曲

海种猪场提供。利用手握法采集精液，立即置于保温桶中，

１ｈ内带回实验室。将精液用专用滤纸过滤至３７℃预热烧
杯中，然后按照１∶１．５与稀释液（德国米尼图ＭＩＩ稀释剂）进
行稀释。

１．２　稀释液和冷冻液的配置
１．２．１　冷冻基础液的配置　分别称取葡萄糖 １．１ｇ，Ｔｒｉｓ
２．４２ｇ，柠檬酸钠１．４８ｇ，青霉素０．０６ｇ和链霉素０．１ｇ，溶解
于双蒸水中，定容至１００ｍＬ。
１．２．２　冷冻液的配置　冷冻 Ｉ液：海藻糖组（冷冻１组），在
稀释液的基础上添加３７５ｍｍｏｌ／Ｌ海藻糖、０．１％十二烷基磺
酸钠（ＳＤＳ）、０．０５％维生素 Ｃ和２０％卵黄；乳糖组（冷冻２
组），在稀释液的基础上添加３７５ｍｍｏｌ／Ｌ乳糖、０．１％十二烷
基磺酸钠（ＳＤＳ）、０．０５％维生素 Ｃ和２０％卵黄。冷冻Ⅱ液：
在冷冻Ｉ液的基础上添加甘油，使其终浓度为３％。
１．２．３　吖啶橙染色液的配置　吖啶橙溶液：吖啶橙０．１ｇ溶
解于１００ｍＬ蒸馏水中；枸橼酸溶液：枸橼酸１．９１ｇ溶解于

１００ｍＬ蒸馏水中；磷酸氢二钠溶液：Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ
１０．７４ｇ于１００ｍＬ蒸馏水中。临用时，分别取吖啶橙染色液
１０ｍＬ、枸橼酸溶液４０ｍＬ、磷酸氢二钠溶液７．５ｍＬ混合，即
为吖啶橙染色液。

１．３　精液冷冻－解冻方法
将 １∶１．５稀释后的精液置于 １７℃过夜，１７℃离心

（８００ｇ，１２ｍｉｎ），弃上清，然后加入冷冻 Ｉ液于 ４℃平衡
１．５ｈ；再加入等体积４℃预冷的冷冻Ⅱ液，使精液最终稀释
比为１∶２，然后再于４℃平衡、分装于０．２５ｍＬ细管中，不超
过４５ｍｉｎ，距液氮面 ３ｃｍ熏蒸 １０ｍｉｎ，然后投入液氮保存
７ｄ。　

解冻时，将细管从液氮中迅速取出，直接投入３７℃水浴
中并迅速摇晃。将解冻后的精液收集于１０ｍＬ试管内，然后
用９倍体积的ＰＢＳ液清洗精子。
１．４　精子正常形态率的检测

于相差显微镜下直接观察活精子的正常形态率，至少计

数２００个精子。将巨型精子，短小精子，双头或双尾精子，顶
体膨胀或脱落精子，精子头部残缺或与尾部分离、尾部变曲精

子等，均视为畸形精子。

１．５　精子ＤＮＡ完整性的检测
将精液用ＰＢＳ洗３次，弃上清，调整精子浓度为２×１０４

个／ｍＬ，涂片，自然晾干，无水乙醇 －冰醋酸（３∶１）固定
５ｍｉｎ，然后置入盛有新鲜配制的吖啶橙染液的染色缸中染色
１０ｍｉｎ。蒸馏水清洗，晾干后，石蜡油封片，于荧光显微镜观
察、计数［３］。ＤＮＡ双链完整的精子呈现绿色，表明有受精能
力；ＤＮＡ双链损伤的精子呈现红色或黄色，表明无受精能力，
计数３００个精子。
１．６　扫描电镜样本制备

新鲜和试验１组冷冻－解冻精子样本于２．５％戊二醛中
４℃固定６ｈ，再经ＰＢＳ清洗３次，１次３０ｍｉｎ；随后，将精子包
埋于４％琼脂中，再于１％锇酸（ＯｓＯ４）中固定１．５ｈ，然后再
经ＰＢＳ清洗３次［４］；之后，乙醇逐级脱水，乙酸异戊脂置换；

临界点干燥仪干燥，ＩＢ－５离子溅射仪喷金，扫描电子显微镜
（ＳＥＭ）观察、拍照。
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１．７　数据处理
所获试验数据采用ＳＰＳＳ软件进行差异显著性分析。

２　结果

２．１　冷冻对猪精子超微结构的影响
在扫描电镜下，猪新鲜精子（图１－Ａ、Ｂ）头、颈、尾结构

完整；头部由细胞核和顶体组成；顶体结构完整，边界清晰，边

缘整齐，局部无隆起，表面无空洞；尾部完整。冷冻－解冻后，
猪精子头部和颈部发生全部或部分断裂（图１－Ｃ、Ｄ、Ｅ），颈
部肿胀（图１－Ｅ）；顶体结构损伤（图１－Ｅ）或消失仅见核结
构（图１－Ｆ）。

２．２　冷冻对猪精子形态正常率及ＤＮＡ完整性的影响
由表１可见，冷冻１组、冷冻２组及新鲜对照组间精子形

态正常率和ＤＮＡ完整率均存在显著差异（Ｐ＜０．０５），且冷冻
１组和冷冻２组精子的形态正常率和 ＤＮＡ完整率又显著低
于新鲜精子（Ｐ＜０．０５）。冷冻１组的形态正常率及 ＤＮＡ完
整率又显著高于冷冻２组（Ｐ＜０．０５）。

表１　冷冻对猪精子形态正常率及ＤＮＡ完整性的影响

处理
形态正常率

（％）
ＤＮＡ完整率
（％）

海藻糖组（冷冻１组） ７４．７±１．７５ｂ ６６．４±１．６８ｂ
乳糖组（冷冻２组） ６７．６±１．５２ｃ ６３．２±１．８４ｃ
新鲜精液（对照组） ９５．５±１．５５ａ ９４．７±１．７０ａ

　　注：同一列后不同小写字母表示差异达０．０５显著水平。

３　讨论

精子的受精能力与精子的形态结构密切相关［５］。顶体

位于精子头部前端，其内含有多种与受精相关的酶。精卵融

合前精子必须发生顶体反应，顶体酶才能发挥作用［６］。可

见，完整的顶体结构是正常顶体反应的基础。精子细胞作为

遗传物质的主要传递者，其ＤＮＡ完整程度直接关系到精子质
量及其后代的生长发育［７］。本研究发现，冷冻后猪精子形态

结构及ＤＮＡ完整率均显著低于新鲜精子。在扫描电镜下，冷
冻精子头颈结合处断裂、颈部肿胀、顶体结构损伤或消失。许

多研究结果表明，冷冻损伤是低温冷冻任何哺乳动物精子所

难以避免的。冷冻损伤主要与细胞内外冰晶形成所致的机械

性损伤及渗透压改变所致的化学性损伤［８－９］、细胞膜功能紊

乱［１０］和Ｎａ＋－Ｋ＋－ＡＴＰ酶障碍［１１］等因素有关。

本研究也发现，添加海藻糖组的冷冻精子形态完整率和

ＤＮＡ完整性均比添加乳糖组的高，表明海藻糖对猪精子冷冻
保存具有较好的保护作用，这与张树山等的研究结果［１２］一

致。海藻糖是一种非常稳定的非还原性双糖，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，具有稳定细胞膜和蛋白质结构的特性［１３］。

冷冻过程中，精子核蛋白对 ＤＮＡ双链的保护作用被削弱，造
成精子线粒体与核基因组的 ＤＮＡ损伤，ＤＮＡ双链变性为单
链ＤＮＡ，该损伤可能是造成胚胎发育不良和流产的主要原
因。李刚琴等的研究结果表明，精子 ＤＮＡ易受活性氧的攻
击，造成氧化损伤，进而引起形态结构发生改变而发生不

育［７］。但有资料表明，人精子冷冻保存并不影响完整的精子

核ＤＮＡ链，仅可能加重冷冻前已损伤精子核 ＤＮＡ链的损伤
程度［１４－１５］，这可能和人精子冷冻保存方法成熟有关，但也说

明猪精子冷冻保存方法仍需继续探索。
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微生态制剂克洛生对断奶仔猪生产性能的影响

邵春荣１，黄广明２，李　健１

（１．江苏省农业科学院六合动物科学基地，江苏南京２１１５０１；２．建明工业（珠海）有限公司，广东珠海 ５１９０４０）

　　摘要：在饮水中添加１００ｇ／ｔ克洛生（试验２组）的断奶仔猪末重比对照高８．００％（Ｐ＜０．０５），比饲料中添加抗生
素（试验１组）高 ２．８４％（Ｐ＞０．０５）。试验 ２组日增重比对照高 ２３．８１％（Ｐ＜０．０５），比试验 １组高 ７．２２％
（Ｐ＞０．０５），说明克洛生对断奶仔猪的增重效果优于抗生素。３组的料重比分别为２．２１∶１、１．９０∶１、１．８０∶１，以饮水
中添加克洛生组最优，说明克洛生能明显降低料重比。此外，试验２组的腹泻率最低，为１．８８％，对照组和添加抗生
素组分别为３．７５％和４．３８％，说明克洛生还能有效降低断奶仔猪的腹泻率。
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　　可溶性粉剂克洛生ＴＭ是一种微生态饲料添加剂，所含有

的活性成分是从健康动物肠道中分离出来的枯草芽胞杆菌

ＰＢ６菌株。该菌株已获得美国专利，在产品中以孢子形式存
在，抗逆性强，各种有机酸和多种抗生素等成分不会对 ＰＢ６
菌株产生抑制。ＰＢ６菌株通过分泌脂性肽等活性成分对产气
荚膜梭菌、致病性大肠杆菌等有害菌具有强大的杀灭作用。

另外，ＰＢ６孢子能在动物肠道中复活且繁殖速度快，可迅速在
肠道中抢占定植位点，营造厌氧环境并抑制有害菌和促进有

益菌生长，从而起到维护肠道健康和提高动物生产性能的功

效。与抗生素相比较，微生态制剂在抑制肠道有害菌繁殖的

同时能够完全避免因长期使用抗生素而引起的耐药性问

题［１－３］。本研究旨在探讨饮水中添加微生态制剂克洛生对断

奶仔猪生长性能、腹泻改善效果的影响，了解克洛生在断奶仔

猪保育阶段的使用效果。

１　材料与方法

１．１　试验动物
本试验按照“胎次一致、体重相近、公母各半”的原则选

择２８日龄杜长大三元杂交断奶仔猪４８头，随机分成３组，分
别为空白对照组、试验１组和试验２组，每组设１６个重复，每
个重复１头猪，共 １６头。每个处理分别饲喂对应日粮和
饮水。

１．２　试验设计
对照组采用内江正大商品颗粒饲料，正常饮水；试验１组

在商品颗粒饲料配方中添加 ７０％阿莫西林、９８％环丙沙星
２５０、３００ｇ／ｔ的专用颗粒饲料（厂家定制），正常饮水；试验２
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