
Bioprocess 生物过程, 2021, 11(3), 38-45 
Published Online September 2021 in Hans. http://www.hanspub.org/journal/bp 
https://doi.org/10.12677/bp.2021.113005   

文章引用: 柴瑞兰, 黄清松, 徐晶, 武艺, 刘春霞, 李璐, 王申元, 凌宇, 张焱如, 周欢敏, 韩雪峻, 曹俊伟. 低温冷冻

保存对猪精子的影响[J]. 生物过程, 2021, 11(3): 38-45. DOI: 10.12677/bp.2021.113005 

 
 

低温冷冻保存对猪精子的影响 

柴瑞兰1,2，黄清松1,2，徐  晶1,2，武  艺1,2，刘春霞1,2，李  璐1,2，王申元1,2，凌  宇1,2， 
张焱如1,2，周欢敏1,2，韩雪峻3 *，曹俊伟1,2 * 
1内蒙古农业大学生命科学学院，内蒙古 呼和浩特 
2内蒙古自治区生物制造重点实验室，内蒙古 呼和浩特 
3上海祥欣畜禽有限公司，上海 

 
 
收稿日期：2021年7月2日；录用日期：2021年7月28日；发布日期：2021年8月5日 

 
 

 
摘  要 

精子长期保存的最佳方法是低温冷冻保存，该方法具有保存时间长、生产成本低等优点。在养猪生产中

广泛使用此项技术对精子进行长期保存，但由于猪精子质膜上的胆固醇/磷脂较低，所以较其他物种更容

易受到低温的损伤，从而导致冷冻后的猪精子活力降低、受精率降低。本文就低温冷冻保存对猪精子超

微结构、能量代谢等方面的影响进行了综述，阐明冻融精子的损伤机理，为提高冻精的活力奠定基础。 
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Abstract 
The best method for long-term storage of semen is cryopreservation, which has the advantages of 
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long storage time and low production cost. This technology is widely used in pig production for 
long-term preservation of sperm. But due to the low cholesterol/phospholipid on the plasma 
membrane of pig sperm, therefore, compared with other species, they are more vulnerable to low 
temperature damage, resulting in decreased sperm motility and fertilization rate. In this paper, 
the effects of cryopreservation on the ultrastructure and energy metabolism of porcine sperm 
were reviewed, and the damage mechanism of frozen thawed sperm was elucidated, so as to lay a 
foundation for improving the vitality of frozen sperm. 
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1. 研究背景 

精子低温冷冻保存，是指将采精后的精液经检查、稀释后分装于冷冻细管中，再进行降温，后使用

干冰或液氮冷冻，冷冻后再贮于−196℃的液氮罐中，进行长期保存。在进行人工授精(Artificial insemination, 
AI)或体外授精(In vitro fertilization, IVF)时，采用 37℃，30 s 进行解冻[1]。家畜动物精子冷冻保存可以有

效地提高优质品种公畜的资源利用率并且可以加速其育种过程，节约成本且不受地域、时间的限制，可

以很好地发挥各个品种公畜的遗传潜力[2]。 
目前，人[3]、小鼠[4]、牛[5]等精子超低温冷冻保存技术已得到迅速发展，并建立起了商业冷冻精子

库，但猪的冻精技术还未得到广泛应用。猪精子中脂质含量相对较高，且质膜上的胆固醇/磷脂比例较低，

致使精子抗低温损伤能力减弱，冻融后精子活力、质膜及顶体完整率显著降低[6]。有效冷冻保存的精液

可以保存优良种质资源，改良品种，但是猪精子对低温异常敏感，导致在冷冻过程中会受到一定程度的

损伤，这给猪精子的冷冻保存带来很大的困扰。 
猪精子通常分为头部、颈部和尾部三个部分(如图 1 所示)，长度约 50~60 μm。精子是含有遗传物质、

表面由质膜覆盖、具有活动能力的雄配子。1) 头部长约 8.5 μm；形状为扁卵圆形，由细胞核、顶体和质

膜构成。细胞核内含遗传物质 DNA；顶体呈帽状双层结构，位于质膜下，内含多种与受精有关的酶；质

膜是位于精子头部最外层的膜结构。2) 颈部位于头部的基部，是头尾相接的部分。3) 精子尾部是是代谢

和运动器官，是精子最长的部分。根据其结构不同又分为中段(约 10 μm)、主段(约 30 μm)和尾段(2~5 μm)，
有一条贯穿全尾的轴丝[7]。轴丝是由 9 个双连微管和 2 个单连微管组成的中心复合体，在横截面上呈保

守的“9 + 2”结构排列[8] (如图 2 所示)。中段内含线粒体，是精子分解营养物质，产生能量的主要部分，

由颈部延伸而来。 

2. 低温冷冻保存对精子超微结构的影响 

2.1. 对顶体的影响 

顶体是由高尔基体小泡发育而来的特化溶酶体，位于精子头部最前端。精子受精能力的前提条件是

顶体的完整性。羊建平等[9]实验证明，在扫描电镜下，新鲜的猪精子(图 3(a)、图 3(b))头、颈、尾结构完

整；顶体结构完整，边界清晰，边缘整齐，局部无隆起，表面无空洞。冻融后，猪精子头部和颈部发生
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全部或部分断裂(图 3(c)~(e))，颈部肿胀(图 3(e))；顶体结构损伤或消失(图 3(f))。 
 

 
Figure 1. Structure of pig sperm 
图 1. 猪精子结构 

 

 
注：图片引自网络。 

Figure 2. “9 + 2” structure of axial wire cross section 
图 2. 轴丝横截面“9 + 2”结构 

 
精子的受精能力与精子的形态结构密切相关[10]。顶体内含有透明质酸酶、酸性磷酸酶、顶体酶、

ATP 酶和等多种与受精相关的酶[11]。精卵融合前精子必须发生顶体反应，顶体酶才能发挥作用[12]。可

见，完整的顶体结构是正常顶体反应的基础。 

2.2. 对鞭毛的影响 

鞭毛，也就是精子的尾部，是精原干细胞经过有丝分裂、减数分裂之后，在精子变态发育过程中形

成的[7]。鞭毛是精子的代谢与运动器官[13]，与精子的运动能力有密切关系，而精子的运动能力是完成

受精的重要前提条件。精子进入阴道后，需要很长时间才能与卵子结合形成受精卵。精子运动功能与精
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子结构紧密相关，只有结构正常的精子才具有良好的运动功能和受精能力。当精子的活力低下、尾部形

态异常或行动方向不规律都会导致雄性不育。全球约有 15%的育龄夫妇无法正常生育，一半原因是男方

精子形态异常导致的[14]。研究表明，原发性纤毛运动障碍或称原发性纤毛不动综合征(primary ciliary 
dyskinesia, PCD)是由精子鞭毛的超微结构缺陷，从而引起精子活力异常，导致精子失活[15]。 

 

 
(a) (b) 新鲜镜子；(c)~(f) 冷冻–解冻后精子 

Figure 3. The ultrastructure of porcine sperm before and after cryopreserva-
tion was observed under scanning electron microscope [9] 
图 3. 扫描电镜下，冷冻保存前后猪精子的超微结构[9] 

 
冷冻会使鞭毛的超微结构造成一定程度的损伤，从而会使精子的活率降低。王亮等[16]通过实验证明，

东北虎精液冷冻后造成会精子鞭毛损伤，电镜下，可以清楚地看到新鲜精子中段纵截面：线粒体呈念珠

状般整齐而有序的排列在轴丝的两侧(图 4(a))；横截面：线粒体鞘的内侧包裹着“9 + 2”结构(见图 4(b))。
冻融精子尾部出现质膜膨胀，破损及线粒体裸露在外等现象。在中段，质膜肿胀，横截面的线粒体相互

嵌合式结构出现断裂倾向，有的甚至出现线粒体缺失(见图 4(c))。 
 

 
注：(a) (b) 新鲜精子；(c) 冻融后精子；(a) 尾部中段纵切 30 K×；(b) 尾部中段横

切 40 K×；(c) 中段横切，线粒体损伤 20 K×。 

Figure 4. Under transmission electron microscope, the sperm tail of Siberian 
tiger changed before and after freezing and thawing [16] 
图 4. 透射电镜下，东北虎精子尾部冻融前后的变化[16] 

 
Ni-Hao Gu [8]等人使用透射电镜观察猪精子中段(图 5(a))、主段(图 5(b))和尾段(图 5(c))的横截面。徐

慧明等[17]研究也证明，冷冻前人精子形态正常，细胞膜完整，顶体内、外膜结构清晰，鞭毛结构正常。

冷冻后精子的损伤主要在顶体，电镜下可见顶体内、外膜间出现空隙，内膜与质膜相贴，鞭毛外膜不紧
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密与鞭毛脱离。根据比较发现猪精子正常的鞭毛结构与东北虎、人一致，故推测冷冻损伤也会导致猪精

子出现类似的情况。 
 

 
Figure 5. Cross section of fresh pig sperm flagella [8] 
图 5. 新鲜猪精子鞭毛的横截面[8] 

 
鞭毛是精子的运动器官，其摆动是精子向前活动的动力。鞭毛外周致密纤维和纤维鞘是保障精子可

以向前运动的主要结构[18]，正常形态的鞭毛对精子运动和受精都十分重要，鞭毛异常可导致精子运动障

碍，受精率低[19]。 

2.3. 对质膜的影响 

精子质膜不仅是精子头部的重要组成部分，也是最易损伤的部位，它可以保护精子头部内细胞器和

细胞结构[11]。质膜的破裂会导致其内三磷酸腺苷(ATP)、代谢酶等相关组分流失，直至精子死亡[19]。
精子质膜的结构完整，对于受精过程中获能、顶体反应、新陈代谢等都至关重要[20]。张斌[21]等人的实

验结果表明，新鲜猪精子质膜、顶体内外膜和核膜均完整(见图 6(a))；头部质膜和顶体外膜结合紧密(见
图 6(b))。冻融后精子超微结构变化表现出：质膜轻度或极度膨胀(见图 6(c))，与顶体外膜分离(见图 6(d)、
图 6(e))；有的甚至出现质膜缺失，发生内容物外露(见图 6(f))。 

 

 
注：(a) (b) 新鲜精子；(c)~(f) 冻融后精子。(a) 精子结构完整(4 K×)；(b) 头部质

膜和顶体膜完整，核质均一(4 K×)；(c) 质膜膨胀，顶体完好(25 K×)；(d) 质膜膨

胀，呈大泡状(40 K×)；(e) 质膜与顶体外膜间隙增大(4 K×)；(f) 质膜一侧缺失，

内容物外露(2.5 K×)。 

Figure 6. The changes of plasma membrane structure of porcine sperm before 
and after cryopreservation were observed under transmission electron micro-
scope [21] 
图 6. 透射电镜下，猪精子冷冻前后的质膜结构变化[21] 
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有研究提出冷冻保存处理主要损伤精子头部的质膜与顶体[21]。质膜与顶体在顶体反应中的获能、释

放顶体酶、溶蚀放射冠和透明带等的过程中扮演首要角色。 
对精子超微结构的研究有助于进一步检测冷冻对精子的影响，为解决冷冻精子受精率低的原因提供

理论依据。 

3. 低温冷冻保存对能量代谢的影响 

所有活细胞发育和发挥功能都需要能量，精子也不例外[22]。哺乳动物精子的代谢活动是维持其生命

和运动的重要基础活动[23]。精子射入阴道内，在经宫颈管进入输卵管腔的过程中，生殖道分泌物中的 α、
β 淀粉酶将精子顶体表面的糖蛋白降解，同时顶体膜结构中胆固醇与卵磷脂比率及膜电位发生变化，各

种离子内流，精子变得极度活跃，这种现象称为获能(Capacitation)。因此，精子的获能是最终受精的先

决条件。精子从能量代谢中获得大量 ATP，变成极度活跃的状态[24]，来维持自身运动[25]。因此，精子

能量代谢情况和运动能力可作为衡量精子质量的指标[26]。 
在精子形成并最终成熟的过程中，丢弃大部分的细胞质，只保留了与部分代谢相关的细胞器与蛋白

酶[27]。成熟的精子能够利用能量代谢底物比如果糖、甘露糖、葡萄糖、丙酮酸、乳酸和乙酸等进行代谢

供能[28]，使用三磷酸腺苷(ATP)来维持细胞内环境，并用于成功受精所必需的细胞过程，如运动、获能、

过度激活和顶体反应[29] [30]。一般来说，精子可以通两条代谢途径产生能量，即糖酵解和氧化磷酸化(也
称线粒体呼吸)，前者发生在精子的头部和鞭毛的主段部分；后者发生在线粒体。许多精子的细胞质富含

大量的乳酸，而且大多数哺乳动物的生殖道内也含有乳酸，因此科学家们推测，乳酸脱氢酶会催化乳酸

转化成丙酮酸，之后丙酮酸进入线粒体，进行三羧酸循环(TCA)产能。也有实验证明，乳酸比葡萄糖更容

易诱导哺乳动物精子获能[31]。因此，有学者认为，精子能量代谢的主要来源是氧化磷酸化。 
如图 7 所示，位于精子尾部中段的线粒体鞘呈紧密螺旋状排列，包裹外周致密纤维，周边无多余胞

质和其他细胞器。当受到外界损伤(理化损伤、冷热应激、冷冻损伤等)，线粒体极易受到损伤，导致线粒

体功能受损[32]。同时，氧化磷酸化也是在线粒体上进行，当线粒体功能受损时，线粒体膜上电子传递链

断裂，致使 TCA 停滞、ATP 减少，造成精子出现能量匮乏与氧化受损[33]。 
 

 
注：图片引自网络。 

Figure 7. The cross section of the middle 
part of sperm tail 
图 7. 精子尾部中段的横截面 

 
有研究表明，冻融后的精子因线粒体受到损伤，所以活力比新鲜精子低。傅龙龙[32]通过透射电镜观

察到人的精子冷冻后，精子线粒体结构疏松，线粒体嵴增宽，空泡样改变增多。可以说明线粒体形态改

变会造成其功能的改变。ATP 和线粒体膜电位(Mitochondrial membrane potential, MMP)也是衡量线粒体功

能的重要指标，与精子存活率、活力和受精率成线性相关[34]。MMP 是线粒体在呼吸氧化过程中，在内

膜中所产生的能量以电化学势能储存，导致膜两侧质子及其他离子浓度的不对称分布。MMP 的稳定有利
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于维持细胞的正常生理功能，在进行氧化磷酸化、产生 ATP 的过程中其重要作用。MMP 降低说明线粒

体的供能出现了障碍，ATP 就会减少。线粒体活性的改变会影响精子的受精能力[35] [36]。所以，由于

线粒体损伤造成的能量减少，为精子冷冻损伤提供了一定的理论支持。 

4. 小结与展望 

冷冻后的猪精子容易出现顶体损伤、尾部结构异常、质膜膨胀或缺失、能量代谢障碍等一系列问题，

所以优化猪精子冻存方案和技术对于提高猪精子的活力是非常重要的[37] [38]。精子顶体结构的完整性是

正常顶替反应的基础以及成功受精的关键；正常形态的鞭毛是精子运动以及获能的关键；精子是否存活

的重要指标是质膜完整性[38]。精子的超微结构与受精能力密切相关[39]。精子代谢所需的能量主要由线

粒体提供。 
哺乳动物精子与畜牧业以及医药行业都息息相关，是一直以来的研究热点。因此低温冷冻保存精子

过程中减少精子冷冻损伤、提高精子冷冻复苏活率是目前需要解决的重要问题，需从多层次、多角度了

解低温冷冻保存对猪精子功能损害的机理，提高冷冻精子质量，使冻融后的精子得到广泛应用。 
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