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不同渗透压的稀释液对猕猴精子低温冷冻保存的影响
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摘要：以稀释液 (()（#*" +,-+ . /0）为对照，研究了 % 种渗透压（$**、#*’、#"’、!$$、1# +,-+ . /0）
的 ()2(稀释液（()2(、+()2(!、+()2("、+()2(#、+()2(1）在冷冻过程中对猕猴精子功能的影响。精液一
步稀释于含甘油的防冻液中，甘油的终浓度为 %3（4 . 4）。在冷冻前后分别检测精子的运动度和质膜完整性，
后者用 56789-: ###1"和碘化丙锭双色标记流式细胞术分析。结果表明：冷冻之前，与鲜精相比，用 ()2( 和
+()2(1稀释的精子运动度和质膜完整性显著降低（! ; &<&&!），其余组中除 +()2("稀释的精子质膜完整性显
著降低（! ; &<&%）外，精子运动度无差异；冷冻复苏后，(()、+()2(#和 +()2(!冻存精子的运动度和质膜
完整性最高，其次是 +()2("，()2(和 +()2(1冷冻效果最差（! ; &<&%）。提示等渗、适当高渗或低渗的稀释
液适合猕猴精子的冷冻保存；对精子产生高渗毒害作用是导致猕猴精子用 ()2(冷冻存活率低的主要原因。
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自从 !"#" 年甘油的冷冻保护作用被偶然发现
以来，许多哺乳动物的精液已被成功地冷冻保存。

然而目前精子冷冻的研究在很大程度上是经验性

的，即使使用最成功的冷冻方法，也仅有约 $%&
的精子能够存活下来。而灵长类动物精子成功冻存

的报道仍然很少。猕猴（!"#"#" $%&"’’"）是生物
学和医学研究中使用最为广泛的实验动物之一。虽

然最早的猕猴精子冷冻研究（’()**+, - .)*/01，
!"23；4+5+678+ +/ 7,，!"39）距今已有 :%多年的历
史，但是至今仅有一篇用冷冻精液人工授精生产出

正常后代（;71<=+>?@76/0A7 +/ 7,，9%%%）的文献报
道。其原因可能是由于灵长类动物的精子非常脆弱

（B(),A - ;/CD+6+E，!"F"），以及人们对多数物种精
子的基本生物学特性及其冷冻的低温生物学机理缺

乏足够的了解。因此，继续加强猕猴精子冷冻，特

别是基础低温生物学特性的研究，建立一个更加优

化的方法来提高猕猴冷冻精子的受精能力十分必

要。这将有利于该物种的繁殖，促进基础胚胎学的

研究，使得长期保存有价值的雄性猕猴的遗传基因

成为可能，且成功的猕猴精子冷冻方法和经验还可

以为其他珍稀濒危灵长类动物的精子冻存所借鉴。

本实验室曾经比较了两种基于卵黄 G H60* 的稀
释液（HHI和 HI;H）对猕猴精子的冷冻保护效果，
发现用 HI;H冻存的精子复苏后运动度很差（9%&
或更少），超微结构明显破坏；而 HHI 能较好地保
护精子的结构和功能（;0 +/ 7,，9%%%；40 +/ 7,，
9%%9）。先前推测这种差异的主要原因可能在于
HI;H稀释液中单一的糖成分不能完全保护精子避
免低温损伤（40 +/ 7,，9%%9）。最近的研究表明猕

猴精子对高渗透压很敏感，对低渗透压有相当的耐

受性（’)/,,71/ +/ 7,，9%%:），而用于猕猴精子冻存
的 HI;H（H(,,1+6 +/ 7,，!""%）渗透压很高（2FF
JK*J L E8）。是否因为该防冻液的渗透压超过了猕
猴精子的耐受范围，从而造成对精子结构和功能的

损伤？鉴于此，本文以 HHI 为对照，探讨不同渗
透压的 HI;H稀释液对猕猴精子冷冻前后结构和功
能的影响。

! 材料与方法

! "! 精液采集
$只 F M !!岁成年健康雄性猕猴由中国科学院

昆明动物研究所实验动物中心提供。肌肉注射盐酸

氯胺酮（# J8 L E8 体重）麻醉后，用阴茎电刺激法
（N718 +/ 7,，!""#）采精，并将精液收集在 $% J4
的离心管中。其内含 9 J4预热的 H.4@?O+D+*洗精
液（P750*/+6 +/ 7,，!"F:）。:3 Q液化 :% J01后，收
集液体部分于 9%% ( 离心两次，每次 !% J01。去除
上清，收集沉淀部分并轻柔地混匀，取少量样品检

测鲜精的运动度和质膜完整性，以比较各组平衡后

精子功能的变化情况。

! "# 防冻液的配制
两种稀释液 HHI 和 HI;H 及 # 种改变的 HI;H

稀释液（JHI;H）的组成及其渗透压见表 !。按 2
种稀释液的组成和剂量，将各自称量好的药品和新

鲜卵黄溶于 R0,,0?S 纯水中混匀，于 !% %%% ( 离心
! =去除卵黄颗粒。上清液用 T7KO或 OU,调节 DO
至 3 V% M 3 V9，分装并储存于 G :% Q待用。各种稀
释液（不含甘油）的渗透压为渗透压仪（K*J+//+ .，

表 ! $种稀释液的组成及渗透压
%&’ ( ! )*+,*-./.*0 *1 $ 23/20425- 1*5 -,25+ 15226.07 &04 /82.5 *-+*9&9./.2-

成分 U(JD(1+1/（8 L !%% J4） HHI HI;H JHI;H! JHI;H9 JHI;H: JHI;H#

三羟甲基氨基甲烷 H60* % V9 ! V%93 % V$!# % V$!# % V9$3

T G三（羟甲基）甲基 G 9 G氨基乙磺酸 H+* ! V9 # V:9$ 9 V!29 9 V!29 ! V%F!

葡萄糖 B,)<(*+ 9 ! !

乳糖 47</(*+ 9

棉籽糖 ’7WW01(*+ % V9

卵黄 I88 N(,E（J4） 9% 9% 9% 9% 9% 9%

青霉素 @+10<0,,01?B（XY） !% %%% !% %%% !% %%% !% %%% !% %%% !% %%%

硫酸链霉素 ;/6+D/(JC<01 *),W7/+ % V%%$ % V%%$ % V%%$ % V%%$ % V%%$ % V%%$

渗透压 K*J(,7,0/C（JK*J L E8） :F9 2FF :F" :9" !22 #:
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!""#，$%&’()(*+ ,-).&/ 0+’ 1，2,3）两次测量结果
的平均值。所有稀释液储存时间不超过两周。使用

前在 45 6水浴中解冻，然后平衡至室温，再分别
加入 ! 748（9 : 9）的甘油，配成防冻液。所有化学
药品均来自于 ,(;/<公司。
! "# 精子冷冻保存与解冻复苏
每只猕猴取 # 份，共 =" 份精液样品用于冷冻

实验。在室温下，把洗过的精子分为 >等份，一步
稀释于 =? 倍体积、含甘油的相应防冻液中。稀释
后精子密度大约为 @ A ="5 : /B，甘油的终浓度为
!8（9 : 9）。稀释后的样品置于 C 6冰箱平衡 # D
后，分装入 " 7#! /B 的冷冻麦管（0EF，BG3(;H&，
I%<+’&），C 6继续平衡至 4 D。将麦管水平地置于
液氮蒸汽上方 C ’/ 处冷冻 =" /(+，然后投入液氮
保存。在进行冷冻的同时，将完成 4 D 平衡后的剩
余样品，用 ? 倍体积的 J3B$KL&M&) 洗精液稀释，
测定各组冷冻前的精子功能。

解冻时将麦管从液氮中迅速取出，直接投入 45
6水浴中 # /(+，迅速搅动使精子解冻复苏。将解
冻的样品收集到 =! /B试管中，加入 = /B 45 6的
J3B$KL&M&) 洗精液，#"" ! 离心两次，每次 ="
/(+；洗去防冻剂后，最终用 = /B J3B$KL&M&) 混
匀。

! "$ 精子功能的检测
= 7C 7 = 精子运动度的检测 在 C 6平衡以及解冻
复苏后，记数各种稀释液的精子的运动度。取 @!B
精液滴加到 45 6预热的载玻片上，在显微镜下记
数前向运动精子所占的百分率。每个样品至少记数

#""个精子，重复两次。
= 7C 7 # 精子质膜完整性的检测 C 6平衡后以及解
冻复苏后，采用本实验室建立的 L*&’D). 444C#
（L4C#）和碘化丙锭（$0）双重荧光染色法、流式
细胞术（NH*O ’-.*/&.%-，IPE）检测各种稀释液的
精子的质膜完整性。染色方法：= /B 样品中加入
L4C#（= /; : /B）>!B、$0（= /; : /B）@!B，混匀
后 45 6避光孵育 =! /(+。染色后的样品用流式细
胞仪 I3P, F<+.<;& ,Q（R&’.*+ S(’T(+)*+）检测。
用 4"" /U的紫外激光同时激发 L4C# 和 $0，前者
发蓝色荧光，后者发红色荧光。两种荧光经 !>" ,$
分光镜分开，并分别用 4?" B$、>4" : ## R$ 收集。
利用 L4C#荧光作为触发信号（PD<++&H #""）除去
杂质。每个样品测试 =" """ 个细胞。数据用 P&HK
HVW&). 软件（R&’.*+ S(’T(+)*+）分析。活精子只被

L4C#标记；死精子为 $0 阳性，同时也被 L4C# 标
记（P<( &. <H，#""4）。用 JJQ冻存样品质膜完整性
的流式细胞术检测结果见图 =。

图 = 猕猴冷冻精液 $0 : L4C#双重染色流式细胞术检测
的荧光点图

I(; 1 = IH*O ’-.*/&.%(’ X*. MH*. *N %D&)W) /*+T&- )M&%/<K
.*Y*< <N.&% ).<(+&X O(.D L4C# <+X $0

显示两群细胞。只被 L4C#标记的为活精子；$0 阳性、同时也
被 L4C#标记的为死精子。
S()MH<-(+; .O* /<(+ M*MWH<.(*+) 1 JD& H(9(+; )M&%/) O&%& ).<(+&X *+H-
O(.D L4C#，OD&%&<) .D& X&<X )M&%/) O&%& ).<(+&X O(.D Z*.D L4C#
<+X $0 1

! "% 统计分析
实验结果用平均值 [标准差表示。百分率数值

进行平方根的反正弦转换，然后通过单因素方差分

析，用最小显著差数法（ H&<). )(;+(N(’<+. X(NN&%&+’&
.&).）比较两两数据间的差异显著性。

& 结 果

& "! 不同渗透压的稀释液对冷冻前猕猴精子运动
度和质膜完整性的影响

C 6平衡 4 D后，>种稀释液精子的运动度和质
膜完整性见图 #。与鲜精相比，JQ,J 和 /JQ,JC稀
释液精子的运动度和质膜完整性均极显著下降（"
\ " 7""=）。其他稀释液精子运动度无显著差异（"
] " 7"!），/JQ,J#稀释液精子质膜完整性显著降低
（" \ " 7"!）。
& "& 不同渗透压的稀释液对冷冻复苏后猕猴精子
运动度和质膜完整性的影响

>种防冻液冻存精子复苏后的运动度和质膜完
整性见图4。与冷冻前精子相比，>种防冻液冻存
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图 ! 不同渗透压的稀释液冷冻前对精子运动度和
质膜完整性的影响

"#$ % ! &’’()*+ ,’ -#’’(.(/* (0*(/-(.+ ,’ 12.3#/$ ,+4,525#*3
,/ +6(.4 4,*#5#*3 2/- 4(47.2/( #/*($.#*3 7(’,.(
).3,6.(+(.12*#,/

柱上不同字母表示差异显著（最小显著差数法， ! 8 9 :9;）。
<2.+ =#*> -#’’(.(/* 5(**(.+ 2.( +#$/#’#)2/*53 -#’’(.(/*（?(2+* +#$/#’#)2/*
-#’’(.(/)( *(+*，! 8 9 :9;）%

图 @ 不同渗透压的稀释液对冷冻复苏精子运动度和
质膜完整性的影响

"#$ % @ &’’()*+ ,’ -#’’(.(/* (0*(/-(.+ ,’ 12.3#/$ ,+4,525#*3 ,/
6,+*A*>2= +6(.4 4,*#5#*3 2/- 4(47.2/( #/*($.#*3

柱上不同字母表示差异显著（最小显著差数法，! 8 9 :9;）。
<2.+ =#*> -#’’(.(/* 5(**(.+ 2.( +#$/#’#)2/*53 -#’’(.(/*（?(2+* +#$/#’#)2/*
-#’’(.(/)( *(+*，! 8 9 :9;）%

的精子复苏后运动度和质膜完整性均显著下降（!
8 9 :9;）。

B种稀释液冻存精子的运动度和质膜完整性相
比较：CC& D 4C&EC@ F 4C&ECG F 4C&EC! F C&EC
F 4C&ECH，前两者的运动度和质膜完整性与后三
者有显著差异（! 8 9 :9;）。后三者间的精子运动度
和质膜完整性也有显著差异（! 8 9 :9;）。

! 讨 论

本文结果表明，稀释液的渗透压对猕猴精子冷

冻效果影响很大，对精子产生高渗毒害作用是导致

猕猴精子用 C&EC 冷冻存活率低的主要原因。即使
在平衡过程中，过高（C&EC，BII 4J+4 K L$）或过
低（4C&ECH，H@ 4J+4 K L$）的渗透压都会损伤精
子的结构和功能，对冷冻复苏后精子结构和功能的

损伤更加剧烈。总的来说，只要猕猴精子稀释于合

适的防冻液，冷冻过程中对精子功能损伤主要发生

在冷冻—复苏这一步骤，而在冷冻前平衡 @ > 对精
子功能无明显伤害。

通常认为等渗或适当高渗的稀释液适合哺乳动

物精子的冷冻保存（M(/$ (* 25，!99G）。本文接近
等渗的 4C&EC! 和适当高渗的 CC&、4C&ECG 对猕
猴精子结构和功能影响不大，是较适合的稀释冻存

液。但适当低渗的 4C&EC@也有同样的效果，这一
点与以往报道不同。在以往渗透压对精子冷冻影响

的研究实验中，一般采用两步稀释法，即样品首先

用不含甘油的稀释液稀释，冷却到 H N后再加入含
甘油的防冻液进行第 ! 次稀释（M(/$ (* 25，!99G；
?#O (* 25，GPPI）。在第 G次稀释后的低渗稀释液就
会对精子结构和功能造成伤害，因而不适合精子冻

存。最近在猕猴精子成功冷冻的报道（E# (* 25，
!999，!99H）中也都采用两步稀释法。我们前期的
研究证明猕猴精子一步稀释于含甘油的防冻液与采

用两步稀释法结果无显著差异（资料待发表）。且

一步稀释法更加简便适用，故本文中采用了该方

法。在确定稀释液的效果时，不仅要考虑非渗透性

成分对整个防冻液渗透压的贡献；也要考虑渗透性

防冻剂进入细胞内，从而改变细胞内外渗透压平衡

（E2524,/ Q R20=(55，GPP;）的问题。因而，低渗
的 4C&EC@取得同样好的效果的原因可能在于加入
甘油提高了整个防冻液的渗透压，有利于保持细胞

内外的渗透压平衡，缓解或消除了非渗透性成分对

精子的低渗打击。在我们后续的研究中已再次证明

了使用一步稀释法冻存猕猴精液时，适当低渗的化

学成分确定的稀释液同样有效（资料待发表）。通

过室温下耐渗透压特性的研究，已发现猕猴精子对

高渗打击尤其敏感，而对低渗条件有相当的耐受性

（SO*552/* (* 25，!99@）。本文的实验结果也支持这一
结论。当然，如果稀释液的渗透压过低，即使加入

甘油，可能仍然会对精子造成低渗损伤。本文中稀

释于 4C&ECH的猕猴精子冷冻前后很多精子尾部都
卷曲肿胀（资料未显示），呈典型的低渗肿胀状态

（T(3(/-.2/ (* 25，GPIH），说明 4C&ECH 过低的渗透
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压已经超过猕猴精子的耐受范围。缺乏其他胞外成

分的保护作用也可能加剧 !"#$"%对精子功能的损
伤。采用一步稀释法，适当低渗的稀释液是否也适

合其他哺乳动物精液的冷冻保存还有待于进一步研

究。

本研究中作为对照的稀释液 ""#已经成功地应
用于食蟹猴（$&’(&) *+ &,，-..%）、猕猴（$) *+ &,，
/000）以及日本猴（$&’(&) *+ &,，-..1）精子的冷
冻保存。稀释液 "#$" 也成功地应用于食蟹猴
（"2,,’*3 *+ &,，-..0）精子的冷冻保存，但并不适
合猕猴精子的冷冻保存（$) *+ &,，/000）。这可能
是因为猕猴精子比食蟹猴对高渗打击更加敏感。通

过改 变 成 分 浓 度，把 渗 透 压 降 到 适 当 高 渗

（!"#$"-）或适当低渗（!"#$"4），"#$"可以取得
与 ""#相近的结果。有趣的是，猕猴精子用接近等
渗的稀释液 !"#$"/稀释平衡后，质膜完整性显著
降低；复苏后运动度和质膜完整性都显著低于用

""#和 !"#$"4冷冻的样品，也低于（但差异不显
著）!"#$"-。稀释液 !"#$"/ 与 ""#、!"#$"- 之
间的主要区别在于后两者都含有糖类物质。而糖常

常作为非渗透性防冻剂用于精子的冷冻保存，其作

用是提供能源底物，维持渗透压，并能起到防冻剂

的作用（5),6)7 *+ &,，/000）。含有一种或几种糖类
的稀释液被广泛地用于多种灵长类动物精液的冷冻

保存（8233*,, 9 :26;*<，-..=）。猕猴精子也已成
功地冻存于适当高渗的以糖类为主要成分的稀释液

中（$) *+ &,，/00%）。本研究的结果也进一步证实
在猕猴精子的冷冻过程中，糖类物质可能发挥着一

定的保护作用；同时提示添加糖类后适当高渗的稀

释液不会对精子结构和功能产生严重损伤，但此时

稀释液总的渗透压必须控制在精子的耐受范围之

内。"#$"即使已含有 ->的葡萄糖，但由于渗透压
过高而不适合猕猴的精子冻存。至于不含糖的适当

低渗的 !"#$"4取得与 ""#一样好的效果，并优于
等渗的 !"#$"/，其原因可能在于适当低渗的
!"#$"4与 ?>的甘油结合有利于降低甘油对猕猴
精子潜在的高渗毒害作用，而等渗的 !"#$"/既缺
乏糖类的保护，又不能缓冲甘油的高渗毒性。

先前的关于非人灵长类精子冷冻保存的报道

中，多是用常规的方法检测精子功能，如复苏运动

度、透明带穿透试验、体外受精和超微结构检查等

（@*A*3&;* *+ &,， -.1/；B2C<<*, 9 DC<+)’， -.E1；
$&’(&) *+ &,，-..%；$) *+ &,，/000；@) *+ &,，/00/）。
最近又应用荧光显微镜观察精子质膜和顶体的完整

性（$) *+ &,，/00%）。这些方法虽然可以提供一些
精子功能的信息，但费时费力，检测精子数量少，

且易受操作者的主观影响，不能准确反映精子的功

能。近年来，流式细胞术越来越广泛应用于精子功

能的研究，为精子功能实验提供了快速、客观、多

指标、大通量的检测手段，弥补了传统方法的缺

陷，成为一种检测精液质量的新平台（F&) *+ &,，
/004）。本文首次将流式细胞术应用于灵长类动物
冻精的功能检测，利用本研究室发展的 :4%/ G HI双
重染色法检测了猕猴冻精的质膜完整性。检测结果

表明，总的来说，质膜完整性要略高于精子运动

度，两者同样都能反映出各组实验结果的差异，但

利用流式细胞术检测质膜完整性更加客观快捷。

致谢：中国科学院昆明动物研究所司维博士审

阅全文，并提出宝贵意见，谨致谢忱。
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#’’(中国科学院 *美国哥伦比亚大学学术交流在昆进行

为了增进国内与国外研究机构之间的交流和了解，加强在前沿科学领域的对话，应中国科学院陈竺副

院长的邀请，由来自美国哥伦比亚大学、洛克菲勒大学、俄勒冈大学、M6I% N"4%$*大学、_^Z，以及 )$O
*46X%,%F6、M<%*H两家英美制药公司的 /0位著名脑与神经研究学者组成的代表团于 >DDA年 A月抵达昆明。
A月 /1—/P日代表团成员与中国科学院昆明动物研究所的研究人员进行了广泛的学术交流。来访的代表
中不乏该研究领域的领军人物，如洛克菲勒大学的 - . R+&;%4*教授，哥伦比亚大学的B. \ . R"&G;%4=和 _ .
R46H69 教授，_^Z的 U . ’ . !+FH9",G教授等。
“>DDA中国科学院 @美国哥伦比亚大学学术研讨会”于 A月 /1—/2日举行。0位美国学者和 A位昆明
动物所的学者在会上做了报告，双方就目前神经科学研究的前沿热点问题展开了讨论：美方交流的主要内

容是知觉学习、运动神经编码和控制、视觉机制，还有情绪、恐惧、奖赏等方面研究取得的进展；中国学

者在脑进化分子机制、神经干细胞移植治疗脑疾病、前额叶认知功能、应激与海马的关系、脑衰老机制方

面做了报告。

会议期间，代表团一行参观了中国科学院昆明灵长类研究中心，-H64&%$ R+&;%4*和 B+FH6%& \ . R"&G;%4=
教授均表示这是一个已达到国际水平的中心，对中心的配套设施给予了高度评价，认为其发展前景十分乐

观。还参观了昆明动物所马原野、徐林、宿兵和季维智研究员的实验室。_"496 R46H69 教授对中方实验
室提出了很多建设性意见，并谈到双方合作研究的前景，还提出学生到对方实验室做博士后的设想。)$O
*46X%,%F6和 M<%*H公司认为昆明动物所灵长类神经研究非常具有特色，希望进行抗精神病药物的合作研
发。

代表团一行还将访问位于上海的中国科学院神经科学研究所，并在神经科学领域展开讨论。
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