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猪精液冷冻技术

近五年生猪（毛重生产价格指数）近五年猪肉产量

资料来源：中国国家统计局（NBS）统计年鉴（更新截止2020年11月）

受到“猪周期”和非洲猪瘟的影响，2018-2019年
猪肉产量大幅下降。

猪肉产量的下降导致价格不断攀升，同时产生更多
的养殖动力。

全国对猪肉呈现高品质和高数量需求！



猪精液冷冻技术

公猪繁殖技术的应用及其优势

应用 优势

人工授精技术

精液长效保存

提高公猪精液利用率

克服时间地域差异适时配种

减少精液污染便于控制疾病传播

有助于提高妊娠效率和产仔数

公猪改良优选
雄性遗传物质的长期保存

Roca et al., 2015，Boar differences in artificial insemination outcomes. Reproduction in Domestic Animals, 50(2), 48–55. 
Yeste, M.et al., 2017. Artificial insemination with frozen‐ thawed boar sperm. Molecular Reproduction & Development, 84(9), 802–813.
Qian, L. et al., 2016. Protective effect of hyaluronic acid on cryopreserved boar sperm. Inter. Journal Biolo. Macromo., 87, 287–289.



猪精液冷冻技术

猪精液长效保存技术

液态保存 冷冻保存

Schulze, M., Kuster, C., Schäfer, J., Jung, M., & Grossfeld, R. 2018. Animal Reproduction Science, 190, 94–101.
Karageorgiou, M., Tsousis, G., Boscos, C., Tzika, E., Tassis, P., & Tsakmakidis, I. 2016. Acta Veterinaria Brno, 85, 023–031.
Yeste, M. (2017). State‐ of‐ the‐ art of boar sperm preservation in liquid and frozen state. Animal Reproduction, 14(1), 69–81.

概念：精液在液体状态下保存的技术，
保存温度在17℃或5℃，有效保存时间可
达10天以上；
现状：全球范围内99%人工授精使用液
态精液，是目前主流保存方式；
优势：液态精液人工授精平均妊娠率为
80%，产子数11；保存和运输便捷；

概念：精子在冰晶固态形式下保存的技
术，保存温度通常在0℃以下（-80℃或-
198 ℃），精子可长久保存；
现状：全球使用范围较小；猪精液冷冻
保存技术仍有发展空间；
优势：可用于保护遗传资源；延长优良
精子的利用时间；

猪精液冷冻保存技术具有发展潜力！



猪精液冷冻技术

猪精液的生理特点

Silva, C. G., Cunha, E. R., Blume, G. R., Malaquias, J. V., Báo, S. N., & Martins, C. F. 2015. Cryobiology, 70(2), 90–94.

Strzezek, R., Koziorowska‐ Gilun, M., & Stawiszyńska, M. (2012). Polish Journal of Veterinary Sciences, 15(4), 721–726.

组成：头、颈和尾部，总长约60微米；
头部：由质膜、细胞核和顶体组成，
包含遗传物质及精卵结合关键酶。
颈部：发挥连接头部和颈部的作用。
尾部：呈鞭毛状，包含大量线粒体，
是精子的主要动力来源。

精子

组成：精子与精清
单次射精量：150-500毫升
精子数：40-50*1010 个
颜色：乳白色或灰白色
渗透压：290至300 mOsm
pH值：7.4±0.2

精液

猪精液冷冻重点是保护精子的结构完整性！



猪精液冷冻技术

猪精液冷冻过程中的生理变化

Pezo F, Romero F, Zambrano F, Sánchez RS. Reprod Domest Anim. 2019,54(3):423-434.

冷冻过程中，精子经历物理和化学环境的一系列剧烈变化，主要引起精子相变

• 主要包含水分和保护液；
• 低温水会形成冰晶，改变渗透压，损伤精子膜；细胞外

• 主要成分脂质具备异质性，有不同的相变温度；
• 低温会产生凝胶和液态结构域，结构易损；细胞膜

• 主要由水组成
• 低温引起胞内水结晶，释放结晶潜热，改变渗透性；细胞内

依据冷冻速度可分为：缓慢冷冻和快速冷冻(玻璃化冷冻)，缓慢冷冻为常用技术
Yeste M, Rodríguez-Gil JE, Bonet S. Mol Reprod Dev. 2017.84(9):802-813.



猪精液冷冻技术

精液收集

精液稀释

样品冷却

慢速冷区降温至5℃

冷冻保存液二次稀释

浓缩精子

样品注入冷冻吸管

吸管密封

降温至液氮保存

猪精液冷冻流程(缓慢冷冻)
收集精子含量高部分的精液，确认精液体积外观和密度，材料在37℃下预热

向精液中加入至少等体积的BTS补充液对精液进行稀释，终浓度~1*108 /mL

评估精子活力和形态，静止稀释后样品至室温~22℃，随后降温至17℃

将稀释的精子样品转移至无菌试管中，17℃用2400g转速对精子离心3min

使用LEY冷却增量剂（包含20％的蛋黄）稀释至1500–750×10 6精子/ mL

以〜0.1°C / min的速度将精子缓慢冷却至5°C，确保慢速冷却

将冷冻干燥剂中的精子样品装入0.5 mL的吸管中，同时将样品保持在5°C

确保在填充时弄湿堵塞部位的密封粉，以关闭吸管口，保持在5℃

以10–60°C / min的速度将吸管冷却至−120°C，最后转移到液氮容器保存

此流程为国际通用方法，具体操作参考 Methods in Molecular Biology（2020版）
Cryopreservation of Semen from Domestic Livestock: Bovine, Equine, and Porcine Sperm. Chapter 15



猪精液冷冻技术

猪精液冷冻流程(缓慢冷冻)的注意事项

步骤 影响因素 注意事项 参考文献

冷冻前

精子收集
使用密度梯度清洗可以去除死精和功
能丧失的精子（Androcoll‐ P试剂），
提高冻前精子质量；

K r u s e  e t  a l .  ( 2 0 1 1 ) , 
Martínez‐ Alborcia et al.(2012), 
Martinez‐  Alborcia et al. (2013)

平衡时间
低 温 保 存 之 前 ， 将 公 猪 精 子 在
15–17°C下保存10–24 小时（保持时
间）会增加其低温耐受性；

Alkmin et al. (2014), Casas and 
Alhouse (2013), Yeste, Estrada, 
Rivera Del Álamo, et al. (2014)

冷冻过程

包装因素 在0.25mL-5mL的吸管中, 0.5mL的吸
管包装对于精子质量保护的最明显；

Casas et al. (2009), Wongtawan 
et al. (2006), Yeste,Estrada,  et 
al. (2013)

冷冻速率 冻结步骤（即从5到 -150 °C）通常持
续5到6分钟为宜；

Carvajal et al. (2004), Casas et 
al. (2009)

防冻剂 渗透性(甘油)和不可渗透性(乳糖和蛋
黄)保护液防止精子损伤；

R o d r i g u e z ‐ M a r t i n e z  a n d 
Wallgren (2011), Zeng, Tang, et 
al. (2014)



猪精液冷冻技术

猪精液解冻流程

主要解冻过程：样品37℃温水中孵育30s；

注意事项: (可有效提高冷冻精子利用率)

1. 当在较短的时间内使用较高的培养温度时，融化会更快，解冻后的精子活力更高；

2. 解冻后必须稀释至合适的浓度，Beltsville解冻溶液（BTS）是使用最广泛的精子稀释剂；

3. 额外添加运动激活剂（如茶碱）和抗氧化剂（如半胱氨酸），可提高精子活力；

4. 解冻精子适量添加精清可改善顶体完整性，并增加怀孕率；

5. 提高授精过程中精子数量，如3×10 9/剂时母猪具有良好生殖性能；

Yeste M, Rodríguez-Gil JE, Bonet S. Mol Reprod Dev. 2017.84(9):802-813.

Noguchi, M., Yoshioka, K., Hikono, H., Suzuki, C., & Kikuchi, K. 2015. Animal Reproduction Science, 163, 164–171.



猪精液冷冻技术

猪精液冷冻保存平台

Yeste M, Rodríguez-Gil JE, Bonet S. Mol Reprod Dev. 2017.84(9):802-813.

主要

材料

解冻液

试管

护目镜

防冻

手套

液氮

冷冻保
护剂

仪器

加热板
显微镜

恒温箱
和冰箱

精子

密度仪

程控

冷冻仪
离心机

液氮罐

电子

天平

水浴锅



猪精液冷冻技术

猪冷冻精液生产保存流程

猪冷冻精液生产基本流程

精液采集
运送是否

合格
• 否-放

弃

降温平衡、
冷冻是否

合格

• 否-丢
弃

入库保存 • 否-丢
弃

出售

（解冻质检）

（质检）

（抽查质检）

（合格）

（合格）

（合格）



低温保护剂筛选

02



低温保护剂筛选
猪精液冷冻过程对精子的主要损伤

冷冻对猪精子的损伤（Yeste，2016）

质膜完整性降低

精子活力下降

活性氧增多

线粒体活性减弱

DNA损伤

顶体破损

钙离子流失

损伤主要由低温引起胞内水分子相变成冰晶，导致精子损伤



低温保护剂筛选
低温保护剂的分类

针对冷冻损伤的表现，具有不同的保护策略

低
温

保
护

剂

冷冻时

渗透性防冻剂

甘油 DMSO

乙二醇 甲醇等 

不渗透性防冻剂

蛋白质 葡聚糖

聚乙二醇 蛋黄等

抗氧化剂

谷胱甘肽 半胱氨酸

生育酚 抗坏血酸等

胆固醇类 胆固醇负载环糊精

解冻时

离子螯合剂EDTA

咖啡因和钙离子

催产素

精  清

减少精子冷冻过程损伤

增加解冻精子生殖活性



低温保护剂筛选
冷冻时添加的保护剂

渗透性防冻剂 主要包括甘油乙二醇等可以穿过细胞膜的物质。

2％–3％的甘
油会降低细胞
凋亡作用。

Baishya et al.， 2014

 甘 油 能 有 效
地保留了解冻
后的精子功能;

甘油可改善精
子的活力和顶
体膜完整性；

Silva et al.，2015 Zeng et al.，2014



低温保护剂筛选
冷冻时添加的保护剂

非渗透性防冻剂 主要包括蛋白质、聚乙二醇、葡聚糖蛋黄等在胞外作用的物质。

OEP可保护质
膜 ,增强线粒体
功 能 和 质 膜 完
整性；

Malo et al.， 2010 Hu et al.，2010 Fraser, Jasiewicz, ＆Kordan，2014

乳糖和海藻糖
能有效提高精
子活力和授精
能力;

2 0 ％ 蛋 黄 和
甘油同时使用
可显著改善精
子活力；



低温保护剂筛选
冷冻时添加的保护剂

抗氧化剂 主要包括抗坏血酸、谷胱甘肽、半胱氨酸、生育酚等

半 胱 氨 酸 , 生 育
酚，丁基化羟基
甲苯，Trolox被
证实具有保护精
子作用；

Malo et al.，2010 Giaretta et al.，2015 Chanapiwat, et al.2009 ; Roca et al.2004；
Giaretta et al.,2015 ; Jeong et al.2009 ;
 Kaeoket et al.，2010；
 

抗坏血酸和谷
胱甘肽结合使
用会产生更好
的保护效果；

谷胱甘肽可以
增强精子活力，
保护膜和核的
完整性；



低温保护剂筛选
冷冻时添加的保护剂

胆固醇类 主要包括胆固醇负载的环糊精（CLC）等

Graham et al.，2012 Tomás et al.，2014

CLC可以在解
冻后1小时提
高冻融精子的
膜完整性

CLC补充解冻
介质可增强质
膜和冻融精子
的顶体完整性



低温保护剂筛选
解冻时添加的稀释保护剂

精浆(具有争议）

Okazaki et al.，2012 Okazaki et al.，2014

催 产 素 在 人
工 授 精 前 加
入 精 液 中 ，
可 提 高 精 子
授精能力；

精浆对精子活
力和膜完整性
具有积极作用,
提高生殖性能;

催产素

有些学者证实精清对提高繁殖能力无明
显作用（Fernández-Gago et al，2013）



低温保护剂筛选
解冻时添加的稀释保护剂

EDTA离子螯合剂

Okazaki et al.，2012 Yamaguchi et al.，2009

咖啡因和Ca
可 增 加 子 宫
内 授 精 冷 冻
解 冻 精 子 母
猪分娩率

EDTA也能增
加精子的活力
和冷冻解冻精
子的受精能力；

咖啡因和钙离子

低温保护剂目前研究非常多，但选取时需要验证！



低温保护剂筛选
潜在的低温保护剂 本团队研究工作

保护低温保存中精子活力

BSA和脱脂奶粉
提高低温保存中精子能量生成

蛋白类BSA和脱脂奶粉可能
作为潜在的防冻剂！

Xinhong Li et al.，2017



低温保护剂筛选
潜在的低温保护剂 本团队研究工作

首次从蛋白磷酸化角度揭示黄芪多糖通过抗氧
化功能保护精子活力！

黄芪多糖

黄芪多糖可能为冷冻过程的
精子提供保护！

Xinhong Li et al.，2018（IF:5.546）
Accepted directly without revision



低温保护剂筛选

咖啡因可能对冷冻保存的猪精子提供激活作用！

本团队研究工作



现状与技术瓶颈
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现状与技术瓶颈

1、猪精液冷冻保存技术现状：

Schulze, M., Kuster, C., Schäfer, J., Jung, M., & Grossfeld, R. 2018. Animal Reproduction Science, 190, 94–101.
Karageorgiou, M., Tsousis, G., Boscos, C., Tzika, E., Tassis, P., & Tsakmakidis, I. 2016. Acta Veterinaria Brno, 85, 023–031.
Yeste, M. (2017). State‐ of‐ the‐ art of boar sperm preservation in liquid and frozen state. Animal Reproduction, 14(1), 69–81.

优势：冷冻的精子可以与供体和受体的位置无关地使用，可以长期保存，甚至在公母死亡后也可以作为遗传储备。

在现代牲畜育种中，使用冷冻保存的精液进行人工授精优于使用冷冻保存的胚胎和卵母细胞。

现状：在养牛业中，授精几乎完全依赖于使用冷冻保存的精液。
           在马种中，主要使用冷藏（5°C）稀释的精液，但使用冷冻保存的精液的兴趣日益浓厚。
           在猪种中，用稀释的精液进行授精，精液在16–20°C下储存和运输。

精液的冷冻保存可以有效保留生物的种质资源。
但猪冷冻精液生产因难度大、冻精-解冻后活率及受胎率低等诸多原因，导致猪冷冻技术研究
仍未完全成熟。

完善猪冷冻精液制备技术，还有很多问题亟待解决。



现状与技术瓶颈
2、猪精液冷冻保存技术瓶颈：

精液中细菌数量是影响冷冻精液

品质的决定性因素之一

抗生素的使用会引起耐药菌株并
在通过人工授精传播

发展高效/新颖的非抗生素型抑菌
策略，已是未来发展的大势所趋

Ø 抗生素引起的细菌耐药问题



现状与技术瓶颈
2、猪精液冷冻保存技术瓶颈：

Ana Soler Valls, et al., Sperm cryopreservation in ruminant species.

Ø 冷冻过程易诱导精子产生ROS的累积，对精子的生理功能产生重要影响。



未来发展与趋势
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未来发展与趋势
1、猪精液冷冻细菌微生物的防治：

Ø 发展高效/新颖的非抗生素型抑菌策略

Yue Wang, et al. Advanced materials, 2020, 32,1904106

纳米材料催生的非抗生素型抑菌策略

纳米材料具备的特质：

• 1. 菌株选择性（葡萄球菌属/

假单胞菌属等）

• 2. 蛋白酶稳定性 

• 3. 热动力学稳定性等。

碳基抗菌纳米材料举例



未来发展与趋势

抗菌纳米材料在繁殖领域的应用存在很大空白！

Ioannis A. Tsakmakidis et al.,Nanomaterials. 2020, 10, 1568.

消毒剂和除藻剂

1、猪精液冷冻细菌微生物的防治：
Ø 发展高效/新颖的非抗生素型抑菌策略

抗菌纳米材料替代抗生素的可行性参照



未来发展与趋势
1、猪精液冷冻细菌微生物的防治：

Ø 发展高效/新颖的非抗生素型抑菌策略

Ivan Oseguera-lopez et al.,Frontiers in Cell and Development Biology. 2019

抗菌涂层或者抗菌器皿的开发：将抗菌材料应
用于精液培养器皿的内表面

替代抗生素直接添加于精液中，用于精液保存
例如：金刚石粉，Au25(MHA)18

方案一 方案二



未来发展与趋势
2、猪精液冷冻纳米材料的利用：

随着纳米科学的高速发展，一些无机纳米材料被发现具有类似酶的催化活性。这些纳米材料可以催化
天然酶的底物反应，并且具有与天然酶相似的催化机制，因此被定义为纳米酶(Nanozymes)。

生物酶和纳米酶的发展时间轴

自从2007年阎锡蕴院士团队首次报道纳米酶概念以来（Nature Nanotechnology, 2007）。迄今，全球
已有29个国家的290多个实验室报道了320余种纳米酶，逐渐形成了纳米酶新型交叉学科领域。

Jiangjiexing Wu, et al. Chem. Soc. Rev., 2019, 48,1004



未来发展与趋势

纳米酶的分类

2、猪精液冷冻纳米材料的利用：

目前已被广泛应用到疾病诊断和治疗、传染病防控、环境监测和污水处理等多个领域。纳米酶是
目前为数不多的由中国科学家发现、被国际同行认可，并迅速实现成果转化的新型交叉学科领域。

Lunjie Huang, et al. Chem. Comprehensive review in food science and food safety, 2019, 18, 1496-1513.

与传统生物酶相比较：
• 催化效率高
• 稳定性好
• 制备工艺简单
• 成本低、批量生产
• 易于储存

纳米酶的应用



未来发展与趋势

纳米酶的分类

2、猪精液冷冻纳米材料的利用：

Nanozyme

精子冻融引起的氧化应激损伤 纳米酶的抗氧化作用

思考：能否将具有抗氧化活性的纳米材料应用于精液的保存？



未来发展与趋势
2、猪精液冷冻纳米材料的利用：

Xinhong Li, et al. Nano-Micro letters, 2019, 11: 104. (IF: 12.3)

C60的抗氧化效率是Vc的172倍 

清除ROS的机理 美国市场上的C60保健品C60的“足球状” 结构
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2、猪精液冷冻纳米材料的利用：

本团队研究工作

Xinhong Li, et al. Nano-Micro letters, 2019, 11: 104. (IF: 12.3)
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2、猪精液冷冻纳米材料的利用：

本团队研究工作 并邀稿Perspective文章

Xinhong Li, et al. Nano-Micro letters, 2019, 11: 104. (IF: 12.3)



未来发展与趋势

Ø 开发高效、无副作用的纳米酶用于精液保存

Meng Qin et al., An antioxidant enzyme therapeutic for COVID-19. 2020 

2、猪精液冷冻纳米材料的利用：

纳米材料用于精液保存的可行性参照

方案一

方案二



未来发展与趋势
3、猪冷冻精液生产中的利用：

Ø 利用纳米技术解决繁殖领域的问题

Ivan Oseguera-lopez et al.,Frontiers in Cell and Development Biology. 2019

利用纳米粒子筛选
活力强的精子,用于
人工授精
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