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精子冷冻保存技术及研究进展
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【摘要】 精子冷冻是辅助生殖技术的基础，能够有效的保存有价值的基因资源。文章回顾了近些年来国内外

精子冷冻保存的重要研究成果，分析了精子的来源、冷冻预处理、冷冻和解冻方法、防冻剂的选择及其加入去除方

式的选择等因素对精子冷冻效果的影响。文章还总结了精子冷冻效果的评价方法，展望精子冷冻技术的发展方向

和应用前景。
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Progress on Sperm Cryopreservation
PING Shu-huang，YANG Shi-hua

(Faculty of Life Science and Technology，Kunming University of Science and Technology，Kunming 650224)

【Abstract】 Sperm cryopreservation has revolutionized the field of assisted reproduction，and it can provide an

effective way to preserve valuable genetic resources. This review contained information relating to the cryopreservation of

animal semen through a summary of significance research results about domestic and foreign sperm cryopreservation in

recent years，and the topics discussed that the effect of semen collection，freezing pretreatment，freezing and thawing

methodologies，cryoprotectant selection and methods of its addition and removal on sperm cryopreservation. In addition，

this review also focus on evaluation criteria for post-thaw spermatozoa，proposing prospect on anticipation about research

orientation of sperm cryopreservation and its application.
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精子冷冻是一个复杂的过程，影响冷冻效果的

因素主要包括精子的来源、冷冻稀释液和防冻剂的
选择、冷冻和解冻方法的选择。在精子的冷冻过程
中外来的压力，如冷休克、防冻剂的毒性、冰晶的形
成、渗透压的改变，都会造成精子结构和功能的损
伤，其损伤程度则由精子自身对外来压力的耐受能

力来决定。不同物种或同物种不同个体的精子在
大小、形态、生物化学等方面不同，对外来压力的承
受能力也就不同，需要对每一个保存处理环节进行

适宜的选择，并综合考虑多个因素的作用，以此优

化冷冻程序。本文就精子的来源、冷冻前预处理、
冷冻 /解冻方法、防冻剂对冷冻效果的影响和解冻
后精子的质量评估这两方面做综述。

1 精液的采集

根据供精动物的睾丸状态，采集精子主要有两

种:活体采精和离体附睾取精。
1. 1 活体采精
活体采精是借助于外来诱导刺激或自然情况

下让动物自主排精。该方法能够有效地减少动物



损伤，具有很好的实验重复性。特别对濒危、珍贵
动物，活体采精是获取精液的主要方法，能大大提

高动物的利用价值。

对于哺乳动物，常采用的采精方法有人工假阴

道诱导排精、手握阴茎刺激排精、电刺激排精。前
两种方法比较简单、便捷，且设备投入较少，主要实
用于已经完全驯化的家畜和实验动物。而对于育
种价值高而失去爬跨能力、不明原因不育等不适宜
常规方法采精的家畜、野生动物，阴茎或直肠电刺
激采精方法就很重要。

此外，鸟类精子的采集方法主要是腹按摩或推

拿诱导射精法;鱼类精子的采集方式主要是洗提

法;爬行类动物精子的采集方式主要是腹部按摩

法;两栖类动物的精子的采集方法主要是腹部挤压

法或精囊穿刺法。
1. 2 附睾离体取精
在野外状态下采集濒死或死亡时间不长的雄

性尸体内附睾精子，或者活体采精无法完成采精的

动物也可以通过手术或致死后获取附睾精子。也
可以从屠宰场动物尸体上分离、或宠物收容站的流
浪宠物去势、或为了疫苗生产牺牲的非人灵长类动
物中分离附睾及睾丸，并可以在 4℃保存，清洗处理
后从附睾中分离精子。

2 冷冻前精液预处理

2. 1 精子的优选
不同物种或同一物种不同个体间的精液品质

有很大的差异。一般情况下，冷冻前精液质量越
高，解冻后精子的活力会越好

［1］。为了获取高的活
精子比例，常常会对所冷冻的精子进行优选处理，

尤其是鲜精活力较低的精子，以提高精液质量。目
前，常采用的优选方法有离心法和上游法。
2. 1. 1 离心法:普通的离心处理可以去除精液中的
精浆和上皮细胞

［2］，而密度梯度离心法，可以根据

精子的密度将不同活力、形态的精子进行分离。这
样能够有效地富集有活力、形态正常的精子，去除
杂质细胞和死精子，同时分离出遗传物质不正常的

精子
［3］。

2. 1. 2 上游法:用于分离出有活力和无活力的精
子，增加精液中运动精子的百分率。同时，上游法
可以去除精浆、无活力的精子、杂质细胞、无定形物
质等，避免精子获能和发生顶体反应，有效的改善

冷冻精子的运动特性、顶体状态和质膜完整性，提

高精液品质
［4］。相比离心去除精浆和死精子而言，

上游法具有不造成精子亚致死性损伤的优点
［5］。

2. 2 预冷处理
冷冻前进行预冷处理，其目的是保证精子有一

段适应低温的过程，同时又能使渗透性防冻剂充分

渗透进精子细胞内发挥作用，减少、甚至避免精子
的冷休克损伤，进而起到抗冻保护作用。

目前，常采用的方法是水浴平衡法，一般从室

温降到 4℃或 5℃，便于精子以改变质膜结构来适应
低温环境。对防冻剂毒性不太敏感的精子，直接将
防冻剂加入到稀释液中，保证防冻剂充分进入细胞

内，达到保护精子免受损伤的作用;对防冻剂表现

出毒性的精子，通常先用无防冻剂的冷冻稀释液稀

释精液，并添加一定浓度的卵黄或脱脂奶，在低温

条件下加入含防冻剂的冷冻液，并在低温环境中平

衡一定的时间，以保证防冻剂充分进入细胞。

3 冷冻液和防冻剂

3. 1 冷冻稀释液
主要包括两性离子、果糖、Tris 卵黄缓冲液、

Tris-Tes 卵黄缓冲液、柠檬酸盐、TEST 柠檬酸盐卵黄
缓冲液等。其主要作用是优化精子所处环境的渗
透压与 pH 值，为精子提供能量，防止精子细胞内磷
脂的流失并起着防冻剂的作用，防止细菌污染，去

除高度稀释对精子的负面影响，给精子适应外界环

境创造有利条件
［6］。

稀释液不仅是精子冷冻的介质，而且直接影响

着精子的冷冻成活率。目前常用的冷冻稀释液有:

灵长类的 TTE 和 TEST、马的 INRA 96、牛的 Triladyl
((R))、鸟类的 EK、鱼类的盐溶液等。
3. 2 防冻剂
适当防冻剂的加入，可以有效减少精子冷冻过

程中的冷冻损伤。常用的防冻剂主要包括两大类:

渗透性防冻剂和非渗透性防冻剂。渗透性防冻剂
是一类含有-OH 基的小分子化合物，如甘油、二甲基
亚砜、乙二醇、丙二醇等，它们可以自由通过细胞
膜;非渗透性防冻剂是一类不能透过细胞膜的大分

子物质，如卵黄、糖类、脂蛋白等，主要增加细胞膜
结构的稳定性和缓解冷冻损伤。不同物种精子的
防冻剂选择应根据预实验、或逐个试验筛选其对该
物种精子冷冻保护效果。
不同物种的精子对不同防冻剂毒害作用的承

受能力和其渗透性也不同。如乙二醇对猕猴精子
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细胞的渗透性强于其它渗透性防冻剂，可以应用到

猕猴精子冷冻中
［7］;DMSO 可以用于短尾猴精子冷

冻保存中
［8］，但不适于猕猴精子的冷冻保存

［9］，这

与精子细胞自身的毒性承受能力有关。
3. 3 防冻剂的加入与去除方式
精子质膜对不同的渗透性防冻剂的通透性不

同，在冷冻前添加防冻剂和解冻后去除防冻剂所产

生的渗透压变化可能会造成细胞的损伤。因此，在
添加和去除防冻剂时，尽量避免渗透压的剧烈变

化。防冻剂的加入与去除大致分为两类:一步和多
步加入去除法。多步加入或去除防冻剂，能够改善
冷冻 /解冻精子的功能［10］;在低温条件下加入防冻
剂，可以提高冷冻 /解冻精子的活力［11］。对于那些
对防冻剂敏感的精子，应该优先考虑多步法加入或

去除防冻剂。

4 冷冻与解冻方法

在精子的冷冻过程中，冷冻速率会影响到精子

细胞内外溶液的渗透压和 pH 的平衡，是深低温冷
冻保存的一个决定性因素。理论上，过慢的冷冻速
率会使细胞内外的渗透压平衡得到维持，但会导致

细胞过度脱水，并过分升高胞内盐浓度而造成盐

害;过快的冷冻速率会使细胞水分不能充分流出，

从而导致巨大胞内冰晶的形成，进而造成细胞损

伤。冷冻过程中，保证精子生存的一个理想状态应
该是在冷冻速率的一个平衡点。

目前，根据降温速率和降温程序的不同将冷冻

方法主要归结成五种类型:快速冷冻法、慢速冷冻
法、玻璃化冷冻法、定向结冰冷冻法和干燥冷冻法。
4. 1 快速冷冻法
将精液加到冷冻液中混匀，装入冷冻麦管或冷

冻管后，不经过降温前期的冷平衡而放在液氮面上

方的适当高度，利用液氮蒸汽降温至低于 － 30℃后，
直接投入液氮中进行低温冷冻保存。这种方法在
动物精子冷冻保存中应用的很少。
4. 2 慢速冷冻法
慢速冷冻法是最常用的动物精子冷冻保存方

法，也是中小型动物精子冷冻的首选技术。将精液
加到冷冻液中混匀，装入冷冻麦管，然后用程序冷

冻仪控制完成降温过程或利用液氮蒸汽直接降温，

降温至低于 － 30℃，最终投入液氮中进行保存［12］。

4. 3 玻璃化冷冻法
该方法主要包括快速降温和快速复温两个过

程:快速降温是为了避免冷冻过程中细胞内冰晶的

形成，快速复温可防止过冷玻璃态下重结晶的发

生，从而减少冰晶对细胞的损伤
［13］。该方法冷却速

率快，很多情况下需要增加渗透性防冻剂的浓度，

需要选择对细胞毒性小的防冻剂，这是目前研究精

子玻璃化冷冻的重点方向。
4. 4 定向结冰精子冷冻法
定向结冰精子冷冻仪(MTG516)是以色列科学

家专门为大容量冷冻精液而设计的，可以冷冻

2 mL、5 mL、8 mL 容量的精液，已成功运用在精液量
大的野生动物上，如大象

［14］，犀牛
［15］，兔

［16］
等以及

二次重复冷冻牛的精子
［17］。该方法是将装有已预

冷精液的中空玻璃冷冻管放入预先设置、平衡的低
温舱内口，通过一定速率推动冷冻管进入冷冻仓，

致使样品中水分形成有序的冰晶，降低冰晶对精子

的损伤;解冻时，通过在冷冻管孔内外的温热水流

动，迅速、均一地将精液解冻，防止大容量精液的重
结晶形成。
4. 5 干燥冷冻法
该方法主要包括冷冻、干燥和保存三个过程，

并已成功利用在小鼠精子冷冻保存中
［18］。在冷冻

的过程中，细胞内形成冰晶是不可避免的，但只要

不形成对细胞有损伤的大冰晶，是不会对精子造成

损伤的;随后将冷冻好的精液转入真空冷冻干燥机

中进行干燥处理，使精液中固态的玻璃化冰直接汽

化成气态，进而使精子免受胞内冰晶所造成的损

伤;在保存过程中，该技术不需要液氮或干冰，可在

4℃长期保存，室温下可长途运输，因此节省了储存
空间，减少了运输成本，更经济、更实用地保存种质
细胞
［19］。虽然通过该技术所获得的精子都是死精

子，且精子已经失去运动能力和受精能力，但所得

精子染色体的完整率很高，可以借助于胞浆内单精

子注射技术获取体外胚胎。

5 精液活力检测

5. 1 结构完整性检测
5. 1. 1 质膜完整性:质膜完整性是评估冷冻精子质
量和功能的一个重要指标。目前，用于检测质膜完
整性的常用方法有曙红 /苯胺黑染色法、低渗膨胀
试验和荧光染色法。荧光染色法是当前使用最多
的方法，常用的荧光染料大致可以分成两大类:染

活精子的特异性荧光染料如 CFDA、SYBR-14 等，这
类染料可以进入质膜完整的精子细胞内，是膜通透

96中国比较医学杂志 2011 年 3 月第 21 卷第 3 期 Chin J Comp Med，March 2011，Vol. 21. No. 3



性染料; 染死精子的特异性染料如 PI、Hoechst
33258、Yo-Pro-1、ethidium homodimer-1 等，这类染料
只能进入质膜不完整的精子，是膜不通透性染料。

通常情况下，会将这两类联合使用，其染色效果比

用单独的染料染色好，如 SYBR-14 /PI 双染法［20］、
Hoechst 33342 /PI 双染法［21］等。
5. 1. 2 顶体完整性:顶体反应是精子完成受精的前
提条件，而顶体的完整是保证顶体反应的必要条

件。目前，用于检测精子顶体状态的方法主要是荧
光染色法，即利用顶体素与花生凝集素(PNA)［22］或
豌豆凝集素(PSA)［23］特异结合的特性，用异硫氰酸
荧光素( FITC) 标记凝集素，来检测精子的顶体完
整性。
5. 1. 3 染色质完整性:目前，用于检测精子 DNA 完
整性的方法主要是吖啶橙(AO)染色法，其染色原
理是染色质正常的精子能够保持其原有的双链结

构，与吖啶橙结合，在荧光显微镜下呈现绿色;染色

质异常的精子，其 DNA 会变性或解聚成单链结构，

与吖啶橙结合，在荧光显微镜下呈现红色、桔红色
或黄色

［24］。
5. 1. 4 线粒体活性:线粒体的主要功能是为精子的
运动提供能量，因此通过检测精子的线粒体活性来

预测精子的运动能力。目前，一般采用荧光染色法
来检测精子的线粒体活性，常用的荧光染色法有

JC-1 染色法［25］、Rhodamine 123 染色法［24］和 DiOC6
(3) / PI 双染法［26］。
5. 2 功能检测
5. 2. 1 运动度:运动度是指运动的精子占总精子数
的百分比，包括鲜精运动度、冷冻前精子运动度和
复苏运动度。鲜精运动度反映了所取精子的品质;

冷冻前运动度反映了冷冻平衡方法的优劣和防冻

剂的毒性;复苏运动度反映了冷冻复苏后精子的运

动情况，用来衡量冷冻方法的优劣。目前，常采用
的运动度检测方法有光学显微镜直接计数法

［25］
和

计算机辅助精子分析(CASA)技术法［22］。
5. 2. 2 受精能力:体外间接评估精子受精能力的方
法有半透明带结合试验

［27］
和仓鼠裸卵穿透试

验
［28］;直接评估冷冻 /复苏精子受精能力的方法有
人工授精

［29］
和体外受精

［30］。而利用冻精获得健康
的新生个体是检测精子冷冻成功的“金”标准，由于
涉及受精、发育、妊娠管理等诸多因素，往往利用冻
精的囊胚发育率、或人工授精的怀孕率作为冻精受
精能力的检测标准。

6 前景与展望

精子冷冻保存在保护濒危动物种质资源多样

性、构建精子(基因)库、动物繁殖、不孕不育症治
疗、避免非生殖季节原因无精子状况、以及增加受
精研究的稳定性、便捷性等方面发挥着独特的作
用。借助于辅助生殖技术，冻精被越来越多用于生
产体外或体内胚胎和缓解动物不育问题，将来需要

着重研究的方向主要体现在以下五个方面:(1)个
体化精子冷冻程序;(2)化学成分明确的冷冻稀释
液;(3)低毒性的防冻剂;(4) 自动化精子冷冻仪;
(5)冷冻 /解冻精子活力的准确预测
随着对生物多样性认识加深，对物种的种质资

源需求与保护越来越受关注，无论是野生动物还是

人们熟悉的驯化动物，它们的种质细胞都需要相对

安全的、不随时间变化的被保存起来，以应对环境
日益恶化对物种资源的威胁、缓解科学研究对现生
动物的过度利用，提高现有动物的利用率和利用

价值。
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