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瘦素对豫西黑猪精液冷冻保存效果的影响
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（河南牧业经济学院动物科技学院 ／ 河南猪生物育种研究院， 河南 郑州　 ４５００４６）

摘要： 旨在探究冷冻稀释液中添加不同浓度的瘦素 （ＬＥＰ） 对豫西黑猪精子冷冻保存效果的影响。 选用 １２ 头豫西黑公猪精液， 在冷冻稀释液中

添加浓度分别为 ０、 ２􀆰 ５、 ５、 ７􀆰 ５、 １０ ｎｇ ／ ｍＬ 的 ＬＥＰ， 检测解冻后豫西黑猪精子的运动参数、 功能参数、 受孕率等指标， 筛选出最佳 ＬＥＰ 添加浓

度； 用最佳浓度组和对照组精液分别对发情母猪人工授精， 观察受孕效果。 结果显示： 冷冻稀释液中添加 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ 组与其他组在精子的活

力、 曲线速度 （ＶＣＬ）、 直线速度 （ＶＳＬ）、 平均路径速度 （ＶＡＰ）、 线性度 （ ＬＩＮ） 方面差异显著 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 在线性指数 （ ＳＴＲ） 方面， ５、
７􀆰 ５、 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ 组之间差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 但均与对照组差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 在振动指数 （ＷＯＢ） 方面， ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ 组与其他各组

差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 在 ＤＮＡ 完整率、 质膜完整率、 线粒体膜电位和顶体完整率方面， ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ 组与其他各组差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 新鲜精

液组与 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ 组受孕率结果相近 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 由此可见， 在冷冻稀释液中添加 ＬＥＰ 能有效提高豫西黑猪精子的冷冻效果， 可能是由于 ＬＥＰ
减轻了精子在快速冷冻和解冻过程中带来的氧化应激损伤， 提高了精子冷冻效果和受孕率。
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　 　 冻精技术解决了猪精液不能长期保存的难题， 为

不同品种猪的种质资源保存、 开发与利用奠定了坚实
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第一作者： 赵广伟 （１９７８－）， 男， 博士， 讲师， 主要从事动物遗

传育种与繁殖研究， Ｅ－ｍａｉｌ： ｇｕａｎｇｗｅｉｚｈａｏ００１＠ １６３􀆰 ｃｏｍ。

基础［１］。 在地方品种猪遗传资源保护方面， 冻精技

术为地方猪保种工作提供了有效的技术支持［２］。 研

究证实， 在对精子实施低温保存过程中， 会导致其出

现冷应激及形成冰晶现象， 进而引发活性氧 （ＲＯＳ）
的生成。 这些 ＲＯＳ 与不饱和脂肪酸发生过度氧化作

用后， 会影响到精子的顶体结构稳定度及其质膜渗透

率， 从而增加精子中的 ＤＮＡ 破损程度并降低其活动
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能力， 这使得冷冻精液在实际应用过程中受到了一定

的阻碍［３］。 如何选择更优的抗氧化剂提高精子的冷

冻效果显得非常重要。
瘦素 （ｌｅｐｔｉｎ， ＬＥＰ） 是由脂肪组织产生的未糖

化的多肽类激素， 其主要成分包括 １６７ 个氨基酸， 形

成的大小约为 １６􀆰 ０ ｋＤａ 的三级结构呈现出球形形

态［４］。 该蛋白质以聚合物的形式出现在血浆中， 并

且已知人类、 马及猪的精子内含有 ＬＥＰ 的接收器，
这与受精成功有关， 且 ＬＥＰ 能够调节脂肪酸在氧化

过程中将其过剩的能量转换成热量， 从而减缓 ＲＯＳ
的生成， 限制了线粒体内膜电位的不当波动， 并对氧

化进程中的硫解产生了影响［５－６］。 已有证据表明， 在

绵羊的精液冷冻处理时加入不同浓度水平的 ＬＥＰ 可

增强精子的构造稳固度， 减轻氧化损害， 提升基因信

息的完好程度， 增加囊胚的比例， 改善解冻后精子的

活动能力［５］。 因此， 本试验探讨了 ＬＥＰ 对猪精液冷

冻保存效果的影响， 旨在为优化河南豫西黑猪种质资

源的保护工作提供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验动物

试验动物均来自三门峡豫西黑猪保种场。 挑选

１２ 头纯种豫西黑猪公猪， ２４ 月龄左右， 体重在

２５０ ｋｇ 左右， 性欲旺盛、 强壮健康。 种公猪按照场

区饲养管理制度单圈饲养， 每隔 ３ ｄ 在活动场地运动

３０ ｍｉｎ。 挑选 ２０ 头健康有繁殖能力的二胎空怀母猪，
健康无病， 发情周期正常， 采样时间为 ２０２３ 年 ６—
８ 月。
１􀆰 ２　 试验试剂

ＬＥＰ 为 ＭＥＣ 公司产品； ＯＥＰ 为美国 Ｍｉｎｉｔｕｂｅ 公

司 产 品； 青 霉 素 （ ０３００１２６５９ ）、 链 霉 素

（Ｈ２００５４１４０） 为河北远征公司产品； 基础稀释为北

京田 园 奥 瑞 生 物 科 技 有 限 公 司 产 品； 葡 萄 糖

（Ｇ７０２１）、 柠檬酸钾 （Ｃ３０２９）、 乳糖 （Ｌ２６４３） 为国

药集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司 产 品； ＨＥＰＥＳ 试 剂

（ Ｈ０５２７ ）、 柠 檬 酸 钠 （ Ｃ８５３２ ）、 Ｌ － 脯 氨 酸

（Ｖ９００３３８） 为 Ｓｉｇｍａ 公司产品； 精子 ＤＮＡ 染色试剂

盒 （Ａ８１２０） 为索莱宝有限公司产品； 线粒体膜电位

检测试剂盒 ＪＣ－１ （ ｃ２００６） 为上海碧云天生物公司

产品； 亚卫精液稀释粉为郑州市牧旺养殖设备有限公

司产品； 精液稀释粉 （商品名： 动力之星） 为上海

多仔福畜牧科技有限公司产品。
１􀆰 ３　 试验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 精液采集

间隔 ５ ｄ 采用手握法分别采集 １２ 头公猪精液，
收集射精中段精液并用滤纸过滤， 现场检测精子活力

８５％以上， 精液稀释液等比例稀释。 置于 ２５ ℃保温

箱中 １ ｈ， 然后放到 １７ ℃车载保温箱运回试验室， 期

间定期混匀精液。
１􀆰 ３􀆰 ２　 试验设计

本试验设置 １ 个对照组和 ４ 个试验组， 对照组冷

冻稀释液不添加 ＬＥＰ， 试验组分别添加 ２􀆰 ５、 ５、
７􀆰 ５、 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ， 冻精在液氮中保存 ３０ ｄ 后， 检

测解冻后精子各项指标。 每组 ３ 个重复试验， 记录数

据并进行统计分析。
１􀆰 ３􀆰 ３　 稀释液配制

原精稀释液： 将常温稀释粉溶于 １ Ｌ 超纯水中，
４ ℃保存配用。 冷冻基础液Ⅰ： 在烧杯中加入适量超

纯水， 加入 ３５ ｇ 乳糖， １５ ｇ 葡萄糖， ０􀆰 ６０ ｇ 青霉素，
１􀆰 ００ ｇ 硫酸链霉素， 磁力搅拌器混匀后加入卵黄

２００ ｍＬ， 定容至 １ ０００ ｍＬ， 再次置于磁力搅拌器上

混匀， 混匀后于 ４ ℃保存。 冷冻基础液Ⅱ： 在基础液

Ⅰ的容器内加入 ３％甘油和 １％ＯＥＰ， 磁力搅拌器混匀

分装备用。
果糖 － 柠 檬 酸 钠 低 渗 溶 液： 在 烧 杯 中 加 入

１ ０００ ｍＬ 超纯水， 将 ７􀆰 ３５ ｇ 二水柠檬酸钠和 １３􀆰 ５１ ｇ
果糖溶于超纯水中， 混匀 ４ ℃备用。

ＬＥＰ 溶液的配制： 将 ＬＥＰ 的冻干粉末溶解于超

纯水中， 浓度为 １ ｎｇ ／ μＬ， 分装在冻存管内冷冻

备用。
１􀆰 ３􀆰 ４　 精液平衡与冷冻

送到试验室的精液进行镜检， 选择活力在 ７０％
以上的精液进行冻存前处理。 在低温离心机离心

１０ ｍｉｎ， ２ ４００ ｒ ／ ｍｉｎ， 弃去离心管沉淀上面部分清亮

液体， 加入预冷基础液Ⅰ， 用移液枪缓慢冲洗混匀

后， 放置冰箱中 ４ ℃备用， 预冷 ３ ｈ 后加入相同量的

基础液Ⅱ， 缓慢混合均匀， 检查精子活力， 机器灌装

封口。 然后把冻精管放到程序冷冻仪进行冷冻操作，
冷冻温度是在 ７ ｍｉｎ 内从 ４ ℃ 降温到－１０ ℃ 再降到

－１１０ ℃， －１１０ ℃降温到－１４０ ℃， 之后取出立刻放

入液氮中保存备用。
１􀆰 ３􀆰 ５　 冷冻精液解冻方法

从液氮罐中取出待测样品， 迅速放入 ５０ ℃水浴

锅解冻 １６ ｓ， 转移至 ３０ ℃ 预热的离心管中并加入

３ ｍＬ ３０ ℃预热的稀释液待检。
１􀆰 ４　 精子指标的检测

１􀆰 ４􀆰 １　 精子活力和运动参数检测

从液氮中取出待检冷冻精液， 用精液质量分析系

统检测， 观察和记录样品中精子的活力、 平均路径速

度 （ＶＡＰ）、 曲线速度 （ＶＣＬ）、 直线速度 （ＶＳＬ）、
线性度 （ ＬＩＮ）、 振动指数 （ ＷＯＢ） 和线性指数

（ＳＴＲ）。

·７１·畜牧与兽医　 ２０２４ 年　 第 ５６ 卷　 第 １１ 期



１􀆰 ４􀆰 ２　 精子质膜完整性检测

利用精子低渗透膨胀试验 （ＨＯＳＴ） 检验精子质

膜完整性。 精液解冻后加入到预热 ３７ ℃果糖－柠檬

酸钠低渗溶液内， 调整精子合适的浓度， 在 ３７ ℃水

浴锅中稳定 １５ ｍｉｎ 后镜检样本， 质膜完整和受损与

精子尾部是卷曲和不卷曲相对应， 每个样本 ３ 个

重复。
１􀆰 ４􀆰 ３　 精子顶体完整性检测

在 ３８ ℃下将冷冻精液和 ＤＭＥＭ 培养液预热， 然

后在避光条件下将 ＦＩＴＣ－ＰＮＡ 加入 ＤＭＥＭ 培养液中，
充分混匀后， 在离心机中离心， 速度为 １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ，
离心时间为 １０ ｍｉｎ， 弃除上清液。 接着在沉淀的精子

中加入基础液Ⅰ， 在避光条件下平衡 １５ ｍｉｎ， 再次离

心， 弃除上清液。 将预热的 ＤＭＥＭ 培养液加入至离

心管中， 轻轻混匀， 同样离心后， 重复上述操作 ２ 次

进行测定。 最后， 按照姬姆萨染色法检测， 根据精子

顶体情况进行判断。
１􀆰 ４􀆰 ４　 精子 ＤＮＡ 完整性检测

测试顶体完整的步骤来处理精液样本， 然后使用

ＰＢＳ 对其清洗 ３ 次， 接着将其均匀地铺设于载玻片之

上并等待其干燥后， 再以无水乙醇和冰醋酸为媒介进

行 ３ ｈ 的固定操作， 之后利用 ＡＯ 染料进行 １０ ｍｉｎ 的

遮蔽式照射， 最后再次使用 ＰＢＳ 轻轻冲洗， 并在完

全阴暗的环境下自然风干， 最后用石蜡封片。 荧光显

微镜下重复观察 ３ 次以上。
１􀆰 ４􀆰 ５　 线粒体膜电位检测

本试验按照线粒体膜电位检测试剂盒说明书步骤

进行操作， 采用 ＪＣ－１ 荧光探针法进行检测， 按照说

明书处理精液后进行流式检测， 检测样品中线粒体膜

电位高的精子比例。

１􀆰 ５　 妊娠试验

挑选 ２０ 头 ２ 胎繁殖性能正常的母猪随机分为 ２
组， 即对照组和试验组， 每组 １０ 头， 使用精子质量

符合输精要求的新鲜精液为对照组， 冷冻液中添加最

佳浓度 ＬＥＰ 的解冻精液为试验组， 随机抽取 ５ 头健

康公猪精液进行制作， 精液不混合随机分配母猪。 哺

乳母猪断奶 ２４ ｈ 后肌肉注射艾力生 １ ０００ 单位， ７２ ｈ
肌肉注射生源 １００ μｇ， 第 ６ 天下午 １６： ００ 对发情母

猪进行第 １ 次输精同时加 １０ 单位缩宫素， 第 ７ 天

８： ００ 进行第 ２ 次输精加 １０ 单位的缩宫素， 第 ８ 天

试情公猪查情， ２８ ｄ 后用 Ｂ 超检查怀孕状况， 确定

猪只怀孕状态。
１􀆰 ６　 数据统计与分析

在 Ｅｘｃｅｌ ２０２１ 中对所有数据进行了统计处理， 然

后使用 ＳＰＳＳ ２４􀆰 ０ 软件中的 Ｏｎｅｗａｙ－Ａｎｏｖａ 进行了方

差分析， 同时采用邓肯法进行多重比较， 数据以

“平均值±标准误” 表示， 当 Ｐ＜０􀆰 ０５ 时表示存在显著

差异。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 不同浓度 ＬＥＰ 对精子解冻后活力和运动参数的

影响

　 　 由表 １ 可知， 与对照组相比， 精子活力在 ２􀆰 ５、
５ 和 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ 组差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其中 ５
ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ 组能显著提升精子活力 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 随着

ＬＥＰ 浓度的上升活力也出现下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与对照

组相比， ＶＣＬ、 ＶＳＬ 在 ５ 和 ７􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ 组显著上

升 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； ＶＡＰ 和 ＳＴＲ 在 ２􀆰 ５、 ５、 ７􀆰 ５ 和 １０
ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ 组均显著上升 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＬＩＮ 和 ＷＯＢ
在 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ 组显著上升 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

表 １　 不同浓度 ＬＥＰ 对猪精子解冻后运动参数的影响

参数 对照组
ＬＥＰ 不同浓度 ／ （ｎｇ·ｍＬ－１）

２􀆰 ５ ５ ７􀆰 ５ １０

活力 ／ ％ ６３􀆰 ２０±３􀆰 １２ｂ ５５􀆰 ２１±２􀆰 ２３ｃ ６８􀆰 ６３±０􀆰 ３０ａ ６５􀆰 ６０±１􀆰 ３５ｂｃ ５０􀆰 ４２±２􀆰 ３４ｄ

ＶＣＬ ／ （μｍ·ｓ－１） ３５􀆰 ０４±２􀆰 １３ｃ ３７􀆰 ３２±３􀆰 ２０ｂｃ ４５􀆰 ８２±１􀆰 ０１ａ ４０􀆰 １４±１􀆰 ３２ｂ ３７􀆰 ７２±０􀆰 ６２ｂｃ

ＶＳＬ ／ （μｍ·ｓ－１） １９􀆰 ５３±１􀆰 ４１ｃ ２２􀆰 ９２±１􀆰 ５４ｂｃ ３１􀆰 ６４±１􀆰 １８ａ ２４􀆰 ２３±２􀆰 ３３ｂ ２３􀆰 ８６±２􀆰 ４５ｂｃ

ＶＡＰ ／ （μｍ·ｓ－１） ２７􀆰 ４２±１􀆰 ５２ｃ ３０􀆰 １２±４􀆰 ４３ｂ ３７􀆰 ４１±２􀆰 ４３ａ ３１􀆰 ２１±１􀆰 ３４ｂ ３０􀆰 ４５±１􀆰 ０３ｂ

ＬＩＮ ／ ％ ５９􀆰 １２±２􀆰 ３３ｃ ５９􀆰 ４３±２􀆰 ４６ｃ ６８􀆰 ８２±１􀆰 ３４ａ ６０􀆰 ２４±２􀆰 ９３ｃ ６４􀆰 ７１±１􀆰 ８５ｂ

ＳＴＲ ／ ％ ７３􀆰 ７５±１􀆰 ９８ｃ ７８􀆰 １７±２􀆰 ３５ｂ ８１􀆰 ８２±２􀆰 ４２ａ ７８􀆰 ９２±０􀆰 ６８ａｂ ８１􀆰 ２２±１􀆰 ５４ａｂ

ＷＯＢ ／ ％ ７９􀆰 １０±２􀆰 ３４ｂｃ ７６􀆰 ３５±１􀆰 ５３ｄ ８３􀆰 １７±１􀆰 ６３ａ ７７􀆰 ８０±０􀆰 ９３ｃｄ ８０􀆰 ２４±１􀆰 ８５ｂ

　 　 注： 同列数据肩标不同字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 下同。
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２􀆰 ２　 不同浓度 ＬＥＰ 对精子解冻后质膜完整率、 顶体

完整率、 ＤＮＡ 完整率和线粒体膜电位的影响

　 　 由表 ２ 可知， 当使用不同的 ＬＥＰ 浓度来处理冷

冻稀释液中的豫西黑猪精子时， 其各个指标如质膜完

整度、 顶体完整度、 ＤＮＡ 完整度及线粒体膜电压的

数值均有明显变化。 与对照组相比， 质膜完整率在

５ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ 组显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 与 ２􀆰 ５、 ７ 和

１０ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ 组差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 与对照组

相比， 顶体完整率在 ２􀆰 ５、 ５、 ７􀆰 ５ 和 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ

组显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与对照组相比， ＤＮＡ 完整

率在 ２􀆰 ５、 ５ 和 ７􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ 组显著升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 与 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ 浓度组差异不显著 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 与对照组相比， 在线粒体膜电位比例方面与

５、 ７􀆰 ５ 和 １０ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ 浓度组差异显著 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 与 ２􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ 浓度组差异不显著 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）。 稀释液中添加 ＬＥＰ 可影响解冻后精子的 ＤＮＡ
完整率、 顶体完整率、 质膜完整率和线粒体膜电位，
其中 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ 组效果最佳。

表 ２　 不同浓度 ＬＥＰ 对猪精子解冻后质膜完整率、 顶体完整率、 ＤＮＡ 完整率和线粒体膜电位的影响

指 标 对照组
ＬＥＰ 不同浓度 ／ （ｎｇ·ｍＬ－１）

２􀆰 ５ ５ ７􀆰 ５ １０

质膜完整率 ／ ％ ３６􀆰 ３２±０􀆰 １２ｂｃ ３８􀆰 ０５±１􀆰 ０１ｂ ４９􀆰 ２５±０􀆰 ０４ａ ４２􀆰 ２３±０􀆰 ２４ｂ ３５􀆰 ５６±０􀆰 ４２ｃ

顶体完整率 ／ ％ ４５􀆰 ２０±０􀆰 ３１ｃ ５０􀆰 ２３±２􀆰 １４ｂ ５８􀆰 ３１±０􀆰 ８５ａ ５１􀆰 ２１±０􀆰 ２１ｂ ５０􀆰 ２３±０􀆰 ５２ｂ

ＤＮＡ 完整率 ／ ％ ４０􀆰 ８４±０􀆰 ５１ｄ ４２􀆰 ８５±０􀆰 ２５ｃ ４８􀆰 ５３±０􀆰 ０２ａ ４４􀆰 ７１±０􀆰 ４３ｂｃ ４２􀆰 ３４±０􀆰 ５３ｃｄ

线粒体膜电位比例 ／ ％ ４３􀆰 ５１±０􀆰 ２１ｄ ４４􀆰 ５２±０􀆰 ３１ｃｄ ５６􀆰 ６４±０􀆰 ５２ａ ５１􀆰 １２±０􀆰 ２１ｂ ４５􀆰 ５８±０􀆰 ０７ｃ

２􀆰 ３　 冷冻稀释液中添加 ＬＥＰ 对母猪妊娠的影响

采用冷冻稀释液中添加 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ 的解冻精液

作为试验组进行母猪妊娠试验， 结果见表 １。 对照组

中有 ７ 头母猪妊娠， 妊娠率为 ８７􀆰 ５％； 试验组中有 ７
头母猪妊娠， 妊娠率为 ７７􀆰 ８％。 结果显示， 对照组

妊娠率高于试验组。

表 ３　 妊娠试验

组别 总头数 发情头数 发情率 ／ ％ 妊娠头数 输精次数 输精方式 输精密度 ／ （亿·次－１） 受胎率 ／ ％

对照 １０ ８ ８０ ７ ２ 常规 ２２ ８７􀆰 ５

试验 １０ ９ ９０ ７ ２ 深部 １５ ７７􀆰 ８

３　 讨论

３􀆰 １　 不同浓度 ＬＥＰ 对精子解冻后运动参数的影响

ＬＥＰ 是来自脂肪细胞的一种多肽类激素， 它能

刺激精母细胞增殖与发育， 在雄性生殖系统中的作用

不容忽视［７］。 已有试验结果显示， 绵羊的外生殖系

统和精液样本中都含有 ＬＥＰ 对应的受体［８］。 不同浓

度 ＬＥＰ 对冻精过程中精子的保护作用也不同［９－１０］。
与对照组相比， 当稀释液中的 ＬＥＰ 含量为 ２􀆰 ５、 ５ 和

１０ ｎｇ ／ ｍＬ 时精活力差异显著， 其中 ５ ｎｇ ／ ｍＬ 能显著

提升精子的活动能力， 随着 ＬＥＰ 浓度上升至 １０
ｎｇ ／ ｍＬ， 试验数据开始出现显著下滑。 研究发现添加

过量 ＬＥＰ 有可能会改变液体的渗透性直接影响精子

膜内外的浓度差压， 当精液子膜内外浓度差压超过临

界值时， 精子会出现脱水造成精子死亡［１１－１３］。 本试

验中最佳的效果是添加 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ 组， 可能与该浓

度对精子膜浓度差压影响较小有关。 采精季节是影响

公猪繁殖性能的重要因素， 可能与一年中不同季节的

温度和光周期有关， 尤其在高温季节， 精子发生易受

热应激影响导致精子活力、 正常形态比例、 精液浓度

和体积及整体生育力下降［１４－１５］。 本试验时间是在夏

天的 ６—８ 月份， 高温高湿对公猪精液活力和畸形率

影响比较大， 精液解冻后的活力受到影响。 本试验解

冻后精子活力在 ３２％～４１％之间， 有可能是高温高湿

天气影响精液质量造成解冻后精子活力等指标下降。
３􀆰 ２　 不同浓度 ＬＥＰ 对精子解冻后质膜完整率、 顶体

完整率、 ＤＮＡ 完整率和线粒体膜电位的影响

　 　 新鲜精液中富含丰富的抗氧化酶， 可以抵抗冷冻

保存初期的氧化作用， 但是随着保存时间的延长， 这

些抗氧化酶会逐渐失效， 因此需要额外添加抗氧化剂

缓解精子的过氧化， 从而提高保存效果［１６］。 ＬＥＰ 主

要通过抗氧化作用提高精子的冷冻保存效果［１７］。 豫

西黑猪新鲜精液中的抗氧化酶含量和冷冻精液保存时

间与效果呈负相关， 因此需选择合适的抗氧化物质抑

制精子冷冻过程中的氧化作用。 研究表明， ＬＥＰ 能

够通过刺激抗凋亡蛋白质 Ｂ 淋巴细胞瘤－２ （ＢＣＬ２）
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的启动从而增强精子的活力。 精子质膜完整性和顶体

完整性是影响精子质量的重要因素， 其中精子质膜完

整性影响精子的存活， 顶体完整性影响精子顶体反

应， 精子质膜上存在大量的多不饱和脂肪酸， 这些成

分会在精子冷冻的过程中与活跃的氧自由基相互作

用， 导致脂质结构的变化， 进而降低精液的冷冻质

量［１８］。 ＲＯＳ 浓度升高会让 ＤＮＡ 结构完整率降低，
ＬＥＰ 可以抑制 ＲＯＳ 的产生， 提高 ＤＮＡ 结构完整率，
还可以通过解偶联作用， 消减脂肪酸氧化过程中的硫

解， 抑制线粒体产生过多 ＲＯＳ， 线粒体膜电位的过

度变化。 解冻后精子的线粒体活性是影响精子质量的

一个重要的参考指标。 线粒体产生 ＡＴＰ 为精子运动

提供能量， 冷冻后线粒体活性下降， 精子运动能力降

低导致精子不能到达受精部位， 从而影响精子的受精

能力［１９］。 ＬＥＰ 添加剂量过高浓度范围时， ＲＯＳ 降低

过多会影响精子的正常生理功能， 造成精子死亡率升

高， 影响精子的正常生理功能指标， 影响受胎

率［２０－２２］。 这些与本研究结果 ＬＥＰ 添加浓度为 ７􀆰 ５ 和

１０ ｎｇ ／ ｍＬ 时精子各项指标下降相符合。 当精液渗透

压超过正常范围值后， 精子会发生不同程度的损伤，
出现脱水、 肿胀等现象， 精子细胞膜结构和顶体完整

性等会遭到破坏， 精液品质会受到影响［２３］。 研究结

果显示， 在冷冻稀释液中加入添加 ５ ｎｇ ／ ｍＬ ＬＥＰ 可显

著提升各项性能指标， 过高或过低会对精子冷冻效果

产生影响， 可能与添加剂量会影响精液渗透压有关。
３􀆰 ３　 冷冻精液输精后的妊娠效果

通过冻精解冻后人工授精试验能进一步验证精液

冷冻效果， 很多因素都会影响妊娠过程。 研究表明体

外培养猪［２４］、 鼠［２５］、 牛［２６］ 的卵母细胞， 适宜浓度

的 ＬＥＰ 对卵母细胞的成熟具有促进作用。 精子对低

温比较敏感， 冷冻过程中精子获能和运动时容易发生

线粒体功能障碍， 从而引起线粒体膜电位和钙离子含

量的下降， 供能 （ＡＴＰ） 不足［２７－２８］。 上述精子功能

指标均会影响精子质量， 最终影响受胎率［２９］。 本研

究发现， 使用新鲜精液的对照组妊娠率高于添加 ＬＥＰ
的冷冻精液试验组。

４　 结论

研究结果表明， 在冷冻稀释液中添加一定浓度的

ＬＥＰ 有利于改善豫西黑猪精液冷冻效果， 改善解冻

后精子的各种参数， 提升精子活力， 冷冻精液组人工

授精后受孕率比较理想， 其中 ＬＥＰ 的浓度 ５ ｎｇ ／ ｍＬ
组为最优， 浓度升高和降低都会影响精液的冷冻效

果， 但仍优于对照组。 本研究结果为豫西黑猪遗传资

源 “静态” 保种提供了一定的理论参考， 然而除瘦

素在猪精液冻精中起到抗氧化作用外， 在其他方面如

保护细胞膜的完整性、 促进细胞的存活和复苏、 与其

他抗冻剂的协同作用机理等报道较少， 有待进一步

研究。
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