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　　摘要：以新西兰兔精液为研究对象，对新鲜精液采用不同的静置时间、离心速度、离心时间及精清留量进行处理，
经过超低温保存后，通过测定精子活率、顶体完整性、质膜完整性来选择兔精液冷冻保存最近佳预处理方案。结果表

明，精液离心前静置６０～９０ｍｉｎ再以 １０００ｒ／ｍｉｎ的速度离心，其冻后活率及复苏率明显优于其他静置时间；离心
１０ｍｉｎ时的效果优于其他离心时间；采用１０００ｒ／ｍｉｎ的速度离心时，相同离心时间均较其他离心速率冷冻－解冻后
精液活率、复苏率、精子质膜完整性和顶体完整性高；离心后，精清留量和精液的体积比为１∶１的冻后活率、复苏率、
精子质膜完整性和顶体完整性优于精液与精清的体积比为０∶１、２∶１。
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　　精液超低温冷冻保存，对动物种质资源保护有重要作用。
精液冷冻保存在牛、猪上都有比较成熟的技术方案，在生产实

践上应用较广泛。但迄今为止，关于兔精液的冷冻保存研究

相对较少，尚未形成完整的技术方案和技术突破。由于夏季

气温较高，兔的受孕率不论是自然受孕还是人工授精都比春

秋季大幅降低，给养兔业带来了较大的影响，因此研究兔精液

超低温保存、形成完整的技术准则成为当前最迫切的研究

任务。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　仪器设备　电子天平、荧光倒置显微镜、电热恒温水
浴锅、电热恒温干燥箱、ＣＯ２培养箱、离心机、液氮生物容器、
冰箱、蒸汽灭菌器、双人单面净化工作台、超声波清洗仪、加热

板、０．２５ｍＬ细管等。
１．１．２　试剂　ＮａＣｌ、ＫＣｌ、Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ、ＫＨ２ＰＯ４、ＣａＣｌ２、
ＭｇＣｌ２、无水葡萄糖、二水柠檬酸钠、青霉素钾、硫酸链霉素、柠
檬酸、甘氨酸、甘油、牛血清白蛋白、Ｔｒｉｓ。
１．１．３　试验动物　江苏盐城正山兔业有限公司的１～２岁优
质新西兰种公兔，体质健康，无繁殖疾病。试验兔单笼饲养，

饲养温度２４℃左右，湿度５０％左右，每天光照１２ｈ，定量喂
食全价配合饲料，自由饮水。

１．２　方法
１．２．１　溶液的配制　

ＰＢＳ液（磷酸盐缓冲液）的配制：ＮａＣｌ０．８ｇ，ＫＣｌ０．０２ｇ，
ＣａＣｌ２０．０１３２ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ０．２８９８ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．０２ｇ，
ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ０．０１２１ｇ，加双蒸水至１００ｍＬ，ｐＨ值调至７．２，

０．２２μｍ滤膜过滤，４℃保存备用。
ＢＴＳ液（常温保存液）的配制：葡萄搪３．７ｇ，二水柠檬酸

三钠０．６ｇ，乙二胺四乙酸二钠０．１２５ｇ，ＮａＨＣＯ３０．１２５ｇ，ＫＣｌ
０．００７５ｇ，青霉素钠０．０６ｇ，硫酸链霉素０．１ｇ，加双蒸水至
１００ｍＬ，ｐＨ值调至７．２，０．２２μｍ滤膜过滤，４℃保存备用。

冷冻稀释液的配制：葡萄糖１．５９ｇ，柠檬酸１．９６ｇ，Ｔｉｒｓ
３．５２ｇ，青霉素钠０．０６ｇ，硫酸链霉素 ０．１ｇ，甘油 ４％，卵黄
２０％，加双蒸水至１００ｍＬ，ｐＨ值调至６．２１，０．２２μｍ滤膜过
滤，４℃保存备用。

解冻液的配制：葡萄糖５．０ｇ，柠檬酸钠０．５ｇ，１０％安钠
咖５ｍＬ，青霉素８万 ＩＵ，硫酸链霉素１０万 ＩＵ，加双蒸水至
１００ｍＬ，０．２２μｍ滤膜过滤，４℃保存备用。

ＰＩ染色溶液的配制：ＰＩ０．０５ｇ溶解于２０ｍＬＰＢＳ液中，
４℃保存备用。

ＤＡＢＣＯ防荧光淬灭剂的配制：甘油／ＰＢＳ（９∶１）１０ｍＬ、
ＤＡＢＣＯ０．０２４６ｇ，１ｍＬ分装，４℃保存备用。
１．２．２　精液采集　在采精器中注入温水并装上预热至３５～
３７℃的集精管，将发情成年母兔放入公兔笼内，诱导公兔爬
跨母兔，将阴茎导入母兔阴门处的采精器内，公兔射精后侧倒

时迅速将采精器竖立拿出兔笼，弃去夹层中的温水，使精液全

部流入集精管中。于 ３７℃下进行精液常规质量检查，选择
无异味、乳白色、精子形态正常、活率在０．７以上、密度适中的
精液用于试验。精子活率的检测方法：２０μＬ精液充入３７℃
预热的血细胞计数板上，显微镜下观察向前运动精子所占的

比值即为精子活率。

１．２．３　精液的预处理
１．２．３．１　离心前静置时间　将采集的合格精液保存在３７℃
的保温瓶中，分别静置１５、３０、６０、９０ｍｉｎ。
１．２．３．２　离心速率　分别以５００、１０００、１５００、２０００ｒ／ｍｉｎ
的速度分别离心５、１０、１５ｍｉｎ。
１．２．３．３　精清留存量　将离心后的精液分别按照精清与精
子的体积比为０∶１、１∶１和１∶２的量留取，然后用等温稀释
液进行稀释。
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１．２．３．４　稀释与平衡　将符合要求并且经过预处理的精液
按１∶２的体积比与等温的稀释液混合，摇匀，放入５℃冰箱
中平衡２ｈ。
１．２．３．５　冷冻精液的制备与解冻　采用０．２５ｍＬ细管法进
行冷冻，将装有精液的细管置于充分预冷广口冷冻容器内的

管架上，距离液氮面３ｃｍ，熏蒸１０ｍｉｎ，然后投入液氮罐提桶
内保存。解冻时，将细管取出后直接投入３７℃温水中解冻
４５ｓ，用等温解冻液按体积比为１∶１０稀释，３７℃水浴１０ｍｉｎ。
１．２．３．６　精液品质检测指标及方法　（１）精子活率。取
１０μＬ精液ＰＩ荧光染色法进行判断（死精子 ＰＩ染色后呈阳
性，活精子ＰＩ染色后呈阴性），置于载玻片上，盖上盖玻片，在
４００×显微镜下评定精子活率。每次至少检查 ２００个精子。
计算公式：活率 ＝未着色精子数／总精子数。（２）质膜完整
率。将解冻后的精液用果糖－柠檬酸钠低渗液（０．６７５６ｇ果
糖、０．３６７６ｇ二水柠檬酸钠溶于５０ｍＬ双蒸水中）稀释，调整
精子密度为 １００万 ～２００万 ｓｐｚ／ｍＬ，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，取
２０μＬ精子悬液于血细胞计数板上，４００×倒置显微镜观察，
每次至少计数 ２００个精子，计算弯尾精子的比率，计算公式：
质膜完整率＝弯尾精子数／总精子数 ×１００％。（３）精子顶体
完整率。采用姬姆萨染色法测定，计算公式：精子顶体完整

率＝顶体完整精子数／总精子数×１００％。
１．３　数据统计

所有处理均至少重复５次，每次计数精子数不少于２００
个。采用ｔ检验和方差分析法对试验数据进行统计分析，Ｐ＜
０．０５为差异显著。

２　结果与分析

２．１　稀释前静置时间对猪冻精活率及复苏率的影响
由表 １可知，精液 离心前静置 ６０、９０ｍｉｎ，再以

１０００ｒ／ｍｉｎ的速度离心１０ｍｉｎ，其冻后活率及复苏率明显优
于静置３０、１２０ｍｉｎ的冻后活率和复苏率（Ｐ＜０．０５），其中静
置９０ｍｉｎ的效果最好；静置６０、９０ｍｉｎ的精子质膜完整率和
顶体完整率差异不显著（Ｐ＞０．０５），显著好于 ３０、１２０ｍｉｎ
（Ｐ＜０．０５）。　

表１　离心前静置时间对精液冻后活率及复苏率的影响

静置时间

（ｍｉｎ） 原精活率 冻后活率
复苏率

（％）
质膜完

整率（％）
顶体完

整率（％）

３０ ０．７ ０．３１±０．０２ｂ ４４．２９ｂ ４２．８２ｂ ６７．８３ｂ
６０ ０．７ ０．３５±０．０２ａ ５０．００ａ ５３．４７ａ ７３．２４ａ
９０ ０．７ ０．３８±０．０４ａ ５４．２９ａ ５３．２６ａ ７４．３８ａ
１２０ ０．７ ０．２７±０．０２ｂ ３８．５７ｂ ４８．８２ｂ ６５．１７ｂ

　　注：同列数据后不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下同。

２．２　离心速度及离心时间对冻后活率及复苏率的影响
对采集的兔新鲜精液静置 ６０ｍｉｎ后，以 ５００、１０００、

１５００、２０００ｒ／ｍｉｎ的速度分别离心５、１０、１５ｍｉｎ，解冻后精子
的各项指标见表２。由表２可知，在不同转速下离心时，离心
时间对冻后精子活率、复苏率、精子质膜完整性和顶体完整性

的影响差异显著（Ｐ＜０．０５），离心１０ｍｉｎ时的效果优于其他
离心时间。在离心相同时间下，采用１０００ｒ／ｍｉｎ的速度离心
时的冷冻－解冻后精液活率、复苏率、精子质膜完整性和顶体
完整性均显著高于其他离心速率（Ｐ＜０．０５）。可见，离心时

间和离心速度对精液的冻后活率影响较大，通常以

１０００ｒ／ｍｉｎ的速度离心１０ｍｉｎ较好，且与其他情况相比差异
显著（Ｐ＜０．０５）。
表２　离心速度和离心时间对精液冻后活率及复苏率的影响

离心速率

（ｒ／ｍｉｎ）
离心时间

（ｍｉｎ）
原精

活率
冻后活率

复苏率

（％）
质膜完整

率（％）
顶体完

整率（％）

５００ ５ ０．７ ０．２４±０．０１ｂ３４．２９ｂ４３．２６ｂ ６８．５４ｂ
１０ ０．７ ０．２７±０．０１ａ３８．５７ａ４８．１７ａ ７１．２６ａ
１５ ０．７ ０．２５±０．０２ｂ３５．７１ｂ４２．０３ｂ ６５．７９ｂ

１０００ ５ ０．７ ０．３１±０．０２ｂ４４．２９ｂ４５．０１ｂ ７０．３８ｂ
１０ ０．７ ０．３８±０．０４ａ５４．２９ａ５３．２６ａ ７４．３８ａ
１５ ０．７ ０．２８±０．０２ｂ４０．００ｂ４７．２４ｂ ６８．４７ｂ

１５００ ５ ０．７ ０．２９±０．０１ｂ４１．４３ｂ４４．７５ｂ ６７．８３ｂ
１０ ０．７ ０．３２±０．０２ａ４５．７１ａ５０．２３ａ ７２．１４ａ
１５ ０．７ ０．２８±０．０２ｂ４０．００ｂ４６．２１ｂ ６６．３０ｂ

２０００ ５ ０．７ ０．２２±０．０１ｂ３１．４２ｂ４２．０８ｂ ６４．８１ｂ
１０ ０．７ ０．２７±０．０２ａ３８．５７ａ４５．３４ａ ６７．２６ａ
１５ ０．７ ０．２３±０．０１ｂ３２．８６ｂ３９．６５ｃ ６３．１４ｂ

２．３　精清留量对精液冻后活率及复苏率的影响
由表３可知，当精液与精清的体积比为１∶１时，冻后活

率、复苏率、精子质膜完整性和顶体完整性显著优于精液与精

清的体积比为１∶０和２∶１时效果（Ｐ＜０．０５）。
表３　不同精清留量对精液冻后活率的影响

Ｖ精液∶Ｖ精清
原精

活率
活率

复苏率

（％）
质膜完

整率（％）
顶体完

整率（％）

１∶０ ０．７ ０．３３±０．０２ｂ ４７．１４ ４９．８７ｂ ７１．８２ｂ
１∶１ ０．７ ０．３８±０．０４ａ ５４．２９ａ ５３．２６ａ ７４．３８ａ
２∶１ ０．７ ０．３５±０．０１ａ ５０．００ ５０．６３ｂ ７１．６５ｂ

３　结论与讨论

试验结果表明，在稀释前将精液静置６０～９０ｍｉｎ可有效
地使精子和精清接触，精子获得了对冷休克及冷冻损伤更强

的抵抗力，静置时间太长可引起精清变质，从而对精子质量产

生影响。同时，精子不运动也容易形成假死状态，静置时间过

短，精子不能和精清充分接触，对冷休克和冷损失的抵抗能力

较差。

以１０００ｒ／ｍｉｎ的离心速度离心１０ｍｉｎ，解冻后活率、复
苏率、质膜完整率和顶体完整率分别达到 ０．３８、５４．２９％、
５３．２６％、７４．３８％。不离心或者离心速率太小、时间太短，精
液体积过大稀释效果不佳，而如果离心速度过快、时间过长则

会使精子在离心管底部凝结，从而导致形态异常，活率下降。
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