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　　摘要：试验旨在研究不同稀释液对湖羊精液的４℃保存效果，同时探讨不同种类及浓度的冷冻保护剂对湖羊精液
冷冻保存效果的影响。选择６种常见的绵羊精液稀释液配方，检测湖羊精液稀释后精子活力变化，分析精子存活时间
及生存指数；另选取６种常见的精子冷冻保护剂，分３组浓度（５％、１０％、１５％）添加，检测细管冻精解冻后的精子活
率。结果表明，６种稀释液对湖羊精液的４℃保存效果存在显著差异，其中Ｆ稀释液保存效果最佳。冷冻保护剂的种
类和添加比例对湖羊精液的冷冻保存效果都存在影响，稀释液中添加５％的丙三醇对湖羊精液的冷冻保存效果最佳。
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　　湖羊是我国南方地区特有的国家级畜禽资源保护绵羊品
种，主要分布于江浙沪一带的太湖流域，具有独特的波浪形羔

皮、多羔、生长速度快等诸多优良性能。目前，在绵羊品种改

良、选育过程中，人工授精技术因为种公羊利用率高、母羊便

于集中管理、可加快选育进程等优点，在繁殖领域逐渐受到推

崇。相关配套技术诸如优秀稀释液的开发及冷冻保护剂的研

究，也因为可进一步发挥种公羊的利用潜能、实现遗传资源保

护等原因而受到研究人员的关注。韩天龙等研究表明，４℃
条件下好的稀释液可使羊精子在较长的时间内保持６０％以
上的活率［１］。满都拉发现，在合理稀释倍数下采用优秀稀释

液稀释输精不影响羊的受精率［２］。朱志伟等则证实了冷冻

精液用于保存动物资源的可行性，研究证明添加抗冷冻保护

剂丙三醇可使冻精解冻后保持较好的活力［３］。

近年来，绵羊精液的稀释及冷冻保存技术得到了长足的

发展，如精液稀释液的开发以及冷冻保存技术的研究［４］，但

单独针对太湖地区湖羊的研究与应用较少，并且绵羊精液的

低温稀释保存效果及抗冷冻保存技术尚存在进一步改善的空

间。本研究拟采用不同稀释液配方对湖羊精液开展稀释，对

精液稀释保存效果进行比较，以筛选出适合湖羊精液的最佳

稀释液。同时，在此稀释液基础上，研究不同冷冻保护剂及添

加浓度对湖羊精液冷冻保存效果的影响，以筛选出适合湖羊

精液冷冻保存的最佳冷冻保护剂，从而进一步挖掘优秀湖羊

种公羊的利用潜能，并为当地的湖羊供种及保种工作提供

参考。

１　材料与方法

１．１　试验动物
本试验选用长兴昌达羊业有限公司所提供的３只优秀种

公羊，年龄为２～３岁，试验选用种公羊膘情为中上等，体质健
壮，按常规进行饲养管理。

１．２　配方
１．２．１　稀释液配方　试验选择了６种稀释液配方，标记为配
方Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ和Ｆ，详见表１。按试验需要和稀释液配方中
的比例称取表 １中各物质，溶于蒸馏水中，用滤纸过滤，于
１１０℃高压１０ｍｉｎ，取出静置至室温备用。取新鲜洁净鸡蛋，
小心敲除外壳，去掉蛋清，把包有完整卵黄膜的卵黄放在洁净

平皿内，用无菌的去针头注射器刺破卵黄膜，缓慢抽取卵黄，

加入到上述溶液中。将配制好的稀释液置于 ４℃冰箱中
备用。

１．２．２　冷冻保护液配方　选择４℃条件下保存效果最好的
稀释液作为基础液，选择６种常见的冷冻保护剂，按照试验要
求添加到基础液中，溶解后制成冷冻保护液，置于４℃冰箱中
备用。冷冻保护剂添加比例见表２。
１．３　精液处理
１．３．１　精液稀释保存　采集湖羊精液，经活力检测及品质鉴
定后，等量分装于灭菌的试验管内，在３５℃等温条件下按照
稀释程序要求，加入预温的６种稀释液，分２次等比例稀释至
４倍，细管灌装后，用纱布包裹细管并装入离心管，将离心管
置于盛３５℃温水的大烧杯内，然后将烧杯迅速置于４℃冰
箱，缓缓降温至４℃保存。每隔２４ｈ镜检精子活率，镜检时
操作温度控制在３５℃左右。
１．３．２　精液冷冻保存　采集湖羊精液，在３５℃恒温条件下，
按照试验要求采用添加冷冻保护剂的稀释液将精液分２次等
比例稀释至４倍体积，然后将稀释好的精液放入４℃冰箱缓
缓降温，１．５ｈ后在４℃条件下分装至冻存管并平衡２ｈ，然后
按照冻存程序将精液冻存。按照试验安排，依照解冻程序将

细管冻精解冻，检测精子活率。
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表１　羊精液稀释液配方（１００ｍＬ）

稀释液
葡萄糖

（ｇ）
果糖

（ｇ）
氯化钠

（ｇ）
柠檬酸钠

（ｇ）
三羟甲基氨

基甲烷（ｇ）
柠檬酸

（ｇ）
卵黄

（ｍＬ）

Ａ ３．０ — — ３．０ — — ２０
Ｂ — — ０．９ — — — ２０
Ｃ ３．０ — — １．４ — — ２０
Ｄ ０．８ — — ２．８ — — ２０
Ｅ — ０．５ — ２．４ — — ２０
Ｆ — ０．５ — — ３．６３ １．９９ ２０

表２　冷冻保护剂

水平
冷冻保护剂添加比例（％）

乙二醇甲醚（ＥＧＭＥ） 乙二醇（ＥＧ） 丙三醇（Ｇｌ） １，２－丙二醇（ＭＰＤ） 甲醇（ＭｅＯＨ） 二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）
１ ５ ５ ５ ５ ５ ５
２ １０ １０ １０ １０ １０ １０
３ １５ １５ １５ １５ １５ １５

１．４　流式细胞仪检测精子活率
解冻后的精子，按照说明用 Ｌｉｖｅ／ＤｅａｄｓｐｅｒｍｖｉａｂｉｌｉｔｙＫｉｔ

（Ｌ－７０１１）（Ｓｉｇｍａ）试剂盒进行染色，然后用流式细胞仪进行
检测（ＢＤＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ）。
１．５　效果判定

精子活率为直线运动的精子数占视野中总精子数的百分

比；精子存活时间为９９％的精子死亡的存活时间；精子有效
存活时间是指精子活率不低于０．５的保存时间；精子生存指
数是指相邻２次精子活率的平均数与间隔时间乘积的总和。

２　结果与分析

２．１　稀释液对湖羊精液４℃稀释保存效果的影响
２．１．１　６种稀释液对精子活率的影响　由图１可知，在４℃
保存条件下，６种稀释液中的湖羊精子活率随时间增加而逐
渐降低，保存效果存在明显差异。Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ４种稀释液保存
效果较差，Ａ稀释液中精子活率在１ｄ后显著下降；Ｂ、Ｃ、Ｄ稀
释液中精子活率在３ｄ后显著下降；Ｅ、Ｆ稀释液中的精子保
存效果比较理想，２种稀释液中精子活率在６ｄ内都能保持在
０．６以上；６ｄ后，Ｅ稀释液中的精子活率降低速度要显著快于

Ｆ，而Ｆ整体保存效果要好于Ｅ。
２．１．２　不同稀释液中羊精子的存活时间及存活指数　由表
３可知，在４℃保存条件下，６种稀释液中的精子总存活时间、
有效存活时间和生存指数存在差异，Ｆ稀释液中精子的总存
活时间和有效存活时间显著或极显著高于其他５种稀释液
（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），且生存指数也极显著高于其稀释液
（Ｐ＜０．０１），Ｆ稀释液对精子４℃保存效果最好。

表３　不同稀释液中精子的存活时间及生存指数（４℃）

稀释液 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ
总存活时间（ｈ） １９９．００±１．１５ｃＡＢ２０１．６７±１．２０ｃｄＡＢ １５３．６７±１．８６ｂＡ １４５．６７±１．２０ａＡ ２０７．３３±２．３３ｄＡＢ ２４３．６７±４．４１ｅＢ
有效存活时间（ｈ） ６２．１２±４．４１ａＡ ９５．３５±１．０４ｃＣ １２０．３４±１．６９ｄＤ ８４．３１±０．１７ｂＢ １５３．０２±０．６２ｅＥ １５９．９０±０．９８ｆＥ
生存指数 ２．６６±０．０７ａＡ ３．８５±０．０６ｂＢ ４．９６±０．０８ｃＣ ２．８９±０．０７ａＡ ５．９０±０．１４ｄＤ ７．０４±０．０８ｅＥ

　　注：同列数据不同小写、大写字母分别表示差异显著（Ｐ＜０．０５）、极显著（Ｐ＜０．０１）。下表同。

２．２　冷冻保护剂对湖羊精液冷冻保存效果的影响
２．２．１　不同种类及添加比例冷冻保护剂对湖羊冷冻精液精
子活率的影响　由表４可知，将细管冻精解冻后，通过镜检初
步检测解冻后０ｈ精子活率，结果表明不同冷冻保护剂对精
子的冷冻保存效果存在差异，以乙二醇及丙三醇的冷冻保存

效果最佳，湖羊冻精解冻活率保持在０．５左右，且不同浓度的
冷冻保护剂对精子的冷冻保存效果也不同，甲醇、二甲基亚

砜、乙二醇乙醚的添加浓度以１０％为最佳，乙二醇、丙三醇、
１，２－丙二醇以５％为最佳。

２．２．２　流式细胞仪活率检测　通过常规活率检测，发现５％
乙二醇和５％丙三醇对精子的冷冻保存效果较好。由图２可
知，通过流式细胞仪对５％乙二醇和５％丙三醇的冷冻保存效
果做进一步验证，发现精子解冻活率要略高于５％乙二醇，这
与前期的镜检结果基本一致。所以丙三醇为本试验的最佳冷

冻保护剂，５％为最佳添加浓度。

３　讨论

本研究对比了６种稀释液对湖羊精子的４℃保存效果，
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表４　不同种类及添加比例冷冻保护剂对冷冻精液精子活率的影响

冷冻保护剂
不同添加比例冷冻保护剂冻精解冻活率

５％ １０％ １５％
乙二醇甲醚 ０．１０３±０．００７ｄＣ ０．４２７±０．００４ａＡ ０．０００
乙二醇 ０．４９０±０．００８ｂＡ ０．２２０±０．００８ｄＤ ０．０４５±０．００５ｂＢ
丙三醇 ０．５０７±０．０１３ａＡ ０．２７２±０．００９ｂＢ ０．０７８±０．００７ａＡ
１，２－丙二醇 ０．４０３±０．０１０ｃＢ ０．２３３±０．００４ｄＤ ０．０５３±０．００８ａＡ
甲醇 ０．０３６７±０．００４ｅＤ ０．４０７０±０．００７ａＡ ０．００００ｂＢ
二甲基亚砜 ０．１２２±０．００４ｄＣ ０．３３３±０．００６ｃＣ ０．０００

结果发现，Ｆ稀释液的保存效果最佳，在６ｄ仍可保持６０％以
上的精子存活率，说明Ｆ稀释液为湖羊精子提供了较好的营
养及缓冲。迟庆德等曾利用优秀稀释液对绵羊精液进行稀释

输精，取得非常理想的情期受胎率［５－７］，本项目组在后续的研

究中也将会开展输精试验，并进一步优化稀释液配方，为湖羊

的鲜精保存及异地输精提供保障。

本研究对比了６种渗透性抗冷冻保护剂对湖羊精子的冷
冻保护效果，结果发现乙二醇和丙三醇的保护效果较好，且丙

三醇更佳，这与刘玉峰等的研究结果［８］基本一致。相关研究

发现，丙三醇低温冷冻保护性能，可能与丙三醇能浓缩或结合

细胞内水，并具有阻碍冰晶核形成和增长的性能及制菌作用

有关；而乙二醇的低温冷冻保护性能则可能是由于乙二醇分

子量小，渗入或渗出细胞的速率与水分子差异不大，对精细胞

的渗透压影响较小［９］。同时，本研究还对６种冷冻保护剂的
３种添加浓度进行了比较，结果发现，不同冷冻保护剂的最佳
添加浓度不一致，如乙二醇甲醚、甲醇的添加浓度以１０％为
最佳，而丙三醇、乙二醇的添加比例以５％最佳，这可能是因
为不同冷冻保护剂对精子的活力和受精力普通存在毒害作

用，如甘油能引起精子顶体的异常，而乙二醇则可以引起尾部

畸形［１０］，冷冻保护剂添加比例过高或过低对精子的毒害作用

更显著。

另外，本研究采用常规镜检和流式细胞仪检测２种方法，
对５％丙三醇和５％乙二醇的冷冻保存效果进行检测，结果发
现，２种方法检测出的冻精解冻活率存在差异。这可能与常
规镜检存在误差有关，部分尾部畸形或顶体损伤的精子通过

常规检测无法判断，计数时被统计为正常精子，而流式细胞仪

是通过对染色后精子的荧光情况进行筛选，相比较而言数据

结果更为可靠。

４　结论

本研究在比较了６种常用精液稀释液的基础上，筛选出
更适合湖羊精液稀释的Ｆ稀释液（果糖、Ｔｒｉｓ和柠檬酸组合）；
并以Ｆ稀释液为基础，比较了６种冷冻保护剂的３种浓度对
湖羊精子冻存的影响，结果发现，以５％的丙三醇作为冷冻保
护剂的效果最佳，冻精活率达到了３９．５％，可用于生产实践，
为后续冻精在湖羊生产中的推广应用打下了基础。
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