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　　摘要：为探究胆固醇（ＣＨＬ）和磷脂酰胆碱（ＰＣ）对山羊精液冷冻保存效果，分别在精液冷冻稀释液中添加不同浓
度的ＣＨＬ（１．０、２．５、５．０、１０．０ｇ／Ｌ）、ＰＣ（１０、１５、２０、２５ｇ／Ｌ），以１５％卵黄（ＥＹ）作为对照。通过测定冷冻解冻后精子的
活力、顶体完整率、精子运动参数、质膜完整率、精子磷脂和胆固醇含量来判断保存效果。结果表明，精液冷冻显著降

低山羊精子磷脂和胆固醇含量，分别添加５ｇ／ＬＣＨＬ和１０ｇ／ＬＰＣ，精子冷冻解冻后，在活力、顶体完整率、质膜完整率
和运动参数与对照组差异不显著。进一步将ＣＨＬ和ＰＣ混合添加发现，４ｇ／ＬＣＨＬ＋１６ｇ／ＬＰＣ解冻后精子活力、曲线
速率、平均路径速度和顶体完整率均显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），且可以改善冷冻后精子磷脂和胆固醇含量。运用
４ｇ／ＬＣＨＬ＋１６ｇ／ＬＰＣ冷冻保存精子进行山羊人工授精，其受胎率和产仔率与ＥＹ组差异不显著，冷冻稀释液中添加
４ｇ／ＬＣＨＬ＋１６ｇ／ＬＰＣ显著提高山羊精液冷冻保存效果。
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　　精液冷冻保存技术可提高优秀种公畜的利用
效率，加快品种改良步伐，便于精液长途运输，降低

疾病传播风险。但不同物种间精子的冷冻保存效

果仍有很大差异，这主要与精子的大小、性状、蛋白

和脂质成分有关［１］。因此，冷冻保存技术和精液稀

释液是影响精液冷冻保存的关键因素［２－３］。国外对

山羊精液冷冻保存技术的研究始于２０世纪［４］。我

国开展山羊冷冻保存研究较晚，至目前为止山羊精

液冷冻保存效率仍普遍偏低，不同冷冻方法之间冻

存效果差异较大，这限制了我国山羊冻精人工授精

的应用和推广。

卵黄是精液冷冻最常用的保护剂［５］，其广泛用

于牛、羊等精子冷冻保护液［３，６］。然而，卵黄也存在

较多缺陷，其中，卵黄中含有较多微生物，可产生内
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毒素污染精液，降低精子的受精能力，增加疾病传

播的风险［７］。同时，精液中含有副性腺分泌的卵黄

凝固酶（ＥＹＣＥ），它与卵黄作用，对精子有毒性［８］。

因此，利用化学限定性培养基替代卵黄是近年的研

究热点。大豆卵磷脂（ＳＬ）含有丰富的低密度脂蛋
白（ＬＤＬ），可在精子冷冻过程中保护精子膜免受低
温损伤［９］。目前，研究表明，ＳＬ可作为卵黄替代用
于牛、绵羊和山羊精子冷冻保存［１０－１３］。磷脂酰胆碱

属于卵磷脂的一种，是构成细胞膜的主要成分，其

在生物膜之间通过磷脂酰胆碱转运蛋白（ＰＴＣＰ）转
运［１４］。因此，磷脂酰胆碱是一种潜在的精液冷冻保

护剂。目前尚未见应用于磷脂酰胆碱作为保护剂

冻存山羊精液的报道。

胆固醇影响脂质链的排列，通过磷脂碳氢链稳

定膜结构，避免膜状态发生变化［１５］。精子冷冻过程

中胆固醇的大量丧失是膜状态转变的前提［１６］。

Ｐｕｒｄｙ等向公牛的冻精稀释液添加含有胆固醇的环
糊精，解冻后提高了精子活力［１７］。研究表明，在兔

和山羊精液稀释液中分别添加胆固醇均可显著提

高精子活力［１８－１９］。在山羊精液冷冻稀释液中添加

含有胆固醇的环糊精，解冻后的精子活力显著高于

对照组［２０－２２］。

目前，仍需要优化在山羊精液冷冻保存中胆固

醇和磷脂的添加浓度，且未见胆固醇和磷脂酰胆碱

２种物质联合的报道。本试验通过对精子冻融前后
膜质成分的检测，研究在稀释液中添加相应比例的

胆固醇和磷脂酰胆碱，解冻后检测精子运动参数、

质膜完整率和顶体完整率，评估其在山羊精液冷冻

保存中的影响。

１　材料与方法

１．１　试验动物
本试验选取２２８只无生殖器官疾病、健康的安

徽白山羊。

１．２　主要试剂
胆固醇、Ｔｒｉｓ、果糖、柠檬酸和甘油，均购于北京

索莱宝科技有限公司；磷脂酰胆碱，来自 Ｓｉｇｍａ公
司；鸡蛋，购自农贸市场。

１．３　精液采集和稀释
假阴道法采集精液，感观检查合格，活力大于

０．９时用于后续试验。将采得所有合格精液进行混
合，测定混精密度。采用 ３７℃基础稀释液（Ｔｒｉｓ
３０７ｇ／１００ｍＬ、柠檬酸 １．６４ｇ／１００ｍＬ、果糖

１．２６ｇ／１００ｍＬ）将精液稀释至４．８×１０８个／ｍＬ，待
精液在５℃冰箱中缓慢降温平衡后，再用含１０％甘
油的稀释液将精液再稀释１倍，使得精液的终浓度
为２．４×１０８个／ｍＬ。
１．４　精液的冷冻与解冻

在距离液氮面上方４ｃｍ处将稀释后的精液在
氟板上进行滴冻，每粒约５０μＬ。预冷１０ｍｉｎ后将
冻精颗粒浸入液氮保存。从液氮中取１粒冻精颗粒
迅速置于预热好的离心管中，在３７℃水浴中快速解
冻３０ｓ，取出室温下轻轻摇晃至颗粒完全融化。
１．５　精子膜脂质成分检测

参照倪利平的方法［２３］，采用甲醇 －三氯甲烷混
合液抽提精子脂质，４℃保存待测。采用总胆固醇
试剂盒酶比色法，按试剂盒说明测定样品中总胆固

醇含量。配制消化液、磷标准液和显色液等溶液，

每个样品设１次重复，采用紫外 －可见 －近红外分
光光度计测定各样品的浓度。

１．６　精子评估
１．６．１　精子运动参数　采用精子分析仪（ＳＣＡ型，
西班牙Ｍｉｃｒｏｐｔｉｃ公司）测定精子活力（Ｍｏｔｉｌｉｔｙ）、曲
线速率（ＶＣＬ）、直线速率（ＶＳＬ）、平均路径速度
（ＶＡＰ）、线性度（ＬＩＮ）、摆动幅度（ＡＬＨ）、摆动性
（ＷＯＢ）、笔直度（ＳＴＲ）和鞭打频率（ＢＣＦ）等运动参
数，随机选择３个视野，每个视野使用计算机软件分
析５次，取１５个结果的平均值作为样品最终结果。
１．６．２　质膜完整率检测　采用低渗透肿胀试验
（ＨＯＳＴ）检测质膜完整性［２４］。取２５μＬ精液添加至
２００μＬ低渗液中，混合均匀，３８．５℃下孵育４５ｍｉｎ，
再添加３００μＬ２％戊二醛。取１０μＬ混合液于载玻
片上，并在４００倍光学显微镜下进行检测，随机从几
个不同视野中，计数２００个精子，精子尾部不弯曲表
明精子质膜不完整，计算精子质膜的完整率。

１．６．３　顶体完整率检测　采用姬姆萨染色法检测
精子顶体完整率［２］。解冻后的精液抹片风干后，采

用１ｍＬ甲醛液固定１５ｍｉｎ冲洗干净，采用２ｍＬ姬
姆萨染液染色９０ｍｉｎ。水洗风干后，在１０００倍油
镜下镜检。计数２００个精子，顶体严重膨胀或顶体
脱落为顶体异常精子，计算精子顶体的完整率。

１．７　人工授精
在１．５ｍＬ离心管中加入０．２ｍＬ２．９％柠檬酸

钠溶液，３７℃水浴预热后，取４粒冻精投入离心管
中，在３７℃水浴３０ｓ后取出，待室温完全融化后，将
精液输入发情母羊子宫颈内。间隔１２ｈ输精２次。
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１．８　试验设计
１．８．１　冷冻对精子膜脂含量的影响　使用基础稀
释液稀释精液，并检测精子冻融前后膜上胆固醇和

磷脂含量变化。

１．８．２　不同浓度的胆固醇稀释液对冻精的影响　
将混精分成 ５等份，分别用含 １．０、２．５、５．０、
１０．０ｇ／Ｌ胆固醇或１５％卵黄的基础稀释液稀释、冷
冻，分别标为 Ｃ１、Ｃ２．５、Ｃ５、Ｃ１０、ＥＹ组。解冻后检
测各组精子的运动参数、顶体完整率和质膜完整率。

１．８．３　磷脂酰胆碱稀释液对冻精的影响　将混精
分成５等份，分别用含１０、１５、２０、２５ｇ／Ｌ的磷脂酰
胆碱或 １５％卵黄的基础稀释液稀释、冷冻，标为
Ｐ１０、Ｐ１５、Ｐ２０、Ｐ２５、ＥＹ组。解冻后检测各组精子的
运动参数、顶体完整率和质膜完整率。

１．８．４　不同浓度的磷脂酰胆碱 －胆固醇混合稀释
液对冻精的影响　将混精分成５等份，分别用Ｐ１９＋
Ｃ１（基础液＋１９ｇ／Ｌ磷脂酰胆碱 ＋１ｇ／Ｌ胆固醇）、
Ｐ１８＋Ｃ２（基础液＋１８ｇ／Ｌ磷脂酰胆碱＋２ｇ／Ｌ胆固
醇）、Ｐ１６＋Ｃ４组（基础液 ＋１６ｇ／Ｌ磷脂酰胆碱 ＋
４ｇ／Ｌ胆固醇）、Ｐ１４＋Ｃ６（基础液 ＋１４ｇ／Ｌ磷脂酰
胆碱＋６ｇ／Ｌ胆固醇）和卵黄稀释液稀释、冷冻。解
冻后检测各组精子的运动参数、顶体完整率和质膜

完整率。

１．８．５　磷脂酰胆碱 －胆固醇稀释液对精子膜脂含
量的影响　将混精分成５等份，分别使用Ｐ１９＋Ｃ１、
Ｐ１８＋Ｃ２、Ｐ１６＋Ｃ４、Ｐ１４＋Ｃ６和ＥＹ这５种稀释液稀
释，比较各组冻融前后精子膜上胆固醇、磷脂的含

量变化。

１．８．６　人工授精　选取２２４只正常发情的母羊，分

别使用卵黄和 Ｐ１６＋Ｃ４稀释液制作的颗粒冻精用
于山羊输精，于输精后２０ｄ，利用试情公羊连续试情
４８ｈ，统计不返情率，进而统计产羔率等相关指标。
１．９　统计分析

试验重复６次，试验数据使用 ＳＰＳＳ２６．０软件
进行处理，所得的试验结果采用“平均值 ±标准差”
表示，使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件制图。

２　结果与分析

２．１　冷冻对精子膜卵磷脂和胆固醇含量的影响
由图１可知，经冻－融处理后，山羊精子磷脂和

胆固醇含量均显著降低（Ｐ＜０．０５）。

２．２　不同浓度的胆固醇稀释液对山羊精液冷冻保
存的影响

由图２可知，Ｃ２．５组、Ｃ５组和Ｃ１０组的质膜完
整率与卵黄组无显著差异（Ｐ＞０．０５），而Ｃ１组质膜
完整率显著低于卵黄组（Ｐ＜０．０５）。Ｃ１组的顶体
完整率均显著低于其他各组（Ｐ＜０．０５）。

　　由表 １可知，胆固醇组解冻后的精子活力、
ＶＣＬ、ＶＡＰ显著低于 ＥＹ组（Ｐ＜０．０５），Ｃ１组和
Ｃ２５组的ＶＳＬ显著低于 ＥＹ组（Ｐ＜０．０５）。胆固

醇组解冻后的精子、ＬＩＮ、笔直度（ＳＴＲ）、摆动性
（ＷＯＢ）、摆动幅度（ＡＬＨ）和鞭打频率（ＢＣＦ）与卵黄
组无显著差异（Ｐ＞０．０５）。

—１６１—江苏农业科学　２０２２年第５０卷第１４期



表１　胆固醇对山羊冻精活力及运动参数的影响

指标 Ｃ１ Ｃ２．５ Ｃ５ Ｃ１０ ＥＹ

精子活力（％） ２１．２±２．２ａ ２２．９±１．３ａｂ ３４．０±１．５ｃ ２８．４±２．０ｂｃ ４０．９±３．１ｄ

ＶＣＬ（μｍ／ｓ） ４０．５±１．９ａ ４１．５±６．８ａ ４７．５４±１．８ａ ５１．６±６．０ａ ６３．８±３．７ｂ

ＶＳＬ（μｍ／ｓ） １７．５±０．９ａ １６．０±１．８ａ ２０．２±０．７ａｂ ２１．０±６．４ａｂ ２８．８±３．０ｂ

ＶＡＰ（μｍ／ｓ） ２３．９±１．０ａ ２４．０±１．０ａ ２９．７±２．６ａ ３０．３±７．１ａ ４１．７±２．３ｂ

ＬＩＮ（％） ４３．３±２．２ａ ３９．８±６．７ａ ４２．５±０．６ａ ３９．１±７．１ａ ４５．７±６．７ａ

ＳＴＲ（％） ７３．３±１．４ａ ６７．０±７．８ａ ６８．６±３．９ａ ６７．５±５．１ａ ６８．７±４．０ａ

ＷＯＢ（％） ５９．２±３．７ａ ５８．６±３．７ａ ６２．３±３．３ａ ５７．２±６．３ａ ６５．９±５．７ａ

ＡＬＨ（μｍ／ｓ） ３．６±０．１ａ ３．３±０．３ａ ３．４±０．１ａ ３．６±０．３ａ ３．２±０．４ａ

ＢＣＦ（Ｈｚ） ９．３±０．４ａ ９．８±１．２ａ ９．４±０．４ａ ９．８±１．２ａ ８．６±０．５ａ

　　注：ＶＣＬ表示曲线速率；ＶＳＬ表示直线速率；ＶＡＰ表示平均路径速度；ＬＩＮ表示线性度；ＳＴＲ表示笔直度；ＷＯＢ表示摆动性；ＡＬＨ表示摆动

幅度；ＢＣＦ表示鞭打频率。同行数据后标有不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下同。

２．３　不同浓度的磷脂酰胆碱稀释液对山羊精液冷
冻保存的影响

由图３可知，Ｐ２０组质膜完整率与ＥＹ组差异不
显著（Ｐ＞０．０５），Ｐ１５组和 Ｐ２０组的顶体完整率与
ＥＹ组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。Ｐ２５组的质膜完整
率和顶体完整率显著低于ＥＹ组（Ｐ＜０．０５），Ｐ１５组
的质膜完整率显著高于ＥＹ组（Ｐ＜０．０５），Ｐ１０组的
顶体完整率显著高于ＥＹ组（Ｐ＜０．０５）。

由表２可知，Ｐ１５组解冻活力及其他运动参数

与ＥＹ组差异不显著（Ｐ＞０．０５），Ｐ１０组、Ｐ２０组和
Ｐ２５组的解冻活力均显著低于 ＥＹ组（Ｐ＜０．０５），
Ｐ２５组的ＶＣＬ和ＶＡＰ显著低于 ＥＹ组（Ｐ＜０．０５），
而Ｐ２５组的ＢＣＦ显著高于ＥＹ组（Ｐ＜０．０５）。
２．４　不同浓度的磷脂酰胆碱、胆固醇混合稀释液对
山羊精液冷冻保存的影响

由图４可知，Ｐ１８＋Ｃ２组、Ｐ１６＋Ｃ４组和 Ｐ１４＋
Ｃ６组的质膜完整率与 ＥＹ组无显著差异（Ｐ＞
００５），Ｐ１９＋Ｃ１组的质膜完整率显著低于 ＥＹ组

表２　磷脂酰胆碱稀释液对山羊冻精活力及运动参数的影响

指标 Ｐ１０ Ｐ１５ Ｐ２０ Ｐ２５ ＥＹ

精子活力（％） ３９．４±１．５ａ ４８．１±２．１ｂ ３８．０±０．９ａ ３５．１±１．２ａ ４６．０±１．８ｂ

ＶＣＬ（μｍ／ｓ） ６０．２±３．１ａｂ ６８．２±３．４ｃ ５８．０±１．６ａ ５４．１±０．４ａ ６７．５±１．８ｂｃ

ＶＳＬ（μｍ／ｓ） ２４．１±３．０ａ ２３．８±３．６ａ ２１．７±２．１ａ ２３．２±３．３ａ ２２．５±２．７ａ

ＶＡＰ（μｍ／ｓ） ３８．１±１．５ｂｃ ４０．１±３．１ｃ ３２．３±１．３ａｂ ３１．８±２．７ａ ３８．５±１．４ｂｃ

ＬＩＮ（％） ４０．７±６．８ａ ３５．２±５．７ａ ３７．７±４．７ａ ４３．０±６．３ａ ３３．４±４．０ａ

ＳＴＲ（％） ６２．７±５．７ａ ５８．８±４．７ａ ６６．９±３．９ａ ７２．４±５．０ａ ５８．０±４．９ａ

ＷＯＢ（％） ６３．９±５．５ａ ５９．０±４．９ａ ５５．９±３．８ａ ５８．７±５．２ａ ５７．２±２．１ａ

ＡＬＨ（μｍ） ３．３±０．２ａ ３．４±０．０ａ ３．７±０．１ａ ３．６±０．２ａ ３．８±０．３ａ

ＢＣＦ（Ｈｚ） ８．２±１．０ａｂ ８．３±０．３ａｂ ８．９±０．６ａｂ １０．６±０．７ｂ ７．３±１．２ａ
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（Ｐ＜０．０５）。Ｐ１９＋Ｃ１组、Ｐ１８＋Ｃ２组和 Ｐ１４＋Ｃ６
组的顶体完整率与 ＥＹ组无显著差异（Ｐ＞０．０５），
Ｐ１６＋Ｃ４组的顶体完整率显著高于ＥＹ组（Ｐ＜０．０５）。

由表３可知，Ｐ１６＋Ｃ４组的精子活力、ＶＣＬ和

ＶＡＰ显著高于卵黄组，ＶＳＬ与卵黄组无显著差异
（Ｐ＞０．０５）。Ｐ１９＋Ｃ１组和 Ｐ１８＋Ｃ２组的精子活
力、ＶＣＬ、ＶＳＬ和 ＶＡＰ均与卵黄对照组无显著差异
（Ｐ＞０．０５）。

表３　磷脂酰胆碱和胆固醇混合稀释液对冻精活力及运动参数的影响

指标 Ｐ１９＋Ｃ１ Ｐ１８＋Ｃ２ Ｐ１６＋Ｃ４ Ｐ１４＋Ｃ６ ＥＹ

精子活力（％） ４１．６±１．０ａｂ ４２．９±１．５ａｂ ５６．２±３．６ｃ ３８．３±１．４ａ ４７．０±１．０ｂ

ＶＣＬ（μｍ／ｓ） ５９．８±０．６ａ ６３．９±０．４ａ ７４．６±６．７ｂ ５５．６±１．５ａ ５７．８±２．３ａ

ＶＳＬ（μｍ／ｓ） ２７．５±１．７ａｂ ２７．４±２．１ａｂ ２９．５±２．４ｂ ２２．５±２．６ａ ２３．４±０．３ａｂ

ＶＡＰ（μｍ／ｓ） ３８．７±２．５ｂｃ ３８．４±０．９ｂｃ ４４．１±２．４ｃ ３０．７±２．４ａ ３６．９±２．１ａｂ

ＬＩＮ（％） ４６．０±２．４ａ ３８．３±３．３ａ ３６．４±５．８ａ ４０．３±３．８ａ ４５．１±２．１ａ

ＳＴＲ（％） ７１．３±２．０ａｂ ６３．６±４．８ａｂ ６０．２±４．３ａ ７２．９±２．７ｂ ６７．３±４．３ａｂ

ＷＯＢ（％） ６４．６±３．６ａ ６０．１±１．１ａ ５９．８±５．５ａ ５５．１±３．１ａ ６３．７±１．４ａ

ＡＬＨ（μｍ） ３．４±０．１ａ ３．５±０．０ａ ３．７±０．３ａ ３．６±０．１ａ ３．３±０．１ａ

ＢＣＦ（Ｈｚ） ９．５±０．５ａ ８．０±１．２ａ ８．２±０．５ａ １０．０±０．４ａ ９．２±０．７ａ

　　注：Ｐ１９＋Ｃ１表示基础液＋１９ｇ／Ｌ磷脂酰胆碱＋１ｇ／Ｌ胆固醇；Ｐ１８＋Ｃ２表示基础液＋１８ｇ／Ｌ磷脂酰胆碱＋２ｇ／Ｌ胆固醇；Ｐ１６＋Ｃ４表示基

础液＋１６ｇ／Ｌ磷脂酰胆碱＋４ｇ／Ｌ胆固醇；Ｐ１４＋Ｃ６表示基础液＋１４ｇ／Ｌ磷脂酰胆碱＋６ｇ／Ｌ胆固醇；ＥＹ表示基础液＋１５％卵黄。

２．５　不同浓度磷脂酰胆碱、胆固醇混合稀释液对精
子膜上卵磷脂和胆固醇含量的影响

由图５可知，Ｐ１６＋Ｃ４组冻精后精子膜上的磷
脂含量显著高于 Ｐ１９＋Ｃ１组、Ｐ１８＋Ｃ２组和 Ｐ１４＋
Ｃ６组（Ｐ＜０．０５）。Ｐ１８＋Ｃ２组、Ｐ１６＋Ｃ４组和
Ｐ１４＋Ｃ６组冻精后精子膜上的胆固醇含量与卵黄组

无显著差异（Ｐ＞０．０５），而 Ｐ１９＋Ｃ１组冻精后精子
膜上的胆固醇含量显著低于卵黄组（Ｐ＜０．０５）。
２．６　Ｐ１６＋Ｃ４组和卵黄组稀释液对人工授精效果
的比较

由表４可知，由于 Ｐ１６＋Ｃ４添加组可显著改善
精子冷冻前后胆固醇、磷脂浓度的损伤，同时提高
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表４　Ｐ１６＋Ｃ４组和卵黄组稀释液对山羊人工授精效果的比较

试验分组
试验羊数

（只）

不返情率

（％）
受胎率

（％）
产仔率

（％）
平均产羔数

（只）

出生均体质量

（ｋｇ） 公母比

Ｐ１６＋Ｃ４组 １１５ ６９．５６ ５７．３９ ４８．６９ １．５７ １．２７ １∶１．０５

ＥＹ组 １０９ ５５．０５ ４９．５４ ４０．３７ １．５０ １．３０ １∶１．４８

精子顶体完整率和质膜完整率。本研究利用该方

案获得的冻精进行人工授精配种试验，结果显示，

Ｐ１６＋Ｃ４组的不返情率、受胎率、产仔率和公母比例
均与ＥＹ组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论与结论

卵黄作为使用最广泛的精液冷冻保护剂，存在

较多不利因素，影响冻精保存效果。本研究目的是

寻找一种可替代卵黄的限定化学成分精液冷冻稀

释液。胆固醇可以调节膜脂的流动性，温度较高时

可以降低膜的流动性，在低温下能促进脂肽链的运

动，温度的降低不会导致膜流动性的减弱，因此胆

固醇可改善低温下精子膜的流动性，提高冷冻精子

的活力［２５］。本研究发现，适量浓度胆固醇添加到精

液冷冻液中，解冻后精子的质膜完整率与卵黄组无

显著差异，表明胆固醇对精子质膜具有较好地保护

作用。这与前人在山羊精液冷冻保存的研究结论

一致［２６］。但单独以胆固醇取代卵黄冷冻后精子的

活力、运动参数和顶体完整率均低于卵黄组，说明

单独添加胆固醇不能达到替代卵黄的效果。

Ｂａｒｅｎｈｏｌｚ研究表明，胆固醇抑制了膜上的 Ｎａ＋／Ｋ＋

ＡＴＰ泵，对精子的运动产生影响［２７］。当胆固醇浓度

过高时，膜的流动性反而会显著降低，精子更易受

到机械损伤［２８］。本试验发现当添加的胆固醇浓度

由５ｇ／Ｌ增加至１０ｇ／Ｌ时，解冻精子的活力反而下
降。顶体损伤通常是由于形成了较大冰晶，损伤了

精子的内在结构所导致［２９］。胆固醇组的顶体完整

率较低的原因可能是胆固醇不能阻止大量冰晶的

形成对顶体造成的损伤。

磷脂酰胆碱补充了精子在降温过程中丢失的

膜磷脂，而且可以替换一些精子膜上的磷脂酰胆

碱，减少膜受到损伤［３０］。高浓度的大豆卵磷脂会对

精子产生毒性［３１］，主要会对膜完整性产生不利的影

响。本试验中当磷脂酰胆碱添加量大于２０ｇ／Ｌ时，
造成膜损伤可能是由于磷脂酰胆碱浓度过高引起

毒性反应。而添加１０ｇ／Ｌ磷脂酰胆碱，可能由于浓
度过低不能有效地保护精子。

本试验中，当同时添加 １６ｇ／Ｌ磷脂酰胆碱和
４ｇ／Ｌ胆固醇获得了比卵黄更好的保存效果，冻精
后精子活力、精子ＶＣＬ、ＶＳＬ均显著提高。通过脂质
含量检测发现，Ｐ１６＋Ｃ４稀释液冻后精子质膜上的
磷脂含量较卵黄组高，表明采用胆固醇和磷脂酰胆

碱代替卵黄，能更好地避免精子膜上胆固醇与磷脂

的流失，提高冻精保存的效果。Ｍｕｔａｌｉｋ等在稀释液
中按照一定比例（９５∶５、９０∶１０、８０∶２０、７０∶３０）添
加大豆卵磷脂和胆固醇，结果表明按照８０∶２０比例
添加两种物质替代卵黄用于人的精子冷冻得到了

较好的保存效果［３２］。另外精子膜完整性对精子在

雌性的生殖道中行使功能也发挥着重要的作用［３３］，

这可能也是 Ｐ１６＋Ｃ４组的人工授精效果更好的
原因。

本研究结果表明，单独用胆固醇或磷脂酰胆碱

替代卵黄，冻精效果低于卵黄组，当添加１６ｇ／Ｌ磷
脂酰胆碱和４ｇ／Ｌ胆固醇替代卵黄时解冻效率高于
卵黄组，达到了在山羊精液冷冻保存中替代卵黄

效果。
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