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摘要

【目的】为了提高优良种公羊利用效率，促进养羊产业良种化进程和养殖经济效益，也为了提

高冷冻或低温保存精液的授精能力，本研究分析比较了不同的精液保护剂对精液冷冻保存、低温保

存效果的影响，筛选出绵羊适宜应用的较佳精液冷冻、低温保存稀释液。

【方法】（1）探讨甘油、二甲基乙酰胺（Dimethylacetamide, DMA）以及甘油+DMA联合应用

对绵羊精液冷冻保存的效果，不同配比稀释液对精液冷冻-解冻后分析精子活力、活率、直线速率、

曲线速率、顶体完整率、DNA完整率等检测指标的影响，确定冷冻稀释液的最佳浓度。（2）冷冻

保存试验组用作低温保存试验组，分析精子活力、活率、直线速率、曲线速率、顶体完整率、DNA

完整率等检测指标的影响，确定低温稀释液的最佳浓度，得出甘油与 DMA联合应用最佳浓度。（3）

探讨甘油与 DMA联合应用最佳浓度与不同浓度大豆卵磷脂（Soy Lecithin, SL）对绵羊精液低温保存

的效果，通过分析不同配比稀释液对精液低温保存后精子活力、活率、直线速率、曲线速率、顶体

完整率、DNA完整率和 ATP 水平等指标，探讨其对绵羊精液低温保护作用的影响。数据采用 IBM

SPSS 20进行单因素方差分析。

【结果】（1）在精液冷冻-解冻过程中，Tris稀释液中添加 2.5 %甘油+2.5 % DMA组复温后的

精子活力（50.70±4.23 %）、活率（64.03±1.98%）、直线速率（20.02±1.78 um/s）、曲线速率（64.70

±5.47 um/s）、顶体完整率（46.96±2.05 %）、DNA完整率（48.69±5.72 %）与 3 %甘油+2 %DMA

差异不显著（P>0.05）；但显著高于其它组（P＜0.05）。（2）精液低温保存过程中，分别以 4 h、

12 h、24 h、36 h、48 h为时间节点进行精子活力、活率、直线速率、曲线速率、顶体完整、DNA完

整率以及 ATP水平的测定，Tris稀释液中添加 2.5 %甘油+2.5 % DMA低温保存效果最佳。（3）以

试验二为基础，Tris稀释液中添加 2.5 %甘油+2.5 % DMA+0.5% SL在所有时间段内均可达到输精活

率（30%）的最低标准。

【结论】综上，（1）在绵羊精液冷冻基础稀释液中添加 2.5 %甘油+2.5 % DMA 的效果显著高

于其他组。（2）在 4 h到 48 h时，在绵羊精液低温基础稀释液中添加 2.5 %甘油+2.5 % DMA+0.5 %

SL，精子低温保存效果最佳，可有效提高精子活力、活率、直线速率、曲线速率、顶体完整率、DNA

完整率和 ATP水平。

关键词：绵羊；精液；甘油；二甲基乙酰胺；大豆卵磷脂
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Abstract

【Objective】 In order to improve the utilization efficiency of high-quality rams, promote the process

of improved breeding in the sheep industry and the economic benefits of breeding, and also to improve the

insemination ability of frozen or cryopreserved semen, this study analyzed and compared the effects of

different semen protectants on semen cryopreservation and cryopreservation. The best semen freezing and

cryopreservation dilutions suitable for sheep were screened out.

【Methods】(1) To investigate the effects of glycerol, Dimethylacetamide (DMA) and the combined

application of glycerol + DMA on the cryopreservation of sheep semen, and the effects of different ratios of

diluent on sperm viability, viability, linear rate, curvilinear rate, acrosome integrity rate, DNA integrity rate

and other assays after freezing and thawing of semen, and to determine the optimal diluent for freezing

concentration.(2) The cryopreservation test group was used as a cryopreservation test group to analyse the

effects of sperm viability, viability, linear rate, curve rate, acrosome integrity rate, DNA integrity rate and

other assay indicators, to determine the optimal concentration of cryodilution solution and to arrive at the

optimal concentration for the combined application of glycerol and DMA. (3) To investigate the effect of

the optimal concentration of glycerol and DMA in combination with different concentrations of soy lecithin

(SL) on the cryopreservation of sheep semen, and to explore the effect of different ratios of diluent on

sperm viability, viability, linear rate, curvilinear rate, acrosome integrity, DNA integrity and ATP level of

sheep semen after cryopreservation. The data were collected using IBM SPSS 20 as a single test. The data

were analysed by one-way ANOVA using IBM SPSS 20.

【 Result】 (1) During the semen freezing-thawing process, the sperm viability (50.70±4.23 %),

viability (64.03±1.98 %), linear rate (20.02±1.78 um/s), curve rate (64.70±5.47 um/s), acrosome integrity

rate (46.96±2.05 %) and DNA integrity rate (48.69±5.72 %) of the Tris dilution with 2.5 % glycerol +

2.5 % DMA group after rewarming were not significantly different from those of the other groups.

46.96±2.05 %), DNA integrity rate (48.69±5.72 %) were not significantly different from 3 % glycerol +

2 % DMA (P>0.05); however, they were significantly higher than the other groups (P<0.05). (2) During the

cryopreservation of semen, sperm viability, viability, linear rate, curvilinear rate, acrosome integrity, DNA

integrity and ATP level were measured at 4 h, 12 h, 24 h, 36 h and 48 h. The addition of 2.5 % glycerol +

2.5 % DMA to Tris dilution solution was the most effective for cryopreservation. (3) On the basis of test 2,

the addition of 2.5 % glycerol + 2.5 % DMA + 0.5 % SL in Tris diluent achieved the minimum standard for

spermatozoa viability (30 %) for all time periods for transfusion.

【Conclusion】 In summary, (1) the addition of 2.5 % glycerol + 2.5 % DMA to the sheep semen

cryobase dilution was significantly more effective than the other groups. (2) The addition of 2.5 % glycerol



III

+ 2.5 % DMA + 0.5 % SL to the sheep semen cryobase dilution at 4 h to 48 h was the most effective for

sperm cryopreservation, effectively increasing sperm viability, viability, linear rate, curve rate, acrosome

integrity, DNA integrity and ATP levels.

Key words: sheep; semen; glycerin; dimethylacetamide; soybean lecithin
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第 1 章 绵羊精液冷冻及低温保存研究进展

1.1 前言

养羊业是新疆畜牧业的重要组成部分，在国民经济发展中占有举足轻重的地位。随

着养殖技术发展和人民对优质肉食产品需求的提高，现代养羊业逐渐从以往传统放牧养

殖向规模化、集约化养殖方向发展，在此过程中优良品种发挥着重要的作用。如何最大

限度发挥优良种公羊的利用率和繁殖潜力，提高养羊业生产和养殖经济效益，是当前迫

切需要解决的突出问题。通过对精液进行冷冻得以长期保存，不仅将优良基因代代相传

及长途运输，还可不受时间及地域限制，在母羊最佳繁殖时间进行输精，提高母羊繁殖

效率。通过自然交配改良遗传基因是非常缓慢的过程，而人工授精可以提高养羊场中优

良种公畜的利用效率和品种改良的速度，也减少了自然交配潜在的疫病传染的概率[1]。

精液的冷冻保存及低温保存是人工授精关键技术环节，精液稀释液减少精子在冷冻保存

及低温保存过程中的超低温或低温伤害，能够保护精子平稳度过危险温度区域，为精子

提供生存必须的营养物质。优化精液稀释液是精液冷冻保存技术的重要部分。

近年来，为了提高优良种公畜精液冷冻保存的效果，通过不断优化精液稀释液、改

进冷冻保存方法等，提高了精液冷冻保存及低温保存的效率[2]。将 Tris、柠檬酸、果糖、

卵黄和甘油等作为精液稀释液成分，使绵羊精子在冷冻状态下能够成功储存数年，在低

温（4℃）状态下保存数小时甚至数天之久，之后用于人工授精也能有较高的受胎率[3]。

综上所述，在畜牧生产中，优化精液稀释液优化为扩大优良种公畜基因、提高品种

优良的速度及实现优良种用资源的商业化利用等提供了技术保障[3]；也为建立种质资源

长期保存奠定基础；同时对具有遗传价值的种质资源和濒临灭绝的品种的生殖细胞冷冻

保存及人类辅助生殖技术的发展都具有十分重要的意义[4]。

1.2 精液保存原理及方法

精液保存方法分为液态保存与冷冻保存。精液冷冻保存方法包括颗粒法和细管冷冻

法。精液液态保存保存时间较短，其方式分为精液常温保存（15 ℃-25 ℃）及精液低温

（0 ℃-5 ℃）保存。
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1.2.1 精液冷冻保存原理及方法

精子冷冻保存的原理是精子冷冻在液氮（196℃）中会停止细胞代谢，处于假死状

态进行长期保存。精子冷冻过程中会造成包括稀释、培养、冷却、冷冻和解冻等带来的

不同程度的超微结构、生化和功能损伤，导致精子活力、膜完整性和受精能力下降[5]。

精子中 90 %都是水，因此精子冷冻保存过程中发生的损伤是由于精子暴露于温度

变化（热应力）会导致细胞内和周围环境中的水形成冰晶[6]造成细胞物理损伤，冰晶越

大，损伤越大[7]。为防止精子中形成水分结晶，通常在精子冷冻过程中要在冷冻稀释液

中添加保护性抗冻剂，在精液冷冻稀释液中添加抗冻保护物质，保障精子在特定的凝结

速率下形成玻璃化，在这种状态下，精子细胞结构正常，解冻后精子可以重新复苏。

物理性损伤是指精子中的水分形成冰晶，导致精子内部受到不可逆的损伤，引起精

子死亡。主要是冰晶的直接损害，以及随着越来越多的冰晶形成，溶质浓度增加而造成

的二次损害[8]。吴海荣[9]等研究表明，精子经过冷冻-解冻的程序后，发现大部分精子的

生理、生化结构以及功能被破坏，活力和受胎率下降，受到以上损伤的精子或许有活力

但是能否受精是未知数。秦春鹏[4]等研究表示，精子冻融后，由于细胞膜膨胀而部分破

裂，并被顶端的细胞外膜囊括。Tasseron F [10]等认为在冻融过程中，造成绵羊精子顶端

的空泡化和肿胀。

化学损伤是指在精液冷冻过程中，精子由于温度过低造成冷冻损伤。常用的有甘油、

二甲基乙酰胺和二甲基亚砜等，对防止冰晶的产生起着重要作用[5]。但是抗冻剂浓度也

会影响精子的活力。其中，甘油是一种常用的的抗冻保护剂，但甘油具有一定的毒性，

浓度过高会对精子造成不可逆转的化学中毒，导致精子死亡。因此，筛选出毒性低、保

护性强的新型抗冻保护剂并筛选适宜的添加浓度是确保冷冻精液广泛应用的基础[7]。

因此，开展精液冷冻保护剂研究，减少低温下冰晶的形成，保护精子免受损害，减

少冷冻产生玻璃态或玻璃质状态，避免防冻剂引起的渗透和毒性损害成为研究的关键问

题。

精液冷冻方法主要包括：颗粒法和细管冷冻法。冷冻精液最早采用的是颗粒冷冻法

[11]。精液颗粒冷冻法具有操作简便、无需昂贵的设备、易于推行等优点，但是有着不易

被标记、容易被细菌污染、测量不标准等缺点。随着技术的进展和配套仪器的研发，颗

粒冷冻法已逐渐被细管法取代。细管冷冻法具有冷冻速度快、冷冻效果好、精液温度均

匀、精液不易淆杂、判定简单、内容标准化、卫生条件好等优点。

细管冷冻法要注意装有精液的细管在放入仪器前的平衡时间及液氮量情况。在放入

细管前，液氮倒入冷冻仪运行后平衡 90 min使仪器温度降至 5 ℃后将细管放入仪器，

70 min后温度降至-120 ℃，精液冷冻完毕取出，放入液氮。冷冻-解冻后活力达到 40 %

以上[12]。
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1.2.2 精液低温保存原理及方法

精液低温保存原理是指精液在低温状态下（0 ℃-5 ℃）使精子进入休眠状态，保持

数小时甚至数天，一般适用于公羊与所配母羊距离比较近，运输快捷方便的一种精液保

存方法[13]。

相对于精液冷冻技术，精液低温保存在温度上对精液的损害会更小，在 0-5 ℃的低

温环境下，对精子细胞的超微结构不会因过低温度造成不可逆转的损伤，保持较低活动

能力，减缓代谢过程从而存活时间延长[14-15]。

1.3 精液保存研究进展

精液保存技术是提高种公畜利用率及扩大繁殖规模的必要手段。精液保存分为冷冻

保存和液态保存，冷冻保存可以使精液进行数月甚至数年的长期保存，低温保存可以使

精液达到数小时及数天的保存。不论哪种保存方法，都是用以扩大精液量、提高繁殖效

率，为经济发展做出贡献。

1.3.1 精液冷冻保存研究进展

在二十世纪六七十年代精液冷冻保存技术在家畜上开始得到广泛应用，但普遍冷冻

保存效率较低[16]。牛精液冷冻保存始于 1951年，在牛精液冷冻保存中，冷冻-解冻后精

子活力逐渐降低了 50 %，精子质膜的膨胀率也在 40 %左右[16]。1957年开始进行对猪与

牛的精液冷冻保存研究，在猪精液冷冻-解冻后精子活力下降约 60 %[17]，多达 50 %的精

子在解冻后质膜流动性受损[18]。动物精液在冷冻-解冻后效果最差的是马，解冻后精子

活力约为 30 %-70 %且质膜遭到了破坏[19]。

羊精液冷冻保存技术已是一项研究多年且基本成熟的技术，其技术能够大幅度提升

优良种公羊的繁殖效率，促进杂交改良的效率。绵羊精液冷冻保存始于 1937年[20]。研

究表明绵羊精液冷冻后通过通过人工授精后母羊的受胎率 37.9 %-57.4 %[10]。到 70年代

后，关于绵羊精液冷冻 -解冻后受胎率有所提高的报道越来越多，受胎率达到

47.9 %-66.2 %[21]；90年代以后，绵羊精液冷冻保存技术趋于成熟，受胎率达到 60%左

右[10]。王立强在 2003 年进行小尾寒羊精液的冷冻-解冻后精子成活率可达 48 %[22]。郭

富强等[23]用冷冻-解冻后的山羊精液对 635只母羊进行人工输精，受胎率达 44.9 %。2019

年，李宇[24]对山羊精液稀释液中添加 3.0 mg/mL淫羊藿多糖对精液冷冻质量效果提升最

好。2021年，YánezOrtiz Iván等[25]研究表明，与牛和猪的冷冻精液相比，绵羊精液解冻

后精子活力较低（30 %-40 %）。
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近年来，随着养羊生产模式由传统放牧逐渐向舍饲、半舍饲及规模化、集约化养殖

方向发展，生产模式的变化加速了对优良品种的迫切需求，传统的繁殖生产模式已经不

适用于现代生产模式。同时伴随着人工授精技术发展与普及，精液冷冻与低温保存技术

结合定时输精，可最大限度挖掘优良种公羊的繁殖潜能，促进养羊场品种改良步伐和养

殖效益的提高[26]。但在绵羊精液冷冻保存的各个阶段（公羊检查、精液收集、稀释、冷

冻及解冻后的精子评估）都没有标准的方法，造成了研究方法之间的差异[27]。

1.3.2 精液低温保存研究进展

精液低温保存是界于精液冷冻保存与常温保存之间。精液在低温条件下能减缓精子

能量的消耗和活动损失，有效维持了精子的超微结构[14]。低温保存技术已经应用于各种

临床研究、冷冻手术、生态学、植物生理学和食品保藏[15]。

Fernandez等[28]研究结果表明，在撤栓 46 h后进行人工授精时，绵羊精液在 5 ℃的

低温状态下保存 24 h与在 15 ℃的常温状态下保存 6 h，母羊的受胎率无明显差异（52.0 %

vs 56.7 %，P＜0.05）。Abadjieva等[29]研究表明，在分别添加天然抗氧化剂与三葡萄糖

甘油蛋黄保护剂时，5 ℃保存 48 h公羊精液的质膜完整性和形态无明显差异，并且研究

还表明 5 ℃保存 48 h公羊精液与 37 ℃保存 6 h公羊精液的活力与形态无明显差异，在

人工授精时仍可达到较为理想的效果。赵建清等[30]研究表明，0 ℃保存绵羊精液，在第

10天时活率在 50 %以上，并且对顶体完整率没有显著影响，在体内或体外授精时可达

到较好的受精率 72.4 %。

1.4 影响精液冷冻保存及低温保存效果的因素

影响精液冷冻保存及低温保存效果的因素有很多，包括冷冻技术的差异、稀释液的

种类以及动物个体的差异等[26]。以下重点介绍在精液稀释液中添加缓冲物质、非电解质、

抗冻剂、蛋白营养物质及抗氧化剂对精液冷冻保存和低温保存的影响。精液稀释液需要

具备以下功能：提供精子体外存活的所需能量、抵抗低温打击、缓冲 PH变化、抑制细

菌滋生、平衡渗透压与电解质、扩大精液量等。

1.4.1 缓冲物质

精液在进行冷冻的过程中，会造成精液的渗透压、PH值等改变从而对精子的活力

造成影响。因此，在精液冷冻稀释液中添加适当的缓冲物质是维持精液渗透压、PH值

恒定，从而保持精子活力的有效技术手段。
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金美林[2]等发现，精液稀释液的渗透压 340-358m Osm/L时，精子各项指标最佳。

研究发现，精液稀释基液的 PH值为 6.6-6.8时，精子的运动能力最强，能量流体最旺盛，

能量消耗快，冷冻效果最佳，平衡解冻后精子活力较高[37]。刘福元等[31]实验证明萨福克

羊精液在低温保存时，为追求更好的效果，需要其稀释液的 PH值接近与绵羊精液的 PH

值以提高受胎率。

Johnson[32]等研究表明，为防止精子过快的丧失运动能力，在稀释液中加入 KCL，

目的是减缓钾离子消耗时间。在精液保存过程中，对精液产生危害的现象还有顶体反应，

是由于钙离子跨细胞膜流入细胞内会启动精子获能[32]。

近年来，精液稀释液中常用 Tris作为保护缓冲液，冷冻效果较好[32]。

1.4.2 非电解质

在自然条件下精液中强电解质（镁离子、钙离子）保持较高浓度，会抑制精子活力。

电解质过高，会加快精子的新陈代谢、运动能力变强，缩短精子的生存时间。为延长精

子的存活时间，需降低精子的电解质强度，所以稀释液要添加非电解质或药物电解质以

实现精液的长期保存[33]。

常见的糖类及磷酸盐多是非电解质物质。在稀释液中加入一定量的非电解质，例如

适量的果糖、葡萄糖、蔗糖等能加强精子的活力[34]。除此之外在稀释液中加入适量的氨

基乙酸也可降低副性腺分泌物的电离程度[34]。

1.4.3 抗冻剂

家畜精液稀释液中添加的常用的抗冻保护剂可以分为渗透性保护剂和非渗透性保

护剂。

渗透性保护剂：由于分子质量相对较小，容易透过细胞膜到达细胞内部。其中主要

包括二甲基亚砜（dimethylsulphoxide, DMSO）、甘油（glycerin, Gly）、1，2-丙二醇

（propylene glycerol, PROH）、乙二醇（ethlene glycol, EG）、甲醛（methyl alcohol, MeOH）

和乙酰胺（acetamide, AA）等（表 1-1）[6]。非渗透性保护剂：非渗透性防冻保护剂，不

能自由通过细胞膜。它们主要包括蔗糖、海藻酸、聚蔗糖、葡聚糖、聚乙烯二醇、聚乙

烯吡咯烷酮、牛血清蛋白、胎牛血清、抗冻蛋白和胎球蛋白。（表 1-1）[7]。

各种渗透保护剂的保护机制基本相似，但胚胎、卵母细胞和精子对冷冻保护剂的渗

透性、毒性以及敏感性有差异，影响其冷冻的效果。Kasai等[35]通过对小鼠桑椹期胚胎

的研究表明，EG、Gly、DMSO、PG、AA的冷冻毒性依次递减。

精液冷冻时，如不使用抗冻物质缓解，精液迅速从液态变成固态，会导致大量冰晶

形成，导致精子死亡。精液稀释液中的抗冻剂主要是甘油、二甲基亚砜等[36]。甘油渗入
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细胞与细胞内的水分结合，阻断冰晶的形成。但甘油因为自身的粘度会阻挠精子从阴道

到子宫，同时甘油对精子有毒，在冷冻后增加了精子畸形率[38]。目前 DMA已被证明可

以代替甘油作为精子冷冻保存[38-39]。

表 1-1 常用渗透性和非渗透性抗冻保护剂

抗冻保护剂 英文名称 分子式 相对分子量

乙酰胺 Acetamide CH3CONH2 59.07

乙二醇 Ethlene glycol C3H4(OH)2 62.07

丙二醇 Propylene glycol C3H8O2 76.10

二甲基亚砜 Dimethylsulphoxide (CH3)2SO 78.14

甘油 Glycerin C3H5(OH)3 92.10

蔗糖 Sucrose C12H22O11 342.30

海藻糖 Trehalose C12H22O11 342.30

聚蔗糖 Ficoll - 70000

葡蔗糖 Dextran - 70000

聚乙二醇 Polyethylene glycol - -

聚乙烯吡咯烷酮 Polyvinylpyrrolidone - -

牛血清蛋白 Bovine serum albumin - -

胎牛血清 Fetal calf serum - -

1.4.4 甘油

1779年，瑞典科学家 Carl W. Scheele [39]发现一种新的透明的糖浆状液体加热橄榄

油和密陀僧(铅的氧化物，PbO)，被命名为甘油。Polge、Smith和 Parker(1949)发现甘油

了对精子有低温保护性能，从而开创了精液冷冻保存的历史[40]。上世纪中旬人们开始对

绵羊的精子冷冻保存技术进行研究，Emmens等[16]在 1950年将羊的精液在-79 ℃下冷冻

时首次取得良好的存活率。

甘油是目前在动物精液冷冻保存中应用最广泛抗冻保护剂之一，但也有研究证明其

高渗透性可能会在解冻后对精子造成损害，在 3 %-7 %甘油浓度时精液在冷冻-解冻后存

活效果最佳[41]。武浩等[39]研究表明，甘油作为一种小分子渗透性保护剂，可以进入精子

的内部，改变细胞内的溶解浓度，通过降低细胞内溶液的冰点，可保护精子。不仅如此，

甘油的存在降低了电解质浓度，从而对精子具有更好的保护作用[10]。然而，由于精子保

护过程中细胞内渗透压的变化，细胞膜处于低渗透环境中，导致细胞膜膨胀和破裂，产

生渗透毒作用，导致精子丧失受精能力[39]。
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王强等[42]将甘油作为抗冷保护剂，在低温保存 120 h时活力为 44.6%。孙时军[43]研

究表明，在含有脱脂乳的牛精液稀释液中添加 10 %-13 %甘油，低温保存下 14天仍具有

较高的受精率。在猪精液稀释液中添加 1 %甘油，低温保存第 7天时活率将近 60 %。

1.4.5 二甲基乙酰胺

酰胺作为一种渗透性抗冻保护剂，具有分子量低、膜通透性高、解冻后对细胞通透

性影响小、损伤小的特点[44]。与甘油相比，酰胺类具有含氮管能团（NH-C=O）和甲基

（CH3），具有高度亲水性和高度亲脂性，可以顺利穿透精子细胞膜，从而减少细胞内

冰晶的形成，从而比甘油具有更好的冷冻保存效果[30]。二甲基乙酰胺（DMA）替代甘

油国内相关报道[45-46]。

Gungor等[47]研究表明，稀释液中添加 4 %二甲基乙酰胺，对猪精液冷冻保存效果较

好。在我国，甘油已被酰胺类化合物所代替进行精液冷冻保存研究，牛精液的冷冻保存

中酰胺类化合物效果优于甘油[47]。

Gabriel等[41]研究发现 DMA可以完整地替代甘油，并且当二者联合使用时，可以降

低甘氨酸浓度，但解冻后精子存活率降低。Bianchi等[20]在研究报告中说明甘油和二甲

基乙酰胺具有不同的生化特性，都可以在冷冻保存期间保护精子细胞。Bittencourt等[48]

研究表明稀释液中的高浓度 6 %DMA 在解冻后对绵羊精子细胞的活力造成有害影响。

与甘油相比，在马的精液冷冻保护剂中使用酰胺作为抗冻保护物质，通常会增强解冻后

精子的运动性和保持膜完整性[49]。

1.4.6 卵黄

为进一步提高动物精液低温和冷冻保存的效果，将卵黄作为精液的外源营养物质来

源和抗冻保护剂。卵黄具有取材方便、价格低廉的特点，并有较好冷冻保存效果。卵黄

作为一种大分子非渗透性缓冲液，无法渗进精子细胞且新鲜卵黄在使用时还会造成稀释

液微生物污染，但卵黄可以提高稀释液中各类培养基的活性。当稀释液中添加卵黄时，

精子可大幅度避免冷冻带来的损伤[17]。Gillan[50]最先研究发现精子稀释液中添加卵黄可

以降低精子超低温保存带来的机械性损伤。Bergeron等表明[49]卵黄或牛奶和甘油是液态

或冷冻状态公牛精子的培养基中不可缺少的化合物。在过去的 60年中，精液稀释精液

中的冷冻保护介质不断地被改进，但是该介质的基本成分保持不变。Hosseini等[44]发现

在精液冷冻保存过程中，由于冷休克和渗透会降低解冻后精子的活力和膜完整性降低。

刘亮等[51]研究表明，不同家禽的卵黄在稀释液中均有冷冻保护的效果。

卵黄对精子的维护作用主要取决于磷脂，尤其是卵磷脂。卵磷脂具有亲水基团，以

减少精液冷冻过程中精子中的水分子玻璃化对精子造成的机械损伤。研究表明，卵黄对
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精子具有保护作用是由于其某些成分与精子质膜结合[40,49]。大豆中不饱和脂肪酸的含量

远高于卵黄，不饱和脂肪酸在生物膜保护中起着重要作用，被认为是动物来源成分的卵

黄的替代品[52]。因此，研制无动物源性蛋白精液稀释液对动物本身的健康、动物产品的

生物安全有非常重要的意义，可选择大豆卵磷脂作为卵黄替代物[53]。

1.4.7 大豆卵磷脂

为进一步提高家畜精液冷冻保存的效率，提高精液冷冻保存稀释液配制后的保存时

间，近年来国内外有学者采用大豆卵磷脂（Soy Lecithin，SL）粉剂代替卵黄，并研究

证明对绵羊精液冷冻保存效果的具有积极的影响[49]。

国外报道显示，在绵羊精液稀释液中加入 1 %的大豆卵磷脂，冷冻解冻的效果比稀

释液中加入 15 %的卵黄，具有更高的精子活力和发育能力[54]。Ramanathan[55]研究发现，

在羊精液的稀释液中加入 11 %的大豆卵磷脂比加入卵黄的低温保存效果更好。羊精液

冷冻保存稀释液冷冻保存中添加大豆卵磷脂的效果优于添加卵磷脂[56]。Salmani等[56]证

明大豆卵磷冷冻山羊精液后具有与卵黄相同的保护作用。Wagtendonk 等[57]研究表明，

添加卵磷脂的稀释液冷冻-解冻精液，人工输精后提高妊娠率、产犊率。

近年来，国内也有学者利用大豆卵磷脂添加到家畜精液稀释液中的报道。王杰[1]研

究发现稀释液中添加 1.25 %大豆卵磷脂的冷冻保存效果优于添加 1.25 %以上大豆卵磷

脂。胡传水[58]研究发现在稀释液中添加大豆卵磷脂精子的存活率高于稀释液中添加卵黄

的存活率。

1.4.8 脱脂乳

在家畜精液冷冻稀释液中，脱脂乳是精液的营养物质，可以增强精子的运动能力，

改善精子质量[59]。在精液冷冻保护剂中添加脱脂乳，可以缩短精液冷冻前的平衡时间[60]。

Namula等[61]在公猪精液稀释液中添加 7.5 g/L脱脂乳可以提高长期保存后的精子活力。

Yasuyuki等[59]研究表明，使用基于脱脂乳的稀释液可以缩短犬精子冷冻保存所需的初始

平衡时间。Lorenzo等[62]说明，脱脂乳与载胆固醇联合应用可以提高马精液的冷冻能力

和母驴的繁殖力。Suherni等[63]通过脱脂乳与 L-精氨酸结合，保持山羊精液在冷藏条件

下保存 5天后活力活率依然符合输精要求。

1.4.9 抗氧化物质

抗氧化物质可以减少精子在有氧及可见光环境下的氧化作用，保证精子冷冻后活力

和质膜完整率[64]。根据报道，鼠[9]、猪[65]、山羊[66]、奶山羊[67]等使用抗氧化剂取得较好

的低温保存精子效果。精液冷冻过程中，精子可能会在氧化应激的环境中被暴露，因为
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精子抗氧化系统较弱，不能减轻过量活性氧带来的影响，从而导致精子生育率低。精液

冷冻保护剂中添加 2 mM没食子酸（Gallic Acid，GA）影响精子运动性，而添加 0.05 mM

鼠尾草酸（Carnosic Acid,CA）影响精子线粒体功能[37]。精液冷冻保护剂中添加 2 mg/mL-5

mg/mL竹叶黄酮，6 mg/mL异抗坏血酸钠，0.2 mg/mL的丁基羟基茴香醚时对猪精液抗

氧化效果较好[52]。在山羊精液冷冻保存中，稀释液中添加 0.6 mg/mL 的 N-乙酰半胱氨

酸可以显著提高精子活率和质膜完整率，提升冷冻-解冻后精液品质，改善精子冷冻保

存效果[66]，在奶绵羊精液中添加 0-80 um浓度范围内的白藜芦醇会提升精液抗氧化能力

[67]。

1.5 绵羊精液品质检查方法

在开展绵羊人工授精操作过程中，精液品质往往影响人工授精后母羊的受胎率，因

此检查精液品质是必不可少的操作步骤。绵羊精液品质的检查主要是分辨精液质量的好

坏，留下符合要求的精液进行人工输精，淘汰质量欠佳的精液，以确保母羊的受胎率。

同时，检验雄性动物的繁殖管理水平和生殖功能状态，反映技术操作的质量，是稀释、

储存、输送精液的基础[68]。

1.5.1 精子活力与活率检测

精子活力（Totalmotility, TM）指直线运动的精子数占总精子数的比例。精子活率

（Sperm Motility,SM）指活精子数占总精子数的百分比。精子存活率与精子生育能力密

切相关，是精子质量的首要指标[56]。一般采用目测法和光学显微镜法。采用目测法，应

用方便且直观，但是此方法主观性太强，无法客观判断精子真实的活率。使用光学显微

镜（400×）同时在 37.8 ℃的环境下对精子活率进行至少三次评估，并且在进行评估时

要确保每个载玻片上的精子数不少于 200个[69]。

计算公式：活力（%）=直线运动精子数/检测总精子数×100%。

活率（%）=活精子数/检测总精子数×100%。

1.5.2 精子直线速率与曲线速率检测

精子运动和形态测定的评估通常利用计算机辅助精子分析(computer-assisted semen

analysis system,CASA)进行，其提供了更客观的评估，该系统通过评估利用相差显微镜、

摄像机获得并在计算机屏幕上观看的连续图像序列来评估特定时间的精子运动轨迹。通

过使用 CASA系统，记录了总的和渐进的精子活动值，每个精子在单位时间内的运动速

度曲线速率(VCL, um/s)，直线速率(VSL,um/s)[70]。
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直线速率（Straight Line Velocity,VSL）与曲线速率(Curvilinear Velocity,VCL)指标是

描述精子速度的单个变量，评价精子运动性能，受精能力与其成正比，与繁殖性能相关

密切。直线速率：精子头部直线运动的距离。曲线速率：精子头部实际运动的距离[71]。

精子直线速率与曲线速率的测定可通过 CASA进行[72]。评估时载玻片上得到精子个数不

少于 200个。

1.5.3 精子密度检测

精子密度（Sperm Concentration,SC）指每毫升精液中精子数目。精液稀释率与精子

密度、注射量和有用精子数直接相关，是评价精液质量的重要指标之一[73]，可以直接决

定种公羊的种质价值。精子密度检测方法分别为：使用计算机辅助精液分析系统（CASA）

与血球计数板法[74]。CASA是利用最新的计算机技术和先进的成像系统来分析精液质量。

血细胞比容法通过设置具有计数范围和特定厚度的计数室来指定收集样本的体积，对指

定范围内的精子进行计数，即精子密度[73]。

图 1-1 血球计数板计数室示意图[74]

Fig. 1-1 Blood cell count plate count room schematic

1.5.4 精子畸形率检测

精子畸形是指精子异样的一种形式[74]。精子畸形率可以间接反映睾丸生精功能障碍，

也必然影响精子活力与受精能力。检测时，每个样本中精子数不少于 200个进行形态异

样检查。在形态学分类中发现的缺陷包括异常头部、顶体缺陷、中段缺陷、近端和远端

胞质液滴、卷曲尾部和弯曲尾部[73]。若是精子畸形率过高，则意味精液质量差。畸形率

过高会直接影响受孕率，甚至引起遗传性疾病。正常精子中出现畸形精子的比例低于

20 %，对生育率的影响并不大[75]。
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1.5.5 精子质膜完整性检测

精子质膜维持精子的稳定性和完整性，在受精过程中起着关键作用[24]。在冷冻过程

中对精子质膜的损害会导致生育能力和精子活力的丧失。检测精子质膜完整性可以间接

评定精子的存活状态[38]。

精子质膜的评价方法包括 HOST法、伊红/黑色素（EN）和台盼蓝（TB）活染色法、

碘化丙啶（PI）联合羧荧光素二乙酸酯（CFDA）或 SYBR-14（SYBR）荧光活染色法

和低渗肿胀试验（精子）[76-77]。

1.5.6 精子顶体完整性检测

精子顶体完整率检测是判断精子质量好坏的重要标准。顶体是位于精子顶端的泡状

结构，是由高尔基体发育而来，其富含大量的与受精有关的水解酶类，如顶体素、透明

质酸酶、放射冠穿透酶等。其中顶体素直接参与精子顶体反应的发生，与精子穿透卵母

细胞的卵丘、放射冠和透明带密切相关[78]。若顶体遭到破坏或顶体提前反应，导致精卵

结合失败，影响受精率。

常用检测方法是吉姆萨染色法。这种方法的优点是染色后可以在普通显微镜下直接

观察，简单易学。另外，免疫荧光法也是普遍使用的方法之一。这种方法主要使用 FITC

(Fluorescein isothiocyanate)、花生凝集素和其它外源性植物凝集素的组合来检测。目前

细胞测定法作为新的精子质量分析工具，正逐渐成为最常用的方法。这个方法的优点是

高再现性、短时间和高速效率，但价格昂贵[79]。

1.5.7 精子 ATP 水平检测

三磷酸腺苷（ATP）是所有生物体生存和繁殖所需的细胞合成的能量来源，被比喻

为普遍的“货币”。从 1929年 Lohmann[80]自从发现并从糖酵解肌肉中分离出 ATP以来，

ATP在活细胞的新陈代谢和为各种生化反应提供能量方面起着关键作用，通过 ATP水

平的变化，可以评估各种药物和生物活性物质的细胞修复、抑制和增殖作用。测量生物

体内的 ATP水平及其动态变化是生物检测的一个重要指标[80]。细胞功能的变化会影响

ATP水平的改变。当 ATP水平下降时，细胞一般处于凋亡、坏死或一些毒性状态下；

当 ATP水平上升时，可能是高葡萄糖刺激某些细胞导致细胞内 ATP水平的波动。当线

粒体功能受损或下降时，会反应出 ATP水平下降，在细胞凋亡时，ATP水平的下降通

常和线粒体膜电位下降同时发生[80]。

目前，国内外检测 ATP的方法可分为三类：色谱法、电泳法和光学分析法。色谱法

包括纸质色谱法、薄层色谱法、离子交换色谱法和高效液相色谱法。而电泳法包括纸质
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电泳法、醋酸纤维膜电泳法、凝胶电泳法和毛细管电泳法。光学分析方法主要是生物发

光技术，具有省时省力，无损检测，数据精准等优点，因此在实验室中更受青睐。而高

效液相色谱（HPLC）方法是目前应用最广泛的，HPLC 具有强大的分辨能力，克服了

传统分析的局限性，具有分析速度快、灵敏度高、准确性好特点，在医学分析中有着广

泛的应用。HPLC技术在国外已被广泛用于动物体内 ATP及其化合物的测定。国内和国

际上通过 HPLC对动物体内 ATP及其相关水解物进行分析，同时也可以分析食品中 ATP

的含量[80]。

光学分析法具有省时省力，无损检测，数据精准等优点，因此在实验室中广泛应用。

1.5.8 精子 DNA 完整性的检测

研究表明，精子在冷冻过程中，精子 DNA链被破坏，染色质结构异常，影响精子

的活力和受精能力。因此可通过检测精子 DNA的完整性或染色质损伤情况来判定精液

质量及活性[81]。

使用荧光原位杂交技术（FISH）检查精子 DNA完整性。FISH是一个新型的原位杂

交方式，通过探针先与介体分子杂交，随后利用免疫化学过程和荧光体融合，从而显示

细胞核或染色体中对应的 DNA序列，杂交培育后，信息就被通过免疫化学过程表现在

细胞核或染色体中的对应 DNA序列上。最大的好处是可进行核间杂交，减少了在细胞

培养中得到中间阶段的需要，适合于没有能力在人体外表进行分化的细菌，如成熟的人

类精子。

目前，针对精子 DNA 完整性检测出现了 TUNEL 细胞凋亡检测，该方法是采用

TUNEL细胞凋亡检测试剂盒-FITC（100T）来检测，其检测原理是：精子细胞在冷冻解

冻过程中发生的染色质或 DNA损伤，从而产生与 DNA断点数目相同的 3，-OH 末端，

通过利用末端脱氧核糖核酸转移酶可以将地高辛标记的 dUTP 标记至 3，-OH 末端，

DIG-dUTP结合在 DNA 断点部位，在与试剂盒中生物标记的抗地高辛抗体反应后，结

合链霉亲和素-荧光素 FITC（SABC-FITC）。然后利用 FITC在 490-495 nm光波可被激

化，而在 520-530 nm 发生荧光，呈黄绿色，从而可以在显微镜下观察到着色的凋亡细

胞。相较于 FISH测定，TUNEL细胞凋亡检测试剂盒具有使用更便捷、检测效率高且操

作简单的特点，因此成为精子 DNA完整性检测的理想检测方法。

1.5.9 精子线粒体功能

精子的活力与线粒体的活化密切相关。氧化代谢产生的场所是线粒体。ATP存在于

线粒体中，为精子尾部提供能量，是精子运动所必需的。线粒体功能状态是评价精子质

量的重要指标。
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1990年 Gambier等[82]采取罗丹明 123荧光和 DNA特异性荧光色素 PI，检测精子的

线粒体膜电位的变化。罗丹明 123 是一种荧光阳离子染料，通常用作线粒体探针渗入

细胞内，根据线粒体膜电位在线粒体部位聚集，经紫外光激发后发出绿色荧光，常

与 PI结合使用[82]。2010 年，罗丹明 123 依然作为人[83]与山羊[84]的细胞线粒体检测。

目前常使用 JC-1 为荧光探针，用于大规模检测线粒体膜电位（mitochondrial

membrane potential），检测细胞、组织或纯化的线粒体中的线粒体膜电位。在高线

粒体膜电位下，JC-1 在线粒体基质中聚集，形成聚合物，可产生红色荧光；在低线

粒体膜电位下，JC-1 不能在线粒体基质中聚集，此时可产生绿色荧光。通过荧光颜

色的变化来检测线粒体膜电位的变化，红色和绿色荧光的相对比例通常被用来衡量

线粒体去极化的比例。

1.6 问题与展望

绵羊精液冷冻保存技术发展面临的问题主要是：使用精液冷冻保存技术普及程度与

精液冷冻保存的效率较低。一方面，精液在冷冻-解冻过后精子活力通常会大幅降低，

从而使到达母羊受精部位的有效精子数量减少，导致受精率低于鲜精，另一方面，人工

授精大部分依然采用鲜精输精，对绵羊冷冻精液的需求不够紧迫，在一定程度阻碍了绵

羊冷冻精液的推广应用，制约着优秀绵羊品种的改良和育种进度。

近年来，精液冷冻保存技术对于提高优良种公畜繁殖效率，降低养殖生产成本具有

重要意义，也是种质资源保存的有效技术手段之一。并且由于活体动物运输导致的流行

病频发，使得远距离引进种群变得更加困难，而采用冷冻精液配合人工授精技术则能有

效解决此类问题。但目前利用冷冻精液开展人工授精的母畜受精率较新鲜精液要低。因

此，改善冷冻精液的保存方法和质量是关键[70]。低温生物学技术已经广泛应用于动物种

质资源的保存，精子的冷冻保存比胚胎的冷冻保存更容易、更快、更便宜。随着对种质

资源保存的需求不断增加和具有遗传变异的动物的发展，精子冷冻的价值和用途将变得

越来越普遍。

通过精液冷冻保存再进行人工授精，控制各种接触性传染病的发生，保障动物健康，

提高动物安全水平[76]；在精液经过稀释后，利用人工授精技术，每只公羊的精液匹配多

只母羊，提升了公畜繁殖效率，也克服了由于体型差异过大而不容易交配的问题。人工

授精技术加快成年雄性精子的遗传过程和繁殖速度[6]。精液冷冻可以使精液得到长期保

存，从而使具有优良基因的动物得以更好的繁衍和传承以及可以用于建立遗传基因资源

库保存具有遗传价值的种质资源和稀有羊种。

因此，通过探究不同抗冻剂对精子冷冻和低温效果的影响，为进一步深入研究绵羊

精液冷冻保存及低温保存技术提供理论依据。
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1.7 研究内容

（1）在绵羊精液冷冻保护剂中分别添加不同浓度的甘油、DMA及甘油和 DMA联

合应用，通过测定精子的活力、活率、直线速率、曲线速率、顶体完整率及 DNA 完整

率等技术指标，探究对不同浓度抗冻保护剂对精液冷冻的影响。

（2）在绵羊精液低温保护剂中添加不同浓度的甘油和 DMA 联合应用，通过测定

精子的活力、活率、直线速率、曲线速率、顶体完整率、DNA 完整率及 ATP水平等技

术指标，筛选出最佳浓度的保护剂。

（3）在绵羊精液低温保护剂中添加不同浓度的大豆卵磷脂代替卵黄，通过测定精

子的活力、活率、直线速率、曲线速率、顶体完整率、DNA完整率及 ATP水平等技术

指标，筛选出能够代替卵黄的大豆卵磷脂浓度。

1.8 技术路线

图 1-2 技术路线图

Fig. 1-2 Technology roadmap
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第 2 章 不同抗冻保护剂对绵羊精液冷冻保存效果的影响

2.1 前言

精液冷冻保存依然是一种保存优良基因可选的方法，为保证长期保存来自最佳供体

的精子，须在精液中添加稀释液进行保存。而在精液稀释液中，为保护精子免受或避免

超低温环境的损害，在稀释液中添加抗冻物质，以此对精子起到保护作用。精液冷冻保

存技术在畜牧生产上对提高优良种公畜利用率、优良遗传资源的保存利用、配子低温生

物保存技术的研究、人类辅助生殖技术的发展都具有十分重要的意义[3]。

家畜精液冷冻保存技术可以使优良种公畜的精液得以长期保存，改良种质。然而，

由于家畜精液对外界条件的敏感性和不稳定性，这在一定程度上限制了家畜精液冷冻保

存技术的发展。为了提高家畜精液在冷冻-解冻后的活力和配种母羊受胎率，要在冻精

稀释液中添加冷冻保护剂、抗氧化剂、蛋白及无机盐等营养成分，改善精液冷冻保存方

法[85-86]。目前精液质量检测常采用计算机辅助精子分析仪（CASA）检测精子活力、活

率、直线速率、曲线速率、运动轨迹等[45]。

精液在冷冻过程中容易因低温形成冰晶，对精子细胞超微结构造成损伤[87]，并且冷

冻保存过程中精子面临的挑战不是抵抗液氮温度下储存期的能力，而是跨越0 ℃--60 ℃

的中温区。精子还必须经历两次这样的温度，第一次是在冷却期间，然后是解冻期间[88]。

因此普遍通过在稀释液中添加抗冻保护剂降低精子的低温损伤。在精液稀释液中采用甘

油与 DMA作为精子的抗冻保护剂，与甘油相比 DMA渗透性更大、毒性更小。DMA可

以更好的渗入细胞内部进行保护作用。本研究旨在绵羊精液冷冻保护剂中分别添加甘油、

DMA以及甘油和 DMA联合应用测定解冻后精子的活力、活率、直线速率、曲线速率、

顶体完整率及 DNA完整率等技术指标，探究不同浓度抗冻保护剂对精液冷冻保存效果

的影响。

2.2 试验材料

2.2.1 样品采集

试验地点在新疆农垦科学院种羊场。2021年 8月底到 2022年 1月中下旬为试验时

间。中国美利奴羊（新疆军垦型）公羊 12只，平均年龄 3岁，体格健壮，膘情较好，

无生殖道疾病，生殖、营养、健康等方面状况良好且个体之间无明显差异，其体型外貌
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和生产性能均符合种用标准。采用假阴道法采精，将采出的精液移入 1.5 mL的离心管

中，放入 37 ℃水浴。进行常规检测时，首先观察颜色为乳白色或浅黄色，密度在 1×109

/ mL以上，射精量在 0.5-1 mL，可用于后续检测。计算机辅助精子分析系统（CASA）

检测精子活力及运动参数，其活力在 0.8以上可以用于后续试验。

2.2.2 药品和器械

表 2-1 药品与器械

药品和器械 购买公司或货号

丙二醇 Solarbio公司

二甲基乙酰胺 Solarbio公司

Tris Solarbio公司

青链霉素 Solarbio公司

吉姆萨染液 Solarbio公司

柠檬酸 Wako公司

葡萄糖 Wako公司

TUNEL细胞凋亡检测试剂盒-FITC（100T） 碧云天公司

增强型 ATP检测试剂盒 碧云天公司

迈朗精子分析仪 SJ-TMDI608

迈朗一次性精子计数板 ML-CASA 20

酶标仪 赛默飞公司

水浴锅 上海恒科宇公司 HWS24

精子冷冻仪 Cryologic，CL-5500

2.3 试验方法

表 2-2 绵羊精液冷冻稀释基础液

药品及溶液 剂量

Tris 1.817 g
葡萄糖 0.25 g
柠檬酸 0.995 g
卵黄 7.5 mL

双抗（庆大霉素和青霉素） 100000单位

水 47.5 mL

注：稀释液在 PH6.7左右符合绵羊精液生存需求。
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表 2-3 不同浓度甘油组

组别 甘油浓度

G0 0 %
G2 2 %
G5 5 %
G8 8 %

注：G代表甘油

表 2-4不同浓度 DMA组

组别 DMA浓度

D0 0 %
D2 2 %
D3 3 %
D4 4 %
D5 5 %

注：D代表 DMA

表 2-5 DMA与甘油联合应用浓度

组别 浓度

G5 5 %甘油

G4D1 4 %甘油+1 % DMA
G3D2 3 %甘油+2 % DMA

G2.5D2.5 2.5 %甘油+2.5 % DMA
G2D3 2 %甘油+3 % DMA

注：将配制好的稀释液用 0.22 μm滤器过滤混匀，放于 4 ℃条件下保存备用。

2.3.1 精液稀释、收集及冷冻前准备工作

精液采用假阴道法采集，将采好的精液放在 37 ℃恒温台上，检测鲜精精液品质，

经常规检测，镜检活力在 0.8以上、质量合格的精子与稀释液按 1: 2的稀释比例进行稀

释，分组存放。

2.3.2 精液冷冻与解冻

精液冷冻：精液分装→4℃冰箱平衡 70 min→冷冻仪程序温度为 5 ℃条件下放入细

管运行→90 min到-120 ℃后冷冻完毕→取出精液→投入液氮罐保存。

精液解冻：液氮中取出冻精→快速放入 37 ℃水浴解冻 30 s→精液稀释液体积比 1:10

稀释→稀释后的精液放于 100×显微镜下进行观察测量精子密度活力。
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2.3.3 精液质量检测

解冻后精液平衡 10 min，轻轻混匀，取 10 μL解冻后精子于精子分析仪专用载玻片

上，利用精子分析仪辅助分析系统（CASA）检测解冻后精子活力（TM）、活率（SM）、

直线速率检测（VSL）以及曲线速率（VCL）。

2.3.4 精子顶体完整率检测

采用吉姆萨染色法[24]：吉姆萨染液（Jimsa）按说明书进行 1:10稀释，常温保存。

取 10 uL解冻精液于载玻片涂片，等待 10-15 min自然风干。甲醛固定 15 min，风干后

冲洗干净，晾干后吉姆萨染色液染色 2 h，清水冲洗，风干后于油镜下随机观察 3个视

野（n≥200），重复 3次，统计顶体完整染成紫红色精子数和总精子数比例平均值。

2.3.5 精子 DNA 完整率检测

使用 TUNEL细胞凋亡检测试剂盒-FITC（100T；生产厂家碧云天，产品编号 C2006）：

将玻片放入多聚赖氨酸 30 min；配置 0.01 moL/L TBS，调 PH值为 7.5；涂片（与染色

方法一致），晾干，用 4 %多聚甲醛固定 30-60 min；后用 PBS 洗 2 min重复 2 次，用

纯水洗 2 min 重复 2次；配置标记缓冲液，滴在玻片上 20 uL，放入湿盒 37 ℃2 h；用

0.01 moL/L TBS洗 2 min重复 3次；加封闭液 50 uL，室温湿盒 30 min；用 0.01 moL/L TBS

洗 2 min重复 3次；玻片上加 50 uLSABC稀释液，放入湿盒 37 ℃30 min；用 0.01 moL/L

TBS洗 5 min重复 4次；DAPI染色 5 min，纯水洗 2 min重复 2次；最后抗荧光封片剂

封片，在 400×荧光显微镜，波长 520 nm下随机选取四个视野（n≥200）观察，精子呈

现黄绿色荧光为死精子，重复三次，统计各组百分率。

2.3.6 数据统计分析方法

采用 SPSS 20进行单因素方差分析，并利用 LSD对数据进行多重比较。数据结果

表示为平均值±标准差。

2.4 结果与分析

2.4.1 不同浓度甘油对绵羊冻精质量的影响

如表 2-6 所示，G5组精子活力、活率、直线速率、曲线速率、顶体完整率、DNA

完整率显著高于其它组，显著高于对照组（P＜0.05）。
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表 2-6 不同浓度甘油对绵羊冻精质量的影响

组别 活力/%

(TM,%)

活率/%

（SM,%）

直线速率

（VSL,um/s）

曲线速率

（VCL,um/s）

顶体完整率

（%）

DNA完整率

（%）

G0 3.51±0.43d 6.72±1.20d 21.77±0.56b 50.17±7.77a 3.74±0.57d 2.79±0.31d

G2 14.64±4.25b 21.10±5.51b 21.10±5.52b 19.51±1.68b 18.41±1.78b 15.15±1.20b

G5 37.19±5.43a 50.88±3.12a 30.32±1.78a 49.05±9.48a 35.90±2.50a 36.52±2.85a

G8 8.57±2.49c 14.63±3.99c 7.98±2.34c 15.94±1.79c 7.96±2.73c 8.91±0.82c

注：同列数据上标任一相同小写字母表示差异不显著（P＞0.05），不同上标小写字母表示差异显著（P＜0.05）。

2.4.2 不同浓度二甲基乙酰胺对绵羊冻精质量的影响

如表 2-7所示， D3组精子活力、活率、直线速率、曲线速率、顶体完整率、DNA

完整率显著高于其它组（P＜0.05），显著高于对照组（P＜0.05）。

表 2-7 不同浓度二甲基乙酰胺对绵羊冻精质量的影响

组别 活力/%

(TM,%)

活率/%

（SM,%）

直线速率

（VSL,um/s）

曲线速率

（VCL,um/s）

顶体完整率

（%）

DNA完整

率（%）

D0 3.51±0.43d 6.72±1.20d 21.77±0.56a 50.17±7.77a 3.74±0.57d 2.79±0.31d

D2 19.49±1.60b 27.39±2.24b 13.99±1.29b 30.79±4.19c 19.99±0.32b 19.26±0.75b

D3 21.73±1.99a 32.91±1.88a 20.60±1.21a 47.42±2.66a 26.26±2.00a 21.92±1.20a

D4 18.19±1.94b 25.62±1.73b 14.76±1.74b 36.93±3.075b 19.51±0.69b 18.72±1.01b

D5 12.95±2.20c 22.44±2.36c 9.40±2.30c 18.32±1.58d 9.15±1.46c 12.92±1.23c

注：同列数据上标任一相同小写字母表示差异不显著（P＞0.05），不同上标小写字母表示差异显著（P＜0.05）。

2.4.3 甘油与 DMA 联合应用对绵羊冻精质量的影响的结果

如表 2-8所示，联合应用组中 G3D2组与 G2.5D2.5组精子活力、曲线速率、顶体完

整率及 DNA完整率差异不显著但显著高于其它试验组（P＜0.05），G2.5D2.5组与 G4D1

组曲线速率差异不显著但显著高于其它试验组（P＜0.05）；所有指标显著高于对照组

（P＜0.05）。
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表 2-8 甘油与 DMA联合应用对绵羊冻精质量的影响

组别 活力/%

(TM,%)

活率/%

（SM,%）

直线速率

（VSL,um/s）

曲线速率

（VCL,um/s）

顶体完整率

（%）

DNA完整率

（%）

G5 47.19±2.44b 62.88±3.11a 27.24±2.42a 54.05±9.48b 44.47±1.59b 46.52±2.84b

G4D1 40.09±2.78c 52.96±1.60b 14.60±1.53d 66.62±4.45a 36.45±0.96c 38.44±1.89c

G3D2 52.93±3.86a 65.01±2.04a 22.22±0.78b 58.71±0.46b 50.43±3.78a 49.77±1.38a

G2.5D2.5 50.70±4.23a 64.03±1.98a 20.02±1.78b 64.70±5.47a 46.96±2.05a 48.96±5.72a

G2D3 34.66±4.88d 42.58±2.96c 17.03±3.73c 49.94±1.19c 31.22±0.98d 30.92±2.69d

注：同列数据上标任一相同小写字母表示差异不显著（P＞0.05），不同上标小写字母表示差异显著（P＜0.05）。

图 2-1 迈朗精液分析仪精液质量检测示意图（20×）

Fig.2-1 Schematic diagram of semen quality detection of Milang semen analyzer (20×)

绿色线条：活精子活动路径；红色标记：死亡精子；蓝色标记：存活精子
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图 2-2 精子吉姆萨染色（100×）

Fig.2-2 Sperm Jimsa staining (100×)

A：精子顶体破裂，B：精子顶体轻微膨胀，C：顶体膨胀，D：顶体脱落，E：顶体完

整

图 2-3 精子 DNA完整率（40×）

Fig. 2-3 Sperm DNA integrity rate (40×)

A：蓝色标记活精子，B：绿色标记死亡精子

2.5 讨论

2.5.1 不同浓度甘油对绵羊冻精质量的影响

在稀释液中，甘油是最常见的抗冻保护剂。刘晋津[89]在研究中表明，在猪精液中抗

冻保护剂中甘油浓度为 4 %时，冷冻-解冻后活力最佳。宋国欣[90]在研究中表明，在绒山
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羊精液抗冻保护剂中，当海藻糖与甘油协同应用时，添加 1-2 %甘油，DNA完整率显著

高于不添加甘油组。本试验研究结果表明，绵羊精液冷冻保护剂中添加 5%甘油效果最

佳，宋国欣[90]在绒山羊精液冷冻研究报告中显示，添加 1-2 %甘油精子解冻效果最好。

与宋国欣研究结果有差异，分析其原因，一是可能由于基础液不同所导致结果不一致，

二是可能由于动物品种不同导致差异。Pankaj等[91]研究表明在公羊精液冷冻保护剂中添

加 5 %甘油效果优于添加 7 %甘油。在本试验组中，绵羊精液冷冻保护剂中添加 5 %甘

油效果优于添加 8 %甘油，与 Pankaj研究结果基本一致。

2.5.2 不同浓度 DMA 对绵羊冻精质量的影响

据国内外研究报道，猪[85]、牛[47]、山羊[74]、绵羊[60]添加二甲基乙酰胺（DMA）冷

冻精液取得了较好的冷冻保护效果。乙酰胺类抗冻保护剂在所有渗透性和非渗透性抗冻

保护剂中，相对分子质量最小、冷冻毒性最低[26]。研究山羊精液冷冻发现添加 5%DMA

时可以减少 ROS的形成和活性，改善精子的功能[59]。Bittencourt 等[48]研究显示在公羊

精液冷冻保护剂中添加 5 % DMA或 5 %甘油的冷冻效果无明显差异。Santiani[92]等发现

对于秘鲁帕索马精液，添加 3 %–5 % DMA时冷冻保护效果最佳。张伟[85]研究表明，添

加 4 % DMA对猪精液冷冻保存的精子活力、顶体完整率等效果最佳。在猫的研究当中，

酰胺类可以很好的作为精液抗冻保护剂[93]。郭玉堂等[94]研究表明，1 % DMA替代甘油

进行公猪精液冷冻，解冻后效果更佳。本试验研究结果表明，绵羊精液冷冻保护剂中添

加 5 % DMA或 5 %甘油的冷冻效果有明显差异，与 Bittencourt研究结果有差异，分析

其原因，一是可能由于基础液不同所导致结果不一致；二是可能由于羊种类以及不同属

动物精液内含物不一致导致差异；三可能是由于 DMA渗透性过大，抗冻保护成分大多

流入精子内部，致使精子外部没有得到充分的保护，结晶过多导致死亡。

2.5.3 甘油与 DMA 联合应用对绵羊冻精质量的影响的结果

Menezes 等[38]研究表明，在绵羊精液冷冻保护剂中添加 3 %甘油+3% DMA 或 4 %

甘油+2 % DMA时冷冻保护效果较好。在本试验中，在绵羊精液保护剂中添加 3 %甘油

+2 % DMA与 2.5 %甘油+2.5 % DMA效果相当均好于其它联合添加组（P＜0.05），与

Menezes等[38]研究结果接近。但是，根据表 3 所示，2.5 %甘油与 2.5 % DMA与 3 %甘

油+2 % DMA效果相比差异不显著（P>0.05）。与Menezes相得结果几乎一致，由此可

以推断，（1）在甘油与 DMA联合应用时，效果比甘油、DMA单独使用时效果更好。

（2）在甘油与 DMA联合应用时，甘油的含量不能低于 2.5 %，及在甘油含量为 3 %左

右时，冷冻和解冻后的效果最好。其结论目前猜测是，当甘油含量过低时，不能在精子

外部形成很好的保护膜而过多的甘油会导致精子获得更多的毒性。而甘油与 DMA联合
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使用时，利用其渗透性大小的特性，可以同时保护精子的内外部，使精子减少一部分冷

冻损伤。

Anand[95]的研究表明，冷冻-解冻后精子活力及运动性能测定指数越高，其人工授精

的受胎率越高。因此，可以通过测定冷冻-解冻精子活力与运动性能初步断定精子品质。

精子不同于一般的体细胞，是一种高度分化的单倍体雄性生殖细胞，具有独特的形态结

构和生殖细胞特性[96]。顶体是呈帽状形态的囊状结构，覆盖在细胞核的前部，精子顶体

完整性是判断精子是否有受精能力的重要指标，然而，精子顶体极易因所处环境的变化

而发生异常，精子颈部受损将会直接影响精子的运动，导致精液品质降低。根据

Barthelemy[97]研究顶体解体和顶体外膜的部分去除以及顶体内容物的减少是归因于精子

处于冷冻状态下。这些缺陷可能归因于细胞外液冷冻过程中冰晶的形成，冰晶的形成导

致顶体下区域的扩张。或者，渗透变化可引起脂质膜结构的损伤，导致水通道蛋白中的

张力变化和质膜中的离子泄漏，并导致形态学变化[98]。姜珊[99]研究表明，精子顶体经吉

姆萨染色后可分为 5种类型：顶体完整、顶体轻微膨胀、顶体膨胀、顶体部分脱落和顶

体全部脱落。徐振军[100]在研究中表明，冷冻保存对绵羊精子 DNA链的完整性没有显著

影响。

本试验中添加 3 %甘油+2 % DMA的 DNA 完整率与单独添加甘油相比差异显著，

添加 3 %甘油+2 % DMA的顶体完整率与单独添加甘油相比差异不显著，目前，甘油与

DMA互作机制尚未明确，但可以通过现有的研究及结果进行推测。本试验结果显示，

甘油与 DMA联合互作会显著提高精子活力、膜完整性等相关指标，其作用结果显著优

于单独添加甘油。在甘油与 DMA联合应用时，甘油含量为 2 %左右时冷冻和解冻后的

效果最好。对此进行分析，主要可能因为当仅存在甘油时，精子只能依赖甘油来抵御冷

冻损伤，当甘油含量过低时不能在精子外部形成很好的保护膜，而过多的甘油会使精子

产生更大的毒性，较高浓度的甘油更容易发挥保护作用，提高精子活力；而当存在 DMA

时，甘油与 DMA共同抵御冷冻损伤，所需甘油浓度下降，高浓度甘油反而会损伤精子

质膜，降低精子活力。

虽然在精液冷冻保存上取得了重要成果，但是在冷冻过程中依旧不可避免的造成损

伤。造成细胞冷冻受损的重要原因可能是：（1）冷冻速率太慢时，保存的细胞暴露于

高浓度抗冻保护剂中，极易受到溶液 PH和溶质脱水的影响而遭受伤害或死亡（称溶液

效应）；（2）冷冻速率过快时，细胞内液体易出现结冰现象，对细胞造成物理或化学

损伤[101]。本试验中发现在基础液中添加 3 %甘油+2% DMA与 2.5%甘油+2.5% DMA对

精液在冷冻和解冻效果差异不显著。
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2.6 结论

在绵羊精液冷冻保护剂中甘油与 DMA 联合应用添加浓度为 2.5%甘油+2.5% DMA

时更适合作为绵羊精液抗冻保护剂。
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第 3 章 甘油与 DMA 对绵羊精液低温保存效果的影响

3.1 前言

精液低温保存是指，精液在采集后经过镜检筛选，与配制好的低温稀释液进行充分

混合均匀，放入 4 ℃环境中，利用低温降低精子代谢，减少营养消耗与代谢产物，抑制

微生物生长。为确保精子能在低温环境中存活更久，在稀释液中添加营养物质、抗冻保

护剂等，在精液恢复到 37 ℃时使其拥有较好的受精能力。

绵羊精液进行 4 ℃低温保存，是一种对于冷冻精液而言相对简单且保存效果相对较

好的一种精液保存方式。在绵羊进行优化品种及品质的过程中，采用精液低温保存技术，

可以延长精液的存活时间，改良培育进程。由此可见，精液 4 ℃低温保存是辅助生殖技

术中最重要的程序之一。低温精液保护剂的存在，进一步促进了辅助生殖生物技术的发

展，提高了人工授精的受精率。甘油已被用作大多数动物物种精子的选择性低温保护剂，

但是甘油对某些物种来说是避孕剂，而其它低温保护剂，如酰胺，也已被证明是冷冻这

些物种精液的良好选择[37]。Fahy[102]在 1990年说明甘油的毒性作用，甘油毒性可能导致

蛋白质变性、肌动蛋白相互作用的改变和无蛋白膜水泡的诱导。

除了甘油之外，已经研究了许多渗透低温保护剂来保存精液，如醇类（乙二醇、甘

油等）和酰胺。建议理想的冷冻保护剂必须具有低分子量、高水溶性和低毒性。因为与

甘油相比，大多数酰胺具有较低的分子量，所以这些冷冻保护剂可以引起较少的渗透损

害。酰胺已被证明是在冷冻及低温环境下可以成为这些物种精液的良好的替代冷冻保护

剂[45]。二甲基乙酰胺（DMA）与甘油相比，分子量与毒性小、粘度更低，更有利于对

精子的保护。越来越多的学者开始将甘油替换成 DMA，在牛[52]、奶绵羊[78]、猪[3]、猫[93]

等动物身上均有所体现。

3.2 试验材料

3.2.1 样品采集

同第二章 2.2.1。

3.2.2 药品和器械

同第二章 2.2.2。
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3.3 试验方法

绵羊精液低温稀释基础液：同第二章 2.3表 2-2。

试验分组：同第二章 2.3表 2-3、2-4、2-5。

3.3.1 精液采集

精液采用假阴道法采集，经常规检测，镜检活率在 80 %以上，质量合格方可用于

后续试验。采集好精液的 30 min内送到实验室，按试验组分组，每组按照精液：冷冻

稀释液体积比 1:2的进行稀释。

3.3.2 精液低温保存

将采集好的精液，采用稀释液进行 1:20的浓度进行稀释，放入 4 ℃冰箱保存。分

别截取 4 h、6 h、12 h、24 h、36 h、48 h时点段作为检测指标。目前精液质量的检测方

法包括：采用 CASA检测其活力、活率、直线速率、曲线速率、运动轨迹等[15]。

3.3.3 精液质量检测

复温后精液孵育 10 min，轻轻混匀，抽取 10 μL精液滴在 37 ℃迈朗精子计数板中，

置于 37 ℃恒温载物台上，在 100×光学显微镜下随机选取 5个视野，使用迈朗精液分析

仪测定精子活力 （TM）、活率（SM）、直线速率检测（VSL）以及曲线速率（VCL）。

3.3.4 精子顶体完整率检测

同第 2章 2.3.4。

3.3.5 精子 DNA 完整率检测

同第 2章 2.3.5。

3.3.6 精子 ATP 水平测定

使用增强型 ATP检测试剂盒：离心沉淀细胞（4 ℃12000 g 5 min）→弃上清→加入

200 uL裂解液裂解细胞→再次离心（4 ℃12000 g 5 min）→取上清→用于后期测定。

标准曲线的测定：将 ATP标准溶液用 ATP裂解液稀释成 0.01、0.03、0.1、0.3、1、

3和 10uM浓度梯度，制作标准曲线。
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ATP检测工作液的配置：按照每个样品或标准品按照 100 uL配置 ATP检测工作液

→把待用试剂在冰浴上融解→取适量的 ATP检测试剂，按照 1: 4的比例稀释成 ATP检

测试剂。

ATP浓度的测定：加 100 uLATP检测工作液到检测孔或检测管内→室温放置 3-5 min

→在检测孔或检测管内加上 20 uL 样品或标准品→用化学发光仪(luminometer) 或液闪

仪测定 RLU值.

本试剂盒在加入 10-100 uL标准品时，在 0.1 µ M-10 µM 的浓度范围内线性公式为：

y=0.00002-05x-0.1537，R2=0.998。

3.3.7 数据统计分析方法

采用 IBM SPSS 20进行数据分析，采用单因素方差分析，并利用 LSD对数据进行

多重比较。数据结果表达为平均值±标准差。

3.4 结果与分析

3.4.1 甘油和 DMA 联合应用对绵羊低温保存质量的影响

根据表 3-1可知，在 4 h时 G3D2组与 G2.5D2.5组差异不显著（P>0.05），但高于

其它试验组（P<0.05），显著高于对照组（P<0.05）；在 12 h时 G3D2组显著高于其它

试验组（P<0.05），显著高于对照组（P<0.05）；在 24 h-48 h时 G2.5D2.5组显著高于

其它试验组（P<0.05），显著高于对照组（P<0.05）。

表 3-1 不同浓度的甘油与 DMA联合应用对精子低温保存活力的影响

组别 4 h 12 h 24 h 36 h 48 h

G0D0 34.37±3.15c 21.47±1.24d 7.98±1.14e 3.23±1.45e 00.00±0.00e

G4D1 58.83±4.09b 43.24±2.15c 37.09±1.86b 33.95±1.25b 29.85±0.67c

G3D2 65.45±2.00a 53.81±1.70a 32.20±1.23c 32.00±0.94c 31.46±1.24b

G2.5D2.5 67.54±2.31a 51.57±0.44b 44.90±1.60a 45.40±0.62a 40.98±1.78a

G2D3 55.88±3.56b 45.15±0.78c 24.25±1.12d 22.36±1.41d 19.49±0.76d

注：同列数据上标任一相同小写字母表示差异不显著（P＞0.05），不同上标小写字母表示差异显著（P＜0.05）。

根据表 3-2可知，在 4 h时，G3D2组与 G2.5D2.5组活率差异不显著（P>0.05）但

显著高于其它试验组（P<0.05），显著高于对照组（P<0.05）；从 12 h-36 h 时，G2.5D2.5

组显著高于其它试验组（P<0.05），显著高于对照组（P<0.05），在 48 h时，G4D1组

与 G2.5D2.5 组活率差异不显著（P>0.05）但显著高于其它试验组（P<0.05），显著高
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于对照组（P<0.05）。

表 3-2 不同浓度的甘油与 DMA联合应用对精子低温保存活率的影响

组别 4 h 12 h 24 h 36 h 48 h

G0D0 34.37±3.15d 21.47±1.24d 7.98±1.14e 3.23±1.45e 00.00±0.00d

G4D1 75.15±1.97b 54.34±1.38c 70.35±0.82b 66.11±1.09b 62.03±1.54a

G3D2 82.22±0.97a 66.92±1.93b 54.39±0.70c 52.51±0.71c 47.10±1.73b

G2.5D2.5 81.63±1.13a 78.54±4.30a 74.32±1.42a 71.82±1.41a 63.03±2.63a

G2D3 72.51±0.83c 53.15±2.78c 32.16±1.67d 30.62±0.64d 23.95±0.20c

注：同上。

根据表 3-3 可知，在 4 h 时，G4D1 组、G3D2 组及 G2.5D2.5 组精子直线速率差异

不显著（P>0.05），但显著高于其它试验组（P<0.05），显著高于对照组（P<0.05）；

在 12 h-24 h 时，G3D2组、G2.5D2.5组及 G2D3组精子直线速率差异不显著（P>0.05），

显著高于其它试验组（P<0.05），显著高于对照组（P<0.05）；在 36 h时，G3D2组精

子直线速率显著高于其它试验组（P<0.05），显著高于对照组（P<0.05）；在 48 h 时，

G3D2 组与 G2.5D2.5 组精子直线速率差异不显著（P>0.05），但显著高于其它试验组

（P<0.05），显著高于对照组（P<0.05）。

表 3-3 不同浓度的甘油与 DMA 联合应用对精子低温保存直线速率的影响

组别 4 h 12 h 24 h 36 h 48 h

G0D0 24.38±2.42c 14.90±1.33c 12.35±1.08c 5.45±1.39d 00.00±0.00c

G4D1 37.79±1.76a 24.51±1.31b 22.91±1.13b 19.14±1.05c 12.74±1.81c

G3D2 34.33±0.62a 29.07±1.77a 26.30±2.40a 21.32±2.36b 17.85±1.35a

G2.5D2.5 36.97±1.61a 29.46±0.76a 27.78±1.86a 19.28±0.99c 16.08±0.89a

G2D3 32.82±1.11b 29.08±1.66a 26.35±0.65a 18.69±1.44d 12.13±1.42c

注：同上。

根据表 3-4 可知，在 4 h-12 h，G3D2组与 G2.5D2.5组差异不显著（P>0.05），显

著高于其它试验组（P<0.05），显著高于对照组（P<0.05）；在 24 h时，G3D2组、G2.5D2.5

组及G2D3差异不显著（P>0.05），显著高于G4D1组（P<0.05），显著高于对照组（P<0.05）；

在 36 h时，G2.5D2.5组与 G2D3组差异不显著（P>0.05），显著高于其它试验组（P<0.05），

显著高于对照组（P<0.05）；在 48 h时，G3D2组、G2.5D2.5组及 G2D3组差异不显著

（P>0.05），显著高于 G4D1组（P<0.05），显著高于对照组（P<0.05）。
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表 3-4不同浓度的甘油与 DMA联合应用对精子低温保存曲线速率的影响

组别 4 h 12 h 24 h 36 h 48 h

G0D0 43.40±2.77d 41.19±1.92d 39.67±1.29c 30.00±0.85d 00.00±0.00c

G4D1 66.37±0.62c 58.05±1.92c 54.35±1.23b 38.47±2.93b 23.89±1.95b

G3D2 69.37±1.22a 65.86±1.44a 63.98±2.44a 31.20±2.25c 27.17±1.46a

G2.5D2.5 70.12±1.40a 66.19±0.89a 61.82±2.82a 44.81±2.46a 27.67±2.07a

G2D3 69.99±4.65b 62.83±1.60b 58.97±1.37a 41.64±1.67a 27.53±0.87a

注：同上。

根据表 3-5 可知，4 h时，G3D2 组与 G2.5D2.5 组差异不显著（P>0.05），显著高

于其它试验组（P<0.05），显著高于对照组（P<0.05）；24 h-48 h时，G2.5D2.5组显著

高于其它试验组（P<0.05），显著高于对照组（P<0.05）。

表 3-5 不同浓度甘油与 DMA联合应用对精子低温保存顶体完整率的影响

组别 4 h 24 h 48 h

G0D0 22.40±3.89d 2.60±1.07e 00.00±0.00e

G4D1 58.27±2.58b 35.00±1.45b 24.50±1.10c

G3D2 66.10±2.96a 29.02±2.12c 28.76±2.04b

G2.5D2.5 67.56±1.10a 41.18±2.20a 33.66±1.90a

G2D3 55.14±2.08c 25.29±1.32d 16.96±1.29d

注：同上。

根据表 3-6可知，4 h时，G3D2组与 G2.5D2.5组显著高于其它试验组（P<0.05），

显著高于对照组（P<0.05）；24 h-48 h时，G2.5D2.5组显著高于其它试验组（P<0.05），

显著高于对照组（P<0.05）。

表 3-6 不同浓度甘油与 DMA联合应用对精子低温保存 DNA完整率的影响

组别 4 h 24 h 48 h

G0D0 20.24±1.63c 2.26±0.91e 0.00±0.00e

G4D1 57.79±2.13b 31.77±2.22b 20.61±1.86c

G3D2 62.34±2.02a 26.72±1.28c 24.55±1.12b

G2.5D2.5 65.91±2.38a 40.74±0.89a 29.40±1.77a

G2D3 54.37±2.42b 21.67±1.54d 12.78±1.34d

注：同上。
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根据表 3-7 可知，在 4 h-48 h 所有时间段中，G2.5D2.5 组显著高于其它试验组

（P<0.05），显著高于对照组（P<0.05）。

表 3-7 不同浓度甘油与 DMA 联合应用对精子低温保存 ATP水平（单位 mm）的影响

组别 4 h 24 h 48 h

G0D0 13.90±2.47e 0.79±0.61e 00.00±0.00e

G4D1 105.46±6.36b 43.54±0.59b 34.56±0.74b

G3D2 96.86.±1.27c 38.41±0.94c 10.75±1.72c

G2.5D2.5 126.46±4.33a 57.87±2.06a 51.27±1.92a

G2D3 60.31±1.043d 5.99±0.84d 1.93±0.33d

注：同上。

3.5 讨论

在动物精液低温保存过程中，为避免精子在长时间低温环境带来的精子细胞损伤，

通常会在低温稀释液中添加抗冷保护剂，而甘油作为最常用的抗冻保护剂，有文献报道，

在犬精液中单独添加 4 %-6 %时效果最佳[103]，猪精液中单独添加 2 %-3 %时效果最佳[104]。

因此本试验稀释液中添加不同浓度甘油与 DMA联合应用进行绵羊精液低温保存效果的

比较。

在精液低温保存（4 ℃）中，精子会通过消耗自身能量及稀释液中的营养物质维持

自身代谢。郝爱玲等[105]研究发现，4 %甘油低温保存（4 ℃）牛精液效果最佳。杨文瑾[106]

研究中表明，5 %甘油低温保存牛精液，畸形率显著高于海藻糖组（P＜0.05）。2 %甘

油常温保存（16 ℃）湖羊精液 48 h-120 h时，精液品质提高，保存 144 h-168 h时，含 2 %

和 4 %甘油组精液品质提高[107]。在绵羊精液稀释液中添加 10 %甘油低温保存到第 5天

时，精子的顶体完整率以及质膜完整性均达到 50 %以上[42]。低温保存（4 ℃）猪精液，

猪精液稀释液中添加 1 %甘油或 1 % DMA，低温保存效果差异不显著（P＞0.05）[43]。

本试验研究结果有差异，分析其原因，一是由于稀释液基础配方差异所导致，稀释

液添加成分以及剂量的不同会直接导致对精子各个方面的影响，二是由于羊的品种、自

身品质以及生活环境的差异，由于羊品种的不同，精子质量就会有所差别；即使同一品

种的羊由于个体差异，所产出的精子也会有差别；由于生活环境以及饲养方式、配料的

不同，也会影响羊的精液质量。

在本试验中，甘油与 DMA 低温保存（4 ℃）中，所有检测指标均在 4 h时最高，

其原因可能是：（1）保存时间较短，甘油与 DMA 渗入较少，精子内部所承受的毒害

较小；（2）由于短时间内，精子消耗能量较少因此与其它时间段相比，剩余能量高；
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（3）精子代谢产物量与保存时间成正比，精子保存时间越短其产生的代谢产物量越少，

阻碍精子运动的可能性就越小；（4）精子在 4 ℃保存在短时间内，超微结构没有遭到

破坏或者只是遭受轻微损害，对精子的各项检测指标影响较小。孙时军等[108]研究表明，

将猪精液进行低温保存（4 ℃），将甘油和二甲基乙酰胺单独使用作为保护剂，浓度为

1 %，两者比较差异不显著（P＞0.05）。

3.6 结论

在绵羊精液低温保护剂中，添加 2.5 %甘油+2.5 % DMA时，低温保存效果最佳。
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第 4 章 大豆卵磷脂对绵羊精液低温保存效果的影响

4.1 前言

为了延长精液在体外的存活时间，并维持精液的蛋白能量需求，通常要在精液稀释

液中添加动物源性蛋白，如卵黄（Egg yolk，EY）、脱脂牛奶补充剂或其他蛋白营养物

质等。研究表明，在精液稀释液中添加 EY具有保护精子在冷冻保存过程中免受损伤的

功效，并有助于解冻后精子的活力和受精能力。通常，精子细胞膜的成分尤其是胆固醇

和磷脂的含量，以及各种冷冻保护剂和补充剂与细胞膜成分的相互作用，对精子低温存

活率具有一定的影响。EY可以稳定细胞膜，取代冷冻保存过程中损失的磷脂，防止胆

固醇和磷脂的流出[107]。EY提供的保护作用被认为是由于低密度脂蛋白(LDLs)和磷脂，

但是直接分子调控机制尚不清楚[109]。EY中的卵磷脂作为保护精子的重要物质之一，而

大豆卵磷脂（Soybean Lecithin，SL）的卵磷脂含量是 EY的 10倍，因此可以起到更好

的保护效果。

近年来，根据国内外研究报道显示，SL是 EY的有效替代物，包括人类在内的许多

物种的精液冷冻中，例如种马、山羊、家猫和狗。SL浓度在稀释液中体积 1%时具有最

佳的精液冷冻效果，更高的 SL 浓度有毒性作用[108]。奶牛精液稀释液中添加 EY 或

SL 冷冻的精液受精率差异不显著[109]。

基于动物蛋白培养基的不稳定性，促使研究寻找同样有效的植物源性蛋白或化学

成分明确的替代品。不同批次的 EY 成分可能有所不同，可能受到母鸡的饮食和健

康状况的影响，而植物蛋白可以得到更好的控制。更重要的是，EY 存在细菌或病毒

的风险，EY的污染可能会影响精子受精能力，动物蛋白的样本含有内毒素来源运输可

能导致疾病传播[110]。

SL为植物源性蛋白，卵黄为动物源性蛋白。植物源性蛋白的最大优势是：（1）取

材方便，变数更小。动物源性蛋白由于母鸡的个体差异会导致卵黄质量的不稳定，从而

影响试验结果。而植物源性蛋白具有取材方便，随用随取，更易保存等优点。（2）加

热不易变性且卫生质量更有保障。卵黄加热会导致蛋白质变性，从而丧失功能，大豆卵

磷脂可与稀释液一起加热进行消毒且不会变性。但是目前卵黄依然是最热门的稀释液营

养物质的首选，在本试验中，将研究大豆卵磷脂作为稀释液中的营养物质进行精液 4 ℃

低温保存效果研究。
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4.2 试验材料

4.2.1 样品采集

同第二章 2.2.1。

4.2.2 药品和器械

表 4-1 药品与器械

药品和器械 购买公司或货号

大豆卵磷脂 Solarbio 公司

Tris Solarbio 公司

青链霉素 Solarbio 公司

吉姆萨染液 Solarbio 公司

柠檬酸 Wako公司

葡萄糖 Wako公司

TUNEL细胞凋亡检测试剂盒-FITC（100T） 碧云天公司

增强型 ATP检测试剂盒 碧云天公司

迈朗精子分析仪 SJ-TMDI608

迈朗一次性精子计数板 ML-CASA 20

酶标仪 赛默飞公司

水浴锅 上海恒科宇公司 HWS24

表 4-2绵羊精液低温稀释基础液

药品及溶液 剂量

Tris 1.817 g
葡萄糖 0.25 g
柠檬酸 0.995 g

双抗（庆大霉素和青霉素） 100000单位

甘油 1.25mL
DMA 1.25mL
水 47.5 mL

4.3 试验方法
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表 4-3 不同浓度大豆卵磷脂组

组别 浓度

0 SL 0 %

0.25 SL 0.25 %

0.5 SL 0.5 %

0.75 SL 0.75 %

1 SL 1 %

4.3.1 精液采集

精液采用假阴道法采集，经常规检测，镜检活率在 80 %以上，质量合格方可用于

后续试验。采集好精液的 30 min内送到实验室，按试验组分组，每组按照精液：冷冻

稀释液体积比 1:2的进行稀释。

4.3.2 精液低温保存

将采集好的精液，采用稀释液进行 1：20的浓度进行稀释，放入 4 ℃冰箱保存。分

别截取 4 h、6 h、12 h、24 h、36 h、48 h时点段作为检测指标。目前精液质量的检测方

法包括：采用 CASA检测其活力、活率、直线速率、曲线速率、运动轨迹等[15]。

4.3.3 精液质量检测

复温后精液孵育 10 min，轻轻混匀，抽取 10 μL精液滴在 37 ℃迈朗精子计数板中，

置于 37 ℃恒温载物台上，在 100×光学显微镜下随机选取 5个视野，使用迈朗精液分析

仪测定精子活力（TM）、活率（SM）、直线速率检测（VSL）以及曲线速率（VCL）。

4.3.4 精子顶体完整率检测

同第 2章 2.4.4。

4.3.5 精子 DNA 完整率检测

同第 2章 2.4.5。

4.3.6 精子 ATP 水平检测

同第 3章 3.4.6。
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4.3.7 数据统计分析方法

采用 IBM SPSS 20进行数据分析，采用单因素方差分析，并利用 LSD对数据进行

多重比较。数据结果表达为平均值±标准差。

4.4 结果与分析

4.4.1 不同浓度大豆卵磷脂对精子低温保存效果的影响

根据表 4-4所示，在 4 h-12 h时，0.25 SL的活力显著高于其它试验组（P＜0.05），

显著高于对照组（P<0.05）；在 24 h时，0.5 SL与 0.25 SL的活力显著不显著（P>0.05），

但显著高于其它试验组（P＜0.05），显著高于对照组（P<0.05）；在 36 h-48 h时，0.5

SL的活力显著高于其它试验组（P＜0.05），显著高于对照组（P＜0.05）。

表 4-4 不同浓度大豆卵磷脂对精子低温保存活力的影响

组别 4 h 12 h 24 h 36 h 48 h

0 SL 23.86±1.21e 14.26±1.13e 3.43±1.35d 0.74±0.43d 0.00±0.00e

0.25 SL 67.05±2.23a 62.30±1.96a 50.21±2.53a 33.76±1.22b 19.40±0.89b

0.5 SL 62.39±2.26b 59.53±1.06b 50.34±2.16a 47.27±0.77a 25.10±1.81a

0.75 SL 55.34±3.33c 47.47±1.78c 34.53±2.19b 12.79±1.61c 9.84±1.40c

1 SL 45.15±1.34d 39.86±0.52d 25.29±0.88c 28.45±0.77a 7.30±0.74d

注：同上。

根据表 4-5所示，在 4 h-12 h时，0.25 SL的活率显著高于其它试验组（P＜0.05），

显著高于对照组（P<0.05）；在 24 h-48 h时，0.5 SL的活率显著高于其它试验组（P＜

0.05），显著高于对照组（P<0.05）。

表 4-5 不同浓度大豆卵磷脂对精子低温保存活率的影响

组别 4 h 12 h 24 h 36 h 48 h

0 SL 34.37±3.15e 21.47±1.24e 7.98±1.14e 3.23±1.45e 00.00±0.00e

0.25 SL 81.15±1.51a 79.79±1.48a 63.29±1.55b 58.85±0.21b 26.56±0.85b

0.5 SL 77.22±2.72b 75.44±2.63b 68.24±1.68a 61.33±1.09a 31.32±0.67a

0.75 SL 69.91±4.99c 66.27±2.49c 58.13±0.84c 24.04±1.60c 20.81±0.39c

1 SL 61.97±1.81d 50.32±1.69d 23.54±1.03d 19.41±0.72d 17.83±0.86d

注：同上。
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根据表 4-6所示，在 4 h时，0.5 SL与 0.25 SL的直线速率显著高于其它试验组（P

＜0.05），显著高于对照组（P<0.05）；12 h-36 h时，0.5 SL的直线速率显著高于其它

试验组（P＜0.05），显著高于对照组（P<0.05）；在 48 h时，0.5 SL与 0.25 SL的直线

速率显著不显著（P>0.05），但显著高于其它试验组（P＜0.05），显著高于对照组（P

＜0.05）。

表 4-6 不同浓度大豆卵磷脂对精子低温保存直线速率的影响

组别 4 h 12 h 24 h 36 h 48 h

0 SL 24.38±2.42b 12.90±1.33d 14.35±1.08d 5.45±1.39d 00.00±0.00c

0.25 SL 38.40±1.68a 19.88±0.92b 19.23±0.91b 17.54±1.12b 19.01±1.15a

0.5 SL 40.47±1.51a 25.75±1.13a 24.36±1.23a 22.06±1.70a 19.02±1.38a

0.75 SL 24.71±1.01b 16.97±1.07c 15.86±0.46d 14.10±0.90c 12.03±0.55b

1 SL 22.00±1.43c 17.04±1.51c 16.65±0.39c 15.43±0.56c 13.39±1.05b

注：同上。

根据表 4-7所示，在 4 h-48 h所有时间段中，0.5 SL的曲线速率显著高于其它试验

组（P＜0.05），显著高于对照组（P＜0.05）。

表 4-7 不同浓度大豆卵磷脂对精子低温保存曲线速率的影响

组别 4 h 12 h 24 h 36 h 48 h

0SL 43.40±2.77e 41.19±1.92b 36.67±1.29c 30.00±0.85d 00.00±0.00c

0.25SL 86.34±1.16b 43.31±1.78b 38.16±1.87b 34.47±0.58b 30.14±1.17b

0.5SL 93.85±2.93a 46.82±1.19a 40.46±0.69a 36.23±0.89a 32.16±1.17a

0.75SL 59.97±3.14c 41.17±1.63b 37.05±1.58b 34.54±0.94b 30.42±0.82b

1SL 49.95±1.90d 37.47±0.57c 35.58±2.05c 33.47±1.42c 29.52±1.16b

注：同上。
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图 4-1 迈朗精液分析仪精液质量检测示意图 (20×)
Fig4-1. Schematic diagram of semen quality detection of Milang semen analyzer (20×)

绿色线条：活精子活动路径；红色标记：死亡精子；蓝色标记：存活精子

根据表 4-7所示，在 4 h时，0.25 SL的顶体完整率显著高于其它试验组（P＜0.05），

显著高于对照组（P<0.05）；在 24 h-48 h时，0.5 SL的顶体完整率与其它试验组相比差

异显著（P＜0.05），显著高于对照组（P＜0.05）。

表 4-7 不同浓度大豆卵磷脂对精子低温保存顶体完整率的影响

组别 4 h 24 h 48 h

0SL 22.40±3.89e 2.60±1.07e 00.00±0.00d

0.25SL 65.36±1.79a 24.21±1.93b 20.00±1.09b

0.5SL 61.93±1.26b 28.62±1.31a 23.89±1.31a

0.75SL 54.60±1.45c 16.79±0.48c 8.77±2.11c

1SL 45.26±1.42d 12.12±1.70d 6.65±1.68c

注：同上。
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图 4-2 精子吉姆萨染色（100×）
Fig 4-2. Sperm Jimsa staining (100×)

A.顶体完整 B.轻微膨胀 C.顶体破裂 D.顶体脱落

根据表 4-8所示，在 4 h时，0.25 SL的 DNA完整率显著高于其它试验组（P＜0.05），

显著高于对照组（P＜0.05）；在 24 h-48 h时，0.5 SL的 DNA完整率显著高于其它试验

组（P＜0.05），显著高于对照组（P＜0.05）。

表 4-8 不同浓度大豆卵磷脂对精子低温保存 DNA完整率的影响

组别 4 h 24 h 48 h

0 SL 20.24±1.63e 2.26±0.91e 00.00±0.00e

0.25 SL 66.72±1.30a 23.68±1.54b 17.81±3.07b

0.5 SL 61.86±1.64b 28.10±2.41a 24.62±2.45a

0.75 SL 55.17±1.66c 16.43±1.07c 10.35±0.66c

1 SL 44.86±1.71d 11.85±1.23d 7.19±1.04d

注：同上。

图 4-3 精子 DNA完整率（40×）
Fig4-3. Sperm DNA integrity rate (40×)
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A：蓝色标记活精子，B：绿色标记死亡精子

根据表 4-9 所示，在 4 h 与 48 h 时，0.25 SL 的 ATP 水平显著高于其它试验组（P

＜0.05），显著高于对照组（P＜0.05）；在 24 h时，0.25 SL与 0.5 SL的 ATP水平显著

高于其它试验组（P＜0.05），显著高于对照组（P＜0.05）。

表 4-9 不同浓度大豆卵磷脂对精子低温保存 ATP水平的影响（单位 mm）

组别 4 h 24 h 48 h

0 SL 13.90±2.47d 0.79±0.61d 00.00±0.00e

0.25 SL 173.99±3.89a 95.55±6.84a 58.76±2.28a

0.5 SL 127.89±9.65b 93.14±1.25a 54.13±5.10b

0.75 SL 116.06±4.59c 74.26±4.56b 48.24±4.30c

1 SL 112.99±1.18c 48.83±2.35c 43.35±2.83d

注：同上。

4.5 讨论

通过王杰[1]的研究，在稀释液中添加 0.5 %大豆卵磷脂在第 18天时，精子活率显著

优于 1 %与 1.25 %组（P＜0.05）。本试验研究结果与王杰有相似性，在本试验中，添加

0.5 % SL稀释液在直线速率、曲线速率等指标中数据最佳。Layek S[110]表明，在黑犀牛

和印度犀牛精液进行低温保存中，EY和 2 % SL的存活率最高，其次是 1 % SL，EY、

1 % SL和 2 % SL的顶体完整性相似（P > 0.05）。孟娜娜[111]在文章中阐述，采用 0.375 %

大豆卵磷脂的稀释液效果最佳。赵建清[112]的研究表明，在稀释液中添加 1.25 %大豆卵

磷脂能够对绵羊精液进行长时间有效保存 9天。本试验研究结果与前人有异，在预试验

中，稀释液中大豆卵磷脂含量超过 1.25 %（包含 1.25 %）时，会产生大量的黏连导致精

子死亡。可能是由于稀释液基础液的配比不同以及大豆卵磷脂厂家以及生产批次不同。

根据刘鑫[113]的研究表明，在稀释液中添加 0.6 g/L的大豆卵磷脂能显著提高猪精液在低

温保存状态下（4 ℃）的效果。李彦林[114]马鹿精液在常温保存稀释液中，添加 0.2 %大

豆卵磷脂时对精子效果最好，优于其它组（P＜0.05）。段洪云[115]等解释说，在马精液

冷冻保存中，20 %的大豆卵磷脂可以替代卵黄作为马精液冷冻保护剂。

本试验结果表明，精液低温保存 4 h时效果最好，随着时间的增加精液检测的各项

指标数据均呈下降趋势。其原因可能是：首先精子保存随着时间的增加，代谢产物增多

污染稀释液影响精液品质，使稀释液营养物质随着代谢物的增加而减少。根据综合判断，

稀释液中添加 0.5 % SL效果最佳。分析其原因：一、大豆卵磷脂含量过高不利于精子存
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活，可能由于大豆卵磷脂的粘稠特性导致精子死亡。而大豆卵磷脂含量过低，又会致使

稀释液中蛋白含量不足，无法为精子提供足够的营养需求及保护作用。二、精液稀释液

中添加大豆卵磷脂，大豆卵磷脂的亲水基团与精子内部水分子结合，在精子表面形成一

层保护膜，降低低温对精子膜的损伤，提高质膜稳定性。大豆卵磷脂的凝固点低于缩醛

磷脂，可渗透进精子细胞内，取代缩醛磷脂，故大豆卵磷脂在低温冷冻保存过程中可提

高精子的抗冷能力，提高精子存活率。另一方面，在精液冷冻保存过程中，大豆卵磷脂

所结合的不饱和脂肪酸可作为能量物质及活性物质，提高精子活力[116]。

根据前人多年来的试验研究得出大豆卵磷脂对精液保存有提升效果，但是所得出的

添加浓度量都不一致。分析其原因可能是：一、大豆卵磷脂生产厂家及批次不同；二、

稀释液配比成分及剂量不同；三、物种及羊的品种不一致。以上分析的其中之一个原因

也会导致结果差异。

4.6 结论

在本研究中，稀释液中在添加 2.5 %甘油+2.5 % DMA+0.5 % SL对绵羊精液低温保

存效果最好。
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第 5 章 全文结论

本试验在绵羊精液冷冻稀释液中添加不同浓度的甘油与 DMA及联合应用 SL，通过

测定精子在冷冻-解冻后或低温保存后的相关指标，得出以下结论：

1. 本试验研究表明，在绵羊精液冷冻保存中，添加 3 %甘油+2 % DMA与 2.5%甘

油+2.5% DMA效果最优。

2. 在绵羊精液低温保存试验中，添加 2.5 %甘油+2.5 % DMA+0.5 % SL最优。依据

输精标准可维持 48 h。
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