
养殖与饲料 2015年第 11期

1 材料与方法

1.1 试验材料

体格健壮、健康无传染病且性欲旺盛的种公

羊，精液要求呈现乳白色成略带黄色云雾状明显，

pH在 6.8±0.2范围内，目测活率在 0.7以上，种公

羊均身体健康，精神状态良好。

供选择的稀释液配方如下：

Ⅰ基础液：葡萄糖 8 g、双蒸水 100 mL，灭菌。（1）

处理：8.0 mL基础液 +2.0 mL卵黄 +0.35 mL甘油；

（2）处理：8.0 mL基础液 +2.0 mL卵黄 +0.5 mL 甘

油。

Ⅱ基础液：葡萄糖 3 g、柠檬酸钠 3 g、双蒸水

100 mL，灭菌。（1）处理：8.0 mL基础液 +2.0 mL卵

黄 +0.35 mL甘油；（2）处理：8.0 mL基础液 +2.0 mL

卵黄 +0.5 mL甘油。

Ⅲ基础液：三羟甲基氨基甲烷 4.34 g、葡萄糖 0.70

g、蔗糖 1.60 g、柠檬酸钠 1.972 g、双蒸水 100 mL，灭

菌。（1）处理：8.0 mL基础液 +2.0 mL卵黄 +0.35 mL甘

油；（2）处理：8.0 mL基础液 +2.0 mL卵黄 +0.5 mL

甘油。

Ⅳ基础液：乳糖 4.6 g、葡萄糖 3.1 g、柠檬酸钠

1.5 g、双蒸水 100 mL，灭菌。（1）处理：8.0 mL基础

液 +2.0 mL卵黄 +0.35 mL甘油；（2）处理：8.0 mL

基础液 +2.0 mL卵黄 +0.35 mL乙二醇；（3）处理：

8.0 mL基础液 +2.0 mL卵黄 +0.47 mL甘油；（4）处

理：8.0 mL基础液 +2.0 mL卵黄 +0.47 mL乙二醇。

Ⅴ基础液：乳糖 5 g、葡萄糖 3 g、柠檬酸钠 1.5 g、

双蒸水 100 mL，灭菌。（1）处理：8.0 mL基础液 +2.0

mL卵黄 +0.35 mL甘油；（2）处理：8.0 mL基础液 +2.0

mL卵黄 +0.5 mL甘油。

Ⅵ基础液：乳糖 6 g、柠檬酸钠 1.5 g、双蒸水

100 mL，灭菌。（1）处理：8.0 mL基础液 +2.0 mL卵

黄 +0.35 mL甘油；（2）处理：8.0 mL基础液 +2.0 mL

卵黄 +0.5 mL甘油。

Ⅶ基础液：乳糖 3.8 g、葡萄糖 2.6 g、柠檬酸钠 1.3

g、双蒸水 100 mL，灭菌。（1）处理：8.0 mL基础液 +2.0

mL卵黄 +0.35 mL甘油；（2）处理：8.0 mL基础液 +2.0

mL卵黄 +0.5 mL甘油。

Ⅷ基础液：葡萄糖 1.15 g、柠檬糖 2.6 g、柠檬酸

摘要 根据布尔山羊冷冻精液质量监测结果，目前国内山羊冷冻精液解冻后的活力达 30%以上。情期受胎

率达 60%左右，辽宁原种场在此基础上于 2004年开始对辽宁绒山羊细管冷冻精液的稀释液、精液处理，冷冻工

艺解冻方法及受胎率结果等作了比较系统的研究，取得了较好的结果。本试验通过对最佳基础液的筛远，最佳保

护剂种类及含量的筛选，分别用含甘油、乙二醇的最佳冷冻稀释液对山羊的精液进行处理，根据冷冻和解冻的结

果，对精子活率、畸形率，顶体完整率进行研究。
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表 3 不同浓度甘油对精子成活率的影响结果

表 4 不同浓度乙二醇对精子成活率的影响结果

表 6 不同处理组对精子顶体完整率的影响结果

表 5 不同处理组对精子畸形率的影响结果

浓度 0.30 0.35 0.40 0.47 0.50

平均活率（） 0.20 0.23 0.35 0.40 0.30

浓度 0.30 0.35 0.40 0.47 0.50

平均活率（） 0.22 0.23 0.30 0.42 0.35

B 15.0 15.0 16.5 18.0 16.0 15.5

C 13.0 12.0 10.0 12.0 13.0 12.0

处理组

A

畸形率 /%

18.0 19.5 21.0 20.0 17.0 18.0

B 80.5 82.0 84.0 83.5 82.0 81.0

C 87.5 88.0 89.5 89.5 92.0 90.0

处理组

A

顶体完整率 /%

78.0 78.0 79.5 81.0 82.5 83.0

2）IV基础液中添加不同浓度甘油对精子成活

率的影响结果（ =6）。由活率为依据进行选择，添

加 4.7%的甘油的效果明显好于其他浓度，经显著

性检验，添加 4.7%的甘油组与总体样本比较，差异

显著（ <0.05），故可以选择甘油的最佳浓度为 0.47

（表 3）。

3）不同浓度乙二醇对冷冻后精子成活率的影响

（ =6）。由活率选择结果可以看出，添加 4.7%的乙二

醇的效果明显强于其他浓度，经显著性检验，添加

4.7%的乙二醇处理组与总体样本比较，差异显著

（ ＜0.05）（表 4）。

4）用 A（含 4.7%甘油）、B（含 4.7%乙二醇）、C

（新鲜精液）3个处理组对精子畸形率的影响（n=6）。

甘油处理组的畸形率显著高于对照组和乙二醇处

理组（ ＜0.01）；乙二醇的处理组的畸形率显著高于

对照组（ ＜0.01）（表 5）。

表 1 保护剂的添加量

表 2 基础液的筛选结果

甘油 /mL 0.30 0.35 0.40 0.47 0.50

乙二醇 /mL 0.30 0.35 0.40 0.47 0.50

处理组 I（1） I（2） Ⅱ（1） Ⅱ（2） Ⅲ（1） Ⅲ（2） Ⅳ（1） Ⅳ（2） Ⅳ（3） Ⅳ（4）

处理组 Ⅴ（1） Ⅴ（2） Ⅵ（1） Ⅵ（2） Ⅶ（1） Ⅶ（2） Ⅷ（1） Ⅷ（2） VIIII（1） VIIII（2）

活率平均数（） 0.20 0.25 0.18 0.20 0.33 0.35 0.20 0.23 0.19 0.20

活率平均数（） 0.15 0.13 0.26 0.25 0.20 0.21 0.33 0.35 0.40 041

1.0 g、二羟甲基氨基甲烷 1.84 g、双蒸水 100 mL，灭

菌。（1）处理：8.0 mL基础液 +2.0 mL卵黄 +0.35 mL

甘油；（2）处理：8.0 mL基础液 +2.0 mL卵黄 +0.5 mL

甘油。

VⅢ基础液：葡萄糖 0.96 g、柠檬酸钠 1.36 g、二

羟甲基氨基甲烷 2.42 g、双蒸水 100 mL，灭菌。（1）处

理：基础液 8.0 mL+2.0 mL卵黄 +0.35 mL甘油；（2）

处理：基础液 8.0 mL+2.0 mL卵黄 +0.5 mL甘油。

以上每种基础液消毒灭菌后放凉，再按每毫升

各加青霉素、链霉素 1 250 IU混匀即可保存。

1.2 试验设计

选用合格新鲜精液，按以上 20 个稀释液分别

进行处理，每个处理 6 个重复，根据冷冻解冻后的

活率选出最佳稀释液的基础液，将选出的基础液

按表 1浓度添加保护剂，配成稀释液，用此稀释液

再进行冷冻处理，每个处理重复 6 次，再以解冻后

精子的活率、畸形率，顶体完整率，得出分析结果

（表 2）。

1.3 试验过程

1）将所需用品严格消毒后，将镜检合格的新鲜

精液按 1∶3体积比稀释后，装管置于 0～4 ℃环境

中平衡 2 h。

2）平衡后，将细管精液置于液氮中冷冻 5～10

min。

3）解冻镜检：将冷冻后的精液置于 38 ℃水浴

中解冻后，制切片，观察活率。

4）标记分装，保存，对统计数据进行分析，选出

最佳基础液。

5）用最佳基础液按表 1配成稀释液，重复以上

操作分别选出甘油、乙二醇的最佳稀释液 A、B。

6）用 A、B 2个稀释液作冷冻精液处理，制作抹

片，进行活率、畸形率，顶体完整率的观察。

7）对结果进行统计分析，得出结论。

2 结 果

1）基础液的筛选结果（ =6）。由表 2观测得，IV

基础液优于其他基础液，统计分析，IV基础液平均

数与整个样本平均数相比较差异极显著（ ＜0.01），

可知 IV为最佳基础液。
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5）A、B、C 3个处理组对精子顶体完整率的影

响（ =6）。甘油处理组的精子顶体完整率显著低于

添加乙二醇的处理组（ ＜0.05）、极显著低于对照组

（ ＜0.01），添加乙二醇的处理组极显著低于对照组

（ ＜0.01）（表 6）。

3 讨 论

冷冻精液人工授精技术应用到生产中以来，只

是在牛的生产上应用比较多。由于冷冻精液的活

率、畸形率、顶体异常率等各方面因素的影响，使得

受胎率于自然交配相比较低，从而使此技术在山羊

生产上未得到大面积推广。因此保护剂添加的种类

和浓度，是目前研究的一个热点。精子在冷冻过程

中，水分子重新按几何图形排列形成冰晶，冰晶可

以使精子膜内的浓度和渗透压增高，水由精子内向

外渗透，造成精子细胞脱水，发生不可逆的化学毒

害而死亡。同时，精子水分形成冰晶，其体积增大且

形状不规则，由于冰晶的扩展和移动，造成精子膜

和细胞内部结构的机械损伤，引起精子死亡，所以，

在冷冻过程中要尽量避开形成冰晶最多的温度范

围（-15～25 ℃），在冷冻过程中就要以最快的速度

降温通过发生冰晶化的温度范围，形成玻璃化。快

速降温时应添加一定量的甘油、乙二醇、二甲亚砜

等抗冻保护物质，以增加精子的抗冻能力，防止发

生冰晶化。

保护剂中，甘油具有较强的吸水性，抑制水分子

形成冰晶，使水处于过冷状态，降低水形成冰晶的温

度，缩小危险温度区。研究表明，甘油浓度过高对精

子有毒害作用，可能造成其顶体和颈部损伤，尾巴弯

曲及某些酶类破坏，降低其受精能力。乙二醇具有较

强的亲水性能，能有效保护精子免受冰晶伤害，而且

其浓度过高对于精子的毒害作用远小于甘油。

本试验研究发现，在低浓度的保护剂作用下

（0.30～0.35 mL范围内 /10 mL冷冻稀释液中），甘

油的保护作用与乙二醇的保护作用相比，差异不显

著，也就是二者并没有本质的区别，保护剂体积增

加到 0.35 mL以上时，乙二醇的保护作用明显强于

甘油，当保护剂体积达到 0.5 mL时，二者的保护作

用都呈于下降趋势，在这个过程中，精子的形态结

构也发生了一系列的变化，本试验设置了 2个处理

组和 1个对照组，即用所选择的最佳基础液，分别

加入最适浓度的甘油和乙二醇后，制作抹片，在油

镜下统计出了各自的畸形率、顶体完整率，再以新

鲜精液制成抹片作为对照组来进行生物统计学分

析，结果发现，无论是甘油，还是乙二醇处理组，都

与对照组差异显著，也就是说，在添加保护剂的过

程中，精子的活率、畸形率、顶体完整率都不可避免

地受到了很大的影响，甘油与乙二醇的处理组相

比，甘油处理组的效果无论从活率、畸形率还是顶

体完整率上分析，都不如乙二醇处理组好。

另外，在这个实验的整个研究过程中，还存在

一些不可知因素的影响，还存在一些尚未解决的问

题，如在研究过程中，基础液、稀释液的原始配方都

选取的一些实际生产中常用的一些配方，这些配方

添加保护剂的浓度都是从 3%开始，5%结束，那么

3%以下的添加浓度，按照理论知识，甘油应明显强

于乙二醇 5%以上的添加浓度，乙二醇应明显强于

甘油，但试验研究的添加浓度具有局限性，因而出

现了一些不一致的地方，有待于进一步的探讨。就

整个冷冻过程中，气温、光线、冷冻时间的微小差

异，都有可能导致结果出现微小的偏差。在解冻过

程中，水温的高低、解冻时间的长短以及解冻技术

的熟练程度，也都会对结果产生一定影响。本试验

在基础液中添加的营养剂为蛋黄，根据实际生产上

的经验，添加等量鲜奶的效果优于蛋黄，以上是整

个试验中存在的一些问题。

4 结 论

本试验结果表明，稀释液中添加 4.7%的甘油和

乙二醇时，对精子形态结构以及活率都有显著的影

响，在选定的最佳稀释液中，甘油的保护作用不及

乙二醇，添加甘油对精子的活率、畸形率、顶体完整

率的损害程度要强于乙二醇。在实际的生产中，建

议尽可能用乙二醇作为保护剂。
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