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小尾寒羊精液冷冻温度曲线初步研究
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　　[摘　要 ]　在超低温温度计的监控下,用氟板法进行了小尾寒羊冻精颗粒的制作。结果表明,小尾寒羊精液冷

冻的关键因素是冷冻温度和降温速度,其冷冻温度曲线的始冻温度为- 124～ - 108 ℃,热平衡温度和入氮温度为

- 133 ℃,熏蒸温度为- 108～ - 133 ℃; 其降温温区分别为滴冻时间 45 s,熏蒸和热平衡共 5 m in,其中熏蒸时间

256 s,热平衡时间44 s,从而构成了完整的小尾寒羊精液冷冻温度曲线。
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　　绵羊精液冷冻保存技术研究主要是在 20 世纪

50年代开始的, Emm en s等[1 ]于 1950年将绵羊精液

冷冻到- 79 ℃获得了较高的存活率,随后一些研究

者将绵羊精液在大范围零下温度进行了冷冻和保存

试验。我国从 1974年开始进行了绵羊冷冻精液的研

究[2 ] ,并取得了一些进展[3 ] ,有些地方还制订了绵羊

精液冷冻保存的技术规程[4 ]。但是,在目前国内冷冻

精液的生产工艺中,大多数对冷冻温度要求不明确,

缺乏比较科学的冷冻温度曲线标准,导致精子活力

较低[5 ]。在家畜精液冷冻技术中,由冷冻温度和降温

速度构成的冷冻温度曲线是影响精子冻后活力和受

精率等生物参数的主要因素[6 ] , 绵羊精液能耐受

- 79～ - 160 ℃的温度变化[7 ] ,精液在降温过程中,

必须快速通过 0～ - 60 ℃的危险温区[5 ] ,这些因素

决定着冻精存活率的高低。

小尾寒羊是我国乃至世界著名的多胎、多产优

良品种,以其繁殖力高、产肉性能好、适应性强等特

点而著称于世,被誉为中国的“国宝”,世界的“超级

绵羊”,在我国得到大面积推广。为了充分发挥小尾

寒羊种公羊的生产潜力,迅速扩大优良群体,本研究

采用冷冻精液这一先进的动物繁殖技术,利用氟板

法,通过超低温温度计测定精液在冷冻容器冷冻面

的温度变化来反映精液温度的变化,找出适宜的冷

冻温度和降温速度,从而模拟出小尾寒羊精液冷冻

的温度变化曲线,为冻精生产的标准化和自动化提

供一些参考数据。

1　材料与方法
1. 1　器　械

　　超低温温度计, 氟板, 5 L 液氮罐, 冰箱, 显微

镜,电子天平,假阴道,高压消毒锅,恒温箱等。

1. 2　稀释液的配制

用电子天平准确称量各种试剂,然后用双蒸水

溶解,经过滤和消毒后,冷却至室温,放入 5 ℃冰箱

内备用,作为基础液。É液为基础液加卵黄后的稀释
液, Ê液为加入冷冻保护剂的É液。
1. 3　精液的采集

选取膘情中等,体质健康,性欲旺盛的种公羊,

利用假阴道按常规采精方法采集精液。精液采出后,

立即在 35～ 38 ℃下进行常规品质评定,要求原精液

的 pH 值为 6. 5～ 6. 8, 畸形率 5%以下, 密度达到

“密”,活力 0. 8,无异常气味,色泽为乳白色。

1. 4　精液的稀释和平衡

1. 4. 1　第一次稀释和平衡　在精液常规检查完成

后,将符合要求的鲜精按 1∶1～ 1∶2的比例立即用

预热的稀释É液进行等温稀释, 然后用 8～ 10层纱

布包裹储精瓶,降温后,置于 2～ 5 ℃的冰箱中平衡

1 h。

1. 4. 2　第二次稀释和平衡　将经过第一次稀释和

平衡的精液在冰箱内按 1∶1 的比例加入含冷冻保

护剂的等温稀释Ê液后,再放入 2～ 5 ℃的冰箱中继

续平衡 2～ 3 h。
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1. 5　冻精颗粒的制作

将超低温温度计的探头与氟板连接,并将氟板

浸入液氮中预冷,以氟板不沸腾为准,然后将氟板上

提,使其离液氮面 1～ 2 cm ,再盖上液氮罐的盖子,

待温度恒定后打开盖子, 用直滴管按每毫升 10 滴

(每颗粒 0. 1 mL )的剂量滴冻。滴完后加盖熏蒸 5

m in,最后将氟板连同冻精一起浸入液氮中。

1. 6　活力镜检及冻精保存

将制作好的冻精用维生素B 12在 40～ 50 ℃温水

中解冻后检查活力,对于活力在 0. 3级以上者,装入

编号的纱布袋内,浸入液氮罐中保存。

1. 7　试验数据的记录

从滴冻开始时测定温度,以后每 5 s记录 1次,

直到冻精颗粒浸入液氮为止。试验结束后,对每批试

验的数据进行统计分析。

2　结果与分析
2. 1　精液冷冻温度曲线的构成要素

2. 1. 1　始冻温度　根据试验记录的原始资料,将每

批冻精活力在 0. 3级以上者的始冻温度进行统计分

析,求其平均值,结果见图 1。

图 1　始冻温度与冻精活力的关系
F ig. 1　T he rela t ion betw een in it ia l freezing

temperatu re and thaw n mo tility

从图 1 可以看出,小尾寒羊冷冻精液的始冻温

度为- 124～ - 108 ℃, 也即从- 124 ℃开始滴冻,

当温度达- 108 ℃时则完成滴冻。从图 1还可以看

出,始冻温度为一温度范围,因为随着时间的延长,

氟板冷冻面的温度升高,因而始冻温度也相应升高,

在该温度范围内,必须将冻精颗粒全部滴完。

2. 1. 2　热平衡温度与入氮温度　在制作冻精颗粒

时, 精液和氟板冷冻面存在 120～ 180 ℃的极大温

差[5 ] ,二者接触后,精液温度迅速下降 ,冷冻面温度

上升, 当完成滴冻加盖熏蒸时, 两者温度又急剧下

降,直到温差为零时,达到平衡状态,即称为热平衡

温度。

通过对原始数据的统计分析,在本次试验研究

中, 冻精颗粒解冻后的活力分布大部分在 0. 4～

0. 5。在活力为 0. 3～ 0. 4, 0. 4～ 0. 5, 0. 5～ 0. 6以及

0. 6 级以上的热平衡温度分别为 135, 132, 129,

135 ℃; 总体平均热平衡温度为- 133 ℃,这与活力

为 0. 4～ 0. 5的热平衡温度十分接近,且比始冻温度

低。冻精颗粒完成熏蒸后则投入到液氮中,由于该过

程极短,瞬时即可完成,因此可以认为,热平衡温度

与冻精颗粒的入氮温度 (冻精颗粒浸入液氮前的温

度)基本相同,即入氮温度也为- 133 ℃。

2. 1. 3　熏蒸温度　冻精颗粒的熏蒸区为滴冻完成

后开始加盖熏蒸至热平衡这一区段,其起始温度应

为滴冻结束时的温度, 因而本试验的熏蒸温度为

- 108～ - 133 ℃。

2. 1. 4　降温温区　降温温区指从精液滴冻开始到

冻精颗粒浸入液氮所经历的时间,包括滴冻区、熏蒸

区和热平衡区 3个温区,它表示精液的降温速度。

滴冻区　滴冻时间与冻精活力的关系见表 1。

分析表 1 可知,活力为 0. 3～ 0. 4, 0. 4～ 0. 5, 0. 5～

0. 6 时的滴冻时间分别为 53, 46, 37 s,其基本趋势

为滴冻时间越短活力亦越高。本次试验的平均滴冻

时间为 45 s,这与张一玲等[8 ]报道的颗粒型冷冻精

液要求在 45～ 50 s滴冻 100粒的滴冻速度相一致。

一般情况下,在制作冻精颗粒时,必须在 60 s 以内

完成滴冻,否则随着时间的延长而极易达到危险温

区,降低冻精活力。

熏蒸区和热平衡区　在本次试验中,通过对冻

精颗粒的颜色及活力的观测,以及综合有关报道研

究[4, 9～ 10 ] ,确定最佳的熏蒸和热平衡时间为 5 m in。

为了应用方便,将熏蒸时的温度下降区段称为熏蒸

区,而将温度恒定的这一区段称为热平衡区。其熏蒸

时间和热平衡时间见表 1。

从表 1 得知, 本试验的平均熏蒸时间为256 s,

热平衡时间为 44 s,在活力分布最广的 0. 4～ 0. 5,

其熏蒸时间与热平衡时间分别为 250 和 50 s,二者

十分接近。一般情况下,在制作冻精颗粒时,其熏蒸

时间应为 220～ 275 s,热平衡时间为25～ 80 s。
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表 1　冻精活力与降温温区的关系

T able 1　T he rela t ionsh ip betw een thaw n mo tility and coo ling tim e s

处　理
T reatm en t

冻精活力 T haw n mo tility

[ 0. 3, 0. 4) [ 0. 4, 0. 5) [ 0. 5, 0. 6) [ 0. 6,—)

滴　冻
In it ial

freezing

50　50　65　60 55　55　40　50　55 40　45　30　30 35　60　40

50　40　60　50 45　60　55　35　35 55　20　20　60

55　35　75　50 45　45　35　60　55 30　35　40　45

60　25　25　45　45 35

40　50

熏蒸
F reezing

above liqu id
n itrogen

265　275　275　250 235　250　245　220 255　245　225　265 250　275

260　250　255　260 220　245　275　250 255　225　250　270 265

275　260　255　250 255　255　240　270 245　270　260　245

235　260　265　245 255

255　265　270　250

255　240

热平衡
T herm al
balance

35　25　25　50 65　50　55　80　80 45　55　75　35 50　25　35

40　50　45　40 55　25　50　45　45 45　75　50　30

25　40　45　50 60　30　65　40　35 55　30　40　55

55　45　35　30　50 45

45　60

2. 2　小尾寒羊精液冷冻温度曲线

颗粒型冷冻精液是将精液陆续逐滴滴在冷冻面

板上,开始滴冻的精液始冻温度低,随着时间的延长

始冻温度也不断升高。本研究采用氟板制作冻精颗

粒,由于氟板有一定的厚度和重量,增加了热容量,

绝热性能好,因而能较好地保持原有的始冻温度。小

尾寒羊精液冷冻温度曲线见图 2。

图 2　小尾寒羊精液冷冻温度曲线
A. 始冻温度; B. 熏蒸温度; C. 热平衡温度; D. 入氮温度;

É . 滴冻区; Ê . 熏蒸区; Ë . 热平衡区;
2··2··2. 颗粒精液; ——. 冷冻面

F ig. 2　T he temperatu re curve in sem en
freezing of the sm all2ta il sheep

A. In it ial freezing temperatu re; B. T emperatu re in freezing above
liqu id n itrogen; C. T herm al balance temperatu re; D. T empera2
tu re at imm ersing in to liqu id n itrogen;

É . In itia l freezing; Ê . F reezing above liqu id n itrogen; Ë . T herm al balance;
2··2··2. Sem en pellet; ——. F reezing surface

本次试验的始冻温度为- 124～ - 108 ℃, 在

Co las 等[7 ]所报道的绵羊精液在液氮面上部温度

- 75～ - 125 ℃冷冻效果没有差别的范围之内, 并

与其结果一致; 热平衡温度和入氮温度为- 133 ℃;

熏蒸温度为- 108～ - 133 ℃。其滴冻时间为 45 s,

熏蒸时间为 256 s,热平衡时间为 44 s。在制作冻精

颗粒时,必须提高滴冻速度,缩短滴冻时间,使精液

快速通过危险温区,提高冻精活力。

3　结论与讨论

从图 1 及表 1 可以看出,本次试验的小尾寒羊

的冻精活力主要分布在 0. 4～ 0. 5,有相当一部分也

达到 0. 5级以上,这说明本次试验是比较成功的,并

初步得到了小尾寒羊的精液冷冻温度曲线。但是,家

畜冷冻精液在牛方面发展很快,在羊方面尚处于试

验研究阶段[9 ] ,因为其受胎率较低。另外,本次试验

的小尾寒羊精液冷冻温度曲线与有关研究差异较

大[10 ] ,而且与其他畜种的精液冷冻温度曲线也有较

大差异[5, 11 ] ,由于本试验是对小尾寒羊精液冷冻温

度曲线的初步探讨,这一问题还有待今后进一步研

究。

在本次试验中,由于受条件限制,只研究了精子

的冻后活力。但据研究报道[2 ] ,绵羊精子的耐冻性低

于牛精子,虽然活力较高,而能保持生物学完整性的

仅有 20%～ 30% , 受损害的精子虽能运动, 但不一

定能进入卵子并受精,目前还没有搞清楚这种受损

发生于冷冻区还是解冻区。因此,关于如何提高冻精

的受胎率问题仍然是今后研究的关键。
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Study on the tem pera tu re cu rve in sem en freezing of the sm all2ta il sheep

HU J ian -hong1,W ANG L i-q iang2,L I Qing-wang2

(1 R esearch Cen ter f or A rid and S em iarid A reas; 2 Colleg e of A n im al S ciences and V eterinary M ed icine,

N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: U sing the superlow temperatu re thermom eter, frozen sem en pellets of the sm all2ta il sheep

w ere p roduced by F p la te. T he resu lts show ed that the techno lig ica l key facto r in the p rocessing p rocedu res

of sheep sem en freezing w as the estab lishm en t of tempera tu re cu rve con sisted of the freezing temperatu re

and the coo ling ra te. T he in it ia l freezing temperatu re w as - 124- - 108 ℃, and its requ ired t im e w as 45 s.

T he therm al b lance temperatu re w as - 133 ℃, and its requ ired t im e w as 44 s. T he temperatu re a t imm ers2
ing in to liqu id n it rogen w as - 133 ℃, and it a lmo st requ ired no t im e, the temperatu re in freezing above liq2
u id n it rogen w as - 108- - 133 ℃, and its requ ired t im e w as 256 s. A ll these con st itu ted the temperatu re

cu rve in sem en freezing of the sm all2ta il sheep.

Key words: sem en freezing; tempera tu re cu rve; liqu id n it rogen; sm all2ta il sheep
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