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不同解冻方法对奶牛冻精活力的影响
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　　[摘　要 ]　将 5头荷斯坦种公牛细管冻精在不同温度、不同时间下进行解冻,对解冻后的精液品质进行检测。

结果表明:解冻后顶体正常率、精子活率随解冻温度升高而升高,而畸形率随解冻温度升高而降低 ( P < 0. 01) ; 高温

(37 ℃, 75 ℃)下随着解冻时间延长,活率增高 (P < 0. 05) ;低温 (5 ℃)、室温 (15 ℃)下解冻,活率与解冻时间长短没

有明显关系 (P > 0. 05) ;精子顶体正常率、畸形率、存活时间与解冻时间无显著关系。在实践中建议使用 75 ℃ 2～

6 s解冻。
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　　牛、羊精液冷冻保存技术研究主要开始于 20世

纪 50 年代, Po lge 等[1 ]用甘油作冷冻保护剂, 在

- 79 ℃保存牛精液并用于输精, 于 1951 年产下世

界上第一头冷冻精液牛犊。现在养牛业中,已广泛应

用冷冻精液人工授精,该技术极大地促进了牛生产

性能的改进和新品种的培育。目前对牛、羊冷冻精液

的研究多集中在冷冻方法上[2 ] ,对解冻方法研究不

多,而解冻温度和解冻时间对解冻后精液品质也有

极大的影响,同样制约着输精后的受胎率[3 ]。本研究

通过不同解冻方法对牛细管冻精进行解冻,目的是

寻找最佳解冻温度和解冻时间,从而提高精子解冻

后的活率和受胎率。

1　材料和方法

1. 1　冷冻精液样品来源

　　随机从西安市种公牛站选用 5 头荷斯坦种公

牛, 采精后, 对鲜精进行品质检测, 选择活率达到

70%以上, 精子密度在 20 亿个ömL 以上的精液用

于冷冻。从选用的每头种公牛的 0. 25 mL 冻精细管

中随机选 12支用于研究,共计 60支。

1. 2　试验设计

试验采用二级系统分组模式设计。解冻温度作

为一级因子,设 4个水平,即 5, 15, 37, 75 ℃。解冻时

间作为二级因子设 12个处理,分别为 5 ℃ (60, 90,

120 s) , 15 ℃ (20, 40, 60 s) , 37 ℃ (10, 20, 30 s ) ,

75 ℃ (2, 4, 6 s)。每个处理 5个重复。

1. 3　精子活率、存活时间的评定及其形态观察

活率及存活时间的评定　按照不同的解冻方法

解冻后,立即取 1～ 2滴精液滴在事先预热的载玻片

上,置于显微镜下 37 ℃恒温载物台上,测定活率。剩

下的精液注入盛有 1 mL 质量分数 2. 9%柠檬酸钠

溶液的试管中,放入 37 ℃恒温水箱内孵育记录精子

存活时间。开始每隔 1 h 观测 1次活率,当精子活率

降低一半时,间隔 30 m in 观测 1 次活率,直到精子

全部死亡,记录精子存活时间。

精子形态的观察　将解冻后的精液滴于载玻片

上,用姬姆萨染色法染色。每个处理各做 2张切片,

在 1 000 倍油镜下观察精子形态,顶体损伤主要表

现为顶脊边缘不光滑,肿胀如月牙状突起或向后翻

转,形成皱褶;顶体内出现空泡,表面凹凸不平,顶体

破裂,碎片掉落。畸形主要为头部畸形 (长形头、梨形

头、巨形头)和尾部畸形 (尾部卷曲、弯曲)。每个切片

记数 200个精子,计算其顶体正常率和畸形率。

1. 4　数据统计

采用二级系统分组资料进行方差分析,以百分

数表示活率,顶体正常率和畸形率在方差分析前均

经反正弦转换。各组均数间用新复极差法进行检验。

2　结果与分析

2. 1　精子活率

2. 1. 1　解冻温度对精子活率的影响　不同解冻温

度解冻后精子活率如表 1 所示。随着解冻温度升
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高,解冻后精子活率也升高。37和 75 ℃下冻精解冻

后的活率显著高于 5和 15 ℃ (P < 0. 05)。75 ℃解冻

后冻精活率最高,达到41% , 5 和 15 ℃解冻后活率

差异不显著,均低于 25%。

2. 1. 2　解冻时间对精子活率的影响　同一解冻温

度下解冻时间长短不同,精子的活率也不同 (表 1)。

低温、室温 (5和 15 ℃)解冻后活率差异不显著 (P >

0. 05)。而较高温度 (37和 75 ℃)下解冻,不同解冻

时间差异显著 (P < 0. 05)。

表 1　不同解冻温度与解冻时间对解冻后活率和存活时间的影响

T able 1　T he effects of differen t thaw ing temperatu re and thaw ing tim e on the p ropo rt ion of

mo tile sperm atozoa and the mo tib le length

温度ö℃
T emperatu re

时间ös
T im e

重复数
Repetit ion num ber

活率 (X±S) ö%
Survival rate

存活时间öh
Survival t im e

5 60 5 20. 0±2. 7 ef 10. 71±0. 32 b
90 5 18. 0±2. 5 ef 10. 01±0. 24 a

120 5 21. 0±4. 0 de 9. 52±0. 1 a

15 20 5 19. 4±4. 0 de 11. 21±0. 37 b
40 5 24. 0±1. 9 d 11. 42±0. 32 b
60 5 23. 0±3. 4 d 11. 37±0. 11 b

37 10 5 31. 6±1. 6 c 13. 42±0. 17 c
20 5 37. 0±3. 0 b 13. 47±0. 49 c
30 5 38. 0±3. 0 b 13. 59±0. 38 c

75 2 5 38. 0±1. 2 b 14. 54±0. 16 d
4 5 42. 0±1. 9 a 15. 37±0. 51 e
6 5 43. 0±2. 0 a 15. 78±0. 58 e

　　注:同列标不同小写字母表示差异显著 (P < 0. 05)。

N o te:W ith in sam e co lum n, differen t low ercase letter show s sign ifican t difference (P < 0. 05).

2. 2　精子顶体正常率与畸形率

解冻温度、时间对精子顶体正常率、畸形率的影

响见表 2。在油镜 1 000倍显微镜下观察精子形态,

75 ℃解冻时的顶体正常率 (68. 14% )显著高于 5,

15, 37 ℃解冻时的顶体正常率 (P < 0. 05) ,而精子畸

形率 (8. 63% )显著低于 5, 15, 37 ℃时解冻的畸形率

(P < 0. 05) ,且后三者之间差异不显著 (P > 0. 05)。

结果 (表 2)还表明, 37 ℃10 s, 75 ℃2 s解冻后,精液

的温度达到 5 ℃; 37 ℃ 20和 30 s, 75 ℃ 4和 6 s相

当于将精液温度升至 35～ 37 ℃。在 5 ℃和室温条件

下解冻,精子细胞通过致死温区的时间长,冰晶造成

的损伤和溶液效应对膜结构的破坏均较严重。在本

试验中, 75 ℃解冻精子越过危险温区的速度快,对

精子细胞损伤小。同时在较高温度 (37和 75 ℃)时,

解冻时间间顶体正常率和畸形率差异不显著,低温

下,随着解冻时间的延长,畸形率降低,顶体正常率

也有上升的趋势,但差异不显著。

表 2　不同解冻时间对顶体正常率和畸形率的影响

T able 2　T he effects of differen t thaw ing tim es on the p ropo rt ion of acro som al in tegrity and abno rm al sperm atozoa rate

温度ö℃
T emperatu re

解冻时间ös
T haw ing

tim e

顶体正常率ö%
H ead no rm al

rate

重复数
Repeated
num ber

显著性检验
O bviously

test

畸形率ö%
A bno rm al

rate

显著性检验
O bviously

test

5 60 42. 9±5. 73 5 a 27. 49±4. 9 d

5 90 47. 8±1. 47 5 be 23. 5±3. 59 c

5 120 47. 24±1. 87 5 b 21. 47±3. 57 bc

15 20 46. 26±3. 54 5 ab 25. 62±0. 89 d

15 40 50. 94±0. 92 5 ce 26. 95±6. 3 d

15 60 49. 9±1. 65 5 be 24. 20±1. 9 c

37 10 50. 53±1. 845 5 ec 23. 76±1. 16 c

37 20 49. 02±2. 06 5 be 23. 26±3. 13 c

37 30 46. 78±1. 79 5 b 24. 65±3. 53 cd

75 2 56. 42±4. 22 5 d 14. 3±1. 6 e

75 4 55. 61±0. 93 5 d 18. 34±1. 82 ab

75 6 54. 82±2. 12 5 d 18. 29±2. 55 ab

　　注:表内数据为反正弦转换后数据;同列标不同小写字母表示差异显著 (P < 0. 05 )。

N o te: T he data are transferred from arcsin data w h ich are go tten from the research, w ith in sam e co lum n, differen t low ercase letter show s

sign ifican t difference (P < 0. 05).
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2. 3　精子存活时间

精子的存活时间是影响受胎率的一个重要因

素。存活时间随解冻温度升高而延长,比较各组存活

时间可以看出: 75 ℃> 37 ℃> 15 ℃> 5 ℃。由表 1

可见,除 5 ℃解冻 120 s的存活时间长于 5 ℃解冻

60 s, 90 s及 75 ℃解冻 6 s的精子细胞存活时间长

于 75 ℃解冻 2 s和 4 s外,其余各处理之间差异均

不显著。

3　讨　论

目前,英、法、日、墨西哥、印度等国家采用的低

温 (5 ℃)缓慢解冻,新西兰、芬兰、瑞典、澳大利亚使

用的室温 (15 ℃)中速解冻,匈牙利、比利时、前苏联

等 20多个国家采用 37～ 40 ℃体温快速解冻,挪威

等国采用 75 ℃高温超快速解冻[4 ] ,均取得了良好的

效果。但就世界范围而言, 大都倾向于采用 35～

40 ℃解冻。在本研究中,在 5和 15 ℃下解冻,精子

活率受到严重影响,畸形率增加,在体温 (37～ 40℃)

下解冻效果较好,在高温下短时间 (2～ 6 s)解冻效

果最好。造成世界范围内解冻温度不一致的原因,主

要是牛品种的特异性及精子膜对冷冻解冻温度骤变

的敏感性不同,膜受损伤的程度及精子的畸形率也

不同,从而精子细胞表现出不同的活率[5 ]。

解冻时,要求精子细胞尽快越过危险温区 (- 5

～ - 25 ℃) ,避免低温对精子的损伤。在冷冻过程

中,当温度降至- 5 ℃时,精子细胞内、外水分均处

于过冷状态,还未凝结成冰。在- 5～ - 10 ℃,细胞

外冰晶开始形成,细胞内仍处于过冷状态,细胞外因

水分凝结渗透压上升,精子开始脱水,水分的脱出可

以防止细胞内形成冰晶而引发对细胞的损伤 (物理

损伤) ,细胞外高渗透压同样可以对细胞的膜造成损

伤 (溶液效应) [6, 7 ]。同样在解冻过程中也要降低物理

损伤和溶液效应,为达到此目的,解冻必须要快速通

过危险温区,尽量减少处于危险温区的时间[8 ]。在本

试验中低温长时间解冻,精子细胞受到的损伤严重,

表现为顶体正常率显著低于高温快速解冻,而畸形

率则显著高于高温快速解冻。

牛鲜精进入母畜生殖道后,保持受精的时间约

为 28 h,精子的受精能力比其他活动能力要丧失得

早。而本试验中,冷冻保存的精子保持运动能力的时

间在 9. 5～ 15. 8 h,远低于鲜精的存活时间。生产上

多在牛发情后 10～ 12 h 对牛进行输精,精子在生殖

道的运行信号诱发了排卵,所以从输精到精卵相遇

结合需要 12～ 18 h。而低温保存的精子存活时间仅

有 9. 5～ 11. 4 h,显然不能在一次输精后就能受精。

只有体温和高温解冻的精子才可能与卵母细胞相

遇,从而引发受精过程。在本试验中,解冻温度越高,

精子的存活时间越长,V ishw anath 等[9 ]也得出了与

此相似的结论。

观察精子的活率、顶体完整率和畸形率,目的是

找出其与受胎率的关系。Janu skau skas等[10 ]研究发

现,牛冷冻精液解冻后的镜检活率与穿卵精子数及

56 d 不返情率呈极显著的正相关。W oelders等[11 ]分

析了牛和猪冻精和鲜精受胎率后指出,精子活率和

顶体形态指标可作为判断受胎率的指标。本试验所

用细管冻精由西安种公牛站提供,该站细管冻精推

广后的受胎结果与上述报道一致。
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Effects of d ifferen t thaw ing m ethods on po st2thaw ed

m o t ility of cryop reserved cow sem en

BU Shu-ha i1, SUN Zh i- j ie2,L I Qin -wang2,Y U Y ong- sheng2,W ANG L i-q iang2, HU J ian -hong2

(1 Colleg e of F orestry , 2 Colleg e of A n im al S ci2T ech ,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: Six ty frozen bovine sem en straw s (0. 25 mL ) co llected from five Ho lstein b reeding bu lls are

thaw ed to determ ined the effects of d ifferen t thaw ing temperatu re and t im es on p ropert ies of bu ll sem en.

T he resu lts show that: ( 1 ) W ith the increasing of thaw ing temperatu re, the p ropo rt ion of mo tile

sperm atozoa, the p ropo rt ion of acro som al in tegrity, the mo tib le length get imp roved sign if ican t ly (P < 0.

05). A bno rm al sperm atozoa ra te decreased sign if ican t ly w ith the increasing of thaw ing temperatu re (P < 0.

05). (2) T he percen t of p rogressive sperm atozoa thaw ed in 37 ℃ o r 75 ℃ is h igher w ith the increasing of

thaw ing t im e, bu t the percen t of p rogressive sperm atozoa is no rela t ion to thaw ing t im e. (3) T here is no

rela t ion among thaw ing t im e and the p ropo rt ion of mo tile spo rm atozoa, the p ropo rt ion of acro som al

in tegrity, the mo tib le length. It is suggested to thaw at 75 ℃ fo r 2～ 6 seconds in p ract ice.

Key words: cow sem en; thaw ed temperatu re; thaw ed t im e; sem en quality
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