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摘 要:本试验皆在研究添加不同浓度大豆卵磷脂(SL)冷冻保存东佛里生奶绵羊精液的效果。我

们在Tris基础稀释液中,添加18%蛋黄为对照组,添加0.5%、1%、1.5%、2%、2.5%SL设为试验

组,检测冷冻精液解冻后的精子活率和顶体完整率。结果显示,添加0.5%、2.5%
 

SL冷冻稀释液

稀释的精液,解冻后精子活率和顶体完整率与其他组之间存在显著差异(P<0.05);添加18%蛋黄

和1%~2%
 

SL冷冻稀释液稀释的精液,冷冻解冻后精子活率和顶体完整率之间无显著差异(P>
0.05);添加18%蛋黄和1.0%~1.5%

 

SL冷冻稀释液稀释后的精液,进行人工授精后母羊的妊娠

率与对照组无显著差异(P>0.05)。因此,大豆卵磷脂可以作为冷冻保护剂用于东佛里生奶绵羊

精液的冷冻保存,其最佳添加浓度为1~2%(g/L)。
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Abstract:The
 

purpose
 

of
 

this
 

experiment
 

was
 

to
 

study
 

the
 

effect
 

of
 

adding
 

different
 

concentrations
 

of
 

soybean
 

lecithin
 

(SL)
 

on
 

the
 

cryopreservation
 

of
 

semen
 

in
 

East
 

Friensian
 

milk
 

sheep.
 

We
 

added
 

18%
 

egg
 

yolk
 

to
 

the
 

basic
 

dilution
 

of
 

Tris
 

as
 

the
 

control
 

group,
 

and
 

added
 

0.5%,1%,1.5%,2%,and
 

2.5%
 

SL
 

as
 

the
 

test
 

group.
 

We
 

measured
 

sperm
 

motility
 

and
 

acrosome
 

integrity
 

after
 

thawing
 

fro-
zen

 

semen.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

there
 

were
 

significant
 

differences(P<0.05)
 

in
 

the
 

sperm
 

viability
 

and
 

acrosome
 

integrity
 

rate
 

be-
tween

 

the
 

thawed
 

semen
 

diluted
 

with
 

0.5%
 

and
 

2.5%
 

SL
 

freezing
 

diluent
 

and
 

other
 

groups(P<0.05);adding
 

18%
 

egg
 

yolk
 

and
 

1%
~2%

 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

sperm
 

motility
 

rate
 

and
 

acrosome
 

integrity
 

rate
 

in
 

semen
 

diluted
 

with
 

SL
 

frozen
 

diluent
 

after
 

thawing(P>0.05);
 

the
 

semen
 

diluted
 

with
 

18%
 

egg
 

yolk
 

and
 

1.0%~1.5%
 

SL
 

frozen
 

diluent,
 

after
 

artificial
 

insemina-
tion

 

The
 

pregnancy
 

rate
 

of
 

ewes
 

was
 

not
 

significantly
 

different
 

from
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group(P>0.05).Therefore,soybean
 

lecithin
 

can
 

be
 

used
 

as
 

a
 

cryoprotectant
 

for
 

the
 

cryopreservation
 

of
 

semen
 

in
 

East
 

Friensian
 

milk
 

sheep,and
 

the
 

optimum
 

concentration
 

is
 

1%~
2%(g/L).
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  提高精液冷冻保存效果是实现高质量发展人工
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授精技术的关键环节,也是建立现代畜牧业遗传资

源库的重要策略之一。选取优质冻精资源进行人工

授精不仅可以从源头上减少生殖疾病的传播,还可

以提高优秀种质资源的改良速度,增加对遗传特性

和生产性能的高效选择。目前,因绵羊精子易受低

温环境的影响发生冷休克现象,我国绵羊精液的冷
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冻保存技术尚未取得实质性的进展;羊精液的冷冻

保存过程中,温度和渗透压的改变会严重降低精子

活力,产生精子膜功能受损、脂质过氧化和冷冻保护

剂的毒害等现象,降低精子与卵母细胞的结合能力,
因此,优化冷冻精液生产工艺对于绵羊精液的长期

高效保存具有重要意义。
  蛋黄作为冷冻保护剂广泛用于精液的冷冻保

存,可以稳定精子顶体膜并在解冻时降低耗氧量。
但是,配制冷冻稀释液时,蛋黄质量难以控制,存在

病毒感染源和过敏原的风险,并且蛋黄中特殊成分

能与精清中酶类物质相互作用,所产生的物质对精

子具有毒害作用。通常在稀释前通过去除部分精

清,降低蛋黄的毒害作用,从而提高解冻后的精子质

量。此外,蛋黄内微生物所释放的内毒素会降低精

子的受精潜力。
因此,蛋黄作为冷冻保护剂具有潜在的风险,从

生物安全方面考虑,选择不含动物源性的冷冻保护

剂十分必要。相关研究表明,大豆卵磷脂(Soybean
 

lecithin,SL)可以替代动物源性冷冻保护剂保存人

类、牛和山羊的精液。但截至目前,未见SL在东佛

里生奶绵羊精液冷冻保存中使用的报道。本研究旨

在评价不同浓度SL在奶绵羊精液冷冻保存中的效

果,以添加蛋黄的冷冻精液稀释液作为对照组,评价

不同处理组对精子活率、顶体完整率和妊娠率的

影响。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 试验动物和精液采集 本研究选用来自同

一饲养管理条件下的5只优秀东佛里生奶种公羊;
实验前40

 

d,对每只种公羊的日粮添加胡萝卜和鸡

蛋,并自由取水;保持每天3~5
 

km早晚各一次的

定时定量运动并使用假阴道法从公羊体内收集

精液。
 

1.1.2 试验药品 Tris(
 

三羟甲基氨基甲烷)、果
糖、柠檬酸、甘油和大豆卵磷脂(SL)购自Sigma-
Aldrich

 

(USA)公司;伊红、青霉素、链霉素购自

国内。
1.1.3 仪器设备 电子天平(日本)、生物相差显微

镜(尼康)、全自动精子分析仪(美国 HamiltonThome
 

lvos
 

ll)、0.25
 

mL麦管(法国)、封口粉(日本);血细胞

计、超声波细胞粉碎仪、pH测试仪、恒温版、恒温水浴

锅、细管架、冰箱、剪刀和自制泡沫冷冻箱,以上设备

均来自国内。
1.2 试验方法

1.2.1 稀释液的配制 Tris基础稀释液的配置:

所需化学药品Tris、果糖、柠檬酸用万分之一分析

天平精准称量(表1),放入100
 

mL的烧杯内,加入

50
 

mL双蒸水后用玻璃棒进行搅匀,定容至100
 

mL
后倒入三角瓶封口高压灭菌;冷却后分别加入青霉

素、链霉素配制成pH为6.8的基础稀释液。
表1 Tris基础稀释液配方

配方
双蒸水

(mL)
 

Tris
(g)

果糖

(g)
柠檬酸

(g)
甘油

(%)
 

基础稀释液 100 2.71 1.00 1.42 7

Ⅰ号稀释液的配制(对照组):在Tris基础液中

分别加入18%蛋黄和7%灭菌的甘油,用超声波仪

进行加速溶解和离心,使用细菌过滤器过滤后备用。

Ⅱ-Ⅵ稀释液的配制(试验组):在 Tris基础稀

释液中分别加入不同浓度的大豆卵磷脂(0.5%、

1.0%、1.5%、2%、2.5%)和7%灭菌的甘油(表2),
用超声波仪进行加速溶解和离心,使用细菌过滤器

过滤后备用。
                               

表2 不同添加剂稀释液的配方
                                

%

配方 大豆卵磷脂 蛋黄
 

甘油
 

Ⅰ - 18.0 7.0

Ⅱ 0.5 - 7.0

Ⅲ 1.0 - 7.0

Ⅳ 1.5 - 7.0

Ⅴ 2.0 - 7.0

Ⅵ 2.5 - 7.0

1.2.2 精液采集和质量检测 使用假阴道法采集

精液后,立即将精液放置于34℃恒温水浴锅中的试

管,静置10~15
 

min后观察精液颜色,检测精子活

率、精子密度和射精量。选择射精量在0.5~2
 

mL、
精子浓度为1.5~2×109 精子/

 

mL、精子活率大于

85%、异常精子率小于10%的精液备用。

1.2.3 精液冷冻处理 为消除个体间差异,将采集

的不同公羊的精液混合,分成六等份,分别用Ⅰ-VI号

稀释液进行等温稀释,稀释至最终浓度为4.0×107

个精子/
 

mL,并置于37℃水浴锅中平衡10
 

min,平衡

后的精液装入0.25
 

mL麦管中,并用聚乙烯醇密封。
将所有麦管用纯棉毛巾或纱布包裹放入4℃冰箱中

平衡3
 

h,再将麦管放置在距离液氮表面3
 

cm处熏蒸

10~12
 

min,然后收集麦管投入液氮中保存备用。

1.2.4 冻精细管解冻后的质量评定 冻精细管在

37℃水浴锅中解冻30s,依照常规方法检测解冻后

的精子活率、存活时间、死精子率和顶体完整率。根

据 Mortimer标准,精子颈部区域呈现轻微粉红色
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或红色的归类为活精子。
1.2.5 腹腔镜输精 腹腔镜输精技术与同期发情

技术相结合进行输精。上述方法冷冻的精液解冻后

借助腹腔内窥镜,采用套管针穿刺方法,将精液直接

输入到发情后30~36
 

h母羊的(术前空腹12
 

h以

上)子宫角,做到“精准输精”。
 

1.2.6 母羊管理及妊娠诊断 输精后的母羊每天

补饲优质干草、青干草、青贮饲料,妊娠后期适量补

充精料、微量元素等。输精后35~40
 

d使用羊用B
超仪检测妊娠情况,统计妊娠母羊数。
1.3 统计分析

采用SPSS统计软件对随机区组设计得到的试

验数据进行单因素方差分析(ANOVA),进一步用

Etukey-Kramer检验评估统计学上的差异,当P<
0.05时,差异显著。

2 结果与分析

2.1 不同冷冻稀释液对精子活率、顶体完整率的

影响

  精液分别用冷冻稀释液Ⅰ(对照组)和冷冻稀释

液Ⅱ-Ⅵ(试验组)稀释,在4℃冰箱中降温平衡3
 

h,用液氮熏蒸冷冻后投入液氮中保存。解冻后检

查其活率和顶体完整率,结果见表3。

表3 不同稀释液对精子活率、顶体完整率的影响
                             

%

项目 18%蛋黄 0.5%大豆卵磷脂 1%大豆卵磷脂
 

1.5%大豆卵磷脂
 

2%大豆卵磷脂
 

2.5%大豆卵磷脂
 

鲜精活率 0.85±2.45a 0.85±2.45a 0.85±2.45a 0.85±2.45a 0.85±2.45a 0.85±2.45a

解冻后活率
 

66.7±4.02a 51.5±2.08c 61.3±1.68ab 64.7±2.83a 60.3±1.48ab 55.6±3.09bc

顶体完整率
  

66.2±1.68a 49.12±2.6bc 69.35±3.27a 70.20±2.42a 67.12±1.7a 54.4±2.11c

  注:同行数据不同字母表示差异显著(P<0.05),相同字母表示差异不显著(P>0.05)。

  表3显示,0.5%、2.5%SL组精子解冻后活率

和顶体完整率低于其他组(P<0.05);18%蛋黄和

1%、1.5%、2%SL组精子解冻后活率和顶体完整率

显著高于其他各组,且显著高于0.5%和2.5%组

(P<0.05)。

2.2 不同稀释液对冷冻精液受胎率的影响

表4显示,添加18%蛋黄和1.0%~1.5%SL
冷冻稀释液稀释的精液,人工授精后母羊的妊娠率

之间无显著差异(P>0.05)。
                      

表4 不同稀释液对冷冻精液受胎率的影响
                       

只,%

项目
1.0%~

 

1.5%
大豆卵磷脂

  18%蛋黄
 总数

(只)
 

输精母羊数
 

50 60 110
妊娠母羊数

 

29 35 64
妊娠率

 

58a(29/59) 58.3a(35/60)58.18(64/110)

  注:同行数据不同字母表示差异显著(P<0.05),相同

字母表示差异不显著(P>0.05)。

3 讨论

在大多数动物精液冷冻过程中,蛋黄作为高效

的冷冻保护剂而广泛应用。但是,禽类的蛋黄作为

精液冷冻保护剂容易受到病原体和细菌的污染,并
有可能导致疾病的传播,而面临卫生安全问题,直接

影响精液品质。此外,因蛋源不同或蛋源不明会导

致无法控制其质量。因此,世界各地实验室在不断

研究可以替代动物源性蛋黄的新型精液冷冻保护

剂。而大豆卵磷脂是一种植物源性冷冻保护剂,是
高分子量脂蛋白和磷脂的替代品,即可降低动物源

性冷冻保护剂的卫生风险,又能防止稀释、冷却和超

低温保存过程中对精子质膜的损伤。研究表明,SL
用于冷冻牛精液、公羊精液和山羊精液效果显著。
所以,精液冷冻保存过程中,使用非动物源性的冷冻

保护剂代替蛋黄是提高羊冷冻精液安全生产效率和

冷冻精液受精率的关键所在。

Waterhouse等研究报道表示,大豆卵磷脂在冷

冻过程中的保护作用是通过磷脂在降低至冰点过程

中减少冰晶的形成而实现。磷脂是蛋黄和大豆卵磷

脂磷酸盐的主要成分,外源磷脂可以取代精子质膜

的磷脂,维持精子质膜结构和功能的正常运行。因

此在精子冷冻过程中,这种植物性磷脂能够有效降

低精子质膜的氧化受损。本研究结果显示,在奶绵

羊精液冷冻保存液中添加浓度为1%~2%的大豆

卵磷脂,能使精子解冻后的活率、顶体完整率和妊娠

率均与蛋黄作为保护剂所得效果无显著差异,表明

SL在奶绵羊精液冷冻过程中对精子起到了保护

作用。
另外,本试验在添加1%

 

、1.5%SL稀释液稀释

奶绵羊精液时发现,SL对精子的运动速度有明显的

促进作用,这可能与蛋黄稀释液黏度高于SL稀释

液有关,高黏度环境会阻碍精子的运动速度。但是,
高浓度的SL对精子活力和存活能力有一定的毒性

作用。稀释液中加入高浓度的SL会增加稀释液的

黏度,而稀释液中的杂物也会降低精子的受精能力,
这可能与稀释液的渗透压有关。稀释液中渗透压随

着SL浓度的增加而降低,导致精子发生损伤现象。
由于较高浓度的SL可能存在对精子的毒害作
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用,而较低浓度可能不足以保护精子,所以稀释液中

的大豆卵磷脂含量存在一个临界值。这与本试验结

果相一致,当SL添加浓度为1%~2%时,公羊精液

解冻后精子活率和顶体完整率较高,而SL添加浓

度为0.5%和2.5%时,精子活率和顶体完整率下

降。所以,在东佛里生奶绵羊精液冷冻保存稀释液

中大豆卵磷脂最佳浓度为1%~2%。且Khalifa等

报道,添加大豆卵磷脂的冷冻精液在输精后获得了

较理想的受胎率,与蛋黄冻精受胎率无显著差异。
综上所述,大豆卵磷脂可以取代蛋黄作为精液

冷冻保护剂,并在精液冷冻-解冻过程中对精子发

挥保护作用,其最佳添加浓度为1%~2%。这为商

业化、标准化地生产绵羊冷冻精液奠定基础,提高绵

羊冻精的冷冻效果,促进羊冻精供种的进程。
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