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摘要　简要介绍精液冷冻技术发展历史 , 分析影响牛冷冻精液受胎率的主要技术因素。认为近年来冻精生产

和应用的各个技术环节均没有重大突破 , 今后应该继续对这些环节进行优化组合 , 尤其是在水牛冻精生产技

术的标准化 、 细管冻精生产成本的降低及分离精子的冷冻保存等方面应加大研究投入和力度。
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Abstract　After having briefly introduced the history of the technology of semen cryopreservation , we ana-

lyzed the key technological factors influencing the fertility of bull frozen-thawed semen.The result showed as

followed:no important breakthrough was made in every link of cryopreserved semen production and applica-

tion in the past few years.In the days to come these links should be optimized and combined continuously ,

and the research input and strength should be stepped up especially in the technological standardization of

buffalo semen cryopreservation , the reduction of production cost per straw and the cryopreservation of sorted

spermatozoa.
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　　精液冷冻保存是利用液氮等作为冷源 , 将精液

长期保存的一种繁殖技术。它是人工授精技术的一

项重大革新 , 可使精液利用不受时间 、地域和种畜

生命的限制[ 1] 。

1　精液冷冻技术的发展简史

　　精液冷冻保存始于 1803年 Spallanzani用雪冷却

精子的试验[ 2] 。一个多世纪之后 , Luyet[ 3]通过蛙精

子冷冻试验提出冰冻过程的玻璃化学说 。1949年精

液冷冻技术出现重大突破 , Polge 等[ 4]用含甘油的稀

释液在酒精干冰冷冻鸡精液 , 发现可使精子保持原

活率 。1951年 Stewart[ 5]报道用冷冻精液授精生了一

头牛犊 。之后 , 冷冻精液技术开始应用于生产。但

是 , 该项技术在实践中大量应用只是在 20 世纪 60

年代中期以后 , 而且仅限于牛 。其他畜禽及野生动

物冷冻精液的研究进展也很快 , 但受胎率偏低 , 目

前仍处于实验或中试阶段
[ 1]
。我国 1958年首次成功

进行了精液冷冻技术研究
[ 3]
, 之后在全国广泛研究

及推广 , 以奶牛应用最多[ 2] , 20 世纪 80年代引进

生产技术和设备 , 20世纪 90 年代逐步由颗粒型转

向细管型[ 6] 。

2　影响牛冷冻精液受胎率的主要技术因素

2.1　精液的品质检查

　　尚未开发出一种单项检测来准确预示精液的受

精力 , 但研究认为如果将若干评定结果综合起来 ,

就可选出有较高受精潜能的精液 。目前已经建立了
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一个标准的精液分析方案
[ 2 , 7]

。另外 , 王锟等
[ 8]
报

道 , 用异种穿卵试验测定精子的穿卵能力 , 是提高

冻精受精率的有效方法。

2.2　精液的稀释

2.2.1　稀释液　稀释液配方的研究 , 近几年来未有

重大突破[ 9] 。

　　(1)无动物成分稀释液:近几年很多学者致力

于此类稀释液的研究与开发 , 以减少污染
[ 10 , 11]

, 但

效果不尽相同。Leeuw等[ 10]和 Thun[ 12]等分别用含大

豆提取物的稀释液处理牛精液 , 效果都不理想 , 不

返情率显著低于对照组 。Moussa等[ 13]报道 , 以提取

的低密度脂蛋白取代卵黄 , 效果比商业用的稀释液

好。2003年 , Nabiev[ 14]等和Aires[ 15]等报道 , 用含大

豆卵磷脂的 AndroMedR可获得与三基-卵黄-柠檬酸

相当或优于 Tris-EY的精液质量 , 但 AndroMedR更适

于生产上使用。 (2)精子保护剂:在缓冲物方面 ,

现转向利用三羟甲基氨基甲烷 (Tris)等有机物 , 取

得了好的效果[ 16 ,17] 。董雅娟等[ 18]认为 , 含 Tris的卵

黄-糖-甘油液比不含 Tris的同类稀释液效果好 。许

典新等[ 19]提出 , 以 Tris取代柠檬酸钠 , 试验组细管

冻精的受胎率等明显好于对照组 。在非电解质或弱

电解质方面 , 常用的是葡萄糖 、果糖 、乳糖及蔗糖

等糖类 , 使用棉子糖可获得相等或更好的效果 , 但

棉子 糖 价 格 较 高 , 尚 缺 乏 使 用 价 值[ 1 , 16] 。

Woelders[ 20]等报道 , 海藻糖和蔗糖都可使精子免受

冷冻的伤害 , 但蔗糖的效果明显好于海藻糖。目前

常用的抗冻保护剂为甘油和二甲基亚砜 (DMSO),

但多数报道认为甘油的效果更好 , 所以甘油的应用

更为广泛
[ 1 ,21]

。由于甘油本身对精子有一定的毒性 ,

近年来开始开发可以取代甘油的其它抗冻物质。张

振中等[ 22]报道 , 含 3%甘油的 “天然冻精宝” (含植

物抗冻剂)与含 5%甘油的乳糖液相比 , 精子受胎

率等有显著提高 。王锋等
[ 23]
报道 , 向稀释液Ⅰ中添

加乙二醇或丙二醇 , 精子解冻后活力与存活时间未

见显著提高或延长 , 但精子的顶体完整率显著高于

对照组。此外 , 白蛋白 、 血清也是较好的保护

剂
[ 24]

。在抗生素方面 , 传统上使用青霉素 、链霉素

及氨苯磺胺控制精液中的细菌。后来又加入多黏菌

素B , 以扩大控制范围[ 2] 。鉴于氨苯磺胺在冷冻时

对精子有害 , 目前仅用于保存液态精液
[ 3]
。从 1970

年开始 , 国外试用数种新的抗生素 , 多数取得了较

好的效果[ 1 ,2] 。试验表明 , 新生霉素 、 土霉素 、 红

霉素 、 泰洛霉素和多粘霉素对精子有负面作用[ 16] 。

Kommisrud等
[ 25]
报道 , 加青霉素 、 链霉素的脱脂乳-

卵黄液与加泰乐菌素 、 庆大霉素 、 壮观霉素和林肯

霉素的 BiladgalR液相比 , 60 d不返情率前者显著好

于后者 。普通抗生素及其混合物对牛冻精中的支原

体无明显效果[ 26] 。在抗氧化剂方面 , 试验效果不

— 。张文举
[ 27]
报道 , 谷胱甘肽可以显著提高母牛受

胎率 。Fabbrocini等及 Bilodeau等报道 , 丙酮酸盐可

以明显提高地中海水牛精子冻后质量[ 28]和牛常用稀

释液的抗氧化性能[ 29] 。Bilodeau 等[ 30]的试验表明 ,

在冻后被稀释的精液中添加各种硫醇 , 可以消除在

EYTG冷冻后过氧化氢对精子的有害作用 。Kobayashi

等[ 31]报道 , 奶或其它外分泌腺分泌物中的乳铁蛋白

可以明显提高精子的活率 , 也可促进精子的获能 。

但 Foote等
[ 32]
报道 , 250种组合和浓度的抗氧化剂 ,

绝大多数组合和浓度对冻后精子活力均无有利影响 。

(3)其它添加成分:近几年来这一方面的报道甚少 。

Verberckmoes等
[ 33]
报道 , 用含附睾液的稀释液可获

得更高的精子活力。

2.2.2　稀释倍数及稀释方法　稀释倍数多在 118

倍 , 每授精剂量活精子数为 1000 万1500 万或更

低
[ 3438]

, 而稀释方法趋于使用简化的一次稀释

法[ 3941] 。

2.3　精液的分装

　　细管型冻精目前已成为冻精的主流剂型 , 但成

本较高[ 42] 。

2.4　精液的降温和平衡

　　目前多数报道的平衡时间 (含降温时间)为:

05℃, 15h
[ 43 , 44]

。但谢成侠
[ 16]
认为 , 平衡时间可缩

短至 1 h或更短 , 这很可能是将来的发展方向 。

2.5　精液的冻结

　　传统的冻结方法是液氮蒸汽熏蒸法 。对于安瓿 、

细管精液 , 我国采用较多的设备是大口径液氮罐 ,

冷冻槽因其效果差 , 耗液氮量大几乎全部被淘汰 ,

喷氮式冷冻仪因其价格昂贵和消耗液氮量大只有少

数单位采用 。邢小军等
[ 2]
报告 —种细管冻精新方法

即密集浸入法 , 该法可极大地提高每批次的冷冻数

量和冻精质量 , 减少液氮消耗量 , 简化和优化冻精

生产工艺。

　　无论何种剂型 , 冷冻时都应遵循科学的冷冻温

度曲线 , 即冷冻时除考虑精液和冷源间的距离外 ,

还应考虑冷冻容器 、 环境的温度及冻精的总容

量
[ 4550]

。

2.6　冷冻精液的贮存

　　试验证明精液长期保存是可能的 , 在20世纪70

年代 , 牛冻精保存时间最长的已超过 25a[ 3] 。胡振

尉等
[ 51]
报道 , 冻精经 5a和 10a保存之后 , 活力变化

不大。他们用保存 21a 的冻精输精 , 产下 1头正常
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的母牛犊。Bielanski
[ 52]
等提出 , 噬麦寡养食单孢菌

是细管冻精和液氮最普遍的污染物 , 可以显著抑制

体外受精 , 但在精液和液氮之间没有明显的噬麦寡

养食单孢菌菌株的交叉感染 , 受感染精液中的牛恶

性痢疾病毒和牛疱疹病毒-1也不会传播到清洁的

精液和液氮中。

2.7　冷冻精液的解冻

2.7.1　解冻方法 　细管精液一般采用水浴解冻

法[ 3] 。20世纪 70 年代后期曾报道体内解冻法[ 16] 。

张洪国等[ 53] 和王守岩等[ 54]报道 , 用体内解冻的牛

精液授精母牛 , 受胎率高于对照组 , 故体内解冻法

可以代替常规解冻法 。

2.7.2　解冻温度　目前在生产上通常采用温水解

冻 , 取得较好效果
[ 3 ,55]

。室温及冰水解冻后精子存

活率低 (尤其是剂量达 1ml 以上时), 现已很少使

用[ 1 ,16] 。20 世纪 60 年代末开始已有人推荐高温解

冻 , 解冻温度为 7595℃之间 , 甚至 100℃以上 , 据

说效果比常规方法好
[ 16]

。近年来也有一些关于高温

解冻的报道 , 其效果是肯定的[ 49 ,56] , 只是操作较难

控制 。

2.7.3　解冻液　颗粒精液的解冻必须用解冻液。常

用的解冻液为 2.9%柠檬酸钠液 、 葡-柠液 、 复方蔗-

柠液。近年来出现了一些更方便有效的解冻液。闫

灵奇等
[ 57]
及高宏宝等

[ 58]
报道 , 含有一定量果糖的

解冻液与柠檬酸钠液相比 , 受胎率明显提高。VB12

可延长精子解冻后的保存时间 , 提高受胎率[ 59 , 60] 。

2.8　输精

　　除了发情鉴定 、 适时输精 、 输精操作规程等方

面外 , 以下 3个方面亦属于冷配技术出现之后的研

究热点。

2.8.1　冻精解冻后的保存　西川等
[ 3]
发现丙基二硫

胺素保存精子 24h后活力几乎没有降低。管艺等[ 61]

提出 , 牛细管冻精温水解冻后 , 在 5℃的环境中 ,

其有效活力存放时间为 1640h。Whitfield 等
[ 62]
和

Pereira等[ 63]的试验表明 , 钙离子 A23187处理解冻

后精液 , 可以提高发生顶体反应精子的比例 。Cor-

rea[ 64]等报道 , 咖啡因可以进一步提高经各种精子选

择技术处理后复苏精子的数量和质量标准。文国

艺[ 65]用咖啡因处理解冻牛精液 , 精子经离心后加入

到不含咖啡因的受精液中进行体外受精 , 均获得较

高卵裂率及囊胚率 , 并且第 7 天一级囊胚数较多。

Pereira等[ 63]还认为 , 玻璃棉过滤解冻后精液可以极

大提高能动精子的百分数。张永春等[ 66]用含蔗糖及

猪皮胨的保护剂保存解冻后牛颗粒冻精 60h活力基

本不变 。精液解冻后 , 如不立即输精 , 应避光低温

保存
[ 67]

。

2.8.2　输精部位　—般认为 , 输精部位越深 , 受胎

效果越好[ 3 ,68 , 69] 。但容易造成子宫创伤[ 70] , 且必须

输入排卵侧子宫内。合理的输精部位是子宫体基部

或卵泡侧子宫角基部
[ 40 , 71]

。

2.8.3　输精剂量　大多数国家输入有效精子数为

1500万3000万。目前我国的授精量为1500万 (子宫

深部授精), 最低不少于 1000万。输入精子数和部

位有关 , 浅部授精最少需 1 亿精子;深部授精时 ,

500万1000 万即可
[ 3 ,72]

。因此 , 目前国际上提出的

有效精子数在 500万800万的观点 , 是必然的趋势 。

3　牛精液冷冻技术的研究与应用前景

　　牛精液冷冻技术已普遍应用于生产 , 并取得良

好效果 。预计这项技术仍然是今后牛品种改良中应

用的主要繁殖技术。我们应该继续对冻精生产工艺

的各个环节进行优化组合[ 73] , 提高冻后活力和受胎

率;延长冻精冷冻保存和解冻后保存的时间 , 使之

便于被各个地域的生产单位应用 , 增加种公牛的配

种头数 。此外 , 以下几方面将可能成为研究与应用

的热点:(1)提高水牛冻配受胎率的技术措施 。水

牛杂交改良面小 , 冻配数量少 , 受胎率长期偏低 。

其主要原因 , 一是水牛冻精生产工艺没有完全标准

化 , 冻精质量得不到保证;二是母水牛发情特征不

明显 , 最适输精时间不好把握。(2)降低细管冻精

生产各环节成本的技术措施
[ 42 ,74]

。(3)分离精子的

冷冻保存。性别预选将加速遗传改良 , 提高生产效

率 , 只有实现了有效地冷冻分离精子 , 牛分离精子

的应用才能成为现实[ 75] 。
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