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摘要： 旨在研究 １５ ℃条件下保存绵羊精液的最适宜稀释比例， 获得较好的精液保存效果。 试验分别将精液按照 １ ∶ １、 １ ∶ ４、 １ ∶ ９、 １ ∶ １４、 １ ∶
１９ 和 １ ∶ ２４ 进行稀释保存， 在保存过程中检测精子的活率、 活力、 直线速率 （ＶＳＬ）、 曲线速率 （ＶＣＬ）、 路径速率 （ＶＡＰ）、 侧摆幅度 （ＡＬＨ）、
移动角度 （ＭＡＤ）、 质膜完整率和顶体完整率。 结果显示， 保存 ３～６ ｄ， １ ∶ ９ 稀释后的精子活率显著高于其他稀释比例 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 保存 １～ ５ ｄ，
１ ∶ ４ 和 １ ∶ ９ 稀释后的精子活力显著高于其他稀释比例 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 保存 ３～５ ｄ， １ ∶ ４ 和 １ ∶ ９ 稀释后的精子质膜完整率和顶体完整率显著高于其

他稀释比例 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 保存 ３～６ ｄ， １ ∶ ４ 和 １ ∶ ９ 稀释后的精子 ＶＣＬ、 ＶＡＰ 和 ＡＬＨ 显著高于其他稀释比例 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但两组之间差异不显著

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 因此， 在本试验条件下， １５ ℃保存绵羊精液最合适的稀释比例是 １ ∶ ９， 过高和过低的稀释比例均不利于绵羊精液保存。
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　 　 人工授精是指人工采集精液并将处理后的精液输

到发情母畜生殖道的良种繁育技术［１－２］。 人工授精技

术可以提高优良公畜精液利用率、 提高母畜受胎率、
防止部分生殖道疾病的传播等［３－５］。 人工授精技术的

前提是保证良好的精液质量， 而影响精液质量的因素

很多， 如精液保存方式、 稀释液成分、 采精频率和稀

释比例等［６－７］。
精液稀释可以扩大精液量， 为精子提供营养物

质、 合适的渗透压和 ｐＨ 值等， 延长精液的保存时

间， 能更有效地用于人工授精［８］。 精液保存过程中，
精子代谢会不断消耗营养物质， 产生代谢废物和氧化

因子， 影响精液保存效果。 因此， 当精子密度过高

时， 稀释液中的缓冲物质和抗氧化物质不能长时间维

持 ｐＨ 值的稳定和氧化还原平衡［９］。 当精子密度过低

时， 精浆中的有益物质如天然抗氧化剂、 小分子蛋

白、 脂肪酸类物质等的浓度降低， 从而降低了对精子

的保护能力， 即发生稀释效应， 缩短了精液的有效保

存时间［１０］。 如果稀释比例过高， 精子密度和有效精

子数都会降低， 同时， 由于绵羊子宫颈的特殊螺旋形

构造， 随着输精剂量的增加， 会加剧精子从宫颈回

流， 降低妊娠率［１１－１２］。 李助南等［１３］ 在山羊精液的研

究中表明， ２ ～ ５ 倍稀释保存的精液质量最佳； 郝冠

英［１４］在绵羊精液的研究中， 采用了 １ ∶ ２０ 的稀释比

例进行精液保存； Ｅｓｌａｍｉ 等［１５］ 将绵羊精液稀释 ５ 倍

保存进行研究； Ｂｈａｌｏｔｈｉａ 等［１６］在绵羊精液的研究中，
采用了 １０ 倍稀释保存。 研究报道中采用的精液稀释

比例和保存效果各不相同， 因此， 探究合适的稀释比

例对精液保存和人工授精非常重要。
在生产实践中， 大多采用不含抗冻保护剂的稀释

液对精液进行稀释保存和人工授精。 Ｚｈａｎｇ 等［１７］ 关

于绵羊精液的研究表明， 在 １５ ℃保存条件下， 该稀

释液不需要添加卵黄和甘油等抗冻保护剂， 即可达到

较好的保存效果， 有着稀释液配方简便、 易于操作等

优点， 适合在生产实践中推广应用。 因此， 本研究在

选择该稀释液和保存温度的基础上通过对精子活率、
活力、 运动速率、 质膜完整率和顶体完整率的检测，
比较了不同稀释比例对 １５ ℃保存公羊精液的作用效

果， 旨在为改进绵羊精液保存技术提供一定的理论

参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂和仪器

Ｔｒｉｓ （Ａ１００８２６）、 果糖 （Ａ１００２２６） 和磷酸氢二

钠 （Ａ６１０４０４） 均购自生工生物工程 （上海） 股份有

限 公 司， 青 霉 素 钠 （ Ｓ１７０３０ ）、 链 霉 素 硫 酸 盐

（Ｓ１７０５８）、 柠檬酸 （Ｓ３００３９） 和柠檬酸钠 （Ｓ１１１１１）

均购自源叶生物科技有限公司， 姬姆萨染色液

（Ｇ１０１５） 购自北京索莱宝科技有限公司。 超纯水仪

（ＹＫ－ＲＯ－Ｂ－１５Ｌ） 购自舒活泉 （厦门） 智能科技有

限公司， 恒温箱 （ＰＹＸ－２８０Ｓ－Ｃ） 购自科力仪器有限

公司， 全自动精子分析仪 （ＭＬ－６０８ＪＺ Ⅱ） 购自南宁

松景天伦生物科技有限公司， 奥林巴斯 （ＣＸ３１） 显

微镜购自日本奥林巴斯株式会社， 恒温水浴锅

（ＨＨ－２） 购自荣华仪器制造有限公司。
１􀆰 ２　 精液采集

本试验使用的 ３ 只公羊 （购自江苏乾宝牧业有

限公司） 饲养在扬州大学实验羊场， 按照实验羊场

的规章制度饲养管理。 假阴道法采集 ３ 只公羊的精

液， 每周 ２ 次。 将采集的精液样本放在 ３７ ℃的保温

杯中， 在 ３０ ｍｉｎ 内带回实验室。 使用全自动精子分

析仪 （ＣＡＳＡ） 对采集的精液样本进行评定， 正常精

液标准： 精液体积为 ０􀆰 ５ ～ １􀆰 ５ ｍＬ， 精子密度≥２􀆰 ５×
１０９个 ／ ｍＬ， 活率≥８０％， 畸形率≤１５％。 将检测合格

的精液样本混合， 以消除个体差异， 用于后续试验。
１􀆰 ３　 精液稀释

根据褚长江［１８］ 的研究， 在 １５ ℃ 保存绵羊精液

时， 所使用的稀释液由 ３􀆰 ０７ ｇ Ｔｒｉｓ、 １􀆰 ６４ ｇ 柠檬酸、
２ ｇ 果糖、 ５０ ０００ ＩＵ 青霉素钠和链霉素硫酸盐溶于

１００ ｍＬ 超纯水中构成。 将检测合格的精液混合均匀

后分装到 ２ ｍＬ 离心管中， 分别按照 １ ∶ １、 １ ∶ ４、
１ ∶ ９、 １ ∶ １４、 １ ∶ １９ 和 １ ∶ ２４ 进行等温稀释。 在精

液 １５ ℃ 保存过程中， 针对相关指标每隔 ２４ ｈ 进行

检测。
１􀆰 ４　 精子活率、 活力及运动性能检测

从不同稀释比例的精液中分别取２０ μＬ， 用 Ｔｒｉｓ
稀释液统一稀释至 ４０ 倍， 放置在３７ ℃水浴锅孵育

３ ｍｉｎ。 孵育结束后， 取 １􀆰 ４ μＬ 在红宝石精子计数板

（ＹＡ－１， １０ μｍ， 南京宇宬光学） 上， 放置在 ３７ ℃
恒温台。 利用 ＣＡＳＡ 系统在 １００ ×的相差显微镜下

（ＭＬ－８００， 松景天伦生物科技有限公司） 测定精子

活率， 活力， 直线速率 （ＶＳＬ）， 曲线速率 （ＶＣＬ），
平均路径速率 （ＶＡＰ）， 侧摆幅度 （ＡＬＨ） 和移动角

度 （ＭＡＤ）， 所有视野合计至少 ５００ 个精子。
１􀆰 ５　 精子质膜完整率检测

根据 Ｗａｎｇ 等［１９］ 描述的低渗肿胀试验 （ＨＯＳＴ）
来检测精子质膜的完整率， 当精子处于低渗溶液时，
水分子可通过质膜进入精子内， 使质膜完整精子的体

积增大而发生尾部弯曲。 取 ２０ μＬ 按不同稀释比例稀

释保存的精液， 用 Ｔｒｉｓ 稀释液统一稀释至 ２５ 倍， 取

１０ μＬ 精液并加入 １００ μＬ 低渗溶液 （由 ０􀆰 ４９ ｇ 柠檬

酸钠和 ０􀆰 ９ ｇ 果糖溶解在 １００ ｍＬ 超纯水中构成， 其

渗透压为 １０８ ｍＯｓｍ ／ Ｌ）。 放置在 ３７ ℃水浴锅孵育至
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少 ３０ ｍｉｎ。 孵育结束后， 取 １􀆰 ２ μＬ 于红宝石精子计

数板上， 使用奥林巴斯 ＣＸ３１ 显微镜 （４００×） 观察其

弯尾率， 每次至少人工计数 ２００ 个精子。
１􀆰 ６　 精子顶体完整率检测

根据 Ｓｈｏａｅ 等［２０］ 描述的姬姆萨染色法来检测精

子顶体完整率， 精子顶体区域富含各种顶体酶， 当顶

体完整时， 姬姆萨染液会与各种酶结合从而染色。 取

２０ μＬ 按不同稀释比例稀释保存的精液， 用 Ｔｒｉｓ 稀释

液统一稀释至 ２５ 倍， 取 ２０ μＬ 精液进行涂片。 在姬

姆萨染色工作液 （用 １􀆰 ４２ ｍｇ ／ ｍＬ 的磷酸氢二钠溶液

对姬姆萨染色液进行 １ ∶ ９ 稀释） 中染色３ ｈ， 冲洗后

自然晾干。 使用奥林巴斯 ＣＸ３１ 显微镜 （４００×） 进行

观察， 每次至少人工计数 ２００ 个精子。
１􀆰 ７　 数据统计与分析

试验数据使用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 进行统计分析， 结果以

“平均值 ±标准差” 表示。 精子活率、 活力、 ＶＳＬ、
ＶＣＬ、 ＶＡＰ、 ＡＬＨ、 ＭＡＤ、 质膜完整率和顶体完整率

均进行双因素重复测量方差分析， 每个处理重复 ３

次， Ｐ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异显著， Ｐ ＞ ０􀆰 ０５ 表示差异不

显著。

２　 结果

２􀆰 １　 不同稀释比例对 １５ ℃保存的绵羊精子活率和活

力的影响

　 　 如图 １ 所示， １ ∶ １ 稀释保存的精子活率和活力

下降很快， 且在 ５ ｄ 时， 精子全部死亡； 在 ２ ～ ５ ｄ
内， １ ∶ ４ 和 １ ∶ ９ 稀释保存的精子活率显著高于其他

稀释比例 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 在 ３ ～ ５ ｄ 内， １ ∶ ９ 稀释保存

的精子活率最高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 在 ４～５ ｄ 内， 随着稀释

比例的增大， １ ∶ １４、 １ ∶ １９ 和 １ ∶ ２４ 这 ３ 组的精子

活率和活力逐渐降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 在 １～５ ｄ 内， １ ∶ ９
稀释保存的精子活力最高， 且在 １～３ ｄ 和 ５ ｄ 时， 其

显著高于其他各组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 在 １ ～ ５ ｄ 内， １ ∶ ４
稀释保存的精子活力显著高于除 １ ∶ ９ 稀释外的各组

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

不同小写字母表示同一天不同稀释比例之间差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 不同大写字母表示同一稀释比例不同天之间差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 无字母

或含相同字母则表示差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 下同。

图 １　 不同稀释比例对 １５ ℃保存的绵羊精子活率 （Ａ） 和活力 （Ｂ） 的影响

２􀆰 ２　 不同稀释比例对 １５ ℃保存的绵羊精子运动性能

的影响

　 　 如表 １ 所示， １ ∶ １ 稀释保存的精子 ＶＳＬ、 ＶＣＬ、
ＶＡＰ、 ＡＬＨ 和 ＭＡＤ 均下降很快； 在保存 ２ ～ ５ ｄ 内，
１ ∶ ９ 稀释保存的精子 ＶＳＬ 高于 １ ∶ ４ 稀释比例组

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 且显著高于其他各组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 在 ２～
５ ｄ 内， 随着稀释比例的增大， １ ∶ １４、 １ ∶ １９ 和 １ ∶
２４ 这 ３ 组的精子 ＶＳＬ 逐渐降低， 且在 ３ ～ ４ ｄ 内，
１ ∶ １９ 稀释保存的精子 ＶＳＬ 显著高于 １ ∶ ２４ 组 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 在 ４～５ ｄ 内， １ ∶ １４ 稀释保存的精子 ＶＳＬ 显

著高于 １ ∶ １９ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

在 ２ ～ ５ ｄ 内， １ ∶ ４ 和 １ ∶ ９ 稀释保存的精子

ＶＣＬ、 ＶＡＰ、 ＡＬＨ 和 ＭＡＤ 显著高于其他各组 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 但 ２ 组间差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 保存 ４ ｄ
时， １ ∶ １４ 稀释保存的精子 ＶＣＬ、 ＶＡＰ 和 ＡＬＨ 显著

高于 １ ∶ １９ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ５ ｄ 时， 随着稀释比例的

增大， １ ∶ １４、 １ ∶ １９ 和 １ ∶ ２４ 这 ３ 组的精子 ＶＣＬ、
ＶＡＰ 和 ＡＬＨ 逐渐降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 在 ３ ～ ４ ｄ 内， 随

着稀释比例的增大， １ ∶ １４、 １ ∶ １９ 和 １ ∶ ２４ 这 ３ 组

的精子 ＭＡＤ 逐渐降低， 但差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５），
在 ５ ｄ 时， １ ∶ １４ 稀释保存的精子 ＭＡＤ 显著高于 １ ∶
２４ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
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表 １　 不同稀释比例对 １５ ℃保存的绵羊精子运动性能的影响

参数
保存时

间 ／ ｄ

稀释比例

１ ∶ １ １ ∶ ４ １ ∶ ９ １ ∶ １４ １ ∶ １９ １ ∶ ２４

ＶＳＬ ／

（μｍ·ｓ－１）

０ ４２．０１±０􀆰 ８６Ａ ４３．２９±０􀆰 ６４Ａ ４３．５２±０􀆰 ５０Ａ ４４．３２±０􀆰 ２８Ａ ４５．９６±４．７７Ａ ４３．７２±２．３１Ａ

１ ３８．４０±２．４３Ａ ４１．８８±０􀆰 ７７ＡＢ ４２．３６±０􀆰 ９５Ａ ４２．４６±０􀆰 ７１Ａ ４３．１６±１．２２Ａ ４２．１４±０􀆰 ３８Ａ

２ ２６．６０±０􀆰 ６１Ｂｄ ４０􀆰 ２７±１．３７Ｃａｂ ４１．６０±２．１３ＡＢａ ３５．０８±２．４０Ｂｂｃ ３２．１７±２．７７Ｂｃｄ ３０􀆰 ５０±１．９４Ｂｃｄ

３ １３．７１±２．０６Ｃｅ ３４．８４±０􀆰 ８５Ｄａｂ ３８．３７±１．９２ＢＣａ ３１．４０±２．３０ＢＣｂｃ ２７．７６±１．２０ＢＣｃ ２１．９３±１．１５Ｃｄ

４ ５．０６±０􀆰 ０４Ｄｅ ３５．６０±０􀆰 １２Ｄａ ３７．１２±１．２１ＢＣａ ２７．４３±１．２４ＣＤｂ ２２．５４±２．８４Ｃｃ １６．０８±０􀆰 ５８Ｄｄ

５ ０Ｅｄ ３４．５５±０􀆰 ４０Ｄａ ３５．９６±１．２９ＣＤａ ２５．０４±１．７５Ｄｂ ２０􀆰 ７９±２．０６Ｃｃ １７．１９±０􀆰 ６６Ｄｃ

ＶＣＬ ／

（μｍ·ｓ－１）

０ ７５．３１±１．８６Ａ ７７．７８±１．６１Ａ ７４．１３±２．５７Ａ ７５．６１±０􀆰 ９２Ａ ７３．８１±２．６９Ａ ７６．８２±１．７０Ａ

１ ６１．１１±０􀆰 ９９Ｂｃ ７５．１２±１．９５Ａａ ７４．８４±０􀆰 ６１Ａａ ６９．０２±０􀆰 ２９Ｂｂ ６８．３０±２．７５Ａｂ ６５．５４±１．３４Ｂｂ

２ ５７．８２±０􀆰 ４６Ｂｂｃ ７１．０６±１．０５Ｂａ ７３．６８±１．３７ＡＢａ ５９．８６±０􀆰 ９８Ｃｂ ５４．７４±２．３５Ｂｃ ５５．０６±１．４３Ｃｃ

３ ２８．１６±５．１２Ｃｃ ６６．１２±１．９１Ｃａ ６４．１９±３．１５Ｃａ ５１．３６±０􀆰 ７８Ｄｂ ５０􀆰 ９８±０􀆰 ６４ＢＣｂ ４５．１０±０􀆰 ６４Ｄｂ

４ １２．５２±０􀆰 ４１Ｄｄ ６５．００±１．８９ＣＤａ ６８．１３±１．９２ＢＣａ ５１．０４±０􀆰 ３６Ｄｂ ４４．０７±１．９７Ｃｃ ４０􀆰 ７４±０􀆰 １４Ｅｃ

５ ０Ｅｅ ６３．５５±２．１２Ｄａ ６５．８２±１．９３Ｃａ ５１．２４±０􀆰 ５９Ｄｂ ４５．０３±３．１２Ｃｃ ３９．３２±０􀆰 ６９Ｅｄ

ＶＡＰ ／

（μｍ·ｓ－１）

０ ５３．２６±１．３１Ａ ５５．００±１．２６Ａ ５２．４２±１．８１ＡＢ ５３．４７±０􀆰 ６５Ａ ５２．１９±１．９０Ａ ５４．３２±１．２０Ａ

１ ４３．２１±０􀆰 ７０Ｂｃ ５４．５３±１．１４Ａ ５２．９２±０􀆰 ４４Ａａ ４８．８１±０􀆰 ２０Ｂｂ ４８．２９±１．９５Ａｂ ４６．３４±０􀆰 ９５Ｂｂ

２ ４０􀆰 ８９±０􀆰 ３３Ｂｂｃ ５０􀆰 ２５±０􀆰 ７４Ｂａ ５２．１０±０􀆰 ２６ＡＢａ ４２．３３±０􀆰 ７０Ｃｂ ３８．７１±１．６６Ｂｃ ３８．９３±１．０２Ｃｃ

３ １９．９１±３．６２Ｃｃ ４９．５０±３．２１ＢＣａ ４８．１７±２．３６ＢＣａ ３６．３２±０􀆰 ５５Ｄｂ ３６．０５±０􀆰 ４５ＢＣｂ ３１．８９±０􀆰 ４６Ｄｂ

４ ８．８５±０􀆰 ２９Ｄｄ ４６．７６±１．３５Ｃａ ４７．２５±０􀆰 ６６Ｃａ ３６．０９±０􀆰 ２６Ｄｂ ３１．１６±１．３９Ｃｃ ２８．８１±０􀆰 １０Ｅｃ

５ ０Ｅｅ ４３．５９±１．５０Ｄａ ４５．３９±２．２３Ｃａ ３６．２３±０􀆰 ４２Ｄｂ ３１．８５±２．２０Ｃｃ ２７．８０±０􀆰 ４９Ｅｄ

ＡＬＨ ／ μｍ

０ ２２．０６±０􀆰 ５４Ａ ２２．５９±０􀆰 ４７Ａ ２１．７１±０􀆰 ７５Ａ ２２．１５±０􀆰 ２７Ａ ２１．６２±０􀆰 ７９Ａ ２２．５０±０􀆰 ５０Ａ

１ １７．９０±０􀆰 ２９Ｂｃ ２２．７８±０􀆰 １１Ａａ ２１．５８±０􀆰 １１ＡＢａ ２０􀆰 ２２±０􀆰 ０８Ｂｂ ２０􀆰 ００±０􀆰 ８１Ａｂ １９．２０±０􀆰 ３９Ｂｂ

２ １６．９４±０􀆰 １４Ｂｂｃ ２０􀆰 ８１±０􀆰 ３１Ｂａ ２１．９２±０􀆰 １８Ａａ １７．５３±０􀆰 ２９Ｃｂ １６．０３±０􀆰 ６９Ｂｃ １６．１３±０􀆰 ４２Ｃｃ

３ ８．２５±０􀆰 ５０Ｃｃ ２０􀆰 ９６±１．６２Ｂａ １８．８０±０􀆰 ９２ＣＤａ １５．０４±１．２３Ｄｂ １４．９３±０􀆰 １８ＢＣｂ １３．２１±１．１９Ｄｂ

４ ３．６７±０􀆰 １２Ｄｄ ２０􀆰 ５０±０􀆰 ９７ＢＣａ １９．９６±０􀆰 ５６ＢＣａ １５．０１±０􀆰 １７Ｄｂ １３．１９±０􀆰 ９１ＣＤｃ １１．９３±０􀆰 ０４Ｅｃ

５ ０Ｅｅ １９．３７±０􀆰 ５６Ｃａ １９．５７±０􀆰 ２７Ｃａ １４．９５±０􀆰 １１Ｄｂ １２．９１±０􀆰 ５８ＣＤｃ １１．５１±０􀆰 ２０Ｅｄ

ＭＡＤ ／ °

０ １１９．９８±９．０５Ａ １２１．９７±９．００Ａ １０７．１７±５．５３Ａ １１６．４４±１１．６３Ａ １２４．５０±１４．６２Ａ １４０􀆰 ７０±１１．２２Ａ

１ ６７．０４±４．６６Ｂｃ ８２．９６±３．２８Ｂｂ １０６．５８±３．３７Ａａ ５８．４３±０􀆰 ４９Ｂｃｄ ４７．４５±３．８８Ｂｅ ５１．８１±２．０４Ｂｄｅ

２ ２２．７０±１．３９Ｃｄ ８１．１１±０􀆰 ８６Ｂａ ８２．９３±３．０５Ｂａ ５７．６９±２．７３Ｂｂ ４５．０７±０􀆰 ４１Ｂｃ ４４．２０±１．９７ＢＣｃ

３ ６．６８±１．１３Ｄｃ ７６．９２±１．０１Ｂａ ７９．９２±５．８７Ｂａ ３５．２９±３．６２Ｃｂ ４２．１６±３．４８ＢＣｂ ３３．９６±５．０６ＣＤｂ

４ ６．４７±３．３６Ｄｃ ７２．５３±７．３８Ｂａ ７３．３９±７．０２Ｂａ ３１．７０±１．６４Ｃｂ ２９．１１±３．０３ＢＣｂ ３２．５９±１．２６ＣＤｂ

５ ０Ｄｄ ５４．４９±５．５７Ｃａ ５７．０９±１．１２Ｃａ ３５．２５±１．７７Ｃｂ ３１．１７±７．９２ＢＣｂｃ ２１．９０±０􀆰 ８５Ｄｃ

　 　 注： 同一行中不同小写字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 同一列中的不同大写字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 无字母或含相同字母则表示差异

不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

２􀆰 ３　 绵羊精子质膜完整率的影响

ＨＯＳＴ 结果如图 ２ 所示， 其中尾部卷曲的 ａ 代表

质膜完整的精子， 尾部不卷曲的 ｂ 代表质膜受损的精

子。 如图 ３ 所示， 在２～４ ｄ 内， １ ∶ １ 稀释保存的精子

质膜完整率显著低于其他各组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 在 １ ｄ 和

３～４ ｄ 内， １ ∶ ４ 和 １ ∶ ９ 稀释保存的精子质膜完整率

显著高于其他各组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但 ２ 组间差异不显著

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 在 ５ ｄ 时， １ ∶ ９ 稀释保存的精子质膜完

整率显著高于其他各组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 在 ２ ～ ５ ｄ 内，

１ ∶ ２４ 稀释保存的精子质膜完整率显著低于除 １ ∶ １
稀释外的各组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 绵羊精子顶体完整率的影响

姬姆萨染色结果如图 ４ 所示， 如果精子头部未染

色或染色不均匀， 则表示顶体不完整 （ ｃ）； 如果精

子头部呈均匀的紫红色， 则表示顶体完整 （ｄ）。 如

图 ５ 所示， 在 １ ～ ４ ｄ 内， １ ∶ １ 稀释保存的精子顶体

完整率显著低于其他各组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 在 ４ ｄ 时，
１ ∶ ９稀释保存的精子顶体完整率显著高于其他各组
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（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 随着稀释比例的增加， １ ∶ １４、 １ ∶ １９ 和

１ ∶ ２４ 这 ３ 组的顶体完整率逐渐降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

ａ 表示质膜完整的精子， ｂ 表示质膜受到损伤的精子。

图 ２　 低渗肿胀试验精子卷尾情况

第 ５ 天， １ ∶ １ 稀释组精子全部死亡， 无数据。 下同。

图 ３　 不同稀释比例对 １５ ℃保存的绵羊精子质膜

完整率的影响

ｄ 表示质膜完整的精子， ｃ 表示质膜受到损伤的精子。

图 ４　 姬姆萨染色精子顶体

图 ５　 不同稀释比例对 １５ ℃保存的绵羊精子顶体

完整率的影响

３　 讨论

精液稀释是在体外模拟精子的生存环境， 通过添

加合适的稀释液， 为精子提供营养物质， 降低其代

谢， 延长精子的存活时间， 便于精液运输保存以及人

工授精使用。 精液进行适当的稀释后， 可以增加精液

量、 提高精子的利用率并增加发情母畜的配种数

量［２１－２２］。 因此， 本研究比较了不同稀释比例对保存

期间精子活率、 活力、 运动速率、 质膜完整率和顶体

完整率的影响， 探究最适宜绵羊精液 １５ ℃保存的稀

释比例。
精子活率、 活力和运动速率等指标是评价精液质

量的关键指标， 是保证精子能够顺利通过母畜生殖道

的重要基础， 与精子生育能力密切相关， 在生产中对

于能否授精有着重要影响［２３］。 本研究中， 随着保存

时间的延长， １ ∶ １４、 １ ∶ １９ 和 １ ∶ ２４ 这 ３ 组稀释保存

的精子活率和活力均显著下降。 这可能是由于精液的

高度稀释产生的稀释打击， 导致精子活率快速下降，
使精液保存质量降低［２４］。 本研究中， ０ ～ ３ ｄ 内， １ ∶
１ 稀释的精子活率和活力均显著下降。 这可能是由于

精子密度过高， 代谢废物积累过多， 影响了精液的

ｐＨ 值， 稀 释 液 中 的 缓 冲 物 质 无 法 维 持 平 衡 所

致［２５－２６］， 还可能是因为精子代谢引起稀释液中糖类

物质的大量消耗， 不足以维持精子代谢的能量消耗，
造成了精子活率的快速下降［２７］。 本研究中， 选择

Ｔｒｉｓ－果糖－柠檬酸稀释液， 在 １５ ℃保存 １ ｄ、 ３ ｄ 和

５ ｄ 时， １ ∶ ９ 稀释保存的精子活率和活力均显著高于

其他各组。 这可能是合适的稀释比例保证了精液中缓

冲物质和营养物质等的平衡。 另外， 其他更高稀释比

例组随着稀释浓度的增加， 精浆中缓冲物质被进一步

稀释， 使其对精子的保护作用下降［１０］。 Ｃａｔｔ 等［２８］ 在

猪精液的研究中也发现， 随着精浆添加量的减少， 其

冷冻保存效果逐渐降低。 Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ 等［２９］ 同样报道，
精液质量与稀释比例密切相关， 适当的稀释比例有利
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于精子存活， 稀释比例过大或过小都会降低精液的保

存效果。
精子的质膜和顶体对于精子的存活和发挥正常功

能起着至关重要的作用， 是判断精子质量的重要标

准。 质膜是精子结构的基本组成部分， 精子的运动、
获能、 维持正常代谢、 顶体反应以及精卵结合等都需

要质膜的参与［３０］。 本研究中， 随着保存时间的延长，
１ ∶ １ 和 １ ∶ ２４ 这 ２ 组稀释保存的精子质膜完整率显

著下降， １ ∶ ４、 １ ∶ １４ 和 １ ∶ １９ 这 ３ 组的精子质膜完

整率在保存 ０ ～ ３ ｄ 内也显著降低， １ ∶ ９ 稀释精子质

膜完整率在 ３ ～ ５ ｄ 内没有显著降低， 同时 ５ ｄ 时，
１ ∶ ９ 稀释的精子质膜完整率显著高于其他各组。 当

质膜破损， 质膜完整率下降时， 可能会引起精子内的

能量物质和生物酶等成分泄漏出来， 导致精子死

亡［３１］。 另外可能是因为 １ ∶ ９ 稀释的精子保存环境理

化性质的相对稳定， 天然抗氧化物质、 抑菌物质、 缓

冲物质以及营养物质能够更好地维持精子的正常代

谢， 保持精子质膜的完整性［３２］。
精子顶体内含有大量与受精有关的酶类， 如透明

质酸酶、 放射冠穿透酶和顶体素等， 其主要作用是能

够使精子穿透卵母细胞外层的卵丘、 放射冠和透明带

等保护层， 实现精卵结合， 是精子受精过程中非常重

要的部分［３３－３４］。 本研究中， 在 ３ ～ ５ ｄ 内， 各稀释比

例组的顶体完整率显著下降。 同时， １ ∶ ９ 稀释的精

子顶体完整率在 ４ ｄ 时显著高于其他各组。 这可能是

因为稀释比例过低时， 会使精子的互相碰撞， 导致一

定的物理损伤， 破坏精子顶体的完整性［３５］。 赵同渊

等［３６］研究也发现， 当稀释比例过高时， 精浆中的微

量元素和维生素等物质的浓度也大幅度降低， 这些物

质浓度的降低， 会引起精子沉聚， 进而破坏精子顶体

的完整性。
综上所述， １ ∶ ９ 是最适合绵羊精液 １５ ℃保存的

稀释比例， 按此稀释比例保存精液可有效提高精子结

构的完整性并延长精子的存活时间， 精子浓度过高或

过低都不利于绵羊精液的 １５ ℃保存。
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