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摘要： 为提高解冻后的湖羊精液质量， 本研究探讨不同解冻温度和时间对湖羊精液冷冻保存效果的影响。 细管冻精分别在 ４５、 ５５、 ６５、 ７０ 和

７５ ℃条件下进行不同时间的解冻， 通过检测精子活率、 活力和运动性能探讨各温度下不同解冻时间对细管冻精解冻效果的影响； 在上述试验的

基础上通过检测上述指标和质膜完整性、 顶体完整性以及活性氧 （ＲＯＳ） 水平来探究各解冻温度在最适宜解冻时间下对精液冷冻保存效果的影

响。 结果： 在 ４５ ℃条件下， 解冻 ２０ ｓ 和 ３０ ｓ 后的精子活率、 活力以及各项运动速率均显著高于 １０ ｓ 解冻组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 在 ５５ ℃条件下， 解冻

８ ｓ 后的精子活力显著高于 ５ ｓ 解冻组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 在 ６５ ℃和 ７０ ℃条件下， 解冻 ５ ｓ 后的精子活率和活力均显著高于其他各组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 在

７５ ℃条件下， 解冻 ３ ｓ 后的精子各项运动速率显著高于其他各组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 在 ５５ ℃条件下解冻 ８ ｓ 后的精子质膜完整率和顶体完整率均显著高

于 ３７ ℃解冻 ３０ ｓ、 ７０ ℃解冻 ５ ｓ 和 ７５ ℃解冻 ３ ｓ 这 ３ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且 ＲＯＳ 水平显著低于 ３７ ℃解冻 ３０ ｓ、 ４５ ℃解冻 ２０ ｓ、 ６５ ℃解冻 ３０ ｓ 和 ７５ ℃
解冻 ３ ｓ 这 ４ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 综上， ５５ ℃条件下解冻 ８ ｓ 是最适合湖羊细管精液的解冻方式， 可以获得较好的精液冷冻保存效果。
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　 　 湖羊是我国一级保护地方品种， 是世界著名的多

胎高繁绵羊品种， 具有四季发情、 性成熟早、 生长周

期短和适应性强等特点［１］。 同时湖羊也是全舍饲规

模化养殖的优良绵羊品种， 其养殖规模正在快速发

展。 人工授精是家畜遗传改良的重要技术， 能使优秀

种公羊的资源得到充分利用， 降低养殖成本并避免疾

病的传播， 在规模化养殖中发挥着重要作用［２］。 精

液保存是人工授精技术的关键环节之一， 包括常温保

存 （１５～ ２５ ℃）、 低温保存 （０ ～ ５ ℃） 和冷冻保存

（－１９６ ℃）， 常温和低温保存的精液质量都会随着保

存时间的延长逐渐降低， 而冷冻保存可以长期保存，
不受时间、 季节和地域等的限制［３－４］。 精液冷冻复温

后又可以恢复精子活力并保持结构和功能的完

整［５－６］， 其对于濒危物种的保护、 提高育种效率和繁

殖效率等具有重要意义［７－８］。
精液冷冻保存效果与稀释液组成、 稀释比例、 降

温处理、 冷冻和解冻过程密切相关［９］。 精液在冷冻

和解冻过程中可能存在冰晶机械损伤， 冰晶主要在危

险温区形成 （－６０～０ ℃）， 该温度区间也被称为精子

死亡温度区间［１０－１１］。 如果在冷冻和解冻过程中， 通

过该温度区间的降温速率和升温速率过慢， 便容易产

生冰晶， 对精子细胞产生不可逆的损伤［１２－１３］。 目前，
精液解冻主要包括以下 ４ 种， 低温缓慢解冻 （５ ℃）、
室温中速解冻 （１５ ℃）、 体温快速解冻 （３７ ～ ４０ ℃）
和高温超快速解冻 （７０ ～ ８０ ℃） ［１４］。 目前主要集中

在精液冷冻过程开展一系列研究， 关于绵羊精液解冻

温度和时间的研究相对缺乏。 因此， 本研究旨在通过

检测精子活率、 活力、 运动性能、 功能完整性以及活

性氧 （ＲＯＳ） 含量探究解冻温度和时间对湖羊精液冷

冻保存效果的影响， 为湖羊精液冷冻保存技术提供一

定的科学依据， 为湖羊种质资源保护以及推广利用奠

定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂与仪器

果糖、 葡萄糖、 无水柠檬酸、 柠檬酸钠、 三

（羟甲基） 氨基甲烷均购自生工生物工程 （上海） 股

份有限公司。 甘油购自国药集团化学试剂有限公司。
青霉素－链霉素双抗购自 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司。 碘化丙

啶 （ＰＩ） 溶液购自由北京索莱宝科技有限公司生产。
异硫氰酸酯－花生凝集素 （ＦＩＴＣ－ＰＮＡ） 购自 Ｓｉｇｍａ
公司。 ＲＯＳ 检测试剂盒购自上海碧云天生物技术由

限公司。 计算机辅助精子分析系统 （ＣＡＳＡ） 购自松

景天伦生物科技有限公司。 ＣＸ３１ 生物显微镜购自日

本奥林巴斯株式会社。 ＥｎＳｐｉｒｅ 酶标仪购自新加坡

ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ 公司。 ＣｙｔｏＦＬＥＸ 流式细胞仪购自贝克曼

库尔特商贸 （中国） 有限公司。
１􀆰 ２　 精液采集

公羊由扬州大学实验羊场提供， 精液分别采集自

体况良好、 无生殖道疾病的 ３ 只 ２～３ 岁的健康湖羊。
使用假阴道法采集精液， 保存在 ３７ ℃保温杯中并在

３０ ｍｉｎ 内带回实验室进行质量检查。 选择精子活率

８０％以上， 畸形率 ２０％ 以下的精液样本混匀用于

试验。
１􀆰 ３　 精液冷冻

精液冷冻基础稀释液包括： ５ ｍｇ ／ ｍＬ 葡萄糖、
１８􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 柠檬酸、 ３６􀆰 ４ ｍｇ ／ ｍＬ Ｔｒｉｓ 和 ２００ ＩＵ ／ ｍＬ
双抗。 精液冷冻Ⅰ液由 ８０％基础稀释液和 ２０％卵黄

组成， 精液冷冻Ⅱ液由 ９４％的冷冻Ⅰ液和 ６％的甘油

组成。 将精液与冷冻Ⅰ液按照 １ ∶ ３ 的比例等温稀释

后置于 ４ ℃保存 ２􀆰 ５ ｈ； 其次将稀释降温后的精液与

提前放入 ４ ℃预冷的冷冻Ⅱ液按照 １ ∶ ２ 的比例稀释

后再次置于 ４ ℃平衡 ２􀆰 ５ ｈ； 最后在 ４ ℃低温柜中，
将精液灌装到 ０􀆰 ２５ ｍＬ 的细管中， 封口粉封口后置于

细管托架上， 并放在距离液氮表面 ２ ｃｍ 处熏蒸

２０ ｍｉｎ， 熏蒸结束后立即投入液氮中保存。
１􀆰 ４　 精液解冻

保存 １ 周后， 从液氮中取出精液细管， 按照试验

设计进行解冻， 注意每次解冻一根细管精液并严格控

制解冻时间。 试验一： 将冻精细管投入 ４５ ℃水浴锅

中分别解冻 １０、 ２０ 和 ３０ ｓ 后立即进行后续检测； 试

验二： 将冻精细管投入 ５５ ℃水浴锅中分别解冻 ５、 ８
和 １１ ｓ 后立即进行后续检测； 试验三： 将冻精细管

投入 ６５ ℃水浴锅中分别解冻 ３、 ５、 ８ 和 １１ ｓ 后立即

进行后续检测； 试验四： 将冻精细管投入 ７０ ℃水浴

锅中分别解冻 ３、 ５、 ８ 和 １１ ｓ 后立即进行后续检测；
试验五： 将冻精细管投入 ７５ ℃水浴锅中分别解冻 ３、
５ 和 ８ ｓ 后立即进行后续检测； 试验六： 将冻精细管

分别投入 ３７、 ４５、 ５５、 ６５、 ７０ 和 ７５ ℃水浴锅中解冻

３０、 ２０、 ８、 ５、 ５ 和 ３ ｓ 后立即进行后续检测。
１􀆰 ５　 精子活率、 活力及运动性能检测

取 ２０ μＬ 解冻后的精液样本， 立即使用 ３７ ℃预

热的基础稀释液按照 １ ∶ ４􀆰 ５ 进行稀释， 将稀释后的

精液在 ３７ ℃水浴锅中孵育 ３ ｍｉｎ 后， 取 １􀆰 ４ μＬ 精液

滴在加热到 ３７ ℃ 的红宝石精子计数板上， 利用

ＣＡＳＡ （ＭＬ－６０８ＪＺ Ⅱ） 系统检测解冻后的精子活率、
活力、 移动角度、 侧摆幅度、 直线速率、 曲线速率和

路径速率。
１􀆰 ６　 精子质膜完整性检测

采用低渗肿胀试验 （ ＨＯＳＴ） 检测质膜完整

性［１５］， 取 ２０ μＬ 解冻后的精液样本立即与 ２００ μＬ 低

渗溶液 （包括 ４􀆰 ９ ｍｇ ／ ｍＬ 柠檬酸钠和 ９ ｍｇ ／ ｍＬ 果糖）
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混合， 并在 ３７ ℃水浴锅孵育 ３０ ｍｉｎ。 取出 １􀆰 ４ μＬ 滴

在红宝石精子计数板上， 于 ４００ 倍的 ＣＸ３１ 生物显微

镜下观察卷尾率， 每次计数 ２００ 个精子以上。
１􀆰 ７　 精子顶体完整性检测

顶体完整性采用 ＦＩＴＣ－ＰＮＡ 结合 ＰＩ 染色法进行

测定， 取 ２０ μＬ 解冻后的精液样本， 立即使用 ３７ ℃
预热的基础稀释液按照 １ ∶ ６ 进行稀释， 取 １００ μＬ 稀

释后的精液与 ２ μＬ ＦＩＴＣ－ＰＮＡ 和 ２ μＬ ＰＩ 混合， 并在

３７ ℃水浴锅中避光孵育 １０ ｍｉｎ， 在用流式细胞仪检

测之前加入 ７００ μＬ ＰＢＳ 混匀。 设置流式细胞仪检测

１０ ０００ 个细胞， 统计 ＦＩＴＣ 阴性为顶体完整。
１􀆰 ８　 精子 ＲＯＳ 含量检测

取 ２０ μＬ 解冻后的精液样本， 立即使用 ３７℃预

热的基础稀释液按照 １ ∶ ６ 进行稀释， 取 ５０ μＬ 稀释

后的精液与 ２ μＬ ＤＣＦＨ－ＤＡ 探针混合， 并在 ３７ ℃水

浴锅中避光孵育 ３０ ｍｉｎ。 孵育结束后， 使用 ＰＢＳ 洗

涤沉淀并加入 ４００ μＬ ＰＢＳ 重悬， 利用多功能酶标仪

检测在 ４８８ ｎｍ 的激发波和 ５２５ ｎｍ 的发射波处的荧光

强度。
１􀆰 ９　 数据统计与分析

使用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件按 ＬＳＤ 对数据进行单因素方

差分析 （Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）， 采用 Ｄｕｎｃａｎ 法对数据

进行多重比较， 数据表示为 “平均值±标准误”， Ｐ＜
０􀆰 ０５ 表示差异显著， Ｐ＞０􀆰 ０５ 表示差异不显著， 每组

重复 ３ 次。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 在各解冻温度下解冻时间对精子活率、 活力及

运动性能的影响

　 　 由表 １ 可知， 在 ４５ ℃条件下， 解冻 ２０ 和 ３０ ｓ 后

的精子活率、 活力、 直线速率、 曲线速率、 路径速率

和侧摆幅度显著高于 １０ ｓ 解冻组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但解

冻 ２０ 和 ３０ ｓ 两组间差异不显著 （Ｐ＞ ０􀆰 ０５）； 解冻

２０ ｓ 后的精子移动角度显著高于 １０ ｓ 解冻组 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 但与 ３０ ｓ 解冻组差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 在

５５ ℃条件下， 解冻 ８ ｓ 后的精子活力显著高于 ５ ｓ 解

冻组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但与 １１ ｓ 解冻组差异不显著 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）； 解冻 １１ ｓ 后的精子移动角度显著高于 ５ ｓ 解

冻组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但与 ８ ｓ 解冻组差异不显著 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）； 解冻后的精子活率、 直线速率、 曲线速率、
路径速率和侧摆幅度在 ３ 组间均差异不显著 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 在 ６５ ℃条件下， 解冻 ５ ｓ 后的精子活率、 活

力和移动角度显著高于其他各组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 解冻

３、 ５ 和 ８ ｓ 后的精子直线速率、 曲线速率、 路径速率

和侧摆幅度均显著高于 １１ ｓ 解冻组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但

解冻 ３、 ５ 和 ８ ｓ 这 ３ 组间均差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）；

解冻 １１ ｓ 后的精子活率、 活力及运动性能均显著低

于其他各组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 在 ７０ ℃条件下， 解冻 ５ ｓ 后
的精子活率和活力显著高于其他各组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 解

冻 ３ 和 ５ ｓ 组的精子直线速率、 曲线速率、 路径速

率、 侧摆幅度和移动角度均显著高于 ８ 和 １１ ｓ 解冻

组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但解冻 ３ ｓ 和 ５ ｓ 两组间差异不显著

（Ｐ＞０􀆰 ０５）； 解冻 ８ ｓ 和 １１ ｓ 后的精子活率和活力均

显著低于其他各组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且两组间差异不显著

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 在 ７５ ℃条件下， 解冻 ８ ｓ 后的精子全部

死亡； 解冻 ３ 和 ５ ｓ 后的精子活率、 活力和移动角度

差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 解冻 ３ ｓ 后的精子直线速

率、 曲线速率、 路径速率和侧摆幅度显著高于其他各

组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
由表 １ 可知， 在 ４５℃下， ２０ ｓ 为最优解冻时间；

在 ５５ ℃下， ８ ｓ 为最优解冻时间； 在 ６５ ℃下， ５ ｓ 为
最优解冻时间； 在 ７０ ℃下， ５ ｓ 为最优解冻时间； 在

７５ ℃下， ３ ｓ 为最优解冻时间。 ５５ ℃解冻 ８ ｓ 后的精

子活率显著高于 ３７ ℃解冻 ３０ ｓ 组和 ６５ ℃解冻 ５ ｓ 组
（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但与其他各组差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）；
５５ ℃ 解冻 ８ ｓ 后的精子活力和移动角度显著高于

３７ ℃解冻 ３０ ｓ 组和 ７５ ℃解冻 ３ ｓ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但

与其他各组差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； ３７ ℃解冻 ３０ ｓ
组的精子直线速率显著低于其他各组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
４５ ℃解冻 ２０ ｓ 和 ５５ ℃解冻 ８ ｓ 后的精子曲线速率、
路径速率和侧摆幅度均显著高于 ３７ ℃ 解冻 ３０ ｓ 组

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但与其他各组差异均不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５），
且 ４５ ℃解冻 ２０ ｓ 和 ５５ ℃解冻 ８ ｓ 两组间差异也不显

著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
２􀆰 ２　 各最优解冻温度和时间对精子功能完整性和

ＲＯＳ 水平的影响

　 　 由表 ２ 可知， ５５ ℃解冻 ８ ｓ 后的精子质膜完整率

显著高于其他各组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； ４５ ℃ 解冻 ２０ ｓ 和

６５ ℃解冻 ５ ｓ 后的精子质膜完整率显著高于 ３７ ℃解

冻 ３０ ｓ 和 ７５ ℃解冻 ３ ｓ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但与 ７０ ℃解

冻 ５ ｓ 组差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； ３７ ℃解冻 ３０ ｓ 后的

精子质膜完整率显著低于其他各组 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
５５ ℃解冻 ８ ｓ 组的精子顶体完整率显著高于 ３７ ℃解

冻３０ ｓ、 ７０ ℃ 解冻 ５ ｓ 和 ７５ ℃ 解冻 ３ ｓ 组 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 但与 ４５ ℃解冻 ２０ ｓ 和 ６５ ℃解冻 ５ ｓ 组差异

不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； ３７ ℃解冻 ３０ ｓ 后的精子顶体完

整率显著低于其他各组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ５５ ℃解冻 ８ ｓ 后

的精子 ＲＯＳ 水平显著低于 ３７ ℃解冻 ３０ ｓ、 ４５ ℃解冻

２０ ｓ、 ６５ ℃解冻 ５ ｓ 和 ７５ ℃解冻 ３ ｓ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
３７ ℃解冻 ３０ ｓ 后的精子 ＲＯＳ 水平显著高于 ５５ ℃解

冻 ８ ｓ 和７０ ℃解冻 ５ ｓ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但与其他各组

均差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
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表 １　 在各解冻温度下解冻时间对精子活率、 活力及运动性能的影响 （ｎ＝６）

温度 ／
℃

时间 ／
ｓ

活率 ／ ％ 活力 ／ ％
直线速率 ／

（μｍ·ｓ－１）

曲线速率 ／

（μｍ·ｓ－１）

路径速率 ／

（μｍ·ｓ－１）
侧摆幅度 ／ μｍ

移动角度 ／

（ °·ｓ－１）

３７ ３０ ６９􀆰 ６２±０􀆰 ２２Ｃ ５４􀆰 ４２±０􀆰 ８３Ｃ ３６􀆰 ７７±０􀆰 ３３Ｂ ５３􀆰 ７１±０􀆰 ４３Ｂ ３７􀆰 ９８±０􀆰 ３０Ｂ １５􀆰 ７３±０􀆰 １２Ｂ ４０􀆰 ５４±０􀆰 ７１Ｂ

４５

１０ ５７􀆰 ０７±１􀆰 １６ｂ ４１􀆰 ９１±０􀆰 ２３ｂ ３５􀆰 ５６±０􀆰 ７５ｂ ５１􀆰 ８４±１􀆰 ６３ｂ ３６􀆰 ６６±１􀆰 １５ｂ １５􀆰 １８±０􀆰 ４８ｂ ３３􀆰 ２４±１􀆰 １９ｂ

２０ ７５􀆰 ０９±１􀆰 ２０ＡＢａ ５９􀆰 ７４±１􀆰 ９７ＡＢａ ４１􀆰 ４５±０􀆰 ８８Ａａ ５９􀆰 ７８±１􀆰 ０６Ａａ ４２􀆰 ２７±０􀆰 ７５Ａａ １７􀆰 ５１±０􀆰 ３１Ａａ ４３􀆰 ８７±４􀆰 ０９ＡＢａ

３０ ７３􀆰 ２０±０􀆰 ５３ａ ５５􀆰 １３±１􀆰 ３１ａ ４２􀆰 ２６±０􀆰 ８２ａ ５８􀆰 ７５±１􀆰 ４３ａ ４１􀆰 ５４±１􀆰 ０１ａ １７􀆰 ２１±０􀆰 ４２ａ ３９􀆰 ８１±０􀆰 ９５ａｂ

５５

５ ７５􀆰 ８２±０􀆰 ５５ ５８􀆰 ２６±０􀆰 ６１ｂ ４０􀆰 ６５±０􀆰 ７２ ５８􀆰 ６０±１􀆰 １５ ４１􀆰 ４４±０􀆰 ８１ １７􀆰 １７±０􀆰 ３４ ４４􀆰 １９±１􀆰 １８ｂ

８ ７７􀆰 ４８±１􀆰 ７９Ａ ６２􀆰 ８１±０􀆰 ９５Ａａ ４０􀆰 ９４±１􀆰 １９Ａ ５８􀆰 ２０±１􀆰 ８８Ａ ４１􀆰 １５±１􀆰 ３３Ａ １７􀆰 ０５±０􀆰 ５５Ａ ４８􀆰 ３１±２􀆰 １３Ａａｂ

１１ ７６􀆰 ９９±１􀆰 ８９ ６１􀆰 ５４±１􀆰 ８５ａｂ ３９􀆰 ８３±１􀆰 ３２ ５５􀆰 ３７±１􀆰 ０１ ３９􀆰 １５±０􀆰 ７２ １６􀆰 ２２±０􀆰 ３０ ５１􀆰 ８０±０􀆰 ８９ａ

６５

３ ５８􀆰 ７３±２􀆰 ２８ｂ ４２􀆰 ６９±１􀆰 １６ｂ ４０􀆰 ２１±１􀆰 ３８ａ ５５􀆰 ７４±１􀆰 ９９ａ ３９􀆰 ４１±１􀆰 ４１ａ １６􀆰 ３２±０􀆰 ５８ａ ３３􀆰 ２３±１􀆰 ７２ｂ

５ ７２􀆰 ４７±１􀆰 ０１ＢＣａ ５９􀆰 ３７±０􀆰 ４３ＡＢａ ４０􀆰 ８７±０􀆰 ９１Ａａ ５６􀆰 ８９±１􀆰 ０３ＡＢａ ４０􀆰 ２３±０􀆰 ７３ＡＢａ １６􀆰 ６６±０􀆰 ３０ＡＢａ ４４􀆰 ２６±１􀆰 ９６ＡＢａ

８ ５５􀆰 ８５±１􀆰 ８６ｂ ４２􀆰 ４５±０􀆰 ４３ｂ ４０􀆰 ９２±０􀆰 ８９ａ ５３􀆰 ０９±２􀆰 ４２ａ ３７􀆰 ５５±１􀆰 ７１ａ １５􀆰 ５５±０􀆰 ７１ａ ２９􀆰 ２５±０􀆰 ６７ｂ

１１ ０􀆰 ９２±０􀆰 ５１ｃ ０􀆰 ６２±０􀆰 ３１ｃ ７􀆰 １４±３􀆰 ６５ｂ ２０􀆰 ６９±１５􀆰 ０９ｂ １４􀆰 ６３±１０􀆰 ６７ｂ ６􀆰 ０６±４􀆰 ４２ｂ ６􀆰 ４４±４􀆰 ０８ｃ

７０

３ ６９􀆰 ３０±１􀆰 １６ｂ ５５􀆰 ３２±０􀆰 ６９ｂ ４０􀆰 ５４±０􀆰 ３５ａ ６０􀆰 １６±０􀆰 ４９ａ ４２􀆰 ５４±０􀆰 ３５ａ １７􀆰 ６２±０􀆰 １５ａ ４９􀆰 １６±２􀆰 ３７ａ

５ ７４􀆰 ３９±１􀆰 ９１ＡＢａ ５９􀆰 １３±０􀆰 ７４ＡＢａ ４０􀆰 ０５±０􀆰 ６２Ａａ ５６􀆰 ５４±１􀆰 ３６ＡＢａ ３９􀆰 ９８±０􀆰 ９６ＡＢａ １６􀆰 ５６±０􀆰 ４０ＡＢａ ４３􀆰 ２０±０􀆰 ７９ＡＢａ

８ １􀆰 ５７±０􀆰 ６８ｃ ０􀆰 ９３±０􀆰 ５７ｃ ９􀆰 ４６±５􀆰 ３９ｂ １４􀆰 ７０±９􀆰 ４３ｂ １０􀆰 ３９±６􀆰 ６７ｂ ４􀆰 ３０±２􀆰 ７６ｂ １２􀆰 ４９±１０􀆰 ８ｂ

１１ ０􀆰 ３１±０􀆰 ３１ｃ ０ｃ ０ｃ ０ｂ ０ｂ ０ｂ ０ｂ

７５

３ ７３􀆰 １５±１􀆰 ３６ＡＢＣａ ５７􀆰 ８７±１􀆰 ７６ＢＣａ ４１􀆰 ６２±０􀆰 ２３Ａａ ５６􀆰 ４５±０􀆰 ４１ＡＢａ ３９􀆰 ９２±０􀆰 ２９ＡＢａ １６􀆰 ５４±０􀆰 １２ＡＢａ ３９􀆰 ８９±１􀆰 ９７Ｂａ

５ ７１􀆰 ９９±０􀆰 ５５ａ ５６􀆰 ５８±０􀆰 ４８ａ ３９􀆰 ５８±０􀆰 ４０ｂ ５５􀆰 ４４±０􀆰 ２３ｂ ３９􀆰 ２０±０􀆰 １６ｂ １６􀆰 ２４±０􀆰 ０７ｂ ４１􀆰 ３０±０􀆰 ５９ａ

８ ０ｂ ０ｂ ０ｃ ０ｃ ０ｃ ０ｃ ０ｂ

　 　 注： 在各解冻温度下， 同列不同小写字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 各最优解冻温度和时间 （３７ ℃解冻 ３０ ｓ、 ４５ ℃解冻 ２０ ｓ、 ５５ ℃解冻 ８ ｓ、
６５ ℃解冻 ５ ｓ、 ７０ ℃解冻 ５ ｓ、 ７５ ℃解冻 ３ ｓ）， 同列不同大写字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

表 ２　 各最优解冻温度和时间对精子质膜完整性、 顶体完整性及 ＲＯＳ 水平的影响 （ｎ＝６）

解冻温度 ／ ℃ 时间 ／ ｓ 质膜完整性 ／ ％ 顶体完整性 ／ ％ ＲＯＳ 水平

３７ ３０ ４４􀆰 ０６±０􀆰 ４８ｄ ７２􀆰 ９５±０􀆰 ５７ｃ ９３０􀆰 ００±６􀆰 ６６ａ

４５ ２０ ４７􀆰 ７５±０􀆰 ７５ｂ ７８􀆰 ６０±１􀆰 ２８ａｂ ８８９􀆰 ００±１０􀆰 ０７ａｂ

５５ ８ ５０􀆰 ９８±１􀆰 ５５ａ ８０􀆰 ２９±０􀆰 ６０ａ ７５５􀆰 ３３±４１􀆰 ２８ｃ

６５ ５ ４８􀆰 ４４±１􀆰 １０ｂ ７８􀆰 １２±０􀆰 ７３ａｂ ８６７􀆰 ００±３６􀆰 ５０ａｂ

７０ ５ ４７􀆰 １６±０􀆰 ８４ｂｃ ７７􀆰 ２９±０􀆰 ３５ｂ ８３２􀆰 ３３±２９􀆰 ６３ｂｃ

７５ ３ ４５􀆰 ７３±０􀆰 ３０ｃ ７７􀆰 １５±０􀆰 ３８ｂ ９０７􀆰 ６７±１９􀆰 ９４ａｂ

　 　 　 　 　 　 注： 同列不同小写字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

３　 讨论

精液的冷冻和解冻过程都能够决定解冻后的精子

活力， 直接影响解冻后的精液质量［１６］。 在－６０ ～ ０ ℃
的危险温度区间内， 精子内外的水分子会重新排列形

成冰晶， 并且体积不断变大［１７］。 冰晶的移动会刺破

细胞膜， 损伤细胞器以及染色体结构并导致细胞破

裂， 造成精子活力的降低［１８－１９］。 研究表明， 控制合

适的降温速率和升温速率使其快速通过该危险温度区

间， 是能减少大冰晶形成的有效方式［２０］。
精子活率、 活力以及各项运动性能是直接反映精

子质量和受精能力的最重要的基础指标。 精子活力是

指直线前进运动精子占总精子数的比例， 直线速率表

示精子头部直线移动距离的速度， 曲线速率表示精子

头部实际移动距离的速度， 路径速率表示精子头沿空

间平均轨迹的运动速度， 侧摆幅度是指精子头部实际

运动轨迹相对平均路径的侧摆幅度， 移动角度的含义

是精子头沿运动轨迹瞬间转折角度的时间平均值［２１］。
研究表明， 精子各项运动性能指标的数值越高表示精

子的运动能力越好， 受精能力越强［２２］。 本研究发现，
４５ ℃解冻 １０ ｓ 后的精子活率、 活力以及各项运动速

率显著低于 ２０ 和 ３０ ｓ 解冻组， ６５ ℃解冻 ３ ｓ 后的精

子活率、 活力和移动角度显著低于 ５ ｓ 解冻组。 根据

宋新华等［２３］的研究表明， 这可能是因为在该温度条
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件下， 解冻时间太短， 不能完全穿过危险温度区间，
产生冰晶损伤， 造成了精液质量的显著降低。 另一方

面， 可能是因为解冻时间太短， 不足以将细胞内多余

的抗冻保护剂排出， 精子受到渗透压力损伤［２４］。 在

试验三、 四和五的温度条件下， 长时间解冻后的精子

基本全部死亡。 相关研究表明， 这可能是因为在较高

温度条件下， 过长时间的解冻造成精子热损伤和高温

变性， 并引起精子活率的大幅度降低甚至全部

死亡［２５－２７］。
本研究发现 ３７ ℃解冻 ３０ ｓ 后的精子活力和直线

速率均显著低于其他各解冻温度和时间组， 这表明，
３７ ℃ 不适合湖羊精液的解冻。 Ｓｈａｒａｆｉ 等［２８］ 和 Ｊｏｈｎ
Ｍｏｒｒｉｓ 等［２９］的研究发现， 低温缓慢解冻会促进细胞

内冰的重结晶， 从而加剧对精子细胞器和结构的损伤

并造成精子质量的降低。 这可能是 ３７ ℃较低温度不

利于湖羊精液解冻的原因。 精子的质膜和顶体是十分

重要的结构， 完整的质膜能够保持细胞渗透压平衡，
同时还可以控制钙离子流入以及精卵结合过程中膜的

融合［３０］； 而完整的顶体对于精子通过卵丘细胞层以

及穿透透明带完成正常受精发挥着关键作用［３１］。
５５ ℃解冻后的精子质膜完整性显著高于其他各组，
其顶体完整率最高且显著高于 ３７、 ７０ 和 ７５ ℃ 这 ３
组。 这表明， ５５ ℃解冻 ８ ｓ 时的升温速率以及时间能

够使精子顺利越过危险温度区间， 得到较好的解冻效

果。 根据邓福金等［３２］ 的研究结果， 这可能是因为精

子内的水分子从玻璃态快速跨过结晶态直接变为液

态， 减少了冰晶的产生， 从而降低了对精子结构的损

伤。 Ｋｏｗａｌｃｚｙｋ 等［３３］的研究同样表明， 快速冷冻解冻

能够减轻对精子结构的损伤。 精子在代谢过程中产生

的 ＲＯＳ 是指带有未成对电子的基团， 主要包括有

Ｈ２Ｏ２、 －ＯＨ、 Ｏ２等
［３４］。 相关研究表明， 正常生理状

态下， ＲＯＳ 含量处于动态平衡的状态， 但当精子受

到外界刺激后， ＲＯＳ 产生增加， 造成氧化应激进而

损伤精子结构并使精子质量降低［１７］。 试验六中，
５５ ℃解冻后的精子 ＲＯＳ 水平最低， 且显著低于 ３７、
４５、 ６５ 和 ７５ ℃组。 这可能是因为， ＲＯＳ 的主要来源

是为精子提供能量的线粒体， 并且在该解冻温度和时

间下， 尽可能地降低了重结晶对精子线粒体鞘的损伤

最小， 线粒体呼吸链电子传递受到的影响最小， 因

此， 产生较低水平的 ＲＯＳ［３５－３６］。
冻融后的精液质量与解冻温度和时间紧密相关，

合适的温度和时间能够降低细胞内冰晶的产生， 提高

精子活率。 因此， 在精液解冻过程中的关键是使温度

迅速穿过产生冰晶的危险温区， 尽可能地避免冰晶的

产生， 这是获得良好解冻效果的重要因素。 胡娟

等［３７］在邓川牛精液冷冻的研究中发现， ７５ ℃解冻 ３ ｓ

或者 ３８ ℃解冻 ２０ ｓ 可以达到较好的精液保存效果。
Ｓｅｌｌéｓ 等［３８］ 在猪精液冷冻的研究中发现， ５０ ℃解冻

１２ ｓ 的效果要优于 ３７ ℃解冻 ３０ ｓ。 徐日福等［３９］ 研究

表明， 关于鸡精液冷冻保存， ３０ ～ ４０ ℃的解冻条件

可获得较高的精液质量。 张华［４０］ 在羊冷冻精液的研

究中表明， ４５ ℃条件下解冻可获得较高的精液质量。
上述研究与本研究结果并不完全一致， 这可能是因为

解冻温度和时间的选择除了与畜禽品种有关外， 还会

受到稀释液成分、 精液降温冷冻过程等的影响［４１］。

４　 结论

本研究结果表明， ３７ ℃不适合湖羊冷冻精液的

解冻； 若在 ４５ ℃条件下解冻， 则应该选择 ２０ ｓ 的解

冻时间； 若在 ５５ ℃条件下解冻， 则应该选择 ８ ｓ 的

解冻时间； 若在 ６５ 和 ７０ ℃ 条件下， 则应该选择

５ ｓ 的解冻时间； 若在 ７５ ℃条件下解冻， 则应该选择

３ ｓ 的解冻时间。 综合考虑并结合实际操作过程，
５５ ℃条件下解冻 ８ ｓ 可以获得较好的精液解冻效果，
是最适合湖羊精液的解冻方式， 同时， 鉴于本研究每

组样本数 ３ 个较少， 处理时间以秒计算且操作过程和

测定精液品质的过程也有时间的干扰， 更多的是未来

通过大量试验来验证最优解冻参数的准确性。
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