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摘要： 为探索适合良种娘亚牦牛高效扩繁技术， 本文通过假阴道法采集 ３ 头娘亚公牦牛精液， 检测精子质量后制作细管冻精； 选取 ３ 岁左右的未

孕、 健康娘亚处女牦牛 ５６ 头， 用 ３ 种药物组合： 氯前列烯醇＋氯前列烯醇＋血促性素 （Ａ 组， ｎ＝ １６）， 孕酮阴道栓＋氯前列烯醇＋血促性素 （Ｂ 组，
ｎ＝ ２０） 和戈那瑞林＋氯前列烯醇＋戈那瑞林 （Ｃ 组， ｎ＝ ２０） 进行同期发情处理， 鉴定发情后进行人工授精， 以早孕试纸检测卡与便携式 Ｂ 超诊断

仪进行妊娠检测。 结果： 娘亚牦牛平均精液量为 （２􀆰 ０３±０􀆰 ２５） ｍＬ， 精子密度为 （１４􀆰 ０４±２􀆰 ５２） ×１０８个 ／ ｍＬ， 活率为 （８３􀆰 ００±３􀆰 ４６）％， 畸形率

为 （５􀆰 ３３±１􀆰 ５３）％， 满足冻精制作标准； 制作的细管冻精解冻后平均精子活率为 （４６􀆰 ０８±２􀆰 １４）％， 畸形率为 （１０􀆰 ７２±５􀆰 ８１）％， 质膜完整率为

（４７􀆰 ６９±１􀆰 ４２）％， 顶体完整率为 （５５􀆰 ９４±１􀆰 ７５）％， 为合格冻精； 同期发情结果表明， Ｂ 组处理发情效果最好， 在 ４８ ｈ 发情率可达 ６０％， Ａ 组在

４８ ｈ 发情率为 ３７􀆰 ５％， Ｃ 组发情最慢， 在 ４８ ｈ 发情率仅 ２０％， ９６ ｈ 发情率才达 ６０％， 且 Ｂ 组总发情率最高为 ９０％， 与 Ａ 组 ８７􀆰 ５％总发情率无显

著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 但与 Ｃ 组 ６０％总发情率差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ３ 组受胎率分别为 ２８􀆰 ５７％、 ３３􀆰 ３３％、 ３３􀆰 ３３％， 均无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 本

文为西藏娘亚牦牛细管冻精制作与人工授精提供了实践指导。
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　 　 牦牛作为我国西藏自治区重要的家畜资源之一，
其生产的肉、 乳、 皮、 毛等成为高原地区人们生活的

必需品， 对当地经济发展与民生改善具有重要意

义［１］。 娘亚牦牛， 作为牦牛中的一种珍贵品种， 主

要生长于西藏自治区那曲市嘉黎县， 分布在海拔

３ ７００～４ ４００ ｍ 的高山草原地带， 是国家地理标志产

品之一， 享有盛誉［２］。 然而， 娘亚牦牛作为单胎动

物， 其生殖周期长， 且传统繁殖方式多依赖于自然交

配， 导致繁殖潜力未能得到充分挖掘与高效利用， 影

响了其繁殖性能的提升。 为了克服这一难题， 冻精制

作及人工授精技术应运而生， 成为当前高效繁殖技术

的重要组成部分。 这些技术不仅能够最大限度地发挥

公牛的遗传潜力， 还能显著提升良种公牛的利用效

率［３］， 假阴道法采精作为广泛应用的采精技术， 已

在多个牛种上取得了显著成效［４－７］。 同时， 结合同期

发情技术， 通过人工调控母牛的发情周期， 使母牛能

够集中发情、 授精、 分娩， 并辅以妊娠检测手段， 进

一步提高了母牛的利用效率［８］。 在牦牛同期发情处

理中， 常用的激素药物包括戈那瑞林主要含促性腺激

素释放激素 （ＧｎＲＨ）、 氯前列烯醇主要含前列腺素

（ＰＧ）、 血 促 性 素 主 要 含 孕 马 血 清 促 性 腺 激 素

（ＰＭＳＧ） 以及孕酮阴道栓 （Ｃｕｅ－Ｍａｔｅ） 等［９］。 研究

表明， ＰＧ ＋ ＰＧ ＋ ＰＭＳＧ、 Ｃｕｅ － Ｍａｔｅ ＋ ＰＧ ＋ ＰＭＳＧ 和

ＧｎＲＨ＋ＰＧ＋ＧｎＲＨ 等药物组合在多个牛种上均获得良

好的同期发情效果［１０－１４］。 然而， 针对娘亚牦牛良种

繁育方面的相关研究却鲜有报道。
本文旨在探索适合娘亚牦牛的繁殖技术。 通过假

阴道法对娘亚公牦牛进行精液采集， 并检测其精子质

量， 进而开展细管冻精制作。 同时， 选取 ＰＧ＋ＰＧ＋
ＰＭＳＧ、 Ｃｕｅ－Ｍａｔｅ＋ＰＧ＋ＰＭＳＧ、 ＧｎＲＨ＋ＰＧ＋ＧｎＲＨ 这 ３
种同期发情药物组合对娘亚母牦牛进行同期发情处

理， 鉴定发情后进行人工授精， 以探索适合娘亚牦牛

良种繁育的科学方法， 推动娘亚牦牛繁殖技术的创新

与发展。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂和仪器

姬姆萨染液购自南京都莱生物技术有限公司； 柠

檬酸钠、 考马斯亮蓝染液购自天津致远化学试剂有限

公司； 果糖购自成都金山化学试剂有限公司； Ｏｐｔｉｄｙｌ
精液稀释液购自法国 ＩＭＶ 科技股份有限公司； ＰＧ 注

射液购自齐鲁动物保健品有限公司； 注射用 ＰＭＳＧ 购

自宁波第二激素厂； ＧｎＲＨ 注射液购自宁波三生生物

科技股份有限公司； 牛用孕酮阴道栓购自新西兰 Ｖｅ⁃
ｔｏｑｕｉｎｏｌ 制药股份有限公司； 牛早孕试纸检测卡购自

北京倍特双科技发展有限公司。 牛用假阴道购自济南

约克农牧器械有限公司。
１􀆰 ２　 牦牛精液采集

所用 ３ 头平均 ５􀆰 ５ 岁、 健康、 体态相似、 生长状

况良好、 性欲旺盛的娘亚公牦牛由西藏娘亚牦牛养殖

产业发展有限责任公司提供， ３ 头公牦牛来源于不同

家系。 将公牦牛单独饲养 ５ ～ ７ ｄ 后各采集 １ 次精液。
采集时， 组装好假阴道后注入 ３８ ℃热水并固定集精

杯， 以发情母牦牛诱导， 待公牦牛爬跨时迅速将其阴

茎引导至假阴道内， 射精后迅速取下集精杯于 ３７ ℃
恒温保存带回实验室进行精子质量检测。
１􀆰 ３　 新鲜精子密度检测

以 ３％ ＮａＣｌ 溶液对新鲜精液进行 １００ 倍稀释， 在

血细胞计数板中滴加 １０ μＬ 稀释精液， 于显微镜下观

察并计数。 精子密度 ＝ ５ 个中方格精子数×５×稀释倍

数÷计数室体积。
１􀆰 ４　 新鲜精子活率检测

以 ３７ ℃预热的 ０􀆰 ９％ ＮａＣｌ 溶液对新鲜精液进行

等比例稀释， 在恒温显微镜下观察并计数。 精子活

率＝视野内直线运动精子数 ／视野内精子总数×１００％。
１􀆰 ５　 新鲜精子畸形率检测

以姬姆萨染液对新鲜精液抹片染色 ３０ ｍｉｎ， 沥干

后在显微镜下观察并计数。 精子畸形率＝视野内畸形

精子数 ／视野内精子总数×１００％。
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１􀆰 ６　 牦牛细管冻精制作

以 ２ ∶ ３ 比例将 Ｏｐｔｉｄｙｌ 精液稀释液与灭菌 ｄｄＨ２Ｏ
混匀， 置于 ３７ ℃恒温水浴锅中预热， 与新鲜精液混

合并吹打均匀， 使精子密度不低于 ２×１０８个 ／ ｍＬ。 以

０􀆰 ２５ ｍＬ 无菌冻精细管对稀释精液进行灌装， 在 ４ ℃
条件下平衡 ４ ｈ 后置于距离液氮面 ３􀆰 ５ ｃｍ 的冷冻箱

内熏蒸 ８ ｍｉｎ 后， 迅速移入液氮 （－１９６ ℃） 保存。
１􀆰 ７　 冻精解冻后精子质量检测

将保存 ７ ｄ 的细管冻精迅速从液氮中取出， 置于

３７ ℃恒温水浴锅中解冻 ４０ ｓ 并按 １􀆰 ４ 和 １􀆰 ５ 中的方

法检测精子活率和畸形率。
１􀆰 ８　 冷冻精子质膜完整率检测

以低渗溶液 （０􀆰 ４９ ｇ 柠檬酸钠与 ０􀆰 ９ ｇ 果糖溶解

于 １００ ｍＬ ｄｄＨ２Ｏ） 对解冻后精液进行等比例稀释，
３７ ℃孵育 １ ｈ 后于显微镜下观察并计数。 精子质膜完

整率 ＝ 视野内质膜完整精子数 ／视野内精子总数 ×

１００％。 　
１􀆰 ９　 冷冻精子顶体完整率检测

以考马斯亮蓝染液对解冻精液抹片染色 ３０ ｍｉｎ，
沥干后在显微镜下观察并计数。 顶体完整率＝视野内

顶体完整精子数 ／视野内总精子数×１００％。
１􀆰 １０　 牦牛同期发情处理

选取年龄为 ３ 岁左右的未孕、 健康娘亚处女牦牛

５６ 头， 按照表 １ 进行分组与同期发情处理， 最后一

次处理后 １２ ｈ 内对母牦牛进行发情鉴定。 若母牦牛

出现鸣叫、 离群、 爬跨其他牦牛， 或者外阴肿胀、 分

泌黏液、 阴道黏膜潮红等则视为发情； 同时每隔 １２ ｈ
使用无疾病、 性欲旺盛的公牦牛进行试情， 若母牦牛

接受公牦牛爬跨则视为发情。 通过 ２ 种方法共同鉴定

并统计其发情时间分布， 各时间段发情率＝各时间段

发情牛数 ／处理组总牛数×１００％， 总发情率 ＝发情牛

数 ／处理组总牛数×１００％。

表 １　 娘亚牦牛同期发情不同药物组合处理方案

组别 ｎ
处理方式

第 １ 天 第 ８ 天 第 ９ 天 第 １０ 天

Ａ １６ ４ ｍＬ ＰＧ ４ ｍＬ ＰＧ １ ０００ ＩＵ ＰＭＳＧ ／

Ｂ ２０ 放置 Ｃｕｅ－Ｍａｔｅ ４ ｍＬ ＰＧ＋５００ ＩＵ ＰＭＳＧ， 撤 Ｃｕｅ－Ｍａｔｅ ／ ／

Ｃ ２０ １００ μｇ ＧｎＲＨ ４ ｍＬ ＰＧ ／ １００ μｇ ＧｎＲＨ

　 　 　 　 　 注： “ ／ ” 表示无处理。

１􀆰 １１　 牦牛人工授精

将细管冻精迅速从液氮中取出， 置于 ３７ ℃恒温

水浴锅中解冻 ４０ ｓ 后， 以 “直肠把握法” 对发情母

牦牛进行人工授精， 间隔 １２ ｈ 进行第 ２ 次授精， 每

次 １ 管 ０􀆰 ２５ ｍＬ。
１􀆰 １２　 牦牛妊娠检测和胎儿影像图观察

人工授精 ２８ ｄ 后以早孕试纸检测卡进行初检：
采集 １～２ ｍＬ 母牦牛血液并分离血清， 将上层血清滴

加至早孕试纸检测卡加样孔， １０ ｍｉｎ 后读取结果。 同

时以便携式 Ｂ 超诊断仪对初检结果为阳性的母牦牛

进行 Ｂ 超复检。 复检未观察到胚胎影像的母牦牛于

７ ｄ 后以早孕试纸检测卡重检确定妊娠情况。 最终判

定为阳性的母牛每隔 ３０ ｄ 以便携式 Ｂ 超诊断仪采集

胎儿影像图。 受胎率 ＝复检或重检阳性牛数 ／授精牛

数×１００％。 　
１􀆰 １３　 数据统计与分析

通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件对鲜精精子密度、 活率、 畸

形率和冻精精子密度、 活率、 畸形率、 质膜完整率、
顶体完整率进行一般数据统计， 结果以 “平均值±标

准差” 表示； 发情率和受胎率进行独立性卡方检验，
以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 表示差异极显著。

２　 结果

２􀆰 １　 西藏娘亚牦牛冻精制作

以假阴道法成功采集 ３ 头娘亚公牦牛的精液， 精

液量为 （２􀆰 ０３±０􀆰 ２５） ｍＬ， 精液呈乳白色 （图 １Ａ），
显微镜下观察发现精子呈典型的蝌蚪状和 “云雾”
式活动状态 （图 １Ｂ、 Ｃ）， 长度约为 ７０ μｍ， 精子活

率为 （８３􀆰 ００±３􀆰 ４６）％， 精子密度为 （１４􀆰 ０４±２􀆰 ５２） ×
１０８个 ／ ｍＬ， 畸形率为 （５􀆰 ３３ ± １􀆰 ５３）％， 满足 ＮＹ ／ Ｔ
１２３４—２０１８ 《牛冷冻精液生产技术规程》 要求， 可

开展后续冻精制作。
对细管冻精解冻后精子进行质量检测， 测得精子

活率 为 （ ４６􀆰 ０８ ± ２􀆰 １４ ）％， 畸 形 率 为 （ １０􀆰 ７２ ±
５􀆰 ８１）％， 质膜完整率为 （４７􀆰 ６９±１􀆰 ４２）％ （图 ２Ａ），
顶体完整率为 （ ５５􀆰 ９４ ± １􀆰 ７５）％ （图 ２Ｂ）， 符合

ＧＢ ４１４３—２０２２ 《牛冷冻精液》 标准。
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Ａ． 娘亚牦牛精液； Ｂ． 精子镜下状态； Ｃ． 精子畸形情况。

图 １　 娘亚牦牛精液状态及质量检测图

Ａ． 精子质膜完整情况， ａ 为质膜完整精子， ｂ 为质膜不完整精子； Ｂ． 精子顶体完整情况， ｃ 为顶体完整精子， ｄ 为顶体不完整精子。

图 ２　 娘亚牦牛细管冻精解冻后精子质膜和顶体完整率检测

２􀆰 ２　 西藏娘亚牦牛同期发情和人工授精

对娘亚母牦牛进行不同方案同期发情处理， 而后

进行发情鉴定， 发现母牦牛发情时外阴部肿胀、 皮肤

褶皱减少、 阴门有清亮或稍显浑浊的黏液流出以及阴

道内黏膜表面潮红等 （图 ３）， 并且接受试情牦牛爬

跨。 发情时间分布统计发现 Ａ、 Ｂ、 Ｃ 这 ３ 组在 ２４ ｈ
内均无发情现象， 在 ４８ ｈ 内 Ｂ 组处理牦牛发情效果

最好， 发情率为 ６０％， Ａ 组发情率为 ３７􀆰 ５％， 而 Ｃ
组发情最慢， 发情率仅为 ２０％， 在 ９６ ｈ 左右发情率

才达到 ６０％， 且发现 Ｂ 组总发情率最高为 ９０％， 与

Ａ 组总发情率 ８７􀆰 ５％无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， Ａ 组、
Ｂ 组总发情率均显著高于 Ｃ 组总发情率 ６０％ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５） （表 ２）。

Ａ． 发情娘亚母牦牛外阴； Ｂ． 发情娘亚母牦牛阴门分泌物； Ｃ． 发情娘亚母牦牛阴道黏膜。

图 ３　 娘亚母牦牛发情表现
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　 　 对鉴定发情的娘亚母牦牛进行细管冻精人工授

精， ２８ ｄ 后使用早孕试纸检测卡和便携式 Ｂ 超诊断

仪进行妊娠诊断 （图 ４）， 结果发现 Ｂ 组和 Ｃ 组受胎

率均为 ３３􀆰 ３％， 高于 Ａ 组 ２８􀆰 ５７％的受胎率 （表 ２），
但均无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 在人工授精 １２０ ｄ 前未

观察到清晰的胎儿影像图。 １２０～１５０ ｄ 时可观察到清

晰胎儿影像图， 影像图中出现黑色液体回声区和白色

固体回声区， 胎儿轮廓清晰， 能够区分头部和躯干，
骨骼回声强烈 （图 ５Ａ）， 体长为 （１９􀆰 ３１±０􀆰 ３３） ｃｍ。
１５１～１８０ ｄ 时可观察到影像图中白色固体回声区扩

大， 胎儿骨骼回声区加强， 可直观观测到头部、 躯

干、 脊椎 （图 ５Ｂ）， 体长为 （２２􀆰 ３７±０􀆰 ８４） ｃｍ。

表 ２　 不同药物组合处理娘亚牦牛发情率及受胎率 ％

项目 Ａ 组 Ｂ 组 Ｃ 组

０～２４ ｈ 发情率 ／ ／ ／

＞２４～４８ ｈ 发情率 ３７􀆰 ５ ６０ ２０

＞４８～７２ ｈ 发情率 ２５ ２０ ２０

＞７２～９６ ｈ 发情率 ２５ １０ ２０

总发情率 ８７􀆰 ５ａ ９０􀆰 ０ａ ６０􀆰 ０ｂ

受胎率 ２８􀆰 ５７ｂ ３３􀆰 ３３ｂ ３３􀆰 ３３ｂ

　 　 注： 同行数据肩标不同小写字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

Ａ． 对照区 （Ｃ） 出现红色条带而检测区 （Ｔ） 未出现条带表示未妊娠； Ｂ． 对照区 （Ｃ） 及检测区 （Ｔ） 同时出现红色条带表示其妊娠。

图 ４　 牦牛早孕试纸检测图

图 ５　 娘亚牦牛胎儿 １２０～ １５０ ｄ （Ａ） 和 １５１～ １８０ ｄ （Ｂ） 影像图

３　 讨论

３􀆰 １　 关于西藏娘亚牦牛冻精的制作

人工授精技术是加快种群遗传改良的重要手

段［１５］， 而人工授精的效果取决于多种因素， 如所用

精子活率等［１６］， 但精子在冷冻保存过程中极易产生

结构损伤而引起受精能力丧失或死亡［１７－１８］， 导致人

工授精结果不理想。 因此， 精子冷冻前后质量符合标

准是保障人工授精成功的前提。 有研究表明， 当雄牦

牛采精量一般为 ２􀆰 ５ ｍＬ， 新鲜精子活率在 ８０％左右，
密度在 ８ ～ ２１􀆰 ３ 亿 ／ ｍＬ 不等， 畸形率在 ５％左右［１９］；
大通牦牛冻精解冻后精子活率为 （３５􀆰 ４８±０􀆰 ３７）％，
精子畸形率为 （２５􀆰 ８５±０􀆰 ９６）％， 精子质膜完整率为

（３８􀆰 ２１ ± １􀆰 １２ ）％， 精 子 顶 体 完 整 率 为 （ ５６􀆰 ８８ ±
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１􀆰 ４５）％［２０］。 本试验采集娘亚牦牛新鲜精液量、 精子

密度、 精子活率、 畸形率与上述当雄牦牛新鲜精子质

量结果相近， 但与大通牦牛冻精精子质量结果略有不

同， 这可能与牦牛种类不同有关， 有研究报道发现在

相同饲养环境下不同品种公牛之间原精液精子活力和

冷冻后精子活力存在显著差异［２１］。 本试验采集 ３ 头

娘亚牦牛新鲜精子质量检测结果满足 ＮＹ ／ Ｔ １２３４—
２０１８ 《牛冷冻精液生产技术规程》 要求， 具有进行

冻精制作的价值； 细管冻精解冻后精子质量检测结果

符合 ＧＢ ４１４３—２０２２ 《牛冷冻精液》 标准要求， 判定

为合格冻精。 本试验为娘亚牦牛资源保护提供了技术

参考， 对提高娘亚牦牛扩繁效率具有重要意义。
３􀆰 ２　 关于西藏娘亚牦牛人工授精

人工授精技术对于牦牛的规模化培育具有举足轻

重的意义， 它不仅能够提高繁殖效率， 还有助于优化

遗传品质［２２］， 作为人工授精的重要配套技术， 同期

发情在集中管理母畜发情、 授精及分娩等方面展现出

显著优势， 是实现理想发情率和受胎率的关键［２３］。
在先前的研究中， 多种同期发情方案被应用于不同品

种的牦牛并取得了可观的成果， 例如， 甘南母牦牛在

ＰＧ＋ＰＧ＋ＰＭＳＧ 和 ＧｎＲＨ＋ＰＧ＋ＧｎＲＨ 方案下， 分别获

得了高达 ９４％和 ９１％的发情率， 以及 ６９％和 ７３％的

受胎率［１４］； 九龙牦牛在 Ｃｕｅ－Ｍａｔｅ ＋ＰＧ＋ＰＭＳＧ 方案

下， 发情率达到了 １００％， 受胎率为 ６９􀆰 １％［１３］； 大通

牦牛、 环湖牦牛和乏情期青海母牦牛在 ＧｎＲＨ＋ＰＧ＋
ＧｎＲＨ 方案下， 也分别取得了良好的发情率和受胎

率［１０－１２］。 在本试验中， 当采用 ＰＧ ＋ ＰＧ ＋ ＰＭＳＧ 和

Ｃｕｅ－Ｍａｔｅ＋ＰＧ＋ＰＭＳＧ 这 ２ 种方案处理娘亚母牦牛时，
虽然发情率普遍高于 ８５％， 但相较于上述研究， 发

情率仍有所降低， 特别是 ＧｎＲＨ＋ＰＧ＋ＧｎＲＨ 方案发情

率仅有 ６０％， 和 ＰＧ ＋ ＰＧ ＋ ＰＭＳＧ、 Ｃｕｅ －Ｍａｔｅ ＋ ＰＧ ＋
ＰＭＳＧ 方案在娘亚牦牛上的发情结果均存在显著差

异， 这可能与牦牛品种、 年龄结构以及饲养管理方式

的差异有关。 值得注意的是， 受胎率方面， 本试验的

３ 种方案均低于先前报道的水平， 且组间差异不显

著， 本试验的 ３ 种方案均低于先前报道的水平， 这可

能与本试验选取的母牦牛为 ３ 岁左右年轻处女牦牛有

关。 据报道高原母牦牛初配年龄一般为 ３ ～ ５ 岁， 年

龄较小的处女牛卵巢未完全发育成熟会导致受胎率下

降， 使得处女牛受胎率显著低于经产母牛［２４－２７］。 另

外， 这些母牦牛首次经历人工授精过程时， 可能会产

生生理上的抗拒或应激反应［２８］， 进而干扰了正常的

受精过程， 导致受胎率相对较低。 尽管面临这些挑

战， 本试验仍取得了重要的进展。 通过便携式 Ｂ 超

诊断仪， 成功获取了娘亚牦牛在妊娠 １２０～１８０ ｄ 期间

的胎儿体长数据和影像图， 这不仅为评估胎儿发育情

况提供了重要依据， 还在一定程度上填补了娘亚牦牛

妊娠胎儿发育研究的空白。

４　 结论

假阴道法可对娘亚牦牛公牛进行精液采集并制作

合格的细管冻精； 人工授精过程中采用 Ｃｕｅ－Ｍａｔｅ＋
ＰＧ＋ＰＭＳＧ 同期发情药物组合处理娘亚母牦牛可获得

较好发情效果， 但可能由于受母牦牛年龄、 胎次、 营

养状况等因素的影响导致受胎效果不理想。 本试验为

娘亚牦牛良种繁育提供了技术指导以及相关数据

资料。
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