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不同稀釋液配方對台灣黑山羊精液冷藏或冷

凍保存後精子活力及存活率之影響（1）

王得吉(2)　康定傑(3)　林信宏(4)　黃政齊(2)(5)

收件日期：97年12月15日；接受日期：98年3月20日

摘要

本試驗目的為探討利用不同稀釋液（Skimmed milk; SKM, Egg yolk-Tris-Fructose; YTF, Tris-
Citrate acid-Glucose-Egg yolk; TCG-Y 及 Tris-Citrate acid-Glucose-Egg yolk-Cholesterol-Loaded 
Cyclodextrin; TCG-Y-CLC）配方對山羊精液於冷藏與冷凍保存之影響。在正常繁殖季節中，運用

假陰道法進行 3 頭黑山羊公羊之新鮮精液採集。將個別精液混合並予以離心去除精漿後，隨即利

用不同稀釋液進行稀釋，稀釋精液儲存於 4℃ 冰箱中或液態氮中。冷藏精液每隔 24 小時至第 5 
天，分別取出回溫至 37℃ 並培養 0 至 7 小時；冷凍精液取出回溫至 37℃ 並培養 0 至 5 小時，以

供評估精子存活率及活力。試驗結果顯示，冷藏精液以 TCG 為基礎之稀釋液（TCG-Y及TCG-Y-
CLC）進行精液稀釋與保存後，精子存活率及活力皆顯著（P＜0.05）高於 YTF 及 SKM 稀釋液。

冷凍精液經解凍並回溫於 37℃ 持續培養至 5 小時後，以 YTF 組之精子存活率顯著（P＜0.05）高

於 SKM 及以 TCG 為基礎之稀釋液。

關鍵詞：山羊精液、稀釋液、冷藏、冷凍、冷凍保存。

緒言

人工授精技術是改良家畜遺傳性能之重要技術，一頭優秀之種公羊若以採精取得精液製作成

冷凍精液，則一年內約可配種一千五百頭以上之母羊，此對遺傳性能改進之影響甚鉅，故於歐

美等畜產業先進之國家，乳牛與肉牛冷凍精液之商業化生產早已行之多年，然因山羊並非主要

之經濟家畜，因此山羊冷凍精液之相關研究相形較少。此外，雖然冷凍精液有保存期限長及運
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輸方便之優點，然而，冷凍精液在精子存活率、活力，甚至受胎率等方面，仍較新鮮精液為低

（Leboeuf et al., 2000；Karatzas et al., 1997），費用也較為昂貴，而且在保存上需要經常性的

維持費用。因此，對於擁有優良種公羊之養羊場而言，若能利用新鮮採取及稀釋之精液進行人工

授精，不但可以充分利用種公羊資源，而且可以減少飼養種公羊的頭數。新鮮稀釋精液的缺點是

保存期限短，法國之文獻報告指出，稀釋後未能在短時間內使用完畢之山羊精液，在冷藏之條件

下較高的受精力只能維持 24 小時（Leboeuf et al., 2000），因此大幅限制山羊新鮮稀釋精液的

應用，亟需要研究加以改善。本試驗即針對山羊精液利用不同稀釋液配方進行冷凍與冷藏保存，

並對精液解凍與回溫後精子存活率及活力之影響進行評估，以作為日後研究與產業推廣之參考。

材料與方法

Ⅰ. 試驗動物與飼養管理

試驗於 2007 年 1-3 月間進行，運用假陰道法進行 3 頭 2-4 歲齡之台灣黑山羊新鮮混合精液採

集。每週採取 3 次，每次間隔一天。採集之混合精液經稀釋 200 倍後於顯微鏡下評估，選取存活

率在 80％ 以上及活力為 4 以上者供試驗進行。試驗羊隻圈飼於個別羊欄，欄舍內提供飲水、礦鹽

及乾草任食，每日並補充肉羊精料 0.4 kg。

Ⅱ. 精液之處理

() 冷凍精液製作流程

 採集後之新鮮精液經鏡檢後等量分為 4 管，分別加入原精液量 5 倍量之洗滌液（Corteel 
et al., 1974），緩慢混合後，以 1250 rpm（210×g）進行離心 10 分鐘後，移除上層

澄清液體後，再加入  5 倍量之洗滌液，重複上述離心條件一次。其後分別加入  SKM
（Skimmed milk）、 YTF（Egg yolk-Tris-Fructose）、TCG-Y（Tris-Citrate acid-Glucose-
Egg yolk）及 TCG-Y-CLC（Tris-Citrate acid-Glucose-Egg yolk-Cholesterol-Loaded 
Cyclodextrin）等第一階段冷凍稀釋液進行等量稀釋，使稀釋精液最終濃度達每毫升

5×108 個精子。將稀釋精液置入 4℃ 冷房中平衡 2 小時後，等量加入第二階段冷凍稀釋

液進行稀釋，使稀釋精液最終濃度達每毫升 2.5×108 個精子，然後裝填至 0.5 毫升麥管

中並予以封粉。最後將麥管排列於麥管架上，以兩階段方式於液態氮液面上方進行短暫平

衡，最終將麥管迅速移入液態氮中，完成精液冷凍程序。將麥管裝入標示日期、耳號的鋁

架上，儲存於液態氮桶中一星期以上。

() 冷藏精液製作流程

 方法如 Ⅱ 之（）所述，精子洗滌後分別緩慢加入四種不同稀釋液。稀釋精液採用緩慢

降溫方式（0.3℃/min），在兩小時內降至 4℃，之後即存放於 4℃ 冰箱中保存。

Ⅲ. 試驗設計

比較 SKM、YTF、TCG-Y 及 TCG-Y-CLC 等四種不同冷凍稀釋液，於冷凍精液解凍後，分別

培養於 37℃，0 小時及 5 小時後，測定精子活力與存活率。精液冷藏試驗中則比較上述四種不同

冷凍稀釋液，於冷藏精液分別儲存於 4℃ 中 0、24、48、72、96 及 120 小時，取出部份精液回溫

並分別培養於 37℃，0 及 7 小時後，測定精子活力與存活率。
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Ⅳ. 解凍後精子性狀之評估

存活率評估是依照 Roca et al.（1996）所述之 eosin-nigrosin 染色法進行染色，其方式為

將精液以該染劑進行染色後，風乾並置於 400 倍顯微鏡下鏡檢，若染成紅色即代表為死精子。

每一抹片逢機挑選  3 視野，每一視野計算至少  200 個精子，然後將活精子數除以總精子數即

為精子之存活率。精子活力之等級評估亦是依照 Roca et al.（1996）所述之方式進行，其方式

為將精液置於  100 倍顯微鏡下觀察精液之泳動波，再依其等級判定標準進行判斷，其範圍為 
0-5 級分。

Ⅴ. 統計分析

試驗期間所收集之資料均以套裝統計分析系統（SAS, 1998）進行分析，而測定值以平均值±

標準偏差（Mean±SD）表示，並以鄧肯氏多變域測定法（Duncan’s Multiple Range Test）比較山

羊精液性狀之差異顯著性。

結果與討論

Ⅰ. 不同稀釋液配方對精液冷藏之影響

利用不同稀釋液配方進行山羊精液冷藏保存，其回溫後精子存活率及活力如表 1 及表 2 所
示。不同稀釋液配方間於冷藏後 0 及 24 小時，精子存活率無顯著差異，而精子活力則於 0 至 
96 小時間無顯著差異。含蛋黃之稀釋液配方（YTF、TCG-Y 及 TCG-Y-CLC）雖於冷藏後 48 小
時其存活率顯著（P＜0.05）低於脫脂乳粉（SKM）稀釋液，但於 120 小時後其存活率與活力

則顯著（P＜0.05）高於脫脂乳粉稀釋液。此外，以 TCG 為基礎之稀釋液（TCG-Y 及 TCG-Y-
CLC）於保存第 0、24、48、72、96 及 120 小時後，在 37℃ 培養 7 小時之精子存活率及活力

皆顯著（P＜0.05）優於 YTF 及 SKM 稀釋液。公羊精液使用蛋黃稀釋液冷藏保存可維持高活力

（Azawi et al., 1993），而本實驗資料與之吻合。含蛋黃之稀釋液配方中，蛋黃以一定比率添加

可維持精子存活，保護冷休克傷害，此可能與蛋黃內 lecithin 成分有關（Blackshow, 1954），

而能進一步降低精子之損害致影響受孕力（Gones and Martin, 1973）。Watson（1981, 1995）
研究中亦指出，精子冷休克傷害的發生是在當溫度由 20℃ 降至 5℃ 時所產生，此時添加含有磷

脂成分的蛋黃至稀釋液中，可保護精子細胞質膜抵抗冷休克所造成之影響。此外，含蛋黃稀釋

液配方之另一重要成分 -Tris（hydroxymethyl）aminomethane（Tris），據 Salamon and Ritar
（1982）證實可延長冷藏保存時間，其原理乃藉由創造一穩定緩衝區，以中和精子活動後所產

生之二氧化碳，避免精子所處之環境酸化。Paulenz et al.（2002）之研究中亦顯示，公羊精液以 
Tris 為基礎之稀釋液較脫脂乳粉稀釋液於低溫長時間保存時有著較佳的精子存活率，在本試驗亦

有一致之結果。
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表 1. 不同精液稀釋液保存於 4℃ 後，分別於 37℃ 培養 0 小時及 7 小時對精子存活率之影響

Table 1. Effects of different diluents on percentage of live sperm at 4℃ after 0 and 7 hours of incubation 
under 37℃

Storage
time       

Incubation
time

Diluents
SKM YTF TCG-Y TCG-Y-CLC

0-hour 0-hour 88.8 ± 2.5 88.8 ± 2.5 86.3 ± 2.5 87.5 ± 2.9
7-hours 23.8 ± 4.8c 47.5 ± 5.0b 57.5 ± 2.9a 57.5 ± 2.9a

24-hours 0-hour 88.8 ± 2.5 86.3 ± 2.5 82.5 ± 2.9 87.5 ± 2.9
7-hours 22.5 ± 2.9c 36.3 ± 4.8b 52.5 ± 2.9a 56.3 ± 2.5a

48-hours 0-hour 88.8 ± 2.5a 81.3 ± 2.5b 81.3 ± 2.5b 82.5 ± 2.9b

7-hours 18.8 ± 2.5c 32.5 ± 5.0b 47.5 ± 2.9a 47.5 ± 5.0a

72-hours 0-hour 82.5 ± 2.9a 78.8 ± 2.5a 71.3 ± 2.5b 81.3 ± 2.5a

7-hours 23.8 ± 4.8b 27.5 ± 5.0b 46.3 ± 4.8a 45.5 ± 5.8a

96-hours 0-hour 61.3 ± 2.5a 57.5 ± 2.9a 51.3 ± 2.5b 52.5 ± 2.9b

7-hours 16.3 ± 2.5b 18.8 ± 2.5b 36.3 ± 4.8a 38.8 ± 2.5a

120-hours 0-hour 41.3 ± 2.5b 52.5 ± 2.9a 52.5 ± 5.0a 51.3 ± 2.5a

　 7-hours   5.0 ± 5.8c 18.8 ± 2.5b 27.5 ± 2.9a 32.5 ± 5.0a

abc：Means with different superscripts within same column are significantly different（P＜0.05）.
SKM：cow skimmed milk powder –glucose.
YTF：egg yolk-Tris-fructose.
TCG-Y：Tris-citrate acid- glucose- egg yolk
TCG-Y-CLC：Tris-citrate acid- glucose- egg yolk- cholesterol-loaded cyclodextrin.

表 2. 不同精液稀釋液保存於 4℃ 後，分別於 37℃ 培養 0 小時及 7 小時對精子活力之影響

Table 2. Effects of different diluents on sperm motility at 4℃ after 0 and 7 hours of incubation under 37℃

Storage
time

Incubation
time

Diluents
SKM YTF TCG-Y TCG-Y-CLC

0-hour 0-hour 4.8 ± 0.5 5.0 ± 0.0 5.0 ± 0.0 5.0 ± 0.0
7-hours 1.8 ± 0.5c 2.5 ± 0.6b 4.0 ± 0.0a 4.0 ± 0.0a

24-hours 0-hour 5.0 ± 0.0 4.8 ± 0.5 5.0 ± 0.0 5.0 ± 0.0
7-hours 1.8 ± 0.5b 1.8 ± 0.5b 3.8 ± 0.5a 4.0 ± 0.0a

48-hours 0-hour 4.5 ± 0.6 5.0 ± 0.0 5.0 ± 0.0 5.0 ± 0.0
7-hours 1.8 ± 0.5b 1.8 ± 0.5b 3.5 ± 0.6a 3.5 ± 0.6a

72-hours 0-hour 5.0 ± 0.0 4.8 ± 0.5 5.0 ± 0.0 5.0 ± 0.0
7-hours 1.5 ± 0.6b 1.5 ± 0.6b 3.5 ± 0.6a 3.5 ± 0.6a

96-hours 0-hour 3.5 ± 0.6 3.8 ± 0.5 4.0 ± 0.0 4.0 ± 0.0
7-hours 1.0 ± 0.8b 1.3 ± 0.5b 2.8 ± 0.5a 2.8 ± 0.5a

120-hours 0-hour 2.5 ± 0.6b 3.8 ± 0.5a 4.0 ± 0.0a 4.0 ± 0.0a

　 7-hours 0.5 ± 0.6c 1.5 ± 0.6b 2.5 ± 0.6a 2.5 ± 0.6a

abc：Means with different superscripts within same column are significantly different（P＜0.05）.
SKM：cow skimmed milk powder –glucose.
YTF：egg yolk-Tris-fructose.
TCG-Y：Tris-citrate acid- glucose- egg yolk.
TCG-Y-CLC：Tris-citrate acid- glucose- egg yolk- cholesterol-loaded cyclodextrin.
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Ⅱ. 不同稀釋液配方對山羊精液冷凍解凍後之影響

利用不同稀釋液配方進行山羊精液液態氮冷凍保存，其解凍後精子存活率及活力如表 3 及
表 4 所示。冷凍精液於 37℃ 解凍後立即鏡檢觀察（0 小時），於不同稀釋液配方間精子存活率與

活力並無顯著差異。但於 37℃ 培養 1 小時後，以 YTF 組之精子存活率（68 ± 4.5％）顯著（P
＜0.05）優於其它三組（SKM：39 ± 2.2；TCG-Y：58 ± 4.5；TCG-Y-CLC：61 ± 2.2）；而

於 37℃ 持續培養至 5 小時後，仍以 YTF 組之精子存活率（27 ± 7.6％）顯著（P＜0.05）優於其

它三組（SKM：0 ± 0.0；TCG-Y：5.4 ± 2.9；TCG-Y-CLC：15 ± 5.0）。試驗結果顯示，利用 
SKM、YTF、TCG-Y 及 TCG-Y-CLC 等四種不同稀釋液配方進行山羊冷凍精液製作時，其解凍後

對精子存活率上雖無顯著差異，但經 1 至 5 小時培養後則產生顯著性差異，其中以 YTF 稀釋液

所製作之冷凍精液經解凍培養 1 至 5 小時後精子存活率最高；而 SKM 稀釋液所製作之冷凍精液

經解凍後經 37℃、1 小時培養後，其精子存活率則開始顯著低於其他稀釋液配方所製作者，且經 
37℃、3 小時以上培養後幾乎無任何存活精子。

表 3. 不同稀釋液配方在解凍後經培養於 37℃，0 小時至 5 小時後對精子存活率之影響

Table 3. Effects of different diluents on percentage of live sperm（%） in post-thaw semen incubated at 
37℃ for 0 to 5 hours

Diluents
Time of post-thawing

0 h 1 h 2 h 3 h 4 h 5 h
SKM 81 ± 2.2 39 ± 2.2c 17 ± 4.5c      7 ± 2.7c   0 ± 0.0c     0    ± 0.0d

YTF 80 ± 3.5 68 ± 4.5a 65 ± 5.0a    46 ± 8.a 35 ± 5.0a   27    ± 7.6a

TCG-Y 80 ± 3.5 58 ± 4.5b 47 ± 4.5b 26 ± 8.9b 15 ± 7.1b     5.4 ± 2.9c

TCG-Y-CLC 81 ± 2.2 61 ± 2.2b 54 ± 5.5b 36 ± 5.5ab 23 ± 4.5b   15    ± 5.0b

abcd：Means with different superscripts within same column are significantly different（P＜0.05）.
SKM：cow skimmed milk powder –glucose.
YTF：egg yolk-Tris-fructose.
TCG-Y：Tris-citrate acid- glucose- egg yolk.
TCG-Y-CLC：Tris-citrate acid- glucose- egg yolk- cholesterol-loaded cyclodextrin.

表 4. 不同稀釋液配方在解凍後經培養於37℃，0小時至5小時後對精子活力之影響

Table 4. Effects of different diluents on sperm motility in post-thaw semen incubated at 37℃ for 0 to 5 hours

Diluents
Time of post-thawing

0 h 1 h 2 h 3 h 4 h 5 h
SKM 5 ± 0   2.6 ± 0.49b   1    ± 0b 0.6 ± 0.55c   0   ± 0c   0    ± 0c

YTF 5 ± 0   5     ± 0a 4.8 ± 0.45a 4.4 ± 0.89a 3.2 ± 0.45a 2.4 ± 0.55a

TCG-Y 5 ± 0   5     ± 0a 4.6 ± 0.55a 2.8 ± 0.45b 2.2 ± 0.84b 0.8 ± 0.45b

TCG-Y-CLC 5 ± 0   5     ± 0a 4.6 ± 0.55a 4.2 ± 0.84a 2.8 ± 0.84ab 2.2 ± 0.84a

ab：Means with different superscripts within same column are significantly different（P＜0.05）.
SKM：cow skimmed milk powder –glucose.
YTF：egg yolk-Tris-fructose.
TCG-Y：Tris-citrate acid- glucose- egg yolk.
TCG-Y-CLC：Tris-citrate acid- glucose- egg yolk- cholesterol-loaded cyclodextrin.
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冷凍稀釋液添加的目的主要是提供精子細胞能量之來源、保護精子細胞在降低溫度所造成

的傷害及維持其暫時存活的適當環境。曾被使用過的山羊精液稀釋液之種類繁多（Memon and 
Ott, 1981；Salamon and Maxwell, 1995），然而在實用上仍以脫脂乳粉及蛋黃兩種稀釋液較為普

遍（Chemineau et al., 1991）。由本試驗結果顯示，使用含有蛋黃之稀釋液（YTF、TCG-Y 及 
TCG-Y-CLC）對山羊精子的冷凍保存效果較脫脂乳粉稀釋液（SKM）者為佳，此與 Salamon and 
Maxwell（1995）所得之結果相似，此乃因蛋黃中含有脂蛋白與磷脂，具有穩定精子細胞膜之作用

（de Leeuw et al., 1991）。此外，YTF 稀釋液中所含之蛋黃液未經離心過程，而 TCG 稀釋液中所

含之蛋黃液則經離心處理後再加入，因此蛋黃液經高速離心後雖可去除許多大分子物質，但是否也

同時將某些冷凍保護物質移除，而致 YTF 稀釋液在精子解凍並經短暫培養後之表現優於其他蛋黃

稀釋液，則需進一步探討。

當精子進行冷凍過程時，會誘發精子產生結構上的變化，其中包含其細胞質膜的不穩定性

（Steponkus et al., 1983）。細胞質膜的不穩定將造成精子細胞內冰晶之形成，最後導致精子細胞

死亡（Mazur et al., 1984），而細胞質膜不穩定現象的發生是在溫度下降時，細胞質膜經歷從液態

相到膠體相的轉變過程中所產生。然而這種細胞質膜態相之轉變可藉由精子在冷凍前添加膽固醇而

予以消除（Ladbrooke et al., 1968）。因此本試驗中嘗試於精子冷凍前添加膽固醇（CLC）與其作

用，而經冷凍後解凍與未添加者（TCG-Y）比較之結果顯示，在精子存活率及活力上並無明顯差

異，此結果與 Purdy 及 Graham（2004）於牛精子冷凍試驗之結果不盡相同，此是否為膽固醇添加

量不適所造成之結果亦需進一步探討。儘管如此，精液在冷凍前添加膽固醇經 37℃、5 小時培養

後，仍較未添加者（TCG-Y）有顯著之改善效果。

結論

本試驗利用四種不同稀釋液配方進行山羊精液冷藏與冷凍保存。結果顯示 TCG-Y 及 TCG-Y-
CLC 稀釋液於精液冷藏保存後，再經 37℃、7 小時培養，其精子存活率及活力均顯著高於 SKM 與
YTF 稀釋液；而 YTF 稀釋液於精液冷凍解凍後再經 37℃、5 小時培養，其精子存活率及活力均顯

著高於 SKM 與 TCG-Y 稀釋液。本研究之結果可供作未來山羊相關生殖生理研究與推廣之參考。
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Abstract

The aim of this study was to evalute the effects of different diluents including SKM (Skimmed milk), 
YTF (Egg yolk-Tris-Fructose), TCG-Y (Tris-Citrate acid-Glucose-Egg yolk) and TCG-Y-CLC (Tris-Citrate 
acid-Glucose-Egg yolk-Cholesterol-Loaded Cyclodextrin) on the quality of goat semen stored at 4℃ or 
-196℃. Semen were collected from three bucks of Taiwan Black Goat via the artificial vagina during the 
breeding season. Semen were pooled and subjected to the dilution with different diluents after removal of 
seminal plasma by centrifugation. Diluted semen were either stored at 4℃ in refrigerator or frozen in liquid 
nitrogen. Percentage of live spermatozoa and motility score of them were assessed after 0 to 7 h of incubation 
at 37℃, every 24 h up to day 5 for the cooled semen while they were merely assessed after 0 to 5 h at 37℃ 
for the frozen-thawed semen. The percentage of live spermatozoa and the motility score of sperm diluted 
with TCG were significantly (P < 0.05) higher than those of diluted with SKM and YTF during stored at 
4℃. However, the percentage of live spermatozoa of frozen-thawed semen diluted with YTF and incubated 
at 37℃ for 5 h after thawing were significantly (P < 0.05) higher than those of diluted with SKM and TCG. 
These results indicated that TCG was an adequate extender for cool storage while YTF was a better extender 
for long term cryopreservation of buck semen.

Key words : Goat semen, Diluents, Cooling, Freezing, Cryopreservation. 
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