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豬冷凍精液解凍稀釋液之研究（1）

章嘉潔(2)(3)　吳昇陽(2)

收件日期：98年3月2日；接受日期：98年7月10日

摘要

本試驗比較 Lactose-egg yolk (LEY) extender、Beltsville thaw solution (BTS)、Kiev 與 
Androhep 等四種解凍稀釋液對豬冷凍精液解凍後品質的影響。選擇生殖能力正常，平均年齡 2.5 
歲之健康杜洛克公豬 8 頭，採取新鮮精液進行冷凍精液製作，並評估解凍後的精子存活率、精子

總活力、精子前進式活力等項目之差異。試驗結果顯示，使用 LEY 解凍稀釋液，對於精子存活

率、精子總活力、精子快速前進式活力等，均顯著低於使用 BTS、Kiev 與 Androhep 等稀釋液（P 
< 0.05）；而使用 BTS 解凍稀釋液，對豬冷凍精液解凍後之精子存活率、精子總活力、精子快速前

進式活力，均顯著優於使用 Kiev 稀釋液（P < 0.05）。

關鍵詞：精液、解凍、豬。

緒言

新鮮精液進行人工授精已廣泛應用於養豬業（Yeste, 2008），但冷凍精液的使用並不普遍。主

要原因在於冷凍精液仍存在解凍後精子存活率低、受胎率低、產仔數較新鮮精液少等問題（Almid 
and Hofo, 1996; Johnson et al., 2000; Bolarin et al., 2006），加上冷凍精液之生產成本較高，需較高

的技術，且處理過程較複雜，操作技術和設備要求較為嚴格（Zeng and Terada, 2001），使得冷凍

精液一直難以在養豬業大規模推廣應用。其關鍵問題在於冷凍解凍過程所造成之物理及化學性損

害，影響精子之存活率及受胎率（Hammerstedt et al., 1990; Purdy, 2006）。研究顯示，解凍過程中

存在某些影響精子存活率之因素（Cordova-Izquierdo et al., 2006）。目前冷凍精液的研究，大多集

中在探討冷凍技術，而在解凍技術的研究相對較少，以致在實際應用上之知識仍然不足。

精子活力之百分比常作為評估精子品質之指標（Johnson et al., 2000），傳統測定家畜精子

活力之方法是使用顯微鏡目測法，該法在現場應用雖簡便，但主觀性強，準確性差（Vyt et al., 
2004）；研究顯示其與實際受孕力相關性不高（Linford et al., 1976; Kommisrud et al., 2002）。
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精液分析儀CASA系統（CASA, computer-assisted semen analysis）廣泛使用在人類精子的研究及

人工生殖，並證實精子活動速率與受胎率有密切相關（Marshburn et al., 1992; Barrat et al., 1993; 
Larsen et al., 2000）；精液分析儀應用在豬精子的研究亦有一致的結果（Holt et al., 1997; Vyt et 
al., 2004），並可評估精子之快速前進式活力，不會損害其代謝與細胞膜之完整性，因此能提供較

客觀及正確資訊（Amann and Katz, 2004）。

本試驗旨在探討目前廣泛使用之精液稀釋液，並於解凍後分別靜置於 37℃, 7 小時，然後進行

精子存活率、總活力、快速前進式活力之評估，以篩選出高效率的解凍稀釋液，期能提供豬冷凍精

液推廣應用之參考。

材料與方法

Ⅰ. 精液採集與處理

本試驗選擇生殖能力正常，平均年齡 2.5 歲之健壯杜洛克公豬 8 頭，每週採集公豬精液一次。

精液採集後立即進行常規檢查，並在 37℃ 下靜置 30 分鐘後再選取存活率 80% 以上與活力 75% 以
上的精液進行冷凍保存。

Ⅱ. 精液之冷凍

採集之精液選取濃厚部份，經鏡檢精液品質後，使用 BTS（成分如表 1）進行精液稀釋。稀

釋之精液在 3 小時內冷卻至 15℃，然後於 15℃, 800 ×g 離心 10 分鐘，去除上清液後添加冷凍稀

釋液（Ⅰ）（11％ lactose 及 20％ egg yolk）mL 稀釋精液，然後再添加冷凍稀釋液（Ⅱ）（11％ 
lactose, 20％ egg yolk, 9％ glycerol and 1.5％ Equex STM）mL 稀釋精液，再經過 2 小時冷卻至 
5℃，使最終精子濃度為 1 × 109 cells /mL。稀釋冷卻完成之精液裝填於 5 mL 之麥管，並以塑膠珠

封住兩端，然後將麥管移置於電腦程式控制儀（Ice cube 14S，Minitub）內，執行冷凍程式降溫；

其中溫度在 5℃ 至 -5℃，以每分鐘下降 3℃ 之速率進行，最後再將完成冷凍之麥管移入液氮桶內

貯存（Westendorf et al., 1975; Bwanga et al., 1991）。

Ⅲ. 冷凍精液之解凍過程

備妥解凍用稀釋液，使回溫至 25℃；並迅速從液氮桶內取出所需之冷凍精液，將麥管依 50℃, 
45 秒進行解凍。擦乾麥管表面之水分，先剪開麥管之一端，其次再剪開另一端，讓精液流入 80 
mL（25℃）解凍用稀釋液 LEY、 BTS、Kiev 與 Androhep（成分如表 1），然後進行解凍後之精

液性狀測試，並靜置於 37℃, 7 小時。靜置期間儘可能避免精液受到溫度變化及光線傷害；並每間

隔 1 小時使用顯微鏡及精液分析儀評估精液品質，項目包括：精子存活率、精子總活力、精子快

速前進式活力。

Ⅳ. 精液性狀之評估
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精液解凍後，精液品質之檢測使用 CASA（VideoTesT-Sperm 2.1, VideoTesT-Metel, Russia），

其方法為取 5 μL 含解凍稀釋液之精液放置於 Makler counting chamber（Makler, OC, Microcell 
etc.）進行評估。精子活力指數是依 WHO（World Health Organization）之標準 : 1.總活力定義為細

胞移動速率 VAP > 10 μm/sec，2.快速前進式活力（rapid progressive motility, RPM）定義為細胞移

動速率 VAP > 25 μm/sec；受測溫度為 37℃。存活率之評估取原精液製成抹片，以伊紅 - 尼格羅

黑（eosin-nigrosin）染劑進行染色，經快速風乾後置於 400 倍顯微鏡下鏡檢，若染成紅色者即代表

死精子。每一抹片計算 200 隻精子，並以活精子數除以總精子數，即為精子之存活率。

Ⅴ. 統計分析

豬冷凍精液使用不同稀釋液解凍後，靜置於 37℃, 7 小時，並每間隔 1 小時評估其存活率、總

活力、前進式活力；試驗所得資料以一般線性模式（General Linear Model Procedure, GLM）及鄧

肯式新多變域測定法（Duncan’s New Multiple Range Test）比較解凍後精液各性狀間總平均值之差

異顯著性（SAS, 2005）。

表 1. 公豬解凍稀釋液之組成

Table 1. The composition of boar semen extenders for thawing 

Components LEYa BTSb Kievc Androhepd

Egg yolk (mL) 20

Lactose (mL) 80

Glucose (g/L) 37.0

EDTA (g/L) 1.25

Sodium citrate (g/L) 6.0 3.7 8.0

Sodium bicarbonate (g/L) 1.25 1.2 1.2

Potassium chloride (g/L) 0.75

HEPES (g/L) 9.0

BSA (g/L) 2.5

Gentamicin sulfate (mg/L) 300 300 300 300

a,b Pursel and Johnson, 1975.
c Johnson et al., 1982.
d Waberski et al., 1994.
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結果與討論

相對於其他哺乳動物，豬的精子對周圍環境特別敏感（Grossfeld et al., 2008），如培養液 
pH、離子強度、離子種類及滲透壓等均會影響其後續功能與儲存時之變化（Watson, 1990）。就提

升養豬經濟價值及生產效益而言，精液冷凍保存並維持受胎率及產仔率為急需解決問題；且實施人

工授精費用昂貴，因此須進行不同稀釋液儲存效率之相關研究，作為產業之應用參考。

本試驗將解凍後之精液使用 LEY、BTS、Kiev 與 Androhep 等四種不同稀釋液，並在解凍後

於 37℃ 靜置 7 小時，期間每小時再進行測試；測定項目包括精子存活率、精子總活力、精子快

速前進式活力等，試驗結果如表 2 所示。由表 2 之結果顯示，不同精液樣品之精子存活率、精子

活力、精子快速前進式活力均呈現顯著差異（P < 0.0001）。先進研究證實，公豬精液冷藏及冷

凍保存，個體間之精液性狀均呈現顯著差異（Kommisrud et al., 2002; Hernández et al., 2007）。 
Waterhouse et al.（2004）認為不同樣品之差異，可能係豬隻個體之基因差異，致影響精子及精漿

之特性所致。冷凍精液解凍後再以解凍稀釋液稀釋，並於 37℃ 靜置 7 小時，結果發現不同時間

間距與精液性狀間亦具顯著差異（P < 0.0001），此與 Estienne et al.（2007）與 Dube Charlotte 
et al.（2004）所獲精液性狀隨儲存時間降低之結果一致。不同解凍稀釋液 LEY、BTS、Kiev 與 
Androhep 組，精液性狀亦呈現顯著差異（P < 0.0001），証實不同解凍稀釋液之影響效果有顯著差

異。另外，靜置培養之時間與解凍稀釋液 LEY，BTS，Kiev 與 Androhep 組之精液性狀亦均呈現

統計差異（P < 0.01），証實不同稀釋液及解凍後靜置培養時間對精液性狀具影響，並有交感之作

用。

以 LEY、BTS、Kiev 與 Androhep 等不同解凍稀釋液測試解凍後之精液性狀，項目包括精子存

活率、精子活力、精子快速前進式活力等，試驗結果如表 3、4、5 所示。表 3、4、5 之結果顯示

使用 BTS，Kiev 與 Androhep 等三種解凍稀釋液，其解凍後之精液性狀優於 LEY 解凍稀釋液（P < 
0.05）。LEY 解凍稀釋液為製作豬冷凍精液之配方，顯然於人工授精時並不適合直接使用此配方作

為解凍稀釋液。使用 BTS 解凍稀釋液時，解凍後之精液性狀優於 Kiev 解凍稀釋液（P < 0.05）；

而 BTS 及 Androhep 解凍稀釋液二者對解凍後之精液性狀，在統計上並無顯著差異。Laforest and 
Allard（1995）比較 BTS、MR-A、Androhep 與 Modena 稀釋液，檢測不同稀釋液及冷藏存放

表 2. 統計模式中精子品質參數之顯著值     

Table 2. Levels of significance for the effects included in the statistical model based on sperm quality 
parameters

Source of variation Degrees of freedom Viability Motility RPM*

Swine semen sample 7 <0.0001 <0.0001 <0.0001

Storage Time 7 <0.0001 <0.0001 <0.0001

Extender 3 <0.0001 <0.0001 <0.0001

Storage Time×Extender 21 <0.0001 <0.0001 <0.0021

*RPM, Rapidly progressive motility.
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日數，結果精子活力及受胎率並無顯著差異。Huo et al.（2002）選擇 BTS、Kiev、Androhep 與 
Zorlesco 等四種稀釋液，比較四種稀釋液對公豬冷藏精液之精子存活率影響，結果存活率高低依

序為 Androhep、Zorlesco、BTS、Kiev，可見 BTS 較 Kiev 稀釋液可顯著改善精子之存活率。另

有研究發現使用 BTS 稀釋液優於 Kiev，並可使受胎率顯著提高（Aalbers et al., 1983; Blichfeldt et 
al., 1988）。Vyt et al.（2004）以 BTS 及 Androhep 稀釋液稀釋公豬精液，結果冷藏保存 7 日後之

精子存活率並無統計差異。Estienne et al.（2007）使用短效 BTS 與長效 Androhep-lite 稀釋液，在 
17℃ 靜置培養 7 日，結果精子之活力亦無顯著差異。Haugan et al.（2007）比較使用長效稀釋液 
X-cellTM 與 BTS 短效稀釋液，經稀釋冷藏培養 2 - 3 日，結果人工授精之受胎率並無顯著差異。 

表 3. 不同精液稀釋液對豬冷凍精液解凍後精子存活率之影響

Table 3. Effects of different semen extenders on sperm viability in frozen-thawed boar semen

 
   Extender

Post-thaw sperm viability (%)

Mean
Storage time

0 hr 1 hr 2 hr 3 hr 4 hr 5 hr 6 hr 7 hr

LEY 22.21b 18.32c 16.99c 14.28b 13.58c 13.24c 11.31b 9.61b 14.96c

BTS 59.48a 51.74a 48.27a 39.47a 34.58ab 32.60a 26.78a 21.43a 39.30a

Kiev 55.21a 48.69ab 42.58ab 33.47a 29.30a 24.03b 21.42a 19.93a 34.33b

Androhep 57.16a 44.54b 39.06b 39.24a 35.73b 29.44ab 24.83a 22.34a 36.54ab

Means with different superscripts are different significantly (P < 0.05).

表 4. 不同精液稀釋液對豬冷凍精液解凍後精子總活力之影響

Table 4. Effects of different semen extenders on sperm total motility in frozen-thawed boar semen

 
   Extender

Post-thaw sperm total motility (%)

Mean
Storage time

0 hr 1 hr 2 hr 3 hr 4 hr 5 hr 6 hr 7 hr

LEY 15.17c 12.42d 10.71d 9.72b 8.13b 7.25c 6.01c 4.51b 9.26c

BTS 46.61a 38.90a 33.21a 26.02a 21.28a 17.74a 14.59a 10.52a 26.11a

Kiev 41.31b 30.21b 25.52b 21.79a 17.19a 12.00bc 8.47b 6.01ab 20.31b

Androhep 43.50ab 32.19bc 27.62bc 25.43a 21.23a 17.09a 14.21a 10.08a 23.92a

Means with different superscripts are different significantly (P < 0.05).
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BTS 是一種簡單、短效之精液稀釋液，廣泛應用於豬精液之貯存 3 日。BTS 稀釋液中含低濃

度之鉀離子，其主要作用為維持儲存期間細胞內鉀離子之生理值（Johnson et al., 2000）。Kiev 稀
釋液自 1965 年研發成功，即廣泛應用於豬精液之稀釋及人工授精上（Plisko, 1965）。Androhep 
之成分較為複雜，含 HEPES 及 BSA 是一種長效精液稀釋液（5-7 日）（Johnson et al., 2000），

HEPES 為兩性離子緩衝劑，可以捕捉重金屬與維持 pH 穩定（Crabo et al., 1972）。Dube et 
al.（2004）之研究發現，Androhep 稀釋液與 BTS 稀釋液相較，可維持較佳的精子前進式活力、

活力及存活率，其原因與稀釋液中之 BSA 成分有關。Weitze (1991）發現，Androhep 稀釋液之 
BSA成分能與細胞漿膜（包附中節與主要豬精子區）選擇性結合，中和精子與細菌代謝之副產物。

Harrison et al.（1982） 亦提出稀釋液添加 BSA 可有效刺激活力，抑制精子脂質過氧化（Bamba 
and Sone, 1981; Alvarez and Storey, 1995）。使用 Androhep 稀釋液，並在 12℃ 靜置培養 60 小時，

仍可達到理想之受胎率（Althouse et al., 1998）。Waberski et al.（1994）發現將精液以 Androhep 
及 BTS 稀釋液稀釋靜置 4 天，結果 Androhep 較 BTS 稀釋液可顯著提高受胎率；但如靜置 2 天，

則 Androhep 與 BTS 稀釋液，對精子存活率與精子總活力並無顯著影響（Dube et al., 2004）。

Korniewicz et al.（1996）報告指出，稀釋之公豬精液於 16 - 18℃ 靜置培養 5 天，精子活力以 
Androhep 優於 Kiev；但 Weitze（1990）則發現以 Androhep 與 Kiev 稀釋公豬精液，其受胎率並無

顯著差異。  
由本研究之結果顯示，使用 LEY 解凍稀釋液，對於精子存活率、精子總活力、精子快速前進

式活力等，均顯著低於 BTS、Kiev、Androhep 稀釋液（P < 0.05）；而 BTS 稀釋液對於精子存活

率、精子總活力、精子快速前進式活力等均顯著高於 Kiev 稀釋液（P < 0.05）。另外，Androhep 
與 BTS 二者對於改善精子存活率、精子總活力、精子快速前進式活力並無顯著差異。本研究之結

果可作為豬冷凍精液推廣應用之參考。

表 5. 不同精液稀釋液對豬冷凍精液解凍後精子快速前進式活力之影響

Table 5. Effects of different semen extenders on rapidly progressive motility (RPM) of sperm in frozen-
thawed boar semen

 
   Extender

Post-thaw sperm RPM* (%)

Mean
Storage time

0 hr 1 hr 2 hr 3 hr 4 hr 5 hr 6 hr 7 hr

LEY 5.64c 4.84c 4.89b 4.26b 2.15b 2.22b 3.41a 1.40a 3.98c

BTS 26.40a 21.48a 16.83a 12.66a 10.74a 8.06a 6.41a 5.55a 13.52a

Kiev 20.70b 13.76b 11.60a 8.95ab 8.79a 4.99ab 3.84a 2.41a 9.38b

Androhep 26.32a 18.44ab 15.30a 12.28a 10.40a 8.48a 5.94a 6.00a 12.78a

Mean with the different superscripts are significantly different (P < 0.05).

*RPM, Rapidly progressive motility.
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Abstract

This experiment was conducted to investigate the effects of  lactose-egg yolk (LEY), Beltsville thaw 
solution (BTS), Kiev, Androhep of thawing extenders on the quality of frozen- thawed semen for boars. 
Semen collected from eight healthy Duroc boars of known reproductive history (2.5 year of age), were 
retained for sperm cryopreservation. Frozen semen stored  in various thawing extenders were examined the 
percentage of live sperm, total motility and rapidly progressive motility. It showed that the percentage of 
live sperm, total motility and rapidly progressive motility of LEY extenders were significantly lower than 
those of BTS, Kiev, Androhep extenders (P < 0.05). The percentage of live sperm, total motility and rapidly 
progressive motility of BTS extenders were significantly (P < 0.05). higher than those of Kiev extenders.
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