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不同浓度咖啡因对三黄鸡精液冷冻　　
　　　　效果的影响

　　安立龙 ,黄志毅 ,冯嘉颖 ,黄莉丽

　　　(湛江海洋大学 农学院动物科学系 ,广东 湛江 ,524088)

　　摘要 :试验以湛江海洋大学家禽育种中心的三黄鸡为试验材料 ,利用液氮制做颗粒
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以及抗冷冻保护剂穿透膜运动的速率 ,并保

持细胞内 ATP含量的稳定。另外 ,冷冻过程

可能有利于精子获能 ,同时对精子是一个存

强除弱的筛选过程。但经过冷冻解冻过程后

的精子 ,活力远不及新鲜精液。因此 ,在精液

冷冻和解冻过程中 ,向稀释液中添加冷冻保

护剂 ,以提高解冻后的精子活力是十分必

要的。

咖啡因学名为 1 , 3 , 7—三甲基黄嘌呤

(Xantine) ,又称咖啡碱 ,是存在于咖啡、茶叶

中的一种生物碱 ,有兴奋中枢神经的作用 ,是

一种精子活性物质。Barkay等 (1977)将咖啡

因用于精液冷冻保存中 ,发现具有激发精子

活力的作用。徐章龙 (1980) 、吴石坚 (1981)

将其应用于猪的精液冷冻 ,Anle (1984)将其

应用于绵羊的精液冷冻 ,金穗华等 (1990)将

其应用于牛的精液冷冻保存中 ,均取得较为

理想的效果。咖啡因作为体外精子促活剂的

研究非常多。20世纪 80年代初期已有一些

研究报道咖啡因可在体内促进多种动物以及

人类精子的活力和运动速度 ,促进精子获能 ,

而且延长精子的存活时间。应用连续多次曝

光照相技术 (J TK)与体外活体染色体技术相

结合 ,对咖啡因在体外影响精子活力的作用

做了较为宏观的研究 ,结果显示 ,咖啡因可以

将不活动的精子激活转为活动状态 ,使活动

精子比例明显增加 ,但对精子的活力并无影

响。本试验旨在探讨不同浓度咖啡因对三黄

鸡精液冷冻颗粒解冻后精子活力、畸形率和

存活时间的影响 ,比较不同浓度咖啡因在鸡

精 液 冷 冻 过 程 中 的 作 用 和 效 果 ,

从而选择三黄鸡冷冻精液最适宜的咖啡因

浓度。

1　材料与方法

111　试验材料

11111　种公鸡的选择 :从湛江海洋大学家禽

育种中心选择 300日龄左右、健康无病、精液

品质良好的三黄鸡种公鸡供采精用。

11112　药品、试剂以及仪器 :咖啡因 (广州化

学试剂厂出品) ,丙三醇 (分析纯 ,中国医药集

团上海化学试剂公司出品 ,批号 :w990540) ,

曲利本蓝 (分析纯 ,广州化学试剂厂出品) ,无

水乙醇 (广州市新港化工有限公司出品) ,龙

胆紫 (上海标本模型厂出品 ,批号 :900515) ,

硫酸链霉素 (华北制药股份有限公司出品 ,批

号 :001121) ,新鲜蛋黄 (湛江海洋大学家禽育

种中心收集的新鲜鸡蛋制作) ,葡萄糖 (分析

纯 ,广州化学试剂厂出品) ,XMT系列智能数

显控温仪 (余姚市长江温度仪表厂出品) 。

112　试验方法

11211　精液采集 :采用背部按摩法采集精

液。采集过程中要求精液无粪便、血液、饲料

等污染 ,采集后用棉花和纱布包好 ,置于保温

杯中 ,迅速带回实验室 ,参见徐日福等 (1996)

在《种鸡精液冷冻保护剂的确定》一文的方

法。

11212　稀释液配制 :在 517 %的蔗糖溶液中

加入新鲜卵黄液 ,配成含卵黄 20 %的 Ⅰ液 ,

其中每 1 mL Ⅰ液须加入链霉素 500单位 ,摇

匀。以Ⅰ液为基础液 ,加上无水甘油 ,配成含

有甘油 16 %的Ⅱ液。再以Ⅰ液为基础液 ,加

入咖啡因及Ⅱ液 ,配成浓度为 16、12、10、8、6、

4、2 mmol/ L 的 Ⅲ液 , Ⅱ液与 Ⅲ液放入 5℃的

冰箱内预冷 1 h。

11213　精液冷冻前的准备 :同源精液采集

后 ,先取 1 mL ,用相同温度的不含冷冻保护

剂的 I液进行 1∶2 的第一步稀释后 ,用纱布

包上 10 层 ,放在 5℃左右的冰箱中预冷 1 h

左右 ,再用相同温度含不同浓度咖啡因的 Ⅲ

液进行 1∶1的第二步稀释 ,配成咖啡因浓度

为 8、6、5、4、3、2、1 mmol/ L 的 Ⅲ液 ,接着在

5℃左右的冰箱中平衡。

11214　精液冷冻 :用泡沫塑料盒盛装液氮 ,

在距离液氮面 1～2 cm处架上铜丝网 ,待铜

丝网充分冷却 ,温度降至 - 100～ - 90℃时 ,

开始滴冻。用吸管吸取一滴 ,滴于铜丝网上 ,
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加盖 ,熏蒸 2 min ,待颗粒发白有光泽时可将

颗粒浸入液氮中。

11215　解冻 :取 015 mL 517 %的葡萄糖溶液 ,

放入小试管内 ,浸入 40℃热水中经 2～3 min

后 ,用预冷的长柄镊子从贮精罐中快速取出

一颗冻精投入小试管内 ,待溶化 1/ 3～1/ 2

时 ,取出试管 ,并快速不停地晃动 ,使冻精快

速溶解 ,当精液全部溶化后 ,保存在 35℃的

环境中 ,进行精液评定。

11216　精子活力检查 :按常规方法进行 ,参

见韩毅冰等《透明质酸对猪精子活率、获能、

顶体反应及体外受精穿透率的影响》一文的

方法。

11217　畸形率检查 :按常规方法进行。

11218　存活时间检查 :在 35℃的温度条件下

保存精液 ,并在 25℃室温观察精子的存活情

况 ,采用平板压片法 ,将各组精液分别置于显

微镜下进行观察 ,每隔 15 min观察一次精子

的活力 ,直到精子全部死亡 ,登记存活时间。

11219　数据处理 :采用方差分析法分析处理

数据 ,并进行显著性检验。

2　结果与分析

211　冷冻保护液中咖啡因浓度对精液冷冻

解冻后精子活力的影响

冷冻液中咖啡因浓度对精液冷冻解冻后

精子活力的影响如表 1所示。
表 1　冷冻液中咖啡因浓度对精液冷冻解冻后精子活力的影响

咖啡因浓度

/ mmol·L - 1

重　　复

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
均　值

0 01356±01008 5 01350±01042 4 01329±01014 1



表 2　不同浓度咖啡因处理精液冷冻解冻后的精子畸形率 ( %)

咖啡因浓度

/ mmol·L - 1

重　　复

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
均　值

0 9133±01042 9140±01057 9113±01184 9129±01140fA

1 9127±01212 9100±01113 8193±01113 9107±01180eA

2 1
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