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奶牛性控冻精人工授精效果的研究
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　　摘要 :为研究奶牛性控冻精人工授精效果并合理制定人工授精方案 ,采用流式细胞仪制备性控冻精 ,对 3 947头

健康荷斯坦牛进行人工授精。结果表明 :①性控冻精和常规冻精的受胎率、产犊率差异不显著 ( P > 0105) ,但性控冻

精的雌犊率和繁殖率分别达到 92101%和 50103% ,对照组仅为 51113%和 34197% ,差异极显著 ( P < 0101)。②青年

牛的情期受胎率达到 55125% ,极显著高于经产牛 ( P < 0101) ;青年牛的产犊率达到 98131% ,显著高于经产牛 ( P <

0105) ;青年牛的繁殖率为 51184% ,经产牛为 42112% ,存在极显著差异 ( P < 0101)。③采用第 1次人工授精后 10～

11 h重复授精 1次 ,每次 1支性控冻精的授精方案 ,其情期受胎率为 55117% ,繁殖率达到 55181% ,同其他方案相比 ,

差异极显著 ( P < 0101)。应用性控冻精进行人工授精可以显著提高母牛的繁殖效率。
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Abstract: To evaluate the effect of artificial insem ination with frozen2sexed sperm on the rep roductive perform2
ance of dairy cow, and to further imp rove insem ination strategies, frozen spermwassexed by flow cytometry. Then 3 947

health Holstein cow were artificially insem inated with frozen sperm unsexed or sexed. The results showed:①The p reg2
nancy and calving rates were 48. 91% and 97. 97% for sexed2sperm A Is, 51. 74% and 98. 05% for the unsexed2
sperm A Is( P > 0. 05). The p roportion of female calves derived from sexed2sperm A Is was 92. 01% compared with

51. 13% for control A Is ( P < 0. 01) , the rep roductive rate was 51. 13% for sexed2sperm A Is and 34. 97% for control

A Is( P < 0. 01). ② The p regnancy rate was 55. 25% for p rim iparous cow and was obviously higher than that of multip2
arous cow (P < 0. 01) , the calving rate was 98. 31% for p rim iparous cow and was higher than that of multiparous cow

(P < 0. 05) , the rep rodcutive rates was 51. 84% for p rim iparous cow and 42. 12% for multiparous cow, there were

significant differences (P < 0. 01). ③W hen a insem ination was followed by a second one 10—11 hours later, and a

single2doses sperm was used in each time, the p regnancy and rep roductive rates were both the highest ( P < 0101).

Our results indicated that A I using sexed sperm under field conditions in commercial dairy herds without oestrus syn2
chronization resulted in a significantly imp rovement of rep rocuctive effect compared with A I using unsexed sperm.
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　　性别控制技术对奶牛业的发展具有重要意义。

目前 ,根据 X、Y精子在 DNA含量等方面的差异 ,应

用流式细胞仪制备性控冻精已成为奶牛性别控制的

重要途径 [ 1 ]。该方法可以最大限度地发挥良种奶
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牛的遗传与繁殖潜力 ,增加遗传选择强度 ,加快育种

进展 ,提高良种牛繁育速度。在早期研究中 ,应用流

式细胞仪制备的性控冻精 ,其人工授精效果要低于

常规精液 [ 2 - 4 ] ,使性控冻精的推广受到影响。但随

着细胞生物学等学科的发展 ,性控冻精的生产工艺

不断改进 ,为此 ,开展了奶牛性控冻精人工授精效果

的研究。本研究旨在对精子密度、活率等指标相同

的性控冻精与非性控冻精之人工授精效果进行比

较 ,并对影响性控冻精人工授精效果的牛只类型等

因素进行分析 ,以便为制定性控冻精的合理授精方

案 ,促进性控精液的广泛应用提供科学依据。

1　材料和方法

1. 1　冷冻精液

　　选取天津市奶牛发展中心饲养的 5头优秀荷斯

坦种公牛 ,采集精液后进行 Hoechst 33342染色 ,并

应用 MoFlo高速流式细胞分选仪分离 ,选取 X精子

部分以 0. 25 mL细管分装 ,精子数 2 ×10
6～3 ×10

6
,

解冻后活率 0. 4～0. 5。来源于相同种公牛的常规

冷冻精液作为对照 ,规格为 0. 25 mL细管 ,精子数

1 ×10
7

,解冻后活率 0. 4～0. 5。

1. 2　人工授精

　　人工授精自 2006年 11月 24日开始至 2007年

2月 30日结束。选取健康无生殖疾病、营养均衡、

体况适中的荷斯坦青年牛 2 982头 (15～18月龄 ,体

重 370 kg以上 )和经产荷斯坦牛 965头 (27～72月

龄 ,体重 550 kg以上 )作为参配母牛。试验分布于

天津市的 26个牛场进行。共使用性控冷冻精液

3 392支 ,非性控冷冻精液 4 725支。

受配母牛出现食欲不振、精神不安、尿频、乳量

减少、流白色半透明粘液、拱背等症状 ,接受爬跨后

判定为发情 ,并经直肠检查 ,卵巢上出现明显卵泡的

牛只采用直肠把握法进行人工授精。授精时 ,将冷

冻精液从液氮中取出后立即置于 38℃水浴中 15 s

解冻 ,然后对参配母牛进行人工授精。

性控冷冻精液随机采用以下 3种方案进行人工

授精 :①方案 1:受配母牛出现发情症状后 10～11 h

进行 1次人工授精 ,使用 1支性控冻精 ; ②方案 2:

受配母牛出现发情症状后 10～11 h进行 1次人工

授精 ,同时使用 2支性控冻精 ; ③方案 3:受配母牛

出现发情症状后 10～11 h进行第 1次人工授精 ,间

隔 10～11 h重复授精 1次 ,每次使用 1支性控冻

精。

1. 3　妊娠检查

用直肠检查法对输精后 60 d的参配母牛进行

妊娠检查 ,确定受胎情况。

1. 4　数据分析

本研究中繁殖率被定义为出生母犊数与参配母

牛数的比率 ,即 :繁殖率 =出生母犊数 /参配母牛数 ,

结果以统计分析软件 SPSSV14. 0进行 χ2 检验。

P < 0. 05时为显著差异 , P < 0. 01时为极显著差异。

2　结果与分析

2. 1　性控精液与常规精液人工授精效果的比较

在相同饲养条件下 ,比较性控冷冻精液与常规

冷冻精液的人工授精效果 ,结果见表 1。性控冻精

和常规冻精的受胎率与产犊率差异不显著 ( P >

0. 05) ,其中性控冻精的受胎率为 48. 91% ,产犊率

为 97. 97% ,稍低于常规精液的受胎率和产犊率。

但性控冻精的雌犊率达到 92. 01% ,常规精液的雌

犊率则仅为 51. 13% ,差异极显著 ( P < 0. 01)。

表 1　性控冻精与常规冻精人工授精的效果比较

Tab. 1　Com parsion of the effect of artif ica l in sem ina tion w ith sexed or un sexed sperm

精液类型
Sperm type

情期输精数
No. of A Is

情期受胎率 /%

Pregnancy rate

产犊率 /%

Calving rate

雌犊率 /%

Rate of female calves

繁殖效率 /%

Rate of rep roduction

性控精液 Sexed sperm 2 012 48. 91 (984 /2 012) 97. 97 (964 /984) 92. 01 (887 /964) 33 50. 03 (887 /1 773) 33

非性控精液 Unsexed sperm 2 876 51. 74 (1 488 /2 876) 98. 05 (1 459 /1 488) 51. 13 (746 /1 459) 34. 97 (746 /2 174) 3

　注 : 3 . P < 0. 05; 33 . P < 0. 01。下同。

2. 2　参配母牛对人工授精效果的影响

性控冻精对青年牛人工授精的情期受胎率达到

55. 25% ,极显著高于经产牛的 30. 56% ( P < 0. 01)。

产犊率达到了 98. 31% ,也显著高于经产牛的

96. 20% ( P < 0. 05)。对雌犊率而言 ,青年牛和经产

牛并不存在显著差异 ( P > 0. 05) ,但青年牛的繁殖

率极显著高于经产牛 ( P < 0. 01) (表 2)。这表明 ,

应用性控冻精对青年牛进行人工授精的效果要优于

经产牛。

2. 3　不同授精方案对人工授精效果的影响

　　性控冻精 3种人工授精方案的效果并不相同 ,

结果见表 3。其中 ,方案 3的情期受胎率达到了

55. 17% ,繁殖率达到 55. 81% ,与方案 1及方案 2的

效果均存在极显著差异 ( P < 0. 01)。结果表明 ,就

情期受胎率及繁殖率而言 ,情期输精 2次 ,每次 1支

性控冻精的人工授精效果要优于情期输精 1次、1
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支性控冻精或输精 1次、2支性控冻精的人工授精。
表 2　性控精液对不同母牛人工授精的效果比较

Tab. 2　Com parsion of the effect of A I w ith m ultiparous or pr im iparous cow

牛只类型
Cow type

输精情期数
No. of A Is

情期受胎率 /%

Pregnancy rate

产犊率 /%

Calving rate

雌犊率 /%

Rat of female calves

繁殖率 /%

Rate of rep roduction

青年牛 Prim iparous cow 1 495 55. 25 (826 /1 495) 33 98. 31 (812 /826) 3 92. 12 (748 /812) 51. 84 (748 /1 443) 33

经产牛 Multiparous cow 517 30. 56 (158 /517) 96. 20 (152 /158) 91. 45 (139 /152) 42. 12 (139 /330)

表 3　性控精液不同人工授精方案的效果比较

Tab. 3　Com parsion of the effect of A I w ith d ifferen t procedure

Procedure

of　A I

输精情期数
No. of A Is

情期受胎率 /%

Pregnancy rate

产犊率 /%

Calving rate

雌犊率 /%

Rat of female calves

繁殖率 /%

Rate of rep roduction

方案 1 Procedure1 632 45. 57 (288 /632) a 96. 88 (279 /288) a 91. 04 (254 /279) a 43. 72 (254 /581) a

方案 2 Procedure2 693 47. 91 (332 /693) b 97. 59 (324 /332) a 91. 67 (297 /324) a 50. 34 (297 /590) b

方案 3 Procedure3 687 55. 17 (379 /687) c 95. 25 (361 /379) a 93. 07 (336 /361) a 55. 81 (336 /602) c

　注 :同列数据后所标字母相异表示差异显著 ( P < 0. 05) ,所标字母相同表示差异不显著 ( P > 0. 05)。
　Note: D ifferent letters in the same columnmeans significant difference between the treatments ( P < 0. 05) , same letter in the same columnmeans not
significant difference between treatments( P > 0. 05) .

3　讨论

目前 ,对奶牛进行控制性别主要采用 X、Y精子

分离法。由于 X与 Y精子之间在 DNA含量等方面

存在着微弱的生物学差异 ,这就为 X、Y精子的分离

提供了依据 [ 1 ]。目前已设计出了许多分离精子的

方法 ,如沉降法、电泳法、离心法、免疫法、流式细胞

法等。其中 ,最具潜力、应用前景最广的便是流式细

胞仪分离法。该方法对犊牛性别控制的准确率可以

达到 90%左右 [ 5 ]。在本研究中 ,使用性控冻精后的

雌犊率达到 92. 01% ,繁殖率达到 50. 03% ,同上述

研究结果相类似 ,证实了利用流式细胞仪分离法制

备的性控冻精可以相对有效地控制犊牛性别 ,并因

此显著提高母牛繁殖效率。

另一方面 ,有学者认为 ,应用流式细胞仪制备的

性控精液 ,其受胎率及产犊率要低于常规精液 [ 2, 3 ]。

诚然 ,在流式细胞仪对 X、Y精子进行分离的过程

中 ,精子需要经历多个环节的处理 ,包括高倍稀释、

核染色、机械损伤、紫外线照射等 ,这些环节将会影

响精子质量 [ 6 ]。迄今为止 ,利用流式细胞仪制备的

性控精液已被应用于多种动物 ,特别是在牛上 ,已有

很多后代产生 ,在这些后代牛中没有出现表型异常

的报道 [ 7 - 10 ]。这表明流式细胞仪在分离精子的过

程中 ,精子的遗传物质并没有受到严重伤害。在早

期的研究中 ,性控冻精的每次授精量低于对照

组 [ 4 ]
,而低授精量可以导致受胎率的显著下降 [ 9, 11 ]

,

这些结论受到 Den等 [ 12 ]的支持。这提示 ,应用性控

精液后的较低受胎率主要是低授精量所致 ,因此 ,通

过增加授精量可提高性控精液的受胎率及产犊率。

Schenk等 [ 13 ]的研究证实 ,增加性控精液的有效精子

数后获得可移胚的数量同常规精液组相似。本研究

中性控精液的受胎率为 48. 91% ,产犊率为 97. 97% ,

仅稍低于非性控冻精的受胎率 51. 74%和产犊率

98. 05% ,但差异不显著 ( P > 0. 05)。这表明 ,合理

的授精量可以提高性控冻精的受胎率及产犊率。

人工授精效果受参配母牛胎次等多种因素的影

响 [ 14, 15 ]。本研究发现 ,当参配母牛为青年牛时 ,性

控冻精的情期受胎率达到了 55. 25% ,产犊率达到

了 98. 31% ,繁殖率达到 51. 84% ,均显著高于经产

牛的各项指标。这表明参配母牛影响人工授精的效

果 ,而青年牛人工授精的效果要显著优于经产牛。

本研究还发现 ,当受配母牛出现发情症状后 10

～11 h进行第 1次人工授精 ,间隔 10～11 h重复授

精 1次时 ,性控冻精的受胎率为 55. 17% ,繁殖率为

55. 81% ,均显著高于其他方案。这表明授精方案能

够影响性控冻精的人工授精效果。因此 ,为进一步

提高性控冻精的人工授精效果 ,必须综合考虑参配

母牛的生理状况 ,合理设计授精方案。
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