
电刺激采集大额牛精液及其超低温冷冻的初步研究!

!"##$!!%"&$&$#’()$*+#"&+’,)-+-.
!$/$-#(0)1($!$(2+’,)-)%!"#$%"&’()*#

关键词：大额牛；电刺激采精；精液；冷冻保存

3456789:：!"#$%"&’()*#；!"#$%&’#()$*")%+’,；-#.#,；/&0’1&#2#&3)%+’,
中图分类号：4567 文献标识码：8 文章编号：9:::;9:<:（7:::）:=;:7=6;:=

大额牛（!"#$%"&’()*#）又名独龙牛，俗称野牛，是一种半野生半家养，为数不多的珍稀濒危牛

种，仅分布于云南怒江州的独龙江一带。它有着典型的肉用体型，耐粗饲，抗逆性强，肉质细腻，是

一种有待于进一步开发和极有应用前景的珍稀品种［9］，由于大额牛的发现比较晚［7］，除了对大额牛的

细胞核型、起源和进化、遗传多样性、肉质特性的研究外［=!>］，目前，对大额牛缺少更多的研究。本

文首次对大额牛进行电刺激采集精液和大额牛精液超低温冷冻方法研究，为保护和利用大额牛这一濒

危物种资源提供一种技术方法。

9 材料和方法

9?9 材料

7头<!>岁大额牛，966<年底购自云南省福贡县，在中国科学院昆明动物研究所内自行饲养。

采精期间送往云南省冻精站单独圈养，饲养及管理与云南省冻精站种公牛完全相同。电刺激采集器用

-@!!A8/BC8DE@（美国）；精液冷冻设备和冷细管均为FGHICJ8+K"#（法国）产品；其他试剂均为

国产分析纯。

9?7 方法

将大额牛保定于采精台上，剪去尿道口的毛，用:?:9L高锰酸钾溶液洗净腹部，擦干，用水清洗

肛门，将电极（牛直肠型）着水后缓缓插入直肠内。为了免除牛的紧张，在直肠内停7!=.+,，再打

开电源，用连续刺激方式进行采精：起始电压为:H，每增加9:H为一个阶段，每阶段从小到大，反

复刺激:?<!9.+,，逐步增加到>:H，同时还进行睾丸的按摩。若未能采集到精液，停止刺激和按摩

睾丸，休息=!<.+,，再进行下一轮的刺激。见精液排出，则立即断电，收集精液。

采集到的精液，在=M!5:N下观察活力，检测密度，记录收集的精液量，然后进行冷冻。冷冻方

法按云南省家畜冻精站牛精液冷冻方法（即一步法冷冻）进行。精液冷冻保存液配方：D&+27?<K，柠

檬酸9?<K，果糖9?:K，甘油>."，青霉素<万单位，链霉素7?<万单位，卵黄7:."，纯水M5."。

冷冻步骤：用精液冷冻保存液将精液稀释成7?:O9:M／."的精子浓度，在5N冰箱中平衡7!=P，机

器分装于:?7<."的细管（2%&)Q）内，将装好精液的细管置于离液氮液面<$.（约R9=:N）处，平

衡<.+,，然后直接快速放入R96>N液氮中冷冻保存；从每一批冻存的细管精液中随机取出=管，在

=M!=SN水浴中解冻复苏，在=M!5:N观察其活力，活力在:?=以上者进行保存。

7 结果与讨论

对7头大额牛，用电刺激采精9M次，成功95次，成功率为S7L；平均每次采精量为7?>M（:?<
!>）."，精子平均密度为S?=7（7?97!7<?77）O9:S／."，新鲜精液活力平均为:?>（:?=!:?><）。
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精液冷冻!"批，冷冻—解冻后复苏活力在#$%以上的&批，冷冻成功率为’()（详见表!）。

人工采精是人类为了研究、利用和保护动物而一直探索的课题。本室曾在母牛的繁殖季节（早春

晚秋）用大额牛母牛作为台牛，进行人工阴道采精［’］。最近我们在缺乏大额牛母牛的情况下，先后以

西门塔尔、荷斯坦、大额牛的公牛，去势后公牛，荷斯坦母牛甚至用发情的荷斯坦奶母牛作为台牛，

对大额牛进行诱情训练调教和人工采精，但都没有成功，大额牛几乎没有什么性行为反应。对大额牛

实施假阴道采精的结果显示，大额牛有较大的种间差异性，没有同一品种性成熟的大额牛母牛作为台

牛采精或调教训练，就难以采集到精液。这一结果同时提示大额牛在自然状态下能否和黄牛进行交

配，以及大额牛的公牛是否也存在生殖季节有待进一步研究和证实。

表! 电刺激采集大额牛精液及其冷冻结果
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注I32.：平均值H标准误 J.+9H?K
本文首次在非麻醉状态下使用电刺激采集大额牛精液，获得成功。用电刺激采集大额牛精液，刺

激电压"#L左右就会使阴茎勃起，但不会马上射精，当刺激电压加到%#!F#L时就会流出一滴滴精

清（有时带有少量精子），此时尚不收集，这是排精的先兆，但要密切注意，准备收集精液。电刺激

后排精不像假阴道采精那样快，牛分"个阶段射精［@］，要多收集一段时间，当精液排出时就立即断

电，不可继续刺激。在采精过程中我们发现，大额牛对电刺激十分敏感。电压升至"#L时就有刺激

反应，G#L电压时反应强烈，后肢强直，站立困难，电压不能超过’#L。若!次排精少于#$(;-时，

休息(!!;89后，可再进行第"次采精。

精液的超低温冷冻保存技术对动物的遗传育种、品种改良、疾病控制和濒危物种的保护有着十分

重要的意义［&，!#］。冷冻精液通过人工授精技术，或通过MLN、MLJOMLN、单精子注射等方法既可进

行种间杂交，又可进行生殖生物学的研究。大额牛精液冷冻—复苏的结果表明，用荷斯坦奶牛精液的

冷冻保护液和冷冻方法超低温冷冻保存大额牛的精液，其精子冷冻—复苏的活力与荷斯坦奶牛或西门

塔尔、短角牛等肉牛的基本一致。同样，使用电刺激采集的大额牛精液，经冷冻—复苏后，其活力与

用人工假阴道采集的精液的冷冻—复苏活力基本一致［’］；本研究结果表明使用电刺激采集大额牛的精

液及超低温冷冻保存其精液是可行的。

至!&&%年，贡山县大额牛的存栏数只有%&G头，近年虽然在大额牛的保护方面取得了一定的成

绩，但由于群体小，大额牛的近交等因素造成的遗传多样性的匮乏，将会导致该群体子代的遗传质量

下降，这一优良的种质资源仍然受到严重的威胁［(］。大额牛电刺激采精及其精液超低温冷冻保存的成

功为进一步研究、保护和利用这一优良品种，以及其他濒危物种的保护提供了技术方法上的参考。
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