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摘要$ 为了探索鹤类精液冷冻保存和使用技术! "##) *"##0 年! 进行了白鹤"O*)&,%)2(/%*+$)&#的冷冻

精液保存及人工授精实验& 使用 YI@L;c?@@I家禽精液稀释液作为白鹤精液稀释液! $"k的二甲基亚砜

"+e\,#为冷冻液& 精液样本冷冻经过三个阶段的降温! 最后保存在液氮中& 成功保存了编号 &)##$

雄性白鹤精液 )’ 支"#h" <@1支#& 冷冻精液在 # *%i冰水中解冻 ) *0 <?H! 解冻后白鹤精液精子活率

为 "&h)k p$0h0k "$ n$’#! "##% 和 "##0 年分别为 &"$#$ 号雌鹤产的两窝卵进行人工授精实验! " 年

共产卵 0 枚! 其中 $ 枚卵受精并成功孵化& 实验发现在雌鹤产卵前一周和产卵期间每天输精! 并增加

每次输精量! 同时在每产完 $ 枚卵后 % K 内完成一次输精! 效果最佳&
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C6G_K6G_;>CLI_IFF@>d?HF! G;?HFLKIÎG?c>@IHL6CLA6L6C6G_I2>3G@>LI;L6<>BIG‘ LKI@6;;6C;‘I_<>L646>

JG_?HFC_II4?HF.Q_L?C?3?>@?H;I<?H>L?6H EdC_64IH ;I<IH A>;36HJG3LIJ C6_LA63@GL3KI;6CIFF;?H "##% >HJ

"##0.,HIIFFA>;CI_L?@?4IJ ><6HFC?cIIFF;@>?J ?H LA6dI>_;! >HJ 6HI3K?3B A>;;G33I;;CG@@dE_IJ C_6<C_64IH

;I<IH.

;’) <%(=#$ 9_64IH ;I<IH% =aLIHJI_% 9_II4?HF;6@GL?6H% f>LI6C@?c?HF;‘I_<% \?EI_?>H :_>HI "O*)&

,%)2(/%*+$)&#

!!$&’& 年第一次对鹤进行了人工授精! 作为
一门实用的繁殖技术! 人工授精已经应用于鹤
类繁殖和提高受精率"=@@?;IL>@.$&&’#& $&%$

年首次成功将鸡"O+,,)&/+,,)&9(:%&3#2)&#的精
液进行了低温保存 " \K>CCHI_IL>@.$&%$#! 从
此! 在多种鸟类中利用低温保存精液进行人工
授精获得了成功"VIIIL>@.$&/0#& 冷冻保存
的鸟类精液! 可以在需要时随时解冻使用! 还
可在国内和国际间交换! 用以防止近亲繁殖!

保持笼养个体的基因多样性& 所以精液的冷冻
保存对于开展远距离的人工授精和保存优质基
因有重要的意义"张雁云 "####&

鹤类精液冷冻时需要使用鹤类精液稀释
液*冷冻液! 精液按照一定的步骤经过低温处
理后! 长久保存在液氮中& 使用冷冻精液人工
授精时! 需要将精液解冻后尽快完成输精& 由
于在冷冻过程中有 0#k *’#k的精子损失! 所
以用冷冻精液输精时与使用鲜精液输精不同!

为了提高卵的受精率! 一般输入相当于 " *%

倍鲜精液输精量"=@@?;IL>@.$&&’#& 虽然解冻
后精子活率是评估冷冻精液质量的指标! 但与
鲜精输精一样! 检验冷冻精液人工授精成功与
否的最可靠依据还是卵的受精率& $&&% 年国
内首次将笼养白枕鹤 "O*)&A#H#(#的冷冻精液
用于人工授精! 获得成功"张玲等 $&&%#&

为了探索鹤类精液冷冻保存和使用技术!
"##) *"##0 年! 采集了白鹤"OF,%)2(/%*+$)&#

精液进行冷冻保存! 筛选了合适的稀释液*冷
冻液和冷冻仪器& 用白鹤冷冻精液进行人工授
精得到 $ 枚受精卵! 成功繁殖白鹤 $ 只&

>?研究对象和方法

>@>?研究对象?研究对象为北京动物园饲养

的 " 只白鹤! 雌鹤与雄鹤隔笼单独饲养! 雌鹤
产卵规律& 雄鹤编号 &)##$! $&&$ 年出生% 雌
鹤编号 &"$#$! $&&" 年出生& 雄鹤和输精的雌
鹤均身体健康! 处于繁殖年龄& 北京动物园的
笼养白鹤每年 % 月开始繁殖& 白鹤窝卵数为 "

枚! 产卵间隔一般为 " *) J! 如果雌鹤产的第
一窝卵被拿出! 间隔 ( *$# J 后! 一般还会产
下第二窝卵& 卵孵化期为 "& J&
>@A?精液稀释液的配置?低温保存鹤类精液
时! 使用 YI@L;c?@@I家禽精液稀释液! 只要将稀
释液的 ‘S与渗透压做相应的调整! 就可以用
于不同种鹤精液的冷冻 保存 "=@@?;IL>@.
$&&’#& 使用冰点渗透压仪测得白鹤精液渗透
压为)## <6;<1W"(() Bb>#& 将 YI@L;c?@@I家禽
精液稀释液 ‘S调整为 (h/ "VIIIL>@.$&/0#!
渗透压调整为 )## <6;<1W"(() Bb>#! 作为冷
冻保存白鹤精液的稀释液&
>@E?精液采集和短期保存?使用按摩法采集
&)##$ 号雄性白鹤精液& 采集到的精液用白鹤
精液稀释液进行 "h# *%h( 倍稀释! 移到冻存
管内密封*记录! 于 # *%i冰水中暂时保存!
)# <?H之内在实验室进行活率和密度检测&
>@J?精液的冷冻保存?白鹤精液冷冻保存参
考了鹤类基金会使用的鹤类精液冷冻保存方法
"=@@?;IL>@.$&&’#& 将需冷冻保存的精液于 #
*%i加入稀释后精液量一半体积的冷冻液
- $"k 的 二 甲 基 亚 砜 " J?<ILKd@;G@C6a?JI!
+e\,#.! # *%i平衡 $0 <?H& 平衡后检测活
力并记录& 之后分装在冻存管中进行冷冻保
存! #h" <@1支&

冷冻过程需要三步$ 使用程序降温盒
"5QWV=5=:_d6$i 9_II4?HF:6HL>?HI_:>L.
56.0$## g###$#和一台索尼 g(# i低温冰箱
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完成 % *g"#i的降温过程! 将装有待冻精液
的冻存管放入程序降温盒中! 一同放入 g(#i
低 温 冰 箱 中! 用 探 头 式 电 子 温 湿 度 计
"=TS0"&#监测盒中温度下降过程! $i1<?H匀
速降温& 利用液氮完成 g"# *g/#i的降温过
程! 将冻存管迅速放在距液氮面约 0 3<的塑
料架 子 上! 保 持 $ <?H! 降 温 速 度 平 均
0#i1<?H! 此过程用探头式低温温度计检测温
度! 此处的温度约为 g(%h"i& 将冻存管直接
浸入液氮进行 g/# *g$&’i的降温& 最终在
液氮中将冻存管放在事先做好标记的套管中!
转移到盛有液氮的储存罐中保存&
>@L?冷冻精液的解冻和输精?进行人工授精
时! 将存放精液的冻存管从液氮罐中取出! 浸
入冰水中 ) *0 <?H! 待精液融化后! 取出冻存
管! 将精液吸入 $ <@注射器中立即进行人工输
精"=@@?;IL>@.$&&’#& "##% 年 &"$#$ 号雌鹤产
卵期间! 每天解冻冷冻精液输精 $ 次! 如果雌
鹤产卵! 则在产卵后 % K 内完成 $ 次输精! 每
次输入 $ *" 支冷冻精液& "##0 年雌鹤产卵期
间! 每两天输精 $ 次! 若雌鹤产卵! 则在产卵
后 % K 内完成 $ 次输精! 每次输入 $ 支冷冻精
液& 在每次输精之前操作人员先捕捉雌鹤! 用
手触摸雌鹤腹部! 检查当天是否即将产卵! 若
通过触摸判断雌鹤很快产卵! 则等这枚卵产下
以后再做冷冻输精&

用按摩法给雌鹤输精& 将已吸入 $ <@解
冻后精液的玻璃注射器轻轻地插入雌鹤泄殖
腔! 在左侧壁探寻! 找到一个较松软的开口部
位! 即为输卵管开口! 将注射器轻轻插入开
口! 推入注射器内的精液&
>@Q?精子的密度及活率检测方法?实验室中!
取稀释后的白鹤精液 " (@! 用盐水杀死精子!
在 %# 倍显微镜观察计数! 记录结果! 计算出精
子密度& 精子密度 "个1<@# n"" (@稀释后精
液中的精子数1#h##"# q稀释倍数! 稀释倍数
n鹤类精液稀释液量1精液量&
使用伊红8苯胺黑"I6;?H8H?F_6;?H#染色法检

测精子活力 "=@@?;IL>@.$&&’#$ 载玻片上放
% (@精液与 % (@的 0k伊红"I6;?H#溶液混合!

/ <?H后加入 $" (@0k苯胺黑 " H?F_6;?H#溶液!
用盖玻片拉成薄层! 用吹风机吹干! 在显微镜
下观察计数! 透明的为活精子! 染红的为死精
子& 精子活率 n"活精子总数1精子总数 #
q$##k&
>@_?卵的孵化和受精卵的确定?&"$#$ 号雌
鹤产卵后! 尽快取出! 将卵换入自然孵卵的其
他雌鹤腹下! 孵卵 $0 J 后! 再将卵取出放入孵
卵机内孵育! 直到出雏& 孵卵过程中的第 $#
天和第 "# 天进行验卵! 可以确定卵是否受精!
受精卵在孵育 ) J 以后! 照卵时透过卵壳隐约
可见蛛网状血管网从中心点辐射开来! 随着胚
胎的发育! 血管增大! 延卵黄周围蔓延& 白鹤
卵壳较厚! 照卵时无法看到卵中的胚胎! 在孵
卵过程中的第 $# 天和第 "# 天通过观察卵的晃
动验卵& 在孵育 $# J 以后平放在桌面上! 可以
观察到卵微微晃动! 孵育 "# J 后! 可以观察到
卵明显晃动! 孵卵时间超过白鹤孵卵期 " *) J
未见晃动的卵! 打开卵壳也可以确定卵是否受
精& 雏鹤孵化出壳后进行人工养育&

A?结?果

A@>?白鹤精液品质?"##) 年和 "##% 年共采
集 &)##$ 号雄性白鹤精液 $0 次! 精液质量好!
呈乳白色黏稠状! 平均采精量"#h$ p#h#%#<@&
精子密度 "’h$ p&h’# q$#/ 个1<@! 精子活率
//k p )h’k " $ n $0 #& 精 液 渗 透 压
)## <6;<1W"(() Bb>#&
A@A?精液解冻和输精?冷冻保存了 &)##$ 号
雄性白鹤精液 )’ 支"#h" <@1支#! 解冻输精 $’
次"表 $#! 解冻后精液中精子活率 "&h)k p
$0h0k "$ n$’#& "##% 年 &"$#$ 号雌鹤产卵 "
枚! 产卵期间每天解冻输精 $ 次! 输精量
"#h%$ p#h$" #<@1次 " $ n&#! 其中 $ 枚卵受
精& "##0 年 &"$#$ 号雌鹤产卵 ) 枚! 产卵期间
每 " J 解 冻 输 精 $ 次! 输 精 量 " #h" p
#h#$#<@1次"$ n(#! ) 枚卵均未受精&

雌鹤 &"$#$ 产卵比较规律! 每窝产 " 枚
卵! 两窝卵之间间隔 ( *$# J& "##% 年雌鹤 %
月 "" 日和 "0 日产一窝卵! 在此之前一周到产
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表 >?bA>X> 号雌性白鹤冷冻精液输精统计表
+.,8’>?:(-"*"$".8"/#’I"/.-"%/,) *(%T’/#’I’/%*3",’("./$(./’

卵期间使用冷冻精液输精! 每天解冻输精 $

次! 且在雌鹤每产完 $ 枚卵后 % K 内完成一次
输精! 同时增加每次输精量! 输入 " 支或 " 支
以上的冷冻精液量! " 枚卵中 % 月 "0 日所产的
第 " 枚卵受精& 此枚卵经孵化后顺利出雏! 雏
鹤 #%0#$ 号经过人工养育成活&

"##0 年雌鹤产卵之前一周到 % 月 "$ 日*%

月 "% 日和 0 月 " 日所产的 ) 枚卵期间! 每 " 天
输精 $ 次! 雌鹤每产完 $ 枚卵后! % K 内完成 $

次输精! 每次输入 $ 支冷冻精液& 结果 "##0

年产的 ) 枚卵! 均未受精&

E?讨?论

E@>?冷冻精液与鹤卵的受精?精子被输入到

雌鹤输卵管后! 在那里能够存活一段时间& 通
过实验发现家鸡一次交配后! 个体单独饲养观
察! 最长受精日期为 )0 J! 火鸡 "1%,%+/*#&
/+,,(H+A(#在一次交配后的第 (# 天尚可产出受
精卵"郑光美 $&&0#& 鹤类精子在雌鹤输卵管
中也能存活较长时间! "##’ 年我们得到黑颈鹤

"OF$#/*#2(,,#&#的 $ 枚受精卵是在最后一次鲜
精稀释输精后的第 $" 天产下的! 这说明黑颈
鹤精子在雌鹤输卵管中至少可以存活 $" J&

经实验证明! 鸟类精液经冷冻后精子活率
下降! 存活时间也缩短& 家鸡精液解冻后平均
活率为 0’k% 解冻后精子活率 0 <?H 就开始下
降! "# <?H 下降明显! $ *$h0 K 精子全部死亡
"李世英等 $&&0#& VII等 "$&/0#认为使用鹤
类解冻精液进行人工授精时! 要得到理想的受
精率! 每次授精至少要输入 $0# ### *"## ###

个精子& 白枕鹤精液冷冻后! 精子活率 )#k左
右! 为提高卵受精率! 研究人员建议在产完第
$ 枚卵后可进行早晚两次输精"张玲等 $&&%# &

我们进行白鹤冷冻精液实验解冻后精子平
均活率为 "&h)k! 从实验结果看! 产卵期间每
天输精! 增加每次输精量! 弥补精液冷冻过程
中精子的损失! 同时在最佳时机输精! 即在雌
鹤产完一枚卵后 % K 内尽早完成输精! 是今后
白鹤冷冻精液输精的首选方法&

致谢!感谢北京师范大学张雁云教授*北京动



’ 期 张!敬等$白鹤冷冻精液人工授精实验 )&"&!!)

物园张金国副园长*张恩权副科长*刘斌副队长
以及杨明海*刘赫*王志坚对本研究的支持与
帮助&
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