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稀釋液之 pH 值對阿爾拜因山羊冷藏 (4℃) 
及冷凍 (-196℃) 精液品質之影響 (1)
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摘　　要

本研究旨在探討含 4% 低密度脂蛋白 (low density lipoprotein, LDL) 的 Tris-citric acid-glucose (TCG) 稀
釋液於不同之 pH 值條件下，對阿爾拜因山羊精液冷藏及冷凍精液解凍後品質之影響。試驗中評估之稀釋

液 pH值範圍介於 5.7 – 8.1。試驗結果顯示，在 4℃冷藏儲存 72 h後之精子活動能力、存活率及頭帽完整性，

以 pH 值為 6.9 者均較其他組別者佳 (P < 0.05)；精液於 -196℃冷凍試驗結果則顯示，冷凍精液解凍後，於

37℃培養 6 h 之精子活動能力、存活率及頭帽完整性，亦以 pH 6.9 組顯著優於其他各組 (P < 0.05)。綜合結

果說明，應用含 4% LDL 之 TCG 稀釋液作為阿爾拜因山羊精液之 4℃冷藏及 -196℃冷凍之稀釋液時，調

整其 pH 值至 6.9 可得到較佳之精液品質。

關鍵詞：阿爾拜因山羊、低密度脂蛋白、pH 值、精液品質。

緒　　言

山羊冷凍精液製作時，稀釋液之 pH 值若變動劇烈，將會導致精子死亡、受精能力及活力的喪失 
(Mann, 1954)。研究發現，山羊精子代謝後之 pH 值變化範圍約在正負 0.3 個 pH 值之間 (Fukuhara and 
Nishikawa, 1973)，而動物於自然條件下，精漿所扮演之其中一項重要角色便是維持精子所處環境中 pH 值

之恆定 (Mann, 1954)；然而在製作山羊冷凍精液時，稀釋液多以蛋黃為基質，而精漿中含有源自尿道球腺 
(bulbourethral gland) 分泌的蛋黃凝集酵素 (egg yolk-coagulating enzyme, EYCE)，會將蛋黃中卵磷脂水解成

為脂肪酸及具毒性之溶血卵磷脂 (lysolecithin) (Pellicer-Rubio et al., 1997)。這些水解產物對精子具有毒性 
(Aamdal et al., 1965)。水解反應亦使精子細胞膜產生膜融合現象，進而引發頭帽反應 (Upreti et al., 1999) 和
染色質去緻密化反應 (Sawyer and Brown, 1995)，因此在製作冷凍精液時通常會將精漿予以移除，以避免上

述之情形發生。有研究指出若稀釋液之 pH 值過低，將導致精子代謝活性及細胞呼吸作用之下降 (Latif et 
al., 2005)；而當稀釋液pH值過高時，則將使精子提早發生頭帽反應及獲能作用，而致細胞衰竭死亡 (Oliphant 
et al., 1977；Murphy and Yanagimachi, 1984；Nagae and Srivastara, 1986)，一般用於山羊精子之稀釋液多維

持於 pH 6.0 – 8.0 之範圍 (Good et al., 1966; Graham et al., 1972)。常用之蛋黃與脫脂乳為基質之稀釋液，其

pH 值則落在 6.8 之譜 (Ritar and Salamon, 1982; Salamon and Ritar, 1982; Deka and Rao, 1987; Tuli and Holtz, 
1992; Chauhan et al., 1994)。Jaiswal and Majumder (1998) 發現若增加細胞外 pH 值則細胞內 pH 值隨之增加，

此可使源自於山羊附睪不具活動能力之精子前進活動力增加，且會促使可誘發精子獲能作用之指標性酵素

蛋白質激酶 A (protein kinase A) 的活化 (Visconti and Kopf, 1998)。由於上述相關研究得知，精漿移除後對精

子所在環境之 pH 調節能力喪失，需完全由人工添加稀釋液中的緩衝系統所取代，因此，稀釋液中 pH 值

之調整是否得宜，對山羊冷凍精液解凍後之精液品質影響甚巨。而低密度脂蛋白 (low density lipoprotein) 應
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用於牛 (Amirat-Briand et al., 2004, 2010; Hu et al., 2010, 2011)、山羊 (Eiman and Terada, 2004; Ali Al Ahmad 
et al., 2008) 及狗 (Varela Junior et al., 2009) 等動物冷凍精液稀釋液中以評估其對冷凍解凍後精液品質影響

之報告甚多，並證實 LDL 對冷凍精液解凍後精液品質有正面之影響。一般而言，射精量較多之動物其原

精液 pH 值趨向中至微鹼性，如馬 (pH 7.2 – 7.8) 及豬 (pH 7.3 – 7.8) 等；射精量較少之動物則偏中至酸性，

如牛 (pH 6.4 – 7.8) 及綿羊 (pH 5.9 – 7.3) (Garner and Hafez, 2000)；在台灣有關山羊精液的冷凍精液製作，

其稀釋液在未調整 pH 值條件下亦可得不錯之解凍後精液品質 ( 楊等，2003；吳，2007；章等，2008；王等，

2009)。惟仍有報告認為冷凍山羊精液所使用稀釋液之 pH 值範圍應以 6.75 – 6.8 為佳 (Ritar and Salamon, 
1982; Salamon and Ritar, 1982; Deka and Rao, 1987; Tuli and Holtz, 1992; Chauhan et al., 1994)。然而，上述研

究中所使用之稀釋液中，均非只單獨添加 LDL 者。有關 LDL 對動物冷凍精液解凍後具有正面效果之研究

雖多，然於稀釋液中之最適 pH 值卻未多做著墨。因此，本研究以含 4% LDL 之 TCG 稀釋液為山羊冷凍精

液之稀釋液，進一步探討稀釋液之 pH 值對山羊精液冷凍解凍後精液品質之影響，期能尋得較佳之 pH 值

範圍。

材料與方法

I. 公山羊精液採集及精漿去除

本試驗所需之公山羊精液係分別採集自 3 頭阿爾拜因品種性成熟公山羊，精液收集時間介於 2010
年 10 月至 2011 年 3 月。精液採集係使用人工假陰道 (artificial vagina) 法進行。精液收集於 15 mL 離心

管後加入 4 倍量 pH 值為 7.2 之精漿洗滌操作液，經輕柔混勻後，以 275 × g，離心 10 min。去除上層

液後再重覆上述步驟乙次，最終留下約 1 mL 的精子混合液供作後續之試驗所需。

II. 精漿洗滌操作液配製

精漿洗滌操作液中各成份溶液需先配製成濃縮液，各成分溶液之濃縮液配製方法如表 1 所示；各

成分溶液濃縮液配製完成後再依表 2 之比例混勻並調整 pH 值至 7.0 後始為精漿洗滌操作液。

表 1. 精漿洗滌操作液中各成份溶液濃縮液配方

Table 1. The composition stock of goat semen plasma eluent

Composition
0.9% 
NaCl

1.15% 
KCl

0.61% 
CaCl2

2.11% 
KH2PO4

3.82% 
MgSO4•7H2O

5.34% 
glucose anhydrate

phosphate 
buffer 

Weight (g)     0.9     1.15     0.61     2.11     3.82     5.34 –

Volume (mL) 100 100 100 100 100 100 –

表 2. 精漿洗滌操作液配方

Table 2. The composition of goat semen plasma eluent working solution

Composition
0.9% 
NaCl

1.15% 
KCl

0.61% 
CaCl2

2.11% 
KH2PO4

3.82% 
MgSO4•7H2O

5.34% 
glucose anhydrate

phosphate 
buffer 

Volume (mL) 100 4 3 0.4 1 4.5 12

III. 稀釋液配製

各試驗組之第一階段稀釋液以 2.42 g Tris、1.48 g citric acid、1.00 g glucose、250μg gentamicine、
150μg penicillin及 4% LDL為主成分，各組分別以 1N NaOH調整 pH值為 5.7、6.0、6.3、6.6、6.9、7.2、
7.5、7.8 及 8.1，最終以二次蒸餾之滅菌水定量到 100 mL。各試驗組之第二階段稀釋液成分除添加 14%
甘油外，餘皆同第一階段稀釋液。 
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IV. 精液冷藏

新鮮採集之精液經去除精漿後分成數等份，分別移入 pH 值介於 5.7 – 8.1 ( 間隔為 0.3) 含有 4% 
LDL 之 Tris-Citric acid-Glucose (TCG) 第一階段稀釋液中，精子濃度調整為 200 – 250 × 106 spermatozoa/
mL。移入不同 pH 值之各處理組立即 (0 h) 測量其精子之活力 (motility)、存活率 (viability) 及頭帽完整

性 (acrosome integrity)。測量完畢後將各處理組之精液移入 4℃冷藏培養箱中避光培養 72 h，並分別於

第 24 h、48 h 及 72 h 取樣回溫至 37℃後進行精子活動能力、存活率及頭帽完整性之評估。

V. 精液冷凍

本試驗中所有精子之冷凍操作皆使用電腦程式化自動冷凍降溫儀 (Ice Cube 14S, Minitub, Germany)
進行。將上述已去除精漿之精液，於室溫條件下分別先依精子濃度添加適量之第一階段稀釋液至 400 – 
500 × 106 spermatozoa/mL 之濃度並混合均勻後，移入暗房中，室溫靜置 30 min，再移入 4℃冷房以 0.8
℃/min 之降溫速率降至 4℃，並於 4℃條件下平衡 1 h。其後再加入等量之 4℃第二階段稀釋液，使精

液混合液中最終甘油濃度為 7%，而最終精子濃度為 200 – 250 × 106 spermatozoa/mL。第二階段稀釋液

添加完畢後靜置 10 min。並於 4℃條件下將精液裝填入 0.5 mL 法式麥管 (French straw) 中，封口後置入

電腦程式化自動降溫儀之麥管架，移入預先降溫至 4℃之電腦程式化自動冷凍降溫儀中平衡 90 min。
其後依照設定好之降溫程序完成精液冷凍，最後將冷凍精液麥管投入液態氮中儲存，供後續冷凍精液

解凍後精子品質之評估。

VI. 精液解凍

冷凍精液自液態氮桶取出後立即置入 37℃水浴槽中 30 sec 解凍，解凍後精液立即評估精子活動能

力、存活率及頭帽完整性 (0 h)，並持續於 37℃培養箱中培養 6 h，並分別於第 3 h 及第 6 h 取出少量精

液以評估精子活動能力、存活力及頭帽完整性。冷藏精液之回溫程序同冷凍精液。

VII. 精子活動能力評估

精子活動能力 (motility) 係利用電腦精子分析系統 (computer-assisted sperm analysis, CASA) 與
VideoTesT-ZooSperm 1.0 軟體進行評估。

VIII. 精子存活率及頭帽完整性評估

精子存活率之評估係利用精子死活套組 LIVE/DEAD sperm viability kit (Invitrogen, L7011) 及
EasyBuffer (EB, IMV ref.022162) 進行精子染色處理後再經由流式細胞儀 (EASYCYTE PLUS, IMV, 
French) 並搭配 EasySoft v5.4.1 beta2 軟體進行分析。精子頭帽完整性之評估則利用 FITC-PNA 及 PI 染
色後同樣使用流式細胞儀及 EasySoft v5.4.1 beta2 軟體進行分析。

IX. 統計分析

本研究中各處理組之精子活動能力參數差異性均以 statistical analysis system 9.2 (SAS 9.2) 進行一般

線性模式分析 (general linear models, GLM)，再以鄧肯多變域分析法 (Duncan’s multiple range test) 評估

各處理間之差異性，所有處理組別間之差異性以 P < 0.05 表示。

結　　果

於 4℃冷藏條件下，精子之活動能力 (mobility) 表現如表 3 所示。於第 0 h 時，無論其 pH 值為何，處

理組間均無顯著差異；冷藏 24 h 後 pH 8.1 (52.87 ± 2.76) 組則顯著低於其他處理組 (P < 0.05)；冷藏 48 h 後

pH 6.6 (80.67 ± 2.40)、pH 6.9 (80.80 ± 1.11) 及 pH 7.2 (79.07 ± 1.83) 組間無顯著差異，但均顯著高於其他處

理組 (P < 0.05)；經 72 h 培養後所測得之結果則顯示 pH 6.6 (76.07 ± 2.12) 及 pH 6.9 (78.30 ± 2.71) 兩組間無

顯著差異，但均顯著優於其他處理組 (P < 0.05)。存活率如表 4 所示。於第 0 h 時各 pH 值處理組之間均無

顯著差異；於冷藏 24 h 後 pH 5.7 (86.30 ± 2.50)、pH 6.3 (85.10 ± 1.35)、pH 6.6 (86.53 ± 3.69)、pH 6.9 (88.60 
± 1.21) 及 pH 7.2 (87.33 ± 1.30) 組之間無顯著差異，但均顯著高於 pH 6.0 (81.70 ± 3.42)、pH 7.5 (71.40 ± 
1.25)、pH 7.8 (81.87 ± 1.70) 及 pH 8.1 組 (61.70 ± 1.76) (P < 0.05)；而經 48 h 冷藏後之精子存活率表現在 pH 
5.7 (82.13 ± 0.85)、pH 6.6 (83.73 ± 1.33)、pH 6.9 (83.30 ± 1.75) 及 pH 7.2 (81.57 ± 1.45) 組之間無顯著差異，
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但均顯著高於其他處理組 (P < 0.05)；最終於 72 h 培養後測得之結果則顯示 pH 6.6 (82.03 ± 1.45) 與 pH 6.9 
(81.60 ± 0.82) 組之間無顯著差異，唯均顯著高於其他處理組 (P < 0.05)。頭帽完整性如表 5 所示。於第 0 h
時 pH 5.7 (85.80 ± 1.20)、pH 6.0 (86.80 ± 1.15)、pH 6.3 (87.43 ± 1.86)、pH 6.6 (84.47 ± 3.92) 及 pH 6.9 (84.10 
± 1.71) 組之間並無顯著差異存在，但均顯著高於其他處理組 (P < 0.05)；冷藏 24 h 後 pH 6.9 (77.00 ± 1.40)
組之頭帽完整性顯著高於其他處理 (P < 0.05)；而精子頭帽完整性之表現經冷藏 48 h 及 72 h 後之結果均顯

示 pH 6.6 (67.67 ± 1.06, 55.00 ± 2.10) 及 pH 6.9 (67.97 ± 1.15, 57.57 ± 0.59) 組之間無顯著差異，但均顯著高

於其他處理組 (P < 0.05)。

以不同 pH 值稀釋液處理之山羊精子在 -196℃冷凍條件下，解凍後於 37℃進行培養 0、3 及 6 h 之活

動能力表現如表 6 所示。於第 0 h 及第 3 h 時，pH 6.6 (66.00 ± 3.06，62.67 ± 2.38) 及 pH 6.9 (69.40 ± 1.04， 
69.40 ± 1.04) 組之間無顯著差異存在，但均顯著高於其他處理組 (P < 0.05)；解凍後經過 6 h 培養後之精子

活動能力則以 pH 6.9 組最佳 (61.90 ± 3.68)，並顯著高於其他處理組 (P < 0.05)。精子之存活率如表 7 所示，

於後續培養第 0 h 及第 3 h 時，pH 6.6 (75.07 ± 1.10，73.47 ± 2.38) 及 pH 6.9 (75.30 ± 1.67，75.70 ± 1.62) 組
之間無顯著差異存在，但均顯著高於其他處理組 (P < 0.05)；後續培養 6 h 後則以 pH 6.9 (70.77 ± 1.16) 組表

現最佳，並顯著高於其他處理組 (P < 0.05)。精子頭帽完整性如表 8 所示，於第 0 h 時，pH 6.6 (65.10 ± 1.05) 
及 pH 6.9 (65.67 ± 1.46) 兩組間無顯著差異，但均顯著高於其他處理組 (P < 0.05)；後續培養 3 h 及 6 h 之頭

帽完整性則均以 pH 6.9 組 (64.00 ± 1.15, 53.60 ± 1.45) 為最佳，並顯著高於其他處理組 (P < 0.05)。

綜觀阿爾拜因山羊精子以不同 pH 值之稀釋液處理後，於 4℃冷藏保存 0、24、48 及 72 h 後之結果，

以及經 -196℃冷凍解凍後繼續培養 0、3 及 6 h 之活動能力、存活率與頭帽完整性評估之結果均顯示，以

調整稀釋液之 pH 值為 6.9 時為最佳。

討　　論

Hafez 於 2000 年指出由於山羊之射精量較少，其原精液之 pH 值屬中性偏酸，其 pH 值範圍在 5.9 – 7.3
之間，此一範圍之差異可能係不同地區之羊隻，其飼料原料、飲水與飼養環境所致。楊等 (2003) 曾報導台

灣地區山羊之原始精液 pH 值為 6.6；因此在製作山羊冷凍精液時，多數之研究即以其稀釋液原始配製時

之 pH 值為之 ( 黃等，1997；楊等，2003；章等，2008；王等，2009；Eiman and Terada, 2004; Varela Junior 
et al., 2009)。惟仍有部份之研究指出在製作山羊冷凍精液時，將其稀釋液之 pH 值調整至 6.6 – 6.8 之間可

得到較佳之結果 (Ritar and Salamon, 1982; Salamon and Ritar, 1982; Deka and Rao, 1987; Tuli and Holtz, 1992; 
Chauhan et al., 1994; Ali Al Ahmad et al., 2008)。由此可知，稀釋液之 pH 值有可能是影響山羊精液冷凍保存

效果之重要關鍵。惟上述研究中之稀釋液皆使用雞蛋全蛋黃為其主要成份，並非單純以 LDL 為之；因此，

本研究即以 4% (v/v) 之 LDL 取代雞蛋全蛋黃為 TCG 稀釋液主要成分，進一步評估稀釋液之值對山羊精液

冷藏 (4℃) 及冷凍 (-196℃) 解凍後精液品質之影響。結果顯示 pH 值為 6.9 之處理組對山羊精液冷凍解凍後

繼續培養 6 h 之各項精液品質數據均顯著優於其他 pH 值處理組 (P < 0.05)；此一現象亦發現於冷藏保存 72 
h 後之各項精液品質數據中 (P < 0.05)。此與 Ali Al Ahmad et al. (2008) 研究指出，使用 LDL 作為冷凍保護

劑，將其稀釋液之 pH 值調整至 6.8 之結果相呼應；亦類同於利用全蛋黃為山羊冷凍精液稀釋液主成分時，

稀釋液之 pH 值範圍以 6.75 – 6.8 為最佳之結果 (Ritar and Salamon, 1982; Salamon and Ritar, 1982; Deka and 
Rao, 1987; Tuli and Holtz, 1992; Chauhan et al., 1994)。綜此可知，進行山羊精液之冷藏與冷凍保存，使用

pH 值與原精液相近之稀釋液，似可得到較佳之回溫及解凍後之精液品質。此外與山羊相似亦屬具有較少

射精量之牛而言，當製作公牛冷凍精液所使用之稀釋液 pH 值為 5.4 時，精液解凍後之活動能力 (32%) 將
顯著低於利用稀釋液之 pH 值為 6.0 (45%)、6.5 (44%)、7.0 (42%) 所產製者；而人工授精後母畜之懷孕率則

以 pH 6.5之稀釋液所產製者最高 (Foote, 1970)。此正可說明，本研究所得利用含 4% LDL其 pH值調整為 6.9
之 TCG 稀釋液進行山羊精液冷凍具有最佳解凍後精液品質之緣由。另方面，亦有研究指出若稀釋液之 pH
值過低，將導致精子代謝活性及細胞呼吸作用下降 (Latif et al., 2005)；而當稀釋液 pH 值過高時，則將使

精子之頭帽反應及獲能作用提早發生，而致細胞衰竭死亡 (Oliphant et al., 1977；Murphy and Yanagimachi, 
1984；Nagae and Srivastara, 1986)，這也部份說明何以本研究中利用較酸 (pH 5.7) 或較鹼 (pH 8.1) 之稀釋液

所製作之山羊冷凍精液具有較低解凍後精液品質。
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The effect of extender pH value on the quality of cooled 
(4℃) and frozen (-196℃) Alpine goat semen(1)
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Abstract

The objective of this study was to investigate the effects of pH between 5.7 - 8.1 (5.7, 6.0, 6.3, 6.6, 6.9, 7.2, 7.5, 
7.8, 8.1) of Tris-citric acid-glucose (TCG) extender containing 4% low-density lipoprotein (LDL) on the quality 
of Alpine goat semen stored at 4℃ or -196℃. The results showed that semen stored at 4℃ for 72 h, the motility, 
viability and acrosome integrity of spermatozoa in extender with pH 6.9 was significantly better  than those in 
extenders with other pH values (P < 0.05). In the case of frozen (-196℃) semen after thawing and incubating 
at 37℃for 6 h, the motility, viability and acrosome integrity of spermatozoa in the extender of pH 6.9 were 
significantly (P < 0.05) better than those of other treatments. In conclusion, the 4% LDL-contained TCG extender 
of pH 6.9 exhibits  the better semen quality for Alpine goat semen irrespective of stored at either 4℃ or -196℃ .

Key words: Alpine goat, Low-density lipoprotein, pH, Semen quality.
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