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不同濃度之低密度脂蛋白對臺灣荷蘭牛精液 
冷凍解凍後品質之影響 (1)

李佳馨 (2)(4)(5)　楊明桂 (2)　郭廷雍 (3)　唐品琦 (4)

收件日期：109 年 1 月 7 日；接受日期：109 年 5 月 8 日

摘　　要

本試驗旨在探討添加不同濃度低密度脂蛋白 (low-density lipoprotein, LDL) 之冷凍稀釋液，對國內荷蘭種公牛

精液冷凍解凍後品質之影響。本試驗 3 頭公牛選自乳牛群性能改良計畫 (dairy herd improvement, DHI) 排名之天噸

牛 (Ten Tons Cow) 所生之雄後代，以人工假陰道採集其精液，分別以含不同濃度 (6、7、8、9 及 10%) LDL 與 20%
蛋黃 ( egg yolk, EY；對照組 ) 之稀釋液稀釋後，使最終精子濃度達到 3 × 108 細胞數 /mL。冷凍解凍後之精液藉由

電腦輔助精子分析儀 (computer-assisted sperm analysis, CASA) 與流式細胞儀 (flow cytometer)，分析精子之精子活力 
(motility)、向前活動之精子活力 (progressive motility)、運動參數、存活率 (viability)、粒線體活性 (mitochondrial 
integrity) 與頭帽完整性 (acrosome integrity)。結果顯示，稀釋液中添加 8% LDL 時，公牛精液冷凍解凍後之存活力

與頭帽完整性顯著高於蛋黃對照組 (P < 0.05)；添加 8% LDL 時，精子活力與向前活動之精子活力顯著高於其他處

理組 (P < 0.05)；精子保存於含 8% LDL 稀釋液中，有較佳之運動參數，包含平均路徑速度 (average path velocity, 
VAP)、平均曲線運動速度 (curvilinear velocity, VCL) 與精子平均側擺幅值 (amplitude of lateral head displacement, 
ALH)。綜上所述，荷蘭公牛精液稀釋液中添加 8% LDL 可保持精子於冷凍解凍過程中有較佳之活力、向前活動之

精子活力、精子運動參數以及存活率，此結果能有效提升國內荷蘭公牛冷凍精液品質。

關鍵詞：荷蘭公牛、低密度脂蛋白、冷凍稀釋液。

緒　　言

人工授精 (artificial insemination, AI) 技術在酪農業中廣泛被使用，其成功部分可歸因於冷凍精液保存稀釋液

(extender) 之開發 (Foote et al., 2002)，而使用之冷凍保護劑主要成分為甘油與蛋黃，以保護精子於冷凍保存過程中

免受損傷。自發現蛋黃 (egg yolk, EY) 有保護精液特性以來 (Phillips and Lardy, 1940)，蛋黃做為非滲透性冷凍保護

劑被認為是稀釋液中最重要的組成分之一 (Vishwanath and Shannon, 2000; Crespilho et al., 2012)。但近年來，卻有許

多學者提出蛋黃稀釋液之負面效應，如 I. 蛋黃為一營養生物培養液，可促進微生物孳生，故亦可能導致精液污染發

生 (Aires et al., 2003)，或是引入外來疾病傳播的風險，如禽流感 (Yildiz et al., 2013)；II. 蛋黃中之顆粒物質 (granules)
會阻礙精子之代謝轉換作用，或是降低精子活動力，尤其是蛋黃成分中之水溶性物質 (water soluble fractions) 與顆粒

均不利於冷凍解凍後之精子活力 (Pace and Graham, 1974)，另有研究亦指出蛋黃顆粒中之助孕素 (progesterone) 可能

為精子獲能作用之潛在原因，因此不利精子冷凍保存 (Kampschmidt et al., 1953; Moreno et al., 2013)；III. 蛋黃顆粒可

能干擾精子生化檢驗分析結果，使得顯微鏡精液評估更加困難，尤其是當使用電腦輔助精子分析儀 (computer-assisted 
sperm analysis, CASA) 時，蛋黃顆粒可能造成無法正確分析 (Singh et al., 2012)；IV. 由於雞蛋批次間之差異很大，故

使蛋黃難以標準化，增加實驗室品質掌控之困難 (Bousseau et al., 1998)。
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目前研究顯示，低密度脂蛋白 (low-density lipoprotein, LDL) 為蛋黃稀釋液中提供保護之主要成分，可增加膽固

醇 / 磷脂比例，防止精子細胞膜上磷脂之流失，提高精子抗凍性並減少冷休克傷害 (Medeiros et al., 2002; Muiño et 
al., 2007)。在 Pace and Graham (1974) 初次將蛋黃中之 LDL 與高密度脂蛋白 (high-density lipoprotein, HDL) 分開後，

分別添加至精子稀釋液使用中，結果發現蛋黃中 HDL 會破壞精子細胞膜，而 LDL 則能保留較多精子細胞膜之完整

性，而在豬的冷凍精液中亦有相似的結果 (Demianowicz and Strzezek, 1996)。另在 Bergeron et al. (2004) 研究中，稀

釋液添加含有 EY 或 LDL 之稀釋液，其牛精漿蛋白 (bovine semen proteins, BSP) 會減少 50 － 80%，且在培養期間

精子細胞膜之膽固醇與磷脂顯著增加。推測係由於 LDL 可與 BSP 蛋白產生螯合作用，因而減少 BSP 主要蛋白與精

子結合，可阻止精子細胞膜脂質流出，而此機制亦被推測應該為蛋黃中之 LDL 稀釋液可作為精子冷藏冷凍保護劑

之原因。因此，本試驗旨在探討添加不同濃度 LDL 之冷凍稀釋液，對臺灣種公牛精液冷凍解凍後品質之影響。

材料與方法

I. 試驗動物

本試驗採用 3 頭 2 － 3 歲之荷蘭品種種公牛，為臺灣 DHI 數據排名之天噸牛後代年輕公牛，體重約在

650 － 800 kg，飼養於畜產試驗所新竹分所之西湖牧場。試驗公牛圈飼於個別牛欄，欄舍提供飲水、礦鹽與盤固

乾草任飼，每日給予 1.5 － 2 kg 精料，採精期間補充苜蓿乾草每日 0.5 kg。

II. 雞蛋蛋黃 LDL 之萃取與組成分分析

(i) LDL 之萃取

本試驗中 LDL 萃取方法係修正自 Moussa et al. (2002) 及康等 (2012) 等所述之萃取步驟。將蛋黃液加入

2 倍量之等滲透壓食鹽溶液 (0.17 M NaCl) 稀釋，並在 4℃下攪拌 1 h，其後，蛋黃液於 4℃以 10,000 × g 離心

45 min，取其上層液，上層液再以相同條件離心一次。離心後收集之上層液加入 40% 硫酸銨 (Sigma, A-4418)
於 4℃下充分攪拌 1 － 1.5 h 後取上層液。將上層液倒入透析膜中 (MW = 10,335; Sigma, D-9527)，置放於已

滅菌過之蒸餾水中，於 4℃下續以磁石攪拌進行透析 24 h ( 透析過程共換水 6 次 )，之後將透析袋內液體倒 
出，於 4℃以 10,000 × g 離心 45 min 後，再次將上層液重複透析步驟，完成共 48 h 透析，再次離心後可得

清楚之分層，漂浮於上層濃稠流體即為 LDL，小心收集後將所得之 LDL 儲存於 4℃冰箱備用。

(ii) 乾物質含量分析

將 100 g 濕重之 LDL 樣品置於 104℃烘箱中烘乾 48 h，冷卻後秤重以計算乾物質含量。LDL 回收率

(recovery rate, %) 計算：( 萃取前之蛋黃液重 (g) －萃取後之蛋黃液重 (g)) / 萃取前之蛋黃液重 (g) × 100。
LDL 回收率及乾物質含量分析結果如表 3 所示。

III. 冷凍稀釋液之配製

(i) 蛋黃稀釋液之配製

市售購得之新鮮雞蛋，先以 75% 酒精噴於蛋殼表面後，以紙巾將蛋殼表面之髒污去除，接著小心打開

蛋殼，將蛋黃及蛋白分離，儘量瀝除蛋白。將蛋黃倒在 110 mm 濾紙上，使濾紙吸附剩餘蛋白以及繫帶，再

以手術刀片輕輕劃開蛋黃膜，使蛋黃液流出，並將蛋黃液收集在事先準備之乾淨燒杯中預冷。收集之蛋黃

液加入 2 倍量之 0.17 M NaCl 液體，為避免蛋黃液中細菌增生，於 10℃下以磁石攪拌混合 1 h，之後將混合

液於 10℃以 8,000 × g 離心 45 min 後收集上層液，上層液再以上述條件離心一次，所收集之上層液即為所需

要之蛋黃液。第一階段稀釋液成分為添加 2.42 g Tris、1.48 g citric acid、1.00 g fructose、250 μg gentamicin、
150 μg penicillin 以及 20 mL 蛋黃液於二次蒸餾之滅菌水中並定量到 100 mL；第二階段稀釋液成分除額外添

加 14% 甘油外，其餘成分比例皆同第一階段稀釋液之配方。

(ii) 不同濃度 LDL 稀釋液之配製

第一階段稀釋液成分為添加 2.42 g Tris、1.48 g citric acid、1.00 g fructose、250 μg gentamicin、150 μg 
penicillin 以及 8% LDL 於二次蒸餾之滅菌水中並定量至 100 mL，再以 0.22 μm 過濾膜過濾後，儲存於 4℃
冰箱備用。第二階段稀釋液成分除添加 14% 甘油外，其餘皆同第一階段稀釋液。精子冷凍稀釋液配方如表

1 所示，各稀釋液之滲透壓如表 2 所示。

IV. 公牛精液之採集與處理

公牛於涼季 ( 10 月至隔年 5 月 ) 進行精液採集，精液收集係使用人工假陰道 (artilicial vagina, IMV, France)
法進行，頻率為每頭每週 2 次，每次採集三管，收集於 15 mL 離心管內之精液，吸取部分進行新鮮精液之各項
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精液品質分析，經稀釋 200 倍後於顯微鏡下評估，其精子活力率在 70% 以上、活力 4 級以上，且是三管中最優 
者，方進行試驗。

表 1. 公牛精子冷凍稀釋液成分

Table 1.	 The calculated composition of bull semen cryopreservation extenders

Component Control Treatment
Egg yolk (%) 20 -
LDL (%) - 6 ~ 10
Tris (g) 2.42 2.42
Citric acid (g) 1.48 1.48
Fructose (g) 1.00 1.00
Gentamicine (μg) 250 250
Penicillin (μg) 150 150
Glycerol (%) 14 14
Total 100 mL 100 mL

表 2. 不含甘油與含 7% 甘油之不同 LDL 濃度之公牛精液冷凍稀釋液滲透壓

Table 2.	 The calculated osmotic pressure of bull semen cryopreservation extenders containing different LDL concentrations 
and with 7% of glycerol or without glycerol

Extenders Osmotic pressure (mOsm / kg) Osmotic pressure after adding 7% of glycerol
Fresh bull semen 287 －

Tris- citric acid- fructose (TCF) 269 －

TCF containing 20% egg yolk (control) 282 1,692
TCF containing 6% LDL 261 1,590
TCF containing 7% LDL 253 1,521
TCF containing 8% LDL 246 1,445
TCF containing 9% LDL 239 1,399
TCF containing 10% LDL 224 1,325

V. 精液冷凍與解凍程序

本試驗精子之冷凍操作皆使用電腦程式化冷凍降溫儀 (computer control freezer, IceCubeTM Series 14) 進行。新

鮮精液精子濃度計算後，分別加入適量之各種不同第一階段冷凍稀釋液均勻混合進行稀釋，使稀釋濃度調整為

每毫升 6 × 108 個精子數，再將裝有精液之離心管置入裝有 35 － 37℃溫水之燒杯中，以隔水降溫方式移入 4℃
冷房降溫，並於 4℃條件下平衡 1 － 1.5 h。平衡後，加入等量第二階段冷凍稀釋液進行稀釋，並將稀釋液分為 3
等份緩慢加入，每份加入之間隔時間為 10 min，使稀釋精液最終濃度達每毫升 3 × 108 個精子數，並於 4℃下將

精液分裝充填至 0.5 mL 麥管 (IMV, France) 後予以封粉，置入 4℃冷房中平衡 2 h，最後將麥管排列於程式降溫

儀內進行梯度冷凍過程，條件依序為：4℃至 -10℃ (-5℃ / min)，-10℃至 -100℃ (-40℃ / min)，-100℃至 -140℃ (-
20℃ / min) 等三階段，以完成精液冷凍之降溫程序，本試驗之冷凍降溫過程中並無植冰 (seeding) 程序。最終將

麥管裝入鋁架上，移置至液態氮桶中儲存 ( -196℃ )。所有試驗處理組別之解凍流程如下，將冷凍精液自液態氮

桶移出後，立即投入 37℃水浴槽中解凍 30 sec，解凍後再進行相關精子性狀之評估。

VI. 精液品質之評估

(i) pH 值測定

pH meter (pH 3110 set 2 incl. SenTix® 41) 經校正後，直接測量所採集公牛之新鮮精液 pH 值並記錄之。

(ii) 精子分析儀

應用結合電子、光學顯微、影像處理器與電腦運算技術之精液檢測產品，SQA-VbTM，進行新鮮精液或

冷凍精液檢測，檢測參數包含：總精子濃度 (M/mL)、活動精子濃度 (M/mL)、向前活動精子濃度 (M/mL)、
活動精子百分比 (%)、向前活動精子百分比 (%)、正常精子形態百分比 (%) 以及精子鞭毛擺動頻率 (μm/
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sec)。

VII. 電腦輔助精子分析儀 (CASA)

利用電腦輔助精子分析系統以及 CEROS II Animal 軟體程序 (Hamilton Thorne Biosciences, Inc, Beverly, USA)
進行評估精子活力 (motility) (%)、前進活力 (progressive motility; %)、平均路徑速度 (velocity of average path, 
VAP; μm/s)、平均直線運動速度 (velocity of straight line, VSL; μm/s)、平均曲線運動速度 (velocity of curvilinear, 
VCL; μm/s)、精子平均側擺幅值 (amplitude of lateral head displacement, ALH; μm/s)、精子平均鞭打頻率 (beat 
cross frequency , BCF; Hz)、運動的前向性 (sperm track straightness, STR, STR = VSL / VAP × 100; %)、運動的直線

性 (linearity index, LIN, LIN = VSL / VCL × 100; %)。

VIII.  流式細胞儀

本試驗使用之流式細胞儀為 Guava® EasyCyteTM HT System 並搭配 InCyteTM 軟體進行分析，內建包含流體

系統 (fluidics system)、光學系統 (optics system) 以及電子系統 (electronics system)，分析項目包括：精子存活率

分析 (viability assay，Live/ DeadTM Sperm Viability Kit, Invitrogen)、活精子頭帽完整性分析 (acrosome integrity and 
viability assay, EasyKitTM, IMV)、精子粒線體潛能分析 (Mitochondrial activity assay, EasyKitTM, IMV)、精子染色質

結構完整性分析 (sperm chromatin structure assay)。

IX. 統計分析

本研究中各處理組別精子之活力、前進活力、存活率、頭帽完整性、粒線體潛能以及染色質完整性均以統

計分析套裝軟體 ( statistical analysis system, SAS, 9.4 版 ) 進行統計分析，使用一般線性模式 (GLM) 進行變方分 
析，再以鄧肯氏多變域分析 (Duncan's new multiple range test, DMRT) 評估各項處理組間差異之顯著性，並以 P < 
0.05 判定為具有顯著差異。

結　　果

本試驗探討不同 LDL 濃度 (6、7、8、9 及 10%) 以及 20% 蛋黃 ( 對照組 ) 之稀釋液對臺灣荷蘭種公牛精液冷凍

解凍後品質之影響。CASA 分析荷蘭種公牛精子之精子之活力及向前精子活力結果如圖 1 所示，解凍後精子之精子

活力表現於添加 7% (59.61%)、8% (64.69%)與 9% (57.31%) LDL之處理組，精子活力顯著 (P < 0.05)高於對照組 (20% 
蛋黃；49.01%) 與 6% (51.77%) 及 10% (51.42%) LDL (P < 0.05) 之處理組，以添加 8% LDL 之處理組有最佳之精子活 
力；而添加 6% 及 10% LDL 處理組之精子活力與對照組之間無顯著差異。向前精子活力與精子活力亦有相似之結

果，以 7% (21.98%)、8% (24.56%) 與 9% (20.92%) LDL 處理組之向前精子活力顯著 (P < 0.05) 高於對照組 (20% 蛋 
黃； 17.27%)、6% (18.36%) 與 10% (17.73%) LDL (P < 0.05) 之處理組；以 8% LDL 之處理組有最佳之向前精子活 
力，然而 6% 與 10% LDL 處理組之精子活力與對照組之間無顯著差異。精子運動參數如表 4 所示，VAP 平均路徑

速度 (μm/s)、VSL 平均直線運動速度 (μm/s)、VCL 平均曲線運動速度 (μm/s)、ALH 精子平均側擺幅值 (μm/s)、BCF
精子頭部擺動與平均路徑交叉頻率 (Hz)、STR 直線趨勢 (VSL/VAP, %)、LIN 直線前進之比率 (VSL/VCP, %) 等精子

移動參數之結果顯示，精子保存於 7、8 及 9% LDL 處理組中與對照組 ( 20% 蛋黃 ) 相比在 VAP、VSL 與 ALH 有顯

著性差異 (P < 0.05)；而在 STR、LIN 及 BCF 並無顯著性差異。而 VCL 在 8% LDL 處理組中與對照組 ( 20% 蛋黃 )
間有顯著性差異 (P < 0.05)；其他 LDL 組 (6%、7%、9%、10%) 與對照組間均無顯著差異存在。6 與 10% LDL 處理

組僅只有 VSL 數值與對照組間有顯著性差異 (P < 0.05)，其他精子運動參數均無顯著差異存在。

以流式細胞分析儀不同 LDL 濃度之精子存活率、頭帽完整性、粒線體活性及 DNA 完整性之結果，如圖 2 及表

5 所示，在精子存活率與頭帽完整性，以 8% LDL (56.99 與 47.74%) 與對照組 (20% 蛋黃；49.11 與 41.96%) 具有顯

著性差異 (P < 0.05)，而其他添加 6、7、9 及 10% LDL 之處理組與對照組及 8% LDL 間並無顯著差異。在冷凍稀釋

液添加不同 LDL 濃度之精子粒線體活性及 DNA 完整性之分析中，各處理組間均無顯著性差異。

討　　論

本試驗自雞蛋中萃取低密度脂蛋白之方法係修正自 Moussa et al. (2002) 及康等 (2012) 等所述之萃取步驟，以透

析 24 h 後將透析液回收以 4℃、10,000 × g、60 min 離心，再透析 24 h，其 LDL 之回收率可達 54.27 ± 2.56%，其水

分為 59.28 ± 1.43%，乾物質約為 40.71 ± 1.43% ( 表 3 )，LDL 回收率與康等 (2012) 研究所得之 LDL 回收率 60.37 ± 
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7.02% 相似，其水分 (57.17%) 與乾物質 (42.83%) 百比分相近，而略低於 Moussa et al. (2002) 之 67% 之回收率。由

於在透析過程需要使用硫酸銨以沉澱 β-livetin，而硫酸銨對細胞具有毒性，若透析不完全易造成精子死亡。本試驗

以測定透析前後之 pH 值之高低來判定硫酸銨之殘留，一般透析前蛋黃液中含有硫酸銨之 pH 值約在 5.5 － 5.6 間，

未添加硫酸銨之蛋黃液約 5.9 － 6.0，透析後回收之 LDL pH 值約在 5.95，此代表硫酸銨已被去除。

本試驗過程中發現，利用雞蛋中萃取之低密度脂蛋白作為冷凍稀釋計成分，能有效減少 CASA 分析時利用蛋黃

為稀釋液成分者之蛋黃顆粒干擾，在 Amirat et al. (2005) 的研究中亦有相同之結果，其以電子顯微鏡觀察精子於低

溫下培養在蛋黃稀釋液及 LDL 稀釋液中，發現蛋黃稀釋液中之蛋黃顆粒會吸附於精子頭帽上造成精子膜之受損，

進一步增加精子頭帽反應，而 LDL 稀釋液之處理組明顯有較少之蛋黃顆粒吸附於精子表面，且精子頭帽反應百分

比明顯較蛋黃稀釋液少，顯示經萃取後之 LDL 稀釋液，大部分之蛋黃顆粒在透析過程明顯被去除，且有助於維持

精子頭帽之完整性。

由試驗之結果顯示，於 TCF 稀釋液中添加 8% LDL 與傳統之 20% 蛋黃液之對照組比較，其解凍後之精子活

力 (64.69 vs. 49.01%)、向前精子活力 (24.56 vs. 17.27%)、VAP (116.07 vs. 104.02 μm/s)、VSL (94.81 vs. 79.73 μm/s)、
ALH (10.02 vs. 8.85 μm)、精子存活率 (56.99 vs. 48.61%) 與頭帽完整性 (41.96 vs. 47.74%) 之數據皆以 8% LDL 組顯

著優於蛋黃組 ( 對照組 )。顯示公牛稀釋液中添加 8% LDL 應可以取代 20% 蛋黃稀釋液作為公牛冷凍稀釋液使用。

此與 Ali Al Ahmad et al. (2008) 所得山羊冷凍精液之最佳 LDL 添加量 8% 及 Moussa et al. (2002)、Hu et al. (2010) 與 
Hu et al. (2011) 研究顯示荷蘭種公牛 (Holstein bull) 冷凍稀釋液中添加 8% LDL 有最佳之精子活動力及存活率之結果

皆相同。此說明公牛稀釋液中添加 8% LDL 之冷凍稀釋液不僅可取代 20% 蛋黃稀釋液作為公牛冷凍稀釋液使用；

甚至具有更佳之冷凍保護效果。然而，在前人研究中曾指出，蛋黃中之 LDL 的結構大約由 87% 脂質與 12% 蛋白

質所組成，其中脂質包含 69% 三酸甘油酯，26% 磷脂質以及 5% 膽固醇酯，形成一個直徑約 35 nm 球形結構 (Cook 
and Martin, 1969; Evans et al., 1969)。而 Bergeron et al. (2004) 觀察到，在稀釋液中添加 LDL 或蛋黃的處理組與不含

蛋黃或 LDL 的稀釋液處理組相比，含有 LDL 或蛋黃的處理組與精子結合的 BSP 蛋白質減少約 50 － 80%。此外，

在稀釋液中不添加蛋黃或 LDL 的處理組，在 4℃下儲存 24 h 期間，精子膜中的膽固醇和磷脂持續流出。然而，當

稀釋液中添加 LDL 或蛋黃時，反而觀察到精子膜上之膽固醇和磷脂有增加的趨勢。顯示蛋黃中之 LDL 不但可與

BSP 蛋白產生螯合作用，可減少 BSP 主要蛋白與精子的結合，阻止精子細胞膜脂質流出，增加精子細胞膜之膽固

醇和磷脂含量，推測此應該是蛋黃中之 LDL 稀釋液可作為精子冷藏冷凍之保護機制 (Manjunath, 2012)。此也是 8% 
LDL 冷凍稀釋液較 20% 蛋黃稀釋液所產製者具較佳精液品質之重要關鍵。

另有許多研究也指出，蛋黃在經過冷凍過程時會產生凝膠化 (gelation) 現象，而 LDL 是造成此凝膠化現象之原

因 (Wakamatu et al., 1982; Kojima and Nakamura, 1985; Tsutsui, 1988)。LDL 的冷凍凝膠化現象發生在低於 -6℃的溫

度下，這種凝膠化現象主要是冰晶破壞 LDL 之結構，藉由增加 LDL 中之脂質與蛋白質相互作用，使 LDL 中之三

酸甘油脂和磷脂在稀釋液中被釋放出來，與脫輔基蛋白 (apoproteins) 形成凝膠，此過程有利於冷凍過程引起細胞脫

水之保護作用。Quinn and Chow (1980) 認為 LDL 被破壞後其中之磷脂可在精子膜表面形成保護膜。此外，Graham 
and Foote (1987) 和 Trimeche et al. (1996) 提出 LDL 的磷脂可以替代精子膜的某些磷脂，從而降低精子冷凍過程的溫

度。Graham and Foote (1987) 亦觀察到單獨的磷脂酰絲氨酸 (phosphatidylserine) 或與磷脂酰膽鹼 (phosphatidylcholine)
結合是保護精子最有效的磷脂。

此外，表 4 之結果顯示，當 LDL 添加量達 10% 時，其精子活力及向前精子活力明顯較其他 LDL 處理組低，且

於含 20% 蛋黃之對照組之數值相近，此結果與 Moussa et al. (2002) 及康等 (2012) 研究所顯示，當稀釋液中 LDL 濃

度增加超過 10% 時，會導致解凍後精子性能降低之結果相同。此結果可能與稀釋液滲透壓有關 ( 表 2 )，當稀釋液

中 LDL 濃度增加時，滲透壓隨之下降。一般新鮮精液滲透壓為 287 mOsm/kg，含 20% 蛋黃之對照組在未添加甘油

前之滲透壓為 282 mOsm/kg，而 10% LDL 於未添加甘油前之滲透壓已明顯降至 224 mOsm/kg，此已低於活體動物

細胞正常滲透壓之 300 ± 30 mOsm/kg 範圍，而 Moussa et al. (2002) 及康等 (2012) 研究中亦指出，過低的滲透壓會導

致精子死亡。本試驗第二階段稀釋液添加 7% 甘油，其滲透壓約在 1,400 ± 100 mOsm/kg，略高於 Moussa et al. (2002)
使用甘油濃度為 6.2% 所測得之數據 1,200 ± 100 mOsm/kg，是由於添加甘油百分比不同。本試驗稀釋液配方參照康

等 (2012)，並未進一步試驗比較不同甘油濃度。但參照商業化稀釋液之滲透壓數據 ( 數據未顯示 ) 亦在 1,400 ± 100 
mOsm/kg 之間。Moussa et al. (2002) 針對高濃度之 LDL 提出兩假說，其一，稀釋液中之添加高濃度之 LDL，會與

稀釋液中果糖及鹽類產生交互作用，造成 LDL 沉澱；另外一說為 LDL 濃度的增加會導致 LDL 聚集，進一步造成

LDL 作用的失活，此則可能是本試驗中利用較高 LDL 濃度組具較低之精液品質之另一原因。

綜合上述，公牛冷凍稀釋液中添加 8% LDL 濃度對冷凍解凍後之臺灣公牛精子具有顯著的冷凍保護特性，與稀

釋液中使用 20% 蛋黃相比，可顯著提高精子活力、向前精子活力、精子運動參數、精子存活率與頭帽完整性。顯
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示公牛稀釋液中添加 8% LDL 可以取代 20% 蛋黃稀釋液作為公牛冷凍稀釋液之使用。

表 3. LDL 乾物質含量分析結果

Table 3.	 LDL composition of dry matters

Recovery rate (%) Moisture (%) Dry matter (%)

54.27 ± 2.56 59.28 ± 1.43 40.71 ± 1.43

圖 1. 冷凍稀釋液中添加不同濃度低密度脂蛋白對精子活力與向前精子活力之影響。

Fig. 1.	 Effect of different concentrations of low-density lipoprotein (LDL) supplementation in the extenders on the motility 
and progressive motility (Pro. motility) of Taiwan Holstein bull spermatozoa after frozen-thawed process. Data were 
derived from 9 ejaculates (3 ejaculates × 3 bulls). Columns with different superscripts are significantly different (P < 
0.05). Five LDL concentrations were examined: 6, 7, 8, 9 and 10% (w/v). n = 3.

表 4. 冷凍稀釋液中添加不同濃度低密度脂蛋白對臺灣荷蘭公牛冷凍解凍後活力及移動參數之 CASA 分析結果

Table 4. Effects of different concentration LDL supplementation in extenders on the motility and movement characteristics of 
Taiwan Holstein bull spermatozoa after frozen-thawed process by CASA analysisa

Items EY 6% LDL 7% LDL 8% LDL 9% LDL
Motility (%) 49.01 ± 3.45c 53.77 ± 2.29c 59.61 ± 2.94b 64.69 ± 2.80a 57.31 ± 2.29b

Pro. Motility (%) 17.27 ± 2.29c 18.36 ± 1.14c 21.98 ± 1.53b 24.56 ± 1.15a 20.92 ± 0.58b

VAP (μm/ s) 104.02 ± 2.19c 107.95 ± 4.46bc 110.47 ± 2.36b 116.07 ± 3.79a 112.13 ± 4.44ab

VSL (μm/ s) 79.73 ± 3.05c 88.20 ± 5.08ab 89.47 ± 5.21ab 94.81 ± 5.26a 88.96 ± 2.78ab

VCL (μm/ s) 194.19 ± 6.96b 204.58 ± 4.46ab 203.78 ± 9.23ab 205.99 ± 8.92a 205.57 ± 5.93ab

STR (%) 76.68 ± 3.49 80.95 ± 3.20 81.67 ± 1.43 81.67 ± 4.27 79.38 ± 1.18

LIN (%) 42.85 ± 0.69 41.71 ± 1.66 44.28 ± 1.39 45.90 ± 1.37 43.28 ± 0.47

ALH (μm) 8.85 ± 0.44c 9.14 ± 0.62bc 9.59 ± 0.50ab 10.02 ± 0.64a 9.61 ± 0.41ab

BCF (Hz) 26.44 ± 1.53 26.12 ± 1.60 26.70 ± 0.54 27.36 ± 1.90 25.76 ± 2.09
a Values are mean ± SEM of 9 ejaculates (3 ejaculates × 3 bulls). Means with different superscripts within same row are 

significantly different (P < 0.05). EY: 20% egg yolk, LDL: low-density lipoprotein, Pro. Motility: progressive motility, 
VAP: average path velocity; VSL: straight line velocity; VCL: curvilinear velocity; STR: straightness of trajectory; LIN: 
linearity; ALH: amplitude of lateral head; BCF: beat cross frequency.a Five LDL concentrations were examined: 6, 7, 8, 9 
and 10 (w/v). n = 3.
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圖 2. 應用流式細胞儀分析牛冷凍稀釋液中添加不同濃度低密度脂蛋白 (LDL) 對精子冷凍解凍後之存活率、頭帽完

整性、粒線體完整性以及 DNA 完整性之影響。

Fig. 2.	 Sperm viability, acrosome integrity, mitochondrial integrity, and DNA integrity with different concentrations of LDL 
supplementation after frozen-thawed process in Taiwan of Holstein bull spermatozoa by Flow cytometry analysis. 
Data were derived from 9 ejaculates (3 ejaculates × 3 bulls). Columns with different superscripts are significantly 
different (P < 0.05). Five LDL concentrations were tested: 6, 7, 8, 9 and 10% (w/v). n = 3.

表 5. 冷凍稀釋液中添加不同濃度之低密度脂蛋白經流式細胞儀分析之結果

Table 5.	 Sperm viability, acrosome integrity, mitochondrial activity and DNA integrity with different concentrations of LDL 
supplementation after frozen-thawed process in Taiwan Holstein bull spermatozoa by flow cytometry analysis

Items (%) 20% EY 6% LDL 7% LDL 8% LDL 9% LDL

Viability 49.11 ± 2.78b 52.63 ± 2.56ab 53.29 ± 2.02ab 56.99 ± 2.88a 54.05 ± 2.50ab

Acrosome integrity 41.96 ± 0.86b 42.65 ± 1.95ab 42.59 ± 1.18ab 47.74 ± 2.48a 46.21 ± 1.66ab

Mitochondrial activity 22.79 ± 4.32 25.12 ± 4.64 26.66 ± 4.66 21.96 ± 4.58 20.41 ± 4.08

DNA integrity 97.98 ± 0.22 97.77 ± 0.32 97.80 ± 0.23 98.30 ± 0.18 97.92 ± 0.18

Values are mean ± SEM of 9 ejaculates (3 ejaculates × 3 bulls).
Means with different superscripts within same row are significantly different (P < 0.05). n = 3.
EY: 20% egg yolk, LDL: low-density lipoprotein.
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Abstract

The purpose of the study was to investigate the effects of concentrations of low density lipoprotein (LDL) in the 
semen extenders on the quality of semen after frozen-thawed process. Three young offspring, derived from Ten Tons 
Cows based on DHI data ranking, were chosen in this study. Semen was collected by an artificial vagina and diluted with 
extenders containing either different percentages of LDL (6, 7, 8, 9 or 10%) or 20% EY (egg yolk, control group) to the 
final sperm concentration of 3 × 108 cells/mL. The sperm motility, viability, mitochondria activity and acrosome integrity 
after frozen-thawed process were evaluated by computer-assisted sperm analysis (CASA) and flow cytometer. The results 
showed that sperms in the group of 8% LDL had significantly (P < 0.05) higher viability, acrosome integrity, motlity and 
progressive motility than the control group. Besides, better motility parameters, including average path velocity (VAP), 
curvilinear velocity (VCL) and amplitude of lateral head displacement (ALH), were found in the extender with of 8% LDL. 
In conclusion, the cryopreservation extenders containing 8% LDL maintain sperms good mobility, progressive motility, 
movement characteristics and viability. This can effectively improve the quality of frozen semen of domestic Holstein bulls.
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