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家鱼冷冻精液激活
、

授精方法的研究
”

陈松林 刘宪亭 鲁大椿 章龙珍 傅朝君料 方建平
(长江水产研究所

,

沙市 4 3生0 0 0)

提 要 激活一授精溶液渗透压对家鱼冻精的能育性有明显影响
。

当用 1 毫升冻精与

4 毫升卵子授精时
,

冻精与鲜卵在水中与在 17 1 和 3 42 m o “m /l Na CI 溶液中的受精率均很高

〔引 形左右 )
,

无明显差别 ; 当精卵量比为 1 : 16 时
,

在水中的受精率明显低于在上述 Na CI 溶液

中的受精率 ; 当精卵量比升高到 1 : 3 2 以上时
,

冻精在 1 7 10 0翎/ 1 溶浓中的受精率明显高干

其它二组
。

琏卵在 171 和 3 42 m o 池/l 溶液中维持受精能力的有 效 时间佑 分钟)明显长于在

淡水中(2 分钟)
。

当精子稀释液的 p H 值偏碱 (8
.

7) 和冻精激活一授精 溶液偏酸 (p H 6
.

3 ) 时
,

冻精的受精率明显下降
。

解冻后精子在 4℃存放 1
,

5 小时活力和受精率下 降不多
,

少数冻精

可存活长达 16 小时
。

冻精活力与受精率之间存在着明显正相关
,

相关系数 为 0
.

97
,

回归方

程为 y = 3
.

6 5 十 1
.

2 3 X
。

关键词 家鱼
,

冷冻精液
,

激活
,

授精
,

受精率

鱼类精液的冷冻保存
,

经过三十多年的努力 已取得很大进展
。

在娃蹲鱼类和某些海

水鱼类
,

用冷冻精液曾获得过近似鲜精的受精率 (M ou n ib
, 1 9 7 8 ; S七。朋 等

, 1 9 8 3 ,

Ch ao

等
, 1 9 8 6 )

。

而在鲤科鱼类
,

迄今尚未见到如此理想的结果报道
。

K ur ok u ra 等 (1 9 8幻液氮

保存鲤精 3 4 2 天
,

冻精受精率为 2 5
,

5一3 1
.

5% , 王祖昆等 (1 9 8 4) 用冷冻保存的草鱼
、

链和

缩鱼精液授精
,

分别获得 4 4
‘

2终
, 3 2

.

6% 和 13
.

6环的平均受精率
;张轩杰等 (1 9 8 7) 短期液

氮保存鲤精
,

最高冻精受精率达 66
。

5 %
。

在限制鲤科鱼类精液冷冻技术发 展的因子中
,

冻精解冻激活与授精方法是个很重要的环节
。

如果这一步掌握不好
,

即使前面各步都很成

功
,

也很难获得理想的冻精受精率
。

由于激活一授精方法不当
,

有时尽管获得较高的冻精

活力
,

但受精率仍然不高 (Cog ni
e 等

, 1 9 8 9》
。

已有研究表明
,

由于经过二甲亚飒的作用及冷

冻过程 的处理
,

鱼类冻精的生理特性 (渗透压
、

活力及寿命 )发生了变化 (S tos ,
等

, 1 9 8 3 ,

陈松林等
, 1 98 7 )

,

因而鲜精的激活授精方法对于冻精已不再合适
。

因此
,

根据冻精的生理

特性
,

寻找有效的激活授精方法
,

乃是提高冻精受精率与完善冷冻保存技术的关键之一
。

本文以草鱼
、

醚和 团头纺精液为材料
,

研究了激活溶液渗透压
、
p且 值以及解冻后存放

时间对冻精受精率的影响 ; 比较了不同盐度溶液对家鱼卵能育性的影响
。

旨在摸索出一套

适仑鲤科鱼类冷冻精液的激活一授精方法
。

材 料 与 办 法

草鱼
、

链和团头妨精液采自本所窑湾试验场
。

精液收集
、

活力评价及冷冻保存等均按

国家
‘

七五
”

科技攻关课题
。

郭峰和邓文涛参加部分工作
。

现在青岛水科院渔业工程研究所
。

收稿年月
: 1习9 1 年 n 月 ; 1卯2 年 6 月修改

。
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陈松林等 (1 9 9 2) 报道的方法进行
。

稀释液为 自制的 D 一 1S (成分为 0
.

8% N a
CI

,

0
.

05 %

K 小 和 1
.

5拓葡萄搪 )和 D 一 17 (含 。
.

9% N a
CI

、

0
.

05 终K CI 和 1
.

5拓葡萄糖 )
。

抗冻剂为

二甲亚讽 (D MS O )
。

将精子用预冷的稀释液一D M S O 混合物按 1 : 1
,

5 稀释
,
D Ms o 的终

浓度为 10 终左右
。

将稀释好的精液分装入带盖塑料管中并在 4
O

C平衡数分钟
,

然后进行

冷冻保存
。

冷冻时分二步将精样放入液氮中进行短期或长期保存
。

解冻采用温水浴 (3 8a C

左右)快速摇动解冻法
。

解冻后
,

用一定浓度 N a
CI 溶液激活冻 精

,

在 N IK O n 倒置显微

镜下观察精子活力及寿命
。

冻精在不同渗透压或不同 pH 值激活溶液中的授精实验
,

是将冻精与鲜卵混匀后添

加适量渗透压或 p H 值不同的 N 川 1 溶液激活授精
,
5 分钟后再用同样溶液清洗二次

,

然

后加水孵化
。

胚胎发育至原肠中期 (草鱼和琏 )或眼点出现期 (团头妨 )计算受精率
。

渗透

压值是根据溶液的 N a
CI 浓度计算而来

。

盐度对家鱼卵能育性的影响实验
,

是预先在培养皿中加入一定量水或 N a
CI 溶液

,

再

将一定量未受精卵浸泡其内
,

间隔一定时间后去掉部分溶液
,

加入一定量经过 D M S O 处

理过的精液
,

摇匀受精后
,

加水孵化
。

解冻后存放时间对冻精受精率影响的实验
,

是将解冻后精液置冰箱 (4 一8
“

C) 中存放
,

间隔一定时间后镜检精子活力并与鲜卵授精
。

在精子活力与受精率关系的实验中
,

不同

活力组冻精与鲜卵的授精量比均基本保持一致
。

实验数据用 凯u de 武 t-. 检验评价均值差异显著性程度
。

结 果

(一 ) 激活溶液渗透压对冻精能育性的影响

激活一授精溶液的渗透压对团头鱿和链冻精受精能力的影响结果分别见 图 1 和表 l
。

八曰八曰
(冰勺铃犯咖

1 7之 3 42 5 13 684 8 5 5 10 26 1 19 7

溶液渗透压 ( m o 息m / l )

图 1 激活
—

授精溶液渗透压对团头妨冻精受精率的影月6J( 稀释浓为
D 一

场
,

精卵授精量比为 0
.

20 1冻精 : 3 00- 一连oo ;盯

Fig
.

1 E ff。。t o f o sm o la li七y o f a o t iv a t扭g se in so m il协t还g 名o lut ion on fert ilit y o f b lu n t

咖ut bre a m f加zen
日p

~ 贬0
.

2m l f加
z e u sp e劝m : 3 00一魂00 eg g 已

.

珑lue 吐 D 一 15 w a s u sed )



盛期 陈松林等
:

家鱼冷冻精液激活
、

授精方法的研究

由图 1 可见
,

当冻精用量足够大时 (0
.

2 m l 冻精与 30 。一4 00 颗卵授精 )
,

团头纺冻精与鲜

卵在水中与在渗透压为 1 71 一 6 8 4 m 0 s m / l( 相当于 0
.

5一2
.

0环 )N叨1 溶液中的受精率相

差不大
,

前者甚至还稍高一些
。

而当激活溶液 的 渗 透 压 由 6艇 升 高 到 IO2 6 m o o m /l

(3
.

0形 )时
,

冻精的受精率才明显下降
。

表 l 主要为不同精卵量比在不同渗透压溶液中的

受精率比较
,

结果表明
,

当用 lm l 维冻精(内含 0
.

公n主原精)与 4 m l 卵子授精时
,

在水中

与在 工71 一 3 4 2 m o sm /l N叨 l 溶液中的受精率均很高
,

其间差异不大
。

而当卵子用量增

大时
,

即精卵量比升高到 1 : 16 时
,

在水中的受精率则明显低于在上述 N 胡1 溶 液中的受

精率
。

不过
,

当精卵量比过高时 (1 : 32 以上 )
,

只有 1 7 1 m o s m /l N胡 l 溶液产生明显高的

受精率
。

表 1 激活溶液渗透压对琏冻精受精率的影响(稀释液为 D 一 15 ,

精液与

稀释液之比为 1门
,

5
,

冻梢活力为弘粥左右 )
。

T a b le 1 E ffe o t o f 0 5功o la lity o f a o tlv a t o r s o lu tfo n o n fe r tility of fr o z e n -

th脚ed sU v e r ca rP sPe r m (D ll u e n t D- 15 wa
s 朋ed

, ‘Pe r m
一 d llu e n t r 压tio 、下a名

1 : 1
.

5 ; m ot ility of fro z e n s p e r m

~
a bo u t 65 龙)

.

价价价
1 : 444 1 : 1 666 1 : 3 222 1 :

5OOO 仁 6444

00000 洲
.

666 筋
.

666 4 6
.

222 牡
.

000 3 4
。

777

(((((6 6
.

7 ))) 〔9 5
。

3 ))) 〔9 3
,

0 ))) (9()
.

8 ))) (郎
.

9 )))

lll牡牡 侧〕
.

石石 8 1
,

555 80
.

111 7 e旧旧 以
.

666

(((((铭
.

4 ))) ‘留
.

9 ))) 石邪
.

2 ))) 灯9O
甲

8 夕夕 (肠
.

9 )))

斜斜艺艺 9 1
.

777 社
.

666 弱
.

444 47
‘

111 3 777

(((((7 3 ))) (肠
。

1 ))) (舰
,

6 ))) 叱9 6
甲

6 ))) (8 5
.

5 )))

注
:
括号内为孵化率〔绍)

。

(二 ) 渗透压对家鱼卵能育性的影响

家鱼卵在不同渗透压溶液中浸泡后其能育性的变化结果见 图 2 。

当未受精卵在水中

(渗透压为 0) 浸泡时间超过 2 分钟时
,

受精能力明显下降
,

至 4 分钟 时
,

受 精 率 降 为

约 2 5 拓
。

而当卵子浸泡在渗透压为 17 1 或 3 42 m o s m /l 的 N a ol 溶 液 中 长 达 6 分 钟

时
,

受精率没有明显下降
,

在后者溶液中至 巧 分钟时
,

受精率才大幅度下降为 20 % 左

右
。
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(三 ) 溶液 p H 值对冻精能育性的影响

精子冷冻保存稀释液和冻精激活溶液的 p R 值对冻精受精能力均有一定影响
。

现将

在团头纺上获得的结果列于表 2 。

由表 2 可见
,

当稀 释 液《D 一 15 ) pH 在 5
.

2一 7
.

8 之 间

表 2 稀释液和激活溶液 p R 对团头妨冻精受精率的影响
。

(结果为 弓次试验的平均值
。

每次授精用卵2知一 3D0 粒 )

T 毯址e Z E仃e c t o ￡‘o lu t i o n PH o n fe r tllity Of bl u n t s n o u t b r e 压m f r o z e n t h a w e 康 sPe r m

( D at 吕

ate
m
~

5 o f t h r ee r

el,l lC at e E叻h re Pl i c a t e

~
。a r r i e d on t w i t h 250 一;忽00 e g g , )

唇唇 \激激 PH 6
,

333 PH 7
。

999 PH S
,

666 p H I O
.

888 工 土 5
.

0
甲甲

尸叹助助
一一

‘拍 虫 \ 活活活活活活 (男 )))))

~~~
) ~丁 (解化率 )《\ 派派派派派派派派
稀稀 释 辰火之达达达达达达达达

PPPH S
。

222 74
.

222 钧
,

333 8 3
。

222 8 5
。

222 8 1
,

9 士 5
。

33333

(((((82
.

6 ))) ( 84
.

5 ))) ( 朋
,

3 ))) 〔7 5
、

9 ))) 〔8 1
.

6 士 3
.

3 )))))

PPPH 6
,

555 76
,

111 四
.

888 8 3
。

444 肚
,

222 7 9 士3
.

111 P ) 0
.

0 555

(((((8 0
,

6 ))) (7 9
.

2 ))) (8 2
,

2 ))) ( 8 1
,

3 ))) (8 2
.

9 士3
.

6 )))))

PPPH 7
.

888 81
.

555 竹
.

333 8 2
‘

777 8 2
。

222 80
.

9 士 2
,

111 P ) 0
.

郎郎
((((( 7 6 2 ))) ( 7 7

,

7 ))) ( 8 0
,

6 ))) < 7 5
.

1 ))) ( 77
.

4 土 2
,

z )))))

PPPH 7 888 7 5
.

000 8 1
.

666 7 9
。

444 8 222 钩
.

石士2
.

888 尸> O
,

0 666

(((((82
.

6 ))) (昭
,

4 ))) ( 74
.

1 ))) (肠
.

6 ))) (竹
.

7 生 6
.

8 )))))

PPPH S
。

777 68
‘

444 防
.

」」 沁
‘

OOO 74
.

111 7 0
。

2 士3
.

111 P < 0 0 111

66666 5
.

9 ))) (84
.

8 ))) ( 7 2
‘

卫、、 厂7 9
,

7 、、 ( 7 5
.

5 士 7
.

1 )))))

XXX 土3
.

D
‘

(男 ))) 7 t
.

0 土4
。

111 7 9
,

5 士 1
.

巧巧 8 1
。

1 土 5
。

333 8 0 土 3
.

7777777

((((( 7 9
,

2 士7
.

7 ))) (7 8
.

8 士5
.

9 ))) (湘
.

4 士4
甲

5 ))) ( 7 9
,

5 士 3
.

8 )))))))

尸尸 (卜))) I. < O
‘

咔咔 P ) 0
.

肠肠肠 P > 0
.

筋筋筋筋

注
:
〔. )与 8土

.

9 土 5
.

3 相比 ;( b )与 8 1
.

1 士 6
.

忿相比
。
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时
,

对冻精受精率影响不大
,

而当稀释液 p H 达 8
.

7 时
,

则明显降低冻精受精率
。

当冻精

激活一授精溶液 pH 在 7
.

9一 10
.

8 之闻时
,

冻精受精率差异不大
,

而 当 其 p且 偏 酸 性

(6
.

3) 时
,

对冻精受精率有明显影响
。

不过
,

无论是稀释液还是激活溶液的 pH 值对冻精

授精胚胎的孵化率均无明显影响
。

(四 ) 激活一授精溶液的添加量对冻精受精率的影响

用继冻精 0
.

2 m l 与 2 m l鲜卵授精
,

授精时添加不同量的 0
.

5男 N叨l溶 液 激 活精

子
。

结果表明激活溶液的添加量不同对冻精受精率有一定影响 (图 3)
。

当卵 子 用量为 2

m l 时
,

添加 1 0 1 激活溶液所获得的受精率最高
,

而激活溶液的添加量 过 多 (理m l) 或过少

(o
.

sm l) 都会降低冻精的受精率
。

60洲切30

�紧)哥犯椒

2 0

l0

2
。

0 3
.

0

激活溶液量{m l)

图 3 链冻精授精时激活溶液的添加量对受精率的影响(每次授精时
冻精用量为 o

.

Znil
,

卵子用量为 2耐 )

万19
甲

3 E f f e o t o f a e t i v战加9 50 1诚加u q u a n t lty o n fo rt i li ty o ￡。工I v郎 饥即 f r o

撇
: p e

恤
( 0 2 m l f功

z o n s p e

细
a
吐 2 过

。9 9 5 w e加 够白d 认 饥。h e 又 p e r ha e u t )

(五 ) 解冻一授精间隔时间对冻精活力及受精率的影响

避冷冻精液解冻后在低温下 ( 4o C )存放时 间对活力的影响示于图 4
。

由图 4 可见
,

解

冻后 1
.

5 小时内精子活力下降不多
,

有大约 30 拓的冻精可以存活约 6 小时
,

还有少数精

子可存活 16 小时之久
。

表 3 结果表明解冻后存放时间对草鱼和团头纺冻精受 精 率的影

响
。

由表 可见
,

草鱼冻精存放 2 小时再授精
,

其受糟率下降不大
。

而团头舫冻精存活时间

更长
,

在 4o C存放 16 小时
,

其受精率仍高达 8 1
.

7%
.

(六 ) 冻精活力与受精率的关系

一般来说
,

精子的受精能力是受其活力所决定的
。

精子的活力越高
,

受精率也就越

高
。

这从图 5 即可清楚看出
。

当冻精活力低于 20 % 时
,

其受精率也很低 ( < 20 多 )
,

随着

冻精活力的升高
,

其受精率也明显升高
。

二者之间存在着明显 的正相关
。

相 关 系 数 为
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0
.

97
,

线性回归方程为 Y = 3
.

68 + 1
.

23 了
。

表3 解冻后存放时间对草鱼和团头舫冻精受精率的影响

T a bl e 3 E ff即t of s to r a幼 tim e (at 4
’
o ) 盯ter th抓 iu g o n fe r七1llty

o f e ry o P r e s e r v e d s钾r m fro m g 六切s 。合r P a n d b lu n t s n o u t b r . 3 tn
.

种种 类类 稀 释 液液 冻精活力力 解冻后存放时间与受精率率

555555555分分 3O 分分 2小时时 1 2小时时 ] 已小时时

草草 鱼鱼 刀- 1石石 加万万 7 0
.

4络络 群
.

2终终 肠
。

3万万 注3
甲

6男男男

团团头妨妨 卫一1宁宁 6 5形形 9 3
。

0 士 6
.

4络络络络络 81
甲

7 生 9
。

4另另
(((((((((, = 1 1 ))))))))) 〔蛇

= 1 1 )))

注 :
受精率为对照组的百分率

。
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图 4 醚冷冻精液解冻后存放时间
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O
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图 5 家鱼冷冻精子活力与受精率的

关系
。

结果为对照组的百分率

F i g
.

6 E f f已 e七 o f mo ti l计y o f f加功 n

吕Pe

地
o n f ert 又11七y(及rt i li七y w a s $ ho w u

a 吕七h e p e r o e n 饭 9 0 o f 。叭 tr o l)

讨 论

1
.

从本实验结果来看
,

在一般情况下
,

家鱼冷冻精子在具一定渗透压的溶掖中的激

活授精效果优于直接在淡水中授精的效果
。

激活授精溶液的适宜渗透压一般为 171 一 3 42

功O , m / 1 左右
。

这与以前我们观察到的家鱼冻精在具一定渗透压的溶液中的活力和运动

时间高(长 ) 于在淡水中的结果相一致 (陈松林等
,

198 7 ; 19 9 2)
。

究其原因
,

笔者认为 由于

抗冻剂D M SO 的作用
,

以及冷冻解冻的处理
,

精子本身的渗透压大为升高
,

对低渗环境变

得异常敏感
。

如用淡水直接激活
,

会因为冻精内外渗透压差过大
,

而导致部分精子吸水膨

胀
,

降低活力
,

缩短精子运动时间
,

因而受精能力也随之下降
。

S七os , 和 枷 It以 1 9 8 3) 表明
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当冻精激活溶液的渗透压为 2帕 m o s二 /l 时
,

虹鳝冻精的受精率 达 最 高
。

而 W h ee le r

( 19 9 1 )则报道
,

当虹鲜冻精在 3 08 m o sm /l 溶液中的激活授精效果最好
,

基本上与本文结

果相似
。

2
.

有关溶液的渗透压对鲤科鱼类卵子能育性的影响 目前报道甚少
。

既然冻精在具一

定渗透压的溶液中激活一授精的效果优于在淡水中的效果
,

那么弄清鱼卵对渗透压的耐

受性则很有必要
。

本文结果表明家鱼卵在 1 71 和 3 42 m o o m /l N a
ol 溶液 中维持受精能

力的时间至少为 6 分钟
、

而在淡水中仅为 2 分钟左右
。

这为家鱼冷冻精子和卵子在具一

定渗透压溶液中完成正常受精过程提供了依据
。

saa d 等 (1 9 8 9) 也发现 鲤 鱼 卵 在 0
.

4 %

N o C I 溶液中接受精子的有效时间为 6 分钟
,

而在水中仅为 1
.

5 分钟左右
。

3
.

从本文可知
,
除了渗透压外

,

激活溶液的 p H 对冻精受精率也有一定影响
。

当激活

榕液的 p R 为 7
。

8一10
.

8 时
,

冻精受精率较高
,

其间差异不显著 ,而当 p H 低于 7 时
,

则 冻

精受精率明显下降
。

这与 Bi n ar d (1 9 8 0
, 1 9 8 1 )观察到的碱性溶液(P H g 左右 )明显提高

鱿缚鱼类和海妒精子的受精率的结果相似
。

综合我们另文 (陈松林等
, 1 9 9 2) 和本文结果

,

可以得出结论
:

中性或弱酸性环境有利家鱼精子的保存
,

不利精子的激活
,

而弱碱性环境

则有利于精子的激活运动
,

不利于精子的保存
。

同时暗示
,

理想的精子保存稀释液是不宜

用作冻精激活一授精溶液的
。

4
.

冷冻精液解冻后的存活时间是评价冻精质量的重要指标之一
。

解冻后精子的存活

时间越长
,

维持受精能力的时间也就越长
。

目前不少学者报道鱼类冻精在解冻后的很短

时间内(几分钟 )就失去活力和受精能力
。

S七。。s 等 (1 98 1) 报道虹蹲颗粒冻精在解 冻 后 5

分钟内就失去受精能力
。

K u r o k ura 等 (19 8 4) 报道鲤冻精解冻和授精间隔时 间达 10 分钟

时
,

受精率明显下降
。

而本文结果表明家鱼冻精在解冻后 2 小时 内活 力 及受精能力均下

降不多
,

且少数精子可存活长达 16 小时
。

究其与其它报道存在较大差异的原因
,

笔者认为

可能有二
:

(l) 以前许多学者采用颗粒冻精法
,

解冻时常用解冻液进行湿法解冻
,

因而解

冻和精子的激活是同步进行的
。

精子一旦激活
,

其运动时间很短
,

当然维持受精能力的时

间就很短了
; (2) 解冻后精子存活时间的长短与刚解冻时的精子活力有关

。

虽然有些学者

采用麦细管冷冻法
,

排除了用颗粒冻精法时存在的解冻和激活同步进行的问题
,

但如果解

冻时精子的复活率本来就不高 (许多学者未报道冻精活力 )
,

那么其存活时间也就很短了
。

关于此问题还须作进一步的研讨
。

5
.

关于鱼类冻精活力与受精率的关系是精子低温保存研究中的一个较复杂的问题
。

目前这方面的报道不多
,

且观点不一致
。

有人认为
,

冻精活力与受精率关系不很密切
,

如

, 。r

ne
r 和 K or s o h 报道

,

无运动能力的虹鲜冻精能保持受精能力
,

而有运动能力的鲤冻

精却不能使卵予受精
。

K 曲b y 等 (1 98 3 )发现
,

条纹狼妒冻精活力极低
,

但受 精率却高达

88 %
,

而 COg n 拍 和 Bi n 缸d (1 9 8 9) 用活力高达 60 终的鲤冻精只获得了 4 0 % 的 受 精 率
。

本文研究表明家鱼冻精活力与其受精率之间存在明显的相关性
,

相关系数为 。
.

9 7
。

H a
卜

v灯 (19 8 4) 也观察到斑马鱼和罗非鱼冻精活力与受精率之间呈粗的正相关性
,

相关系数分

别为 0
.

6 和 0
.

65
。

笔者认为上述结果的差异可能主要由于冻精激活与授精方法 不 一 致

所造成
。

例如用大量的活力不高的冻精去与少量卵子授精
,

当然也可以获得较高的受精

率
。

而通过控制授精操作和进行大量的重复实验
,

冻精活力 与受精率之间的正相关性便
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可显现出来
。

这同时也表明了
,

要想获得理想的冻精受精率
,

首先得将冻精活力提高到一

个适当水平
。
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