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一、 摘要 

動物遺傳資源保存是維護生物多樣性及確保動物族群在遭受傳染性疾病發生時免

於被滅種的有效預防性策略。種原保存包括活體動物繁殖保種與精子、卵子及胚胎凍存

等型式。然而基於動物福祉考量，精子凍存目前仍是管理動物遺傳資源最合適的方法之

一。冷凍精液具有可長期儲存及遠距離運輸等優點，是種原庫管理及遺傳物質交換不可

或缺的要點。此外，優良種公畜禽的遺傳背景更可藉由冷凍精液使其更廣泛的被應用於

品種改良。然而，雞冷凍解凍精液進行人工授精的受精率不如新鮮精液，是目前冷凍精

液在種雞產業的應用遠不如種畜冷凍精液般普遍的主因。法國國家農業、食品與環境研

究院 (INRAE) Nouzilly 中心 ICF 團隊 (Équipe Interactions Cellulaires et Fertilité) 在家畜禽

生殖研究領域享譽國際，Dr. Elisabeth Blesbois、Dr. Pascal Mermillod 及 Dr. Anaïs Vitorino 

Carvalho 分別在家禽精子凍存、精子與輸卵管溝通機制及精子與卵子蛋白質學體領域有

卓越的研究成果。執行本計畫三年半期間，先後在三位研究人員的共同指導下學習獲益

良多，冷凍雞精液研究之質與能因而往前邁進一大步。 

甘油是目前雞冷凍精液最理想的冷凍保護劑，它可提供雞精子優良的保護力以抵抗

在冷凍解凍過程的傷害，但其對精子細胞之毒性已被證實，可影響人工授精後的受精率。

因此本計畫的第一階段，為探討甘油如何傷害雞精子之構造與功能。試驗結果已確定甘

油造成精子活力降低、細胞膜破損、誘發細胞凋亡程序及改變精子能量代謝途徑。接著，

依序建立 Hoechst 33342 螢光染色與母雞生殖道精子儲存小管 (sperm storage tubules, 

SST) 之 in vivo 及 in vitro 試驗模式，以探討甘油化精子的運輸與儲存。由以上的試驗結

果得知，甘油化精子由於其構造及功能的改變，因而無法通過母雞陰道 (vagina) 篩選，

被拒絕進入位於子宮陰道交接處 (utero-vaginal junction, UVJ) 之 SST 儲存，而造成母雞

不孕。 

上述結果證實在進行人工授精前移除雞冷凍精液中的甘油是必要的，因此本計畫的

第二階段為開發簡單、快速及有效的甘油移除方法，以提高雞冷凍精液的利用價值。為

此，我們成功開發 Percoll 膠體離心技術，有效移除雞冷凍精液中的甘油，其平均受精率

可達 50%以上。與傳統連續稀釋離心甘油移除法相比，除可節省約 44%的操作時間，並

同時簡化設備需求。 

事實上，甘油廣泛使用於大部分的家畜禽精子抗凍稀釋液中，而甘油毒性問題也並

非僅發生在雞精子上。因此，本計畫所建立的雞精子與生殖道研究模式，將來可以擴大

應用於所有動物甘油化精子試驗研究。 
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二、 目的 

甘油是常見的動物精子冷凍保護劑，但其對精子細胞之毒性已被證實，可影響人工

授精後的受精率。其中，最明顯的案例發生在雞，凍存雞精子的有效甘油濃度為 11%，

然而當精液中甘油濃度僅為一半，即 6%時，便會導致母雞完全失去受精能力。由於凍

存雞精子操作及使用過程中，主要與甘油共存於兩種不同的溫度：4℃進行冷凍前處理

操作，以及 41℃處於授精後輸卵管之生理環境溫度。因此，需探討甘油毒性發生在哪一

階段，以及其對精子產生什麼生物功能性傷害。另外，如果甘油確實對精子造成損傷，

那麼又該如何防止其對母雞造成不孕的影響也是值得探討的課題。 

因此，本研究計畫首先針對甘油在冷凍前與解凍後 4°C，以及授精後 41°C 兩種模擬

溫度下對雞精子的生物特性進行評估，包括精子活力、膜完整性、細胞凋亡、粒線體功

能以及ATP濃度等影響。接著，透過體內授精與體外培養母雞輸卵管精子儲存構造試驗，

探討甘油對雞精子在母雞輸卵管中運輸及儲存所造成的影響。研究結果顯示甘油對精子

生物特性具有顯著影響，並證實在進行人工授精前移除冷凍解凍精液中的甘油是必要的

步驟。為此，我們開發了一種新的方法，利用 Percoll 膠體離心技術，能夠有效地去除雞

精液中的甘油，成功地恢復了母雞輸卵管中的精子儲存能力，並在人工授精後達到令人

滿意的受精率。 
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三、 研究過程 

（一） 本計畫執行期間為自 108 年 9 月 24 日至 112 年 2 月 28 日，前後在法國 INRAE ICF

研究團隊學習雞精液凍存研究所需之各項關鍵技術，除為攻讀博士之試驗所需，

亦有助於返國後持續投入相關家畜禽生殖科技研究發展。各項關鍵技術包括： 

 

1. 公雞精液負壓試管採集 

2. 母雞陰道人工授精 

3. 精液冷凍解凍及甘油移除新技術 

4. 精子螢光染色及流式細胞儀評估精子受精潛能 

5. 精子酵素反應生物學品質測定 

6. 母雞輸卵管解剖構造 

7. 母雞輸卵管組織體外培養 

8. 組織細胞玻片影像分析 (Slide Scanner, QuPath, Fiji Image) 

9. 統計分析軟體 (RStudio, GraphPad Prism) 

10. 科學文章寫作及文獻引用 (Zotero, Mendeley) 

 

 

（二） 本計畫之試驗研究共分為三大主軸，包括甘油毒性對雞精子生殖受精潛能之研

究、雞冷凍精液甘油移除新方法研發及以母雞精子儲存構造驗證甘油移除新方法

之價值。各項研究成果摘要簡述如下： 

 

1. 甘油毒性對雞精子生殖受精潛能之研究 

甘油造成精子生育力降低之細胞生理機制仍然未知，因此我們首先研究了甘

油分別在兩種模擬溫度：4°C 冷凍前處理過程及 41°C 授精後輸卵管生理溫度之影

響。在 4°C 條件下 11%甘油會干擾精子生物功能特徵，而在 41°C 條件下 6%甘油

即會顯著損害精子生物特性，尤其是精子活力劇烈降低。各項數據揭示了甘油對

精子構造及功能的重要影響，這可能造成授精後母雞輸卵管精子儲存減少，解釋

了生育力下降的原因。 
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2. 雞冷凍/解凍精液甘油移除新方法研發 

本計畫所研發之 Percoll 膠體離心新技術，可有效地降低雞冷凍解凍精液之甘

油濃度至 2%以下，同時並對精子活力具有篩選作用。與傳統的連續稀釋離心技

術相比，Percoll 膠體離心新技術除可節省約 50%的樣品處理時間，並可達成較高

的受精率。 

 

3. 以母雞輸卵管精子儲存構造驗證甘油移除新方法之價值 

Percoll 膠體離心法比連續稀釋離心法展現更強的甘油移除效果。儘管以不同

方法處理樣品後未發現對精子體外品質參數產生差異，但卻觀察到精子在母雞輸

卵管精子儲存小管之儲存能力及受精率之顯著差異。本研究結果證明雞冷凍解凍

精液以 Percoll 膠體離心技術移除甘油之精子，在母雞生殖道有較佳的儲存特性，

並反映出較高的受精率及較長的受精持續性。 
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四、 研究成果 

（一）本計畫執行至今，發表 SCI 學術期刊二篇 (第一、第二作者各一篇) 及參與多場

國際學術研討會進行口頭及海報論文發表。另有三篇學術論文撰寫中，預計於

112 年 12 月前將全數完成投稿 SCI 學術期刊。後續工作包括完成博士論文撰寫，

並預計於 112 年 9 月進行博士論文口試。已發表之研究成果及其中文摘要詳述如

下： 

1. First insights on seminal extracellular vesicles in chickens of contrasted fertility 

Reproduction 161(5):489-498 (May 2021)（附錄一） 

 

2. 25ème Journée Thésards de l’Unité PRC 

Mini-poster and oral presentation (16-17 June 2021)（附錄二） 

 

3. Chicken semen cryopreservation: importance of cryoprotectants 

World’s Poultry Science Journal 78(1):139-160 (November 2021)（附錄三） 

 

4. Les 14èmes Journées de la Recherche Avicole et Palmipèdes à Foie Gras 

Full paper and poster (9-10 March 2022)（附錄四） 

 

5. Les 30 ans de la Fête de la science  

Video and poster (2-3 October 2022)（附錄五） 

 

6. 26ème Journée Thésards de l’Unité PRC 

Mini-poster and oral presentation (15-16 June 2022)（附錄六） 

 

7. 19th International Congress on Animal Reproduction 

Abstract and poster (26-30 June 2022)（附錄七） 

 

8. 26th World’s Poultry Congress 

Abstract and oral presentation (7-11 August 2022)（附錄八） 

 

9. Avian Research Symposium 2023 

Abstract and oral presentation (7-9 March 2023)（附錄九） 
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1. Reproduction 161(5):489-498 

First insights on seminal extracellular vesicles in chickens of contrasted fertility 

生殖能力優、劣雞隻精液中細胞外囊泡差異的初步研究 

 

雄性生殖能力低下的原因有多種，其中一些可能與睪丸成熟障礙有關，而這種障礙

可能會影響精液成分。在哺乳動物中，細胞外囊泡在與精子進行關鍵交流方面扮演著重

要角色，但是在鳥類精液中是否存在細胞外囊泡仍然存有爭議。本研究的目的首先為釐

清雞精液中可能存在的細胞外囊泡，其次為證明在具有不同生殖能力的動物中，其細胞

外囊泡之大小及蛋白質組成之差異，最後對其與精子的相互作用進行初步評估。 

本研究成功地利用超高速離心技術從具有不同精子品質和生殖能力的公雞精液中

分離出細胞外囊泡。透過電子顯微鏡觀察，發現雞精液中存在大量的小型細胞外囊泡（可

能是外泌體）。比較生殖能力不同的公雞，發現具有較高比例的小型細胞外囊泡，其平

均直徑分別為 65.12 和 77.18 奈米。透過 western blotting 發現，不同的細胞外囊泡蛋白

質組成不同。在這些標記之中，HSP90A 在生殖能力優良的雄性動物中的豐富程度明顯

高於無生殖能力的雄性動物。在共同培養實驗中，生殖能力優良的公雞精液細胞外囊泡

顯著影響了精子的存活率以及運動能力。 

總體來說，本研究成功地證明了雞精液中存在細胞外囊泡，其大小及蛋白質組成隨

著公雞生殖能力狀態的不同而有所差異。這些結果為我們進一步解釋了精液成分對動物

生殖能力的影響並提供了重要的訊息，同時也為進一步研究精液細胞外囊泡在生殖醫學

和動物繁殖方面的應用提供了基礎。然而，仍需要進一步的研究來了解細胞外囊泡與精

子之間的相互作用和其在生殖過程中的作用機制。 

（原文見附錄一） 
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2. 25ème Journée Thésards de l’Unité PRC 

New advances in chicken sperm cryopreservation-the issue of glycerol 

雞精液凍存新進展：解決甘油造成的不孕問題 

 

目前，甘油是冷凍保存雞精液最常用的保護劑，其標準濃度為 11%。然而，在授精

前必須除去甘油，以避免其避孕效果。甘油對母雞之避孕機制尚不清楚，為了解決冷凍

保存雞精液的挑戰，因而我們進一步研究了甘油對雞精子的細胞生物影響機制，包括細

胞膜完整性、粒線體功能、細胞凋亡、ATP 產能、氧化作用等精子生理現象。 

除此之外，我們還開發了一種新型甘油去除技術：Percoll 膠體單層離心方法，以便

有效應用冷凍解凍雞精液。這種方法成功高效率去除甘油，且相較於傳統方法（連續稀

釋後離心），可節省 44%的時間。此外，使用這種方法還能夠有效篩擇具有更高運動性

的精子，這是與生育力強烈相關的參數。然而，我們還需要進一步的受精測試，以確保

這種方法的實際應用效果。 

（原文見附錄二） 
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3. World’s Poultry Science Journal 78(1):139-160 

Chicken semen cryopreservation: importance of cryoprotectants 

雞精液冷凍保存：冷凍保護劑的重要性 

 

動物遺傳資源的保存是維持生物多樣性的重要策略之外，亦是快速傳播表型性能優

良動物基因組成，快速繁殖其後代之有效方法。在活體動物保存基因是可行的方式，但

無法避免疾病傳播的風險，此外並需要支付昂貴的動物飼養維護費用。種原冷凍保存是

有效的替代策略，除可克服這些缺點，並具有長期儲存、遠距離和低成本運輸以及種原

庫空間有效運用管理等優點。相異於哺乳動物，現有技術無法在鳥類物種中保存卵母細

胞或胚胎，但可以通過冷凍保存精子、始基生殖細胞和性腺組織來達到相同的目的。而

在這些方法中，精子冷凍保存是最實用的方法，因為它具有高效的樣本採集方式、簡單

的後代繁殖操作、尊重動物福利的非侵入性操作以及相對高的成功率。 

從精液收集開始，雞精子經歷了一系列體外冒險，以完成其生物學使命：受精。精

子在整個冷凍保存過程中必須面對並克服幾個關鍵障礙，包括冷凍前處理、冷凍、解凍

和人工授精。 此外，有必要在正式採集精液前對個體公雞之精子品質進行評估，以確

保其解凍後的受精潛能。日常管理和操作熟練程度等工作項目，決定了新鮮精液的品質。

而在進入冷凍前處理階段後，必須做出更多的決定來完成製作冷凍精液，包括稀釋方式、

冷凍保護劑 (cryoprotectant agent, CPA) 的選擇、儲存工具的類型、降溫速度和解凍方

式等。 

甘油是第一個被發現能成功冷凍保存雞精子並繁殖小雞後代的 CPA，然而，甘油具

有避孕效果，與雌性動物受精失敗有關，這是 1950 年代以來便發現的歷史性問題，尤

其是在雞中。11%的甘油是冷凍雞精子的標準濃度，因為此條件可提供最佳保護力，使

精子免受冷凍損傷。然而，授精時精液中僅存在 2%的甘油就足以誘導生育能力下降，

而 6%的甘油更是會導致母雞完全不育。到目前為止，我們僅部分了解甘油對精子運動、

呼吸代謝和頭帽反應等生物學特性產生影響，也知道它可能會改變母雞生殖道中的精子

儲存和蛋白質分泌。儘管在過去的 70 年裡一直在討論甘油造成不孕之議題，但目前僅

有非常有限的訊息可以解釋為什麼它對精子的受精能力如此有害。 

善用甘油出色的冷凍保護能力或因其毒性而放棄使用在抗凍稀釋液中，是一個兩難

的選擇。儘管如此，甘油目前仍然是雞精子冷凍保存中最常用的 CPA。為了避免其毒性
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干擾生殖能力，在雞冷凍精液使用上，已開發出一種稱為連續稀釋離心的技術，專門用

於在授精前去除甘油，實現了可接受的受精率。然而這項技術涉及特定的設備、複雜的

工作程序和耗費時時間等缺點，因而有必要開發一種簡單、快速和靈活的方法來提高雞

冷凍-解凍精液的利用效率。此外，必須更深入地了解甘油毒性和受精失敗的細胞生理

和分子機制，期將來可獲得一種新穎且更有效控制甘油毒性的實用策略。 

（原文見附錄三） 
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4. Les 14èmes Journées de la Recherche Avicole et Palmipèdes à Foie Gras 

Élimination du glycérol de la semence décongelée de coq par centrifugation dans un gel 

colloïdal synthétique 

利用合成膠體離心分離法去除雞冷凍解凍精液中的甘油 

 

精液冷凍保存是保護物種和品種生物多樣性、在緊急傳染病中恢復動物族群的重要

方法。目前，甘油被廣泛用作冷凍保護劑，可以有效維持精子功能。然而，甘油卻會導

致人工授精時的受孕能力降低或完全不孕，因此研究人員嘗試開發一種簡單的方法，使

用合成膠體 Percoll 透過離心方式，以去除雞精液中之甘油。在收集雞精液後，將其與

11％甘油的稀釋劑混合，裝入程式降溫冰箱中進行冷凍。解凍的精液被分層在含有 200 

mM 蔗糖和 Percoll 的 PBS 中進行 15 分鐘離心。結果顯示，所有濃度的 Percoll 膠體配方

都可以有效地將甘油濃度降低至 120 mM 以下，相當於從解凍精液中去除 94％的甘油。

此外，此方法可以在 20°C 下進行操作，並可以有效地選擇運動和前進性較好的精子，

特別是使用 Percoll 40 和 70％。該研究顯示，這種新方法可以有效地從雞精液中去除甘

油，同時積極地選擇運動性較好的精子。與傳統的連續稀釋方法相比，使用該方法可以

節省 44％的甘油移除操作時間。 

（原文見附錄四） 
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6. 26ème Journée Thésards de l’Unité PRC 

Exploring how glycerol impacts fertility capacity of chicken sperm 

探究甘油對雞精子生育能力的影響 

 

甘油對於脊椎動物精子的保護效果非常出色，能夠減少因低溫冷凍引起的損傷。在

雞冷凍解凍精液的應用上，11%的甘油濃度是雞冷凍精液的標準濃度，但在人工授精前

需要將甘油去除，以避免產生不孕作用。這個現象自 1950 年代以來廣受討論，但對於

甘油對生殖效果產生負面影響的機制仍不明確。因此，本研究假設甘油會在授精前 (在

冷凍和解凍過程中) 和授精後 (在雌性生殖道中) 干擾精子的細胞生物功能。首先，我

們確認了不同甘油濃度對精子生育能力的影響，然後探究了精子在 4°C 和 41°C 下與甘油

共存 60 分鐘 (此為精子在授精後進入母雞生殖道，前進至精子儲存或受精部位所需的

時間) 的影響。 

在 41°C 下，甘油對精子運動能力和生物功能產生明顯的影響，可能因此改變了精

子在母雞生殖道中前進、篩選和儲存的正常功能，從而導致母雞生育能力下降。ROS 平

衡和 ATP 含量是調節精子運動能力的兩個主要因素，因此未來的體外研究將進一步驗證

它們之間的聯繫來解密甘油化精子在母雞生殖道中產生的有害影響。 

（原文見附錄六） 
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7. 19th International Congress on Animal Reproduction 

Impact of glycerol on sperm fertilizing capacity in chicken 

甘油對雞精子受精能力的影響 

 

甘油是脊椎動物精液最常用的抗凍保護劑，因為它能夠有效地保護精子免受低溫造

成的細胞傷害。在雞中，11%的甘油是冷凍精液的標準濃度，但必須在母雞授精之前去

除，否則將大幅降低其受精能力。這種現象自 1950 年代以來就被討論，但其涉及的機

制仍不清楚。在本研究中，我們假設甘油可以在低溫下保留精子生物特性，但在生理溫

度 41°C 下會干擾精子生物功能。因此，我們首先研究增加甘油濃度對母雞受精能力的

影響。接著，我們探討了甘油存在於 41°C 下 60 分鐘內 (即精子從陰道到漏斗授精部位

的生理時間)，如何損害精子生物特性，特別是精子運動性和細胞膜完整性。本試驗收

集了 10 隻成年 T44 公雞的精液，混合後以甘油-Lake PC 稀釋液在 4°C 下稀釋至甘油最終

濃度 0、1、2、6 和 11％。對於受精能力測試，每隻母雞授精 100×106甘油化精子，在

稀釋後立即進行精液注射。對於體外實驗，於 41°C 下 0、10、20 和 30 分鐘使用顯微鏡

和計算機輔助精子分析系統 (CASA) 分別評估精子群體和個體運動性，並在 0、30 和 60

分鐘時使用螢光流式細胞儀評估精子膜完整性。結果顯示，2%的甘油導致受孕率下降了

50%，而使用 6%和 11%的甘油會完全導致母雞完全不育。甘油對精子的群體運動性沒有

影響，但在培養 10 分鐘後，1%的甘油明顯降低了精子的個體運動性，並且更高濃度的

甘油會導致更嚴重的降低。此外，雖然 1%和 2%的甘油對精子沒有影響，但 6%和 11%

的甘油在 41°C 培養 30 分鐘後會導致精子失去膜完整性。綜上所述，即使是極低濃度的

甘油 (1%) 存在於精液樣本中也會影響母雞受精能力和精子運動性，而更高的濃度也與

膜缺陷有關，這證實了在甘油化精子注射前需要去除甘油以維持精子完整性及其在母雞

生殖道中的正常運輸與儲存。 

（原文見附錄七） 
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8. 26th World’s Poultry Congress19th 

Application of colloidal centrifugation to remove glycerol from chicken frozen-thawed 

semen 

利用膠體離心技術去除雞冷凍-解凍精液中的甘油 

 

甘油在冷凍-解凍過程中可提供細胞卓越的保護作用，是最常使用的精子抗凍保護

劑。然而，雞精液中存在甘油會導致嚴重的受精失敗，因此必須在授精之前將其去除。

因應這個問題，在使用雞冷凍-解凍精液已開發出一種特殊方法來去除甘油，即連續稀

釋離心技術 (SD)，然而其需要特殊設備將解凍的精液保持在 4°C，且操作耗時。因此，

我們開發了一種簡單的方法，使用膠體 Percoll (通常用於哺乳動物及新鮮雞精液中篩選

高活力精子) 進行冷凍雞精液在解凍過程中的甘油去除。18 隻 T44 成年公雞隨機分為三

組用作採集精液試驗動物，然後在程式降溫儀中冷凍含 11%甘油-Lake PC 稀釋液麥管。

將冷凍精液在 4°C下解凍 3分鐘，放置在含有 200 mM蔗糖和等張 Percoll (Sucrose-Percoll 

solution, SPS) 的 PBS 溶液上，在 20°C 下 800 × g 離心 15 分鐘。為測試了不同濃度的 SPS- 

PBS (40、50、60 或 70%) 以識別最佳操作條件，因而進行精子品質體外試驗，包括甘油

濃度測定和精子個別運動性評估作為體內受精能力的指標。接著使用經 SPS 和 SD 方法

移除甘油的冷凍-解凍精液進行母雞人工授精，以比較甘油移除後之精子受精能力。綜

合而言，我們新開發的 SPS 膠體離心法可以有效地從雞冷凍-解凍精液中去除甘油，同時

對精子運動性進行正向篩擇。雖然 SPS 40％的受精能力比 SPS 70％高，但 SPS 70％與 SD

處理後的受精能力沒有顯著差異。與傳統的 SD 方法相比，SPS 新技術可以節省 44％的

操作時間，同時提升母雞受精率，歸納出這種新技術具有簡單、快速和高效率的優勢，

建議用於雞冷凍精液的解凍操作流程中。 

（原文見附錄八） 
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9. Avian Research Symposium 2023 

Impacts of glycerol on sperm fertilizing ability in chickens 

甘油對雞精子受精能力的影響 

 

甘油是冷凍雞精子最有效的保護劑，但其會導致母雞受精失敗，需要在授精前去除。

這些造成生育能力降低的細胞作用機制仍不清楚。本研究首先探討了甘油 (0、1、2、6

和 11％) 對雞精子在兩種溫度下 (4°C 模擬冷凍及解凍過程和 41°C模擬母雞輸卵管生理

溫度) 培養 60 分鐘對精子生物學的影響。收集 10 隻 T44 公雞精液，混合後與不同劑量

的甘油共同培養，評估精子運動性、膜完整性、細胞凋亡、粒線體活性和 ATP 濃度等參

數。其次，我們探討甘油如何影響授精後精子在母雞輸卵管的運輸和儲存。將 Hoechst

螢光染色的精子進行 9 隻母雞陰道人工授精 (200×106 精子/母雞)，24 小時後犧牲母雞

並分離輸卵管，接著在陰道子宮交界處探測精子儲存小管中精子的存在。結果顯示，11

％的甘油在 4°C 下是唯一對精子生物學產生干擾的濃度，而 6％和 11％的甘油在 41°C

下會顯著影響精子生物特性，尤其是精子活力。此外，隨著甘油濃度的增加，精子儲存

小管中的精子數量也減少。綜合以上數據揭示了甘油對精子活力的重要影響，這可能是

導致授精後輸卵管精子儲存小管中精子減少的原因，解釋了母雞生育能力降低的現象。 

（原文見附錄九） 
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五、 心得及建議 

 

1. 在法國國家農業、食品與環境研究院 (INRAE) 攻讀博士期間，我進行了多項研究，

包括雞冷凍精液的製備、解凍精液的配種，以及母雞輸卵管精子儲存組織的培養等

實驗。在這些動物試驗中，必須獲得各項技術的支持與協助，包括公雞精液採集、

母雞人工授精、母雞解剖輸卵管分離和受精蛋孵化等。INRAE 的家禽飼養單位 (PEAT) 

專門提供試驗動物以供研究人員使用，研究人員可以透過研究計畫經費支付動物使

用費用，以訂購所需特殊動物品種/品系，並在專業固定的飼養條件下，取得品質穩

定的試驗動物，同時與 PEAT 技術純熟的動物飼養人員協同進行動物試驗操作。在

此動物供應模式下，研究人員得以節省大量時間，專注於樣品操作、數據分析和研

究報告撰寫，進而提升研究效率。 

2. 在 INRAE 的組織架構中，所有的精密儀器，例如組織細胞玻片掃描儀和共軛焦顯微

鏡，以及試驗所需的相關軟體，例如影像分析軟體和統計分析軟體，皆有專責的管

理單位和具有專業知識的操作人員負責。因此，當研究人員有需要時，可以即時獲

得技術支援。 

3. 已知成熟精細胞之蛋白質轉錄和翻譯能力非常有限，因此已存在精細胞或精漿之蛋

白質被認為是精細胞表現的主要功能性物質。精子蛋白質體學 (proteomics) 有助於

了解配子發生作用 (gametogenesis) 的細胞生理途徑、轉譯後修飾和蛋白質–蛋白質

相互作用以及蛋白質在受精過程中扮演的關鍵功能。此外，精子蛋白質體學更有助

於建立雄性生殖指標的生物標記 (biomarkers)，除可用於家畜禽配種繁殖參考，亦

可用於預測人類醫學以及瀕危品種和物種的遺傳保種計畫。蛋白質體學研究目前已

被廣泛應用於動物繁殖生理研究，若本所可順利建立相關研究技術，預期可開啟多

項家畜禽繁殖研究計畫，包括可應用於優良種畜禽選拔配種研究及冷凍精液、卵子、

胚胎及體外受精 (in vitro fertilization, IVF) 等各項人工生殖技術研發。 

4. 類器官（organoid）是由多種細胞組成的 3D 立體結構，能夠通過體外的 3D 組織培

養技術模擬器官在體內的生長環境。相較於傳統的 2D 細胞培養方法，3D 組織培養

技術更能夠模擬細胞與細胞之間、細胞與細胞外基質之間的複雜交互作用。近年來，
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隨著研究人員對器官的細胞生理功能及調控機制更深入的瞭解，越來越多的研究開

始使用類器官培養技術作為重要的研究工具。在這個領域中，INRAE ICF 團隊的 Dr. 

Pascal Mermillod 和 Dr. Karine Reynaud 在家畜禽類器官培養的研究方面具有傑出的

研究成果。 

5. 目前已與法國 INRAE 的指導教授 (Dr. Pascal Mermillod 和 Dr. Anaïs Vitorino Carvalho) 

針對精子蛋白質體學及類器官培養方面的未來研究合作，進行初步討論與籌劃。我

們期望能建立畜產試驗所與法國 INRAE 之間持續緊密的長期合作關係，攜手探究繁

殖生理研究領域中的重要問題，共同推進該領域的前沿發展。
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RÉSUMÉ 

 
La cryoconservation des spermatozoïdes est une méthode cruciale dans la conservation de la biodiversité des 

espèces et des races, mais aussi pour assurer la restauration des lignées lors de catastrophes sanitaires. 

Actuellement, le glycérol est l’agent cryoprotecteur le plus utilisé pour la cryoconservation des spermatozoïdes 

de coq, étant le plus efficace dans le maintien des fonctions du spermatozoïde, mais il est associé à un taux de 

réussite faible voir une totale stérilité lors de l’insémination. Par conséquent, nous cherchons à développer une 

méthode simple d’élimination du glycérol par centrifugation dans un gel colloïdal synthétique, le Percoll®. 

Après collecte, la semence de coqs a été congelée en glycérol 11% en paillettes avec un congélateur 

programmable. Lors de la décongélation, la semence a été déposée sur une solution de sucrose (200 mM) en 

présence de Percoll® (Solution Sucrose-Percoll®, SSP) dans du PBS puis centrifugée 15 min. Afin de définir les 

meilleures conditions, différentes concentrations de SSP (40, 50, 60 ou 70%) ainsi que deux températures (4 ou 

20°C) ont été testées. La concentration de glycérol et la mobilité individuelle des spermatozoïdes ont été 
évaluées après centrifugation respectivement par le kit Glycerol Assay et par Computer-Assisted Sperm Analysis 

system (CASA). Nos données montrent que toutes les concentrations de SSP réduisent la présence de glycérol à 

moins de 120 mM (soit une élimination de 94% du glycérol initial). La centrifugation à 20°C permet une bonne 

sélection des spermatozoïdes mobiles et progressifs, en particulier pour SSP 40 et 70%. Notre nouvelle méthode 

permet donc d’éliminer efficacement le glycérol des semences de coq cryopréservées tout en sélectionnant les 

spermatozoïdes présentant une bonne mobilité. Comparée à la méthode conventionnelle de dilutions successives, 

elle permet de gagner 44% de temps de traitement des échantillons lors de l’élimination du glycérol. 

 

 

ABSTRACT 

 

Sperm cryopreservation is a crucial method not only to conserve the biodiversity of species and breeds, but also 
to restore animal populations during emergent epidemics. Currently, glycerol is the most widely used 

cryoprotectant to freeze chicken sperm due to its effectiveness for maintaining sperm functions, but it is 

associated with a reduction of fertility or a total infertility during insemination. Therefore, we tried to develop a 

simple method to remove glycerol from frozen-thawed chicken semen with a centrifugation in a synthetic 

colloidal gel, the Percoll®. After collecting, chicken semen was frozen in a diluent of 11% glycerol in straws 

with a programmable freezer. Thawed semen was layered on the solution containing 200 mM sucrose and 

Percoll® (Solution Sucrose-Percoll®, SSP) in PBS and centrifuged 15 min after. Different concentrations of SSP 

(40, 50, 60 or 70%) combined with two different temperatures (4 or 20°C) were tested to determine the best 

conditions of SSP centrifugation. Glycerol concentration and sperm individual motility were evaluated 

respectively by Glycerol Assay kit and Computer-Assisted Sperm Analysis system (CASA). Our results showed 

that all concentrations of SSP efficiently reduce glycerol concentration to less than 120 mM (equal to remove 
94% of glycerol from thawed semen). Centrifugation at 20°C allowed an efficient selection for motile and 

progressive sperm especially with SSP 40 and 70%. It indicated that our novel method can efficiently remove 

glycerol from post-thaw chicken semen with a positive selection of motile sperm. Compared to the conventional 

method of serial dilutions, it can save 44% of time of glycerol removal process. 
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INTRODUCTION 

La conservation des ressources génétiques est une 

stratégie cruciale pour protéger la biodiversité, 

restaurer des espèces ou races menacées et contrer les 

épidémies ou les accidents de reproduction (Morrell 

and Mayer, 2017; Svoradová et al., 2018). Trois types 

cellulaires sont actuellement disponibles pour la 

cryobanque chez les oiseaux : les spermatozoïdes, les 
cellules germinales primordiales et le tissu gonadique. 

Parmi toutes ces méthodes, la cryoconservation des 

spermatozoïdes reste encore l'approche la plus 

répandue car elle se base sur la collecte de grandes 

quantités de cellules, le respect du bien-être animal, et 

la possibilité d’un stockage long ainsi que d'échanges 

de ressources à longue distance (Çiftci and Aygün 

2018; Thélie et al., 2019; Cardoso et al., 2020). 

Actuellement, le glycérol est le cryoprotecteur le plus 

utilisé pour congeler les spermatozoïdes de coq 

(Abouelezz et al., 2015 ; Lin et al., 2021). Il fournit 
une excellente protection des spermatozoïdes leur 

permettant de résister aux impacts négatifs du 

processus congélation/décongélation (Blesbois and 

Brillard, 2007; Blesbois et al., 2007). Cependant, il 

est associé à une baisse de la fertilité pouvant être 

totale et il doit donc être éliminé avant l’insémination 

(Seigneurin and Blesbois, 1995; Thélie et al., 2019). 

Néanmoins jusqu'à présent, le processus d'élimination 

du glycérol est compliqué et se base sur des 

équipements particuliers (dont une chambre froide). 

Par conséquent, nous cherchons à développer une 
nouvelle méthode simple d’élimination du glycérol de 

la semence de coq décongelée, se basant sur le 

Percoll®, un gel classiquement utilisé pour 

sélectionner les spermatozoïdes mobiles chez les 

mammifères mais également sur de la semence 

fraiche de coq (Lin et al., 2020). 

1. MATERIELS ET METHODES 

1.1. Animaux 

18 coqs adultes (entre 32 et 42 semaines d’âge) de 

lignée T44 (Gallus gallus domesticus, Sasso, France) 

ont été utilisés comme donneurs de semence. Tous les 

coqs ont été hébergés en cages individuelles à l’unité 
expérimentale INRAe UE-PEAT (2018, 

https://doi.org/10.15454/1.5572326250887292E12), 

nourris avec un régime standard, de l'eau à volonté et 

élevés à 20°C et sous un cycle lumineux de 14h de 

lumière et 10h d'obscurité par jour. Ce protocole 

expérimental a été approuvé par le Ministère de 

l’Éducation Supérieure, de la Recherche et de 

l’Innovation (MESRI) et le comité d’éthique Val-de-

Loire (N° APAFIS #4026-2016021015509521). 

1.2. Collecte, congélation et décongélation de la 

semence 

La semence de coq a été collecté régulièrement deux 

fois par semaine par la méthode de massage 

abdominal (Burrows et Quinn, 1937). Trois groupes 

de 6 animaux ont été formés de façon aléatoire pour 

regrouper les semences dans un volume de Lake PC 

similaire à celui de collecte puis mélangés doucement 

et refroidis à 4°C pendant 10 min. Un volume égal de 

Lake PC contenant 22% de glycérol a été ajouté pour 
atteindre une concentration finale de 11% de glycérol, 

puis l’échantillon a été équilibré à 4°C avec une 

agitation douce pendant 10 min. Par la suite, la 

semence a été déposée dans des paillettes de 0,5 mL 

(IMV Technologies, France). Toutes les paillettes ont 

été scellées, transférées dans un congélateur 

programmable (MiniDigitcool, IMV Technologies, 

France) et congelées à vitesse contrôlée de 4 à -35°C 

à -7 °C/min puis de -35 à -140°C à -20 °C/min. 

Finalement, les paillettes ont été plongées dans de 

l'azote liquide pour une conservation d'au moins 14 
jours et décongelées au bain-marie à 4°C pendant 3 

min pour la suite des expériences. 

1.3. Préparation de Solution Sucrose-Percoll® et 

élimination du glycérol 

La solution de Sucrose-Percoll® (SSP) a été préparée 

en ajoutant du Percoll® (Sigma-Aldrich, USA) 

isotonique et du sucrose 200 mM pour composer 40, 

50, 60 ou 70% de SSP dans du PBS, puis 2 mL de 

SSP ont été transférés dans un tube conique de 15 mL. 

La semence décongelée (5 répliques) a été déposée 

sur 2 mL de SSP et centrifugée 15 min à 800×g à 4 ou 
20°C. Le culot de spermatozoïdes a été collecté et 

remis en suspension avec le dilueur Lake 7.1. Les 

témoins étaient la semence décongelée sans 

élimination du glycérol. 

1.4. Évaluation de la concentration de glycérol et 

de la mobilité individuelle des spermatozoïdes 

La concentration de glycérol a été mesurée selon les 

instructions du kit Glycerol Assay (Sigma-Aldrich, 

USA) sur 10 µL d'échantillon. La mobilité 

individuelle des spermatozoïdes a été mesurée au 

Computer-Assisted Sperm Analysis system (CASA, 

IVOS, IMV Technologies, France) sur 2 µL 
d'échantillon à 30×106 cellules/mL. Quatre champs 

d’observation ont été capturés pour chaque 

échantillon. La trajectoire de chaque spermatozoïde a 

été enregistrée afin de calculer sa vitesse moyenne 

(velocity average path, VAP). Les résultats de 

mobilité ont été exprimés en pourcentage de 

spermatozoïdes mobiles et progressifs qui ont 

présenté respectivement une VAP > 5 mm/s et VAP > 

50 mm/s. 

1.5. Analyses statistiques 

Toutes les analyses statistiques sont réalisées avec le 
logiciel R (version 1.4.1717) par ANOVA à deux 

facteurs. Les résultats sont exprimés en moyennes et 

écart-type. Une différence significative est révélée par 

une p-valeur inférieure à 0,05%. 
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2. RESULTATS ET DISCUSSION 

2.1. Concentration de glycérol après centrifugation 

Nos données révèlent une réduction significative de la 

concentration de glycérol après traitement de la 

semence par une solution SSP (quelque soit la 

concentration de Percoll)(Tableau 1). En effet, alors 

que la concentration moyenne de glycérol de la 

semence décongelée est de 1866,3 mM, après 
centrifugation dans SSP, elle est réduite à moins de 

120 mM dans tous les traitements (Tableau 2). Ces 

résultats révèlent que notre nouvelle méthode 

d'élimination du glycérol peut éliminer au moins 

93,6% du glycérol de la semence décongelée. Des 

expériences antérieures indiquent que 2% de glycérol 

(soit environ 273.4 mM) est le seuil maximal pour 

obtenir la capacité maximale de fécondation (Polge, 

1951; Neville et al., 1971). Ainsi, notre méthode 

permet d’obtenir une concentration de glycérol 

compatible avec de bonnes conditions d’insémination. 

2.2. Mobilité des spermatozoïdes après 

centrifugation 

La mobilité des spermatozoïdes décongelés est un 

indicateur de leur capacité fécondante chez les poulets 

(Blesbois et al., 2008). C’est pourquoi nous avons 

choisi d’étudier ce critère comme prédicteur potentiel 

de la fertilité. La concentration de SSP, la température 

mais également l’interaction de ces deux facteurs ont 

un impact significatif sur la mobilité des 

spermatozoïdes (Tableau 1). La mobilité des 

spermatozoïdes dans l’échantillon témoin diminue de 
façon importante à 20°C mais pas à 4°C dans les 15 

min suivant la décongélation (Tableau 2). 

L’élimination du glycérol par notre protocole à 4°C 

ne montre aucune différence significative de la 

mobilité des spermatozoïdes. Cependant, le même 

protocole à 20°C améliore la mobilité des 

spermatozoïdes, en particulier dans le traitement SSP 

70% qui maintient le pourcentage de spermatozoïdes 

mobiles et progressifs à respectivement de 25,1% et 

15,2% plus élevés que le témoin. Cette observation est 

en accord avec celle précédemment rapportée par Lin 

et al., (2020) qui signalent que la centrifugation de 
semence sur une solution de Percoll® est bénéfique 

pour sélectionner les spermatozoïdes mobiles d’une 

semence fraîche de coq. En outre, un protocole basé 

sur un autre gel colloïdal, le gel Accudenz (AD), est 

déjà utilisé pour éliminer le glycérol de la semence 

décongelée de coq par centrifugation dans la solution 

AD discontinue (12% sur 30%) à 5°C (Purdy et al., 

2009). Cependant, nos données suggèrent une 

meilleure mobilité des spermatozoïdes. La 

comparaison des deux protocoles dans les mêmes 

conditions permettrait d’identifier la méthode plus 

efficace. 

De plus, les taux de mobilité observés à 20°C après 

centrifugation en SSP sont équivalents à ceux obtenus 
à 4°C, suggérant que ce protocole peut facilement être 

développé à température ambiante. 

2.3. Durée du protocole d’élimination du glycérol  

Actuellement, la centrifugation avec dilutions en série 

(CDS) est la méthode la plus courante pour réduire la 

concentration de glycérol de la semence décongelée 

de coq (Blesbois and Brillard, 2007). Toutefois, cette 

méthode nécessite de travailler pendant de long temps 

(Tableau 3). De plus, cette méthode ainsi que celle 

précédemment présentée basée sur le gel AD 

nécessite de travailler à 4°C, et donc la présence 
d’une chambre froide, ce qui est difficile à mettre en 

pratique dans les élevages. Au contraire, notre 

nouvelle méthode d'élimination du glycérol n'a pas 

besoin de la chambre froide et la centrifugation ne 

prend que 15 min, ce qui permet gagner 

respectivement 40% et 44,4% de temps par rapport à 

la méthode d’AD et de CDS. 

CONCLUSIONS 

Nos données montrent l’efficacité d’une nouvelle 

méthode d’élimination du glycérol de la semence 

décongelée de coq basée sur le gel Percoll®. Cette 
méthode permet d’éliminer efficacement le glycérol 

de la semence décongelée tout en sélectionnant les 

spermatozoïdes présentant une meilleure mobilité. Par 

rapport à la méthode CDS conventionnelle ou celle 

basée sur le gel AD, elle est plus économique, à la 

fois en temps et en équipement car elle peut être 

employée à température ambiante et éviter donc la 

nécessité d’une chambre froide. Actuellement, des 

expériences sont en cours pour déterminer l’impact de 

cette méthode sur la réussite de l’insémination 

artificielle. 
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Tableau 1. Effets de la température et la concentration de Solution Sucrose-Percoll® sur la concentration de 

glycérol, le pourcentage des spermatozoïdes mobiles et progressifs 

 

 Statistique (p-valeur) 

 Température Concentration de SSP 
Température* 

Concentration de SSP 

Concentration de glycérol 0.633 <0,001 0.460 

    

Spermatozoïdes mobiles <0,001 <0,001 <0,001 

    

Spermatozoïdes progressifs <0,001 <0,001 0.002 

SSP : Solution Sucrose-Percoll®. Une p-valeur inférieure à 0,05 est considérée comme significative. 

 

 

 

 

 

Tableau 2.  Effets sur la concentration de glycérol, le pourcentage des spermatozoïdes mobiles et progressifs de 

la semence décongelée de coq après centrifugation dans Solution Sucrose-Percoll® 

 

 4°C  20°C 

 TEM 
SSP 

40% 

SSP 

50% 

SSP 

60% 

SSP 

70% 
 TEM 

SSP 

40% 

SSP 

50% 

SSP 

60% 

SSP 

70% 

Concentration de 

glycérol (mM) 

1885,1 
± 

73,1a 

80.8 
± 

10,5b 

79.1 
± 

16,7b 

85.0 
± 

17,9b 

118.8 
± 

12,9b 
 

1847.5 
± 

80,5a 

74.4 
± 

20,3b 

76.8 
± 

22,7b 

112.5 
± 

19,5b 

111.9 
± 

21,5b 

            

Spermatozoïdes 

mobiles (%) 

44.0 
± 

3,9ab 

46.1 
± 

3,7ab 

43.1 
± 

5,2ab 

42.5 
± 

4,6ab 

46.4 
± 

3,6ab 
 

25.4 
± 

3,3c 

42.5 
± 

3,4ab 

39.9 
± 

4,4a 

40.1 
± 

3,7a 

50.5 
± 

5,5b 

            

Spermatozoïdes 

progressifs (%) 

28.3 
± 

2,0ab 

31.6 
± 

3,1a 

28.5 
± 

3,7ab 

27.6 
± 

3,5ab 

30.6 
± 

2,9ab 
 

16.5 
± 

3,7c 

26.4 
± 

2,6ab 

24.1 
± 

3,5b 

24.9 
± 

2,5ab 

31.7 
± 

4,9a 

TEM : échantillon témoin ; SSP : Solution Sucrose-Percoll® ; Les valeurs sont exprimées en moyenne ± écart-

type (n = 5) ; abc Des exposants différents indiquent des différences significatives (p-valeur<0,05). 

 

 

 

 

 

Tableau 3.  Comparaisons des méthodes d'élimination du glycérol entre la centrifugation par Sucrose-Percoll® 

solution, Accudenz et avec dilutions en série 

 

 
Solution 

Dilution  Centrifugation 

 T (°C) Time (min)  Force (g) T (°C) Time (min) 

SPS Sucrose-Percoll® - 0  800 4 or 20 15 

        

AD Accudenz discontinu - 0  300 5 25 

        

CDS Lake C 4 12  500 4 15 

SSP : Solution Sucrose-Percoll® ; AD : Accudenz ; CDS : centrifugation avec dilutions en série. 
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Video link: https://www.inrae.fr/actualites/videos-trois-doctorants-temoignent-leurs-travaux-recherche 

Nouvelles avancées dans la cryoconservation des spermatozoïdes de coq
Hsiu-Lien Herbie Lin1,2, Isabelle Grasseau1, Pascal Mermillod1, Elisabeth Blesbois1, Anaïs Vitorino Carvalho1

1 INRAE, CNRS, IFCE, Université de Tours, PRC, 37380, Nouzilly, France; 2 Physiology Division, TLRI, COA, 71246, Tainan, Taiwan

https://www.inrae.fr/actualites/videos-trois-doctorants-temoignent-leurs-travaux-recherche
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APPLICATION OF COLLOIDAL CENTRIFUGATION TO REMOVE 

GLYCEROL FROM CHICKEN FROZEN-THAWED SEMEN 

 

H. Lin*(1), I. Grasseau (1), P. Mermillod (1), E. Blesbois (1), A. Vitorino Carvalho 

(1) 

(1) INRAe, Nouzilly, France               
 
*Presenting author 

Corresponding author mail: linherbie@gmail.com (Hsiu-Lien Herbie Lin) 

 

Glycerol is the most used cryoprotectant to freeze chicken sperm due to an 
excellent protection of sperm cells against cryodamage. However, the presence of 
glycerol in post-thawed semen causes severe fertility reduction, leading to the 

necessity of removing glycerol before insemination. The main approach developed 
to remove glycerol is serial dilution (SD) protocol, which implies special equipment 

to maintain the thawed semen at 4°C and is time consuming. Therefore, we 
developed a simple method to remove glycerol from chicken frozen-thawed semen 
based on centrifugation in a colloidal gel, Percoll®, which is ordinarily used to 

select motile sperm in mammals as well as in fresh chicken semen. 
Eighteen adult T44 roosters were randomly divided between three groups and used 

as semen donors. Semen was collected from each group and frozen in Lake PC 
diluent containing 11% glycerol in straws in a programmable freezer. Frozen 
semen was thawed at 4°C for 3 min, layered on PBS solution containing 200 mM 

sucrose and isotonic Percoll® (Sucrose-Percoll® Solution, SPS) and centrifuged at 
20°C, 800×g for 15 min. Different concentrations of SPS in PBS (40, 50, 60 or 

70%) were tested to identify the best conditions by performing in vitro tests 
including glycerol concentration assay and sperm individual motility evaluation, as 

indicators of in vivo fertility. Artificial inseminations were performed on 36 hens 
with frozen-thawed semen treated by SPS and by SD protocols to compare their 
efficiencies. Data of in vitro and fertility tests were analysed by two-way ANOVA 

and Chi2 tests. Our results indicated that all concentrations of SPS efficiently 
decreased glycerol concentration to less than 120 mM while the concentration was 

1866.3 mM before treatment. A beneficial selection of motile and progressive 
sperm was achieved by all concentrations of SPS, especially SPS 70% showed the 
best improvement of 25,1% and 15,2%. SPS 40 and 70% were two conditions 

selected for insemination test and reached 45.8% and 21.6% of fertility 
respectively, compared to 49.1% after SD treatment. Collectively, our new 

colloidal method can efficiently remove glycerol from chicken frozen-thawed 
semen with a positive selection of sperm motility. SPS 40% obtained better fertility 
than SPS 70% but was not significantly different from SD. Compared to the 

conventional SD protocol, this method can save 44% of the time while achieving 
similar fertility.   
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Impacts of glycerol on sperm fertilizing ability in chickens 
 
Hsiu-Lien Herbie Lin*, Isabelle Grasseau, Pascal Mermillod, Elisabeth Blesbois, Anaïs Vitorino 
Carvalho 
 
*INRAE, Nouzilly, France   
 
 
Abstract: 
 
Glycerol is the most efficient cryoprotectant to freeze chicken sperm, but it is associated with 
fertilization failures, requiring its removal before insemination. The cellular mechanisms underlying 
these negative effects on fertility remain unknown. Here, we firstly investigated the impacts of 
glycerol (0,1, 2, 6 and 11%) on sperm biology within 60 min of incubation at two temperatures to 
mimic freezing procedures (4°C) and physiological temperature (41°C). After collection, semen of 10 
roosters was pooled, incubated with different doses of glycerol and sperm motility, membrane 
integrity, apoptosis, mitochondria activity and ATP production were assessed. Secondly, we explored 
how glycerol modulates sperm storage in oviduct. Nine hens were inseminated with Hoechst stained 
sperm (200×106 sperm/female), slaughtered after 24 hours, and the presence of sperm was 
explored in sperm storage tubules (SST) at uterovaginal junction. 11% glycerol is the only 
concentration interfering with sperm biology at 4°C whereas 6 and 11% glycerol significantly impair 
sperm characteristics at 41°C, especially in terms of motility. Furthermore, % of SST containing 
sperm decreased with increasing glycerol concentrations. Collectively, our data revealed important 
impacts of glycerol on sperm motility, potentially responsible of the reduction of sperm storage in 
SST observed in vivo after insemination, explaining reduced fertility. 
 
 
Keywords: chicken, sperm, glycerol l 
 
 
 
 


