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仁摘 要 」 利用 精子在酸性环境条件下 的运动活性 比 精子强 的原理
,

通过酸诱导
,

用王 氏管分离法 实

时精子分离技术 分离家兔
、

精子
,

同时利用体视显微镜评定所分离精子的活率
,

并用唆叮因染色法进行鉴定
。

结果表明
,

在稀释液 为 时分离效果最好
,

分离后 目的精液精子活率平均达 士
,

较分离前平均精子

活 率 土 提高了
,

两者差异极 显著 尸 。 分离后的精液中
,

精子的 比例为 土
,

精子的比例为 士
,

与分离前精液中
、

精子各占 的比例差异均极显著 。 ,

表明酸诱导条

件下的王 氏管分离法是
、

精子分离简单有效的方法
。

关键词己 酸诱导
、

精子 王 氏管分离法 液 小体
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与 精子分离是动物性别控制中最直接
、

最

有效的方法
,

多年来一直倍受各国研究者的重视
。

、

精子分离的方法很多
,

其 中流式细胞仪分离
、

精子是当今应用十分普遍 的方法
,

对
、

精

子的分离准确率高
,

一般可 以达到 以上
,

分离

后的精液用于人工授精和卵母细胞体外培养的结果

与原精液相 比无显著差别 〔
‘〕
。

但流式细胞仪由于存

在价格昂贵
,

精子分离的过程 比较复杂
,

分离效率

低
,

技术要求高
,

且染色过程中可能对精子造成一定

损害等缺点一
‘〕,

使其在大规模应用于当今畜牧业生

产时并不现实
。

而
、

精子分离的其他方法
,

如浮

游法
、

电泳法
、

凝胶过滤法
、

密度梯度法
、

免疫分离法

等均存在分离效果不明显或可重复性差的缺点
。

因

此迫切需要科研工作者探索出一种新的
、

可用于实

际生产的
、

精子分离方法
,

以实现家畜性别的人

为控制
。

王 氏管分离 系统是美籍华 人 王福楠博 士 于

年发明的专利技术
,

它是将生物学
、

流体力学

等学科相互结合而 建立起来 的一种精 子分离系

统田
。

其基本原理是利用动物正常精子具有向前浮

游的特性
,

通过特定的竞争浮游
,

将正常精子和精液

中的体细胞
、

组织碎片
、

微生物
、

杂质和异常精子分

离开来
。

该技术能明显纯化和优化精子
,

提高精液品

质
,

已经在临床上应用于人类辅助生殖
,

为弱精少精

症患者解决了生育问题
。

液
,

。 ,

是精子操作常用

的工作液
,

主要用于精卵穿透试验
,

具有无肝素等促

使精子早衰的获能物质
,

能够显著提高精子活动能

力阶 口
。

同时
,

由于
、

精子在形态
、

大小
、

重量等方

面的差异 以及受 影响后浮游速度的不同
,

可通

过调整分离液的酸碱度
、

粘稠度
、

分离管的长度和弯

曲度等
,

将
、

精子人为进行分离
。

但是
,

有 关将王

氏管分离系统和 液结合起来分离家畜精液
、

精子的研究
,

目前尚未见报道
。

为此
,

本 试验在

改 良 液配方
、

改变其 的基础上
,

利用王 氏

管分离技术探索最佳
、

精子分离的 液

值以及精子分离的基本程序
,

以为家畜
、

精子分

离提供一定的理论依据及实践参考
。

材料与方法

材 料

仪 器设备
一

高压消毒柜
,

日本

公司生产 全 自动离心机
,

德国

公司产品 。。荧光显微镜
,

日本生产 精密

收稿 日期 〕
一 一
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男
,

湖南浏阳人
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男
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计
,

电子天平
,

分离管
,

注射器
,

恒温箱等
。

药品 与试 剂
一

葡萄糖
,

公 司进

口 分装 丙酮酸钠
,

公司进 口 分装 人血清白

蛋白
,

公司进 口分装
一

精氨酸
,

北京鼎国生

物中心提供 乳酸钠
、

青霉素
、

链霉素等
。

精液样品 在燕山大学实验动物中心
,

利用

假阴道法采集成年新西兰大耳兔精液
,

精液采出后

经 精 子 洗 液 洗 涤
,

去 除 杂 质
,

现 场 评 定 活 率 为

士
,

稀释并调整精子密度为 。只

一 ‘ 精液稀释液为 值 的 液
,

备

用
。

方 法

改 良 液 的配制 分离液的配

方参考张秀成 〔
乃」介绍的方法进行

,

并添加精氨酸使

其终质量浓度为
了 。

溶液配制好后调节

分别为
, , , , ,

和
, ·

了, ’

滤膜过滤除菌
,

现配现用
。

最适 值的确 定 将精液用分离液

体积 比 稀释后
,

每隔 观察不同 条件下

的精子活率
,

判定最适
。

最适 值的判定标准

为 在 内精子活率维持在 士 的时间

较长
,

以利于 精子运动
,

收集最大量的 精子
。

、

精子 的分 离 将装有分离液的分离管

于 条件下预热
,

从粗端缓缓加入等温稀

释精液 。 后
,

置于
、

体积分数

的细胞培养箱中孵育
,

然后用注射器从尖端

回收精子
。

精子 的鉴定 精子的鉴定利用 小体

染色法
。

先将分离回收后的精液置于分离回收管内
,

离心 一
,

弃上清液
。

然后加人固定

液 甲醇 冰醋酸 一 固定
,

待干燥后
,

将玻片置于 哇叮因染液中染色
,

接着

用 值为 的生理盐水轻轻漂洗玻片 一 次
,

直至无染色液痕迹为止
。

最后在 荧光显微镜

激发滤片
,

屏障滤片
一

下进行观察
。

若

精子头部中央出现荧光亮点者为 小体阳性
,

属

精子 若精子头部无荧光亮点者为 小体阴性
,

属

精子
。

据此
,

显微镜下统计每份精液样品的总精子数

和具有 小体阳性的精子数
,

计算 精子的比例
。

数据分析 试验数据用 软件进

行统计分析
。

图
。

结果与分析

不同 值对精子活率的影响

精液稀释后不同时间
、

不同 的精子活率见

少,月

叫令一
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一
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图 精液稀释后不同时问
、

不同 的精子活率曲线
一

由图 可知
,

在精液稀释后的不同时间段
,

不同

分离液中精子活率的差异十分明显
,

且同一时

间段中不同 分离液中精子活率变化也较大
。

精液稀释 内
,

对精子活率没有影响

时精子活率发生变化的转折点的 为
,

后在不同 稀释液中精子活率没有变化

时精子活率发生变化的转折点的 为
,

稀释液

从 上升至 时
,

精子活率相应提高

时精子活率发生变化的转折点的 为
,

此

时精子活率为 士
,

随着溶液 的增大
,

精

在此
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子活率有所提高 时精子活率变化的转折点

的 也为
,

此时精子活率为 士
,

随着溶

液 的增加
,

精子活率有所提高
,

时精

子活率变化转折点的 均为
,

此时精子活率为

士
,

当稀释液 继续上升时精子活率迅速

下降
。

由此可知
,

为获得数量多
,

且活率高的精子
,

保

证分离后精子的质量
,

分离液的最适 应为
,

如果酸度过强则精子活率维持在 士 的时间

只有 左右
,

而碱性过强时虽然精子活率为

士 的时间也为
,

但随后急剧下降
,

精

子回收量较少
。

表明精子最佳收集时间为精液稀释

后
,

时间过长则 回收精子质量下降
,

时间过

短则回收精子量较少
,

难于保障分离后精子的数量

要求
。

酸诱导对分离前后精子活率的影响

将 为 的改 良 液装人王 氏管
,

然

后进行
、

精子的分离
,

将分离前后的精子置于体

视显微镜下评定活率
,

结果见表
。

由表 可知
,

分

离前精子活率平均为 士
,

分离后精子活率

平均提高到 士 写
,

提高幅度达
,

提高

幅度十分明显
,

两者相 比差异极显著 尸 。
。

表

明可 以采用王氏管法
,

利用 为
,

的改 良

液分离精子
。

表 酸诱导分离前后精子的活率

、、

终攀 分离前 长黔 操黔黔 ⋯
次 , 、离前

黔 糕鬓鬓
上上、 犷

⋯
‘、“

月

士
,

士
⋯

士‘
·

。 士 。
·

‘
·

。

——士 士 士
·

吕 士‘
·

仁,
·

。。

士 士

⋯、念。
士 。

·

‘士 ‘
·

‘
·

‘,,

士 士
、

⋯
月二碌

士 士
‘

““

士 士

注 “ 表示与分离前的平均值相 比差异极显著 尸 。
。

关 关 士

酸诱导分离后精液中
、

精子的比例

通 过 王 氏管法将 精 液 用 为 的改 良

液分离后
,

再将 回收的精子用唆叮因进行染

色
,

然后在荧光显微镜下观察 精子
,

计数 精子

的个数和精子总数
,

统计分析
、

精子的 比例
,

其

结果见表
。

从表 可 以看出
,

经过数次重复分离
,

分离后精液中 精子 比例最高为
,

最低为

,

平均为 士 而分离后精液中

精子的 比例平均为 士
, 、

精子的 比

例为
,

与 自然状态下
、

精 子 的比例

相 比差异极显著 尸
。

因此
,

通过王氏管法
,

利用酸诱导分离
、

精子的效果 比较理想
,

分离后

精液中 精子所 占比例和精子活率均较高
。

表 酸诱导分离后精液中
、

精子的比例

饮饮精子猜
‘

工精子
、

精子子

次次攀
‘

一

丫乙几厂 兰稍于数 毛精于致 性注半 次数 叭担尤鳅 精子数 精子数 阳性率
、

「 , 、八 丫 入 厂 、 万 曰 ￡ , 了 、 , 、、

乃乃 ”‘ 、 人 ,

⋯⋯⋯
、 二 ,

⋯ 赚 粼粼
二是、

‘。“ “ ‘ 艺丫一一
, ’ 一勺 士 士 士 士

几

结论与讨论

王氏管法分离精子的效果

王氏管分离系统是平置的抗重力型长距离精子

竟争性浮游分离纯化系统
。

由于一般情况下精液中

的非精子成份和运动能力差的精子根本无法浮游

以上距离
,

很难到达收集端
,

故 回收精液中精子

活率 比原精液明显提高
,

这是王 氏管法可 以纯化优
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选精子的关键所在
。

韦相才等匡报道
,

王 氏管分离法

获得的精子在活率
、

顶体完整率
、

膜完整率等方面显

著优于上游法和 法
,

证实王氏管分离法能够

显著提高精子活率
,

改善精液品质
。

本研究结果表

明
,

分离 回 收 后精液 中精 子 活 率较原精 液提高
,

与对照相 比差异极显著 尸
,

这与周

汝滨等川
、

徐岚等田的研究结果一致
。

但是
,

分离后

的精子最终是否可 以应用于生产
,

分离后精子的体

外受精
、

人工授精能力 以及后代性别 比例是否变化

等仍需进一步研究
。

不同 值对精子运动能力的影响

精子是雄性动物的生殖细胞
,

同时又是活细胞
,

极易受到外界环境条件 如酸碱度 的影响
。

温键萍

等红
’‘月研究表明

,

精子内存在 类酶
,

一类存在于精

子的颈部和中段
,

与物质转运和能量代谢有关
,

如果

受到抑制
,

精子的向前运动就会终止或减弱 另一类

存在于顶体部位
,

与精子穿透卵子的能力有关
,

受到

抑制后精子穿透卵子的能力会降低
。

当精液稀释液

的 值较低时
,

精子内部的 值随之降低
,

使这

类酶处于抑制状态
,

精子向前运动的能力受到抑

制
。

本研究结果表明
,

处于酸性环境条件时
,

精子

的运动受到抑制
,

而 精子的运动得到加强
。

在王

氏分离管原精液端至 回收端约 处
,

后

回收的精子中 精子比例高达
,

这说明最先

到达回收端的精子主要为 精子
。

陆仁康等川研究

表明
,

利用王 氏管分离系统对动物精子进行分离的

准确率可 以达到
。

关于酸性环境对
、

精子

运动能力的影响在水生动物上尤其明显
,

黄睿等〔”二

报道
,

在 值为 。一 。时圆背角无齿蚌精子活

率最高
,

寿命最长
。

阮国 良等帅 」报道
,

泥鳅精子在

为 时活力最强
,

最适宜受精
。

但是
,

关于

改变精子活力的机理还不甚清楚
,

作者推测可能是

因为酸性环境改变了 精子内某些酶 如乳酸脱氢

酶 的活性
,

使精子运动发生了变化
。

如果真是这样
,

则又说明
、

精子酶不但种类不同
,

而且存在量的

差别
,

这有待于今后进一步深人研究
。

稀释液中加入精氨酸的作用

精氨酸为酸性氨基酸
,

水解后能够降低分离液

的 值
,

抑制 精子的运动
,

从而促使更多的

精 子直线 向前运动
,

最先到达 回收端
。

本研究在

稀释液中加人
一

精氨酸后
,

对抑制

精子活率
、

扩大 回收后精液中 精子比例具有较好

的协助作用
。

吴伟等一
’“〕

、

谢献胜等已
‘」

等研究报道
,

奶

牛人工授精前从子宫颈注人一定量的精氨酸
,

分别

取得了 和 的母犊率 赵宗胜等获
’苏三将

精氨酸配成精液稀释液用于绵羊的人工授精
,

也取

得 了 的母羔率
。

可见
,

稀释液中添加精氨酸

有利于 精子的运动
,

而抑制了 精子的活动
,

与

本研究结果一致
,

说明精氨酸在精子分离时对保证

精子优先浮游到达 目的地具有 良好的促进作用
。
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