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工作項目：1 性別控制胚生產系統建立

胚胎性別鑑定技術。

顯微操作取樣技術。

新鮮胚細胞樣品之採集、性別鑑定及胚
移置整體流程之規劃與實施。

性別控制胚體外生產

選性胚移置後其準確性之評估。

(恆春分所) (新竹分所) (生理組)
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山羊體內胚性別鑑定流程



選性公胚所生產之公仔羊 選性母胚所生產之母仔羊

性別控制仔羊生產



體外卵母細胞收集 少量選性精液體外授精 選性胚胚移置

乳牛性別控制胚體外生產

優點

1.成本低(平均5000個選性精子可讓1個卵授精)

2.收集大量之卵母細胞，可經過嚴格篩選增加牛胚後續的發育能力

缺點

1.卵母細胞來源不明(無母系遺傳背景資料)

2.卵母細胞體外成熟效果不如體內成熟



1、麻醉保定暨公鹿電激採精技術。
2、精液性狀與型態分析。
3、精液冷藏保存技術。

7
生理組與高雄場 2010

工作項目：2  水鹿X、Y精子分離條件
之評估及冷藏保存技術建立



Semen collection

Sperm viabilitySperm motility

Acrosome integrity

TCY

台灣水鹿精液冷藏精液配方設計與製備流程

Semen evaluation

TY CY

4 ℃ 12 h



台灣公水鹿電激採精



表 2. 不同稀釋液種類對台灣水鹿精液冷藏（4℃）保存過程中精子活力
、存活率和頭帽完整性之影響

0hr 12hr

TCY (1) TY (2) CY (3) TCY TY CY

SMS(4) (0-
5) 5±0 a 5±0 a 5±0 a 5±0 a 5±0 a 4±0 b

VIAB(5)

(%) 89.3±0.7 b 92.1±0.9
a

88.3±0.8
c

86.8±0.5
d

88.1±0.8
c

84.2±1.0
e

NAR(6) (%) 86.5±0.7b 88.5±0.3
a

85.4±1.0
c

82.3±0.6
d

82.5±0.6
d 77.3±0.7e

Items

(1) Tris-citric-base medium; (2) TES-base medium; (3) Sodium citrate-base medium; (4) Sperm motility score;
(5) Sperm viability; (6) Acrosome integrity.

a, b, c, d, e Values without same superscripts in the same row are significantly different (P < 0.05) .



D.L. Grarner 2006 

精子的型態越扁平對性別分離越有利

Sambar deer

8.4  

(red deer: 8.0)

37.8  (30.6)

X-Y difference 3.8

143.6

6.0  (4.5)

高雄場與生理組 2010 



工作項目：3 乳牛選性精液人工授精

目前使用傳統與選性冷凍精液進行乳牛之人工授
精與洗胚操作，

在傳統冷凍精液方面，完成3頭母牛之洗胚操
作，得到35個胚，其中可移置胚有22個；

而選性冷凍精液方面，則完成2頭母牛之洗胚操
作，得到6個胚，其中可移置胚有3個。

顯示進行乳牛之人工授精與洗胚操作，使用傳統
冷凍精液會比使用選性冷凍精液得到較佳之成
果。

(新竹分所)



乳牛選性體內胚生產過程



目前性別控制繁殖以精子之性別分離最具產業
應用價值，此一方法可利用流式細胞儀(Flow 
cytometry)快速辨識精子中X或是Y染色體的差
異量來大量生產單一性別精液，其鑑別速率已
可達每秒40000隻精子，且正確率依分離速度
條件可達90%以上，方便性及生產效率皆相當
高。



工作項目：4 建立最佳化種畜精子冷
藏保存與性別篩選染色操作模式

建立精子分離前處理稀釋液LDL
由蛋黃中萃取之方法

精子分離前處理稀釋液之比較

建立精子活力分析標準

建立精子性別分前離染色操作模式



精子分離前處理稀釋液之比較

配方一：含20％蛋黃之TCF稀釋液（100 mL）
Tris (hydroxymethyl) aminoethane2.42 gCitric acid1.48 
gFructose1.00 gGentamicin25 mgPenicillin-
streptomycin50000 IUEgg yolk20% (v/v)Glycerol6.4%

配方二：含8% LDL之TCF稀釋液（100 mL）
Tris (hydroxymethyl) aminoethane2.42 gCitric acid1.48 
gFructose1.00 gGentamicin25 mgPenicillin-
streptomycin50000 IULDL8% (w/v)Glycerol6.4%



不同稀釋液之比較結果

（冷凍前） 配方1（解凍後） 配方2（解凍後）

活力（1-5） 5 4 5

存活率（％） 97.5 84.4 93.7

頭帽完整性
（％）

89.95 73.22 76.28

利用蛋黃萃取純化之LDL做為保護劑有顯著之效果



是否去除精漿對採精後添加稀釋液LDL
冷藏保護效果之影響

0hr 8hr

去精漿 不去精漿 去精漿 不去精漿

VIAB (%) 80.3 93.1 72.6 88.1

SMS (0-5) 5±0 5±0 4±0 5±0

Items



精子活力分析標準化

利用Makler counting chamber為平台，以VedioTesT Sperm 2.1軟體進
行分析精子活力分析。分析參數如下：精子活力（sperm 
motility）：活動精子所佔之百分比來評估。

1.直線運動速率（straight linear velocity, VSL, μm/s）
2.曲線運動速率（curvilinear velocity, VCL, μm/s）
3.頭部側向位移動幅度（amplitude of the lateral head displacement , 

ALH, μm）
4.線性指數（linearity index, LIN）：LIN= (VSL/VCL)×100
5.平均移動速率（average path velocity, VAP, μm/s）
6. 頭部位移頻率（frequency of head displacement, BCF, Hz）
7.擺動係數（wobble coefficient, WOB）：WOB= (VAP/VCL)×100)
8. 平均係數（mean coefficient）：STR = (VSL/VAP)×100



染色時間溫度對精子冷藏保存活力影響
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建立精子性別分離染色操作模式

8.12 mM Hoechst 33342 solution and
incubated at 34°C for 1 hours

染色後6小時

染色後12小時

染色後0小時

染色後24小時



LDL萃取流程

本方法系參照Moussa et al, 2002; Hu et al, 2005; MZ et al, 
2008等人發表文章中之方法略加修改而得。



SDS-PAGE膠體電泳分析結果

SDS-PAGE膠體電泳分析



精子基本物理性狀分析

利用法國IMV（卡蘇）公司之精子分析儀（微細管流式細胞儀）配合
CytoSoft v 5.4.1 beta 5之軟體分析精子存活率（Viability）、頭帽及胞膜完
整性（Acrosome and sperm membrane integrity）、DNA完整性
（Chromatin integrity）等參數。



LDL濃度冷藏時間對精子活力之影響
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種畜精子冷藏保存與性
別篩選染色操作模式

採精後以9% LDL TCG base稀釋液調整濃度為
1億/ml 37 ℃保存

分裝染色8.12 mM (H33342) 34 ℃1h

隔水降溫至4 ℃避光條件下冷藏

每次取1 ml含1億隻精子進行性別篩選，可收
集理想性別精子2000萬隻/小時



利用精子篩選儀器開發乳牛、山羊及水鹿X、Y
精子分離技術，及進行精液性別篩選

本年度採購 BECKMAN com MoFlo XDP＇s 高速流式細胞分選
設備2兩台，於7月完成儀器裝設。



敬請指教
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