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一一一一、、、、操作的基本設備與用具操作的基本設備與用具操作的基本設備與用具操作的基本設備與用具    

（一）精子流式細胞儀(體能分析儀) ( Sperm Flow Cytometer , IMV Technology Co.) 

（二）精蟲計數儀(Spermacue ) 

（三）精子稀釋液( Easy Buffer, IMV Technology Co. ) 

（四）精子活率檢測分析套組( LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit, Invitrogen ) 

（五）精子頭帽及膜完整性檢測分析套組( PNA-FITC, Sigma) 

（七）精子粒線體膜電位分析套組( Guava Mitochodrial Depolorization Kit, Millipore) 

（八）精子細胞內游離鈣水平分析套組( Fluo-4 NW Calcium Assay Kit, Invitrogen ) 

（九）精子染色體結構分析套組( Sperm Chromosome Structure Assay with Acridine   

      orange, Invitrogen ) 

（十）精子細胞內氧化作用分析套組( Oxidation Assay with H2DCFDA , Invitrogen ) 

（十一）精液細菌含量分析套組( Bacteria Counting Kit, Invitrogen ) 

二二二二、、、、檢測流程檢測流程檢測流程檢測流程 

精子流式細胞儀為是計算並檢測顯微粒子的技術，例如細胞被懸浮在流動液體

中，經過電子檢測儀器而被檢測。它可以在每秒內同時對上千個粒子進行物理和(或)

化學的多參數分析。本機分析對象可含括豬、牛、羊、水鹿、雞、鴨、鵝等家畜禽

類別，每一物種依精液來源分為新鮮精液、稀釋精液、冷凍後解凍精液等三大類進

行精子體能之分析外，亦可作為目前種畜禽產精能力評估、精子稀釋液及冷凍保護

劑等開發之應用。 



1. 精液樣品分析類別及分析方式 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

＊ 目前以有完成登錄之種豬為主。 

＊ 送樣前請填妥畜牧場送樣資料表(參考三、紀錄表格部分)與精液樣品包裝後一同

寄送畜產試驗所遺傳育種組種源中心。 

2. 測量精液濃度 

以精蟲計數儀測量新鮮精液濃度，分別記錄後，將原液進行上機前調整精液濃

度。 

3. 上機前進行精液濃度調整 

    在豬、牛、雞分別為 3.5x107 spz/ml、5.7 x107 spz/ml、3.5x107 spz/ml 

A. 從儲精瓶中吸取約 0.2毫升之精液原液至 96孔盤(Plate) 

B. 將 Plate中之精液依比例以 Easy Buffer稀釋至約 35x106 spz/ml 

4. 精子活率檢測分析 

A. Sybr14 working solution：取 1µl 之 Sybr14 + 49µl 之 Easy Buffer混合 

B. mix solution：取1µl 之Sybr14 working solution + 1µl 之PI + 48µl 之Easy Buffer

混合。 

C. 取3µl 之稀釋精液 + 147µl Easy Buffer + 50µl mix solution混合後於37℃避光

培養 10分鐘後上機分析。 



D. 分析結果：豬新鮮精液活率須>70％或冷凍精液解凍後活率需>50%為合格。 

 

5. 頭帽及精子膜完整性分析 

A. stain mix：取 1µl 之 PI + 0.5µl 之 PNA-FITC + 48.5µl 之 Easy Buffer混合。 

B. 取 4µl 之稀釋精液 + 146µl Easy Buffer + 50µl 之 stain of mix混合後於 37℃避

光培養 10分鐘後上機分析。 

C. 分析結果：豬新鮮精液活精且頂體膜完整之細胞百分比須>60％或解凍後精

液活精且頂體膜完整之細胞百分比需>40%為合格。 

6. 線粒體膜電位與凋亡程度分析 

A. mix solution：取 2µl 之 JC-1 + 48µl 之 Easy Buffer混合 

B. 取3µl 之稀釋精液 + 147µl Easy Buffer + 50µl mix solution混合後於37℃避光

培養 30分鐘後上機分析。 

C. 分析結果：在豬新鮮精液中處於去極化狀態的精子細胞百分比需<30％或解

凍後精液處於去極化狀態的精子細胞百分比需<50%為合格。 

7. 精子細胞內游離鈣水平檢測分析 

A. 2X dye：取 5ml 之 Assay Buffer + 100µl 之 initial of probenecid(B)加入 Fluo-4 

NW 中，並混合一到兩分鐘。 

B. 取 2µl 之稀釋精液 + 98µl 之 Assay Buffer + 100µl 之 2X dye混合後於 37℃避

光培養 30分鐘，然後於室溫避光培養 30分鐘後上機分析。 

C. 分析結果：目前該參數尚待進一步試驗研究，以取得最佳參數值。 

8. 精子 DNA 染色體結構檢測分析 

A. AO staining solution：取 10µl 之 AO solution + 9.99ml之 staining solution。 

B. 取 5µl 之稀釋精液加入 200µl 之 TNE Buffer。 

C. 將加入稀釋精液之 TNE Buffer加入 0.4ml之 acid detergent solution。 

D. 等待 30秒後，加入 1.2ml之 AO staining solution。 

E. 室溫培養 3分鐘後上機分析。 

F. 分析結果：百分比愈高愈好，表示精子內 DNA 呈現為雙股無斷裂之狀態。 

9. 精子細胞內氧化作用分析 

A. Control：20µl 之精液加入 980µl 之 H2O2 2％後於室溫靜置 10分鐘，接著以



500G離心 5分鐘，離心後吸去上層澄清液，將離心管底部之pellet加入1000µl

之 Easy Buffer。 

B. Sample-sample：20µl 之精液加入 980µl 之 H2O2 2％後於室溫靜置 10分鐘，

接著以 500G離心 5分鐘，離心後吸去澄清液，將離心管底部之 pellet加入

1000µl 之 Easy Buffer。 

C. Tested sample：將 20µl 之精液加入 980µl 之 Easy Buffer。 

D. 將 Sample-sample及 Tested sample加入 5µl 之 H2DCFDA，然後將 Control、

Sample-sample及 Tested sample於 37℃避光培養 5分鐘，接著以 500G離心

5分鐘，離心後吸去澄清液，將離心管底部之 pellet加入 400µl 之 Easy Buffer，

並吸取 200µl 之樣品上機分析。 

E. 分析結果：目前該參數尚待進一步試驗研究，以取得最佳參數值。 

10. 細菌及細胞濃度檢測分析 

A. Control：以 0.2µm之 filter 過濾精液以取得 1ml 之精漿。 

B. Tested sample：以 1.2µm之 filter 過濾精液以取得 1ml之精漿。 

C. 將樣品及 Control加入 1µl 之 Syto BC stain for bacteria於室溫靜置 5分鐘。 

D. 將樣品及 Control加入經過充分混合之 beads後稍微混合後上機分析。 

E. 分析結果：數值表示分析之精液其每 mL 具有百萬個細菌。 

11. 分析結果可產生五種數據報告: 

A. 列印質量報告（一天進行一次分析） 

B. 列印日報告（一天之內所有分析） 

C. 列印單個報告（選擇一階段內一種動物 

   的分析） 

D. 列印比較報告（選擇一階段內所有物種 

   的所有分析） 

E. 列印整體報告（數據庫清單） 
 



三三三三、、、、記錄表格記錄表格記錄表格記錄表格 (參考用參考用參考用參考用) 

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    



    

    

    

    

    

    



    

    

    

    

    

    

    

四四四四、、、、感謝感謝感謝感謝已已已已參與並協助參與並協助參與並協助參與並協助完成完成完成完成精子體能分析精子體能分析精子體能分析精子體能分析之之之之畜牧場名冊畜牧場名冊畜牧場名冊畜牧場名冊    

 
福昌畜牧場 豪燿畜牧場 

暉煌畜牧場 王文曲畜牧場 

高昌畜牧場 福冠畜牧場 

合一畜牧場 馮亮欽畜牧場 

順安畜牧場 山霖畜牧場 

水波畜牧場 大豪興畜牧場 

祝興畜牧場 願景金來畜牧場 

仙佳畜牧場 蕓湳畜牧場 

種豬 

金山畜牧場  

豐輝畜牧場 

台禽畜牧場 種雞 

凱馨畜牧場 


