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一种获得高纯度鸡精子的方法

(57)摘要

本发明公开了一种获得高纯度鸡精子的方

法，包括以下步骤：1)将采集到的鸡精液稀释后，

过滤；2)配制不连续的密度梯度离心介质，将过

滤后的鸡精液小心地加入到密度梯度离心介质

上层，离心收集鸡精子沉淀；3)将收集的鸡精子

沉淀离心后，洗涤后稀释；4)将稀释后的鸡精液

过滤，将工作液加入过滤后的鸡精液中进行染

色；5)染色后的鸡精液过滤后，分装到无菌流式

上样管中，通过流式细胞仪进行分选，收集纯化

后的鸡精子。本发明采用Percoll不连续密度梯

度离心法获取活力较高的精子的基础上，进一步

使用流式技术，大大提高了精子的纯度，有效降

低其他细胞的污染，最终获取了高纯度、高活力

的活精子。
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1.一种获得高纯度鸡精子的方法，其特征在于，包括以下步骤：

1)将采集到的鸡精液用稀释液稀释后，通过无菌过滤器进行过滤；

2)配制不连续的密度梯度离心介质，将过滤后的鸡精液小心地加入到不连续的密度梯

度离心介质上层，离心后，收集鸡精子沉淀；

3)将收集的鸡精子沉淀离心后，洗涤，然后用稀释液稀释；

4)将稀释后的鸡精液通过无菌过滤器进行过滤，将工作液加入过滤后的鸡精液中进行

染色；

5)染色后的鸡精液通过无菌过滤器进行过滤后，分装到无菌流式上样管中，通过流式

细胞仪进行分选，收集纯化后的鸡精子；

其中，

在步骤1)中，将采集到的鸡精液用1×PBS缓冲液稀释至鸡精子浓度为1×108～5×108

个/mL，无菌过滤器的孔径为70μm或100μm；

在步骤2)中，分别配制65％Percoll液和90％Percoll液，在离心管中先加入65％

Percoll液，再从离心管底部缓缓加入90％Percoll液，90％Percoll液沉于离心管底部，

65％Percoll液层缓缓上升，最终形成界面分离明显的不连续的密度梯度Percoll分离液；

将过滤后的鸡精液小心地加入到不连续的密度梯度Percoll分离液上层，常温600～800g的

转速下离心20～30min，收集鸡精子沉淀；

在步骤3)中，所述离心为在3000g的转速下离心2min，所述稀释液为1×PBS缓冲液，用1

×PBS缓冲液稀释至鸡精子浓度为5×107～10×107个/mL；

在步骤4)中，无菌过滤器的孔径为70μm或100μm，所述染色为将Hoechst33342工作液加

入过滤后的鸡精液中，37℃避光孵育30min进行染色，Hoechst33342工作液在过滤后的鸡精

液中的终浓度为2.5μg/mL；

在步骤5)中，无菌过滤器的孔径为70μm或100μm，无菌流式上样管中鸡精子的浓度为1

×107～5×107个/mL。
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一种获得高纯度鸡精子的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及生物技术领域，具体涉及一种获得高纯度鸡精子的方法。

背景技术

[0002] 鸡精液由精子、精清以及混入精液的体细胞组成。精液中的体细胞主要包括未成

熟的生精细胞、输精管上皮细胞、白细胞和血细胞等。获取高纯度的鸡精子是对其形态结构

和核酸水平研究的前提。鉴于直接采集的鸡精液中存在其他细胞污染，获取高纯度鸡精子

是一项重要的技术。

[0003] 目前常用的鸡精液处理方法有上游法、梯度离心法和细胞裂解法。上游法是根据

相对体细胞，精子具有游动性，利用精子的游动性来筛选出活力较高的精子。梯度离心法是

根据精子与体细胞在形态、细胞成分和浮力密度不同，在离心介质中，在一定离心力的作用

下，不同精子和体细胞各自沉降在不同区域，从而分离出精子。细胞裂解法是根据精子与体

细胞裂解难度的差异，通过差速裂解，去除体细胞。但是现有技术中存在以下缺点：单一的

现有方法难以实现高纯度鸡精子的分离；上游法精子回收率低，梯度离心法要求操作谨慎，

获得的精子纯度低，仍有体细胞残留，细胞裂解法处理后精子全部死亡，不能获得活精子。

发明内容

[0004] 有鉴于此，本发明的目的在于提出一种获得高纯度鸡精子的方法，该方法通过使

用梯度离心法与流式分选技术相结合，获取可控数量的高纯度、高活力的活精子。

[0005] 基于上述目的，本发明提供的一种获得高纯度鸡精子的方法，包括以下步骤：

[0006] 1)将采集到的鸡精液用稀释液稀释后，通过无菌过滤器进行过滤；

[0007] 2)配制不连续的密度梯度离心介质，将过滤后的鸡精液小心地加入到不连续的密

度梯度离心介质上层，离心后，收集鸡精子沉淀；

[0008] 3)将收集的鸡精子沉淀离心后，洗涤，然后用稀释液稀释；

[0009] 4)将稀释后的鸡精液通过无菌过滤器进行过滤，将工作液加入过滤后的鸡精液中

进行染色；

[0010] 5)染色后的鸡精液通过无菌过滤器进行过滤后，分装到无菌流式上样管中，通过

流式细胞仪进行分选，收集纯化后的鸡精子。

[0011] 在本发明的一些实施例中，在步骤1)中，将采集到的鸡精液用1×磷酸盐缓冲液(1

×PBS)稀释至鸡精子浓度为1×108～5×108个/mL，无菌过滤器的孔径为70μm或100μm。

[0012] 在本发明的一些实施例中，分别配制65％Percoll液和90％Percoll液，在离心管

中先加入65％Percoll液，再从离心管底部缓缓加入90％Percoll液，90％Percoll液沉于离

心管底部，65％Percoll液层缓缓上升，最终形成界面分离明显的不连续的密度梯度

Percoll分离液；将过滤后的鸡精液小心地加入到不连续的密度梯度Percoll分离液上层，

常温600～800g的转速下离心20～30min，收集鸡精子沉淀。

[0013] Percoll密度梯度离心法是利用精子本身的主动游动能力和离心的被动分离作
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用，根据正常精子与畸形精子、不活动精子及精液中的其他细胞成分在运动能力、运动轨迹

和浮力密度等方面存在差异，在密度梯度溶液柱中运动的能力也有差异，离心后精液中的

各种成分在密度梯度溶液柱中达到平衡，停留在各自的等浮力密度点上，从而分离出正常

精子。离心过程中，正常精子下降速度快，体细胞、畸形精子和不活动精子下降速度慢，活力

高的精子与畸形精子、不活动精子因此分开，同时可去除精液中的其他细胞成分，有利于获

得纯度高、活力较高的精子。Percoll密度梯度离心法所使用的Percoll液是一种经过聚乙

烯吡咯烷酮处理过的硅胶颗粒，Percoll液扩散常数低，所形成的梯度十分稳定。

[0014] 本发明的发明人通过多次试验，使用了65％(质量百分含量)Percoll液与90％(质

量百分含量)Percoll液不连续密度梯度，常温600～800g离心20～30min，能够获取活力较

高的精子，并具有较好的体细胞去除效果。

[0015] 在本发明的一些实施例中，所述离心为在3000g的转速下离心2min，所述稀释液为

1×PBS缓冲液，用1×PBS缓冲液稀释至鸡精子浓度为5×107～10×107个/mL。

[0016] 在本发明的一些实施例中，无菌过滤器的孔径为70μm或100μm，所述染色为将

Hoechst33342工作液加入过滤后的鸡精液中，37℃避光孵育30min进行染色，Hoechst33342

工作液在过滤后的鸡精液中的终浓度为2.5μg/mL。

[0017] 在本发明的一些实施例中，无菌过滤器的孔径为70μm或100μm，无菌流式上样管中

鸡精子的浓度为1×107～5×107个/mL。

[0018] 与现有技术相比，本发明具有以下有益效果：

[0019] 本发明采用Percoll不连续密度梯度离心法获取活力较高的精子的基础上，进一

步使用流式技术，大大提高了精子的纯度，有效降低其他细胞的污染，最终获取了高纯度、

高活力的活精子。本发明获得高纯度鸡精子的方法高效、分离稳定度高，可以实现高纯度鸡

精子的高效、快速分离。

附图说明

[0020] 图1为本发明实施例中获得高纯度鸡精子的工艺流程图；

[0021] 图2为纯化前后精液细胞组成的对比图，其中，图2A、2B、2C、2D、2E、2F、2G分别为实

施例1～3、对比例1～4的细胞纯度分析结果。

具体实施方式

[0022] 为使本发明的目的、技术方案和优点更加清楚明白，以下结合具体实施例，对本发

明进一步详细说明。

[0023] 实施例1

[0024] 在本实施例中，获得高纯度鸡精子的工艺流程图如图1所示，具体包括以下步骤：

[0025] 1)采用腹部按摩法采集正常公鸡的精液500μL，光学显微镜下统计精子密度，并根

据精液密度加入1×磷酸盐缓冲液(1×PBS)稀释至精子浓度为1×108个/mL，将稀释后的精

液缓慢通过70μm的无菌过滤器进行过滤；

[0026] 2)取Percoll原液用1×PBS缓冲液分别稀释成65％Percoll液和90％Percoll液，

使用无菌巴氏管，在离心管中先加入1mL  65％Percoll液，再从离心管底部缓缓加入90％

Percoll液，90％Percoll液沉于离心管底部，65％Percoll液层缓缓上升，最终形成界面分
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离明显的不连续的密度梯度Percoll分离液；相对于传统方法，该方法降低了加样难度；

[0027] 将过滤后的鸡精液小心地加入到不连续的密度梯度离心Percoll分离液上层，常

温600g的转速下离心30min，离心结束后取出离心管，在离心管中可观察到明显的分层，上

层为体细胞等杂质、畸形精子和不活动精子，下层为高活力的精子，用吸管吸取下层高活力

的鸡精子沉淀，该步骤具有较好的体细胞去除效果；

[0028] 3)将收集的鸡精子在3000g的转速下离心2min，洗涤，然后用1×PBS缓冲液稀释至

精子浓度为5×107个/mL；

[0029] 4)将稀释后的鸡精液通过70μm的无菌过滤器进行过滤，将Hoechst33342工作液加

入过滤后的鸡精液中，Hoechst33342终浓度为2.5μg/mL，37℃避光孵育30min进行染色；

Hoechst  33342可以特异性地结合到DNA的AT富含区域；

[0030] 5)染色后的鸡精液通过70μm的无菌过滤器进行过滤后，分装到无菌流式上样管

中，精子浓度控制在1×107个/mL，通过流式细胞仪进行分选，收集纯化后的鸡精子，再次通

过流式细胞仪，确认分选纯度。

[0031] 实施例2

[0032] 在本实施例中，获得高纯度鸡精子的工艺流程图如图1所示，具体包括以下步骤：

[0033] 1)采用腹部按摩法采集正常公鸡的精液500μL，显微镜下统计精子密度，并根据精

液密度加入1×PBS缓冲液稀释至精子浓度为5×108个/mL，将稀释后的精液缓慢通过100μm

的无菌过滤器进行过滤；

[0034] 2)取Percoll原液用1×PBS缓冲液分别稀释成65％Percoll液和90％Percoll液，

使用无菌巴氏管，在离心管中先加入1mL  65％Percoll液，再从离心管底部缓缓加入90％

Percoll液，90％Percoll液沉于离心管底部，65％Percoll液层缓缓上升，最终形成界面分

离明显的不连续的密度梯度Percoll分离液；相对于传统方法，该方法降低了加样难度；

[0035] 将过滤后的鸡精液小心地加入到不连续的密度梯度离心Percoll分离液上层，常

温800g的转速下离心20min，离心结束后取出离心管，在离心管中可观察到明显的分层，上

层为体细胞等杂质、畸形精子和不活动精子，下层为高活力的精子，用吸管吸取下层高活力

的鸡精子沉淀，该步骤具有较好的体细胞去除效果；

[0036] 3)将收集的鸡精子在3000g的转速下离心2min，洗涤，然后用1×PBS缓冲液稀释至

精子浓度为10×107个/mL；

[0037] 4)将稀释后的鸡精液通过100μm的无菌过滤器进行过滤，将Hoechst33342工作液

加入过滤后的鸡精液中，Hoechst33342终浓度为2.5μg/mL，37℃避光孵育30min进行染色；

Hoechst  33342可以特异性地结合到DNA的AT富含区域；

[0038] 5)染色后的鸡精液通过100μm的无菌过滤器进行过滤后，分装到无菌流式上样管

中，精子浓度控制在5×107个/mL，通过流式细胞仪进行分选，收集纯化后的鸡精子，再次通

过流式细胞仪，确认分选纯度。

[0039] 实施例3

[0040] 在本实施例中，获得高纯度鸡精子的工艺流程图如图1所示，具体包括以下步骤：

[0041] 1)采用腹部按摩法采集正常公鸡的精液500μL，显微镜下统计精子密度，并根据精

液密度加入1×PBS缓冲液稀释至精子浓度为3×108个/mL，将稀释后的精液缓慢通过70μm

的无菌过滤器进行过滤；

说　明　书 3/5 页

5

CN 108624552 B

5



[0042] 2)取Percoll原液用1×PBS缓冲液分别稀释成65％Percoll液和90％Percoll液，

使用无菌巴氏管，在离心管中先加入1mL  65％Percoll液，再从离心管底部缓缓加入90％

Percoll液，90％Percoll液沉于离心管底部，65％Percoll液层缓缓上升，最终形成界面分

离明显的不连续的密度梯度Percoll分离液；相对于传统方法，该方法降低了加样难度；

[0043] 将过滤后的鸡精液小心地加入到不连续的密度梯度离心Percoll分离液上层，常

温700g的转速下离心25min，离心结束后取出离心管，在离心管中可观察到明显的分层，上

层为体细胞等杂质、畸形精子和不活动精子，下层为高活力的精子，用吸管吸取下层高活力

的鸡精子沉淀，该步骤具有较好的体细胞去除效果；

[0044] 3)将收集的鸡精子在3000g的转速下离心2min，洗涤，然后用1×PBS缓冲液稀释至

精子浓度为8×107个/mL；

[0045] 4)将稀释后的鸡精液通过70μm的无菌过滤器进行过滤，将Hoechst33342工作液加

入过滤后的鸡精液中，Hoechst33342终浓度为2.5μg/mL，37℃避光孵育30min进行染色；

Hoechst  33342可以特异性地结合到DNA的AT富含区域；

[0046] 5)染色后的鸡精液通过70μm的无菌过滤器进行过滤后，分装到无菌流式上样管

中，精子浓度控制在3×107个/mL，通过流式细胞仪进行分选，收集纯化后的鸡精子，再次通

过流式细胞仪，确认分选纯度。

[0047] 对比例1

[0048] 在本对比例中，直接获取鸡精液，具体方法为：用腹部按摩法采集正常公鸡的精液

500μL。

[0049] 对比例2

[0050] 在本对比例中，采用上游法进行鸡精子的获得，具体方法为：采用腹部按摩法采集

正常公鸡的精液500μL，取精液500μL与1mL洗精液(ART-1006)混匀，300g离心15min，留管底

精子团，再用0.5mL洗精液(ART-1006)混匀，300g离心10min，去除上清液后，留底部沉淀精

子，加入1.0mL平衡液(ART-1020)，倾斜45度角，置CO2培养箱孵育45min，待精子充分上游

后，吸取上层含精子的悬液0.5mL于无菌试管中，获得鸡精子。

[0051] 对比例3

[0052] 在本对比例中，获得高纯度鸡精子的方法中步骤2)与实施例1不同，其余步骤均与

实施例1中的步骤相同，本对比例中步骤2)具体为：

[0053] 2)取Percoll原液用1×PBS缓冲液分别稀释成40％Percoll液和80％Percoll液，

使用无菌巴氏管，在离心管中先加入1mL  80％Percoll液，其上方加入1mL  40％Percoll液，

然后将过滤后的鸡精液小心地加入密度梯度离心Percoll分离液上层，常温600g的转速下

离心30min，离心结束后取出离心管，在离心管中可观察到明显的分层，上层为体细胞等杂

质、畸形精子和不活动精子，下层为高活力的精子，用吸管吸取下层高活力的鸡精子沉淀。

[0054] 对比例4

[0055] 在本对比例中，获得高纯度鸡精子的方法中步骤2)与实施例1不同，其余步骤均与

实施例1中的步骤相同，本对比例中步骤2)具体为：

[0056] 2)取Percoll原液用1×PBS缓冲液分别稀释成45％Percoll液和90％Percoll液，

使用无菌巴氏管，在离心管中先加入1mL  90％Percoll液，其上方加入1mL  45％Percoll液，

然后将过滤后的鸡精液小心地加入密度梯度离心Percoll分离液上层，常温600g的转速下
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离心30min，离心结束后取出离心管，在离心管中可观察到明显的分层，上层为体细胞等杂

质、畸形精子和不活动精子，下层为高活力的精子，用吸管吸取下层高活力的鸡精子沉淀。

[0057] 试验例1流式分选前后精液细胞组成和精子活力的对比

[0058] 将实施例1～3、对比例1～4中获得的鸡精子的纯度进行确认，实施例和对比例精

液以Hoechst33342工作液染色，流式细胞仪分析结果图2。其中图2A、2B、2C、2D、2E、2F、2G分

别为实施例1～3、对比例1～4的细胞纯度分析结果。根据图2D可知，荧光信号在50K和100K

出现两个峰值，其中荧光信号在50K左右的精子细胞约占88.7％，荧光信号在100K左右的体

细胞约占11.3％。实施例1～3对和比例2～4分析结果可知，荧光信号在50K出现峰值，100K

峰值较小，说明精子得到了较有效纯化，实施例1～3荧光信号100K处细胞群百分比约为

1.52％左右，显著低于对比例2～4荧光信号100K处细胞群百分比。

[0059] 采用Markler记数板检查实施例1～3和对比例1～4中获得的鸡精子的活力，应用

SPSS10.0统计软件进行t检验或方差分析，数据用均数±标准差表示，P<0.05表示差异有显

著性，试验结果如表1所示。

[0060] 表1纯化后精子细胞纯度和精子活力

[0061] 组别 精子细胞百分比(％) 精子活力(％)

实施例1 98.48±0.1* 97.5±4.8*

实施例2 98.17±0.2* 98.2±5.7*

实施例3 98.33±0.2* 98.9±4.3*

对比例1 90.68±0.8 53.3±19.4

对比例2 96.14±0.2 89.2±7.6

对比例3 94.44±0.4 80.5±8.9

对比例4 95.23±0.4 78.5±10.2

[0062] 注：与其他对比例比较，*P<0.05

[0063] 由表1可知，实施例1～3中获得的鸡精子的活力远远高于对比例1～4中获得的鸡

精子的活力，这也说明，虽然对比例2～4中的方法也能获得高纯度的鸡精子，但是获得的鸡

精子的活力远远低于实施例1～3。因此，65％Percoll液和90％Percoll液形成的不连续的

密度梯度Percoll分离液，能够获得高活力的鸡精子，而其它浓度的Percoll液形成的不连

续的密度梯度Percoll分离液，尽管也能获得高活力的鸡精子，但体细胞占比仍较高，本申

请的方法相对于现有技术，最终能够获取高纯度、高活力的活精子。

[0064] 综上所述，本发明采用Percoll不连续密度梯度离心法获取活力较高的精子的基

础上，进一步使用流式技术，大大提高了精子的纯度，有效降低其他细胞的污染，最终获取

了高纯度、高活力的活精子。本发明获得高纯度鸡精子的方法高效、分离稳定度高，可以实

现高纯度鸡精子的高效、快速分离。

[0065] 所属领域的普通技术人员应当理解：以上任何实施例的讨论仅为示例性的，并非

旨在暗示本公开的范围(包括权利要求)被限于这些例子；在本发明的思路下，以上实施例

或者不同实施例中的技术特征之间也可以进行组合，并存在如上所述的本发明的不同方面

的许多其它变化，为了简明它们没有在细节中提供。因此，凡在本发明的精神和原则之内，

所做的任何省略、修改、等同替换、改进等，均应包含在本发明的保护范围之内。
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图1
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图2
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