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　　摘要：研究时间和密度对公猪精子活力和运动参数的影响，采用计算机辅助精子分析（ＣＡＳＡ）系统在采精后０、
１０、２０、３０、６０ｍｉｎ时检测精子运动参数，比较精子活力［用前向运动（ＰＲ）的精子百分率表示］、精子活动率［用前向运
动和非前向运动（ＮＰ）的精子百分率表示］、精子运动速度等参数在不同时间节点不同密度下的变化情况。结果显示，
精子活力和精子活动率整体上均表现为随时间延长而降低的趋势，在２０ｍｉｎ时均极显著低于０ｍｉｎ时的检测水平，
６０ｍｉｎ时两者的检测水平降幅分别达２９．９１％、１６．４８％。在１．０亿个／ｍＬ及以下（Ｄ１）、１．０亿 ～１．５亿个／ｍＬ（Ｄ２）、

＞１．５亿～２．０亿个／ｍＬ（Ｄ３）、２．０亿个／ｍＬ以上（Ｄ４）密度级别下，６０ｍｉｎ时精子活力和精子活动率检测结果降幅不

一，Ｄ１降幅最大，Ｄ４最小；曲线速率（ＶＣＬ）、直线速率（ＶＳＬ）和平均轨道速率（ＶＡＰ）等精子运动速度指标均呈现随时

间而下降现象；线性（ＬＩＮ）、直向（ＳＴＲ）和摆动（ＷＯＢ）变化较平缓，上下波动幅度较小，交打频率（ＢＣＦ）中，０ｍｉｎ时检
测水平最高，为（６．０５９±０．１９７）Ｈｚ，之后呈现明显下降趋势，至６０ｍｉｎ时下降１．２０１Ｈｚ，降幅为１９．８２％，差异极显著
（Ｐ＜０．０１），０ｍｉｎ时与２０和３０ｍｉｎ时比较，差异显著（Ｐ＜０．０１）。结果表明，密度大的精液缓冲能力强，精子活力和
运动参数降幅小，密度小的精液缓冲能力弱，精子活力和运动参数降幅大；精液品质检查和精液稀释等工作最好在采

精后１０ｍｉｎ内完成。
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　　精液品质检查是评价公猪种用价值最基本也是最重要的
检查方法，检查结果能直接或间接反映公猪的生殖机能状况、

利用年限、饲养管理水平、母猪受胎率等情况，因此精液品质

检查是猪人工授精技术过程中的一个重要环节，也是保证母

猪受胎率的一个重要技术手段，能直接影响到后代的数量、质

量和猪场的经济效益［１］。

猪的精液品质检查指标主要包括精液量、密度、活力、ｐＨ
值等，采用的方法主要是肉眼估测、人工计数等，存在检测时

间长、准确性不高、检测指标少等问题［２］。人类的精液品质

检查发展迅速，技术成熟，方法可行，设备先进。本试验参照

《人类精液检查与处理实验室手册》（第五版）［３］，将精子活动

力分为前向运动（ＰＲ）、非前向运动（ＮＰ）和不活动（ＩＭ）３个
类别，精子活力一般用前向运动的精子百分率表示，精子活动

率则用前向运动和非前向运动的精子（ＰＲ＋ＮＰ）百分率来
表示。

本试验采用计算机辅助精子分析（ＣＡＳＡ）系统进行检
测，检测精子运动参数，分析采精后不同时间节点以及不同密

度对精子活力、精子活动率、精子运动速度等指标的影响，以

期为精液品质检查时间节点和精液稀释时间间隔等研究提供

理论依据，同时也为后续的精液处理奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验所用种公猪均来自江苏农林职业技术学院种猪

场，其中：长白猪（Ｌ）３头、大白猪（Ｙ）３头、杜洛克猪（Ｄ）４
头、巴克夏猪（Ｂ）２头、梅山猪（Ｍ）６头，均为成年种公猪
（２８～３８月龄）。每头种公猪每周采精２次，固定采精时间和
采精员。试验时间为２０１６年１１月至２０１７年７月，试验地点
为江苏农林职业技术学院种猪场实验室。

１．２　精液采集和指标测定
公猪精液的采集用手握法进行；在采精过程中，弃去前后

段精清，收集中段富含精子部分，用４层灭菌纱布过滤精液，
采完精后，立即吸取１０μＬ精液，放入２μＬ观察池（标准计数
板，８个观察池。每个观察池２２μＬ，池高２０μｍ），置于负相
差显微镜下观察和检测。

采用西班牙ＣＡＳＡ系统进行精液质量分析。测定的主要
指标：精子活力指标有 ＰＲ、ＮＰ；精子运动速度指标有曲线速
率（ＶＣＬ）、直线速率（ＶＳＬ）和平均轨道速率（ＶＡＰ）；精子运动
方式指标有线性（ＬＩＮ）、直向（ＳＴＲ）、摆动（ＷＯＢ）、头侧摆振
幅（ＡＬＨ）、交打频率（ＢＣＦ）。检测时，要求精子总数不低于
５００个。
１．３　分组方式和数据统计
１．３．１　分组方式　时间分组按照精液采集后０、１０、２０、３０、
６０ｍｉｎ进行，采集的精液放入３７℃恒温箱中，一直放到检测
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完毕；密度按照１．０亿个／ｍＬ及以下、１．０亿 ～１．５亿个／ｍＬ、
１５亿～２．０亿个／ｍＬ、２．０亿个／ｍＬ以上进行分组，分别记作
Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３、Ｄ４组。
１．３．２　数据统计　采用ＳＰＳＳ１９．０软件中ＧＬＭ程序对各项
数据进行方差分析，差异显著或极显著时采用 ＬＳＤ法进行多
重比较，结果表示为边际均值±标准差。

２　结果与分析

２．１　时间和密度对精子活力和活动率的影响
在不同时间下，精子平均活力变化情况见表１。前向运

动精子比例和精子活动率在采精后即检测时最高，分别为

（５０．２９±２．２２）％、（９２．２９±２．４９）％，随后，精子活力下降。
１０ｍｉｎ后，精子活力和精子活动率分别为（４４．７０±２．１７）％、
（８６．８７±２．４３）％，与采精时相比差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
２０ｍｉｎ后，与０ｍｉｎ时差异达到极显著水平（Ｐ＜０．０１）。与
０ｍｉｎ相比，６０ｍｉｎ时的精子活力、活动率降幅分别为
２９９１％、１６．４８％。非前向运动精子比例在０～６０ｍｉｎ之间
变化不明显，差异不显著（Ｐ＞０．０５）。在０～６０ｍｉｎ之间，ＰＲ
和 ＰＲ＋ＮＰ的变化呈现下降趋势，ＮＰ变化趋于平稳，变化幅
度不大。

表１　不同时间下精子平均活力和活动率检测结果

测定指标
精液采集后不同时间的活力和活动率（％）

０ｍｉｎ １０ｍｉｎ ２０ｍｉｎ ３０ｍｉｎ ６０ｍｉｎ
ＰＲ ５０．２９±２．２２Ａａ ４４．７０±２．１７ＡＢａｂ ４０．３２±２．２２ＢＣｂｃ ３９．７８±２．１７ＢＣｃ ３５．２５±２．１７Ｃｃ
ＮＰ ４２．００±１．４６Ａａ ４２．１６±１．４３Ａａ ４１．９６±１．４６Ａａ ３９．６９±１．４３Ａａ ４１．８４±１．４３Ａａ
ＰＲ＋ＮＰ ９２．２９±２．４９Ａａ ８６．８７±２．４３ＡＢａｂ ８２．２８±２．４９ＢＣｂｃ ７６．８９±２．４３Ｃｃ ７７．０８±２．４３Ｃｃ

　　注：同行数据后标有不同大写字母、小写字母分别表示在０．０１、０．０５水平上差异显著。下表（除表８）同。

　　在比较不同时间下精子平均活力变化情况的基础上，分
析了不同原精密度下ＰＲ和 ＰＲ＋ＮＰ比例变化趋势。由表２
可知，在不同原精密度下，ＰＲ比例随时间变化大体上均表现
为下降趋势，６０ｍｉｎ时与采精时相比，Ｄ１组下降幅度最大，为
２３．１５百分点，Ｄ４组下降幅度最小，为４．３４百分点；Ｄ１组中，

采精后０ｍｉｎ与１０ｍｉｎ时精子活力相比，差异不显著（Ｐ＞
００５），但与２０、３０、６０ｍｉｎ时相比，差异显著或极显著（Ｐ＜
００５或Ｐ＜０．０１）；Ｄ４组中，采精后０ｍｉｎ时的 ＰＲ比例在所
有密度组别中最高，为（５６．６８±３．３６）％，６０ｍｉｎ后的比例为
（５２．３４±３．３６）％。

表２　不同原精密度下ＰＲ比例变化结果

密度组别
精液采集后不同时间的ＰＲ比例（％）

０ｍｉｎ １０ｍｉｎ ２０ｍｉｎ ３０ｍｉｎ ６０ｍｉｎ
Ｄ１ ５０．９３±４．８０Ａａ ４１．８８±４．８０ＡＢａｂ ３６．８５±４．８０ＡＢＣｂｃ ３２．１２±４．８０ＢＣｂｃ ２７．７８±４．８０Ｃｃ
Ｄ２ ４９．１８±４．７７Ａａ ４５．７５±４．７７Ａａ ３９．１９±４．７７Ａａ ３６．２５±４．７７Ａａ ４０．０５±４．７７Ａａ
Ｄ３ ４８．５８±３．３５Ａａ ４２．７０±３．１０Ａａｂ ３９．１１±３．３５ＡＢａｂｃ ３７．４８±３．１０ＡＢｂｃ ３１．９１±３．１０Ｂｃ
Ｄ４ ５６．６８±３．３６Ａａ ５５．４７±３．３６Ａａ ５６．４０±３．３６Ａａ ５２．４０±３．３６Ａａ ５２．３４±３．３６Ａａ

　　由表３可知，精子的活动率在不同密度组别中大体上均
随时间表现为下降趋势，其中，Ｄ１组别的下降幅度最大，Ｄ４

组别下降幅度最小，Ｄ２和Ｄ４组别中，各时间点精子总的活力
检测结果差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

表３　不同原精密度下ＰＲ＋ＮＰ比例变化结果

密度组别
精液采集不同后时间的ＰＲ＋ＮＰ比例（％）

０ｍｉｎ １０ｍｉｎ ２０ｍｉｎ ３０ｍｉｎ ６０ｍｉｎ
Ｄ１ ８８．７９±５．１２Ａａ ８５．５４±５．１２ＡＢａｂ ７６．０１±５．１２ＡＣａｃ ６５．９４±５．１２ＢＣｂｃ ６５．６６±５．１２Ｃｃ
Ｄ２ ９１．５５±５．００Ａａ ８５．６０±５．００Ａａ ８３．９１±５．００Ａａ ７７．４３±５．００Ａａ ８５．２４±５．００Ａａ
Ｄ３ ９３．８５±４．３２Ａａ ８４．８９±４．００ＡＢａｂ ８０．５２±４．３２ＡＣｃ ７９．２３±４．００ＡＣｃ ７２．７７±４．００ＢＣｃ
Ｄ４ ９９．９０±１．０４Ａａ ９９．７３±１．０４Ａａ ９９．８１±１．０４Ａａ ９７．６２±１．０４Ａａ ９８．７０±１．０４Ａａ

２．２　时间和密度对精子运动速度的影响
由表４可知，ＶＣＬ、ＶＳＬ、ＶＡＰ等精子运动速度指标均随

时间呈现下降现象。在 ＶＣＬ方面，采精 ０ｍｉｎ时最大，为
（５０．５２±１．７３）μｍ／ｓ，１０ｍｉｎ后降至（４５．６５±１．６８）μｍ／ｓ，
但两者间差异不显著（Ｐ＞０．０５），之后继续下降，２０ｍｉｎ后降
至（４３．９３±１．７３）μｍ／ｓ，与采精０ｍｉｎ时差异达到极显著水
平（Ｐ＜０．０１），６０ｍｉｎ后降至（３８．８５±１．６８）μｍ／ｓ，降幅达

２３．１０％。在 ＶＳＬ方面，采精 ０ｍｉｎ时最大，为（１６．４６±
０．６０）μｍ／ｓ，与１０ｍｉｎ时相比差异不显著（Ｐ＞０．０５），与采
精 ２０ｍｉｎ时相比，差异显著（Ｐ＜０．０５），与 ３０、６０ｍｉｎ时相
比，差异极显著（Ｐ＜０．０１）。在 ＶＡＰ方面，采精 ０ｍｉｎ时最
大，为 （２７．８０±０．９５）μｍ／ｓ，１０ｍｉｎ后降至 （２５．７４±
０．９２）μｍ／ｓ，差异不显著（Ｐ＞０．０５），与２０、３０ｍｉｎ时相比，差
异显著（Ｐ＜０．０５），与６０ｍｉｎ时相比，差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

表４　不同时间下精子运动速度检测结果

测量指标
精液采集后不同时间的运动速度（μｍ／ｓ）

０ｍｉｎ １０ｍｉｎ ２０ｍｉｎ ３０ｍｉｎ ６０ｍｉｎ
ＶＣＬ ５０．５２±１．７３Ａａ ４５．６５±１．６８ＡＢａｂ ４３．９３±１．７３ＢＣｂｃ ４１．８９±１．６８ＢＣｂｃ ３８．８５±１．６８Ｃｃ
ＶＳＬ １６．４６±０．６０Ａａ １４．９３±０．５８ＡＢａｂ １４．３１±０．６０ＡＢＣｂｃ １４．２７±０．５８ＢＣｂｃ １３．１５±０．５８Ｃｃ
ＶＡＰ ２７．８０±０．９５Ａａ ２５．７４±０．９２ＡＢａｂ ２４．６５±０．９５ＡＢｂｃ ２４．２７±０．９２ＡＢｂｃ ２２．５１±０．９２Ｂｃ
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　　根据不同时间下精子运动速度和显著性检验结果分析了
不同精子密度下 ＶＣＬ、ＶＳＬ、ＶＡＰ的时间变化规律，具体结果
见表５、表６、表７。
　　由表５可知，就ＶＣＬ而言，总的趋势是，无论在哪种密度

下，ＶＣＬ随时间的延长而降低，只是降低幅度不同而已；Ｄ２组
在各时间节点的平均 ＶＣＬ差异不显著（Ｐ＞０．０５）；Ｄ４组在
６０ｍｉｎ时的平均 ＶＣＬ高于其他密度级别不同时间节点的
水平。

表５　不同原精密度不同时间精子ＶＣＬ检测结果

密度组别
精液采集后不同时间的ＶＣＬ（μｍ／ｓ）

０ｍｉｎ １０ｍｉｎ ２０ｍｉｎ ３０ｍｉｎ ６０ｍｉｎ
Ｄ１ ４２．３０±１．９９Ａａ ３９．０２±１．９９Ａａｂ ３４．８３±１．９９ＡＢｂｃ ３５．４１±１．９９ＡＢｂｃ ３１．１２±１．９９Ｂｃ
Ｄ２ ４６．４８±３．９３Ａａ ４７．０６±３．９３Ａａ ４４．３９±３．９３Ａａ ３８．８２±３．９３Ａａ ４２．６９±３．９３Ａａ
Ｄ３ ５０．１３±２．６４Ａａ ４４．０２±２．３５ＡＢａｂ ４３．２８±２．６４ＡＢａｂｃ ４０．５３±２．３５ＡＢｂｃ ３６．６０±２．３５Ｂｃ
Ｄ４ ８４．８３±７．７８Ａａ ６４．５２±７．７８Ａａｂ ６９．３３±７．７８Ａａｂ ７１．３９±７．７８Ａａ ５６．０１±７．７８Ａｂ

　　由表６可知，就 ＶＳＬ而言，也呈现随时间增加而降低的
现象，Ｄ４密度级别平均ＶＳＬ普遍高于其他密度级别同一时间
节点的水平；Ｄ２组各时间节点的平均 ＶＳＬ差异不显著（Ｐ＞
０．０５）；Ｄ１组中，采精后０ｍｉｎ时检测的平均 ＶＳＬ水平高于

６０ｍｉｎ时的水平，两者间差异达到极显著水平（Ｐ＜０．０１）；Ｄ３
组中，０ｍｉｎ时的水平显著高于６０ｍｉｎ时的水平（Ｐ＜０．０５），
但两者与其他各时间节点的差异均不显著（Ｐ＞０．０５）。

表６　不同原精密度不同时间节点下精子ＶＳＬ检测结果

密度组别
精液采集后不同时间的ＶＳＬ（μｍ／ｓ）

０ｍｉｎ １０ｍｉｎ ２０ｍｉｎ ３０ｍｉｎ ６０ｍｉｎ
Ｄ１ １７．２８±１．２２Ａａ １４．３９±１．２２ＡＢａｂ １３．７８±１．２２ＡＢａｂ １４．２５±１．２２ＡＢａｂ １２．１８±１．２２Ｂｂ
Ｄ２ １５．２３±１．２９Ａａ １５．３７±１．２９Ａａ １４．１９±１．２９Ａａ １３．４４±１．２９Ａａ １４．１７±１．２９Ａａ
Ｄ３ １４．９１±０．８７Ａａ １４．２１±０．８０Ａａｂ １３．４１±０．８７Ａａｂ １３．２０±０．８０Ａａｂ １２．０１±０．８０Ａｂ
Ｄ４ ２２．０３±１．７０Ａａ １７．４０±１．７０Ａａｂ １８．７８±１．７０Ａａｂ １９．７０±１．７０Ａａｂ １６．４６±１．７０Ａｂ

　　由表７可知，就ＶＡＰ而言，Ｄ１组中，０ｍｉｎ时的平均ＶＡＰ
水平极显著高于６０ｍｉｎ时的水平（Ｐ＜０．０１）；Ｄ２组中，各时
间节点间差异不显著（Ｐ＞０．０５）；Ｄ３组中，０ｍｉｎ时的水平显
著高于６０ｍｉｎ时的水平（Ｐ＜０．０５），但两者与其他时间节点

水平间差异不显著（Ｐ＞０．０５）；Ｄ４组中，０ｍｉｎ时的水平最
高，为（４３．３９±３．７０）μｍ／ｓ，显著高于６０ｍｉｎ时的（３１．０７±
３．７０）μｍ／ｓ（Ｐ＜０．０５）。

表７　不同原精密度不同时间节点下精子ＶＡＰ检测结果

密度组别
精液采集后不同时间的ＶＡＰ（μｍ／ｓ）

０ｍｉｎ １０ｍｉｎ ２０ｍｉｎ ３０ｍｉｎ ６０ｍｉｎ
Ｄ１ ２５．０２±１．５０Ａａ ２２．４２±１．５０ＡＢａｂ ２０．５３±１．５０ＡＢｂ ２１．７４±１．５０ＡＢａｂ １８．７１±１．５０Ｂｂ
Ｄ２ ２５．６５±２．０９Ａａ ２６．５０±２．０９Ａａ ２４．８７±２．０９Ａａ ２２．６７±２．０９Ａａ ２４．３０±２．０９Ａａ
Ｄ３ ２６．９８±１．４６Ａａ ２５．２９±１．３５Ａａｂ ２４．２６±１．４６Ａａｂ ２３．４７±１．３５Ａａｂ ２１．４４±１．３５Ａｂ
Ｄ４ ４３．３９±３．７０Ａａ ３３．９２±３．７０Ａａｂ ３６．３８±３．７０Ａａｂ ３７．７２±３．７０Ａａｂ ３１．０７±３．７０Ａｂ

２．３　时间和密度对精子运动方式的影响
由表 ８可知，在 ＬＩＮ、ＳＴＲ、ＷＯＢ、ＡＬＨ和 ＢＣＦ中，ＬＩＮ、

ＳＴＲ和ＷＯＢ变化较平缓，上下波动幅度较小；ＡＬＨ在各时间
节点都表现出下降的趋势，但不明显，０～６０ｍｉｎ间下降
０．１８４μｍ，降幅为 ６．７３％，差异不显著（Ｐ＞０．０５）；在 ＢＣＦ

中，０ｍｉｎ时检测水平最高，为（６．０５９±０．１９７）Ｈｚ，之后呈现
明显下降趋势，至 ６０ｍｉｎ时下降了 １．２０１Ｈｚ，降幅为
１９８２％，差异极显著（Ｐ＜０．０１），０ｍｉｎ时与２０、３０ｍｉｎ时比
较，差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

表８　不同时间下精子其他运动参数检测结果

时间（ｍｉｎ） ＬＩＮ（％） ＳＴＲ（％） ＷＯＢ（％） ＡＬＨ（μｍ） ＢＣＦ（Ｈｚ）
０ ３２．８０±１．０４Ａａ ５８．６２±０．９１Ａａ ５５．００±０．９８Ａａ ２．７３４±０．０６７Ａａ ６．０５９±０．１９７Ａａ
１０ ３２．７１±１．０１Ａａ ５７．７３±０．８９Ａａ ５６．０８±０．９６Ａａ ２．７２０±０．０６６Ａａ ５．５３２±０．１９３ＡＢｂ
２０ ３２．６０±１．０４Ａａ ５７．７３±０．９１Ａａ ５５．７５±０．９８Ａａ ２．７３１±０．０６７Ａａ ５．２９３±０．１９７ＢＣｂ
３０ ３３．１８±１．０１Ａａ ５７．２６±０．８９Ａａ ５６．６９±０．９６Ａａ ２．６７０±０．０６６Ａａ ５．０３３±０．１９３ＢＣｂｃ
６０ ３３．８０±１．０１Ａａ ５８．２５±０．８９Ａａ ５７．３７±０．９６Ａａ ２．５５０±０．０６６Ａａ ４．８５８±０．１９３Ｃｃ

　　注：同列数据后不同大、小写字母分别表示在０．０１、０．０５水平上差异显著。

　　由表９可知，在不同原精密度不同时间节点下精子 ＢＣＦ
检测结果总体呈现下降趋势，Ｄ２和 Ｄ４组中各时间节点水平
间差异不显著（Ｐ＞０．０５），采精后６０ｍｉｎ时与采精时相比降
幅分别为 ９．５３％、１３．３８％，Ｄ１和 Ｄ３组的下降幅度分别为
２８．７２％、２０．８９％，与０ｍｉｎ间的差异均达到极显著水平（Ｐ＜

０．０１）。

３　讨论

本试验采用ＣＡＳＡ系统检测猪精子运动参数，该系统在
人类精液检测中已被广泛使用，相对于常规精液分析而言，具
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表９　不同原精密度不同时间节点下精子ＢＣＦ检测结果

密度组别
精液采集后不同时间的ＢＣＦ检测结果（Ｈｚ）

０ｍｉｎ １０ｍｉｎ ２０ｍｉｎ ３０ｍｉｎ ６０ｍｉｎ
Ｄ１ ７．２２９±０．４６８Ａａ ６．２０１±０．４６８ＡＢａｂ ５．５６５±０．４６８ＡＢｂ ４．８９６±０．４６８Ｂｂ ５．１５３±０．４６８Ｂｂ
Ｄ２ ５．７３９±０．３７８Ａａ ５．５８９±０．３７８Ａａ ５．５１５±０．３７８Ａａ ５．１５１±０．３７８Ａａ ５．１９２±０．３７８Ａａ
Ｄ３ ５．３０９±０．２４１Ａａ ５．０１９±０．２２３ＡＢａ ４．７８１±０．２４１ＡＢＣａｂ ４．７７４±０．２２３ＡＢＣａｂ ４．２００±０．２２３ＢＣｂ
Ｄ４ ５．９４９±０．２９６Ａａ ５．１３３±０．２９６Ａａ ５．４９７±０．２９６Ａａ ５．８６２±０．２９６Ａａ ５．１５３±０．２９６Ａａ

有客观性强、准确性高、重复性好等优点，适合用于临床精液

标本的检测［４－５］，一般３０ｓ内就能完成１个样本的检测。
精液标本从采集到分析的时间间隔是影响精液检测结果

准确性的重要因素，也是检测前质量控制的重要环节［６］。在

人类精液检测上，为确保检验结果的准确性，提供更有价值的

参考数据给临床，让各实验室之间的检验结果更具可比性，精

液标本从采集到分析的时间间隔应严格控制［７－９］，推荐的时

间间隔为３０ｍｉｎ。根据ＧＢ／Ｔ２５１７２—２０１０《猪常温精液生产
与保存技术规范》中的规定，精液采集后应尽快稀释，放置时

间不超过１５ｍｉｎ。
　　关于检测时间对精液品质影响的报道，张将等研究认为，
精子浓度和圆细胞浓度在精液液化后 １５、３０、４５、６０、９０、
１２０ｍｉｎ较稳定，精子活力及活动率在 ３０ｍｉｎ内也较稳定，
３０ｍｉｎ后精子活力显著下降，４５ｍｉｎ后精子活动力也显著下
降，精子活力及精子活动率均与检测时间呈负相关［６］；邵永

等研究表明，３０、６０、９０ｍｉｎ检测的精子活力及活动率均分别
显著低于２０ｍｉｎ时检测的活力及活动率［１０］；潘锋等研究显

示，１５、３０、６０ｍｉｎ内精子活力及活动率显著下降［１１］；蒲江波

等研究认为，人类精子最佳检测时间为完全液化后的１ｈ，随
着时间的延长，精子的ＰＲ和 ＰＲ＋ＮＰ均明显下降，下降的主
要原因是精子能源供给不足［１２］，精子活力下降不是呈直线式

而是波浪式［１２－１４］。陈碧等研究了取精后至冷冻前的间隔时

间对精子冷冻复苏效果的影响，结果表明精液取出１５、３０ｍｉｎ
后进行冻存的精子复苏率显著高于６０ｍｉｎ的［１５］。

本研究结果显示，精子活力和精子活动率大体上均表现

为随时间延长而降低的趋势，在 ２０ｍｉｎ时均极显著低于
０ｍｉｎ的检测水平，６０ｍｉｎ时两者的检测水平降幅分别达
２９９１％、１６．４８％。在不同密度级别下，６０ｍｉｎ后精子活力检
测结果降幅不一，Ｄ１组中达 ４５．４５％，Ｄ４组中仅为７．６６％，
６０ｍｉｎ后精子活动率检测结果降幅亦不一，Ｄ１ 组中达
２６．０５％，Ｄ４组中为１．２０％。结果表明，密度大的精液缓冲能
力强，精子活力降幅小，密度小的精液缓冲能力弱，精子活力

降幅大。

ＶＣＬ、ＶＳＬ和ＶＡＰ是以精子头部为参照物，测定其单位
时间内精子头部移动距离或相对位移，可以反映精子的运动

能力，ＬＩＮ、ＳＴＲ、ＷＯＢ、ＡＬＨ、ＢＣＦ等指标可以用来反映精子运
动方式，所以认为精液在体外放置时间延长不仅降低精子的

运动能力，又可以影响其运动方式［１０］。

邵永等研究了精液留取后不同时间对精子运动参数的影

响，结果显示，ＢＣＦ在３０ｍｉｎ时显著高于２０ｍｉｎ时，９０ｍｉｎ时
ＶＣＬ显著低于 ２０、３０ｍｉｎ时，３０、６０、９０ｍｉｎ时的 ＳＴＲ与
２０ｍｉｎ时相比显著降低，９０ｍｉｎ时的 ＶＡＰ、ＶＳＬ分别显著低
于２０ｍｉｎ时的［１０］。

本研究中，ＶＣＬ、ＶＳＬ和 ＶＡＰ等精子运动速度指标整体

均呈现随精液离体时间延长而下降现象；在 ＶＣＬ方面，精液
采集时（０ｍｉｎ）的 ＶＣＬ水平极显著高于２０、３０、６０ｍｉｎ时，在
ＶＳＬ方面，０ｍｉｎ的ＶＳＬ水平显著高于２０ｍｉｎ时，极显著高于
精液采集后３０、６０ｍｉｎ时，在ＶＡＰ方面，０ｍｉｎ时的ＶＡＰ水平
显著高于２０、３０ｍｉｎ时，极显著高于６０ｍｉｎ时。在ＬＩＮ、ＳＴＲ、
ＷＯＢ、ＡＬＨ和ＢＣＦ中，ＬＩＮ、ＳＴＲ和 ＷＯＢ变化较平缓，上下波
动幅度较小，在ＡＬＨ中，各时间节点表现出下降的趋势，但不
明显，差异不显著（Ｐ＞０．０５），在ＢＣＦ中，０ｍｉｎ时检测水平最
高，为（６．０５９±０．１９７）Ｈｚ，之后呈现明显下降趋势，至６０ｍｉｎ
时下降１．２０１Ｈｚ，降幅为１９．８２％，差异极显著（Ｐ＜０．０１），
０ｍｉｎ时与２０、３０ｍｉｎ时比较，差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

随着时间的延长，精子细胞脱水，ｐＨ值发生改变，渗透压
的变化及温度的变化均会造成精子活力、活动率、运动参数等

降低，尤其是精浆果糖浓度的降低、丝氨酸蛋白酶活性的改变

以及精子ＤＮＡ的损伤等可能因素的影响，是造成精子活力、
活动率和运动参数改变的重要因素［１３－１５］。

４　结论

　　本试验中，精子活力（ＰＲ）、精子活动率（ＰＲ＋ＮＰ）、ＶＣＬ、
ＶＳＬ和ＶＡＰ等精子运动速度指标均表现为随时间延长而降低
的趋势，密度大的精液缓冲能力强，精子活力和运动参数降幅

小，密度小的精液缓冲能力弱，精子活力和运动参数降幅大，精

液品质检查和精液稀释等工作最好在采精后１０ｍｉｎ内完成。
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分别为１０－４．８３／０．１ｍＬ和１０－５．５０／０．１ｍＬ，这为后续测定重组犬干扰素活性试验提供了材料。
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　　犬细小病毒（ＣＰＶ）感染是以呕吐和腹泻并伴有胃肠道出
血等为主要病征的急性传染性疾病，加拿大、美国和澳大利亚

同年报道从患肠炎的病犬粪便中分离到 ＣＰＶ，该病很快在全
世界范围内传播。各年龄段犬均可发病，以６月龄以下幼犬
发病和死亡较多［１］。作为细小病毒中最易变异的病毒［２］，

１９８０年报道，１９７８—２０００年从最初的 ＣＰＶ－２型演变出现了
ＣＰＶ－２ａ，与ＣＰＶ－２相比潜伏期更短、肠炎症状更严重、粪便
中病毒含量低；１９８４年报道了 ＣＰＶ－２ｂ，２０００年报道了
ＣＰＶ－２ｃ，２０１０年在国内首次被鉴定，致病性更强，３种抗原
变异株。近 １０年来，世界各地出现了 ＮｅｗＣＰＶ－２ａ、Ｎｅｗ
ＣＰＶ－２ｂ和ＮｅｗＣＰＶ－２ｃ优势抗原变异株，其中 ＮｅｗＣＰＶ－
２ａ／ｂ主要在中国、韩国和日本等亚洲国家流行。ＮｅｗＣＰＶ－
２ａ／ｂ与ＣＰＶ－２ａ／ｂ区别在于 ＶＰ２蛋白上２９７位氨基酸发生
了突变，改变了与宿主细胞受体的亲和力［３－４］。ＣＰＶ－２的变

异主要是通过ＶＰ２基因定向漂移产生新抗原变异株［５］，只是

在ＶＰ２蛋白上５～８个关键氨基酸位点发生了变化，但却导
致抗原性、致病性和宿主谱发生改变［６］。ＣＰＶ－２是一种无
囊膜、单股负链的易变异 ＤＮＡ病毒，基因组约为５２００个核
苷酸，编码的结构蛋白包括 ＶＰ１和 ＶＰ２，其中 ＶＰ２是病毒结
构蛋白，含有 ＣＰＶ的主要抗原决定簇，约占病毒衣壳蛋白
９０％的比重。ＶＰ２蛋白在决定病毒的宿主范围、结合及进入
细胞过程中均起到了重要作用［７－８］。由于 ＣＰＶ－２的复制和
组装须要借助宿主细胞中的多种ＤＮＡ复制酶，因此只能在分
裂间期细胞中复制，所以采用同步接毒法来分离病毒［９］。本

试验采用同步接毒法利用 Ｆ８１和 ＭＤＣＫ细胞分离到 １株
ＣＰＶ，该病毒属于ＣＰＶ－２ａ亚型，为了满足后续测定重组犬干
扰素活性试验的需要，测定了该分离株的病毒滴度。

１　材料与方法

１．１　疑似犬细小病毒病病料的采集
江苏省泰州某宠物医院收治了３例疑患犬细小病毒病的

病犬，病犬均出现典型的腹泻症状、呕吐、消瘦、鼻镜干燥等临

床症状，采集病犬的新鲜粪便，先按照韩国安捷公司生产的

ＣＰＶ胶体金快速诊断试纸说明书进行检测，后采集检测为阳
性犬的新鲜粪便，将其置于含 ３％胎牛血清、１０％双抗的
ＲＰＭＩ－１６４０，于－８０℃下备用。
１．２　细胞、常用试剂

Ｆ８１和ＭＤＣＫ购自武汉博士德生物工程有限公司；胎牛
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