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　　摘要：为分析ＭｙＤ８８在绵羊肺炎支原体（ＭＯ）感染肺泡上皮细胞中的分子机制。用不同浓度的抑制剂ＳＴ２８２５与
细胞孵育２４ｈ，用ＭＴＴ法检测细胞活性；ＭＯ感染细胞后，于４、８、１２、２４ｈ收集细胞，利用实时定量 ＰＣＲ检测 ＭｙＤ８８
ｍＲＮＡ的表达水平。采用不同浓度的ＭｙＤ８８抑制剂ＳＴ２８２５与细胞孵育１ｈ，然后用ＭＯ感染细胞，于２４ｈ收集细胞，
利用实时定量ＰＣＲ检测白细胞介素 －８（ＩＬ－８）和肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ－α）ｍＲＮＡ的表达水平，用试剂盒检测
ｃａｓｐａｓｅ－３活性、ｃａｓｐａｓｅ－８活性、Ｈ２Ｏ２浓度、ＮＯ浓度和 ＬＤＨ浓度变化。结果显示，ＭＯ于４、８、１２、２４ｈ显著提高细

胞ＭｙＤ８８ｍＲＮＡ表达水平；ＭＯ显著提高细胞ＩＬ－８ｍＲＮＡ水平、ＴＮＦ－αｍＲＮＡ水平、ｃａｓｐａｓｅ－３活性、ｃａｓｐａｓｅ－８活
性、Ｈ２Ｏ２浓度、ＮＯ浓度和ＬＤＨ浓度（Ｐ＜０．０１），而ＳＴ２８２５（浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ和２０μｍｏｌ／Ｌ）能够显著降低 ＭＯ介导

的以上指标（Ｐ＜０．０５），表明ＭｙＤ８８在ＭＯ感染肺泡上皮细胞过程中发挥重要作用。
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　　山羊传染性胸膜肺炎是山羊的一种急性或慢性呼吸道传
染病，主要症状为纤维素性胸膜肺炎，此病可感染各种年龄的

公母羊群，有很高的发病率和死亡率，被世界动物卫生组织列

入通报疫病名录，我国将此病列为二类传染病［ｌ－４］。此病的

临床特征为：高热、卡他性鼻液、眼结膜炎、纤维素性胸膜炎、

母羊流产、消瘦等等。该病在世界范围内普遍流行，严重危害

养羊业发展，给养羊业带来巨大的经济损失。山羊传染性胸

膜肺炎在我国流行时间较长，最早在甘肃发现有此病发生，随

后，在多个省份报道此病发生，例如在内蒙古、四川、云南、江

苏等地［５］。在贵州的流行情况，２００１年首次获得丝状支原体
山羊亚种分离株［６］，２０１１年首次获得绵羊肺炎支原体分离
株［７］。贵州白山羊的原产地和主产区位于铜仁市沿河县，在

山羊疾病中传染性胸膜肺炎发病率和死亡率高，年龄在２岁
内的山羊较易感染，发病率为３７．７％，病死率为３６．４％［８］。

此病已严重危害贵州养羊业的健康发展。

ＴＬＲｓ是一类天然免疫受体，是高度保守的 Ｉ型跨膜蛋
白，为模式识别受体，是关键的天然免疫分子［９］，主要在免疫

细胞和上皮细胞上表达。它通过识别病原微生物的保守结构

发挥着重要作用，激活天然免疫细胞，导致一系列的机体炎症

反应，在机体抵御病原微生物侵袭上发挥重要作用。ＴＬＲ样
受体信号通路介导多种生物学效应，如诱导炎症因子释放，诱

导杀菌活性，促凋亡与抗凋亡作用等。ＭｙＤ８８是ＴＬＲ信号通
路中的关键接头蛋白，在传递上游信息和感染疾病发生中至

关重要。ＭｙＤ８８与心血管疾病、炎症性肠病、肿瘤等疾病密
切相关。

目前，由于ＭＯ对山羊肺泡上皮细胞的作用机制尚不是
很清楚，本试验以探讨ＭｙＤ８８在ＭＯ感染山羊肺泡上皮细胞
中作用机制为目的，发现ＭｙＤ８８在ＭＯ对山羊肺泡上皮细胞
损伤中发挥重要作用，该研究为 ＭＯ的致病机制研究提供理
论基础和参考意见。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　支原体与细胞　绵羊肺炎支原体与山羊肺泡上皮细
胞于２０１５年１０月在铜仁市沿河县康源白山羊生态养殖农民
专业合作社采集，然后将其保存于梵净山特色动植物资源重

点实验室。

１．１．２　试剂　胎牛血清和 ＤＭＥＭ细胞培养液，购自 ＧＩＢＣＯ
公司；酵母提取物、蛋白胨，购自上海生工公司；ＴｒｉｔｏｎＸ－１００
细胞裂解液、ＭＴＴ试剂盒和ＤＭＳＯ，购自北京索莱宝科技有限
公司；ｃａｓｐａｓｅ－３活性检测试剂盒和 ＳＴ２８２５抑制剂，购自
Ａｐｅｘｂｉｏ公司；ＬＤＨ试剂盒，购自南京建成生物工程研宄所；
ＳＹＢＲ染料，购于罗氏公司。
１．２　方法
１．２．１　ＭＴＴ实验　收集对数期的山羊肺泡上皮细胞，用
０．２５％ 胰蛋白酶消化细胞，用含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培
养液配成单个细胞悬液，以每孔１０３～１０４个细胞接种于９６
孔培养板中，每孔总体积为２００μＬ，边缘孔用无菌的 ＰＢＳ填
充。弃去上清，每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ溶液，置摇床上低速
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振荡１０ｍｉｎ，使结晶充分溶解，在酶联免疫检测仪４９０ｎｍ处
测量各孔的吸光度，具体操作见说明书。

１．２．２　细胞处理　（１）ＭｙＤ８８ｍＲＮＡ检测组：将细胞传代于
六孔板中培养，当单层细胞生长至８０％覆盖度时，更换无双
抗的细胞培养液，支原体 ∶细胞按１０∶１的比例感染细胞，在
５％ ＣＯ２、３７℃环境中孵育。于４、８、１２、２４ｈ４个时间点收集
细胞；（２）ＴＮＦ－αｍＲＮＡ、ＩＬ－８ｍＲＮＡ、Ｃａｓｐａｓｅ－３活性、
Ｃａｓｐａｓｅ－８活性、Ｈ２Ｏ２浓度、ＮＯ浓度及ＬＤＨ浓度检测组：将
细胞传代于六孔板中培养，当单层细胞生长至 ８０％覆盖度
时，更换无双抗的细胞培养液，将抑制剂不同浓度的 ＳＴ２８２５
与细胞提前孵育１ｈ，然后，支原体 ∶细胞按 １０∶１的比例感
染细胞，在５％ ＣＯ２、３７℃环境中孵育，于２４ｈ收集细胞。
１．２．３　实时定量 ＰＣＲ检测 ＭｙＤ８８、ＴＮＦ－α、ＩＬ－８ｍＲＮＡ　
ＭｙＤ８８ｍＲＮＡ实时定量 ＰＣＲ检测细胞样品包括 ４、８、１２、
２４ｈ４个时间点支原体感染组细胞及ＰＢＳ对照组细胞。

ＴＮＦ－α、ＩＬ－８ｍＲＮＡ实时定量ＰＣＲ检测细胞样品包括
２４ｈ一个时间点支原体感染组细胞、支原体－抑制剂 ＳＴ２８２５
（５μｍｏｌ／Ｌ）组细胞、支原体 －抑制剂 ＳＴ２８２５（１０μｍｏｌ／Ｌ）组
细胞、支原体－抑制剂 ＳＴ２８２５（２０μｍｏｌ／Ｌ）组细胞及 ＰＢＳ对
照组细胞。

从ＮＣＢＩ网站 ＧｅｎＢａｎｋ查找 ＭｙＤ８８、ＴＮＦ－α、ＩＬ－８和
β－ａｃｔｉｎ公布的基因序列，采用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计对特异性
引物（表１），引物由上海生工生物技术有限公司合成。

表１　目的基因扩增引物序列

引物名称 引物序列（５′→３′）
ＭｙＤ８８－Ｆ ＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＴＧＴＣＴＣＴＧＡＣ
ＭｙＤ８８－Ｒ ＧＧＡＡＣＴＣＴＴＴＣＴＴＣＡＴＴＧＧＣＴＴＧ
ＴＮＦ－α－Ｆ ＧＣＣＡＡＣＴＣＣＣＴＣＴＧＴＴＴＡＴＧＴ
ＴＮＦ－α－Ｒ ＧＧＡＣＡＣＣＴＴＧＡＣＣＴＣＣＴＧＡＡＴ
ＩＬ－８－Ｆ ＧＣＴＧＧＣＴＧＴＴＧＣＴＣＴＣＴＴ
ＩＬ－８－Ｒ ＧＴＧＧＡＡＡＧＧＴＧＴＧＧＡＡＴＧＴ
β－ａｃｔｉｎ－Ｆ ＧＣＴＣＴＣＴＴＣＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴ
β－ａｃｔｉｎ－Ｒ ＡＧＧＴＣＴＴＴＧＣＧＧＡＴＧＴＣＧ

　　用Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取细胞总ＲＮＡ，反转录合成ｃＤＮＡ。内
参β－ａｃｔｉｎ为对照，在罗氏 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０荧光定量 ＰＣＲ仪
上进行相对定量的 ＰＣＲ反应，反应体系为：２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，ｃＤＮＡ模板２μＬ，上、下游引物各１μＬ，双
蒸水６μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃ ５ｍｉｎ预变性；９５℃ １５ｓ，
６０℃ （ＭｙＤ８８、ＩＬ－８）或 ６１℃（ＴＮＦ－α、β－ａｃｔｉｎ）３０ｓ，
７２℃３０ｓ，４０个循环。每组细胞每个时间点的细胞做３个重
复，样本基因ＭｙＤ８８、ＴＮＦ－α、ＩＬ－８的表达强度用其对应的
β－ａｃｔｉｎ的量进行校正，即 ΔＣｔ＝Ｃｔ（ＭｙＤ８８、ＴＮＦ－α、
ＩＬ－８）－ＣＴ（β－ａｃｔｉｎ），相对表达量用２

－ΔΔＣＴ法对试验数据进

行分析。

１．２．４　Ｃａｓｐａｓｅ－３与Ｃａｓｐａｓｅ－８活性检测　取细胞上清液，
４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ８ｍｉｎ，按照试剂盒说明书检测
Ｃａｓｐａｓｅ－３和Ｃａｓｐａｓｅ－８活性。
１．２．５　Ｈ２Ｏ２浓度的测定　把 Ｈ２Ｏ２检测试剂在冰上融解，
在检测孔加入 ５０μＬ样品或标准品。在每个孔内加入
１００μＬＨ２Ｏ２检测试剂。轻轻振荡混匀，室温放置３０ｍｉｎ，然
后立即测定Ｄ５６０ｎｍ。计算出样品中Ｈ２Ｏ２的浓度，具体操作按

照试剂盒说明书进行。

１．２．６　ＮＯ浓度的测定　取细胞上清液，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心７ｍｉｎ，按照说明书检测ＮＯ浓度。
１．２．７　ＬＤＨ实验　取５０μＬ细胞上清液测 ＬＤＨ的 Ｄ４５０ｎｍ，
按照说明书进行操作。

１．２．８　统计学分析　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，数
据用均数±标准差（ｘ±ｓ）描述，多组样本间均数用方差分析，
２组间比较采用２个样本均数的ｔ参数检验或ｑ检验。

２　结果与分析

２．１　抑制剂ＳＴ２８２５对肺泡上皮细胞活性的影响
　　不同浓度（０、５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）抑制剂 ＳＴ２８２５与细胞作
用２４ｈ后，收集细胞，利用 ＭＴＴ方法检测细胞活性，结果表
明，当抑制剂 ＳＴ２８２５浓度为５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ不影响细胞活
性（图１），可进行后续研究。

２．２　对不同时间下ＭＯ感染肺泡上皮细胞的分析
ＭＯ感染肺泡上皮细胞（ＭＯＩ为 １０）后，提取细胞的总

ＲＮＡ，用实时定量 ＰＣＲ检测 ＭｙＤ８８的 ｍＲＮＡ水平。感染时
间为４、８、１２、２４ｈ，结果发现，在所观察的时间点可以显著提
高ＭｙＤ８８ｍＲＮＡ表达水平（图２）。

２．３　抑制剂ＳＴ２８２５对ＭＯ介导的Ｈ２Ｏ２分泌影响
将不同浓度的ＳＴ２８２５与细胞提前孵育１ｈ，用 ＭＯ感染

细胞，在２４ｈ检测胞内ＭＯ对细胞引起的损伤情况，结果（图
３）显示，ＭＯ可显著提高 Ｈ２Ｏ２分泌（Ｐ＜０．０１），抑制剂
ＳＴ２８２５在 １０μｍｏｌ／Ｌ和２０μｍｏｌ／Ｌ浓度下可以显著降低ＭＯ
介导的Ｈ２Ｏ２分泌（Ｐ＜０．０５），表明 ＳＴ２８２５可以降低 ＭＯ引
起的细胞损伤。
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２．４　ＳＴ２８２５对ＭＯ介导的ｃａｓｐａｓｅ－３和 ｃａｓｐａｓｅ－８活性的
影响

进一步检测 ＳＴ２８２５对 ＭＯ介导的 ｃａｓｐａｓｅ－３和
ｃａｓｐａｓｅ－８活性的影响，将不同浓度ＳＴ２８２５与细胞提前孵育
１ｈ，再用ＭＯ感染细胞２４ｈ，检测ｃａｓｐａｓｅ－３和ｃａｓｐａｓｅ－８的
活性。结果显示，ＭＯ可极显著提高 ｃａｓｐａｓｅ－３（图４－Ａ）和
ｃａｓｐａｓｅ－８（图４－Ｂ）的活性（Ｐ＜０．０１），而 ＳＴ２８２５在浓度
１０μｍｏｌ／Ｌ和 ２０μｍｏｌ／Ｌ时能够显著降低 ＭＯ介导的
ｃａｓｐａｓｅ－３（图４－Ａ）和 ｃａｓｐａｓｅ－８（图 ４－Ｂ）的活性（Ｐ＜
００５）。

２．５　ＳＴ２８２５对 ＭＯ介导的 ＴＮＦ－α与 ＩＬ－８ｍＲＮＡ表达的
影响

由图５可知，将不同浓度的ＳＴ２８２５与细胞提前孵育１ｈ，

用ＭＯ感染细胞，在 ２４ｈ检测胞内 ＭＯ对细胞 ＴＮＦ－α与
ＩＬ－８ｍＲＮＡ的影响发现，ＭＯ感染细胞组ＴＮＦ－α（图５－Ａ）
与ＩＬ－８（图５－Ｂ）ｍＲＮＡ表达水平极显著高于对照组（Ｐ＜
０．０１），ＳＴ２８２５在１０μｍｏｌ／Ｌ和２０μｍｏｌ／Ｌ浓度下可显著降低
ＭＯ介导的ＴＮＦ－α（图５－Ａ）与ＩＬ－８ｍＲＮＡ（图５－Ｂ）表达
水平（Ｐ＜０．０５），表明ＳＴ２８２５可以降低ＭＯ引起的炎症因子
ＴＮＦ－α与ＩＬ－８ｍＲＮＡ的表达。

２．６　ＳＴ２８２５对ＭＯ介导的ＮＯ的影响
将不同浓度的ＳＴ２８２５与细胞提前孵育１ｈ，然后，用 ＭＯ

感染细胞，在２４ｈ检测胞内 ＭＯ对细胞引起的损伤情况显
示，ＭＯ感染细胞组ＮＯ水平极显著高于对照组（Ｐ＜０．０１），
而抑制剂ＳＴ２８２５在１０μｍｏｌ／Ｌ和２０μｍｏｌ／Ｌ浓度下可以显
著降低ＭＯ介导的ＮＯ分泌（Ｐ＜０．０５），ＮＯ是一个非常关键
的信号分子，在细胞凋亡过程中起重要作用，结果表明抑制剂

ＳＴ２８２５可以降低 ＭＯ引起的凋亡相关基因 ＮＯ的表达
（图６）。　
２．７　ＳＴ２８２５对ＭＯ介导的ＬＤＨ的影响
　　由图７可知，将不同浓度的ＳＴ２８２５与细胞提前孵育１ｈ，
用ＭＯ感染细胞，在２４ｈ检测培养液上清液中ＬＤＨ水平，结果
显示，ＭＯ感染细胞组 ＬＤＨ水平极显著高于对照组（Ｐ＜
０．０１），而抑制剂ＳＴ２８２５在１０μｍｏｌ／Ｌ和２０μｍｏｌ／Ｌ浓度下可
以显著降低ＭＯ介导的ＬＤＨ（Ｐ＜０．０５）。结果表明，ＭＯ可引
起肺上皮细胞崩解，ＳＴ２８２５可以降低ＭＯ引起的细胞崩解度。

３　讨论

ＴＬＲｓ属于一种模式识别受体，可识别病原体的相关分子
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模式，识别的范围很广，主要包括脂质类、碳水化合物和脂蛋

白等结构，是连接非特异性免疫和特异性免疫应答的一个桥

梁［１０］。ＴＬＲ４是ＴＬＲｓ其中的成员，它是通过活化前炎症事件
的一系列信号对病原生物所进行的应答，而脂多糖是 ＴＬＲ４
配体有效的激动剂［１１］。当被感染肺炎支原体后，就会激起宿

主体内的免疫应答［１２］，而天然免疫系统又是宿主抵御病原入

侵的第一道防线，其中ＴＬＲ在其中发挥着主要作用。支原体
可激活宿主细胞Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲ）信号通路，致使细胞释放
大量的ＴＮＦ－α和 ＩＬ－１等因子的释放［１３］。本研究表明，在

抑制剂 ＳＴ２８２５的作用下，可以抑制支原体介导的 ＴＮＦ－α
ｍＲＮＡ表达水平。

ＭｙＤ８８依赖性途径是所有的 ＴＬＲ配体所介导的一个关
键通路，而ＭｙＤ８８非依赖性途径是 ＴＬＲ３和 ＴＬＲ４专有的信
号传导途径的通路。ＭｙＤ８８与ＴＬＲｓ相互作用后，募集 ＩＲＡＫ
家族蛋白。但在外源刺激下由配体激活后，ＩＲＡＫ－４发挥致
ＩＲＡＫ－１磷酸化的激酶作用，磷酸化的 ＩＲＡＫ－１继而与
ＭｙＤ８８作用。此时，ＭｙＤ８８的ＴＩＲ结构域与受体发生结合，Ｎ
端的ＤＤ结构域与ＴＲＡＦ６、ＩＲＡＫ－１和ＩＲＡＫ－４复合体共同
结合至受体上。而ＩＲＡＫ－１和ＴＲＡＦ－６发生磷酸化反应活
化后与ＭｙＤ８８发生解离反应。

ｃａｓｐａｓｅｓ家族存在于绝大多数哺乳类细胞中，其中
ｃａｓｐａｓｅ－３与 ｃａｓｐａｓｅ－８在 ｃａｓｐａｓｅ级联反应中作用至关重
要，是导致细胞凋亡的关键途径和所有凋亡信号传导的共同

通路［１４－１５］。ｃａｓｐａｓｅ－８是细胞凋亡步骤中的起始因子，可以

直接活化下游效应分子ｃａｓｐａｓｅ－３。而 ｃａｓｐａｓｅ－３位于细胞
凋亡级联反应的下游，也是细胞程序性死亡的关键因子［１６］。

本试验结果显示，ＭＯ可显著提高 ｃａｓｐａｓｅ－３的活性，而
ＳＴ２８２５能够显著降低 ｃａｓｐａｓｅ－３的活性，消弱 ＭＯ对
ｃａｓｐａｓｅ－３活性的促进作用。

不同浓度下的ＮＯ存在促进细胞凋亡和抑制细胞凋亡双
重作用。己有研究发现支原体不仅介导宿主发生免疫反应，同

时也可引起单核细胞和巨噬细胞坏死或凋亡发生［１７］。细胞凋

亡是通过级联反应与细胞因子变化致细胞死亡的过程。ＮＯ
作为参与宿主各种生理和病理过程的多功能因子，低浓度的

ＮＯ，可保护细胞免受凋亡，但ＮＯ的分泌过多可导致多种类型
细胞发生凋亡。此外，多种支原体能够通过分泌过量ＮＯ来诱
导细胞凋亡［１８－１９］。而ＮＯ的表达是由低剂量抑制因子一氧化
氮合酶（ＮＯＳ）所控制的［２０］，过量的ＮＯ与超氧阴离子自由基形
成过氧亚硝酸盐，从而活化细胞凋亡的级联反应［２１］。
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６种进口猪精液常温保存稀释粉的效果比较
徐小波１，严　敏２，欧正铨３，任宪路３，师蔚群１

（１．江苏省农业科学院畜牧研究所／江苏省农业种质资源保护与利用平台，江苏南京２１００１４；
２．江苏省沛县农业干部学校，江苏沛县２２１６００；３．徐州惠牧种畜禽有限公司，江苏沛县 ２２１６００）

　　摘要：为了解进口猪精液常温保存稀释粉的实际应用效果，选购市场上常见的６种进口稀释粉进行比较试验。结
果表明：随着常温保存时间的延长，不同稀释粉组间，活力下降速度存在差异，其中 ＤＩＬＴＥＣ和 ＣＸＭ下降最快，
ＰＲＩＭＸＣＥＬＬ组下降最慢。精子有效存活时间差异很大，由长到短的顺序为 ＰＲＩＭＸＣＥＬＬ＞ＡＣＴＩＹＥ＞ＸＩＮＺＵＡＮ＞
ＳｐｅｒｍＰｒｏ＞ＣＸＭ＞ＤＩＬＴＥＣ；总存活时间也是ＰＲＩＭＸＣＥＬＬ最长，达到３８４ｈ以上；保存１２０ｈ顶体完整率存在显著差异，
从高到低顺序为ＰＲＩＭＸＣＥＬＬ＞ＳｐｅｒｍＰｒｏ＞ＸＩＮＺＵＡＮ＞ＡＣＴＩＹＥ＞ＣＸＭ＞ＤＩＬＴＥＣ。说明法国的 ＰＲＩＭＸＣＥＬＬ稀释粉最
好，有效存活时间２４２ｈ，总存活时间３８４４０８ｈ，保存１２０ｈ顶体完整率７９．６％。
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　　１９５６年英国学者Ｐｏｌｇｅ成功地将猪人工授精技术从试验
研究应用于养猪生产实践，但直到２０世纪８０年代这项技术
才真正在养猪生产中广泛应用［１］。我国猪人工授精推广较

晚，且外种猪引进（造成发情鉴定不准确）等原因严重影响了

本项技术的发展。一些养猪发达国家人工授精的普及率在

９０％以上［２－３］，我国猪人工授精的比例在４０％左右，规模猪
场的比例达８５％。虽然猪冷冻精液能实现猪精液的长期保
存，但其技术相对复杂、成本高且受胎率低，所以９９％以上采
用常温保存精液来实施猪人工授精［４］。猪精液的活力保存

是人工授精的重要环节，其中稀释粉的配制是保证精子质量

的关键因素之一。国外稀释粉研究较早，保存效果相对较好，

目前常见的进口稀释粉有丹麦的亚卫、比利时的 ＣＭＸ、美国
的ＶＩＭ、西班牙ＢＩＯ、法国卡苏ＢＴＳ等，进口稀释粉种类多，价
格贵，效果差别较大。为筛选出优秀的进口稀释粉，本研究挑

选出市售常见的６种进口稀释粉进行效果比较，以期为猪人
工授精的推广应用提供参考。

１　材料与方法

１．１　稀释粉
选购市场上常见的６种进口稀释粉（法国 ＰＲＩＭＸＣＥＬＬ、

荷兰ＳｐｅｒｍＰｒｏ、丹麦ＡＣＴＩＹＥ、西班牙ＤＩＬＴＥＣ、比利时ＣＸＭ和
韩国ＸＩＮＺＵＡＮ）进行比较试验。
１．２　公猪精液

试验用精液来源于徐州惠牧种畜禽有限公司１８月龄的
健康大约克种猪，于２０１７年５月共４次采集同一头公猪精液
（公猪号ＨＭ１５３８５），手握法采精，收集中段精子含量高的部
分（丢弃射精开始与结束时精清含量高的部分）精液，每次采
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