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  动物的性别控制是指通过人为作用使雌性动物

按照人们的意愿繁殖出所需性别后代的一门生物技

术,该技术具有巨大的利用价值。在人类领域,性别

控制最重要的意义在于帮助具有性连锁遗传病的患

者选择后代性别,避免遗传病的发生[1];在畜牧生产

中,动物的许多重要经济性状都与性别密切相关,通
过控制后代的性别,可充分发挥受性别限制的生产

性状(如泌乳)和受性别影响的生产性状(如生长速

度、肉质等)的优势,使肉用家畜多产公畜、乳用家畜

多产母畜,满足畜牧生产需要,获得最大的经济效

益[2]。同时,优质种公畜精子的分离,不但能够提高

家畜繁殖效率,也能够减少家畜性连锁遗传病的传

播。另外,在品种繁育方面,精子分离技术可为育种

工作者节省育种时间、精力和费用,从而加大选择强

度、加快遗传进展、提高育种效率;在生态保护方面,
还可挽救濒临灭绝的珍稀物种,对珍稀动物的繁殖、
保种及遗传科学的发展有促进作用[3]。

近年来,全国各级公安机关认真贯彻警犬作为

技术装备配发的工作思路,随着工作犬在公安事业

中的普及和各地公安部门用犬意识的提高,其作用

日趋突出。在自然繁殖过程中,公犬与母犬的性别

比例大约为1∶1,而在警犬实际使用过程中,由于

性别差异,公、母犬在警用性能方面却各有特点[4]。
事实证明,公犬凶猛性普遍高于母犬,精力较母犬充

沛,体格也大于母犬;而母犬在气味作业过程中嗅认

仔细程度好于公犬,但性成熟后,母犬平均每年发情

2次,在发情期间其警用性能普遍下降;此外,公犬

比母犬更受带犬民警的欢迎。因此,根据工作犬的

专业方向和公安部门对工作犬性别的要求,将性别

控制技术用于警犬繁育工作中,可使工作犬繁育工

作者根据实际需要(如训练、保种等)选择工作犬的

性别,以提高工作犬繁育的工作效率和工作犬的实

战作用,同时加快工作犬品种改良的步伐。
自1925年Lush[5]首次尝试分离兔子精子以

来,许多科学工作者对分离精子的研究作了不懈努

力,依据精子的大小、形态、密度、活力、表面电荷、免
疫原性等特性研究出了各种分离精子的方法。在实

现性别控制的众多途径中,含X染色体的精子(以
下简称“X精子”)和含Y染色体的精子(以下简称

“Y精子”)的分离是性别控制最根本的技术手段,也
是目前国际上最先进、最经济的性别控制繁育技术。
为实现高水平性别控制,高效、快速的X精子与Y精

子分离成为研究的焦点,以X精子和Y精子的DNA
含量差别为基础的流式细胞仪精子分离技术是目前

最科学、最可靠、最有效的哺乳动物性别控制方法。

1 流式细胞仪分离精子的原理

流式细胞仪分离哺乳动物X精子和Y精子的

性别控制技术,是根据哺乳动物X精子的DNA含

量比Y精子多的原理,利用特异性荧光染料 Ho-
echst33342将精子的DNA染色,然后通过流式细

胞仪识别并将X精子和Y精子分离开,并通过人工

授精、体外受精等技术,按人们的意愿使雌性动物繁

殖出所需性别后代的一种繁殖新技术。

1.1 X精子和Y精子的DNA含量差异

在哺乳动物中,决定动物性别的关键是其所携

带的性染色体,雄性动物生殖细胞经过减数分裂形

成单倍体的配子后,X精子携带X染色体,与卵子

受精后产生雌性后代;Y精子携带Y染色体,与卵
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子受精后产生雄性后代。通常X染色体较Y染色

体大,X精子的DNA含量也比Y精子多。目前,许
多动物的X精子和 Y精子DNA含量的差别已经

通过流式细胞仪得到精确测定[6-8]。
一般情况下,动物的X精子和Y精子DNA含

量差异大于3.5%时,通过流式细胞仪就能较好地

分辨和分离[3]。犬的X精子和Y精子DNA含量的

差异为3.9%[8],这就为通过分离精子进行性别控

制在犬上的研究和应用奠定了理论基础。

1.2 分离原理

该技术是以生物化学、光电学、流体力学为理论

依据,应用电子计算机根据X精子和Y精子性染色

体DNA含量的微小差异,通过X精子和Y精子分

离仪光电信号的互相转变,使所有活力正常的X精

子和Y精子得到有效分离,而活力差、畸形、死亡的

精子在分离过程中都被剔除。
精子经 Hoechest33342染色后,通过流式细胞

仪时在细微进样管液流中排成单列,高速射出喷嘴

后逐 个 与 激 光 交 截。精 子 上 的 荧 光 染 料 Ho-
echst33342被氩离子紫外激光(约350nm)激发,产
生蓝色激发光(约460nm)。由于X精子所含DNA
比Y精子多,其结合上的荧光染料 Hoechest33342
就相对较多,所激发出的荧光就比Y精子更强。荧

光信号通过光电倍增管探测并转变成电信号,传递

给流式细胞仪的信息处理芯片,信息处理芯片迅速

根据荧光强度的差别分辨出哪个是X精子、哪个是

Y精子。同时,由于喷嘴产生高频率震动,高速喷射

出的液流也就形成了一滴滴包含有单个X精子或

Y精子的微小液滴,被分辨出的X精子或Y精子分

别充上正电荷或负电荷后,在高压电场的作用下,分
别落入不同的收集容器中,X精子和Y精子得以分

离[9-10],如图1所示。

2 流式细胞仪精子分离技术的研究

进展

  Johnson等[11]于1987年首次将荧光染料 Ho-
echst33342应用于精子染色和分离。随后Johnson
等[12]将分离之后的精子显微注射到仓鼠卵母细胞

后,发现该受精卵可发育成雄原核,证明了分离之后

的精子仍然具有受精能力。Hoechst33342是一种

相对安全的活细胞荧光染料,该染料能穿透活细胞

的脂质膜,以非嵌入方式特异地结合到DNA双链

图1 流式细胞仪分离精子过程示意图

(Cytomation公司SXMoFlo®流式细胞仪)

小沟的腺嘌呤(A)和胸腺嘧啶(T)密集区域,即主要

通过氢键、范德华力和电场相互作用力与DNA结

合。精子上结合的 Hoechst33342在激光的照射

下,能定量地激发出荧光。该染料的特殊性在于不

仅能渗透进入活精子,而且在适当浓度时对精子活

力、受精后的胚胎和动物后代的发育都不会造成显

著影响[13-15]。Hoechst33342的应用大大促进了哺

乳动物活精子的分离研究。1989年Johnson等[16]

成功进行了兔子活精子的分离实验,并通过手术法

人工授精,首次得到了通过流式细胞仪分离精子的

兔子后代,雄性准确率为81%,雌性准确率为94%,
所有兔子在形态以及生育能力方面都没有因为精子

分离过程而受到显著影响。这一研究成果在性别控

制研究历史上具有里程碑的意义,第一次系统地向

人们展示了一种科学、准确、高效的精子分离技术。
之后,活精子分离技术在其它哺乳动物中全面

展开。Seidl等[17]用流式细胞分离法分离奶牛精

子,用分离到的X精子输精后所产犊牛的性别准确

率为83%,而 Y精子为90%。Liu等[18]利用流式

细胞分离法获得国内首批性别控制的仔猪,仔猪性

别与预测的准确率达100%。
近年来,在流式细胞仪设备本身和其分离技术

的改进优化方面都取得了很大进展,尤其是在精子

定向技术的改进和分离速度的提高方面。除此之

外,分离后精液的保存以及冷冻技术在不断进步,而
且与之相关的人工授精技术、体外受精技术也在不

断完善。自2000年英国Cogent公司首先利用流式

细胞仪进行牛精子分离产业化应用以来,目前已有

包括美国、中国、加拿大、墨西哥、阿根廷等国家相继
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进入精子分离产业化应用行列[19-20],采用流式细胞

仪分离猪、牛等动物的精子在国内外基本上都进入

了商品化生产阶段。

3 流式细胞仪精子分离技术在工作犬
繁育中的应用展望

  目前,虽然在国内外诸如猪、牛等动物的性别控

制精液都已进入商业化应用,但在犬性别控制的研

究领域,至今尚未见到关于利用流式细胞仪分离精

子生产培育犬的文献资料报道。究其原因,主要可

能有:一是在实际生活和畜牧生产中,对犬实行性别

控制的意义不大,只有在警犬的繁育中才显得重要;
二是性别控制技术一直与其他辅助生殖技术一起被

联合使用,而由于犬特殊的生理生殖特性,关于犬精

子分离后的应用研究(如人工授精实验、体外受精和

胚胎移植研究、单精子胞质内注射等动物繁殖新技

术的研究)还不够完善,许多关键的技术性难题亟待

解决。
犬的 X 精 子 和 Y 精 子 DNA 含 量 差 异 为

3.9%,这是利用流式细胞仪分离精子实现性别控制

最重要的理论基础。在此基础之上,本研究组已开

展许多相关的前期工作,证实了利用流式细胞仪分

离犬X精子和Y精子的可行性。除此之外,本研究

组已在犬人工授精技术上取得突破性进展,并自行研

发设计组装了“犬用内窥镜输精枪人工授精系统”,该
系统的最大优势在于其不用通过外科手术就能将精

液直接准确地输入到母犬子宫内,大大提高了精液的

利用率和母犬的受孕率[21]。因此,利用流式细胞仪

精子分离技术来实现工作犬繁育中的性别控制的前

景十分乐观,可更好地为公安工作服务。
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