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摘要! 为建立条纹锯 精液超低温冷冻保存方法!实验采用计算机辅助精子分析系统"-&*&#

分析了采用 7 种抗冻保护剂"H'S(甘油)$4M*"(二甲基亚砜)$6H(丙二醇)$,H(乙二醇)$

M,L+(甲醇)$4M&(二甲基乙酰胺)#在 4 种浓度"8P$12P$18P$32P!?N?#下对条纹锯

精液的冷冻保存效果% 结果发现!以 +8**为稀释液!采用程序降温仪分步降温冷冻保存条纹

锯 精液!/9 O水浴解冻后的精子中!18P 6H作为抗冻保护剂的精子运动率最高!达到

":/11 @21:#P!与鲜精差异不显著"D?2128#!18P 6H作为抗冻保护剂的精子水浴解冻后

精子的运动速度最高!平均直线速度$平均曲线速度$平均路径速度分别达到了"001/ @21/#

+

:5A$"9713 @218#

+

:5A$"0719 @219#

+

:5A!与鲜精差异不显著"D?2128#% 在不同种类

及不同浓度抗冻保护剂保护下!18P 6H作为抗冻保护剂的精子解冻后 1 :<D 内运动率变化

与鲜精差异不显著"D?2128#% 研究表明!18P 6H为条纹锯 最佳抗冻保护剂!可用于条纹

锯 精液的超低温冷冻保存%

关键词! 条纹锯 & 精子& 超低温保存& 抗冻保护剂& 计算机辅助精子分析系统"-&*&#

中图分类号! *:191455555555555 文献标志码'&

55鱼类精子超低温冷冻保存在保护物种多样性

方面具有广泛的应用前景"鱼类精液的超低温冷冻

保存对于提高鱼类种质)选择培育优质鱼种具有重

要意义!能够有效避免近亲交配"突破地理隔离"扩

大杂交组合范围
*/+

"通过该技术可将一些濒危)名

贵)优良鱼种的精液保存起来"建立鱼类精子原种

库"保护鱼类的种质资源
*4 68+

( 随着海水养殖业的

发展"我国迫切需要建立海洋生物种质资源保护体

系"近几年在海水鱼类精液的冷冻保存方面也取得

了巨大的进展"对一些具有较高经济价值的鱼类"

如 真 鲷 # D0=*-. 7091*$

*7+

) 黑 鲷 # %)0*-.

70/*1/5)306-.$

*9+

) 大 菱 鲆 # %/1)307-.

70;+7-.$

*0+

)牙鲆#D0*06+/3"3(.16+?0/5-.$

*:+

)虹鳟

#2,/1*3(,/3-.7(4+..$

*12+

)半滑舌鳎#'(,1=61..-.

.57+605?+.$

*11+

等进行了一系列的精子超低温冷冻

保存研究"为我国水产养殖业做出了巨大的贡献(

条纹锯 #'5,"*1)*+."+.."*+0"0$属于脊椎动物

门#.GC3GEC;3;$)真骨鱼纲 #4<Q<A</D LG0G/A3G<$)

科#*GCC;D<J;G$)锯 属# '5,"*1)*+."+.$"俗称美洲

黑石斑"主要分布于加拿大东南和美国东岸近海及

墨西哥湾水域"属于广温)广盐)耐低温)耐低氧鱼

类"具有生长快"抗逆性强等优良性状
*1+

( 条纹锯

于 3223 年被成功引入我国并进行了一系列人工

繁育研究"在我国北方"特别是山东)河北)辽宁等

地推广养殖"适应了我国的气候环境"人工驯养取

得了较为理想的效果
*3+

( 条纹锯 属于雌雄同体)

雌性先成熟的鱼类"自然群体中雌鱼比例高于雄鱼

且存在性逆转现象"这种性转变造成雌雄配子发育

不同步"雄鱼少)精液量不足等一系列问题"为条纹

锯 的育种工作带来了很大困难( 本研究在实验

室多年精子冷冻保存研究基础上"通过筛选多种不

同抗冻保护剂与不同浓度下的组合对条纹锯 精
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液超低温冷冻保存的影响"详细分析了解冻后精子

的活力参数"优化了条纹锯 精子冷冻方法"以期

为条纹锯 繁育工作奠定基础(

15材料与方法

)*)+样品采集

实验所用条纹锯 来自山东省莱州市东方海洋

养殖车间"将性腺发育良好的 8 尾雄性亲鱼#平均体

质量 1 082 I$从养殖池中捞出"放置于海绵上"蒸馏

水冲洗生殖孔 /次"纸巾擦净"从后向前轻轻挤压腹

部采集雄鱼的新鲜精液"精液存于干净的离心管中"

离心管放置于冰盒中"采集完后迅速将精液带回实

验室"采用计算机辅助精子分析系统 #2/:F=3GC7

;AA<A3GJ AFGC:;D;0@A<A"-&*&$检测其运动性能"运

动率高于 :8P的样品进行冷冻保存实验(

)*,+实验方法

选取 7 种抗冻保护剂 #H'S*甘油+)4M*"

*二甲基亚砜+)6H*丙二醇+),H*乙二醇+)M,L+

*甲醇+)4M&*二甲基乙酰胺 +$ #4M*"购自

*)HM&公司"其他药品均购自国药集团化学试剂

有限公司$"用 +8**稀释液
*13+

稀释成 4 个不同的

浓度#8P)12P)18P)32P"?N?$作为抗冻液保存

于 4 O冰箱中备用( 将采集的新鲜条纹锯 精液

与冷冻保护液按 1D/ 的比例装入 3 :'的冻存管

中"立即放入程序降温仪中#型号 RC@/7/727119$分

步降温"2 O预冷 8 :<D 后"以 18 O5:<D 的降温速

率从 2 O降至 602 O"停留 8 :<D 后再以 32 O5

:<D 的降温速率降至 6102 O取出"直接投入液氮

中保存( 每一实验组设 / 个平行(

)*.+鲜精与冻精的活力测定

鲜精活力的测定!吸取 1 <3

+

'新鲜精液"用

添加有 8P#?N?$8*&的过滤海水激活"光学显微

镜#型号 %<N/D7S*7122$下检测活力"采用计算机

辅助精子分析系统#-&*&$计算并统计精子的运

动率 #激活后运动精子占所有精子的百分比"

M"L$)平均直线速度#单位时间内精子头部运动

两点间距离".*'$)平均曲线速度#精子运动轨迹

切线上速度".-'$)平均路径速度#单位时间内精

子实际运动距离".&6$及激活后精子运动率#激活

后精子每隔单位时间采集精子运动率$等指标(

冻精活力的测定!将存有精液的冻存管直接

放入 /9 O水浴中解冻 122 <112 A"然后置于室温

#10 <32 O$条件下完全融化"用添加有 8P #?N

?$8*&的过滤海水激活"采用计算机辅助精子分

析系统 # -&*&$ 计 算 并 统 计 精 子 的 运 动 率

#M"L$)平均直线速度 #.*'$)平均曲线速度

#.-'$)平均路径速度#.&6$及激活后精子运动

率等指标(

)*/+数据处理

实验数据分析采用 *6**1912 软件进行单因

素方差#"DG79;@ &%".&$分析"比较实验结果

差异显著性"结果以 :G;D @*4表示( 多重比较

采用 4=D2;D 方法(

35结果

,*)+抗冻剂种类和浓度对精子运动率的影响

采用 4 种不同浓度的 7 种抗冻保护剂对条纹

锯 精子超低温冷冻保存后"H'S)4M*")6H和

,H对条纹锯 精子冷冻保存效果较好"4M&和

M,L+冷冻保存效果较差( 12P 4M*")12P 6H

及 18P 6H组解冻后精子运动率最高"达到 :2P

以上"显著高于其他实验组#D>2128$"与鲜精差

异不显著 # D?2128 $"且与 18P H'S) 18P

4M*")32P 6H)12P ,H)18P ,H组差异也不

显著#D?2128$"其中 18P 6H组精子运动率最

高"达到#:/11 @21:$P#图 1$( 12P H'S)18P

4M*")32P 6H)12P ,H组解冻后精子运动率

显著高于其余各组 #D>2128 $( 8P 4M&)8P

M,L+)32P 4M&及 32P M,L+组解冻后精子

运动率低于 32P"显著低于其他各组#D>2128$(

,*,+抗冻剂种类和浓度对精子运动性能的影响

采用 4 种不同浓度的 7 种抗冻保护剂对条纹

锯 精子超低温冷冻保存后"18P6H组与鲜精平

均直线速度 #.*'$差异不显著 #D?2128$'18P

H'S)12P4M*")12P6H)12P,H及 18P,H组

与 18P6H组差异不显著#D?2128$"且显著高于

其他各组 #D>2128$( 18PH'S)12P4M*"及

12P6H实验组精子平均曲线速度#.-'$与鲜精的

平均曲线速度#.-'$差异不显著#D?2128$'12P

H'S及 18P,H组与 18PH'S)12P4M*" )12P

6H及 8PH'S组差异不显著#D?2128$"且显著

高于其他实验组#D>2128$( 鲜精及冻精平均路

径速度#.&6$方面"18P6H组与鲜精差异不显著

#D?2128$'18PH'S)12P4M*")12P6H)12P

,H及 18P,H组与 18P6H组差异不显著 #D?

2128$"且显著高于其余各组#D>2128$#图 3$(

8191
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图 )+抗冻剂对精子运动率的影响

相同字母表示差异不显著#D?2128$ "不同字母表示差异显著#D>2128$ "下图注释同此

!:F*)+4HH<%AGH%9CGK9GA<%A6@AG@;GA:J:AC GH=K<9;

*;:G0G33GCA<DJ<2;3G;A<ID<B<2;D3J<BBGCGD2G#D?2128 $ " J<BBGCGD30G33GCA<DJ<2;3G;A<ID<B<2;D3J<BBGCGD2G#D>2128 $ "3KGA;:G;A3KG

B/00/W<DI

图 ,+不同抗冻剂不同浓度下精子的运动速率

!:F*,+&:HH<9<@A%9CGK9GA<%A6@A=:@?:HH<9<@A%G@%<@A96A:G@=G@I<JG%:AC GH=K<9;

,*.+不同浓度不同种类的抗冻剂对精子激活后

运动率的影响

H'S组冻精 /9 O水浴解冻后"冻精在 1 :<D

内运动率下降不明显"从激活后第 3 :<D 开始"运

动率急速下降"且在 18P浓度下下降较慢"其次

为 32P浓度下"8P浓度下精子运动率下降最为

剧烈"激活后 / :<D 时冻精的运动率只有刚刚激

活时的 15/#图 /$( 4M*"组冻精 /9 O水浴解

冻后活力呈现逐渐下降的趋势( 冻精运动率在

12P浓度时下降最慢"其次为 8P浓度"32P浓度

下精子运动率下降最为剧烈"激活后 8 :<D 时冻

精的运动率接近 2( 冷冻精子活力下降速度显著

高于鲜精对照组#D>2128$(

6H组冻精 /9 O水浴解冻后活力呈现逐渐下

降的趋势( 冻精活力在 12P)18P浓度下下降较

慢"且在 1 :<D 内与鲜精对照组差异不显著"从第

1 :<D 开始"冻精活力下降速度显著高于鲜精对

照组( 8P和 32P浓度下"精子活力下降较快"激

7191
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活后 8 :<D 时冻精的运动率低于 12P(

,H组冻精 /9 O水浴解冻后"12P和 18P浓

度下冻精在 3 :<D 内活力下降不明显"且在 1 :<D

内与鲜精差异不显著"从激活后第 3 :<D 开始活

力急速下降"激活后 8 :<D 时各浓度下冻精的运

动率低于 32P(

精子解冻后"4M&组和 M,L+组在不同浓

度下的活力显著低于鲜精对照组( 4M&组精子

在 12P和 18P浓度下活力下降较为缓慢"8P和

32P浓度下活力下降相对较快( M,L+组精子在

12P浓度下"精子活力下降最慢"而在 8P和 32P

浓度下精子活力下降较快"1 :<D 后精子运动率

低于 8P(

图 .+不同抗冻剂激活后对精子运动率影响

!:F*.+&:HH<9<@A%9CGK9GA<%A6@A=:@?:HH<9<@A%G@%<@A96A:G@=G@=K<9; ;GA:J:AC

/5讨论

.*)+抗冻剂种类和浓度对精子运动率的影响

渗透性抗冻保护剂主要是通过渗入精子细胞

内部"调节精子细胞渗透压"降低精子的冰点"减少

冰晶损伤的方式起到保护精子的作用
*1/+

( 不同鱼

类的最适抗冻保护剂种类不同
*14+

"常用的抗冻保

护剂主要有甘油#H'S$)二甲基亚砜#4M*"$)二

甲基乙酰胺#4M&$)乙二醇#,H$)丙二醇#6H$)

甲醇#M,L+$等( 其中 4M*"水溶性好)渗透速

度快)毒性低"在冷冻过程中能有效保护大菱鲆)真

鲷)条石鲷#2)65=,0"3-.@0./+0"-.$等精子免受冷冻

9191
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损伤"具有较好的冷冻保存效果( H'S有良好的

吸水性并能自由通过细胞膜"有利于保持细胞水分

和稳定渗透压"但 H'S在水中的加入量会影响冰

晶的结构"加入量越多"液体粘性越强)热传导越

快"针形冰晶越钝
*18 617+

( H'S在白鲑#'1*5=1,-.

/6-)50@1*7+.$)花鲈#&0"51608*0;90)1,+/-.$的精子

冷冻保存中应用效果较好( 6H毒性小"在大西洋

鳕#!0>-.71*3-0$)夏鲆 #D0*06+/3"3(.>5,"0"-.$

等鱼类精子冷冻保存中应用效果较好"在淡水鱼

类精子冷冻保存中应用较广泛的是 M,L+

*19+

(

抗冻保护剂浓度亦是影响精液冷冻保存的一个重

要因素"抗冻保护剂对鱼类精子会产生一定毒

性
*10+

( 有研究表明"抗冻保护剂的浓度越高"对

精子的毒性作用越强( 在栉孔扇贝 #'3607(.

@0**5*+$中"当抗冻剂 4M*"的浓度为 12P<13P

时"精子存活时间不到 3 K"而当浓度为 0P时"精

子存 活 可 超 过 / K

*1:+

( 本 实 验 通 过 对 甘 油

#H'S$)丙二醇 #6H$)二甲基亚砜 #4M*"$)乙

二醇 # ,H$) 甲醇 # M,L+$ 和 二 甲 基 乙 酰 胺

#4M&$ 7 种抗冻剂的筛选发现!H'S)4M*")

6H),H均对条纹锯 精子具有较好的冷冻保存

效果"其中采用 12P4M*")12P6H及 18P6H

解冻后条纹锯 精子运动率较高"解冻后精子运

动率达到 :2P以上"18P6H作为抗冻保护剂冷

冻保存的精子解冻后运动率最高"与鲜精差异不

显著#D?2128$( 从实验结果可以看出"18P6H

作为抗冻保护剂的精子具有最高的运动率( 6H

为一种渗透性的小分子物质"作为抗冻剂"具有渗

透速度快"毒性小等特点"主要通过渗入精子细胞

内部"发生部分水合作用结合水分子"增加抗冻液

的粘性"弱化水的结晶过程"保护精子不受冷冻损

伤( 抗冻保护剂的使用浓度对其渗入细胞的能力

影响不同( 18P6H在条纹锯 精子的冷冻过程

中"既能够有效降低冰点"防止大冰晶的产生"避

免冷冻和解冻过程中细胞死亡"又不会因抗冻保

护剂本身所具有的毒性对精子造成损伤"是一种

较为适宜的浓度(

.*,+抗冻剂种类和浓度对精子运动速度的影响

精子运动速率是评价精子质量的一个重要的

指标"采用计算机辅助精子分析系统 #-&*&$检

测精子质量的方法已广泛应用于受精生物学的研

究中
*32+

"-&*&主要用于分析精子激活后精子平

均直线速度 #.*'$)平均曲线速度 #.-'$)平均

路径速度 #.&6$等指标"能够方便)快捷地统计

分析精子运动状态"评价精子质量
*31+

( 本实验

中"18PH'S)12P4M*")12P6H及 18P6H实

验组精子运动速率显著高于其他实验组 #D>

2128$"其中 18P6H作为抗冻保护剂的冻精解冻

后其各项运动速度与鲜精差异不显著 # D?

2128$( 冻精受精率和孵化率与精子运动速率呈

正相关( 精子的运动主要是由鞭毛系统控制的"

鞭毛含有 &L6酶"提供了精子运动的动力"诱导

精子运动主要与离子浓度)F+和渗透压有关( 条

纹锯 精子冷冻后造成部分鞭毛)线粒体结构受

损"最终导致运动速率的下降"不同浓度和种类的

抗冻剂对精子鞭毛)线粒体结构的保护作用不同

造成了解冻后精子运动速率的差异( 精子在冷冻

保存及复温复活的过程中"不可避免地会造成部

分精子结构的损伤"这其中包括线粒体和鞭毛的

损伤"导致精子功能紊乱( 线粒体和鞭毛在精子

运动过程中起着重要作用"线粒体提供能量"促使

鞭毛摆动( 精子激活后"依靠尾部鞭毛的摆动而

运动( 优良的抗冻保护剂在适宜的浓度下"能够

有效地保护精子线粒体及鞭毛"保证其激活后的

运动性能(

.*.+不同浓度和种类抗冻剂激活时间对精子运

动率的影响

精子激活时间指精子从开始运动到运动停止

的时间( 在此过程中精子运动率呈逐渐下降的趋

势( 鱼类精子的运动时间受线粒体和鞭毛的控

制"不同种鱼类精子激活后运动时间不同"其激活

后运动率的变化也不尽相同( 海水鱼类精子的运

动多呈暴发式"大多是从几十秒钟到几分钟不等"

如大菱鲆精子运动时间为 1 :<D 左右
*0+

"点带石

斑鱼# A)+,5)356-.706080*+/-.$精子海水中激活

后运动时间为 12 :<D 左右
*34+

( 随着运动时间的

延长"精子运动率呈现下降趋势"其结构亦发生一

系 列 变 化" 如 细 须 石 首 鱼 # '"5,1./+05,0

=*0/+6+/+**3-.$的精子在高渗透压的人工海水中运

动 8 :<D"精子的线粒体逐渐膨胀"最后破裂"精子

也终止运动
*38+

( 鱼类精子激活时间受内)外不同

因素的影响"内因主要包括亲鱼的种类)年龄)性

腺发育状况等"外因主要包括精子所处水环境的

渗透压)离子组成)F+值)温度等( 海水鱼类精子

运动时间较短"这就要求精子激活后必须在较短

时间里找到卵子并顺利进入受精孔才能受精
*33+

(
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R<:G等
*3/+

指出"大麻哈鱼 #2,/1*3(,/3-.45"0$

精子激活后运动时间若小于 /2 A"受精率会显著

降低( 在评价精子质量时"若精子激活后运动时

间较长"可以弥补精子运动率不高等缺陷( 因此"

在评价精子质量的过程中"精子的激活时间也是

一项重要的指标"本实验采用 -&*&直接测定精

子激活后的运动时间"发现条纹锯 在 6H)

4M*"及 H'S作为抗冻保护剂时"当浓度为

12P<18P"较短时间内# >1 :<D$精子活力下降

不明显"对比抗冻保护剂种类及其浓度对条纹锯

精子激活后运动率的影响"精子激活后运动率

的变化"可以作为精子活力的一项指标"指示精子

活力的大小"进而反映精子冷冻保存的效果"具有

一定的生产实践价值(
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