
第 13 卷第 4 期 上 海 水 产 大 学 学 报 Vol.13，No.4
2004 年 12 月 J0URNAL 0F SHANGHAI FISHERIES UNIVERSITY DeC.，

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
2004

文章编号：1004 - 7271（2004）04 - 0343 - 05
·综述·

鱼类精子活力及其超低温保存研究综述

A review of research of motility and cryopreservation of fishes sperm

收稿日期：2003-05-29
基金项目：广东省自然基金重点项目资助（99B06103G）

作者简介：苏天凤（1969-）女，湖北天门人，副研究员，主要从事渔业生物技术研究。E-mail：lu5555@ sohu. Com

苏天凤，艾 红

（中国水产科学研究院南海水产研究所，广东 广州 510300）

SU Tian-feng，AI Hong
（South China Sea Fisheries .nstitute，Chinese Academy of Fishery Sciences，1uangzhou 510300，China）

关键词：鱼类；精子；活力；超低温保存

Key words：fishes；sperm；motility；Cryopreservation
中图分类号：S917 文献标识码：A

鱼类精子是一类分化程度很高的细胞，在精巢中不活动，一旦与其生存水环境接触，精子便立即被

激活而开始运动。近年来鱼类精子的这一特性在杂交育种、良种选育、种质保护及种质改良等方面得到

了进一步的研究和应用，本文主要就鱼类精液生理特性、精子活力及精子超低温保存方面的研究作一个

综述。

1 鱼类精液一般生理特性及精子运动器官

鱼类精液外观乳白色，大多数呈弱碱性，pH 值在 7 . 3 ~ 8 . 5 之间，其浓度和密度随季节而变化。精

液中金属元素组成主要为钾、钠、钙、镁、锌等。其中钾和钠两种元素占总金属元素含量的比例高达

99 .7% ~ 99.8%，主要起稳定渗透压的作用，对精子的激活和抑制起着非常重要的作用。

在透射电子显微镜下可以清楚地观察到鱼类的精子可分为头、颈和尾 3 部分。尾部又称鞭毛，是精

子的运动器官。如果将鞭毛横切，从横切面可以看到“9 + 2”的结构（鳗鲡等为 9 + 0）。即外周由 9 条二

联管（A 管和 B 管）环绕着中央 2 条间管微管组成。A 管内含有 ATP 水解酶，通过水解 ATP 引起双微管

之间的滑动，使鞭毛产生摆动来获得活力。外界因子对鱼类精子活力的影响，是通过影响 CAMP-ATP-
Mg2 + 系统来影响鞭毛的活动而实现［1］。

2 鱼类精子活力

2.1 精子活力的评价

精子活力是指精子群体运动状态与寿命长短，是反映精子质量的重要指标。精子活力的评价是研

究精子生理特性、精子受精、精子保存等的基础，目前并没有一个统一标准。一般通过显微镜观察精子

运动的激烈程度、精子激活比例及精子运动时间等几方面来确定。近年来通过一些新技术如显微电视、

计算机辅助细胞活力分析仪和一些新方法如相差显微多次曝光法、激光-光散射分光度法等用来观察精



子的活力。这些方法更为直接、清楚和准确，特别是计算机辅助细胞活力分析仪，其结果已有专门的分

析系统［2］。目前国内大多数研究机构还是运用传统的显微镜来观察。

显微镜下观察精子活力，常用凹载片悬滴法。将精液以一定的比例稀释，迅速与激活液混合后立即

在显微镜下观察。根据精子群体在激活液中的运动状况，不同的研究者将其分为不同的阶段。吴景贵

等［3］将鲤精子运动分为快速运动、中速运动、慢速运动、死亡；四川省长江水产资源调查组［4］将鲟鱼类精

子运动分为激烈运动、缓慢运动、微弱摆动；谢刚等［5］将鳗鲡精子运动分为激烈运动、半数运动、个别运

动、死亡；鲁大椿等［6］将淡水鱼类精子分为激烈运动、快速运动、慢速运动、摇摆运动、死亡；唐天德等［7］

则笼统地将梭鱼精子运动分为涡动（包括激烈运动和快速运动）与总运动等。生产实践和试验证明，精

子在激烈运动和快速运动阶段授精能力最强，慢速运动的精子授精能力明显降低，摇摆运动的精子无授

精能力。从这个意义上讲，将精子运动状态简单分为激烈运动和总运动较为科学，既体现了精子活力最

强的时间，又反映了精子的寿命。精子活力与受精率呈正相关，活力越高精子受精能力越强［8，9］。

2.2 精子的抑制-激活机制

鱼类精子在一定条件下（如在精巢中）会受到抑制，而一旦抑制条件被解除（如释放到水中）则会激

烈运动起来，激烈运动的精子如果再放到抑制环境中，其活动又会受到抑制，条件适合时又会被重新激

活，可以如此反复直至死亡。

激活精子并影响精子活力的因素很多，水环境中的各种理化因子，如渗透压（主要由盐度调节）、无

机离子、酸碱度、水温甚至一些有机物也会影响到精子的激活。对鱼类精子而言，渗透压的影响至关重

要［10］，精子的一部分能量就是消耗在渗透压的调节上。Morisawa 等［11］用不同渗透压的 NaCl、KCl 和甘

露醇溶液作精子激活试验，发现一些淡水硬骨鱼类，如鲫（Carassius auratus）、褐三齿雅罗鱼（ Tribolodon
hakonensis）的精子在高渗透压溶液中，精子不活动，呈抑制状态，若加 1 滴去离子水，精子立刻被激活而

运动，而用低渗透压溶液去稀释精子，同样能诱发精子从抑制到激活状态。一些海水硬骨鱼类，如鳕

（1adus morrhua maorocephalus）、黄盖鲽（Pseudopleuronectes yokohamae）的精子，可被高于精液渗透压的溶液

激活。Chauvaud 等［12］也赞同此观点。国内的一些学者关于淡水鱼类和海水鱼类精子激活的研究结果

也与此一致。王祖昆等［13］的研究表明当精子处于渗透压偏高的溶液（大于 270m0sm / L）中时，精子基本

不活动，即高渗溶液抑制精子，低渗溶液激活精子。当溶液渗透压超过 500m0sm / L 时，精子的激活将受

到影响；当溶液渗透压低于 200m0sm / L 时，精子的抑制-激活反应将逐步消失，在淡水中，激活后精子将

一直运动至死。海水鱼类精液的平均渗透压相当于盐度 7 . 6 的水渗透压，海水鱼类精子以及处于最强

活动时的环境盐度都远高于其本身的渗透压。黑鲷（ Sparus macrocephalus）在溶液盐度为 10 时才被激

活，在盐度 25 ~ 30 之间的涡动时间最长［14，15］。广盐性的咸淡水鱼精子抑制 8激活机制又有其特点。如

中华乌塘鳢（Bostrichthys sinensis）精子既可被盐度 35 以下的海水激活，也能被淡水激活，在淡水中寿命极

短，基本无快速运动［16］。

渗透压与离子对精子活力的影响是相互联系的。Na+ 、K+ 是精浆的重要组成成分及形成精浆渗透

压的主要离子。Morisawa 等［17］发现 K+ 在鲑鳟鱼类如虹鳟（Salmo gairdneri）、马苏大麻哈鱼（Oncorhynchus
masou）、亮斑红点鲑（Salvelims leucomaenis）的精液中含量很高，可高出血浆 K+ 含量 5 ~ 10 倍。用渗透压

为 0 ~ 679 .5kPa 的 NaCl 或甘露醇溶液来稀释精液，精子都能被激活。而渗透压为 0 .57 ~ 1.13kPa 的 KCl
便能抑制精子运动，但有 Na+ 存在时，K+ 对精子激活的抑制浓度随 Na+ 浓度的提高而增加，在含 339 .7
kPa 的 Na+ 的溶液中需 13 .5 ~ 14 .7kPa 的 K+ 离子才能抑制精子活动。因此 K+ 能抑制鲑鳟鱼类精子的

活动，Na+ 则能降低这种抑制作用。除 Na+ 外，Ca2 + 、H+ 、Mg2 + 也能部分降低 K+ 的这种抑制作用［18］。

然而鲤科鱼类，虽然精浆中 K+ 含量较高（52 ~ 82mmol / L），较血浆中高 18 ~ 29 倍，不但不能阻止精子运

动，反而能提高精子运动速度，延长精子运动时间［19］。江世贵等［16］通过对咸淡水鱼中华乌塘鳢精子激

活的研究，认为 K+ 的存在在一定程度上对中华乌塘鳢精子的活动有抑制作用，这点与鲑鳟鱼类相同。

Ca2 + 是调节鱼类精子活力的重要因子，外界环境的 Ca2 + 通过对 Ca2 + 通道进入精子细胞使精子细胞
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的 Ca2 + 增加，是精子激活所必需的［20］。

另外，pH 值也是精子抑制及激活的调节因子之一，鲑鳟鱼类其生殖管道中精子的活力是 pH 值上升

的结果。当溶液 pH 值低于 7 .5 时虹鳟精子运动受抑制［21］。淡水硬骨鱼类精子活动的最适 pH 值略有

不同，约在 7 .0 ~ 8 .5 之间；海水鱼精子活力高峰的 pH 值为 7 . 8 ~ 8 . 2。鳗鲡精子耐受酸碱的范围较宽，

在 pH5 ~ 10 都有激烈活动，最适为 7 ~ 8［5］。中华乌塘鳢也能耐受较强的酸碱环境，在 pH5. 5 ~ 9 . 5 均具

有活力，最适为 6 .0［16］。王祖昆等［13］认为 pH 值对精子活力有明显影响，在 pH 值最适范围内，强烈运动

时间长，精子寿命也较长。温度对精子的作用主要通过低温使精子消耗的 ATP 减少而延长精子运动时

间［22］。

3 精子保存

3.1 精子保存的原理及意义

精子的寿命随其能量的消耗殆尽而终结。其能量的消耗主要在两个方面：一是运动；二是调节细胞

内外渗透压平衡。因此减缓精子能量的消耗，就可延长其寿命。

精子保存可分常温保存、低温保存及超低温保存。常温保存的原理是根据精子的生理特性配制一

定浓度稀释液，减少精子用来调节渗透压平衡的能量消耗而延长精子的寿命，可将精子寿命延长几分钟

至几小时。淡水鱼类在人工授精过程中采用生理盐水代替淡水可提高受精率。低温保存的原理是根据

低温能降低精子代谢活动，可将精子寿命延长几天至十几天。超低温保存则是让精子在超低温

（ - 196℃）条件下，其运动和代谢完全停止，精子处于假死状态，生命以静止状态保存下来。精子可以无

限期的保存，解冻后会“复活”。精子超低温保存的主要意义在于：（1）在育种上可避免近亲交配，增加遗

传优势；解决雌、雄鱼不同步成熟的问题。（2）可建立优良鱼种和濒危鱼种的原种库。（3）可与国内外育

种单位进行合作，具有超越时空的价值。（4）可与其它生物技术如诱发雌核生殖、诱发全雄性子代等配

合使用。

3.2 鱼类精子超低温保存的工艺与应用

鱼类精子超低温保存的工艺流程为精液采集→精液稀释（加入精液保护剂及抗冻剂）→降温平衡→
液氮保存→解冻→活力检验。其中关键步骤为稀释液的配制、冷冻保存、解冻。稀释液由基础溶液和抗

冻剂组成。基础溶液的成份和浓度因种类不同而不同，其原则是必须使精子不受损害地以静止状态进

入冻结状态。已经应用的精液冷冻保存基础溶液种类很多，主要有盐类（NaCl、NaHC03、KCl）、糖类（葡

萄糖）、脂类（磷脂）、蛋白质以及微量添加剂（维生素、抗生素）等。有的学者［23］认为，海水鱼类用由葡萄

糖和柠檬酸钠组成的稀释液就能获得良好的冷冻效果。江世贵等［15］用氯化钠、柠檬酸钠、葡萄糖组成

的稀释液对黑鲷精子成功地进行了超低温保存。淡水鱼类稀释液则应以氯化钠和氯化钾为主，加入少

量氯化钙、氯化镁、碳酸氢钠和葡萄糖［24，25］。James 和 Satterfield［26］报道，添加血清能大大延长大眼梭鲈

（Stizostedion vitreum vitereum）精子的保存期限。抗冻剂主要有甘油和二甲基亚矾（DMS0）。甘油较广泛

应用于海水鱼类的冷冻保存，在白鲑（Coregonus muksun）［27］、花鲈（Lateolaberax japonicus）［28］的精子冷冻

保存中也被证明是一种有效的抗冻剂。而在鲤科鱼类［24，25，29］、鲷科鱼类［30-33］、中华乌塘鳢［16］的精子保

存中 DMS0 也取得了良好的效果。姜仁良等［34］发现了一种新的抗冻剂 N-N-二甲酰胺（DMF），他们

认为 DMF 对淡水鱼类冷冻保存具有明显效果，冻精授精效果优于 DMS0。DMS0 与 DMF 对家鱼精子抗

冻保护的机理均是通过渗入精细胞内，提高精子渗透压，降低其冰点而起保护作用［34，35］。

降温平衡是否需要，因不同种类而异。Magrary 等［29］用分段降温平衡的方法进行鲤鱼精子保存，取

得很好的效果；鲷科鱼类则完全不需平衡。降温分为快速降温和慢速降温两种。若用快速降温，细胞内

的水分还未渗出或渗出甚少，冻结形成的冰晶会损伤细胞膜，导致精子死亡。慢速降温，可使精子充分

脱水，与周围高渗溶液保持渗透压平衡；如果降温速率太慢，精子就会长时间处于高渗溶液中，导致细胞

收缩，出现溶质损伤。因此，筛选最佳的降温速率对提高冷冻保存效果至关重要。目前多采用分段降温
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法。复温解冻是降温冻结的逆过程，亦是精子升温溶解复苏的过程。降温出现的胞内冰晶虽然有害，若

复温适当，细胞尚能存活，但复温过程中胞内的重结晶却是致命的。有室温自然解冻和快速解冻两类方

法，比较常用的是在 30 ~ 40℃的水浴中快速解冻。

另外，环境的溶氧量也影响精子保存的效果，Tsvetkova 等［36］报道，在缺氧和高氧的条件下饲养的鲤

鱼低温保存的精子活力比在正常条件下饲养的鲤鱼的精子活力低 30% ~ 50%。

鱼类精子的超低温保存国外的研究前期主要集中在虹鳟鱼类和某些海水鱼类上，最近几年也开展

了淡水鱼精子超低温的冷冻研究，有的受精率高达 90%以上，说明鱼类精子冷冻保存技术已日趋成熟。

有的成果已经在种质资源保护上发挥了作用，如 Thorhaard［37］对哥伦比亚河某些濒危的鲑鱼、鲟鱼进行

精子的冷冻保存，建立了基因库。我国对青、草、鲢、鳙、鲤等十余种淡水养殖鱼类建立了精子保存技术

的操作规程，对精液进行批量冷冻保存，建立了精子库。鲷科鱼类的精子保存技术也逐渐形成了体系，

并在杂交育种中得到应用。

4 结语与展望

精子活力研究是包括精子超低温保存在内的一切以精子为材料研究的基础。目前精子活力的研究

虽然取得了较大进展，但仍存在一些不足：其一，研究种类较少，大多数研究集中在鲤科鱼类、鲑鳟鱼类、

鲷科鱼类和某些咸淡水鱼类，其它种类鱼精子活力影响因子尚未明了；其二，精子抑制-激活机制研究得

不够充分和透彻，如精子的膜结构是否有离子通道？渗透压及各种环境因子是通过何种方式来作用精

子的？其激活原理的分子机制究竟如何等等。这些还有待进一步的研究和证实。

尽管鱼类精子的超低温保存取得较大成功，但冻精的受精率很难达到鲜精的水平，也即经过超低温

保存后，冻精的活力总是比鲜精要差，总有部分精子在冷冻过程中受到损伤。因此，鱼类精子超低温保

存研究还有待进一步深入和完善，筛选更适宜的稀释液配方以及寻找更为有效的降温速率和解冻速率

方案是有效保护精子的遗传物质及解决冻精受精能力下降的重要措施，同时也是今后进一步研究的重

点。
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