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摘　要:对褐牙鲆精子部分生理特性进行了研究, 结果表明, 褐牙鲆精浆 pH值为 ( 7.90±0.26), 精子密度为

( 1.03×1010 ) /mL, 精浆渗透压为 ( 308.50±7.85) mOsm/kg, K+在精浆中的浓度为 ( 27±3) mmol/L, Na+在

精浆中的浓度为 ( 71±5) mmol/L。对不同盐度和 pH与褐牙鲆精子活力和寿命的关系进行了研究, 结果表

明, 在盐度为 35, pH为 8.0时, 精子的活力最高,分别达到 ( 93.33 ±5.67)%和 ( 89 ±3.33)%, 与其生活环境

相适应;褐牙鲆精子寿命为 ( 23±2) min, 与已报道其它海水鱼精子寿命相近。分别采用室温 ( 25 ℃ )和低温

( 4 ℃ )保存精子, 发现精子在室温条件下, 可存活 4 d,在低温条件下可以存活 7 d,证明低温可有效延长精子

存活时间。另外, 分别采用 4种不同稀释液 (S1、S2、S3、S4)与 4种不同抗冻剂 (DMSO、EG、Gly、PG)配制成冷

冻保存液对褐牙鲆精子进行超低温冷冻保存研究。结果表明, 以 S3液作为稀释液, 16%的 DMSO作为抗冻

剂, 利用快速降温法对精子进行超低温冷冻保存, 38 ℃水浴快速解冻, 解冻后的精子获得最高的活力为

( 84±3.67)%, 此方法可用于褐牙鲆精子的长期保存。
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Abstract:SomephysiologicalcharacteristicsofParalichthysolivaceusspermwerestudied.Theresultsshowed

thatthepHofParalichthysolivaceusspermwas( 7.90±0.26) , densityofspermwas( 1.03×10
10
) /ml, the

osmolalityofsemenwas( 308.50±7.85) mOsm/kg.TheconcentrationofK
+
insemenwas( 27±3) mmol/

L, concentrationofNa
+
was( 71 ±5 ) mmol/L.Therelationbetweensalinity(orpH) andParalichthys

olivaceusspermmotilitywasalsostudied, theresultsdemonstratedthatspermhadthebestmotilityof( 93.33

±5.67)% undersalinityof35 andmotilityof( 89±3.33)% atpH8.0, whichadapttotheenvironment.

Thelife-spanofParalichthysolivaceusspermwas( 23±2) min, anditwassimilartothelife-spanofother



reportedmarinefishes.Thelife-spanofParalichthysolivaceusspermwas4 dunderroomtemperature( 25

℃) , whereasitwas7dunderlowtemperature( 4℃).Itshowsthatlowtemperaturecouldeffectivelyextend

thesurvivaltimeofsperm.Fourdifferentdiluters(S1, S2, S3, S4) andcryoprotectants(DMSO, EG, Gly, PG)

wereusedforcryopreservationofParalichthysolivaceusspermstudy, resultsshowedthawedsperm ( 38 ℃

water) hadhighestmotility( 84±3.67 )% undertheS3 diluterwith16% DMSOascryoprotectant.This

methodcanbeusedforlong-termpreservationofParalichthysolivaceussperm.

Keywords:Paralichthysolivaceus;sperm;motility;diluter;cryoprotectants

　　超低温 (液氮 -196℃)能抑制细胞内的生化反应,使细胞的代谢水平处于停止状态
[ 1]

,在长期保存

时不发生变异。鱼类精子超低温冷冻保存的研究, 对于鱼类, 尤其是对于濒危 、珍稀鱼类的种质资源保

存能起到有效的保护作用,同时也有利于维持生物物种的多样性 。国内外有文字记载的超低温保存的

鱼类精子种类已有二百余种
[ 2]
。

褐牙鲆 (Paralichthysolivaceus)属鲽形目, 牙鲆科 、牙鲆属, 俗称比目鱼 、片口, 是近海暖温性底层鱼

类 。常栖息泥沙 、砂石或岩礁地质 、水深 20 ～ 50m和潮流较为通畅的沿岸水域,具潜伏习性
[ 3]
。其自然

分布区主要是中国沿海 、朝鲜半岛 、日本和俄罗斯的亚洲海区,且生长快 、个体大 、肉质细嫩鲜美,是名贵

的重要海水养殖品种之一
[ 4]
。我国关于牙鲆人工繁殖 、养殖及生理方面的研究主要集中在北方地

区
[ 5-6]

。近几年来,为加快海水养殖结构调整,对舟山本地褐牙鲆生殖生理方面的研究逐渐增多,并已

初步建立适于舟山褐牙鲆的育苗生产工艺
[ 7]
。本试验通过建立一种快速而高效的褐牙鲆精子超低温

冷冻保存模式,为褐牙鲆苗种繁育 、选育提供条件, 为其种质资源保存提供理论基础。

1　材料与方法

1.1　精液采集

试验所用的褐牙鲆亲鱼系浙江海洋水产研究所自然繁殖所用的亲鱼 。 2007年 4月褐牙鲆繁殖期

间,挑选体长 ( 40.46±1.59)cm、体重 ( 1.08±0.12)kg性成熟的雄性亲鱼,经人工催产, 获得精液。将

亲鱼从水中捞出后用纱布将鱼体表面的水擦干,轻挤压腹部, 从生殖孔吸取无污染 (无血 、无水 、无粪尿

等 )的精液放入密封袋内, 充氧保存于冰盒中。经显微镜检查精子活力, 活力在 90%以上者用于试验,

选取 10尾褐牙鲆的精液作为试验材料。

1.2　精子活力观察

　　以 Morisawa等的配方为基础
[ 8]

,调整 NaCl的浓度含量, 用便携式多参数水质分析仪 (HACHYSI-

ADV6600)进行测定,并配制成不同盐度梯度的人工海水,盐度范围为 5 ～ 60,共 12个梯度 。不同 pH值

的海水,用 1mol/L的 NaOH溶液和 1mol/L的 HCl的溶液调节盐度为 31的人工海水;用 DELTA320pH

计进行测定, pH值范围为 4.0 ～ 12.0,共 12个梯度。

在 1块干净载玻片上的 3个位置滴加等量的相同处理的海水或 pH溶液作为 3个平行,然后用干净

的注射器针头蘸取少量精液与载玻片上的海水混合,同时开始计时,显微镜下观察精子运动情况 。观察

低温和室温保存时间对精子活力影响时, 每隔一段时间从低温 ( 4℃ )和室温 ( 25 ℃)下取出精液,用盐

度 31的海水激活,观察精子活力和存活时间。精子活力评价标准参考苏天凤和艾红
[ 9]
的方法,将精子

运动状态分为精子活力和存活时间 (精子寿命 ) 。精子活力以激活后视野中运动精子占所有精子的百

分数表示,存活时间为精子从被激活到 90%以上精子停止运动的时间。每个处理重复 3次,结果取平

均值。

1.3　精子密度的计算

取少量鲜精, 以 1∶200比例稀释固定, 在 40倍显微镜下观察,并用血球计数板计数并计算精子密

度 。
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1.4　精浆离子 、PH值及渗透压测定

采集精液用 Eppendof-5810R冷冻离心机在 3 000r/min、4 ℃下离心 10 min,取上部精浆进行分析。

精浆离子分析用 DSI-905电解质分析仪进行测定 。精浆渗透压用 (美国 Wesco公司 Vapor5520)渗透压

计测定 。pH值用 DELTA320 pH计测定。

1.5　冷冻保存方法

精子冷冻保存液由稀释液和抗冻剂组成, 稀释液以 NaCl、NaHCO3 、KCl为主, 添加其它成分见表 1。

抗冻剂有二甲亚砜 (DMSO) 、乙二醇 (EG) 、甘油 (Glycerol) 、1, 2-丙二醇 (PG)。精子冷冻保存液在实

验前配制,存于冰箱中 ( 4 ℃)中备用 。用 0.2 ml的塑料离心管保存精子, 按抗冻保护液与精液比 1∶1

迅速混匀,将装有混合液的离心管置于液氮面上 -20℃处平衡 1 min后迅速投入液氮中保存 。

表 1　褐牙鲆精子超低温冷冻保存稀释液组成

Tab.1　ChemicalcompositionandpHoffourspermdiluentsusedfor

cryopreservationofParalichthysolivaceussperm mmol/L

化学成分 S1 S2 S3 S4

NaCl 157 140 135 135

NaHCO3 20 20 20

KCl 8 16 24 32

CaCl
2 1 1 1

MgCl2 1.13 1.6

pH 8.0 8.0 8.0 8.0

盐度 10 10 10 10

1.6　冻精的解冻与激活

冻精的解冻采用水浴 ( 38 ～ 40℃) 快速解冻法。解冻后, 用砂滤海水 (pH为 8.0,盐度为 31)激活

精子, 在显微镜下观察精子活力 。

1.7　数据处理

先用方差分析 (ANOVA)检验每个实验的总体各组之间差异是否显著 。若显著,再用 Duncan氏多

范围检验, P<0.05差异显著, P>0.05差异不显著 。数据表示为平均值 ±标准差。

2　结果

图 1　盐度与精子活力间的关系
Fig.1　Relationshipsbetweensalinity

andthespermmotility

2.1　褐牙鲆精子生理特性

成熟好的褐牙鲆精液为乳白色,入水后即散开,

pH值为 ( 7.90±0.26) ,精子密度为 ( 1.03×10
10
) /ml,

精浆渗透压为 ( 308.50±7.85)mOsm/kg,精浆中 K
+

浓度为 ( 27±3)mmol/L、Na
+
浓度 ( 71±5)mmol/L。

每尾雄鱼可以采集到 3 ～ 5ml精液 。

2.1.1　盐度与精子活力间的关系

用不同浓度的人工海水激活精子并镜检其活

力,褐牙鲆精子的激活与盐度有关, 随盐度的增加,

精子的活力先上升后下降 (图 1) 。当盐度高于 60

时,精子不能被激活。盐度在 5 ～ 30的范围内, 精子

的活力随盐度的增加逐渐上升,其中盐度 35时,精子的活力最高, 平均可达到 ( 93.33±5.67)%;此后

随着盐度的继续增加,精子的活力逐渐下降,当盐度增加至 55时, 精子的平均活力下降到 20%。
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2.1.2　pH与精子活力的关系

图 2　pH值与精子活力间的关系

Fig.2　RelationshipsbetweenpH

andspermmotility

褐牙鲆精子对 pH的适应范围较广, pH4 ～ 12

都可以被激活。在 pH4-8的范围内,精子的活力随

pH的增加逐渐升高, pH 4时精子的平均活力为

47.89%;pH 8时, 精子的活力最高, 平均达到

( 89±3.33)%。此后随着 pH的继续增加, 精子的活

力逐渐下降,当 pH增加至 12时,精子的平均活力仍

可达到 60%(图 2) 。

2.1.3　保存温度对精子活力和寿命的影响

在低温下, 0 ～ 3 d内精子活力从 93%下降到

76.67%;3 d以后精子活力快速下降, 从 76.67%下

降到第 6天的 5%, 7d后精子完全失去活力 (图 3) 。

而在室温下, 0 ～ 3 d内精子活力从 93%下降到了

图 3　不同保存温度下精子活力与时间的关系

Fig.3　Relationshipsbetweenmotilityandstoringtime

underdifferenttemperature

5%,下降速率远远快于低温保存下的精子。室温下

4 d时精子完全丧失活力 (图 3) 。

在低温和室温条件下, 精子寿命随着保存时间

的延长逐渐缩短 (图 4) 。 0 ～ 3 d内,低温下保存的

精子,寿命从 23min缩短到 15 min, 3d后精子寿命

从 15min缩短为 2 min, 7 d后精子完全失去活力 。

在室温下, 0 ～ 3 d内精子寿命从 23 min缩短到

3 min,缩短速率快于低温保存下的精子 。 4 d时精

子寿命降为 0 min。

2.2　褐牙鲆精子的超低温冷冻保存

2.2.1　保存液与解冻后精子活力间的关系

以 S1、 S2、 S3、 S4和 16%不同的抗冻剂作为冷

图 4　不同保存温度下精子寿命与时间的关系

Fig.4　Relationshipoflife-spanandstoring

timeunderdifferenttemperature

冻保存液对褐牙鲆精子进行超低温冷冻保存,解冻

后精子的活力如图 5所示:其中以 S3+16%DMSO

作为冷冻保存液时, 解冻后精子的活力明显高于用

PG、 EG和 Gly保存的精子, 其活力可以达到

( 84±3.67)%。此外当以 S3作为稀释液所获得的冻

精活力明显比以 S1、S2、S4为稀释液时所获得活力

要高。

2.2.2　抗冻剂对精子活力的影响

抗冻剂与解冻后精子活力和精子寿命密切相

关 。从图 6中可以看出, 抗冻剂对精子的冷冻保存

效果是随着抗冻剂浓度升高保存效果增强,冻后精

子的活力升高。当 DMSO、EG、Gly的浓度为 16%时

保存效果依次为 DMSO﹥ PG﹥ EG﹥ Gly。冻精活力分别达到 ( 84±3.67)%、 ( 71.33±4)%、 ( 60±3.

67)%、 ( 63.33±6.33)%;PG则在 12%时获得最好的冻精活力 ( 73.33±7.67)%。当抗冻剂的浓度超

过 16%时,随着浓度的增加冷冻精子的活力下降 。浓度达到 32%时, 除 DMSO还有少量的精子存活以

外,其他抗冻剂保存的精子全部没有存活 。

冷冻后精子的寿命和冷冻保存液中抗冻剂的种类和浓度密切相关 。从图 7可以看出, 褐牙鲆精子

冷冻后的寿命随着抗冻剂浓度的升高而延长, 当抗冻剂的浓度分别达到 24%时,精子的寿命达到最长,
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其中 DMSO保存的精子寿命可达 ( 23.67±0.89)min;而 Gly保存的精子,寿命仅为 ( 9.88±1.67)min。

当抗冻剂的浓度超过 24%,冷冻后精子的寿命迅速下降, 当抗冻剂浓度达 32%,以 EG和 Gly保存的冻

后精子活力和寿命降为 0。

图 5　不同保存液对精子活力的影响

Fig.5　Effectsofcryoprotectantsonsperm

motilityunderdifferentdiluters

图 6　抗冻剂浓度对精子活力的影响

Fig.6　Relationshipsbetweencryoprotectant

concentrationandthespermmotility

图 7　抗冻剂对精子寿命的影响

Fig.7　Relationshipsbetweencryoprotectant

concentrationandlife-span

3　讨论

3.1　褐牙鲆精子生理特性

在鱼类的繁殖中精子的质量至关重要,精子的

活力是决定精子受精能力的主要因素,也是判断精

子质量的重要指标之一
[ 10]
。精子离体后,其中影响

较大的环境因子有盐度 、温度和 pH值 。褐牙鲆精

子在盐度为 5到 60的海水中均有活力, 当海水盐度

为 35,精子活力最好。褐牙鲆精子对 pH值也具有

较强的适应性,在 pH4.0和 pH12.0的海水中, 精子

的活力在 50%以上, 最适宜的 pH值为 8.0。这与检

测到褐牙鲆生活环境中的盐度 ( 31), pH值 ( 7.90±0.26)非常相近。通过褐牙鲆精子生理特性研究, 褐

牙鲆具有广盐性鱼类的特征,可进行淡化并在低盐度的条件下养殖, 以便扩大养殖范围和规模,为褐牙

鲆的养殖开辟新的空间。

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
[ 11]
。褐牙鲆精子低

温短期保存试验也表明, 低温下精子成活时间比室温下长。牛从从
[ 12]
等对单环刺螠虫精子 (Urechis

uniconctus)的研究也表明,低温可以有效延长精子的运动时间。褐牙鲆精子,在适宜的盐度和 pH范围

内,激活后精子寿命可达 23 min( 25 ℃), 与大黄鱼 (Pseudosiaenacrocea) 22 min
[ 10]
、厦门文昌鱼

(Branchiostomabelcheri) 21 min
[ 13]
、斜带石斑鱼 (Epinephellhscoioides) 27 min

[ 14]
等海水鱼精子的寿命相

近 。

3.2　褐牙鲆精子的超低温冷冻保存

3.2.1　稀释液

鱼类精子离体后由于环境不适 、营养的消耗 、代谢产物积累等原因,会很快死亡 。人们通过配制适

宜的稀释液的方式来延长其体外的成活时间
[ 15]
。为了提高精子冷冻保存的成活率, 通过模拟其体

液
[ 16-17]

和根据精浆的成分和精浆的渗透压以及各种生理盐溶液 、营养液等配制各种各样的稀释液
[ 15]

来稀释和保存离体的精液 。在精子的冷冻保存过程中添加稀释液和抗冻剂组成的冷冻保存液是为了保

证在冷冻过程中防止大的冰晶形成, 降低胞内溶质的浓度,尽可能减少精子的冷冻损伤,使精子经冷冻

保存后,获得高的成活率。
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本实验的 4种稀释液, 是根据文献中所涉及不同种类的海水鱼稀释液及根据作者所测到的褐牙鲆

精浆成分进行了改进配制而成,盐度相同,均为 10。四种稀释液的差别在于其中 K
+
的浓度, K

+
浓度分

别为 8、16、24、32 mmol/L。只有 K
+
浓度达到 24 mmol/L时,冻后的精子活力较好。而精浆中 K

+
浓度

为 ( 27±3)mmol/L,稀释液中 K
+
浓度与精浆相近的时候可以取得最佳的保存效果。说明稀释液中 K

+

能起到抑制精子活力的作用, 这与 Morisawa等
[ 18]
研究的 K

+
能抑制鲑鳟鱼类精子的活动是一致的。

Scheuring
[ 19]
首次观察到虹鳟 (Oncorhynchusmykiss)精子在高浓度的 K

+
离子溶液中活力被抑制, Benau

andTerner
[ 20]
发现通过稀释或透析方法降低精浆中的 K

+
浓度可以使大麻哈鱼 [ Oncorhynchusketa

(Walbaum) ]精子被激活, Billard
[ 21]
发现稀释液中 K

+
浓度大于精浆中的 K

+
浓度可以抑制大麻哈鱼精

子活力
[ 21]

,刘鹏等
[ 22]
的研究也发现 K

+
可以抑制西伯利亚鲟精子的活力。由此可见, 稀释液中添加高

浓度的 K
+
可以达到抑制精子新陈代谢, 提高冻后精子活力的目的。而 Zhang等

[ 6]
的研究中, 稀释液中

K
+
浓度远远低于褐牙鲆精浆中的浓度,这也可能是其结果相对较低的原因。

3.2.2　抗冻剂

细胞冻融过程中,胞内及胞间极易产生冰晶,能损伤各种膜结构的细胞器 。对于精子来说,尤为重

要的是线粒体。若冰晶造成线粒体破损, 则精子失去活动的能量来源, 导致功能的丧失。通过添加冷冻

保护剂或其它添加剂,可以达到抑制或降低冰晶形成, 有效地减少精子的损伤
[ 1]
。单一的抗冻剂各有

优缺点, He等
[ 23]
对条纹狼鲈的研究中发现提高 DMSO浓度可更好地保护质膜, 但线粒体会受到伤害。

结合冷冻保存后膜系统及线粒体结构和功能变化, 筛选出合理的抗冻剂是提高冷冻保存精子成活率的

一条有效途径。

目前,常用的冷冻保护剂主要有 DMSO、EG、Gly、PG等, 大多属于渗透型冷冻保护剂
[ 24]

,此类冷冻

保护剂在溶液中易结合水分子,发生水合作用,使溶液的粘性增加,从而弱化了水的结晶作用,减少了冰

晶的形成,达到保护冻存精子的目的 。但对于不同的冷冻保护剂, 使用浓度 、对细胞膜的渗透能力 、对水

分子的水合作用等各不相同。 DMSO的渗透性强, 亲水性好,能与电解质螯合, 从而降低细胞内电解质

的浓度,使细胞内保持水分, 但对细胞却具有毒性
[ 25-26]

。从本实验中也可以看出当抗冻剂的浓度为

16%时冻后精子可以获得最大的活力,当抗冻剂的浓度达到 24%时, 虽然解冻后精子拥有最长的寿命,

但冻后精子的活力仅为 40%左右。抗冻剂的浓度过高时,就会对精子产生毒性作用, 导致精子的活力

和寿命快速下降 (图 7)。

近年来报道中, Gly作为抗冻保护剂已被应用于白鲑 (CoregonuslavaretusL.) 、红点鲑 (Salvelinus

japonicasOshima)等冷水鱼类精子及太平洋鲱 (ClupeapallasiValenciennes) 、鳕鱼 (Gadusmacrocephalus

Tilesus) 、黑鲷 [ Sparusmacrocephalus(Basilewsky) ] 、真鲷 [ Pagrosomusmajor(Temmincketschlegel) ]等

海水鱼类的精液冷冻保存, 并被证明是一种有效的抗冻保护剂, DMSO是淡水鱼类精液冷冻保存有效的

抗冻保护剂
[ 24]
。而在本试验中,褐牙鲆最佳的抗冻效果由 DMSO获得 。分析发现, DMSO由于有较佳

的渗透能力被人们作为主要的抗冻剂之一,但由于其对细胞的毒性较大,因此一般用于快速冷冻过程,

这样可以减小对细胞毒害作用 。而 Gly虽然对细胞的毒性较小, 但渗透性较差, 多用于慢速冷冻过

程
[ 16]

,在褐牙鲆精子的超低温冷冻保存中, 运用快速降温方法, 这是导致用 Gly保存的褐牙鲆精子解冻

后活力较差的原因。

抗冻剂的浓度与冻后精子的活力和寿命密切相关,研究表明 20%的甘油作为大黄鱼精子超低温冷

冻保存的抗冻保护剂比使用 10%的 DMSO效果好,解冻后精子的成活率高
[ 10]
。太平洋鲱 、鳕鱼和黑鲷

分别使用 12.5%、33.8%和 17.0%的 Gly作为抗冻保护剂
[ 26]

, 条纹狼鲈 [ Moronesaxatilis(Walbaum) ]

和尖吻鲈 [ Latescalcarifer(Bloch) ]以 5%的 DMSO作抗冻剂
[ 27-29]

, 虹鳟以 10%的 DMSO作抗冻剂
[ 30]

,

冷冻锦鲤 ( CyprinuscarpioL.)精液时 DMSO浓度则高达 65%
[ 31]
。而日本鳗鲡 (Anguillajaponica

Temminck＆schegel)精子在分别以 12%的 DMSO、8%Gly、12%的 EG和 12%的 PG为抗冻剂的时候均

有最高的活力
[ 32]
。不同鱼类的精子,在抗冻剂的种类和浓度选择上各不相同, 即使同为海水或者同为

淡水鱼类,不同种鱼的精子, 其抗冻保护剂种类和浓度也不尽相同。而在本实验中也可以看出, 当
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DMSO的浓度为 16%时, 冻后精子才能获得最大的活力。但当 DMSO的浓度达到 24%时,冻后精子寿

命达到最长 。

本实验所获得的褐牙鲆精子的冻后活力 ( 84±3.67)%,高于黑鲷的 59.81%和石鲽的 71%,与大黄

鱼的冻后精子活力 ( 89.5±4.2)%相近
[ 10]
。此外, 也高于 Zhang等

[ 6]
所作的褐牙鲆精子的冻后精子活

力 ( 79.17±4.5)%。本实验采用的是快速冷冻法,与 Zhang等
[ 6]
的研究中使用的分步平衡法不同。这

也许也是本实验最后最终选择 DMSO作为抗冻剂,而不是 Gly的原因 。
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