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　　摘要：以解冻后的精子活力为指标，研究了不同稀释液、不同抗冻剂、平衡时间、液氮熏蒸高度、稀释液ｐＨ值和不
同糖类对黄颡鱼（Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓｆｕｌｖｉｄｒａｃｏ）精子超低温冷冻保存的影响。结果显示，最佳防冻液为１０％ 甲醇与 ＣＣＳＥ２
组合，最佳平衡时间为３０ｍｉｎ，最佳熏蒸高度为７ｃｍ，稀释液 ｐＨ值为６．０和７．０时较合适，添加麦芽糖的冻精活力
较好。
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　　鱼类种质资源是水产养殖生产、优良品种培育及水产养
殖业可持续发展的重要物质基础，也是水生生态系统的重要

组成部分。种质资源超低温保存是保存物种的有效途径［１］。

由于鱼卵和胚胎体积大、膜通透性差、卵黄含量高、对冷却敏

感，目前还难以冷冻［１－３］。鱼类精子细胞个体小，水和抗冻剂

容易通透，冷冻保存较易成功［２］。鱼类精子超低温冷冻保存

对鱼类种质资源保存起重要作用。黄颡鱼（Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓｆｕｌ
ｖｉｄｒａｃｏ）是一种小型底层经济鱼类，人工繁殖已在各地开展。
在黄颡鱼人工繁殖中，存在雌雄鱼成熟不同步、雄鱼精液难以

被挤出等问题，规模化繁殖效率依然不高。开展黄颡鱼精子

超低温冷冻保存技术研究具有重要的应用价值。

１　材料与方法

１．１　材料
试验于２０１２年５—９月进行。鱼来自浙江湖州鱼类批发

市场，选择健康状况良好、体表无伤、无病且性成熟的鱼作为

试验材料。

１．２　药品与试剂
抗冻剂：二甲亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）、甘油（ｇｌｙｃ

ｅｒｏｌ，Ｇｌｙ）、乙二醇（ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，ＥＧ）、丙二醇（ｐｒｏｐｙｌｅｎｅ
ｇｌｙｃｏｌ，ＰＧ）、乙二醇甲醚（ｍｅｔｈｏｘｙｅｔｈａｎｏｌ，ＭＧ）、甲醇（ｍｅｔｈａ
ｎｏｌ，ＭｅＯＨ），购自Ａｍｒｅｓｃｏ公司，其他药品均为国产分析纯。
１．３　稀释液配制

（１）Ｄ－１７［２］：用电子天平称取 ＮａＣｌ０．９ｇ、ＫＣｌ０．０５ｇ、
葡萄糖１．５ｇ溶于１００ｍＬ纯水。（２）ＨＢＳＳ（ＨａｎｋｓＢａｌａｎｃｅｄ
ＳａｌｔＳｏｌｕｔｉｏｎ）［４］：用电子天平称取ＮａＣｌ７．８９６ｇ、ＫＣｌ０．３９６ｇ、

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．１９５ｇ、Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ０．０７２ｇ、ＫＨ２ＰＯ４
０．０５４ｇ、ＮａＨＣＯ３０．３４５ｇ、葡萄糖０．９９ｇ溶于１０００ｍＬ纯水。

（３）ＣＣＳＥ２［５］：用电子天平称取 ＮａＣｌ０．３４２７ｇ、蔗糖
３．４３１４ｇ溶于１００ｍＬ纯水。以上３种稀释液用容量瓶定容
后，分装到Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，冻存在冰箱中待用。
１．４　方法
１．４．１　精液采集　选取性成熟的雄性亲鱼，剖腹取精巢，将
精巢剪碎，添加试验所用的稀释液稀释，用干燥的过滤漏斗将

所需的精液过滤，立即放在４℃冰箱内，防止精子活力下降。
１．４．２　精子活力的检测　在载玻片上滴 １０μＬ纯水，取
５μＬ鲜精于纯水中，立即用显微镜观察活力，快速运动的精
子记录为活精子。精子活力 ＝运动精子数／全部的精子数 ×
１００％。鲜精活力在９０％以上的精液用于试验。
１．４．３　不同抗冻剂浓度及稀释液对精子冷冻保存的影响　
选取６种抗冻剂，添加浓度为 ５％和１０％，稀释液为 ＨＢＳＳ、
ＣＣＳＥ２、Ｄ－１７，精液与防冻液稀释比为１∶２０，混合液分装至
麦管中，每只麦管装１００μＬ，在４℃冰箱内平衡３０ｍｉｎ，平衡
结束后在液氮上方７ｃｍ处熏蒸１０ｍｉｎ。熏蒸结束后倒入液
氮中保存。解冻时在３７℃水浴中解冻６ｓ。用纯水激活后，
在显微镜下检测冻精活力。利用上述筛选出的最佳抗冻剂甲

醇，稀释液ＣＣＳＥ２，进行甲醇浓度（５％～２０％）精细筛选。
１．４．４　不同平衡时间对精子冷冻保存的影响　４℃平衡时
间设定为０、１５、３０、４５、６０ｍｉｎ，防冻液为１０％ 甲醇／ＣＣＳＥ２。
１．４．５　液氮熏蒸高度对精子冷冻保存的影响　稀释液选用
ＣＣＳＥ２，抗冻剂选用１０％ 甲醇和１０％ 乙二醇甲醚。熏蒸高
度分别为３、５、７、９、１１、１３ｃｍ。熏蒸结束后倒入液氮中保存，
保存５ｍｉｎ后在３７℃水浴中解冻，解冻时间为６ｓ。用纯水激
活后，在显微镜下检测冻精活力。

１．４．６　糖类对黄颡鱼精子冷冻保存的影响　选取的抗冻剂
为１０％ 甲醇，稀释液为用５种糖类配制而成的０．１ｍｏｌ／Ｌ和
０．２ｍｏｌ／Ｌ的ＣＣＳＥ２，５种糖类为葡萄糖、果糖、海藻糖、蔗糖、
麦芽糖。

１．５　数据处理
结果用“平均值 ±标准差”表示；数据分析使用 ＳＰＳＳ

１６０进行单因素方差分析。图表使用Ｏｒｉｇｉｎ７．５绘制。
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２　结果与分析

２．１　不同抗冻剂与稀释液对黄颡鱼精子冷冻保存的影响
３种稀释液、６种抗冻剂的２种浓度，配制的３６种不同防

冻液对黄颡鱼精子冷冻保存的影响，结果如表１所示，当抗冻
剂为甲醇时，冻精活力普遍较强。当甲醇为１０％时，冻精的
活力达到最高；当 ＣＣＳＥ２作为稀释液时，冻精活力较好。
１０％ 甲醇－ＣＣＳＥ２组合时，冻精活力达到最强。利用该最佳
组合，进一步比较了７种甲醇不同浓度对黄颡鱼精子冷冻的
影响，结果如图１所示，当甲醇浓度在５％～７．５％时，冻精活
力较差；当甲醇浓度在１０％～１２．５％时，冻精活力最高；之后
随着甲醇浓度升高，冻精活力下降。

表１　抗冻剂与稀释液组合对黄颡鱼冻精活力的影响

防冻剂种类
防冻剂浓度

（％） 稀释液
精子活力

（％）

甲醇

甘油

ＤＭＳＯ

乙二醇

丙二醇

乙二醇甲醚

５

１０

５

１０

５

１０

５

１０

５

１０

５

１０

Ｄ－１７
ＨＢＳＳ
ＣＣＳＥ２
Ｄ－１７
ＨＢＳＳ
ＣＣＳＥ２
Ｄ－１７
ＨＢＳＳ
ＣＣＳＥ２
Ｄ－１７
ＨＢＳＳ
ＣＣＳＥ２
Ｄ－１７
ＨＢＳＳ
ＣＣＳＥ２
Ｄ－１７
ＨＢＳＳ
ＣＣＳＥ２
Ｄ－１７
ＨＢＳＳ
ＣＣＳＥ２
Ｄ－１７
ＨＢＳＳ
ＣＣＳＥ２
Ｄ－１７
ＨＢＳＳ
ＣＣＳＥ２
Ｄ－１７
ＨＢＳＳ
ＣＣＳＥ２
Ｄ－１７
ＨＢＳＳ
ＣＣＳＥ２
Ｄ－１７
ＨＢＳＳ
ＣＣＳＥ２

２１．４３±５．５６ｇｈｉｊｋ
２７．１５±４．８８ｄｅｆｇｈ
３６．４３±２．４４ｂ
２６．４３±３．７８ｄｅｆｇｈｉ
３１．４３±３．７８ｂｃｄ
４２．８６±２．６７ａ
１．００±０．００ｏ
２．１４±１．９５ｏ
１５．７１±５．３５ｋｌｍｎ
１．５７±１．５１ｏ
２．７１±２．１４ｏ
１２．８６±２．６７ｍｎ
１５．００±７．０７ｋｌｍｎ
２６．４３±３．７８ｄｅｆｇｈｉ
２７．８６±６．３６ｄｅｆｇ
１６．４３±７．４８ｋｌｍｎ
２８．５７±３．７８ｄｅｆ
３１．４３±６．２７ｂｃｄ
１３．５７±６．２７ｌｍｎ
１７．８６±４．８８ｊｋｌｍｎ
２０．７１±９．７６ｈｉｊｋｌ
２０．００±４．０８ｉｊｋｌｍ
２２．１４±４．８８ｆｇｈｉ
２９．２９±６．０７ｃｄｅ
１２．１４±８．０９ｎ
１６．４３±５．５６ｋｌｍｎ
１７．１４±７．５６ｊｋｌｍｎ
１７．８６±８．５９ｊｋｌｍｎ
２２．１４±５．６７ｆｇｈｉｊ
２３．５７±８．０２ｅｆｇｈｉｊ
１５．７１±４．５０ｋｌｍｎ
１５．７１±６．０７ｋｌｍｎ
２９．２９±６．７３ｃｄｅ
１５．７１±５．３５ｋｌｍｎ
１５．７１±７．８７ｋｌｍｎ
３５．７１±６．７３ｂｃ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　平衡时间对黄颡鱼精子冷冻保存的影响
４℃不同平衡时间对黄颡鱼解冻后精子活力的影响，结

果如图２所示，随着平衡时间的增加，冻精活力增强，当平衡
时间为３０ｍｉｎ时，冻精活力达到最大，４６６７％；当平衡时间
４５、６０ｍｉｎ时，冻精活力反而变差。

２．３　熏蒸高度对黄颡鱼精子冷冻保存的影响
熏蒸高度对黄颡鱼精子冷冻保存的影响，结果如图３所

示，１０％甲醇的冻精活力比１０％乙二醇甲醚强；当熏蒸高度
是７ｃｍ时，２种抗冻剂的冻精活力都达到最强，分别为
４４１７％和３６．６７％。

２．４　稀释液ｐＨ值对黄颡鱼精子冷冻保存的影响
稀释液ｐＨ值对黄颡鱼精子冷冻保存的影响，结果如图４

所示，在ｐＨ值为５．０时，冻精活力最弱，为２３％；而在 ｐＨ值
为６．０和７．０时，冻精活力较强，分别为４５％、４７％；当 ｐＨ值
为８．０时，冻精活力下降。
２．５　糖类对黄颡鱼精子冷冻保存的影响

比较不同糖类对黄颡鱼精子冷冻保存的影响，结果如图

５所示，添加麦芽糖的冻精活力较好，尤其是在０．１ｍｏｌ／Ｌ浓
度的情况下，冻精活力最高。

３　讨论

黄颡鱼体积较小，精巢呈分枝状，精液量较少，不易挤出，

规模化苗种生产多采用解剖精巢取精的方式进行人工授精，使
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生产过程中雄鱼亲本浪费较为严重，精子不能充分利用，规模

化繁殖效率依然不高，开展精子超低温冷冻保存研究可促进

黄颡鱼人工授精技术提高。相关黄颡鱼超低温冷冻保存技术

研究报道很少［６］。

精子在冷冻前必须先稀释于防冻液中。防冻液主要由稀

释液和渗透性抗冻剂组成。筛选防冻液是鱼类精子冷冻保存

中的重要步骤，也是研究最多的领域，稀释液的适合与否直接

影响到保存结果。相关报道鱼类精子冷冻的稀释液已经多达

几十种［７］。本研究选择了最常用的 ３种稀释液 Ｄ－１７［２］、
ＨＢＳＳ［４］、ＣＣＳＥ２［５］。这３种稀释液成分简单，都由无机盐和
糖类组成，但渗透压不同。Ｄ－１７的渗透压为３９７ｍＯｓｍ／ｋｇ，
属于高渗透压［２］；ＨＢＳＳ渗透压为３２０ｍＯｓｍ／ｋｇ，属于等渗［４］；

而ＣＣＳＥ２报道的渗透压为３２５ｍＯｓｍ／ｋｇ［５］，笔者实验室检测
实为２６０ｍＯｓｍ／ｋｇ，略微低渗。高渗的 Ｄ－１７成功冷冻保存
了鲤鱼等多种淡水鱼类精子。近年来，接近等渗的 ＨＢＳＳ已
经成功保存了孔雀鱼、黑玛丽［４］、绿色剑尾鱼［８］等多种鱼类

精子，有广泛的适用性。淡水鱼精液稀释液多为等渗或略微

高渗［７］。本研究发现对于黄颡鱼精子冷冻，略微低渗的

ＣＣＳＥ２效果最佳，表明黄颡鱼精巢环境的渗透压可能比其他
鱼类低，需要进一步研究验证。

由于不同种类的鱼精子的生理特性具有很大差异，确定

最适的抗冻剂种类和浓度非常重要［９］。对于不同物种，有不

同适宜的渗透性抗冻剂。ＤＭＳＯ因其高渗透性和易与精子膜
上磷脂层发生相互作用而被广泛应用于多种鱼类精子冷

冻［７］。本研究结果１０％甲醇对黄颡鱼冷冻效果最佳，与 Ｐａｎ
等的报道结果［６］一致。乙二醇甲醚的效果仅次于甲醇。

冷冻前，为了让渗透性抗冻剂渗入精子起到保护作用，一

般在４℃平衡一段时间。低温有利于减小抗冻剂对精子的毒
性，也有利于精子对冷冻环境的适应，一般鱼类精子的平衡时

间控制在 １０～６０ｍｉｎ［２，７］。本研究最佳平衡时间都为
３０ｍｉｎ。说明适当的平衡对鱼类精子冷冻非常重要。

慢速熏蒸慢速降温，有利于鱼类精子对低温的适应，能够

在冻结前充分脱水，是目前鱼类精子冷冻的主要降温方式。

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。筛选最佳的降温速率对提高冷冻保

存效果至关重要。本研究中在液氮面上７ｃｍ高度处熏蒸降
温，冻精活力最高。表明液氮熏蒸慢速降温是鱼类精子冷冻

的有效方法。

关于糖类对精子冷冻的报道较多，特别是海藻糖对精子

有保护作用。本研究在稀释液 ＣＣＳＥ２配方的基础上，研究５
种糖类对黄颡鱼精子冷冻保存的影响，结果麦芽糖的冻精活

力较好，而海藻糖并没有发现有保护作用。这可能是糖类对

精子冷冻的保护作用有物种差异。稀释液ＣＣＳＥ２的ｐＨ值对
黄颡鱼精子冷冻保存的影响，ｐＨ值为６．０和７．０时，冻精活
力最好。

通过精液冷冻保存技术，建立相应的鱼类种质资源库，将

这些物种的基因资源完全保存下来，为鱼类种质资源的保护

开辟了新的途径。黄颡鱼精子冷冻保存的研究为其种质资源

保护和开发利用打下了基础。

参考文献：

［１］陈松林．鱼类配子和胚胎冷冻保存研究进展及前景展望［Ｊ］．水

产学报，２００２，２６（２）：１６１－１６８．

［２］陈松林．鱼类精子和胚胎冷冻保存理论与技术［Ｍ］．北京：中国

农业出版社，２００７：２１－４４．

［３］ＲｏｂｌｅｓＶ，ＣａｂｒｉｔａＥ，ＨｅｒｒáｅｚＭ Ｐ．Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｃｒｙｏｂａｎｋｉｎｇｉｎ

ｚｅｂｒａｆｉｓｈａｎｄｏｔｈｅｒａｑｕａｒｉｕｍｍｏｄｅｌｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ，２００９，６

（３）：２８１－２９３．

［４］ＨｕａｎｇＣ，ＳｕｎＣ，ＳｕＸ，ｅｔａｌ．Ｓｐｅｒｍｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｉｎｇｕｐｐｉｅｓａｎｄ

ｂｌａｃｋｍｏｌｌｉｅｓ—ａｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄｆｒｅｅｚｉｎｇｐｒｏｔｏｃｏｌｆｏｒｌｉｖｅｂｅａｒｅｒｓｉｎ

Ｐｏｅｃｉｌｉｉｄａｅ［Ｊ］．Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００９，５９（３）：３５１－３５６．

［５］ＩｒａｗａｎＨ，ＶｕｔｈｉｐｈａｎｄｃｈａｉＶ，ＮｉｍｒａｔＳ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｅｎｄｅｒｓ，ｃｒｙｏ

ｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓａｎｄｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｏｎｃｏｍｍｏｎｃａｒｐ（Ｃｙｐｒｉｎｕｓ

ｃａｒｐｉｏ）ｓｐｅｒｍ［Ｊ］．ＡｎｉｍａｌＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎＳｃｉｅｎｃｅ，２０１０，１２２（３／４）：

２３６－２４３．

［６］ＰａｎＪＬ，ＤｉｎｇＳＹ，ＧｅＪＣ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｆｏｒｍａｉｎ

ｔａｉｎｉｎｇｙｅｌｌｏｗｃａｔｆｉｓｈＰｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓｆｕｌｖｉｄｒａｃｏｓｐｅｒｍ［Ｊ］．Ａｑｕａｃｕｌ

ｔｕｒｅ，２００８，２７９（１／２／３／４）：１７３－１７６．

［７］采克俊，曹　访，叶金云．鱼类精子低温冷冻保存研究进展［Ｊ］．

湖州师范学院学报，２０１２，３４（２）：２６－３０．

［８］ＨｕａｎｇＣＪ，ＤｏｎｇＱＸ，ＷａｌｔｅｒＲＢ，ｅｔａｌ．Ｉｎｉｔｉａｌｓｔｕｄｉｅｓｏｎｓｐｅｒｍ

ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆａｌｉｖｅ－ｂｅａｒｉｎｇｆｉｓｈ，ｔｈｅｇｒｅｅｎｓｗｏｒｄｔａｉｌＸｉｐｈｏｐｈｏ

ｒｕｓｈｅｌｌｅｒｉ［Ｊ］．Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙ，２００４，６２（１／２）：１７９－１９４．

［９］王晓爱，杨君兴，陈小勇，等．软鳍新光唇鱼精子的超低温冷冻保

存［Ｊ］．动物学研究，２０１２，３３（３）：２８３－２８９．

—８９１— 江苏农业科学　２０１３年第４１卷第１０期


