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　　摘要：对美洲鲥鱼精液的超低温冷冻保存技术进行了研究。以解冻后精子的活力为参数，探讨了鱼用任氏液为稀
释液、不同体积分数甲醇为保护剂、不同冻前平衡时间以及不同精液稀释比对美洲鲥鱼精液进行超低温冷冻保存的保

护效果。结果显示，以鱼用任氏液和体积分数为１０％的甲醇组成抗冻保护剂，精液稀释比（精液与抗冻保护剂的体积
比）为１∶３，于４℃冰箱平衡２０ｍｉｎ，液氮面上方６ｃｍ处平衡１０ｍｉｎ，然后在液氮面上平衡５ｍｉｎ，最后投入液氮中的
保存方式，保存６０ｄ后检查精子活力，存活率可达８０％。研究结果为保护淡水鱼类的种质资源提供了理论基础。
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　　美洲鲥鱼（Ａｌｏｓａｓａｐｉｄｉｓｓｉｍａ）属鲱形目鲱科，鱼肉细脂厚，
味道鲜美，营养丰富，为集约化养殖的优良品种。美洲鲥鱼与

我国的长江鲥、富春江鲥同科不同地理种群，且其自然分布水

域纬度相同，肉味和外形也基本一致。据调查，由于野生资源

的破坏，已有十多年未能在长江捕到长江鲥鱼，资源濒临灭

绝，恢复长江鲥鱼资源已经很难。自２００３年美洲鲥鱼被引进
中国作为长江鲥鱼的替代品［１］，美洲鲥鱼养殖在中国呈现出

广阔的市场前景［２］。精子超低温保存技术能为珍稀物种和

重要经济种类基因资源的长期保存提供有效的技术手段，在

繁殖生物学、遗传育种和种质资源保护等方面具有重要意义。

超低温保存是一种有效的并能长期保存鲜精的方法［３］。迄

今为止约有 ２００多种海淡水鱼类被用于超低温保存研
究［４－５］，而关于美洲鲥鱼精液的超低温保存研究却未见报道，

本研究开展美洲鲥鱼精子超低温冷冻保存技术研究，为更好

地保护利用优良美洲鲥鱼种质资源提供技术支持。

１　材料与方法

１．１　试验材料
美洲鲥鱼精子样品来源于南通龙洋水产有限公司海安中

洋河庄园养殖的美洲鲥鱼亲本，它们生长良好、形态正常、

无疾病、达到性成熟。

１．２　试验方法
１．２．１　精子采集　２０１４年５月１５日，采用促黄体释放激素
类似物（ＬＨＲＨ－Ａ２）、促绒毛膜性腺激素（ＨＣＧ）、马来酸地欧
酮 （ＤＯＭ）、鱼类催产助剂对挑选的成熟雄鱼进行注射催情；同
年５月１６日采取挤压法采集精子。所采集的精液要求乳白
色，无血污、粪便污染。采集的精液于４℃冰箱中暂存备用。
１．２．２　鲜精质量的检测　先用细口吸管吸１滴激活液于载

玻片上，对准视野，然后用解剖针针尖在装有精液的培养皿中

挑取适量精液，取出后立即在载玻片上的激活液中搅匀观察，

激活液激活后测活力。观察 ３～５个视野，精子活力（存活
率）统计方法为估测视野中活动精子的数量占全部精子数量

的百分比，取其平均值，选取活力达９０％以上的精子作为后
续试验材料进行冷冻保存。

１．２．３　稀释液和抗冻剂　稀释液为鱼用任氏液，配制方法
为：０．７８０ｇＮａＣｌ，０．０２１ｇＣａＣｌ２，０．０２０ｇＫＣｌ，０．２００ｇ
ＮａＨＣＯ３加双蒸水至１Ｌ，ｐＨ值８．０。抗冻剂为甲醇，分别配
制了５％、１０％、１５％３个不同体积分数，置 ４℃冰箱预冷
备用。

１．２．４　精子冷冻保存方法　精子于 ４℃冰箱分别平衡 ０、
１０、２０、３０ｍｉｎ；在液氮面上方６ｃｍ处平衡１０ｍｉｎ，然后在液氮
面上平衡５ｍｉｎ，最后投入液氮中。
１．２．５　不同稀释比的样品制备　经清水激活镜检后，选择精
子活力好的精液与抗冻保护剂按１∶３、１∶５、１∶８、１∶１０的
体积比稀释，混匀样品后，以每管 １ｍＬ样品量存放于冻存
管内。

１．２．６　冷冻精子活力检测　精子在液氮中保存６０ｄ后，将
其从液氮中取出，于液氮口处平衡５ｍｉｎ后，再于３７℃水浴
中快速解冻直至融化，立即放入显微镜视野下，用清水激活后

观察运动力。

２　结果与分析

２．１　不同体积分数甲醇抗冻剂对保存效果的影响
在美洲鲥鱼精液中加入３个不同体积分数的甲醇抗冻

剂，在超低温（－１９６℃）冷冻保存６０ｄ，解冻后显微镜观察表
明，１０％甲醇作为抗冻剂，保存效果最好，精子存活率达到
８０％；甲醇体积分数为５％时，精子存活率最低，保存效果最
差（表１）。
２．２　冻前平衡时间对保存效果的影响

以鱼用任氏液和１０％甲醇组成抗冻保护剂，测定０、１０、
２０、３０ｍｉｎ平衡时间对美洲鲥鱼精子存活率的影响。结果显
示，在平衡时间２０ｍｉｎ时精子存活率最高（表２）。
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表１　不同体积分数甲醇抗冻剂对美洲鲥鱼精液保存效果的影响

甲醇体积分数（％） 冻后存活率（％）
５ ３５
１０ ８０
１５ ５０

表２　不同冻前平衡时间对保存效果的影响

平衡时间（ｍｉｎ） 冻后存活率（％）
０ ２０
１０ ３５
２０ ７０
３０ ６５

２．３　不同精液稀释比对保存效果的影响
用鱼用任氏液作稀释液、１０％甲醇作抗冻保护剂，对用不

同精液稀释比保存的精子活力进行测定，表３结果显示精液
按１∶３稀释时，冻精存活率最高，达到８０％。

表３　不同精液稀释比对保存效果的影响

稀释比 冻后存活率（％）
１∶３ ８０
１∶５ ７０
１∶８ ５０
１∶１０ ４０

３　讨论与结论

目前精液超低温冷冻保存的方法一般遵循的原则是慢冻

速融，本试验的结果符合该原则。关于鱼类精液保存稀释液

的配制，由于试验用鱼种类的不同，稀释液也有所差异。稀释

液的配制是鱼类精液冷冻保存中关键的一步，稀释液的适合

与否直接影响到保存结果［６］。一般认为稀释液的成分在合

适的范围内越简单越好，目前用于鱼类精液超低温冷冻保存

的稀释液配方多数都是借鉴家畜的精液超低温保存配方或者

凭经验配制。鱼用任氏液是被广泛用于淡水鱼类精子的稀释

液［７］，本研究选用了任氏液配方作稀释液进行冷冻保存，取

得了较好的试验效果。不同的稀释倍数对精子的保存效果不

同，在３个不同的稀释比试验中，以１∶３的稀释比保存效果
最好。在加抗冻保护剂之前，于４℃平衡２０ｍｉｎ，既可以降低
温度速降带来的损伤，又能使抗冻剂充分渗透。于海涛等认

为，平衡一段时间有利于抗冻剂更好地发挥作用，并且精子在

冷冻之前代谢活动降低，对低温冷冻有一个逐步适应的

过程［８］。

由于不同种类鱼的精子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］。甲醇是较为常见的渗

透性抗冻剂，应用于少数水生生物精子冷冻也取得了较好的

抗冻效果。由于抗冻剂的毒性会随着其浓度升高而增强，因

此所用抗冻剂浓度一般不会超过１５％，本试验中抗冻剂甲醇
的浓度最高为１５％。Ｐａｎ等研究发现，１０％甲醇对黄颡鱼冷
冻保护效果最佳［１０－１１］。本研究选用３个不同体积分数的甲
醇抗冻剂，结果表明１０％甲醇抗冻剂对美洲鲥鱼冷冻有较好
的保护效果。

有关鱼类精液的冷冻方法，目前文献报道的主要有３种，
即颗粒冻精法、安瓿瓶法、麦细管法。选用哪种方法受试验条

件和技术手段的限制，最终结果也各有优劣。曾经有不少学

者用颗粒冻精法冷冻精子并获得较高的受精率，但是由于该

方法需要特殊的解冻液，实用性不高。安瓿瓶体积较大，降温

难以均匀，且操作比较复杂。本试验采取的塑料冻存管冷冻

法具有操作简便、安全的特点，易于广泛推广应用。

通过精液冷冻保存技术，可将一些名贵、优良的淡水鱼类

精液，尤其是将那些濒危、珍稀物种的种质资源进行长期有效

的保存。通过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，可为淡水鱼类种质资源的保护开辟一

条新的途径。
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