
书书书

丁淑燕，严维辉，郝　忱，等．兴国红鲤精液超低温冷冻保存及效果分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（２）：２７７－２７９．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．０２．０８１

兴国红鲤精液超低温冷冻保存及效果分析
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　　摘要：对兴国红鲤精液的超低温冷冻保存技术进行了研究。以解冻后精子的寿命和运动力为参数，分别探讨了不
同组合的稀释液、抗冻剂以及冷冻程序对兴国红鲤精液进行超低温冷冻保存的保护效果。试验结果表明，选用Ｒｉｎｇｅｒ
液为稀释液，８％ ＤＭＳＯ为抗冻剂，按照程序－８０℃平衡１５ｍｉｎ，后保存于－１９６℃液氮中，３７℃水浴１００ｓ解冻，精液
解冻激活后镜检，精子活力达到（８３±９．６）％，寿命在（８６．２５±２４．７）ｓ，接近鲜精的水平。本研究结果为保护淡水鱼
类的种质资源提供了理论基础。

　　关键词：兴国红鲤；精液；超低温保存
　　中图分类号：Ｓ９６５．１１６　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０２－０２７７－０２

收稿日期：２０１５－０３－１６
基金项目：江苏省科研院所社会公益研究与服务专项（编号：

ＢＭ２００６７０３）；江苏省水产三项工程项目（编号：Ｋ２００６－３）。
作者简介：丁淑燕（１９７８—），女，山东烟台人，硕士，助理研究员，主要
从事水产种质资源与遗传育种研究。Ｔｅｌ：（０２５）８６５８１５７１；
Ｅ－ｍａｉｌ：ｄｓｈｙ７８６９＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

通信作者：葛家春，博士，研究员，主要从事种质资源保藏与利用。

Ｔｅｌ：（０２５）８６５８１５７０；Ｅ－ｍａｉｌ：ｇｊｃ０９＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

　　兴国红鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏｖａｒ．ｓｉｎｇｕｏｎｅｓｉｓ）别称金狮红鲤，
隶属鲤形目鲤科鲤属，是江西省兴国县特有的淡水养殖品种。

在渔业生产上具有较广泛的实际应用价值。据史料记载，该

鱼已有１３００年的养殖历史，具有体色全红、个体长大、背宽
肉厚、肉质鲜嫩、繁殖力强等特点，深受广大渔业工作者欢迎。

由于受到长期、密集的人工选育影响以及缺乏科学的选育指

导，在形态和生长性状等方面出现了不同程度的衰退［１］。水

产生物种质资源的保护关系到水产业的可持续发展。研究兴

国红鲤精液的超低温保存，无论从良种的保存还是水产上的

实际生产来讲都是很有意义的。本研究通过筛选 Ｄ－２０、
Ｋｕｒｏｋｕｒａ－１、Ｒｉｎｇｅｒ液３种稀释液和二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、甘
油（Ｇｌｙ）、甲醇（Ｍｅｔｈ）３种抗冻剂，并对冷冻保存的精子进行
活力测定，旨在探索一套有效的兴国红鲤精子超低温冷冻保

存方法。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验所用的兴国红鲤取自江苏洪泽水产良种场，充气运

回后于笔者所在研究所水池内暂养。

１．２　试验方法
１．２．１　精液的采集　根据鱼体质量，分别注射催产激素
ＨＲＨ－Ａ２５μｇ／ｋｇ、ＨＣＧ２５０ＩＵ／ｋｇ、ＤＯＭ１．５ｍｇ／ｋｇ、脑垂体
５ｍｇ／ｋｇ；１２ｈ后，挤压腹部，若有精液流出，即可取精。方法
为用干毛巾擦干其生殖孔，轻轻挤压雄鱼腹部，有精液流出，

采集至干燥容器中。所采集的精液要求乳白色，无血液、粪便

污染。

１．２．２　精子的形态观察　取１滴精液于干净载玻片上，通过
自来水流水冲洗调节密度至适中，置于空气中干燥后，加苏木

精染色液，后再次置于空气中干燥，再加入曙红染色液，空气

中干燥后重新置于显微镜下观察，并进行显微摄影。

１．２．３　精液质量的测定　先用细口吸管吸１滴激活液于载
玻片上，对准视野后，用解剖针针尖挑取培养皿中的精液，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，大于９０％用于保存。将精液稀释１００００倍，采用血球
计数板计数，统计精子密度。

１．２．４　稀释液的配制　将精液经过不同稀释液适当稀释后，
分别与含有１６％ＤＭＳＯ、２５％甘油、２０％甲醇的同种稀释液等
体积混合，使其终浓度为５×１０８精子／ｍＬ，每管４００μＬ。以不
含有任何保护剂的稀释液为对照组。每组试验均重复３次
（ｎ＝３）。

表１　各稀释液成分

名称
成分（ｇ／Ｌ）

ＮａＣｌ ＫＣｌ ＣａＣｌ２ ＮａＨＣＯ３ Ｇｌｕｃｏｓｅ
渗透压

（ｍＯｓｍ／ｋｇ）

Ｒｉｎｇｅｒ液 ７．８ ０．２ ０．２１ ０．０２１ — ２６０
Ｋｕｒｏｋｕｒａ－１ ７．５ ０．２ ０．１６ ０．２ — ２５０
Ｄ－２０ ８ １ — — １５ ３５０

１．２．５　冷冻保存方法　将配好的精液稀释液迅速按照下列
程序进行冷冻保存：（１）两步冷冻：－８０℃平衡１５ｍｉｎ，后投
入液氮中保存；（２）多步冷冻：４℃平衡３０ｍｉｎ，－２０℃平衡
１５ｍｉｎ，－８０℃平衡１５ｍｉｎ，后投入液氮中保存。
１．２．６　解冻方法与精子激活　经过一定时间的冻存，将冷冻
管从液氮罐中取出，于 ３７℃水浴 ９０ｓ，用 ＳＭ试剂（ＮａＣｌ
２．６ｇ／Ｌ、ＫＣｌ０．４ｇ／Ｌ、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ２．４ｇ／Ｌ，ｐＨ值为８．０）激活，
具体激活方法为每９００μＬＳＭ试剂加入６μＬ解冻后的精液，
立即放入显微镜视野下观察精子运动力和寿命。

１．２．７　精子活力的测定　精子活力分别以精子寿命及精子
运动力来评价，精子寿命是指精子被激活至绝大部分停止摇

摆运动所需的时间。精子运动力指运动精子占全部精子的百

分数。
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２　结果与分析

２．１　兴国红鲤精子的形态观察
在４００倍光学显微镜下，兴国红鲤精子头部为卵圆形，尾

长而弯曲，形如蝌蚪（图１）。

２．２　兴国红鲤新鲜精子的质量鉴定
该精子是一类分化程度很高的细胞，在精巢中不活动，与

其生存水环境接触后，９９％的精子被激活开始做快速直线运
动，经稀释液一定程度的稀释，血球计数板计数，其精子浓度

为３．２×１０１０精子／ｍＬ。
２．３　兴国红鲤冷冻保存精子的活力测定
２．３．１　稀释液对精子冷冻保存的影响　应用上述含有１６％
ＤＭＳＯ的３种冷冻稀释液对兴国红鲤精子按照两步冷冻法进
行冷冻保存，其冷冻保存效果见图２。在３种稀释液中，Ｒｉｎ
ｇｅｒ液的冻后成活率最高，达（８３±９．６）％；寿命最长，达
（８６．２５±２４．７）ｓ。Ｋｕｒｏｋｕｒａ－１、Ｄ－２０液的冻后成活率和寿
命分别为（３３±２０．６）％、（７５±５．８）％和（５４．５±２８．２）ｓ、
（５６．２５±１３．６）ｓ。因此兴国红鲤精子冷冻保存的最适稀释
液为Ｒｉｎｇｅｒ液。

２．３．２　保护剂对精子冷冻保存的影响　用 Ｒｉｎｇｅｒ液作稀释
液，按照两步冷冻法进行冷冻保存，比较了３种抗冻剂（ＤＭ
ＳＯ、Ｇｌｙ、Ｍｅｔｈ）的冷冻保存效果，结果见图３。ＤＭＳＯ冻存兴
国红鲤精子效果最好。８％的 ＤＭＳＯ冻后精子成活率为
（８３±９．６）％，寿命为（８６．２５±２４．７）ｓ。１２．５％ 甘油、１０％
甲醇冻后精子成活率较差，分别为（７．５±９．６）％、（３３±
３４）％；寿命较短，分别为（１０．５±１４．２）ｓ、（４０±３６．９）ｓ。
２．３．３　冷冻程序对精子冷冻保存的影响　用 Ｒｉｎｇｅｒ液作稀
释液，８％ ＤＭＳＯ作保护剂，比较了２种冷冻方法对兴国红鲤
精子的冷冻保护效果，结果见图４。采用两步冷冻法保存的
精子成活率为（８３±９．６）％，寿命为（８６．２５±２４．７）ｓ，而三步
冷冻法保存的精子成活率为（８５±５．８）％，与两步冷冻法无
显著差异，寿命为（６８±６．７）ｓ，与两步冷冻法差异显著
（Ｐ＜０．０５）。　

３　讨论

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，本次试验的结果符合该原则。关于鱼类精液保存稀

释液的配制至今没有一个统一的理论依据，而且由于试验用

鱼种类的不同，稀释液可能也有所差异。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。一般来说弱酸性稀释液的保存

效果高于弱碱性的稀释液。本研究采用以往文献中较为成功

的几种稀释液配方［２－４］，通过试验，筛选出最适合用于兴国红

鲤精液超低温保存的冷冻稀释液—Ｒｉｎｇｅｒ液。
不同的冷冻保护剂被成功用于不同鱼类精子的超低温冷

冻保存。ＤＭＳＯ常被用于大菱鲆［５－６］、海鲈鱼［７］、黑石斑

鱼［８］、美洲黄盖鲽［９］等精子的冷冻保存，本试验比较了 ＤＭ
ＳＯ、甘油、甲醇对兴国红鲤精子的冷冻保护效果，结果显示，
ＤＭＳＯ比甘油、甲醇更适合兴国红鲤精子的冷冻保存。ＤＭＳＯ
对精子有毒性但又有较好防冻效果的双重特性，在本研究中

８％ ＤＭＳＯ既能起到良好的抗冻作用，且不会导致精子损伤。
鱼类精液经过冷冻保存及解冻后的激活方式对于获得高

的精子活力具有重要意义。陈松林等研究表明，在冷冻过程

中，在ＤＭＳＯ的作用下，鱼类精子的渗透压升高，先前用于鲜
精的激活方式已经不再适合冻精。如果用水直接激活，会导

致冻精内外渗透压过大，精子吸水膨胀、活力降低、寿命缩短。

而用有一定渗透压的溶液去激活冻精，效果要好得多［１０］。本

研究激活冻精所用的ＳＭ试剂即能获得较好的激活效果。
鱼类精液经过超低温冷冻后，活力都有一定降低。本次

试验用曙红染色冻精，在显微镜４０倍物镜下观察发现经过冷
冻／解冻后的精子中有部分精子的形态结构发生变化，主要表
现在：（１）精子的细胞膜变得疏松、膨胀甚至破裂、脱落；（２）
精子尾部的鞭毛断裂，有基部断裂和中部断裂２种；（３）精子
鞭毛非正常缠绕、扭曲。精子在冷冻／解冻过程中发生冻存损
伤是难免的［１１－１２］。在冻存过程中，一方面由于温度的不断下

降，精子不耐低温可能导致结构及功能发生变化，另一方面由

于加入的抗冻剂本身对精子有毒性，以及精细胞中水分不断
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渗出导致精子内外渗透压变化也会导致精子的冻存损伤。

虽然目前在冷冻稀释液、抗冻剂、降温速率以及激动方法

等方面还没有统一标准，但随着精液超低温保存技术的不断发

展，使得精子冻存后的损伤大大减小，这项技术会更加完善。
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克氏原螯虾选育后代生长特性的初步研究

曹　昆１，２，李杰雄１，韩晓磊１，徐建荣１

（１．常熟理工学院生物与食品工程学院，江苏常熟２１５５００；２．苏州大学基础医学与生物科学学院，江苏苏州 ２１５１２３）

　　摘要：将抱卵克氏原螯虾的离体幼虾按体质量分为大、中、小３组，进行２次选育，每次试验均设３个平行组，进行
选育后代生长特性的研究。结果表明：各种规格幼虾培育４０ｄ后，体质量和体长均有极显著变化（Ｐ＜０．０１），存活率
均超过５０％，大规格幼虾增质量率和体长增长率显著高于其他规格幼虾（Ｐ＜０．０１）。继续培育４０ｄ后发现，大规格
螯虾之间的大小差异在减小，而３种规格螯虾种群之间的竞争更加强烈，存活率均低于５０％，尤其大规格螯虾之间尤
为突出。小规格螯虾的增质量率和体长增长率显著高于其他规格螯虾（Ｐ＜０．０１）。
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　　克氏原螯虾（Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓｃｌａｒｋｉｉ），俗称淡水小龙虾，原产
于墨西哥东北部和美国中南部［１］。１９８１年，由美国引进日
本，１９２９年又由日本传入我国江苏南京附近［２］，现已广泛分

布于全国，成为我国一种重要的淡水虾类资源，深受国内外市

场欢迎［３］。目前，人工养殖所需的虾苗大多是从天然水域捕

捞或是依靠上年养殖的留塘虾进行自主繁育［４］。由于缺乏

系统的良种保持和选育技术体系，这样的虾苗品质参差不齐，

生长速率不一，产量低。为了进一步开发利用克氏原螯虾，提

高其后代优良品质，本试验对克氏原螯虾选育后代生长特性

进行了研究，为克氏原螯虾的选择育种提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料
从常熟理工学院谢桥基地采集抱卵克氏原螯虾若干尾，

试验前暂养１０ｄ。暂养期间养殖用水为曝气２４ｈ的自来水，
以增氧泵增氧，并每天适时投喂配合饲料。试验于２０１４年在
常熟理工学院笃行楼实验室进行。试验用克氏原螯虾抱卵虾

个体（３３．４１±５．２３）ｇ，要求颜色暗红或深红、附肢齐全、活
动能力强、体质健壮。
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