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　　摘要：对中华精子超低温冷冻保存技术进行探究，评估了精子在激活后活力随时间的延长而变化趋势；选取
５％、１０％、１５％ ３种浓度二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）作为冷冻保护剂，分别评估精子在液氮液面上方不同高度、不同保持时
间情况下冷冻后解冻精子的动性，筛选出该条件下较优的冷冻方法。结果表明，中华精子用１０％ ＤＭＳＯ在液氮
上方５ｃｍ处、保持５ｍｉｎ后转入液氮中冷冻后解冻精子可以保持较好活力。该研究为中华精子冷冻保存提供一
种可行的方法，为进一步优化冷冻保存技术提供参考。
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　　精子超低温冷冻保存技术能够长期保持种质资源、保证
水产动物遗传物质的多样性。该技术已在多种鱼类精子保存

中得到应用［１］，然而有关精子超低温冷冻保存技术研究

较少［２］，中华精子冷冻保存技术方面还未有报道。本研

究根据中华与日本生物学相近，参考日本精子

超低温冷冻保存方法，选取在鱼类中运用比较广泛的二甲基

亚砜作为冷冻保护剂［３］，探讨了３种不同浓度的ＤＭＳＯ、在不
同的冷冻高度、特定高度下不同的保持时间对解冻后精子活

力的影响。旨在筛选出一种可以用于中华精子冷冻保存

方案，同时为后期进一步优化冷冻保存方案、长期保存中华

优良种质奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　与精子的收集　２０１６年４—５月从江苏泰州姜
堰获得性成熟的中华个体，置于实验室水族箱（５５ｃｍ×

３０ｃｍ×４０ｃｍ）内暂养１周。其间充氧并保持微流水，同时投
喂优质饲料对进行营养强化，水温为１８～２０℃。取达到
性成熟的个体［４－５］，采精时先用干毛巾将鱼擦干后，

用指尖轻轻按压腹部，精液从生殖孔中流出，将精液收集

到玻璃培养皿中。取少量精液用生理盐水（５％）激活后在显
微镜下镜检，收集活力超过９０％的精液样本。将来自不同亲
本的３个精液样本混合，室温设定为２０℃。
１．１．２　抗冻保护剂与人工精浆　二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）具有
快速渗透细胞膜的作用，作为冷冻保护剂已经在多种鱼类精

子研究被证实具有较好的效果［６］。本研究选取３种不同的浓
度（５％、１０％、１５％）的ＤＭＳＯ用于试验研究。为避免抗冻保
护剂添加过程中对精子活力的潜在影响，精液在冷冻前一步

加入到人工精浆（ＡＳＰ）［２］－二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）混合液中。
ＡＳＰ－ＤＭＳＯ混合液的配制按表１，试剂配好后用蒸馏水定容
至１０００ｍＬ，调节 ｐＨ值至８．０。所有试剂均为现用现配，室
温存放时间不超过２ｈ。

表１　ＡＳＰ－ＤＭＳＯ混合液配方

ＡＳＰ－ＤＭＳＯ
溶液

各配料的量（ｍｍｏｌ）

氯化钠

（ＮａＣｌ）
氯化钾

（ＫＣｌ）
氯化钙

（ＣａＣｌ２）
氯化镁

（ＭｇＣｌ２）
碳酸氢钠

（ＮａＨＣＯ３）
Ｎ－三（羟甲基）甲基－３－氨基丙磺酸

（ＴＡＰＳ）

二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）
体积（ｍＬ）

ＡＳＰ－ＤＭＳＯ１ ５５ ８２．４ ２．０ ０．８ ２０ ２０ ５０
ＡＳＰ－ＤＭＳＯ２ ５５ ８２．４ ２．０ ０．８ ２０ ２０ １００
ＡＳＰ－ＤＭＳＯ３ ５５ ８２．４ ２．０ ０．８ ２０ ２０ １５０

１．２　试验方法
１．２．１　精子激活后活力受时间的影响　为评估精子在水中
存活时间，首先对精子动性进行评估，制定精子活力随时间延

长的变化图。取收集好的精液０．１ｍＬ，加２．０ｍＬ生理盐水

（５％）激活，显微镜下对精子动性进行观察，用血球计数板记
录精子数，统计活力。

１．２．２　精子冷冻　将取自３个不同个体的精液收集好
后混合，取０．１ｍＬ精液与２．０ｍＬＡＳＰ－ＤＭＳＯ混合液混合，
混合完成后移入０．５ｍＬ的麦管（ＩＭＶ，法国），将麦管置于泡
沫板上平放，后转入含有液氮的泡沫箱中保持数分钟，最终转

入液氮中。泡沫板呈阶梯状，阶梯水平面距离液氮表面距离

不同用以控制冷冻速率的快慢。为筛选出较优的冷冻保

存方法，本研究对不同冷冻高度、液氮液面上不同保持时间进

行筛选，以筛选出较优的冷冻方法。

１．２．２．１　不同冷冻高度对精子解冻后活力的影响　基于已
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发表的日本精子冷冻保存的研究［７］，本研究选取精子在

加入ＡＳＰ－ＤＭＳＯ混合液之后在液氮表面上方保持５ｍｉｎ，后
转入液氮中。本试验设置了４种冷冻高度（麦管置于阶梯泡
沫上水平放置，距离液氮表面高度分别为５、７、９、１１ｃｍ），以
设置不同梯度冷冻速率。

１．２．２．２　精液在液氮液面上保持不同时间的影响　根据以
上试验结果，选取液氮液面以上５ｃｍ作为精子冷冻高度，同
时设置液氮液面上４种不同保持时间（４、５、６、７ｍｉｎ），用以筛
选出较优的保持时间。根据试验结果，选取液氮液面上方

５ｃｍ，每隔１０ｓ记录该高度时的温度（Ｆｌｕｋｅ，美国），绘制温
度－时间变化曲线图（图１），用以给出试验时温度参数。

１．２．３　精子解冻　麦管在投入液氮中保存２ｈ后，用镊子小
心地取出，立即置于２０℃水中解冻２０ｓ。取解冻后的混合液
０．１ｍＬ，用２．０ｍＬ生理盐水稀释。后用血球计数板对解冻后
精子活力进行计数，统计活力。

１．３　数据分析
试验数据采用“平均值 ±标准差”表示；数据分析使用

ＳＰＳＳ２３．０进行单因素方差分析；绘图使用Ｅｘｃｅｌ２０１０软件。

２　结果与分析

２．１　精子激活后活力受时间的影响
由图１可知，精子激活后动性在所选取各个时间节

点处明显下降；精子在５ｍｉｎ内能保持较高的活力，５ｍｉｎ后
活力明显下降，１０ｍｉｎ后只有少量精子能存活，未发现有超过
１３ｍｉｎ的精子。

２．２　不同冷冻高度对精子解冻后活力的影响
由表２可知，液氮液面上方５ｃｍ处冷冻后解冻精子效果

较高，其中 １０％ ＤＭＳＯ冷冻后解冻精子动性最高，１５％
ＤＭＳＯ次之，５％ ＤＭＳＯ在此条件下未发现有解冻后精子游动

的现象；其余高度在不同浓度 ＤＭＳＯ中冷冻后解冻精子均未
发现具有动性。

表２　精子在不同液面高度保持５ｍｉｎ后转入液氮
冷冻后解冻精子活力

ＤＭＳＯ浓度
（％）

不同液面高度下的精子活力（％）
５ｃｍ ７ｃｍ ９ｃｍ １１ｃｍ

５ ０ ０ ０ ０
１０ ７．８±２．７ａ ０ ０ ０
１５ ２．１±１．８ｂ ０ ０ ０

　　注：ａ、ｂ表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．３　液氮液面上保持不同时间冷冻对解冻后精子活力的
影响

由图３可知，液氮上方５ｃｍ保持５ｍｉｎ时冷冻后解冻精
子能够获得较高的动性，高于其他几组（４、６、７ｍｉｎ）；５％
ＤＭＳＯ保持 ４ｍｉｎ后冷冻后解冻观察到少量精子活动
（３．１９％），１０％ ＤＭＳＯ在保持７ｍｉｎ后冷冻解冻后精子动性
较低（１．１５％），其余多数在振动，未发现游动精子（图中横坐
标上加粗部分表示解冻后精子动性为零试验组）。

３　讨论

精液超低温冷冻保存关键在于用一定浓度的抗冻保护剂

充分渗透入精子内部、使之快速脱水；同时，尽量减少抗冻保

护剂毒性对精子的影响。该试验中，中华在激活后精子

保持较高动性（８２．２５％）时间相对较短（＜５ｍｉｎ）。考虑到
后期抗冻保护剂在加入后 ＤＭＳＯ的毒性问题，本试验在收集
好精液后直接和 ＡＳＰ－ＤＭＳＯ混合物混合，以防止 ＤＭＳＯ在
逐步加入过程中局部浓度过大对精子造成损伤；同时减少精

子暴露在抗冻保护剂中时间从而降低其毒性。

有别于部分鱼类精子玻璃化冷冻保存方案，该试验采用

低速慢冻保存技术。有研究认为，精子冷冻保存在降温时细

胞内外在成冰过程中有冷冻损伤、细胞质变化、细胞骨架等影

响［８－１０］，影响精子解冻活力。慢速冷冻有助于缓解冷冻过程

中胞内外渗透压急剧变化带来的生理生化影响，从而提高解

冻精子存活率。本试验在液氮上方５ｃｍ保持５ｍｉｎ，该条件
下冷冻速度为１９～－７５℃／ｍｉｎ，后转入液氮，解冻精子动性
高于其他组，该趋势与日本中的超低温冷冻结果相似

（２０～－８０℃／ｍｉｎ）［７］。
该试验方法可用于中华基因超低温冷冻保存，为进

一步提高解冻后动性率，还须对抗冻保护剂毒性、冷冻速率、
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解冻方法进行优化。
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　　摘要：分析了不同密度中华绒螯蟹与水稻复合生态种养系统的利润与氮磷平衡情况，结果显示：（１）３个试验田块
的利润分别为 ７２５０４．９４、８８１１１．８９、６９１２５．８５元／ｈｍ２，其中放养河蟹密度最大的田块利润最高，投放密度为
２３８．４０ｋｇ／ｈｍ２。表明在本试验密度的条件下可适当增加河蟹的放养量以提高利润。（２）本研究中氮总输入量为
６５．４０ｋｇ，最主要的输入途径是肥料，占氮总输入量的５０．１４％，磷总输入量为２８．５１ｋｇ，主要的输入途径是肥料，占总
输入量的７８．９２％。氮总输出量均值为２５．２７ｋｇ，最主要的输出途径是稻谷的输出，输出量为１６．４６ｋｇ，占总输出量的
６５．１４％；磷总输出量均值为７．３６ｋｇ，最主要的输出途径是稻谷的输出，输出量为６．１７ｋｇ，占总输出量的８３．８３％，在
生产过程中氮、磷元素的主要利用者是农作物。除了因收获农产品而输出的氮、磷外，很大一部分氮磷元素盈余没有

被当季农作物吸收利用，盈余的氮为４０．１４ｋｇ，占氮总输入量的 ６１．３６％，盈余的磷为 ２１．１５ｋｇ，占磷总输入量的
７４．１９％，大部分的氮磷都没有被农作物利用，剩余的氮、磷都残留在土壤中，应适当减少化肥的投入，优化稻蟹复合生
态种养系统，提高氮磷利用率。
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　　近年来，在农业生产中，土地和水资源利用率低，农药的
大量使用使水稻品质下降，已不能满足市民对食品安全的需

求［１］。以低污染、低能耗为基础的生态农业模式成为现代农

业的发展趋势，如稻蟹种养。稻蟹种养是根据稻养蟹、蟹养

稻、稻蟹共生的理论，在稻蟹种养的环境内，蟹能以稻田中的

杂草和害虫为食物，吃掉杂草和害虫，同时排泄物可以肥田，

促进水稻生长；而水稻又为河蟹的生长提供丰富的天然饵料

和良好的栖息条件，互惠互利，形成良性的生态循环［２－４］。研

究稻蟹养殖过程中氮磷平衡及利用效率可以优化生产过程中

肥料和饲料的投入，节约成本，同时研究氮素平衡是评价系统

中氮肥投入对环境影响的主要方法之一［５］。研究表明，过量

的氮素残留在土壤中，一部分会通过淋洗渗透到地下水中，一

部分通过氨挥发和硝化反硝化进入大气中，这些散失的氮素，

主要以活性氮形式存在环境中，是导致温室气体排放量增加、

地下水污染、水体富营养化和土壤酸化的原因之一［６－８］。因

此，为进一步了解并优化稻蟹共作系统，设计了不同密度的蟹

与水稻共作试验，分析各共作系统中氮素平衡以及经济效益

情况，为该生产模式的推广应用提供理论和实践依据。

１　材料与方法

１．１　试验设置
试验于２０１６年在江阴锦湖水产有限公司进行，共设置３

个处理，选择中华绒螯蟹为养殖品种，构建蟹－稻复合生态种
养系统，开展蟹 －稻复合生态种养系统的基础设施改造。稻
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