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超低温保存时间与抗冻剂浓度对真鲷精子质量的影响
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摘要:研究了不同浓度的抗冻剂二甲基亚砜( DMSO )和不同保存时间对真鲷( Pagrus maj or )

冻精质量的影响。试验结果表明, DM SO 体积分数和保存时间对冻精的受精率、孵化率影响

显著。15%二甲基亚砜作为抗冻剂保存 10~ 60 d 的冻精受精率、孵化率与鲜精无差异,而保

存 360 d 的冻精受精率、孵化率开始出现下降。12% , 18% , 21% DMSO 保存 60 d 的冻精受

精率差异不显著,均高于 90% ,而对于保存 360 d 的冻精受精率、孵化率均显著地降低。
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自从 50 年前 Blaxter 成功冷冻保存大西洋鲱鱼

( Clup ea harengus)精巢以来, 鱼类精液的超低温保

存研究取得了巨大的成就[ 1]。鱼类精液的超低温保

存在鱼类养殖、遗传育种及种质资源的保护与保存

中具有重要的意义, 而且鱼类精液冷冻库的建立可

以为水产养殖业和试验生物学研究长期稳定地提供

种质材料[2]。目前已经有 200 多种淡水鱼类的精液,

40 多种海水鱼类的精液成功地获得了保存[ 3, 4]。

一般认为保存时间长短对精子的活力无显著影

响,精子在液氮 ( - 196 )超低温条件下, 新陈代谢

处于休眠状态, 从理论上说保存时间对精液的质量

没有影响,精液可以被保存 200~ 32 000 a[ 5]。目前

在鱼类精液超低温保存方法的研究中, 大部分试验

是短期保存,一般保存几个小时或者几个周的时间,

然后解冻进行质量检测。作者在真鲷 ( Pagrus ma

j or )精液超低温保存过程中发现保存时间以及抗冻

剂的浓度对冻精质量有一定的影响。为此,本实验检

测了超低温保存时间以及抗冻剂浓度对真鲷冻精质

量的影响。

1 材料与方法

1. 1 配子的采集

采用人工挤压鱼的腹部的方法采取精液, 操作

前雄鱼首先麻醉,将鱼体洗净擦干, 轻轻挤压腹部采

集精液。操作过程中注意海水、粪便、尿液等的污染。

收集的精液立即进行镜检, 运动率高于 85%的精液,

置于0~ 4 保温箱中带回实验室。当雌鱼即将排卵

时轻轻挤压雌鱼腹部收集卵子,镜检观察卵子的颜色

形态来鉴别卵子的质量。

1. 2 精液超低温保存

精液超低温保存详细的步骤参照文献[ 6]。从 3

条成熟的雄鱼中采集精液大约 30 mL ,精液与不同体

积分数的二甲基亚砜 ( Co rtland+ DMSO )以 1 3 的

体积混合, 将混合液吸冷存管中, 置于程序降温仪中,

0 平衡 5 min,然后以 20 / min 的速度从 0 降

到- 150 ,然后快速从腔体取出样品投入到液氮容

器中。样品在液氮容器中经不同时间保存后,从液氮

容器中取出迅速浸入到 40 水浴锅中, 水浴解冻,

进行冻精运动活力和受精率的检测。

1. 3 人工授精实验

冻精人工授精采用 500 1 作为标准化的精卵比

进行冻精的人工授精实验。对不同体积分数的 DM

SO 保存不同时间的精液进行人工授精试验。具体操

作步骤参考文献[ 6]。
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1. 4 统计分析

本实验数据均用 SPSS 11. 0 软件进行分析

( SPSS Inc. Chicago , Illino is, USA)。实验数据均以

平均数 ! SD表示, 均数的比较采用 One Way ANO

VA 分析法, 差异显著性分析采用 SNK ( Student

New man Keuls∀ test)法。

2 结果与讨论

2. 1 超低温保存时间对受精率和孵化率的

影响

15% DMSO超低温保存的精液保存 10, 30, 60,

360 d 受精率、孵化率参见图 1。

图 1 保存时间对冻精受精率和孵化率的影响

Fig. 1 E ffect of storage t ime on fert il izat ion rate an d hatch

ing rate

保存 10, 30, 60 d 冻精受精率, 孵化率差异不显

著;而保存 360 d 冻精受精率( 88. 6% ! 3. 0% )、孵化

率( 79. 2% ! 7. 4% )出现下降。由此可见, 冻精的保

存时间对精子的质量是有影响的。真鲷精液短时间

内超低温保存对其质量的影响不显著, 但随着时间

的延长冻精的受精率和孵化率都明显地降低。

2. 2 DM SO的体积分数和保存时间对受精

率的影响

12% ~ 21%DMSO保存 60 d 和 360 d 的精液的

受精率见图 2。12% ~ 21% DMSO 保存 60 d 的冻精

受精率差异不显著, 均高于 90% ,而保存 360 d 的精

液受精率差异极为显著(P < 0. 05) , 15% DMSO 保存

的精液受精率显著地高于其它体积分数, 其次为

12% DM SO , 18% DMSO , 而 21% DMSO 保存的精液

的受精率极低。DMSO的体积分数对于保存 60 d 冻

精的受精率的影响不显著( P > 0. 05) , 然而对保存

360 d 的精液的受精率的影响极为显著, 而且体积分

数越高对冻精的损伤越严重。

图 2 DMSO体积分数和保存时间对冻精受精率的影响

Fig. 2 Ef fect s of DMSO concent rat ion and cryopreservat ion

t ime on post- thaw sperm fert iliz at ion rate

2. 3 DM SO 体积分数对保存 360 d精子受

精率和孵化率的影响

12% ~ 21%DM SO 保存 360 d 的冻精受精率、孵

化率参见图 3。DMSO 的体积分数对保存 360 d 的

冻精的受精率和孵化率影响显著( P < 0. 05)。15%

DM SO 保存的冻精受精率、孵化率最高分别为:

88. 6% ! 3. 0% , 79. 4% ! 7. 2% , 其次为 12% DMSO

保存的冻精, 受精率、孵化率分别为: 78. 1% ! 4. 9% ,

67. 1% ! 7. 9% ; 18% DM SO 保存的精液虽然受精率

为 62. 9% ! 10. 8% , 然而孵化率却较低 25. 9% !

2. 5% ; 21% DMSO 保存的冻液受精率和孵化率都极

低, 分别为: 7. 0% ! 1. 9% , 3. 3% ! 0. 8%。保存 360

d 的冻精受精率和孵化率受 DMSO 体积分数的影响

显著( P< 0. 05) , 12% ~ 21% DMSO 保存 360 d 后的

精液的受精率都出现显著的下降,其中高体积分数的

DM SO( 18% , 21% )对冻精损伤更为严重。
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图 3 DMSO 体积分数对保存 360 d 的冻精受精率和孵化

率的影响

Fig. 2 E ffect of DMSO concent rat ion on fert ilizat ion rate of

p os t thaw sperm cryopr eserved for 360 d

从实验结果可以看出, 保存时间会明显地影响

鱼类精液超低温保存的效果。精液经过某些抗冻剂

短时间保存效果并不能代表其长时间保存的效果。

鱼类精液的超低温保存时间对精子质量影响的相关

研究较少,一般实验都是进行短时间的保存。本实验

发现真鲷精液超低温保存 2 个月内其受精率和孵化

率与鲜精的差异不显著,然而保存 1a后其受精率、孵

化率明显降低。同时作者发现冻精的质量还受到抗

冻剂浓度的影响, 短期内高体积分数的抗冻剂保存

的精液其受精率、孵化率与鲜精的差异并不明显, 但

长期保存会显著地降低冻精的受精率和孵化率。在

条纹鲈鱼(Morone chr y sop s )精液的超低温保存[7]中

也发现长时间的保存会降低冻精的授精能力。但是

在其它鱼类的精液超低温保存中还没有报道。Su

quet 等[ 8]报道大菱鲆 ( Scophthalmus max imus )精液

保存 9 个月,冻精的受精力、存活率都与鲜精差异不

显著。保存1 年的大黄鱼精液其受精率、孵化率与鲜

精相近[9]。或许由于保存条件的限制目前还未对保

存的精液进行长时间跟踪研究的报道。对于真鲷精

液超低温保存,由于条件的限制, 本试验对真鲷精液

超低温保存的最长时间为 1 年,而且在 1 年中不能排

除由于多次从液氮管内存取冷存管等人为操作的影

响, 因此有关鱼类精液长期超低温保存与冻精质量的

相关性有待于近一步的探索研究。
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Abstract: The present study focused on the effects of the stor age time and cr yopr otectant concentr ation

on the post thaw sperm qua lit y in red seabream (P agrus maj or ) . The results demonstrate that cry oprot ectant

concentrat ion and st orag e time could significant ly influence the fertilization and hatching rat es o f po st thaw

sperm. The fertilization capability o f the post thaw sperm cryopr eser ved with 15% DMSO fo r 360 d began to

decrease; how ever , no significant differ ence w as found among 10~ 60 d cry opreserved sperm. No significant

differ ences were found among 12% ~ 21% DMSO cryoopreserv ed sperm for 60 d in fertilization capacit y, and

the fer tilization r ate w as higher than 90% ; how ever , the fer tilization capacities o f 12% , 18% , 21% DMSO

cryopr eser ved fo r 360 d w ere reduced significant ly. The effects o f the sto rag e time, and cr yopr otectant concen

t ration, and their interaction still need fur ther study .
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