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点带石斑鱼精子超低温冷冻保存研究 

王小刚1, 2, 骆  剑1, 尹绍武3, 陈国华1 
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摘要: 为建立点带石斑鱼(Epinephelus malabaricus)精子冷冻保存技术, 保存点带石斑鱼种质资源, 作

者通过选用 TS-19、TS-2、Hank’s、MPRS、Cortland、0.75% NaCl 等作为稀释液及 10%~25% 二甲亚

砜、甘油、甲醇作为抗冻液, 对繁殖季节中 3 个不同时期的点带石斑鱼精液进行超低温冷冻保存研究。

研究结果表明 : (1) Hank’s 溶液为点带石斑鱼精子冷冻保存最适冷冻稀释液 ; (2) Hank’s 溶液与

10%~15% DMSO 溶液为点带石斑鱼精子保存的最适冷冻保护液组合, 可以获得 60%以上的冻精成活

率, 而使用不同浓度的 MeOH 作为抗冻液时, 冻精成活率均为 0%; (3) 以 10%~25% Gly 作为抗冻液时, 

冷冻前未加天然海水时均能激活点带石斑鱼精子正常运动, 其效果与天然海水相似, 加入天然海水后

精子运动效果急剧下降, 精子冷冻保存后也存在同样现象; (4) 为保证获得更高的冻精成活率, 点带石

斑鱼精液冷冻保存样品的最佳获取时期是在亲鱼自然繁殖期前进行为宜。 
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点带石斑鱼(Epinephelus malabaricus)属鲈形目

(Perciformes) 、 科 (Serranidae) 、 石 斑 鱼 亚 科

(Epinephelinae)、石斑鱼属(Epinephelus)。该鱼具有

分布广､ ､生长快 肉质鲜美等特点, 是中国东南沿

海重要的名贵海水养殖经济鱼种, 是海南省海水养

殖中数量较大、较普遍的鱼种[1-2]。 

鱼类精液超低温保存在水产养殖、遗传育种及

种质资源保存中具有很重要意义: 鱼类精液的超低

温冷冻保存, 不仅可以实现种质材料的长距离运输, 

有利于不同区域鱼类的杂交、选育、获得优良性状

及基因多样性保护 [3]; 还可以为水产养殖业和实验

生物学研究长期稳定地提供材料。自 1953年 Blaxter[4]

成功冷冻保存太平洋鲱鱼(Clupea pallasi)精巢以来, 

鱼类精液的超低温冷冻保存研究已取得了巨大成

就。目前, 已有 200 多种淡水鱼类和 40 多种海水鱼

类的精液成功获得了冷冻保存[5-6]。因海水养殖业的

发展迫切需要及对海洋种质资源保护的认识, 中国

对于一些具有较高经济价值的鱼类精液进行超低温

冷冻保存, 并取得了巨大的研究进展, 如鲷科(Spari-

dae)[7-8]、大黄鱼(Pseudosciaena crocea)[9]、鲈鱼

(Lateolabrax japonicus )[10]、鲆科(Bothidae)[11-12]等。

而关于点带石斑鱼的精液冷冻保存的研究报道较少, 

鉴于点带石斑鱼在中国海水增养殖业中的重要经

济地位 , 因此有必要建立精子冷冻保存库 , 保存

优良的种质资源 , 这对点带石斑鱼的遗传改良及

石斑鱼增养殖业的可持续发展都具有重要的理论

和现实意义。因此作者对繁殖季节中 3 个不同时期

的点带石斑鱼精液进行超低温冷冻保存研究 , 为

建立点带石斑鱼精子冷冻保存库提供基础数据和

参考资料。  

1  材料与方法 

1.1  精子的采集 

雄性点带石斑鱼由海南省陵水县新村港养殖

基地提供。点带石斑鱼繁殖季节是每年的 3 月~9

月 , 由于点带石斑鱼产卵比较规律 , 每月几乎固

定在相同的日期开始产卵。采精在亲鱼的产卵前

1 d、产卵后 1 周及繁殖季节末期 9 月份等 3 个时
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期中分别取材。3~4 月份采集精子的活力较好 , 运

动时间最长 ; 5~8 月份采集的精子质量下降 ; 9、10

月份只能取到少量稀薄的点带石斑鱼精子 , 且质

量很差。  

从点带石斑鱼雌雄亲本的混养网箱中, 选取健

康、无外伤的雄性亲鱼 30尾(体质量 5~7 kg/尾, 体

长 0.4~0.5 m/尾)进行实验。亲鱼经麻醉后采用挤压

法采集精液, 用干毛巾擦干鱼体生殖孔周围的水分

与黏液 , 然后轻压腹部 , 挤出精液 , 用准备好的干

净注射器吸取精液置于冰上的 1.5 mL离心管中。采

精过程中要防止海水溅入和避免粪便、尿液等污染

精液。 

1.2  冷冻保护液配方筛选 

1.2.1  稀释液选择 

本实验采用 TS-19、TS-2、Hank’s、MPRS (Modified 

plaice ringer solution)、Cortland和 0.75% NaCl 等 6种

溶液作为冷冻稀释液(稀释 10 倍后用于实验), 其组成

成分见表 1, 以浓度为 15% 的 DMSO (二甲亚砜)作为

抗冻剂, 配置成不同稀释液的冷冻保护液进行最适稀

释筛选。比较 6种稀释液对精子的保护效果, 筛选出比

较适宜的稀释液。精液与冷冻保护液以 1︰30 的比例

混合, 样品冷冻保存体积为 0.6 mL, 三步法降温冷冻

保存, 复温时在液氮蒸汽中平衡 10 min后, 直接 40℃

水浴至完全融化, 显微镜观察和记录冻精复活比例。 

冷冻降温-复温过程: 

 
 

表 1  6 种不同稀释液的组成成分 
Tab.1  Constituent of six different extender solutions 

成分(g/L) MPRS TS-2 TS-19 Hank’s Cortland 0.75%NaCl 

NaCl 3.53 — 4.56 8.01 7.25 0.75 

KCl 0.24 — — 0.4 0.38 — 

CaCl2ּ2H2O 0.17 — — 0.14 0.18 — 

NaHCO3 0.25 — 2.1 0.35 1 — 

KHCO3 — 10 3.5 — — — 

KH2PO4 — — — 0.06 — — 

MgClּ6H2O 0.19 — — 0.1 — — 

MgSO4ּ7H2O — — — 0.1 0.23 — 

Na2HPO4ּ2H2O — — — 0.06 — — 

NaH2PO4ּH2O 0.22 — — — 0.41 — 

BSA — 3.13 3.13 — — — 

Glucose 11 — 7.13 10 1 — 

Sucrous — 37.65 17 — — — 

Tris — 1.21 1.21 — — — 

pH 6.68 8.2 9.56 6.8 7 7 

 
1.2.2  抗冻液选择 

二甲亚砜(DMSO)、甘油(Gly)和甲醇(MeOH)作

为抗冻液, 设置 10%, 15%, 20%和 25%等 4个浓度梯

度 , 与筛选出的最佳冷冻稀释液组合 , 配置成不同

浓度的冷冻保护液。比较 3 种抗冻液及浓度对点带

石斑鱼精子的保护效果, 筛选出最适宜的抗冻液及

浓度, 得出最适宜的冷冻保护液组合配方。精液与冷

冻保护液以 1︰30 的比例混合, 样品冷冻保存体积

为 0.6 mL, 三步法降温冷冻保存, 复温时在液氮蒸

汽中平衡 10 min后, 直接放入 40℃水浴至完全融化, 

显微镜观察和记录冻精复活比例。 

全部实验均重复 3 次 , 结果取平均值 , 采用

Excel和 spss11.0 软件对数据进行作图分析。 

2  结果 

2.1  点带石斑鱼精子冷冻保护液筛选 

2.1.1  稀释液选择 

根据图 1所示, 点带石斑鱼精液和 6种不同稀释

液与 15% DMSO配置的冷冻保护液以 1︰30的比例

混合, 经三步法超低温冷冻-复温后, 显微镜观察统
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计, 其精子复活成活率最高达到 50%以上, 明显差

于正常精子激活成活率。其中 Hank’s与 15% DMSO

配置成的冷冻保护液, 对精子的保护效果明显高与

其他 5种稀释, 而 TS-2, TS-19冷冻保护效果依次下

降, 但也明显高于MPRS, Cortland和 0.75% NaCL的

保护效果。可见, Hank’s溶液可以做为点带石斑鱼精

液冷冻保存最适的稀释液。 

2.1.2  抗冻液选择 

用筛选出最适宜的Hank’s溶液作为冷冻稀释液, 

与 3 种不同浓度的抗冻液配置冷冻保护液, 点带石

斑鱼精液与冷冻保护液以 1: 30的比例混合, 经三步

法冷冻-复温后, 其精子复活成活率如表 2 所示。其

中 MeOH 对精子的抗冻保护效果最差, 浓度 10%~ 

25%内变化, 精子成活率均为 0%。DMSO 和 Gly 对

精子的抗冻保护效果都很好, 其冷冻-复温后的精子 

 

图 1  稀释液对点带石斑鱼精子冻后成活率的影响 

Fig.1  The effects of extender solutions on spermatozoa 
survival rate of E.malabaricus 

 

成活率可达 50%以上, 精子激活效果均差于正常情

况。其中 10%、15% DMSO和 15%~25% Gly的抗冻

保护效果都非常好, 其冷冻-复温的精子成活率高于

60%以上。 

2.2  抗冻液对点带石斑鱼精子的激活作用 

3 种不同浓度的抗冻液在冷冻前后对点带石斑

鱼精子的激活效果影响, 如表 3所示。点带石斑鱼精

液在超低温冷冻之前 , 显微镜下观察 , 未加天然海

水激活的情况下, 不同浓度的 DMSO和 MeOH均未 
 

表 2  抗冻液对点带石斑鱼冻后精子成活率的影响 
Tab.2  The effects of cryopreservation on spermatozoa 

survival rate of E.malabaricus 

稀释液 抗冻液 浓度(%)
冻后未加海水

激活比例(%) 

冻后加海水

激活比例(%)

对照 — — 0 0 

10 0 62.33±2.31

15 0 63±2.65 

20 0 32.33±2.31
DMSO

25 0 8.33±2.08 

10 32.67±2.52 0 

15 62.33±2.08 0 

20 62.67±2.52 0 
Gly 

25 63.33±2.65 0 

10 0 0 

15 0 0 

20 0 0 

Hank’s

MeOH

25 0 0 

 
表 3  抗冻液对点带石斑鱼精子的激活影响 
Tab.3  The effects of cryopreservation on spermatozoa activation rate of E.malabaricus 

未加海水激活 加海水激活后 
冻液 浓度(%) 

冻前激活比例(%) 冻后激活比例(%) 冻前激活比例(%) 冻后激活比例(%) 

对照 — 0 0 >95 0 

10 0 0 82.67±1.78 62.33±2.31 

15 0 0 82.33±1.78 63±2.65 

20 0 0 82.33±0.89 32.33±2.31 
DMSO 

25 0 0 81.67±1.11 8.33±2.08 

10 81.67±1.56 32.67±2.52 3±1.33 0 

15 82±2 62.33±2.08 3.67±0.89 0 

20 83±2 62.67±2.52 3.33±1.11 0 
Gly 

25 82.67±2.22 63.33±2.65 2.33±1.78 0 

10 0 0 81.67±1.56 0 

15 0 0 81.33±1.11 0 

20 0 0 82±1.33 0 
MeOH 

25 0 0 81±0.67 0 
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能激活精子运动; 而不同浓度的 Gly 则都可以激活

精子运动, 10%~20% Gly 对精子的激活效果接近与

正常天然海水的效果, 激活比例达 80%以上。但是加

入天然海水后, 不同浓度的 DMSO和 MeOH均被激

活精子运动, 激活效果接近与正常天然海水的效果, 

激活比例达 80%以上; 而 Gly的激活效果急剧下降至

5%以内。精液经超低温保存后, 未加海水情况下, 不

同浓度的 DMSO 和 MeOH 均未能激活精子运动; 不

同浓度的Gly相比冷冻前, 精子激活比例有下降, 15% 

Gly的激活比例能达 60%以上。加海水后, 不同浓度的

DMSO 对精子激活比例均高于 Gly 和 MeOH, 10%和

15% DMSO的激活比例达 60%以上; 而 Gly和MeOH

的效果很差, Gly 偶能见到运动的精子, 但不同浓度的

MeOH 均未看到激活运动的精子, 且冻存管明显出现

乳白色的黏稠的絮状物质。同时实验中观察到, 不同浓

度的 Gly 在未加海水激活的情形下, 精子均能被 Gly

激活运动, 加海水激活后, 精子运动激活比例急剧下

降。因此, 10%~15%DMSO为最适抗冻液浓度范围。 

2.3  不同取材时期点带石斑精子冷冻效果

比较 

在海南地区, 点带石斑鱼的繁殖周期是从每年

的 3 月份开始, 到 10 月结束, 通常在每月的特定日

期前后亲鱼在培育网箱内发情自发交配。一个繁殖

季节不同日期采集的精子样品, 其精子冷冻-复温后

的成活率有显著差别。如图 2所示, 亲鱼排精前 1 d

采集的样品, 冻后精子的成活率高达 60%以上; 亲

鱼排精后 1 周取到的精液样品, 冻后精子的成活率

为 50%左右; 而每年繁殖季节末期(10 月)采集的精液

样品, 冻后精子的成活率非常低, 成活率不到 10%。

点带石斑鱼每月排精日前后采集到的精液样品的质

量明显高于其他日期采集的样品, 而每年繁殖盛期采

集的精液样品质量也明显高于繁殖季节末期所采集

的精液样品。因此, 为了获得更好冻后精子的成活率, 

冷冻保存的精液样品采集应在每年繁殖盛期进行, 在

亲鱼排精前后采集精子样品可获得质量最好的精子。 

3  讨论与结论 

3.1  冷冻保护液对点带石斑鱼精子冷冻保

存的影响 

3.1.1  不同稀释液对点带石斑鱼精子冷冻保存的影响 

鱼类精液等排出鱼体外之后, 由于环境变化不

适、营养物质消耗、能量代谢产物积累等, 精子的存 

 

图 2  取材时期对点带石斑鱼冻后精子成活率的影响 

Fig.2  The effects of semen collection period on sperma-
tozoa survival rate of E.malabaricus 

 

活时间大大降低而导致快速死亡。因此需通过配置

一种适宜稀释液来延长精子的体外存活时间及活力, 

使精子在体外也能维持较良好的生理状态, 可以更

好地抵抗冷冻降温过程中的各种损伤 [6]; 在冷冻过

程中, 稀释液不仅在维持精子的正常生理状态方面

有重要作用 , 还能稀释冷冻抗冻液的浓度 , 降低抗

冻液对精子毒害强度。适宜的稀释液对精子没有任

何毒害作用 , 因此 , 配置任何稀释液都须具备以下

条件: 溶液的等渗性、各成分互不发生化学反应、能

为待冻材料提供适应的环境、适宜的 pH、不能含有

对待冻材料有害的物质及含有抗菌物质[6]。 

本实验选用了 6 种不同的生理盐溶液作为冷冻

稀释液, 均符合稀释液的配置条件。其中 TS-2 在大

菱鲆 (Scophthalmus maximus)精子冷冻保存研究中 , 

获得了 76.7%的冻精成活率[6]。TS-19 在大菱鲆精子

短期冷冻保存研究中, 获得 80%以上的冻精成活率[12], 

MPRS 在花鲈精子冷冻保存研究中, 获得了最佳保

存效果, 其冻精成活率达 60%±13.22%[6]。Hank’s 在

大黄鱼精液冷冻保存研究中, 获得了 89.7%±7.5%的

冻精成活率[9]。Cortland 在真鲷(Pagrosomus major)

精子冷冻保存研究中, 与 15% DMSO配置成冷冻保

护液, 获得 81.9%±6.6%的冻精成活率[13]。0.75% NaCl

溶液在黑鲷(Sparus macrocephalus )精子冷冻保存研

究中, 获得了 50%以上的冻精成活率[8]。通过本实验

数据分析, 6种稀释液中, Hank’s的保护效果最佳, 与

10%~15% DMSO、15%~25%的 Gly配置成的冷冻保

护液 , 并获得了 60%以上的冻精成活率 ; 其次是

TS-2 和 TS-19。Hank’s 应是点带石斑鱼精子冷冻保

存的最适冷冻稀释液。 

3.1.2  不同抗冻液及浓度对点带石斑鱼精子冷冻保

存的影响 

低温冷冻既可以长期保存生物细胞, 也可以产
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生严重损伤并杀死生物细胞。低温冷冻过程中, 环境

的剧烈变化对生物产生过冷休克、冰晶损伤[14-15]、

高渗休克[14, 16~18]和抗冻液毒性等方面的损伤; 一般

来说, 多数冷冻损伤主要发生在 0~–60℃[6]。因此利

用低温冷冻保存技术进行有效地保存生物细胞, 就

必须根据生物材料的性质, 选择相应的冷冻保存方

法来降低冷冻对生物材料的损伤程度。 

本实验中所选用 DMSO、Gly 和 MeOH 作为冷

冻抗冻液, 10%~15%的 DMSO及 15%~25%的 Gly都

获得了很好的抗冻保护效果 , 其冻精成活率达到

60%以上, 而 10%~25% MeOH 的保护效果很差, 冻

精的成活率为 0%。任何一种抗冻液, 对不同种鱼的

精液保护作用差异很大。DMSO、Gly和 MeOH都是

鱼类精液超低温冷冻保存常用的抗冻液 ; 5%~20% 

DMSO 在多种海水鱼类精液超低温冷冻保存中都获

得了很好的效果, 如细须石首鱼(Micropogon undul-

atus )[19]、黄鳍鲷(Sparus latus)[20]、大菱鲆[11]等。本

文所得到的结果与上述 5%~20% DMSO研究的结果

相似。Gly 鲀在暗纹东方 (Fugu obscurus)[6]、牙鲆

(Paralichthys olivaceus)[21]和大黄鱼 [9]的精液冷冻保

存研究中 , 都获得了很好的冷冻保护效果 , 冻精成

活率与正常精子活力相近 , 但是在圆斑星鲽 (Vera-

sper variegatus)的精液冷冻保存研究中, 却未能起到

较好的冷冻保护作用[6]。本实验也使用 10%~25%Gly

做为抗冻液 , 也都获得了很好的冷冻保护效果。

MeOH 在淡水鱼类精子冷冻保存研究中, 获得了比

较理想的保护效果, 如黄颡鱼(Pelteobaggrus fulvid-

raco)[6], 西伯利亚鲟鱼(Acipenser baeri)[22]等 , 未见

MeOH 在海水鱼类精液冷冻保存研究中, 获得很好

的抗冻保护效果文献报道。而在大黄鱼精液冷冻保

存研究结果表明, 10%~30% MeOH保存的冻精的运

动率较差。本实验选用 10%~25% MeOH做为抗冻液, 

均未获得冻精的复活率 ; 在实验中观察到 , 精液经

超低温冷冻-复温、40℃水浴中融化后, 冻存管内明

显出现乳白色的黏稠絮状物, 与未加任何冷冻保护

液的冻精效果相似[15]。关于乳白色的絮状物, 作者未

见到有关文献报道, 有可能该絮状物质出现是由于

MeOH 对精子未起到抗冻保护的作用, 导致精子细

胞中的蛋白质因高渗作用产生变性凝固。 

3.1.3  抗冻液对点带石斑鱼精子的激活影响 

抗冻液对生物材料不但有抗冻保护作用, 而且

也会产生一定的毒性作用。因冷冻保护液在溶液中

易结合水分子, 发生水合作用, 使溶液的黏性增加, 

从而弱化水的结晶作用 , 减少冰晶的形成 , 降低冷

冻对生物材料的损伤程度[23]。因此对于低温和超低

温冷冻保存不同鱼类精子时所选用的抗冻液的种类

组成和浓度是不同的。然而有文献报道表明, 抗冻液

对鱼类精子有激活作用: 如黄晓荣等[24]对日本鳗鲡

(Anguilla japonica)精子活力研究表明 , 4%~24% 

DMSO、Gly、PG(1, 2-丙二醇)和 EG(乙二醇)都能激

活日本鳗鲡的精子, 其中 8%的甘油不仅能激活精子, 

而且能延长日本鳗鲡精子在体外的存活时间, 存活

时间长达 154.6 s。 

在本实验中也同样观察到抗冻液可激活点带石

斑鱼精子, 实验选用 10%~25% DMSO、Gly和MeOH

作为抗冻液, 其中 Gly 明显可以激活点带石斑鱼精

子快速运动, 10%~20% Gly 的激活效果相似于天然

海水激活后的效果; 但加入天然海水后 , 其激活效

果就急剧下降。一般来说, 各种鱼类精子运动的诱导

机制不同, 淡水鱼类精子是由淡水环境的低渗诱发

的, 海水鱼类精子则是由海水高渗透所诱发的[23]。与

本实验观察结果来看, 不同浓度的 Gly 对精子的激

活效果 , 在加海水前后的变化差异明显 , 这种现象

也许是甘油在加入海水后导致混合溶液的渗透性大

大降低, 导致精子无法获取能运动停止而产生的。 

3.2  取材时期对点带石斑鱼精子冷冻保存

的影响 

在鱼类人工繁育中, 卵子质量一直以来都是研

究者最关注的核心问题。然而鱼类受精卵的质量好

坏 , 不单是与卵子质量的好坏有直接联系 , 精子的

质量同样也直接影响受精卵的质量[25]。在鱼类精液

低温冷冻保存研究中 , 精液的质量尤其重要 , 一旦

获得的精液质量不理想, 就意味着后期冷冻保存也

不理想。繁殖季节内, 亲鱼个体大小、养殖温度和模

式、季节、营养状况、采精频率及催产素使用情况

都会影响鱼类精子的质量[25]。本实验在点带石斑鱼

繁殖季节的 3个不同时期采取精液, 即排精前 1 d、

排精后 1 周和繁殖季节末期; 通过冷冻保存实验的

结果得知, 排精前 1 d 的精液质量最佳, 排精前 1 d

和排精后 1 周取得精液质量明显优于繁殖季节末期

的。这种现象与亲鱼的营养状况、排精次数、催产

素使用情况及外界环境因素有关。因此, 为了能获取

到更好的冷冻保存点带石斑鱼的精液材料, 最佳精

液采集时期应在点带石斑鱼的亲鱼产卵前 1 d 进行

采集。 
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Abstract: Epinephelus malabaricus is an important mariculture species in southern China. The spermatoza 

cryopreservation is important for artificial breeding, cross-breeding and germplasm pool establishment. In this 

paper, six different extender solutions (TS-19, TS-2, Hank’s, MPRS, Cortland and 0.75% NaCl) were chosen as 

diluents, and three (10%~25% dimethyl sulphoxide, glycerol, methanol) as cryoprotectants for the cryopreservation 

of spermatozoa of Epinephelus malabaricus. The results show: (1) Compared with other diluents, the Hank’s 

solution was the optimum one for the cryopreservation of spermatozoa of E.malabaricus; (2) The optimum 

combination for the cryopreservation of spermatozoa of E.malabaricus was the combination of Hank’s solution 

with 10%~15% DMSO solution, which can reach a survival rate of more than 60%, while any concentration of 

MeOH resulted in a survival rate of 0%; (3) When the 10%~25% glycerol solution was chosen as cryoprotectant, 

the spermatozoa of E.malabaricus could keep normal activity, and the activity was similar to that in natural 

seawater before the cryopreservation. But the spermatozoa motility decreased rapidly when seawater was added to 

cryoprotectant. Similar phenomenon existed after the cryopreservation; (4) To gain a better survival rate of 

frozen-thawed semen, the optimal collection period of cryopreservation semen sampling of E. malabaricus was 1 

day before the spermiation. 
 

                                                                       (本文编辑: 谭雪静) 


