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赤点石斑鱼精子的超低温冷冻及短期保存   
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摘要: 对赤点石斑鱼(Epinephelus akaara)精子的激活特点、超低温冷冻方案筛选、短期保存、受精实

验等方面进行了研究。结果表明: 水温 25℃、比重为 1.018 的海水对赤点石斑精子具有最佳的激活效

果, 活力为(82.50±4.18)%; 在进行超低温冷冻时, 选择距离液氮面 7 cm 的高度进行降温, 获得冻后活

力为(65.83±3.76)%, 显著高于 1、3、15 cm 的处理组(P<0.0001), 利用冻存液 B(含 30 g/L 海藻糖、

10%DMSO 的生理盐水)冻存赤点石斑精子 , 冻精活力为(67.92±3.96)%, 显著高于另外两种冻存液

(P<0.05); 通过优化的方案(冻存液 B, 7 cm 高度)冻存得到精子可获得较好的受精效果, 受精率为(74.55

±4.31)%, 而相应的鲜精受精率可达(87.42±4.63)%, 二者间的差异具有显著性(P=0.017); 短期保存的

结果表明, 赤点石斑鱼精子在 4℃环境中保存约两周后活力降低为 0。 
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赤点石斑鱼(Epinephelus akaara)俗称红斑 , 分
布于北太平洋西部、中国东海南部以及南海。其色

泽鲜艳、肉质细嫩 , 属高档经济鱼类 , 因其售价高
昂、便于活体运输、经济效益极高, 近年来, 受到越
来越多的养殖户青睐。目前, 赤点石斑鱼苗来源包括
从海域捕捞的野生苗以及通过人工繁殖培育的人工

苗。由于多年的过度捕捞, 野生赤点石斑鱼数量大幅
度减少, 已被《世界自然保护联盟濒危物种红色名
录》收录 [1], 其野生苗的捕捞量也呈逐年减少的态
势。因此, 增加人工苗的培育和养殖, 更符合海洋渔
业资源可持续利用的发展趋势。 

赤点石斑鱼人工鱼苗的繁殖虽已获得成功, 但
其规模仍受到一定程度的限制[2-3]。究其原因, 在于
其独特的性别分化模式 , 赤点石斑鱼为雌雄同体 , 
雌性先熟, 到一定年龄再由雌性转变为雄性。在自然
海区性转化的年龄约为 6 龄以上, 人工养殖条件下
亦需 3a以上才开始从雌鱼转化为雄鱼[4-6]。因此, 不
管是在自然海区捕捞还是人工养殖的赤点石斑鱼 , 
成熟雄鱼所占的比例均较少, 仅少量可作为人工繁
殖的雄性亲鱼, 育苗过程中经常出现精子稀缺的情
况。所以, 将赤点石斑鱼的精子予以适当的保存, 可
有效地缓解育苗过程中雄鱼精子不足的问题, 为人
工育苗提供更多的优质受精卵。根据实际需要, 赤点

石斑鱼精子的保存可以从长期保存和短期保存两个

方面入手。超低温冷冻技术可以实现赤点石斑鱼精

子的长期保存, He 等[7]通过在原有石斑鱼精子冻存

液中加入环糊精胆固醇复合物, 成功地提高了冻精
质量, 但其研究中未针对赤点石斑鱼冻精受精能力
予以报道 , 而赤点石斑鱼精子的短期保存 , 仍未见
报道。本研究从贴近应用的角度, 对赤点石斑鱼精子
的激活特点、超低温冷冻方案筛选、受精实验、短

期保存等方面进行了详细的探索, 从而为野生赤点
石斑鱼种质资源的保护、规模人工育苗提供有力的

技术支持。  

1  材料与方法 

1.1  亲鱼 
2012年 5月 13日购于广东省饶平县, 共 190尾, 

亲鱼体质量 600~750 g/尾, 当日运至福建厦门小嶝
岛石斑鱼研究基地, 于室内鱼池暂养。每日投喂蓝圆
鲹(Decapterus maruadsi)、刷池底、换水 100%, 并进
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行常规的消毒防病处理, 从中选取雄鱼 19 尾, 雌鱼
10尾用于该项研究。 

1.2  精子的获取 
亲鱼于室内暂养一周后, 陆续对雄鱼采集精子。

采集精子时, 首先将雄鱼置于含丁香酚 10~20 g/m3

的水体中麻醉; 待雄鱼不再挣扎时, 将之捞起, 用纯
净水清洗生殖孔及其附近的鱼体表面 , 之后 , 用吸
水纸将生殖孔周围的水份吸干; 轻挤雄鱼腹部 , 待
精液流出泄殖孔后用移液器将其吸取并移入离心管

中备用。取精过程中应避免尿液以及粪便污染; 取精
之后的雄鱼立即放入新鲜海水中予以复苏; 获取的
精液立刻置于 4℃的冰箱中备用。各雄鱼精液的基本
参数见表 1。 

1.3  海水比重对于精子激活的影响 
以新鲜海水(温度 25℃, 比重 1.022)作为初始溶

液向其中添加粗盐, 获得比重分别为 1.024、1.026、
1.028 等 3 种不同的海水, 通过加入纯净水来获得
1.020、1.018、1.016、1.014、1.012、1.010 6种不同
比重的海水。10个不同比重梯度的海水, 以 10: 1(体
积比, 海水体积: 鲜精体积, 鲜精用量 1 μL)的比例
激活随机抽取的 6条雄鱼的鲜精, 混匀后取 10 μL于
干净的载玻片上涂开, 并在 100 倍放大的暗视野下
观察, 以前向运动的精子所占百分比记录为精子的
活力。通过盐度计以及渗透压仪(德国 GONOTEC公
司 OSMOMAT-30-M型)测定不同比重海水相应的盐
度和渗透压(表 2)。本实验包含 6 个生物重复, 无技
术重复。 

1.4  冷冻速率(高度)的筛选 
冷冻装置: 泡沫盒厚度为 5 cm,内部空间长 21 

cm,宽 18 cm,高 22 cm。冷冻时, 先在泡沫盒内加入 4 
cm 高的液氮, 再将样品放置在漂浮于液氮上的泡沫
船上(泡沫船长 15 cm,宽 10 cm,根据需要选择高度)。 

冻存过程: 选择 6 份活力均为 85%的雄鱼鲜精, 
各取 5 μL, 用含 1%NaCl、10%DMSO、10 g/L BSA(牛
血清白蛋白)的冻存液按 10: 1的比例予以稀释, 混匀
后装入麦管并做好标记(麦管体积 250 μL, 装管体积
50 μL, 麦管再装入直径为 1 cm的塑料套管中)。之
后, 于 4℃冰箱中平衡 10 min。接下来将装有麦管的
塑料套管置于液氮面上方 1 cm处熏蒸 10 min, 之后
将塑料套管取出, 迅速安装到铝制支架上并投入液
氮中保存。余下 3个高度(3、7、15 cm)操作均与 1 cm

高度的处理组相同。本实验包含 6个生物重复, 无技
术重复。 

精子解冻以及活力观察: 精子在液氮中保存过
夜后取出, 迅速转入 40℃温水中解冻 7 s。精子解冻
后立刻取出 1 μL与 10 μL比重为 1.018的海水混匀
激活, 观察精子活力。 

1.5  冷冻保存液的比较 
冻存液的配制: 冻存液 A 由生理盐水与 DMSO

按 9: 1(体积比)的比例配制而成; 冻存液 B则是在冻
存液A的基础上加入海藻糖(阿拉丁试剂), 使得海藻
糖的终质量浓度为 30 g/L; 冻存液 C由 1%NaCl溶液
与 DMSO按 9: 1(体积比)比例混匀, 并加入牛血清白
蛋白(Bovine serum albumin, BSA, 阿拉丁试剂)使得
BSA的终质量浓度为 10 g/L。 

冻存过程: 选择 6 份活力均为 85%的雄鱼鲜精, 
各取 30 μL, 每份鲜精平均分成 3份, 分别用 A、B、C 
3 种稀释液以 10: 1 的体积比予以稀释, 再将每份稀
释后的精子样品分装入两支 250 μL 容量的麦管中
(装管体积 50μL), 从而获得两个亚样, 并装入塑料
套管。4℃平衡 10 min后, 于液氮上方 7 cm处熏蒸
10 min, 之后将塑料套管取出, 迅速安装到铝制支架
上并投入液氮中保存。本实验包含 6 个生物重复, 2
个技术重复。 

精子解冻以及活力观察: 同 1.4。 

1.6  受精实验 
卵子获取: 选择腹部膨大的雌鱼 10 条, 予以催

产(HCG 100 IU/kg, LHRH-A3 1 μg/kg, 杭州动物药
品厂)。催产 24 h后观察卵子是否成熟。通过挤压雌
鱼腹部获取部分卵子置于比重为 1.022 的海水中观
察, 选择浮卵率 70%以上的卵子进行受精实验。 

受精: 选取 3 条雄鱼的鲜精以及冻精(冻存液
B,7 cm高度), 分别与 3条雌鱼的卵子在烧杯中混合
(每个处理约使用卵子 400 个, 控制精子卵子的比例
约为 200000: 1), 然后使用 100 mL比重为 1.018的海水
予以激活, 10 min后再加入比重为1.022的海水900 mL
并计数各烧杯中浮卵的数量。1.5 h 后, 观察到卵裂作
为受精成功的标志。受精率=(卵裂数/浮卵数)×100%。
本实验包含 3个生物重复, 3个技术重复。 

1.7  赤点石斑精子的短期保存 
选择 3 份活力为 85%的雄鱼精子, 每份样本中

取出 40 μL, 并均分成两份, 其中 1 份用等体积的
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Hank’s 溶液稀释, 剩下一份不做处理作为对照, 并
置于 4℃冰箱中保存。每隔两天从各个处理组取精子
悬液 1 μL检查精子活力, 直至精子活力均为 0。本
实验包含 3个生物重复, 3个技术重复。 

1.8  数据处理 
使用统计软件 SPSS 17.0对数据进行统计处理。

结果均以均数±标准差的形式表示; 对各组间的精
子活力进行方差分析; 鲜精、冻精受精率采用配对 t
检验分析; P<0.05有显著性差异。 

2  结果 

2.1  鲜精参数 
从 19 条赤点石斑雄鱼获取的精液, 体积、精子

浓度、活力分别为: (0.17±0.15) mL 、(9.94±3.01)
×109 个/mL 和(79.21±7.31)%, 三者变异系数分别
为 86.55%、30.33%和 9.23%。可见, 从不同雄鱼所
采集到的精液量差异较大、精子浓度差异次之, 活力
的差异最小。其中 13 条雄鱼的精子活力≥80%, 合
计 2.83 mL, 可满足实验需求(表 1)。 

2.2  海水比重对于精子激活的影响 
海水的比重对于精子激活的影响, 总体呈现先

迅速升高然后缓慢下降的趋势。在水温为 25℃的条
件下, 比重为 1.010 和 1.012 的海水并不能使得赤点
石斑的精子发生激活; 当海水比重升高到 1.014 时, 
精子被激活 , 其活力为(47.50±10.84)%; 随着海水
比重的进一步增加 , 精子活力迅速提高; 海水比重
升至 1.018时, 精子活力最高, 为(82.50±4.18)%, 相
对于比重为 1.016(活力为(80.00±3.16)%, P=0.433)
和 1.020(活力为(78.33±4.08)%, P=0.194)的处理组
无显著性差异 , 但显著高于其余的处理组(P<0.05); 
之后 , 随着海水比重的继续增加 , 精子的活力逐渐
降低(图 1)。可见, 比重为 1.018 的海水对于赤点石
斑鱼精子具有最佳的激活效果 , 相应的盐度为
25.7‰, 渗透压为 821 mOsm/kg。因此, 本研究其他
部分所获取的精子活力数据均为使用比重为 1.018
的海水激活所得。 

2.3  冷冻速率(高度)的筛选 
通过控制精子样品距离液氮面的高度, 来改变

冷冻过程的降温速率。发现经 1、3、7和 15 cm等 4
个不同高度的处理, 所得冻精的活力分别为: (43.33
±4.08)%、(48.33±2.58)%、(65.83±3.76)%和(55.83

±3.76)%, 明显低于鲜精 85%的活力(P<0.0001,极具
显著性)。不同高度(冷冻速率)之间均表现出显著性
差异(P<0.05), 其中以 7 cm 高度冻存的精子具有最 
 

表 1  赤点石斑鱼基本参数 
Tab. 1  Basic parameters of red spotted groupers 

序号 
体质 
量(g) 

体长

(cm)
精液量 
(mL) 

密度 
(109个/mL)

活力

(%) 
1 722 30.5 0.12 8.94 80 
2 714 30.0 0.45 18.26 85 
3 624 28.0 0.06 5.44 70 
4 689 29.0 0.09 15.20 70 
5 736 30.5 0.12 9.68 80 
6 695 29.0 0.03 10.10 85 
7 640 28.5 0.03 7.28 75 
8 705 29.5 0.10 7.14 70 
9 729 30.5 0.50 9.94 85 
10 740 31.0 0.35 10.46 85 
11 719 30.0 0.10 6.68 60 
12 660 29.0 0.05 12.26 75 
13 675 29.0 0.25 11.02 85 
14 720 30.0 0.03 7.14 80 
15 745 31.0 0.40 11.58 85 
16 711 29.5 0.08 8.84 85 
17 707 29.0 0.12 9.62 80 
18 654 28.0 0.18 8.93 85 
19 703 29.5 0.20 10.33 85 
均数 699.37 29.5 0.17 9.94 79.21
标准差 34.37 0.91 0.15 3.01 7.31 
变异系数 4.98% 3.07 86.55% 30.33% 9.23%

 
 

表 2  不同比重海水的盐度及其渗透压(水温 25℃) 
Tab. 2  The corresponding salinity and osmolality of 

seawater with various specific gravity (water 
temperature was 25℃) 

比重 盐度 渗透压 
(mOsm/kg) 

1.010 15.3 488 
1.012 17.9 571 
1.014 20.5 655 
1.016 23.1 738 
1.018 25.7 821 
1.020 28.4 904 
1.022 31.0 988 
1.024 33.6 1071 
1.026 36.2 1154 
1.028 38.8 1237 
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图 1  不同比重海水对赤点石斑鱼精子的激活效果 
Fig. 1  Activation effect of the seawater with different  

gravity on red spot grouper sperm 
水温为 25℃时, 比重为 1.018海水对赤点石斑鱼精子具有最佳的
激活效果; 不同字母表示其精子活力差异具有显著性(下同) 
Seawater with a specific gravity of 1.018 has the best activation 
effect at 25℃; Different letters means significant difference 

 
好的冻后活力, 显著高于其他各组(P<0.0001)(图 2)。
因此, 在后续的实验中, 选择距离液氮面 7 cm 的高
度对赤点石斑鱼精子进行冷冻。 

 

 

图 2  冷却速率对冻精活力的影响 
Fig. 2  Effect of cooling rate on post-thaw sperm motility 

4 个距离液氮面不同的高度代表了 4 个不同的冷却速率, 其中
7cm高度最有利于赤点石斑鱼精子的冻存 
Samples located at a hight of 7 cm above the liquid nitrogen surface 
has the best post-thaw motility 
 

2.4  冷冻保存液的比较 
采用不同的冷冻保存液 A、B、C来冻存赤点石

斑鱼的精子, 各处理组的冻精活力均显著低于鲜精
活力(鲜精活力 85%, P<0.0001)。其中, 冷冻保存液 B
的冻精效果最好, 活力为(67.92±3.96)%, 显著高于
冻存液 A(冻精活力(59.17±6.34)%, P=0.001)以及冻
存液 C(冻精活力(62.92±6.89)%, P=0.045), 冻存液
A和 C之间无显著性差异(P=0.127)(图 3)。 

 

图 3  冻存液对冻精活力的影响 
Fig. 3  Effect of cryopreservation solutions on post-thaw 

sperm motility 
3种不同的冻存液: A为含 10%DMSO的生理盐水; B在 A的基础
上加入了 30 g/L 的海藻糖; C 为含 10%DMSO、10 g/L BSA 的
1%NaCl溶液。其中冻存液 B显著优于其他两种冻存液 
There are three cryopreservation solutions: the cryopreservation 
solution A was saline containing 10% DMSO; 30 g/L trehalose was 
added to solution A to get solution B; solution C was C-F HBSS300 
containing 10% EG. Frozen with solution B gained significant 
higher post-thaw motility than other two solutions. 

 

2.5  受精实验 
比较通过优化的冻存方案(冻存液 B, 7 cm)获得

冻精与鲜精的受精效果 , 发现在控制精卵比约为 
200 000: 1的条件下, 均可获得较好的受精率。其中, 
鲜精受精率为 (87.42±4.63)%, 冻精的受精率则为
(74.55±4.31)%, 二者间的差异具有显著性(P=0.017) 
(图 4)。 

 

图 4  受精实验 
Fig. 4  Fertilization experiment 

控制精卵比约为 200 000:1时候, 鲜精受精率显著高于冻精 
Fertilization rate with fresh sperm was significantly higher than that 
of frozen sperm when the sperm to egg ratio was 200 000:1 
 

2.6  赤点石斑精子的短期保存 
总体来看, 赤点石斑鱼的精子在 4℃的环境中, 
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其活力随着保存时间的延长 , 逐渐降低 , 降低速率
先慢后快, 约两周后降低为 0。总体上, 通过 Hank’s
稀释的精子保存效果与未稀释的精子基本一致, 在
各个时间点, 两者之间无显著性差异(图 5)。 

 

图 5  赤点石斑鱼精子的短期保存 
Fig. 5  Short-term storage of red spot grouper sperm 

不论是否采用 Hank’s进行稀释, 赤点石斑鱼精子可在 4℃条件下
存活长达两周之久 
Whether or not be diluted by hank’s, red spot grouper sperm could 
survive as long as 2 weeks when stored at 4℃ 

 

3  讨论 

3.1  海水比重对于精子激活的影响 
除少数卵胎生的鱼类 , 鳉如胎 科 (Poeciliidae)的

剑尾鱼 (Xiphophorus hellerii)、孔雀鱼 (Poecilia re-
ticulata)等, 绝大多数的卵生鱼类其精子排出体外之
前均处于静止状态 , 只有在受精时 , 被排入水体中
受到相应的刺激 , 才转变成快速运动的精子 , 这一
过程称之为精子的激活。溶液渗透压对于鱼类精子

的激活至关重要 [8], 淡水鱼类的精子对于低渗敏感, 
因此 , 渗透压较低的淡水可激活其精子; 海水鱼类
精子则相反 , 对高渗敏感 , 在渗透压较高的海水中
才被激活[9]。海水渗透压与其盐度密切相关, 盐度越
高则渗透压越高 , 而在温度一定的情况下 , 海水的
比重可随着盐度的增高而增高 , 二者成正比关系 , 
并且海水比重也是最方便测量得到的数据。因此, 研
究海水比重对精子激活的影响, 其本质是研究不同
渗透压的海水对精子的激活效果。实验结果表明, 在
25℃的条件下, 能引起赤点石斑鱼精子激活的最低
海水比重介于 1.012 与 1.014 之间, 相应的渗透压则
是 571~655 mOsm/kg, 高于赤点石斑的精浆渗透压
353 mOsm/kg[7]。比重为 1.018的海水表现出最佳的
激活效果, 虽然相对于比重为 1.016 以及 1.020 的海
水激活效果无显著差异, 但显著高于其余比重的海
水, 与之对应的渗透压为 821 mOsm/kg。随着海水比
重进一步的增高, 其激活的效果逐渐呈现下降的趋

势, 这意味着虽然高渗有利于赤点石斑精子的激活, 
但过高的渗透压反而会对降低精子激活的效果。值

得 注 意 的 是 , 实 验 期 间 的 海 水 比 重 稳 定 在
1.022~1.023, 介于此比重范围的海水却并不能对赤
点石斑精子起到最佳的激活效果; 而比重为 1.018的
海水虽具备最佳的激活效果, 但是赤点石斑鱼受精
卵在该比重的海水中却不能很好的上浮。从充分利

用精子的角度考虑 , 之后的受精实验部分 , 首先使
用少量比重为 1.018的海水予以激活, 再加入比重较
大的海水, 提高水体比重, 使受精卵上浮。 

3.2  赤点石斑鱼精子的超低温冷冻 
超低温冷冻保存技术是长期保存精子等生物材

质的有效手段。在液氮–196℃的低温状态下, 精子的
新陈代谢几乎完全停止, 可历经数年仍保持冻存时
的生理生化状态 , 只有将其解冻 , 才可恢复精子的
生理功能[10]。针对鱼类精子超低温冷冻研究多通过

简易冷冻装置进行, 以泡沫箱最为常见。通过调节泡
沫箱内精子样品距离液氮面的高度, 来获得最适宜
该种精子冷冻的降温速率。 

本实验中, 首先通过借鉴 Cabrita 等[11]冻存灰石

斑 鱼 (Epinephelus marginatus) 的 方 案 , 使 用 含
10%DMSO、1%NaCl、10 g/L BSA的冻存液, 来摸
索简易冷冻装置中最适合冻存赤  点石斑精子的降
温速率。实验中, 设计了 4个不同的高度, 1、3、7、
15 cm,代表了 4个依次降低的降温速率。其中以 7 cm
高度最适宜赤点石斑精子的冷冻, 表明赤点石斑的
精子适合以一个适中的降温速率进行冷冻。 

在确立降温速率之后, 进一步对冻存液进行了筛
选。由于生理盐水与 1%的 NaCl差别很小、且生理盐
水具有低价易得、无菌无污染等特点, 实验中以生理
盐水为基础溶液设计了冻存液 A(生理盐水
+10%DMSO), 并添加非渗透型抗冻剂海藻糖(冻存液
B,在冻存液 A的基础上加入 30 g/L的海藻糖)以评价
海藻糖是否可提高赤点石斑鱼精子的冻存效果。同时

将 Cabrita等[11]用于灰石斑鱼精子冷冻的冻存液(冻存
液 C)作为对比。结果表明生理盐水完全可以代替 1%
的 NaCl溶液来作为冻存液的基础溶液。添加了 BSA
的冻存液 C相比于成份简单的冻存液 A, 并未表现出
显著的优势。而含有海藻糖的冻存液 B, 其冻存效果
显著高于其他两种冻存液。也说明了海藻糖对于赤点

石斑鱼精子冻存的积极作用。此外, 从价格和耐储存
的角度考虑, 海藻糖也较 BSA更具优势。 
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受精率则是评价冻存精子的质量更为敏感的指

标。有研究指出[7], 精卵比低于 200 000: 1时, 受精
率将会明显下降。因此, 实验中控制了精子卵子的比
例接近该比例, 从而让受精率更为准确地反应冻精
的质量。从结果可知, 经优化方案冻存的赤点石斑鱼
精子受精率为(74.55±4.31)%, 低于相应的鲜精受精
率(87.42±4.63)%, P=0.017, 具有显著性。说明优化
后的冻存方案 , 在活力降低的同时 , 其受精能力也
一定程度的下降, 但仍具有较高的应用价值。 

石斑鱼具有雌雄同体、雌性先熟的特点, 很难获
得足够的雄鱼,所以对石斑精子进行冻存, 才更有价
值。通过冻存, 增加雄鱼精子的储备, 有利于石斑鱼
人工繁殖规模的扩大, 亦使得成熟季节不同的异种
石斑鱼之间的杂交成为可能, 如 Kiriyakit 等[12]利用

冷冻的龙胆石斑鱼(Epinephelus lanceolatus)的精子
与斜带石斑鱼(Epinephelus coioides)杂交, 并成功培
育出杂交鱼苗。从濒危物种保护和海洋渔业资源可

持续利用的角度来看, 也极具意义。 

3.3  赤点石斑鱼精子的短期保存 
赤点石斑鱼精子经海水激活后可持续运动长达

半小时之久 [7], 同为海水鱼类的黄姑鱼(Nibea albi-
flora), 其精子激活后的运动时间不超过 10 min[13]。

若不将之激活, 而是保存在 4℃的环境之中, 可存活
两周左右, 而黄姑鱼的精子仅能存活 3 d[14]。未作稀

释处理的鲜精在短期保存的初期 , 活力下降很慢 , 
至第四天精子活力由最初的 85%降至 75%~80%, 至
第八天仍具有 65%~70%的活力, 之后, 随着保存时
间的延长 , 精子活力迅速降低 , 至第十八天活力均
降低为 0。通过 Hank’s平衡溶液稀释, 并未取得明显
的保存效果提高。但考虑实际操作中极难完全避免

尿液、粪便对精液带来的污染, 因此, 仍有必要对轻
微污染的鲜精及时添加 Hank’s 溶液以消除尿液、粪
便带来的渗透压、pH等方面的影响。 

实验过程中发现, 取过精子的赤点石斑鱼经过一
周的休养, 可再次采集到精液。由于该鱼自身生命力顽
强, 可耐受多次的麻醉取精操作, 合理地将精子短期保
存与重复取精相结合, 亦可有效地缓解精子不足的问
题。同时, 由于赤点石斑鱼精子在 4℃条件下可保存较
长的时间, 合理地短期保存使得在不运输雄鱼、不进行
精子冷冻的情况下跨地域的精子传递成为可能。 
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Abstract: In this paper, the activation characteristics, cryopreservation program optimization, short-term preserva-

tion and fertilization of red spotted grouper sperm were studied in detail. The results showed that seawater with 

specific gravity of 1.018 and temperature of 25℃  has the best activating effect and the sperm motility was 

(82.50±4.18)%. Frozen samples with 7 cm height above the liquid nitrogen surface reached a post-thaw motility of 

(65.83±3.76)%, which was significantly higher than other samples (P<0.0001). Using cryopreservation solution B 

(containing 30 g/L trehalose, 10% DMSO and saline), the post-thaw motility was (67.92±3.96)%, which is signifi-

cantly higher than those using the other two cryopreservation solutions. Samples frozen with optimized program 

(cryopreservation solution B, height of 7 cm) could achieve good fertilization rate (74.55±4.31)%, which was sig-

nificantly lower than that of the corresponding fresh sperm (87.42±4.63)%, P<0.05). After two week’s preservation 

at 4℃, the red spotted grouper sperm motility reduced to 0. 
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