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摘要    为了解养殖小黄鱼精子的生理特性及超低温冷冻保存效果, 用计算机辅助精子分析系统

(CASA)检测了小黄鱼精子的运动参数及盐度、pH、葡萄糖、离子等环境因子的变化对其精子活力的

影响; 探究了稀释液、抗冻剂、稀释比及降温高度等对精子冷冻保存效果的影响。结果显示: 小黄

鱼精液的精子密度为(6.92±1.20)×109/mL。精子经自然海水激活后, 运动率、运动时间及寿命分别为

(59.31±4.85)%、8.44±0.87min及 12.20±0.50min, 直线运动速率(VSL)、曲线运动速率(VCL)及平均路

径运动速率(VAP)分别为 11.96±5.21、25.38±7.19 和 22.33±6.88μm/s。精子运动适宜的盐度范围为

25—30、适宜的 pH范围为 7.5—8.5, 精子在盐度 25或 pH 8.0的海水中活力较好。精子激活效果较

好的葡萄糖浓度为 0.7—0.9mol/L; 浓度 0.9mol/L时, 精子活力较好。精子激活效果较好的KCl、NaCl、

MgCl2及 CaCl2溶液浓度分别为 0.4—0.5、0.4—0.6、0.7—1.0和 0.2—0.3mol/L; 精子在 KCl及 CaCl2

溶液中活力相对较差, 运动率等参数显著低于对照组; 精子在不同人工海水中的运动率显著低于自

然海水中的运动率, 但精子在单一离子缺陷型人工海水及全人工海水中的运动率无显著差异。以 0.25mL

麦细管为冻存管, 6种稀释液、不同浓度的 4种抗冻剂、5种稀释比及 5种降温高度对小黄鱼精子冷冻保

存效果的影响试验发现, 以 HBSS液 1︰3稀释精液, 添加 10% DMSO及 15% PG为抗冻剂, 液氮面上

3.5cm处降温 5min后投入液氮中保存效果较好, 冻精解冻后运动率达(43.57±2.59)%及(43.06±6.77)%。 
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精子活力是评价精子质量的重要指标 , 也是精

子生理特性研究的主要内容(季相山等, 2007)。鱼类

精子活力受盐度、pH、离子等环境因子的影响, 研究

精子活力与环境因子的关系 , 有助于筛选人工授精

用激活液及精子冷冻保存用稀释液(Islam et al, 2011; 

Öğretmen et al, 2016; 王鑫伟等, 2017)。目前, 鱼类精

子 活 力 及 其 影 响 因 子 的 研 究 已 在 大 黄 鱼

(Larimichthys crocea)(朱冬发等 , 2005)、黄姑鱼

(Nibea albiflora)(闫家强等 , 2010)、眼斑拟石首鱼

(Csiaenopso cellatus)( 魏 平 等 , 2009) 、 大 弹 涂 鱼

(Boleophthalmus pectinirostris)(洪万树等, 1997)、夏牙鲆

(Paralichthys dentatus)(王学颖等, 2016)、真鲷(Pagrosomus 

major)(江世贵等, 2000)、黄鳍鲷(Sparus latus)(黄晓荣

等, 2008)等海水鱼类中研究报道, 研究较多的影响因

子有盐度、pH、离子及葡萄糖等。鱼类精子活力检测

常用传统的显微观察法, 该法主观性较强, 易产生人为

误差 , 近年来 , 计算机辅助精子分析系统(Computer- 

assisted sperm analysis, CASA)已在鱼类精子活力(运

动率、运动速率、鞭打频率等)的检测中得到广泛应

用 , 它可避免传统显微观测方法所造成的人为误差

(Kime et al, 2001; 刘清华等 , 2006; 季相山等 , 2007; 

Kowalski et al, 2019)。 
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鱼类精子的超低温冷冻保存技术在人工繁殖、遗

传育种及种质资源保存等方面具有重要应用价值

(Cabrita et al, 2010)。目前, 已取得精子冷冻保存成功

的海水鱼类有大黄鱼(程顺等, 2013)、黄姑鱼(金春华

等 , 2011)、黑鲷 (Sparus macrocephalus)(叶霆等 , 

2009)、大菱鲆(Scophthalmus maximus)(Chereguini et 

al, 2003)、鲻鱼(Mugil cephalus)(Balamurugan et al, 

2017)、太平洋鳕(Gadus macrocephalus)(Wang et al, 

2016)、褐石斑鱼(Epinephelus bruneus)(Lim et al, 2013)

等种类。 

小黄鱼(Larimichthys polyactis)属鲈形目、石首鱼

科、黄鱼属, 广泛分布于渤海、黄海、东海及朝鲜半

岛西岸海区 , 曾与大黄鱼、曼氏无针乌贼 (Sepia 

maindroni)、带鱼(Trichiurus japonicus)并称为我国“四

大海产”(李建生等, 2009)。近年来, 小黄鱼自然资源

因过度捕捞及水环境污染而衰退 , 并出现个体小型

化、低龄化及性成熟提前等问题(林龙山等, 2004; 郭

旭鹏等, 2006; Liu et al, 2017), 因此, 其种质资源保

护、繁殖生物学、人工繁殖及增养殖技术研究引起研

究者重视, 如性腺发育(吴佩秋, 1981; Lim et al, 20 

10)、精卵发生(吴佩秋, 1980; Kang et al, 2013)、精子

生理特性(Le et al, 2011b)、精子冷冻保存(Le et al, 

2011a)、人工育苗及养殖(徐献明等, 2014; 陈睿毅等, 

2016)等方面均已见研究报道。但对人工养殖的小黄

鱼精子活力及超低温冷冻保存的研究未见报道。本研

究检测分析了养殖小黄鱼精子的运动特征及盐度、

pH、离子、葡萄糖等环境因子的变化对其精子活力

的影响; 探究了稀释液、抗冻剂、稀释比及降温高度

等对精子冷冻保存效果的影响 , 旨在了解小黄鱼精

子的生理特性及超低温冷冻保存效果 , 为其人工繁

殖及种质细胞保存提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

人工培育的性成熟小黄鱼取自浙江省宁波市象

山港湾水产苗种有限公司, 挑选成熟度好的雄鱼 60

尾, 体长 13.7±1.13cm, 体质量 35.38±7.82g。 

1.2  方法 

1.2.1  精液的采集    用干毛巾擦净小黄鱼泄殖孔

周围体表水分, 轻压鱼腹使精液自然流出, 吸取无污

物精液于 4°C冰盒内保存, 供后续实验。 

1.2.2  精子密度测定    取适量精液与 HBSS 稀释

液以 1︰1000 比例混匀, 滴一滴于血球计数板(计数区

16×25格, 总体积 0.1mm3)上, 加盖玻片后于显微镜下观

察并测定精子密度(n=3)。实验重复 3次, 下同。 

1.2.3  精子运动特征检测    取 0.5μL 精液, 加入

500μL自然海水激活, 并用计算机辅助精子分析系统

(CASA)测定激活 20s 后精子的运动率(percentage of 

motile, MOT, 运动精子占所有精子的百分率)、直线

运动速率(straight line velocity, VSL)、曲线运动速率

(curvilinear velocity, VCL)、平均路径运动速率

(average path velocity, VAP)、侧摆幅值(amplitude of 

lateral head displacement, ALH)、鞭打频率(beating 

cross frequency, BCF)、平均移动角度(mean angular 

displacement, MAD)等指标(视野数 3, 捕捉精子数≥

200), 并人工记录精子的运动时间(moving time, MT)及

寿命(life span, LS)(精子激活开始至 90%精子原地颤动的

时间为运动时间, 90%精子停止运动的时间为寿命)。 

1.2.4  盐度对精子活力的影响实验    在过滤海水

(盐度 27, pH 8.1)中添加蒸馏水或海水晶, 配制成盐

度为 5、10、15、20、25、30、35、40的实验溶液, 检

测精子在各实验溶液中的活力(运动率, 运动时间及

寿命, 下同)。 

1.2.5  pH 对精子活力的影响实验     在过滤海水 

(盐度 27, pH 8.1)中滴加 1mol/L的 HCl或 NaOH, 配

制成 pH为 5.0、6.0、7.0、7.5、8.0、8.5、9.0、10.0、

11.0的实验溶液, 检测精子在各实验溶液中活力。 

1.2.6  葡萄糖对精子活力的影响实验    在去离子

水中添加葡萄糖, 配制成浓度梯度为 0.1、0.2、0.3、

0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1.0mol/L的实验溶液, 

检测精子在各实验溶液中的活力。 

1.2.7  KCl、NaCl、MgCl2及 CaCl2溶液对精子活力

的影响实验    在去离子水中添加 NaCl、KCl、MgCl2

及 CaCl2, 配制成浓度梯度为 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、

0.6、0.7、0.8、0.9、1.0mol/L的实验溶液, 检测精子

在各实验溶液中的活力。 

1.2.8  不同海水对精子活力的影响实验    参考魏

平等(2009)方法配制全人工海水(每 1000mL 人工海水

中含 19.29g NaCl、 4.24g MgSO4、 0.84g CaCl2、

0.51gKCl、0.12g NaHCO3), 并用相同摩尔数的 MgCl2、

Na2SO4和 NaCl 依次替换 ASW 中的 CaCl2、MgSO4

和 NaHCO3, 配制成缺 Ca2+、缺 Mg2+和缺 HCO3
–的人

工海水, 检测精子在各实验溶液中的活力。 

1.2.9  稀释液种类对冷冻保存效果的影响实验    分

别用 MFRS、ASP、Hank’s、MPRS、HBSS、Cortland

为稀释液(各稀释液成分见表 1), 稀释比 1︰3, 并添加 
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表 1  小黄鱼精子超低温冷冻保存稀释液的组成成分 
Tab.1  Composition of extender for cryopreservation of L. polyactis sperm 

稀释液 NaCl(g/L) KCl CaCl2 CaCl2·2H2O NaHCO3 MgSO4·7H2O MgCl2

MFRS 13.5 0.6 0.35 — 0.03 — 0.02 

ASP 9.92 0.77 0.13 — — — 0.05 

Hank’s 8.01 0.4 0.14 — 0.35 0.1 — 

MPRS 3.35 0.39 — 0.166 0.252 — — 

HBSS 8 0.4 — 0.16 0.35 — — 

Cortland 7.25 0.38 0.18 — 1 0.23 — 

稀释液 MgCl2·6H2O KH2PO4 Na2HPO4·7H2O NaH2PO4 NaH2PO4·2H2O 葡萄糖 pH 

MFRS — — — — — — 7.7 

ASP — — — — — 0.01 7.6 

Hank’s 0.1 0.06 0.09 — — 10 6.8 

MPRS 0.299 — — 0.216 — 10 6.68 

HBSS — 0.06 0.12 — — 1 7.2 

Cortland — — — — 0.41 1 7.0 

注: “—”表示无此成分 

 
10%二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)(终浓度, 

下同)为抗冻剂, 0.25mL 麦细管为冻存管, 用二步降

温法于液氮面上 3.5cm 处平衡 5min 后投入液氮中保

存, 12h后取出, 40°C水浴解冻 6s后测定精子活力。 

1.2.10  抗冻剂种类及浓度对冷冻保存效果的影响实

验    以 HBSS为稀释液, 稀释比 1︰3, 分别以 5%、

10%、15%及 20%的 DMSO、乙二醇(ethylene glycol, 

EG)、丙二醇(propyleneglycol, PG)、甘油(glycerol, Gly)

作为抗冻剂, 0.25mL麦细管为冻存管, 用二步降温法

于液氮面上 3.5cm 处平衡 5min 后投入液氮中保存, 

12h后取出, 40°C水浴解冻 6s后测定精子活力。 

1.2.11  稀释比对冷冻保存效果的影响实验     以

HBSS为稀释液, 分别以 1︰1, 1︰3, 1︰5, 1︰7, 1︰9

稀释精液, 添加 10% DMSO 为抗冻剂, 0.25mL 麦细

管为冻存管, 二步降温法于液氮面上 3.5cm 处平衡

5min后投入液氮中保存, 12h后取出, 40°C水浴解冻

6s后测定精子活力。 

1.2.12  降温高度对冷冻保存效果的影响实验    以

HBSS为稀释液, 稀释比 1︰3, 并添加 10% DMSO为抗

冻剂, 0.25mL 麦细管为冻存管, 用二步降温法分别于液

氮面上 2、3.5、5、7.5、10cm处平衡 5min后投入液氮, 12h

后取出, 40°C水浴解冻 6s后测定精子活力。 

1.3  数据处理 

数据统计与分析采用 Excel 和 SPSS19.0 软件完

成, 用 Excel 进行作图, 用单因素方差分析(One-Way 

ANOVA)进行显著性分析(SPSS19.0)。统计结果以平

均值±标准差(Mean±SD)表示。 

2  结果 

2.1  小黄鱼精子密度 

经检测 , 小黄鱼精液中精子密度为(6.92±1.20)× 

109/mL。 

2.2  小黄鱼精子运动特征 

小黄鱼精子经自然海水激活后各运动参数见表

2(n=10), 曲线运动速率和平均路径运动速率较高 , 

直线运动速率较低。 

表 2  小黄鱼精子的运动参数(n=10) 
Tab.2  The parameters of sperm movement of L. polyactis 

(n=10) 

运动参数 数值 

运动率 MOT(%) 59.31±4.85 

运动时间 MT(min) 8.44±0.87 

寿命 LS(min) 12.20±0.50 

直线运动速率 VSL(μm/s) 11.96±5.21 

曲线运动速率 VCL(μm/s) 25.38±7.19 

平均路径运动速率 VAP(μm/s) 22.33±6.88 

侧摆幅值 ALH(μm) 3.88±0.13 

鞭打频率 BCF(次/s) 12.02±2.38 

平均移动角度 MAD(°/s) 18.56±3.95 

 
2.3  盐度对小黄鱼精子活力的影响 

水温 16°C、pH 8.1, 小黄鱼精子在不同盐度溶液中的

活力(运动率、运动时间、寿命)见图 1。精子在盐度 10—40

溶液中均有一定比例被激活, 在盐度 25—30 溶液中, 精

子运动率大于 45%, 在盐度 25溶液中, 精子运动率、运动

时间及寿命分别达(53.43±5.08)%、8.17±0.41min 及 
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图 1  盐度对小黄鱼精子活力的影响 
Fig.1  Effects of salinity on the motility of L. polyactis sperm 
注: *差异显著, P<0.05; **差异极显著, P<0.01; 对照为自然海水

(盐度 27, pH 8.1)激活组, n=3,下同 

 
11.37±0.86min, 与对照组无显著差异。精子在盐度为

5的溶液中未被激活。 

2.4  pH对小黄鱼精子活力的影响 

水温 16°C、盐度 27, 小黄鱼精子在不同 pH溶液

中的活力见图 2。精子在 pH 5.0—11.0的实验溶液中

均有一定比例被激活, 在 pH 7.5—8.5 溶液中, 精子

运动率大于 50%, 在 pH 8.0溶液中, 精子运动率、运

动时间及寿命分别达(59.12±8.62)%、8.32±0.33min及

11.64±0.74min, 与对照组无显著差异。 

 

图 2  pH对小黄鱼精子活力的影响 
Fig.2  Effects of pH value on the motility of L. polyactis sperm 

 
2.5  葡萄糖溶液对小黄鱼精子活力的影响 

水温 16°C, 小黄鱼精子在葡萄糖溶液中的活力

见图 3。在 0.3—1.0mol/L葡萄糖溶液中, 均有部分精

子被激活, 在 0.7—0.9mol/L 溶液中, 精子运动率与

对照组无显著差异, 在 0.8mol/L 溶液中, 精子运动

率、运动时间及寿命分别达(56.65±5.01)%、8.51± 

0.46min及 12.19± 0.67min。在 0.1或 0.2mol/L葡萄糖 

 

图 3  葡萄糖溶液对小黄鱼精子活力的影响 
Fig.3  Effects of glucose solutions on the motility of L. 

polyactis sperm 
 

溶液中, 精子未被激活。 

2.6  KCl、NaCl、MgCl2及 CaCl2溶液对小黄鱼精子

活力的影响 

水温 16°C, 小黄鱼精子在 KCl、NaCl、MgCl2

及 CaCl2溶液中的活力见表 3、表 4、表 5。精子在

0.1—0.9mol/L的 KCl溶液中均有部分被激活, 在 0.4

或 0.5mol/L KCl 溶液中, 精子的运动率相对较高(约

45%), 但均显著低于对照组; 在 0.1mol/L KCl溶液中, 

精子未被激活。精子在 0.2—1.0mol/L的 NaCl溶液中

均有一定比例被激活, 在 0.4—0.6mol/L NaCl溶液中, 

精子活力较好, 在 0.5mol/L NaCl 溶液中, 精子运动

率、运动时间及寿命分别达(53.80±12.17)%、7.79± 

1.45min 及 10.77±0.88min, 与对照组差异不显著; 在

0.1mol/L NaCl 溶液中 , 精子未被激活。精子在

0.3—1.0mol/L MgCl2溶液中均有一定比例被激活, 在

0.7—1.0mol/L MgCl2溶液中, 精子运动率大于 40%, 在 

0.9mol/L MgCl2溶液中, 精子运动率、运动时间及寿命

分别达(58.39±1.83)%、8.04±0.32min 及 11.71±0.54min, 

与对照组差异不显著; 在 0.1—0.2mol/L MgCl2溶液中, 

精子未被激活。精子在 0.1—0.8mol/L CaCl2溶液中均

有部分被激活, 在 0.2—0.3mol/L CaCl2溶液中, 精子

运动率, 运动时间及寿命相对较高, 但均显著低于对

照组; 精子在 0.9—1.0mol/L CaCl2溶液中未被激活。 

2.7  不同海水对小黄鱼精子活力的影响 

水温 16°C, 小黄鱼精子在各人工海水及自然海

水中的活力见表 6。小黄鱼精子在自然海水中的运动

率显著高于各人工海水 , 运动时间及寿命也比各人

工海水更长; 而在各离子缺陷型人工海水中, 精子的

运动率与全人工海水相比无显著差异。 
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表 3  KCl、NaCl、MgCl2、CaCl2 溶液对小黄鱼精子运动率的影响 
Tab.3  Effects of KCl, NaCl, MgCl2, CaCl2 solutions on the percentage of L. polyactis sperm motile 

运动率(%) 
浓度(mol/L) 

KCl NaCl MgCl2 CaCl2 

0.1 0** 0** 0** 19.01±2.47** 

0.2 25.80±2.28** 31.41±6.75** 0** 43.08±5.01** 

0.3 40.88±5.92** 38.03±0.31** 28.64±4.74** 42.55±3.44** 

0.4 45.32±7.88** 46.73±8.05* 28.93±4.42** 37.57±5.38** 

0.5 45.80±7.28** 53.80±12.17 31.47±3.72** 38.16±0.32** 

0.6 39.46±9.43** 47.69±7.57* 38.93±1.88** 33.36±2.65** 

0.7 41.04±0.71** 41.04±0.71** 41.04±2.17** 28.71±7.50** 

0.8 22.52±5.97** 39.10±7.48** 43.45±1.77** 18.84±3.65** 

0.9 21.29±5.65** 30.04±5.30** 58.39±1.83 0** 

1.0 15.14±7.95** 27.47±6.07** 47.26±4.50** 0** 

对照 60.70±3.34 63.31±4.04 62.89±3.52 62.89±3.52 

注: *差异显著, P<0.05; **差异极显著, P<0.01; 对照为自然海水(盐度 27, pH 8.1)激活组, n=3。下同 

表 4  KCl、NaCl、MgCl2、CaCl2 溶液对小黄鱼精子运动时间的影响 
Tab.4  Effects of KCl, NaCl, MgCl2, CaCl2 solutions on the moving time of L. polyactis sperm 

运动时间(min) 
浓度(mol/L) 

KCl NaCl MgCl2 CaCl2 

0.1 0** 0** 0** 1.27±0.18** 

0.2 1.80±0.18** 3.26±1.27** 0** 6.35±0.45** 

0.3 3.78±0.62** 5.02±0.52** 1.43±0.29** 7.10±0.75** 

0.4 7.80±0.86 7.12±1.40 2.51±0.06** 7.49±0.27* 

0.5 6.67±0.79** 7.79±1.45 3.50±0.24** 6.65±0.37** 

0.6 5.69±0.77** 7.57±0.79 4.98±0.26** 5.08±0.39** 

0.7 3.34±0.59** 6.38±0.07* 5.90±0.29** 2.44±0.78** 

0.8 2.00±0.29** 5.65±1.24** 6.61±0.53** 0.80±0.09** 

0.9 1.69±0.33** 2.51±1.86** 8.04±0.32 0** 

1.0 0.94±0.39** 1.32±0.73** 7.75±0.53* 0** 

对照 8.38±0.58 8.51±0.74 8.38±0.58 8.35±0.58 

表 5  KCl、NaCl、MgCl2、CaCl2 溶液对小黄鱼精子寿命的影响 
Tab.5  Effects of KCl, NaCl, MgCl2, CaCl2 solutions on the life span of L. polyactis sperm 

寿命(min) 
浓度(mol/L) 

KCl NaCl MgCl2 CaCl2 

0.1 0** 0** 0** 2.59±0.37** 

0.2 3.76±0.13** 4.83±1.32** 0** 9.32±0.61** 

0.3 6.24±0.70** 7.39±0.96** 2.70±0.08** 9.32±1.19** 

0.4 10.73±0.64** 10.03±1.37* 3.88±0.36** 9.59±1.13** 

0.5 9.86±0.36** 10.77±0.88 5.88±0.48** 8.02±0.33** 

0.6 8.90±0.50** 10.15±0.70 6.92±0.79** 7.56±0.50** 

0.7 5.58±0.81** 9.73±0.59* 7.95±0.25** 5.21±0.64** 

0.8 2.87±0.57** 8.62±0.83** 10.27±0.46** 1.05±0.11** 

0.9 2.73±0.35** 4.42±2.33** 11.71±0.54 0** 

1.0 1.88±0.78** 2.09±1.04** 11.63±0.73 0** 

对照 12.27±0.32 11.99±0.47 12.27±0.32 12.27±0.32 
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表 6  不同海水对小黄鱼精子活力的影响 
Tab.6  Effects of different seawater on the motility of L. polyactis sperm 

浓度(mg/L) 运动率(%) 运动时间(min) 寿命(min) 

ASW 49.82±1.19b 7.23±0.41bc 10.33±0.95bc 

Ca2+ free ASW 52.08±1.52b 7.98±0.69ab 11.05±1.25ab 

Mg2+ free ASW 48.02±6.05b 6.54±0.45c 9.96±0.55c 

HCO3
– free ASW 53.57±1.72b 8.09±0.77ab 11.56±0.30ab 

自然海水 60.70±3.34a 8.51±0.74a 11.99±0.47a 

注: 不同上标字母表示差异显著 

 
2.8  稀释液种类对精子冷冻保存效果的影响 

以 MFRS等 6种溶液为稀释液, 10% DMSO为抗

冻剂冷冻保存小黄鱼精子, 结果显示, 精子在 HBSS

稀释液中冷冻保存效果最好 , 冻精运动率为(41.38± 

5.03)%, 其次是 MFRS, 运动率 (39.56±6.08)%, 在

ASP、Hank’s、Cortland 及 MPRS 稀释液中冷冻保存

效果较差。对照组鲜精运动率为(59.93±3.41)%, 显著

高于各冻精组(图 4)。 

 

图 4  稀释液种类对小黄鱼精子冷冻保存效果的影响 
Fig.4  Effects of different extenders on cryopreservation of L. 

polyactis sperm 
 

2.9  抗冻剂种类及浓度对小黄鱼精子冷冻保存效果

的影响 

以 HBSS为稀释液, 不同浓度的四种抗冻剂对精

子冷冻保存效果的影响见图 5。10% DMSO及 15%PG

对精子冷冻保存效果较好 , 运动率分别为 (43.57± 

2.59)%和(43.06±6.77)%, 5%、10% EG, 5%、15%、20% 

DMSO 及 10%、15%、20% PG 保存效果次之, 而不

同浓度 Gly 保存效果较差 , 运动率显著低于 10% 

DMSO 及 15% PG。对照组鲜精运动率为 (59.27± 

1.38)%, 显著高于各冻精组(图 5)。 

2.10  稀释比对小黄鱼精子冷冻保存效果的影响 

以 HBSS为稀释液, 10% DMSO为抗冻剂, 不同

稀释比冷冻保存小黄鱼精子, 结果显示, 精子经 1︰3

或 1︰5 稀释后冷冻保存效果较好 , 运动率分别为

(43.59±1.59)%和(42.83±3.72)%, 其次为 1︰7, 而 1︰1

及 1︰9 冷冻保存效果较差。对照组鲜精运动率为

(57.55± 2.44)%, 显著高于各冻精组(图 6)。 

 

图 5  抗冻剂种类及浓度对精子冷冻保存效果的影响 
Fig.5  Effects of different cryoprotectants on cryopreservation 

of L. polyactis sperm 

 

图 6  稀释比对小黄鱼精子冷冻保存效果的影响 
Fig 6  Effects of milt/diluent ratios on cryopreservation of L. 

polyactis sperm 
 

2.11  降温高度对精子冷冻保存效果的影响 

以 HBSS为稀释液, 10% DMSO为抗冻剂, 不同

液氮面高度降温 5min 后冷冻保存小黄鱼精子, 结果
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显示, 液氮面 3.5cm 处降温 5min 后冷冻保存效果较

好, 冻精运动率为(45.67±0.95)%, 其次为 2cm, 而 5、

7.5 或 10cm 保存效果较差。对照组鲜精运动率为

(57.70±2.72)%, 显著高于各冻精组(图 7)。 

 

图 7  降温高度对小黄鱼精子冷冻保存效果的影响 
Fig 7  Effects of the height above surface of liquid nitrogen on 

cryopreservation of L. polyactis sperm 

3  讨论 

3.1  精子的运动特征 

鱼类精子的运动特征因种的不同存在差异 , 现

将部分鱼类精子的运动参数列于表 7, 对其进行比

较。由表 7可知, 鱼类精子的运动速率一般介于几十

至几百微米每秒, 如高体雅罗鱼(Siddique et al, 2016)

精子的运动速率约为 30μm/s, 条纹锯鮨(韩龙江等 , 

2014)精子的运动速率约为 80μm/s, 而鲤鱼(Cejko et 

al, 2015)精子的运动速率较高, 可达 250μm/s以上。

本研究中, 小黄鱼精子的 VSL、VCL 及 VAP 分别为

11.96±5.21、25.38±7.19及 22.33±6.88μm/s, 低于大西

洋鳕(Butts et al, 2010), 欧洲鳗鲡(Gallego et al, 2013)

及条纹锯鮨(Gallego et al, 2013)等海水鱼类, 而与淡

水的高体雅罗鱼(Siddique et al, 2016)相近。研究表明, 

养殖大西洋鳕精子的运动速率要显著低于野生大西

洋鳕, 且两种环境条件下, 大西洋鳕精子的运动速率

均随繁殖时间的推移呈逐渐上升趋势 (Butts et al, 

2010), 小黄鱼精子是否存在此类现象 , 值得进一步

研究。鱼类精子的运动轨迹常为光滑的曲线, 因此精

子 VCL和 VAP的值基本一致(Rurangwa et al, 2004)。

表 7中, 鲤鱼(Cejko et al, 2015)、高体雅罗鱼(Siddique 

et al, 2016)、西伯利亚鲟(Siddique et al, 2016)、大西

洋鳕(Butts et al, 2010)等鱼的运动速率均以 VCL值最

大, 且 VCL和 VAP值较接近(表 7), 表明这些鱼类精

子多呈曲线式运动。本研究中, 小黄鱼精子 VCL 和

VAP值也较接近, 且VSL较小, 表明小黄鱼精子的运

动方式也是以曲线运动为主。 

3.2  环境因子对精子活力的影响 

盐度是影响海水鱼类精子活力的主要因子 , 且

精子适宜的盐度范围往往与其生境或繁殖环境相

关(江世贵等 , 2000)。据研究 , 眼斑拟石首鱼(魏平

等 , 2009)、黄姑鱼(闫家强等 , 2010)及大黄鱼(朱冬

发等 , 2005)精子运动适宜的盐度分别为 20—35、

25—35 及 19.61—24.87, 而大弹涂鱼 (洪万树等 , 

1997)精子运动适宜的盐度范围较低(15—20)。本研

究中 , 小黄鱼精子运动适宜的盐度为 25—30, 与黄

姑 鱼 ( 闫 家 强 等 , 2010) 及 眼 斑 拟 石 首 鱼 (C. 

ocellatus)(魏平等 , 2009)精子运动适宜的盐度相似 , 

小黄鱼繁殖期的海区盐度一般为 27—32, 是其精

子运动适宜的盐度范围。  

表 7  部分鱼类精子运动特征比较 
Tab.7  Comparison in kinetic characteristics of sperm in some fish species 

物种 
直线运动速率

(μm/s) 
曲线运动速率  

 (μm/s) 
平均路径运动速率

(μm/s) 
参考文献 

鲤鱼 Cyprinus carpio 201.0±9.3 267.0±26.5 246.8±17.4 Cejko et al, 2015 

高体雅罗鱼 Leuciscus idus 22.49±1.17 31.83±1.32 26.89±1.44 Siddique et al, 2016 

西伯利亚鲟 Acipenser baeri 86.8±9.3 119.9±19.1 102.4±12.0 Sieczyński et al, 2015 

中华鲟 Acipenser sinensis 22.85±3.16a 74.22±10.29 a 31.71±6.45a 柳凌等, 2007 

史氏鲟 Acipenser schrencku 45.02±6.72a 100.16±13.75a 56.66±5.45a 柳凌等, 2007 

大西洋鳕 Gadus morhua 116.9±5.6 128.2±6.5 124.9±6.1 Butts et al, 2010 

欧洲鳗鲡 Anguilla anguilla 87.03±5.77 162.88±7.28 110.58±6.33 Gallego et al, 2013 

条纹锯鮨 Centropristis striata 88.3±0.3a 76.2±0.5a 86.7±0.7a 韩龙江等, 2014 

小黄鱼 L. polyactis 11.96±5.21 25.38±7.19 22.33±6.88 本研究 

注: 上标字母 a表示冷冻精子 

 

pH 对鱼类精子活力影响也较大。据报道, 鱼类

精浆 pH 大多介于 7.3—8.5 之间, 多数鱼类精子在中

性或偏碱性的水体中激活效果更好(邓岳松等, 1999; 

Kowalski et al, 2019)。据研究 , 大黄鱼(朱冬发等 , 
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2005)精子运动适宜的 pH范围是 7.5—8.0, 精子在 pH 

7.5 溶液中运动率最高、运动时间最长; 黄姑鱼(闫家

强等, 2010)精子运动适宜的 pH 范围是 7.5—8.5, 在

pH 8.0 时 , 精子活力最好 ; 此外 , 真鲷 (江世贵等 , 

2000)、黄鳍鲷(S. latus)(黄晓荣等, 2008)、欧洲鲈鱼

(Dicentrarchus labrax)(Öğretmen et al, 2016)等海水鱼

类精子也都在中性偏碱的激活液中活力较高。本研究, 

小黄鱼精子运动适宜的 pH范围是 7.5—8.5, pH为 8.0

时 , 精子运动率、运动时间及寿命分别达 (59.12± 

8.62)%、8.32±0.33min及 11.64±0.74min, 表明小黄鱼

精子也是在偏碱性的环境中活力较好, 因此, 在配制

小黄鱼人工授精激活液或精子冷冻保存抗冻液时 , 

应首选 pH偏碱性(8.0左右)的配方。 

据报道 , 适宜浓度的葡萄糖溶液对江鳕 (Lota 

lota)(王位莹等, 2015)、高体雅罗鱼(张涛等, 2017)、

中华鲟(Acipenser sinensis)(刘鉴毅等, 2007)及乌原鲤

(Procypris mterus)(吴清毅等, 2011)等淡水鱼类精子

活力有促进作用, 可延长精子的运动时间或寿命; 葡

萄糖溶液对眼斑拟石首鱼(魏平等, 2009)、黄姑鱼(闫

家强等, 2010)、大黄鱼(朱冬发等, 2005)等海水鱼类精

子活力无明显促进作用, 而对夏牙鲆(王学颖等, 2016)精

子活力有一定提升。本研究中 , 小黄鱼精子在

0.7—0.9mol/L 葡萄糖溶液中保持较高活力, 在 0.8mol/L

时, 精子运动率、运动时间及寿命分别达(56.65±5.01)%、

8.51±0.46min 及 12.19±0.67min, 但与对照组各活力

参数基本持平 , 表明葡萄糖对小黄鱼精子活力无明

显促进作用。 

K+、Na+、Ca2+及 Mg2+是激活鱼类精子的重要因

子 , 也是精浆中的主要离子成分(Alavi et al, 2006; 

Figueroa et al, 2016), 不同种鱼类精子对各种离子的

敏感性不同(Alavi et al, 2006), 可能会导致其激活适

宜的离子浓度有所差异。据研究, 大弹涂鱼(魏平等, 

2010)精子激活效果较好的 K+、Na+、Ca2+及 Mg2+浓

度分别为 0.3、0.15、0.1、0.3mol/L, 眼斑拟石首鱼(魏

平等, 2009)精子激活效果较好的 K+、Na+、Ca2+浓度

均为 0.6mol/L, 而大黄鱼(朱冬发等, 2005)精子激活

效果较好的 K+、Na+浓度分别为 0.5 和 0.3mol/L, 本

研究小黄鱼精子激活效果较好的 K+、Na+、Ca2+及

Mg2+浓度分别为 0.4、0.5、0.2、0.9mol/L, 与上述几

种鱼类有所不同。 

本研究显示 , 小黄鱼精子在不同离子激活液中

的运动率均低于自然海水 , 这表明单一金属阳离子

对小黄鱼精子的激活效果要低于含复合金属阳离子

的自然海水 ; 小黄鱼精子在单一离子缺陷型人工海

水和全人工海水中的运动率非常接近(介于 48%— 

53%之间), 表明单一离子缺失的人工海水并没有对

其精子活力造成明显的影响。王学颖等(2016)研究发

现夏牙鲆精子在自然海水中的运动率要显著高于各

人工海水, 自然海水的渗透压为 939mosm/kg, 而缺

Ca2+、缺 Mg2+、缺 HCO3
–人工海水或全人工海水的渗

透压介于 1029—1131mosm/kg之间, 因此渗透压可能

是导致精子运动率不同的因素之一。本研究中的小黄

鱼精子在自然海水中的运动率显著高于各人工海水, 

这可能是自然海水与人工海水的离子成分不同及渗

透压不同所致。 

3.3  精子超低温保存的适宜条件 

不同种鱼类精子超低温冷冻保存适宜的条件(稀

释液、稀释比、抗冻剂种类及浓度等)不同(王鑫伟等, 

2017)。表 8 是部分海水鱼类精子冷冻保存条件及其

效果比较。 

不同规格的麦管(0.25、0.5mL)和冻存管(2、5mL)

在鱼类精子冷冻保存研究中均有应用 , 麦管具有体

积小、降温速率快、稳定性高等特点, 适用于精液量

较少的冷冻保存研究(表 8)。而冻存管体积较麦管大、

降温速率相对较慢 , 适用于精液量较多的冷冻保存

研究(Liu et al, 2015; Nomura et al, 2018)。本研究的养

殖小黄鱼雄鱼个体较小、精液量较少 , 因此使用

0.25ml 麦管进行了冷冻保存研究, 以确定其适宜的

冷冻条件。今后, 若培育较大规格的小黄鱼雄鱼, 精

液量多时 , 可采用体积较大的冻存管进行精子冷冻

保存研究, 以便于冷冻保存大量精液。 

不同种鱼类精子冷冻保存用适宜的稀释液及其

稀释比不同。Fabbrocini 等(2000)和 Gwo 等(1991)用

1% NaCl溶液为稀释液, 分别以 1︰6和 1︰9的稀释

比冷冻保存金头鲷及细须石首鱼精子效果较好 ; 

Chereguini 等(2003)用 Mounib’s 稀释液, 以 1︰2 的

稀释比冷冻保存大菱鲆精子 , 获得与鲜精相近的受

精率; Degraaf等(2004)调整了 Mounib’s稀释液成分, 

并以 1︰3 的稀释比冷冻保存条纹锯鮨精子, 获得与

鲜精相近的运动率和受精率。此外, HBSS、Hank’s、

Ranger、Cortland 等稀释液在庸鲽、夏牙鲆、紫红笛

鲷、大黄鱼等海水鱼类精子冷冻保存研究中获得较好

的效果(表 8)。本研究, 以 10% DMSO为抗冻剂, 以

HBSS 为稀释液、1︰3 或 1︰5 的稀释比, 超低温冷

冻保存小黄鱼精子, 获得了较好的运动率, 但与鲜精

运动率相比仍有一定差距。 
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超低温冷冻过程会导致精子结构损伤, 适宜浓度

的抗冻剂可有效保护精子结构 (陈松林等 , 1992; 

Kowalski et al, 2019)。DMSO、Gly、EG、PG等是鱼类

精子冷冻保存常用的抗冻剂, 其中 DMSO 具有渗透速

度快、分布均匀、毒性低等特点(李纯等, 2000), 在庸鲽、

金头鲷、细须石首鱼等海水鱼类精子冷冻保存中起到

较好的抗冻保护效果(表 8)。抗冻剂适宜的使用浓度

一般在 5%—20%之间(表 8)。本研究的小黄鱼精子冷冻

保存采用10% DMSO及15% PG为抗冻剂, 冻精解冻后

运动率分别为(43.57±2.59)%和(43.06± 6.77)%, 与鲜精

运动率(57.70±2.72)%较为接近, 表明 10% DMSO 和

15% PG适用于小黄鱼精子超低温冷冻保存。 

精子冷冻保存的降温方法主要有液氮面高度降

温法或程序降温法 , 两者使用的仪器设备和操作方

法有所不同, 但都是控制降温速率。由表 8 可知, 使

用程序降温法超低温冻存鱼类精子, 其适宜的降温速

率因鱼的种类不同存在差异, 但多数在 10—20°C/min; 

鲀少数鱼如绿鳍马面 降温速率较高(40°C/min)。使用液

氮面高度降温法超低温冻存鱼类精子 , 多数在液氮

面 3—5cm处降温 3—5min后投入液氮保存。液氮面 

3.5cm处的温度约–76°C (Lim et al, 2013), 如果在此

高度降温 5min, 平均降温速率为 15.2°C/min。本研究

的小黄鱼精子冷冻保存也是在液氮面 3.5cm 处平衡

5min 后投入液氮, 其降温速率在 15°C/min 左右。今

后, 应开展程序降温法超低温冻存小黄鱼精子试验, 

以确定其最佳降温速率, 提高冻存效果。 

4  结论 

小黄鱼精子主要以曲线运动为主 , 精子适宜的

盐度为 25—30, 适宜的 pH 为 7.5—8.5, 适宜浓度的

葡萄糖溶液对精子活力无明显促进作用。小黄鱼精子

在 KCl和 CaCl2溶液中受到一定程度抑制, 活力明显

低于对照组。单一离子缺陷型人工海水对小黄鱼精子

活力影响不大, 但激活效果不及自然海水。小黄鱼精

子经 HBSS 稀释液 1︰3 稀释, 添加 10% DMSO 及

15% PG为抗冻剂, 液氮面 3.5cm处降温 5min后投入

液氮保存效果较好, 冻精运动率与鲜精较接近。 
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PHYSIOLOGICAL CHARACTERISTICS AND CRYOPRESERVATION EFFECT OF 
LARIMICHTHYS POLYACTIS SPERM 

ZHENG Xue-Bin1,  DU Chen1,  WANG Jing-Qian1,  ZHAN Wei2,  XIE Qing-Ping2,  LOU Bao2,   
ZHU Jun-Quan1 

(1. Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo 315211, China;  
2. Zhejiang Academy of Agricultural Sciences, Hangzhou 310016, China) 

Abstract    To study the physiological characteristics and understand the cryopreservation effect on sperm motility of 

cultivated Larimichthys polyactis, we determined the kinetic parameters of L. polyactis sperm using a computer-assisted 

sperm analysis (CASA) system and the effects of several environmental factors (salinity, pH, glucose, ions, etc.) on 

motility of sperm. Moreover, we established the optimal protocol (including extenders, cryoprotectants, milt/diluent ratios, 

cooling rate, etc.) for the sperm cryopreservation. The results show that the mean density of sperm was 

(6.92±1.20)×109/mL. When sperm was activated by filtered seawater, the percentage of motile (MOT), moving time (MT), 

and life span (LS) of sperm were (59.31±4.85)%, 8.44±0.87min, and 12.20±0.50min, respectively; and the straight line 

velocity (VSL), curvilinear velocity (VCL), and average path velocity (VAP) of sperm were 11.96±5.21, 25.38±7.19, and 

22.33±6.88μm/s, respectively. The suitable salinity for sperm activation was 25—30; the suitable pH was 7.5—8.5, and the 

highest motility were obtained at salinity 25 or pH 8.0. In addition, a better motility was detected when sperm was 

activated in glucose solutions at the concentration of 0.7—0.9mol/L, and the highest motility was obtained at 0.9mol/L. 

What’s more, a better motility was also detected when sperm was activated in solutions containing 0.4—0.5mol/L 

potassium chloride, 0.4—0.6mol/L sodium chloride, 0.7—1.0mol/L magnesium chloride or 0.2—0.3mol/L calcium 

chloride. The motility of sperm activated in potassium chloride or calcium chloride solutions was significantly lower than 

the control group (sperm was activated in filtered seawater). Besides, the MOT of sperm that obtained in control group was 

significantly higher than groups of various artificial seawater, but it showed no significant difference in different types of 

artificial seawater. For cryopreservation, 0.25mL straw was used; 6 types of extenders, 4 types of cryoprotectants in 

different concentrations, 5 ratios (milt to diluent), and 5 cooling rates (realized by adjusting the height above the surface of 

liquid nitrogen) were tested. The results show that the semen diluted by HBSS solution with 10% DMSO or 15% PG at a 

ratio of 1︰3 and suspended 3.5cm above the surface of liquid nitrogen for 5 min produced better results; and the MOT of 

post-thaw sperm was (43.57±2.59)% or (43.06±6.77)%, respectively. 

Key words    Larimichthys polyactis;  CASA;   physiological characteristics;  sperm cryopreservation 


