
!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

第 !" 卷第 # 期

$%&& 年 # 月 '

水'产'学'报

()*+,-.)//0123+031)/420,-

5678!"" ,68#

(9:;" $%&&

文章编号!&%%% <%#&"#$%&&$%# <%?A# <%? @)0!&%8!=$AB1C8(8&$!&8$%&&8&=!!?

收稿日期!$%&& %& &!'''修回日期!$%&& %A &A

资助项目!浙江省重大科技专项重点社会发展项目#$%%>4%!%&= <A$%宁波市科学技术局项目#$%%#4&%%%AA"$%%=-!&%%A$%宁波大

学人才工程项目#D1.$%%>%%A$%教育部创新团队项目#0+P)=!A$

通讯作者!竺俊全"3FGHI7!]Z9J9:i9H:L:K98;\98O:
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摘要! 以2D11溶液为稀释液!@R1)为抗冻剂!%8$" G.麦细管为冻存管!两步降温法超低

温冻存黄姑鱼精子!并用单细胞凝胶电泳"14[3#技术检测了冻精的 @,-损伤!荧光双染色

流式细胞仪技术"/4R#检测了冻精的细胞膜性结构损伤$ 结果表明!@R1)质量分数在 "j

h$%j时!冻精的活力与鲜精相比无显著差异&其中 @R1)质量分数在 &%j时!冻精的激活

率%运动时间及寿命分别为 ?"8$"j m!8>"j%"!8$! m%8$=# GI: 及"!8?! m%8!!# GI:$

@R1)质量分数在 $"j%!%j时!冻精的活力显著下降$ 14[3检测显示!@R1)质量分数在

"j h&"j时%冻精的@,-损伤与鲜精相比差异不显著!@R1)质量分数为 $%j%$"j%!%j

时!冻精的@,-损伤明显加重!冻精的 @,-损伤与抗冻剂 @R1)的质量分数成正相关$

/4R检测显示!@R1)质量分数在"j h$%j时!冻精中线粒体及细胞膜结构保持完整性的精

子比例与鲜精相比无显著差异!@R1)质量分数在 $"j%!%j时!冻精中的线粒体及细胞膜结

构保持完整性的精子比例明显下降$ 分析认为!较高质量分数的 @R1)是引起冻精活力下

降!@,-%线粒体及细胞膜结构损伤加重的主要原因$

关键词! 黄姑鱼& 精子& 超低温冻存& 单细胞凝胶电泳& 荧光双染色流式细胞术

中图分类号! T>">8A?& 1>&='''''''文献标志码'-

''因经济鱼类种质保存)遗传育种及苗种生产的

需要"精子超低温冻存及冻精质量检测的研究引起

广泛重视( 目前"经济鱼类精子的超低温冻存及质

量 检 测 的 研 究 已 见 在 黑 鲷 # 5*/(-.
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*>+等种类中研究报道( 精子超低温冻存前后

的质量检测常用显微镜活力#激活率)运动时间及寿

命$观察法*&%+及受精率测定法*& <$+

%精子活力的显微

观察因操作人员的不同存在判定上的主观差异%受

精率测定需要一定数量的优质成熟卵"采卵时需对

亲鱼的性成熟度进行人工调控"而且人工受精及孵

化技术要求较高"有时受产卵季节的限制而难以实

现( 因此"在精子活力及受精率等常规指标检测的

基础上"需要用更加简便)有效的方法检测冷冻精子

质量( 由于冷冻保存会导致精子细胞结构损伤"影

响其生理功能及受精能力( 所以"对冷冻精子细胞

结构损伤程度的检测十分必要( 精子细胞结构损伤

主要包括核 @,-损伤*& <$"# <=+及细胞膜性结构损

伤*!"&& <&$+等( 其中"核@,-损伤检测常用单细胞凝

胶电泳#14[3$法"具有快速)简便及灵敏的特点"已

被应用于鱼类精子*& <$"# <=">+

@,-损伤检测中%细胞

膜性结构损伤检测常用荧光双染色流式细胞术

#/4R$"具有高通量)准确和简便的特点"已被应用

于哺乳动物精子*&& <&$+及鱼类精子*!"&! <&A+等的质量

检测中( 对超低温冻存精子的核@,-及细胞膜性

结构损伤进行检测"有助于探讨冷冻损伤机理)了解

抗冻剂种类及浓度对精子超低温冻存效果的影响"

为抗冻剂的优选提供细胞学依据(
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黄 姑 鱼 # L&J,/ /0J&K0)(/ $ 属 鲈 形 目

#C;UOIW6UG;S$)石首鱼科 #1OIH;:I\H;$)黄姑鱼

属"自然分布于我国沿海海域"是海洋渔业的主

要捕捞对象"因其色泽金黄)肉嫩味美而深受人

们喜爱( 近年来"由于环境污染及捕捞过度等

原因"导致种质资源的衰退( 因此"黄姑鱼种质

保存)育种及养殖开发受到重视*&" <&?+

( 开展黄

姑鱼精子的超低温冻存"建立优良种质的精子

库"是种质保存的有效途径之一"且在育种生产

上具有应用价值( 目前"黄姑鱼精子的超低温

冻存及冻精质量检测的研究未见报道( 本研究

以 2D11溶液为稀释液"@R1)#二甲基亚砜$为

抗冻剂"%8$" G.麦细管为冻存管"用简易降温

装置)两步降温法超低温冻存黄姑鱼精子"并用

14[3法检测了冻精核 @,-损伤"/4R技术检

测了冻精细胞膜性结构损伤"旨在为黄姑鱼精

子超低温冻存技术的确立及冻精质量的评价提

供参考(

&'材料与方法

!&!'材料

性成熟黄姑鱼雄鱼于 $%&% 年 ! 月取自浙江

象山港湾水产苗种有限公司育苗场"每尾体质量

为 "%% h#%% X"共 ? 尾"经绒毛膜促性腺激素及促

黄体素释放激素类似物#24[k.+2F-$催产"约

!% Z后采精(

!&('方法

精液的采集与稀释''先将 2D11溶液

#,H47?8% XB." 4̀7%8A XB."4H47

$
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$
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$
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$
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A
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#

2
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)

#

&8%% XB.$与 @R1)按一定比例混合配

制成抗冻液"置于 A g冰箱中预冷( 采精时用洁

净的毛巾擦干黄姑鱼生殖孔周围体表"轻压鱼腹

使精液自然流出"获得无尿污的精液于培养皿中"

置于冰块上( 将采得的精液与抗冻液按 &e! 比例

混匀成精液,抗冻液混合物"于 A g下平衡 " h

? GI:(

冷冻与解冻''将精液,抗冻液混合物分装

入 %8$" G.麦细管中#每管盛约 %8$ G.$"然后

在简易降温装置中将麦细管平放在离液氮面 ! h

A OG处停留 ! h" GI:后投入液氮中保存"每一抗

冻剂浓度保存 # h? 支( 解冻时将麦细管从液氮

中快速取出"于 A% g水浴中摇动溶化(

鲜精及冻精的活力测定''按江世贵等*&%+

的方法测定鲜精与冻存 &% \后精子的活力#激活

率)运动时间及寿命$( 精子的激活率指精液与

激活液#盐度 $= 的过滤海水$混合后"于显微镜

下观察运动精子的数量占全部精子数量的百分

比"精子的运动时间指精子自激活开始至 >%j的

精子原地颤动为止的时间"精子的寿命指精子自

激活开始至 >%j的精子停止运动所经历的时间(

!&+'鲜精及冻精)#*损伤的"RNI检测

试验溶液配制 ' ' CD1! %8$ G67B.的

,H

$

2C)

A

. &$2

$

)# ?& G.$ 与 %8$ G67B.的

,H2

$

C)

A

.$2

$

)#&> G.$混合液#N2p=8A"A g

保存$%裂解液! $8" G67B.,H47" &%% GG67B.

3@P-"&% XB.十二烷肌氨酸钠"&jPUIM6: oF

&%%"&%j @R1)"N2p&%8%%电泳液!%8! G67B.

,H)2"& GG67B.,H

$

F3@P-" N2p&!8%( PUISF

247!%8A G67B.PUIS"247溶液中和至 N2=8%%

3D!$%

'

XBG.(

试验方法及步骤''将鲜精及冻存 &% \ 后

解冻的精液与CD1溶液充分混合"于 A g下离心

#! %%% UBGI:$$ 次"每次 &% h&" GI:"然后将精液

稀释至约 & f&%

#

BG.( 取稀释后精液 "%

'

.与

&j的液态低融点琼脂糖凝胶 !"%

'

.混匀于 "

G.离心管中"待混合液凝固后加入预冷的裂解

液于 A g下裂解 &8" Z"再用CD1溶液洗涤 $ 次"

弃掉CD1与裂解混合液"=% g水浴加热 ! GI:"使

含有精子的低熔点琼脂糖融化成液态"吸取 >" h

&%%

'

.均铺在预热后的载玻片上"加盖玻片于

A g下冷凝 &" GI:( 待琼脂糖附着在载玻片上

后"轻轻剥掉盖玻片"浸入加有电泳液的电泳槽中

静置 $% GI:"使精子核 @,-双链解旋"然后在

&$ 5)&&% G-条件下电泳 $" GI:( 电泳完毕"轻

轻取出载玻片"PUISF247中和 ! 次"每次 " GI:"然

后用3D染色 &% GI:"于 )7VGN9SDoF"& 荧光显

微镜#激发光波长 "?% :G$)暗光下观察"随机观

察 &%% 个精子核"并拍摄彗星图片( 同一抗冻剂

浓度做 ! 个平行试验(

试验结果分析''#&$ 采用 46G;M1O6U;&8"

软件分析彗星图片"获得尾矩#MHI7G6G;:M$及彗

星拖尾中 @,-的量占细胞总 @,-的比例等参

数"尾矩p尾长#MHI77;:XMZ$ f尾部 @,-百分含

量#@,-I: MHI7$( #$$ 彗星率及损伤系数计算"

#!&
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彗星率p#彗星细胞数目B总细胞数目$ f&%%j"

损伤系数p*#% 级损伤的细胞个数 f%$ k#

"

级

损伤的细胞个数f&$ k#

%

级损伤的细胞个数 f

$$ k#

*

级损伤的细胞个数 f!$ k#

+

级损伤的

细胞个数fA$+(

!&,'鲜精及冻精膜性结构损伤的DRL检测

取鲜精及冻存 &% \ 后的冻精各 $%

'

."加入

$%

'

.&%

'

XBG.的罗丹明 &$!"A g下避光染色

!% GI:"$ %%% UBGI: 离心 &% GI:"去上清液"加

! hA G.2D11液稀释精子至约 &%

#

BG."A g下

避光孵育 !% hA" GI:"然后取 & G.液体加入 &%

'

XBG.的碘化丙锭 A%

'

."暗处染色 &% GI: 后上

/-414H7IK9U型流式细胞仪"在 " Ga激发光#氩

离子激光器$)波长为 A?? :G下检测"用 4;77

T9;SM软件分析试验结果(

!&@'试验数据的统计学处理

所有试验数据和组间单因素方差分析采用

1C11&&8" 完成"以!p%8%" 为检验水准(

$'结果

(&!'黄姑鱼鲜精及冻精的活力

超低温冻存黄姑鱼精子 &% \ 后解冻"活力测

定结果见表 &( @& h@A 组冻精的活力与鲜精相

比差异不显著#!q%8%"$"@")@# 组冻精的活力

与鲜精差异显著#!l%8%"$(

表 !'黄姑鱼鲜精及冻精的活力

-./&!'X1=.91=? <FF03%>%8302.6:F0<S36J=>.P3:

%8302<F?7/0>&@0)(/

组别

XU69NS

激活率Bj

HOMÎHMI6: UHM;

运动时间BGI:

G6^I:X MIG;

寿命BGI:

7IW;FSNH:

@% ??8%% m$8>A !8=! m%8AA A8A? m%8#"

@& =>8$" m!8?# !8%A m%8&% !8?& m%8$"

@$ ?"8$" m!8>" !8$! m%8$= !8?! m%8!!

@! ?%8=" m$8>> !8&& m%8$? !8?A m%8!#

@A =>8=" mA8%! !8%" m%8$$ !8?= m%8&$

@"

A!8$" m#8&?

"

&8!> m%8A&

"

$8%? m%8">

"

@#

$"8$" m#8$>

"

%8?& m%8$#

"

&8$! m%8!>

"

注!@%8鲜精%@&8"j @R1)%@$8&%j @R1)%@!8&"j @R1)%

@A8$%j @R1)%@"8$"j @R1)%@#8!%j @R1)%表中同列数

值后
"

表示与对照相比差异显著#!l%8%"$(

,6M;S!@%8WU;SZ SN;UG%@&8"j @R1)%@$8&%j @R1)%@!8&"j

@R1)%@A8$%j @R1)%@"8$"j @R1)%@#8!%j @R1)%R;H:S

I: MZ;SHG;O679G: YIMZ

"

HU;SIX:IWIOH:M7V \IWW;U;:M#!l%8%"$8

(&('黄姑鱼鲜精及冻精的)#*损伤

14[3检测结果显示"各冻精组的彗星尾矩

随抗冻剂 @R1)质量分数的升高而增大( 其中

@R1)质量分数在 "jh$%j时"冻精的彗星尾矩

与鲜精相比差异不显著#!q%8%"$%@R1)质量

分数为 $"j)!%j时"冻精的彗星尾矩与鲜精相

比差异显著#!l%8%"$#图 &$(

图 !'黄姑鱼鲜精及冻精"RNI检测的慧星尾矩

@%8鲜精% @&8"j @R1)% @$8&%j @R1)% @!8&"j

@R1)% @A8$%j @R1)% @"8$"j @R1)% @#8!%j @R1)%

表中同列数值后
"

表示与对照相比差异显著#!l%8%"$(

D1;&!'-.192<236=<FF03%>%8302.6:F0<S36J=>.P3:

%8302<F?7/0>&@0)(/

@%8WU;SZ SN;UG% @&8"j @R1)% @$8&%j @R1)% @!8&"j

@R1)% @A8$%j @R1)% @"8$"j @R1)% @#8!%j @R1)%

R;H:SI: MZ;SHG;O679G: YIMZ

"

HU;SIX:IWIOH:M7V \IWW;U;:M

#!l%8%"$8

''根据彗星拖尾中 @,-的量占细胞总 @,-

的比例"将鲜精及冻精核 @,-损伤程度分为 "

级!% 级" l"j#@,-I: MHI7$"无损伤"精子核完

整)呈圆形%

"

级""j h$%j#@,-I: MHI7$"轻度

损伤"精子核缩小"可见少许彗尾%

%

级"$%j h

A%j#@,-I: MHI7$"中度损伤"精子核进一步缩

小"彗尾明显延长%

*

级"A% h>"j#@,-I: MHI7$"

重度损伤"精子核明显缩小"彗尾较长%

+

级" q

>"j"完全损伤"精子核模糊或消失"彗尾长#图

$$(

根据上述精子核 @,-损伤程度分级方法"

通过 46G;M1O6U;&8" 软件对黄姑鱼鲜精与冻精

的14[3彗星图片数据进行分析处理"得出鲜精

及冻精核@,-损伤情况#表 $$( 由表 $ 可知"抗

冻剂@R1)浓度为 "j h&"j时"冻精的@,-损

伤与鲜精相比差异不显著#!q%8%"$%@R1)质

量分数为 $%j)$"j)!%j时"冻精的 @,-损伤

比鲜精明显加重( 冻精的 @,-损伤主要为轻度

和中度损伤"重度损伤比率低(

&!&
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对黄姑鱼鲜精及冻精的 @,-损伤系数与抗

冻剂浓度的相关性分析表明"损伤系数与抗冻剂

@R1)的质量分数成正相关#图 !$(

图 ('黄姑鱼鲜精与冻精的"RNI彗星图

&8% 级损伤% $8

"

级损伤% !8

%

级损伤% A8

*

级损伤% "8

+

级损伤(

D1;&('R<23=12.;3<FF03%>.6:F0<S36J=>.P3:%8302<F?7/0>&@0)(/

&8[UH\;% \HGHX;% $8[UH\;

"

\HGHX;% !8[UH\;
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表 ('黄姑鱼鲜精及冻精"RNI检测的)#*损伤分级

-./&('R9.%%1F17.=1<6<F)#*:.2.;3:3=37=1<6<F7<23=0.=316F03%>%8302.6:
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注!@%8鲜精%@&8"j @R1)%@$8&%j @R1)%@!8&"j @R1)%@A8$%j @R1)%@"8$"j @R1)%@#8!%j @R1)%表中同列数值后
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示与对照相比差异显著#!l%8%"$(
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"
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图 +'黄姑鱼鲜精及冻精"RNI检测的)#*

损伤系数与)L"T质量分数的相关性

D1;&+'R<0039.=1<6<F:.2.;37<3FF17136=.6:

)L"T7<6736=0.=1<6/3=P336F03%>

%8302.6:F0<S36J=>.P3:

%8302<F?7/0>&@0)(/

(&+'黄姑鱼鲜精及冻精的线粒体及细胞膜结构

损伤

鲜精及冻精的 /4R检测结果显示#图 A)表

!$"精子的分布分 A 个区"U;XI6: & 精子被碘化

丙锭着色"但未被罗丹明着色"表明精子细胞膜

结构及线粒体均受损伤%U;XI6: $ 精子未被碘化

丙锭及罗丹明着色"表明精子细胞膜结构未受

损伤"但线粒体受损伤%U;XI6: ! 精子被碘化丙

锭及罗丹明着色"表明精子细胞膜结构受损"但

线粒体结构及功能正常%U;XI6: A 精子未被碘化

丙锭着色"但被罗丹明着色"表明精子细胞膜及

线粒体结构完整)功能正常( 统计分析表明"

@& h@A 组冻精中线粒体及细胞膜均保持完整

性的精子比例与鲜精相比无显著差异"其它组

与鲜精相比差异显著(

"!&
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图 ,'黄姑鱼鲜精及冻精的DRL检测图

#H$ 鲜精% #K$ &%j@R1)冻精( U;XI6: &8线粒体功能异常"细胞膜结构受损( U;XI6: $8线粒体功能异常"细胞膜结构正常(

U;XI6: !8线粒体功能正常"细胞膜结构受损( U;XI6: A8线粒体及细胞膜结构均正常(

D1;&,'D9<PJ7?=<23=017:<=J89<=%<FF03%>%8302.6:70?<803%30M3:%8302<F?7/0>&@0)(/
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G;GKUH:;K9M:6UGH7GIM6OZ6:\UIH7W9:OMI6:8U;XI6: A8SN;UGYIMZ H: I:MHOMN7HSGHG;GKUH:;H:\ W9:OMI6:H7GIM6OZ6:\UIH8

表 +'黄姑鱼鲜精及冻精的DRL检测结果分析
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F0<S36J=>.P3:%8302<F?7/0>&@0)(/
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"
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@"

&!8?A m$8&A

"

&$8&A m!8$$

"

&$8%$ m&8#$

"

#$8%% m!8$=

"

@#

&#8>" m$8>#

"

&?8"= m!8#$

"

&$8?# mA8""

"

"&8#$ m!8?!

"

注!@%8鲜精%@&8"j @R1)%@$8&%j @R1)%@!8&"j @R1)%

@A8$%j @R1)%@"8$"j @R1)%@#8!%j @R1)%表中同列数

值后
"

表示与对照相比差异显著#!l%8%"$(

,6M;S!@%8WU;SZ SN;UG%@&8"j @R1)%@$8&%j @R1)%@!8&"j
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I: MZ;SHG;O679G: YIMZ

"
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!'讨论

研究表明"以2D11溶液为稀释液""j)&%j

及 &"j的@R1)为抗冻剂"超低温冻存黄姑鱼精

子的效果较佳"冻精核 @,-损伤较轻"冻精中线

粒体与细胞膜结构正常的精子比例较高%而以

$"j及 !%j@R1)为抗冻剂超低温冻存黄姑鱼

精子的效果较差"冻精核 @,-损伤程度明显加

重"冻精中线粒体与细胞膜结构正常的精子比例

显著下降(

@R1)是鱼类精子超低温冻存的常用抗冻剂"

适宜的质量分数一般为 "j h$%j( E2--,[

等*A+试验发现"以人工海水为稀释液)&$j@R1)

为抗冻剂"超低温冻存牙鲆精子的效果较好"冻精

激活率达 #%8"jm!8#j( 423,等*"+以 P1F$ 溶

液为稀释液"以 #j)&%j及 &Aj@R1)为抗冻剂)

程序降温法超低温冻存大菱鲆精子"冻精解冻后的

激活率分别为 "%8%jm"8%j)=?8!jm=8#j及

=#8#jm"8?j( 叶霆等*&+以46UM7H:\ 溶液为稀释

液)"jh$%j@R1)为抗冻剂"两步降温法超低温

冻存黑鲷精子"冻精解冻后激活率
'

?#8A>jm

&8#>j"其中@R1)质量分数为 &%j时"冻精激活

率达 >$8>&jm&8$"j( 魏平等*$+研究发现"以

46UM7H:\溶液为稀释液)"jh$%j@R1)为抗冻剂

超低温冻存真鲷精子"冻精激活率
'

?!8$=jm

!8A!j"其中@R1)浓度为 &%j时"冻精激活率达

?>8A&jm$8">j( .0*等*!+试验发现"以46UM7H:\

溶液为稀释液)&"j@R1)为抗冻剂"程序降温法

超低温冻存真鲷精子"冻精激活率达 ?&8%jm

"8Aj( )̀2等*?+ 以 /D1溶液为稀释液) "j

@R1)为抗冻剂"两步降温法超低温冻存七带石斑

鱼精子"冻精激活率达 ==8#jm?8"j( 本试验以

'$&
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# 期 金春华"等!黄姑鱼精子的超低温冻存及细胞结构损伤的检测 ''

2D11溶液为稀释液)"jh$%j浓度的 @R1)为

抗冻剂"超低温冻存黄姑鱼精子取得了与鲜精激活

率相近的效果( 可见"@R1)质量分数在 "jh

$%j范围内适合一些海水鱼类精子超低温冻存(

然而"抗冻剂 @R1)的最适质量分数因鱼的种类

及采用的冻存条件不同有所差异(

精子核@,-损伤状况是衡量冻精质量的细

胞学依据之一( Cn+3EF43+3E-.31等*#+以 =j

@R1)加 "j h$%j.@.#低密度脂蛋白$为抗冻

剂"%8" G.麦细管为冻存管"两步降温法超低温

冻存虹鳟精子"14[3检测发现冻精 @,-损伤与

鲜精相比差异显著( R-+Pu,3EFCv+-R)等*=+

以 =j@R1)加 &%j卵黄为抗冻剂)%8" G.麦管

为冻存管"两步降温法超低温冻存褐鳟精子"

14[3检测发现冻精与鲜精的 @,-损伤程度差

异显著( E0..0等*>+研究发现"以 &%j@R1)为

抗冻剂)%8$" G.麦管为冻存管"两步降温法超低

温冻存条纹狼鲈#3&',=+(/('>-.0/J(/M$精子"冻

精@,-损伤与鲜精相比无显著差异( 叶霆等*&+

以46UM7H:\溶液为稀释液)"j h!%j@R1)为抗

冻剂"两步降温法超低温冻存黑鲷精子"14[3检

测发现@R1)质量分数为 "j h$%j时"冻精与

鲜精的@,-损伤无显著差异"@R1)质量分数

为 $"j h!%j时"冻精的 @,-损伤与鲜精相比

差异显著"冻精 @,-损伤与抗冻剂 @R1)质量

分数成正相关( 本试验发现"@R1)质量分数为

"j h&"j时"黄姑鱼冻精的 @,-损伤和鲜精相

比无显著差异%@R1)质量分数为 $%j)$"j)

!%j时"冻精的@,-损伤和鲜精相比差异显著"

冻精@,-损伤与抗冻剂@R1)的质量分数呈正

相关( 类似的结果也见于真鲷中研究报道*$"&>+

(

由于精子为单倍体细胞"其染色质结构与体细胞

不同"由鱼精蛋白与 @,-形成超螺旋四聚体"染

色质高度凝聚"细胞内液体成分极少"超低温冻存

对精子的机械性损伤远小于体细胞"只要使用合

适的抗冻液及采用适当的降温或复温程序"就能

有效保护精子核@,-免受或少受损伤*$%+

(

线粒体及细胞膜结构损伤状况也是衡量冻精

质量的重要细胞学依据( )[03+\;D-*.,cD

等*&!+以+Z&$! 及 C0作为荧光探针)双染色流式

细胞术检测了不同抗冻剂浓度下虹鳟冷冻精子的

线粒体及细胞膜结构的完整性"发现以 &%j

@R1)为抗冻剂时冻精中线粒体及细胞膜结构

完整的精子比例较高( 23

*&A+以 $8"j@R1))

"j@R1)及 &%j@R1)为抗冻剂超低温冻存黑

鲈#%)()=,./M/+&0&.$精子"冻精的荧光双染色流

式细胞术检测结果发现"@R1)为 "j时冻精中

线粒体及细胞膜结构完整的精子比例较高"

@R1)为 $8"j及 &%j时冻精中线粒体及细胞膜

结构完整的精子比例显著下降( .0*等*!+也用荧

光双染色流式细胞术检测了以 &"j@R1)为抗

冻剂超低温冻存的真鲷精子的膜性结构损伤"发

现冻精中线粒体及细胞膜结构正常的精子比例与

鲜精相近"达 =A8?j( 本试验发现"以"j h$%j

@R1)为抗冻剂超低温冻存黄姑鱼精子"冻精中

线粒体及细胞膜结构保持完整性的精子比例达

?%j以上"与鲜精相近"当抗冻剂质量分数达

$"j"!%j时"冻精中线粒体及细胞膜结构保持完

整性的精子比例显著下降(

一般认为"精子冷冻损伤主要包括冷休克损

伤)冰晶损伤或机械损伤)渗透压损伤及抗冻剂毒

性损伤等方面*$&+

( 本研究采用的抗冻液#稀释液

2D11k抗冻剂 @R1)$对黄姑鱼精子冷冻与解

冻过程具有保护作用"但冻融精子随抗冻剂

@R1)质量分数的不同发生了不同程度的细胞

结构损伤( 细胞膜结构的损伤会导致膜蛋白丢失

或蛋白构象改变"细胞内物质渗漏)N2变化)生理

活动紊乱"影响细胞内外离子交换及精卵识别与

受精*$$ <$A+

( 线粒体是精子运动的动力源"本研究

的黄姑鱼冻精中部分精子线粒体受损伤"其生理

功能下降甚至丧失"这部分精子活力必然降低甚

至失活(

本研究用的精液采自同一批鱼"且各试验组

均采用相同的降温与复温程序"冻精组 @,-)线

粒体与细胞膜结构损伤的差异主要是由抗冻剂

@R1)质量分数不同引起的"较高质量分数的

@R1)可能是冻精损伤加重的主要原因( 为降

低黄姑鱼冻精细胞结构损伤"确保冻精质量"宜将

抗冻剂@R1)质量分数控制在 "jh&"j(
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$%%!"A=!$$= <$!"8

*&%+'江世贵"李加儿"区又君"等8四种鲷科鱼类的精子

激活条件与其生态习性的关系 *(+8生态学报"

$%%%"$%#!$!A#? <A=!8

*&&+'[*P2+032@"a3.42 [ +80GNHOM6WSM6UHX;
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H:\ X7VOI:;6: OUV6NU;S;ÛHMI6: I:\9O;\ \HGHX;6W

N7HSGHG;GKUH:;SH:\ GIM6OZ6:\UIHM6 SMUIN;\ KHSS

#%)()=,./M/+&0&.$ SN;UG*(+84UV6KI676XV" $%%A"

A?!$"A <$#$

*&"+'蔡明夷"刘贤德"武祥伟"等8大黄鱼与黄姑鱼异源

三倍体的诱导和微卫星分析*(+8水产学报"$%&%"

!A#&&$!&#$> <&#!"8

*&#+'刘颖"蔡明夷"刘贤德"等8大黄鱼
%

与黄姑鱼
&

杂

交/& 家系初孵仔鱼的 -/.C分析*(+8水产学报"

$%&%"!A##$!#=& <#=?8

*&=+'雷霁霖"陈超"徐延康"等8黄姑鱼工厂化育苗技术

研究*(+8海洋科学"&>>$"&&##$!" <&%8

*&?+'蔡厚才"林岿璇"陈传再8南麂海区黄姑鱼网箱养

殖技术研究*(+8浙江海洋学院学报"$%%%"$%#&$!

## <#>8

*&>+'徐西长"丁福红"李军8单细胞凝胶电泳用于检测

低温保存的真鲷#!/F().)1-.1/<)($精子 @,-损

伤*(+8海洋与湖沼"$%%""!##!$!$$& <$$"8

*$%+'宋博"郑履康"邓丽霞"等8冰冻对精子 @,-的影

响*(+8中华男科学"$%%$#A$!$"! <$"A8

*$&+'陈松林8鱼类精子和胚胎冷冻保存理论与技术

*R+8北京!中国农业出版社"$%%=!$! <$?8

*$$+'/*0̀-a-1" R0*+- 8̀ C7HSGH G;GKUH:;

97MUHSMU9OM9UH7OZH:X;SOH9S;\ KV G;OZH:IOH7SMU;SSI:

MZ;W6UGHMI6: ;QMUHO;7797HUIO;HSHNUIGHUV OH9S;6W

S76YWU;;]I:X I:J9UV I: WU9IMFK6\I;S6WKHSI\I6GVO;M;S

*(+84UV6KI676XV"&>?#"$!!!=& <!?$8

*$!+'章龙珍"刘鹏"庄平"等8超低温冷冻对西伯利亚鲟

精子形态结构损伤的观察*(+8水产学报"$%%?"!$

#A$!""? <"#"8

*$A+'章龙珍"江琪"庄平"等8超低温冷冻对俄罗斯鲟精

子抗氧化酶活性的影响*(+8大连水产学院学报"

$%%>"$A##$!"%A <"%?8

($&



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

# 期 金春华"等!黄姑鱼精子的超低温冻存及细胞结构损伤的检测 ''

"830270?<803%30M.=1<6.6:=>37?=<.07>1=37=503

:.2.;3:3=37=1<616?&>,/ /0>&@0)(/

(0,4Z9:FZ9H" c-,(IHFiIH:X" E2*(9:Fi9H:

"

#*(+,-./0-1/0+/2C446"(8 M-0"7('"/1(5<7/6/=+.+1<(M"7";10+/2P8%5-1"/7"I"7=./H7"?(0;"1+"I"7=./'!&"$&&"><"7-$

*/%=0.7=! 0: MZISSM9\V"@R1)YHS9S;\ HSOUV6NU6M;OMH:MS"H:\ 2D11S679MI6: YHS9S;\ HS;QM;:\;U8PY6F
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