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摘要  [ 目的] 研究胭脂鱼精子的低温保存方法 ,为胭脂鱼的人工繁殖和人工授精提供基础依据。[ 方法] 试验配制了A、B、C、D4 种精
子保存液 , 以0 .7 %的NaCl 溶液作为对照 ,以精子被激活后的活率为指标 , 对4 种精子保存液保存成熟的胭脂鱼精子的效果进行评价。
[ 结果] 在低温(0～4 ℃) 条件下 ,4 种精子保存液之间及其与对照溶液之间的差异比较明显。其中保存效果最好的是B 液 ,能在120 h 内
使精子的活率保持为80 % ;D 液次之, 能在84 h 内使精子的活率保持为80 %。胭脂鱼在淡水中快速运动时间为( 24 .0 ±3 .5) s , 寿命为
(128 .0 ±9 .5)s 。2007～2008 年精子保存B 液在胭脂鱼的人工授精中进行应用 , 受精率为53 % ～85 % 。[ 结论] 用精子保存液低温保存胭
脂鱼精子的方法是切实可行的。
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Study onthe Application of Spermatozoa Preservationat Low Temperature in Artificial Fecundation of Myxocyprinus asiaticus Sper matozoa
WAN Quan et al  ( College of Ani mal Science and Technology ,Anhui Agricultural University , Hefei ,Anhui 230036)
Abstract  [ Objective] The study ai med to investigate the method of lowtemperature preservationfor Myxocyprinus asiaticus spermatozoa and provide the
foundation data for artificial reproduction and fecundation . [ Method] In the test ,4 kinds of spermatozoa preservative fl uids of A,B,C and D were pre-
pared ,with 0 .7 % NaCl solution as CK. The effects of four preservative fluids of mature spermatozoafrom M. asiaticus were evaluated withthe fast mov-
ing rate of spermatozoa after being motivated as ani ndex . [ Result] Under the lowtemperature of 0 - 4 ℃ ,the differences between 4 kinds of the preserva-
tive fluids and betweenthemand CKfluids were more obvious . Among them,Bfluid was the best ,which coul d keep 80 % of spermatozoa havi ngfast mov-
ing ability within120 hand Dflui d was second ,which coul d keep 80 % of spermatozoa havingfast moving ability within 84 h. The movingti me of M. asi-
aticus spermatozoa infresh water was ( 24 .0±3 .5) s ,withthe life ti me of (128 .0 ±9 .5) s . From2007 to 2008 ,whenthe permatozoa preservative Bflui d
was used inthe artificial insemination of M. asiaticus ,the fecundation was 53 % - 85 % .[ Conclusion] The method of keepi ng M. asiaticus spermatozoa
at lowtemperature with spermatozoa preservative flui ds was feasible .
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  胭脂鱼( Myxocyprinus asiaticus Bleeker) 属鲤形目( Cyprini-

formes) , 脂鱼科( Catostomidae) 。现知全世界约有该科鱼类13

属68 种 , 其中绝大多数种类分布于北美洲。胭脂鱼分布于

我国的长江和闽江 , 为我国也是亚洲特有种[ 1 - 2] 。该鱼幼鱼

还具有体形奇特, 背鳍较高( 寓意“一帆风顺”) 、体色鲜艳的

特点, 为目前我国重要的观赏鱼类之一, 有较重要的经济意

义。近几十年来, 由于人类对自然环境的影响, 生物也受到

很大的影响。葛洲坝水利枢纽工程和三峡水利枢纽工程的

建成阻碍了胭脂鱼的洄游活动, 加之过度捕捞 , 对胭脂鱼资

源自然增殖产生了不利影响。由于其资源量的大大减少和

其所具有的重要意义, 现胭脂鱼已经被列为国家二类水生野

生保护动物。

为了保护这一物种, 现已经开展了胭脂鱼人工繁殖、生

物学特征、胚胎发育、资源现状及资源恢复探讨等方面的研

究[ 1 - 8] 。国内对淡水鱼类如虹鳟[ 9] 、大银鱼[ 10] 以及鲤、鲢、

鳙[ 11] 的研究表明, 采用精子保存液在低温条件下可延长这

些鱼类精子的活力和寿命, 保持受精能力, 达到短期保存的

目的。由于胭脂鱼天然产卵场在长江上游水流湍急处 , 因此

胭脂鱼对产卵的生态条件要求较高 , 人工繁殖技术难度较

大。目前, 胭脂鱼的人工繁殖多采用人工授精, 而至今尚未

见关于胭脂鱼精子活力、保存及应用研究的报道。胭脂鱼亲

本量很少, 且胭脂鱼的雌雄发情的时间不易控制一致, 胭脂

鱼在多次注射激素后的效应时间内也需要多次人工采卵、人

工授精。因此, 笔者开展胭脂鱼精子低温保存方法研究, 旨

在为胭脂鱼的人工繁殖、人工授精提供基础依据和指导。

1  材料与方法

1 .1 精子来源、采精及精子保存方法  试验所用的胭脂鱼

为安徽省长江水生动物保护研究中心繁殖用的胭脂鱼亲本。

在胭脂鱼的繁殖季节, 选择体质健壮的胭脂鱼进行人工催

产, 在效应时间达到后,2007 年4 月7 日, 将胭脂鱼雄鱼拉

起, 用毛巾将生殖孔附近的水分擦去, 然后轻压腹部 , 挤出精

液, 用预先准备好的干净的滴管吸取精液分别置于放有适量

精子保存液的干净的小瓶中, 再将小瓶放进冰箱4 ℃低温保

存。采精过程中要防止水进入精液, 尽量避免精液被污染。

1 .2 精子保存液的制备 试验共配制了 A、B、C、D 4 种精子

保存液 , 并用0 .7 % 的 NaCl 溶液( E) 作为对照。各种精子保

存的配方如下:

(1) 精子保存液 A( Hanks 精子保存液) 配方[ 12] 。甲液 :

NaCl 9 .600 g ,KCl 0 .480 g ,CaCl 2 0 .168 g , MgCl2·6H2O 0 .235 g ,

蒸馏水60 ml ; 乙液:NaHCO3 0 .420 g ,Na2HPO4 0 .186 g ,KH2PO4

0 .072 g ,C6H12O6 1 .091 g , 蒸馏水60 ml 。用时取甲液和乙液各

5 ml , 然后加去离子水至100 ml , 即制成精子保存液A 。

( 2) 精子保存液 B( 人工精浆 A) 配方[ 10] 。NaCl 127 .0

mmol/ L,KCl 37 .3 mmol/ L ,CaCl2 2 .6 mmol/ L , MgCl2·6H2O 1 .5

mmol/ L ,NaHCO3 5 .0 mmol/ L。

(3) 精 子 保存 液 C 配 方[ 10] 。NaCl 80 mmol/ L, KCl 50

mmol/ L, CaCl2 5 mmol/ L, MgCl2·6H2O 2 mmol/ L , NaHCO3 50

mmol/ L ,C6H12O6 10 mmol/ L。该保存液中加入了链霉素 , 浓度

为80 万IU/ L。

( 4) 精子保存液 D( Ringer 氏液) 配方。NaCl 7 .526 g ,KCl

0 .417 g ,CaCl 2 0 .322 g , MgCl2·6H2O 0 .203 g ,NaHCO3 0 .193 g ,

KH2PO4 0 .122 g ,C6H12O6 2 .910 g , 配成1 000 ml 。

1 .3  精子活力检测 精子活率( 精子激活比例) : 已激活的

呈快速直线活动的精子占检测精子总数的百分比。精子寿
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命( 精子运动时间) : 从精子激活开始至运动停止所经历的时

间[ 12] 。该研究用精子活率为指标对精子活力进行评价 , 从

而判断保存液对精子的保存效果。精子活力观察方法参照

文献[ 13] 并加以改进。观察时, 先用胶头滴管吸1 滴水于载

玻片上, 在10 ×10 的倍数下对准视野, 然后将保存有精子的

保存液摇匀 , 用解剖针在其中蘸一下, 取出后立即在载玻片

上的液滴中搅匀并迅速观察其运动情况, 每个样品每一循环

观察3 次 , 观察后综合评判并进行记录。记录的方法为[ 4] :

“+ + + ”表示100 % 精子快速运动;“+ + ”表示80 % 左右的

精子在快速运动;“+ ”表示50 % 左右的精子在快速运动 ;

“+ - ”表示10 % ～30 % 精子快速运动;“- ”表示全都死亡或

少量在原地振动。

1 .4 在人工授精中的应用 2007 年4 月7 日和2008 年4 月

11 日, 使用精子保存液B 进行人工授精应用 , 在人工注射激

素的效应时间内, 将胭脂鱼雄鱼拉起, 用毛巾将生殖孔附近

的水分擦去, 然后轻压腹部挤出精液于培养皿中, 加入5 ～7

倍的精子保存液备用。然后拉起雌鱼挤出卵子实施干法人

工授精, 精卵混合后用羽毛搅拌后加入水刺激 , 再放入孵化

设施孵化。胭脂鱼雌鱼需要3～5 次采卵, 时间需要7～10 h ,

如长时间使用需要在4 ℃保存。待胚胎发育到原肠中期计

算受精率。

2  结果与分析

2 .1 精子保存结果 表1 显示, 用A 液保存胭脂鱼精子, 保

存时间为20 ～31 h , 精子的活率保持在80 % 左右;48 h 检测 ,

精子活率下降为50 % 左右, 这种情况维持到84 h ; 在96 h 时

下降为10 % ～30 % ; 到108 h 时精子几乎全部死亡。

用B 液保存胭脂鱼精子, 保存时间为20 ～120 h , 精子的

活率保持在80 % 左右; 在132 h 时 , 精子活率下降为50 % 左

右, 这种情况维持到156 h ; 在168 h 时下降为10 % ～30 % ; 到

216 h 时检测精子几乎全部死亡。

用C 液保存胭脂鱼精子, 首次检测( 20 h) 时活率即为

50 % 左右, 在22 h 时下降为10 % ～30 % ; 在24 h 检测时, 精子

几乎全部死亡。

用D 液保存 , 保存时间为20 ～84 h , 精子的活率保持在

80 % 左右; 在96 h 时, 精子活率下降为50 % 左右; 在108 h 时 ,

精子活率下降为10 % ～30 % , 这种情况一直维持到216 h ; 到

228 h 检测时, 精子几乎全部死亡。

用E 液保存, 在20 h 时精子的活率为50 % 左右; 在22 h

时下降为10 % ～30 % , 这种情况维持到29 h ; 在31 h 观测时 ,

精子几乎全部死亡。

2 .2  胭脂鱼精子在淡水中的快速运动时间和寿命  胭脂鱼

精子在水温为18 ℃淡水中的快速运动时间为( 24 .0±3 .5) s ,

表1 精子保存结果

Table 1 Result of sper matozoa preservation

观察时间∥h

Observationti me

保存液Preservationsolution

A B C D E

观察时间∥h

Observationti me

保存液Preservationsolution

A B C D E

20 + + + + + + + + 108 - + + - + - -

22 + + + + + - + + + - 120 - + + - + - -

24 + + + + - + + + - 132 - + - + - -

27 + + + + - + + + - 144 - + - + - -

29 + + + + - + + + - 156 - + - + - -

31 + + + + - + + - 168 - + - - + - -

48 + + + - + + - 180 - + - - + - -

60 + + + - + + - 192 - + - - + - -

72 + + + - + + - 204 - + - - + - -

84 + + + - + + - 216 - - - + - -

96 + - + + - + - - 228 - - - - -

寿命为( 128 .0 ±9 .5) s 。

2 .3 人工授精的应用结果 2007～2008 年 , 精子保存液B 在

胭脂鱼的人工授精中进行应用, 由于卵子分批采出, 成熟度

有所差别, 第1 批采出的卵和最后一批卵的受精情况不同 ,

受精率在53 % ～85 % 波动。

3  讨论

对胭脂鱼精子保存结果分析表明, 精子保存液B 和D 的

保存效果较好, 虽然 D 液中精子保存时间比 B 液中的长, 但

综合评价还是B 液的保存效果最好。从其二者成分可知,B

液含有 NaCl 、KCl 、CaCl 2 、MgCl 2·6H2O、NaHCO3 ,D 液除了含有

B 液中的物质 外还含有 KH2PO4 、C6H12 O6 。其中 NaHCO3 、

KH2PO4 为缓冲物质用于调节精子保存液pH 值, 以使精子保

存液的pH 达到有利于精子保存的目的。据严安生等鲤鱼和

团头鲂精子影响的研究表明, 添加钙、镁离子能对精子的活

动起到一定的抑制作用[ 14] , 所以在精子保存液中常加入

CaCl 2 和 MgCl 2 这两种物质。

该试验的对照组用0 .7 % NaCl 溶液对胭脂鱼精子进行

保存的效果不佳。据赵亚龙等的研究 , 大口胭脂鱼精子在

NaCl 浓度达1 .0 % 时, 精子出现不活动状态, 但滴加1 滴去离

子水后, 精子可被激活, 出现运动现象[ 8] 。但是 , 当 NaCl 浓

度达4 .0 % 时, 滴加去离子水不能激活大口胭脂鱼精子 , 认为

这可能是由于高渗环境, 精子自身能量全部用于调节渗透

压, 从而导致死亡。而用1 .0 % NaCl 溶液对胭脂鱼精子进行

短期保存是否可达到较好的结果尚待进一步研究。

该研究中的保存液 C 是在人工精浆 B 的基础上添加了

葡萄糖和链霉素。葡萄糖的添加量为0 .1 mol/ L , 链霉素的添

加量为80 万IU/ L。连晋等用人工精浆B 添加抗生素在大银

鱼精子保存的研究中曾有较好的效果[ 10] 。另外, 严安生等

对钙、镁离子对对鲤、团头鲂的研究表明, 单糖对精子的活力

( 下转第1133 页)
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在解剖镜下呈分枝絮状结构, 大颚器呈淡土黄色。

表5 处理组和对照组的精母细胞直径比较

Table 5 Comparison of the maxi mal spermatocyte diameters betweenthe

treated and control groups

组别

Group

精母细胞最大直径∥μm

Maxi mal spermatocyte diameter
对照组1 Control group 1 10 .29±1 .00

处理组1 Treated group 1 13 .09±0 .75

对照组2 Control group 2 10 .02±0 .68

处理组2 Treated group 2 12 .93±0 .98

  由于发育较好的大颚器细胞能够在体外合成与分泌出

浓度相对较高的激素———MF[ 8] , 因此该研究采用发育相对

成熟( 发育中后期) 的克氏原螯虾大颚器去刺激发育相对不

成熟( 发育早期或中期) 的性腺, 以到达促进性腺发育的目

的。通过石蜡切片观察可知 : 卵巢处理组的最大卵径为

( 0 .32±0 .05) mm 和( 0 .27 ±0 .06) mm, 对照组的最大卵径为

( 0 .24±0 .05) mm 和( 0 .20±0 .05) mm; 精巢处理组的精母细胞

直径为( 13 .09 ±0 .75) μm 和( 12 .93 ±0 .98) μm, 对照组的精母

细胞直径为( 10 .29 ±1 .00) μm 和( 10 .02 ±0 .68) μm。试验数据

显示克氏原螯虾大颚器能够在离体的情况下刺激未发育成

熟或还处于发育早期的性腺。经大颚器处理过的性腺组织 ,

其性腺细胞的体积显著增大, 且大颚器使性腺细胞朝着更为

成熟的生长阶段发育, 再一次验证了克氏原螯虾大颚器在卵

巢发育中的促性腺作用[ 5] 。同时该研究还进一步证实了大

颚器对精巢发育的刺激作用。锯缘青蟹大颚器在离体条件

下对卵巢和精巢的发育也具有同样的调节作用[ 9 - 10] 。

对雌性克氏原螯虾大颚器合成激素 MF 的研究表明:MF

与促进卵黄发生密切相关[ 8] 。通过全年跟踪测定雌性和雄

性中华绒螯蟹大颚器激素 MF 的分泌量, 发现 MF 在早期发

育阶段的过量分泌是导致中华绒螯蟹性早熟的内分泌因素 ,

表明蟹类的大颚器功能性物质具有促进性腺成熟的作

用[ 11] 。国外大量研究认为甲壳动物 MF 的功能与昆虫的JH

相似, 同样具有调控生殖和变态的作用[ 12 - 15] , 因此, MF 被公

认为是甲壳动物的JH。该研究对克氏原螯虾大颚器与性腺

( 精巢与卵巢) 的离体培养试验充分表明克氏原螯虾大颚器

激素具有刺激性腺细胞生长发育的作用, 支持甲壳动物大颚

器作为促性腺生长发育腺体的观点, 研究结果还为在生产上

应用激素调控克氏原螯虾的性腺发育或人工诱导同步产卵

技术提供了强有力的理论依据。
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有影响, 能为保存液中的精子提供营养物质[ 15] 。可是, 笔者

试验中在人工精浆B 的基础上所配制的C 液却没有达到较

好的结果, 甚至产生了反作用 , 其原因尚待进一步研究。

综上所述 , 采用精子保存液低温保存胭脂鱼精子的方法

是切实可行的。在低温( 0 ～4 ℃) 条件下, 用保存效果较好的

B 液可以使精子活率80 % 左右持续至120 h ,D 液亦能使精子

活率80 % 左右持续至84 h , 基本可满足胭脂鱼人工繁殖的需

求, 可以在胭脂鱼繁殖时人工授精使用。鉴于胭脂鱼卵的成

熟度不同, 多次采卵的时间可长达10 h , 精子保存液的使用

方便了操作 , 建议在人工繁殖时, 用保存液 B 对胭脂鱼的精

子进行保存, 且在40 h 内使用。
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