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黑鲷精子的超低温保存研究

李 纯 李 军 薛钦昭

中国科学院海洋研究所 青岛

提要 对黑鲷精子的超低温保存技术进行了初步探讨 黑鲷 Σπαρυσ µαχροχεπηαλυσ 精子经过

超低温保存后复苏率 !存活率最高可以达到 和 ∀保存黑鲷精子时发生冷冻伤害

的温度范围是 ∗ ε 适宜的降温速率为 ε 使用抗冻剂 ⁄ ≥ 的适宜浓度为

样品体积对保存效果有相关性 利用自然海水激活冻精效果好于低盐度或高 值的溶

液 使用 ⁄ ≥ 和 ε 降温速率处理 在液氮中保存黑鲷精子 后解冻 其复苏

率和存活率分别为 和 ∀
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海洋生物种质细胞的低温保存最初是从保存海

水鱼类精子开始的 ∀经过几十年的研究发展已经取得

了很大的成就 某些种类不仅能够长期低温保存 而

且有很高的成功率 ∀目前 冷冻保存研究主要集中在

有开发利用价值的经济种类 ≈ 如虹鳟等 ∀在我国

有关海水鱼类精子超低温保存工作尚未见有报道 本

文对我国重要的海水鱼类养殖品种 ) ) ) 黑鲷精子的

超低温保存进行了初步的探讨 ∀

材料和方法

实验用的黑鲷 Σπαρυσ µαχροχεπηαλυσ 精子来源于

本所实验用亲鱼 ∀在 年 月间选取性腺发育成

熟的黑鲷雄鱼 ∀从水中捞出后用纱布将鱼体表面的水

分吸干 挤压腹部收集排出的精液并防止尿液混入其

中 ∀取一点精液在海水中用海水稀释进行镜检 活力

在 以上时进行实验 ∀各种抗冻液配方及降温程

序分别参见表 和图 ∀

每次实验所用精液均取自同一尾鱼 将收集到的

浓精液经过 ≤ 溶液稀释 倍后再进行实

验 ∀将稀释后精液与抗冻液按 Β 混合装入冷冻管

中 最大容积 样品最终体积为 ∀在 ε

水浴中平衡 用生物降温仪按不同降温程序对

黑鲷精子进行超低温保存 ∀样品保存 以上 取出

在 ? ε 水浴解冻后在消毒海水 盐度 ∗ 中

激活 稀释比例为 Β 然后在 倍显微镜下观察

记数 ∀冻精复苏比例以运动精子占全部精子的百分数

表示 ∀同时采用 伊红 ≠ 溶液对精子进行染色

观察 !记数结构完整精子占精子总数的百分比 以此

作为精子的成活率 ∀

结果与讨论

2 1 黑鲷精子在不同降温速度和抗冻液条件下的

超低温保存效果

不同的抗冻液 ∗ 及 ⁄ 与黑鲷精子混合

后 分别按照降温程序 ° ° 和 ° 进行超低温保

存 ∀对精子复苏比例和存活率的影响结果见图 ∀

在 抗冻液和降温速率为 ° 时 冻精解冻后的

复苏比例和存活率达到最高 分别为 和

∀在同一种抗冻液条件下以 ° 降温程序冷冻

处理精子效果最佳 对同一种降温程序 抗冻液

效果较好 ∀此外 相同条件下由 ⁄ ≥ 和甘油混合组

成的抗冻液对精子的超低温保护作用与单独使用

⁄ ≥ 的效果相似 ∀在不同降温速率和抗冻剂浓度下

对黑鲷冻精复苏比例影响的方差分析结果证明 降温
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图 不同降温程序

ƒ ƒ ∏ √ Σπαρυσ µαχροχεπηαλυσ

速率和抗冻剂浓度对冻精复苏比例影响是显著的 Π

∀

图 降温速度和抗冻剂对黑鲷冻精复苏比例

和存活率 的影响

ƒ ∞

∏√ √ Σ . µαχροχεπηαλυσ

2 2 样品体积对超低温保存黑鲷精子的影响

精子与 抗冻液混合后按不同体积装入冷冻

管中 按照 ° 降温程序进行超低温保存实验 结果发

现保存效果与样品的体积有关 ∀样品体积为 或

时冻精的复苏比例好于 ∀经过单因子方差

分析 发现体积对冻精保存效果有影响 但不是非常

显著 Π ∀冻精存活率也是样品体积为

或 较好 体积为 时最差 如图 ∀

图 样品体积对黑鲷冻精复苏比例和存活率的影响

ƒ ∞ √ ∏ ∏√ √

Σ . µαχροχεπηαλυσ
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图 不同激活液对黑鲷冻精复苏比例和存活率的影响

ƒ ∞ √ ∏

∏√ √ Σ . µαχροχεπηαλυσ

≤

2 .3 不同降温方法对黑鲷精子保存效果的影响

精子与 抗冻液混合后分别以 ° ° ° ° °

° 方法降温 ∀解冻后发现以 ° 降温程序处理的精子

其复苏比例 !存活率高达 和 ,明显高

于其他组 ∀以 ° ° ° ° 程序降温的两组由于在

ε 或 ε 停滞了一段时间 它们的保存效果很差

冻精的复苏比例和存活率分别为 和

和 和 和

图 ∀通过对冻精复苏比例结果的方差分析

发现在 ε 或 ε 停滞对保存效果影响非常显

著( Π

图 分阶段降温对黑鲷冻精复苏比例和存活率的影响

ƒ ∞

∏√ √ Σ . µαχροχεπηαλυσ

2 4 在不同溶液中激活黑鲷冻精对其复苏比例和

存活率的影响

超低温保存的精子解冻后为了最大限度恢复其

复苏比例 常采用一定盐度 ! 值及含某些离子的溶

液来激活解冻后精子 ∀本实验用 消毒海水 盐度

! 消毒海水 盐度 !

消毒海水 ! 氨水 消毒海水等 种

溶液来激活黑鲷冻精 ∀结果发现使用激活液 和

对冻精复苏比例较好分别达到 和

激活液 使冻精存活率高达 和

图 ∀激活液 虽然使冻精有较高复苏比

例 但存活率却较低 显微镜下观察也发现许多精子

破裂甚至粘聚成团块状 ∀

2 .5 超低温保存时间对黑鲷精子复苏比例和存活

率的影响

抗冻液 与黑鲷精子混合后 按照 ° 降温程序

进行超低温保存 ∀精子在液氮中保存 后解冻激

活 统计冻精的复苏率和存活率分别为 和

与保存 后就解冻的冻精复苏率和存活率

相比较没有显著差别 说明超低温

保存黑鲷精子的时间长短对精子复苏率和存活率没

有影响 图 ∀

图 不同保存时间对黑鲷冻精复苏比例和存活率的影响

ƒ ∞ ∏√ √

φ Σ . µαχροχεπηαλυσ

黑鲷精子冷冻保存后的复苏比例能够达到

以上 这可能与鱼类精液排出体外后象陆生动物一样

为高浓度的原精 ∀虽然实验中经过 倍海水的稀释

但精液浓度还是非常高 ∀ ∏ 等 年用溶液稀

释鲤鱼精子 ∗ 倍对受精率没有影响 ∀当稀释倍数

在 倍以上时受精率明显降低 ∀
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一种轻质硬壳海堤的断面设计和可靠性分析
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提要 针对软基堤坝易沉陷 !滑移 !倒塌 施工难 工期长的问题 提出一种新型的筑堤结

构 ∀该结构采用高强度材料作为外壳 以轻质材料放置于易沉滑的部位 以松散材料填充坝

体 ∀根据受力特性 !构造要求 !施工条件及抗滑稳定条件 拟解决结构断面设计的一些基本问

题 并结合实例运用专业程序进行了对比计算分析 说明轻质硬壳堤坝比传统堤坝具有更高

的可靠性 ∀

关键词 轻质硬壳堤坝 断面设计 可靠性
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海堤坝构建中存在的问题

由于我国沿海滩涂上覆盖着深厚的第四纪以来

海相沉积层 其特征是 含水量高 孔隙比大 渗透系

数小 埋藏深厚 承载力与抗剪强度低 灵敏度高 固

结时间长等等 ∀所以在设计筑堤中存在着如下问题

软弱地基 ∀一般处理方法是避开软弱地基或挖除

软弱土层 ≈ 但对于海堤工程来讲 这种做法不切合

实际 只能在软基上筑堤 ∀ 堤身过重 ∀对于软基来

说 重力坝并非越重越好 ∀一方面 过重致使坝基土体

中超静水压力增大 有效应力减小 抗剪强度降低 在

波浪荷载作用下 底床主应力方向不停发生转变 导

致地基破坏 另一方面 坝身过重将在设计环节限制

堤顶高度 易造成越浪 越浪水流冲刷堤坝 先在防浪

墙后冲成深沟 防浪墙沉陷倾倒 形成海水漫顶溢流

冲刷土堤使块石护墙层层塌落直至削平堤体 ≈ ∀

堤坝材料松散防渗性差 ∀用泥和石块填筑造成的水

坝 对十里长堤来说 都是松散材料 地基稍有变动
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