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真鲷精子的超低温保存研究 m
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提要 对真鲷精子超低温保存技术进行了初步探讨 o在液氮中保存真鲷 kΠαγροσοµυσ µαϕορl

精子时发生冷冻伤害的温域为 p vs ∗ p ys ε o适宜的降温速率为 us ε r °¬±~使用抗冻剂 ⁄�2

≥�的适宜浓度为 ush ~采用低盐度或高 ³�值的溶液激活冻精的效果不如自然海水 ∀真鲷冻

精的复苏率和存活率最高可达到xsqzvh和 yuqxh ~以 us ε r °¬±和 ush ⁄�≥�处理真鲷精子 o

保存在液氮中 wy §后冻精复苏率和存活率为 xsqyvh和 ytqsuh ∀
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冷冻保存种质细胞是一种能有效地保存物种多

样性和遗传多样性的技术 ∀超低温保存技术对开展种

质k基因l交流 o选择育种工作有非常重要意义 ∀利用

超低温保存技术可以没有地域限制和季节限制地进

行育种工作 o同时也可以利用杂交 !自交和返交等育种

手段培育新品种 ∀海洋动物种质细胞的超低温保存技

术起步较晚 o开始于鲑鳟鱼类精子细胞的保存 ∀由于

海洋动物繁殖是在水生环境 o与陆地动物的生存环境

有着很大的差别 o因此超低温保存技术对保存海洋动

物种质细胞还处于试验研究阶段 o并没有广泛应用生

产 ≈t ou ∀我国海鱼精子低温保存研究目前尚未见报道 o

本研究针对真鲷 k Παγροσοµυσ µαϕορl 精子超低温保存

进行了初步探讨 o为建立真鲷精子库 o提供技术支持 ∀

t 材料和方法 }

实验用的真鲷精子来源于薛家岛黄家养殖场的

育苗用亲鱼∀在 t|||年 x月间选取性腺发育成熟的真鲷

雄鱼 o每次实验所用的精液均取自同一尾鱼 ∀从水中

捞出后用纱布将鱼体表面的水分吸干 o挤压腹部收集

排出的精液 o但要注意防止尿液混入其中 ∀取一点精

液在海水中稀释进行镜检 o活力在 |sh以上时 o进行

实验 ∀抗冻液配方及降温程序分别参见表 t和图 t∀

因为性腺发育成熟的雄鱼比较少 o所以将收集到

的浓精液经过 sqzxh �¤≤̄ 溶液稀释 xs倍后再进行实

验 ∀将稀释后精液与抗冻液按 tΒ v混合装入冷冻管

中 o样品最终体积为 sqw °̄ ∀在 s ε 水浴中平衡 u °¬±o

用生物降温仪按不同降温程序对真鲷精子进行超低

温保存 ∀样品保存 u «以上 o取出在 vx ? t ε 水浴解冻

后在消毒海水k盐度 vt ∗ vul中激活 o稀释比例为 tΒ

xo然后在 xss倍显微镜下观察记数 ∀精子复苏比例以

运动精子占全部精子的百分数表示 ∀同时采用 sqxh

伊红 ≠溶液对精子进行染色 o观察 !记数结构完整精

子占精子总数的百分比 ∀

u 结果与讨论

2 q1 真鲷精子在不同条件下的超低温保存效果

不同的抗冻液 � t ∗ � w 及 ⁄ t 与真鲷精子混合

后 o分别按照降温程序 ° u o ° v和 ° w进行超低温保

存 ∀对精子复苏比例 !存活率的影响结果见图 u∀

在 � w抗冻液和降温速率为 ° w时 o冻精解冻后的

复苏比例和存活率达到最高 o 分别为 xsqzvh 和

yuqxh ∀在同一种抗冻液条件下以 °w 降温程序冷冻

处理精子效果最佳 ~对同一种降温程序 o抗冻液 � w效

果较好 ∀此外 o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用 ⁄�≥�
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图 t 不同降温程序

ƒ¬ªqt ƒµ̈ ½̈¬±ª³µ²¦̈§∏µ̈ ©²µ¦µ¼²³µ̈¶̈µ√¤·¬²±²© Παγροσοµυσ µαϕορ

图 u 降温速度和抗冻剂对真鲷冻精复苏比例

k¤l和存活率k¥l的影响

ƒ¬ªqu ∞©©̈¦·²©©µ̈ ½̈¬±ªµ¤·̈ ¤±§¦µ¼²³µ²·̈¦·¤±·¶²±¶³̈µ°

°²·¬̄¬·¼ k¤l ¤±§¶∏µ√¬√¤̄ µ¤·̈ k¥l ²© Π. µαϕορ

图 v 分阶段降温对真鲷冻精复苏比例和存活率的影响

ƒ¬ªqv ∞©©̈¦·²©¶·̈³º¬¶̈ ©µ̈ ½̈¬±ª²±¶³̈µ° °²·¬̄¬·¼¤±§¶∏µ√¬√¤̄

µ¤·̈ ²© Π. µαϕορ

的保存效果相似 ∀

2 q2 不同降温方法对真鲷精子保存效果的影响

精子与 � w抗冻液混合后分别以 °w o°x o°y o°z o°{

方法降温 ∀解冻后发现以 °w降温程序处理的精子其

复苏比例 !存活率高达 wxq|xh和 w{quth ∀以 °z !°{

程序降温的两组由于在 p ws ε 停滞了一段时间 o它

们的保存效果最差 o其复苏比例和存活率分别只有 }

usqt{h ot{q{{h ~t|qyh ot{q|zh k图 vl ∀真鲷精子

发生冷冻伤害的温域是在 p us ε ∗ p ys ε o但造成

严重伤害是发生在 p ws ε 左右 ∀在显微镜下观察真

鲷精子采用 °z和 °{方法保存的精子有大部分的头部

破裂 o尾部断裂 ∀�¤«±¶·̈¬±̈ µ等 t||y年低温保存 鱼

和哲罗鱼的精子时 o受到冷冻伤害的细胞基本上也都

表现为 }头部膨胀或者是中段 !尾部破损 o甚至精子结

构完全消失只剩下部分鞭毛或染色体 ∀

2 q3 不同溶液激活真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
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图 w 不同激活液对真鲷冻精复苏比例和存活率的影响

ƒ¬ªqw ∞©©̈¦·²©µ̈¤¦·¬√¤·¬²±¶²̄∏·¬²±¶²±¶³̈µ° °²·¬̄¬·¼¤±§

¶∏µ√¬√¤̄ µ¤·̈ ²© Π. µαϕορ

图 x 不同保存时间对真鲷冻精复苏比例和存活率的影响

ƒ¬ªqx ∞©©̈¦·²©¶·²µ¤ª̈ ·¬°̈ ²±¶³̈µ° °²·¬̄¬·¼¤±§¶∏µ√¬√¤̄

µ¤·̈ ²© Π. µαϕορ

复苏比例 o常采用一定盐度 !³�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k盐度 vul !

µ tru消毒海水k盐度 tyl !¶ sqtu °²̄r��¤�≤� v n

消毒海水 ! · sqth氨水 n消毒海水和 ∏ sqsuxh氨

水 n消毒海水等 x种溶液来激活真鲷冻精 ∀结果k图

vl 发现使用激活液 ´和 ¶对冻精复苏比例较好分别

达到 wvqsth和 wxqsxh ~激活液 ´使冻精存活率高达

wzqwuh ∀含有氨水的激活液 · o∏使冻精存活率比较

低 o只有 tqy{h和 |q|h ∀对真鲷冻精激活实验中主

要考虑到溶液渗透压和酸碱度可能是导致冻精复苏

效果好坏的关键因素 ∀结果证明 }盐度为 vu的自然海

水和³�值为 {qx{的 sqtu °²̄r��¤�≤ � v溶液对冻精的

激活是适宜的∀由于抗冻剂的作用 o以及冷冻解冻处理 o

精子本身渗透压大为升高 o对渗透压非常敏感 o渗透压

过高或过低会使精子细胞脱水或吸水膨胀 o导致细胞

的膜系统破坏 ∀激活液 ³�值的不恰当 o会引起细胞蛋

白质变性 o同样导致死亡 ∀

2 q4 超低温保存时间对真鲷精子复苏比例和存活

率的影响

真鲷精子与抗冻液 � w混合 o按照 °w降温程序进

行超低温保存 ∀精子在液氮中保存 u «后就解冻的冻

精复苏率和存活率分别为 xsqzvh和 yuqxh ∀保存 wy

§后解冻激活 o 统计冻精的复苏率和存活率分别为

xsqyvh和 ytqsuh o说明超低温保存真鲷精子的时间

长短对精子复苏率和存活率没有影响k图 xl ∀
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