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四倍体与二倍体太平洋牡蛎离体精子的存活能力比较

施坤涛,王昭萍,于瑞海

(中国海洋大学 水产学院,山东青岛, 266003)

摘要:在不同海水温度和不同精子密度条件下对四倍体 ( 4n)与二倍体 ( 2n)太平洋牡蛎 ( Crass os trea gigas

Thunberg )离体精子的存活能力进行了比较。结果表明,四倍体与二倍体太平洋牡蛎精子的存活时间均随水

温的升高和密度的降低而缩短, 四倍体牡蛎精子的存活能力低于二倍体。四倍体牡蛎精子在海水温度 10

可存活 8 h, 在 28 仅存活 2 h;二倍体牡蛎精子在 10 可存活 12 h, 在 28 仅存活 4 h。四倍体牡蛎精子在

较高密度( 6. 4 107个/ mL )下可存活 8 h, 较低密度( 2. 0 106个/ mL )下低于 1 h;在与四倍体牡蛎精子相同的

高、低密度下, 二倍体存活时间分别超过 10 h和 1 h。
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  在贝类苗种生产及育种过程中, 高质量的精子
是重要的一环。目前, 关于贝类精子对环境耐受性

以及精子的保存研究已有一些报道。喻达辉等
[ 1]
报

道了激活合浦珠母贝( Pinctada mar tensii )精子的一

些因子, 李霞等[ 2]报道了环境因子如 K + , Na+ , Ca2 + ,

M g
2 +
, Cl

-
, SO 4

2 -
以及蔗糖, pH , 氨海水对皱纹盘

鲍(H al iot i s di scus Hannai) 和太平洋牡蛎( Cr as

sostr ea gig as Thunberg) 精子运动及受精率的影响。

对贝类精子的保存目前主要进行了超低温保存研

究, 开展了马氏珠母贝[ 3] , 虾夷扇贝[ 4] , 栉孔扇

贝
[ 4~ 5]

,杂交鲍
[ 6]
,太平洋牡蛎

[ 7]
等精子的超低温保

存工作,并对抗冻液密度、降温速度、解冻速度、冻精
样品体积等因素进行了研究。

关于温度和贝类精子密度变化对贝类精子的存

活影响仅见于二倍体太平洋牡蛎[ 8] ,对多倍体贝类精

子存活能力的研究还未见报道。作者以诱导产生的

四倍体太平洋牡蛎为研究对象,探讨了海水温度和精

子密度两种因素的变化对精子存活能力的影响,并与

二倍体对照组进行了比较,以期为多倍体育种生物学

提供基础资料,为多倍体育种应用提供理论依据。

1  材料与方法

1. 1  材料
实验用四倍体太平洋牡蛎是 2003年通过三倍

体牡蛎产生的卵子与二倍体牡蛎的精子受精后利用
细胞松弛素 B( CB)抑制受精卵第一极体释放获得的

2龄贝, 平均壳长 4. 62 cm, 肥满度 20. 2% ; 对照组

二倍体太平洋牡蛎精子是取自山东荣成桑沟湾的

2龄贝,平均壳长 10. 57 cm, 肥满度 22. 17%。四倍

体与二倍体牡蛎的倍性均在实验前经过流式细胞仪

检测确定(图 1)。

1. 2  精液制备
将实验用的四倍体与二倍体牡蛎分别剖去右

壳,露出软体部。取少量性腺物质在显微镜下鉴别

雌雄,弃雌留雄。选取精子活力较好的雄贝, 先用过

滤海水将性腺清洗干净, 通过滴管的吹打使精子脱

落制成精液。然后通过血球计数板测量四倍体与二

倍体对照组的精子浓度,并将二者调至相同密度。

1. 3  不同温度下精子的存活情况观察
实验共设 4 个温度梯度: 10, 16, 22, 28 (温度

浮动范围 ! 1 )。将密度相同的四倍体与二倍体牡

蛎的精液分盛于 10 mL 的玻璃瓶中,在不同温度下

存放,每隔 0. 5~ 2 h,取样观察不同温度下精子的存

活情况。每个梯度设 3个重复。

1. 4  不同密度下精子的存活情况观察
取部分按 1. 2方法制成的四倍体与二倍体对照

组的精液,加入过滤海水等比例分别稀释至原密度

的 1/ 2, 1/ 4, 1/ 8, 1/ 16, 1/ 32后,在 16 条件下存放,

每隔 0. 5~ 2 h, 取样观察不同密度下精子的存活情

况。每个梯度设 3个重复。

1. 5  精子存活的确定标准
实验中,以精子是否活动作为精子存活的判断标

准。若显微镜下观察精子停止活动则认为精子死亡。
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1. 6  数据分析
采用 SPSS统计分析软件中的独立样本 T 检验

( Independent Samples T test)对二倍体与四倍体的

存活能力进行差异显著性分析。

DNA 相对含量

图 1  流式细胞术对太平洋牡蛎倍性的检测结果
F ig. 1 Plo idy ver ification of C. g igas samples by flow cytomet ry

A. 二倍体    B. 四倍体

A. diploids  B. tet raploids

2  结果

2. 1  不同海水温度条件下四倍体与二倍体
太平洋牡蛎精子的存活情况

表 1中列出了不同海水温度下二倍体与四倍体

牡蛎精子的存活时间和存活率。结果表明, 四倍体

太平洋牡蛎的精子与二倍体对照组精子一样, 存活

率均随海水温度的增加而降低。10 条件下, 四倍

体牡蛎的精子能存活 8 h, 二倍体可存活 12 h; 随着

海水温度的增高, 精子的存活时间明显缩短, 四倍体

牡蛎的精子在 28 条件下仅能存活 2 h, 而对照组

可存活至 4 h。但四倍体的精子存活时间低于二倍

体对照组精子的存活时间, 一般比对照组精子的存

活时间短 2 h 左右。

各海水温度条件下, 在短时间内( 0. 5 h)二倍体

与四倍体精子的存活率差异不明显, 四倍体牡蛎的

精子在 10 条件下离体 0. 5 h 时的存活率高达

95. 2% ,而在 28 条件下存活率仅 65. 3%; 二倍体

太平洋牡蛎精子在 0. 5 h 时 10 存活率为 94. 6% ,

在 28 状态下是 70. 5%。但随着时间的延长及温

度的升高二者存活率出现显著差异, 四倍体的精子

存活能力明显低于二倍体对照组( P< 0. 05)。10

条件下, 离体 6 h 后, 四倍体的精子存活率降低为

27. 5% , 明显低于二倍体对照组的 50. 4% ( P <

0. 05) ;而在 28 较高海水温度条件下,仅 1 h后,四

倍体的精子存活率降低为 25. 5% , 明显低于对照组

的 50. 1%( P< 0. 05)。

表1 不同海水温度下四倍体与二倍体太平洋牡蛎精子的存活

情况

Tab. 1  Survival rate of tetraploid and diploid sperms at dif fer

ent temperatures

存活时间( h)

精子存活率( % )

 10  
2n  4n

 16  
2n  4n

 22  
2n  4n

 28  
2n 4n

0. 5 94. 6 95. 2 91. 7 90. 4 82. 4 80. 1 70. 5 65. 3

1 87. 7 84. 3 80. 4 78. 4 67. 6 56. 2 50. 1 25. 5

2 75. 8 66. 7 71. 6 54. 8 41. 5 33. 7 35. 4 6. 4

4 63. 3 49. 4 59. 2 32. 9 20. 5 13. 9 5. 4 0

6 50. 4 27. 5 43. 3 12. 7 7. 6 0 0

8 42. 1 10. 1 33. 3 3. 4 0

10 25. 2 0 11. 2 0

12 7. 5 0

13 0

  注:精子密度 V 0= 2. 5 107个/ mL

2. 2  不同密度条件下四倍体与二倍体太平
洋牡蛎精子的存活情况

海水温度( T= 16 )一定时,不同密度条件下四

倍体与二倍体太平洋牡蛎精子的存活情况见表 2。
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四倍体牡蛎精子存活时间与二倍体对照组一样,均

随着精液密度的增高而延长; 较高密度状态下精子

最长可维持 8~ 10 h的生命力, 较低密度状态下仅为

1~ 2 h。

在初始密度 V 0 = 6. 4 10
7
个/ mL 时, 四倍体牡

蛎的精子离体 0. 5 h后的存活率为91. 2%, 稀释 32

倍即 2. 0 10
6
个/ mL 时四倍体的 0. 5 h 存活率仅为

25. 5% ,二倍体对照组的存活率则分别为 94. 5%和

26. 7%,二倍体与四倍体间差异不明显( P> 0. 05)。

随着精子密度的降低, 四倍体与二倍体精子存

活能力的差异也越来越明显。在较高密度状态下

( V 0 = 6. 4 10
7
个/ mL) 4 h 后才出现明显差异,但在

密度稀释至 1/ 8 V 0时, 仅 1 h 后四倍体的精子存活

率就降低为 25. 3% , 明显低于对照组的 55. 6%

( P< 0. 05)。

表 2  不同密度下四倍体与二倍体太平洋牡蛎精子的存活情况

Tab. 2  Survival rate of tetraploid and diploid sperms in different densities

存活时间( h)

精子存活率( % )

  V 0   
2n    4n

  1/ 2 V 0   
2n    4n

  1/ 4 V 0   
2n    4n

  1/ 8 V 0   
2n   4n

  1/ 16 V 0   
2n    4n

  1/ 32 V 0   
2n    4n

0. 5 94. 5 91. 2 85. 6 85. 4 77. 8 67. 3 70. 1 50. 1 56. 4 32. 3 26. 7 25. 5

1 86. 6 79. 3 71. 4 70. 6 60. 7 47. 7 55. 6 25. 3 23. 5 9. 5 4. 6 0

2 70. 8 68. 7 50. 5 54. 5 44. 5 26. 8 30. 4 3. 6 5. 1 0 0

4 56. 4 47. 8 24. 6 25. 7 21. 8 7. 2 9. 5 0 0

6 42. 3 31. 8 9. 9 8. 6 7. 4 0 0

8 32. 5 11. 2 0 0 0

10 12. 4 0

11 0

  注: V0 = 6. 4 107个/ mL

3  讨论

3. 1  海水温度对精子存活的影响

贝类的精卵排出体外接触海水后, 在相当一段

时间内能够存活并具有受精能力, 其存活时间与受

精能力的高低受环境因子的影响较大, 海水环境中

的 K+ , Na+ , Ca2 + , M g2 + , Cl- , SO 4
2- 以及蔗糖、

pH、氨海水、温度等因子对皱纹盘鲍
[ 2]
和太平洋牡

蛎 [ 2, 8]精子活力及受精能力都有一定的影响, 而海

水温度是影响精卵存活能力的主要环境因子。海水

温度低时,精卵存活时间较长, 海水温度高时, 则存

活时间较短
[ 3]
。当海水温度低于 16 时, 紫贻贝

(M y ti lus eduli s )的卵子排入海水后,经 16 h仍有受

精能力,在 4 以下受精能力可延长至 30 h [ 8] ; 在超

低温状态下, 贝类的精子可长期保存并保持一定的

活力[ 3~ 6]。

王昭萍等
[ 9]
研究认为, 海水温度的变化能影响

太平洋牡蛎精子的存活时间与受精能力, 精子的存

活能力与受精能力随海水温度的增高而降低。本研

究中,对四倍体与二倍体太平洋牡蛎的精子存活能

力的研究都得到了相同的结果。在较低海水温度

( 10 )条件下,精子离体后较长时间( 3 h)内都很活

跃,并能维持生命力 10~ 12 h;但在较高温( 28 )条

件下,精子仅在0. 5 h内保持活跃,并在 4~ 6 h 内全

部死亡。

海水温度对精子活力的影响可能是通过海水温

度变化对精子动力酶的影响而实现的。太平洋牡蛎

的精子是由头部、颈部与尾部三部分组成[ 10] , 精子运

动所需能量主要由颈部的线粒体提供, 四倍体与二

倍体的线粒体一般为 4 个, 少数四倍体为 5 个。精

子运动时,通过鞭毛中的 9 个二联管上的动力蛋白

臂上的 AT P酶的不断水解使鞭毛产生运动[ 11]。而

酶的活性与海水温度有关, 在低温环境中, 酶的活性

受到抑制,代谢速度较慢, 能量消耗少, 从而延长了

它们的生命。相反在较高海水温度的环境中, 酶的
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活性强,代谢旺盛,消耗能量较多, 可能导致存活时

间缩短[ 12] 。

3. 2  密度对精子存活的影响

海水温度一定时, 精子密度高低对精子存活能

力的影响也很明显, 精子的存活能力随着精子密度

的降低而降低
[ 7]
。本研究结果也支持了前面的结

论。在 16 条件下, 精子密度为 6. 4 107个/ mL

时,在 2 h内精子保持活跃状态, 并能维持8~ 10 h的

生命力; 将精液密度稀释 32倍,精子密度降低为 2. 0

10
6
个/ mL 时, 精子仅在 0. 5 h 内保持较活跃状

态, 0. 5 h后大部分死亡。

精子密度对精子的存活能力可能存在两方面的

影响:其一,精子在较高密度条件下, 由于活动空间

狭小,限制了精子的活动范围和幅度, 从而降低了能

量消耗、使其生命得以延长。其二, 可能是由于高密

度精子的呼吸作用产生的 CO2使得精液呈现弱酸

性,在酸性环境中,精子受到麻醉, 降低了代谢率和

活动力,能量消耗减弱, 相对延长了精子的寿命[ 13] 。

反之弱碱性环境能够提高精子的活力, 使精子在短

时间内盲目地消耗了大量能量, 导致精子的寿命相

对缩短,而在此状态下的精子即便再接触卵表面,也

会因为过早地消耗能量而无法穿越卵膜入卵, 最终

则会导致受精的失败[ 10] 。

3. 3  引起四倍体与二倍体精子活力差异的

可能原因

本研究中,在不同海水温度与密度条件下, 四倍

体与二倍体太平洋牡蛎精子的存活能力都存在着明

显的差异,且海水温度越高、密度越低, 二者之间的

差异出现的越早, 差异越明显。一般来说,四倍体的

存活时间比二倍体缩短 2 h 左右。

四倍体牡蛎的精子存活能力明显低于二倍体对

照组,这可能是由于四倍体精子的巨态现象造成的。

四倍体牡蛎由于染色体组的加倍而产生了细胞的巨

态现象,其产生的成熟精子体积明显增大, 顶体长

1. 02 m ! 0. 06 m,核径 1. 93 m ! 0. 08 m, 明显

大于二倍体的顶体长 0. 88 m ! 0. 08 m 和核径

1. 67 m ! 0. 11 m, 但四倍体的线粒体直径为

0. 76 m ! 0. 12 m,与二倍体线粒体(直径0. 73 m

! 0. 17 m )差异不显著[ 11]。四倍体牡蛎体积明显

增大的精子在活动时要比体积较小的二倍体的精子

消耗更多的能量才能维持正常的活动, 但提供能量

的线粒体在四倍体中却没有任何优势, 其大小与二

倍体的没有明显的差异( P> 0. 05)
[ 11, 14]

其提供的能

量可能与二倍体也无明显差异。在能量供应相似的

条件下,四倍体的精子进行同样的活动量却要消耗

更多的能量, 从而可能导致其维持生命力的时间大

大缩短。有关四倍体贝类生理生化方面的研究还是

一片空白,今后还需要做进一步深入的研究。
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Abstract: T he survival capacity of sperm from diploid ( 2n) and tet raploid ( 4n) Pacific Oy ster s, Cras

sostr ea gigas in different temperatures and densit ies w as compared in this study. The results showed that

surv iv al t ime of sperm from both 2n and 4n shortened w ith the increased temperatur es and reduced densi

t ies. The surv iv al capacity o f sperm from 4n w as lower than that from 2n. Sperm fr om 4n could sur vive 8 h

at 10 and 2 h at 28 , respectively, but the sperm from 2n can survive 12 h at 10 and 4 h at 28 , re

spect ively, but only 8 h and 2 h could the sperm from 4n survive at bo th temper atures. For the sperm from

4n, the survival t ime w as about 8h in high density( 6. 4 10
7
cells/ mL) and less than 1h in low density ( 2. 0

106 cells/ mL) . How ever the sperm from 2n could survive more than 10h in high density and more than 1h

in low density.

(本文编辑:张培新)
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