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超低温冷冻对长鳍篮子鱼精子中几种酶活性的影响
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摘 要：研究超低温冷冻保存（−196℃）对长鳍篮子鱼（Siganus canaliculatus）精子内总 ATP酶、肌酸激

酶（CK）、琥珀酸脱氢酶（SDH）、乳酸脱氢酶（LDH）、超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）、

谷胱甘肽还原酶（GR）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-PX）等酶活性的影响。运用试剂盒分别测定了冷冻

前后长鳍篮子鱼精子内几种酶活性的变化。结果表明，经过超低温冷冻保存后，精子内 GR活性显著升高

（P<0.05），酶活性从冻前的 163.54 U/L±17.14 U/L上升到 239.33 U/L±22.24U/L；其余 7种酶的活性均显

著下降（P<0.05），超低温冷冻对长鳍篮子鱼精子内不同酶活性和精子活力均有较大影响。
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长鳍篮子鱼（Siganus canaliculatus）属鲈形目，
篮子鱼科。分布于非洲东岸至太平洋中部，中国主

要产区在南海和东海南部等海域。此鱼肉质细嫩，

味道鲜美，营养丰富，深受消费者喜爱，近年来市

场需求越来越大。因此，长鳍篮子鱼在海水网箱和

海水池塘的人工养殖逐趋规模化。有关长鳍篮子鱼

研究的报道较少，目前仅见长鳍篮子鱼基本生物学

及肌肉营养成分与品质评价[1,2]，长鳍篮子鱼精子的

研究未见报道。在实际生产中，常会遇到精卵发育

不同步的问题，超低温冷冻保存技术是长期保存种

质资源的有效方法，可解决雌雄发育不同步的难

题，利用低温生物学的原理开展长鳍篮子鱼精子的

超低温冷冻保存具有重要的意义。

有关鱼类精子的冷冻保存已有许多报道，在精

子冷冻原理和方法的探讨上已取得了很大的进展，

有的研究成果已在鱼类种质资源的保护上发挥了

重要作用。中国已建立了包括�四大家鱼�在内的

淡水鱼类精子库[3~5]，并建立了相关的技术规程[3]。

在海水养殖鱼类方面，对少数种类进行了精子生物

学特性和冷冻保存技术方面的探索[6~11]。经过超低

温冷冻保存后尽管精子能够复活，但冻后的活力和

受精率总难以达到鲜精的水平，超低温冷冻保存对

精子的冷冻损伤机理尚没有阐明[12]。本研究通过测

定超低温冷冻（−196℃）前后长鳍篮子鱼精子内相
关酶活性的变化，探讨冷冻保存对精子酶活性的影

响，为提高长鳍篮子鱼精子冷冻保存效果和正确评

估精子的质量提供理论依据。 

1 材料与方法
1.1 精液采集

2008 年 5 月在海南省琼海市东海水产研究所
试验基地，以促黄体素释放激素（LHRH-A2）、鲤

鱼垂体 (PT)、绒毛膜促性腺激素（HCG）对长鳍篮
子鱼进行催产，用挤压法采集精液：先用去离子水

洗净生殖孔，再用干毛巾擦去生殖孔周围及体表的

水分，轻压腹部，用干净吸管将精液移入准备好的

干净培养皿中，精液保持无水、无血、无污染，镜

检精子活力，选取活力在 90%以上的精子作为试验
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材料，放置在冰瓶保存的塑料小管中备用。精子活

力以激活后视野中运动精子的百分率表示。以 D液
(134.5 mmol/L NaCl+20 mmol/L NaHCO3+30 mmol/L
KCl+1.3 mmol/LCaCl2 +1.6 mmol/L MgCl2，pH8.1)
作为稀释液，以 12%的甘油作为抗冻剂，精子与冷
冻保护液的体积比为 1:1，将精子与冷冻保护液混
装好后放入 0.2 mL的精子专用保存管中，液氮面 1
cm 处平衡 1 min 后，迅速放入−196℃的液氮中保
存。冻精用 38 ℃的水浴解冻后获得，解冻后精子
的活力在 30%左右。
1.2 酶活性检测方法

肌酸激酶（CK）、总 ATP 酶、琥珀酸脱氢酶
（SDH）、乳酸脱氢酶（LDH）、超氧化物歧化酶
（SOD）、过氧化氢酶（CAT）、谷胱甘肽还原酶
（GR）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-PX）均采用
试剂盒（南京建成生物工程研究所）检测，相应操

作参照说明书进行。其中，CK 采用钼酸铵法，活
性根据标准曲线计算所得。总 ATP酶采用比色法，
酶活力单位定义为每小时每毫升样品中 ATP 酶分
解ATP产生 1 µmol 无机磷的量为一个ATP酶活力
单位（U）。SDH 采用比色法，酶活力单位定义为
每毫克蛋白每分钟使反应体系的吸光度降低 0.01
为 1 个比活性单位（U）。LDH 采用比色法，酶活
力单位定义为 1 000 mL 血清 37℃与基质作用 15
min，在反应体系中产生 1 µmol 丙酮酸为 1 单位

（U）。SOD 采用黄嘌呤氧化酶法，酶活力单位定
义为每毫升反应液中 SOD 抑制率达 50%时所对应
的 SOD量为一个 SOD活力单位（U）。CAT采用比
色法，活力单位定义为每分钟分解 1 µmol的过氧化
氢即为 1个酶活力单位(U)。GR采用比色法，活力
单位定义为每升样品中每分钟使反应体系中底物

NADPH的浓度改变 1 mmol/L所需的酶量为一个酶
活力单位（U）。GSH-PX采用比色法，规定每 0.1 mL
血清在 37 ℃反应 5 min，扣除非酶促反应作用，使
反应体系 GSH浓度减低 1µ mol/L为一个酶活力单
位。

冷冻前后分别测定了 5 尾长鳍篮子鱼精子内 8
种酶的活性，每个样重复 3次，结果取平均值。
1.3 数据分析

采用 Excel 和 Statistica（Version 6.0）软件进
行处理分析，利用方差分析（One-Way ANOVA）
来检验精子冷冻前后所有酶活性差异的显著性，差

异显著水平为 P<0.05。

2 结果与分析
2.1 超低温冷冻对精子 CK和总 ATP酶活
性的影响

图 1和图 2分别为超低温冷冻对 CK活性和总
ATP酶活性的影响。

图 1 超低温冷冻对 CK活性的影响

Fig.1 Effects of cryopreservation on the CK

图 2 超低温冷冻对总 ATP酶活性的影响

Fig.2 Effects of cryopreservation on the total ATP

从图 1可见，长鳍篮子鱼鲜精中肌酸激酶的平
均活性为 25.59 U/mL±0.13 U/mL，经超低温冷冻保
存后，酶平均活性降至 17.87 U/mL±0.56 U/mL。分
析表明，冷冻前后长鳍篮子鱼精子的肌酸激酶活性

有显著性差异（P<0.05）。
从图 2可知，长鳍篮子鱼鲜精中总 ATP酶平均

活性为 9.20 U/mL±0.28 U/mL，经超低温冷冻保存

后，酶平均活性降至 4.18 U/mL±0.81 U/mL。分析
表明，超低温冷冻对长鳍篮子鱼精子内总 ATP酶活
性有显著性影响（P<0.05）。
2.2 超低温冷冻对精子 SDH和 LDH活性

的影响

图 3 和图 4 分别为超低温冷冻对精子 SDH 和
LDH活性的影响。
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图 3 超低温冷冻对精子 SDH活性的影响

Fig.3 Effects of cryopreservation on SDH

图 4 超低温冷冻对精子 LDH活性的影响

Fig.4 Effects of cryopreservation on LDH

从图 3 可知，长鳍篮子鱼鲜精中 SDH 的平均
活性为 18.33 U/mL±2.52 U/mL，经超低温冷冻保存
后，精子的酶活性下降，平均酶活性降至 9.33
U/mL±1.53 U/mL。分析表明，冷冻前后精子的 SDH
活性有显著性差异（P <0.05）。

从图 4可见，长鳍篮子鱼鲜精中 LDH 的平均
活性为 14 828.66 U/L±866.56 U/L，经超低温冷冻保

存后，精子的平均酶活性下降到 11 324.33 U/L±
689.58 U/L。分析表明，超低温冷冻对长鳍篮子鱼
精子的 LDH活性有显著性影响（P <0.05）。
2.3 超低温冷冻对精子 SOD和 CAT活性
的影响

图 5和图 6分别为超低温冷冻对精子 SOD和
CAT活性的影响。

图 5 超低温冷冻对精子 SOD活性的影响

Fig.5 Effects of cryopreservation on SOD

图 6 超低温冷冻对精子 CAT活性的影响

Fig.6 Effects of cryopreservation on CAT activity

由图 5 可知，长鳍篮子鱼鲜精中 SOD 活性较
高，平均为 421.68 U/mL±12.66 U/mL，经过超低温
冷冻保存后，SOD 活性下降，平均酶活性降至
199.56 U/mL±50.55 U/mL。分析表明，冷冻前后长
鳍篮子鱼精子内SOD活性有显著性差异（P <0.05）。

从图 6 可见，长鳍篮子鱼鲜精中 CAT 活性相
对较高，平均酶活性为 121.17 U/mL±15.04 U/mL，

经过超低温冷冻保存后，CAT活性下降，平均酶活
性为 74.60 U/mL±12.70 U/mL。分析表明，超低温冷冻
对长鳍篮子鱼精子CAT活性有显著性影响（P <0.05）。
2.4 超低温冷冻对精子GSH-PX 和GR活性
的影响

图 7和图 8分别为超低温冷冻对精子 GSH-PX
和 GR活性的影响。
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图 7 超低温冷冻对精子 GSH-PX活性的影响 图 8 超低温冷冻对精子 GR活性的影响

Fig.7 Effects of cryopreservation on GSH-PX Fig.8 Effects of cryopreservation on GR activity

由图 7可知，长鳍篮子鱼鲜精中 GSH-PX活性
较高，平均为 55.22 U/(min·mL)±2.11 U/(min·mL)，
经过超低温冷冻保存后，GSH-PX 活性下降，平均
活性降至 28.15 U/(min·mL)±1.78 U/(min·mL)。分析
表明，冷冻前后长鳍篮子鱼精子内 GSH-PX活性有
显著性差异（P <0.05）。

从图 8可见，长鳍篮子鱼鲜精中 GR平均酶活
性为 163.54 U/mL±17.14 U/mL，经过超低温冷冻保
存后，GR 活性上升，平均酶活性升至 239.33
U/mL±22.24 U/mL。分析表明，超低温冷冻对长鳍
篮子鱼精子 GR活性有显著性影响（P <0.05）。

3 讨论
3.1 超低温冷冻对长鳍篮子鱼精子能量代谢
酶活性的影响

精子线粒体是维持精子正常生理功能的能量

来源。SDH是反映精子能量代谢的关键酶之一。在
精子产生能量的三羧酸循环中，SDH催化琥珀酸脱
氢转变成延胡索酸，脱下的 H+最后生成 ATP。因此
SDH活性的强弱，反映精子能量代谢的活跃程度，
SDH 活性检测对评价冷冻前后精子线粒体功能具
有重要意义[13~15]。ATP酶可催化ATP水解生成ADP
及无机磷的反应，这一反应放出大量能量，以供生

物体进行各需能生命过程。ATP酶存在于组织细胞
及细胞器的膜上，是生物膜上的一种蛋白酶，机体

在缺氧等状态下，ATP酶受到损伤，活力下降。因
此 ATP 酶活力的大小是各种细胞能量代谢及功能
有无损伤的重要指标。Bilgeri 等[16]认为人精子中

ATP含量越高，精子活力和运动能力越好，受精潜
在能力越大。另有学者发现精子活力与精子中 ATP

含量呈正相关[17]。本研究中，长鳍篮子鱼鲜精中

ATP 酶和 SDH 的含量相对较高，经过超低温冷冻
后，酶的活性显著降低，解冻后经镜检，发现精子

的活力较低，推测认为长鳍篮子鱼精子在超低温冷

冻后能量减少，从而影响了精子的活力。熊承良等[18]

研究表明人正常精子组中 SDH和 ATP酶含量显著
高于弱精子组，SDH 和 ATP 酶含量的高低与精子
的活力呈正相关。李凤芝等[19]研究也表明随着冷冻

温度下降，兔足肌肉中的 SDH 的活力逐渐下降。
Babiak等[20]对虹鳟（Oncorhynchus mykiss）精子的
研究表明，超低温冷冻后虹鳟精子中 CK、ATP 酶
和 LDH 的活性显著低于鲜精。本研究也发现，长
鳍篮子鱼精子经超低温冷冻保存后CK和LDH的活
性显著下降，与前面研究结果一致。CK 通常存在
于动物的心脏、肌肉以及脑等组织的细胞浆和线粒

体中，是一个与细胞内能量运转、肌肉收缩、ATP
再生有直接关系的重要激酶[21,22]。LDH是一种糖酵
解酶，是体内能量代谢过程中的一个重要酶，广泛存

在于肌体组织内。精子中 LDH 主要集中于中后部的
线粒体鞘上，通过呼吸作用给精子提供能量[23~25]。林

金杏等 [26]发现经超低温冷冻保存后野牦牛（Bos
mutus）精子内 LDH的活性下降，陈田飞等[27]研究

表明冷冻保存后家蚕精子中 LDH 向精浆中溢出，
导致精子中 LDH活性下降，精浆中 LDH活性上升。
这些都与本研究结果有相似之处。

3.2 超低温冷冻对长鳍篮子鱼精子抗氧化酶
活性的影响

需氧生物在氧化还原循环中往往产生大量的

超氧阴离子自由基、羟自由基、过氧化氢等活性氧。
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此外，酶促反应、电子传递及小分子自身氧化等细

胞正常的代谢过程也会产生活性氧。活性氧是自由

基的重要组成部分，少量的自由基是生物体所必需

的，它们作为第二信使，对信号传导起重要作用，

影响基因的表达，但是自由基的性质极为活泼，过

多的自由基如果不能被及时清除，它们将会攻击各

种生物大分子，引起 DNA 损伤、酶失活、脂质过
氧化等一系列氧化损伤，进而引起生物体各种生理

病变[28]。生物体在长期的进化过程中，形成了一套

完整的保护体系�抗氧化系统来清除体内多余的

活性氧[29]。SOD、CAT等作为抗氧化剂中的主要酶
类，具有清除氧自由基、保护细胞免受氧化损伤的

作用，抗氧化酶活性的变化在一定程度上能反映生

物体或细胞在不同环境条件下的生理状况，可作为

衡量其是否受到外界环境胁迫或损伤的一个重要

生理指标。Sreejith 等[30]研究表明，经过低温冷冻

后牛精子内 SOD 酶活性下降，同时精浆中酶的活
性上升。Marta 等[31]研究表明，经 5℃低温保存后
随保存时间的延长，马精子中 SOD酶和 CAT酶的
活性均下降。在本研究中，经超低温冷冻后黄斑篮

子鱼精子内 SOD、CAT酶的活性均显著低于鲜精，
推测在超低温冷冻保存中，精子细胞内产生了较多

的活性氧无法及时消除，脂质过氧化形成氧化损

伤，导致冷冻保存后精子活力急剧下降。

GSH-PX是机体内广泛存在的一种重要的催化
过氧化氢分解的酶，它特异的催化还原型谷胱甘肽

(GSH)对过氧化氢的还原反应，可以起到保护细胞
膜结构和功能完整的作用。GSH-PX 具有清除脂质
过氧化物的能力，大鼠组织在适冷过程中 GSH-PX
活性显著提高，将野鼠(Microtus agrestis)从 22℃ 转
移至 8℃生长时，GSH-PX 活性提高 43%，这正是
在低温下活性氧(ROS)大量产生时发生的变化，有
助于 ROS的清除，与抗冷是相关的[32]。GR是一种
黄素酶，可催化氧化型谷胱甘肽(GSSG)，还原成还
原型谷胱甘肽(GSH)，GSH可使含巯基(-SH)的酶处
于还原状态及活性状态，维持细胞膜的完整性。GR
在缓解因冷胁迫所产生的活性氧危害也具有重要

的功能，某些植物在冷强化时 GR活力增加，玉米、
西红柿抗冷基因型具有较高的 GR活性，高活性的
GR和高浓度的 GSH，能保护低温下蛋白的巯基免

受破坏，减少蛋白分子内二硫键的形成[33]。本研究

中，经过超低温冷冻保存后，长鳍篮子鱼精子中

GSH-PX 的活性下降，同时 GR 活性显著上升，丁
燏等[34]对南极衣藻（Chlamydomonas sp.）的研究表
明，在一定温度范围内，随温度的降低，GR 的活
性逐渐增加。与本研究结果有相似之处。有关超低

温冷冻引起精子内 GR活性升高的原因还有待更进
一步研究。

3.3 超低温冷冻保存对精子的损伤效应
经过超低温冷冻保存后除 GR外，长鳍篮子鱼

精子内 4种代谢酶和 3种抗氧化酶的活性均显著下
降，冻后精子的活力也显著下降。精子在冷冻、解

冻过程中因冰晶的形成与消失对精子造成机械性

损伤，精子膜中的类脂蛋白从细胞的结构中分离开

来，使细胞膜原有的空间构象发生改变。细胞膜由

肿胀、畸形和膜翻转到最终脱落，此时位于精细胞

上的酶释放到精清中，因而精子中酶的活性下降、

精清中酶活性上升，从而导致精子活力和受精能力

的下降。低温促进生物细胞内自由基形成，加强细

胞膜脂质过氧化，抗氧化酶活力与植物抗冻或冷适

应的相关性已得到公认。谷胱甘肽系统通过多种方

式来对抗活性氧，谷胱甘肽相关酶参与清除活性

氧、排斥因脂质过氧化产生的毒物和维持

GSH/GSSG的平衡。本研究中，因长鳍篮子鱼精子
密度大，浓度高，无法离心出上层精浆，故只分析

了冷冻前后精子中酶活性的变化，研究表明超低温

冷冻保存对长鳍篮子鱼精子造成了冷冻损伤，有关

冷冻损伤的机理还有待更进一步的研究。因此，在

冷冻过程中寻找更合适的稀释液和抗冻剂，筛选更

好的解冻方法，有效降低超低温冷冻保存对精子的

损伤效应，也是今后开展此项工作需要重点解决的

问题。
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Abstract: This paper studied the effects of cryopreservation(-196℃) on the enzyme activity(total ATP, CK, SDH,
LDH, SOD, CAT, GSH-PX and GR) in Siganus canaliculatus spermatozoa. The changes of enzyme activity were
analysed in the spermatozoa using the reagent box respectively. The results showed the activities of spermatozoa
dropped after cryopreservation, GR activities increased significantly(P<0.05), the activities added from 163.54
U/L±17.14 U/L to 239.33 U/L±22.24 U/L, other seven kinds of enzyme activities descended significantly(P<0.05).
The activities of total ATP, CK, SDH dropped from 9.20 U/mL±0.28 U/mL,25.59 U/mL±0.13 U/mL and 18.33
U/mL±2.52 U/mL to 4.18 U/mL±0.81 U/mL,17.87 U/mL±0.56 U/mL and 9.33 U/mL±1.53 U/mL respectively,
the activities of LDH, SOD and CAT declined from 14 828.66 U/L±866.56 U/L,421.68 U/mL±12.66 U/mL and
121.17 U/mL±15.04 U/mL to 11324.33 U/L±689.58 U/L,199.56 U/ml±50.55 U/ml and 74.60 U/mL±12.70 U/mL
respectively. Activity of GSH-PX dropped from 55.22 U/(min·mL)±2.11 U/(min·mL) to 28.15 U/(min·mL)±1.78
U/(min·mL).Cryopreservation had a great effect on the enzyme activity and spermatozoa energy of Siganus
canaliculatus.
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