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温度和盐度对马氏珠母贝精子激活率及活力的影响 

王  辉, 罗明明, 朱晓闻, 吕文刚, 李艳红, 王亚男, 刘志刚 

(广东海洋大学 水产学院, 广东 湛江 524025) 

摘要: 采用中心组合试验设计(CCD)和响应曲面法, 在实验室条件下研究温度(T)、盐度(S)对马氏珠母

贝(Pinctada martensii)精子激活率及活力的影响并建立了模型。实验设置的温度范围为 15～45℃, 盐度

范围为 12~48。结果表明, 马氏珠母贝精子激活率与活力随着温度、盐度的升高呈先升高后降低的趋

势; 盐度的一次效应和二次效应以及温度的二次效应对精子激活及活力的影响极显著(P<0.01), 温度

和温盐的互作效应对精子激活率及活力的影响不显著(P>0.05); 保持马氏珠母贝精子激活率较高时的

温度为 26~31℃, 盐度为 25～30; 保持马氏珠母贝精子活力较大时的温度为 24~35℃, 盐度为 22～30; 
实验建立了温度和盐度对马氏珠母贝精子激活率及活力影响的模型 , 通过模型同时优化得出温度

30.04℃, 盐度为 26.86 时, 马氏珠母贝精子激活率最高、活力最大, 分别为 85.51%和 57.82%。 
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马氏珠母贝(Pinctada martensii), 又称合浦珠
母贝, 系海产软体动物, 隶属瓣鳃纲, 异柱目, 珠母
贝科 , 是生产海水珍珠的主要贝类 , 在我国主要分
布在广西、广东和台湾海峡南部沿海一带。目前,人

工养殖的马氏珠母贝在育种和生产中多采用解剖

法受精 [1]。  
精子活力指精子群体的运动状况, 包括精子激

活与抑制、运动精子占精子总数的比例(激活比例)、
精子运动激烈程度及运动时间等 [2], 它是影响精子
的质量和受精能力的主要因素之一, 通常活力高的

精子其受精能力也强[3]。人工解剖获得的马氏珠母贝

精子在自然海水中是没有活性的, 需要一定浓度的
氨海水来激活[4]。精子激活过程中的精子激活率与活

力除由亲本的年龄、大小、健康状况、性腺成熟程

度等内因决定外, 精子所处水环境的理化因子如温
度、盐度、pH 、渗透压、离子等也均是影响精子激
活率与活力的重要外界因素[5]。因此, 精子在最适宜
的环境条件下被激活将提高受精率和保证胚胎的质

量, 研究环境因子对精子激活率与活力的影响具有
重要意义。 

目前国内外马氏珠母贝的人工授精和养殖技

术已经有了很大的发展 [6], 日本学者 Ohta等[7]研究

了不同氨浓度对于马氏珠母贝受精率的影响 ; Na-
rita 等 [8-9]研究了冷冻精子和新鲜精子对受精率的

影响以及不同浓度精、卵数量对马氏珠母贝受精率

的影响 ; 喻达辉等 [10-12]研究了海水中离子对马氏

珠母贝精子激活机制和离子选择性并对马氏珠母

贝精子的实验生物学进行研究 ; 沈亦平等 [13-14]对

马氏珠母贝配子的发生和受精进行了细胞学观察。

虽然喻达辉 [11]在合浦珠母贝精子的实验生物学初

步研究中 , 分别观察了海水盐度、pH、温度和激素
对合浦珠母贝精子的激活及运动情况的影响 , 但
其并未考察温度和盐度的联合效应 , 没有建立模
型。因此笔者运用中心组合实验设计并结合响应曲

面分析的方法, 以精子的激活率和活力为目标考察
了温度、盐度对它们的联合效应, 建立有效的数学模
型 , 并且优化了实验条件 , 确定了最佳的精子活力
温度、盐度条件, 进一步为马氏珠母贝人工受精提
供理论指导。   
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1  材料与方法  

1.1  材料来源 

实验用贝取自于广东省湛江市银浪生物技术

公司珍珠贝养殖场 , 选择性腺饱满、无病害、无损
伤 , 同一批次养殖的雄贝 , 运回后置于 135 L 塑料
水箱中暂养 , 恒温棒控制温度在 25℃±0.5℃, 盐度

28～30, 24 h 充气 , 每天投喂适量的金藻、扁藻和
小球藻 , 每两天换水一次。  

1.2  实验设计与数据分析 
实验采用中心组合实验设计 (CCD, 见表 1), 

温度(T)、盐度(S)范围的确定是在参考有关研究和预
实验的基础上确定的。其中温度范围为 15～45℃, 盐
度范围为 12～48。实验设计因子数两个(温度、盐度), 

 
表 1  试验设计和结果  
Tab. 1  Experiment design and results 

编码 实际 
组合 

T S 
 

T (℃) S 
激活率 

(%) 
运动能力 

(%) 

1 0 1.414  30.0 48.0 0.00 0.00 
2 0 0  30.0 30.0 88.40 57.75 
3 0 0  30.0 30.0 85.20 56.01 
4 0 0  30.0 30.0 80.60 59.90 
5 0 0  30.0 30.0 80.20 54.73 
6 -1 -1  19.4 17.3 37.60 31.23 
7 0 1.414  30.0 48.0 0.00 0.00 
8 0 0  30.0 30.0 82.60 53.14 
9 0 0  30.0 30.0 85.40 56.39 

10 0 0  30.0 30.0 84.40 55.49 
11 -1 -1  19.4 17.3 38.60 30.83 
12 0 -1.414  30.0 12.0 33.00 30.82 
13 -1.414 0  15.0 30.0 58.20 31.86 
14 1 -1  40.6 17.3 38.90 30.62 
15 1 1  40.6 42.7 0.20 0.00 
16 1.414 0  45.0 30.0 49.80 41.41 
17 -1 1  19.4 42.7 0.54 0.00 
18 -1 1  19.4 42.7 0.46 0.00 
19 1 -1  40.6 17.3 39.60 29.92 
20 -1.414 0  15.0 30.0 54.60 36.89 
21 0 -1.414  30.0 12.0 35.00 31.57 
22 0 0  30.0 30.0 86.20 56.92 
23 1.414 0  45.0 30.0 48.60 39.20 
24 0 0  30.0 30.0 80.40 55.98 
25 1 1  40.6 17.3 0.22 0.00 
26 0 0  30.0 30.0 86.00 53.33 

 
轴点 4 个 , 中心点 5 个 , 因子点 4 个 , 星号臂
α=|1.414|, 共 26个实验点以供分析。 

采用 SAS 8.2软件进行统计分析, 以温度、盐度
为自变量, 精子激活率和活力为应变量, 拟建立的
回归方程通式为:  

2 2
0 1 2 12 11 22Y T S T S T Sβ β β β β β ε= + + + × + + +  

式中 : Y 为精子激活率或精子活力 ; β0、β1、β2、β11、

β22分别代表回归系数 ; T, T2分别代表温度的一次

效应和二次效应 ; S, S2分别代表盐度的一次效应和

二次效应 ; T×S 代表温度和盐度之间的交互作用 ; 
ε 为残差。通过方差分析确定回归方程模型及各个
实验因素的显著性, 采用决定系数、校正系数、预测
系数等检验模型的拟合度, 运用三维响应曲面图和
相应的等高线图分析温度和盐度对精子激活率及活
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力的影响效应。 

1.3  实验步骤及方法 
1.3.1  实验组合设置  

本实验中 , 温度的最高值为 45℃ , 最低值为 
15℃; 盐度最高值为 48, 最低值为 12。高温组合装
置由 50 L白塑料方桶、500 W石英加热管、l 000 W
电子继电器、0～50℃水银触点温度计(±0.1℃)、气
石等各一件组成, 整套装置控温精度为±0.1℃, 所有
温度计均经过严格校正。低温组合由人工加冰调控, 
使温度处于动态平衡, 精度控制在±0.2℃。盐度是由
经处理过后的天然海水、自来水和海水晶调配。实

验过程中其他的可控条件如溶氧量、pH、光照等均
按该贝正常生长环境设定, 其中水中溶氧量控制在
大于 3 mg/L, pH为 7.9～8.4。 
1.3.2  精子激活率与活力的测定  

将贝洗净 , 用干毛巾擦干外表 , 沿上下壳之间
的缝隙解剖开, 取下生殖腺 , 用虹吸管吸取精液置
于盛有 20 mL 人工海水的烧杯中稀释待用 , 用  
0.5 mL的移液管吸取稀释精液 0.5 mL置于已调配好
温盐组合的 1 000 mL烧杯中, 计数后, 用浓度 40×
10−5 mol/L的氨水激活[15], 激活后立即取样在显微镜
下观察并记录激活的精子数量, 精子快速运动时间, 
精子运动总时间。精子快速运动时间是指从精液与

激活液相混合开始, 到约 70%运动精子转入缓慢运
动为止的时间; 总运动时间是指从精液与激活液相
混合开始, 到视野中约 90%的精子停止运动为止的
时间。为减少实验误差, 精子取自 5个不同雄贝混合, 
实验数据观察 3 次求平均值。精子激活率以显微镜
下同一视野中的活动精子百分比表示 , 观测 3～5
个视野取其平均值 , 计算公式为 : 精子激活率
(%)=激活的精子数量/总精子数量×100。精子活力以
激烈运动时间及总活动时间表示 , 计算公式为 : 
精子活力 (%)=精子快速运动时间 /精子运动总时间
×100。 

2  结果与分析 

2.1  模型方程建立及分析 
根据系数估计表(表 3 和表 5), 采用非编码处理

后的精子激活率回归方程(Eq.1)和精子活力回归方
程(Eq.2)分别为:  
激 活 率 = － 241.06+10.33T+12.68S － 0.003T×S －

0.17T2－0.23S2 

精 子 活 力 = － 138.79+6.50T+7.43S+0.0014T×S －
0.11T2－0.14 S2 

(模型方程 Eq.1和 Eq.2中, T 代表温度, S 代表盐度) 
对模型方程 Eq.1和 Eq.2进行方差分析所得 F

值和 P值列于表 2和表 4。从表中可以看出两个模
型方程均是显著的 (P<0.01), 模型方程 Eq.1 和
Eq.2 中自变量 S、T2、S2项系数均在 0.01 水平上
极显著(P<0.01), T、T×S项的系数不显著(P>0.05)。
这些条件充分说明温度和盐度对精子的激活都有

一定的影响 , 但盐度的影响效应较温度明显 , 温
度对精子激活的影响成平方的关系, 这说明两个
因子在以平方水平上变化时对实验结果的影响会

越发的显著。 
虽然表 2 和表 4 显示出精子激活率和活力模

型方程失拟检验均是显著的(P<0.01), 但两个模型
方程的平方和纯误差的均方较小, 表明失拟平方
和中除试验误差较小之外, 其他条件因素及其交
互作用的影响也较小, 所以模型拟合度较高。又因
模型方程 Eq.1 和 Eq.2 的决定系数较高, 分别是
0.949 和 0.978, 同时两个模型方程的校正系数较
高, 分别是 0.932 和 0.970, 所以模型方程的拟合
度较高, 模型选择较为恰当。 

2.2  响应曲面分析与优化 
依据回归方程(Eq1 和 Eq2)所作的响应曲面及等

高线图(图 1(a-b) 和图 2(a-b))可以评价实验因素对精
子激活率的影响效应。通过动态的图形可以确定个

因素的最优水平范围, 及最优组合点。 
2.2.1  精子激活率响应曲面分析及优化 

由图 1 可见, 等高线图(a)显示当温度在 26～
31℃, 盐度在 25～30 时, 精子激活率最高为 84.2%; 

 
表 2  精子激活率模型方差分析  
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Tab. 2  Variance analysis for the predicted model of activation rate 
变异来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 
模型 26281.64 5 5256.33 83.19 < 0.0001 
残差 1263.74 20 63.19 − − 
失拟 1181.15 3 393.72 81.04 < 0.0001 
纯误差 82.59 17 4.86 − − 

注: 复相关系数 R2=0.95, 校正复相关系数 Adj. R2=0.94, 预测复相关系数 Pred. R2=0.91 
表 3  精子激活率回归方程系数的 95%置信区间估计 
Tab. 3  The 95% confidence interval of coefficient estimate for the predicted model of Activation rate 

95% 置信区间 
因子 系数检验 (Mean±S.D.) F值 

下限 上限 
方差膨胀因子 

Intercept 83.94 (±2.51) — 78.70 89.18 — 
T -1.165 (±1.99) 0.5642 -5.31 2.98 1 
S -15.59 (±1.99) < 0.0001 -19.74 -11.45 1 

T×S -0.36 (±2.81) 0.8994 -6.22 5.50 1 
T2 -19.42 (±2.13) < 0.0001 -23.86 -14.97 1.02 
S2 -37.32 (±2.13) < 0.0001 -41.76 -32.87 1.02 

注: 表中系数估计的值为编码值 
 

表 4  精子活力方差分析表  
Tab. 4  Variance analysis for for the predicted model of sperm motility  

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 

模型 11305.78 5 2261.16 70.24 < 0.0001 
残差 643.82 20 32.19   
失拟 591.66 3 197.22 64.27 < 0.0001 
纯误差 52.16 17 3.07   

注: 复相关系数 R2=0.95, 校正复相关系数 Adj. R2=0.93, 预测复相关系数 Pred. R2=0.89 

 
表 5  精子活力回归方程系数的 95%置信区间估计 
Tab. 5  The 95% confidence interval of coefficient estimate for the predicted model of sperm motility 

95% 置信区间 
因子 系数检验 (Mean±S.D.) F值 

下限 上限 
方差膨胀因子 

Intercept 55.96 (±1.79) — 52.22 59.71 — 

T 0.95 (±1.42) 0.5094 -2.01 3.91 1 

S -13.18 (±1.42) < 0.0001 -16.14 -10.22 1 

T×S 0.19 (±2.01) 0.9254 -3.99 4.37 1 

T2 -12.10 (±1.52) < 0.0001 -15.27 -8.92 1.02 

S2 -22.97 (±1.52) < 0.0001 -26.14 -19.80 1.02 

注: 表中系数估计的值为编码值 
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图 1  温度和盐度对马氏珠母贝精子激活率影响的等高线图(a)和响应曲面图(b) 
Fig. 1  The effects of temperature and salinity on Activation rate 

在温度为 15～45℃, 盐度为 12～45 时, 精子都能被
激活。响应曲面图(b)可以看出, 图形近似山形, 有最
高点, 且通过模型优化, 表明温度为 29.70℃盐度为
27.34 时, 为最高点的坐标, 处于此条件下的精子激
活率为 85.58%, 其结果的满意度为 97%。 
2.2.2  精子活力响应曲面分析及优化 

图2所示, 等高线图(图 a)显示当温度在24～35℃, 
盐度在 22～30 时, 精子活力最大为 56.1%。响应曲面

图(图 b)近似山形, 表明存在最优组合, 对精子活力的
单独优化显示, 最优点的温度盐度组合为 30.39℃和
26.35, 精子活力为 57.87%, 满意度为 97%。 
2.2.3  优化结果 

对实验条件的单独优化和同时优化结果列于表

6, 同时优化结果最佳的温度和盐度组合为 30.04℃
和 26.86, 此条件下, 精子的激活率为 85.51%, 精子
的活力为 57.82%。满意度为 97%。 

 

 

图 2  温度和盐度对马氏珠母贝精子激活率影响的等高线图(a)和响应曲面图(b) 
Fig. 2  The effects of temperature and salinity on sperm motility 

 
表 6  模型同时优化和单独优化 
Tab. 6  Simultaneous and individual optimization for the two responses  

95%置信区间 
优化类型 响应(%) 最优值(%) 

最优组合 
温度(℃)  盐度 下限 上限 

满意度(%) 

AR 85.58 29.70 27.34 80.38 90.79 97 单独优化 

SRM 57.87 30.39 26.35 54.18 61.56 97 
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AR 85.51 80.33 90.72 同时优化 

SRM 57.82 
30.04 26.86 

54.11 61.52 
97 

 
3  讨论 

3.1  温度盐度和精子激活及活力 
精子活力的高低直接关系着马氏珠母贝受精率

的高低,进而影响着马氏珠母贝育苗产量的高低。高

活力的精子运动能力强 , 与卵子结合迅速 , 与卵子
融为一体的时间短, 所以受精率较高。经过实验发现, 
在不同温度、盐度下, 以精子的激活率和活力为目标
考察精子受精能力时, 盐度的一次效应和二次效应
对马氏珠母贝精子激活率和活力的影响极显著

(P<0.01), 这表明盐度增加时, 激活率和活力也增加, 
但当盐度增加超过一定值时, 激活率和活力反而下
降 , 盐度存在最适盐度,这与王如才等 [16], 喻达辉 
等[11]对马氏珠母贝的研究结果一致。他们的研究指

出合浦珠母贝精子在盐度为 10的条件下几乎不能被
激活, 盐度 15 时激活率仅为 5%, 盐度在 25～45 范
围内时激活率达到 80%以上, 盐度为 30 时激活率最
高。本实验根据模型优化结果, 盐度在 27.34 时, 精
子的激活率最高 , 比喻达辉等 [11]研究的结果(30)要
低 , 这可能是实验研究因子数量不同 , 亲贝性腺发
育时所在海区不同 [17-18]引起的。本实验中盐度在

12～45 的范围内变动时, 马氏珠母贝的精子均能被
激活 , 但高盐端比低盐端的激活率要高些 , 这可能
是因为海水经济动物类的精子是通常在高渗透压溶

液中运动, 活动能力最强时的环境渗透压高于精子
本身的渗透压[19-20], Na+和 Cl−是精子激活中最重要

的离子 [12], 而海水的主要成分是氯化钠(NaCl), 高
盐端 Na+和 Cl−充足, 精子激活率就高。不同贝类精
子激活的盐度也有差异, 泥蚶精子激活的最适盐度
为 25[21], 比马氏珠母贝最适盐度要低, 这是因为泥
蚶属于滩涂养殖 , 环境使其适应低盐 , 而马氏珠母
贝是一种外海性贝类, 适宜范围要相对偏高[16]。 

实验结果显示温度的一次效应对马氏珠母贝精

子激活率和活力影响不显著 , 但二次效应极显著
(P<0.01), 这表明温度在一定范围内对精子激活率和
活力影响很小, 但是存在最佳温度使得激活率和活
力最大。潘德博等[22], 谢刚等[23]认为, 温度与精子快
速运动时间的关系是一个开口向下的二次曲线函数

关系。在鱼类相关研究中 Schlenk等[24], Sayyed等 [25], 

Billard 等 [26]指出温度主要影响精子激活时的能量

分配 , 高温激活时精子消耗高过的能量 , 出现瞬时
激活即死亡, 低温精子激活率相对较低但运动时间
和存活时间较长因其消耗能量较少。马氏珠母贝属

于广温性海洋贝类, 在本实验设置的温度范围内均
能被激活, 但在高温和低温极限时激活率和活力都
很小, 这与以上结论一致。合浦珠母贝繁殖盛期的自
然水温为 25～29℃, 受精和胚胎发育的最适水温为
27～29℃[16], 与精子激活的最适温度(25～30℃)相
一致[27]; 这与本实验得出的温度 30℃左右时精子的
激活率和活力达到最大值的结果相吻合, 说明精子
激活和活力与亲贝的自然生长环境有密切关系。 

本实验显示温度和盐度的互作效应对马氏珠母贝

精子激活率和活力的影响不显著, 这表明温度盐度在
一定范围内互作效应极小或不存在互作关系。笔者推

论在一定范围内, 温度和盐度同时增减对马氏珠母贝
受精率和孵化率的影响并不显著, 只有在温度和盐度
或其中一个接近极限范围时, 温、盐的复合影响才显示
出明显的关联, 当两者之一处在安全范围内, 则不存
在明显的互作关系。马氏珠母贝属于广温广盐性海洋

贝类, 其适应的温盐度范围较广, 因此在适宜的温度
范围内, 对盐度的耐受范围大, 在适宜的盐度范围内, 
对温度的耐受性也大。这与本实验结果是相吻合的。 

3.2  模型的建立 
通过响应曲面法和等高线图分析, 以及对模型

的显著性检验, 证明本实验以温度盐度为因变量建
立的二次方程模型是有效的, 温度和盐度的二次方
都呈显著影响水平 , 表明它们存在峰值 , 有最适温
盐度组合。在实际生产中将温度盐度控制在其适宜

范围, 能够较大提高受精率, 反之, 在已知温度盐度
的情况下 , 亦可根据模型推算其受精率 , 这对指导
实际生产有重要意义。 

温度和盐度为影响贝类胚胎发育、幼虫生长及

成贝生长最为重要的环境因子, 但是海洋环境变化
中还有许多其他的生态因子会对贝类生长产生重要

影响, 许多因子在一定的范围内相互之间可能存在
互作关系, 所以有关生态因子对贝类精子活力和胚
胎、幼虫和成贝生长发育的影响有待于进一步研究。 
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Abstract: Central composite circumscribed experimental design and response surface analysis method was em-
ployed to study effects of different combinations of temperature and salinity on the sperm activation and relative 
motility of Pinctada fucata martensii (Dunker), and the equation of temperature, salinity and sperm activation rate 
and motility was established. The temperature was raning from 15 to 45°C, and the salinity 12 to 48. The sperm 
activation rate and motility were first increased and then decreased as temperature and salinity increased; The sperm 
activation rate and motility were significantly affected by the linear and quadratic effects of salinity and quadratic 
effects of temperature (P<0.01), but The synergistic effect between salinity and temperature was not significant 
(P>0.05); the suitable temperature and salinity of sperm activation rate were 26~31°C and 25~30, respectively, and 
of sperm motility were 24~35°C and 22~30, respectively. By means of optimization technique, the optimal point 
was found at temperature 30.04°C and salinity 26.86. At this optimum point, maximumal sperm activation rate and 
sperm motility were 85.51% and 57.82%, respectively, with the desirability as high as 97%. 

(本文编辑:梁德海) 


