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大菱鲆精子运动特征与精液 pH 的相关性研究 
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摘要: 为探究大菱鲆(Scophthalmus maximus)精液质量与 pH 的关系及甘油对大菱鲆精子激活的影响, 

本研究通过计算机辅助精子分析系统分析检测了威海和烟台 4 家大菱鲆育苗场(A、B、C、D)的精子质

量。研究发现, 不同育苗场的大菱鲆精子活力存在显著的差异, A2>A1>D>C>B, 精子预测寿命分别为

11.7、7.1、6.8、4.6、3.3 min, 所取精子的质量的存在显著差异。研究结果发现, 大菱鲆精子运动特

性与精子活化率相关性显著, 其中精子活化率与平均曲线运动速度、平均直线运动速度、平均路径速

度、精子头侧摆幅度、精子平均鞭打频率呈显著正相关(P<0.05), 与运动直线性、运动摆动性、运动前

向性等参数无显著相关性; 大菱鲆精子运动特性受 pH 影响显著, 精液 pH 与平均曲线运动速度、平均

直线运动速度、平均路径速度、精子头侧摆幅度、精子平均鞭打频率呈显著正相关(P<0.05), 而与运

动直线性、运动摆动性、运动前向性等参数无显著相关性。同时还发现, 精子活化率高、寿命长的大

菱鲆精液 pH 偏弱碱性(pH=8.0), 即大菱鲆精子适宜在弱碱性环境中活动。除此之外, 向激活海水中加

入梯度甘油(0.1、1、10、100、500、1 000 mmol/L), 发现可以显著提高大菱鲆精子寿命, 其中甘油浓

度为 100 mmol/L 时, 精子寿命延长至 15.17 min±0.29 min, 推测甘油在精子激活后可能被精子吸收并

氧化分解提供能量。  
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鱼类精子质量由于该鱼种养殖模式、个体、环

境等因素的不同, 存在较大的个体差异[1-4]。精子质

量对鱼类的人工繁育至关重要, 优质的精子可以显

著提高受精率和孵化率, 从而提高养殖生产效益。在

其他研究领域 , 对精子质量的鉴定也十分重要 , 如

精子冷冻、品系选育、重金属污染评价等[5]。鱼类精

子质量的评价方法有很多, 如精子活化率、运动时

间、精子密度、受精率和生理功能等[5]。计算机辅助

精子分析(computer-assisted sperm analysis, CASA)技

术能对精子的动静态图像全面量化分析 [6], 与常规

精液分析方法(Sperm routine analysis, SRA)相比测定

指标更多样、客观、准确。 

甘油作为精子冷冻保存的添加剂, 在精子冷冻

保存中的作用已经比较清楚, 但在精子激活后活力

维持中是否有作用及其作用机制尚不清楚。在精子

活力维持方面, 糖类(如葡萄糖、果糖)等外源物质能

够促进精子的活力[7-8]。有研究表明, 精子细胞中的

甘油能够进入糖酵解途径 , 参与有氧代谢 , 提供能

量, 促进精子活力的维持[9-11]。 

鲆鲽鱼类是中国重要的海水养殖鱼类, 其中大

菱鲆(Scophthalmus maximus)养殖产业占鲆鲽类产量

和规模的 80%。本实验拟以大菱鲆精子为研究对象, 

采集了 4 个不同鱼苗场的大菱鲆精子, 通过对这些

大菱鲆精子活力的检测和评价, 探究精液质量与 pH

的关系 , 及甘油对大菱鲆精子激活的影响 , 为提高

大菱鲆人工繁殖的受精率提供科学依据。 
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1  材料与方法 

1.1  亲鱼来源 

实验用大菱鲆亲鱼采集于威海和烟台 4 家公司

的繁殖用鱼, 采集时间 2016 年 9 月、10 月, 其中于

A 公司先后采集了 2 次, 选取尾数分别为 25(A1, 12

条; A2, 13条)、8、8、8条。 

1.2  药品及仪器 

实验所用甘油购自青岛恒飞生物科技有限公司

(分析纯), 不同浓度梯度的甘油激活剂设置为 0.1、1、

10、100、1 000 mmol/L, 用海水稀释, 显微镜型号

Nikon-eclipse-E200, 计算机辅助分析系统(CASA)。 

1.3  采集方法 

随机取繁殖用鱼, 采用人工挤压腹部的方法采

集精液, 操作过程中尽量避免海水、粪便、尿液等的

污染。采集到的精液装入 1.5 mL离心管内, 置于装

有冰袋(毛巾包裹)的泡沫箱中暂存。精液采集为逐条

采集, 随后立即检测精子质量, 1个个体为 1个样本。 

1.4  精子质量检测 

精子的活力检测通过自然海水进行稀释激活精

子, 在 10 倍显微镜下观察精子的运动情况并通过计

算机软件采集相关数据并统计。活化率检测: 激活后

30s时对精子的活化率进行统计, 每个样本计数的精

子数大于 200 个, 以快速和中速运动精子个数之和

与总计数精子个数的比值作为精子的活化率指标(速

率指标: 快速>100 m/s、中速 45~100 m/s、慢速

10~45 m/s, 不动<10 m/s)[12-13]。寿命检测: 精子自

激活开始到约  95%停止原处颤动 , 即认为寿命终

止。运动特征参数检测: 激活后 30 s 时记录精子运

动特征参数。pH 检测: 采用 pH 试纸检测每个样本

pH 值。梯度甘油激活剂激活精子, 检测不同浓度的

甘油激活精子后精子的寿命。 

1.5  统计分析 

本实验数据均用 SPSS 16 软件进行分析。实验

数据以平均数±SD 表示 , 平均数的比较采用  One- 

Way ANOVA 分析法和 Kruskal-Wallis检验, P<0.05

为差异显著, P<0.01为差异极显著, 相关性分析采用

Pearson法。 

2  结果与分析 

2.1  大菱鲆精子活化率与运动特征参数 

实验以自然海水激活精子, 测得激活后 30 s 时

的 8个运动特征参数: 平均曲线运动速度(curvilinear 

velocity, VCL)、平均直线运动速度(straight line ve-

locity, VSL)、平均路径速度(average path velocity, 

VAP)、精子头侧摆幅度 (amplitude of lateral head 

displacement, ALH)、运动的直线性(linearity, LIN)、运

动的摆动性(wobble, WOB)、运动的前向性(straightness, 

STR)、精子平均鞭打频率(beat cross frequency, BCF), 

活化率与运动特征参数关系如图 1所示。 

大菱鲆精子激活后活化率与运动特征参数

VCL(R=0.845, P<0.01, n=49)、 VSL(R=0.664, P<0.01, 

n=47)、VAP(R=0.763, P<0.01, n=49)、ALH(R=0.695, 

P<0.01, n=43)、BCF(R=0.871, P<0.01, n=43)呈极显著

正相关关系, 与 LIN、WOB、STR相关性不显著。 

2.2  大菱鲆精液 pH 与精子运动特征参数 

实验以自然海水激活精子, 用 pH试纸测得从各

育苗场取得的精液未激活时的 pH, 同时测得激活后

30 s时的 8个运动特征参数: 平均曲线运动速度、平

均直线运动速度、平均路径速度、精子头侧摆幅度、

运动的直线性、运动的摆动性、运动的前向性、精子

平均鞭打频率, pH与运动特征参数关系如图 2所示。 

大菱鲆未激活精液的 pH 与大菱鲆精子激活后

的运动特征参数 VCL(R=0.300, P<0.05, n=40)、 

VSL(R=0.546, P<0.01, n=29)、VAP(R=0.494, P<0.01, 

n=38)、ALH(R=0.603, P<0.01, n=42)、BCF(R=0.476, 

P<0.01, n=33)呈正相关关系, 与 LIN、WOB、STR

相关性不显著。ALH在各 pH组之间差异显著(6.5a、

7.0a、7.5b、8.0c, P<0.05), VCL、VSL、VAP、BCF

仅在 pH 7.5 和 8.0 两组中存在显著差异(P<0.05), 

LIN、STR、WOB在各 pH组之间无显著差异。大菱

鲆精液 pH越高 VCL、VSL、VAP、ALH、BCF等参

数的数值也越高, 精子活力也越好。 

2.3  大菱鲆精液 pH 与精子活化率 

将各个养殖场取得的精液用 pH 试纸测得未激

活精液的 pH(n=37), 以激活后 30 s 时测得的快速

(>100 m/s)和中速(45~100 m/s)运动精子占所有精

子的比例作为精子活化率, pH 与活化率关系如图 3

所示。 

大菱鲆精液 pH 与精子活化率呈极显著正相关

关系(R=0.466, P<0.01), 活化率在各 pH 组之间分别

为 6.5ab、7ab、7.5a、8b(P<0.05)。大菱鲆精液 pH 越

高活化率越高, 精子活力也越好。好的大菱鲆精液

pH呈弱碱性, 在 8.0左右。 
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图 1  大菱鲆精子活化率与运动特征参数 

Fig. 1  Motility and motion characteristics of S. maximus after activation 

 

2.4  精子寿命 

将各养殖场采集到的精子样品取 5~8 个测精子

寿命。将精子以自然海水激活, 30 s时测活化率, 之

后每隔 30 s 测 1 次活化率, 各养殖场的样品测得的

数据分别取平均后, 测得不同养殖场精子激活后时

间与精子活化率关系如图 4所示。 

随着激活后时间的持续, 精子活化率明显下降, 

各养殖场精液质量也存在明显差异(P<0.01)。精液质

量情况: A2>A1> D> C> B。根据图 1中的拟合曲线 

方程得到不同养殖场精子寿命如表 1所示。 

2.5  大菱鲆精液 pH 与精子寿命 

将各个养殖场取得的精液用 pH 试纸测得未激

活精液的 pH(n=40), 然后将养殖场采集到的精子样

品以自然海水激活, 测得精液 pH与精子寿命关系如

图 5所示。 

大菱鲆精液 pH 与精子寿命呈极显著正相关关系

(R=0.576, P<0.01), 各 pH组精子寿命分别为 6.5a、7b、

7.5bc、8c(P<0.05)。大菱鲆精液 pH越高寿命越长。 
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图 2  大菱鲆精液 pH与精子运动特征参数 

Fig. 2  Semen pH and motion characteristics of S. maximus after activation 

 

2.6  甘油对精子激活后精子寿命的影响 

用海水稀释甘油获得不同浓度梯度的甘油激活

剂, 各梯度甘油激活剂分别激活精子, 测 3个活力相

近的精液样本后取平均值, 测得不同梯度甘油激活

剂激活下的精子寿命如图 6所示。 

实验组与对照组有显著差异(P<0.05), 不同浓度

实验组之间也有显著差异(P<0.05), 说明加入甘油后

可以延长精子寿命, 其中甘油浓度在 100 mmol/L的

时候效果最好, 浓度过高会降低精子寿命。 

3  讨论 

鱼类精子活力的评价指标有多种, 如精子活化

率、运动时间、密度、形态、受精率和生理功能等。

本实验选取其中最传统的评价方法——精子活力 , 

其测定方便, 能较准确地评价精子质量。计算机辅

助精子分析与常规精液分析方法相比, 前者能客观 
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图 3  大菱鲆精液活化率与 pH 

Fig. 3  Semen pH and motility of S. maximus after activation 

 

图 4  大菱鲆精子活化率与激活时间 

Fig. 4  Motility of S. maximus and time after activation 

 
表 1  不同育苗场场大菱鲆精子寿命 
Tab. 1  Sperm longevity at different hatcheries 

取样地点 平均精子寿命(min) 拟合曲线方程 

A1(威海) 7.1 y = –26.65ln(x) + 57.269  R² = 0.9947 

A2(威海) 11.7 y = –26.34ln(x) + 69.675  R² = 0.9552 

B(烟台) 3.3 y = –25.65ln(x) + 35.664  R² = 0.896 

C(威海) 4.6 y = –24.01ln(x) + 41.686  R² = 0.9571 

D(烟台) 6.8 y = –21.57ln(x) + 46.236  R² = 0.8758 

 

 

图 5 大菱鲆精液 pH与精子寿命 

Fig. 5  Semen pH and sperm longevity of S. maximus after 
activation 

 

图 6 大菱鲆精子活力与甘油浓度 

Fig. 6  Motility of S. maximus and glycerin concentration 
after activation 

图中字母代为多重比较结果 

The letters represent the results of multiple comparison 

准确地量化精子运动状况, 通过对精子运动特征参

数的捕获, 使人们对精子运动有了更深层次的了解, 

并已被越来越多地用于精子质量的评估。实验检测

了精子 8个运动特征参数, 其中 VCL、VSL、VAP、

ALH、BCF与精液 pH或活化率成正相关关系, LIN、

STR 、WOB与精液 pH或活化率相关性不显著, 这

与 LIN、STR、WOB 是比值的定义有关。比较各运

动特征参数在不同 pH组之间的差异性发现, 多数运

动特征参数在高 pH组之间差异显著, 低 pH组之间、

高 pH 与低 pH 组之间差异不显著, 这可能与低 pH

值组有效数据太少有关。 

实验共测得 49 尾鱼的 pH, 其中 pH 在 7.0 以上

的占 78%。作者发现, 活化率高、精子寿命长的大菱

鲆精液 pH 偏弱碱性, 即大菱鲆精子适宜在弱碱性环

境中活动。唐天德等 [14]认为, 鱼类精子均适于在中

性和偏碱性环境中活动, 酸性环境会破坏精子细胞, 

抑制精子活力。据报道 , 草鱼 (Ctenopharyngodon 

idellus)、鲤 (Cyprinus carpio)和乌鳢 (Ophiocephalus 

argus)等淡水鱼类精子活力最强时的适宜 pH 值均在

7.5~9.0, 即在弱碱性范围内 [15], 眼斑拟石首鱼

(Sciaenops ocellatus) 、 点 带 石 斑 鱼 (Epinephelus 

coioides)等海水鱼类精子活力最适 pH 范围分别是

6.5~8.5、6.5~8.0, 也在弱碱性范围内 [16-17]。在本试
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验中大菱鲆精子活力最强时的 pH 为 8.0, 这一结果

与其他鱼类一致。实验发现激活 30s 时, 在较低 pH

组的样品中也有运动特征参数值较高的样品, 且这

些精子的各运动特征参数均处于较高水平, 但是与

高 pH下同等活力的样品相比, 它们的寿命却明显缩

短, 即低 pH的精子激活后虽然在短期内活力较高但

持久性较差。实验过程中还发现采集精液时尿液掺

入会显著降低 pH和精子活力甚至杀死精子, 因此生

产中采集精液时应避免尿液的掺入。 

将精子运动时间和活化率综合考虑能更好地反

映精子的运动能力。实验发现, 随着激活后时间的推

移, 精子活化率明显下降, 4 家公司精液质量的差异

可能是由于饲养条件不同所导致的。值得一提的是, 

作者发现同一地点 2 次取样精子质量差异较大, 第

二次明显好于第一次, 两次取样时间分别是大菱鲆

产精初期和中期, 间隔 1个月左右, 说明大菱鲆繁殖

期中期精液质量高于初期, 这与韩明明等[18]研究结

果相一致。 

通过作者的研究发现, 甘油的加入延长了精子

激活后的运动时间, 最适浓度为 100 mmol/L, 浓度

过低或过高都会降低精子寿命。在精子活力维持方

面, 已知糖类(如葡萄糖、果糖)等外源物质能够促进

精子的活力[7-8], Gardiner [19]认为, 体外受精鱼类精

子具有三羧酸循环代谢的能力。鱼类可以通过氧化

作用利用细胞外源性碳水化合物, 尤其是葡萄糖、半

乳糖和果糖[20]获得能量。而精子细胞内的甘油氧化

分解产生的中间产物能够参与糖酵解过程, 提供能

量, 促进精子活力的维持[9-11]。因此, 推测外源甘油

能够在大菱鲆精子激活时迅速进入精子细胞并被精

子细胞氧化分解 , 提供能量 , 从而延长精子激活后

的运动时间。 

4  结论 

实验检测了采自 4个养殖场共 5批大菱鲆精子 8

个运动特征参数, 其中平均曲线运动速度、平均直线

运动速度、平均路径速度、精子头侧摆幅度、精子

平均鞭打频率与精液 pH或活化率成正相关关系, 运

动的直线性、运动的前向性、运动的摆动性与精液

pH或活化率相关性不显著。 

实验发现活化率高、精子寿命长的大菱鲆精液

pH 偏弱碱性, 即大菱鲆精子适宜在弱碱性环境中活

动。某些低 pH的精子激活后虽然在短期内活力较高

但持久性较差。尿液会显著降低精液的 pH和精子活

力, 甚至杀死精子。大菱鲆繁殖期中期精液质量高于

初期。 

甘油的加入延长了精子激活后的运动时间, 最

适浓度为 100 mmol/L。作者推测外源甘油能够在大

菱鲆精子激活时迅速进入精子细胞并被氧化分解 , 

提供能量, 从而延长精子激活后的运动时间。 
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Abstract: This study investigated the relationship between semen quality and pH of turbot (Scophthalmus maximus) 

and the impact of glycerin on turbot sperm activation using turbot sperm from different hatcheries (A, B, C, and D) 

through the computer-assisted sperm analysis (CASA) system. The results showed that sperm motility rates were 

different in the four hatcheries, A2 > A1 > D > C > B. The predicted sperm longevity times were 11.7, 7.1, 6.8, 4.6, 

and 3.3 min, respectively. 

The motility rates of turbot sperm significantly positively correlated with VCL, VSL, VAP, ALH, and BCF (P < 

0.05), but no significant correlation was observed with LIN, WOB, and STR. We found that the pH of turbot sperm 

significantly positively correlated with motility, VCL, VSL, VAP, ALH, and BCF(P < 0.05), whereas no significant 

correlation was found with LIN, WOB, and STR. In addition, high-quality sperm exhibited a weak alkalinity with a 

pH of 8.0. 

We also found that an appropriate concentration of glycerol (100 mmol/L) in sea water was useful for main-

taining the longevity. 
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