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凡纳滨对虾人工授精的初步研究

赖秋明, 王海石, 符孔忠

(海南大学 海洋学院, 海南 海口 570228)

摘 要:以未交配的成熟雌性亲虾和脱落精荚为实验材料 ,采用不同精荚破裂处理、不同基础

液释出精子、不同保存时间的脱落精荚和不同授精密度进行凡纳滨对虾的人工授精实验。

实验结果表明,凡纳滨对虾 ( L itop enaeus vannamei )脱落精荚的精子在生理功能上是成熟

的,可以使卵子受精, 受精卵发育正常并孵出无节幼体。网搓法进行精荚破裂处理对精子损

伤较少,人工授精的效果比研磨法好;用生理盐水作为基础液释出精子进行人工授精的效果

比海水略好;精荚冷冻保存时间越长, 其人工受精的效果越差;凡纳滨对虾的精子不具鞭毛,

没有运动能力,人工授精的卵子受精率很大程度上取决于精子在水中的密度, 增加精子密度

可获得较高的无节幼体产量。
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  凡纳滨对虾( L itop enaeus v annamei )属对虾科、

对虾属、白对虾亚属, 俗称南美白对虾,联合国粮农组

织定名为Whit e- leg shr imp(白脚虾) [ 1] , 是当今世界

养殖产量最高的三大对虾品种之一。凡纳滨对虾的

头胸部较小,出肉率高( 53. 03% ~ 53. 81% ) , 蛋白质

含量和必需氨基酸指数等营养指标均高于其它对

虾[2]。凡纳滨对虾个体大, 生长快, 对环境的适应能

力强,适合开展高密度养殖, 驯化后可在盐度为 2 以

上的水中饲养[3] ,具有较好的养殖潜力。凡纳滨对虾

自 1988 年初次引进我国,现已成为我国沿海及内陆

地区对虾养殖的主要品种。

  1994 年我国已突破了凡纳滨对虾的全人工繁殖

技术,经过多年的摸索, 工厂化育苗技术日趋成熟,苗

种的批量化生产有力推动了我国凡纳滨对虾养殖业

的发展。凡纳滨对虾具有开放型纳精囊,其交配行为

通常发生在性腺成熟雌虾产卵前的 4~ 12h, 交配行

为是在雌虾硬壳状态下完成, 交配后的精荚依靠自

身的粘性贴在雌虾第 4~ 5 对步足之间的纳精囊位

置,交配后的雌性亲虾排卵时,精荚内的精子同时释

放,精卵在水中完成受精作用[4, 5]。在凡纳滨对虾人

工繁殖生产中,由于精荚易脱落, 成熟雌虾的自然交

配率通常在 50% ~ 60% , 但是没有交配的成熟雌性

亲虾当晚照常产卵, 这就意味有 40% ~ 50%的亲虾

资源是浪费的, 严重影响了孵化场的无节幼体产量

和效益。在中南美洲,有的对虾繁殖场采取精荚人工

移植技术弥补亲虾自然交配率低的问题, 但因凡纳

滨对虾是开放型的纳精囊, 精荚粘附在雌虾纳精囊

位置上极易脱落,操作技术难度较大且效果不佳。本

研究利用亲虾交配池自然脱落的精荚和没有交配的

成熟雌性亲虾进行人工授精试验,探索提高无节幼体

产量、降低生产成本的途径和方法。

1  材料与方法

1. 1  精荚与成熟雌性亲虾
  实验用的凡纳滨对虾精荚和成熟雌虾采自海南
康达实业有限公司的对虾繁殖基地,精荚为交配池自

然脱落的精荚 ,成熟雌性亲虾的体质量为 45~ 50 g。

1. 2  精荚的收集保存
  每天 20: 00~ 23: 00, 从亲虾交配池底部收集自

然脱落的精荚 ,用清洁海水或生理盐水冲洗干净, 放

置在洁净的玻璃器皿中, 加入适量的生理盐水, 放入

- 5 e 的恒温冰箱中保存, 使用前在 30 e 的环境下复
苏。

1. 3  精荚的破裂处理
  网搓洗法 :将精荚放入 200 目的筛绢网袋中, 放

入盛有清洁海水或生理盐水的桶内用手搓洗,让精子

释出, 取样于血球计数板中, 在显微镜下计数并推算
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精子密度。

  研磨法:将精荚放入玻璃研钵中,一边轻轻研磨

一边注入少量的生理盐水, 让精子释出, 取样于血球

计数板中,在显微镜下计数并推算精子密度。

1. 4  人工授精
  于当晚 23: 00挑选 20 尾没有交配的性腺成熟的

雌性亲虾放入一个面积 8 m2 , 注入海水深度 120 cm,

容积 9. 6 m3的产卵池, 池内微弱充气增氧, 水温调控

在 28~ 30 e 。当发现个别亲虾游至水面产卵时, 即

将预先准备好的精子释出液泼入产卵池进行人工授

精。亲虾产卵通常集中在凌晨 1: 00~ 2: 00, 在此时

间段内将精子释出液分 3 次泼入产卵池, 翌日早上

6: 00~ 7: 00, 通过人为搅动孵化池水体, 让卵子均匀

分布于水体中, 然后从孵化池取水样计算卵的密度

和卵的数量;下午 15: 00 用 200 目筛绢网进行排水收

集无节幼体,并计算无节幼体的数量。

1. 5  人工授精实验
  实验一:将当晚收集的精荚, 分别采用生理盐水

网搓洗法、海水网搓洗法、生理盐水研磨法和海水研

磨法 4 种不同精子释出方法进行人工授精的对比试

验。每一种处理选用未交配的成熟雌性亲虾 20 尾,

卵的数量 3. 04 @ 106~ 3. 60@ 106粒;分别用 4 种不同

的方法将 40 个精荚的精子释出后, 根据精子密度求

算精子释出液的用量, 使各产卵池水中精子密度达

到 100个/ mL ,该实验设置 4 个重复。

  实验二: 将凡纳滨对虾的精荚放入盛有少量生

理盐水的烧杯中, 放置在- 5e 的冰箱内冷冻保存
24h 和 48h, 然后分别用当晚收集的精荚、冷冻保存

24h 的精荚和冷冻保存 48 h 的精荚, 采用生理盐水

网搓洗法释出精子进行人工授精的对比试验。每一

种处理选用未交配的成熟雌性亲虾 20 尾, 卵的数量

3. 10@ 106~ 3. 45@ 106粒;取 3 种不同保存时间的精

荚各 20 个, 采用生理盐水网搓洗法释出精子,根据精

子密度求算精子释出液的用量, 使各产卵池水中精

子密度达到 100 个/ mL ,该实验设置 3 个重复。

  实验三: 将当晚收集的精荚, 采用网搓法进行精

荚破裂处理,以生理盐水作为基础液释出精子, 分别

以不同的精子密度进行人工受精的对比试验。每一

种处理选用未交配的成熟雌性亲虾 20 尾, 卵的数量

3. 16@ 106~ 3. 52 @ 106粒, 分别取精荚 20, 40 和 60

个用生理盐水网搓洗法释出精子, 根据精子密度求

算精子释出液的用量, 使各产卵池水中精子密度分

别达到 50, 100 和 150 个/ mL ,该实验设置 3 个重复。

2  结果与分析

2. 1  精荚破裂处理方法对人工授精效果的
影响

  本实验利用在凡纳滨对虾亲虾交配池收集的自
然脱落精荚, 以 4 种不同的精荚破裂处理方法释出精

子进行人工授精的对比试验。图 1 显示的实验结果

表明, 每一个试验池均可孵化无节幼体,说明凡纳滨

对虾自然脱落精荚的精子在生理功能上是成熟的,即

精子无需/ 获能0就可以使卵子受精,受精卵发育正常

并孵出无节幼体[ 6]。从人工授精的生产效果看,其中

以生理盐水网搓洗法释出精子的人工授精效果最好。

虽然各池的产卵量接近, 水中精子密度相同, 但以生

理盐水网搓洗法释出精子的授精效果远高于其它 3

个处理组, 孵出无节幼体的平均产量为 6. 575 @ 105

尾, 卵子的孵化率为 19. 6% ; 其次为海水网搓洗法,

卵的孵化率为 16. 6% ; 生理盐水研磨法和海水研磨

法的授精效果较差, 卵的孵化率分别为 16. 0% 和

14. 6%。我们认为, 其原因可能是网搓洗精荚时, 释

出的精子能及时透过网目,搓洗过程中对精子损伤较

小; 研磨法要让精子充分释出, 要求研磨程度较高,时

间长, 因而对精子的损伤作用较大。

图 1  不同精荚破裂处理方法的人工授精效果

Fig. 1  Art ificial ins eminat ion ef ficiency of dif f erent

spermatophore squeezing meth ods

  与此同时 ,用生理盐水作为基础液释出精子的人

工授精效果比清洁海水释出精子的效果要略好,原因

可能是生理盐水的渗透压与凡纳滨对虾体液的渗透

压比较接近, 起到缓冲介质和保护精子的作用, 比海

水更利于延长精子的寿命,从而提高卵子的受精率和

孵化率。

2. 2  精子密度与无节幼体产量的关系
我们采用 50, 100 和 150 个/ mL 3 种精子密度进

行人工授精试验, 结果见图 2。实验结果显示, 在体

积相同、布卵数量接近的产卵池中, 精子密度越大,孵

出无节幼体的产量越高,无节幼体产量与精子密度呈

正相关。凡纳滨对虾的繁殖为体外受精, 体外发育,

自然交配的成熟雌虾, 卵子排出时, 经过精荚的豆状
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部,精子就以刺突附于卵子表面,数量一般为 10~ 20

个,精子通过顶体反应时与卵子表面结合, 进入卵子

完成受精作用[6, 7]。由于每个精荚所含的精子数量

大致相近,大约在 3 000 万个左右[8] , 雌性亲虾的产

卵量通常只有 7@ 104~ 30 @ 104粒, 所以自然授精的

受精率通常高达 90%。但人工授精的情况有所不

同,凡纳滨对虾的精子不具鞭毛, 小尾巴缺乏运动能

力而不能主动接近卵子 ,精卵相遇的机会大大减少,

卵的受精率远远低于自然授精的受精率。因此,增加

水中的精子密度, 可在精子有效受精期内增加精子

与卵子相遇受精的机会, 从而提高卵的受精率和无

节幼体的产量。

图 2  不同精子密度的人工授精效果

Fig. 2  Art if icial in sem inat ion ef ficiency w ith dif f erent

densit ies of sperm atozoa

2. 3  精荚冷冻保存时间与人工授精效果的
关系

  本实验分别用当晚收集、保存 24 h 和保存 48 h

的自然脱落精荚进行人工授精的对比试验。图 3 的

实验结果表明,凡纳滨对虾的精荚经冷冻保存 24, 48 h

图 3  不同保存时间精荚的人工授精效果

Fig. 3  Art if icial in sem inat ion ef ficiency w ith dif f erent

preserved times of spermatophores

后, 再在室温条件下解冻复苏, 其精子仍有受精能力,

精荚冷冻保存时间越长,其人工授精的效果越差。分

析其原因可能是冷冻保存过程中,因实验条件限制,

没有考虑冷冻速率、复苏方法等因素, 导致部分精子

不能正常复苏。另外, 可能是因为精莢冷冻保存的温

度不够低, 导致精子随着保存时间的延长其存活率下

降。如果贮存温度、冷冻速率、稀释液的化学成分、卫

生条件和复苏方法等关键因子控制适当,精子冷冻保

存同样可以保持较高的受精率。中国科学院海洋研

究所曾经做过中国对虾精子超低温保存的研究,他们

用天然海水作为基础液释出精子, 并往其中加抗冻

剂, 将精子放于液氮中超低温 ( - 196 e )保存 94~

138 d, 在室温下解冻后做人工授精试验 ,最高受精率

达 59% [ 7]。

3  小结

  用网搓法和研磨法破裂处理精荚释出的精子用
于人工授精均可孵化无节幼体。表明凡纳滨对虾脱

落精荚的精子在生理功能上是成熟的, 即精子无需

/ 获能0就可以使卵子受精,受精卵发育正常并孵出无

节幼体。网搓法进行精荚破裂处理对精子损伤较小,

人工授精的效果比研磨法明显要好。

  生理盐水的渗透压与凡纳滨对虾体液的渗透压
比较接近, 起到缓冲介质和保护精子的作用, 用生理

盐水作为基础液释出精子的人工授精效果比清洁海

水释出精子的效果略好。

  精荚冷冻保存时间越长, 其人工授精的效果越

差。若能改进精荚冷冻前和解冻的处理技术,进一步

降低精荚的保存温度, 可望获得更好的人工授精效

果。

  凡纳滨对虾的繁殖为体外受精,体外发育。因为

凡纳滨对虾的精子不具鞭毛,不能依靠自身的运动去

主动接近卵子 ,人工授精时, 卵子的受精率很大程度

取决于精子在水中的密度, 受精率远比自然授精的

低。因此, 增加精荚用量或减少产卵池的海水体积,

可有效提高产卵池中精子密度, 增加精卵结合的机

会, 进而提高人工授精的效果。本实验我们多次进行

精子密度的观察计数,一个成熟饱满的精莢通常可以

释出 2. 4 @ 107 ~ 2. 6 @ 107个精子, 产卵池精子密度

要达到 150 个/ mL, 每立方水体使用精荚 6~ 7 个。

根据本次实验的结果, 我们认为,要获得较理想的人

工授精效果, 每立方米的产卵池水体所使用精莢的数

量不应少于 6个, 究竞以多大的精子密度可获得最佳

的人工授精效果,尚有待今后进一步的研究。
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Abstract: In hatchery seed product ion of L itop enaeus vannamei , due to the drop-o ff of the spermato-

phor es in mat ing pr ocess, the impregnating r ate o f matured females is usually low , r ang ing form 50% to 60% ,

resulting in the w ast e of r esour ce and increase o f production cost. In the pr esent study, matur ed vir g in females

were artif icially inseminated wit h the spermatozoa fr om dropped spermatopho res obtained using different sper-

matopho re squeezing met hods, tr eated using differ ent medium solutions, pr eser ved for differ ent dur ations of

time, and inseminated at differ ent densit ies. The r esults show ed that the spermatozoas from the dropped sper-

matopho res were physiolo gica lly matur ed and able to fer tilize eggs and produce no rmal nauplii. Squeezing sper-

matopho res using screen net had less damage to spermato zo a and better artificial insemination efficiency than u-

sing gr inder s. Physio lo gical saline as dilution medium produced better ar tificial insemination efficiency than

seaw ater, while longer pr eser vation per iod for spermatopho res caused low er artificial insemination efficiency .

Due to zer o flag ellum and movability of L itop enaeus v annamei spermato zo a, the fert ilization r ates to a g reat ex-

tent depended upon the spermatozoa densit y in w ater , incr easing fert ilization r ate and nauplii product ion w ith

incr easing density of spermatozoa.
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