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渗透压、pH、葡萄糖及离子溶液对夏牙鲆精子激活及运动特

征的影响 
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摘要: 作者通过渗透压计分别测定各溶液的渗透压值, 通过 CASA 精子分析系统, 测定精子运动参数, 

分析、比较了渗透压、pH、葡萄糖及离子溶液对夏牙鲆(Paralichthys dentatus)精子激活及运动特征的

影响。结果表明: 夏牙鲆精子激活的渗透压范围为 581~1260 mosm/kg; 在特定的渗透压范围内(单位为

mosm/kg), A 组(581~650), B 组(762~877), C 组(931~1060), D 组(1117~1260)中, 与 NaCl 和 KCl 溶液相

比较 , 葡萄糖溶液可以显著提高夏牙鲆精子激活后的运动率 ; 在相对高渗条件下 (1091~1180), 经

CaCl2400、EGTA400 和无 Ca2+人工海水激活的夏牙鲆精子运动率存在显著差异; 且夏牙鲆精子最适的

激活 pH 范围是 7~7.5。综上, 激活剂的渗透压决定了夏牙鲆精子能否激活并显著影响了激活后精子的

运动率, 同时葡萄糖、外源 Ca2+及 pH 均在一定程度上影响了精子的运动率。  
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夏牙鲆 (Paralichthys dentatus)隶属于硬骨鱼纲

(Osteichthys)、鲽形目(Peuronetiformes)、鲽亚目(Plenr-

onectoides)、鲆科(Bothidae)、牙鲆亚科(Paralichthyinae)、

牙鲆属(Paralichthys), 学名大西洋牙鲆, 犬齿牙鲆。主要

分布于北美洲大西洋沿岸, 因其肉质细嫩, 营养丰富, 生

长快, 且耐高温, 所以具有较高的经济价值 [1]。 

鱼类精子的活力不仅与自身质量有关, 而且与

渗透压、pH及离子等环境因子密切相关[2-6]。体外受

精的鱼类 , 精子在精浆中(等压等渗条件)是静止不

动的。在淡水鱼类中, 淡水(相对低渗)可使精子激活, 

如斑马鱼 (Danio rerio)[2] 和玛瑙石脂鲤 (Brycon 

opalinus)[3]等, 而在海水鱼类中, 海水(相对高渗)才

能使精子激活。鲷科(Sparidae)鱼类中的研究表明 , 

水通道蛋白在渗透压启动精子激活过程中起到了重

要作用 [4]。此外 , 在鲑科 (Salmonidae)鱼类及鲟科

(Acipenseridae)鱼类中[5-6], K+在精子激活过程中起到

了关键作用 , 精浆中高浓度的 K+抑制精子的运动 , 

环境中 K+浓度的降低使 K+通过特定的膜通道外流, 

引起细胞膜超极化 , 从而使精子激活。有关鲱鱼

(Clupeidae)的研究则发现 , 其精子的激活呈现趋化

性, 需要卵释放一种精子激活多肽(HSAPS)[7]。有关

精子激活的研究, 在人、鼠等哺乳动物中相对较多, 

且较成熟, 继通过膜片钳技术发现精子激活时内部的

钙电流直观表现之后, 又发现了 Catsper这一特有的精

子钙通道[8], 且在近两年相继证明了该通道在介导孕

酮信号受精时的巨大作用[9-10]。在欧洲鳗鲡(Anguilla 

anguilla)上的最新研究表明[11], 精子激活后, 细胞内的

Ca2+ 和 K+浓度升高, 而细胞内 pH 逐渐降低。但是关

于海水鲆鲽鱼类的精子激活相关研究却鲜有报道。 

本试验拟通过研究渗透压、pH、葡萄糖及离子

溶液等环境因子对夏牙鲆精子活力的影响, 初步阐

明影响鲆鲽鱼类精子激活的决定因素, 以期为海水

鱼类精子的激活机制提供参考, 有助于优化种质保
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存及育苗生产, 同时也将有益于鱼类精子生物学和

繁殖生物学特性的深入研究。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用夏牙鲆精液取自山东东方海洋科技

股份有限公司繁殖季节的亲鱼(2012 年 4 月)。采用

腹部挤压法获得若干亲鱼的精液 , 分别进行镜检 , 

将活力>于 80%的个体精液选出 , 预混 , 进行后续

试验。  

1.2  不同离子及非离子溶液的配置 

配置 3 种单一组分溶液: NaCl、KCl 和葡萄糖, 

浓度分别为 50、100、150、300、400、500、600、

800、1 000 mmol/L, 共计 9个梯度(表 1)。 
 
表 1  不同溶液的渗透压(mosm/kg) 
Tab.1  The osmolality of the solutions of different concentrations 

激活剂浓度(mmol/L) NaCl(mosm/kg) KCl(mosm/kg) 葡萄糖(mosm/kg) CaCl2(mosm/kg) EGTA(mosm/kg)

50 130 130 85 168 * 

100 219 222 134 304 * 

150 310 322 185 457 * 

300 585 581 341 869 707 

400 762 775 438 1180 1146 

500 949 931 556 1482 1394 

600 1122 1117 650 1653 1536 

800 1476 1464 877 2293 2179 

1000 1825 1782 1060 * * 

1200 * * 1260 * * 

注: *表示实测渗透压超出检测量程上限 
   

同时设无Ca2+/K+/Mg2+/HCO3
-的 4种单一离子缺

陷型人工海水(人工海水配方参考张莲蕾 [12])、天然

海水等溶液组。所用药品均为国药分析纯、超纯水

配制。 

不同 pH 组天然海水的 pH 值分别为 6.0、6.5、

7.0、7.5、8.0、8.5、9.0(分别用 0.01 mol/L HCl溶液

或 0.01 mol/L NaOH溶液进行 pH调整)。 

1.3  CASA 活力检测 

分别用 1.2中的溶液作用于夏牙鲆精子, 初步筛

选出精子可以激活的溶液浓度和渗透压范围, 然后

再精细测定在可激活渗透压范围下的精子运动参

数。通过计算机辅助精子分析系统  (computer-ass-

isted sperm analysis, CASA), 0~300 s内, 每隔 30 s测

定采集一次精子运动参数。每次测量 5~6个重复, 每

个重复检测 3 个视野。分析、比较不同溶液对夏牙

鲆精子激活及运动特征的影响。 

1.4  渗透压测定 

通过渗透压计对所配置的不同溶液进行渗透压

测定(表 2)。渗透压计型号 : Osmolality—mosm/kg, 

The Fiske Micro—Osmometer Model 210。 
 

表 2  12 种不同浓度溶液的渗透压范围 
Tab. 2  The osmolality range of the solutions of different concentrations 

溶液种类及浓度(mmol/L) 
组别 

NaCl KCl 葡萄糖 
相似渗透压(mosm/kg) 

A 300 300 600 581~650 

B 400 400 800 762~877 

C 500 500 1000 931~1060 

D 600 600 1200 1117~1260 

 
当单一组分溶液 : NaCl 和 KCl 溶液的浓度是

300 mmol/L, 葡萄糖溶液的浓度为 600 mmol/L时(3

种溶液渗透压相似), 简写为 NaCl300-KCl300-葡萄

糖 600, 并列标记为 A组, 其他依次类推。 

激活剂浓度为 NaCl300-KCl300-葡萄糖 600、

NaCl400-KCl400-葡萄糖 800、NaCl500-KCl500-葡萄
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糖 1000-和NaCl600-KCl600-葡萄糖 1200分别标记为

A/B/C/D 4组, 单位为 mmol/L。 各组中每种溶液(单

一组分)的渗透压值相似。 

CaCl2溶液浓度为 400 mmol/L时简写为 CaCl2400 

(1180 mosm/kg), EGTA的溶液浓度为 400 mmol/L时

简写为 EGTA400(1146 mosm/kg)与无 Ca2+人工海水

渗透压(1091 mosm/kg)相似。比较在相似渗透压下, 

外源 Ca2+对夏牙鲆精子激活的影响。 

此外, 天然海水渗透压为 939, 人工海水为 1131, 

人工海水无 K+为 954, 人工海水无 Mg2+为 1029, 人

工海水无 HCO3
–为 1114, 单位为 mosm/kg。 

1.5  数据结果统计分析 

精子活力通过精子分析系统(CASA)采集。利用

SPSS 18对数据结果进行显著性检验, P<0.05 表示具

有显著性差异。描述性统计量用平均值±标准差表示。 

2  结果与分析 

2.1  渗透压对夏牙鲆精子激活和运动特征

的影响 

2.1.1  夏牙鲆精子激活 1 s 时, 不同渗透压下的运

动率 

当NaCl和KCl离子溶液浓度在300~600 mmol/L, 

葡萄糖溶液的浓度在600~1 200 mmol/L时, 均可将夏牙

鲆精子激活, 也就是渗透压<581 或者>1 260 mosm/kg

的不同离子溶液或者葡萄糖溶液, 均不能将夏牙鲆

精子激活(运动率为 0)。夏牙鲆精子激活的渗透压范

围为581~1 260 mosm/kg, 运动率可达35.27%±11.61 %~ 

85.25%±9.16%。在激活启动, 即激活 1 s时, 激活范

围内的相似渗透压下, A组(581~650), B组(762~877), 

C组(931~1 060), D组(1 117~1 260)4组, 每组 3种溶

液, 共 12种溶液(表 1), 通过比较发现, NaCl和葡萄

糖对于夏牙鲆精子的激活明显优于 KCl, 且随着渗

透压增大, 显著性增强(图 1)。 

2.1.2  夏牙鲆精子激活 30 s 时, 不同渗透压下的运

动率情况 

通过 CASA 精子辅助分析系统对精子的运动率

进行检测, 由于瞬间激活时即激活 1 s 时运动过快, 

捕捉不够精确, 作者认为取激活后 30 s 时更能代表激

活的一个稳定状态, 所采集到的数据更加具有说服力。 

研究结果表明: 在 30 s 时, 在相似的渗透压下, 

A, B, C, D 组, NaCl、KCl、葡萄糖三者比较, 葡萄糖

对夏牙鲆激活及运动特征的影响优势非常显著(图 2)。

A组, 在相对低渗条件下, 葡萄糖作用下的精子运动 

 

图 1  不同渗透压下 NaCl, KCl及葡萄糖处理组的精子运

动率(激活 1s) 

Fig. 1  Sperm motility in NaCl, KCl and glucose solutions 
under different osmolality (1 s after activationed) 

 

图 2  不同渗透压下 NaCl、KCl及葡萄糖处理组的精子运

动率(激活 30 s) 

Fig. 2  Sperm motility in NaCl, KCl and glucose solutions 
under different osmolality (30 s after activationed) 

 

率可以达到 78.86%±6.70%, NaCl作用下为 62.64%± 

8.61%, KCl作用下仅为 57.62%±4.04%。D组, 在相

对高渗条件下 , 葡萄糖作用下的运动率可以达到

78.86%±6.70%, NaCl 作用下为 48.58%±9.44%, 而

KCl作用下仅为 26.35%±10.04%, 差异显著。 

2.1.3  夏牙鲆精子激活 300s 时 , 不同渗透压下的

运动率 

在激活 300 s以后, 葡萄糖溶液激活后的精子运动

率显著高于 NaCl、KCl, 优势非常明显, 且随着渗透压

的增加, 优势愈加显著。A组中, NaCl300-KCl300-葡萄

糖 600 mmol/L, 渗透压为 581~650 mosm/kg, 运动率

为 6.85%±1.61%~29.91%±5.53%; D 组中, NaCl600- 

KCl600-葡萄糖 1 200 mmol/L, 渗透压为 1 117~ 

1 260 mosm/kg, 运动率为 4.16%±0.75%~18.31%± 

0.22% (图 3)。 

2.2  pH 对夏牙鲆精子激活和运动特征的

影响 

pH6~9范围内, 在激活 30 s时, pH7.5的天然海

水作用下 ,  精子运动率最高 ,  为 69.65%±6.52%,  
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图 3  不同渗透压下 NaCl, KCl及葡萄糖处理组的精子运

动率(激活 300 s) 

Fig. 3  Sperm motility in NaCl, KCl, and glucose solutions 
under different osmolality (300 s after activationed) 

 

pH8.5 的天然海水作用下, 运动率最低, 为 41.43%± 

2.99%。激活后 30、60、90 s 时, 在 pH 为 7 及 7.5

天然海水作用下, 运动率显著高于其他 pH的作用。

在 180~300 s内, 不同 pH的天然海水对运动率的影

响差异不显著。夏牙鲆精子的最适激活 pH为 7~7.5, 

且对 pH的变化较敏感(图 4)。 

 

图 4  pH对精子活力的影响(激活 0~300 s) 

Fig. 4  Effects of pH on sperm motility (0–300 s after 
activationed) 

 

2.3  离子对夏牙鲆精子激活和运动特征的

影响 

2.3.1  天然海水、人工海水、无 Ca2+/K+/Mg2+/HCO3
–

的人工海水激活作用下 , 运动率在 0~300 s 

内的变化 

激活后的 1、90、180 s时, 在天然海水作用下, 

夏牙鲆精子激活后运动率均显著高于其他单一离子

缺陷型人工海水及全人工海水。在激活后 0~300 s内, 

人工海水无 Ca2+作用下, 夏牙鲆精子的运动率均显

著低于天然海水 , 但与其他溶液的作用相比较 (无

Mg2+人工海水除外), 运动率均无显著性差异。由此

说明 , 相对于天然海水 , 人工海水中的 Ca2+, K+, 

HCO3
–在精子激活中很重要, 而 Mg2+对运动率的影

响不显著(图 5)。 

 

图 5  天然海水、人工海水及无 Ca2+/K+/Mg2+/HCO3
−人工

海水对精子活力的影响(激活 0~300 s) 

Fig. 5  Effects of natural seawater, artificial seawater and 
artificial seawater without Ca2+/K+/Mg2+/HCO3

−- on 
sperm motility (0–300 s after activationed) 

 
2.3.2  相似渗透压下, CaCl2400/ EGTA400/无 Ca2+

人工海水作用下精子的运动率变化 

相似渗透压(1091~1180 mosm/kg)下, EGTA400, 

CaCl2400, 无 Ca2+人工海水对夏牙鲆精子激活和运

动特征的差异显著, 在相对高渗条件下, 外源 Ca2+

在激活和运动过程中不但没有使运动率提高, 反而

降低。在 CaCl2400 作用 120 s 后, 精子运动率仅为

5%左右(图 6)。 

 

图 6  CaCl2400、EGTA400和无 Ca2+人工海水对精子活力

的影响(激活 0~300 s) 

Fig. 6  Effects of CaCl2400, EGTA400 and artificial  seawater 
without Ca2+ on sperm motility (0–300 s after acti-
vationed) 

 

3  讨论 

3.1  相似渗透压下, 不同浓度的 NaCl、KCl
和葡萄糖溶液对精子活力的影响 

大部分硬骨鱼类的精子在精巢的等渗环境下是

静止不动的。精子的激活发生在排放到外界环境以

后 , 淡水鱼的精子是排放到低渗的溶液中 , 而海水

鱼的精子是排放到高渗的溶液中启动激活的。然而, 

不同的离子溶液及葡萄糖溶液对于鱼类精子激活及
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运动特征的影响具有种的特异性。本研究表明, 在相

似渗透压下, 与 NaCl 和 KCl 相比, 葡萄糖可以显著

提高激活后的运动率 ; 且随着渗透压增大 , 葡萄糖

的优势愈加明显。葡萄糖在淡水鱼类如中华鲟

(Acipenser sinensis)[13], 和凹目白鲑 (Coregonus au-

tumnalis)[14], 精子激活和运动的作用显著 , 可以显

著延长运动时间和寿命。Gardiner[15]认为, 体外受精

鱼类的精子具有三羧酸循环代谢的能力, 能够通过

氧化作用对细胞外源性葡萄糖加以利用, 以此来补

偿自身运动过程中所消耗的部分能量。然而, Bon-

darenko[16]的研究表明, 渗透压相似, 在葡萄糖溶液

作用下, 美洲红点鲑鱼(Salvelinus fontinalis)精子运

动率显著低于 Na+溶液, 细胞内外的 Na+交换对于精

子激活起着非常重要的调控作用。不同离子或者葡

萄糖溶液对鱼类精子激活的作用具有显著差异, 具

体的激活机制也可能存在种的差异性, 还有待进一

步研究。此外, Mannowetz[17]对小鼠的研究表明, 葡

萄糖对精子激活早期是 pH依赖性的, 并对精子震动

频率具有重要的影响。 

3.2  不同 pH 对精子活力的影响 

大多数鱼类精浆 pH偏碱性, 精子在中性或中性

偏碱性的溶液中活力较高。在本实验中, 研究结果表

明 pH在 6~9范围内, 30、60、90 s时, pH为 7~7.5

时, 夏牙鲆精子激活和运动特征最佳。淡水鱼类翘嘴

鲌红 (Erythroculter ilishaeformis)最适合的精子运动

的 pH 在 8.5[18]; 人工精浆中培养金鳟(Oncorhynchus 

mykiss)伪雄鱼精子, 在提高 pH 后其活力显著提高, 

寿命亦延长 [19]; 长鳍篮子鱼(Siganus canaliculatus)

和点篮子鱼(Siganus guttatus)最适 pH为 8[20], 圆斑星

鲽(Verasper variegatus)的最适 pH范围为 7~8[21], 过

酸性或过碱性的溶液都降低了精子活力。夏牙鲆精

子激活的 pH范围为中性偏碱性, 与其他鱼种已有研

究结果一致, 且对 pH 的变化较敏感。pH 敏感性的

变化对于鱼类精子最后的成熟与排放以及冷冻保存

过程的抗冻性可能具有一定的影响。  

3.3  外源 Ca2+对精子活力的影响 

EGTA400、CaCl2400 溶液、无 Ca2+人工海水对

于夏牙鲆精子激活和运动特征的影响差异显著。适

当浓度的 EGTA 溶液及无 Ca2+人工海水同样可以将

夏牙鲆精子激活, 且在 0~300 s内, EGTA400溶液、

无 Ca2+人工海水比 CaCl2400 溶液作用下, 精子运动

率高, 说明相似渗透压(可激活渗透压范围内相对较

高时)下, 外源 Ca2+在夏牙鲆精子激活和运动过程中, 

不能使其运动率提高, 但是可能对运动轨迹、直线

运动速率、路径运动速率、曲线运动速率等运动参

数具有一定的影响。鲤鱼是在不需要 Ca2+的低渗环

境中激活的, 当激活时有 Ca2+存在, 其精子运动轨

迹是环形的 , 且很快停止运动 , 处于静息状态 ; 而

Ca2+对虾虎和鲶鱼精子激活及运动过程与鲤鱼相比

差别很大[22]。所以, 外源 Ca2+在不同的鱼种精子激

活时所起的作用可能不同。在欧洲鳗鲡上的最新研

究表明[11], 精子激活后, 细胞内的 Ca2+浓度增加。

夏牙鲆精子头部一般含有 2~5 个线粒体, 在激活过

程中, 精子内源性 Ca2+含量和状态变化目前还不是

很清楚。 

4  结论 

本研究结果表明, 渗透压是夏牙鲆精子激活的

决定性因素; 在相似渗透压下, 与 NaCl和 KCl相比, 

葡萄糖可以显著提高激活后的运动率; 而在较高的

可激活渗透压条件下, 外源 Ca2+使激活后的精子运

动率降低; 夏牙鲆精子最适激活 pH为 7.0~7.5, 且对

pH的变化较为敏感。 
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Abstract: In the present study, we evaluated the effects of osmolality, pH, glucose, and ion solutions on the sperm 

motility of summer flounder (Paralichthys dentatus) using a computer-assisted sperm analysis system. According to 

the results, the moderate osmolality for sperm activation was 581–1260 mosm/kg under the osmolality ranges as 

follows: among group A (581–650 mosm/kg), B (762–877 mosm/kg), C (931–1060 mosm/kg), and D (1117–1180 

mosm/kg). The glucose solution had an advantage over NaCl and KCl on sperm motility. Under high osmolality 

(1091–1180 mosm/kg), sperm motility significantly varied in EGTA400, CaCl2400, and artificial seawater without 

Ca2+. The optimum pH for the sperm activation of summer flounder was 7–7.5. In conclusion, the present study 

indicated that osmolality is the most pronounced factor influencing the sperm activation of summer flounder. Addi-

tionally, glucose, exogenous Ca2+, and pH influence sperm motility to different degrees. 
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