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扇贝精液超低温冷冻保存技术的研究
’

杨爱国 王清印 孔 杰 刘志鸿 刘 萍 王如才十

(中国水产科学研究院黄海水产研究所
, (青岛海洋大学水产学院 青岛

青岛 2 6 6 0 7 1)

2 6 6 0 0 3 )

提要 于 19 97 年 3 月一 19 9 7 年 5 月
,

取山东长岛和青岛太平角海区的虾夷扇贝和栉孔扇

贝
。

采用自然排放法和解剖法取精液
,

用 自然海水作基础溶液
,

采用不同的抗冻保护剂
、

冷冻

速度
、

平衡时间
,

对精子的存活率
、

受精率和孵化率进行了研究
。

结果表明
,

两种扇贝的精子以

自然海水为基础溶液
,

加 8%一10 % 的 D MSO 作为抗冻保护剂
,

距液氮表面 2 5c m
、

20c m
、

10c m

各停留 8而 n ,

移人液氮中保存 ; 解冻时
,

距液氮表面 10c m
、

15c m
、

20c m 各停留 6而n ,

7一 11 ℃流

水解冻
,

置 4℃ 20 m in
,

精子存活率为 80 %一90 %
,

受精率为 85 %一 95 %
,

孵化率为 70 %一85 %
。

关健词 虾夷扇贝 栉孔扇贝 精子 超低温保存

学科分类号 59 68
.
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海洋动物精液冷冻保存研究从 50 年代开始以来
,

主要集中在鱼类方面
,

并取得很大

成绩 (张轩杰
,

19 87)
。

而在 贝类方面研究较 少
,

只有 牡砺
、

杂色鲍等 (陈章波等
,

19 89
;

K泊ro k u ra 。t al
,

199 0)
。

近年来
,

为了提高 中国海水养殖 贝类的产量和质量
,

迫切需要为

遗传育种的研究工作不间断地提供配子材料
,

或克服不同种类 因繁殖期不同不能自然杂

交和地理隔离造成 的困难
。

目前
,

虾夷扇 贝和栉孔扇贝精液冷冻保存技术 的研究 尚未见

有关报道
。

本文就扇贝精液超低温冷冻保存进行研究
,

拟建立一套虾夷扇贝和栉孔扇贝

精液的超低温冷冻保存方法
,

以期为扇贝繁殖生物学
、

遗传育种
、

种质资源保护等提供技

术支持
。

1 材料与方法

L l 材料

实验用虾夷扇贝 (凡tin 叩
e e te n 少es s o n e sis )于 19 9 7 年 3 月 2 3 日一4 月 10 日取 自山东长

岛县海区
,

壳高 10一12 e m ;
栉孔扇贝 (Ch la柳

:
fa

r r e r i)于 19 9 7 年 5 月 1 0 日一 15 日取 自青岛

太平角海 区
,

壳高 6一7c m
。

材料取回后在本所小麦岛实验场 5耐水池内暂养
,

投喂三角褐指

藻
,

每天换水二次
,

每次 1 / 2
。

虾夷扇贝暂养 5一15d
;
栉孔扇贝暂养 3一5d

,

培养温度分别为

4一8℃和 14一 16 ℃
。

精子保存容器为 5耐 的加盖塑料管
,

最终保存体积为 3一4 m l
。

L Z 方法

L 2. 1 精液 收集与稀释 亲 贝采 用 自然 排放 法和 解剖法 取精液
。

以二 甲基 亚矾
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“
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(D M SO )和甘油为抗冻保护剂
。

以 自然海水为基础溶液
,

分别配制 2%一20 % 的二 甲基亚

矾和 1%一 10 % 的甘油
,

置于冰箱 (4 ℃ )预冷
,

然后与精液按 2
.

3 :l 一2. 4 :l 混合成精液稀释

液
,

置于冰箱 (4 ℃ )平衡 5而
n 、

1 0而n
、

2 0而n
、

2 5 m in
、

3 0而
n
或不经过平衡直接冷冻

。

L 2. 2 冷冻与解冻 将精液稀释液分别距液氮 (L从)表面 2 5c m
、

20c m
、

10 c m 各停留

Zm in
、

4而n
、

6而
n 、

8而n
、

10而
n 的冷冻速度预冷后浸人 L叹中保存

,

解冻时分别距 L巩表面

IOem
、

1 5 cm
、

2 0 em 各停留 2而
n 、

4而 n
、

6而n
、

sm in
、

10 m in 的解冻速度下解冻
,

然后用 自来

水 (7一 1 1℃ )流水解冻至刚融化 时置冷箱 (4 ℃ )放置 5而
n 、

1 0而n
、

1 5而
n 、

2 0而
n 、

3 0而
n
或

直接经显微镜观察
。

精子存活率用视野中运动精子 的百分率表示
,

精子持续 活动时间为

精子开始运动至 90 % 精子停止运动所经历的时间
。

L 2. 3 授精 将虾夷扇贝和栉孔扇贝刚产出的卵子分别置于 5 只 20 0m l容量的烧杯中
,

密度均为 3 0i nd / ml
,

分别加人不同密度的冷冻精液
,

lh 后计算受精率
,

至担轮幼虫期计算

孵化率
。

2 结果

2
.

1 自然海水作基础溶液的冷冻保存效果

以 自然海水作基 础溶液
,

添 加 10%
DM

SO 配制成稀 释液
,

冷冻速度为距 L巩表面

2 5 cm
、

Zo em
、

lo e m 各停留 8而
n ,

解冻速度为距 LN {表面 loem
、

Zoe m
、

2 5 c m 各停留 6而n
,

精

液的冷冻保存时间为 24 h
。

结果表 明
,

虾夷扇贝冻精存活率平均为 80 %一85 %
,

游动时间

平均达 2
.

5h
;
栉孔扇贝冻精存活率平均为 85 %一90 %

,

游动时间达 3
.

7ho

2. 2 不同抗冻保护剂对精子的保护作用

在常温下 (巧℃ )测试了两种扇贝精子对不 同浓度抗冻保护剂的毒性反应
,

结果表明
,

20 % 以上 D MS O 和 10 % 以上甘油均可对两种扇贝精子的存活率和持续活动 时间造成明

显的不良影响
。

以 自然海水为基础溶液
,

采用 20 % 以下的 D M SO
、

10% 以下甘油作抗冻保护剂
,

冷冻

速度为距 L凡表面 2 5c m
、

2 0c m
、

10c m 各停 留 8而
n ,

冷冻保存精液 24 h
,

解冻速度为距 L伙

表面 1 0 em
、

2 0 em
、

2 5 e m 各停留 6 m in
,

解冻后精子存活率和游动时间见表 l
。

虾夷扇贝
,

当 D M SO 浓度为 10 % 和 12 % 时
,

精子存活率最高
,

达 85 %
,

D MS O 浓度为

表 1 不同浓度的D MSO和甘油对精子的保护作用
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8% 时精子游动时间最长
,

达 2
.

5h
; 当甘油浓度为 4 % 时

,

精子存活率最高
,

为 55 %
,

甘油浓

度为 3% 时
,

精子游动时间最长
,

为 48 而n
。

栉孔扇贝
,

当 D M sO 浓度为 10 % 和 12 % 时
,

精

子存活率最高
,

达 90 %
,

D Mso 浓度为 8% 时
,

精子游动时间最长
,

达 3. 5 h ;
当甘油浓度为

5% 时
,

精子存活率最高
,

为 70 %
,

甘油浓度为 3% 时
,

精子游动时间最长
,

为 35 而no

2. 3 不同冷冻速度对精子存活率的影响

以 10 % 的 D MSO 作抗冻保护剂
,

自然海水为稀释溶液
,

采用不 同的冷冻速度冷冻精

液 3h
,

精子存活率见表 2
。

结果表明
,

两种扇贝的精液直接浸人 LN
Z
中

,

解冻后均不能成

活 ;
虾夷扇贝精子距叭表面 2 5 c m

、

2 0c m
、

10c m 各 8一 10而n 后再浸人叭中
,

解冻后精子

存活率最高
,

为 80 % ;
栉孔扇贝精子距 L凡表 面 25c m

、

2 0c m
、

10c m 各 8而
n 后再浸人 L凡

中
,

解冻后精子存活率最高
,

为 85 %
.

2. 4 不同解冻速度对精子存活率的影响

以 10% 的 D MSO 作抗冻保护剂
,

自然海水为稀释溶液
,

采用距LN {表面 25c m
、

20c m
、

10c m 各 8而n 后再浸人 L伙中的冷冻速度
,

解冻速度见表 2
。

结果表明
,

将冷冻精液直接从

液罐中移出其存活率均很低
,

两种扇贝均以第 4 组的存活率为最高
,

即移出 L凡后
,

在距其

表面 1 0c m
、

1 5c m
、

2 0c m 处各停留 6而n
,

自来水流水解冻后置冰箱 (4℃ )维持一定时间
,

虾

夷扇贝需 巧一20 而
n ; 栉孔扇贝所需时间稍长

,

为 20 一3 0 m ino

2. 5 降温平衡时间对精子存活率的影响

将虾夷扇贝和栉孔扇贝精液各分两组
,

采用相 同的稀释液
、

冷冻速度和解冻速度
,

在

表2 冷冻速度和解冻速度对扇贝精子存活率 (% )的影响

T ab
.

Z T七e e
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s
pe rm
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扇贝种类

虾夷扇贝

栉孔扇贝

l) 冷冻速度和解冻速度为距LN Z
表面2 5c m

、

2 0c m
、

10 cm 分别停留的时间

冷冻之前分别在冰箱 (4 ℃ )内经过 0一30而n 的平衡时间
,

以比较不 同平衡时间对冷冻精

子存活率的影响
。

结果表明
,

不经平衡和分别经 5而
n 、

10而n
、

15 m in
、

2 0面
n 、

2 5而
n 、

3 0而n

的平衡时间
,

解冻后虾夷扇贝的精子存活率均为 80 %一85 % ; 栉孔扇贝的精子存活率均为

表3 扇贝冷冻精液受精实验结果 8 5%一90 %
,

效果基本相 同
。

T a b
.

3 I七e fe rti lizati on te sts m sul ts o f e巧o Pm se rv ati on
s
pe

n llato z o a

精子密度
’) 虾夷扇贝 栉孔扇贝

受精率 孵化率 受精率 孵化率

l一3

3一5

5一7

7一9

10一 1 5

l) 以视野中每个卵子周围的精子数目表示

2. 6 冷冻精液授精实验

取经 L凡冷冻保存第 3 天的虾夷扇

贝精子及保存第 8 天的栉孔扇贝精子
,

与

各 自刚产出 的卵 子进行受精
,

结果见表

3
。

随着两种扇贝卵子周围精子数目的增

加
,

受精率提高
,

但孵化率下 降
,

从生产

角度考虑
,

以每个卵子周围的精子数 目

控制在每一视野中能见到 3一 5 个为宜
,

可获得较高 的受精率和孵化率
,

如超 出
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此范围
,

畸形胚胎数量明显增加
。

3 讨论与结论

1 1 稀释液

鱼类精子超低温冷冻保存研究起步较早
,

对扇贝精子的超低温冷冻保存技术研究有一

定的借鉴作用
。

与扇 贝相 比
,

鱼类精子分化程度较高
,

在超低温条件下
,

需添加适 当的稀释

液以保护精子免受低温造成的损伤
,

否则难以获得存活的精子 (Wi 创er et al, 19 6 7)
。

鱼用

稀释液包括基础溶液和抗冻保护剂两部分
,

其基础溶液 的配方较复杂 (O tt et al
,

197 1)
。

在本实验中
,

虾夷扇贝和栉孔扇贝使用 自然海水就获得了 良好的冷冻效果
。

目前
,

普遍采用

的抗冻保护剂为 D M SO 和甘油
,

D MS O 是淡水鱼类精子冷冻最有效 的抗冻保护剂 (王祖昆

等
,

198 4 ;
章龙珍等

,

1 9 9 4)
,

甘油被广泛应用于海水鱼类精子的冷冻保存 (Sco tt ‘t al, 19 80)
。

D MS O 作为虾夷扇 贝和栉孔扇贝精子的抗冻保护剂
,

效果优于甘油的抗冻效果
.

但是
,

D M S O 浓度如超过 20 %
,

对扇贝精子本身会起到伤害作用
。

实验证明
,

10 % 的 D M SO 是一

个高度有效浓度
,

不会因浓度过高而导致精子 中毒
,

又能起到良好的抗冻作用
.

3. 2 冷冻与解冻速度

适宜的冷冻速度和解冻速度是一个十分复杂的问题
。

一般说来
,

精子原生质浓度 比介

质高
,

冷冻速度过快
,

细胞内水分来不及外渗就被冻结成冰
,

在解冻时因细胞内冰晶的存在

造成细胞膜破裂而死亡
;
冷冻速度过慢

,

胞外介质中的水首先结冰
,

细胞会 因过度脱水而造

成伤害
。

在一定的冷冻速度下
,

精子细胞不形成细胞内冰晶又不过度脱水
,

解冻后精子才有

可能存活
。

解冻速度对精子存活率的影响与冷冻速度 同样重要
,

只有在一定的解冻速度之

下
,

精子才能存活
。

在本实验中
,

解冻速度对精子存活率的影响突出的表现在 0一4℃的温度

阶段
,

所有的实验组合
,

在 自来水流水解冻时
,

若快速通过 0一4℃
,

镜检精子结构均不完整
,

未见成活的精子
,

必须待精液刚刚开始融化时再于 4℃冰箱中保存一定时间
。

这与以往所报

道的牡砺
、

鲍等的解冻方法有所不同
,

不经此步骤也能达到 8 0%一90 % 的冻精成活率(张轩

杰
,

1987 )
。

本实验结果表明
,

两种扇贝精子需要基本相同的冷冻速度和解冻速度
,

说明这两

种扇贝精子细胞膜的通透性及对保护剂的毒性反应也大致相同
。

对于最适冷冻速度和解冻

速度的确定
,

尚需对两种扇贝精子细胞的生物学特性进行更深人的研究
。

3. 3 精子密度

虾夷扇贝和栉孔扇贝的生产实践表明
,

精卵在受精过程中
,

每个卵子周围可见到 1一3

个精子时
,

受精率和孵化率可达 90 % 以上
,

防止精子过多是 生产上的一项重要技术措施
。

冷冻精子受精的实验结果表明
,

比正常条件下需要精子相对较多
,

这说明精子经过超低温

冷冻保存
,

对部分精子产生了伤害作用
,

虽然可以保持较高的精子存活率
,

但是
,

受精能力

有所下降
。

扇贝精子冷冻保存成果的取得
,

是多项 因子综合的结果
,

其中任一步骤的改变

都会影响到其它步骤的有效性
。

今后 尚需对各冷冻保存步骤进行详细 的综合研究
,

使冻

精在受精率和孵化率方面达到生产实践应用的水平
。
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