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大菱鲆(Scophthalmus maximus)繁殖期卵子和 

卵巢液中磷酸酶活性变化及其与受精率相关性* 
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提要    以大菱鲆(Scophthalmus maximus)为实验材料, 研究其繁殖期内卵子和卵巢液中磷酸酶活性

变化规律及其与受精率相关性。结果表明, 在大菱鲆繁殖周期内, 卵子碱性磷酸酶和酸性磷酸酶活性

呈相反的变化趋势, 且排卵中期卵子碱性磷酸酶和酸性磷酸酶活性分别显著低于和高于早期和晚期

(P<0.05), 而卵巢液中碱性磷酸酶和酸性磷酸酶活性呈同卵子中相反的变化趋势; 此外卵子碱性磷

酸酶和酸性磷酸酶及卵巢液酸性磷酸酶活性同受精率显著相关(P<0.05)。以上结果表明, 大菱鲆卵子

和卵巢液中碱性磷酸酶和酸性磷酸酶活性同受精率存在着显著相关性, 其活性变化在一定程度上反

映卵子质量优劣, 可作为评判卵子质量辅助指标。 
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大菱鲆(Scophthalmus maximus)为原产于欧洲沿

海的冷水性鲆科鱼类 , 其较高的经济价值使之成为

重要海水养殖良种之一, 自 1992 年被引进中国以来, 

在海水鱼类工业化养殖领域取得了重大成效 , 从而

成为我国水产养殖业一个新的经济增长点(雷霁霖 , 

2005)。在大菱鲆等海水鱼类人工繁养殖过程中, 卵子

的质量是影响其繁殖性能的关键因素 , 它直接关系

到胚胎的发育以及仔、稚、幼鱼的成活和生长, 与养

殖效率密切相关(Bobe et al, 2010; Kohn et al, 2012), 

而卵巢液(卵腔液)为卵子提供体内生存的微环境, 对

卵子发育成熟和精卵结合都有重要调控作用 , 其生

化组成直接影响卵子质量(Lahnsteiner, 2002; Wojtczak 

et al, 2007; Rosengrave et al, 2009)。目前对大菱鲆等

养殖海水鱼类卵子质量的评价通常是对其外观形态

(色泽、沉浮性)及生产性状(受精率、孵化率和仔鱼畸

形率)检测, 对卵子和卵巢液的基础生化组成等方面

的研究相对较少。因此, 本实验分别对大菱鲆繁殖周

期内卵子和卵巢液中碱性磷酸酶 (alkaline phos-

phatase, AKP)和酸性磷酸酶(acid phosphatase, ACP)

活性进行检测, 并与其受精率进行了回归分析, 以期

为大菱鲆卵子质量评价及进一步完善海水鱼类种苗

生产提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验用鱼选自烟台天源水产有限公司自行繁育

的同一批大菱鲆亲鱼, 选出健康、体长、体重和产卵

量无明显差异的 4 龄雌性亲鱼 6 尾(表 1), 置于实验

用水池(300cm×300cm×80cm), 水温 18℃, 盐度 26,  

 
表 1  实验用亲鱼平均体长、体重和产卵量 

Tab.1  Body length, weight and fecundity of brood fish 

体长(cm) 体重(kg) 产卵量(mL) 

44.35±1.83 4.11±0.09 1017.50±51.06 
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24h 连续充气, 确保溶氧大于 6.0mg/L, 养殖用水为

深井海水与自然海水经砂滤后混合使用。 

1.2  实验方法 

根据 Mcevoy(1984)、Mugnier等(2000)和 Daniels

等(2010)方法, 结合亲鱼排卵频率(70—90h), 间隔 3—

5d人工挤卵 1次, 繁殖期内平均排卵 9—12次/尾, 按

10—15d 为一阶段, 将大菱鲆繁殖产卵周期划分为前

期、中期和后期。分别收集大菱鲆繁殖产卵期内, 早

期、中期、晚期的卵子和卵巢液, 同时对早期、中期、

晚期卵子分别进行受精。为防止卵子过熟 , 根据

Fauvel等(1993)方法, 通过检测卵巢液 pH变化, 来判

断卵子成熟度, pH低至 7.1时为过熟卵, 弃去不用。

精子来源于同一尾雄性亲鱼冷冻精液 , 精液活性

>80%。受精 4h 后, 取浮性卵 100 粒, 根据受精后胚

胎发育状况, 统计卵子受精率, 计算公式如下: 

受精率= (8—32细胞期卵数/浮性卵数)×100% 

1.3  样品制备 

将卵子和卵巢液的混合物经筛网过滤后 , 收集

卵子 3—5g, 用蒸馏水冲洗 3 次, 滤纸吸干后, 置于

2mL 冻存管中, 储存于80℃备用。制样时, 卵子整

体匀浆, 按照质量体积比 1 : 9 (g/mL)加入 0.9%生理

盐水, 冰浴匀浆, 4℃, 12000r/min离心 10min, 取上清, 

分别储存于冰箱20℃保存。过滤后的卵巢液, 置于

2mL冻存管内, 于液氮中保存。 

1.4  分析方法 

1.4.1  匀浆上清液和卵巢液蛋白定量测定    卵子

匀浆上清液和卵巢液蛋白定量按照 BCA法测定(试剂

盒购于碧云天生物技术研究所)。 

1.4.2  AKP 和 ACP 活性测定    AKP 和 ACP 活性

测定采用铁氰化钾比色法(试剂盒购于南京建成生物

工程研究所), 定义在 37℃, 每克组织蛋白与基质作

用 15min产生 1mg酚为 1个酶活力单位。 

1.5  数据处理 

所得数据采用 SAS(6.12 版本)软件中 GLM 过程

进行方差分析和Duncan氏多重比较, 回归方程分析。

数据以平均数±标准误差表示, 检验误差为 5%和 1%

水平。 

2  结果与分析 

2.1  大菱鲆繁殖周期内卵巢液 pH变化 

由表 2 可知, 在大菱鲆繁殖周期内, 所取样品卵

巢液 pH都高于 7.1, 这表明所取卵子没有过熟, 取样

符合实验要求。 

表 2  大菱鲆繁殖周期内卵巢液 pH 变化 
Tab.2  Changes of pH during reproductive cycle of turbot ovary fluids 

时期 排卵早期 排卵中期 排卵后期 

pH 7.89±0.05 8.01±0.04 7.91±0.04 

 
2.2  大菱鲆繁殖周期内卵子 AKP和 ACP活性变化 

由图 1 可知, 在大菱鲆繁殖周期中, 排卵中期卵

子AKP的活性显著低于早期和晚期(P<0.05), 而ACP

的活性中期卵子则显著高于早期和晚期(P<0.05), 同

时早期和晚期卵子的 AKP 和 ACP 活性无显著差异

(P>0.05)。 

2.3  大菱鲆繁殖周期内卵巢液 AKP和 ACP活性变化 

由图 2 可知, 在大菱鲆繁殖周期中, 排卵中期卵

巢液AKP的活性显著高于早期和晚期(P<0.05), 而早 
 

 
 

图 1  大菱鲆繁殖周期内卵子碱性磷酸酶和酸性磷酸酶活

性变化 

Fig.1  Changes of alkaline phosphatase and acid phosphatase 
activities during reproductive cycle of turbot eggs 

不同字母表示组间差异显著(P<0.05), 相同字母表示 

差异不显著(P>0.05) 

 

 
 

图 2  大菱鲆繁殖周期内卵巢液碱性磷酸酶和酸性磷酸酶

活性变化 

Fig.2  Changes of alkaline phosphatase and acid phosphatase 
activities during reproductive cycle of turbot ovarian fluids 
不同字母表示组间差异显著(P<0.05), 相同字母表示 

差异不显著(P>0.05) 
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期和晚期卵巢液的AKP活性无显著差异(P>0.05); 晚

期卵巢液 ACP 的活性显著高于早期和中期(P<0.05), 

同时早期和中期卵巢液 ACP 活性无显著差异 (P> 

0.05)。 

2.4  大菱鲆繁殖周期内卵子和卵巢液磷酸酶活性与

受精率相关性 

2.4.1  大菱鲆繁殖周期内卵子受精率    由图 3 可

知, 在大菱鲆繁殖周期中, 排卵中期卵子其受精率显

著高于早期和晚期(P<0.05), 排卵早期和晚期卵子在

受精率上无显著差异(P>0.05)。 

2.4.2  大菱鲆繁殖周期内卵子、卵巢液 AKP和 ACP

与受精率相关性    大菱鲆繁殖周期内卵子磷酸酶

活性与其受精率显著相关(P<0.05), 其中AKP活力与

其受精率呈 Logarithmic 型曲线相关(图 4a), 受精率

随着卵内 AKP 活力升高而降低, 曲线回归方程 Y = 

104.03230.958lnX, 判定系数 R2 为 0.859, P<0.05; 

ACP 活力与其受精率呈 Inverse 型曲线相关(图 4b), 

受精率随着卵内 ACP 活力升高而升高, 曲线回归方 

程 Y = 106.2721996.846/X, 判定系数 R2为 0.573, P< 

0.05。卵巢液 AKP 活性与受精率呈 Exponential 型曲

线相关(图 4c), 受精率随着卵巢液 AKP 活力升高而

升高, 曲线回归方程受精率 lnY = ln(38.109) + (0.011X), 
 

 
 

图 3  大菱鲆繁殖周期内受精率变化 

Fig.3  Changes of fertilization rate during reproductive cycle of 
turbot 

不同字母表示组间差异显著(P<0.05), 相同字母表示 

差异不显著(P>0.05) 

 

 
 

图 4  大菱鲆卵子和卵巢液磷酸酶活性与受精率关系曲线 

Fig.4  Relationships between fertilization rate and phosphatase activity of egg and ovary fluid 
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判定系数 R2为 0.416, P<0.05; 而卵巢液 ACP活性与

受精率不显著相关(P>0.05)(图 4d)。由以上曲线方程

计算得出当卵子AKP的活性不高于 2.17U/gprot, ACP

的活性不低 76.01U/gprot, 且卵巢液 AKP活性不低于

67.42U/gprot 时, 卵子受精率大于 80%。 

3  讨论 

磷酸酶在生物体内普遍存在 , 与生命活动密切

相关, 有众多的催化底物和复杂的生理学功能(Beck 

et al, 2009; Barr et al, 2011; Bruce et al, 2012)。其中

AKP和ACP作为物质代谢过程中两种重要调控酶类, 

广泛参与生物体内物质的转运、吸收、生长、分泌等

多种生理活动 , 对生物体的生长和发育极为重要。

AKP 是一类膜结合蛋白, 在碱性条件下催化磷酸基

团的移除, 通过跨膜运输参与核酸、蛋白质与脂类物

质代谢, 从而调控细胞的增殖、凋亡和分化(Low et al, 

1988; Harris, 1990; Ali et al, 2005); 而 ACP定位于溶

酶体和内膜系统, 在酸性条件下催化磷酸单脂水解, 

在代谢调节、能量转化及信号转导上起重要作用, 同

时作为溶酶体标志酶, 参与生物大分子消化、凋亡或

坏死细胞的清除 , 在分解清除被吞噬异物和免疫保

护方面发挥重要作用(Broeg, 2003; Kong et al, 2012), 

因此 AKP和 ACP活性的变化对生物体内复杂的生理

活动有重要调控作用。 

大菱鲆在同一繁殖周期内可分批产卵 , 其卵母

细胞的发育是不同步的, 在整个繁殖产卵期中, 雌性

亲鱼在肝脏合成大量的蛋白、脂类和葡萄糖等营养物

质, 这些营养物质经过血液循环运送至卵巢, 在卵巢

细胞的内吞作用下, 被卵母细胞吸收储存, 为卵子成

熟和早期胚胎的发育提供能量储备。而 AKP和 ACP

通过参与上述营养物质的合成、分泌、转运和代谢过

程, 调控卵子内营养物质的积累, 从而影响大菱鲆卵

子发育成熟。鱼类繁殖周期内有关卵子 AKP和 ACP

活性变化规律的报道较少 , 其活性高低与卵子质量

的相关性因种属不同存在差异。对湖鳟鱼 (Salmo 

trutta lacustris)研究表明卵子 AKP 和 ACP 的活性改

变并不影响其质量(Lahnsteiner et al, 1999), 而金鲷

(Sparus aurata)卵子 ACP 活性与卵子质量显著相关

(Lahnsteiner et al, 2004), 细点牙鲷(Dentex dentex)低

质量卵子中 AKP活性最高(Giménez et al, 2006)。本

实验中卵子 AKP和 ACP活性在大菱鲆繁殖周期内与

受精率分别呈对数型和倒数型显著相关(P<0.05)(图

4a, b); 且二者活性变化规律呈现相反的变化趋势(图

1)。在排卵中期卵子 AKP活性降至最低, 这表明此时

期卵子已完成了其内部营养遗传物质积累, 磷酸化/

去磷酸化的生理调控减少, 不需要较多的 AKP 参与

代谢调控, 而卵子的成熟、排放, 是卵母细胞成熟分

裂和滤泡破裂排卵协调配合过程, 卵子 ACP 活性在

排卵中期最高, 无疑是和滤泡的解体相关, 此外较高

的 ACP 活性也为卵子提供受精后免疫保护作用, 因

而排卵中期的卵子处于最佳生理状态 , 受精率显著

高于早期和晚期(图 3)。 

对大多数硬骨鱼类而言 , 卵子成熟后释放到卵

巢腔中 , 由卵巢腔上皮细胞分泌的卵巢液为卵子提

供了体内生存的环境。卵巢液具有信息素功能, 可诱

导鱼类产卵行为反应 , 同时卵巢液可以激活精子运

动性, 适当延长卵子受精时限, 提高卵子受精率, 因

而其生化组成与卵子成熟和精卵的结合密切相关

(Stacey et al, 1982; Wojtczak et al, 2007; Rosengrave et 
al, 2009)。大菱鲆为分批产卵鱼类, 其卵子发育时序

的不同, 必然引起卵巢液的生化组成的改变, 进而影

响卵子质量。Fauvel 等(1993)研究发现大菱鲆(Sco-

phthalmus maximus)卵子过熟同卵巢液的低 pH 显著

相关 ; 对虹鳟卵子质量研究也得到了相似的结果

(Lahnsteiner, 2000; Aegerter et al, 2004)。而卵巢液中

AKP 和 ACP 活性对卵子受精率的影响, 因鱼类种属

不同而存在差异。鳟鱼卵巢液中 AKP 的活性与受精

率显著相关 , ACP 活性则对受精率无显著影响

(Lahnsteiner et al, 1995); 而哲罗鲑鱼卵巢液中 AKP

和 ACP活性与受精率无显著相关性(李雪等, 2012)。

本研究中卵巢液 AKP 活性在大菱鲆繁殖周期内与受

精率呈指数型显著相关(P<0.05), 而 ACP活性与受精

率无显著相关性 , 且二者活性变化规律呈现相反的

变化趋势(图 2)。在排卵中期卵巢液 AKP活性升至最

高, ACP降至最低, 这表明卵巢液可能通过持续的物

质代谢维系卵子在体内的最佳生理状态 , 从而使得

大菱鲆排卵中期的卵子受精率显著高于早期和晚期

(图 3)。 

综上所述, 在大菱鲆繁殖周期内, 卵子和卵巢液

中 AKP、ACP 活性变化显著, 且卵子 AKP 和 ACP

活性及卵巢液 AKP 活性都与受精率显著相关, 因此

AKP和 ACP活性变化在一定程度上反映卵子质量优

劣, 可作为评判卵子质量的辅助指标。卵巢液对卵子

成熟和后期精卵结合有显著影响 , 而卵子和卵巢液

之间又是通过何种方式来进行物质、能量和信息的交

流, 现在尚不得知, 因此尚需对卵子和卵巢液中的生
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化组成进行深入研究 , 既可为探讨卵子和卵巢液之

间的相互作用打下基础 , 又为卵子质量评价提供相

关依据, 从而为完善养殖鱼类种苗生产提供理论依据。 
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ACTIVITIES OF PHOSPHATASE IN EGGS AND OVARIAN FLUIDS AND ITS 
CORRELATION WITH THE FERTILIZATION RATE DURING THE  

REPRODUCTIVE CYCLE OF TURBOT (SCOPHTHALMUS MAXIMUS) 

JIA Yu-Dong,  MENG Zhen,  LIU Xin-Fu,  GAO Chun-Ren,  NIU Hua-Xin,  LEI Ji-Lin 
(Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao Key Laboratory for  

Marine Fish Breeding and Biotechnology, Qingdao, 266071) 

Abstract    We investigated the activity and variation of phosphatase in eggs and ovarian fluids during the reproductive 

cycle of turbot (Scophthalmus maximus L.), and explored whether and how phosphatase activity is influenced by fertiliza-

tion rate. Results of experiments demonstrate that the activity and variation of the alkaline phosphatase and acid phos-

phatase in eggs was opposite in general to those in ovarian fluid. In eggs, alkaline phosphatase activity in ovulated meta-

phase was significantly lower than those of the early and late stage of ovulation. In contrast, acid phosphatase activity was 

strikingly higher than those of the early and late stage of ovulation. In addition, we found that the alkaline phosphatase 

activity in both eggs and ovarian fluid were closely related to fertilization rate, and acid phosphatase activity in ovarian 

fluid was much affected by fertilization rate. Therefore, activities of both alkaline and acid phosphatases in eggs and acid 

phosphatase activity in ovarian fluid were significantly related to fertilization rate, which may be applied to indicate the 

quality of turbot eggs. 

Key words    turbot Scophthalmus maximus;  egg;  ovary fluids;  alkaline phosphatase;  acid phosphatase;  fer-

tilization rate 


