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中国对虾精子超低温保存的研究
*

柯 亚 夫 蔡 难 儿

(中国科学院海洋研究所
,

青岛 2 6 6 0 71 )

提要 于 19 91 年 11 月一 19 93 年 5 月对中国对虾纳精囊中精子进行超低温保存研究
。

结果表明
,

以自然海水或人工海水作基础液添 加 10 % D M SO (V/ v )及 5 % 一 10 % 的

甘油配制成抗冻稀释液
,

稀释中国对虾精子进行超低温保存最有效
,

存活率在 60 % 以上 ;

保存 94 一 13 8d
,

解冻后作人工授精
,

受精率最高达 59 % ; 稀释液中 M g Z + ,

K 十 ,

C a Z +

为

超低温保存所必需
,

但 C a Z +

浓度过高则不利于精子的保存
。

光镜及电镜观察表明
,

冷冻对

中国对虾精子的损伤主要表现为
“

棘突
”

的折断
,

严重时顶体脱落仅剩精核 ; 冻伤的精子

不发生正常顶体反应
,

不形成顶体丝
。

关键词 中国对虾 精子 超低温保存 人工授精

甲壳动物精子低温保存的研究仅有罗 氏沼虾 (M ac
r
ob

r
ac hi u m r os en b eg ii )的精英

(C h o w
,

1 9 8 2 : C h o w et a l
. ,

19 8 5 )
、

单肢虾 (Si 即o n ia in g e n tis )(A n e h o r d o g u y e t a l
. ,

19 8 8 )和螃蟹 (&沙lla s e r r a ta ) (s u b r a m o n ia n et a l
. ,

1 98 9 )精子
。

蔡难儿 ”
、

王清印 ”

分别对中国对虾精子研究
,

但受精率低
。

作者借助活体染色法
,

以精子的存活率和受精

率为指标
,

结合精子顶体反应的诱导及人工授精对中国对虾精子进行超低温保存的系统

研究
,

以期为认识中国对虾精子的成熟发育
、

人工诱导雌核发育的研究和新品种的培育

提供科学依据
。

1 材料与方法

低温保存实验用虾为中国对虾(尸en ae u : 。hin en sis ): 一部分为养殖虾
,

采自山东省

日照市水产研究所及石臼代家村育苗场 ; 一部分为海捕虾
,

采 自本所水族楼
。

实验于

1 9 9 1 年 1 1 月一 19 9 2 年 5 月和 1 9 9 2 年 1 1 月一 199 3 年 5 月间进行
。

将中国对虾暂养

于实验室内玻璃钢桶中
。

人工授精所需未受精卵的产卵虾
,

分别于 1 99 2 年 3 一 5 月采

自山东省昌邑县渤海盐场育苗场和 1 99 3 年 4 月采自山东省日照市石臼代家村育苗场
。

1
,

1 精子活细胞的鉴别与检测

1
.

1
.

1 台盼蓝排除法(杨景山
,

199 0) 取一滴 2 % 的台盼蓝
,

用人工海水配制

(a rtific ia l se a w a ter
,

A sW ) (G e ste ir a e t a l
. ,

19 5 5 )和一滴精子悬液于载玻片上
,

混

合后盖片
,

于 30 ℃ 孵育 3m in
,

以 C ar l Z ei ss 60 0 倍显微镜观察
,

活的精子不着色
,

死

的精子细胞顶体部或核体部呈蓝色
,

以此计算成活率
,

每次统计 2 0 0 个精子
。

*

国家
“

八五
”

重点科技项 目
,

C0 19 2 0 3 08
.

柯亚夫
,

男
,

出生于 19 6 3 年 2 月
,

硕士
,

助理研究员
。

收稿日期
: 19 9 3 年 10 月 14 日

,

接受日期 : 19 9 5 年 5 月 13 日
。

l) 蔡难儿等
,

19 90
,

中国对虾人工诱导雌核发育实验总结
,

中国科学院海洋研究所
。

2) 王清印等
,

19 9 0
,

对虾良种选育技术研究报告
,

中国水产科学研究院黄海水产研究所
。
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1
.

1
.

2 曙红 B 染色法(许华等
,

19 88) 分别吸取 5 % 的曙红 B
、

2 % 的甲苯胺蓝(用

A S w 配制 )和精子悬液各 5一 10 川滴在载玻片上
,

先用针头使曙红 B 与精液混合
,

于

30 ℃ 孵育 sm in
,

然后与 2 % 的甲苯胺蓝混合
。

显微镜下观察
,

死精子头部或整个细胞

被染成深红色 ; 活者透明不着色
,

以此统计成活率
。

1
.

2 纳精囊中精子超低温(一 19 6 ℃ )保存

释出纳精囊 中精子
,

用煮沸过滤的天 然海水(n at ur e sea w at er
,

N S W
,

盐度为

34
.

5)
、

人工海水(A SW )
、

去钾人工海水(一 K
十

A S W
,

在人工海水组成中去掉 K CI 的成

分
,

以 同 质 量 的 N a CI 代 替
,

保 持 盐 度
、

p H 值 不 变
,

下 同)
、

去 镁人 工 海水

(一M g Z干 A SW )
、

去钙人工海水(一 C a , 十A SW )和 2 倍钙离子人工海水(2 x C a Z 十 A SW
,

将人工海水中 C a C1
2
的成分加倍 )作基础液

,

稀释精子
,

加人不同浓度
、

不同组成的系

列抗冻剂
,

装人 1一 2m l的塑料管中
,

每样体积在 0
.

sm l左右
。

平衡后按二段冷冻法

(陈章波等
,

19 8 9 )
,

先在液氮蒸气中预冷
,

然后浸人液氮
, ‘

在液氮容器中保存
,

于

3 5一 40 ℃ 水浴中解冻
。

1
.

3 人工授精

未授精卵取自正在产卵雌虾体腔中的游离卵
,

以不加精子的卵子和已自然产出的卵

子为对照
,

干法授精
,

室温或 2 0 ℃ 温箱中孵化
。

当细胞分裂为4
一

细胞时计数授精率
,

每

次计数 2 00 粒卵子以上 ; 不足 2 00 粒
,

按实际卵数求出授精率
.

取出授精卵孵化
,

孵出

的无节幼体数占授精卵数的百分比即为孵化率
。

1
.

4 超低温保存

纳精囊中的精子
,

在人工授精前分别进行不去抗冻剂和去抗冻剂处理
。

不去抗冻剂的

解冻后直接释出精子进行人工授精 ; 去抗冻剂的
,

用基础液(A Sw 或N SW )分级稀释
,

卜 1 混合
,

每次 2 一 sm in
,

两次以上 ; 或者用 0
.

sm ol / L 的蔗糖
,

或 10 % 及 5 % 葡萄

糖(用 A SW 配制 )梯度稀释
,

最后用基础液稀释
,

稀释时样品与稀释液比为 1 : 1
,

每次

2一 sm in
,

3 次以上
。

1
.

5 光镜及电镜观察

在光镜下观察中国对虾精子染色统计存活率的同时
,

统计精子的形态完整率
,

核体

完整率
,

观察精子的顶体反应
、

凝集反应
、

胞吐及细胞质突起等现象
,

并及时予以拍照
.

电镜观察材料首先用 2
.

5% 戊二醛固定(A SW 为缓冲液 )
。

透射电镜观察 : 戊二醛

固定后
,

A g a 预包埋 : l% 0 50 4
再次固定

,

酒精系列脱水
,

E p o n 8 12包埋
,

瑞典 L k b o v a

切片
,

铀染
,

日立 H 一 500 透射电镜观察照相
。

扫描电镜(S E M )观察 : 精子用戊二醛固

定后
,

滴在盖玻片上
,

酒精系列脱水
,

醋酸异戊醋置换
,

临界点干燥
,

IB 一 3 型离子镀

膜机喷金
,

然后在 K Y K Y 一 1 0 0 OB 型扫描电镜上观察照相
。

2 结果

2
.

1 纳精囊中精子的超低温(一 19 6 ℃ )保存结果

精子必需经过稀释才能进行超低温保存
.

实验表明
,

剪取整个纳精囊加人抗冻剂
,

经超低温保存解冻后
,

其中的精子会被冻坏
。

用人工海水
、

天然海水作为基础液稀释的

精子其存活率均接近 60 %
。

如果稀释液中缺少 C a , + ,

M g Z + ,

K
十

中的任何一种
,

精子

超低温保存的存活率都下降; C a , 十

浓度超过 0
.

7 m ol / L 也不利于精子的超低温保存
,
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见图 1
。

本 研 究 结 果 表 明
,

用 甘 油

(G lyee r o l
.

G )或二甲基亚矾(D M SO )

单独作抗冻剂配制的精子稀释液
,

用

以保存中国对虾精子
,

存活率不高
,

即使增加 D M S D 的浓度可 以提高精

子成活率
,

但也难以超过 4 0 %
。

低浓

度甘油对精子的保存效果不佳
,

增加

浓度会提高精子存活率
,

但浓度超过

10 % (V / V )
,

其存活率反而会下降
。

在精子稀释液 中
,

同时加人甘油和

D M SO
,

能大大提高其存活率
。

用

含有 10 % D M 5 0 和 5 % 一 10 % 甘

油的稀释液保存精子
,

存活率可达

�岁�哥胆炸

N S W AS W 一
Ca

急+
ZC a Z

、M g Z + 一 K
+

ASW A SW A SW A SW

图 l 稀释液中缺少C a Z + ,

M犷
+ ,

K +

和 C a , 十 浓

度过高对精子成活率影响结果

Fig
.

1 T he 欣面n g s u rv iv a l ra te o f Pe
n a e “S rk 加阴J留 sP e

rm
a to zo a

w h ic h n o ca Z + ,

Mg Z+ ,

K + o r d o u b le ca Z + in e 卿o d d u e n t

注 : 抗冻剂为 ro % G + 10 % D ( v / V)
,

平衡 20 面 n ,

第一次预冷

3 0 m in
,

第二次预冷 5而n ,

解冻温度在 35 一 36 ℃
,

保存 24 h 以上
。

60 % 以上 (见表 1 )
。

在精子悬液中添加抗冻剂时
,

一次性加人与分批加人没有差别
。

表 1 不同组成的抗冻剂对中国对虾纳精班中精子超冷存活率的影响

T a b
.

I E反 e t o f v a ri o u s u n t1fr e e z in g a g e n ts o n su rv iv a l r a te o f e ry o Pr e se r va ti o n

P en
a e us ch 访es 行 sP e

rm
a t o z o a

分组 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1

D M SO (% )( V/ V ) 10

G (% ) ( V/ V ) 10 10 10

存活率(% )
3 4

.

2

土3
.

4

4 7
.

3

士4
.

3

6 7
.

0

士 15
.

9

7 2
.

0

士1 3
.

6

6 5
.

0

士3
.

9

14
.

4

士7
.

8

13
.

士3

7 3 9
.

0 3 3
.

8 2 3
.

5 20
.

2

,

7 士 13
.

6 士8
.

0 土4
.

0 士8
.

4

注
:
精子稀释液为AS W

,

平衡 20 而
n ,

第一次预冷 3 0 m in
,

第二次预冷 5
~

,

冷冻体积为 0
.

5回
,

35 ℃ 解冻

保存 3 0m in 以上
。

用液氮容器保存中国对虾精子时
,

如果将含抗冻剂的精子悬液直接放人液氮中
,

解

冻后精子不能存活
。

加人抗冻剂后需在低温下( 0 一 4 ℃ )平衡 20 一 30 m in
,

经液氮蒸

气两段预冷结冰后投人液氮中
。

第一次预冷时
,

样品离液氮面较远
,

时间稍长 ; 第二次

预冷时
,

样品接近液氮面
,

时间较短
。

两段预冷正交实验结果及方差分析
,

见表2
。

极

差 (R )顺序
,

第 2 次预冷时间 (0
.

29 6 )大于第一次预冷时间( 0
.

19 4 )
。

平衡时间相对较

宽
,

20 一 30 m in 都能较好保存精子
。

精子在液氮中保存的时间长短并不影响其存活

率
。

超低温保存 94 一 138d 的精子
,

在解冻后
,

作人工授精时
,

最高授精率达 59
.

0%
,

主要结果见表 3
。

在 2 0 一 40 ℃ 水浴中解冻精子
,

存活率都较高
,

在 60 % 以上 ; 其中以 35 一 40 ℃

为最好
,

而且安全
,

方便
。

如果采取慢速解冻法
,

先使样品离开液氮
,

在液氮蒸气中放

置一定时间再提出解冻
,

并不能提高存活率
,

处理不当
,

反而会冻伤精子
。
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表 2

T a b
.

2 T h e o r th o g o n a l

两段预冷正交实验结果及方差分析

tests re s u lt a n d va ri a n c e a n a lysis o f tw
o 一 ste Pfre

e z in g

分分组组 因 素素

第第第一次预冷 (m in ))) 第二次预冷 (m in ))) 相对存活率 (% )))

lllll 2 000 555 6 2
.

999

22222 2 000 l 000 4 6
.

666

33333 2 000 l555 2 8
.

999

44444 3 000 555 8 0
.

222

55555 3000 l000 5 6
.

666

66666 3000 l555 4 7
.

555

77777 4 000 555 5 4
.

666

88888 4 000 l000 3 9
.

000

99999 4 000 l555 3 2
.

555

KKK --- 1 3 8444 1
.

9 7 777 ST = 0
.

2 0 3444

KKK 222 1
.

8 4 333 1
.

4 2 222 SE = 0
‘

00 6 555

KKK 333 1
.

2 6 111 1
.

0 8 99999

RRRRR 0
.

19 444 0
.

29 666 FO
.

o l (2
,

4 )= 18
.

阅OOO

SSSSS 0
.

0 6 333 0
.

13 444 凡
.

0 5 (2
,

4 )二 6
.

9 4000

FFFFF 3 8
.

6 0())) 8 2. 60 00000

注
:
精子稀释液

:

AS W
,

抗冻剂组成为 10 % D + 10 % G (V/ V )
,

冷冻体积为 0
.

4 m l
,

解冻温度 35 ℃
,

平衡

20 m in
,

保存 30 m in 以上
。

K 为水平和 ; R 为极差 ; S 为平方和 ; S T 为总平方和 ; S b 为误 差平 方和 ; F 为统计

量
。

表 3 超低温保存中国对虾精子人工授精主要结果

T a b
.

3 T h e r esu lt o f a r ti fi e ia l fe r tiliZ
a tio n

wi th the sPe rm a to z o a o f

P e n a e us c h认e n s台 in e ry o Prese r v a ti o n

分分分 精子子 精子稀稀 D M SOOO G (% ))) 保存存 是 (+ )否 (一 ))) 授精率率 孵化率率

组组组 来源源 释液液 (% )(V / V ))) (V / V ))) 天数数 去抗冻剂剂 (% ))) (% )))

IIIII 纳精囊囊 AS WWW l000 10
.

000 9 777 +++ 4 7
.

555 6 5
.

555

22222 纳精囊囊 N S WWW l000 10
.

000 9 44444 17
.

555 7 5
.

000

33333 纳精囊囊 N S WWW l000 5
.

000 13 77777 2 8
.

111 35
.

777

44444 纳精囊囊 N S WWW l000 10
.

000 13 88888 5 2
.

555 30
.

555

55555 纳精囊囊 N S WWW l000 7
.

555 13 88888 59
.

000 3 3
.

333

不同体积的样品进行超低温保存时
,

需要采取不同的降温方法
。

如果精子稀释液
、

抗冻剂组成
、

平衡时间及降温速率一定
,

随着体积的增大
,

解冻后精子存活率会降低
,

见图 Za
。

其他条件不变
,

随着一次样品体积增大
,

减慢降温速率
,

精子相对存活率也在

60 % 以上
,

见图 Z b
。

精子的浓度过大不利于超低温保存
,

会使得精子保存后存活率波

动很大
,

以(1一 2 )、 1 0 ,
个 / m l为宜

。

实验表明
,

中国对虾精子解冻后去抗冻剂时易发生顶体反应
,

以去抗冻剂的精子作
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人工授精的结果不如不去抗冻剂的精子
。

本实验从 1 991 年 H 月一 19 93 年 4 月共保存

4 批 60 个样品
,

解冻 41 个样品
,

精子相对存活率在 60 % 一 70 %
,

用其中 29 个样品

作人工授精
,

13 个样品能授精
,

授精的样品占 44
.

8 %
,

孵化率略低于 自然产卵的孵

化率
。

针织仲

0
,

6 0
.

8 1
.

0 1
.

2

体欢(m l)

图 2 精子超低温(一 l% ℃ )保存后存活率与不同冷冻体积的关系

Fig
.

2 砒la tion b etwe e n e ry o Pre se rv a tio n su rv iv a l ra te o f the s
pe rm

a to z o a

o f Pe n a

eus
c h加en sis a n d v a ri o u s fr ee z in g v o lu m e

精子稀释液 AS W
,

抗冻剂 7
.

5 % G + 10 % (v / v )
,

平衡 20 而no

a
.

第一次预冷 30 而
n

,

第二次预冷 5而
n ,

保存 3 0 m in 以上
,

35 ℃ 水浴解冻;

b
.

第一次预冷 4 Om in
,

第二次预冷 10 m in
,

保存 30 m in 以上
,

逐渐接近液氮面
,

35 ℃ 解冻
。

2
.

2 光镜和电镜观察结果

超低温保存时
,

如果操作不当极易造成精子损伤
,

轻度损伤使
“

棘突
”

折断 (图

版 工 : 3 )
,

严重损伤时会使精子从顶体脱落 (图版 I : 2 )
,

或者核体破裂(图版 I : 5 )
。

未受

损伤的精子外形光滑完整(图版 I: l)
,

解冻后能正常发生顶体反应
。

正常的精子发生顶

体反应最后会形成顶体丝 ”
,

解冻后的精子如果正常也会形成顶体丝
。

但遭到损伤的精

子往往不能正常形成顶体丝
,

即使形成也难以授精成功
。

3 讨论与结论

3
.

1 精子的超低温保存方法及损伤机制

3
.

1
.

1 稀释液 精子超低温保存的稀释液分基础液和抗冻剂两个部分
。

稀释液中缺

少M g Z 十 ,

C a , + ,

K
+

会降低精子超低温保存后的存活率
,

由此推测
,

在降温和复温过程

中
,

精子不是被动地被冷冻
,

而是随着降温和复温导致环境渗透压的变化
,

不断调节水

分进出细胞膜以适应这种变化
,

为此细胞不会过分脱水而损伤
。

在自我调节过程中
,

M g , 十 ,

C a Z+ ,

K
十

为精子所必需
。

抗冻剂常用的有D M SO 和甘油
,

甘油渗透力弱
,

能降低原生质冰点到 一 35 ℃ 左

右
。

但与甘油相比
,

D M 5 0 渗透力强
,

亲水性好
,

能与电解质鳌合从而降低细胞内电

解质的浓度
,

进而使细胞内保持水分
,

使原生质冰点降低到 一 4 5 ℃ (M c G a n n
,

1 978 )
,

故优于甘油
。

A n e h o r d o g u y 等(19 88 )保存单肢虾精子时
,

认为 5% 的 D M S O 有效
。

C h o w 等(19 8 5) 用 10 % 的甘油作抗冻剂
,

保存罗 氏沼虾精荚
,

解冻后能授精
。

本研究

表明
,

液氮容器保存中国对虾精子
,

以 10 % 的 D M SO 加上 5 % 一 10 % 的甘油效果最

佳 (见表 l )
。

l) 柯亚夫等
,

19 93
,

中国对虾精子顶体反应的研究
.
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3
.

1
.

2 保存方法 目前保存精子的方法有两种
,

即
“

程控仪冷冻法
”

和
一

“

人工冷冻法
”

(朱伟杰等
,

19 9 1)
。

朱伟杰等 (1 99 1) 以人的精子对这两种方法进行了比较研究
,

发现

两种方法无显著差异
。

本研究采用人工冷冻法
,

授精率可达 59 %
。

3
.

1
.

3 平衡 精子悬液中加人抗冻剂后一般需要平衡
,

但A n ch or d o g u y等 (19 88) 保

存单肢虾精子时
,

不经平衡也有效
。

在中国对虾精子超低温保存时
,

不经平衡
,

效果不

好
。

在 O一 4 ℃ 平衡 20 一 30 m in 很有必要
,

精子也不会发生顶体反应
。

3
.

1
.

4 解冻与授精 解冻
,

是将冷冻态的精子升温融解从而使精子复苏的过程
,

一般

在室温或恒温水浴中解冻 (C h o w et al
. ,

19 85 )
。

本研究表明
,

在 20 一 40 ℃ 的水浴

中解冻效果都较好
,

以 35 一 40 ℃ 为最佳
。

先去抗冻剂的精子后作人工授精时
,

授精

率最高仅为 47
.

5 %
,

而不去抗冻剂的作人工授精
,

授精率最高达 59 % (见表 3)
。

之所

以如此
,

是因为精子经冷冻
、

解冻后易发生顶体反应而失活
。

3
.

1
.

5 损伤机制 低温损伤主要来 自降温和复温过程
,

表现为
“

冰晶损伤
”

和
“

溶质

损伤
”

两种情况
。

快速降温时
,

细胞内水分因没有及时移出胞外
,

因而在细胞内外都形

成冰晶
。

温度低于 一 60 ℃ 以下
,

水分子停止运动呈玻璃态
,

这种冰本身对细胞来说并

非致命(陈章波
,

1 9 89 ; M az ur
,

1 970 )
,

但复温时产生的重结晶对细胞却是致死损伤
。

慢速冷冻时
,

细胞外先结冰
,

胞内水分外渗
,

细胞皱缩
,

表现为
“

溶质损伤
”

; 本研究

为慢速冷冻
,

即为这种损伤
。

另外
,

F a h y (1 9 86 )认为精子的损伤还应包括抗冻剂的毒

性
。

本研究表明
,

中国对虾精子低温保存时很难达到 100 % 存活
,

改变抗冻剂的浓度并

不能提高冷冻的存活率
,

抗冻剂的毒性也是存在的
。

3
.

2 精子的成熟发育

中国对虾在秋季交尾
,

次年春天才产卵授精
,

精子在雌虾纳精囊中保持时间长达半

年
,

而秋季纳精囊中的精子是否 已达到了成熟
,

精子的成熟是否一定要通过雌虾而
“

获

能
” ,

目前尚没有统一的认识
。

由于(1 )中国对虾交尾后不久到 1 月份之前
,

释出纳精

囊中的精子人海水或人工海水中时
,

会发生胞吐及细胞质突起现象
‘)

,

且伴有凝集现象

的出现(图版 I : 6 )
,

但产卵前后雌虾纳精囊中精子则没有这种现象
。

(2 )取不同时期纳

精囊中的精子诱导顶体反应
,

可见随着时间的推移
,

精子顶体反应率略有升高
’)

,

这也说

明
,

精子在纳精囊中有一个缓慢成熟的过程
。

(3 )经过超低温保存的精子具备了授精能力
,

这与降温复温过程的激活有关
。

由于纳精囊中精子直到产卵前顶体反应率都不会升得太

高
,

说明纳精囊中精子并非完全成熟
。

为此本文作者认为
,

在自然状况下
,

纳精囊中的精

子并非是真正获能的精子
,

精子的获能也并非发生在交尾过程中; 也许是在产卵的瞬间
,

卵膜及卵膜分泌物的刺激
, “

精浆
”

中抑制精子活性的物质稀释
,

溶氧的迅速升高等促

使精子
“

获能
” ,

并马上发生顶体反应而授精
.
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