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摘要

中华鲟(Acipenser sinenMs Gray)主要生活在我国东海和黄海大陆架，具有溯

河洄游产卵的习性，随着葛洲坝水利枢纽于1981年1月截流，长江中华鲟繁殖群体

被阻隔在长江中、下游江段，尽管1983年以来国家完全禁止对中华鲟繁殖群体的商

业捕捞，并实施了人工增殖放流等保护措施，但其自然产卵群体资源仍然不断下降。

1988年中华鲟被列为国家一级重点保护动物。目前，关于中华鲟产卵群体种群结构

和繁殖生物学习性等方面的研究，尤其是在葛洲坝下中华鲟产卵繁殖群体生态学和

资源评估等方面的研究，取得了明显的进步。但有关中华鲟精子生理生态特性的研

究方面，仅有零星报道。作者于2005．2006年从中华鲟精液基本特征、精液离体短

期保存、精浆元素组成和理化因子对精子活力的影响等方面入手，对中华鲟精子的

生理生态特性进行研究，获得如下研究结果：

1．中华鲟精子密度在1．48-5．04x109 ind．／mL，平均为3．26x109 ind．，n1L，精液浓

度在9．4％-25．12％，平均为17．37％，精子密度和精液浓度存在明显的个体差异；中

华鲟精液的pit值为7．5．8．5，呈弱碱性；新鲜精子经淡水激活后其快速运动时间、

总运动时间和寿命分别为76s、114s和162s；中华鲟精液颜色为乳白色和白色，其

中乳白色精液较浓，似浓牛奶但不粘稠，白色精液则显得稀薄。中华鲟精子在精原

液中有微弱的颤动，精液越稀其中精子的颤动越明显。

2．中华鲟精子在保存过程中，随保存时间的延长，其活力逐渐下降。保存温

度越高，活力下降越快，越早出现死亡精子。在20℃下精子保存时间低于3天，2"C

下可以保存10天以上，1周内精子可以保持较高的活力。但是精液离体短期保存时间

有限，长期保存则需要采取超低温冷冻保存的方法。

3．中华鲟精浆的元素组成中以-”含量最高，其次是C，之后分别是CI"、M92+、

Ca2+、ClP、Zn2+。N矿含量为r的2_4倍，为a．的5．10倍。中华鲟精浆的离子组

成存在个体差异，两尾雄鱼间Na+、r、a．含量有极显著差异(p<o．01)，而Ca2+、

M矿、Cu2．、Zn2+的含量无明显差异(p如．05)。

4．中华鲟精子适宜在弱碱性(pH7．9)溶液中运动，pH 8时精子活力最高。0-50

mmol／L的Na+溶液可以提高中华鲟精子活力，最适浓度为25mmol／L，高浓度Na+

会抑制精子活力。中华鲟精子对K+浓度变化较为敏感，低于0．5mmol／L的心可以

延长精子的运动时间，当浓度增加至lmmol／L时就可完全抑制精子活动。O-5mmol／L

的Ca2+和M矿可以略微提高精子活力，超过lOmmol／L则会显著降低中华鲟精子活
力，产生精子凝集现象，Ca2+的作用比M92+更为明显。中华鲟精子可在0-100mmol／L

的葡萄糖溶液中活动，低浓度的葡萄糖可以显著提高精子活力，在50mmol／L时精
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子活力最高。低渗溶液可以显著提高中华鲟精子活力，最适渗透压为50mOsm／L，

渗透压大于125 mOsra／L时完全抑制精子活力．

5．Na+、QP、M矿可以解除K+对中华鲟精子活力的抑制作用，这一解除作用
具有浓度依赖性，而且二价离子的效果优于一价离子，Ca2+作用效果比M92+更明显。

6．中华鲟精浆中高浓度的r是抑制精子在精原液中活动的主要抑制因子，Na+

主要起稳定精浆渗透压的作用，和精浆中的其他成分共同维护精子正常的形态和功

能。

7．综上所述，作者建议人工繁殖授精稀释液的pH应在8左右，渗透压应在

50mOsm／L左右，授精液中F含量应低于0．5mmol／L，QP、M矿含量不超过
5mmol／L，可采用NaCl和葡萄糖调节溶液渗透压。

关键j司：中华鲟；精子；精浆；离子成分；精子活力
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Abstract

ne Chinese sturgeon,Acipenser sinensis Gray,a typical anadromons fish．mainly lives in
the continent shelf of the East sea,Yellow sea in China,and spawns in the Yangtze and

the Pearl Rivers．However,with the construction of Gezhouba Dain in 1981。the spawning

colonies were obstructed at the middle and lower reaches of Yangtze River．Even though

cormnerchl fishing of Chinese sturgeon has been prohibited and artificial propagation has
been carried out since 1983，the natural spawning colony resource has been declining．In

1988，the fish was put in the list as a state protected animal in class L At present,great

progress has been made in the fields of morphology,reproductive biology and,especially,

reproductive ecology and stock assessment of the spawning population．Yet,there was
tittle knowledge of physio-ecologlcat characteristic 6f sperm．The basic characteristic of

milt,the short-term storage of mill in vitro，the ions composition of seminal plasma,and
the effects of some environment factom oil sperm motility were studied from 2005 to

2006．The main results arc as follows：

1．The sperm density of Chinese sturgeon was from 1．48x10r to 5．04x10’incUmL with

the average of 3．26x10r ind．／mL血e concentration of sp吼'm was from 9．4％to 25．12％，

with the average of 17．37％．the milt ate alkalescenco,and the pH value was between 7．5

and 8．5：the fast-movement time，total-movement time and lifetime of sp锄after being
diluted with freshwater were 76s，114s and 162s，respectively；the milt had 2 kinds of

colors，ivory-white and white，the ivory-white onewas thicker than the white OllO．

2．Sperm motility declined with time extending during short-term storage in vitro．High

temperature had negative effect on milt storage，only 3 days under 20℃，but over 10 days

under 2"C．However,the time for short-term storage of milt is so short,long-term storage
needs cryopreservation in liquid nitrogen．
3．卫嵋ions composition of seminal plasma of Chinese sturgeon include Na+，站，Qr，

M矿，Cu2+，Zn“，el-，Sa+was mc main ions，then Was r，a．，M矿，Ca2．，Cu2+，Zn2*；
there were significant difference in the concentration of Na*，IC，CI-between 2 male

Chinese sturgeon O<0．01)，but∞significant diI渤呦∞in Q12+，M92+，Q12+，Zal2+
(p>0．051．

4．The effects of environmental factors on sperm motility parameters in Chil也se

sturgeon including pH,cations．monosaccharide as well as osmolality were studied．11地

best pH value for activation of spermatozoa was pH 8．0．ne highest sperm motility was
observed in solutions containing 25mmol／L Na+，0．3mmol／L K+，5mmol／L C矿+，5mmol／L

M矿，50mmol／L#ucose，and with an osmolality of 50 mOsm／L respectively．弧e
present study provides us with some basic knowledge about biosensitivity of Chinese

sturgeon spermatozoa to ionic and osmolality．A sensitivity of sperm was observed after

induction of activation of sperm motility in solution containing carious，glucose or
sucrose with high osmolality．Concentrations more than 50mmol／L Na+．more than 0．5

mmol／L IC，more than lOmmol／L Caz*，more than 10mmol／L ig'’and osmolality more

than 75 mOsm／L had negative effects on sperm motility．Also．more也an 1 mmol／L IC

HI
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and osmolality more than 125 mOsm／L had an inhibitory effect．More than 10 mmol／L

C矿+and Mg“could induce congregating reaction．

5．Na+，Ca2+，M矿+were antagonistic with the inhibitory effect of K+On sperm motility．
儆reversed effect varied with the concentration．And divalent ions wore more
effectively．AndtheeffectofC∥wasbetterthanthatofM皆．
6．The inhibitory role of hi曲osmolality of the swiming medium(more than 100

mOsm／L)and insufficient osmolality of the seminal plasma to inhibit semen metilitv

suggested that osmolality is not the principal factor preventing sperm motility in seminal

nuid,but K+is a major inhibitory factor effecting sperm motih'ty in seminal plasma．

In conclusion,we suggested that the artificial propagation fertilization diluent should

be at pH 8．0。osmolity at about 50 mOsm／L the concentration of IC should be less than

O．5 mmol／L K’。and that of Caz+and M∥+should be less than 5mmol／L．

Key words：Asipenser s／nens／s；sperm；seminal plasma；ions composition；sperm

motility
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第一章文献综述

1．1 中华鲟生物学概述及其研究进展

中华鲟(Adpenser s／nens／s Gray,1834)隶属于硬骨鱼纲(Ostcichthyes)、辐鳍亚

纲(Ac血opte,ygii)、鲟形目(Adl啪鲫陋脚哪，是起源最早的脊椎动物类群之一，是
世界上鲟型目鱼类中个体最大、分布区域纬度最南的种类，在鱼类系统发育和动物

地理学研究中具有重要的学术价值(四川省长江水产资源调查组，1988；Bcmis et aL，

1997；危起伟，20031。

1．1．1中华鲟的生物学特征概述
中华鲟体形为长梭形，横切面呈五角形，头部呈三角形，略为扁平。头部腹面

及侧面有许多梅花状的斑纹，称为罗伦氏器。鳃孔位于头之两侧，鳃耙数14—25，

有喷水孔1对位于鳃盖前上方，呈新月形。躯干部具5行骨板，其中背骨板1行10-16

块；侧骨板左右各1行，均为26-42块；腹骨板左右各1行，均为8-16块。体前部

腹侧有胸鳍1对，鳍条48巧4；体后部腹侧有腹鳍1对，鳍条32-42；尾部背面有背

鳍1个，鳍条50-68：尾部腹面有臀鳍1个，鳝条26-40；尾鳍弯尾形。侧骨板上方

体色为青灰、灰褐或灰黄色，侧骨板下方至腹部由浅灰色向黄白色过渡，各鳍里灰

色(四川省长江水产资源调查组，1988)。

中华鲟属典型的溯河产卵洄游型(江海洄游)鱼类，主要分布在我国东海、黄

海、珠江和长江干流，历史分布范围还包括朝鲜半岛和日本海域，有珠江和长江2

个种群，珠江种群目前近乎绝迹。其生活史的主要阶段在我国东海、黄海以及朝鲜

近海大陆架区域度过，性成熟后上溯到长江和珠江上游产卵。中华鲟一般于繁殖前

一年6-8月进入长江河口并溯河而上，9—10月陆续到达湖北江段越冬，此时其卵细

胞处于第Ⅲ期，翌年1睢11月洄游到产卵场繁殖，历时1年之久，在此期间，亲鲟

不摄食，卵细胞发育完全靠其自身储备的能量和营养，在到达产卵场后才完成最终

发育，达到第Ⅳ期，产后亲鱼再返回海洋。受精卵经过4_5天发育，孵化出仔鱼；

初孵仔鱼不具游泳和摄食能力，只能顺江而下继续依靠卵黄囊营养物质发育，直到

具备游泳和摄食能力；其后幼鱼也行降河洄游，进入河口咸淡水后陆续进入海洋生

长、肥育。河口地区中华鲟幼鱼主食底栖无脊椎动物，在海洋中中华鲟以摄食底栖

鱼类为主，甲壳类次之，软体动物较少。

中华鲟生长速度快，是”种鲟鱼类中生长速度最快的种类之一，人工养殖条件

下生长优势更为明显，养殖1年可达4kg以上。中华鲟寿命较长，根据所捕获到的

中华鲟的年龄结构来看，雄鲟多数个体的年龄是12—15龄，最小个体是8龄，最大

个体是26龄，雌鲟多数个体的年龄是17-25龄，最小个体是13龄，最大个体是
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35龄(柯福恩，1999)。Wei等于1981—1993年间，鉴定了384尾中华鲟年龄，其种

群平均年龄17龄，雄性年龄在睨7龄，平均14龄，10-18龄占90．2％；雌性年龄
在13码4龄，平均20．7龄，16也7龄占86．4％(WeietaL，199∞。

中华鲟性成熟较晚，雌性性腺初次成熟在14-26龄，平均在18龄，体重一般在

150 kg以上；雄性性腺初次成熟在8—18龄，平均12龄，体重一般在50 kg以上。

中华鲟属于一生多次产卵鱼类，但是雌性不能每年繁殖，在一次繁殖过后～般要间

隔1撕年才能再次繁殖(余志堂等，t986；常剑波和曹文宣，1999)。一般而言，在繁

殖群体中雌性个体较雄性个体大，雄鲟在42—168 kg，雌鲟在105-420 kg(Wei etaL，

1997)。中华鲟雄鲟怀精量一般在1000mL以上，最多可以达到5760 mL(刘鉴毅等，

2007)；雌鲟的繁殖力较高，雌鲟成熟系数一般可以达到20％，平均怀卵量64．5万

粒，最高可以达到570万粒(余志堂等，1986)。故在生长对策上，中华鲟是采取r

对策，其死亡率与种群密度关系较小，把较多的物质用于生殖(危起伟，2003)。中

华鲟个体大、怀卵量高，弥补了它们对繁殖条件要求高、洄游距离长等所导致后代

成活率低的缺陷，是物种的生存适应机制(Beamesderfer and Farr,1997)．

中华鲟的生殖配予在离体、非激活条件下可以存活数小时至数天，精子常温保

存最长可以达到1周时间，而卵子在常温下保存18砣4 h还具有受精能力f郑跃平等，

2000。中华鲟精子进入淡水激活后，活动时间最长可以达到加rain以上(四川省长

江水产资源调查组，1988)。中华鲟卵子卵粒较大，受精卵粘性强，胚胎耗氧率高(唐

国盘，2005)。中华鲟精子和卵子的这些特征，是对激流产卵的一种适应(危起伟，

2003)·

中华鲟繁殖的水温在16-21℃，产卵水温在17-20℃之间，以18．呲o．O℃为最
佳，在鲟类中属于繁殖水温较高的种类；同时，中华鲟生存的水温也较其他鲟类要

高，这些特征，可能与中华鲟的起源有关(危起伟，2003)，此外中华鲟自然繁殖对

产卵场的水文条件也有很大依赖性。

1．1．2中华鲟的研究现状和资源保护概述
葛洲坝水利枢纽的建设，阻碍了中华鲟的洄游和产卵，种群濒临灭绝。从1950

年开始零星的对其生态及生物学方面展开研究，1970年又开始对人工繁殖及增殖放

流进行研究，每年都有一定的放流增殖量(王玉堂，1999)。但是对中华鲟进行较为

系统的研究是从1972年开始历时多年的“长江鲟鱼专题调查”，其研究成果汇编成《长

江鲟形目鱼类生物学及人工繁殖研究》(四川省长江水产资源调查组，1988)，这也是

迄今为止对我国鲟形目鱼类进行基础性研究的唯一一本专著。

在葛洲坝水利枢纽工程大江截流(1981年1月4日)后，1982年10-11月多家

研究单位，几乎同时在葛洲坝下宜昌江段发现长江中的铜鱼和瓦氏黄颡鱼等底层鱼

类的消化道内含有不同发育时期的中华鲟受精卵，由此证明了中华鲟已经在葛洲坝

下形成了新的产卵场并进行自然繁殖f胡德高等，1983：余志堂等，1983)。1982年

国家明令禁止长江鲟形目鱼类的所有商业捕捞，科学研究用鱼的数量也受到严格的

限制和监控，1988年我国《野生动物保护法》和1989年《野生动物保护名录》颁

2
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布以后，中华鲟被列为国家一级重点保护动物。而长江水产研究所和葛洲坝工程水

产处(现更名为葛洲坝集团公司中华鲟研究所)的中华鲟人工增殖放流工作已经坚

持开展了20多年。

目前长江中华鲟种群数量尚维持有一定的规模，这说明国家所采取的保护策略

是有效的。随着科学研究的深入，1996年开始尝试利用化学标记、遗传标记和物理

标记等多种手段进行人工放流效果评价(常剑波，1999；Wei and Yang,2002；杨德国

等，2005)，尤其是引进国外的电子跟踪技术(超声波遥测追踪及定位系统、河床

扫描系统)进行自然繁殖生态和产卵条件研究(危起伟等，1998)。wbi等突破了中

华鲟培育成活率低的技术难题，开始进行批量人工后备亲体驯养工作，为中华鲟实

现全人工繁殖奠定了基础(wci et aL，2002；Wei andYang,2004)。20多年来，广大科

研人员开展了大量的研究工作，对自然产卵的具体时间和地点、产卵规模、前仔鱼

期的耗氧量、低龄中华鲟的性别鉴定、产卵群体的资源量、繁殖群体的结构及其变

化、产卵场的水文条件及河床底质地貌、中华鲟在产卵场中的分布和迁移、幼鱼的

降海洄游、人工放流对长江口幼鲟的贡献率、蛋白质化学、精液生物学、精液冷冻

保存技术、受精细胞生物学、分子生物学等方面进行了研究邴中舞等，1985；许雁
和熊全沫，1990：Deng et aL，1991；Deng甜4L，1991；柯福恩和危起伟，1992；wci et

4￡，1997；鲁大椿等，1998；柳凌等，1999；张四明等，1999；张四明等，2000；陈

细华等，20048；陈细华等，2004b；唐国盘，2005：付小莉等，2006)，获得了大量

宝贵的科学数据，为今后研究的深入化和系统化奠定了基础。

关于中华鲟的资源状况，1983年前，没有对长江中华鲟产卵群体资源量进行过

估算(危起伟，2003)。柯福恩等(1984)指出在没有禁捕的1972-1980年间，长江全

流域中华鲟成体的年捕捞量波动在394-636尾(平均每年517尾)。葛洲坝水利工程

的阻隔作用使得长江中游中华鲟产卵亲鱼的数量明显增多，仅宜昌至石首江段(约

300km)，由于没有禁止捕捞，1981年就捕捞827尾，1982年捕捞558尾，而在此

之前该江段捕捞到的中华鲟记录是很少的佯剑波，1999)。危起伟指出葛洲坝截流
后，中华鲟在坝下江段聚集，形成了长江中华鲟的年捕捞高峰，1982年(没有禁捕)

达到1163尾(包括截流于坝上的161尾)(危起伟，2003)。1982年国家实施中华

鲟亲鱼群体保护措施，禁止一切商业捕捞，以后每年的捕捞数量都得到严格控制，

其中捕捞量约一半用来做人工繁殖放流，而另一半用于标记放流等其它有关的科学

研究。危起伟等对葛洲坝截流24年来中华鲟产卵群体结构的变化研究结果表明，葛

洲坝截流24年来中华鲟产卵群体的结构发生了显著的变化，24年中的后15年间的

变化明显大于前9年的变化(危起伟等，2005)。这种变化突出表现在雌雄性比的严

重失调，这不仅给人工繁殖工作带来不便，也降低了繁殖后代的遗传多样性，不利

于物种的生存和发展。

由于中华鲟个体大、成熟周期长，全人工繁殖尚未突破。柯福恩和危起伟指出

进行人工规模化养殖和后备亲鱼培育，进而实现中华鲟全人工繁殖，建立中华鲟资

源的人工备份，是保护中华鲟物种的另一途径(柯福恩，1999；危起伟，2003)。但
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在国家批准的允许驯养繁殖中华鲟的养殖场中，饲养的最高龄人工繁殖子一代也仅

仅是1997年世代，因此加强对现有资源的保护力度就显得极为重要。

1．2鱼类精子生理生态特性研究进展

精子生物学的研究开始于19世纪，研究内容主要涉及精子的发生发育、精子的

形态结构、精子的活力、精子的新陈代谢、精子和精浆的生化特性等(Billard and

Cc'跚ln，1992；Billazd甜a1．，1995a；BillardetaL，1995b)。鱼类精子生物学的研究仅限

于少数种群，主要集中在有重要经济价值的鱼类和列入各级保护计划的鱼类(Billard
and Cosson,1992)。随着科学技术水平的不断发展和新方法的应用，精子生物学研

究也逐步深入，已从精子发生、形态与结构发展到分子生物学水平。丰富的研究成

果为鱼类的精液保存、人工授精和物种保护提供了理论参考与技术保障，也为在生

产实践中的应用打下了基础。

1．2．1鱼类精子的一般特征

鱼类精子形态特征与大多数脊椎动物相似，为鞭毛型精子，由头部、颈部(又

称中段或中片)、尾部三部分组成。鱼类精子头部形态多种多样，但绝大多数硬骨鱼

类精予头部成圆球形或椭球形。精子头部主要由细胞核所占据，核内为高度浓缩的

染色质，核外包围细胞质。与高等动物不同的是，绝大多数硬骨鱼类精子头部均无

顶体结构，这可能是由于硬骨鱼类卵子的表膜上具有精子入卵的通道一受精孔的缘

故，例外的是鲟类精子具有顶体。鲟鱼精子个体较一般硬骨鱼类大，精子头部呈圆

柱形，大小是一般硬骨鱼类的4_9倍(I血h盯t甜aL，1995；Linhal't and Kudo，1997)。鱼

类精子颈部较短，主要是中心粒的结构。鱼类精子中段包含少许的线粒体，有些种

类高度发达(如网纹花鲻，Poecilia删胁比妇)，而有些种类则明显退化伪】鲑科、鲤

科鱼类)(Billard et aL，1995b)。精子尾部仅有一根从中心粒处延伸而出的细长鞭毛，

鞭毛通常为9+2的微管结构，鞭毛的摆动是鱼类精子运动的直接动力。一些体内受

精鱼类，如大洋鳕(Macrozoarces americanus)具有双鞭毛精子Cvao et aL，1995)，而

一般体外受精的鱼类通常只有一根简单鞭毛，也有报道在斑点叉尾鲴(如细如w

舢嘲中发现有双鞭毛精子Oasp口s甜aL，1976)。
多数体外受精的硬骨鱼类的精子在鱼体内和精原液中不能活动，精子只有在排

出体外后，接触外界淡水或海水环境，精子细胞周围的环境因子发生很大改变，才

会启动精子活动，并在适宜的条件下完成受精(BiUard andCosson,1992；邓岳松和林

浩然，1999；Alavi and Cosson，2005)。鱼类精子运动时间有限，运动强度也会随时间

推移而显著下降。在许多淡水鱼类中，精子运动持续时间通常不到2 rain，并且在多

数情况下其快速运动只能维持不到30s(Morisawa and Suzuki，1980；Perchec et 4L。

1995；Billard et aL，1995a；Kil／lc et a1．，2001)。在一些鱼类中，如斑点狼鱼(Anarhichas

minor)、3刺棘鱼(Gasterrosteus aculeatus)和5刺棘鱼(Spinachia叫M曲缸)在排卵过
程中伴随有大量凝胶状粘性物质，可以使精子在排出之后维持很长的活动时间(瞄me
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andTvciten,2002；ElofssonetaL，2003)。体内受精鱼类，如海水中的杜父鱼和大洋鳕，

他们的精子在雄鱼体内即能运动(KoyaetaL，1993；YaoandCfim，1995)。大洋鳕的精

子在原精液或者人工配置的稀释液中，在4℃下可以保持运动5天(YaoetaL。1999)。

鱼类精液一般呈弱碱性，pH在7．嗍．5之间。我国的青鱼(Mylopharyngodon
piceus)、草鱼(Ctenopharyngodon idellus)、鲢(Hypophthalmichthys molitrix)、鳙

(dristichthys nobilis)、鲤(Cyprinus carpio)和团头鲂(Megalobrama amblycephala)精

液的pH在6．50．5之间(鲁大椿等，1989)，中华倒刺壹巴(Barbodes sinensis)、白甲鱼

(Varicorhinus simus)和岩原鲤(erocy呻rabaudi)精液的pH分别为7．50．7、7．3-7．5
和7．2．-,7．4(谭娟等，2006)，大1：3鲇(Silurus meridionalis)精液pll值为73可．5(罗相忠

等，2002)，华鲮(S／nilabeo decorus)为7_5阵萍等，2005)，大黄鱼(Pseudosciaena crocea)
为6．720．25(林丹军和尤永隆，2002)。

精子密度和精液浓度是鱼类精子主要的基本特征，通常使用血球计数板或者类

似的计数工具计算精子密度，也可采用分光光度法测量精液光学密度来快速测量精

子密度，精液浓度则采用离心法测量(％，白色物质体积占总精液体积的比率)(鲁大椿

等，1989；RurangwaetaL，2004)。硬骨鱼类的精子密度范围在2x106—5．3x1010ind．／mL

之间，我国四大家鱼精子密度为2．66．．3_56x10lo ind相1L，精液浓度在58．3--69．1％之

间(鲁大椿等，1989)。广东鲂(Megalobrama hoffmanni)的精子平均密度为2．45x10加

inddmL(潘德博等，1999)，和四大家鱼差别不大．大口鲇精子密度为1．34x109 ind．／ha_,，

精液浓度为9．1％(罗相忠等，2002)，比四大家鱼低了1个数量级。华鲮精子密度更

低，仅为4．244×107砒，m“李萍等，2205)，较四大家鱼低了整3个数量级。鱼类精
液浓度和精子密度在不同种类之间、同种的不同个体之间以及同一个体在繁殖季节

的不同阶段都是不同的。高浓度的精子并不一定有更的活性或者更高的受精率(鲁大

椿等，1989；Williot et a1．，2000；Geffen and Evans，2000)。因此，在采用受精实验来分

析精子受精能力的时候，必须注意精子的密度。

鱼类精予和精浆中包含多种化学成分，包括与精子活动的抑制和启动有关的无

机成分(F，Na+，Ca2+，M矿等)(Morisawa et 4L，1983；Morisawa et 4￡，1983；Morisawa
et aL，1983；Morisawa,1985；一davi et aL，2004；Cosson，2004)；与能量代谢直接相关的

有机化合物作r油三酸酯、丙三醇、脂肪酸、葡萄糖、乳酸盐等)(Lahnsteiner et a1．，

1993)；多种酶(酸性磷酸酯酶、碱性磷酸酯酶、B．D-葡萄糖苷酸酶、蛋白酶、苹果

酸脱氢酶、乳酸脱氢酶、三磷酸腺苷酶、天门冬氨酸转氨酶等)(I．ahnsteineret口￡，1996；

Babiak et aL，2001)；各类氨基酸(鲁大椿等，199s)；以及在精子代谢过程中最重要的

酶作用物和代谢物ATP，ADP，AMP，NADH，脂质，腊肪酸，葡萄糖，乳酸盐，丙

酮酸盐，肌酸磷酸盐(I．ahnsteineretaL，1998)，其中研究较多的是与精子活动的抑制

和启动有关的无机成分，涉及鲤科、鲑科、鲟科等的多种鱼类，表1-1中列出了几

种鱼类精浆的主要离予成分，可见Na+、K+是鱼类精浆中最主要的阳离子成分，海

水鱼类和鲑鳟鱼类精浆中Na+含量明显高于鲤科鱼类和鲟鱼类，而K+则以鲤科鱼类

和鲑鳟鱼类精浆中含量较高。
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1．2．2鱼类精子活力的评价
精子活力是检测鱼类精子质量和受精能力的关键指标，对于鱼类精子活力的评

价，传统的方法主要采用在光学显微镜下观察所得的精子激活率、精子运动时间和

精子运动激烈程度等少数几个指标，随着显微成像、显微录像和计算机辅助精子运

动分析(CASA)等技术的应用，使得对鱼类精子活力的评价指标达20种之多，主

要包括轨迹速度(Curvilinear velocity,VCL)、平均路径速度(Average path velocity,

VAP)、直线运动速度(Straight．1ine velocity,VSL)、激活率(Motile。MOT)、线性性

(Linearity,LIN)、精子侧摆幅度(Amplitude oflateral head displacement,ALH)、直

线性(Straightness，STR)、鞭打频率(Beat cross frequency,BCF)、摆动性(WOB)、

运动精子密度等。通常采用精子运动时间、精子激活率、精子运动速度、精子运动

模式和精子运动分级等一方面或几方面的指标来评价精子活力(严安生等，1993；严

安生等，1995；Kilnc et a1．，1996；邓岳松和林浩然，1999；KilIlC et aL，2001；Rurangwa

et4L，2004；苏天风和艾红，2004；胡家会等，2005)。

1．2．2．1精子激活率和精子活率

精子激活率指精子被激活后几秒内活动精子占总精子的百分率，可以反映精子

群体的活动能力。精子活率指精子激活后，某一时刻活动精子占总精子的百分率。

精子激活率常随鱼的种类及内外环境条件的变化而变化，质量较好的精子在适宜的

条件下其激活率一般可达90％以上。生活在淡水中的图门江杜父鱼(Couus hang

ionensis)的精液被渗透压为679．5kPa的溶液稀释时，精子激活比例为22％，当溶液

渗透压下降到452．9 kPa时，精子激活比例上升为63％，当溶液渗透压为226．5 kPa

时，精子激活比例达到90％(Oda and Shinriki,1998)：在海水中繁殖的鳗鲡(／tnguil／a

Marmorata)，精子在渗透压为679．5．905．9 kPa的NaCI中保持静止状态，16．8％的

精子在1132．4 kPa的NaCI中开始运动，在2038．3 kPa的NaCI溶液中精子激活比

例达93．4％(Ohta and Izawa,1996)。此外，精子激活后随运动时间延长，精子活率逐

步下降，西伯利亚鲟经激活液稀释后，几秒内即有90％左右的精子被激活，此后精

子活力逐步下降，至2min时精子活率降至10-20％(Bmard et aL,1999)。

1．2．2．2精予运动时间

鱼类精子的运动过程可以分为3个主要阶段，即运动启动阶段(motility

initiation)、运动持续阶段(motility maintenance，persistence)和运动终止阶段(motility

ceasing)。运动启动阶段既是精子的激活，是精子经激活液稀释后，由于外界环境变

化激发精子内部生化过程，引起鞭毛摆动的过程，这一阶段时间较短，通常不到1s。

精予运动持续阶段是精子运动过程的主要部分，在此阶段精子有多种运动方式，包

括直线运动、圆周运动、旋转运动等，还可根据精子运动过程中有无位移分为向前

运动和原地颤动。运动终止阶段是指精子激活运动后，由于自身能量消耗殆尽、功

能性结构损伤或某些抑制因子的作用，导致精子鞭毛停止摆动的过程，此时精子处

于死亡或假死状态。
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鱼类精子的运动时间受内因和外因的影响，内因包括亲鱼的种类、所处的生殖

季节、性腺发育状况、亲鱼体质和营养状况、年龄等，外因包括所处水环境的渗透

压、环境的离子组成、酸碱度、温度等(Binard and Cosson，1992；邓岳松和林浩然，

1999；Aiavi and Cosson,2005；Alavi and Cosson，2006)。根据精子激活后的活力变化情

况，可以将运动持续阶段继续划分为激烈运动阶段、快速运动阶段、慢速运动阶段、

摇摆运动(原地颤动)阶段等，对应于各阶段的时间则分别是精子的激烈运动时间、

快速运动时间、慢速运动时间、摇摆运动时间等(鲁大椿等，1989；严安生等，1993；

赵振山等，1995a；严安生等，1995；赵振山等，1995b；鲁大椿等，1998；谷巍等，

2005)。通常所说精子运动时间是指精子从运动启动到运动停止所经历的时间，即所

谓精子寿命(ufe time，u’)。而在鱼类人工繁殖过程中，更注重精子的快速运动时

间，因为精子的快速运动时间越长其有效受精时间越长，意味着可以获得较高的受

精率，所以精予快速运动时间也变成考察精子活力的常用指标之一(鲁大椿等，1989；

严安生等，1993；Rurangwa et aL，2004)。淡水鱼精子的运动多呈爆发式，运动时间

较短，从十几秒钟到几分钟不等。虹鳟CSalso gairdneri)精予快速运动时间一般不超
过30 s，寿命在60 s内，鲫鱼精子寿命不超过10 mill，而海水鱼类精子运动时间较

长，如叉线六线鱼(Hexagrammos octogrammu)精子在海水中寿命超过50 min(Koya

甜aL,1993)，网纹花N(eoecU／a reacukta)的精子可在水中运动48 h。

渗透压是影响精子运动时间的主要因素之一，纯海水或纯淡水均不利于精子的

长期运动，经过稀释的海水或具有一定渗透压的溶液可维持精子较长时间的运动。

离子同样对精子寿命有较大影响，适当的pH值、葡萄糖、ATP均可延长精子运动

时间。温度也是影响精子运动时间的主要因素，鱼类精子运动时间随温度的升高而

逐渐降低。因此在鱼类人工受精时，要注意受精液调整至适当渗透压、pH值及离子

组成，尽可能延长精子运动时间(Alavi and Cosson,2006)。

1．2．2．3精子运动速度

鱼类精子运动速度可以反映精子运动激烈程度，不同鱼类精子运动速度不同，

鱼类精子一般在起始运动阶段运动速度最快，随时间的推移，ATP被大量消耗，运

动速度迅速降低(PercheeetaL。1995；邓岳松和林浩然，1999；苏天风和艾红，2004)。

在12．5℃和16℃时，亚东鲑(Salmo truttafario)精子经淡水激活后4秒内向前运动

的速度为160--164j珊临，gs、16s、26s之后，速度分别降至85-91、24--33、2--5／蜘a／s

(Schlenk and Kahlnalgll，1938)。鱼类精子运动速度易受外界环境因子的影响，而温

度的影响最为明显。黄鳝(Monopterua albus)精子在28．5℃被0．1％NaCl激活时，

其平均直线运动速度为8．37±1．02／蜘a／s，鲤鱼精子在20℃被激活时，起始10 s内

精子运动平均速度为130-+U／Mm／s，为黄鳝的16．35倍，在随后的2 mill，精子运动

速度降为16_+11／an／s(Perehec甜aL，1995)。由于虹鳟卵子直径达4巧mmol／L，且精

子只有通过受精孔才能进入卵子，限于精子的运动速度和运动时间，卵子受精孔反

面的精子是没有机会受精的，因此虹鳟只有排放大量的精子才能保证受精率

(Rurangwa et aL,2004)，其它鱼类也存在类似情况。
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1．2．2．4精子鞭毛摆动频率

鱼类精子运动激烈程度还可用精子鞭毛摆动频率来表示。不同种鱼类的精子鞭

毛摆动频率不同，和运动速度一样容易受环境因子，特别是温度的影响。在精子运

动早期阶段鞭毛摆动频率最高，之后随时问延长而下降。如黄鳝精子在28．5℃被

0．1％NaCI激活时，其精子鞭毛摆动频率为6．30-±-0．18比侗定刚和温安祥，2003)；
鲤鱼精子在20℃被激活时，起始10 s内精子鞭毛摆动频率为50-60 Hz，分别为黄

鳝的7．91由．52倍；在随后的2 rain，鞭毛摆动频率也降至7-10 I-lz(Perchec et aL．

1995)。20℃时，虹鳟精子起始运动鞭毛摆动频率为60弛，在随后的30 S内降为15
I-Iz，15℃时虹鳟精子起始摆动频率为48 Hz，5℃时其精子起始摆动频率为30

m(Cosson etaL，1985)·
L2．2．5精子运动模式

鱼类精子运动模式主要包括圆周运动、曲线运动、直线运动、原地颤动和静止

等。不同鱼类其运动模式各不相同，同种鱼类精予通常包括多种运动模式。欧白鱼

精子有5种运动方式：匮周运动、非直线运动、直线运动、原地运动及静止(Lahnsteiner
et aL，1996)。多数鱼类精子为非直线运动，鲑鳟鱼类精子运动轨迹是圆周形，细须

石首鱼(Mi℃ropogonias Bommparte)的精子运动轨迹也是圆周形，圆周直径随运动时

间的增加而减小。国内学者多采用快速运动、中速运动、慢速运动、原地颤动或静

止来划分精子的运动形式，这与前面的划分是基本一致的。精子运动方式可随溶液

离子组成的不同而改变，如Ca2．可改变精子的运动方式，Ca2．使虹鳟精子运动轨迹

直径变／J,(BiUard and Cosson,1992)：低浓度的Ca2．∞．1 retool／L)即可使细须石首鱼的

精子运动方向变化率(turning rate)发生明显改变，高浓度的Cab也可使其精子运

动轨迹直径变小，外观上表现为精子头部聚集。

l∞．6精子运动分级
许多研究者常根据精子的上述运动特征，如精子激活率或精子运动速度将精子

的运动分成不同等级。McMaster等(1992)曾按照活动精子百分比定义精子运动等

级(Mcmaster ef aL,1992)。Viveiros等(2003)根据精子激活率将精子运动分为啦4
共5个等级：0级，无精子运动；1级，25％的精子运动；2级，50％的精子运动；

3级，达到75％的精子运动；4级，超过75％的精子运动(Viveims et aL,2003)。按

世界卫生组织(WHO)推荐的方法，可以将精子运动定为4级：A级，呈快速直线

前向运动的精予；B级，呈慢速或非直线前向运动的精子；C级，原地颤动或旋转

的非前向运动的精子；D级，无活力的不动精子(非死亡精子×周定刚和温安祥，

2003)。Lahnsteiner等认为，精子的运动速度是评价精子运动的主要指标，可以通过

CASA将所有精子进行分类，可分为如下种类：不运动(V<5／m1／s)，原地运动

(V=5-20／Mm／s)，以及完全运动(V>20／zm／s)(LahnsteineretaL。1996)。

1．2．3鱼类精子活力的影响因素

大多数鱼类的精子在精巢和精浆中是不活动的，因为精巢和精浆中存在抑制因

子，只有当精子释放到水环境并被水环境稀释后才能被激活。如鲑鱼，其精子在精

10
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浆中活动的抑制主要受r浓度的制约，而渗透压是抑制鲤科鱼类精子在精浆中运动

的主要因素(Morisawa and Suzuki，1980；Billard el aL，1995)。鲟鱼精子和其他硬骨鱼

类相同，在精浆中不能活动，有研究表明，鲟鱼精子在精浆中活动的抑制主要是受

r浓度的调节，而其他因素如渗透压也起到一定作用(GaUis elaL，1991；Linhart elaL，

1995；Billard et aL，2000；Alavi and Cosson，2002；Alavi，2003)。精浆不仅可以抑制精

子的运动，还具有保护精予的功能。鱼类精子经激活液稀释后即开始运动，精子活

力是检测精子质量和受精能力的关键指标，许多研究表明，激活液中的各种因子，

如温度，pH，渗透压，离子成分(K+，Na*，Ca2+,M矿)，以及稀释比例等，均会对
鱼类精子的活力产生影响(Billard el aL，1995b；Cosson et aL，1999)，这是鱼类精子生

理特性与环境相适应的结果。到目前为止，有关鱼类精子活力的研究涉及了鲑科、

鲤科、鲟科、鲷科。鲽科、鲆科、鲳科、鳗鲡科等的多种鱼类，以前3类居多。

1．2．3．1温度

激活液温度、亲本培育温度以及精子保存温度均能影响鱼类精子的活力03alard

elaL，1995b；WiUiotelaL，2000；AlaviandCosson,2005)。温度主要是通过控制精子的

能量代谢强度而影响其活力，由于精子自身的能量储备非常有限，在适宜的温度条

件下，随着温度的升高精子运动速度加快，能量消耗加快，就会导致精子运动时间

缩短，当然过高的温度贝Ⅱ会抑制精子活动或直接导致精予死亡；温度降低精子细胞

代谢强度降低，精子运动速度降低，能量消耗减缓，因此使精予运动时间延长(Alavi
and Q，sso皿2005；胡家会，2005)。

湖鳟(Salvelinus namaycush)精子在12．5—16℃条件下激活后，向前运动时间

仅有29 s，而在2．25℃条件下其向前运动时间可以达到56 s(Schlenk and Kahmann,

1938)。Billard和Co．son研究发现，虹鳟精子运动时间随激活温度的升高而缩短，

5℃时激活3 mill后仍有大多数精子保持向前运动，而21℃时多数精子的向前运动

只能持续40s(Billard and Cosson，1992)。其他鱼类精子也有类似特征，20℃时鲤鱼

精子的运动时间比26℃和30℃时长，20℃时草鱼精予运动时间较30℃时长，较低

的温度条件(4℃)可以显著延长非洲鲶(Clarias gariepinus)精子的运动时间(Mamour

甜aL，2002)。真鲷(Pagrosomusmajor)精子在高于18．8℃时，活力下降很快，低于

该温度时，涡动时间缩短但寿命并没有明显缩短(区又君等，1998)。在一定的温度

范围内，平鲷(Rhabdosargus sarba)精子的寿命随温度升高而降低(李加儿等，1996)。

Perchec等发现，鲤鱼精子不活动时ATP的含量较高，精子运动时，ATP被迅速水

解，供精子运动需要，当ATP消耗达70％时，精子停止向前运动，温度升高ATP

消耗加快，由此可见，精子运动的速度与温度成正比，而精子运动的维持时间则与

温度成反比(Perchec el口￡．1995)。

温度可以影响鱼类精子的鞭毛摆动频率(Cosson el以，1985)。较高的温度可以增

加鞭毛摆动频率，降低向前运动的时间，而较低的温度(和10℃)可以降低鞭毛摆动

频率，延长精子的运动时间(Billard and Cosson，1992；Van．100k,2001)。Billard和

Cosson研究了不同温度下虹鳟精子鞭毛摆动频率的变化规律，发现5℃时鞭毛频率

11
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较低，至10℃基本保持不变，而在14℃时其鞭毛频率迅速增加，21℃以上时其频率

保持恒定，随着温度升高精子激活率和运动时间均降低(Bmard and Cosson,i992)。

精子保存温度和亲本培育温度对精子活力也有显著影响。在2-5℃保存的鲤鱼

精子，其运动时间比22℃长(Ravinderctal．1997)。室温(25℃)下，红鳍笛鲷(．Luganus

erythropterus)精子活力随保存时间延长而下降，保存15．5 h后精予失去快速运动能

力，在0--4℃条件下，红鳍笛鲷精子可以保存72 h偿}琥等，200研。Williot等发

现，在10．0℃和175℃下培育的西伯利亚鲟，其精子的活力随着温度的升高而降低

OVilliot甜aL。2000)。水温在17．19℃时施氏鲟的精液量和精子活力处于正常范围

内，水温高于20℃时，精子活力下降，当水温达到23℃后，精子几乎没有明显活

力(孙大江等，2002)。
L2．&2 pH

目前为止已经在一些鱼类中进行了有关pH对精子活力影响的研究，如大头鲻

(Mull capito)(Hines and Yashov，1971)，虹鳟∞ina吐1983；Gatti el 4￡，1990)，庸

鲽(Hippoglossushippoglossus)(BillardelaL，1993)，匙吻鲟(Linharteta／．,1995；Cosson
and Ianhart,1996)，高首鲟CAcipenser transmontanus)(Ingermann el aL，2002)，西伯

和亚鲟(Gallis甜a／．，1991)，以及波斯鲟(Alavi．2003)等，从现有研究结果来看，大

多数鱼类精浆偏碱性，pH值界于7．3胡j之间，精浆、激活液和保存液的pH均会

影响鱼类精子的活力，影响的程度因鱼的种类不同而有差异。

鱼类精子在中性或弱碱性的溶液中活力较高，酸性和强碱性溶液会降低或抑制

精子活力，影响其受精率(Baynes el aL，1981)。碱性条件下虹鳟精子活力和受精率均

有一定提高(BiUard，＆1981)，5--21℃下虹鳟精子运动的最适ptt为9．o，虹鳟受精

最适pH条件为8．0-8．2(Lahnsteincx甜aL，1998)。长颌姬锻虎鱼(Gillichthysmirabilis)

和舌齿鲈(Dicentrarchus labrax)精子在pH 5-10的稀释液或海水中皆可活动，最适

pH为9；吉利罗非鱼(捌劫妇嬲的精子可活动的pH范围是5—10，最适pH为7-8

∞锄g and Ijn，1999)。雀杜父鱼(Alcichthys alcicornis)精子活动的pH范围是6-9，

最适pH为7．5(Koya甜口L 1993)。美洲大锦鲥精子活动范围pH 6．5-9．5，最适pH为

8--9(Wang and Criml，1997)。欧白鱼精子活动pH值范围7．68-8．5，其活力隧pH值

升高而增加。鲤鱼精子可以在pH值为6--9的激活液中活动(Rcdondolmuller el aL．

1991)·

pri值也是影响许多鲟类精子活力的重要因子，如匙吻鲟(1_．血lhart et aL，1995；

Cosson and1 jnhart，1996)、高首鲟(Ingcrmann甜aL，2002)、 颈伯利亚鲟(OaUis甜a／．，

1991)和波斯鲟(Alavi甜4L 2004；Alavi et a1．，2004)。波斯鲟精子可在pH 6．o胡．0范围内

运动，pH 8．0时运动时间最长，精予活率最高(Alavi既aL，2004)，西伯利亚鲟的精子

也有相似特征(Gauis el aL,1991)。pH在精浆的生理范围内(pH 8左右)激活液不会对

精子的活力产生不利影响，而保存液的pH会影响精子的活力(Cc瞎s衄and Iinba噶

1996)。lngermann等研究发现，精液的缓冲能力越差，精子对外界pH的变化就越敏感，

就越容易受到外界环境和自身代谢酸性产物的影响(Ingermann甜口L 2002)。
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pH值也是精子抑制及激活的调节因子之一，细胞外的pH值会影响细胞内质子

的浓度，从而影响到膜电位，也就影响到精子的运动启动(Boitano and Omoto，t992)。

鲽的精子在酸性或中性等渗液中不活动，当添加NI-hCl使溶液pH值升高后精子可

被激活(Oda and Morisawa,1993)。Billard(198回和Gatti等0990)发现，细胞内pH

值随着细胞外界溶液pH值的变化而变化，前者总是低后者1个pH值单位。当溶液

pH值低于7．5时虹鳟精子运动受抑制，但这种抑制作用可以通过增加Ca2+和M92+
浓度得以克n匪(Bmard and Cosson'1992)。

国内学者也在pH值对鱼类精子活力影响方面开展了广泛的研究。在pa值为

8-9水体中黄颡鱼精子强烈运动时间最长为298(杨彩根等，2003)，草鱼精子在pH 8．5

的溶液中强烈运动时间最长。鳗鲡精子适合在pH 7-9的弱碱性溶液中运动(邓岳松

和林浩然，2000)。泥鳅精子激活的适宜pH为7．2--8．0，最适pH在7．6左右(阮国

良等，2004)。其他鱼类如花鲈(洪万树等，2001)、真鲷、黑鲷、平鲷、黄鳍鲷(李加

儿等，1996；黄巧珠等，1999；江世贵等，2000)、乌鳢(赵振山等，1995b)、斜带石

斑鱼使!会宏等，2003)、大黄鱼(林丹军和尤永隆，2002；朱冬发等，2005)等，均

有类似特性。当然也有少数鱼类略有区别，如真鲷精子在pH 6．4-9．6的海水中均有

较强活力，并且在弱酸性环境中的活力比弱碱性的略高，这应该是该种群与环境相

适应的结果(区又君等，1998)。

1．2．3．3渗透压

多数鱼类精浆渗透压一般维持在286-334 mOsm／kg(大约656．8--838 Id a)的水

平(Molisawa et aL，1983；Morisawa et a1．，1983；Tan-fennin et aL，1999；Morita et aL，

2003；He et aL，2004)。鲟鱼类精浆渗透压较鲤科、鲑科和海水鱼类低，通常低于100

mOsm／kg，海水鱼类精浆渗透压明显高于淡水鱼类。鱼类精浆的渗透压在不同的季

节存在一定的变化(BiUard etal．，1995b)，也存在个体差异，这主要和精液的“稀释”

(水合作用)有关，此外人工繁殖过程中催产剂的使用也会对其产生影响

(Redondo-muller et a1．，1991)。精浆保持稳定的渗透压对于精子形态和功能的稳定有

积极的作用。淡水和海水环境的渗透压大约是40和1000 mOsm／kg，与精浆的渗透

压存在着相当大的差异，这种差异是大多数硬骨鱼精子运动的重要调节因素(Morim

efaL．2003)。

大多数硬骨鱼的精子，在精巢和精浆中不运动，在与精浆等渗的电解质和非电

解质溶液中也不运动，对于淡水鱼来说，精子经低渗(低于300 mOsm／kg)溶液稀

释后，精子即被激活；相反，海水鱼类的精子只有稀释到高渗(高于300mOsm／kg)

的溶液环境中，精子才能被激活，而渗透压过高(>1200 mOsm／kg)时，海水鱼类精子

的活力则会受到抑制(Morisawa and Suzuki,1980；Morisawa et aL，1983；Morisawa et

以。1983；Oda and Morisawa,1993；Morisawa,1994)。Morisawa等(1990)用不同渗

透压的NaCI、KCI和甘露醇溶液作为精子激活液，发现一些淡水硬骨鱼，如鲫

(Carassius auratus)、褐三齿雅罗鱼(Tribolod onhakonen螈)的精子，可被低于精浆渗

透压的溶液激活；而一些海水硬骨鱼，如鳕(Gadu．smorrhua maorocephalus)、黄盖鲽
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(Pseudopleuronectes yokohamae)的精予，可被高于精浆渗透压的溶液激活。oda和

Shinriki(1998)把杜父鱼(conus hangiongensis)的精液稀释在300 mOsm／L的甘露醇

溶液中，有22％的精子被激活；用200 mOsm／kg的甘露醇溶液稀释，有63％的精子

产生运动；在100 mOsm／kg的甘露醇溶液中，有超过90％的精予产生运动；把在300
和200mOsm／kg的甘露醇溶液中停止运动的精子，再转移到100 mOsm／kg的甘露醇

溶液中对，又有超过踟％的精子再次重新运动。区又君等研究发现，真鲷精子在盐

度30‰的海水中活力最高，而在低于15‰的海水中活力明显受到抑制，在精予激烈

活动时，加入过量的盐度为10‰的海水，精子立即停止运动(区又君等，1998)。Takai

和Mofisawa研究显示，通过改变溶液的渗透压(分别用150和300mOsm／kg的NaCl

溶液)，可以在短时间内重复几次激活和抑制斑马鱼精子活动(Takai and Morisawa,

1995)。中华倒刺鱼巴精子在308 kPa的NaCl或KCI溶液中活力最高，而在与精浆

等渗(约680．10ld'a)条件下精子的活力被完全抑制(张春霖等，1999)。亚洲鲶(c趾r泌
macrocephalu$)的精子在200 mOsm／kg的电解质溶液(NaCl、CaCl2和Ka)和非电解

质溶液(甘露醇)中具有最高的激活率(Tan-fermin et a1．，1999)。大黄鱼精子随着盐度的

升高，其激活率和运动时间也逐步提高，当盐度为20‰—35‰时，精子活率都在90％

以上，运动时间超过10 min(林丹军和尤永隆，2002)。

渗透压不仅可以影响鱼类精子运动的启动，而且对精子运动的维持具有显著影

响。渗透压过低对淡水鱼类精子的运动维持是不利的，过高的渗透压则不利于海水

鱼类精子运动的维持。对淡水鱼类来说，精子在100-200 mOsm／kg的低渗溶液中能

维持较长时间的运动，如Tan-Fermin等(1999)发现亚洲鲶的精子在200 mOsm／kg的

电解质溶液(NaCl、CaCl2和KCI)和非电解质溶液(．甘露醇)中运动时间最长，当溶液

的渗透压大于400mOsm俺时，精子运动被完全抑制。宽口光唇鱼精子在O．51％(约
410 kPa)氯化钠溶液运动持续时闻最长，在o．35％加．51％(287410 la'a)范围内，

精子寿命随浓度升高而延长，浓度高于0．51％(约410Ida)后，精予的活动即受到

抑制，运动时间缩短(罗芬和何学福，1999)。鲥鱼精子在帖％的NaCl溶液中(约
410 ld'a)，快速运动时间和寿命最长(魏开金等，1996)。兴国红鲤精子在渗透压为
170 mOsm／L(410-420 Id a)溶液中运动时间最长(黄辨非和罗静波，2000)。其他淡

水鱼类，如鲤和团头鲂(严安生等，1993)、乌鳢(赵振山等，1995a)、南方鲶(葬目德永，

1996)、美国大口胭脂鱼(黄辨非等，2000)、泥鳅(阮国良等，2004)等的精子均有相

同特性。在海水鱼类中，东方纯(Fugu niphobles)的精子在400 mOsm／kg的溶液中运

动时间最长的，随着渗透压的升高，运动时间缩短，在大予或等于1200 mOsm／kg

的渗透压溶液中，精子停止运动(Morlsawa and Suzuki,1980)。日本鳗鲡(Anguilla

japonica)的精子，在低于或等于精浆渗透压的溶液中不运动，在400-1500 mOsm／kg

的渗溶液范围内可激活精子运动，高于1500 mOsm／kg时精子活动也受抑制r邓岳松

和林浩然，2000)。杜父鱼(Blepsia scirrhosus)精子在1358．9 kPa(纯海水渗透压为

2264．9 kPa左右)溶液中运动时间最-长(Koya et aL，1993)。这些结果说明，精液排出

以后，周围环境渗透压的变化不仅是激发精子运动启动的主要因素，也是维持精子

14
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运动的决定因素之一。

1．2．3．4离子

鱼类精浆中的离子成分主要包括Na+、K，、Ca2+、M92+等，各种离子含量存在

一定的种间差异(Morisawa el a1．。1983；Morisawa el以，1983；Billard et a1．，1995b；

Tan-fermin et以，1999；李霞等，2002；Morita el以，2003；He et a1．，2004)。在鱼类精

浆中含量最多的离子成份的是Na+，其次是K，，Ca2+、M矿等含量一般较少。精浆
与外界环境中离子成份的差异，被认为是鱼类精液排到水体后精子激活的直接动力

之一(王宏田等，1999)。激活液的离子成分会影响鱼类精子的激活和运动维持，不

同的离子对鱼类精子活力的影响存在差异，而且同种离子对不同鱼类精子的影响效

果也有很大差异。

1．2．3．4．1 K-'对鱼类精子活力的影响

IC是鱼类精浆中主要离子之一，在鱼类精子活力的调节中扮演重要角色。早在

1925年Seheuring就指出C能抑制虹鳟精子的激活。此后许多学者对r的作用开展
了深入的研究。Kusa(1950)发现高浓度的K+对马苏大麻哈鱼(Oncorhynchus keta)

精子的活力和受精能力有显著的抑制作用。Bena和Terner(1980)研究发现将K+稀释
或者经透析将其从精浆中除去，可以引起鲑鱼精子运动(B咖and Temer,1980)。
Moriswa等发现在鲑鳟鱼类如虹鳟、马苏大麻哈鱼、亮斑红点鲑(Salvelinus

leucomaenis)的精液中K+含量很高，高出血浆r含量5—10倍，用渗透压为0-679．5

kPa(0-112 retool／L)的NaCl或甘露醇溶液来稀释精液，精子都能被激活，而渗透

压为0．57～1．13kPa(1．5-3nnnoFL)的KCI便能抑制精子运动，当有Na+存在时，

r对精子激活的抑制浓度随Na+浓度的提高而增加，在含339．7 kPa的Na+的溶液中
需13-5—14．7 kPa的r才能抑制精子运动(Morisawa甜4L 1983)．由此可见，K+对鲑
科鱼类精子活力有显著的抑制作用。

鲟鱼精子也有类似特征，而且鲟鱼精子对r含量变化更为敏感。溶液中K+浓

度的提高可以明显降低西伯利亚鲟(Cams甜a1．，1991)，匙吻鲟(Cosson and lauhm,

1996)和湖鲟frothetaL，1997)精子的活力。Gallis等(1991)发现0．1mmoFL的露
可以完全抑制西伯利亚鲟精子的活力，而在0．05 mmol／L时对精子的活力无任何影

响。K+对湖鲟精子抑制浓度EQ“半数抑制有效浓度)为0．5 mmol／L(Toth el a1．，1997)。

在鲤科鱼类，如鲤、鲫等，虽然精浆r含量较高(50-82 retool／L)，比血浆高
出18--29倍，但该浓度的KCl溶液并不能抑制精子运动，相反，r能提高精予运动

速度，延长精子运动时N(Morisawa and Suzuki,1980)。鲤科鱼类丁鲂精子在453．0 kPa

的KCl溶液中活力最强(苏德学等，2004a)。白斑狗鱼的精子在0-．679．6 id a的

NaCl、KCI溶液中的活动变化趋势十分相似，但在453．0 kPa KCl溶液中的精子寿

命则是同渗透压NaCl溶液的3一倍，这充分地表现出K+对提高精子活力所起的作

用，也说明白斑狗鱼精子生理特性类似于鲤科鱼类，而有别于鲑鳟鱼类(苏德学等，

2004b)。这些研究都说明K+对精子活力的影响存在明显种属差异。
1．234．2 Ca2+对鱼类精子活力的影响

15
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Q12+在鱼类精浆中含量较少，但是在鱼类精子活力的调节中具有重要作用，外

界环境的Ca2+通过QI“通道进入精子细胞使精子细胞内的Ca2+增加，是多数鱼类精

子激活所必需的(Dctwciler and Thomas，1998)。Tanimoto等(1988)用QUIN 2／AM作

为虹鳟精子细胞内自由QP的荧光探针，发现精子细胞内的自由Ca2+浓度从精子激

活前的30 nmol／L增加到精子运动停止后的180 nmol／L，但是当激活液中有高浓度的

K+或有QP通道阻断剂存在时，就观察不到Ca2+的增加。虽然Ca2+是多数鱼类精子

激活所必须的，但是随浓度升高，Ca2+就会表现出对精予活力强烈的抑制作用。0-16

mmol／L(105．6 kPa)的Ca2+不影响100mmol／L(453．0 kPa)NaCI溶液中大马哈鱼精

子的运动时间(MaIi蛆etaL，1993)，而当Caz*浓度高于20mmol／L(132．01dPa)则会

引起虹鳟精子聚集，从而使精子活力明显降低(BmardetaL,1993)。苏学德等(2004)

研究发现，56．7 kPa的CaCl2就能引起白斑狗鱼精子的聚集，而且随Ca2+浓度增加，

聚集现象更趋强烈，认为白斑狗鱼精子在CaCl2溶液中活力减弱，产生聚集现象与

溶液渗透压无关，而是Ca2．作用的结果。在鲤、团头鲂、中华倒刺喜巴、丁鱼岁、波斯

鲟等鱼类的研究中均发现了Qp的这一作用俨安生等，1993；张春霖等，1999；苏
德学等，2004)。Alavi等发现在3mmol／LCaS04溶液中波斯鲟精子激活比率最高，

持续运动时间最长，而当Ca2+浓度高于5 mmolFL时，精子激活比率随浓度增加而迅

速下降，说明波斯鲟精子对Ca2+浓度变化较为敏感CAlj柄et aL，2004)。上述研究表
明Ca2+对鱼类精子活力的促进或抑制作用是有浓度依赖性和种属依赖性的。

L23√们Na+对鱼类精子活力的影响

Na+是鱼类精浆中含量最多的阳离子成分，对精浆维持稳定的渗透压有重要作

用，鱼类精子对Na+浓度变化的敏感性远不如r、ch2+和M矿，鲟鱼类精子对Na+浓
度变化的敏感性高于鲑鳟鱼类和鲤科鱼类(cams甜aL，1991；Toth et aL,1997；Alavi

甜a1．，2004)。Toth等对湖鲟精子活力的研究中发现，随着激活液(Tris／glycine缓冲溶

液)中Na+浓度的增加，精子运动时间先增加后减少，在浓度为10mmol／L时，运动

时间最长，超过1500 S froth甜aL，1997)。波斯鲟的精子在Na+浓度为25 mmol／I胸激
活溶液中，精子激活率最高，运动时间最长(Alavi甜a／．2004)。0．35％-0．55％的NaCl

溶液均能明显提高瓣结鱼精子活力，而在0．75％加．95％的NaCl溶液中，精子活力被

抑制储恩义等，z999)。鲥鱼精子在0-0．．5％的NaCl溶液中，精子快速运动的时间和
寿命相应延长，升高至0．6％后，精子活力开始受到抑制，至O．9％精子不见活动隗
开金等，1996)。大口鲇精子在低浓度NaCl溶液(o．3％-0．6％)中活力有所提高，在

高浓度NaCl溶液(o．85％—1．2％)中精子活力受抑制(罗相忠等，2002)。此外，国内学

者在对白斑狗鱼(苏德学等，2004)、黄颡鱼(杨彩根等，2003)、瓦氏黄颡鱼(杨家云，

2005)、黄鳝(周定刚和温安祥，2003)、中华倒刺壹巴、白甲鱼、岩原鲤(谭娟等，2006)、

鸟鳢(赵振山等，1995a)、高白鲑(谷巍等，2005)、鲤和团头鲂(严安生等，1993)等

鱼的研究中发现，Na+对多数鱼类精子活力的影响都表现出十分相似的变化趋势，即

随着Na+浓度的升高，精子活力先升高后降低，而且对Na+离子浓度的变化有较高的

适应性。

16
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1．2．3．4．4离子问的相互作用

Scheming(1925)首次报道了Na+、Ca“和M孑+能解除C对鲑鱼类精子活力的抑

制作用，并且Ca2+和M92+比Na+的作用更为有效，这些作用存在浓度依赖效应。

Schlenk和KahInann(1957 1发现，当溶液中的K+／Na+比小于或等于1／16时，能激活

大马哈鱼的精子运动。Morisawa等(1983)发现，有Na+存在时，r对精子活力的抑

制作用随着Na+浓度的提高而降低，在含150 mmol／L的Na+的溶液中，需要¨．5
mmol／L的K+才能抑制精子的运动，而在缺少Na+的溶液中，o．25加．5 mmol／L的K+

就可以抑制精子的运动。BiHard等研究发现，在2 mmoi／L．20 mmol／L和40 mmol／L

的K+溶液中，当Ca2+含量分别低于10r6、10-3和10r2 mmol／L时，虹鳟精子的活力

被抑制(Alavi and Cosson,2006)。Ca2+和K+浓度的变化与细须石首鱼精子运动的启动
有关(Detweiler and Thomas,1998)。Na+、Ca2+和M矿也能解除心对鲟鱼精子活力的
抑制作用，Linlmrt等(2∞2)研究表明，匙吻鲟精子的运动启动是在10、Caz．浓度的
相互作用下实现的，KCl大于o．5 mmol／L可抑制精子的激活，0．25mmol／L的Ca2．

可以解除0．5 mmol／Lr的这一抑制作用。

1．2．3．5其他因素对鱼类精子活力的影响

除了温度、pH、渗透压和离子成分之外，精浆和环境中的其他因素如卵子分泌

物、气体、营养物质等均会对鱼类精子活力产生影响。

鲱鱼和海鞘精子运动的启动，则需要来自同种动物卵细胞的刺激物质(Oda and

Shinriki,1998)。太平洋鲱f Cluper palhm3的精子排到海水中不运动，只有当它接触

到卵细胞时才被激活，激活物是来自卵的一种具有很高活性的糖基多肽，称之为精

子运动启动因子(sperm motility initition factor9 SMIF)(Vines甜a1．，2003)。海鞘(Ciona

intestinalis&Caavignyi)的精浆渗透压与海水的渗透压接近，海鞘的精子在海水中不

运动，由来自卵细胞的“精子激活和吸引因子”(sperm．activating&-attractingfaactor9

SAAF)剌激，引起Cae+内流和cAMP水平的提高，才会引发精子运动的启动(Yoshida
ef aL，1994；Izumi et a1．，1999)。

一氧化氮(NO)是新发现的细胞信使因子，在免疫、心血管系统和神经信息传

导中发挥重要作用。国内学者采用自低到高的系列浓度观察了SNP对精子活力的影

响，发现SNP对精子活力的影响存在剂量依赖效应，在低浓度下可以促进精子的运

动，人工授精的试验表明SNP显著提高了鳗鲡的受精率，表明SNP整体提高了精

子的受精能力f谢骏等，2003)。Dreanno等发现，C02能抑制大菱鲆("Scophthlraus

maximus)精子的运动，这种抑制作用是不依赖pH的，C02可阻止精子线粒体氧化

磷酸化作用，使A_TP含量降低，鞭毛停止摆动(I：l】reanno Ct a1．，1995)。

事实上鱼类生活的环境是十分复杂的，往往包含着多种因素，因此鱼类精子在

排出体外后会受到多种因素共同作用，精子活力的提高或降低将会直接影响鱼类的

繁殖效果，因此在人工繁殖过程中，要优化各种环境条件，通过提高精子活力来提

高人工繁殖效果。

17
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1．2．4鱼类精子生理生态特性研究的意义

大多数硬骨鱼类及水生动物的精子在精巢和精浆中并不运动，当释放到水体中

后，精子细胞周围的渗透压或离子浓度发生改变时，精子运动才被启动，这种运动

的启动机制保证精液释放之前精子细胞中贮藏的能量没有任何浪费，为精液释放后

精子的运动与受精打下了能量基础(0da and Shinrild，1998)；在保证能量不被消耗的

同时，还避免了精子细胞膜和内部结构的损伤，减少由于线粒体活动而产生的氧化

剂的危害等。所以，这种运动启动的机制能有效地保护精子，提高排精后的受精能

力。水生动物精子的这种运动特点，是对生存环境的一种保护性适应，是通过自然

选择长期进化的结果。通过研究不同类动物精子生理生态特性，比较它们的相同和

差异，总结规律，为探讨不同动物的演化地位提供可能的参考。

环境污染和过度开发导致物种资源破坏日益严重，对物种繁殖性能的破坏性影

响已经是一个不争的事实，鱼类也无法逃避。配子质量的下降已经成为限制许多鱼

类人工繁殖成功率的关键限制因素，开展鱼类精子生理生态特性的研究，将有助于

开展鱼类精子的冷冻保存，人工授精稀释液的开发，促进人工繁殖技术的发展，这

不仅具有一定的商业价值，对于珍稀濒危物种的保护更具有实际意义。

1．3本研究的目的和意义

近20多年来，由于水利工程建设、环境污染和航运发展等多种因素，中华鲟的

生活环境受到极大的破坏，其资源量急剧下降，致使中华鲟种群达到濒危状态。为

保护中华鲟物种资源，在大坝截流后的几年时间里，中国政府制定了一系列的政策

法规及保护措施，包括实行人工繁殖放流，全长江禁捕，限制科研用鱼，将中华鲟

列为国家一级保护动物等。尽管如此，从1981年至1999年的19年间，中华鲟的幼

鲟补充群体和亲鲟补充群体分别减少了∞％和90％左右涧福恩，1999；危起伟等，

2005)。长江三峡水利工程等在建、拟建的大型水利工程和其他人类活动将对中华鲟

资源产生进一步影响，物种保护任务仍然十分艰巨。

面对以上的问题，继续开展人工繁殖和增殖放流工作，仍然是保护这一珍稀物

种的必要措施，但在中华鲟人工繁殖过程中仍然存在很多关键性技术点，需要做进

一步的研究，以期在技术上和效果上有更大的提高。近几年的研究发现，参与人工

繁殖的野生亲鲟繁殖力呈明显下降的趋势，怀卵量和精子质量与上世纪70-80年代

相比，有显著下降(刘鉴毅等，200r7)。此外，在人工繁殖过程中还存在雌雄成熟不

同步和雌多雄少性比严重失调的问题，极大地制约了中华鲟人工繁殖的效果。因此

在有限的资源条件下，如何提高资源的利用率，最大限度提高人工繁殖效果就是一

个急需解决的问题。对中华鲟精子的生理生态特性进行研究，一方面是为了积累中

华鲟繁殖生物学的相关数据，丰富鱼类精子生物学研究内容，另一方面期望对中华

鲟人工授精液配方的改进提供有益的参考，也期望能够为中华鲟精液冷冻保存技术

的研究提供相关参考。
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第二章 中华鲟精液的基本特征

鱼类精液的基本特征包括精液浓度、精子密度、精液pH值和精子活力等若干常

规的精液基础生物学特征。对中华鲟精液的基本特征进行检测和分析，一方面有助

于在人工繁殖过程中较为准确地判断精液的质量，从而合理安排人工繁殖技术流程，

提高资源利用效率；另一方面可以积累科学数据，通过与前人资料的对比，了解中

华鲟精液基础生物学特征的变化。

2．1材料和方法

2．1．1精液采集

中华鲟雄性亲本系长江水产研究所于2005年11月和2006年lO月在长江宜昌葛洲

坝下江段科研捕捞获取，捕获后运往中华鲟研究所暂养池，采用LRI-I-A进行人工催

产，采集的精液装入干燥洁净的双层塑料保鲜袋中，充入纯氧气后放入装有冰块的

保温箱中，带回实验室后马上进行相关检测。

2．1．2精液浓度、精子密度和精液的pH值
将新鲜精液装入刻度离心管中，常温下以4000 r／rain离心30 rain，计算精子细胞

占精液总体积百分率，即为精液浓度，重复5次，结果取平均值。

将中华鲟精液稀释1000倍，稀释液为O．65％的NaCl溶液，用血球计数板法求出

精子密度，重复3次，结果取平均值。

用精密试纸测定精液的pH。

2．L3精子活力检测

精子活力分级参照严安生(1993)、江世贵(2000)、Alavi(2004a，2005)等

方法，并稍做修改。根据中华鲟精子的活动状态，可将其运动过程分为：快速运动，

精子运动速度很快，其运动路线不清晰，只见精子从视野中迅速游过，多直线或半

径较大的曲线运动；慢速运动，运动路线极清晰，能看清精子呈直线或曲线从一处

缓慢移至另一处，部分精子偶有停顿：原地颤动，精子只在原地作摇摆运动，无明

显位移；运动终止，精子原地静止，无任何动作。

自精子激活开始，至视野中70％以上精子由快速运动转入慢速运动时的时间为

快速运动时间(Fast-movement time，FT)，至90％以上精子无位移运动，转入原地颤

动的时间为总运动时间(即精子向前运动时间，Total-movement time，TT)，至90％
以上精子停止任何运动的时间为精子寿命(Lifetime，工T)，视野中作向前运动的精子

占总精子的百分率为精子活率(Motile sperm percentage。Mr)。

实验前先在载玻片上观察精子在精原液中的活动情况。检测时用一次性注射器
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针头粘精液涂于载玻片上，用胶头滴管滴加2-3滴淡水，迅速与精液混合均匀，马上

置于显微镜下观察(100x)，同时按下秒表计时，本实验仅记录精子的快速运动时间、

总运动时间和精予寿命，重复3次，结果取平均值。

2．1．4数据分析与处理
．- 用Microsoft Excel 2003软件进行数据分析处理。

2．2结果

实验测得中华鲟新鲜精液的一般特征见表2-1，中华鲟精子密度在1．4踮

5．04x109 ind．／mL，平均为3．26x109 ind．／mL，精液浓度在9．4-25．12％，平均为17．37％，

精子密度和精液浓度存在明显的个体差异；中华鲟精液的pH值在7．5～8．5之间，呈

弱碱性；新鲜精子经淡水激活后其快速运动时间、总运动时间和寿命分别为76s、114s

和162s；中华鲟精液颜色为乳白色和白色，其中乳白色精液较浓，似浓牛奶但不粘

稠，白色精液则显得稀薄。镜检发现中华鲟精子在精原液中即有微弱的颤动，并且

精液越稀其中精子的颤动越明显。

表2．1中华鲟精液的一般特征

Table 2-1 The basic characteristics of milt of Chinese st珈l'geon

艿1

出

函

2．25×109

5．04x109

10．30

25．12

89 ． 181

93 - 160

4．27×109 24．64 7．54．5 62 111 158

白色

white

乳白色

ivory-white

乳白色

ivory-white

白色
d4 1．48x109 9．40 58 117 148

white

平均 一

Average
3．26x10’ 17．37 76 114 162

注：Fr．快速运动时间；Tr：总运动时问；IX：寿命

Note：FT：Fast-movement Time；Tr：Total-movement time：LT：Hfetlme

2．3讨论

中华鲟精子的平均密度为3．26x109 ind．／mL，和我国多数淡水鱼类相比，中华鲟

精子密度较低，如高白鲑精子平均密度为27．8×109 ind．／mL浴巍，2005)，大黄鱼精
子平均密度为14．5×109 ind．／mL(林丹军和尤永隆，2002)，鲤鱼精子平均密度为

20
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29．4×109 ind．／mL，团头鲂精子平均密度为33．2×109 ind．／mL，“四大家鱼”精子平均

密度为26．6×109 ind．／mU鲁大椿等，1989)：和其他鲟鱼相比差别不大，史氏鲟精子

密度为2．45棚．5x109 ind．／mL(孙大江等，2002)，有学者认为这和中华鲟精子个体较

大，单体排精量较一般鱼类多有一定关系，较大的排精量弥补了中华鲟精子密度较

低的缺陷，保证了自然繁殖的受精率。根据报道，1982-1984年间中华鲟精子密度

为5-12x109 ind．／mI．(g大椿等，199鳓，明显高于近两年(2005-2006)精子的密度，

现今最高密度还不及过去的最低密度，可见雄性中华鲟个体繁殖力下降是非常明显

的。虽然精液的密度下降，但由于中华鲟个体排精量巨大，雄鲟的精液量都高于1000

mL，最高可达5952 mL，因此排出精子总数仍然巨大，根据1：3．5x105的卵精比(鲁

大椿等，19s9)，1尾雄鱼排出的精子足可以使数百万卵子受精。

中华鲟精液和多数鱼类一样，为白色或乳白色，但不粘稠。7．5～8．5的pa值范

围和其他鱼类相似，是对自然水体环境适应的结果。

和其他淡水鱼类相比，中华鲟精子活力较高，寿命较长，具有鲟鱼类精子的基

本特征。如瓣结鱼精子快速运动时间仅21．9s，寿命80．5s(谢恩义等，1999)，大银鱼

精子快速运动时间35．5s，寿命51．3s(李勃等，1997)均明显低于中华鲟精子快速运

动时问和寿命，中华鲟精子的这一特点是对急流繁殖的一种适应(危起伟，2003)。

虽然中华鲟精子活力较一般淡水鱼类高，但是仍然无法掩盖其精子活力逐步衰退的

事实，根据相关资料发现1973～1976年、1982-1984年、1998-2004年、2005-2006

年4个时期精子快速运动时间平均值分别为397 s、213s、103 S和76 S，寿命分别为

2624 s、2579 S、923 S和162 s(四川省长江水产资源调查组，1988：鲁大椿等，1998；

刘鉴毅等，2007)，精子活力呈规律性下降趋势，反映出中华鲟精子质量的不断下降。

参与繁殖的中华鲟亲鲟的繁殖力的下降，对于中华鲟自然种群的恢复是非常不利的，

是对中华鲟保护工作的一大挑战。
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第三章 中华鲟精液离体短期保存

目前在中华鲟人工繁殖工作中，时常发生雌雄亲鲟成熟不同步，和雌多雄少性

比失调现象，因此中华鲟精液离体短期保存已经成为保证中华鲟人工繁殖工作顺利

进行的重要的技术手段，四川省长江水产资源调查组曾于1973和1974年做了有关

中华鲟精液离体短期保存的研究，但由于相隔时间较长，目前的保存条件和精液质

量已经和过去发生较大的变化，因此有必要对中华鲟精液离体保存再进行研究，以

积累相关资料，了解精子在保存过程中活力变化规律，为保存条件的优化提供参考。

3．1材料和方法

3．1．1精液采集

中华鲟雄性亲本系长江水产研究所于2005年11月在长江宜昌葛洲坝下江段科

研捕捞获取，捕获后运往中华鲟研究所暂养池，采用LRH-A进行人工催产，采集的

精液装入干燥洁净的双层塑料保鲜袋中，充入纯氧气后放入装有冰块的保温箱中，

经汽车运输至荆州中华鲟增殖放流基地后，马上进行实验。

3．1．2实验条件

试验场地在荆州中华鲟增殖放流基地人工繁殖场，室内温度18-21℃。实验用

水为荆州中华鲟增殖放流基地人工繁殖用水，水温18--19 32，水质状况良好。温度

调节设备包括保温箱、恒温加热棒、冰箱、温度计。

3．1．3保存条件设置

本试验设置2℃、12℃、20℃共3个保存条件，2℃为冰箱设定温度，12℃采

用冰水浴设定，20℃采用温水浴，用25 mL取样瓶分装2 mL鲜精液保存在以上温

度中。每隔2-3 h观察水浴温度，温度变动幅度要求在±1℃之内，超出此范围立即

调整至设定温度。

3．1．4精子活力检测

精子活力检测方法同2．1．3，记录精子快速运动时间和总运动时闯。实验开始后

前24h内，每4h左右观察一次精子活力；24h后，每8-12h观察一次。每一观察

均重复3次以上，结果取平均值。实验中注意记录初次出现死精、50％死精、100％

死精时间。

3．1．5数据分析和处理
采用SPSS 13．0软件进行数据分析，用Sigmaelot 10．0软件作图。
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3．2结果

中华鲟精子在保存过程中，随保存时间的延长，其活力逐渐下降。在不同的保

存温度下，精子活力下降的速度有所不同(见图3．1、图3-2)，保存温度越高，活力

下降越快，并且精予死亡也越快(见表3-1)。

O 加加∞∞1∞120 140 1∞180

精子保存时间
h∞cmn姐time of sperm∞

图3-1不同温度下保存中华鲟精子快速运动时间变化

Fig．3·1 The vII蛐of quick-movement time of Chinese sturgeon sperm preserved
under different temperature

O 20 40 60 80 1∞120 1柏1∞1∞

精子保存时间
P托servafion time of sperm(h)

图3-2不同温度下保存中华鲟精子总运动时间变化

Mg．3．2 The variety of total-movement time of Chinese sturgeon sperm preserved

under di施rent temperature
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在20℃下保存，精子快速运动时间和总运动时间快速下降，12 h就出现死精，

24 h后有50％精子死亡，快速运动和总运动时间迅速下降，到68 h则精子全部死亡，

并且样瓶内滋生大量细菌，散发臭味。在12℃保存的精子，保存至32 h精子明显

死亡，至82 h有近50％精子死亡，到了106 h几乎没有存活，瓶内细菌繁殖。在2℃

下保存的精子，保存89 h后才出现明显死精，至50％精子死亡时间为242 h，并且

至170 h精子的快速运动时间保持在50 s以上，总运动时间超过100 S，瓶内几乎未

见细菌生长。 ．

表3-1不同温度下保存中华鲟精子的死亡时间

Table3-1 Death-time of the Chinese sturgeon spem preserved under different
temperature

3．3讨论

鱼类精子短期保存最主要的目的就是为了方便生产管理、提高配子资源利用率，

以提高人工繁殖效率，而对于本身资源有限的珍稀濒危鱼类的保护更有实际意义。

多种鱼类精子短期保存技术的研究已经获得成功，并已经被广泛应用在人工繁殖和

生产管理中0nadlc and Jarvi。1997；Rodriguez-munoz and Oianguren,2002)，温度是影

响鱼类精子短期保存主要因素，温度主要从两方面影响鱼类精子保存的时间：一方

面是影响精子自身的能量代谢，温度可以影响精子细胞中酶的活性、ATP消耗率、

精子呼吸作用的强度等，在生理耐受范围内，温度升高酶活性提高，精子呼吸作用

增强，能量物质消耗率提高，当精子细胞中的ATP含量降低到原有水平的20％左右，

精子就基本失去活动能力(Sinard and Cosson,1992；江世贵等，2000；赵会宏等，

2003)；另一方面则影响精予所处的微环境，如代谢产物浓度、精浆中各种离子浓度、

有害细菌的繁殖。较高的温度利于各种有害菌繁殖，在实验中可以观察到在较高温

度下保存的精液中细菌出现最早，繁殖最快。Brown和Mims 0995)研究发现，添加

适量的青霉素和链霉素可以显著延长精子保存时间。

降低温度是抑制精子能量代谢的有效途径之一。在不同温度下保存效果的比较

可以看到，随保存时间延长，无论是精子快速运动的时间还是总运动时间，低温下

保存的精子明显比高温下保存的长，此结果与其他有关精子短期保存的研究结果基

本一致(区又君等，1998；Park and Chapman,2005；Alg订and Cosson,2005)。但是在
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低温中保存的精予其代谢活动并未完全停止，在精原液中的精子仍在不断消耗能量，

致使在低温中保存的精子的活力也会随保存时间的延长而逐渐下降，被激活后的快

速运动时间和总运动时间都呈下降趋势，因此精子短期保存的时间是有限的信F琥

等，2005)。实际应用中，在较低温度(肛2℃)下短期保存中华鲟精子是可行的，
1周内可以用于人工授精，而且适当添加抗生素以抑制细菌繁殖，也许能取得更为

理想的效果，若要长期保存(10ng-term storage则需要采用超低温保存的方法(Billard

et4L冽．
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第四章 中华鲟精浆主要离子成分

鱼类精浆中含有多种化学成分，包括无机物和有机物，其中无机成分0贮，N—

QP，M矿、CI"等)与精子活动的启动和抑制有关，是构成精浆渗透压的主要成分，
对鱼类精子在精原液中维持结构和功能的稳定有重要作用。对精浆离子成分进行研

究分析，对于精子保存液和受精稀释液配方的设计和改良有极大的参考价值。至今

已在鲤科鱼类、鲑科鱼类、鲟科鱼类等多种鱼类中开展的相关研究，但未见有关中

华鲟精浆主要离子成分的研究报道，因此对中华鲟精浆主要离子成分进行研究分析，

具有一定的科学和现实意义。

4．1材料和方法

4．1．1精浆提取
中华鲟雄性亲本系长江水产研究所于2006年10月在长江宜昌葛洲坝下江段科

研捕捞获取，捕获后运往中华鲟研究所暂养池，采用I．RH-A进行人工催产，采集的

精液装入干燥洁净的双层塑料保鲜袋中，充入纯氧气后放入装有冰块的保温箱中，

带回实验室后，将采集的新鲜精液在4℃条件下，以4000 r／mi．离心10 rain，之后

取中上层精浆在．21℃下保存待用。

4．1．2离子成分检测

本实验主要检测以下离子成分：Na+、IC"、Ca“、M矿、Cu2*、Zn2*、cr，其中
Na+、r采用火焰发射光谱法检测，c一、M矿、Cu2+、盈“采用原子吸收光谱法检
测，检测仪器为VarianAA240FS原子吸收分光光度计，Q．采用南京建成生物制品有

限公司生产的CI"检测试剂盒检测，检测仪器为可见光分光光度计，按说明书操作．

采用WX-4000快速微波消解系统对样品进行预处理，消除有机物质对实验结果的影

响。实验在常温下进行，所有样品均在同一时间段内检测，重复3次，结果以平均

值±标准差(Mean±S D)表示。

4．13数据分析与处理
用SPSS 13．0软件进行数据分析和处理，进行配对样本t检验，显著性水平

a=0．05。

4．2结果

中华鲟精浆主要离子成分检测结果见表4．1，3号雄鲟精浆的Na+、K+、Ca2+、

M92+、Cu“、Zll2+、a．含量分别为18．63_+0．12、7．78_+0．47、0．11_+0．020、0．84_+0．13、
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0．040±0．0030、0．016_+0．0030、4．68_+0．62 mmol／L，4号雄鲟精浆的Na+、C、C矿、

M矿、Cu2+、Zn2+、C1‘含量分别为16．67_+0．098、4．46_+0．020、0．10-L-0．010、0．81_+0．10、
0．043±0．0020、0．017±o．0020、0．98_+0．52mmol／L。可见中华鲟精浆中以Na+含量最高，

其次是C，之后分别是CI。、M92+、Caz+、Cu2+、Zn2+，Na+为K+含量的24倍，为

a．含量的5～10倍。两尾雄鱼间Na+、r、cl-奎量有极显著差异(p<0．01)，而Ca2+、

M矿、cIl“、Zn2+的含量无明显差异(p>o．05)。

表4-l中华鲟精浆中主要离子成分(单位：retool／L)

Table4-1 ThemainionscompositionofseminalplumofChinese stul苫eon

离子成分 彤 泓 P

地塑翌巴塑
Na* 18．63：±0．12 16．67-4：0．098 <0．01

10

QP

M矿

c一

乙P

cr

108±n，47

0．11_-0．呦

0．84：}0．13

o．040如J唧
o．016蜘1．0啪

4．捌；虮62

4^6蜘氍硇

o．10盒0．010

o．81±O．10

0．043皇o．O呦

0．017如．0020

o．粥蜘临2

4．3讨论

精液是精子和精浆的混合物，精浆中含有许多复杂的成分，一部分主要起维持

精子存活的功能，另一部分则主要反映了鱼类生殖系统和精子的功能(Alavi and

Cosson,2000。精液生化检测已经成为鱼类繁殖能力评估的重要辅助手段(Kruger et

aL。1984)，研究精浆成分特征对于了解精子产生、精子运动和受精过程中的生物化

学变化，评估不同种类繁殖能力，改进精液短期和长期储藏的方法都非常有益。和

其他硬骨鱼类一样，Na+、K+、a。是鲟鱼精浆中主要的离子成分，但是鲟鱼精浆中

Na+、r、cr的浓度通常低于其他鱼类，鲑鳟鱼类精浆中的Na+、r、CI"的浓度范围

分别为103—159、20～66和130-156 mmol／L，鲤科鱼类分别为13—10r7、20墙7和

96-110mmol／L，而鲟鱼类分别为25-63、2．5彳．5和2—11 mmoFL(鲁大椿等，1992；
Alavi et aL，2004；Alavi and Cosson,2000。

实验检测所得中华鲟精浆中Na+含量仅有18．63_+0．12和16．67±o．098 mmol／L，明显

低于其他鲟鱼类，如波斯鲟为62．44__．20．47 mmol／L(Alavi et口L 2004)，湖鲟为25．6+2．8

0993)和31．8+7．0(1994)mmol／L froth et以．1997)，西伯利亚鲟为28±0．7 mmol／L

m

胚

胚

舾

胚

m

m

加

加

加

加

如
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(c埘us甜a1．，1991)，匙吻鲟为21．74 mmol／L 0Vlims，1991)。中华鲟精浆中r含量和湖

鲟、波斯鲟精浆中含量相近，湖鲟为6．97±1．42 mmol／L，波斯鲟为5．77．7．47 mmol／L，

但比匙吻鲟(2．49 retool／L)和西伯利亚鲟高(2．5±o．3 retool／L)。中华鲟精浆中ca2+、

Q-含量较其他鲟鱼类低，而M矿含量略高于其他鲟类。
从表4_1中可以发现，2尾中华鲟精浆中的Na+、K+、C1。含量存在极显著差异，

而其他离子Ca2+、M矿、Qp、Zn2+均无显著差异，而且含量非常接近，其他鲟鱼如
波斯鲟和湖鲟也有类似现象。虽然还无法确定是否所有中华鲟精浆中的ca2+、M92+、

Cu“、Zn2+台-量均具有这样的特征，但可以肯定的是中华鲟精浆中Na+、C、Cl含量

在不同个体间存在较大的波动。个体间的这一差异可能会影响精液的质量和精子的

活力，已有研究发现Na+含量和精浆渗透压存在显著正相关关系(Kruger et a／．，1984；

Lahnsteiner et a／．，1996)，Alavi等(2004)研究发现波斯鲟精子的活率和运动持续时间

随着精浆中Na+含量的增加而显著提高。
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第五章理化因子对中华鲟精子活力的影响

大多数鱼类精子在精巢和精浆中是不运动的，只有在排出体外释放到自然水体

或者人工授精稀释液中后才能被激活运动。多数淡水鱼类精子在淡水中的运动时间

非常短，通常不到2 rain，而快速运动常低于30s，鲟鱼类精子的运动时间比一般淡

水鱼类要长，寿命可达到几分钟至几十分钟。精子活力是检测精液质量和受精能力

的关键指标，外界环境的离子成分、渗透压、pHl直和温度等均能影响鱼类精子的活

力。已有研究表明，鲤科鱼类精子的激活主要受溶液渗透压调节，而鲑科鱼类和鲟

鱼类精子的激活主要受IC的调节。正是由于精子活力容易受到许多外界因素的影响，

因此研究中华鲟精子在不同理化条件下精子活力的变化规律，对人工繁殖技术的改

进具有实际意义。

5．1材料与方法

5．1．1精液采集

中华鲟雄性亲本系长江水产研究所分别于2005年11月和2006年10月在长江

宜昌葛洲坝下江段科研捕捞获取，捕获后运往中华鲟研究所暂养池，采用I．RHA-2

进行人工催产，采集的精液装入干燥洁净的双层塑料保鲜袋中，充入纯氧气后放入

装有冰块的保温箱中，经汽车运输至荆州中华鲟增殖放流基地，更换氧气后保存于

0--4℃冰箱中，此后每4h换氧一次。

5．1．2溶液配制

pH梯度为5、6、7、8、9、10，NaCI溶液浓度梯度为0、25、50、75、100、

125、150mmoFL，KCl溶液浓度梯度为O．01、0．05、0．1、0．5、1、2、5mmol／L，CaCl2

溶液浓度梯度为0、1、3、5、10、15、20mmol／L，MgCl2溶液浓度梯度为0、1、3、

5、10、15、20mmol／L，蔗糖和葡萄糖溶液浓度梯度为0、50、100、150、200、250mmol／L，

根据NaCI、蔗糖和葡萄糖实验结果，确定中华鲟精子活动渗透压范围为

0-．150mOsm／L,从而设定渗透压梯度0、25、50、75、100、125、150 mOsm／Lo实

验所用的NaCI、KCI、CaCl2、MgCl2、蔗糖、葡萄糖、浓盐酸、Tris试剂均为分析

纯，用蒸馏水配制，渗透压溶液为NaCI、蔗糖和葡萄糖3种溶液，pe溶液为20mmol／L

'Iris．HCI缓冲溶液，用上海今迈仪器厂PHS．5C型pH计调节酸碱度，使用前按说明

书进行校准。

5．1．3精子活力检测

精子活动分级同2．1．3。试验温度18-20℃，用移液枪移取100口L试验溶液，

滴加于载玻片上，再用微量移液枪移取1ⅣL精液加入试验溶液中迅速混匀(稀释比
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1：100)，同时按下秒表计时。采用Leica 1000型显光学微镜10x40倍下观察精子活

力，观察以一个视野为准，每个梯度重复3次以上。本试验记录精子快速运动时间、

总运动时间、寿命和精子激活率。

5．1．4数据分析

用SPSS 13．0软件进行数据分析和处理，用LSD法进行组问多重比较，用

Duncan氏新复极差检验法作子集一致性检验，显著性水平a----0．05，Microsoft Office

Excel 2003软件作囹，结果以平均值±标准差(Mean±S D)表示。

5．2结果

5．2．1 pH对中华鲟精子活力的影响
不同pH条件下中华鲟精子活力的变化情况见表5—1和图5-1，随着溶液pH的

升高，中华鲟精子快速运动时间、总运动时间、寿命和精子活率均呈现出先升高后

降低的变化趋势。在pH 8．0时，精子活力最高，各项指标均达到最大值，精子快速

运动时间、总运动时间和寿命分别为58．5(b2_13．18 S、174．75-+12．01 S、210．67+18．82 S，

在pH 10．O时，精子活力最低，分别为33．00±2．00s、82．67±10．69 s’113．00±436s。

pH 8．0时精子快速运动时间与pH 10．0时比较有显著差异(p<0．05)，和其他各项差

异不显著(p>o．05)，pH 8．0时的总运动时间和寿命与其他各项比较有极显著差异

(p<O．01)，pH 7．0-8．0时精子活率达到如％以上．

5．2．2奎”对中华鲟精子活力的影响
Na+对中华鲟精子活力的影响见表5-2和图5-2，可见随着Na+浓度增加，中华

鲟精子活力先提高后逐步下降，50 mmol／L时即表现出了对精子活力的抑制作用，

至100 mmol／L则显著抑制了精子活力，125 mmol／L完全抑制精子活力。Na+浓度为

25 mmol／L时，精子活力最高，精子快速运动时间、总运动时间和寿命均达最大值，

分别为62．3±3．o s、136±11．9 S和198．3±13．5 s，与0．50mmoFL时比较有显著差异

(P《0．05)，与75、100、125、150mmol／L相比差异极显著(P‘0．01)。

5．23 r对中华鲟精子活力的影响
不同浓度的r对中华鲟精子活力的影响结果见表5-3和图5-3'中华鲟精子对

F含量变化非常敏感，l一{农度由O．01 mmol／L提高至0．5 mmol／L时，中华鲟精子运

动时间稍有延长，变幅不大，在0．5 mmol／L时精子活率有所下降，当K+浓度达到

lmmol／L以上，精子活力立即受抑制，不见精子运动。0．5 mmol／L时精子快速运动

时间最长，为76．5±7．7 s，与O．01、0．05、0．1 mmol／L组比较差异不显著(P>0．05)，

与1、2、5mmol／L组比较差异极显著(P<O．01)；0．1 mmol／L时精子总运动时间和

寿命最长，分别为173．3±11．2 s、214．7±6．7 s，与0．01、0．05、05 mmol／L组比较差

异不显著(尸>0．05)，与1、2、5 mmol／L组比较差异极显著(P<0．01)。
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表5-1不同pH条件下中华鲟精子的FT、"iF和LT(单位：s)

嘞k S-1 ne FL TT nd LT of Chinese sturgeon sperm under different pH
condition

FT Tr LT

pH

⋯，范围 平均值土标准差 范围 平均值土标准差 范围 平均值±标准差
VitJtlJtC

Range Mean土SD Range Mean±SD Range Mean±SD

5 33-51 钙．OO-+9．17‘84-111 103．25±12．896 118．152 135．25-+17．234

6 3"1 43．50±6．61
o
102-126 111．254．11．24”128-168 145．004．1．01。

7 33-55 44．50-+9．00“ 112-．123 117．00-+4．54” 122-1'79 149．75-+23．34”

8 46-77 58．50-+13．18。 163-1ff7 174．754．12．014 189-223 210．67-+18．82d

9 43,64 52．00-29．72。 113-140 126．20-+11．08。 160-194 174．60-+14．06c

10 31-35 33．00+_2．00‘ 76-95 82．67-+10．69。 108-116 113．004．4．36-

2)Fr．快速运动时间；Tr．总运动时间；L量寿命

Note：1)superscript in the same column with the different lowercase Jneans significant di伍盱∞俨蛐
∞FT：Fast-movement Time；Tr：Total-movement lime；LT：lAfetime

2∞

骨
了150
曰

一

睾100

50

O

5 6 7 8 9 10

pH

FT：快速运动时问；玎：总运动时问；LT：寿命#kiP：耩子活率
FT．-Fast-movement Ttme；1"1"：Total-movement time；LT：lAfetime；IMP：Motile sperm percentage

图l不同pH条件对中华鲟精子活力的影响

rig．1 Effect of different pn value On motility characteristics of Ch．m雠sturgeon
sperm

31
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第五章理化因子对中华鲟精子活力的影响

表5-2中华鲟精子在不同浓度NaCi溶液中的Fr、TT和LT(单位；s)

Table 5-2 The FT,"IT and LT of Chinese sturgeon sperm under different

concentration Of№Cl solution

注： 1)同列数字右上角所标不同小写字母表示差异显著CP<0册
2)Fr．快速运动时间；TY：总运动时间；LT：寿命

Note：1、superscript in the samc cohlmn with the d／fferent lowercase日地姐矗sight．am d赶毓∞
CP‘0．05)

萄n Fast-movement T'nne；皿Total-movement／／me；LT：L／let／me
⋯II--NaaFT---4-'-N纠aTT⋯-一LT---'At-一h口

50

0

S

墓

0 25 50 75 1∞ 125 150

NaCi浓度Concenlration of NaCI solution(retool／L)

FT：快速运动时间{Tr：总运动时间；LT：寿命；MP：精子活率

Fr．Fast-movement l"tme；Tr．Total-moven”m time；LT：Lifethne；MP：Motile sperm percentage

图5-2 Na+对中华鲟精子活力的影响

Fig．S-2 Effect ofNa+on motility characteristics ofClduese sturgeon sperm
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表5-3中华鲟精子在不同浓度KCI溶液中的]FT、TT和LT(单位：s)

Table 5-3 The兀：TT and LT of Chinese sturgeon sperm under different
concentration of KCI solution

注： 1)同列数字右上角所标不同小写字母表示差异显著(P‘0．05)
2)FD快速运动时间；Tr：总运动时间；I愈寿命

Note：1)superscript in the samc column with the different lowercase mean$significant difference

(^n05)
∞FT：Fast-movement Time；亿Total-movement time；强Lifetime

2∞

誓150
吕

笛

厘100
茁

50

0

一·g-·Fr⋯令一TT——●一L：r一-x-一M咿

o．01 0．05 o．1 0．5 1 2 5

啡度conc％tfa鼬n of KC!solution(mmoVL)
FT．-快速运动时间；Tr．总运动时间；LT：寿命；^o：精子活率

Fr．Fast-movement Time；Tr．Total-movement time；LT：Lifetime；MP：Motile sperm percentage

图5-3 K+对中华鲟精子活力的影响

Fig．5-3 Effects oflP On motility characteristics in C]hinese sturgeon sperm
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a_女曹。目芍目Jo&暑89-哥织

坩∞∞弛∞∞加∞∞加o



第五章理化因子对中华鲟精于活力的影响

5．2．4 Ca2+对中华鲟精子活力的影响

Ca2*X寸中华鲟精子活力的影响效果见表5-4和图5-4。Ca2+离子含量增加，精子

运动时间变化较小，但精子活率随浓度升高而呈明显下降趋势。在5 mmol／L时精子

快速运动时间、总运动时间和寿命最长，分别为49．7_+12．9 S、134．3±13．5 S、184．3*-22．2

s，其中快速运动时间和1肛20 mmol／L组比较差异显著(P>O．05)，总运动时间和

寿命与20 mmol／L组比较差异显著(P)．O．05)，其它各组比较均无显著差异(P>0．05)，

此时中华鲟精子活率已有明显下降，至10 mmol／L时，精子活率降至50％以下。

5．25 M92+对中华鲟精子活力的影响

M92+对中华鲟精子活力的影响和Ca2+相似，随M矿离子浓度增加，精子运动
时间变化较小，但精子活率随浓度升高而里明显下降趋势(见表5-5、图5-5)。M[矿
浓度为5 mmol／L时精子快速运动时间、总运动时间和寿命最长，分别为53．0-'．29．0 S、

159．7+28．4 s、190．0-'．29．4 s，其中快速运动时间和其它组比较差异不显著(P>0．05)，

总运动时间和其它组比较差异极显著(P<0．01)，寿命和其他组比较差异显著

(P<0．05)，在15 mmol／L时，精子活率降至50％以下．

5．2．6葡萄糖对中华鲟精子活力的影响 ．

中华鲟精子在不同浓度葡萄糖溶液中的活力存在明显差异，随溶液浓度升高精

子运动时间先升高后下降，精子活率则呈下降趋势(见表5-6、图5．6)。葡萄糖浓度

为50 mmol／L时，精子活力最高，其快速运动时间、总运动时间和寿命最长，分别为

84．8蛸1．2 s、221．7±31．7 s、266．0-+14．5 s，仅快速运动和0 mmol／L差异不显著

(P>0．05)，其余各项比较均有极显著差异(P<O．01)。当浓度超过100 mmol／l肘即
对精子活力有抑制作用，至150 mmol／I．J8精子无快速运动，总运动时间仅34．67+_5．13

s，至2∞mmol／L$Ⅱ完全抑制精子活力。

5．2．7 Na+、Ca2+、M92+对r抑制作用的解除效果

在1 mmol／L和2．5 mmol／L的KCI溶液中分别添加不同浓度的NaCI、CaCl2、

MgCl2，观察Ha+、Ca2+、M矿对r抑制作用的解除效果，所得结果见表5-7-5．9和
图5．7巧．9，可见Ha+、Ca2+、M矿均能解除K+的抑制作用，但效果各不相同。Na+
可以解除1 mmol／L的默的抑制作用，有效浓度为37．5-50 mmol／L，但Na+不能解除

2．5 mmol／L的K+的抑制作用，仅在50 mmol／L时有极少数精子活动几秒即停止；Ca2．

可解除1 mmoFL和2．5 mmol／L的r的抑制作用，C为1 mmol／L时有效浓度为=0．25

mmol／L，以0．5—1．5 mmol／L效果最佳，K+为2．5 mmol／L时有效浓度为=1．5 mmol／L，

以2．5—5 mmol／L效果最佳；M矿亦可解除1 mmol／L和2．5 mmol／L的r的抑制作用，
K+为1 mmol／L时有效浓度为=0．25 mmol／L，以0．5～2．5 mmot／L均有良好效果，r

为2．5 mmol／L时有效浓度为_7-5 mmol／L。三种离子解除K+抑制作用强弱依次为：

ca2+>M92+>Na+。
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表5-4中华鲟精子在不同浓度Cacl2溶液中的Fr、TT和LT(单位：s)

Table 5-4 TheFL"IT and LT of Chinese sturgeon sperm under different

concentration of CaCl2 solution

注： 1)同列数字右上角所标不同小写字母表示差异显著(P如．0回
2)Fr．快速运动时间；他总运动时间；LT：寿命

Note：1)鲫研=I!；雄in the s锄e colin with the diff蝴t 10w廿龃∞呦s significant d如锄咖∞
(P《0．05)
2)既Fast-movementTmae；仉Total-movementtime；LT：Ij向im

～}’Fr⋯◆一1T+LT一十一珊

0 1 3 5 10 15 20

Caaz浓度Ccmcentratim of CaCl2 solution(邛m“)
FF：快速运动时间；Tr．总运动时间；LT：寿命；MP：精子活率

Fr：Fast-movement T'tme；Tr．Total-movement time；LT：Lifetime；MP"Motile sperm percentage

图5-4 ca“对中华鲟精子活力的影响

№．5-4 Effects of Ca2．OR motility characteristics in Chinese sturgeon sperm
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第五章理化因子对中华鲟精子活力的影响

表5-5中华鲟精子在不同浓度MgCIz溶液中的FT、TT和LT(单位：s)

Table 5-5 The Fr,TT and LT of Chinese sturgeon spem under different
eoncentrafion of MgOz solution

注： 1)同列数字右上角所标不同小写字母表示差异显著僻(o．05)
2)FT：快速运动时间；Tr．总运动时间；LT：寿命

Note：1、supen,啦in the s锄c column with the different lowercase 11把alls significant m岱既龇
妲娟蛳
2)髓Fast-movement T'nnc；孤Total-movement ring；珏Lifetime

～--‘Fr⋯争．．Tr+LT一+一Ⅷ

譬瑚
鲁
要100

O

日

厶

尝
。
目

o，、

益邑
叠
口

2

芒
糌
!lg

0 1 3 5 加 15 加

lVlgCk浓度Coccertration of峨soJution(珈m洲L)
FT．-快速运动时间；TT：总运动时间；LT：寿命；MP：精子活率

Fr．Fast-movement Time；Tr．Total-movement time；LT：Lifetime；lVfl'：Motile sperm percentage

图5．5孵+对中华鲟精子活力的影响
Fig．5-5 Effect of M92+OD motility characteristics in Chinese sturgeon sperm
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表5-6中华鲟精子在不同浓度葡萄糖溶液中的FT、TT和LT(单位：s)

Table 5-6 The Fr-TT and LT of Chinese sturgeon sperm underdifferent

concentration of glucose solution

葡萄糖 FT TT LT

Glucose 范围 平均值±标准差 范围 平均值±标准差 范围 平均值±标准差

鲤里业墅竖塑!圭婴磐壁丛竺圭婴墅竖坐些主望
0 42．76 61．33±17．47“ 102～140 124．254-17．10c 155～205 182．67+_25．42b

50

1∞

150

2∞

250

57-117 84．75+_31．22c 192～255 221．67+_31．66d 250～283 266．00±'-14．49。

46-64

O

0

0

51．504-8．39b 104～146 120．OO+．．20．20c 125～252 177．004-．．54．49b

29～39

O

O

34．67*--5．13h 29～39

O。 O

O‘ 0

34．67*-5．13。

0
4

0。

注： 1)同列数字右上角所标不同小写字母表示差异显著(Ⅻ．0回
2)FT：快速运动时间；Tr．总运动时间；IX：寿命

Note：1、superscript in the sam column with the different low鞠嵋a鼯血呛ans significant di舾al∞
(P《0厕
∞髓Fast-movementTime；Tr：Total-movementtime；LT：／Afetime

～}。Fr⋯争～Tr+LT一千一蛐

O 50 枷150 200 250
葡萄糖浓度Co∽ertzation of Ghlcose sohltion(moSmo托)

Fr．快速运动时间；TF：总运动时间；LT：寿命；MP：精子活率

FT：Fast-movement Time；Tr．Total-movement time；LT：Lifetime；MP：Motile sperm percentage

图5．6不同浓度的葡萄糖溶液对中华鲟精子活力的影响

Fig．5-6 Effect of Glucose on motility characteristics of Chinese sturgeon sperm

—S
蜀Q鲁尝。茸Jo

o铀墨口整主哥蜒
城∞∞∞∞娜∞∞∞∞o

|毫

渤

姗

瑚

枷

卯

o

30舞昌匣富



第五章理化因子对中华鲟精子活力的影响

表5-7中华鲟精子在含不同浓度Na+的r溶液中的FT、Tr和LT(单位：曩)
Table 5-7 The FT,TT and LT of Clgnese sUm'geon sperm under dlffermmt

concentration of Na+in K?solution

注：Fr．快速运动时间；Tr．总运动时闻；LT：寿命

Note：Fr．Fast-movementTime；Tr．Total-movement time；LT：Ij缸岫

140

120

@100

喾舳
厘∞
茁
加

20

0

+LT··★--Fr一+一Tr一*一Ⅷ

O

12．5 25 37．5 50 62．5 75

NaCl}农度Concertratbnof NaCl∞‰(脚U)
FT．-快速运动时间{Tn总运动时间；LT：寿命；^但：精子活率

FT．-Fast-movement Tune；TT：Total-movement time；LT：Lifetime；MP"Molile sperm percentage

图5-7 lmmol／Lr溶液添加Na+对中华鲟精子活力的影响
ng．5-7 The effect of Na+on motility characteristics of Chinese stm'geon sperm

within lmmol／L K?solution
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表5．8 中华鲟精子在含不同浓度C一的K+溶液中的FT、TT和LT(单位：s)
Table 5-8 TheFT,TT and LT of Chinese sturgeon sperm under different

∞n∞Ⅱtration of Ca2+in K+solution

注：Fr．快速运动时间；Tr．总运动时间；LT：寿命

Note：FT：Fast-movementT'tme；Tr：Tolal-movement lime；LT：L越鲥me

250

200

譬150
．量
■

厘1∞
翟

50

0

O．05 0．1 0．25 O．5 1．5 2j 5

100

90日

80喜
70者
60宣

嚣§s
：30《
20毒
10烬
O

一：lmmol／Lr；⋯“：”咖∞l皿r
FY：快速运动时间；Tr．总运动时间；LT：寿命；MP：精子活率

Fr．Fast-movement Thne；TT：Total-movement time；IT：Lifetime；MP：Motile sperm雕∞蛐ta鲈

图5．8在r溶液添加C矿对中华鲟精子活力的影响
Fig．5-8 The effect of Ca“On motility characteristics of Chinese sturgeon sperm

within K?solution



第五章理化园子对中华鲟精子活力的影响

表$-9中华鲟精子在含M矿的r溶液中的FT、TT和IT(单位：s)
Table 5-9 The Fr,'IT and LT of Chinese sturgeoll sperm underdifferent

concentration of M矿+in K?solution

注：Fr．快速运动时间；Tn总运动时间；LT：寿命
No把：IT：Fast-movementTune；TT：Total-movement time；LT：IAfelime

250

2∞

@

善150
墨100
50

O

—卜Fr
⋯·．．Tr

—．-11r

⋯■··IT

⋯◆··Fr

100

90晷
∞者
70昌
60芎一

50莹邑
加g
30重
20糌

10!ig

0

0．05 O．1 0．25 0．5 1．5 2．5 5 7．5 10

MgCl2浓度Cc噬：erI妇of峨sohm(mmoFL)
一：lmmol／LK+：⋯⋯：2．Snmol／LK’

Fr．快速运动时间；Tr．总运动时间；LT：寿命；MP：精子活率

Fr：Fast-movement Time；TT：Total-movement time；LT：Lifetime；MP：Motile sperm percentage

图5-9在K+溶液添加M矿对中华鲟精子活力的影响
重耗．5-9 Theeffect of Mg“OR motility eharacterlsfics of Chinesesturgeon sperm

within K+solufi蚰
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5．2．8渗透压对中华鲟精子活力的影响

3种不同溶质的渗透压溶液对中华鲟精子活力影响见图5．1肌5．13，可见3种溶

液对中华鲟精子的快速运动时间、总运动时间、寿命和精子活率的影响具有很高的

吻合性，变化趋势一致。随渗透压升高精子活力先升高后降低，中华鲟精子适宜的

渗透压范围为25-75 mOsm几，最适渗透压在50 mOsm／L左右，葡萄糖和蔗糖溶液

对精子活力的提高优于NaCI溶液。

厘
茁
需
缎
瑙
墨

0 25 50 75 1∞ 125 150

溶液渗透压。锄oh姆of∞h曲n(皿。锄∞

图5-10渗透压对中华鲟精子快速运动时间的影响

Fig．5-10 Effect ofosmolality on fast-movement nnle of Chinese sturgeon sperm

厘
营
需
删
蹈

2∞

150

1∞

50

0

0 25 50 75 1∞ 125 150

溶液渗透压Osmo枷ity ofsolution(mOsm／L)

图5．n渗透压对中华鲟精子总运动时间的影响

Fig．5-n Effect of osmolality on total-movement tJine of Chinese sturgeon sperm
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图5．12渗透压对中华鲟精子寿命的影响
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图5．13渗透压对中华鲟精子活率的影响

№．5-13 Effect of osmolality OR motile sperm percentage of Chinese sl珈rgeon

5．3讨论

5．3．1关于pH对中华鲟精子活力的影响
pH是影响鱼类精子活力的主要因素之一，对精子运动的维持有显著的影响，

激活液的pH可以影响精子的受精能力，弱碱性激活液可以提高精予活力(Billard et

口L 1995b)。日本鳗鲡精子在偏碱性的溶液(pH7．0-8．9)中活力较强(邓岳松和林浩

然，2000)，黄鳍鲷、平鲷、黑鲷和真鲷精子激活的最适pH值依次为7．8、8．0、8．0、
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>8．Of江世贵等，2000)。本试验结果表明，溶液的酸碱度不仅可以影响中华鲟精子的

运动时间，还能影响其精子的激活。中华鲟精子可在pH 5．0～10．0的溶液中活动，而

在弱碱性(pO 7．0-9．0)条件下中华鲟精子的活力有显著提高，在pH为8．0时精子

活力最高。其他鲟鱼精子也有类似特征，西伯利亚鲟、湖鲟、波斯鲟和匙吻鲟精子

运动最适pH条件分别为8．2⋯8 0 8．0和7．0-8．0(GaUis et a1．，1991；Cosson and Linhart，
1996；Toth甜以，1997；Alavi et aL。2004)，均是弱碱性条件。Ingermann等(2002；2003)

对高首鲟的研究发现，精浆的缓冲能力弱，则精子对外界pH变化更敏感，认为生

殖管道中的上皮细胞可以通过分泌重碳酸盐调节精浆的pH值，从而调节精子活力。

5．3．2关于Na+对中华鲟精子活力的影响

Na+是鱼类血浆、精浆的重要组分，是构成渗透压的主要离子。在适当的范围内，

多数淡水鱼类精子活力随溶液中Na+浓度的增加而提高，超出适宜范围精子活力即

受抑制，白斑狗鱼精子可在0-679．6 kPa的NaCl溶液种运动，最适浓度为339．8

1dP呵苏德学等，2004)，0．20％一0．50％的‘NaCl溶液能延长黄颡鱼精子的寿命，而

0．90％—1．20％的NaCl溶液对黄颡鱼精子活力有明显抑制作用(杨彩根等，2003)．

与鲤科和鲑科鱼类相比，鲟类精子对胞外Na+的浓度变化更为敏感。随着激活液

(Tris／glycine缓冲溶液)中Na+浓度的增加，湖鲟精子运动时间先增加后减少，在

浓度为10 mmol／L时运动时间最长(，,1500s)，50 mmol／L则无精子运动troth et aL，

1997)，波斯鲟的精子可在Na+含量为0-125 mmol／L的激活液(20 mmol／LTris．HCl)

中运动，在25 mmol／L时精子运动时间最长(Alavi et aL,2004)，试验表明，中华鲟

精子可在0-100 mmol／L的Na+溶液运动，和多数鱼类一样，随浓度升高精子活力先

升高后下降，精子运动适宜的Na+浓度范围为0-50mmol／L，最适浓度为25 mmol／L，

明显高于中华鲟精浆中Na+浓度(10-20mmoFL)。上述研究说明Na*确实可以促进

和调节鲟鱼精子的活力。已有研究表明鲟鱼精子对Na+和其他离子的生物敏感性主

要由精浆的成分和Na+含量决定(Alavi and Cosson,2000。

5．3．3关于K+对中华鲟精子活力的影响

r也是鱼类血浆、精浆的重要组分，不同鱼类精子对r的敏感性不同，鲟鱼

精子对K+浓度的变化最为敏感，其次是鲑科鱼类、鲤科鱼类。IC对鲟鱼精子活力

的影响和Na+的作用有很大的区别，F主要起抑制鲟鱼精子活力的作用(Alavi and

Cosson,2000，在精子激活液中提高r的浓度，可以显著降低西伯利亚鲟、匙吻鲟

和湖鲟精予的活力。r浓度为0．05mmol／L时对西伯利亚鲟精子的活力无显著影响，

升至0．1 mmol／L@,--y完全抑制西伯利亚鲟精子的活力(c,auis et aL，1991)，0．5 mmol／L

的r可使50％湖鲟精子停止运动troth et aL,1997)，匙吻鲟精子在r浓度为1
mmol／L的Tris-Ha缓冲溶液中，激活率迅速下降，lOs后降至10％，1 rain后即为

0％(Cosson and 1．,tnhart,1996)。0．01—0．5 mmol／L的K+对中华鲟精子活力影响不明

显，在O．5 mmot／L时表现微弱的抑制效果，当浓度升高至1 mmoVL时，中华鲟精

子活力被完全抑制。由此可见鲟鱼精子对低浓度的K+具有很高的敏感性，其活力可

受低浓度K+调控(Coss∞et aL,1999)。Alavi等研究表明，波斯鲟精浆中r浓度为
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6．92±0．88 mmol／L，细胞外2 mmol／L K，即具有抑制作用，说明精浆中的K●是波斯

鲟精子活动的主要抑制因子(Alavi甜aL，2004a；Alaviet以，2004b)。中华鲟精浆中的

K+浓度为4-Smmol／L，远高于精子活力抑制浓度，因此作者认为，K+是抑制中华鲟

精子在精浆中活动的主要因子。

5．3．4关于Ca2+和M92+对中华鲟精子活力的影响
QP、M矿作为鱼类精浆主要离子，其含量较Na+、IC低很多，鲟鱼精浆中的
QP、M矿含量通常都低于1 mmol／L，但是在精予活力的调节中具有重要的作用。
Ca2+是调节鱼类精子活力的重要因子，外界环境的C矛+通过Ca2+通道进入精子细胞

使精子细胞内的Ca2+增加，是精子激活所必需的∞吣son'2004)。Alavi等研究发现

0-3mmoFL的Ca2+溶液可以提高波斯鲟精子的活力，在3mmoFL时精子活力最高，

当浓度超过5 mmol／L时精子活力迅速下降(Alavi et aL，2004)。在对中华鲟精子的研

究中发现，中华鲟精子对C一敏感性较波斯鲟差，随着Ca2+浓度的升高，精子活

力先升高后下降，但变化不显著，在5 mmol／L时活力最高，据刘鉴毅研究，Ca2+

浓度高于20 mmoFL可明显抑制中华鲟精子的活力，在40 mmoFL时精子活力完全

被抑制，实际上在5 mmol／L时就观察到约15％的精子在极短的时间内停止运动，

只是其他多数精子仍保持在较高的活力状态，在10 mmol／L时有约40％的精子未能

激活运动，此时多数精子活力下降。可见虽然Ca2+是精予激活所必须的，但是其浓

度并不是越高越好，中华鲟精子运动适宜的Ca2+浓度应在0-5 mmol／L范围内。此外

Ca2+还可解除F对鲟鱼精子的抑制作用(／davi and Cosson,2(306)，研究发现o．1
mmot／L Ca2+即可部分解除1 mmol／L IC对中华鲟精子的抑制，0．25 mmol／L时即可完

全解除，随r浓度升高，Ca2+-．有效浓度也相应提高。

有关M矿对鲟鱼精予活力影响的报道较少，Linhart等(2002)和AJavi等(2004)
做过相关研究。M矿对中华鲟精子活力影响效果与Ca2+的作用相似，在5 mmoFL
时精子活力最高，当浓度超过10 mmol／L时就有部分精子活力受抑制，随浓度升高

其负作用越为明显，使精子产生凝集现象。M矿也能解除r对中华鲟精子的抑制作

用，不同的是中华鲟精子对M矿的敏感性比Cal“更低，在0．5一ol／L时才能完全解
除1 mol／L K+对中华鲟精子的抑制作用。
5．3．5关于渗透压对中华鲟精子活力的影响

淡水鱼类精子只有释放到低渗溶液中，精子才能激活运动，不同鱼类对渗透压

适应性不同。高渗透压(400mO锄／L)可抑制虹鳟精子的运动，但是其精浆渗透压(约
300 mO锄／L)并不能阻止精子的运动(Billard and Cosson,1992)。低于150-200
mOsm／L的渗透压可完全抑制鲤科鱼类精子的运动，而鲤科鱼类精浆的渗透压已远

高于精子激活所需的条件，如鲤为286nlOsm／L(／daviandCosson,2006)。在鲟鱼中，

西伯利亚鲟、波斯鲟和匙吻鲟精子活动的渗透压范围为1-100 rnO$m／L，密西西比铲

鲟为1-120 mOsm／L，50 mOsm／L时波斯鲟精子活力最高(Linhart et aL，1995；Alavi甜

a／．，2004b)，而鲟鱼精浆渗透压均低于精子活动的渗透压范围，如西伯利亚鲟精浆渗

透压仅有38±3 mOsm／L，匙吻鲟为33-36 mOsm／L，波斯鲟为82．56 mOsm／L左右，
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因此，Alavi等(2004b)认为渗透压不是抑制鲟鱼精子在精浆中运动首要因素，并且

较低的渗透压可以提高鲟鱼精子的活力。中华鲟也不例外，实验发现中华鲟精子在

不同溶质的渗透压溶液中活力变化极为相似，随渗透压升高，精子活力先升后降，

其精子可在0-150 mOsm／L渗透压范围内活动，在25-75 mOsm／L范围内中华鲟精

子活力显著提高，最适渗透压应该在50 mOsm／L左右。
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