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九孔鲍精子短期保存技术研究
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摘要: 应用单因素试验和三因素正交试验研究了温度、二甲基亚砜( DMSO)浓度及精子密度等因素对九孔鲍

( H aliotis diver sicolor sup er tex ta)精子短期保存的影响。单因素试验结果表明: DM SO、维生素 C、甘油、葡萄

糖等添加剂中仅 5%和 7. 5% DMSO 有利于精子活力的保持; 3 个试验温度中 28 精子活力下降速度最快,

其次为 1 , 最慢是 5 ; 稀释度越高精子活力下降速度越快。正交试验中, 九孔鲍精液分别在 25 个保存条

件下保存 96 h, 保存期间每隔一段时间取样观察精子活力。25 个处理的活力变化数据用生长函数拟合, 根

据拟合方程计算出精子活力半衰期,并对结果进行直观分析及方差分析。结果表明,较理想的精子保存条件

是: 温度为 7 , DMSO 质量分数为 3% ,精子密度为 7. 5 108个/ mL ;各因素对精子活力半衰期的影响按精

子密度、温度、DMSO密度顺序递减; 精子密度对精子活力半衰期有显著影响( P< 0. 05) , 温度及 DMSO 浓

度的影响不显著(P> 0. 05)。
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精子保存技术的研究对于海水养殖贝类苗种生

产、种质资源的保存以及遗传育种操作均具有重要

意义。目前贝类精子保存技术的研究相对较少, 涉

及的种类主要有牡蛎[ 1, 2]、鲍[ 3~ 5] 及扇贝[ 6, 7] 等。九

孔鲍(H al ioti s div er si color sup ertex ta)是中国最重

要的海水养殖种类之一。Matsunaga等 [ 3] 最早研

究鲍的精液超低温保存技术, 他们在- 75 保存

H . gigantean和 H . discus 的精子, 室温融化后授

精孵化出 0~ 93%的幼体。Tsai等[ 4] 液氮保存九孔

鲍精子 1 年, 授精后仍有 89. 1% 的孵化率。Gwo

等[ 5]又针对九孔鲍精子超低温保存, 进一步筛选了

抗冻剂并优化了精子超低温保存的降温速度。虽然

九孔鲍精子超低温保存已取得突破, 但这项技术操

作程序要求严格, 较难在苗种生产现场推广。精液

的短期保存是指利用降温、添加保护剂等措施将精

子寿命延长数小时至数十小时的技术。虽然精液短

期保存的期限远不如超低温保存, 但是足以解决九

孔鲍苗种生产过程中雌雄配子排放不同步的问题,

且具有操作简便易行的优点,适合在养殖场现场中

应用。作者研究了温度、二甲基亚砜( DM SO)浓度

及精子密度 3个因素对精子短期保存的影响, 并在

单因素试验基础上应用正交设计研究温度、DMSO浓

度及精子密度三因素对九孔鲍精液保存活力变化的

影响,以期得到一种简便的、适合在苗种生产现场使用

的九孔鲍精液保存方法。

1 材料与方法

1. 1 亲鲍和催产

实验用鲍采用雄性成熟个体。九孔鲍采自东山

县海田公司亲营养殖场, 年龄 1~ 2 龄。采用阴干、

紫外线照射海水、升温刺激催产。将正在排放精液

的雄鲍取出,贝壳朝下放置在盛有少许海水的培养

皿上,在几分钟内收集到高浓度的精液。收集好的

精液用血球计数板计数。除特别说明外, 精液的保

存密度均为 1. 25  107个/ mL。

1. 2 精液保存

1. 2. 1 单因素试验

添加剂试验:在 1. 5 mL 离心管中加入 0. 75 mL 2

倍于设定浓度的 DMSO、维生素 C ( Vc)、甘油、葡萄

糖,然后分别加入 0. 75 mL 精液,混匀, 4 下保存。

保存温度试验:分装在 1. 5 mL 离心管的精液分

别在 1, 5, 28 下保存。

稀释度试验: 解剖获得的精子, 密度为 2. 0  
10

10
个/ mL,用膜滤海水 0 倍、10倍、20 倍、40倍稀

释后, 4 下保存。
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1. 2. 2 三因素正交试验

温度、DMSO 浓度和精子密度等 3 个因素的 5

个水平设置如表 1所示。试验水平设计参照正交设

计表 L 25 ( 56 )。按正交设计表在 1. 5 mL 离心管中加

入 0. 75 mL 2 倍于设定浓度的 DMSO 海水溶液。

九孔鲍精液经梯度稀释, 调整到设定浓度的 2倍, 并

按每管 0. 75 mL 分配到相应的离心管中,分别放置

在设定试验温度下保存。
表 1 因素水平

Tab. 1 Factors and levels of treatement

水平
温度

( )

DMSO 质量分数

( % )

精子密度

(个/ mL )

1 1 0 7. 80 108

2 3 3 3. 75 107

3 5 6 1. 88 108

4 7 9 9. 38 107

5 9 12 4. 69 107

1. 3 精子运动能力的观察与计算

每隔 1段时间取样 1次,在显微镜下观察精子

运动能力。按运动速度和方式将精子活力状况分为

5级,并分别记分。其中,快速游动分值设定为 4; 缓

慢游动分值为 3; 跳跃游动分值为 2; 原地颤动分值

为 1;静止不动分值为零。各精液样本的活力指数按

下式计算:

I= !
4

i= 1
( K i  P i )

其中, I 为精子活力指数, K i为精子活力分值, P i为该

分值精子的百分数。

1. 4 精子半衰期的计算

各保存精液样本的活力变化数据以保存时间( x )、

精子活力指数( y) ,用 SPSS 11. 0软件中生长函数( y=

aebx + k) 拟合[ 8]。根据拟合方程计算各精液样本活力

半衰期,即活力指数下降为起始活力50%的时间。

1. 5 数据分析

正交试验数据用 SPSS 11. 0方差分析检验保存

温度、DMSO浓度及保存精液的密度不同水平间差

异的显著性。

2 结果

2. 1 添加剂对精子短期保存的影响

DMSO、Vc、甘油、葡萄糖等添加剂对4 下保存

11 h 精子活力的影响如图 1 所示。与对照组相比,

仅 5%及 7. 5% 的 DMSO有正向效果, Vc、甘油、葡

萄糖均不利于精子活力的保持。

图 1 添加剂对 4 下保存 11 h 精子活力的影响

F ig . 1 The effect of ex tender on the viabilit y o f sperm

stor ed at 4 for 11 h

2. 2 保存温度对精子短期保存的影响
1, 5, 28 下保存精子的活力变化如图 2所示。精

子活力下降速度的顺序是 28 最快,其次是 1 ,然后
是 5 。在 28 下保存7 h,活力就下降为起始的 5%。

图 2 保存温度对精子活力下降速度的影响
F ig . 2 The effect of stor age temperatur e on the speed of

decay o f sperm v iability

2. 3 精子稀释度对精子短期保存的影响

0倍、10倍、20倍和 40倍稀释的精子, 其活力变
化如图 3所示。精子活力下降的速度随着稀释度的
提高而加快。

图 3 精子稀释度对精子活力下降速度的影响

F ig . 3 T he effect of dilution of sperm on the speed of

decay of sperm v iability
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2. 4 温度、DMSO和精子密度 3因素正交试验

3因素 5水平试验中,精子活力均随保存时间的

延长而下降, 但是下降的速度各不同。各处理水平

试验结果用一阶生长函数拟合, 得到 25 个回归方

程,回归系数及 R
2值如表 2所示。

根据回归方程计算出各处理水平精子活力下降

至起始时的 50%的时间(半衰期) ,结果如表 2所示。

温度、DMSO 浓度、精子密度 3个因素精子活力半衰

期的最大值分别在第∀、第#和第 ∃水平。可见, 精

子保存的适宜条件是 7 、DMSO 质量分数为 3%、

精子密度为 7. 5  108 个/ mL。根据极差可以看出

各因素对精子活力半衰期的影响大小按精子浓度、

温度、DMSO 浓度顺序递减。

表 2 正交试验九孔鲍精子活力回归方程参数及半衰期

Tab. 2 The parameters of the fit equations and the half life of small abalone sperm in the orthogonal experiment

处理

编号

温度

( )

DMSO

(% )

精子密度

(个/ mL)

y= aebx + k

a b k R2

半衰期

( h)

1 1 1 1 - 0. 04 3. 72 6. 94 0. 99 4. 87

2 1 2 2 - 0. 02 3. 64 5. 43 1. 00 3. 76

3 1 3 3 - 0. 06 3. 80 8. 46 0. 98 6. 05

4 1 4 4 - 0. 07 3. 88 9. 18 0. 97 6. 71

5 1 5 5 0. 01 3. 58 3. 95 1. 00 2. 75

6 2 1 2 - 0. 19 3. 73 28. 88 0. 99 18. 11

7 2 2 3 0. 00 3. 16 22. 40 0. 92 12. 62

8 2 3 4 - 0. 05 3. 62 14. 37 0. 98 9. 68

9 2 4 5 0. 09 3. 49 4. 03 0. 98 2. 87

10 2 5 1 - 0. 35 4. 34 32. 19 0. 93 22. 64

11 3 1 3 - 0. 15 4. 07 22. 35 0. 98 16. 40

12 3 2 4 0. 10 3. 83 15. 85 0. 94 12. 87

13 3 3 5 0. 05 3. 54 3. 99 0. 99 2. 81

14 3 4 1 - 1. 01 4. 89 57. 70 0. 97 31. 85

15 3 5 2 - 0. 44 4. 36 31. 73 0. 97 21. 20

16 4 1 4 - 0. 12 4. 02 14. 93 0. 95 11. 02

17 4 2 5 0. 01 3. 42 9. 75 0. 96 6. 28

18 4 3 1 - 34. 20 38. 09 822. 21 0. 96 46. 45

19 4 4 2 - 0. 17 3. 54 32. 04 0. 98 18. 81

20 4 5 3 - 0. 02 3. 66 10. 81 0. 99 7. 56

21 5 1 5 0. 02 3. 58 2. 22 1. 00 1. 56

22 5 2 1 - 5. 28 9. 25 153. 37 0. 95 41. 09

23 5 3 2 0. 24 3. 39 12. 86 0. 95 9. 96

24 5 4 3 - 0. 15 3. 70 19. 63 0. 95 12. 51

25 5 5 4 0. 00 3. 70 12. 53 0. 99 8. 99

∃ 24. 15 51. 95 146. 91

∀ 65. 92 76. 61 71. 83

% 85. 13 74. 95 55. 14

# 90. 12 72. 75 49. 28

& 74. 11 63. 15 16. 26

极差 65. 99 24. 67 130. 65

3



海洋科学/ 2008年/第 32卷/第 1 期

正交试验的方差分析结果如表 3所示, 3个试验

因素中仅精子密度对精子活力半衰期有显著影响

( P< 0. 05) , 温度及 DMSO浓度的影响无显著性意

义( P> 0. 05)。
表 3 方差分析结果

Tab. 3 Results f rom ANOVA

来源 离差平方和 自由度 方差 F 显著性

温度 551. 7 4 137. 9 2. 2 0. 133

DMSO 浓度 85. 5 4 21. 4 0. 3 0. 847

精子密度 1 889. 0 4 472. 3 7. 5 0. 003

误差 760. 2 12 63. 4

3 讨论

精子排放到海水中, 随着时间的延长活动能力

及受精能力逐渐下降。精子的寿命受盐度、温度、含

氧量、有机物和 pH 等因素的影响。在本研究优化

的保存条件下,精子活力半衰期可达 46. 5 h, 比28

下保存延长了 43 h,基本解决了九孔鲍种苗生产及

遗传操作中精卵排放不同步的问题。

DMSO 及甘油是鱼类及贝类精子冷冻保存常用

的 2种抗冻剂。不同种类水生无脊椎动物精子的适

宜抗冻剂种类及浓度不同
[ 9]
。本研究单因素试验结

果表明, 5%~ 7. 5% 的 DMSO有利于低温条件下精

子活力的保持, 而精子在添加 1% ~ 2%甘油的海水

中保存 11 h后就完全丧失活力; 正交试验结果也表

明体 3% ~ 9 % 的 DMSO 可以延长九孔鲍精子寿

命。这个结果与 T sai等
[ 4]
和 Gwo 等

[ 5]
的研究结果

相似。

鱼类或贝类精子冻存的基础液中有时会添加葡

萄糖、蔗糖、柠檬酸钠、海藻糖等添加剂。T sai 和

Chao[ 4]研究结果表明, 在海水中添加 8% DMSO+

50 g / L 葡萄糖及8% DMSO+ 50 g/ L 蔗糖处理组的

保存效果均优于 8 %的 DMSO 处理组。但是作者

研究结果表明, 单纯添加 30~ 60 g/ L 葡萄糖反而缩

短九孔鲍精子寿命。无脊椎动物利用外源能源物质

的能力较差
[ 10]

, 葡萄糖对精子保存的作用原理可能

是调节渗透压。

降低温度可以降低新陈代谢率, 抑制微生物的

增殖,有利于精子活力的保持。本研究单因素和正

交试验结果均表明, 一定范围内降低保存温度有利

于精子活力保持, 但温度太低反而不利于精子活力

保存。这可能是温度在冰点附近, 细胞内会局部形

成冰晶,损伤细胞内部结构。

本研究中单因素和正交试验结果均表明, 精子

密度越高, 活力保持越长。这种现象同样见于其他

无脊椎动物,如牡蛎
[ 11]
、海胆

[ 12]
。Chia 等

[ 12]
将精子

寿命与浓度的关系称作∋呼吸稀释作用(。他们认
为,由于精子存活期间消耗的氧是固定的,浓度高的

精液会降低体系溶解氧, 有利于保存精子的能量物

质。Paniagua Chavez 等[ 11] 则认为高浓度的精子减

少了精子运动的空间,降低了精子能量物质的消耗。

这些理论都可以用来解释本实验结果。
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Abstract: The effects of sperm concentrat ion, temperature and DM SO concentration on the decay of sperm

viability o f the small abalone, H aliot i s d iv ersi color sup ertex ta wer e determined. The r esults o f one factor

experiment show ed: All the test ex tenders had negat ive ef fects on the life of small abalone sperm, except

fo r 5% DMSO and 7. 5% DMSO; A mong the three test temperatures, the rank of decay speed of sperm mo

t ility score w as 28, 1, 5 ; T he decay speed increased w ith the dilut ion increase. A 3 facto r and 5 level or

thogonal exper iment w as designed based on the results of one factor experiment . 25 aliquots of small abalo

ne semen w er e sto red separately for intervals up to 96 h. The data of sperm viability scor e in 25 given condi

t ions w ere f it into 25 equat ions w ith a gr ow th model. T he half lives of sperm in the 25 kinds o f sto rage con

ditions w ere est imated w ith the equat ions. T he results show that the opt imal stor e condition w as at sperm

concentrat ion o f 7. 5  108 sperm/ mL in seaw ater w ith 3 % DMSO at the temperatur e of 7 . Among the

three factors, the most important one w as sperm concentrat ion, and then storage temperatur e, the last one

w as DM SO concentration. T he results o f ANOVA show ed that the effect of sperm concentrat ion on half life

of sperm w as signif icant ( P< 0. 05) , w hile the ef fects of temperatur e and DM SO concentrat ion w er e not

significant .
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