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红鳍东方鲀精子超低温保存前后的超微结构观察
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摘要:应用透射电镜技术, 研究超低温保存前后红鳍东方鲀 ( T ak if ugu rubrip es )精子的超微

结构。观察发现,受冷冻损伤精子的被膜膨胀、破裂、脱落;线粒体内嵴变形,结构模糊, 甚至

消失;鞭毛在基部或主段、末段断裂,或被膜膨胀脱落。结果表明, 经超低温保存后, 部分红

鳍东方鲀精子由于膜结构及鞭毛轴丝损伤导致精子活力下降。
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� � 超低温保存是指生物细胞、组织器官或配子等
在超低温状态下代谢完全停止, 生命以静止的形式

可以在这种状态下得以长期保存。此项技术可应用

于生物精子的批量运输、杂交育种、遗传研究,以及保

存稀有物种种质等方面。自从 Ploge 1949 年开创动

物配子低温保存以来, 鱼类精子冷冻保存技术日趋

成熟,迄今国内外已建立了 40 余种淡、海水鱼类精子

冷冻保存方法[1, 2] ,而关于红鳍东方鲀( T akif ug u ru�
br ip es )精子超低温保存研究却甚少, 尤其是红鳍东

方鲀精子超低温保存后的超微结构观察更是鲜有报

道。作者利用透射电镜对红鳍东方鲀精子在超低温

保存前后精子形态和超微结构的变化作了观察, 了

解超低温保存和解冻对其造成的结构损伤, 以期为

减少冷冻损伤, 建立完善的液精子超低温保存程序

提供参考。

1 � 材料与方法

1. 1 � 精液采集
实验用鱼为山东华新海大海洋生物股份有限公

司培育的性腺成熟亲鱼 ,手挤法采集精液, 弃掉刚挤

出的 2 mL 精液, 然后再用干净烧杯挤取, 实验精液

要求无血、无尿、无脏,颜色乳白, 有光泽,镜检活力大

于 90%。

1. 2 � 冻精制备
用含有 10% DM SO 的稀释液与精液按 3 � 1 混

合均匀,分段冷冻法冷冻, 液氮保存 24 h。

1. 3 � 精子固定
取同一批精液 5 mL, 迅速滴入经干燥消毒过的

离心管中, 3 500~ 4 000 r/ min 常温离心 10~ 15 min

后,弃去上清液, 然后沿离心管内壁缓慢、小心滴加 2

~ 3 倍体积的 2. 5%戊二醛( pH7. 5)进行固定, 在4  
下, 约 0. 5 h后 ,更换一次固定液, 置 4 冰箱保存备
用。将经超低温保存 24 h 后的精子取出, 40  流水
解冻再行固定 ,固定方法同上。

1. 4 � 电镜样品制备
48 h 后, 取部分样品,分别标记, 用 0. 1 mol/ L 的

磷酸缓冲液( PBS)漂洗, 1%锇酸后固定, 梯度酒精脱

水, Epon�812 树脂包埋,作 70 nm 超薄切片, 经醋酸

铀和柠檬酸铅染色后, 置于日立牌 H�700TEM 型透

射电镜进行观察。

2 � 结果

经透射电镜观察,红鳍东方鲀精子隶属于鞭毛型

类, 分头和尾两部分,头部呈炮弹状,头部细胞核的前

方无顶体, 核内高度浓缩的染色质中有形态和位置不

定的个别小空隙,空隙中有或无少量的电子致密物质

分布(图 1�1)。核后端正中方有向前凹陷核内的植

入窝, 呈井状;窝内是中心粒复合体, 由近端中心粒、

中心粒间体和基体 3 部分组成。近端中心粒伸入植

入窝的深处, 无论纵切或横切, 皆无清晰的 9 组三联

微管(图 1�1)。袖套接在细胞核的后端, 呈圆筒状,

其中央腔为袖套腔,袖套外膜位于袖套的外侧, 由核
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图 1 鲜精和冻精的超微结构

Fig. 1 Th e ult rast ructur e of fresh sp erm an d cryopres ervated�th aw ed sperm

1�1.鲜精头部纵切! 20 000; 1�2. 保存良好冻精头部纵切! 15 000; 1�3. 鲜精头部纵切! 15 000; 1�4. 鲜精鞭毛纵切, 示鞭毛被膜和侧鳍

! 40 000; 1�5.冻精鞭毛横切, 示鞭毛侧鳍解体! 40 000; 1�6. 保存较差冻精头部纵切, 示头部被膜膨胀! 30 000; 1�7. 冻精头部纵切, 示精子

头部畸形! 15 000; 1�8. 冻精头部纵切,示线粒体缺失! 40 000; 1�9. 冻精鞭毛纵切, 示鞭毛被膜膨胀和侧鳍解体! 60 000; 1�10. 冻精鞭毛横

切, 示鞭毛轴丝解体! 40 000; A: 轴丝; BB:基体; CF: 中央纤维; H :头部; IB: 中心粒间体; IF: 植入窝; IM: 袖套内膜; F :鞭毛; F M: 鞭毛被膜;

LF: 侧鳍; M: 细胞膜; M T: 线粒体; N: 细胞核; NG:核中空隙; OM:袖套外膜; PC: 近端中心粒; PF :外周纤维; S: 袖套腔

1�1. Long it udinal sect ion of the fresh sperm head! 20 000; 1�2. L ongitudinal section o f the well f ro zen sperm head! 15 000; 1�3. L ongit udinal

sect ion of the fresh sperm head ! 15 000; 1�4. L ongitudinal se ct ion o f flagellum, showing the m embrane and lateral fin of fla gellum ! 40 000;

1�5. Cross sect ion of flag ellum , showing t he disint egration lat era l fin! 40 000; 1�6. L ongitudinal section o f the bad frozen sperm head, showing

the mem brane o f f ro zen sperm head swelled! 30 000; 1�7. Long itudinal sect ion of t he frozen sperm head, showing the abno rm ality o f t he sperm

head ! 15 000; 1�8. Long it udinal sect ion of t he frozen sperm head, showing t he lo ss of mito chondria! 40 000; 1�9. L ongitudinal section o f fla�

gellum , showing t he swelled m embrane and t he disint egration lat eral f in ! 60 000; 1�10. Cross section of flagellum, showing the disint egrat ion o f

the axoneme! 40 000; A : axoneme; BB: basal body ; CF: central fibril; H : head; IB: intercentr io lar body; IF: implant ation fossa; IM: inner m em�

brane of the sleeve; F: fla gellum; FM: m embrane o f flag ellum ; LF: la teral fin o f the flag ellum ; M: mem brane; MT : m it ochondrion; N: nucleus;

NG: gap within t he nucleus; OM: outer membrane o f t he sleeve; P C: prox imal centr iole; PF: peripheeral fibril; S: cent ral space of the sleeve
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后端的质膜和核膜分离后行, 延伸而成; 袖套内膜位

于袖套的内侧,其内、外膜于袖套后下缘相连续。近

袖套内膜的细胞质中可见一层膜(图 1�2) , 与袖套内

膜平行;袖套纵切仅有 2 个圆形的线粒体 (图 1�2,

1�3)。鞭毛从核后端正中部向后伸出, 起始端位于袖

套腔中,细长尾部穿过袖套腔向后外伸出。鞭毛中央

结构是轴丝,轴丝具有∀ 9+ 2#结构; 鞭毛上长有 2 排

侧鳍,从鞭毛的横切面上看, 侧鳍和轴丝与 2 条中央

微管同在坐标的 Y 轴上,侧鳍边缘呈不规则波浪状,

鳍基没有液泡(图 1�4, 1�5)。

经 10% DM SO 处理, 液氮冷冻保存 24 h, 并经

40  流水解冻的精子,其超微结构经透射电镜观察发

现:保存良好的精子结构没有太大变化, 只是质膜稍

显肿胀(图 1�2) ; 经受冷冻损伤的精子, 头部有的仍

呈炮弹状,但被膜残缺或膨胀或消失 (图 1�6) ; 有的

头部畸形,出现凹陷(图 1�7) ; 线粒体内嵴破损, 精子

无鞭毛,或鞭毛在中段断裂(图 1�6, 1�7) ;袖套破裂,

袖套内外膜膨胀破裂,线粒体缺失(图 1�7, 1�8) ; 鞭毛

被膜膨胀,呈波浪状, ∀ 9+ 2#结构不明显,中央维管束

缺失,外围维管束畸形(图 1�5, 1�9, 1�10)。

3 � 讨论
精子经过超低温保存, 一般认为会受到两种损

伤,一种是降温过快, 导致细胞内水分少量渗出,因而

形成胞内冰,造成组织损伤; 另一种是降温过慢,导致

细胞内水分全部渗出细胞, 使细胞极度脱水而损伤。

当胞内水分渗出速度和渗出量比较适宜, 形成一种

匀质的∀ 玻璃化#时, 可以减少细胞损伤, 冷冻细胞才

能存活。

冷冻和解冻过程中, 线粒体膨胀或者由于脱水

过度导致对线粒体的紧缚, 可能导致线粒体功能缺

失, 减少向精子鞭毛的能量输送, 因而降低精子活

力[3] ,本研究发现, 用本实验方法冷冻保存的精子出

现线粒体破损或缺失, 这直接导致能量的损失, 从而

降低了精子的运动能力。Gw o 等[4] 研究保存大西洋

鳕( Micr opogonias und ulatus )以及 Lahnsteiner 等[ 5]

保存河鳟( T hymallus thymallus )精子也发现类似变

化。对家畜的研究表明, 谷草转氨酶( GOT )为精子

线粒体上的一种重要酶类, 当精子膜和线粒体受损

时,该酶即向精浆中逸失, 从而使细胞呼吸链的酶系

统失调,能量来源断绝, 导致精子死亡[6] 。Yoo 等[ 7]

在大西洋鲑( S almo salsar )上也发现类似的冷冻损伤

效应。

另一方面,经透射电镜研究发现, 精子被膜膨胀,

尤其是鞭毛质膜膨胀, 可能导致鞭毛运动受阻, 且消

耗能量增大,从而降低了精子活力。Zhang 等[8] 研究

褐牙鲆( Paral ichthy s o livaceus )精子的超低温保存

时也认为是这种原因导致受精率较低。从理论上说,

解冻精子的复苏率与受精能力应是正相关,但这种逻

辑的推论在实际资料中远不能得到证实[ 9] 。本研究

发现, 部分冻精头部质膜膨胀破损, 而尾部保存较好,

或是头部保存较好,而尾部断裂,这种情况下精子鞭

毛仍能摆动, 即能∀复苏# ,但活力却下降很大,从而导

致受精能力显著降低。当然,不同的保存方法也可能

导致冻精活力差异很大,如果只是以活力或者受精率

来作为指标, 这其中可能有假象, 据 Ritar 等[ 10] 对条

纹婢 ( L atr is lineata)进行短期保存和超低温保存

研究发现, 麦管法和颗粒法获得的冻精活力相近, 但

是, 麦管法冷冻获得的受精率显著高于用颗粒法冷冻

获得的受精率 ,这可能与因保存方法的不同而导致冷

冻与解冻损伤的部位、机制和程度有差异, 而这种差

异只是在胚胎发育过程中才显现出来。

目前, 人们对造成精子冷冻损伤机制的本质尚未

了解透彻, 精子的低温损伤机制的研究需要更深入的

工作, 而电子显微镜在精子超低温保存技术中的应

用, 会推动此项工作的开展。
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Abstract: T he species and contents of phosphorus w ere studied in the tidal flat surface sediment s of the

Yangtze estuar y. The results show ed that detrital apatite contr ibuted 62. 52% of t otal pho sphorus, w hich is

the main speciation of pho sphorus. I ron�bound phosphate and o rg anic pho sphate respectively made up 18. 06%

and 14. 69% of to tal phospho rus. While authigenic apatite plus calcium�bound pho sphate and lo osely adso rbed

phosphate o ccupied t he least of tota l pho sphorus. Acco rding to all kinds of phy sico�chemical conditions in the

study ar ea, only loo sely adso rbed pho sphate, iron�bound phosphate and or ganic pho sphate should be consider ed

as the potential fact ors for eutrophication, which represented mean proport ion o f 33. 16% of the to tal pho s�
phorus. Salinity effect on t he overlying wat ers w as the key factor to the content of iron�bound phosphate, and

authig enic apatit e plus calcium�bound phosphat e is r elativ e to the w ater temperatur e, disso lved oxygen and de�
com position o f sedimentar y o rganic matter s. O rganic phosphat e w as the only fo rm to exhibit significant spatio�
tempo ral var iations, w hich were linked to the remineralization of phospho rus.
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Changes in ultrastructures of Takif ugu rubrip es spermatozoa
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Abstract: T he ultrastr uctures of T ak if ugu rubr ip es spermato zo a before and after cry opreservat ion w ere

studied by means of ultrathin�section tr ansmission electron micro scopy technique. The results indicate that

cr yodamage may cause the membrane o f sperm head swelling o r disint eg rat ing, the abnorma lity o f the head,

the t ransmutation of mito chondria, the loss o f mito chondr ia. The cry odamages o f membrane and axoneme of

flag ellum may cause the falling of sperm activity .
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