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摘要: 研究了盐度、pH 对点带石斑鱼(Epinephelus malabaricus)精子活力的影响; 同时对超低温冷冻前

后点带石斑鱼精子的超微结构进行了比较观察。研究结果表明: (1)该鱼精子活力的适宜盐度范围为

15~35, 盐度为 15 时, 精子寿命最长为 26 min; 最适 pH 值范围为 6.5~8.0, 当 pH 值为 7.5 时, 精子的寿

命最长为 4 min; (2)超低温冷冻保存前, 正常的点带石斑鱼精子由头部、中段和尾部 3 部分组成, 精子

头部呈球圆形或近圆形, 直径约 1.8 m; 中段不明显, 可见线粒体; 鞭毛细长, 约 15 m , 尾部主要结

构是轴丝, 为典型“9+2”微管结构; (3)超低温冷冻保存后, 点带石斑鱼精子的形态结构损伤明显, 主要

表现为质膜褶皱、破裂, 细胞质外漏, 线粒体膨胀破损, 脱落和鞭毛断裂等特征。 
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点带石斑鱼(Epinephelus malabaricus)属鲈形目

(Perciformes) 、 科 (Serranidae) 、 石 斑 鱼 亚 科

(Epinephelinae)、石斑鱼属(Epinephelus bloch)。该鱼

具有分布广､生长快､肉质鲜美等特点, 是中国东南

沿海重要的名贵海水养殖经济鱼种, 目前已成为南

方养殖石斑鱼中数量最大、最普遍的种类[1-2]。鉴于

点带石斑鱼在中国海水增养殖业中的重要经济地位, 

有必要建立精子种质保存库, 保存优良的种质资源, 

这对点带石斑鱼的遗传改良及石斑鱼增养殖业的可

持续发展都具有重要的理论和现实意义。 

鱼类精子活力是精液质量的一个重要指标, 也

是精液低温冷冻保存、人工授精等研究的基础。精

子活动的抑制与激活受到盐度、pH、温度、渗透压、

离子浓度、激素及季节变化等因素影响, 这是鱼类精

子生理特性与环境适应的结果[3]。精子超低温冷冻保

存已在鱼类种质保存研究领域广泛应用 [4], 但对鱼

类精子超低温冷冻保存造成精子结构损伤的研究报

道较少[5~8]。目前, 尚未见点带石斑鱼的精子活力及

其超微结构的研究报道。本实验一方面研究盐度和

pH 值对点带石斑鱼精子活力的影响, 另一方面利用

电子显微镜技术比较超低温冷冻前后精子超微形态

结构的差异, 以期为保存点带石斑鱼种质资源、建立

点带石斑鱼精子超低温冷冻保存库提供基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  精子的采集 

雄性点带石斑鱼由海南省三亚市红沙港养殖基

地提供。在点带石斑鱼繁殖季节(3~9 月)中, 选取健

康、无外伤的雄性亲鱼 5尾(体质量约 6~15 kg, 体长

约 0.4~06 m)进行实验。亲鱼经麻醉后采用挤压法采

集精液, 用干毛巾擦干鱼体生殖孔周围的水分与黏

液, 然后轻压腹部, 挤出精液, 用准备好的干净注射

器吸取精液置于冰上的 1.5 mL离心管中。采精过程

中要防止海水溅入和避免粪便、尿液污染精液。 

1.2  精子活力观察 

25℃下, 用蒸馏水和氯化钠调节过滤天然海水

的盐度, 手持盐度计测定设置盐度梯度为 10、15、

20、25、30、35、40, 其中盐度 35 为天然海水; 用

0.1 mol/L的氢氧化钠和盐酸溶液调节天然海水的 pH,  

Starter pH计测定设置 pH 梯度为 6.5、7.0、7.5、8.0、
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8.5、9.0。观察设置的盐度和 pH 各个梯度对点带石

斑鱼精子活力与寿命的影响。精子活力观察方法参

照文献[9]报道。活力指标分为: (1)快速运动时间: 精

子自激活开始到约 80%原处颤动前的激烈运动 ;   

(2)寿命: 精子自激活开始到约 80%停止原处颤动。

每个梯度重复 5 次, 结果取平均值, 采用 Excel 和

spss11.0 软件对数据进行分析。 

1.3  电镜样品处理 

1.3.1  扫描电镜样品处理 

样品加适量 2.5% 戊二醛于 4℃固定, 经 pH 7.4 

磷酸缓冲液冲洗 , 各级丙酮脱水 , 醋酸乙戊酯置换

后, 置于 HITACHI, S-3000N型扫描电镜观察。 

1.3.2  透射电镜样品处理 

样品加适量 4% 戊二醛于 4℃固定, 经 pH 7.4 

磷酸缓冲液冲洗, 再用 1%锇酸后固定, 各级丙醇脱

水, Epon812 树脂包埋, 切片经醋酸铀和柠檬酸铅染

色后, 置于 JEOL, JEM-1010透射电镜观察。 

1.4  精子超低温冷冻处理 

取适量精液置于 1.8 mL冷冻管中, 未加任何抗

冻保护液, 采用三步法降温保存 2 h以上, 在液氮蒸

汽中平衡 10 min后, 直接置于 40℃水浴中解冻 70 s, 

将冻精样品按电镜样品方法进行处理后, 置于扫描

电镜和透射电镜观察冷冻保存后精子结构的变化。 

2  结果 

2.1  精子活力观察 

2.1.1  盐度对点带石斑鱼精子活力的影响 

由图 1 可见, 盐度 10 时精子不能够激活, 盐度

从 10升高到 15时, 精子活力迅速上升, 海水盐度在

15~25, 其精子活力与寿命差异不明显(P>0.05)。当

海水的盐度为 15 时精子活力最强, 此时精子的快速 

 

图 1  盐度对点带石斑鱼精子活力的影响 

Fig. 1  The effects of salinity value on spermatozoa motility 
of E. malabaricus 

运动时间和寿命分别为 23 和 26 min。盐度在 25 上

升到 40 时, 精子活力与寿命随着盐度升高而缓慢降

低, 海水盐度为 40 时, 其精子活力最低, 精子的快

速运动时间和寿命分别为 5和 8 min。认为点带石斑

鱼精子活力的适宜盐度范围为 15～35。 

2.1.2  pH对点带石斑鱼精子活力的影响 

由图 2可见, 海水的 pH从 6.5变化到 8.0时, 精

子的快速运动时间和寿命均较长; 在 pH 从 7.0 变化

到 8.0 时, 精子活力与寿命无明显差异(P>0.05), 当

pH 为 7.5 时精子的快速运动时间及寿命最长, 分别

达到了 2.5和 4 min; 当 pH从 7.5变化到 9.0时, 精

子活力与寿命随 pH 升高而明显下降, 在 pH 为 9.0

时精子活力与寿命最低, 精子的快速运动时间和寿

命分别为 1和 1.5 min。可见点带石斑鱼精子活力的

适宜 pH范围为 6.5~8.0。 

 

图 2  pH值对点带石斑鱼精子活力的影响 

Fig. 2  The effects of pH value on spermatozoa motility of 
E. malabaricus           

 

2.2  正常精子超微结构 

扫描电镜下观察, 点带石斑鱼的精子由头部、中

段和尾部 3 部分组成。精子头部呈球圆形或近圆形, 

直径约 1.8 m; 中段不明显, 可见线粒体; 鞭毛细长, 

约 15.0 m (图 3-1~3-2)。 

2.2.1  精子头部 

点带石斑鱼的精子头部未见顶体 (Acrosome), 

主要结构有细胞核(Nuclear), 外周由双层质膜包围。

从精子透射电镜纵切面观察, 细胞核呈圆形或卵圆

形, 占据精子头部的大部分空间, 核长径约 1.5 m。

核染色质密集, 染色较深。精子头部浓缩细胞核中观

察到相对疏松空隙区域 , 染色较浅部分称为核泡

(Nuclear vacuole)。细胞核膜与质膜的表面不平整 , 

呈波浪状 ; 精子质膜与核膜中间有较大空隙 , 之间

有细胞质及染色浅的囊泡 , 核后端与中缎相连 (图

3-3~3-4)。 
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图 3  点带石斑鱼精子冷冻前后超微结构 
Fig. 3  The ultrastructure of the spermatozoa in E. malabaricus before and after the ultra-low temperature cryopreservation 

3-1~3-2.正常点带石斑鱼精子扫描电镜图片; 3-3~3-4.正常精子透射电镜图; 3-5~3-6.冻精扫描电镜图片; 3-7~3-8.冻精透射电镜图片。3-1~3-2.示

正常精子核,中段, 鞭毛形态; 3-3.精子纵切示正常精子形态; 3-4.精子头部纵切示核, 近端中心粒, 基体, 线粒体, 袖套腔, 囊泡, 鞭毛横切示轴

丝”9+2”结构; 3-5~3-6.示精子质膜变形,线粒体脱落, 尾部断裂; 3-7~3-8.精子纵切示核膜褶皱变形, 泡状化,头部破裂, 细胞质分散, 3-9~3-16.冻

精透射电镜图片, 3-9.精子纵切示线粒体膨胀; 3-10. 精子纵切示核膜破裂, 质膜泡状化;3-11~3-16. 精子纵切示头部破裂, 质膜消失,细胞质分

散, 线粒体膨胀破损, 鞭毛纵切示鞭毛断裂; pm.精子细胞质膜; nm.核膜; nv.核泡; pc.近端中心粒; bb.基体; m.线粒体; s.袖套; v.囊泡; f.鞭毛;   

h.头部; n.细胞核; md.中段 
3-1~3-4.Scanning and transmission electron micrograph of normal E. malabaricus sperm. Showing the morphology of normal sperm. Longitudinal 
section of sperm at head and midpiece, Showing proximal centriole, basal body, mitochondria, sleeve, vesicle and flagellum. Cross section of sperm at 
tail, showing the “9+2” structure of axoneme; 3-5~3-6.Scanning electron micrograph of unthawn damaged sperm. Showing sperm cytoplasmic mem-
brane deformation, mitochondrion lost and tail break off; 3-7~3-16.Transmission electron micrograph of unthawn damaged sperm. Longitudinal section 
of sperm at head, showing nucleus membrane swelled and folded, head disrupted, cytoplasmic dispersion; Longitudinal section of sperm at midpiece, 
showing mitochondrion swelled a, disrupted, lost, cytoplasmic dispersion;  Longitudinal section of sperm at tail, showing flagellum break off; Pm. 
cytoplasmic membrane; nm. nucleus membrane; nv. nucleus vacuole; pc.proximal centriole; bb.basal body; m.mitochondria; s.sleeve; v.vesicle; f. fla-
gellum; h.head; n.nucleus; md.midpiece 
 
2.2.2  精子中段 

细胞核后端有一个明显凹陷, 从核端中央陷入

核中, 称植入窝(Nuclear fossa)(图 3-3)。中心体复合

(Centriolar complex)体位于核小窝内, 包括近端中心

粒和基体。近端中心粒位于核小窝前端, 基体与轴丝

连接并发出“9+2”微管结构(图 3-4), 是尾部鞭毛的起

始点。袖套(Sleeve)位与中段前端, 与核后端相连, 呈

筒状, 中央的空隙部分为袖套腔, 袖套两侧不对称, 

分布有线粒体及囊泡。线粒体排列对称, 电镜可观察

到 2 个成对的线粒体; 线粒体是精子能量储存场所, 

为精子运动提供能量。线粒体的切面呈圆形或卵圆

形, 双层膜明显, 内膜与外膜之间有间隙存在, 由内

膜形成的嵴较粗 , 嵴间隙较狭 , 基质疏松 (图

3-3~3-4)。 
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2.2.3  精子尾部 

尾部鞭毛细长, 直径约 0.5 m, 长度 15.0 m 

以上(图 3-2~ 3-3)。鞭毛的起始端位于核小窝中的基

体并通过袖套腔。尾部的核心结构是轴丝。鞭毛轴

丝的切面结构是由 9 组外周二联微管构成, 中央有

一对微管, 即典型的“9+2”结构(图 3-4)。尾部除轴丝

之外, 无其他明显的结构存在。 

2.3  冷冻精子超微结构 

扫描电镜下观察, 与正常的点带石斑鱼精子形

态相比, 经超低温冷冻保存后的精子形态不完整及

变形严重, 精子头部破裂, 中段线粒体破裂及脱落, 

尾部与头部断裂等(图 3-5~3-6)。精子头部表面褶皱

不平滑, 质膜破损变形, 细胞质流失, 细胞器分散。

核膜破裂及消失 , 染色质松散甚至于解体 , 头部的

囊泡数量多, 呈空泡状(图 3-7~3-8, 图 3-9~3-11)。精

子线粒体的形态结构明显变化 , 膜膨胀变大破损 , 

线粒体内部电子密度下降 , 染色较浅 , 嵴膜破损及

内部结构弥散(图 3-12~ 3-14)。精子鞭毛与头部及中

段的断裂和脱离现象明显(图 3-7, 3-11), 也出现了鞭

毛破损的现象(图 3-5, 3-7~3-8, 图 3-15~3-16)。 

3  讨论 

3.1  盐度、pH 与鱼类精子活力的关系 

鱼类的精子激活所需要的最低盐度与其生长环

境的最低适应盐度有关, 精子激活条件与其生态习

性两者之间变化规律相似, 精子活动所需要的最适

盐度接近于该物种繁殖时期环境盐度[10]。斜带石斑

鱼(Epinephelus coioides )精子在盐度为 33时精子活

力最强 , 与产卵期间海水的盐度(28~34.8)相似 ; 在

盐度为 10 时未能激活精子, 认为可能是斜带石斑鱼

精子激活的最低盐度[9]。黄鳍鲷(Sparus latus)、平鲷

(Sparus sarba)、黑鲷(Sparus macrocephalus)和真鲷

(Pagrus major)精子激活所需的最低盐度分别为 8、

10、>8、>10; 激活的最适盐度则分别为 21、22、25、

25, 4种鲷科精子最适盐度接近与繁殖时期的环境盐

度, 其盐度是在 21~25 的狭窄范围内[10]。本实验结

果表明, 盐度变化对点带石斑鱼精子的快速运动时

间和寿命有明显影响。点带石斑鱼精子在 15~35 的

盐度范围内具有较强活力, 与点带石斑鱼繁殖季节

的海水盐度范围相似(30~35); 当盐度在 15~25, 其

精子活力最强 , 当盐度过高或过低时 , 精子活力相

对减弱或不能激活, 在盐度为 10 时不能正常激活精

子。 

据文献报道, 多数鱼类精浆 pH 偏碱性, 界于

7.3~8.5, 精子在中性或偏碱性的溶液中活力较高 , 

酸性溶液会降低或抑制精子活力 [3]。pH对 4种鲷科

(Sparidae)鱼类精子活力影响研究结果表明, 4种鲷科

鱼类精子的最适 pH范围在 7.8~8.8[11]。如长颌大口

虎鱼 (Chasmichthys dolichognathus )和鲈鱼 (Perca 

fluviatilus )的精子在 pH 5.5~10的缓冲海水溶液中都

能运动, 而最佳 pH为 9.0[3]。本实验显示, pH变化明

显影响点带石斑鱼的精子快速运动时间和寿命。当

pH从 6.5变化到 7.5时, 精子的快速运动时间和寿命

均较长;而当 pH 从 7.0 变化到 8.0 时, 精子活力与寿

命无明显差异, 可见精子活力与寿命随 pH高而明显

下降。点带石斑鱼精子活力适宜的 pH范围为 6.5~8.0, 

与该鱼繁殖季节的海水 pH范围相近(7.0~8.7)。 

3.2  鱼类精子的超微结构 

3.2.1  正常精子的超微结构 

点带石斑鱼精子形态与多数硬骨鱼一样, 由头

部、中段和尾部 3 部分构成。精子头部为球形或椭

圆形 , 精子头部主要空间是被细胞核占据 , 细胞核

有染色深、致密的染色质, 细胞核后端有植入窝。在

透射电镜中清晰观察到, 精子中段分布有中心粒复

合体, 成对出现的线粒体和袖套等结构。精子尾部细

长 , 主要结构为轴丝 , 由基体末端向袖套外延伸而

成, 无其他结构存在, 轴丝的结构为典型的“9+2”结

构。 

点带石斑鱼的成熟精子未见顶体结构。据文献

报道, 硬骨鱼类的精子一般不具有顶体结构[12]。如大

黄鱼(Pseudosciaena crocea)[6]、斜带石斑鱼[9]、红鳍东

鲀方 (Fugu rubripes)[14]等鱼类精子均不具顶体结构。但

鲟类的精子形态较特殊, 其精子具有顶体结构[5]。 

3.2.2  冻精的超微结构 

在超低温冷冻保存过程中, 温度变化使精子细

胞受到严重损伤, 影响精子细胞的复活率。一种是因

快速降温 , 细胞内水分少量渗出 , 导致细胞内形成

冰晶, 而造成细胞组织损伤; 一种是因慢速降温, 细

胞内水分大量渗出, 使细胞极度脱水而损伤[14]。 

精子经超低温冷冻保存, 其损伤主要表现为精

子形态结构的变化。在对一些鱼类精子冷冻后超微

形态结构变化研究中, 发现常见的精子形态异常现

象变化包括: 精子质膜的变化, 如膨胀或破损; 其次

是核的变化, 如核膜消失, 染色质解体等; 细胞器主
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要是线粒体和轴丝的损伤, 如线粒体膨胀破损、轴丝

断裂等[5~8,13~14]。本实验可明显观察到, 点带石斑鱼

精子冷冻保存后, 对点带石斑鱼精子产生严重的损

伤 , 从精子的超微形态结构上来看 , 尤其是在未添

加任何冷冻保护的情况下, 其损伤特征为细胞膜皱

缩、质膜破裂、细胞质外漏、线粒体膨胀破损、脱

落和鞭毛断裂等(图 3-5, 3-7~3-8, 图 3-9~3-11)。这些

结构的改变会影响精子获能, 导致精子活力、授精能

力下降和精子死亡。 

细胞膜主要结构是由脂类和膜蛋白组成的, 其

主要功能是为细胞提供一个稳定的内环境及细胞与

环境之间物质、能量的交换和信息传递等有着决定

性的作用[15]。降温冷冻过程中对精子细胞膜造成损

伤是致命的 , 破坏细胞膜的选择性渗透机制 , 这会

导致精子细胞功能紊乱。据章龙珍[5]等研究报道认为, 

冷冻过程中 , 精子细胞内形成冰晶 , 低温使细胞膜

相变和膜脂晶格化 , 对膜形成物理损伤 , 导致膜蛋

白容易从膜上脱落 , 给细胞造成不可逆的损伤 ; 另

外, 由于细胞水分在冷冻-复温过程变化及细胞内物

质浓度改变 , 导致细胞内环境稳定性降低 , 影响复

活后的精子活力及受精能力。实验观察到精子受损

的膜系统有核膜, 质膜, 线粒体膜等(图 3-7~3-8, 图

3-9, 3-11)。因此, 冷冻保存后的精子活力急剧下降, 

与精子细胞膜的损伤是密切相关的。  

线粒体是精子能量贮存场所, 提供激活后精子

的运动能量。尾部鞭毛是精子的运动器官, 精子激活

后, 精子运动是依靠尾部鞭毛的摆动来实现。冷冻过

程对鱼类精子的线粒体与鞭毛结构造成不同程度的

破坏, 包括线粒体膨胀变形、脱落消失、鞭毛断裂等

现象。不同学者对于这个现象的观点不一样, 据章龙

珍等 [5]研究报道认为 , 鞭毛和中段的结合部位发生

断裂损伤现象, 鞭毛与中段结合处是 2 种不同的细

胞骨架结构过渡所在, 结合部位间存有脆弱的膜结

构 , 缺少骨架结构连接 , 因此在冷冻过程中鞭毛与

精子中段结合部位容易受到损伤, 造成不同程度的

脱节、断裂现象。而林丹军等[6]对大黄鱼的研究报道

则认为, 该现象可能冷冻—解冻过程中精子头部质

膜连同尾部的质膜胀大, 同时, 轴丝断裂, 断裂的轴

丝又发生移位的缘故。作者在实验中观察到, 冷冻的

精子中段的线粒体和尾部轴丝形态结构破损严重 , 

如线粒体膨胀破损、线粒体消失、鞭毛断裂等现象(图

3-5, 3-7, 图 3-10~3-13), 作者认同章龙珍等报道的

观点。因此, 冷冻复温后的精子获能及精子运动能力

下降, 与线粒体和鞭毛结构的破损是密切相关的。 
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Abstract: The effects of salinity and pH value on spermatozoa motility of Epinephelus malabaricus were studied 

by setting gradients of them respectively. The differences in ultrastructure of the E. malabaricus spermatozoa before 

and after ultra-low temperature cryopreservation were observed and compared. The results are shown as follows:  

(1) the optimum range of salinity for the spermatozoa motility is 15~35. The longest life span of the spermatozoa is 

26 min when salinity is 15. The optimum range of pH value is 6.5~8.0, the longest life span of the spermatozoa is 4 

min when pH value is 7.5; (2) Before ultra-low temperature cryopreservation, the normal sperm consists of head, 

mid-piece and tail. The spermatozoon has a shaped round or ellipse head with diameter about 1.8 m. The 

mid-piece is obscure but the mitochondria could be observed. The slender flagellum is about 15 m. The main 

structure of tail is axoneme with a typical structure of “9 + 2” model; (3) After ultra-low temperature cryopreserva-

tion, the morphological structure of the sperm has been changed obviously. The main damages include membrane 

crimpled, cytoplasm leakage, mitochondria swelling or broken and tail cracked. 
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