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Abstract:The effect were examined in vitro of the ionic composition of the incubation medium on the acquisition

and loss of the potent ial for motility were exammined by the spermatozoa of the Japanese eel ( Anguilla japonica) .

Milt was obtained from male eels that had been artif icially matured by repeated injections of HCG. The percent

motility increased with increasing concentrations of Na+ 、K+ 、Ca2+ and Mg2+ ions ( 0- 400mmol#L - 1 ) and

decreased with concentrations of those ions( 500- 1000 mmol#L - 1) , eel sperm was collected and then incubated

w ith nitric oxide donor-sodium nitroprusside in different doses. Eel sperm motility was accelerated or maintained

at low dose of sodium nitroprusside ( SNP) ( 10- 10- 10- 6mol#L- 1) , while marked inhibition effects were found

at high dose ( SNP> 10- 5mol#L- 1) . Nitric oxide affects the motility of eel sperm in dose- dependent manner.

The eel sperm of maturation by SPN and HCG was used for fertilizing three batches of eggs and hatchability is

higher than the sperm of maturation by HCG.
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鳗鲡是世界性的优质养殖鱼类, 20 世纪 80年代以来养鳗业迅速发展,已成为水产产业化程度最高的养殖品种之一,

但养殖所需的苗种完全靠天然捕捞。早在 1934 年 Boucher 等[ 1] 就用孕妇尿促使雄性欧洲鳗 ( A . anguilla )精巢成熟,

Yamamoto 和 Yamauch于 1974年对日本鳗鲡进行人工催熟获得精子[2] ,但多年来鳗鲡精子质量和数量一直在波动 (数量
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为 0. 1~ 0. 4g, 运动精子为 20% ~ 50%) [ 3,4] ,因此, 如何稳定和提高精子的质量和数量的研究是非常必要的。

绝大多数鱼类的受精过程是在体外条件下进行的, 受精效果不仅受到精、卵质量的影响, 而且也与外界环境密切相

关。通过对日本鳗鲡精子在不同浓度的 K+ 、Na+ 、Ca2+ 、Mg2+ 等溶液中的运动能力的比较试验, 探讨各种生态环境因子

对鳗鲡精子活力的影响,找出精子的抑制- 激活反应主要限制因素, 为精子提供最佳的活动环境, 从而获得理想的受精

率。

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, 关于其对人类精子

的影响研究较多[5, 6] , 但对鱼类精子运动的影响未见报道。我们在体外孵育精子中加入 NO 供体硝普钠 ( SNP) , 观察 NO

对精子运动的影响,并应用于雄性鳗鲡的催熟过程。因此,研究精子活力与金属离子、NO 等因子的关系, 既有助深入了

解鱼类精子的生态生理特性,又有助于鳗鲡精液保存和人工繁殖时精液稀释液的配制。

1  材料和方法

1. 1  鳗鲡精子的获得

120尾雄性日本鳗鲡(体重 200. 0 ? 25. 5g )采自顺德市陈村镇鳗鲡养殖场, 运至深圳海水养殖基地, 经 7d 盐度适应过

渡到盐度为 32~ 35的海水池中。每尾鳗鲡用液氮标记,常规组用 HCG 人工注射 6 次, 试验组用 HCG+ SNP(硝普钠)注

射,全程不投喂饲料。每周定时采样(周六上午 9: 00) , 采集精液前先用淡水清洗鳗鲡, 再用干毛巾擦去生殖孔周围及体

表的水分,用挤压法采集精液, 轻压鳗鲡腹部,用一次性注射器将精液移入冰浴的1. 5mL 离心管, 要求无尿、粪便、海水的

污染。

1. 2  精子活力的测定

将精液用鳗鲡精子稀释液[ 3]按 1B500~ 1B1000 稀释混匀后, 取 50LL 转移到载玻片上并立即在显微镜( @ 400)下观

察。精子活力的计算使用标准血细胞计数器, 记数灭活后总精子数及灭活前不活动的精子数, 二者之差作为活动精子

数,以百分数表示。每次实验取 5~ 7 尾鳗鲡的精液,每个精液样品重复观察 3 次,取平均值。观察时温度为 19? 1 e 。

KCl、NaCl、CaCl2、MgCl2 等均为分析纯,采用去离子水配成所需浓度。

1. 3  鳗鲡精子孵育液

鳗鲡精子孵育液为无血清孵育液,参照邓岳松等配方并适当加以修改[ 7]。其组成为 L- 15( G IBcoBRL ) 1 包/ L, 1. 7

mmol#L- 1脯氨酸(上海试剂三厂) , 0. 15mmol#L - 1门冬氨酸(上海试剂三厂) , 0. 15 mmol#L- 1谷氨酸 ( 上海试剂三厂 ) ,

0 . 5% 牛血清白蛋白因子 , 50Lg#L - 1维生素 A( Sigma ) , 1mg#L - 1牛胰岛素 ( GIBcoBRL ) , 青霉素 100 000IU , 链霉

素 100 000IU , 两性霉素 B 5mg# L- 1 , 10 mmol#L - 1Hepes。配制时将药品溶于双蒸水 , 用 1mol#L- 1的 NaOH 调 pH

至 8 . 1, 用 Nalgene 细菌过滤器、0. 22Lm 细菌滤膜过滤除菌。加入终浓度为 10- 9 mol#L - 1、10- 8 mol#L - 1、10- 7

mol# L
- 1
、10

- 6
mol#L

- 1
、10

- 5
mol#L

- 1
、10

- 4
mol#L

- 1
、10

- 3
mol# L

- 1
的硝普钠 ( Sigma ) , 二氧化碳孵育箱中 6 h

后观察精子运动情况。

1. 4  鳗鲡卵子采样

80 尾雌性日本鳗鲡(体重 500~ 1000g)采自顺德陈村鳗鲡养殖场, 经 7d 的盐度适应过渡到盐度为 32~ 35 的海水池

中,进行催熟。选择成熟鳗鲡(催熟 12次后)进行催产,注射催产剂后 12h从 5 尾成熟雌性鳗鲡取卵进行人工授精实验。

1. 5  实验设计

SNP孵育精子实验:在鳗鲡精子孵育液中加入终浓度为 10- 10mol#L- 1、10- 9mol#L - 1、10- 8mol#L - 1、10- 7mol#L- 1、

10- 6mol#L- 1、10- 5mol#L- 1、10- 4mol#L - 1的硝普钠,二氧化碳孵箱中 28e 孵育 6h 后观察精子运动变化, 每个浓度 3个平

行样。对照组精液 8份, 上游法获得优质精子,放入不加 SNP的孵育液。选择高剂量( 10- 10mol#L - 1)和低剂量( 10- 4mo l#

L - 1)的 SNP分别测定 2、4、6h 的精子活力。
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  人工授精实验:用常规催熟(对照组)方法和添加硝普钠(实验组)的精子进行人工授精效果比较实验, 分别用 3批卵

进行人工授精实验。

1. 6  统计方法

各组数值以 M ? S. D 表示,以 t 检验, Studen-t Newman-Keuls 法检验各组之间的差异。* 表示差异显著, * * 表示差

异极显著。

2  结  果

2. 1  精子活力与几种离子的关系

由图 1可知, 4 种离子( Na+ 、K+ 、Ca2+ 和 Mg2+ )对鳗鲡精子影响的趋势基本一致,鳗鲡精子在 400~ 500 mmol#L- 1的

Na+ 、K+ 、Ca2+ 和 Mg2+ 溶液中都具有较理想的活动能力。同浓度的氯化钠与氯化钾溶液相比较, 用氯化钠激活时的精

子活动时间较长,用氯化钾激活时的精子活动时间较短。氯化钙与氯化镁对精子的影响接近,在同浓度下的氯化钙与氯

化镁中的精子活力较氯化钠中的低。

2. 2  精子活力与硝普钠的关系

硝普钠对精子活率的影响具有剂量依赖效应( 图 2 ) , 在 10- 10~ 10- 9 mol#L - 1时 , 可以明显促进精子的运

动( P < 0. 05) ;在 10- 8~ 10- 6mo l#L - 1时,对精子运动影响不大( P> 0. 05) ; 在浓度大于 10- 5mol#L - 1时, 精子活率明显下

降(P < 0. 01)。

图 1  鳗鲡精子在各溶液的活性

Fig . 1 Eel sperm motility in four solution

图 2  鳗鲡精子活力与 SNP关系

Fig . 2 The relationship the SNP and eel sperm motility

2. 3  精子活力与硝普钠的时间依存关系

在高浓度下 10- 4mo l#L - 1,随时间延长, 精子活率呈进行性下降趋势( P< 0. 01) (图 3) ; 在低浓度下 10- 10mol#L - 1, 随

时间延长,精子活率呈进行性上升趋势( P < 0. 01) (图 4)。

2. 4  两种精子人工受精的卵孵化率比较

应用了 3批卵进行人工受精实验, 对照组(只用HCG 组)的孵化率分别为18. 4% ? 2. 6%、19. 7% ? 3. 0%和 35. 6% ?

3. 2% ( n= 5) ; 而实验组( SNP+ HCG)的孵化率分别为 19. 9% ? 3. 2%、23. 5% ? 2. 8%和 40. 6% ? 2. 4% ( n= 5)。在第 2 批

和第3 批实验组与对照组( t 检验, P< 0. 001)的差异显著。也就是说,低剂量的一氧化氮供体硝普钠产生 NO 提高了精

子受精能力。
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图 3 高浓度下 SNP( 10- 4mol#L- 1)

不同时间对精子的影响

Fig . 3 The eel sperm motility level in

different time at high SNP

图 4  相同浓度下 SNP( 10- 10mol#L - 1)

不同时间对精子的影响

Fig . 4 The eel sperm motility change in

different time at same SNP

3  讨论

3. 1  Na+ 、K+ 、Ca2+ 和 Mg2+ 对鳗鲡精子的影响

Na+ 、K+ 是鱼类精浆的重要组成成分, 是形成精浆渗透压的主要离子[ 7] ,在鲑科鱼类中, 高浓度的 K+ 溶液抑制精子

活动。Morisawa[ 8]发现0~ 150 mmol#L- 1的 Na+ 液对虹鳟、大马哈鱼精子运动没影响, 而 0. 25~ 0. 5 mmo l#L- 1的 K + 溶液

则抑制其精子的运动。本研究发现适宜浓度的 K+ 与 Na+ 相比, 有延长精子活动时间的作用 ,这表明 Na+ 、K+ 的对精子

活动的影响因鱼的种类不同而有所差异。Ca2+ 、Mg2+ 与 Na+ 、K+ 一样是鱼类精浆的重要组成成分,也是形成精浆渗透

压的主要离子
[8]
。Morisaw a

[ 9]
发现 0~ 16mmol#L

-
的 Ca

2+
或 Mg

2+
溶液不影响氯化钠溶液中大马哈鱼精子的运动时间,

低浓度( 1~ 10 mmol#L- 1)的 Ca2+ 对 K + 的抑制效应有一种梯度的对抗作用。本试验没有发现精子头部朝内, 头对头, 尾

向外的聚集成群的现象[ 10]。

3. 2  一氧化氮对鳗鲡精子活力的影响

一氧化氮可以影响多种细胞的功能, 在生理剂量下通过 NO-cGMP途径发挥生理学效应。Hellstrom 等[ 11]应用硝普

钠处理冻融精子时证实,硝普钠可以保护精子免于冻融过程中的损伤。

我们采用自低到高的系列浓度观察了硝普钠对精子运动的影响效应, 发现硝普钠对精子运动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, 人工授精的实验表明 SNP 显著提高了鳗鲡的受精率,表明 SNP整体提高了精子

的授精能力。
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