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摘要：４℃冷冻保存条件下，以冷冻精子活力、寿命和细胞膜完整率为指标，检测二甲亚砜（ＤＭＳＯ）、甘油（Ｇｌｙｃｅｒ
ｏｌ）、乙二醇（ＥＧ）和甲醇（ＭｅＯＨ）４种渗透性抗冻剂对暗色唇鱼（Ｓｅｍｉｌａｂｅｏｏｂｓｃｕｒｕｓ）鲜精以及对精子冷冻保存效
果的影响。结果显示，４种渗透性抗冻剂对鲜精活力呈负作用，ＭｅＯＨ＜ＥＧ＜ＤＭＳＯ＜Ｇｌｙｃｅｒｏｌ；抗冻剂对鲜精寿命
呈负作用，ＭｅＯＨ＜ＥＧ＜ＤＭＳＯ和 Ｇｌｙｃｅｒｏｌ；抗冻剂对鲜精细胞膜完整率呈负作用，ＭｅＯＨ＜ＥＧ＜ＤＭＳＯ＜Ｇｌｙｃｅｒｏｌ。
在鲜精活力为（３６．１７±４．０６）％，寿命为（４７．５±３．１）ｓ，细胞膜完整率为（８６．２２±５．２９）％时，经过短期冷冻保
存，５％ ＭｅＯＨ和５％ ＥＧ解冻后暗色唇鱼精子活力最高，分别为（１８．３３±１．７０）％和（１７．８３±２．６７）％，与鲜精活
力差异显著（Ｐ＜０．０５）；５％ ＭｅＯＨ和５％ ＥＧ解冻后精子寿命最长，分别为（４４．３±３．６）ｓ和（４２．８±５．５）ｓ，５％
ＭｅＯＨ解冻后精子寿命与鲜精寿命差异不显著（Ｐ＞０．０５）；５％ ＭｅＯＨ解冻后精子细胞膜完整率最高，为（８５．６７
±１．１１）％，与鲜精细胞膜完整率无显著差异（Ｐ＞０．０５）。研究表明，ＤＭＳＯ和Ｇｌｙｃｅｒｏｌ并不适合作为暗色唇鱼精
子冷冻的抗冻剂，ＭｅＯＨ和ＥＧ具有相似的保护作用，是暗色唇鱼精子冷冻保存潜在的渗透性抗冻剂。
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　　自从１９４９年首次用甘油作为抗冻剂冷冻成功
保存精子以来（Ｐｏｌｇｅｅｔａｌ，１９４９），精子低温冷冻保
存的研究取得了很大进展，并逐渐发展成为物种迁

地保护和遗传种质资源保存的一个重要手段。抗冻

剂是影响精子冷冻保存的重要因素（陈松林，２００７；
王晓爱等，２０１２）。渗透性抗冻剂多是小分子物质，
渗透速度快，能轻易地渗透到细胞内使其脱水，在溶

液中易结合水分子，发生水合作用，使溶液的黏性增

加，从而弱化了水的结晶过程，以此达到抗冻剂保护

的目的（Ｍｕｃｈｌｉｓｉｎ，２００５；陈松林，２００７）。二甲亚砜
（Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）、甘油（Ｇｌｙｃｅｒｏｌ）、乙二
醇（Ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，ＥＧ）和甲醇（ＭｅＯＨ）是４种常见
的渗透性抗冻剂，已在家畜、野生动物和人类精子冷

冻中发挥作用（司维等，２００４），亦被广泛应用在鱼
类精子冷冻保存中（Ｃａｂｒｉｔａｅｔａｌ，２０１０）；其中，ＤＭ
ＳＯ应用最为广泛，Ｇｌｙｃｅｒｏｌ主要用于海水鱼类精子
冷冻保存（Ｚｈａｎｇｅｔａｌ，２００３），ＥＧ和 ＭｅＯＨ在少数
鱼类冷冻保存中也取得了较好的冻存效果（Ｈａｒｖｅｙ

ｅｔａｌ，１９８２；Ｈｏｒｖａｔｈｅｔａｌ，２００８）。在鱼类遗传管理
中，精子低温和超低温冷冻保存能有效地延长个体

的繁殖寿命，并在塘养种群的世代数最小化方面显

示出很广泛的应用潜力，但该技术仅在少数动物中

使用（Ｆｒａｎｋｈａｍｅｔａｌ，２００２）。
暗色唇鱼（ＳｅｍｉｌａｂｅｏｏｂｓｃｕｒｕｓＬｉｎ）隶属于鲤科

（Ｃｙｐｒｉｎｉｄａｅ）、野鲮亚科（Ｌａｂｅｏｎｉｎａｅ）、唇鱼属（Ｓｅｍ
ｉｌａｂｅｏ）。随着鱼类资源的利用强度加大和捕捞技术
的更新，鱼类生物多样性呈下降趋势，暗色唇鱼已成

为李仙江流域珍稀濒危物种（杨剑等，２０１０；杨永宏
等，２０１１）；１９８９年被列入云南省 ＩＩ级保护动物，
１９９８年被列入《中国濒危动物红皮书》（乐佩琦和陈
宜瑜，１９９８）。开展暗色唇鱼的精子冷冻保存研究，
建立精子库长期保存精子，是种质资源保护的有效

途径之一，也能为遗传育种提供优良的种质材料。

迄今为止，关于暗色唇鱼精子的冷冻保存尚未见研

究报道。本研究以 Ｄ１５溶液为稀释液，二甲亚砜、
甘油、乙二醇和甲醇为抗冻剂，精子活力、寿命和细

胞膜完整率为指标，进行暗色唇鱼精子短期冷冻保

存实验，探讨抗冻剂种类及浓度对精子冷冻效果的

影响，旨在初步了解其精子的生物学特性，同时为暗

色唇鱼的超低温冷冻保存研究中寻找合适的抗冻剂

和稀释液提供参考，确定超低温冷冻保存的最适条

件，监测异地保育精子品质的变化，最终达到保存暗

色唇鱼种质资源之目的。



１　材料与方法

１．１　材料与方法
１．１．１　亲本来源　实验用雄鱼于２００８年５月采集
自云南李仙江流域，饲养在中国科学院昆明动物研

究所珍稀特有鱼类保育研究基地。养殖池塘面积

１００ｍ２，水深 １．２ｍ，养殖密度 ＜３ｋｇ／ｍ３，雌雄比
１∶１．５。水温１６～２５℃，１０月到第二年３月光周期
（光照∶黑暗）为１０∶１４，４－９月为１２∶１２。
１．１．２　饲养方案　暗色唇鱼为杂食性鱼类，使用通
威股份有限公司昆明分公司生产的 １１１鲤鱼种饲
料，颗粒直径２．０ｍｍ。１ｄ投喂２次，上午和下午各
１次。日粮为亲鱼体重的３％左右，每次的投喂量以
１５～３０ｍｉｎ吃完为度。
１．１．３　精液收集　随机选取２０尾性腺成熟的雄鱼
［体长（１６１．９±２０．７）ｍｍ，体重（９７．７８±４１．９）ｇ］
用于精液收集，用 １００ｍｇ／Ｌ的 ＭＳ２２２（Ｔｒｉｃａｉｎｅ，
Ｃ１０Ｈ１５ＮＯ３Ｓ）麻醉５ｍｉｎ，用毛巾擦干鱼类，然后轻轻
挤压腹部，使精液自然流出到１．５ｍＬ离心管中。
１．１．４　冷冻保存　所选取的２０尾雄鱼精子密度为
（３１．９６±９．４３）×１０９个／ｍＬ，鲜精平均活力为
（３６１７±４．０６）％，精子膜完整性为（８６．２２±
５２９）％，精子寿命为（４７．５±３．１）ｓ；经检验，个体
间鲜精活力差异不显著。不同个体的精液，分别用

含抗冻保护剂的稀释液 Ｄ１５（０．８％ ＮａＣｌ、０．０５％
ＫＣｌ、１．５％ Ｇｌｕｃｏｓｅ）稀释（陈松林等，１９９２），使精子
终密度为 ２．５×１０８ 个／ｍＬ（Ｒａｎａ，１９９５），装入
１．８ｍＬ冻存管中，４℃保存；２４ｈ后，取出样品，３７℃
水浴解冻 ３０ｓ。
１．２　实验方法
１．２．１　不同抗冻剂对鲜精活力的影响　用含５％
ＤＭＳＯ、５％ Ｇｌｙｃｅｒｏｌ、５％ ＥＧ和 ５％ ＭｅＯＨ的 Ｄ１５
以及不含抗冻剂的Ｄ１５，分别将鲜精稀释１００倍后
常温放置，每隔６０ｍｉｎ在显微镜下观察各样品精子
活力、寿命和膜完整率。

１．２．２　不同抗冻剂及浓度对精子冷冻的影响　选
取抗冻剂ＤＭＳＯ、Ｇｌｙｃｅｒｏｌ、ＥＧ和ＭｅＯＨ，浓度梯度分
别为５％和１０％。冻存体积为１００μＬ，４℃保存２４ｈ
后，３７℃水浴解冻３０ｓ，检测冻精活力、寿命和膜完
整率。

１．３　数据处理
精子密度（ｓｐｅｒｍｄｅｎｓｉｔｙ）：用稀释液将精液稀

释２００倍，在光学显微镜下放大４００倍，用血球计数
板计数精子数量，再计算其密度（Ｒａｋｉｔｉｎｅｔａｌ，

１９９９）。
精子活力（ｓｐｅｒｍｍｏｔｉｌｉｔｙ）：用淡水激活精子后，

立即在显微镜下观察运动精子占全部精子的百分数

（Ｍａｎｎ，１９６４；Ｍｏｕｎｉｂ，１９７８）。
精子寿命（ｓｐｅｒｍｌｉｆｅ）：精子从被激活至视野中

９０％以上的精子基本不动为止所持续的时间（黄晓
荣等，２００７）。

精子细胞膜完整率（ｓｐｅｒｍｍｅｍｂｒａｎｅｉｎｔｅｇｒｉｔｙ）：
精液稀释１００倍后，用０．４％台盼蓝染色３ｍｉｎ。细
胞膜破损的精子头部被染成蓝色，而细胞膜完整的

精子头部不被染色（Ｆｒｅｓｈｎｅｙ，２０１０）。显微镜下计
算未染色精子数占总精子数的百分比。

先用方差分析（ＡＮＯＶＡ）测验每个实验的总体
各组之间差异是否显著。若显著，再用 ＬＳＤ多重比
较检验处理组之间差异显著性。实验数据均为平均

值±标准差。

２　结果

２．１　不同抗冻剂对鲜精的影响
２．１．１　对鲜精活力的影响　常温下，不同抗冻剂对
鲜精（ｎ＝２０）活力的影响见图１。加入抗冻剂的各
样品精子活力均比对照组低，随着作用时间延长，精

子活力逐渐降低。总体来看，随着作用时间的延长，

对照组精子活力从２２％ 缓慢下降至１５％；ＭｅＯＨ作
用时，前６０ｍｉｎ，精子活力下降缓慢，６０ｍｉｎ后，精子
活力迅速下降；ＥＧ和 Ｇｌｙｃｅｒｏｌ作用时，精子活力几
乎呈直线下降，分别从２０％ 和１５％下降至８％ 和
３％；ＤＭＳＯ作用时，精子活力在 ６０ｍｉｎ前迅速下
降，６０ｍｉｎ后，下降缓慢。各时间点上，精子活力按
高低排序结果基本一致，ＭｅＯＨ＞ＥＧ＞ＤＭＳＯ＞
Ｇｌｙｃｅｒｏｌ。

图１　常温下不同抗冻剂对暗色唇鱼精子活力的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓｏｎｓｐｅｒｍ
ｍｏｔｉｌｉｔｙｉｎＳ．ｏｂｓｃｕｒｕｓａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
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２．１．２　对精子寿命的影响　不同抗冻剂对精子
（ｎ＝２０）寿命的影响见图２。抗冻剂对精子寿命有
负作用，抗冻剂作用曲线均在对照组以下。从变化

趋势来看，对照组精子寿命在６０ｍｉｎ前下降缓慢，
６０ｍｉｎ后从６０ｓ迅速下降至４３ｓ；ＭｅＯＨ作用时，精
子寿命在６０ｍｉｎ前从５５ｓ迅速下降至４４ｓ，６０ｍｉｎ
后，趋于平缓；ＥＧ和 ＤＭＳＯ作用时，精子寿命分别
从４９ｓ和４５ｓ缓慢下降至３６ｓ和３５ｓ；Ｇｌｙｃｅｒｏｌ作
用时，精子寿命在６０ｍｉｎ前下降迅速，从４５ｓ下降
至３２ｓ，６０ｍｉｎ后，精子寿命下降缓慢。各时间点
上，按精子寿命长短排序，１～３０ｍｉｎ时，ＭｅＯＨ＞ＥＧ
＞ＤＭＳＯ和 Ｇｌｙｃｅｒｏｌ；在其他各时间点上顺序基本一
致，ＭｅＯＨ＞ＥＧ＞ＤＭＳＯ＞Ｇｌｙｃｅｒｏｌ。

图２　常温下抗冻剂对暗色唇鱼精子寿命的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓｏｎｓｐｅｒｍ

ｌｉｆｅｉｎＳ．ｏｂｓｃｕｒｕｓａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

２．１．３　对精子细胞膜完整率的影响　常温下，不同
抗冻剂对精子（ｎ＝２０）细胞膜完整率的影响见图３。
各种抗冻剂对精子膜的完整率均有影响，抗冻剂作

用曲线均在对照组下方。从精子膜完整率的总体变

化趋势看，对照组在１２０ｍｉｎ前，细胞膜的完整率从
９２％缓慢下降至８５％，此后快速下降至１８０ｍｉｎ的
７５％；ＭｅＯＨ的作用曲线几乎与对照组重合；ＥＧ的
作用曲线基本呈直线下降，细胞膜完整率从９０％下
降至７０％；ＤＭＳＯ作用时，膜完整率在１２０ｍｉｎ前从
８５％缓慢下降至 ７５％，到 １８０ｍｉｎ时迅速下降至
６０％；Ｇｌｙｃｅｒｏｌ作用时，细胞膜完整率在６０ｍｉｎ前，
迅速从８５％下降至６５％，６０ｍｉｎ后缓慢下降。从细
胞膜完整率在各时间点的高低顺序看基本一致，

ＭｅＯＨ＞ＥＧ＞ＤＭＳＯ＞Ｇｌｙｃｅｒｏｌ。
２．２　抗冻剂种类及浓度对精子冷冻的影响
２．２．１　对冻精活力的影响　４℃保存条件下，不同
抗冻剂及浓度冷冻保存的精子（ｎ＝２０）复苏后活力
均低于鲜精（３６．１７±４．０６）％（图４）。在几种抗冻

剂及浓度的组合中，５％ ＭｅＯＨ和５％ ＥＧ冷冻效果
最好，解冻后精子活力最高，分别为（１８３３±
１７０）％和（１７．８３±２．６７）％，两者间无显著差异
（Ｐ＞０．０５），但这两种处理方式与其他各组间差异
显著（Ｐ＜０．０５）。４种抗冻剂作用时，冻精活力均随
着抗冻剂浓度的增加而降低。

图３　常温下抗冻剂对暗色唇鱼精子细胞膜完整率的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓｏｎｓｐｅｒｍ
ｍｅｍｂｒａｎｅｉｎｔｅｇｒｉｔｙｉｎＳ．ｏｂｓｃｕｒｕｓａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

图４　４℃时抗冻剂及其浓度对冻精活力的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎｆｒｏｚｅｎｔｈａｗｅｄｓｐｅｒｍｍｏｔｉｌｉｔｙａｔ４℃

２．２．２　对冻精寿命的影响　４℃保存条件下，不同
抗冻剂及其浓度保存的精子（ｎ＝２０）解冻后精子寿
命如图５。结果显示，冻精中精子的寿命均比鲜精
短，在几种抗冻剂及浓度的组合中，５％ ＭｅＯＨ和
５％ ＥＧ解冻后精子寿命最长，分别为（４４．３±３．６）ｓ
和（４２．８±５．５）ｓ；两者无显著差异（Ｐ＞０．０５），５％
ＭｅＯＨ作用的冻精寿命与鲜精寿命（４７．５±３．１）ｓ
间亦无显著差异（Ｐ＞０．０５），５％ ＥＧ和 １０％ ＥＧ
（３９．２±７．２）ｓ间冻精寿命差异也不显著
（Ｐ＞０．０５）。４种抗冻剂作用时，冻精寿命均随着抗
冻剂浓度的增加而缩短。

２．２．３　对冻精膜完整率的影响　４℃保存条件下
（ｎ＝２０），不同抗冻剂及浓度保存的精子解冻后精
子膜完整率见图６。５％ ＭｅＯＨ作为抗冻剂时，冷冻
保存的精子复苏后膜完整率最高，为（８５．６７±
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１１１）％，其与鲜精（８６．２２±５．２９）％、１０％ ＭｅＯＨ
（８１．８３±２．２７）％、１０％ ＥＧ（８３．３３±３．７３）％之间
无显著差异（Ｐ＞０．０５），与 ５％ ＭｅＯＨ（８１．１７±
２３２）％ 差异显著（Ｐ＜０．０５），与其他各处理组间
差异极显著（Ｐ＜０．０１）。ＤＭＳＯ、Ｇｌｙｃｅｒｏｌ和 ＭｅＯＨ
作为抗冻剂时，随着抗冻剂浓度的升高，冻精膜完整

率下降，ＥＧ作为抗冻剂时，冻精膜完整率则随着浓
度升高而升高。

图５　４℃时抗冻剂及其浓度对冻精寿命的影响
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎｆｒｏｚｅｎｔｈａｗｅｄｓｐｅｒｍｌｉｆｅａｔ４℃

图６　４℃时抗冻剂及其浓度对冻精膜完整率的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎｆｒｏｚｅｎｔｈａｗｅｄｓｐｅｒｍ

ｍｅｍｂｒａｎｅｉｎｔｅｇｒｉｔｙａｔ４℃

３　讨论

３．１　抗冻剂对精子的毒性作用
由于不同鱼类精子的生理特性差异很大，对抗

冻剂的响应也不同，而精子的冷冻效率在一定程度

上取决于所选抗冻剂对精子的毒性作用（Ｒａｎａ，
１９９５），因为它可以导致精子质膜结构改变、降低精
子的运动能力、影响精子的授精功能（陈松林，

２００７）；因此有必要探讨抗冻剂对鲜精的影响，以判
断抗冻剂的毒性作用。在４种抗冻剂中，ＤＭＳＯ一
直被认为对人体细胞有较高的毒性作用（陈松林

等，１９９２；Ｃａｂｒｉｔａｅｔａｌ，２０１０）；ＭｅＯＨ因其对细胞的
低毒作用而被应用于一些哺乳动物细胞、眼虫和血

吸虫的冷冻保存中（Ａｓｈｗｏｏｄ＆Ｌｏｕｇｈ，１９７５；Ｈａｒｖｅｙ
ｅｔａｌ，１９８２）。本次研究结果表明，Ｇｌｙｃｅｒｏｌ和 ＤＭＳＯ
对暗色唇鱼精子的活力、寿命和膜完整性的负作用

要比 ＭｅＯＨ和 ＥＧ高，且在作用时间为 １ｍｉｎ时，
Ｇｌｙｃｅｒｏｌ和 ＤＭＳＯ对应的各指标值都比 ＭｅＯＨ和
ＥＧ低。笔者推测，对于暗色唇鱼精子，ＭｅＯＨ和ＥＧ
的毒性作用要比Ｇｌｙｃｅｒｏｌ和ＤＭＳＯ低。从４种抗冻
剂对精子活力、寿命和膜完整率的影响来看，在１８０
ｍｉｎ时，活力和寿命已降到最低水平，分别不超过
１２％ 和 ４５ｓ，而膜完整率还维持在相对较高的水
平，均在５５％以上，可能是抗冻剂的毒性作用主要
影响了精子的运动和授精能力，而在膜完整性上的

表现并不明显。

抗冻剂对细胞的毒性作用会随着其浓度升高而

增强（Ｌａｈｎｓｔｅｉｎｅｒ＆Ｍａｎｓｏｕｒ，２００８）。在暗色唇鱼精
子冷冻过程中，随着抗冻剂浓度的增加，冻精的活

力、寿命和膜完整率均呈下降趋势；笔者推测，在此

过程中抗冻剂的毒性起了主要作用。

３．２　抗冻剂对精子的保护作用
不同抗冻剂对细胞的通透性存在差异，一般认

为采用渗透性大的抗冻剂保存精子能获得较高的存

活率（Ｇｉｌｍｏｒｅｅｔａｌ，１９９７）。ＤＭＳＯ因其高渗透性和
易与精子膜上磷脂层发生相互作用而被广泛应用于

多种鱼类的精子冷冻，ＭｅＯＨ也能快速进出细胞
（Ｈａｒｖｅｙｅｔａｌ，１９８２；王晓爱等，２０１２）；很多研究也表
明，Ｇｌｙｃｅｒｏｌ的冷冻效果次于 ＤＭＳＯ、ＭｅＯＨ和 ＥＧ
（Ｒａｎａ，１９９５；Ｆｏｘ＆Ｂｕｒｄｉｃｋ，１９６３）。暗色唇鱼精子
冷冻过程中，ＤＭＳＯ和 Ｇｌｙｃｅｒｏｌ作为抗冻剂时，冷冻
效果不佳，除了与其毒性作用有关外，可能是这两种

抗冻剂对其精子细胞的渗透性较低，不能满足冷冻

保存的需要；但其细胞膜完整率还维持在较高水平，

说明除了少量精子细胞膜损伤外，ＤＭＳＯ和Ｇｌｙｃｅｒｏｌ
对暗色唇鱼精子的其他结构造成了严重损伤；而且

ＤＭＳＯ和Ｇｌｙｃｅｒｏｌ往往会造成精子尾部凝聚现象，
这与斑马鱼精子冷冻结果相似（Ｈａｒｖｅｙｅｔａｌ，１９８２）。
在哺乳动物精子冷冻中，稀释液中加入卵黄可以降

低凝集发生（Ｐｏｌｇｅ，１９８０）。
ＭｅＯＨ和 ＥＧ作为抗冻剂时，暗色唇鱼冷冻复

苏后的精子寿命和细胞膜完整率与鲜精差异不显

著，但其冻精活力不到鲜精的 ５０％；笔者推测，
ＭｅＯＨ和ＥＧ在暗色唇鱼精子冷冻复苏过程中对细
胞膜起到了良好的保护作用，但可能干扰了精子能

量代谢的平衡（Ｈａｍｍｅｒｓｔｅｄｔｅｔａｌ，１９９０；Ｗａｔｓｏｎ，
１９９５）。
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