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南美白对虾精子超低温保存前后形态和超微结构的研究
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摘要：应用光学显微镜和电子显微镜对超低温保存前后南美白对虾精子的形态和超微结构进行了观察。结果发

现，正常精子由圆球形的主体部和棘突组成，主体部由顶体、亚顶体区、细胞核和环核细胞质带组成。超低温冷冻

处理及升温复苏后受损精子棘突脱落，顶体囊泡化，精子细胞膜皱缩、肿胀，膜间腔增大，损伤严重者，顶体脱落，

核变形，核膜破裂，核出现空泡化。结果表明，超低温冷冻处理及升温复苏过程主要造成南美白对虾精子的顶体

和膜结构的损伤，致使精子成活率降低。
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　　南美白对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）是我国海水
养殖的主导品种之一，南美白对虾养殖业是我国海

水养殖的支柱产业。随着对虾养殖业的不断发展，

人们日益认识到种质对产业持续发展的重要作用，

如何保护和开发利用种质资源已成为对虾养殖业研

究的重点内容。

精子超低温冷冻保存技术是种质资源保存最有

效的方法之一，在选择育种、优质种质高效利用和濒

危物种种质保护等方面具有重要的应用价值。在哺

乳动物，精子超低温冷冻保存技术已进入商业化开

发和利用的阶段；在鱼类，目前国内学者已建立了淡

水鲤科鱼类冷冻精子库和重要海水养殖鱼类冷冻精

子库；在甲壳类动物，有关超低温保存精子的研究相

对滞后，研究内容主要集中在抗冻剂和稀释液的筛

选、降温速率的优化以及解冻方式的选择方面（柯

亚夫等，１９９６；廖馨等，２００８；Ｖｕｔｈｉｐｈａｎｄｃｈａｉｅｔａｌ，
２００７；Ｄｉｗａｎ＆ＳｈｏｊｉＪｏｓｅｅｐｈ，１９９９）。比较超低温冷
冻前后精子超微结构的变化是开展精子超低温冷冻

研究并以此设计合理的冷冻介质、冷冻和解冻程序

的重要研究内容。对于对虾类正常精子超微结构的

研究已有报道（张子平，１９９１；许尤厚，２０１０；Ｓｉｒｉｎｄａ
Ａｕｎｇｓｕｃｈａｗａｎｅｔａｌ，２０１１；ＰａｔｔｉｒａＰｏｎｇｔｉｐｐａｔｅｅｅｔａｌ，
２００７），但鲜有开展南美白对虾精子超低温冷冻前

后精子形态和超微结构比较的研究。为完善南美白

对虾精子的超低温保存技术，提高超低温保存的成

活率，本研究利用光学显微镜、扫描电镜和透射电镜

对超低温保存前后南美白对虾精子的形态与超微结

构进行观察，通过对比超低温保存前后精子外部形

态及超微结构的变化，了解超低温处理对精子结构

的损伤，为进一步改进南美白对虾精子超低温保存

方法，筛选适于南美白对虾精子长期稳定保存的基

础液和抗冻剂奠定研究基础。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　精荚的获得　实验所需南美白对虾来自广
西水产研究所广西国家级南美白对虾育种中心培育

的优良种虾。培育亲虾池水温２７～２８℃，盐度２８～
３０，成熟雄虾体长（１２．４９±０．４２）ｃｍ，体重（３９．５７
±３．４６）ｇ。带有成熟精荚的雄虾精囊发白、饱满，
完整并成熟的精荚通过用拇指轻轻挤压获得，精荚

平均重量（４６．４１±７．４３）ｍｇ，挤压出的精荚放入
４℃的灭菌天然海水中短暂保存。
１．１．２　精液的获得　用 ０．１ｇ／ｍＬ胰蛋白酶
（１∶２５０）（灭菌天然海水配制）３７℃水浴消化精荚
５ｍｉｎ，１５％（Ｖ∶Ｖ）的胎牛血清终止消化反应，
５００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ收集上清，收集的上清再经
２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，吸弃上清，加入０．５ｍＬ灭菌
天然海水轻轻混匀沉淀，并将其置于４℃冰箱备用。
１．２　方法
１．２．１　精液的超低温保存及复苏　南美白对虾精
子的超低温保存是以二甲亚砜（ＤＭＳＯ）和海藻糖作
为抗冻剂，以灭菌天然海水为基础液。在收集的精



液中加入终浓度为１０％（Ｖ∶Ｖ）的ＤＭＳＯ和０．２５Ｍ
的海藻糖并轻轻混匀，置于４℃平衡３０ｍｉｎ后使用
程序降温仪进行进一步的降温。降温程序为：４℃至
－２０℃，－５℃／ｍｉｎ；－２０℃平衡 ５ｍｉｎ；－２０℃至
－８０℃，－１０℃／ｍｉｎ；－８０℃平衡５ｍｉｎ，最后置于液
氮中保存。

精液的复苏主要是通过水浴的方法进行，将冷

冻管从液氮中取出后立即投入３７℃水浴中快速摇
荡至冻存液全部溶解为止。

１．２．２　光学显微镜观察　 分别取超低温保存前后
的精液８μＬ置于２００μＬ的离心管中，再加入１μＬ
０．５ｇ／ｍＬ的伊红溶液和１μＬ１０ｇ／ｍＬ的苯胺黑溶
液混匀，取出滴在载玻片上，轻轻盖上盖玻片，置于

光学显微镜（ＮＩＫＯＮ８０ｉ型）下观察精子的主体部和
棘突的形态变化。

１．２．３　电镜样品制备及观察　扫描电镜样品的制
备方法：同一批次的南美白对虾冻存前后的精液经

过３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，吸弃上清，经 ３％
（Ｖ∶Ｖ）戊二醛固定２ｈ，０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液清洗
３次，乙醇梯度脱水，乙酸异戊酯置换，置入 ＨＣＰ２
临界点干燥器干燥，粘座，ＩＢ３离子溅射仪喷镀后放
入ＶＥＧＡⅢ ＬＭＵ型扫描电镜观察和拍照。

透射电镜样品的制备方法：同一批次的南美白

对虾冻存前后的精液经过３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
吸弃上清，３％（Ｖ∶Ｖ）戊二醛前固定，１％（Ｖ∶Ｖ）
锇酸后固定，乙醇梯度脱水，环氧树脂６１８包埋，徕
卡ＥＭＵＣ７型超薄切片机切片，柠檬酸铅 －醋酸铀
双重染色，日立 Ｈ７６５０型透射电镜观察和拍照，分
析精子超微结构变化。

２　结果

２．１　光学显微镜观察结果
１０×１００倍油镜下观察冷冻前正常精子主体部

呈圆球状，成熟的精子带有明显的棘突，无鞭毛，不

运动，活精子不被伊红－苯胺黑染色，死精子被染色
呈紫红色，但不涨大，南美白对虾精子的成活率为

９５．７８％±１．４２％。超低温保存后南美白对虾活精
子的形态结构没有明显的变化，活精子不被染色，死

精子的棘突脱落，精子主体部明显涨大，被染色呈紫

红色，精子成活率降低到６６．７１％ ±５．６７％。冻存
前后精子形态如图版Ⅰ。
２．２　电子显微镜观察结果
２．２．１　扫描电镜　南美白对虾精子属于单棘型的
无鞭毛精子，扫描电镜观察到冻存前正常的成熟精

子由主体部和棘突组成，主体部为圆球形，长径

（５．１３±０．３７）μｍ，短径（４．０９±０．３９）μｍ，成熟的
精子棘突长约３．２８μｍ（图版Ⅱ－１）。

　　１．冻存前正常和死亡南美白对虾精子；２．冻存后正常和死亡南
美白对虾精子

图版Ⅰ　光学显微镜下冻存前后的南美白对虾
精子形态（１０×１００，伊红－苯胺黑染色）

１．Ｔｈｅｆｒｅｓｈａｎｄｄｅａｄｓｐｅｒｍｏｆｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉｏｂｓｅｒｖｅｄｂｅ
ｆｏｒｅｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ；２．Ｔｈｅｎｏｒｍａｌａｎｄｄｅａｄｓｐｅｒｍｏｆｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎ
ｎａｍｅｉｏｂｓｅｒｖｅｄａｆｔｅｒｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．Ⅰ　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｆｒｅｓｈａｎｄｆｒｏｚｅｎｓｐｅｒｍｉｎ
ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉｗｉｔｈｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
（１０×１００，ｓｔａｉｎｅｄｂｙｅｏｓｉｎｎｉｇｒｏｓｉｎ）

　　扫描电镜观察冻存复苏精子的形态结构发现，
活精子与冻存前相比基本没有变化（图版Ⅱ －２），
而死精子的结构发生明显变化，部分精子棘突脱落，

棘突处出现１个近似圆形的洞（图版Ⅱ －３），精子
细胞膜表面出现不同程度的皱缩，圆球体的底端凹

陷和外翻（图版Ⅱ－４、５）。

　　１．正常精子；２．冻存后的活精子；３．冻存后死精子的棘突脱
落，顶体出现空洞；４、５．冻存后死精子细胞膜表面出现不同程度的
皱缩，圆球体的底端凹陷、外翻

图版Ⅱ　扫描电镜观察冻存前后的南美白对虾精子的
形态结构（×３０００）

１．Ｆｒｅｓｈｓｐｅｒｍ；２．Ｌｉｖｅｆｏｚｅｎｓｐｅｒｍ；３．Ｓｐｉｋｅｏｆｄｅａｄｆｒｏｚｅｎ
ｓｐｅｒｍｌｏｓｔ，ａｎｄａｃｒｏｓｓｏｍｅａｐｐｅａｒｅｄａｈｏｌｅ；４
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ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉｉｎＳＥＭ（×３０００）
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２．２．２　透射电镜　透射电镜观察到南美白对虾的
精子主要由顶体、亚顶体区、细胞核和细胞质带组

成，成熟的精子顶体中部突出形成棘突，棘突位于顶

体的前段，电子密度和顶体的非常相似，两者的电子

密度明显高于亚顶体区、细胞核和细胞质带。亚顶

体区位于顶体和细胞核之间，亚顶体区由２部分组
成，一部分为电子密度极低的亚顶体腔，靠近顶体

区；另一部分为电子密度较高的亚顶体区颗粒，靠近

细胞核。细胞核占据精子主体部的大部分，核内含

非浓缩凝絮状染色质，核外无完整核膜包绕。细胞

质带包围在细胞核外部，电子密度与亚顶体区颗粒

接近（图版Ⅲ－１）。
南美白对虾精子经液氮保存并复苏后，活精子

的形态结构与冻存前相比基本没有变化（图版Ⅲ －
２），而死精子由于受损伤，精子的棘突脱落，顶体区
囊泡化，双层膜肿胀，膜间腔增大（图版Ⅲ －３）；损
伤严重者，顶体脱落（图版Ⅲ －４），核变形，核膜破
裂（图版Ⅲ－５），核出现空泡化（图版Ⅲ－６）。

３　讨论

自从１９４９年Ｐｌｏｇｅ等发现利用甘油能很好的保
护精子后，人们开始在精子低温保存中使用抗冻剂。

柯亚夫等（１９９６）使用含有 １０％ ＤＭＳＯ和 ５％ ～
１０％甘油的稀释液保存中国对虾精子，存活率可达
６０％以上；廖馨等（２００８）使用８％ ＤＭＳＯ作为抗冻
保护剂保存青虾精子，２８ｄ后复苏精子能维持５８％
的存活率；Ｄｉｗａｎ＆ＳｈｏｊｉＪｏｓｅｅｐｈ（１９９９）使用５％
ＤＭＳＯ和０．２５Ｍ海藻糖作为抗冻保护剂保存印度
对虾精子，６０ｄ后精子存活率达到６９．９７％。现已
发现，不同物种超低温保存所用抗冻剂种类和浓度

不同，但一般联合抗冻剂效果优于单一抗冻剂。

ＤＭＳＯ、甘油和甲醇等作为渗透性抗冻剂可以透过
细胞膜进入细胞，与细胞内水分互溶，在冷冻过程中

能有效起到防止细胞脱水和冰晶形成的作用。蔗糖

和海藻糖等糖类及甘氨酸和肌氨酸等氨基酸作为非

渗透性抗冻剂与渗透性的抗冻剂相互作用在细胞外

起到辅助作用，能显著提高冷冻效果。本研究采用

１０％ ＤＭＳＯ和０．２５Ｍ海藻糖超低温冷冻保存南美
白对虾精子取得了较好的保存效果，冷冻保存３０ｄ
后复苏精子成活率达到６６．７１％±５．６７％。

超低温冷冻保存引起精子超微结构的异常以及

对精子头部质膜与核膜的损伤是普遍的（Ｈｅ
Ｓ＆ＷｏｏｄｓＬＣ，２００４）。关于南美白对虾精子超低温
冷冻处理及复苏后结构的损伤，通过光学显微镜及

　　１．正常精子；２．冻存后的活精子；３．冻存后死精子的棘突脱
落，顶体囊泡化，双层膜肿胀，膜间腔增大；４．冻存后死精子的顶体
脱落，双层膜肿胀，膜间腔增大；５．冻存后死精子的细胞核变形，核膜
破裂；６．冷冻精子的核出现空泡化 ＳＰ：棘突，ＡＣ：顶体，ＳＡＣ：亚顶体
区，Ｎ：细胞核，ＣＰ：环核细胞质带

图版Ⅲ　透射电镜观察冻存前后南美白对虾
精子的超微结构（×２０００）

１．Ｆｒｅｓｈｓｐｅｒｍ；２．Ｌｉｖｅｆｏｚｅｎｓｐｅｒｍ；３．Ｓｐｉｋｅｏｆｄｅａｄｆｒｏｚｅｎｓｐｅｒｍ
ｌｏｓｔ，ｏｕｔｅｒｏｒｉｎｎｅｒａｃｒｏｓｏｍａｌｖｅｓｉｃｕｌａｔｅｄ，ｍｅｍｂｒａｎｅｓｗｅｌｌｅｄ，ａｎｄｉｎｔｅｒ
ｍｅｍｂｒａｎｅｓｐａｃｅａｕｇｍｅｎｔｅｄ；４．Ａｃｒｏｓｏｍｅｏｆｄｅａｄｆｒｏｚｅｎｓｐｅｒｍｌｏｓｔ，
ｍｅｍｂｒａｎｅｓｗｅｌｌｅｄ，ａｎｄｉｎｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｓｐａｃｅａｕｇｍｅｎｔｅｄ；５．Ｃｅｌｌｎｕｃｌｅｕｓ
ｏｆｄｅａｄｆｒｏｚｅｎｓｐｅｒｍｄｅｆｏｒｍｅｄ，ａｎｄｔｈｅｍｅｍｂｒａｎｅｏｆｎｕｃｌｅｕｓｃｒａｃｋｅｄ；
６．Ｃｅｌｌｎｕｃｌｅｕｓｏｆｄｅａｄｆｒｏｚｅｎｓｐｅｒｍａｐｐｅａｒｅｄｖａｃｕｏｌａｔｅｄ

ＳＰ，ｓｐｉｋｅ；ＡＣ，ａｃｒｏｓｏｍｅ；ＳＡＣ，ｓｕｂ－ａｃｒｏｓｏｍｅ；Ｎ，ｎｕｃｌｅｕｓ；
ＣＰ，ｈｅｍｉｓｐｈｅｒｉｃａｌｒｉｍｏｆｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｐａｒｔｉｃｌｅｓ

Ｆｉｇ．Ⅲ　Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｆｒｅｓｈａｎｄｆｒｏｚｅｎｓｐｅｒｍｏｆ
ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉｉｎＴＥＭ（×２０００）

电子显微镜观察主要表现在：受损精子棘突脱落，顶

体囊泡化，精子细胞膜皱缩、肿胀，膜间腔增大，损伤

严重者，顶体脱落，核变形，核膜破裂，核出现空泡

化。这一研究结果与在鱼类（赵维信等，１９９２；张轩
杰等，１９９１）和贝类（李

"

等，２００２）上的研究结果相
似。已有的文献（赵维信等，１９９２；李

"

等，２００２；张
轩杰等，１９９１；李广武等，１９９７）表明，细胞虽然在液
氮（－１９６℃）中长期保存是安全和有效的，但在其
冷冻和复苏过程由于冰晶的增长、盐溶液浓缩和机

械性作用损伤了精子的原生质膜，从而对精子产生

致死性的伤害。研究者们（李喜龙等，２０００；李广武
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等，１９９７；张轩杰，１９９１）一致认为，由于细胞内微晶
体的形成，对细胞或多或少产生机械性损伤，破坏细

胞原生质和改变细胞的结构；细胞外冰晶形成引起

渗透压改变和挤压作用，使得细胞发生脱水皱缩；而

在复温解冻过程中冰块融化，由于渗透压梯度作用，

液体渗透细胞膜进入细胞内，细胞因此而转为肿胀

状态。这些方面的共同作用造成精子膜蛋白变形，

通透性改变，稳定性降低，最后导致精子膜的肿胀或

破损，一些形态正常的精子也可能发生了不可见的

膜损伤。因此在精子的超低温冷冻保存过程中要获

得更高的精子成活率以及受精率，必须保护细胞膜

的完整和通透性的稳定，这可能是防止冷冻损伤的

重要环节。

本研究利用光学显微镜、扫描电镜和透射电镜

观察了超低温度保存前后南美白对虾精子的形态及

结构，分析了超低温冷冻保存对精子形态及结构的

损伤机理，为南美白对虾精子超低温保存技术的进

一步完善提供了基本依据。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ；ｓｐｅｒｍａｔｏｚｏａ；ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ；ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
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