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摘要: 在 6种不同盐度(34、32、30、28、26和 22)激活液、3种不同 K+浓度(25 mmol/L、30 mmol/L和 35 mmol/L)

稀释液和不同保存时间(0 h、24 h、48 h、72 h和 96 h)条件下, 对日本鳗鲡(Anguilla japonica)精子的活力进行观察

和测定。结果表明, 激活液盐度为 30 时精子活率和运动精子百分比均最高, 对应平均曲线运动速度(VCL)、平均

直线运动速度(VSL)和平均路径速度均最高, 由此推测自然界中日本鳗鲡产卵环境的盐度在 30 左右; 稀释液中 K+

浓度为 30 mmol/L 时精子活率和运动精子百分比均最高, 对应平均曲线运动速度(VCL)、平均直线运动速度(VSL)

和平均路径速度(VAP)均显著高于 25 mmol/L 和 30 mmol/L(P<0.05), 据此推算出精子稀释液的最佳渗透压为

796.68 kPa; 随低温保存时间的延长, 精子活率逐渐降低, 稀释液中 K+浓度为 30 mmol/L 时保存时间可达到 96 h, 

并且精子活率与 K+浓度为 25 mmol/L、35 mmol/L时相比较, 显著升高(P<0.05)。 
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日本鳗鲡(Anguilla japonica)是一种在淡水里

生长、每年秋冬季节由江河降海洄游产卵的鱼类[1]。

人工条件下获得发育变态的柳叶鳗苗一直是一道

世界难题, 日本的 Tanaka 等[2]通过人工授精等一

系列手段成功获得了发育变态的柳叶鳗, 目前国

内尚未见在人工条件下获得发育变态柳叶鳗的报

道。受精率是影响日本鳗鲡人工繁殖成功的关键

因素之一。作者在开展日本鳗鲡人工育苗过程中

发现, 雌雄亲鳗发情时机难以掌控, 从而影响了

受精效果。 

对雄鳗精液低温保存或者超低温冷冻保存后

再进行人工授精, 是解决雌雄亲鳗发情不同步的

有效手段之一[3], 而精子稀释液和冻精激活液筛

选是低温保存或超低温冷冻保存中一个重要的环

节[4–5]。对于精子而言, 温度、pH、渗透压、各种

离子浓度都能影响其活力[6], 研究各种因子对精

子活力的影响不仅有助于精子激活液的筛选和精

子稀释液的配制, 而且有利于丰富精子生物学的

相关内容[7–8]。鉴于此, 作者借助鱼类精子彩色图

文分析系统[9]开展了不同盐度激活液、不同 K+浓

度稀释液及保存时间对日本鳗鲡精子活力影响的

研究。 

1  材料与方法 

1.1  精液采集 

实验所用的亲鳗取自广东省江门市, 全部为

野生鳗鲡, 收集好亲鳗后运回长江水产研究所养

殖实验室, 所有亲鳗均在直径 1 m 的圆柱形玻璃
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缸中养殖, 水体为天然海水。暂养 1 周后开始注

射外源激素促使性腺发育直至性成熟, 催熟、催

产方法参照柳凌等[10]的方法进行。待雄鳗性成熟

后选择健康亲鳗 10 尾(体质量 0.25~0.4 kg, 体长

41~53 cm), 用干毛巾擦干生殖孔周围, 挤压腹部, 

收集无粪便污物的干净精液于 1.5 mL 离心管中, 

立即放到 4℃冰箱中冷藏保存, 备用。 

1.2  不同盐度激活液的配制 

参照朱树屏 B人工海水配方[11]配制出盐度为

34 的人工海水, 过滤, 以此海水为母液, 通过加

蒸馏水稀释至盐度分别为 32、30、28、26和 22, 向

6 种不同盐度的海水中添加小牛血清白蛋白(BSA, 

Sigma 公司)和青-链霉素(吉诺生物医药公司), 使

BSA和青-链霉素的终浓度分别为 0.025%、100 IU, 

放置在 4 ℃冰箱中, 备用。 

1.3  不同 K+浓度精子稀释液的配制 

以 Ohta 等[12]的日本鳗鲡精子稀释液配方为

基础, 调制了 K+浓度为 25 mmol/L、30 mmol/L

和 35 mmol/L, 其他离子浓度不变(即 NaCl: 134.5 

mmol/L, NaHCO3: 20 mmol/L, CaCl2: 1.3 mmol/L, 
MgCl2: 1.6 mmo/L)的 3 种精子稀释液, 分别用

K25、K30、K35表示。 

1.4  精子活力观察及测定 

取鲜精 2 µL 加入装有 400 µL 精子稀释液的

1.5 mL 离心管中, 充分摇匀, 放置到 4 ℃冰箱中

保存, 备用。 

在载玻片上加入 25 µL 激活液 , 然后加入

2.5 µL 稀释后的精液, 将两者迅速充分混匀, 立

即在 10×10倍显微镜(Leica DM 2500 德国)下镜

检, 同时录像(JVC TK-U890EG, 日本), 检测最终

稀释比 1∶2 000。精子活力观察和测定按照如下

内容和顺序进行。 

1.4.1  不同 K+浓度稀释液及保存时间对精子活力

的影响  将新鲜的精液与稀释液充分混匀, 于 4

℃冰箱冷藏保存后的 0 h、24 h、48 h、72 h和 96 

h 镜检并录像, 所有镜检采用的激活液盐度均为

28, 自 0 s开始连续录像, 每间隔 30 s进行 1次序

列图像采集, 录像时间依画面上观察到 95%的精

子停止运动为准, 每个测定重复 3次。 

1.4.2  不同盐度激活液对精子活力的影响  稀释

鲜精的稀释液除 K+外统一按照 Ohta[12]的配方 , 

使 K+浓度为 30 mmol/L, 分别用盐度为 34、32、

30、28、26和 22的 6种激活液激活精子, 立即镜

检并自精子激活后 0 s开始连续录像, 每间隔 60 s

进行 1 次序列图像采集, 录像时间依画面上观察

到 95%的精子停止运动为准, 每个测定重复 3次。 

精子激活后的录像采用鱼类彩色精子图文分

析系统(FSQAS－2000, 中国水产科学研究院长

江水产研究所和武汉千屏影像技术有限公司联合

研制)进行分析。每个序列图像为 3 s, 72帧。系统

检测参数设置为: 最小步距 25像素; 当前阈值为

180; A级精子最小直线速度 10 μm/s; B级精子最小

直线速度 3 μm/s; C级精子最小直线速度 1 μm/s。然

后对每个序列图像分别进行检测和报告输出。 

1.5  数据分析 

数据采用 SPSS13.0进行分析。结果以 x ±SD

表示。两组平均数间的比较用 Paired-sample t 检

验, 多重比较采用 One-way ANOVA。P<0.05认为

差异显著, P<0.01认为差异极显著。 

2  结果与分析 

2.1  不同 K+浓度对精子活力的影响 

从图 1 看出, K+浓度分别为 25 mmol/L、30 

mmol/L和 35 mmol/L的精子稀释液处理后的精子, 

其激活后的运动时间即精子的寿命均在 300 s 以

上。在精子激活后的各时间段 , K+浓度为 30 

mmol/L 稀释液中的精子平均活率(活动精子的平

均百分率)最高, K+浓度为 35 mmol/L时精子平均

活率最低。随着激活后时间的延长, 3个 K+浓度水

平(25 mmol/L、30 mmol/L和 35 mmol/L)下, 精子

平均活率出现不同程度的降低, 其中K+浓度为 35 

mmol/L时精子平均活率在 60 s以后出现急剧下降。 

表 1表明, K+浓度为 30 mmol/L时呈快速直线

运动精子的活率最高, 与 K+浓度为 25 mmol/L比

较存在显著性差异(P<0.05), 而与 K+浓度为 35 

mmol/L 比较存在极显著差异(P<0.01)。对于平均

曲线运动速度(精子在其实际运动轨迹上的速度
[9]，VCL)、平均直线运动速度(精子开始运动的位
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置与最后所处位置间的直线距离/所花的相应时

间[9]，VSL)以及平均路径运动速度(精子沿其空间

实际运动轨迹所做的平滑曲线的距离/所花的相

应时间[9]，VAP)而言, K+浓度为 30 mmol/L均最高, 

与 K+浓度为 25 mmol/L 比较均存在显著性差异

(P<0.05), 而与 K+浓度为 35 mmol/L 比较均存在

极显著差异(P<0.01); 当 K+浓度为 25 mmol/L 时

精子运动的直线性(精子运动曲线的直线分离[13] , 

LIN)和平均运动的摆动性(精子头沿其实际运动

轨迹的空间平均路径摆动的尺度[13], WOB)最高, 

与 K+浓度分别为 30 mmol/L和 35 mmol/L比较存

在显著性差异(P<0.05), 至于平均运动的向前性

(精子运动平均路径的直线分离度 [13], STR), 各

K+浓度组间没有显著差异(P>0.05)。 

从图 2 可以看出, 在精子激活后的各时间段, 

随着激活后时间的延长, K+浓度的 3 个水平(25 

mmol/L、30 mmol/L 和 35 mmol/L)对应的运动精

子百分比, 即(A+B)级精子的百分比逐渐减小, K+

浓度为 30 mmol/L 时运动精子的百分比最高, K+

浓度为 35 mmol/L 时运动精子的百分比最低, 其

中 K+浓度为 35 mmol/L时运动精子百分比在 30 s

以后出现急剧下降。 

 

 
 

图 1  不同 K+浓度稀释液中日本鳗鲡精子平均活率的变化 

Fig. 1  Variation of Japanese eel sperm motility rates in diluent with different potassium ion concentration 
 

表 1  精子激活后第 60 s 不同 K+浓度稀释液对日本鳗鲡精子活力参数的影响 

Tab. 1  Motility of Japanese eel sperm after stimulated by activation medium with different potassium ion concentration at 
the 60th second 

K+浓度/(mmol·L–1)  potassium ion concentration 参数 
parameter 25 30 35 

密度 (×109·mL–1) concentration 82.58±5.06 84.73±32.40 87.06±33.68 

呈快速直线运动精子活率/% fast linear moving sperm motility 25.82±11.50b 37.11±26.89a 3.58±3.20c 

平均曲线运动速度/(μm·s–1) curvilinear velocity(VCL) 36.47±11.68b 46.90±12.71a 13.64±7.69c 

平均直线运动速度/(μm·s–1) straight line velocity(VSL) 12.20±4.15b 23.9±5.26a 5.43±4.28c 

平均路径运动速度/(μm·s–1) angular path velocity(VAP) 19.68±6.03b 30.3±6.88a 8.44±4.80c 

精子运动的直线性/% linearity(LIN) 50.92±5.02a 43.44±3.42b 41.81±11.81b 

平均运动的摆动性/% wobble of motion(WOB) 69.94±3.57a 59.24±2.75b 57.94±10.76b 

平均运动的向前性/% straightness(STR) 78.78±3.79 80.55±2.46 84.41±3.92 

注: 表中同一行内, 相邻上角标字母间的比较表示具有显著差异(P<0.05), 间隔字母间的比较具有极显著差异(P<0.01). 

Note: Adjacent letters in the same line show significant difference(P<0.05), and the nonadjacent letters show highly significant differ-
ence(P<0.01). 
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图 2  不同 K+浓度稀释液中日本鳗鲡运动精子(A+B)百分比的变化 

Fig. 2  Percentage of motile Japanese eel sperms in diluent with different potassium ion concentration 

 
2.2  不同保存时间对精子活力的影响 

不同保存时间(0 h、24 h、48 h、72 h和 96 h)

的精子被激活后, 精子平均活率均随激活时间的

延长逐渐降低。以精子激活后 60 s为例(图 3), 在

K+浓度为 25 mmol/L、30 mmol/L和 35 mmol/L的

稀释液中, 精子平均活率均随保存时间的延长而

出现不同程度的降低 , 稀释液中 K+浓度为 25 

mmol/L和 30 mmol/L时, 对应精子的平均活率均

在 48 h 以后出现急剧下降。稀释液中 K+浓度为

35 mmol/L 时精子最长可保存 48 h; 而 K+浓度分

别为 25 mmol/L、30 mmol/L时精子最长保存时间

可达到 96 h。  

 

 
 

图 3  不同保存时间的精子在激活后第 60 s的平均活率

的变化 

Fig. 3  Motility rate of Japanese eel sperm at the 60th second 
after activation under different conservation time 

2.3  不同盐度激活液对精子活力的影响 

图 4 表明, 被不同盐度(34、32、30、28、26

和 22)的激活液激活后, 精子运动时间都在 510 s

以上, 激活后的各个时间段盐度为 30时精子平均

活率最高, 盐度 28次之, 盐度为 22时精子平均活

率最低。随着精子激活时间的延长, 不同盐度激

活液中的精子平均活率均出现不同程度的降低 , 

其中盐度为 22 对应的精子平均活率在 30 s 后出

现大幅度降低。 

从图 5 可以看出, 精子激活后的各时间段, 6

个盐度水平(34、32、30、28、26和 22)下运动精

子百分比随盐度降低逐渐减小, 盐度为 30时运动

精子的百分比最高, 盐度 28次之, 盐度为 22时运

动精子的百分比最低。随着激活后时间的延长, 6

个盐度水平下的运动精子百分比均出现不同程度

的降低, 其中盐度为 22时运动精子百分比在 30 s

以后出现急剧下降。 

从表 2可以看出:   

平均曲线运动速度(VCL):  盐度分别为 34、

32、30 和 28 的 4 个水平之间两两比较没有显著

性差异(P>0.05), 但它们与盐度 26 比较均存在显

著性差异(P<0.05), 而与盐度 22 比较均存在极显

著差异(P<0.01)。 

平均直线运动速度(VSL):  盐度分别为 34、

32、30 和 28 这 4 个水平之间两两比较没有显著 
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图 4  不同盐度激活液激活后日本鳗鲡精子平均活率的变化 

Fig. 4  Motility rate of Japanese eel sperms after activated with medium of different salinity 

 

 
 

图 5  不同盐度激活液激活后日本鳗鲡运动精子(A+B)百分比的变化 

Fig. 5  Percentage variation of motile Japanese eel sperms activated with medium of different salinity 

 
性差异(P>0.05), 但与盐度 26和 22比较存在显著

性差异(P<0.05)。 

平均路径运动速度(VAP):  盐度分别为 34、

32、30 和 28 这 4 个水平之间两两比较没有显著

性差异(P>0.05), 但与盐度 26和 22比较存在显著

性差异(P<0.05), 盐度 26和 22比较没有显著性差

异(P>0.05)。 

呈快速直线运动精子活率:  盐度分别为 34、

32、30 和 28 这 4 个水平之间两两比较没有显著

性差异(P>0.05), 但与盐度 26 比较均存在显著性

差异(P<0.05), 而与盐度 22 比较均存在极显著差

异(P<0.01)。 

精子运动的直线性(LIN):  盐度的 6 个水平

(34、30、28、26和 22)之间两两比较没有显著性

差异(P>0.05)。 

平均运动的摆动性(WOB):  盐度分别为 22、

30、32 和 34 这 4 个水平之间两两比较没有显著

性差异(P>0.05), 但与盐度 26和 28比较存在显著

性差异(P<0.05), 盐度 26和之间 28比较没有显著

性差异(P>0.05)。 

平均运动前向性(STR):  盐度分别为 34、32、

30、28 和 26 这 5 个水平之间两两比较没有显著

性差异(P>0.05), 但与盐度 22 比较存在显著性差

异(P<0.05)。 

3  讨论 

3.1  激活液盐度对精子活力的影响 

鱼类的精子在精巢中是不运动的, 但具有很

强的运动潜能[14], 由于精巢中具有诸多抑制精子

活动的因素, 精子的运动被抑制[6]。当精子排出体 
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表 2  精子激活后第 90 s 不同盐度激活液对日本鳗鲡精子活力参数的影响 

Tab. 2  Motility of Japanese eel sperm after stimulated by activating medium with different potassium ion concentration at 
the 60 second 

盐度 salinity 参数 
parameter 34 32 30 28 26 22 

密度/(×109·mL–1) 
concentration 

185.17±48.48 183.62±52.23 189.8±69.06 180.97±11.40 185.68±18.08 182.67±13.19

呈快速直线运动精子活率/% 
fast linear moving sperm motility 

47.11±5.36a 48.03±8.31a 50.55±8.89a 42.12±2.14a 29.23±10.65b 10.31±8.80c

平均曲线运动速度/(μm·s–1) 
curvilinear velocity(VCL) 

49.06±8.02a 49.86±7.57a 66.33±5.1a 40.11±5.88a 33.54±9.06b 19.37±8.6c

平均直线运动速度/(μm·s–1) 
straight line velocity(VSL) 

23.86±3.73a 25.24±5.36a 32.33±7.45a 19.57±1.35a 12.61±6.57b 10.24±4.60b

平均路径运动速度/(μm·s–1) 
angular path velocity(VAP) 

32.45±6.36a 34.26±5.39a 45.14±9.02a 25.50±3.34a 21.52±8.38b 12.30±5.45b

精子运动的直线性/% 
linearity(LIN) 

48.99±3.56 49.37±8.52 48.55±8.76 49.25±4.77 48.51±5.67 52.79±0.30

平均运动的摆动性/% 
wobble of motion(WOB) 

65.96±3.61a 66.03±2.59a 67.74±9.28a 63.71±2.06b 62.93±6.99b 63.56±0.28a

平均运动的向前性/% 
straightness(STR) 

74.28±3.24a 74.33±5.36a 71.43±4.71a 77.23±5.67a 77.06±0.57a 83.05±0.53b

注: 表中同一行内, 相邻上角标字母间的比较表示具有显著差异(P<0.05), 间隔字母间的比较具有极显著差异(P<0.01). 

Note: Adjacent letters in the same line show significant difference(P<0.05), and the nonadjacent letters show highly significant differ-
ence(P<0.01). 

 

外, 在适当的条件下, 精子便开始运动, 这一过

程称之为激活[15]。本研究中激活液盐度无论是较

低的 22 还是较高的 34, 均能激活日本鳗鲡的精

子。谢刚等[16]在研究盐度对鳗鲡精子活动和寿命

影响时发现, 当盐度从 10到 40变化时, 均有精子

运动, 这与本研究结果是一致的。日本鳗鲡的精

子具有较广的适盐性, 可能与其作为降海洄游性

鱼类有关。谢刚等[16]认为, 在盐度 20~35范围内, 

鳗鲡精子可产生较强活力。本研究借助计算机精

子质量分析软件发现, 盐度分别在 28、30、32、

34时, 精子活率和运动精子百分比均比在盐度 26

高, 此外, 在呈快速直线运动精子活率、平均曲线

运动速度(VCL)、平均直线运动速度(VSL)、平均

路径运动速度(VAP)等指标上, 盐度 28、30、32、

34与盐度 26相比均具有显著性差异(P<0.05), 由

此认为, 当盐度范围在 28~34 时, 日本鳗鲡精子

具有较强活力, 当盐度为 30时精子活力最强。日

本鳗鲡精子具有较强活力对应的盐度范围可能与

其繁殖适应的盐度有关, 对其他鱼类的研究也证

明了这一观点。斜带石斑鱼精子保持活力所需的

最适盐度范围在 27~35, 与产卵期间的海水盐度

(28~34.8)相一致[17]; 鞍带石斑鱼精子所需的适宜

盐度范围为 27.5~35.0, 与产卵期间的海水盐度 30

相一致[18]; 江世贵等[19]在研究 4 种鲷科鱼类精子

激活条件与其生态习性的关系时也观察到类似的

现象。由此推测自然界中日本鳗鲡的产卵盐度在

30左右。 

3.2  K+浓度及保存时间对精子活力的影响 

K+是精浆的重要组分之一, 也是形成精浆渗

透压的主要离子之一。鲁大椿等[20]在研究淡水鱼

类精浆元素组成时发现, 多种鱼类精浆中含有浓

度较高的 Na+、K+, 它们是造成鱼类精巢内环境

高渗透压的主要离子。Baynes等[21]发现抑制鲑科

鱼类精子活化的雄配素Ⅰ就是K+, 而且 1 mmol/L 

KCl 就能阻止虹鳟精子的激活。Morisawa 等[22]

发现鲑科鱼类抑制精子活动的主要因素不是高渗

透压, 而是浓度高出血浆中多倍的 K+, 当精液排

入淡水使 K+浓度降低, 精子便被激活[15]。邓岳松

等[23]在研究渗透压和 pH 对日本鳗鲡精子活力影

响时发现, 影响日本鳗鲡精子活力的主要因素是

渗透压 , 并且精浆渗透压和血浆渗透压比较接

近。影响日本鳗鲡和鲑科鱼类精子活力的不同主

要因素是否与精浆、血浆中 K+浓度高低有关尚需

考证, 日本鳗鲡精浆中 K+浓度水平和血浆中 K+
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浓度水平比较有待进一步研究。 

本研究稀释液中 K+浓度为 30 mmol/L时精子

的活力、运动精子百分比均高于 25 mmol/L、35 

mmol/L, 同时从 3 个不同层面反映精子运动速度

的活力参数来看, K+浓度为 30 mmol/L 下的活力

参数均显著高于 K+浓度 25 mmol/L 和 35 mmol/L

下, 而且以 35 mmol/L 最低。通过溶液渗透压计

算公式 , 计算出 K+浓度分别为 25 mmol/L、30 

mmol/L和 35 mmol/L时的 3种稀释液渗透压分别

为 786.13 kPa、796.68 kPa和 807.19 kPa。据邓岳

松等[23]的研究, 日本鳗鲡精浆的渗透压为 766.1 

kPa, 稀释液的渗透压宜在 766.1 kPa 左右, 激活

液的渗透压宜在 2 298.2 kPa左右。本研究与邓岳

松的研究结果基本吻合。分析认为, 本研究中之

所以随着 K+浓度的增大, 精子活力呈现先升高后

降低的趋势 , 主要原因可能是 K+浓度为 30 

mmol/L 时对应渗透压即日本鳗鲡精子稀释液的

最适渗透压, 而低于或者超过此渗透压精子活力

开始降低。 

精子的运动是一个耗能的过程, 不同 K+浓度

水平的 3 种稀释液中, 精子活力随保存时间的延

长出现不同程度的下降, 可能是由于不同 K+浓度

水平的 3种稀释液中精子的耗能速度不一样所致, 

稀释液中 K+浓度为 35 mmol/L时精子活力水平在

24 h时开始出现拐点, 而 K+浓度为 25 mmol/L和

30 mmol/L 时, 精子活力在 48 h 后才开始出现急

剧下降, 说明 K+浓度为 35 mmol/L的稀释液中精

子运动强度最大, 耗能最快, 反之, 30 mmol/L 运

动强度最小, 耗能最慢。 
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Effects of activating mediums with different salinity, potassium ion 
and conservation time on sperm motility of Anguilla japonica  
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Abstract: Sperm motility of Anguilla japonica treated with six activation mediums with different salinities(34, 32, 
30, 28, 26 and 22), three extender solution with different potassium ion concentration(25 mmol/L,30 mmol/L,35 
mmol/L) and different conservation time(0 h, 24 h, 48 h, 72 h and 96 h) was observed and measured. The results 
showed that: when activation medium salinity was 30, both sperm motility and percentage of motile sperms were 
the highest, meanwhile the curvilinear velocity(VCL), the straight line velocity(VSL) and the angular path veloc-
ity(VAP) were the highest. It could be concluded that the spawning salinity of Anguilla japonica may be 30 in 
natural environment. When potassium ion concentration in extender solution was 30 mmol/L, both sperm motility 
and percentage of motile sperms were the highest, meanwhile the curvilinear velocity(VCL), the straight line ve-
locity(VSL) and the angular path velocity(VAP) were markedly higher than those under other concentration lev-
els(P<0.05). So the best osmotic pressure of extender solution may be 796.68 kPa. As the conservation time ex-
tended, sperm motility reduced gradually. When potassium ion concentration in extender solution was 30 mmol/L, 
conservation time of sperm could reach 96 h and sperm survival rate was higher than in 25 mmol/L and 35 mmol/L 
potassium ion. 
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