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黄鳍棘鲷精子冷冻保存方法探究
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摘要： 黄鳍棘鲷 (Acanthopagrus latus) 是中国具有重要商业价值的海水鱼类之一，对其精子开展冷冻保存可为黄

鳍棘鲷育种提供一定的技术支持，可有效预防其种质资源衰退，保持其养殖业的可持续发展。该研究以黄鳍棘

鲷精子为实验材料，对其精子冷冻保存的稀释液、葡萄糖浓度、抗冻剂种类及浓度、精子与保护液稀释比例和

降温程序等进行了筛选优化。结果表明，以含 10 g·L−1 葡萄糖、5% 乙二醇的 MPRS 溶液与精子按 1∶2 的比例

稀释，4 ℃ 平衡 30 min，液氮面上 5 cm 熏蒸 5 min，最后投入液氮保存 2 h，将黄鳍棘鲷冷冻精子于 37 ℃ 水浴

解冻后活性最好，精子活力、运动时间和寿命可分别达到 (85.17±3.66)%、(9.16±7.70) s和 (94.29±9.55) s。
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Cryopreservation of sperm of Acanthopagrus latus
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Abstract:  Acanthopagrus latus is one of the important breeding species in China, whose sperm cryopreservation can provide tech-

nical supports for its breeding, prevent the decline of its germplasm resources and maintain its sustainable development of the breed-

ing industry effectively. In this experiment, we screened the diluent, glucose concentration, antifreeze type and concentration as well

as dilution ratio and cooling procedure of the spermatozoa of A. latus. The results show that when the sperm were diluted with MPRS

solution containing 10 g·L−1 glucose and 5% ethylene glycol at the ratio of 1∶2, balanced at 4 ℃ for 30 min, fumigated 5 cm on the

liquid nitrogen surface for 5 min, and finally stored in liquid nitrogen for 2 h, the frozen sperm had the best motility after thawing in

37 ℃ water bath, and the sperm motility, motility time and life span could reach (85.170±3.66)%, (9.16±70) s and (94.297±9.55) s,

respectively.
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鱼类精子冷冻是一种有效保护鱼类种质资源的

生物技术，具有极大的商业应用潜力[1-2]，可有效

简化对亲鱼的管理，解决鱼类雌、雄配子发育不同

步或地理隔离的问题，从而有助于濒危物种资源保

护和重要模式物种的谱系构建，为鱼类遗传学研究

不间断提供优质的配子材料，增加养殖亲鱼的遗传

变异性。Blxater[3] 于 1953 年成功冷冻保存大西洋

鲱 (Clupea harengus) 精子，开启了鱼类精子冷冻保

存的先河。近年来，国内外学者已建立了鱼类精子

冷冻保存技术体系，构建了白斑狗鱼 (Esox lucius)[4]、
翘嘴鲌 (Culter alburnus)[5]、红点鲑 (Salvelinus
leucomaenis)[1]、乌克兰鳞鲤 (Cyprinus carpoio)[6]、
小黄鱼 (Larimichthys polyactis)[7] 等重要经济鱼类的

冷冻精子库，并成功应用在鱼类的雌核发育和性别

控制等方面。鱼类精子冷冻保存已成为长期保存鱼

类优质资源的有效途径之一，然而不同鱼类精子的

生理特性不尽相同，导致其冷冻保存技术具有特异

性，因此对特定养殖品种，需要优化确定其精子冷

冻保存技术参数，建立适宜的精子冷冻保存技术

体系。

黄鳍棘鲷 (Acanthopagrus latus)，又名黄鳍

鲷、黄脚立、赤翅等，为浅海暖水性底层鱼类[8]，

因其肉质鲜美、口感极佳、营养价值较高，加之其

适应力强、生长快，已成为我国南方池塘和网箱养

殖的重要对象之一[9]。黄鳍棘鲷是雌雄同体鱼类，

单个个体时，雄性 1 龄时可发育成熟，到 3 龄时雄

鱼转化为成熟雌性，雌、雄发育不同步以及地理隔

离的问题致使其育种受到限制，制约了黄鳍棘鲷养

殖产业的健康可持续发展。利用低温冷冻技术可有

效解决雌、雄发育不同步的问题，保证在人工授精

时获得充足的鱼类精子供应，使育种更加顺利，保

障其产业的健康可持续发展[10]。自 20世纪 80年代

起国内外开始了鲷科鱼类精子超低温冷冻保存的研

究工作；江世贵等[9,11] 对黑鲷 (A. schlegelii)、黄鳍

棘鲷、平鲷 (Rhabdosargus sarba) 和真鲷 (Pagrus
major) 4 种鲷科鱼类精子的适盐性、精子激活条件

以及 pH 对精子活力的影响等方面进行了研究；李

加儿等 [12 ] 研究了环境因子对平鲷精子活力的影

响；其他学者在黑鲷[13-14]、真鲷[11,15]和金鲷 (Sparus aur-
ata)[16] 等精子冷冻保存方面进行了研究。而目前关

于黄鳍棘鲷精子冷冻保存的报道仅见 Gwo [17] 在
冷冻保存稀释液、抗冻剂、降温程序等方面的研

究。本实验进一步对黄鳍棘鲷精子超低温冷冻保存

条件进行优化筛选，探索出适用于其精子简便有效

的超低温冷冻保存方法，以期为该种优良种质资源

的保护以及开展其他鱼类精子超低温冷冻保存提供

科学参考。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

2 龄黄鳍棘鲷亲鱼来自于中国水产科学研究院

南海水产研究所热带研究开发中心，体质量为

300~450 g，养于海南陵水新村港。2020 年 12 月

挑选性腺发育良好的雄性亲鱼，采用轻轻挤压腹部

的方法收集精液。采集精子时用干毛巾擦去鱼体体

表水分，避免光线直射、避免血液、尿液及粪便的

污染，待精液流出后用洁净的注射器将精液收集于

离心管并置于冰浴上 (4 ℃) 备用。 

1.2    稀释液的筛选

将采集的精子进行镜检，收集活力 90% 以上

的精子进行后续实验。取 50 μL 精子，分别加入

100 μL 的 4 种稀释液 (表 1)，立即在显微镜下进行

观察，并以精子原地颤动为指标检测稀释液是否将

精子激活。随后立即加入 100 μL 洁净灭菌的海水

进行激活，再次观察，以检测稀释液是否对精子产

生毒性以及能否有效保存精子，筛选出精子活力最

高的稀释液种类。每组实验设 6 个平行，精子活力

表1    黄鳍棘鲷精子稀释液组成成分

Table 1    Composition of spermatozoon diluent of A. latus g·L−1

成分
Ingredient

汉克斯液
Hank's MPRS

科特兰液
Cortland RS

氯化钠 NaCl   8.01   3.53 7.25   6.50

氯化钾 KCl   0.40   0.24 0.38   0.39

二水氯化钙 CaCl2·2H2O   0.14   0.17 0.18   0.12

碳酸氢钠 NaHCO3   0.35   0.25 1.00   0.20

磷酸二氢钾 KH2PO4   0.06 — — —

六水氯化镁 MgCl2·6H2O   0.10   0.19 — —

七水硫酸镁 MgSO4·7H2O   0.10 — 0.23 —

十二水磷酸氢二钠

Na2HPO4·12H2O
  0.06 — — —

磷酸二氢钠 NaH2PO4 —   0.22 0.41   0.01

葡萄糖 Glucose 10      11      1      —

胎牛血清 FBS — 10      — 10     

注：—. 稀释液中不含该成分。

Note: —. The diluent does not contain the ingredient.
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为随机视野中被激活运动的精子占该视野全部精子

的百分数。 

1.3    葡萄糖浓度的筛选

使用筛选出的稀释液，将稀释液中葡萄糖质量

浓度调整至 5、10、15 和 20 g·L−1，并将精子与稀

释液以 1∶1 的比例稀释，总体积为 100 μL，每组

实验设 6 个平行。稀释后立即加入 100 μL 洁净灭

菌的海水进行激活，在显微镜下观察并记录精子活

力、运动时间和寿命。精子运动时间为其由激活开

始到 90% 的精子原地颤动为止所经历的时间 (s)。
精子寿命为其从激活开始运动到 90% 的精子停止

运动的时间 (s)。依据精子活力、运动时间和寿命

筛选出适宜的葡萄糖浓度。 

1.4    抗冻剂的筛选

选用甲醇 (MeOH)、乙二醇 (EG)、甘油 (Gly)
和二甲基亚砜 (DMSO) 4 种常见渗透性抗冻剂来检

测其对黄鳍棘鲷精子的冷冻保护效果。分别以 4 种

体积分数 (5%、10%、15% 和 20%) 添加甲醇、乙

二醇、甘油和二甲基亚砜至筛选出的稀释液，配制

成精子冷冻稀释保护液，与新鲜精子及不添加抗冻

剂的冷冻精子进行筛选比较。冷冻稀释保护液配制

完成后置于 4 ℃ 保存备用。为筛选黄鳍棘鲷精子

冷冻保存的最优抗冻剂，将精子与配制好的冷冻稀

释保护液以 1∶1 的比例稀释，置于冰上平衡 1~
2 min 使其混匀，总体积为 100 μL，每组实验设

6 个平行。将精子稀释混匀液置于 4 ℃冰箱中平衡

30  m in，后置于液氮液面上方 10   cm 处熏蒸

5 min，最后投入液氮中保存供后续实验使用。2
h 后取出精子进行复苏，将冻精放入 37 ℃ 水浴中

快速解冻至完全融化后，取少许精液均匀涂抹在载

玻片上，滴加 100 μL 灭菌海水激活，利用显微镜

观察并记录精子活力、测定快速运动时间和寿命，

筛选出适宜冷冻精子的抗冻剂及浓度。 

1.5    稀释比例的筛选

确定最优的稀释液和抗冻剂后，将精子与冷冻

稀释保护液分别按照 1∶1、1∶2、1∶3、1∶4、
1∶5、1∶7和 1∶9的比例稀释，总体积为 100 μL，
每组实验设 6 个平行。按照 1.4 的方法冷冻、解

冻，观察和记录精子活力、测定快速运动时间和寿

命，筛选出适宜冷冻精子的稀释比例。 

1.6    降温程序的筛选

使用筛选出的最优稀释液、抗冻剂，将精子与

保护液以最优的稀释比例进行稀释，检测不同降温

程序对黄鳍棘鲷精子冷冻保存活力的影响。每组实

验设 6 个平行，将精子冻存混匀液于 4 ℃ 冰箱平

衡 30 min 后，置于液氮液面上方 2.5、5.0、7.5 和

10.0 cm的 4种高度熏蒸 5 min，然后移至液氮中冷

冻保存供后续实验使用。按照 1.4 的方法解冻，观

察和记录精子的活力、运动时间和寿命，筛选出最

优的降温程序。 

1.7    数据统计分析

用 Excel 2010 和 SPSS 26.0 软件处理分析实验

数据，以单因素方差分析法 (One-way ANOVA) 检
验各组精子活力、运动时间和寿命的差异显著性，

再用多重比较检验各处理组之间的差异显著性，

P<0.05 表示差异显著，P<0.01 表示差异极显著，

并用 Origin (2019) 软件对所得数据做柱状图。 

2    结果
 

2.1    黄鳍棘鲷精子冷冻保存稀释液的筛选

本实验选取 4 种常见的稀释液来检测其对黄鳍

棘鲷精子保存的效果，并与新鲜精子进行比较 (表 2)。
黄鳍棘鲷新鲜精子的平均活力为 (94.83±1.47)%，

加入 Hank's、MPRS、Cortland、RS 4 种稀释液后

精子活力分别达到 (84.67±1.75)%、(2.00±1.41)%、

(5.00±2.61)% 和 (25.83±4.92)%。MPRS 液和 Cort-
land 液的精子活力之间无显著性差异 (P>0.05)，均

极显著低于其他实验组 (P<0.01)。加入灭菌海水激

活精子，其活力分别达到 (74.50±4.18)%、(90.17±
2.79)%、(33.17±4.07)% 和 (72.50±5.01)%。MPRS
液对黄鳍棘鲷精子保存的效果显著低于新鲜精子

的活力   (P<0.01)，但显著高于其他各组稀释液

表2    黄鳍棘鲷新鲜精子加入4种稀释液以及

激活前后活力对比
Table 2    Comparison of sperm activity before and after addition of

four diluents to fresh sperm of A. latus

新鲜精子
活力

Fresh sperm
motility/%

加入稀释液
Add diluent

加入稀释液后
精子活力

Sperm motility after
adding diluent/%

加入激活液后
精子活力

Sperm motility after
adding activator/%

94.83±1.47a

汉克斯液

Hank's
84.67±1.75b 74.50±4.18c

MPRS 2.00±1.41d 90.17±2.79b

科特兰液

Cortland
5.00±2.61d 33.17±4.07d

RS 25.83±4.92c 72.50±5.01c

注：同列不同小写字母表示组间差异显著 (P<0.05)。

Note: Values with different letters in the same column are significantly
different (P<0.05).
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(P<0.01)。由上述结果得出 MPRS 液是适合黄鳍棘

鲷精子保存的基础稀释液。 

2.2    黄鳍棘鲷精子冷冻保存葡萄糖浓度的筛选

以 MPRS 液为稀释液，将其葡萄糖质量浓

度分别调整至 5、10、15 和 20 g·L−1，加入激活液

后立即使用显微镜观察。随着葡萄糖质量浓度由

5 g·L−1 增加至 20 g·L−1，精子的活力、运动时间和

寿命均呈先上升后下降的趋势 (图 1)。其中葡萄糖

质量浓度为 10 g·L−1 时，精子的活力、运动时间和

寿命均最高，分别可达到 (83.33±3.98)%、(73.81±
17.28) s 和 (138.75±20.70) s，显著高于其他葡萄糖

浓度组 (P<0.01)。 

2.3    黄鳍棘鲷精子冷冻保存抗冻剂的筛选

以 MPRS 液为黄鳍棘鲷精子冷冻保存稀释

液，分别以终体积分数为 5%、10%、15% 和 20%
加入抗冻剂甲醇、乙二醇、甘油和二甲基亚砜，超

低温冷冻保存黄鳍棘鲷精子，检测冻精活力、运动

时间及寿命来确定抗冻剂的保护效果 (图 2)。结果

表明甘油对黄鳍棘鲷的精子基本无抗冻保护作用，

各浓度组之间无显著性差异  (P>0.05，图 2-c)；
甲醇组和二甲基亚砜组体积分数由 5% 增加到

20%，精子活力、运动时间及寿命均有先上升后下

降的趋势 (图 2-a，2-d)，两组中保存效果最好的分

别是 10% 甲醇组和 15% 二甲基亚砜组，精子活力

分别为 (46.00±4.97)% 和 (41.25±2.99)%，精子运动

时间分别为 (19.83±4.44) s 和 (22.18±2.61) s，寿

命分别为 (84.59±12.76) s 和 (65.34±12.85) s，两

者之间无显著性差异 (P>0.05)；乙二醇各浓度组中

随着浓度的增高，其对黄鳍棘鲷精子抗冻保护的作

用逐渐减弱，其中以 5% 乙二醇作为抗冻剂，冷冻

精子激活后的活力、运动时间和寿命最高，分别为

(89.67±3.44)%、(74.02±11.32) s和 (341.33±13.83) s，
均显著低于新鲜精子的活力 [(94.83±1.47)%]、运动

时间 [(110.62±10.34) s] 和寿命 [(408.79±16.16) s]
(P<0.05，图 2-b)，表明 5% 乙二醇对黄鳍棘鲷精子

抗冻保护效果最好。 

2.4    黄鳍棘鲷精子冷冻保存稀释比例的筛选

以 MPRS 液为稀释液，以 5% 乙二醇为抗冻

剂，不同稀释比例下精子冷冻保存的效果见图 3。
黄鳍棘鲷精子与保护液稀释比例为 1∶2 时冻精激

活后活力最高 [(89.67±4.63)%]，但与稀释比例为

1∶3、1∶4 和 1∶5 时差异不显著 (P>0.05)，稀释

比例为 1∶7 和 1∶9 时差异不显著 (P>0.05)，均显

著低于稀释比例 1∶2 (P<0.05)，活力最低的是稀

释比例 1∶1。精子运动时间和寿命均以稀释比例

为 1∶2时最高，分别为 (68.54±12.91) s和 (206.87±
33.08) s，均显著高于其他实验组 (P<0.05)，稀释

比例为 1∶3、1∶4、1∶5、1∶7 和 1∶9 时精子运

动时间无显著差异 (P>0.05)，均显著高于稀释比

例 1∶1 组 (P<0.01)。综合精子活力、运动时间和

寿命可知，稀释比例为 1∶2 时黄鳍棘鲷精子冷冻

保存的效果最优。 

2.5    黄鳍棘鲷精子冷冻保存降温程序的筛选

以 MPRS 液为稀释液，葡萄糖质量浓度为

10 g·L−1，以 5% 乙二醇为抗冻剂，以 1∶2 的比例

稀释精液，分别将精子冻存混匀液置于液氮液面上

方不同高度进行黄鳍棘鲷精子的冷冻保存。解冻复

苏后检测精子冷冻保存的效果 (图 4)。随着降温高

度由 2.5 cm 升高至 10 cm，冻精解冻后的精子活

力、运动时间和寿命均呈先上升后下降趋势，其

中 5.0 cm 组的精子寿命为 (94.29±9.55) s，显著高

于其他高度组 (P<0.01)，精子活力 [(85.17±3.66)%]
和运动时间 [(59.16±7.70) s] 与 7.5 cm组精子活力

[(78.80±6.53)%] 和运动时间 [(53.12±6.87) s] 无显著

性差异 (P>0.05)，10.0 cm组各项指标均显著低于
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图1    不同葡萄糖质量浓度对精子活力、运动时间和

寿命的影响

精子运动时间和寿命以左边纵轴为准，精子活力以右边纵轴为

准；不同字母表示组间差异显著 (P<0.05)；后图同此。

Figure 1    Effects of different glucose concentration on sperm
motility, sperm movement time and sperm life span

Sperm movement time and sperm life are based on the left vertical axis,
and sperm motility is based on the right vertical axis; different letters
indicate significant difference among the groups (P<0.05); the same

case in the following figures.
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图2    同种稀释液、不同浓度的4种抗冻剂对精子活力的影响

Figure 2    Effects of different concentrations of four kinds of cryoprotectant on sperm motility with same solution as diluent

0

50

100

150

200

250 A

B BC

BC

BC

C

D

c

a

b b
b b b

a'

a'
a'

a'

0

20

40

60

80

100

b'
b'

c'

1∶1 1∶2 1∶3 1∶4 1∶5 1∶7 1∶9

稀释比例
Dilution ratio

t/
s

 精
子
活
力

 S
p
er

m
 m

o
ti

li
ty

/%

运动时间 Movement time
寿命 Life span
活力 Motility

 
图3    冷冻保存中不同稀释比例对精子活力、

运动时间和寿命的影响

Figure 3    Effects of different dilution ratios on sperm motility,
sperm movement time and sperm life span
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图4    冷冻保存中不同液氮液面上方高度对精子活力、

运动时间和寿命的影响

Figure 4    Effects of different height above liquid nitrogen surface on
sperm motility, sperm movement time and sperm life span
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其他高度组。综上，5.0 cm组对黄鳍棘鲷冷冻精子

有良好的保护作用，而 10.0 cm组的保护作用较弱。 

3    讨论
 

3.1    稀释液对黄鳍棘鲷精子活力的影响

通常精子被排出体外后与水或非等渗溶液结合

后就会被激活发生剧烈运动。而稀释液可以为精子

提供一个适宜的生存环境，并为其提供一定营养，

提高精子离体后的生存时长，减轻抗冻剂对精子的

毒害作用，降低精子冷冻保存中的负面影响，有效

预防精子被激活。因此稀释液应该对精子无毒或是

毒性较小，防止精子被激活[18]，且组成成分应尽可

能简单[11]。目前鱼类精子稀释液尚无统一标准，应

根据不同物种鱼类精子的生理特性筛选出该种所适

宜的稀释液种类。目前 Hank's、MPRS、Cort-
land 和 RS 都是常用的精子冷冻保存稀释液，研

究发现 Hank's 液较适用于鲈形目鱼类精子的保

存，D-15 稀释液常用于草鱼 (Ctenopharyngodon
idella)、鲤 (Cyprinus carpio)、团头鲂 (Megalo-
brama amblycephala) 等鲤科鱼类精子的冷冻保存

中[19]。尤颖哲[10] 研究表明适宜双斑东方鲀 (Taki-
fugu bimaculatus) 精子冷冻保存的稀释液是 MPRS
液。江世贵[11] 在进行黑鲷、真鲷及平鲷精子超低

温冷冻保存时发现 5% 葡萄糖溶液、1% 氯化钠溶

液、3% 柠檬酸钠溶液都是适宜的稀释液。精子离

开鱼体后环境变化、营养消耗、能量代谢等致使其

存活时间缩短而死亡，稀释液则能维持精子在体外

的生理状态，使其不受损害并延长寿命[18]。稀释液

中钠离子 (Na+)、钾离子 (K+) 可以较好地维持精子

的渗透压[20]；钙离子 (Ca2+) 能引起精子聚集，使精

子活力降低，对精子的活动具有抑制作用；也有研

究证实葡萄糖可以增强精子活力，延长精子寿

命 [ 2 1 ]，但至今关于稀释液还没有一个统一的说

法[22]，应根据不同鱼类进展特性进行逐个实验筛

选。本实验中加入不同稀释液后黄鳍棘鲷精子活力

差异较大，Hank's 液不能较好地抑制精子的活动，

保存期间精子活力有一定程度的损耗，激活后由

(84.67±1.75)% 降低至 (74.50±4.18)%；而加入

MPRS 液和激活液激活前后，精子活力由 (2.00±
1.41)% 升高至 (90.17±5.01)%，保存过程中精子损

耗小且更易被激活，结果证实适宜黄鳍棘鲷精子超

低温冷冻保存的稀释液为 MPRS 液，可获得 80%

以上的冻精活力，与双斑东方鲀的研究结果相同。

由此说明 MPRS 液可为黄鳍棘鲷精子提供更为适

宜的存活环境及营养。其他种类稀释液得到的精子

活力显著低于 MPRS 液，可能是其他稀释液未能

为黄鳍棘鲷精子提供适合生存的冷冻环境，或不能

稀释抗冻剂，使精子处于一个毒性较高的环境，因

此不适用于黄鳍棘鲷精子的冷冻保存。 

3.2    葡萄糖浓度对黄鳍棘鲷精子活力的影响

葡萄糖可以在精子冷冻保存期间为其提供能量

以维持正常的生理活动和功能，具有较低的毒性，

并可以帮助精子在冷冻期间预防冰晶的形成，降低

精子形成冰晶的可能性，保持精子活力、延长精子

寿命[23-24]。适宜的葡萄糖浓度可以提高精子耐受冷

冻损伤的能力，但过高的葡萄糖浓度则不利于精子

活力的保持。冷冻保存条件下葡萄糖浓度继续增加

会使糖酵解产物过多，积累后产生较多的活性氧破

坏了精子结构[25-26]，进而致使精子凋亡[24,27]。不同

种鱼类对葡萄糖的需求有差异，哲罗鲑 (Hucho tai-
men)[28] 精子冷冻保存过程中 30% 的葡萄糖有益

于提高其精子活力；江世贵[11] 使用 5% 的葡萄糖

超低温冷冻保存真鲷精子 209 d 后的激活率可达

80%；本实验中，随着葡萄糖浓度的增加，黄鳍棘

鲷精子活力先升高后降低，在葡萄糖质量浓度为

10 g·L−1 时精子活力最高，但当葡萄糖质量浓度达

到 20 g·L−1 时精子活力、运动时间和寿命均明显降低。 

3.3    抗冻剂的种类和浓度对黄鳍棘鲷精子活力的

影响

精子超低温保存过程中，较低的温度可能会对

精子产生冰晶损伤，破坏精子的细胞结构，使其丧

失生理功能，抗冻剂则可以降低冰点进而降低冰晶

对精子结构的损伤[29]，达到保护精子的目的。理论

上抗冻剂浓度越高，在精子冷冻保存期间对精子的

保护效果越好，但抗冻剂浓度与其对精子的毒性呈

正相关[30]，浓度过高可能对精子有毒甚至致死。目

前常用渗透性抗冻剂有甲醇、乙二醇、甘油、丙二

醇 (PG)、乙二醇甲醚 (MG) 和二甲基亚砜等，这些

抗冻剂在溶液中可自由通过细胞膜，减缓精子冷冻

过程中的收缩[18]，降低超低温冷冻保存中对精子的

冰晶损伤，从而达到保护精子的目的，有效减小超

低温冷冻保存中对精子的冰晶损伤。其中甘油多被

用于鱼类精子的冷冻保存，并在花鲈 (Lateolabrax
japonicus)、大黄鱼 (L. crocea) 等精子的保存中取
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得较好的抗冻效果；二甲基亚砜和甲醇多用于淡水

鱼类精子的冷冻保存，二甲基亚砜在鲤[31]、大鳞副

泥鳅 (Paramisgurnus dabryanus)[32]、光唇鱼 (Acros-
socheilus fasciatus)[33] 等精子的保存中有较为理想

的效果；使用 10% 甲醇作为抗冻剂冷冻保存暗色

唇鱼 (Semilabeo obscures)[30]、圆口铜鱼 (Coreius
guichenoti)[34] 等鱼类精子时得到较高的激活率；真

鲷精子按 V (精液 )∶V   (二甲基亚砜 )∶V   (葡萄

糖)=10∶75∶15 进行超低温冷冻保存可获得较高

的冻精活力[35]。Gwo[17] 使用 10% 二甲基亚砜为抗

冻剂冷冻保存黄鳍棘鲷精子，冷冻 30 min 取出检

测后获得约 75% 的冻精活力，使用 10% 甲醇为抗

冻剂则对精子无保护作用。在本实验中任何浓度的

二甲基亚砜、甘油和甲醇对超低温冷冻保存的黄鳍

棘鲷精子均有一定的保护作用，但乙二醇实验组

中 5% 的终体积分数可获得黄鳍棘鲷冷冻精子复苏

后的最佳活力，在其精子冷冻保存期间起到良好的

抗冻作用。 

3.4    稀释比例对黄鳍棘鲷精子活力的影响

在鱼类精子冷冻保存实验中，精子与冷冻稀释

保护液一般以 1∶1~1∶20 的体积比稀释时可以取

得良好的冷冻保存效果[36]，过高或过低的稀释比例

都会降低精子活力甚至致死，因此适宜的稀释比例

能够更好地保持精子良好的活力和稳定性，减轻高

度稀释对精子产生的不利影响。张崇英等[37] 研究

发现以 D-17 为稀释液稀释胭脂鱼 (Myxocyprinus
asiaficus) 精子时最佳的稀释比例为 1∶3，以 D-
20 为稀释液稀释比例为 1∶3 与 1∶6 无显著性差

异，均有较好的保存效果。Lee等[38] 研究发现较高

的稀释率与解冻后精子活力降低有关。本实验中发

现随着稀释率的增加，黄鳍棘鲷精子解冻后的活

力、运动时间和寿命先增加后降低，这与大鳞副泥

鳅[32] 精子超低温冷冻保存得到的精子活力趋势变

化一致，其中解冻精子活力在稀释比例为 1∶2 时

达到最高，但稀释率过高会导致精子活力显著降

低，这与 Lee 等[38] 研究结论一致，而与其他鲷科

鱼类精子超低温冷冻保存中精液与保存液的比例

1∶4~1∶9[11]有所不同，这可能是由于采取了不同

的操作程序或改变了某些工作参数导致最适稀释比

有差异。 

3.5    降温程序对黄鳍棘鲷精子活力的影响

不同种鱼类精子冷冻保存时所适用的降温程序

有所差异，需逐步对精子降温，寻求适宜的降温程

序使其对低温冷冻有一个逐步适应的过程，以获取

最好的保存效果。目前二步法、三步法和程序降温

仪降温法常用于鱼类精子的降温，鲤形目[33] 多用

二步法，鲽形目[39] 与鲱形目[40] 多用三步法。程序

降温仪是连续降温，具有合理的降温梯度，但设备

昂贵、操作烦琐，实际过程中多采用简便的二步法

和三步法。Koh 等[41] 在七带石斑鱼 (Epinephelus
septemfasciatus) 精子的冷冻保存实验中于液氮液面

上方 2.5、5、7.5 和 10 cm 处降温至−50 ℃ 后投入

液氮保存，各组冻精解冻后活力无显著性差异；双

斑东方鲀
[10] 精子冷冻采用三步法降温可获得接近

鲜精水平、高达 83% 的冻融精子活力；江世贵[11]

在黑鲷精子超低温保存中未采用降温平衡，直接将

精子浸入液氮中保存，取得了最好的保存效果；

Gwo[17] 在冷冻保存黄鳍棘鲷精子的实验中，于液

氮液面上方 1.0、4.0、8.0 cm 和置于干冰中得到的

精子活力没有差异。本实验中黄鳍棘鲷精子直接投

入液氮未获得激活精子，使用二步法对黄鳍棘鲷精

子进行降温，经过 4 ℃ 平衡后分别置于液面上方

2.5、5.0、7.5和 10 cm熏蒸 5 min后，投入液氮 2 h
后得到了一定的冻精活力，且由结果可知 5.0 cm
组精子活力、运动时间和寿命显著高于其他组，

10.0 cm 组为最低，可能是采取不同的稀释液、稀

释比例以及冷冻保存时间等导致结果与 Gwo [17 ]

的研究有所差异。 

4    结论

通过对黄鳍棘鲷精子稀释液、抗冻剂、精子与

保护液稀释比例、葡萄糖浓度筛选以及降温程序优

化，确定了以含 10 g·L−1 葡萄糖、5% 乙二醇的

MPRS 溶液与精子按 1∶2 比例稀释，4 ℃ 平衡 30
min，液氮面上 5 cm 熏蒸 5 min，最后投入液氮保

存的方法，可有效冷冻保存其精子，液氮冷冻 2 h
后可恢复 (85.17±3.66)% 的黄鳍棘鲷冷冻精子活

力。本实验结果可为黄鳍棘鲷精子冷冻保存技术及

其精子冷冻库的建立提供一定的技术支持，有关黄

鳍棘鲷精子冷冻保存技术还需要进一步优化完善，

以获取更高质量的精子。
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