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摘 要:以精子活力和受精率为参数，就收集精子的方法、抗冻剂的种类和浓度及冷冻程序和平衡时间对虾夷

扇贝精子超低温保存效果的影响进行了研究，并进行了冻存精子与柿孔扇贝卵子的杂交实验。结果表明，肾

管处收集到的精液与海水配的 16%DMSO 1 : 3(v/v) 混合，在 4 "C冰箱内平衡 5 -10 min ，在液氮面上方 20

cm 、3 cm 处分别停留 3 min ,1O min 后浸入液氮保存，冻精活力在 40% 以上。在液氮中保存 1 d ,8 d ,30 d ,90 d 

后解冻，冷冻精子活力没有显著差异(P >0. 05) ，但明显低于新鲜精子的精子活力。虾夷扇贝的冻精可以使

柿孔扇贝卵子受精，受精率在 20% 以上，并能得到正常的 D 型幼虫。
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Abstract: Using motility and fertilization rates as parameters for evaluating the quality of post-thaw spe口n ， this 

paper examined the effects of spe口n collection , type and concentration of cryoprotectant , freezing procedure 

and equilibration time on cryopreservation of Patinopecten yessoensis sperm. The higher post-thaw sperm 

motility (more than 40%) was obtained using sperm (extracted from nephridium) suspended in 16% DMSO 

at a ratio of 1 : 3 and equilibrated in 4 oc; for 5 - 10 min , swung at 20 cm above LN2 for 3 min and then 3 cm 

above LN2 for 10 min , transferred into LN2 for storage. The motility of post-thaw sperm did not show significant 

differences when storage time ranged from 1 d to 90 d , but the values were significantly lower than those of 

fresh sperm. In hybridization trail between Chlamys farreri egg and Patinopecten yessoensis frozen sperm , the 

post-thaw sperm could feritilize Chlamys farreri egg with a fertilization rate of more than 20% , and the D

shaped larvae of c巧ropreservation group were similar to those of control. 

收稿日期 :2006-12 -D4

基金项目:国家科技攻关项目 (2004BA526BOI03) ;青岛市科技发展计划资助项目 (05-1-HY-79) 

作者简介:杨培民(1979 - ) ，男，山东聊城人，硕士研究生，专业方向为水产遗传育种。 E-mail:haiy301@sohu.com

通讯作者:杨爱国，Tel:0532 -5811982 ,E-mail:yangag@ysfri.ac.cn 



352 上 海 水 产 大 ""ι 亏~
A丘，
寸ι. 报

Key WOI由 :PatiT叩ecten yessoensis; Chlamys jιrreri; sperm cryopreservatioll; hybridizatioll 

16 卷

自 Ploge 于 1949 年用甘油成功冷冻保存动物精子以来，精子冻存技术已经在人、畜和少数经济鱼种

上取得突破性进展。目前有关贝类精子冷冻保存的研究主要集中在牡蜘 ( Crassostreα g~gαs) [IJ 、鲍

(Haliotis di四rsicolor supertexa) [2J 、虾夷扇贝 (Pαtinopecten yessoensis ) [3 J 、柿孔扇贝 ( Chlαmys farreri) [4 J 和珍

珠贝 (Pinctαdα martensii) [5J 等少数经济种上，并在冷冻方法和原理的研究上进行了大量的探索，但是尚

未有虾夷扇贝冻精杂交应用的报道。虾夷扇贝个体大、经济价值高，但为冷水性贝类，养殖区域仅限在

我国北方局部海区;柿孔扇贝是我国北方海区重要的养殖贝类，具有很好的养殖基础，但是自 1996 年以

来连续出现大面积死亡，使扇贝养殖产业受到重创。杨爱国等[6J 研究结果表明，柿孔扇贝♀×虾夷扇

贝 δ 的杂交子一代在生产性能和抗逆能力上相对于柿孔扇贝有显著的提高，具有生产使用价值。虾夷

扇贝繁殖时间集中在 3 月下旬至 4 月上旬，而柿孔扇贝集中在 5 月至 7 月繁殖。由于两种扇贝繁殖习

性上的差异，操作上需要通过人工控温的方法，使两种扇贝同步产卵排精，这无疑限制了大规模、多批次

杂交苗种的生产。精子冷冻保存技术可以克服时间和地域的限制，理论上具有实现柿孔扇贝♀×虾夷

扇贝 δ 杂交的可能。笔者对虾夷扇贝精子的冷冻保存和杂交应用进行了探索，以期为虾夷扇贝和柿孔

扇贝杂交育种研究提供技术支持。

材料与方法

1. 1 亲贝的来源与蓄养

虾夷扇贝和柿孔扇贝取于青岛志诚水产科技有限公司。虾夷扇贝壳高 9. 0 - 1l. 2 cm，柿孔扇贝壳

高 5.5 -6.0 cm，雌雄分养于 20 L 的水族箱内，虾夷扇贝和柿孔扇贝暂养温度分别为 4-8 "C和 14 -16 

"C，投喂螺旋藻 ( Spirulina αntimutαgenic) 和金藻(Dicrαteria inomαtα) ，每天换水两次。

1. 2 精子质量的评价
用慑子蘸取精液(约 5μL) 于载玻片，滴加少许海水(约 200μL) 后，迅速置于 200 倍显微镜下观

察，精子活力为一个视野内快速运动精子占全部精子的百分比，颤动或仅尾巴摆动者不统计在内，观测

3 -5 个视野求得平均值，试验所用精子的活力大于 80% 。

1. 3 抗冻保护液的配制

用滤过消毒(煮沸)海水为基础液，分别以二甲亚~ßl( DMSO) 、甘油 (GLY) 、甲醇(MET) 为抗冻剂配

制 8% -20% (v/v)抗冻液。抗冻液保存于 4 "C冰箱内预冷备用。

1. 4 精子冷冻条件的筛选

1. 4.1 精液获取方法和抗冻剂的选择
待雄贝性腺发育成熟后，采用三种不同的方法收集精液。 A. 解剖法:把性腺剪切成碎块放于 500

目筛绢上，海水冲洗滤除大的性腺块，同时用小烧杯接取滤液置于冰上预冷备用B.吸取法:阴干升温

剌激雄贝，观察到排精后，立即从海水中取出，用 200μL 的移液枪在肾管处吸取精液，存于 EP 管内冰

上预冷备用 ;c. 离心浓缩法:参照 Gwo 等[2J 用于鲍鱼精液收集的方法，用离心管收集排入海水中的精

液，经离心浓缩的精液存于 10 mL 离心管内冰上预冷备用。

为消除扇贝个体间的差异，每种方法收集的精液均来于同一批扇贝的多个个体。上述方法收集到

的精液用预冷上述三种抗冻保护液 1 : 3 稀释，装于l. 8 mL 的冷冻管内，4 "c冰箱内平衡 5 mill 后，液氮

罐中保存。 3 h 后解冻，镜检统计精子活力，比较冻存效果。

1. 4. 2 冷冻程序对精子涛、存效果的影响

根据l. 4.1 的结果，选择吸取法收集到的精液与 DMSO 配制的抗冻保护液 1: 3 混合 (v/v) 。经 4

℃平衡 5 mill 后，装于l. 8 mL 冷冻管中，按以下降温程序预冷冻后再浸入液氮中， 1 组:液氮面上方 3

cm 处停留 10 mill; II 组:液氮面上方 20 cm ,3 cm 处分别停留 3 mill 和 10 mill; 皿组:液氮面上方 20 cm 
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处停留 10 min; 町组:直接浸人液氮;同时用 TES1317 温度计(泰仕，台湾)每隔 30 s 记录一次冷冻精液

样品温度，并用起始和投入液氮前的温度变化除以时间求得降温速率。冷冻后，解冻统计精子活力。

1. 4. 3 平衡时间的选择

精液与 16% 的 DMSO 抗冻保护液 1 : 3 混合，在 4 "C下分别平衡 0 ，5 、 10 、 15 、20 、 30 min 后，按冷冻

程序 E 降温后，浸人液氮保存 3 h 后，统计精子活力的变化。

1. 4.4 解冻

根据预试验的结果，冻存后的样品在(24 :!:2 "C)的水浴环境中解冻，为使样品受热均匀，不时摇动

冷冻管。

1. 5 杂交试验

据上述试验优化条件，取 20 mL 柿孔扇贝卵子(400 -600 个/mL) 于 100 mL 烧杯内，逐步加人保存

了 1 d ,8 d ,30 d ,90 d 后虾夷扇贝精子，使精卵比例为(500 - 600) : 1;作为对照，取新鲜的虾夷扇贝精子

与同一批次的卵子进行杂交。精卵混匀静放 20 min 后 500 目筛绢滤除多余的精子转人 1 000 mL 滤过

海水中继续培养。授精后取样观察胚胎发育状况，并统计授精率，每次取样个数不低于 200 。

1. 6 数据分析

每个实验重复 3 次，所有数据均用均数±标准差的方式表示。对精子的活力和受精率进行方差分

析(One Way-ANOVA) ，当差异显著时，用 LSD ( Least-Significant-Difference) 和 Turkey 进行比较 ， P < 
0.05时为差异显著，所有数据处理由软件 SPSS1 1. 5 完成。

2 结果

2.1 精液收集方法对精子活力的影响

三种不同方法收集精液用于冷冻保存，其冻存

效果见图 l 。三种不同方法收集的精液冷冻前精子

的活力差异不显著，但冷冻后由 B 方法收集到的精

液冷冻效果最好，解冻后精子活力为 49.3% :!: 

6.1% ，而 A 和 C 所得的冻精活力分别为 25.7% :!: 

4.0% 、28.7% :!: 1. 5% ，与 B 的结果相比差异显著

(P <0. 05) 。

2.2 抗冻剂的选择
三种抗冻剂中，DMSO 对精子保护效果最好(表

1) ，当 DMSO 浓度低于 16% 时，冷冻后精子活力随

浓度上升而增加，在 16% 时获得最佳冻精活力，大

于 16%冷冻后精子活力下降。而 GLY 和 MET 对精

子保护作用很差。在 GLY 和 MET 取得最高冻精活

力分别为 8.0% :!:4. 0% 和 7.7% :!:2. 5% ，与 8%

DMSO 保护作用相当，与 DMSO 其它浓度的保护效

果相比差异显著(P <0. 05) 。

2.3 降温程序对精子活力的影响

精液与 16%DMSO 1 : 3 混合后，经 4 "C平衡 5

min ，按不同降温程序预冷冻，精子冻存效果见表 2 。

结果表明，首先在 20 cm ( - 60 "c左右)处停留 3

min ，然后在 3 cm( - 190 "c左右)处停留 10 min 冻
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图 1 精液的收集方法对冷冻后精子活力的影响
Fig. 1 Effect of methods of sperm collection 

on post-thaw motility( n = 5) 
柱形图上不同字母表示差异显著(P<0.05)

表 1 抗冻剂种类和浓度对冷冻后精子活力的影晌
Tab. 1 Effect of type and concentration of 
cryoprotectant on pωt-thaw sperm motility 

抗冻fr'JJ 浓度(% ) 精子活力(% ) 

8 9.3 士 3.1 d 

12 23.7 :t 6. 7' 
16 47.0 :t 4.4' 

DMSO 

20 35.0 :t 4.6b 

8 8.0 :t 4.0d 

12 0.0 :t 0.0' 
16 0.0 :t 0.0' 

GLY 

20 0.0 :t 0.0' 

8 0.0 :t 0.0' 
12 0.0 :t 0.0' 
16 7.7 :t 2.5 d MET 

2:0 0.0 土 0.0'

注:相同字母上标表示所得结果差异不显著(P>0.05)(n=3)
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存效果最好，其对应的降温速率为 -18.5 "C /min , 3 cm 处停留 10 min 效果次之，直接浸入液氮效果最

差。
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表 2 不同降温程序对精子活力的影晌

EtTect of 3 ditTerent freezing procedures on post-thaw sperm motility Tab.2 

降温程序

1 :3 cm/ l0 min 

11 : 20 cm/3 min + 3 cm/lO min 

m :20 cm/lO min 

W:直接浸入液氮

注:冻存样品体积 0.8 mL，液氮面距罐口距离为 34 cm;不同字母上表表示结果差异显著(P<0.05); * 样品在 7 min 42 s 时温度达

到温度计量程的下限* *样品在 11 min 时温度达到温度计量程的下限* * *超出温度计量程降温速率未测得

精子活力(% ) 

33.0 土 4.6 b

43. 7 土 5.7'

12.3 :t 3.5 c 

O.O :t O.O d 

平均降温速率( "C /min) 

26.5 

18.5 

7.7 

温度变化( "C ) 

14.7- -190 晦

14.7 - - 8.9 - -190' 事

14.7- -62.3 

平衡时间对冷冻精子活力的影响

6 个时间梯度对冻精活力影响效果见图 2。当

平衡时间不超过 10 min 时，冻精活力差异不显著

(P >0. 05) ，精子在不经平衡的情况下，仍可得到

32.3% :t 9.1% 的冻精活力，与平衡 20 min 的冻存

效果(36.0% :t 7.2%)差异不显著，而平衡 5 min 和

10 min 的冻存效果最好，冻精活力均在 40% 以上，

明显好于其它组。

杂交试验

解冻后精子活力和受精率见表 3。精子保存 l

d 至 90 d，冻精活力和受精率变化均不显著(P>

0.05) ，但明显低于新鲜精子。冻精活力最低值为 36.7% :t 8.3% ，最高可达 44.6% :t 6. 5%;冻精受精

率超过 20% 。

a 

图 2

Fig.2 

表 3 冻存时间对精子活力和受精率的影响

EtTect of storage time in liquid nitrogen on post-thaw sp~rm motility and fertilization rate Tab.3 

受精率(% ) 

25.3 :t 3.2c 

69.0 :t 3. 0' 

26.0 土 3.5 c

64.3 土 6.8'

22.7 士 3. 1 c 

71. 3 :t 3.7' 

24.0 :tI. Ob 

75.0 :t 3.0" 

对受精卵继续培育发现，冻精组和鲜精组都可以得到发育正常的 D 型幼虫(图 3-1 ， 2) ，但是冻精组

中胚胎发育的同步性略差，畸形胚胎比例上升(图 3-3 )。

30 

4'C平衡时间对精子冻存效果的影响

Effect of equilibration time at 4 'c on 

post-thaw sperm motil町(n =4) 

柱形图上不同字母代表差异显著(P<0.05)

ab 

20 

a 

10 15 
平衡时间/min

5 O 
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2.4 

2.5 

精子活力(%)

冷冻 42.0 :t 4.0 b 

)(;f~~ 86.3 :t 6. 7" 

冷冻 44.6 :t 6.5 b 

x才 R在 84.7 土 7.0'

冷冻 39.8 :t 4.2b 

x才照 90.3 土 4.7'

冷冻 36.7 士 8.3 b

x才R骂 89.6 :t 4.9"

注:培育水体温度为 18-20 "C，重复次数 n =4; 同一列中数据上标字母相同者表示差异不显著(P>0.05)

精子保存时间 (d)

30 

90 

8 

讨论

精液的收集方法对精子能量损失和成熟程度有所影响。扇贝由于繁殖习性的特殊性，不能象鱼类

那样通过挤压获取高质量的精液，收集扇贝精液大多采用解剖法、自然排放法，但前者不能保证所得到

的精子完全成熟，后者不能避免精子过早被海水激活。在其它贝类精子冻存的研究中，解剖法获取精液

已经成功用于牡蜘精子的冷冻保存研究，而鲍鱼精液的收集常采用离心浓缩产至水中的精子。本实验

3 
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图 3 冻精组和新鲜精子组胚胎发育的比较

Fig. 3 Comparison of embrγo development between frozen sperm group and control 

1.鲜精组的 D 型幼虫 ;2 冻精组的 D 型幼虫 ;3. 冻精组的畸形囊胚

355 

中，解剖收集到的精子，尽管被海水激活能得到较高的精子活力，但可能在成熟度、抗逆能力方面与正常

排放的精子存在差距;离心浓缩所得到精子，因为长时间与海水接触，能量损失相对较多;肾管处收集的

精子其外围环境更接近生理状态，比较高的精子密度[ (0.2 - 1. 6) X 109 个/mL] 限制了精子活动，使冻

前精子能量保存较好，因而其冻存效果最佳。

Anchordog町等[7] 认为 DMSO 具有比较好的保护作用是与其较快的渗透速率和可以与细胞膜上的

磷酸脂反应有关。本研究发现，DMSO 对虾夷扇贝精子的保护作用明显高于 GLY 和 MET。不同浓度的

DMSO 对精子的保护效果也有差异， 16%DMSO 效果明显好于其它浓度与欧洲牡蜘( Crαssostreα tulipa) 

和僧帽牡蜘(5αccostreα cucullαta) 的研究结果相近[8] 。而李纯等[4] 在柿孔扇贝上的研究结果表明，以

5%DMSO +5% 蔚糖为抗冻保护剂在程序冷冻仪控制降温速率的情况下，精子冻存效果较好; Liliana 

等[9] 认为用 IO%GLY 冻存红鲍(Halioti r收scens ) 精子，冻精活力和受精率要高于 10% DMSO。这说明

最适抗冻剂及其浓度的选择要考虑物种、冷冻方法和添加非渗透性抗冻剂与否等多种因素影响。

在低温条件下，精子细胞在抗冻保护液中平衡适当的时间，可以使抗冻剂渗人胞内从而起到降低冰

点作用[川，这在冷冻保存中是必要的。不同物种的精子对抗冻剂的耐受性存在差异，其冻前的平衡时
间也不尽相同。 Bougrier 和 Rabenomanana [11] 认为牡蜘精子在抗冻保护液平衡时间不宜超过 3 min ，否

则精子受精率就会下降; Basavaraja 等[口]研究结果表明冻前平衡 10 - 30 min 对印度鲍 ( Tor khudree) 精

子冻存效果没有影响。本研究的结果显示，虾夷扇贝精子在 DMSO 抗冻保护液中平衡时间 o min 、5 min 

和 10 min 冻存效果没有差异，这说明 DMSO 比较容易透过虾夷扇贝精子外膜，其毒性作用在短时间内

变化不大，但是平衡时间超过 15 min 时，冻精活力有所下降，这是否与一定的平衡时间和抗冻剂浓度可

使胞内蛋白变性有关需进一步研究[ 13] 。

过快或过慢的冷却速率都会导致细胞的损伤[叫，不同物种之间精子膜的渗透性、精子大小和抗逆

能力有所不同，针对某一物种选择适宜的降温速率一直是精子冷冻保存研究的重点。精子冷冻过程中

降温速率通常通过程序冷冻仪或者改变冷冻样品在液氮面上方的高度来控制，前者温控较为精确但是

投入费用较高;后者使用方便但是不能获取确切的降温参数，数据间的可比性较差。本实验中，我们用

低温温度计来测量精液样品在不同预冷高度时的温度变化，筛选适宜的降温速率来克服上述问题。所

得数据表明，当降温速率在一 18.5 "C /min 时，冻精活力最高，而过快(直接技人液氮)和过慢(在液氮面

上方 20 cm 处停留 10 min) 冷冻速度对精子保存是不利的，这在柿孔扇贝 [3] 和马氏珠母贝 [4] 精子冻存

研究中也有相似的报道。

杨爱国等[6]研究结果表明，柿孔扇贝和虾夷扇贝反交和正交均能正常受精、胚胎发育。在我们的

杂交实验中，冷冻 90 d 内虾夷扇贝精子活力没有发生显著变化，冷冻时间上可以满足两种扇贝杂交的

需要，冷冻后虾夷扇贝精子也能使柿孔扇贝卵子受精，并能得到发育正常的 D 型幼虫，但其活力和受精

能力与新鲜精子相比明显下降。运用电镜技术对冷冻后精子形态和超微结构进行观察发现，部分冻精
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有顶体破裂、尾巴丢失和线粒体脱落的现象(数据待发表) ，这些变化可能导致了精子运动能力和受精

能力的下降。冷冻保存是否会对精子的多样性和遗传结构有影响一直是人们非常关心的问题[叫，陈松
林等[16] 用微卫星技术对冻精大菱解后代遗传结构进行了分析，发现冻精和新鲜精子大菱解后代的等位

基因数和基因型数均相等，杂合度也无显著差异 ;Gwo 等[ 17] 认为牡蜘冻精 DNA 的损伤与冻精胚胎死亡

率的增加有关。本实验结果表明，尽管冻精组和新鲜精子组的受精卵均能发育至 D 型幼虫，但冻精组

的胚胎发育同步性差，畸形胚胎的比例增加，这是否与精子 DNA 的损伤有关需进一步研究。

总之，作者对影响虾夷扇贝精子冻存效果的一些因素进行了筛选和优化，首次把冷冻的虾夷扇贝精

子用于杂交实验，并获得了发育正常的 D 型幼虫。但是，相对于鱼类和其它经济贝类精子冷冻保存研

究，扇贝在此领域的研究仍很薄弱。获得稳定可靠的精子冻存方法，提高冻精活力和受精率并进行育苗

生产实践应是今后研究的重点。

报Aμ~ 
寸二-学大产Jj( 海上356 
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