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摘要: 为建立圆口铜鱼(Coreius guichenoti)精子超低温冷冻保存方法, 采用计算机辅助精子分析系统(CASA)评价

了 4 种稀释液(D15、D20、L1、D1), 3 种抗冻保护剂[二甲基甲酰胺(DMF)、二甲基亚砜(DMSO)、甲醇(METH)]在
3 种体积浓度(7.5%、10%、12.5%, V/V)下对圆口铜鱼精液的冷冻保存效果, 并比较了 150 mOsm/kg NaCl 与超纯水

作为激活剂对精子活力的影响。结果表明, D1 组稀释液的精子活率(MOT)最高, 为(74.64±13.17)%, 与鲜精无显著

差异(P>0.05); 以 10%甲醇作为抗冻保护剂的圆口铜鱼精子经超纯水激活后, 测得 MOT最高, 达到(78.11±14.74)%, 
与鲜精无显著差异(P>0.05), 精子运动速度达最大, 平均曲线运动速度(VCL)、平均直线运动速度(VSL)、VAP(平均

路径运动速度)分别达到(50.28±12.46) μm/s、(35.06±10.82) μm/s、(39.44±12.46) μm/s, 精子快速运动时间和寿命分

别为(8.67±1.15) s、(33.33±5.00) s, 显著低于鲜精(P<0.05); 7.5%甲醇组和 7.5%二甲基甲酰胺组的 MOT 次之，分别

为(77.71±17.74)%、(76.42±12.49)%，抗冻剂二甲基亚砜组的 MOT 显著低于甲醇组、二甲基甲酰胺组(P<0.05)。12.5%
的 3 种抗冻保护剂中，几乎无精子存活; 在不同种类不同浓度的抗冻剂保护下, 10%甲醇组, 相较于使用超纯水激

活, 用 150 mOsm/kg NaCl 激活后的精子活率和寿命更高, 说明 Na+有延长冻精寿命, 提高精子活率的作用。研究

表明, D1+10% METH (7.8 g/L NaCl+0.5 g/L KCl+15 g/L 葡萄糖+10% METH)可用于圆口铜鱼精液超低温冷冻保存, 
为圆口铜鱼的繁育工作和种质资源保护奠定了基础。 
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精子超低温冷冻保存技术对人工繁殖、幼鱼

管理、优良品种种质保存、遗传育种具有重要的

应用价值[1]。通过精子超低温冷冻保存技术, 可将

种类繁多的鱼类精液长期有效保存, 避免濒危鱼

类灭绝与种质资源退化, 并解决雌雄个体性成熟

不同步、地域不同产生的生殖隔离、近亲交配、

性转换个体不能自交等问题[2]。20 世纪 50 年代初, 
英国学者 Blaxter 首次采用干冰(‒79℃)冷冻保存

太平洋鲱精子 6 个月, 经人工授精可获得 80%的

受精率, 为鱼类精液冷冻保存研究奠定了基础。

研究者在鱼类精子冷冻保存方面取得的成果主要

集中在鲑鳟类领域, 在鲤科、鲑科、鲷科等鱼类

精子超低温冷冻保存研究中也取得良好的成绩。

经过 60 余年的探索与研究, 目前已相继建立草鱼

(Ctenopharyngodon idellus)、鲢(Hypoihalmichihys 
molitrix)、大西洋鲑 (Salmo salsar)、条纹锯鮨

(Centropristis striata)、鳕(Gadus morhua)、黑鲷(Sparus 
macrocephalus)及鲻(Mugil cephalus)等 200 多种鱼

类精子的冷冻保存技术。然而大量研究表明, 鱼
类精子具有种属特异性, 不同鱼类的精子在冷冻

保存过程中所需稀释液、抗冻剂种类和浓度不同, 
迄今尚未有一个稳定可重复的方法对鱼类精子进
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行冷冻保存。圆口铜鱼(Coreius guichenoti)精子的

超低温冷冻保存技术至今未见报道。 
圆口铜鱼隶属鲤科(Cyprinidae), 铜鱼属, 俗

称水密子、金鳅[3], 主要分布于长江上游、金沙江

中游、沱江、乌江下游等水系, 具有生长速度快、

食性广、营养价值高等优点, 曾是长江上游江段

的主要优势物种和重要经济鱼类[4]。受栖息地变

迁和人类过度捕捞影响, 其资源量显著下降, 已
被列为长江上游珍稀特有鱼类保护区指标性物

种。虽然目前在圆口铜鱼人工驯养繁殖方面已取

得初步成功, 但亲鱼难捕获、养殖亲鱼数量少、

雌雄配子发育不同步以及雄鱼精液量少等问题仍

制约着圆口铜鱼的规模化人工繁育。本研究通过

精液常规分析(精子快速运动时间, 寿命)和计算

机辅助精子分析(computer assisted sperm analysis, 
CASA)技术, 探究不同抗冻剂种类和浓度组合对

圆口铜鱼精液超低温冷冻保存效果的影响, 对比

分析精子冻存前后的活力参数及不同激活液对精

子活力的影响, 初步探索出圆口铜鱼精子超低温

冷冻保存方法, 旨为圆口铜鱼繁育工作提供技术

支持, 为其种质保存奠定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 
实验所用圆口铜鱼为中国水产科学研究院长

江水产研究所人工驯养、性腺发育良好的雄性亲

鱼。将体重(667.00±69.25) g 的亲鱼从循环水养殖

桶中捞出, 使用干毛巾擦干鱼体表面, 再用纸巾

擦净生殖孔, 从鱼体两侧胸鳍处往臀鳍方向按压, 
弃去部分精液后, 再次擦干生殖孔, 采集约 0.8 mL
精液至 1.5 mL 干净离心管中, 采集完后, 放置冰

盒保存。 
首先在显微镜下进行初步质量检查, 弃去已

污染、被激活精液样本, 然后使用超纯水激活其

他精液样本, 记录精子快速运动时间和寿命, 将
快速运动时间≥16 s 的圆口铜鱼精液样本迅速带

回实验室, 采用计算机辅助精子分析系统(computer 
assisted sperm analysis, CASA)检测精子活率、运

动性能, 选取精子活率大于 85%精液样品进行冷

冻保存实验。 

1.2  实验方法 
1.2.1  筛选稀释液  选取 L1、D1、D15、D20 等 
4种稀释液进行实验(表 1), 其中 L1 为本团队开展

圆口铜鱼精液 4 ℃冷藏保存研究期间筛选得到, 
D1 为经预实验初选确认配方, D15 为翘嘴鳜精子

冷冻保存稀释液[5], D20 为冷冻保存软鳍新光唇

鱼(Neolissochilus benasi)的稀释液[6], 每种稀释液

100 mL, 分别与甲醇(METH)配制成含 20% METH
的抗冻液, 于 4 ℃冰箱保存待用。 

 

表 1  各稀释液成分 
Tab. 1  Components of the extenders used for 

cryopreservation             g/L 

成分 component D15 D20 L1 D1
氯化钠 NaCl 8 8 8 7.8
氯化钾 KCl 0.5 1 0.5 0.5
葡萄糖 glucose 15 15 5 15 
pH 5.24 5.18 5.48 6.88
渗透压/(mOsm/kg) osmolarity 348 360 295 345

 

精液冷冻保存采用两步法 [5]并加以调整, 将
圆口铜鱼精液样本与抗冻液按 1∶1(V/V)的比例

混匀装入 0.5 mL 麦管(IMV, 法国), 4℃平衡 25 min, 
置于液氮面上平衡 5 min, 于液氮中保存 24 h。取

出装有样品的麦管, 将其放入 37℃恒温水浴锅中

解冻 12~15 s, 使用超纯水激活, 采用 CASA 检测

精子激活后 10 s 的精子活率(MOT)､ 平均直线运

动速度(VSL)､ 平均曲线运动速度 (VCL)､ 平均

路径运动速度(VAP)等指标。所得参数值均用平均

值和标准差表示, 以未经任何处理的圆口铜鱼鲜

精作对照。 
1.2.2  抗冻剂筛选  选取二甲基甲酰胺(DMF)、
甲醇(METH) (国药, 99.5%)、二甲亚砜(DMSO)(购
自 SIGMA 公司)3 种抗冻保护剂, 使用 D1 稀释液

将上述抗冻剂配制成 3 种不同体积分数(15%、20%、

25%, V/V)的抗冻液, 于 4 ℃冰箱中保存备用。 
将圆口铜鱼精液样本与抗冻液按 1 : 1 (V/V)

的比例混匀装入 0.5 mL 麦管(IMV, 法国), 使抗

冻剂最终体积分数为 7.5%、10%、12.5% (V/V), 4℃
平衡 25 min 后, 液氮面上平衡 5 min, 于液氮中保

存 24 h。将装有样品的麦管放入 37 ℃恒温水浴锅

中解冻 12~15 s, 使用超纯水激活精子, 观察记录

精子快速运动时间和寿命, 并采用 CASA 检测精
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子激活后 10 s 的 MOT､ VSL､ VCL､ VAP 等指

标。所得参数值均用平均值和标准差表示, 以未

经任何处理的圆口铜鱼鲜精作对照。 
1.2.3  不同激活液中冻精质量检测  选取二甲基

甲酰胺(DMF)、甲醇(METH) (国药, 99.5%)、二甲

基亚砜(DMSO)(购自 SIGMA 公司) 3 种抗冻保护

剂, 使用 D1 稀释液将上述抗冻剂配制成 3 个不同

体积分数(15%、20%、25%, V/V)的抗冻液, 于 4℃
冰箱中保存备用。 

将圆口铜鱼精液样本与抗冻液按 1 : 1 (V/V)
的比例混匀装入 0.5 mL 麦管(IMV, 法国), 使抗

冻剂最终体积分数为 7.5%、10%、12.5%(V/V), 4℃
平衡 25 min 后, 液氮面上平衡 5 min, 于液氮中保

存 24 h。取出装有冻存精液样品的麦管并将其放

入 37℃恒温水浴锅中解冻 12~15 s, 分别使用超

纯水和 150 mOsm/kg NaCl 溶液激活, 记录快速运

动时间和寿命, 采用 CASA 检测精子激活后 10 s
的 MOT､ VSL､ VCL､ VAP 等指标。以未做任何

处理的鲜精做对照。 
1.3  数据处理 

所得数据采用 SPSS 22.0 软件进行处理, 单
因素方差分析(one-way ANOVA)比较实验结果差

异显著性, 多重比较采用 Duncan 方法, P<0.05
表示差异显著, P<0.01 表示差异极显著。 

2  结果与分析 

2.1  不同稀释液对圆口铜鱼精子活力的影响 
圆口铜鱼鲜精的活率平均为 (88.30±7.24)%, 

VCL(平均曲线运动速度 )为 (65.78±13.10) μm/s, 
VSL(平均直线运动速度 )为 (33.02±6.43) μm/s, 
VAP(平均路径运动速度)为(43.83±8.69) μm/s, 精
子快速运动时间和寿命分别为 (20.00±2.83) s、
(42.67±5.20) s。采用 4 种稀释液对圆口铜鱼精子

进行超低温冷冻保存后, D1 稀释液保存精子, 激
活后 10 s 的精子活率最高, 为(74.64±13.17)%, 与
鲜精无显著差异(P>0.05), 其次是 D15 和 D20, 三
者间无显著差异(P>0.05)。经 L1 稀释液保存后的

精子活率为 0，无冷冻保存效果(图 1)。D1 稀释液

组精子的 VCL 为 (47.83±16.23) μm/s, VSL 为

(31.75± 14.57) μm/s, VAP 为(37.31±15.52) μm/s。 

 
 

图 1  不同稀释液对圆口铜鱼精子活率的影响 
Fig. 1  Effects of extenders on motility of frozen-thawed 

sperms of Coreius guichenoti 
 
 

2.2  抗冻剂对精子快速运动、寿命和活率的影响 
采用 3 种不同浓度的抗冻剂对圆口铜鱼精子

进行超低温冷冻保存, 实验结果如图 2、图 3 所

示。对于同一种抗冻剂, 以 METH为抗冻剂组, 解
冻后用水激活, 10% METH 组的精子快速运动时

间、寿命和精子活率大于 12.5%和 7.5%甲醇组,  
但 10% METH 与 7.5% METH 组无显著性差异 

 

 
 
 

图 2  不同抗冻剂种类不同浓度下圆口铜鱼 
精子的快速运动时间和寿命 

数据上方标注不同字母表示差异显著(P<0.05). 
Fig. 2  Different cryoprotectants in different concentrations on 
fast movement time and life time of Coreius guichenoti sperm 
Different letters show significant differences among them (P<0.05). 
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图 3  抗冻剂种类和浓度对冻后圆口铜鱼精子活率的影响 
数据上方标注不同字母表示各组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 3  Effects of cryoprotectants on motility of  
frozen-thawed sperms of Coreius guichenoti 
Different letters show significant differences  

among different groups (P<0.05). 
 

 

(P>0.05)。对照组的精子活率为(88.54±6.91)%, 与
10%组的精子活率无显著差异(P>0.05)。DMF 抗

冻剂组, 10% DMF 组的精子活率、快速运动时间、

寿命高于其他两个浓度组。DMSO 抗冻剂组, 精
子无快速运动, 7.5% DMSO 组有少量精子存活。 

3 种抗冻剂浓度在 7.5%时, METH 组精子快

速运动时间、寿命、活率分别为(7.5±2.02) s、(32.83± 
4.67) s、(77.71±17.74)%, 显著大于其他两种抗冻

剂。当抗冻剂浓度为 10%时, METH 组的精子快

速运动时间最长, 为(8.67±1.15) s, 活率为(78.11± 
14.74)%, 优于其他所有组合。其次是 DMF 组, 精
子快速运动时间、活率分别为(4.83±3.74) s、(76.42± 
12.49)%, 精子寿命在这两种抗冻剂(METH 与

DMF)中无显著差异(P>0.05)。当抗冻剂浓度增加 

到 12.5%时 , METH 组精子活率较低 , DMF 和

DMSO 中已无精子存活。 
2.3  不同浓度不同种类的抗冻剂对精子运动速

率的影响 
如图 4 所示, 圆口铜鱼鲜精的 VCL 为(77.79± 

15.22) μm/s, VSL为(44.57±12.75) μm/s, VAP为(56.41± 
14.99) μm/s。圆口铜鱼精子经超低温冷冻保存, 解
冻复苏, 精子的 VCL、VSL、VAP 显著降低(P<0.05)。 

METH 组中, 10% METH 组精子的 VCL 为

(50.28±12.46) μm/s, VSL 为(35.06±10.82) μm/s, 
VAP 为(39.44±12.46) μm/s, 大于其他两个浓度的

METH组。其次是 7.5%的 METH组, 精子的 VCL、

VSL、VAP 分别为 (40.23±12.46) μm/s、(27.85±  
9.93) μm/s、(32.91±11.39) μm/s, 其中 VAP 值与

10% METH 组无显著差异(P>0.05)。DMF 组中, 
10% DMF 组的 VCL、VSL、VAP 值显著大于 7.5%
和 12.5%DMF组的值(P<0. 05); DMSO组, 精子运

动性能全部减弱, 趋向于静止。 
抗冻剂浓度为 7.5%时, METH 组 VCL、VSL、

VAP 值显著大于 DMF 和 DMSO 组(P<0.05)。抗

冻剂浓度为 10%时, METH 组 VCL、VSL、VAP
值也显著大于另外两组的(P<0.05)。当抗冻剂浓度

为 12.5%时, 3 种抗冻剂保存效果均不好, 精子运

动速率低于 5 μm/s, 近似于零。 
2.4  激活液中 Na+对冻精质量的影响 

圆口铜鱼精子经超低温冷冻保存, 于 37℃恒

温水浴中解冻, 分别采用 150 mOsm/kg NaCl 和超

纯水激活。精子活率和寿命如图 5、图 6 所示。 
 

 
 

图 4  不同抗冻剂不同浓度下圆口铜鱼精子的运动速率 
数据上方标注不同字母表示各组差异显著(P<0.05). 

Fig. 4  Effect of cryoprotectants in different concentrations on velocity of Coreius guichenoti sperm 
Different letters show significant differences among different groups (P<0.05). 
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图 5  Na+对冷冻圆口铜鱼精子活率的影响 
数据上方标注不同字母表示各组差异显著(P<0.05). 
Fig. 5  Effects of Na+ on motility of frozen-thawed 

sperms of Coreius guichenoti 
Different letters show significant differences  

among different groups (P<0.05). 

 

 
 

图 6  Na+对冷冻圆口铜鱼精子寿命的影响 
数据上方标注不同字母表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 6  Effects of Na+ on lifetime of frozen-thawed  
sperms of Coreius guichenoti 

Different letters show significant differences 
 among different groups (P<0.05). 

 
对照组中, 采用 150 mOsm/kg NaCl 和超纯水激活

后的精 子 活率分 别 为 (92.59±8.25)% 、 (89.44± 
5.93)%。对于同一种抗冻剂, 以 METH 为抗冻剂

组, 解冻后用 150 mOsm/kg NaCl 激活, 10%METH
组的精子寿命和活率分别为  (52.67±6.60) s、
(89.21±19.09)%, 与对照组无显著差异 (P<0.05), 
并且大于 12.5%、7.5% METH 和用水激活的 10% 
METH 组, 精子的 VCL、VSL、VAP 分别为(50.10± 
9.25) μm/s、(26.92±7.80) μm/s、(32.93±9.81) μm/s。

DMF 抗冻剂组, 经 150 mOsm/kg NaCl 激活后, 
10% DMF 组的精子活率与寿命显著大于 12.5% DMF
组。DMSO 抗冻剂组, 仅 7.5% DMSO 组, 经 150 
mOsm/kg NaCl 激活后有少量精子存活。 

3 种抗冻剂浓度在 7.5%时, 使用 150 mOsm/kg 
NaCl 激活的 METH 组精子寿命为 (52.42±9.32) s, 
显著大于其他两种抗冻剂; 活率为(72.40±17.92)%, 
与 7.5% DMF, NaCl 激活组无显著差异。当抗冻剂

浓度为 10%时, METH 组中使用 150 mOsm/kg 
NaCl 激活后的精子寿命最长, 活率最高, 优于其

他实验组。当抗冻剂浓度增加到 12.5%时, METH
组, 使用 150 mOsm/kg NaCl 激活后有部分精子存

活, DMF、DMSO 和用水激活的 METH 组中已无

精子存活。 
10% METH 组中, 相较于使用无离子水激活, 

使用 150 mOsm/kg NaCl 激活后的精子寿命显著

增加。且在 7.5% DMF、12.5% METH、7.5% DMSO、

鲜精组, 使用 150 mOsm/kg NaCl 激活后, 精子活

率与寿命均高于水激活组。 

3  讨论 

3.1  稀释液对精子活力的影响 
鱼类精子具有种属特异性, 精子超低温冷冻

保存稀释液也各不相同[7]。因此, 对于稀释液的成

分, 至今无确定的理论依据可循, 需凭借丰富经

验与大量实验不断探索。Horton 等[8]认为稀释液

成分在满足精子所需元素基础上 , 越简单越适

宜。本研究选用的稀释液中, D15 常应用于草鱼

(Ctenopharynodon idellus)和鲢、鲤(Cyprinus car-
pio)、团头鲂(Megalobrama amblycephala)等[9]鲤

科鱼类精子冻存中, 解冻激活后可获得 50%以上

的精子活力, 且受精率稳定在 70%以上。D20 在

黄颡鱼(Peheobagrus fuhidraco)、翅嘴鳜(Chuatsi 
basilewsky)等鱼类精子保存中效果最好。D1 是参

照陈松林等[9]冻存鲤科鱼类精子 D15 稀释液, 做
适当调整所得。这 3 组稀释液, 成分简单, 用于圆

口铜鱼精子超低温保存后, 精子活率达 60%以上, 
与鲜精无显著差异。 

稀释液主要从渗透压、pH、离子成分等方面

影响精子活力, 有学者提出淡水鱼类精子在弱酸
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性或中性的稀释液中保存效果较好[7]。本研究表

明, 圆口铜鱼精子在 pH 为 6.88 的 D1 稀释液中获

得最佳保存效果。圆口铜鱼精子经 L1 稀释液冷冻

保存后, 精子活率显著低于其他 3 组。分析可能

是由于稀释液渗透压偏低, 未完全抑制圆口铜鱼

精子活力 , 导致精子在冻存过程中能量消耗殆

尽。至于影响机制尚待深入研究。同时表明, 精
子 4℃保存效果好的稀释液不一定适用于精子超

低温冷冻保存。 
3.2  抗冻剂种类和浓度对精子活力的影响 

精子冻融过程中, 细胞内外易产生冰晶, 损
害细胞膜和线粒体, 使细胞丧失功能 [6], 抗冻剂

可抑制细胞内外冰晶形成, 保护精子细胞。已有

研究表明, DMSO 在鲤科鱼类[10]、鲷科鱼类[11-12]

和鳗鲡科鱼类[13]精液保存中取得良好效果。本研

究发现, DMSO 作为抗冻剂对圆口铜鱼精子的保

护作用较差。这可能是因物种不同, 精子细胞本

身适应能力存在差异, 致使 DMSO 不适合圆口铜

鱼精子超低温冷冻保存。有研究表明 DMSO 具有

毒性, 在精子冻存过程中可损伤精子细胞[14], 同
时 DMSO 渗入精子细胞时, 造成细胞内外渗透压

相差太大, 精子细胞溃解[15] 。      
相对 DMSO, DMF 对圆口铜鱼精子有较好的

保护作用。姜仁良等[16]的研究表明相较于 DMSO, 
DMF 在冷冻过程中能更有效保护鲤、团头鲂精子

免受冷冻损伤, 与上述结果相似。分析是 DMF 对

低温的缓冲作用稍胜于 DMSO[16], 也可能是两者

的分子量与渗透性能不同, 使渗透过程中, 精子

细胞的损伤程度产生差异。数据表明, METH 保存

效果优于 DMF、DMSO, 刘鹏等[17]认为 METH 更

适合作为淡水鱼类精子超低温冷冻保存的抗冻剂, 
冻后精子活力最高, 与之相符。抗冻保护剂的浓

度与精子冷冻保存效果密切相关。研究表明在黄

颡鱼[18]、暗色唇鱼(Semilabeo obscurus) [19]、西伯

利亚鲟(Acipenser baerii) [17]、美洲鲥(Alosa sapi-
dissima)[17]等精子冷冻保存中, 经 10% METH 冻

存的精子, 其活率最高。本实验对比分析 DMF、
DMSO、METH 3 种抗冻剂在 3 种浓度(7.5%、10%、

12.5%)下对圆口铜鱼精子的冷冻保存效果。同样

表明, 采用 10% METH 冻存的圆口铜鱼精子经无

离子水激活 , 精子活率最高 , 达 (72.26± 19.08) 
μm/s。10% METH 在圆口铜鱼精子冷冻保存中, 
可以减少精子冷冻损伤, 发挥保护作用, 是一种

适宜的抗冻剂。  
在 史 氏 鲟 (Acipenser schrenckii) 、 舌 齿 鲈

(Dicentrarchus labras)、花狼鱼(Anarhf minor)精   
子[20-21]的研究中表明, 精子运动速度是评价精子

质量的重要指标。CASA 能准确分析激活后精子

VSL、VCL、VAP 等指标, 为评价精子质量与受

精率提供有效的技术保证。Rurangwa 等[22]的研究

表明, 用 CASA 测得的 VSL、VAP、VCL 与用极

小精卵比授精获得的孵化率呈显著正相关。本实

验中 10%METH 组精子运动速率显著高于其他实

验组(P<0.05)。数据分析表明, 冻存前后圆口铜鱼

精子的 VCL 分别为(77.79±15.22) μm/s、(50.28± 
12.46) μm/s, 均小于鲤科鱼类平均曲线速度  
(120 μm/s)[23], 分析可能是激活后 10 s 精子能量

随时间的延长不断消耗, 运动速率随之变小, 亦
或是精子本身的体积形态与其他鲤科鱼类不同而

产生的差异。精子运动受外界环境变化的影响 , 
如离子浓度、pH 或渗透压发生变化时, 精子内部

发生能量转换, 由内部原生质营养物质的能量驱

使鞭毛摆动, 精子产生运动。精子经不同抗冻剂

冷冻保存后, 精子的结构损伤程度和能量耗损情

况有所差异, 因此解冻后测得的精子运动速度不同。 
3.3  激活液中 Na+对冷冻精子质量的影响 

离子对精子的激活和活力持续时间有影响[24-26]。

当鱼类精液接触外界环境, 细胞外的离子通过改

变细胞内的离子浓度或渗透压作用, 参与调节精

子运动[27]。Na+作为鱼类精浆中含量最高的阳离

子, 对维持精浆渗透压稳定与精子的运动有着重

要作用。Lahnsteiner 等[28]的研究发现 Na+水平与

翘嘴鲌精子运动的百分率呈显著正相关关系。

Alavi 等[29]观察到鲟精子在 25 mmol/L Na+时最大

限度地提高运动精子百分比和精子活动周期。并

且 在 对 松 浦 镜 鲤 (Cynipus carpio) 、 方 正 鲫

(Carassius auratus gibelio)、大鳞鲃(Barbus capito)
和虹鳟(Oncorhynchus mykiss)精子的研究中发现, 
Na+浓度影响精子寿命的长短, 一定浓度的 Na+可

延长精子寿命。实验分析表明, Na+对新鲜采集与
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冻存后的圆口铜鱼精子均有影响。采用 150 mOsm/kg 
NaCl 激活不同抗冻剂组冷冻保存的圆口铜鱼精

子, 7.5%、10%的 DMF 和 METH 组, 鲜精组中，

精子活率与寿命均有不同程度的增加, 说明圆口

铜鱼精子对细胞外 Na+敏感, 在此渗透压浓度时, 
Na+有增强精子活力的作用 , 此发现对圆口精子

的冷冻保存和人工繁殖具有重要意义, 但具体作

用机制尚待进一步研究。10%DMSO、12.5%DMF
和 DMSO 中，无论采用何种溶液激活，都不起作

用，冻存后精子已死亡。7.5%DMSO、12.5%METH
中使用超纯水激活时, 无精子运动, 但采用 Na+

溶液激活后, 精子活率与寿命显著增加, 说明在

冷冻保存过程中，这两组抗冻剂对精子具有保护

作用，冻存后，采用水激活，可能是精子受渗透

压、离子等影响，精子活力暂时受到抑制，呈假

死状态，而采用 150 mOsm/kg NaCl 激活，精子细

胞内外 Na+浓度改变，渗透压产生变化，精子运

动启动。 
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Abstract: The largemouth bronze gudgeon (Coreius guichenoti) is a dominant species and important economic fish 
in China, which is distributed in the upstream regions of the Yangtze River. However, it is currently classified as 
threatened due to a rapid decline in its population. Cryopreservation technology enables germplasm cells to be 
safely and effectively preserved for a long time, which will help with artificial reproduction (e.g., captive brood-
stock management and seedling cultivation). In addition, cryopreservation can assist in maintaining original 
genotypes for the conservation of threatened and endangered species. Many studies have suggested that due to the 
species specificity of fish sperm, the extender composition, cryoprotectant type, and cryoprotectant concentration 
are different during cryopreservation. More importantly, there is currently no research on sperm cryopreservation 
of the largemouth bronze gudgeon. In the present study, to establish a sperm cryopreservation method for the 
largemouth bronze gudgeon, a computer assisted sperm motion analysis system (CASA) was used to find a suit-
able sperm cryopreservation method, by comparing the effects of four extenders (D15, D20, L1, and D1) and three 
cryoprotectants, including dimethylformamide (DMF), dimethyl sulfoxide (DMSO), and methanol (METH), at 
three concentrations (7.5%, 10%, and 12.5%; V/V) on sperm motility after thawing. Our procedures followed the 
two-step method of cooling the mixture and thawing the frozen semen in a 37℃ water bath for 12–15 s. The re-
sults showed that D1 and METH are suitable choices for the extender and cryoprotectant, respectively. The motil-
ity of the sperm reached (78.11±14.74)%, which showed no significant difference compared to fresh sperm (P> 
0.05). In comparison with the other treatments, the 10% METH group performed better in terms of the average 
velocity of (50.28±12.46) μm/s, average linear velocity of (35.06±10.82) μm/s, and average path velocity of (39.44 ± 
12.46) μm/s, which are significantly different values compared to those of fresh sperm (P<0.05). The fastest 
movement time and lifetime of the sperm were (8.67±1.15) s and (33.33±5.00) s, respectively. In summary, 10% 
METH as an antifreeze protective agent in D1 was the best cryoprotectant protocol for C. guichenoti sperm and 
could be applied in practice. The results provide a feasible technique for sperm preservation of largemouth bronze 
gudgeon, which could assist in artificial breeding and species conservation of the species. 
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