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精子超低温冷冻保存技术在种质资源保存、遗传育种

及苗种生产上具有重要的应用价值[1, 2]。为了提高冷冻精子

的实际应用效果, 需要在提高冻精质量上进行深入研究。

冻精质量的提高有赖于精子超低温冷冻保存技术参数的优

化, 诸如稀释液种类、稀释比例、抗冻剂种类及浓度、降

温方法及速率等技术参数均需要进行研究与优化选择。目

前, 海水鱼类精子超低温冷冻保存研究已见在真鲷(Pagrus 

major)[3, 4]、黑鲷(Sparus macrocephalus)[5]、牙鲆(Paralichthys 

olivaceus)[6]及大菱鲆(Scophthalmus maximus)[7, 8]、条纹狼鲈

(Dicentrarchus labrax)[9]、大黄鱼(Pseudosciaena crocea)[1, 10]、

黄姑鱼(Nibea albiflora)[2]等种类中报道; 其使用的稀释液

种类主要有 Cortland、TS-2 和 HBSS 等, 稀释比例一般在  

1︰1—1︰9; 采用的抗冻剂种类主要有 DMSO(二甲基亚

砜)、EG(乙二醇)、Gly(甘油)及 PG(丙二醇)等, 其适用浓度

一般为 5%—20%; 采用的降温方法有程序降温仪降温法

或自制简易降温装置降温法。为了评价精子的超低温冷冻

保存效果, 需对冻精质量进行检测与分析, 常用检测方法

有精子活力检测法、酶活性检测法、单细胞凝胶电泳

(SCGE)DNA损伤检测法、流式细胞术(FCM)细胞结构损伤

检测法等等, 根据实际研究条件选择应用。 

中国花鲈(Lateolabrax maculatus)又名鲈鱼 , 属鲈形

目(Perciformes)、 科(Serranidae)、花鲈属, 分布于中国、

日本及朝鲜沿海。近年来, 随着中国花鲈增养殖产业的发

展, 其优良种质保存、遗传育种及良种繁育研究愈益引起

重视, 超低温冷冻保存的中国花鲈精子在诱导漠斑牙鲆

(Paralichthys lethostigma)[11]、条斑星鲽 (Verasper mos-

eri)[12]、大菱鲆[13]等鱼类雌核发育研究方面得到了应用。

以往, 中国花鲈精子超低温冷冻保存研究已见报道[14, 15], 

但精子的冷冻保存效果因研究者实施的冻存条件不同存

在差异 , 冷冻保存技术参数还有待于进一步选优 , 以提

高冻精质量。本研究以 0.25 mL麦细管为冻存管、两步降

温法研究了稀释液、稀释比例、抗冻剂种类与浓度以及降

温高度对中国花鲈精子超低温冷冻保存效果的影响, 并

采用酶活性测定技术检测了鲜精和优选组冻精质量, 旨

在优化中国花鲈精子超低温冻存的技术参数, 为中国花

鲈精子超低温冷冻保存优化工艺的建立提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验用性成熟中国花鲈雄鱼于 2013年 11月取自浙江
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省奉化市石沿育苗厂, 体长 51.5—63.5 cm、体重 3.0— 4.0 

kg, 共 10尾, 暂养于水泥池中, 供实验用。 

1.2  方法 

精液的采集    用促黄体素释放激素类似物和绒毛

膜促性腺激素(LRH-A +HCG)对实验用鱼进行催产, 30h

后采精; 用鱼夹夹住鱼 , 用干毛巾擦去生殖孔周围及体

表的水分 , 轻压鱼腹使精液自然流出 , 用洁净的注射器

将精液移入离心管中, 置于冰浴上(4℃)备用。 

精子活力测定    以过滤海水(水温 15℃、pH 8.1、

盐度 27%)为激活液(下同), 精液与激活液混合后在显微

镜下观察精子活力(激活率、活动时间和寿命)。激活率为

给定视野中被激活精子的数量占全部精子数量的百分比; 

运动时间是指精子自激活开始至 90%的精子原地颤动为

止所经历的时间; 精子的寿命指精子从激活开始至 90%

的精子停止运动的时间。实验重复 3次。 

稀释液种类对精子超低温冷冻保存效果的影响试验    

分别以 HBSS、MPRS、Cortland 液为稀释液(表 1), 以

10%EG 为抗冻剂(抗冻剂为终浓度 , 下同)配制抗冻液 ; 

将精液与抗冻液按 1︰3 比例混匀, 4℃平衡 30min; 将平

衡后的精液-抗冻液混合物分装入 0.25 mL 麦细管中, 然

后用两步降温法(即将盛精麦细管平放在自制简易降温装

置的液氮面上 7.5 cm处, 停留 10min后投入液氮中)保存。

12h后, 将麦细管从液氮中快速取出, 于 40℃水浴中溶化

后检测精子激活率。 

稀释比例对精子超低温冷冻保存效果的影响试验    

以 10%EG为抗冻剂、Cortland液为稀释液配制抗冻液, 将

精液与抗冻液按 1︰1、1︰2、1︰3、1︰4、1︰5、1︰7、

1︰9混匀, 按前文方法冷冻保存精子及解冻与激活率检测。 

抗冻剂种类及浓度对精子超低温冷冻保存效果的影

响试验    以 5%、10%、15%及 20%四个浓度的 DMSO、

Gly、EG、PG 为抗冻剂、Cortland 液为稀释液配制抗冻

液, 将精液与抗冻液按 1︰3 混匀, 按前文方法冷冻保存

精子及解冻与活力检测。 

降温高度对精子超低温冷冻保存效果的影响试验    

以 10%EG为抗冻剂、Cortland液为稀释液配制抗冻液, 将

精液与抗冻液按 1︰3混匀, 装入 0.25 mL麦细管中于 4℃

平衡 30min 后, 分别平放在液氮面之上 2.5、5、7.5、10

及 12.5 cm 处(通过控制麦细管距离液氮面的高度, 来改

变冷冻过程的降温速率, 5个距离液氮面不同高度代表了

5个不同的降温速率), 停留 10min后投入液氮中保存。按

前文方法进行冻精解冻与激活率检测。 

鲜精及优选组冻精的酶活性检测    按章龙珍等[16]

的方法处理鲜精和优选组(活力最优组)冻精样本(0.25 mL

麦细管为冻存管、Cortland液为稀释液、1︰3为稀释比、

10%EG为抗冻剂、距离液氮面 7.5 cm高度降温 10min后

投入液氮, 保存 12h后按前文方法进行解冻的冻精样本)。

用购自南京建成生物工程研究所的酶活检测试剂盒测定

酶活性(实验操作参照其说明书进行)。总 ATP酶采用比色

法测定, 酶活力单位定义为每小时每毫升样品中 ATP 酶

分解 ATP 产生 1 μmol 无机磷的量为 1 个 ATP 酶活力单 

 
表 1  三种精子超低温冷冻保存稀释液的组成成分 

       Tab. 1  Composition of three extenders for sperm cryopreservation of Lateolabrax maculatus 

 稀释液 Extender  成分 

Component (g/L) HBSS MPRS Cortland 

NaCl 8 3.53 7.25 

KCl 0.4 0.39 0.38 

CaCl2 — — 0.18 

CaCl2·2H2O 0.16 0.166 — 

NaHCO3 0.35 0.252 1 

KH2PO4 0.06 — — 

MgSO4·7H2O 0.2 — 0.23 

MgCl2·6H2O — 0.229 — 

Na2HPO4·7H2O 0.12 — — 

NaH2PO4 — 0.216 — 

NaH2PO4·2H2O — — 0.41 

Glucose 1 10 1 

pH 6.8 6.68 7 

渗透压 Osmotic pressure(mOsm/kg) 273 202 285 

注: “—”表示不含此成分 

Note: “—” means not containing this component 



6期 史应学等: 中国花鲈精子的超低温冷冻保存及酶活性检测 1243 

 

位(U)。SDH(琥珀酸脱氢酶)采用比色法, 酶活力单位定义

为每毫克蛋白每分钟使反应体系的吸光度降低 0.01 为 1

个比活性单位(U)。LDH(乳酸脱氢酶)采用比色法, 酶活力

单位定义为 1000 mL血清 37℃与基质作用 15 min, 在反

应体系中产生 1 μmol 丙酮酸为 1 单位(U)。SOD(超氧化

物歧化酶)采用黄嘌呤氧化酶法, 酶活力单位定义为每毫

升反应液中 SOD抑制率达 50%时所对应的 SOD量为 1个

SOD 活力单位(U)。CAT(过氧化氢酶)采用比色法, 活力单

位定义为每分钟分解 1 μmol的过氧化氢的量为 1个酶活力

单位(U)。GR(谷胱甘肽还原酶)采用比色法, 活力单位定义

为每升样品中每分钟使反应体系中底物 NADPH 的浓度改

变 1 mmol/L所需的酶量为 1个酶活力单位(U)。 

1.3  数据分析 

采用 Excel 和 SPSS 17.0 软件对实验数据进行处理, 

用单因素方差分析 (One-Way ANOVA)检验各组精子活

力、酶活性的差异显著性, 差异显著水平为 P<0.05。统

计结果以平均值±标准差表示。 

2  结果 

2.1  稀释液种类对精子超低温冷冻保存效果的影响 

以 MPRS、HBSS 及 Cortland 液为稀释液、10% EG

为抗冻剂, 超低温冷冻保存中国花鲈精子, 12h 后解冻, 

激活率检测结果见表 2。冻精激活率 Cortland组最高, 其

次为MPRS组, HBSS组最低, 组间冻精激活率差异显著。 

 
表 2  稀释液种类对中国花鲈精子超低温冷冻保存效果的影响 

Tab. 2  Effects of extenders on activation rate during sperm cryo-
preservation in Lateolabrax maculatus 

稀释液 

Extender 

抗冻剂 

Cryopro-
tectant 

鲜精激活率 

Activation rate of 
fresh sperm (%) 

冻精激活率 

Activation rate of  
frozen-thawed sperm (%)

MPRS 10%EG 92.67±2.52 80.33±3.51a 

HBSS 10%EG 92.67±2.52 68.33±2.89b 

Cortland 10%EG 92.67±2.52 87.33±2.52c 

注: 同列数据上方标注的字母不同表示差异显著(P<0.05) 

Note: Different superscript letters in the same column refer to 
significant difference (P<0.05) 

 

2.2  稀释比例对精子超低温冷冻保存效果的影响 

以 10%EG 为抗冻剂、Cortland 液为稀释液, 不同稀

释比例对精子冷冻保存效果的影响(图 1)。稀释比例为 1︰3

时冻精激活率最高 , 达(87.33±2.52)%, 与鲜精相比差异

不显著; 稀释比例低于或高于 1︰3, 精子激活率均明显

下降, 与鲜精相比差异显著。 

2.3  降温高度对精子超低温冷冻保存效果的影响 

以 Cortland 液为稀释液、10%EG 为抗冻剂, 不同降

温高度超低温冷冻保存中国花鲈精子 12h 后解冻, 激活

率检测结果见图 2。以距液氮面高度为 7.5 cm的降温高度

冷冻保存的精液, 解冻后激活率最高, 达(87.33±2.52)%, 

与鲜精相比差异不显著 ; 距液氮面高度小于或大于

7.5 cm的降温高度, 冻精激活率与鲜精相比差异显著。 

2.4  抗冻剂种类及浓度对精子超低温冷冻保存效果的影响 

以 Cortland液为稀释液、5%—20% DMSO、Gly、EG

及 PG为抗冻剂, 超低温冷冻保存中国花鲈精子, 12h后解

冻, 活力检测结果见表 3。4种抗冻剂随着浓度的增加, 冻

精活力都呈先上升后减低的变化趋势。E2、E3 组冻精活

力与鲜精相比差异不显著, 其中 E2 组冻精激活率、运动

时间及寿命最高, 分别达(87.33±2.52)%、(15.23± 0.81)min

及(20.00±0.68)min; 其他各组冻精激活率、运动时间及寿

命均显著低于鲜精。 

2.5  鲜精及优选组冻精的总ATP酶、SDH、LDH及 SOD、

CAT、GR活性 

由表 4可知, 优选组冻精的总 ATP酶、SDH、LDH、

SOD及 CAT活性与鲜精相比均有所下降, GR活性与鲜精

相比有所上升, 但差异均不显著。 

3  讨论 

3.1  稀释液及抗冻剂对精子超低温冷冻保存效果的影响 

稀释液为精子提供一个适宜的生理环境, 延长其在 

 

图 1  稀释比例对中国花鲈精子超低温冷冻保存效果的影响 

 Fig. 1  Effects of ratios of milt to diluent on activation rate of 
frozen-thawed sperm in Lateolabrax maculatus 

直方图上标识字母不同表示差异显著(P<0.05)(下图同) 

Different letters on the straight column show significant difference 
(P<0.05) (The same applies below) 

 

图 2  降温高度对中国花鲈精子冷冻保存效果的影响 

Fig. 2  Effects of cooling heights on activation rate of frozen- 
thawed sperm in Lateolabrax maculates 
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表 3  抗冻剂种类及浓度对中国花鲈精子超低温冷冻保存效果的影响 
 Tab. 3  Effects of types and concentrations of cryoprotectant on frozen-thawed sperm motility in Lateolabrax maculatus 

组别 

Group 

激活率 

Activation rate (%) 

运动时间 

Moving time (min) 

寿命 

Life-span (min) 

鲜精 92.67±2.52a 15.75±1.25a 20.67±1.76a 

D1 50.67±6.03b 6.17±0.52b 8.75±1.09b 

D2 80.67±5.13b 13.33±1.04b 18.23±1.15b 

D3 75.00±4.36b 9.32±0.38b 13.80±0.50b 

D4 38.33±2.89b 3.83±0.76b 5.83±0.29b 

G1 47.67±7.51b 5.58±0.93b 8.10±0.80b 

G2 74.33±4.04b 8.53±1.06b 12.33±0.97b 

G3 76.33±3.21b 10.00±0.56b 14.72±0.68b 

G4 32.00±3.61b 3.17±0.76b 5.30±0.33b 

P1 44.00±6.56b 4.88±0.58b 7.27±1.54b 

P2 73.67±4.04b 8.32±0.70b 11.97±0.30b 

P3 79.00±3.61b 11.52±0.91b 16.48±0.73b 

P4 70.67±3.79b 7.90±0.96b 11.52±0.60b 

E1 80.00±3.00b 12.80±0.90b 17.51±1.11b 

E2 87.33±2.52a 15.23±0.81a 20.00±0.68a 

E3 86.00±4.36a 14.53±1.49a 19.70±1.78a 

E4 77.33±4.04b 10.42±1.11b 15.38±1.05b 

注 : 表中同列数值后上标字母不同表示与鲜精相比差异显著(P<0.05); D1. 5%DMSO; D2. 10%DMSO; D3. 15%DMSO; D4. 

20%DMSO; G1. 5%Gly; G2. 10%Gly; G3. 15% Gly; G4. 20%Gly; P1. 5%PG; P2. 10%PG; P3. 15%PG; P4. 20%PG; E1. 5%EG; E2. 10% EG; 
E3. 15%EG; E4. 20%EG 

Note: Different superscript letters in the same column refer to significant difference with fresh sperm (P<0.05) 
 

表 4  鲜精及优选组冻精的总 ATP 酶、SDH、LDH 及 SOD、

CAT、GR 活性     
Tab. 4  The total ATPase, SDH, LDH and SOD, CAT, GR activi-
ties of fresh sperm and optimized frozen-thawed sperm in Lateo-
labrax maculatus  

酶活性 

Enzyme activity 
(U/mL) 

鲜精 

Fresh sperm 

冻融精子 

Frozen-thawed  
sperm 

总 ATP酶 80.13±3.21a 75.47±3.79a 

SDH 52.00±2.65b 46.67±4.16b 

LDH 7342.00±147.53c 6983.17±282.67c 

SOD 90.42±2.83d 84.92±3.96d 

CAT 108.74±11.37e 93.06±8.49e 

GR 73.82±3.37f 82.93±7.52f 

注 : 同一种酶数据上方标注的字母相同表示差异不显著

(P>0.05) 
Note: Values with the same superscript letter in the same en-

zyme activity show no significant difference (P>0.05) 
 

体外的存活时间, 并防止精子被激活。稀释液的冷冻保存

效果与其渗透压、pH 及离子组成密切相关, 精子可被与

精浆等渗或接近等渗的溶液抑制; 酸性溶液会降低或抑

制精子运动; 高浓度 K+能抑制精子活动, 而 Na+、Ca2+、

Mg2+能缓解或部分缓解这种抑制[17, 18]。不同种鱼类精子

生理特性不同, 适宜的稀释液也不尽相同。Fauvel等[9]以

MMM 液为稀释液、10% DMSO 为抗冻剂超低温冷冻保

存条纹狼鲈精子, 冻精激活率与鲜精之间无显著差异。

Chen等[7]以 TS-2液为稀释液, 10%、14% DMSO为抗冻

剂超低温冷冻保存大菱鲆精子, 激活率达(78.3±7.6)%和

(76.6±5.8)%。Koh等[19]以 FBS为稀释液, 5%DMSO为抗

冻剂冷冻保存七带石斑鱼(Epinephelus septemfasciatus)精

子, 激活率达(77.6±8.5)%。 

本研究所选的 3 种稀释液在海水鱼类精子超低温冷

冻保存中较常用。如以 HBSS 液为稀释液、5%—20% 

DMSO 为抗冻剂冷冻保存的黄姑鱼精子激活率达(79.25± 

3.86)%—(85.25±3.95)%[2]; 以 MPRS 液为稀释液、10%DMSO

为抗冻剂冷冻保存的中国花鲈精子激活率达 (68.3± 

4.4)%[14]; 以 Cortland液为稀释液、10%DMSO和 10%Gly

为抗冻剂冷冻保存的黑鲷和大黄鱼精子, 激活率最高分

别 达 (92.91±1.25)% 和 (89.93±1.07)%[5, 10] 。 本 研 究 以

Cortland 液为稀释液、10%EG 为抗冻剂超低温冷冻保存

的精子激活率较高 , 达 (87.33±2.52)%。分析认为 , 与

HBSS、MPRS 液相比, Cortland 液的渗透压、pH 及离子

环境可以更好地抑制中国花鲈精子运动, 提高冻后精子

活力。因此, Cortland液适宜作为中国花鲈精子冷冻保存



6期 史应学等: 中国花鲈精子的超低温冷冻保存及酶活性检测 1245 

 

用稀释液。 

抗冻剂的作用是在溶液中结合水分子, 发生水合作

用, 使溶液的黏性增大, 从而弱化水的结晶过程, 达到保

护精子的目的; 不同种鱼类精子适宜的抗冻剂种类及浓

度有所不同。Zhang 等[6]以 12%DMSO 和 12%Gly 为抗冻

剂冷冻保存牙鲆精子, 激活率分别达(60.5±3.6)%和(79.17± 

4.5)%; Chen等[7]以 10%—14% DMSO为抗冻剂冷冻保存

大菱鲆精子, 激活率达(76.6%±5.8)%—(78.3±7.6)%, 而以

10%PG 为抗冻剂时, 激活率下降为(51.7±2.9)%; 姜建湖

等[1]以 5%—20% EG 为抗冻剂冷冻保存大黄鱼精子, 激

活率达 (81.25±2.30)%—(87.50±2.52)%, 与鲜精相比无显

著差异; 程顺等[10]以 5%—20% Gly为抗冻剂冷冻保存大

黄鱼精子 , 激活率达 (83.98±2.70)%—(89.93±1.07)%, 与

鲜精无显著差异。本实验采用 Gly、DMSO、EG 及 PG

四种常用抗冻剂超低温冷冻保存中国花鲈精子, 其效果

是 EG>PG>DMSO>Gly, 其中以 10% EG为抗冻剂时精子

活力最高, 激活率、运动时间和寿命分别达(87.33±2.52)%、

(15.23±0.81)min和(20.00±0.68)min, 与鲜精相比无显著差

异。分析认为, EG 分子量相对较小, 其渗透性比 PG、

DMSO及 Gly高, 能更快速地进入中国花鲈精子, 与水结

合, 弱化结晶过程; 10%EG 既能起到良好的抗冻保护作

用, 又不会因其浓度过高而导致精子中毒。因此, 中国花

鲈精子冷冻保存宜选用 10% EG为抗冻剂。 

精液与抗冻液的稀释比是影响精子冷冻保存效果的

又一重要因素, 适宜的稀释比能使稀释液充分渗透入精

子细胞。不同种鱼类精液中精子密度及其生理特性不同, 

适宜的稀释比也会有所不同。据报道, 大菱鲆精子的冷冻

保存试验, 稀释比从 1︰1 升高到 1︰9, 精子激活率无显

著变化[7, 8]。黄姑鱼、真鲷和大黄鱼精子冷冻保存试验, 稀

释比 1︰3, 冻精激活率最高分别达(85.25±3.95)%、(81.0± 

5.4)%和(89.93±1.07)%[2, 3, 10]。Ji等[14]以 1︰1稀释比冷冻

保存中国花鲈精子, 冻精激活率最高达(73.3±5.7)%。本研

究的中国花鲈精子超低温冷冻保存试验, 稀释比为 1︰3

时激活率达(87.33±2.52)%, 稀释比大于或小于 1︰3 时激

活率明显下降。分析认为, 稀释比 1︰3 时, 稀释液能充

分渗透入中国花鲈精子, 这一稀释比适于中国花鲈精子

冷冻保存。 

3.2  降温高度对精子超低温冷冻保存效果的影响 

简易降温装置-两步降温法是鱼类精子冷冻保存的常

用方法, 它通过设置冻存管距离液氮面的高度及停留时

间来控制降温速率。当距液氮面高度增加、降温减慢时, 

细胞外冰晶形成速度快于细胞内, 导致细胞因暴露于较

高浓度环境中而脱水产生渗透休克, 而当距液氮面高度

降低、降温加快时, 细胞内水分来不及渗出, 细胞因形成

冰晶而刺破细胞膜和细胞器等结构 , 导致细胞死亡 , 所

以当距液氮面的高度高于或低于适宜高度时, 冻精激活

率降低。不同种鱼类精子适宜的降温高度有所不同。Koh

等[19]对七带石斑鱼精子的冷冻保存试验是在距离液氮面

高度 2.5、5.0、7.5 及 10 cm 处先降温至－50 , ℃ 然后投

入液氮中保存 , 各高度组冻精激活率无显著差异。

Dreanno等[8]在距离液氮面 6.5 cm高度降温 15min与在 2 

及 13 cm高度处降温相同时间冷冻保存大菱鲆精子, 其激

活率分别达(81.1±3.6)%与(56.7±4.6)%及(74.7±4.9)%。程

顺等 [10]对大黄鱼精子的冷冻保存试验是在距离液氮面

3—4 cm 处降温 3—5min, 然后投入液氮中保存, 冻精激

活率达(83.98±2.70)%—(89.93±1.07)%。Ji 等[14]试验发现, 

花鲈精子在距离液氮面 2、6及 13 cm高度处降温 10min, 

接着在液氮面停留 5min 后投入液氮中保存, 冻精激活率

分别为(41.7±10.6)%、(73.3±5.7)%及(48.3±2.9)%。本研究

5 个不同的液氮面设置高度(2.5、5、7.5、10 及 12.5 cm)

代表 5 组不同的降温速率, 其中以 7.5 cm 高度组冻精激

活率最高, 达(87.33±2.52)%, 与鲜精无显著差异。分析认

为, 在此降温高度, 细胞内冰晶的形成和渗透休克(溶液

效应)可能都降到了最低限度。因此, 两步降温法冷冻保

存中国花鲈精子宜选择液氮面设置高度 7.5 cm。 

3.3  超低温冷冻保存对精子能量代谢酶及抗氧化酶活性

的影响 

精子的 ATP 酶、SDH 及 LDH 等能量代谢相关酶活

性与精子的活力密切相关, 可作为精子质量评价的重要

指标 [20—25]。据研究, 长鳍篮子鱼(Siganus canaliculatus)

精子和日本鳗鲡(Anguilla japonica)精子在超低温冷冻保

存后总 ATP酶、SDH活性显著降低, 活力明显下降[26, 27]; 

黄鳝(Monopterus albus)精子在冷冻保存后 LDH活性显著

下降, 活力明显降低[28]。虹鳟(Oncorhynchus mykiss)精子

在超低温冷冻保存后 LDH 活性显著下降, 活力明显受影

响[29]。精子超低温冷冻保存后能量代谢酶活性的降低可

能是因为精子冷冻过程中酶类物质结构受损, 也可能是

因为精子冻融过程中的机械损伤、细胞膜结构改变, 导致

精子内的酶类物质溢出。本研究, 中国花鲈精子经超低温

冷冻保存后, 最优组冻精总 ATP酶、SDH及 LDH活性与

鲜精相比下降并不明显, 冻精活力与鲜精相比也未见明

显降低。这说明采用本试验的优选工艺超低温冷冻保存中

国花鲈精子 , 其内能量代谢酶受到了较好保护 , 精子活

力较高。 

精子在超低温冻存过程中会产生大量的活性氧, 过

量的活性氧会导致精子细胞脂质过氧化、DNA 和轴丝结

构损伤、活力及授精能力降低等[30—32]。SOD、CAT及 GR等

是精子中重要的抗氧化酶, 具有清除活性氧、保护细胞免受

氧化损伤的作用, 其活性与精子活力密切相关[16, 30, 31, 33]。

Maxwell 等 [34]研究发现 , 5℃保存公羊精液一段时间后 , 

精子激活率从>75%降到 41.2%, 而若在精液中分别添加

800 U/mL的 SOD或 200 U/mL的 CAT, 精子激活率分别

为 52.1%和 53.6%, 添加 SOD+CAT(800 U/mL+200 U/mL)

混合物, 精子激活率为 55.7%。Lahnsteiner 等[35]在褐鳟
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(Salmo trutta)精液中添加 150 U/L的 CAT, 4℃保存 72h后

精子激活率为 (74.1±9.7)%, 而不添加组精子激活率为

(44.0±8.7)%。长鳍篮子鱼精子、日本鳗鲡精子以及俄罗

斯鲟(Acipenser gueldenstaedti)精子在超低温冷冻保存后

GR 活性显著上升, SOD、CAT 活性显著下降, 精子活力

明显降低[16, 26, 27]。本研究, 中国花鲈精子经超低温冷冻

保存后, 最优组冻精与鲜精相比, GR活性上升及 SOD与

CAT 活性下降并不明显, 冻精活力与鲜精相比也未见明

显降低。这说明采用本试验的优选工艺超低温冷冻保存中

国花鲈精子, 其细胞内的抗氧化酶系统受到了较好保护, 

多余的活性氧得到及时清除, 精子活力接近鲜精。 

综上所述, 以 0.25 mL麦细管为冻存管、Cortland液

为稀释液、10%EG为抗冻剂、精液稀释比 1︰3、两步降

温法降温高度为距液氮面 7.5 cm处降温 10min, 超低温冷

冻保存的中国花鲈精子, 其活力、酶活性与鲜精相比差异

不显著 , 因此 , 可作为花鲈精子超低温冷冻保存适用技

术参数选择之一。 
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