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本文研究了淡水鱼类精子在低温冷冻保存时
,

其渗透压在抗冻剂 � � �� 作用下的变化规

律
。

冷冻前精子的渗透压在 � � �� 作用下最高可达 �� �� � � �� � � 与 �
�

�� � � �� 溶液相等

渗
,

是 自然条件下的 � 倍
。

解冻后最高仍保持在 ��  ! � � �� � � 与 �� �� � ��� 溶液相等渗
,

是

自然条件下的 �
�

� 倍
。

渗透压变化 �� �与二 甲亚矾浓度 �� �的关系式为 � � �
�

��� � ��
�

���
,

� 二 �� �� �� 冻前 �和 � � �
�

��� 一 �� �
, � � ��  �� �冻后 �

。

当冷冻 前精子 渗透压为 �� !一

��� �� � � � � � 时进行冷冻保存
,

解冻后精子成活率最高
。

关键词 二甲亚矾
,

淡水鱼精子
,

渗透压
,

成活率

二 甲亚矾 �� �� ��� �� ��� �� � �� �
,

缩写 � � �� �是一种 无 色的极性溶剂
,

分子 量为

��
�

��
。

由于它具有渗透力强
,

能很快通过细胞膜降低原生质冰点等特性【
’�

,

所 以在生物材

料低温冷冻保存时常作为抗冻剂添加到稀释液中以便取得好的保存效果
。

在进行淡水鱼

精子超低温 �一 �� ℃ �冷冻保存时
,

稀释液的成分及抗冻剂的含量对精子成活有影响
,

甚

至可改变精子的生理特性 �� 
。

用 � � �� 作为抗冻剂保存几种家鱼
、

虹鳍
、

大鳞大马哈鱼

等精液时获得了好的结果 ��一 ’�
。

但多数学者只研究了冻精的受精率和 � � �� 对精子的

毒性作用
,

而有关 � � �� 对精子渗透压的影响及抗冻保护机理却报道很少
。

淡水鱼类精子在等渗液里是不运动的
,

只有当精子接触到水或所处环境渗透压低于

精子时
,

精子即被激活运动���
。

作者曾在 � � �� 年进行几种家鱼的精液冷冻保存研究时
,

就几种家鱼精子对 � ��� 单因子的耐受量进行了实验
,

证明当 � � �� 浓度分别达到 �
�

�一
�

�

� � 时
,

草鱼
、

鳝
、

团头妨和鲤的精子完全被抑制不动
,

精子渗透压与 �
�

�一�
�

� � � � �� 溶

液渗透压相等 �� � �一 �� �� � �� � �� � 。

随后的研究发现精子在含有 � � �� 的保存液中

对 � ��� 耐受量增高
,

说明精子渗透压改变了
,

即 � � �� 对精子渗透压有调节作用
。

本

文 的 目 的在 于 找 出 � � �� 对 精 子 渗透 压 的 调 节 规律
,

尤其 是 精 子在 � � ��

�
本文为国家

“

七
·

五
”

科技攻关� �一�� 一�卜�� 一�� 课题的部分研究内容
。

� 傅朝君等
,

�� � � 年
,

家鱼精液超低温保存的研究
。

长江水产研究所鉴定材料
。

��� �年 �� 月 �� 日收到
。
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作用下渗透压改变的最高限值
、

解冻后精子渗透压的变化情况以及冷冻前渗透压变化对

冷冻保存精子成活率的影响
,

进一步完善淡水鱼类精子超低温保存技术
,

提高精子冷冻保

存的成活率
。

� 材料和方法

实验于 ��  !一 �� �� 年在长江水产研究所试验场家鱼人工繁殖期间进行
�

材料为鲤

� �沙刀
�动� �  ! �� �� ��� � �  ! ∀�

、

团 头 纺 �材绍� �� �� � � � �� ���
��� �� �� �� �

、

草 鱼

�� �
� �
叩�

� 理馆
�

��
�

�� ��� � � � �� � � � � � �� �  ��� � � 
�等精液

。

雄性亲鱼经人工催情后用注

射器采取精液
,

然后取样镜检
,

选用精子活率达 �� � 以上者
。

用 � 一巧 稀释液添加 �� �

的 � � �� 保存鲤鱼精子
,

样品先在冻箱中 �一�℃下作 �一 ��� 平衡处理
,

然后进行超低

温冷冻保存
。

用含 �一�� � � � �� 的稀释液保存团头鱿精子
,

同时进行超低温保存
�

在

室温 �� �一�� ℃ �和 �℃条件下用含有 �� � � �� 的稀释液保存的草鱼精子
,

作 �
、

�
、

�� 平

衡处理
。

精子经过不同平衡时间
、

不同 � � �� 浓度
、

不同温度以及冷冻保存解冻处理

后
,

取样在倒置显微镜下分别滴加不同浓度 � ��� 溶液激活精子
,

观察精子活率
,

记录存
活时间

。

渗透压值以 �
� � �浓度按 ��  !� � � �� � 计算 �, �

。

� 结果

�
�

� � � � � 平衡时间对冷冻前和解冻后鲤鱼精子渗透压及活率的影响

�� �
�

� 冷冻前的影响 鲤精子在 �� � � � �� 的保存液中经不同时间处理后
,

精子渗透

压随时 间延 长 而 提高
,

�图 �� �
,

�一 � � 精子 渗透压 达到最高 ��� � � �� � �
,

与

� � ��

�
�月

荞�任�。����

的��鱿
‘�门�工门�一����钵
�
叱�褪卜作

�� � � � � �� � �  ! � ��

卜衡 �寸两� � 口 � 一�、� � � � �� � � �� � �� �

图 � � � � � 平衡时间对冷冻前 和解冻后 鲤精子渗透压及活率的影响

� ��
�

� � ���
� � � � � � � � � � � ��� � � � �� � � �� � �  �� � �  � � � �� �� � � �� � � � � � � �  ! �� � � � � �� � � �� � � � � � � �  ! ∀� �
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图注 l一6分别表示 1
,
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,
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,
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,
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.

5
% 的 N aCI 浓度 ;A 为冷冻前 ;B 为解冻后
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4
.
5% N a CI 溶液的渗透压相等

。

7h
以后精子渗透压不再提高

。

4 h 以前精子活率最高
,

用

3. 5% 以下 N aC I溶液激活精子
,

精子活率在 85 % 以上
。

精子 寿命最长 达 14 35
。

用

0
.
5% N aCI 溶液激活存活时间是用水激活的 3倍

,

而用 1
.
0 % N aCI 激活是用水激活的 1

.
4

倍
。

2

.

L 2 解冻后的影响 解冻后鲤精子的渗透压为 IO25m o sm / L
,

与 3
.
0% N aCI 相等

,

比

冻前降低 sl3 m o
sm / L

,

随着时间的改变精子渗透压变化不大
。

在 4h 以前精子活率最

高
,

( 图 IB )
。

解冻后精子寿命最长为 225
。

用 1
.
0 % N aCI 溶液激活存活时间是用水激活

的 3 倍
,

用 0. 5% N aCI 激活是用水激活的 1
.
5倍

。

解冻以后的结果与冻前的最佳平衡时

间是相吻合的
。

2. 2 D
M

S O 浓度对冷冻前和解冻后团头鱿精子渗透压及活率的影响

2. 2. 1 冷冻前 稀释液中加人不同浓度 D M SO 后
,

团头鱿精子的渗透压发生变化也不

同
。

从图 ZA 中可以看到
,

低浓度 4. 0% D M SO 作用精子后
,

精子渗透压最高只能达到

68 9m o sm / L
,

用 2
.
0% N aC I溶液不能激活精子

。

随着 D M SO 浓度增加
,

精子渗透压相

应提高
。

当 D M SO 浓度达 22 % 时
,

精子渗透压最高能到 1538 m o sm / L
,

用 4. 5% 的

N aCI 基本不能激活精子
,

精子的渗透压与 4. 5% N
a
CI 的渗透压相等

。

其渗透压是 自然

条件下平均渗透压 307 m o sm / L 的 5倍
。

1 0 0 卜 B

8060

0080604(:�多�三.�d的艺口�门�一门>>�nz的

4 6 8 It) 12 14 16 18 20 22 24 0 4 6

D M S O 浓冷 D M S O c o n e en tra tlo n (% )

10 12 14 ]6 18 2〔) 2 2

入0
井忆�拐一�随�

图 2 D U SO 浓度对冷冻前和解冻后团头鱿精子渗透压及活率的影响

F igZ E ffe
ct o f D M SO con een tration on the o sm o tie Pressure and survival rate of the b lun t一sn o u t b re a m

sP erm b e fo
re fr e e云n g a n d a ft e r th aw in g

图注 l一6 分别表示 1
,

2

,

3

,

3

.

5

,

4

,

4

.

5
% 的 N a CI 浓度 ;A 为冷冻前;B 为解冻后

2. 2. 2 解冻后 团头鱿精子渗透压与冷冻前变化相似
,

随着 D M SO 浓度增加渗透压提

高 (图 ZB)
,

用 10 % 以下 D M SO 冷冻保存精子
,

精子渗透压在 1025 m o sm / L 以下
,

当它

解冻后
,

用 2
.
0 % N aCI 溶液不能激活精子

,

只有当 D M SO 浓度达 10 % 以上冷冻保存的精

子才被 2
.
0% N aCI 激 活运动

。

精子渗透压最高仍保持在 13 67 m o
sm / L 与 4

.
0% N aCI

相等
,

是自然条件下 的 4
.
5 倍

,

比冷冻前降低 17 lm o sm / L
。

当 D M SO 浓度增加
,

到

16 % 以后精子活率开始下降
,

直到 D M SO 增加到 22 % 时
,

精子活率下降到 25 % 以下
。
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结果表明
,

冷冻前用 10一14 % D M SO 保存精子
,

在 3一4℃下平衡 4h
,

当精子渗透压上升

到 102 5一1367m o
sm / L 时进行液氮保存

。

解冻后用 2
.
0 % 以下 N aCI 溶液激活精子

,

精

子成活率达到最高
。

冷冻前和解冻后精子渗透压与 D M SO 浓度的增长呈正相关
。

相关方程分别为:冷

冻前
,

Y
=

0

.

1 4 8 X
+

1

.

2 4 5

,
r

= 0

.

8 9 8 和解冻后
,

Y = 0

.

1 3 6 X + 0

.

6 4 1

,
r =

0

.

9 6 8

,

( 图 3)
。

5 卜l丁()g

翩姗服呱854e83
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D M S O 浓 )变 D M S O eo neen tratlo n (% l

图 3 D M SO 浓度与团头舫精子渗透压的夫 杀

F lg
.
3 R e la tlo n sh iP s b e tw ee n D M S O

c o n c e n tra tjo n a n d o s m o tlc P re ssu r e o f th e b lu n t一sn o u t b re am sP e rm

冻前 B
efo re fr eezing ; o 解冻后 A ft

er th aw ing

2. 3 不同温度下 D M S O 对草鱼精子渗透压及活率的影响

室 温 下
,

草 鱼 精 子 经 8% D M S O 处理 3h 后
,

仅 有 5% 精 子 的渗透 压 超 过

854m o sm / L
,

能用 2
.
5% N aC I激活

。

用 1
.
0% N aC I激活时

,

精子活率最高为 75 %
。

处

理 6h 后
,

无论用 N aCI 或水激活
,

精子活率为零 (表 l)
。

T
a
b

.

l E f l七c t o f s %

不同温度下 8% D M S O 作用时间对草鱼精子渗透压及活率的影响

D M So treatm ent tim e o n the survival and 05扭o tic p re ssu r e o f gr a ss ca rp s洋
rm at diffe

r·

e n
t t

e

m P

e r a
t

u r e s

处处理温度度 处理 时间间 3
.
5 3

.
0 2

.
5 2

.
0 1

.
5 10 0

‘‘

激活精子的 N
aa 浓度(% )))

(((℃ ))) (h ))))) N a C I eo n ee n tra tio n fo r sP e
rm
a e tiv a tio nnn

TTT re a tm
e n ttt T re a tm e n ttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttt

tttem P e r
---

tllll eee 1 19 6 10 2 5 8 54 6 8 3 5 12 34 111 相应的精子渗透压(m o
sm / L)))

aaatllrCCCCCCC C orresPondinggg
ooooooooo sm otie P ressureee

2222一2333 000 0 0 0 30 40 85 9000 精子成活率(% )))
3333333 0 0 5 15 70 75 6000 Su rvivalrateee

5555555 0 0 0 3 3 5 555 * 0 一水(W
ater)))

6666666 0 0 0 0 0 0 00000

00000 000 0 3 85 90 90 95 900000

3333333 0 0 65 90 90 95 900000

5555555 0 0 45 85 90 95 900000

6666666 0 0 40 85 90 95 900000

在 O℃条件下
,

精子渗透压最高可达 1025 m o sm / L
,

相当于 3% N aCI 溶液的渗透
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压
。

用 2. 5% N aCI 激活精子
,

精子活率达 85 %
,

平衡 6h 时仍有 40 % 精子被激活
,

用

2.0 % 以下的 N aQ 或水激活
,

精子活率在 85 % 以上
。

3 讨论

3
.
1 D M S O 的抗冻保护机理

D M SO 对淡水鱼类精子的抗冻保护作用是由于 D M S O 能渗透到精子里面提高精

子渗透压
,

而这种渗透作用在精子接触到 D M SO 瞬间就已发生
。

用 D M SO 处理后渗透
压很 快升高

,

这与精子体积小 (5
.
05拼m ) 和 D M s o 渗透性强 有关1

7]。 精子渗透压随

D M 5 0 平衡时间和 D M S O 浓度增加而提高
,

20 % 浓度 D M SO 使精子的渗透压比原来

升高了 10 60 m o sm / L
,

冰点下降到一 10 ℃
,

因提高渗透压而降低冰点使精子在结冰前得

以快速通过 (0一60
℃ )危险温区[8]

,

从而使精子冷冻保存获得良好效果
。

3. 2 精子渗透压的变化与成活率的关系

精子冷冻 前随着用 D M SO 处 理 时 间和 D M SO 浓度 的改变
,

精 子渗透压 由

30 7m os m / L 上升到 1538m 0 sm / L
,

但冻前精子渗透压达最高值时精子活率并不是最

高
,

也不是存活时间最长和保存效果最好之时
。

我们认为:¹ 精子冷冻前所用 D M SO 的

最佳浓度是 1于一 14 %
,

在平衡 3一4h 时
,

渗透压可达到最好保存效果
。

如超过最佳范围

时
,

由于一部分精子本身对环境的适应
,

渗透压提高不大
,

当用较高浓度的 N aa 溶液激

活时
,

对这部分精子来说是处于高渗而不能激活
。

º 冷冻前高浓度 D M SO 对精子的毒性

作用使一部分精子死亡
,

这与 K ur okur a 等人研究结果一致
。

» 冻前精子渗透压达到最高

值
,

在冷冻保存过程中
,

由于结冰精子脱水造成
“

溶质损伤
” ,

解冻后精子活率降低
。

3. 3 关于解冻后精子渗透压比冷冻前低的问题

我们认为
,

在精子冰冻过程中
,

由于结冰精子进一步脱水使渗透压达到最高
,

解冻时

保护液先融化
,

融化的保护液对精子来说是处于低渗
,

它稀释和降低了精子的渗透压
,

所

以解冻后 的精子大部分都被激活作摆动运动
,

少数可以游动
。

因此解冻后精子的渗透压

比冻前低
。

但它的渗透压仍比 自然条件下高 3一4
.
5倍

。

在进行冻精授精时
,

不能用水直

接激活精子
,

因为用水激活会造成精子内外渗透压差过大
,

大部分精子立刻吸水膨胀死

亡
,

其存活率极低
,

存活时间极短
。

如用 1
.
0一2

.
0% N aCI 溶液激活

,

精子活率最高
,

存活

时间长
,

授精效果好
。

精子冷冻前用 N aCI 溶液作为间接测定精子渗透压的一种手段
,

是简单可行的
,

而且

很适用
。

因为精子本身体积很小
,

不可能进行渗透压测定
,

只能测定精液的渗透压
,

也就

是精子所处环境的渗透压
。

根据 N aCI 不同浓度对精子抑制一激活作用
,

能很快地测知精

子的渗透压
。

由于 D M SO 对不同种类鱼的精子的渗透性不同
,

渗透调节作用也有所区

别
,

但只需在冷冻前用不同浓度的 N
a
CI 溶液作为激活剂使精子激活

,

以测其渗透压
。

根

据精子渗透压变化规律就能很快地确定冷冻前保存精子所需条件
,

使冷冻保存精子获得

较高的成活率
。
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