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因名贵经济鱼类育种或种质资源保存的需要, 精子
超低温冻存及冻精质量评价的研究已越来越引起研究者

的重视。在海产鱼类中 , 已见对大黄鱼 (Pseudosciaena 
crocea)[1,2]、黑鲷 (Sparus macrocephalus)[3,4]、大弹涂   
鱼 (Boleophthalmus pectinirostris)[4] 、 中 华 乌 塘 鳢

(Bostrichthys sinensis)[5]、花鲈(Lateolabrax japonicus)[6]、

大 菱 鲆 (Scophthalmus maximus)[7] 、 细 须 石 首 鱼

(Micropogonias undulatus)[8]等种类精子冷冻保存的研究

报道。冻精及鲜精质量的优劣一般以精子的活力(激活率、
运动时间及寿命)与受精率为评价指标, 而以精子核 DNA
损伤程度为精子质量评价依据的研究相对较少, 仅见黑
鲷[9]、虹鳟(Oncorhynchus mykiss)[10]及狼鲈(Dicentrarchus 
labrax)[11]等鱼类中研究报道。在精子活力及受精率等常

规指标检测的基础上, 进行精子核 DNA 损伤的检测, 有
助于了解抗冻剂种类及浓度对精子核稳定性的影响, 为
抗冻剂的优化选择提供细胞学依据。 

真鲷(Pagrosomus major)是我国名贵的海产经济鱼
类, 东南沿海重要的养殖种。开展真鲷精子的超低温冻
存、建立优良种质的精子库, 不仅对种质资源保护具有重
要意义, 而且在杂交育种中也具有应用价值。有关真鲷精

子超低温冻存的研究已见报道, 但冻存效果因研究者实
施的冻存条件不同存在差异[12—16]; 徐西长等[17]用单细胞

凝胶电泳法(Single-cell gel electrophoresis, SCGE)检测了
以二甲基亚砜 (DMSO)为抗冻剂的超低温冻存真鲷精子
的 DNA 损伤, 但以乙二醇(EG)为抗冻剂的超低温冻存真
鲷精子的 DNA 损伤研究未见报道。SCGE 法也称彗星试
验, 是一种检测细胞 DNA 损伤的经典方法[18], 其原理是
细胞通过裂解、DNA解链等过程, 电泳时损伤的 DNA从
核中溢出、朝阳极泳动, 产生一个尾状带即彗尾, 未损伤
的DNA保持球形, 两者共同形成“彗星”, “彗星”的长度和
经荧光染色后“彗星”的荧光强度与 DNA 损伤度相关, 由
此可以检测单个细胞的 DNA 损伤[9,19]。由于能在荧光显

微镜下观察细胞 DNA 的损伤情况, 且具有快速、简便及
灵敏的特点, 已被应用于猪冻精[20]、牛冻精[21]、家蚕冻

精[22]、河蟹冻精[23]及鱼类冻精[9—11]等 DNA 损伤的检测
中。本研究以 Cortland溶液为稀释液、DMSO和 EG为抗
冻剂、0.5 mL麦细管为冻存管, 两步降温法超低温冻存真
鲷精子, 测定了冻精与鲜精的活力与受精率, 并用 SCGE
法检测了精子核 DNA 损伤, 旨在为真鲷精子超低温冻存
技术改进及冻精质量的评价提供参考。 
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1  材料与方法 

1.1  主要试剂与仪器 
试剂    Tris(三羟甲基氨基甲烷)、EDTA(乙二胺四

乙酸)、Na2-EDTA(乙二胺四乙酸二钠)、LMA(低熔点琼脂
糖)、Sodium lauroyl sarcosine(十二烷肌氨酸钠)、EB(溴化
乙锭)、DMSO(二甲基亚砜)、EG(乙二醇)及 Triton X-100
均购于 BBI, 其他试剂均为国产分析纯。 

仪器    低温离心机(Thermo D-37520 Osterode, 德
国), BX51荧光显微镜(日本Olympus公司), BG-Power600i
型电泳仪及 BG-SubMIDI 型水平电泳槽(北京百晶公司), 
0.5 mL麦细管(0.5 mL CASSOU straw, 法国 IMV公司)。 

1.2  材  料 
性成熟的真鲷亲鱼于 2009年 4月取自浙江省宁波市

海洋与渔业研究院横码基地苗种场, 鱼体重 1.5―2.0 kg/
尾, 雄鱼 10尾、雌鱼 3尾, 供采精、卵用。 

1.3  方  法 
精液的采集与稀释    先将精液稀释液(Cortland 溶

液: NaCl 7.25 g/L, KCl 0.38 g/L, CaCl2 0.18 g/L, NaHCO3 

1.00 g/L, MgSO4·7H2O 0.23 g/L, NaH2PO4·2H2O 0.41g/L, 
C6H12O6 1.00 g/L, pH=7.00)与抗冻剂(DMSO及 EG)按一
定比例混合配制成抗冻液, 置于冰箱(4℃)预冷, 然后进
行采精。用洁净的毛巾擦干真鲷生殖孔周围体表, 轻压鱼
腹使精液自然流出 , 获得无尿污的精液于培养皿中 , 置
于冰浴上。将采得的精液与抗冻液按 1︰3比例混匀成精
液-稀释液混合物, 于 4℃下平衡 10―15min。 

冷冻与解冻     将平衡过的精液-稀释液混合物分
装入体积为 0.5 mL 的麦细管中(每支装约 0.4 mL), 平放
在离液氮面 3―5cm处平衡 5―8min后, 投入液氮中保存。
每一抗冻剂浓度保存 6支。解冻时将麦细管从液氮中快速
取出, 于 40℃水浴中摇动溶化。 

鲜精与冻精的活力及受精率测定    按江世贵等[5]

的方法测定鲜精与冻存 3d后精子的活力(激活率、运动时
间及寿命)。精子的激活率指精液与激活液(盐度 27 的过
滤海水)混合后, 于显微镜下观察运动精子的数量占全部
精子数量的百分比, 精子的运动时间指精子自激活开始
至 90%的精子原地颤动为止的时间, 精子的寿命指精子
自激活开始至 90%的精子停止运动所经历的时间。实验
重复 3次。 

采用干法授精, 即将鲜精(约 5 μL)和冻精(约 20 μL)
分别与卵(约 0.5 mL)混匀, 8―10min后加过滤海水洗卵 2
次, 受精卵置于 1000 mL烧杯中(盛过滤海水 800 mL), 于
室温(22―24℃)、微充气条件下孵育。胚胎发育到原肠胚
中期时测定受精率。实验重复 3次。 

鲜精与冻精 DNA 损伤的 SCGE 检测    (1) SCGE试
验溶液配制  PBS: 0.2 mol/L的 Na2HPO4·12H2O (81 mL)
与 0.2 mol/L 的 NaH2PO4·2H2O (19 mL)混合液(pH=7.4, 

4℃保存); 裂解液: 2.5 mol/L NaCl, 100 mmol/L EDTA, 10 
g/L 十二烷肌氨酸钠 , 1% Triton X-100, 10% DMSO, 
pH=10; 电泳液: 0.3 mol/L NaOH, 1 mmol/L Na2-EDTA, 
pH=13。Tris-HCl: 0.4 mol/L Tris, HCl溶液中和至 pH 7.0; 
EB: 50 μg/mL。 

(2) SCGE 试验方法及步骤   将鲜精及冻存 3d 后  
解冻的精液与 4℃ PBS 溶液充分混合, 于离心机(2000 
r/min) 4℃下离心 2次, 每次 10―15min, 然后将精液稀释
至约 1×106个/mL。取稀释后精液 50 μL与 1%的液态低融
点琼脂糖凝胶 350 μL混匀于 5 mL离心管中, 待混合液凝
固后加入预冷的裂解液于 4℃下裂解 1h, 再用 PBS 溶液
洗涤 2 次, 弃掉 PBS 与裂解混合液, 70℃水浴加热 3min, 
使含有精子的低熔点琼脂糖融化成液态 , 吸取 95―   
100 μL均匀平铺在预热的普通载玻片上, 加盖玻片于 4℃
下冷凝 15min。待琼脂糖附着在载玻片上后, 轻轻剥掉盖
玻片, 将载玻片浸入加有电泳液的电泳槽中静置 20min, 
使精子核 DNA双链解旋, 然后在 12V、100 mA条件下电
泳 25min。电泳完毕, 轻轻取出载玻片, Tris-HCl 中和 3
次, 每次 5min, 然后用 EB 染色 10min, 于 Olympus 荧光
显微镜(激发光波长 580 nm)、暗光下观察, 随机观察 100
个精子核, 并拍摄彗星图片。每组(同一抗冻剂浓度)做 4
个平行试验。 

试验数据处理    (1)采用 CometScore 1.5软件分析
彗星图片, 获得尾矩(Tail moment)及彗星拖尾中 DNA 的
量占细胞总 DNA的比例等参数, 尾矩=尾长(Tail length)×
尾部 DNA 百分含量(DNA in Tail)。(2)彗星率及损伤系数
计算, 彗星率=(彗星细胞数目/总细胞数目)×100%; 损伤
系数=[(0 级损伤的细胞个数×0)+(Ⅰ级损伤的细胞个数
×1)+(Ⅱ级损伤的细胞个数×2)+(Ⅲ级损伤的细胞个数
×3)+(Ⅳ级损伤的细胞个数×4)]。(3)采用 Photoshop7.0 软
件处理编辑彗星图片。 

所有试验数据和组间单因素方差分析采用 SPSS 
11.5 完成, 以 P=0.05 为检验水准, 统计结果以平均值与
标准误差( x ±s)表示。 

2  结  果 

2.1  真鲷冻精的活力及受精率 
鲜精及超低温冻存 3d后的真鲷精子的活力(激活率、

运动时间及寿命)与受精率测定结果(表 1)。D1―D5 组和

E2―E4 组冻精的活力及受精率与鲜精相比差异不显著

(P>0.05), 其他组冻精的活力及受精率与鲜精差异显著

(P<0.05), 其中 D2及 E2组冻精的活力与受精率接近鲜精

水平。统计分析表明, 真鲷冻精的受精率与激活率呈线性

正相关(图 1、图 2)。 

2.2  真鲷鲜精及冻精的 DNA损伤 
鲜精和各冻精组的 SCGE 检测结果显示, 彗星尾矩 
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表 1  真鲷鲜精及冻精的活力及受精率(n=3, x ±s) 
Tab. 1  Motility and fertilization rate of fresh sperm and frozen-thawed sperm (n=3, x ±s) 

组别 
Group 

激活率 
Activation rate (%) 

运动时间 
Moving time (min) 

寿命 
Life-span (min) 

受精率 
Fertilization rate (%) 

鲜精 90.12±2.41a 53.86±4.18 a 71.18±6.64 a 89.05±1.99 a 

D1 83.74±4.64 a 49.97±2.58 a 64.64±2.59 a 82.10±0.96 a 

D2 89.41±2.59 a 51.25±2.65 a 68.82±4.39 a 87.10±2.26 a 

D3 85.67±4.09 a 47.07±4.69 a 62.29±4.56 a 85.42±4.36 a 

D4 83.27±3.43 a 47.28±2.55 a 59.53±5.26 a 84.99±2.12 a 

D5 80.29±6.79 a 45.14±3.07 a 59.16±8.05 a 79.94±4.30 a 

D6 64.17±4.75 b 22.37±5.08 b 31.62±5.46 b 67.73±7.73 b 

E1 79.32±8.16 b 34.76±4.38 b 48.36±4.89 b 71.36±2.86 b 

E2 87.35±5.01 a 50.66±3.91 a 67.98±4.35 a 86.42±1.63 a 

E3 81.43±3.00 a 48.14±5.04 a 62.45±3.91 a 82.96±1.23 a 

E4 79.88±7.74 a 45.53±4.21 a 61.71±8.11 a 79.90±4.14 a 

E5 63.89±4.79 b 26.36±6.36 b 34.71±8.88 b 65.05±2.53 b 

E6 53.52±4.86 b 18.47±5.02 b 21.24±5.69 b 44.84±6.07 b 

注: D1. 5% DMSO; D2. 10% DMSO; D3. 15% DMSO; D4. 20% DMSO; D5. 25% DMSO; D6. 30% DMSO; E1. 5% EG; E2. 10% EG; 
E3. 15% EG; E4. 20% EG; E5. 25% EG; E6. 30% EG; 表中同列数值后不同上标英文字母表示差异显著(P<0.05); 下同 

Note: Means in the same column with different superscripts are significantly different (P<0.05); the same bellow 
 

 

图 1  DMSO 为抗冻剂冷冻保存的真鲷精子受精率与激活率的
相关性 
Fig. 1  Correlation of fertilization rate and activation rate of fro-
zen-thawed sperm by DMSO 

 

 

图 2  EG 为抗冻剂冷冻保存的真鲷精子受精率与激活率的相 
关性 
Fig. 2  Correlation of fertilization rate and activation rate of fro-
zen-thawed sperm by EG 

随抗冻剂 DMSO 及 EG 浓度的升高而增大。其中 DMSO
浓度在 5%―25%及 EG 浓度在 5%―20%时, 冻精的彗星
尾矩与鲜精相比差异不显著 (P>0.05); DMSO 浓度为

30%、EG 浓度为 25%及 30%时, 冻精的彗星尾矩与鲜精
相比差异显著(P<0.05)(图 3)。 

 

 

图 3  真鲷鲜精及冻精 SCGE检测的彗星尾矩 
Fig. 3 Tail moment of fresh sperm and frozen-thawed sperm by 
SCGE 
1组. 鲜精(对照组); 2组. 5%DMSO及 5%EG; 3组. 10%DMSO
及 10%EG; 4 组. 15%DMSO 及 15%EG; 5 组. 20%DMSO 及
20%EG; 6组. 25%DMSO及 25%EG; 7组. 30%DMSO及 30%EG。
同一系列中 , 与对照组相比 , 直柱上所标字母不同表示差异显
著(P<0.05) 
Group 1. fresh sperm; Group 2. 5% DMSO and 5% EG; Group 3. 
10% DMSO and 10% EG; Group 4. 15% DMSO and 15% EG; 
Group 5. 20% DMSO and 20% EG; Group 6. 25% DMSO and 25% 
EG; Group 7. 30% DMSO and 30% EG. Compared with the control 
group, different letter in the columniation of the same series means 
that there were remarkable difference between them (P<0.05) 
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根据彗星拖尾中 DNA 的量占细胞总 DNA 的比例, 
将真鲷鲜精及冻精核 DNA损伤程度分为 5级。0级: <5% 
(DNA in Tail), 无损伤, 精子核完整、呈圆形(图 4a); Ⅰ级: 
5%―20% (DNA in Tail), 轻度损伤, 精子核缩小, 可见少许
彗尾(图 4b); Ⅱ级: 20%―40% (DNA in Tail), 中度损伤, 精
子核进一步缩小, 彗尾明显延长(图 4c); Ⅲ级: 40%―95% 
(DNA in Tail), 重度损伤, 精子核明显缩小, 彗尾较长、荧
光信号强(图 4d); Ⅳ级: >95% (DNA in Tail), 完全损伤, 精
子核模糊或消失, 彗尾长、荧光信号极强(图 4e)。 

根据上述精子核 DNA 损伤程度分级方法 , 通过

CometScore 1.5软件对真鲷鲜精与冻精的 SCGE彗星图片
数据进行分析处理, 得出鲜精及冻精的彗星率及核 DNA
损伤情况 (表 2)。由表 2 可知 , 5%―25% DMSO 及

5%―20% EG为抗冻剂的冻精的彗星率及 DNA损伤情况
与鲜精差异不显著(P>0.05), 而 30% DMSO、25% EG及
30% EG为抗冻剂的冻精的彗星率和 DNA损伤情况与鲜
精差异显著(P<0.05)。精子核 DNA 损伤主要为轻度和中
度损伤, 重度损伤比率较低, 完全损伤仅存在于 25%及
30% DMSO与 20%、25%及 30% EG为抗冻剂的冻精中, 
且比例低。 

 

 

图 4  真鲷鲜精与冻精的 SCGE彗星图 
Fig. 4  Comet image of fresh and frozen-thawed sperm 

a. 0级损伤Grade 0 damage ×400; b. 1级损伤Grade Ⅰdamage ×400; c. 2级损伤Grade Ⅱdamage ×400; d. 3级损伤Grade Ⅲ damage ×400; 
e. 4级损伤 Grade Ⅳdamage ×400 
 

表 2  真鲷鲜精及冻精 SCGE 检测的 DNA 损伤分级(n=400, x ±s) 
Tab. 2  Classification of DNA damage detection of comet rate in fresh sperm and frozen-thawed sperm (n=400, x ±s) 

组别 
Group 

0级 
Grade 0 

(%) 

Ⅰ级 
GradeⅠ 

(%) 

Ⅱ级 
GradeⅡ 

(%) 

Ⅲ级 
Grade Ⅲ  

(%) 

Ⅳ级 
Grade Ⅳ 

(%) 

彗星率 
Comet rate 

(%) 

损伤系数 
Damage coeffi-

cient 
鲜精 72.25±2.22a 16.25±2.06 a 9.25±1.50 a 2.25±0.96 a 0.00±0.00 a 27.50±2.22 a 41.50±5.00 a 

D1 69.00±1.83 a 17.25±3.60 a 10.50±2.52 a 3.25±0.96 a 0.00±0.00 a 31.00±1.83 a 48.00±4.83 a 

D2 66.50±7.55 a 19.50±3.70 a 11.00±4.69 a 3.00±1.63 a 0.00±0.00 a 33.50±7.55 a 50.50±14.84 a 

D3 64.75±2.22 a 19.50±2.89 a 11.75±6.40 a 4.00±1.83 a 0.00±0.00 a 35.25±2.22 a 55.00±5.66 a 

D4 58.25±3.50 a 20.00±4.08 a 11.75±4.03 a 5.00±3.56 a 0.00±0.00 a 41.75±3.50 a 59.00±11.49 a 

D5 57.75±16.78 a 21.25±3.40 a 16.50±3.03 a 4.00±1.83 a 0.50±1.00 a 42.25±16.78 a 68.25±33.95 a 

D6 22.25±9.54 b 26.00±2.71b 41.75±4.72 b 7.75±1.71b 2.00±1.41 b 77.75±9.54 b 140.75±12.53 b 

E1 65.75±2.06 a 21.25±8.38 a 10.00±4.90 a 3.00±3.46 a 0.00±0.00 a 34.25±2.06 a 50.25±11.67 a 

E2 64.00±1.41 a 20.00±2.45 a 12.25±2.36 a 3.75±2.22 a 0.00±0.00 a 36.00±1.41 a 55.75±4.43 a 

E3 62.75±3.50 a 21.00±3.83 a 11.50±4.43 a 4.75±2.06 a 0.00±0.00 a 37.25±3.50 a 58.25±5.74 a 

E4 58.25±2.75 a 21.00±3.92 a 14.50±2.65 a 5.50±1.91 a 0.75±0.50 a 41.75±2.75 a 67.00±7.79 a 

E5 39.75±6.29 b 25.25±2.50 b 25.50±5.92 b 7.25±2.06 b 2.25±1.50 b 60.25±6.29 b 107.00±13.34 b 

E6 20.00±12.78 b 26.25±4.79 b 42.50±4.04 b 8.50±4.20 b 2.75±1.26 b 80.00±12.78 b 147.75±11.30 b 
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对鲜精和冻精的 DNA 损伤系数与抗冻剂浓度的相
关性进行统计分析 , 结果表明 , 损伤系数与抗冻剂浓度
成正相关(图 5、图 6)。 
 

 

图 5  真鲷鲜精及冻精 SCGE检测的 DNA损伤系数与 DMSO浓
度的相关性 
Fig. 5  Correlation of damage coefficient and DMSO concentra-
tion of fresh sperm and frozen-thawed sperm 

 

 

图 6   真鲷鲜精及冻精 SCGE检测的 DNA损伤系数与 EG浓度
的相关性 
Fig. 6  Correlation of damage coefficient and EG concentration of 
fresh sperm and frozen-thawed sperm 
 

3  讨  论 

本研究发现, 以 Cortland 溶液为稀释液、5%―25%
的 DMSO及 10%―20%的 EG为抗冻剂, 超低温冻存真鲷
精子的效果较佳 , 冻精核 DNA 损伤较轻 ; 而以 30% 
DMSO、5% EG、25% EG及 30% EG为抗冻剂超低温冻
存真鲷精子的效果下降, 其中 30% DMSO、25% EG 及
30% EG为抗冻剂的冻精核 DNA损伤程度明显加重。 

李纯[16]以 0.75% NaCl 溶液为稀释液、20% DMSO
为抗冻剂, 用 0.5 mL 冷冻管及程序降温仪降温法超低温
冻存真鲷精子, 液氮中保存 46d 后冻精复苏率达 50.63%; 
刘清华[12]以 Cortland溶液为稀释液, 用 2 mL冷冻管和程
序降温仪降温法超低温冻存真鲷精子 , 结果发现以
15%―20% DMSO、9%及 12% EG为抗冻剂, 20℃/min的
速率降温, 在液氮中保存精子 7d 后解冻, 精子活动率达

79.4%―88.6%、受精率达 89.6%―95.6%, 接近鲜精水平; 
丁福红[15]以 15% DMSO为抗冻剂, 程序降温法、20℃/min
速率降温 , 超低温冻存真鲷精子 , 冻精复活率及受精率
分别达 89.29%及 96.8%。我们的试验发现, 以 Cortland
溶液为稀释液, 0.5 mL麦细管为冻存管, 5%―25% DMSO
及 10%―20% EG为抗冻剂, 两步降温法超低温冻存的真
鲷精子, 3d后解冻, 精子活力和受精率与鲜精无显著差异, 
其中以 10% DMSO为抗冻剂的冻精的激活率、运动时间、
寿命及受精率分别达(89.41±2.59)%、(51.25±2.65)min、
(68.82±4.39)min及(87.10±2.26)%, 以 10% EG为抗冻剂的
冻精的激活率、运动时间、寿命及受精率分别达

(87.35±5.01)% 、 (50.66±3.91)min 、 (67.98±4.35)min 及

(86.42±1.63)%。可见, 因研究者实施的冻存条件不同, 真
鲷精子的冻存效果存在差异。本试验的真鲷冻精的受精率

与激活率呈正比, 冻精激活率与受精率的正相关性也见
于大黄鱼[1,2]、大西洋鳕(Gadus morhua)[24]、黑鲷[9]、虹   
鳟[25]等鱼类中研究报道。需要说明的是, 本试验的两步降
温法采用了自制的简易降温装置, 方便携带到远离实验
室的野外鱼种场或养殖场使用, 克服了程序降温仪难以
携带到野外操作的缺点。 

DMSO和 EG为鱼类精子冻存的常用抗冻剂。Horton, 

et al.[26]对虹鳟精子超低温冻存的研究发现, 10% DMSO

是一个高度有效的浓度, 能对精子起到良好的保护作用。

大菱鲆 [7]、大梭鱼 (Esox masquinongy)[27]、点带石斑鱼

(Epinephelus malabaricus)[28] 、 马 苏 大 麻 哈 鱼

(Oncorhynchus masou) [29]、黑鲷[9]、狼鲈[11]等鱼类的精子

超低温冻存的研究表明, 10% DMSO 为抗冻剂冻存精子

的效果较佳。 10% EG 为抗冻剂冷冻保存黄鳍鲷

(Acanthopagrus latus)[30]、细须石首鱼[8]等鱼类的精子的效

果较好。本研究也表明, 10% DMSO及 10% EG对超低温

冻存真鲷精子起到了良好的抗冻保护效果。 

Zilli, et al. [11]对超低温冻存的狼鲈精子的 DNA 损 
伤的 SCGE 检测发现 , 以 10% DMSO 为抗冻剂冷冻    
狼鲈精子, 冻精与鲜精的 DNA 损伤状况无显著差异。
Labbe, et al. [10]研究了超低温冻存对虹鳟精子 DNA稳定
性的影响, 发现以 10% DMSO 为抗冻剂冷冻虹鳟精子, 
冻精的 DNA 损伤与鲜精差异不显著 ,  冻精受精率达
93.5%。Martínez-Páramo, et al. [31]以 7% DMSO+10%卵黄
为抗冻剂超低温冻存西班牙杜埃尔纳褐鳟(Salmo trutta), 
冻精 DNA 损伤与鲜精无显著差异, 冻精激活率与鲜精相
同, 达 77.6%。叶霆等[9]对超低温冻存的黑鲷精子的 DNA
损伤的检测表明, DMSO 浓度为 5%―20%时, 黑鲷冻精
与鲜精的彗星率及损伤系数差异不显著; DMSO 浓度为
25%及 30%时, 冻精与鲜精的彗星率及损伤系数差异显著, 
冻精的 DNA 损伤与抗冻剂 DMSO 浓度成正相关。本试 
验表明, 真鲷冻精 DNA 损伤程度随 DMSO 及 EG 的浓 
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度升高而增大, DMSO 浓度在 5%―25%及 EG 浓度在
10%―20%范围内, 真鲷冻精的彗星率及 DNA 损伤状况
与鲜精接近 , 而且冻精活力与鲜精相比无显著差异 ; 
DMSO浓度高于 25%及 EG浓度高于 20%时, 真鲷冻精的
彗星率及 DNA 损伤比鲜精明显加重, 冻精的活力明显下
降。因此, 为确保真鲷冻精 DNA 的稳定性及具有较高活
力 , 宜将抗冻剂 DMSO 及 EG 的浓度分别控制在

5%―25%及 10%―20%范围内。本试验所用的精液系采自
同一批亲鱼, 而且各试验组精液均采用相同的降温与复
温程序, 冻精组彗星率及损伤系数的差异主要是由抗冻
剂 DMSO 及 EG 浓度不同引起的。我们认为, 较高浓度  
的抗冻剂 DMSO 及 EG 是造成冻精核 DNA 损伤的主要 
原因。 

关于 SCGE 法检测鱼类精子核 DNA 损伤的实验条 
件, 因研究者研究的鱼的种类不同而异。Zilli, et al. [11]采

用 2层铺胶法 SCGE检测狼鲈冻精核 DNA损伤, 采用的
电泳液为 0.3 mol/L NaOH、1 mmol/L Na2-EDTA(pH>12), 
电泳的电压为 25 V, 电泳时间 10min。Labbe, et al. [10]采

用 3层铺胶法 SCGE检测虹鳟冻精核 DNA损伤, 采用的
电泳液为 280 mmol/L NaOH、1 mmol/L EDTA(pH>13), 电
泳的电压为 20 V, 电流 300 mA, 电泳时间 24min。叶霆 
等[9]采用单层铺胶法 SCGE 检测黑鲷冻精核 DNA 损伤, 
采用的电泳液为 300 mmol/L CH3COONa、100 mmol/L 
Tris (pH=10.0), 电泳的电压为 15 V、电流 130 mA, 电泳
时间 60min。徐西长等[17]采用单层铺胶法 SCGE检测真鲷
冻精核 DNA 损伤, 其电泳液及电泳时间与叶霆等[9]的相

同, 但电压为 14 V、电流 110 mA。本试验采用单层铺胶
法铺片, 电泳液为 0.3 mol/L NaOH、1 mmol/L Na2-EDTA 
(pH=13), 在 12 V、100 mA条件下电泳 25min, 具有灵敏
度高、彗星图谱清晰的优点。 
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