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马氏珠母贝精子低温保存主要影响因素的研究
余祥勇 , 王梅芳 , 陈钢荣 , 刘雅靖 , 张春芳

(湛江海洋大学 珍珠研究所 , 广东 湛江 524025)

摘要:采用二甲基亚砜(DMSO)和甘油作为抗冻剂 , 以海水或体液等为基础液 , 配制体积分数为 6%、8%、10%和

12%的抗冻保护液.将马氏珠母贝精液和抗冻保护液以 1∶2、1∶5 、1∶10 和 1∶20(体积比)混合后 ,置 4 ℃中平衡 30和

60 min ,再于-18 ℃中冷冻 4、24和 72 h , 解冻后观察精子的活动状态和受精率.结果表明 , 抗冻剂种类 、体积分数以

及精液与保护液的比例对精子的活动状态有很大的影响;4 ℃的平衡时间对精子的存活率影响不显著 ,但对受精率

却有明显的影响.在-18 ℃时 , 精液和抗冻保护液体积比 1∶20 , DMSO 体积分数为 10%和 12%的两组保存效果较

好.精子存活率随着保存时间的增长而降低 , 但基础液的类型对精子受精率没有明显影响.
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Studies on main factors influencing cryopreservation of

spermatozoa of Pinctada martensii
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Abstract:Dimethyl sulfoxide (DMSO)and glycerol was used as antifreezers for preserving the sperm of Pinc-

tada martensii at lower temperature , and boiled seawater , body fluid of Pinctada martensii , mixture of body

fluid and seawater were selected as basic solution to dilute the antifreezer at volume fractions of 6%, 8%,

10% and 12%, respectively.After mixed with diluent at the ratio of 1∶2 , 1∶5 , 1∶10 or 1∶20 , sperms of

Pinctada martensii were frozen at 4 ℃for 30 or 60min , then at -18 ℃for 4 , 24 or 72 h.When the sperms

were thawed at room temperature , their activity and fertilizing capability of the sperms were checked.The re-

sults revealed that different antifreezers , their volume fractions as well as the ratios of sperms versus protection

had significant effects on the activity , fertilizing capability of spermatozoa.The duration of balancing at 4 ℃

had no marked effect on survival rate of sperms but altered inseminating rate of sperms obviously.Two groups ,

in which the volume fractions of DMSO were 10% and 12%, repectively , achieved better results after diluted

sperms were preserved at -18 ℃with the proportion of sperms and diluent antifreezer at volume ratio 1∶20.

Observations showed that sperm survival rate decreased when the preservation time prolonged , but the change

of sperm inseminating rate in different basic solutions was not significant.
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　　自 1949年英国的 Polge 等成功地利用甘油冷冻

保存动物精子以来 ,乙二醇(EG)、丙二醇 、二甲基亚

砜(DMSO)等相继被发现有很好的防精子冻伤效

果
[ 1]

.动物精子在 0 ～ 4 ℃低温保存最多只有几十天

的时间 ,而置于-196 ℃的液氮中 ,保存数月至数年

后解冻 ,其受精能力仍能恢复[ 2] .目前贝类种质低温

保存研究则刚刚起步 ,国内在贝类精液冷冻保存方

面所做的工作较少
[ 3～ 5]

.马氏珠母贝是我国海水珍

珠生产最主要的物种 ,其良种选育工作已取得一些

进展[ 6 ～ 7] .本文就马氏珍珠贝精液低温冷冻保存的

基础液 、2种常用抗冻剂(二甲基亚砜和甘油)的合适

浓度及对精子活动和受精的影响 、精子与抗冻保护
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液适宜比例等进行摸索 ,考虑到海水养殖场大多偏

远而不便使用液氮 ,故在普通冰箱所能达到的 4和

-18 ℃2个温度下 ,对精子冷冻保存影响因素开展

研究 ,以期为日后超低温保存的工作提供基础资料.

1　材料与方法

1.1　材料

马氏珠母贝取自湛江海洋大学流沙珍珠基地 ,

在实验室暂养备用.剖开后收集外套液置于 4 ℃保

存备用 ,并选择成熟饱满的雄贝 ,从性腺吸取精液用

于试验.

1.2　基础液和不同体积分数抗冻剂的配制

所用基础液 3种:a、海水;b 、外套液;c、外套液与

海水1∶1(体积比)的混合液.抗冻剂为二甲基亚砜

(DMSO)和甘油 ,用 3种基础液分别配制体积分数为

6%、8%、10%和 12%的 DMSO 及甘油抗冻保护液 ,

置4 ℃预冷备用.

1.3　不同稀释倍数的精液样品制备

从雄贝性腺取少量精子经氨海水刺激后镜检 ,

选择精子活力好的精液与抗冻保护液按 1∶2 、1∶5 、

1∶10 、和 1∶20(体积比)稀释 ,作为试验组样品;对照

组中 ,精液用不含抗冻剂的海水按 1∶20(体积比)稀

释.稀释样品摇匀后 ,分别分装于 1.5 mL 的塑料冻

存管中 ,1 mL/管.

1.4　抗冻剂的毒性与保护效应估测

将试验组和对照组(未加抗冻剂)样品分 2 组

(每组平行重复 3 次),第 Ⅰ组于 4 ℃中分别放置 4 、

24 、72 h ,第Ⅱ组于4 ℃中分别平衡30 、60min ,再置于

-18 ℃中分别冷冻 4 、24 、72 h.

1.5　解冻及解冻后精子活力的检测

经过-18 ℃冷冻 ,取出后马上在 35 ℃水浴中解

冻 ,取少许精液 ,滴加氨海水激活 ,依据精子的活动

情况估计精子存活率(观察 3 ～ 5个视野取平均值).

有精子存活的组别用常规方法受精 ,观察胚胎发育 ,

在2 h后计算受精率.

2　结果与分析

2.1　抗冻剂种类及精液稀释倍数对保存效果的影

响

　　样品经4 ℃平衡 30min(或 60min)、-18 ℃冻存

4 h(或 24 h)、解冻后 ,镜检发现 ,不同的抗冻剂 、不同

的稀释倍数对精子的保存效果有明显差异 ,结果见

表1.

　　试验结果表明 ,在平衡时间 、冻存及解冻方式相

同的条件下 ,甘油和 DMSO的效果有所不同:以甘油

为抗冻剂的所有组别 ,均出现絮状凝结 ,显微观察 ,

絮状物为不活动的精子集聚而成;以 DMSO 为抗冻

剂 ,1∶2和 1∶5稀释组也有絮状凝结的现象 ,而 1∶10

和1∶20 稀释的组别基本正常 , 1∶20 时精子活力更

好.这说明甘油对马氏贝精子冻存有不良影响 ,而

DMSO抗冻保护作用较好 ,但在精液太浓(稀释倍数

小)时 ,其作用也不明显.

表 1　2 种抗冻剂及精液稀释比例对保存效果的影响1)

Tab.1 　The effect of two antifreezers and dilution ratios of

sperm on cryopreservation

精液∶保护液

sperm∶diluent

(V∶V)

φ(DMSO)/ % φ(甘油 gly cerol)/ %

6 8 10 12 6 8 10 12

1∶2 × × × × × × × ×

1∶5 × × × × × × × ×

1∶10 × √ √ √ × × × ×

1∶20 √ √ √ √ × × × ×

　1)×有絮状物形成 , 无存活的精子;√无絮状物 , 有存活的

精子;保护液均用 3 种基础液配制 ,其结果一致

2.2　不同体积分数 DMSO抗冻保护液对保存效果

的影响

　　精液样品加入不同体积分数的 DMSO抗冻液 ,

在4 ℃平衡 30 min , -18 ℃冻存 4 h ,解冻后进行观

察 ,结果(表 2)表明 DMSO体积分数低于 10%时 ,对

精子的保护作用较弱.

表 2　不同体积分数 DMSO抗冻保护液的保存效果1)

Tab.2 　The effect of various dilution ratios of DMSO an-

tifreezer on cryopreservation

检测项目

inspect subjects

φ(DMSO)/%

6 8 10 12

肉眼观察 with naked eye √ √ √ √

镜检 under microscope × × √ √

存活率 survival rate/ % <5 <10 80 80

　1)×表示有絮状物;√表示无絮状物.精液∶抗冻保护液

(体积比)=1∶20

2.3　4 ℃平衡时间对精子保存效果的影响及 DMSO

的毒性

　　经过 4 ℃平衡后镜检发现 ,当精液∶抗冻液(体

积比)为 1∶20时 ,不论 DMSO 的体积分数是多少 ,30

和60 min的平衡时间对精子的存活率没有明显的影

响(均为 95%以上);两试验组间的精子活动能力也

并无明显差别 ,而与对照组相比略有下降.

经过-18 ℃冷冻 4 h后 ,均有 80%的精子存活 ,

但在 4 ℃平衡了 60min的组别 ,精卵混合后2 h观察

的受精率却极低(图 1).这说明 4 ℃平衡时间的长

短(30和60 min)对-18 ℃冻存精子的受精能力有明

显影响.4 ℃冷冻 4 h后 ,DMSO的添加与否 ,精子存
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活率无明显差异;而 4 ℃冷冻 24 h后 ,精子存活率有

差异(表 3).

表3　4 ℃精子在不同体积分数的 DMSO 中保存不同时间的

存活率1)

Tab.3　At 4 ℃ the survival rates of sperms after different du-

rations of cryopreservation in various ratios of DMSO

%

t(保存

preserve)/ h

φ(DMSO)/%

6 8 10 12

对照(天然海水)

control(seawater)

4 99 99 95 95 100

24 90 85 85 85 99

72 20 20 25 20 55

　1)精液∶保存液(体积比)=1∶20;不同体积分数的DMSO用

天然海水配制

　　结果表明 ,在 4 ℃下平衡 30 min ～ 24 h ,精子的

存活率都只有轻微下降 ,但样品在 4 ℃下平衡 60min

后 ,受精率已显著下降 ,说明精子受精能力随着平衡

时间延长而受到 DMSO损害明显加大.

2.4　2种温度下冷冻的保护与损伤效应

在4与-18 ℃冷冻温度下 ,精子的存活率随冷

冻时间的延长而降低(表 4).

表 4　2 种冷冻温度下精子存活率的比较1)

Tab.4　Survival rates of sperms at two different cryoperserva-

tion temperatures

t(冷冻

frozen)/ h

试验组存活率/ %

survival rate of tested groups

对照组存活率/ %

survival rate of controls

4 ℃ -18 ℃ -18 ℃

4 95 80 10

24 85 70 0

72 20 <5 0

　1)精液∶保存液(体积比)=1∶20;4 ℃平衡 30 min;DMSO

的体积分数为 10%

　　在-18 ℃下 ,与对照组比较 ,反映出抗冻剂对精

子有明显的保护作用 ,4 ～ 24 h 的精子存活率在 70%

以上 ,而对照组冷冻 24 h ,已没有存活的精子;但对

照组冷冻 4 h时 ,尚有 10%的存活率 ,可能此时精子

原生质水分还没全部结冰 ,还有少量受损害较小的

精子具有活动能力.

比较试验组在 4与-18 ℃下的结果 ,可以看出 ,

在4 ～ 72 h冷冻时 , -18 ℃比4 ℃对精子存活率影响

要大得多 ,可能在-18 ℃下 ,即使加抗冻剂 ,还是有

部分精子原生质(如质膜外层)水分结冰 ,从而对精

子造成损害.

2.5　不同 DMSO体积分数及平衡时间对受精率的

影响

　　精液∶保护液按 1∶20(体积比)稀释后 ,放置在 4

℃下分别平衡 30 、60 min ,再移入-18 ℃中冷冻 4 h.

35 ℃解冻 ,镜检后发现 ,体积分数为 10%和 12%的

DMSO保护液中 ,各组精子存活率都在 80%以上;在

4 ℃的平衡时间为 30 min的样本受精率都在 25%左

右;若平衡 60 min ,各组的受精率均降到 1%左右 ,即

样品在4 ℃下平衡 30 min的效果均优于平衡60 min;

在4 ℃平衡 30 min 时 , DMSO 体积分数 12%比 10%

的抗冻效果好(图 1).

图 1　不同 DMSO体积分数及平衡时间对受精率的影响

Fig.1　Effects of different basic solutions , volume fraction of DMSO

and balance duration on insemination rate

　　综合上述结果 ,并考虑保护液的配制简单 、毒性

小等因素 , 选择海水为基础液配制体积分数为

10%～ 12%的 DMSO ,在 4 ℃下平衡 30 min 再冷冻 ,

可收到较好的低温保存效果.

3　讨论

3.1　基础溶液和抗冻剂对保存效果的影响

在配制抗冻保护液的基础溶液中 ,通常认为添

加磷脂 、糖类 、蛋白质和维生素等物质会增强精子的

抗冻能力.本试验选用外套液作为基础溶液组分 ,主

要考虑到它是珍珠贝的分泌物 ,除了已经知道的营

养和抗菌作用外 ,推测也和性腺内体液一样不会对

精子有激活作用.通常认为海水与体液的 pH 值 、渗

透压和溶解氧等差异会使进入海水的精子激活
[ 8]

,

但据喻达辉等[ 9]的研究 ,精子在 pH8.0 的自然海水

中不能被激活;笔者的多次试验也支持这个结果:珍

珠贝的精子与海水接触后 0.5 h内均观察不到精子

的活动.在用外套液和海水混合液(1∶1)作为基础溶

液时 ,复活后的受精率和发育情况更好些 ,出现这样

的差别 ,可能是外套液中的一些营养成份也有增加

精子抗冻能力的作用.由于本试验只是精子超低温

冷冻前期工作 ,外套液适宜的采集方式和使用配比
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还需进一步摸索.

在马氏珠母贝精液中加入含甘油或 DMSO的抗

冻液后 ,镜检发现精子运动能力均下降.有研究表明

甘油可造成哺乳类精子损伤[ 10] ,而 DMSO 渗透力强 、

亲水性好 ,能使原生质保持水分并降低其冰点 ,保护

效果优于甘油[ 11] .在本试验中 ,添加 DMSO 的组别

在4 ℃冷冻 24 h后 ,还有85%精子存活 ,表明在较短

的时间里 ,DMSO对精子的损害不严重;但在 4 ℃冷

冻72 h后 ,只有约 20%的存活率 ,而对照组有超过

50%的存活率 ,则表明DMSO的毒害作用随着接触时

间的延长而明显增大.DMSO对精子有毒性但又有

较好防冻效果的双重特性 ,需要 DMSO 有一个适宜

使用浓度 ,既能起到良好的抗冻作用 ,又不会导致精

子损伤.杨爱国等
[ 3]
发现浓度 8%～ 10%的 DMSO

对扇贝的精子保护最好.笔者的试验也表明 ,体积分

数10%～ 12%的DMSO可对马氏珠母贝的精子有较

好的抗冻保护作用.

3.2　降温平衡和精子保存温度

精液和抗冻剂混合后在低温(0 ～ 10 ℃)中平衡

的目的是使抗冻剂充分渗透.笔者发现平衡 60 min

的组别的受精率明显比 30 min的低.本试验表明 ,

精子稀释后在 4 ℃平衡时间太长会产生较大的危

害.对比 4 ℃平衡 30和 60 min结果 ,发现虽然解冻

后的精子存活率无明显区别 ,但受精率对比表明 ,平

衡时间的延长损害了精子的受精能力 ,这也说明活

动着的精子并不一定就具有受精功能.

本试验采用了 4和-18 ℃2 种温度 ,一方面这

是偏远养殖场取样和前期处理中用普通冰箱就可以

达到的温度 ,另一方面-18 ℃也是添加抗冻剂前后 ,

精子内外水分结冰与不结冰的温度.笔者希望通过

比较 2种温度下 ,加入抗冻剂前后的精子活动和受

精状况 ,来确定超低温冷冻前的适宜平衡程序.根据

李斌贝等[ 5]的研究 ,DMSO在 4 ℃以上对精子会产生较

大的毒害作用 ,当温度下降到 2.5 ℃时它对精子的

毒害会大大的降低.而-18 ℃保存 72 h存活率虽然

比没有加抗冻剂的对照组高许多 ,但并不比 4 ℃下

保持的效果好 ,推测-18 ℃可能会减低 DMSO毒性 ,

但这个温度对精子也有不利影响.

综合试验的结果 ,笔者认为 ,对于马氏珠母贝的

精子保存而言 ,十几个小时的保存 ,应不加抗冻剂直

接在 4 ℃放置 ,而几天以至更长时间的保存 ,应将精

子用含有 DMSO 的保护液稀释后 ,在 4 ℃下平衡不

超过 30 min ,然后转入液氮冻存.
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