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斑鳜精液超低温冷冻保存及其效果分析

周磊1, 罗渡1, 2, 卢薛1, 王鹏飞1, 胥鹏1, 曾雷1, 李桂峰1
1. 中山大学 生命科学学院, 水生经济动物研究所, 水产品安全教育部重点实验室, 广东 广州 510275;

2. 中国水产科学研究院 珠江水产研究所, 农业部热带亚热带水产资源利用与养殖重点实验室, 广东 广州 510380
摘要: 实验所用翘嘴鳜(♀, Siniperca chuatsi) 2~3龄, 体质量1 000~1 500 g; 斑鳜(♂, Siniperca scherzeri Steindachner)1~2龄, 体质量300~500 g。于繁殖季节选取成熟度好的亲鱼以促黄体素释放激素类似物(LHRH-A2)、绒毛膜促性腺激素(HCG)和马来酸地欧酮(DOM)进行催产。通过筛选D-15、D-17、Ringer液 和 M-Hank’s液4种稀释液和二甲基亚砜 (DMSO)、 甘油(Gly)、乙二醇 (EG)、1,2-丙二醇 (PG)和二甲基甲酰胺 (DMF)5种抗冻剂, 发现DMSO和D-17分别是优选的抗冻剂和稀释液。以D-17作为斑鳜精子的稀释液, 按照1︰3(精液︰稀释液)体积比稀释, 添加10%体积的DMSO作为抗冻剂, 按照三步冷冻法超低温冷冻保存, 37℃水浴解冻的斑鳜精子, 经CASA分析精子活率为(83.26±18.20)%, SCGE检测表明70%以上的精子核DNA不会发生损伤; FCM分析表明26.74%的解冻精子有完整的细胞膜且线粒体功能正常; 用冷冻复苏斑鳜精子与翘嘴鳜精卵进行人工授精, 最高受精率(39.6±6.5)%, 温度24~28℃孵化时间38 h, 孵化后的鱼苗发育正常, 开口1周以后的鱼苗全长(1.346±0.255 ) cm, 体高(0.438±0.103) cm, 体质量(0.045±0.020) g。鲜精受精鱼苗和冻精受精鱼苗在开口后1周的生长没有显著差异。因此认为D-17+10% DMSO可用于斑鳜精液的超低温冷冻保存。本研究将有助于斑鳜种质资源的收集保存和冷冻保存的斑鳜精液在翘嘴鳜(♀)×斑鳜(♂)杂交中的应用。
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斑鳜(Siniperca scherzeri Steindachner , 1892)又称花斑鳜、过江龙、尖爪、嘴爪、桂鱼、岩鳜鱼等。隶属于鲈形目(Perciformes), 鳜属 [1], 广泛分布于中国大陆、朝鲜和越南等地[2-3]。中国是斑鳜主要分布区, 广布于各大水系, 除河北、山西尚无记录外, 其他各省区皆有分布[4]。为了开展斑鳜与翘嘴鳜(Siniperca chuatsi)杂交制种, 本研究对斑鳜精液超低温冷冻保存及其效果进行了分析, 以期解决父本斑鳜的精子来源和保证精子质量。

低温冷冻保存是水生生物种质资源保护的途径之一[5]。而冷冻配子具有超越时空的功效, 可以使不同生殖期或地理间隔的品系得以交配, 性转换的个体得以自交, 可以不间断地为水产遗传学及生物技术研究提供配子材料, 还可以为重要经济鱼类及某些珍稀濒危鱼类基因资源的长期保存提供有效、可靠的技术手段 [6]。自从20世纪50年代Blaxter [7]在《Nature》上报道其成功保存大西洋鲑(Oncorhynchus solar)精巢以来, 目前已有200多种海淡水鱼类精液得到了成功保存。然而大量的研究表明鱼类精液的超低温冷冻保存具有严格的种属特异性, 很难找到一种统一通用的方法。从已有的报道来看, 鳜属鱼类精液的冷冻保存研究不多, 只有翘嘴鳜精子实现了超低温冷冻保存和成功用于受精繁殖[8], 而斑鳜精子冷冻保存技术至今还未见报道。本研究通过筛选D-15、D-17、Ringer液 和 M-Hank’s液4种稀释液和二甲基亚砜 (DMSO)、甘油(Gly)、乙二醇 (EG)、1,2-丙二醇 (PG)和二甲基甲酰胺 (DMF)5种抗冻剂, 并对冷冻保存斑鳜精子的质量进行计算机辅助精子活力分析(CASA)、精子核损伤检测、受精能力检测、及冻精鱼苗生长检测, 旨在探索了一套有效的斑鳜精子冷冻保存方法。

1  材料与方法

1.1  亲鱼来源及配子采集 

实验所用翘嘴鳜(♀)来源于湖南省鳜鱼良种场, 2~3龄, 体质量1 000~1 500 g。实验所用斑鳜(♂)来源于广西桂江, 1~2龄, 体质量300~500 g。在繁殖季节, 选取成熟度好的亲鱼以促黄体素释放激素类似物(LHRH-A2)、绒毛膜促性腺激素(HCG)和马来酸地欧酮(DOM)进行催产, 效应期后, 用干毛巾擦干体表, 将精液保存于2 mL冻存管中待用。授精时挤卵于干净无水的容器中,立即放到冰面上备用。

1.2  超低温冷冻保存

1.2.1  精子基础生物学特性  取备用精液进行精子密度、浓度测定和初步质量检查。肉眼观察正常精液为乳白色, 普通光镜下(10×40), 分别估算精子激活率(视野内活动精子占精子总数的百分比)和激活运动时间(从激活到90%以上精子停止运动的时间), 每一样本重复3次。选择激活率大于70%的精液存放于4℃洁净的环境下备用。采用精密试纸测定精液的pH; 将精子分别稀释500倍和1 000倍后采用血球计数板法测定精液密度; 取精液装于玻璃毛细管中(0.9~1.1 mm口径, 100 mm长)离心10 min(8 000 r/min), 分别测量离心后精子压积高度和液柱总高度, 计算比例, 测定精液浓度。使用蔡司软件(AxioVs40 V4.6.3.0; Zeiss, Germany)测量精子全长。
1.2.2  精液冷冻保存及复苏流程  精液冷冻保存流程参照三步法[9]。先取出已采集的精液, 并与抗冻液按不同比例混合均匀, 分装于2 mL的冷存管中, 在0~4℃条件下平衡25 min, 然后将冷存管置于液氮液面上方5 cm处平衡10 min, 再在液氮面上方1 cm处平衡5 min后投入液氮保存。水浴解冻温度为37℃, 摇晃解冻60 s至完全融化, 显微镜镜检冷冻保存精子的激活率。 
1.2.3  稀释液及其筛选  按照表1分别配制D-15、D-17[10]、Ringer液[11]和Hank’s液改良液M-Hank’s 液[12] 4种稀释液100 mL。按1︰3(精液︰稀释液, 体积比)的稀释比例, 分别用D-15、D-17、Ringer液和M-Hank’s液4种稀释液稀释斑鳜精液, 并添加终浓度为10%(v/v)的DMSO作为抗冻剂, 按照1.2.2的冷冻方法冷冻保存精液并初步检测冷冻保存效果, 以未添加稀释液, 抗冻剂和任何处理的斑鳜鲜精作对照。

表1  各稀释液成分

Table. 1  Components of the extenders used for cryopreservation
  g/(100mL)
	成分 components
	D-15
	D-17
	ringer
	M-Hank’s

	NaCl
	0.8
	0.9
	0.78
	0.80

	KCl
	0.05
	0.05
	0.02
	0.04

	CaCl2
	
	
	0.021
	0.014

	NaHCO3
	
	
	0.0021
	0.035

	KH2PO4
	
	
	
	0.006

	Glc
	1.5
	1.5
	
	0.034


1.2.4  抗冻剂及其筛选  以D-15作为稀释液, 按照1︰3(精液︰稀释液体积比)的稀释比例分别添加终浓度为10%(v/v)的5种不同的抗冻剂: 二甲基亚砜(DMSO)、甘油(Gly)、乙二醇(EG)、1,2-丙二醇(PG)、二甲基甲酰胺 (DMF), 按照1.2.2的方法冷冻保存并水浴解冻检测冷冻保存效果并以未添加稀释液, 抗冻剂和任何处理的斑鳜鲜精作对照。
1.3  冷冻保存斑鳜精子的质量检测

1.3.1  计算机辅助精子活力分析(CASA)  使用清华同方CASAS—QH—Ⅲ精子、微生物动(静)态图象分析系统分析解冻后的冷冻保存精子。按系统使用说明书测定精子活率, 精子活率为: 运动精子的百分率, 是活动精子总数和检测精子总数的比值。精子的运动分为4级, A级: 快速前向运动, B级: 慢速或呆滞前向运动, C级: 非前向运动, D级: 极慢或不动。其他动态分析参数为: A+B级精子的比例, 平均曲线运动速度(VCL), 平均直线运动速度(VSL), 平均路径运动速度(VAP), 精子平均侧摆幅值(ALH), 精子平均鞭打频率(BCF), 精子平均移动角度(MAD), 检测所用时间(T), 直线运动精子数, 直线运动精子活率, 直线运动精子密度, 运动的直线性(LIN), 运动的摆动性(WOB), 运动的前向性(SRT)等。

1.3.2  精子核损伤检测  参照Olive等[13]、Cabrita等[14]和徐西长等[15]的方法进行单细胞凝胶电泳(SCGE), 检测成功冷冻保存精子核的损伤情况, 以新鲜精液和经1 mmol/L H2O2处理的精子作为对照。
每一个处理组分别制备3个平行样, 用CASP分析软件分析测量DNA迁移的各种参数, 如彗星拖尾长度、彗星尾部DNA的相对含量等。参考叶霆等[16]和厉萍[17]的方法, 依据“彗尾比例”即彗星拖尾中DNA的量占细胞总DNA (DNA in tail)的比例, 将精子DNA损伤程度划分为五个等级, 即 0级: <5%, 精子核完整; Ⅰ级: 5%~20%, 轻度损伤; Ⅱ级: 20%~35%, 中度损伤; Ⅲ级: 35%~ 50%(DNA in tail), 重度损伤; Ⅳ级: >50%, 完全损伤。分别统计各个级别的损伤率。 

1.3.3  细胞膜和线粒体损伤检测  参照Liu等[17]的方法:  取解冻后成功保存的精液和直接液氮保存的精液待处理样品l mL, 在4℃、避光条件下, 以5 μg/mL的罗丹明123 (Rh123)染色, 然后离心, 将离心后的样品加入PBS除去多余的Rh123, 用PBS稀释精子终浓度到1×106 cells/mL, 然后以5 μg/mL浓度的碘化丙锭 (PI)避光染色10 min, 流式细胞仪分析。 
1.3.4  受精效果检测  精子解冻后, 分别以

20 000︰1、100 000︰1、200 000︰1和1 000 000︰1精卵比进行翘嘴鳜(♀)×斑鳜(♂)的杂交授精实验, 每一精卵比分别设鲜精对照, 原肠中期统计受精率。确定最优精卵比。

根据最优精卵比, 分别于短期保存(2~30 d), 长期保存(3 a)后解冻以最优精卵比进行翘嘴鳜(♀)×斑鳜(♂)的杂交受精效果实验, 统计受精率(受精卵数占总卵数的百分比)、孵化率(孵化仔鱼占全部受精卵的百分比)并镜检精子激活率。

1.3.5  冷冻精液受精鱼苗生长检测  待鱼苗开口后, 按三倍于鳜鱼苗的量每天投饵料鱼(鲢Hypo​ph​t​halmichthys molitrix和麦瑞加拉鲮Cirrhinus mrigala)3次, 1周以后分别测量鲜精受精鱼苗和冷冻精液受精鱼苗的体质量、全长和体高。 

1.4  统计分析

数据均用平均值±标准差(
[image: image1.wmf]x

±SD)表示的形式表示, 用Excel 2003和SPSS 21.0软件进行统计分析和显著性检验(P<0.05), 并进行Tukey多重比较。
2  结果与分析

2.1  超低温冷冻保存

2.1.1  精子基础生物学特性  斑鳜精子密度为(2.83±0.78)×1010 cells/mL, 浓度为(70.18±3.67)%, 精液pH为6.5~7.4, 精子全长(28.75±2.98) μm, 激活率为(79.4±7.9)%, 激活运动时间33.4 s。
2.1.2  稀释液的筛选  不同稀释液对冻精激活率的影响参见图1。D-17作为稀释液超低温保存精液获得(53.3±7.6)%的激活率, 其次是D-15和Ringer液, 三者之间的差异不显著。而斑鳜精子经M-Hank’s液保存后, 解冻激活率只有13.3%, 保存效果和其余3种稀释液具有显著差异(P<0.05)。鲜精对照的激活率为79%, 与添加稀释液的实验组存在显著性差异(P<0.05)。
2.1.3  抗冻剂的筛选  不同抗冻剂对冻精激活率的影响如图2所示, DMSO最高, 可以获得51%的激活率, 但显著低于对照组; 其次是PG
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图1  稀释液对冷冻保存的斑鳜精子激活率的影响

同一指标数据上方的不同字母表示差异显著(P<0.05).

Fig.1  Effect of extenders on motility of frozen-thawed sperms of Siniperca scherzeri

Different letters showed significant differences among them (P<0.05).
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图 2  抗冻剂对斑鳜精子冻后激活率的影响

同一指标数据上方的不同字母表示差异显著(P<0.05).

Fig.2  Effect of cryoprotectants on motility of frozen-thawed sperms of Siniperca scherzeri

Different letters showed significant differences among them (P<0.05).
和EG, 解冻激活率在30%左右; Gly和DMF的冻精激活率只有10%。

2.2  冷冻保存斑鳜精子的质量检测

2.2.1  精子活力的CASA分析  经CASA分析后的各级活力精子数如图3所示, 精子活率为(83.26±18.20)%, 其中A级精子(14.25±7.10)%, B级精子(26.76±8.95)%, C级精子(42.26±7.02)%, D级精子(16.74±18.19)%, C级精子的比例显著大于A级精子和D级精子(P<0.05)。A+B精子比例 (41.00±16.03)%。冷冻斑鳜精子的平均曲线运动速度(VCL)为(19.00±1.87) μm/s, 平均直线运动速度(VSL)为(11.59±5.54) μm/s, 平均路径运动速度(VAP) 为(17.18±1.84) μm/s, 精子平均侧摆幅值(ALH)为(4.00±0.08) μm, 精子平均鞭打频率(BCF)为(8.59±0.92) Hz, 精子平均移动角度(MAD)为(17.53±5.58)°, 直线运动精子活率(33.44±14.57)%, 运动的直线性(LIN)为(51.48±9.24)%, 运动的摆动性为(WOB)为(90.30±1.85)%, 运动的前向性(SRT)为(56.86±9.20)%。
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图 3  冷冻保存斑鳜精子各活力级别精子的比例

同一指标数据上方的不同字母表示差异显著(P<0.05).
Fig.3  Ratio of frozen sperms of Siniperca scherzeri in different motility levels
Different letters showed significant differences among them (P<0.05).
2.2.2  精子核损伤  精子核DNA各级损伤情况如图4所示, 0级(G0)为无损伤, 精子核完整; Ⅰ级(G1)为轻度损伤, 可见彗尾; Ⅱ级(G2)为中度损伤, 精子核缩小, 可见明显的彗星尾; Ⅲ级(G3)为重度损伤, 见明显缩小的精子核; Ⅳ级(G4)为完全损伤, 仅见荧光强而密的彗星尾, 精子核则模糊或消失。 
鲜精和处理后的各级核损伤的精子比例如图5所示, 成功冷冻保存的冻精, 彗星率为0~5%的G0级损伤精子占(75.3±4.5)%, 冻精G0级损伤和鲜精G0级损伤精子比例(80.67±3.51)%相比没有显著的差异, 电泳后的大部分精子的DNA在电场中几乎不泳动, 染色后成圆形的荧光团, 无拖尾现象。经H2O2处理后的斑鳜精子90%以上都造成了损伤, 其中完全损伤的精子几乎占到了总数的10%。鲜精和冷冻保存的精液几乎没有重度损伤(Ⅲ级, Ⅳ级)。
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图 4  斑鳜精子不同损伤程度下的SCGE彗星图

A: G0级损伤; B: G1级损伤; C: G2级损伤; D: G3级损伤; E: G4级损伤从G0级到G4级彗星比例分别为0~5%、5%~20%、20%~35%、35%~50%、50%~100%.

Fig. 4  Comet pictures of S. scherzeri with different levels of DNA fragmentation
A: Damage Grade 0, B: Damage Grade 1, C: Damage Grade 2, D: Damage Grade 3, E: Damage Grade 4. From Grade 0 (G0) to Grade 4 (G4), the percent of tail DNA were 05%, 5%20%, 20%35%, 35%50%, 50%100%, respectively.
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图 5  不同处理条件下各级核损伤的斑鳜精子比例 
过氧化氢(H2O2)处理和鲜精作为对照, 差异显著性比较为同一损伤级别不同组之间比较(P<0.05).

Fig.5  Ratio of DNA-damaged sperms of S. scherzeri at
 different treatment conditions
The fresh sperms and those exposed to H2O2 were used as comparison. Different letters showedsignificant differences

among them (P<0.05).
2.2.3  精子细胞膜和线粒体的损伤  直接液氮保存精子(对照)和经添加抗冻剂和稀释液降温平衡后成功冷冻保存精子的分析结果分别如图6A－6B所示。图6A, 区域l、区域2、区域3、区域4共4个区域精子数占总精子数的百分比分别为89.70%、0.01%、10.29%、0; 图6B, regionl、region 2、region 3、


region 4共4个区域精子数占总精子数的百分比分别为33.74%、36.59%、2.93%、26.74%。

2.2.4  冻精的杂交受精能力  超低温冷冻保存以后的斑鳜精液, 在翘嘴鳜(♀)×斑鳜(♂)的人工授精中依然具有较强的受精能力, 在不同精卵比条件下的受精率如图7所示, 随着精卵比的提高, 受精率增加。冻精的受精率虽然没有鲜精高, 当精卵比为200 000︰1时, 受精率可以达到(23.9±2.7)%, 最高受精率可以达到近40%。同时液氮保存2~30 d与3 a的斑鳜精液的激活率、受精率、孵化率没有显著性差异, 但是激活率、受精率与鲜精对照组有显著性差异(表2)。

2.2.5  冻精鱼苗的生长状况  水温24~28℃, 在受精后38 h, 鱼苗开始孵化。开口1周的仔鱼体质量、体高和全长测量数据如表3所示, 鲜精受精鱼苗和冻精受精鱼苗在开口后1周的生长状况指标都没有显著差异。冻精鱼苗和鲜精鱼苗的平均体重达到了0.04 g以上, 平均体长大于1.30 cm, 平均体高大于0.43 cm, 在正常水温条件下, 鲜精鱼

表2  冷冻斑鳜精液的解冻活力及受精结果

Tab. 2  Post-thaw motility and fertilization rate of cryopreserved spermatozoa

n=6;
[image: image7.wmf]x

±SD

	保存时间

storage time
	激活率/% motility
	受精率/% fertility
	孵化率/% hatchability

	
	冻精

frozen semen
	鲜精

fresh semen
	冻精

frozen semen
	鲜精

fresh semen
	冻精

frozen semen
	鲜精

fresh semen

	2~30 d
	51.2±10.9aA
	79.4±7.9aB
	39.7±6.5aA
	46.9±5.3aB
	78.8±8.8aA
	77.0±7.3aA

	3 a
	43.3±10. 9aA
	85.2±8.2aB
	40.0±5.2aA
	70.9±9.0bB
	83.7±4.3aA
	76.4±3.1aB


注: 不同小写字母表示不同保存时间差异显著, 不同大写字母表示冻精和鲜精差异显著(P<0.05).

Note: Different superscript lowercase letters denote significant differences among different storage time, different superscript uppercase letters denote significant differences between fresh sperms and frozen sperms (P <0.05).
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图 6  斑鳜精子经Rh123和PI双染色后的分析结果

4个区域中, 区域l为碘化丙锭(PI)染上色, 但罗丹明123 (Rh123)没有染上色的精子, 为细胞膜破裂, 线粒体失去功能的精子; 区域2为碘化丙锭(PI)染上色, 罗丹明123 (Rh123)也染上色的精子, 为细胞膜破裂, 线粒体依然有功能的精子; 区域3为碘化丙锭未(PI)染上色, 罗丹明123 (Rh123)也未染上色的精子, 为细胞膜未破裂, 线粒体失去功能的精子; 区域4为碘化
丙锭(PI)未染上色, 但罗丹明123 (Rh123)染上色的精子, 为细胞膜和线粒体都正常的精子.

Fig.6  Flow cytometric analysis of S. scherzeri sperms stained with Rhodmaine123 (Rh123) and Propidimu iodide (PI).

Sperm populations localized in Region 1 were considered as having a damaged plasma membrane and lacking mitochondrial function. The Spermatozoa with both red and green fluorescence were localized in Region 2 and were interpreted as having damaged plasma membrane but functional mitochondria. Accordingly, those localized in Region 3 with no staining were plasma membrane intact but mitochondria functionally losing. And those only green were interpreted as having intact membrane and functional mitochondria and
were localized in Region 4.
表 3  斑鳜鲜精和冻精繁殖鱼苗的生长状况 

Tab. 3  Development of larvae of S.chuatsi (♀)× S. scherzeri (♂) fertilizing with fresh and frozen spermatozoa
n=30;
[image: image9.wmf]x

±SD
	仔鱼来源 larva source
	体质量/g body weight
	全长/cm total length
	体高/cm body depth

	鲜精鱼苗 from fresh spermatozoa
	0.043±0.016a
	1.337±0.204 a
	0.432±0.071 a

	冻精鱼苗 from frozen spermatozoa
	0.045±0.020 a
	1.346±0.255 a
	0.438±0.103 a


注: 同一指标数据上方的不同字母表示差异显著(P<0.05).
Note: Different superscript lowercase letters denote significant differences (P <0.05).
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图 7 斑鳜不同精卵比条件下鲜精和冻精的受精率 
同一指标数据上方的不同字母表示差异显著(P<0.05)
 Fig. 7  Fertilization rate of S. chuatsi ×S. scherzeri under different sperm-egg ratio of fresh and frozen spermatozoa
Different letters showed significant differences among them (P<0.05).
苗和冻精鱼苗的游动速度约为1 cm/s。

3   讨论

3.1  斑鳜精子的超低温冷冻保存

鱼类精液超低温保存的技术经过50多年的
发展, 如今已经取得了很大成就, 目前已有200多种海淡水鱼类精液得到了成功保存[1921]。经过长期研究形成了鱼类精液超低温保存的一套较为完整的理论和技术体系, 这些技术主要包括: 稀释液配制、精液稀释、降温平衡、冷冻保存、解冻、冷冻效果评价等一系列过程。这些因子相互作用共同影响鱼类精液超低温保存及解冻复苏的效果[22]。

稀释液通常是第一个与精子直接接触的外来成分, 是精子保存液的渗透压、pH、代谢调节、能量来源的主要“阀门” [10] , 稀释液的成分到目前为止, 仍然没有一个统一的定论。不同鱼类精子特性不同, 最适稀释液也不同[23]。D-15在草鱼(Ctenopharynodon idellus)和鲢 (Hypophthalmichthys molitrix)[10]中最高解冻激活率可达70%, 效果要比D-17好; D-17在鲤(Cyprinus carpio)、团头鲂(Megalobrama amblycephala)[10]等鱼类精子冷冻保存中效果最好, 分别获得55%和70%的解冻激活率; Ringer液在中国的兴国红鲤 (Cyprinus ca​rpio var. singuonensis )[10]解冻激活率约为83%优于D-15(激活率75%)的精液解冻保存效果; Hank’s液及其系列溶液是重要的缓冲液, 在斑马鱼(Danio rerio) [24]中有成功应用的先例, 肖志忠等[25]采用Hanks’液作为稀释液保存大黄鱼(Pseudosciaena crocea), 冻精激活后获得理想的激活率(76.6%~80.0%); 本研究中发现由多种成分组成的M-Hank’s液和Ringer液解冻激活率低, 分别只有13%和45%, 而成分简单D-15和D-17分别获得了51%和53%的解冻激活率。正如Horton等[26]所指出: 鱼类精子的稀释保存液成分越简单越好, 能提供主要必需元素即可。我们的研究结果证实了这一观点, 然而稀释液各成分的具体作用尚未明确, 其对细胞活力的影响机理有待进一步研究。

抗冻剂可以提高精子渗透压, 降低其冰点, 有效减少精子冷冻保存过程中带来的冰晶损伤 [27]。不同的鱼类精子细胞膜对每种抗冻剂的通透性不同, 因而适用的抗冻剂也是不相同的, 有必要进行特异性筛选。Liu等[28]在圆斑星鲽(Verasper variegatus)精子冷冻保存中应用PG和DMSO两种抗冻剂保存精子, 成活率与鲜精无显著差异, 应用EG和PG保存真鲷(Pagrosomus major)精子解冻激活后运动率也在70%以上; 甘油(Gly)被广泛用于高等动物精子的冷冻保存, 暗纹东方鲀(Takifugu obscures)[10]精子的冷冻保存中, Gly比DMSO的冷冻保存效果要好, 姜仁良等[29]采用13% DMF 作为抗冻剂, 鲤、团头鲂、草鱼、鲢、鳙(Aristichthys nobilis)这5种鱼的冻精受精率都高于13%DMSO抗冻剂组。本研究对二甲基亚砜 (DMSO)、甘油(Gly)、乙二醇 (EG)、1, 2-丙二醇 (PG) 和二甲基甲酰胺 (DMF)5种不同抗冻剂的筛选中, DMSO最好, 可以获得51%的激活率, 这一点与鲈鱼(Lateolabrax japonicus)[30]、大菱鲆(Psetta maxima)[31]、大西洋鲟(Acipenser sturio)[32]和半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)[27]等的精子冷冻保存抗冻剂的选择结果一致, 可以说明DMSO在鱼类精子的超低温冷冻保存上具有一定的广泛性。同时也表明不同生理特性的鱼类精子对抗冻剂具有选择性。
3.2  冷冻保存斑鳜精子的效果分析

根据Mazur等[33]提出的冷冻损伤的两因素假说。当降温速度过快时, 细胞内的水分来不及转送到细胞外, 而在细胞内逐渐冷却, 并在细胞内形成冰晶, 造成胞内冰损伤(intracellular ice damage), 破坏细胞膜, 导致细胞死亡。而当降温速度过慢时, 培养液中的水已结冰, 但细胞内的水还未冻结, 致使细胞内外的盐浓度不平衡, 细胞在高浓度的溶液中暴露的时间过长而造成“溶质损伤”(solute damage)或称“溶液损伤”(solution damage)。精子细胞的许多部位会在超低冷冻保存过程中出现巨大损伤, 如精子细胞膜损伤、核损伤、线粒体损伤等[34]。全面的检测这些损伤, 将有利于优化保存效果。
精子活力是反映精子质量和冷冻保存损伤程度的重要指标。精子活力评价目前并没有一个统一标准, 不同测定方法结果会有所差异。一般认为计算机辅助活力分离(CASA)具有准确度高、可靠性强和重复性好的优点,  CASA现已被用于分析庸鲽(Hippoglossus hippoglossus L.)[35]、真鲷(Pagrus major)[36]、斑马鱼(Pterois volitans)[37]等的精子活力。本研究中, CASA分析结果表明斑鳜冻精活率大于80%, 大于显微镜观察测定的冻精激活率(53%), 但是A+B级精子比例只有41%, 小于显微镜观察检测的精子激活率, 这是因为CASA识别技术主要包括灰度识别和DNA荧光识别[38], 其中灰度识别是对精子头部体积大小和灰度阔值进行辨认, 很容易将精液中与精子体积非常接近的体细胞或杂质误认为是精子; 当前许多计算机分析软件是专门为哺乳动物精子质量分析设计的, 图像处理软件分析的是精子激活20 s后的图像[39], 斑鳜新鲜精子激活运动时间也只有33.4 s, 冷冻保存后的精子激活运动时间不到30 s, 在如此短的时间内完成精子各种质量指标的分析, 结果会存在一定的偏差, 所以综合使用显微镜和计算机辅助分析(CASA)是统计斑鳜精子活力相关参数的比较合适的方法。

彗星实验(Comet Assay)又叫单细胞凝胶电泳(SCGE), 是检测单个细胞DNA损伤, 特别是检测DNA单双链断裂的一种有效方法。Labbe等[40]以10%DMSO 为抗冻剂, 超低温冷冻虹鳟(Oncorhynchus mykiss)精子, 冻精受精率及孵化率分别达93.5%及96.5%, 冻精与鲜精彗星率差异不显著。Zilli等[41]对欧洲狼鲈(Dicentrarchus labrax)精子超低温保存的研究表明, 10%DMSO 为抗冻剂, 冻精彗星率与鲜精无明显差异。徐西长等[15]对真鲷冻精DNA损伤的检测表明,  DMSO 浓度在5%~25%, 冻精DNA 的损伤状况与鲜精差异不显著, DMSO 浓度为30%时, 冻精DNA 的损伤状况与鲜精差异显著。本研究以10%DMSO作为抗冻剂发现冷冻保存过程的确对斑鳜精子核DNA有一定程度的损伤, Ⅱ级和Ⅲ级损伤有不同程度的增加(图4), 但未受损伤的精子数和鲜精相比并没有显著差异, 与上述结果一致。本实验中, 斑鳜精子解冻激活率在50%以上, 流式细胞仪(FCM)分析却只有不到26.74%的精子保持了完整的细胞膜和线粒体, 一部分精子线粒体正常但是细胞膜已经破裂, 推测这是解冻后精子的细胞内外渗透压差距过大造成的, 由于冷冻保存后的精子渗透压升高, 保存之前等渗的精子稀释液成了解冻后的精子激活液[10], 导致部分精子在解冻后细胞膜遭到破坏。

用冷冻精液做杂交, 不同鱼种受精能力差异较大, 不同的杂交组合差异更大。张轩杰等 [42]用冷冻鲤鱼精液与红鲫(Carassius auratus)卵子杂交授精, 冷冻精液解冻活率为0.30~0.35, 受精率为60.1%~66.5%。季相山等[43]研究表明石鲽(Kareius bicoloratus)冻精和牙鲆(Paralichthys olivaceus)卵的杂交受精率为28.4%, 牙鲆冻精和大菱鲆卵的杂交受精率只有2.7%; 田永胜等[44]用大西洋牙鲆(Paralichthys dentatus)冷冻精子与褐牙鲆(Paralichthys olivaceus)卵进行杂交, 受精率为81.63%。本研究发现冷冻保存的精液最高受精率能达到40%, 并且鲜精受精鱼苗和冻精受精鱼苗在开口后1周的生长状况指标都没有显著差异, 说明冻精在斑鳜和翘嘴鳜种间杂交是可行的。陈松林等[45]用塑料管法长期保存(1年)的鲤鱼、草鱼和鲢冻精激活率与短期保存(几天)的基本没有差别, 均在70%左右, 并由此认为精液在液氮中保存时间的长短对冻精的影响不大。本研究中液氮保存2~30 d与3 a的斑鳜精子激活率、杂交受精率和孵化率都没有显著性差异, 与陈松林观点吻合。
由于精液在超低温保存过程经历了一系列诸如抗冻剂处理、降温冷冻、细胞脱水、渗透压变化、温度急剧升高等细胞内外环境变化过程。这一系列急剧变化难免会对精子造成损伤。导致冻精的活力比鲜精要差, 冻精的受精率很难达到鲜精的水平[46]。因此, 筛选更适宜的保存液配方以及寻找更为有效保存流程和解冻流程以减少精子损伤, 将是下一步研究的重点。
参考文献：

Zhou C W, Yang Q, Cai D L. On the classification and distribution of the sinipercinae fiehes(family serranidae) [J]. Zoological Research, 1988, 9(2): 113125.周才武, 杨青, 蔡德霖. 鳜亚科SINIPERCIDAE鱼类的分类整理和地理分布[J]. 动物学研究, 1988, 9(2): 113125.

Wang W W. Zhao J L, Li S F, et al. Genetic variation of siniperca scherzeri steindachner from different geographical populations by aflp analysis[J]. Acta Hydrobiologica Sinica, 2009, 32(2): 159164.王伟伟, 赵金良, 李思发, 等. 斑鳜不同地理群体遗传变异的AFLP分析[J]. 水生生物学报, 2009, 32(2): 159164.

Li S Z. Journal of Zoology, 1991, 26(4): 4044. 李思忠.鳜亚科鱼类地理分布的研究[J]. 动物学杂志, 1991, 26(4): 4044.

Zeng K W, Wang Q Y, Gao Y A, et al. Inland Fisheries, 2005, 30(2): 2123.曾可为, 王青云, 高银爱, 等. 斑鳜的生物学及繁殖生物学的研究[J]. 内陆水产, 2005, 30(2): 2123.

Huang X R, Zhuang P, Zhang L Z, et al. Cryopreservation of Eriocheir sinensis embryos by vitrification[J]. Journal of Fishery Sciences of China, 2013 , 20(1): 6167.黄晓荣, 庄平, 章龙珍, 等. 中华绒螯蟹胚胎的玻璃化冷冻保存[J]. 中国水产科学, 2013 , 20(1): 6167.

Chen S L, Liu X T. Freshwater Fisheries, 1991,(5): 4346.陈松林, 刘宪亭. 鱼类精液超低温冷冻保存的基本原理、研究现状及应用前景[J]. 淡水渔业, 1991,(5): 4346.

Blaxter J H S. Sperm storage and cross-fertilization of spring and autumn spawning herring[J]. Nature,1953, 172(4391): 11891190.

Ding S Y, Geia J C, Hao C, et al. Long-term cryopreservation of sperm from Mandarin fish Siniperca chuat​si[J]. Anim Repr Sci, 2009, 113(1-4): 229235.

Chen S L, Ji X S, Yu G C, et al. Cryopreservation of sperm from turbot (Scophthalmus maximus) and application to large-scale fertilization[J]. Aquaculture, 2004, 236(1-4): 547556.

陈松林. 鱼类精子和胚胎冷冻保存理论与技术[M]. 北京: 中国农业出版社, 2007.

Pan J L, Ding S Y, Ge J C, et al. Development of cryopreservation for maintaining yellow catfish Pelteolbagrus fulvidraco sperm[J]. Aquaculture, 2008, 279(14): 173176.

Shi D J, Sun Y S, Sun X J, et al. Preliminary study on cryopresevation of spermatozoa of Brycon cephalus[J]. Journal of Jilin Agricultural University, 2009, 31(4): 467471.史东杰, 孙砚胜, 孙向军, 等. 缺帘鱼精子超低温保存的初步研究[J]. 吉林农业大学学报, 2009, 31(4): 467471.

Olive P L, Banath J P. The comet assay: a method to measure DNA damage in individual cells[J]. Nature Prot, 2006(1): 2329.

Cabrita E, Robles V, Rebordinos L, et al. Evaluation of DNA damage in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and gilthead sea bream (Sparus aurata) cryopreserved sperm[J]. Cryobiology, 2005, 50(2): 144153.

Xu X C, Ding F H, Li J. Cryopreservation caused sperm DNA damage in red sea bream pagrosomus major and its detection[J]. Oceanologia Et Limnologia Sinica, 2005, 36(3): 221225.徐西长, 丁福红, 李军. 单细胞凝胶电泳用于检测低温保存的真鲷(Pagrosomus major)精子DNA损伤[J]. 海洋与湖沼, 2005, 36(3): 221225.

Ye T, Zhu J Q, Yang W X, et al. Sperm cryopreservation in sparus macrocephalus and DNA damage detection with SCGE[J]. Zoological Research, 2009, 30(2): 151157.叶霆, 竺俊全, 杨万喜, 等. 黑鲷精子的超低温冻存及DNA损伤的SCGE检测[J]. 动物学研究, 2009, 30(2): 151157.

Li P. 厉萍. Studies on structure characteristics of spermatozoa of Acipenser sinensis and its sperm cryopreservation[D].Wuhan: Huazhong Agricultural University, 2007:171.中华鲟精子结构特征及其精液超低温冷冻保存技术研究[D]. 武汉: 华中农业大学, 2007: 171.

Liu Q H, Li J, Zhang S C, et al. Flow cytometry and ultrastructure of cryopreserved red seabream (Pagrus major) sperm[J]. Theriogenology, 2007, 67(6): 11681174.

Cabrita E, Sarasquete C, Martinez-Paramo S, et al. Cryop​re​s​ervation of fish sperm: applications and perspectives[J]. J Appl Ichthyol, 2010, 26(5): 623635.

Polge C, Smith AU, Parkes AS. Revival of spermatozoa after vitrification and dehydration at low temperatures[J]. Nature, 1949, 164(4172): 666.

Smith Au, Polge C. Survival of spermatozoa at low temperatures[J]. Nature,1950, 166: 668-669.

Viveiros AT, Godinho HP. Sperm quality and cryopreserv​ation of Brazilian freshwater fish species: a review[J]. 
Cai K J, Cao F, Ye J Y. The progress on cryopreservation of fish sperm[J]. Journal of Huzhou Teachers College, 2012, 34(2): 2630.采克俊, 曹访, 叶金云. 鱼类精子低温冷冻保存研究进展[J]. 湖州师范学院学报, 2012, 34(2): 2630.

Yang H P, Carmichael C, Varga Z M et al. Development of a simplified and standardized protocol with potential for high-throughput for sperm cryopreservation in zebrafish Danio rerio[J]. Theriogenology, 2007, 68(2): 128136.

Xiao Z Z, Chen X F, Ding F H, et al. Embryonic development of abalone (Haliotisasinine Linnaeus) in the Chinese seas[J]. Marine Sciences, 2007,31(4): 14.肖志忠, 陈雄芳, 丁福红, 等. 大黄鱼精液的高效超低温保存[J]. 海洋科学, 2007,31(4): 14. 
Horton H F, OttA G . Cryopreservation of fish spermatozoa and ova[J]. Journal of the Fisheries Board of Canada, 1976,33(4): 9951000.
Tian Y S, Chen S L, Ji X S, et al. Cryopreservation of tongue sole Cynoglossus semilaevis sperm[J]. Progress in Fishery Sciences, 2009, 30(6): 97102.田永胜, 陈松林, 季相山, 等. 半滑舌鳎精子冷冻保存[J]. 渔业科学进展, 2009, 30(6): 97102.

Liu Q H, Li J, Zhang S C, et al. An efficient methodology for cryopreservation of spermatozoa of red seabream, Pagrus major, with 2-mL cryovials[J]. J World Aqu Soc, 2006, 37(3): 289297.

Jiang R L, Zhao W X, Zhang Y J. Application of a new cryoprotectant on cryoprese rvation of freshwater fish sperm[J]. Journal of Shanghai Fisheries University, 1992, 1(1-2): 2732.姜仁良, 赵维信, 张饮江. 一种新抗冻剂DMF在淡水鱼类精液超低温保存上的应用[J]. 上海水产大学学报, 1992, 1(1-2): 2732.

Ji X S, Chen S L,Tian Y S, et al. Cryopreservation of sea perch (Lateolabrax japoncus) spermatozoa and feasibility for production-scale fertilization[J]. Aquacultrue, 2004, 241: 517528.

Chen S L, Ji X S, Yu G C, et al. Cryopreservation of sperm from turbot (Scophthalmus maximus) and application to large-scale fertilization[J]. Aquaculture, 2004, 236(14): 547556.

Kopeika E F, Williot P, Goncharov B F. Cryopreservation of Atlantic sturgeon Acipenser sturio., 1978 sperm: first results and associated problem[J]. Boletin-Instituto Espanol de Oceanografia, 2000, 16(1/4): 167174. 

Mazur P. The role of intracellular freezing in the death of cells cooled at supraoptimal rates[J]. Cryobiology,1977, 14(3): 251272.

Li J, Liu Q H, Zhang S C. Evaluation of the damage in fish spermatozoa cryopreservation[J]. Chin J Oceanol Limnol, 2006, 24(4): 370377.

Babiak I, Ottesen O, Rudolfsen G, et al. Quantitative characteristics of Atlantic halibut, Hippoglossus hippoglossus L., semen throughout the reproductive season[J]. Theriogenology, 2006, 65(8): 15871604.

Liu Q H, Li J, Xiao Z Z et al. Use of computer-assisted sperm analysis (CASA) to evaluate the quality of cryopreserved sperm in red seabream (Pagrus major)[J]. Aquaculture, 2007, 263(14): 2025.

Wilson-Leedy J G, Ingermann R L. Development of a novel CASA system based on open source software for characterization of zebrafish sperm motility parameters[J]. Theriogenology, 2007, 67(3): 661672.

Boyer S P, Davis R O, Katz D F. Automated semen analysis. Current problems in obstetrics[J]. Gynecol Fertil, 1989(12): 165200.

Ji X S, Chen S L, Zhao Y, et al. Review of assessing sperm quality in fish[J]. Journal of Fishery Sciences of China, 2007, 14(6): 10481054.季相山, 陈松林, 赵燕,等. 鱼类精子质量评价研究进展[J]. 中国水产科学, 2007, 14(6): 10481054.

Labbe C, Martoriati A, Devaux A, et al. Effect of sperm cryopreservation on sperm DNA stability and progeny development in rainbow trout[J]. Mol Reprod Dev, 2001, 60(3): 397404.
Zilli L, Schiavone R, Zonno V, Storelli C et al. Evaluation of DNA damage in Dicentrarchus labrax sperm following cryopreservation [J]. Cryobiology, 2003, 47(3): 227235.
Zhang X J, Qiu M S. Cryopreservation of cyprinus carpio spermatozoa and cross-fertilization test[J]. Journal of Natural Science of Hunan Normal University, 1987, 10(4): 5964.张轩杰, 邱猛生. 鲤鱼精液超低温冷冻保存及冻精的杂交授精试验研究[J]. 湖南师范大学自然科学学报, 1987, 10(4): 5964.

Ji X S, Chen S L, Zhao Y, et al. Cryopreservation of stone flounder and Japanese flounder sperms and its application to the breeding[J]. Marine Fisheries Research, 2005, 26(1): 1316.季相山, 陈松林, 赵燕, 等. 石鲽、牙鲆精子冷冻保存研究及其在人工杂交中的应用[J]. 海洋水产研究, 2005, 26(1): 1316.

Tian Y S, Chen S L, Liu B W, et al. Embryonic and postembryonic development of hybrid produced with frozen sperms of Paralichthys dentatus and eggs of Paralichthys olivaceus[J]. Journal of Fisheries of China, 2006, 30(4): 433443.田永胜, 陈松林, 刘本伟, 等. 大西洋牙鲆冷冻精子×褐牙鲆卵杂交胚胎的发育及胚后发育[J]. 水产学报, 2006, 30(4): 433443.

Chen S L, Liu X T, Lu A D, et al. Cryopreservation of spermatozoa of silver carp, common carp, blunt snout bream and grass carp[J]. Acta Zoologica Sinica, 1992, 38(4): 413423.陈松林, 刘宪亭, 鲁大椿, 等. 鲢、鲤、团头鲂和草鱼精液冷冻保存的研究[J]. 动物学报, 1992, 38(4): 413423.

Su T F, Ai H. A review of research of motility and cryopreservation of fishes sperm[J]. Journal of Shanghai Fisheries University, 2004, 13(4): 343347.苏天凤, 艾红. 鱼类精子活力及其超低温保存研究综述[J]. 上海水产大学学报, 2004, 13(4): 343347.
Cryopreservation and its effects on spermatozoa quality in Siniperca scherzeri (Perciformes: Sinipercidae)

ZHOU Lei1, LUO Du1,2, LU Xue1, WANG Pengfei1, XU Peng1, ZENG Lei1, LI Guifeng1
1. Institute of Aquatic Economic Animals and MOE Key Laboratory of Aquatic Product Safety, School of Life Sciences, Sun Yat-sen University, Guangzhou 510275, China; 
2. Pearl River Fishery Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Key Laboratory of Tropical & Sub​tropical Fishery Resource Application & Cultivation of Agriculture, Guangzhou 510380, China
Abstract: The golden mandarin or Aucha perch, Sinniperca scherzeri, is an important genetic resource. To preserve the species, experimental trials were carried out to find suitable sperm cryopreservation methods by comparing the effects of four extenders, D-15, D-17, Ringer’s and M-Hank’s, and five cryoprotectants, dimethyl sulfoxide (DMSO), glycerol (Gly), ethylene glycol (EG), propylene glycol (PG) and dimethylformamide (DMF), on sperm motility after thawing. The present study demonstrates that DMSO and D-17 are a suitable choice as cryoprotectant and extender, respectively. Using a protocol of diluting a sperm sample with D-17 at a sperm/extender ratio of 1︰3, adding DMSO to a final concentration of 10% in volume, loading to 2-mL cryotubes as containers, following the three-step method to cool the mixture and thawing the frozen semen in a 37℃ water bath for 80 s, a post-thaw motility of >80% could be obtained using computer-assisted sperm analysis (CASA). Single cell gel electrophoresis showed that >70% of sperm DNA was intact and practically no sperm nuclear DNA was severely damaged. Flow cytometric analysis showed that 26.74% of the frozen-thawed sperm had intact membrane and functional mitochondria. The highest fertilization rate was (39.6±6.5)% in the hybridization of Siniperca chautsi (♀) ×Siniperca scherzeri (♂). The hatching time was 38 h after fertilization at 24–28℃ and body parameters after being fed for 7 day were (0.045±0.020) g in weight, (1.346±0.255) cm in length and (0.438±0.103) cm in depth. Thus, it is recommended that D-17+10% DMSO be used for cryopreservation of Siniperca scherzeri semen. This will assist the preservation of S. scherzeri germplasm resources and promote crossbreeding with S. chautsi (♀) through the successful application of sperm cryopreservation skills.
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