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摘要: 为探讨大黄鱼(Larimichthys crocea)和黄姑鱼(Nibea albiflora)精子的紫外辐射灭活适宜剂量及其激活大黄鱼

卵子发育为胚胎的效果, 以 Ringer 氏液为稀释液, 按 1 : 30 稀释大黄鱼和黄姑鱼精子, 采用自制紫外灭活装置[紫

外辐射强度 2200 µW/(cm2·s), 紫外波长 254 nm]对这 2 种鱼的精子进行紫外照射处理及活力测定, 然后与正常大黄

鱼卵子进行人工授精, 授精后一部分卵未作冷休克处理, 另一部分卵进行了冷休克处理(受精 2 min 30 s, 3℃海水, 

冷休克 10 min), 并进行了早期胚胎成活率和仔鱼孵化率的测定与比较。结果显示: 1)大黄鱼和黄姑鱼精子的激活率

与紫外照射处理时间呈负相关, 精子的快速运动时间变化呈典型的 Hertwig 效应。2)未冷休克组中大黄鱼和黄姑鱼

诱导的早期胚胎成活率与精子的紫外照射时间总体呈负相关, 而仔鱼孵化率呈 Hertwig 效应。3)冷休克组中大黄鱼

和黄姑鱼精子诱导的早期胚胎成活率和仔鱼孵化率随紫外照射时间的增加呈 Hertwig 效应, 分别于 2 min 20 s 和 1 

min 30 s 时达相对峰值, 此时, 大黄鱼早期胚胎成活率和仔鱼孵化率分别为(38.3±4.3)%和(66.5±5.1)%, 黄姑鱼早期

胚胎成活率和仔鱼孵化率分别为(43.3±3.3)%和(67.7±6.3)%。分析认为, 大黄鱼和黄姑鱼精子遗传失活的紫外辐射

剂量分别以 308 mJ/cm2 和 198 mJ/cm2 为佳。本研究旨在为大黄鱼雌核发育技术的改进提供依据。 
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精子遗传失活是雌核发育的首要环节。精子

灭活的主要方式有电离辐射(X 射线和 γ 射线)、紫

外辐射及化学药品处理等[1]。其中, 紫外辐射法安

全、实用、易操作, 成为精子灭活最常用的手段

之一。精子遗传失活的关键在于利用紫外线充分

破坏精子的染色体, 但仍保留其入卵的能力, 能

够激动卵子进行胚胎发育[2]。当紫外照射剂量达

到一定值时, 精子染色体断裂, 精核萎缩, 授精

后虽然雄性原核化, 但不能与雌核融合, 不能进

行正常的胚胎发育, 需再经由雌核加倍技术才能

发育成雌核发育二倍体。若有断裂的雄性染色体

存在就不能称之为雌核发育, 因此适当的紫外辐

射剂量有助于提高精子灭活的效果及雌核发育的

成功率。目前, 在鱼类育种中采用紫外灭活精子

成功诱导雌核发育研究报道较多, 其中徐连伟等[3]

研究发现, 虹鳟(Oncorhynchus mykiss)精子的最适

紫外辐射计量为 32 mJ/cm2, 在授精 40 min 后于

26℃水浴 15 min 所获得的雌核发育率最高, 育成

率为 21.35%; 徐冬冬等[4]研究发现, 黄姑鱼(Nibea 
albiflora)精子的最适紫外灭活剂量为 420 mJ/cm2, 

在授精 2 min 后于 3℃冷休克 8 min 的授精率、孵

化率和诱导率达最高; 尤峰等 [5]研究发现, 牙鲆

(Paralichthys olivaceus)精子的最适紫外灭活剂量

为 360 mJ/cm2, 在授精 85 min 后于(1±1)℃冷休克
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45 min 的授精率和孵化率达最高。但同源精子诱

导雌核发育会因精子遗传物质灭活不完全而出现

雌核发育子代中混入正常二倍体的现象, 从而影

响后续的选育及纯系的培育。为避免此现象, 研

究人员多采用异源精子进行雌核发育诱导, 例如

刘海金等[6]采用真鲷(Pagrus major)精子诱导牙鲆

雌核发育, 精子的最适紫外辐射计量为 73 mJ/cm2, 

在授精 3 min 后于(0.0±0.5)℃冷休克 45 min 后的

授精率和孵化率达最高, 且 RAPD 检测结果显示

其子代均为二倍体 , 其遗传物质仅来自于母本 ; 

徐加涛等[7]采用黑鲷(Acanthopagrus schlegelii)精
子诱导漠斑牙鲆(Paralichthys lethostigma)雌核发

育, 精子的最适紫外灭活剂量为 120 mJ/cm2, 在

授精 4 min 后于 3℃冷休克 45 min 后可获得高达

46.59%的孵化率, 远高于其同源精子诱导获得的

雌核发育仔鱼孵化率, 同时检测结果显示子代均

为雌核发育二倍体; 戈文龙等[8]采用经一定紫外

剂量灭活的石鲽(Paralichthys bicoloratus)精子刺

激牙鲆卵子发育, 在授精 3 min 后于(3±1)℃冷休

克 45 min 后可获得高达 79.7%的诱导率。  

大黄鱼 (Larimichthys crocea)隶属于鲈形目

(Perciformes), 石首鱼科(Sciaenidae), 黄鱼属, 是

中国海水鱼类养殖的主导种类之一[9]。近年来大

黄鱼养殖群体因种质退化, 出现生长趋缓、性早

熟、个体小型化、抗病性和抗逆性下降等问题[10]。

因此, 良种培育引起重视, 其中雌核发育育种技术

得到了推广应用, 一方面可以进行全雌化养殖, 另

一方面也可在较短时间内进行纯系的培育, 通过不

同纯系之间的杂交获得良种大黄鱼。以往, 采用紫

外灭活的大黄鱼和黄姑鱼精子分别作为同源及

异源激活源诱导雌核发育的研究已见报道[4, 1012], 

但精子的最佳紫外辐射剂量因研究者实施的紫外

灭活条件——精子稀释液及稀释比例、精液厚度、

紫外照射强度与温度以及实验鱼产地不同存在一

定差异[6], 精子紫外灭活的具体技术参数有待进一

步优化, 以确保精子灭活完全, 保障雌核发育的顺

利进行。本研究以人工养殖的东海岱衢洋大黄及黄

姑鱼为对象, 以照射强度为 2200 µW/(cm2·s)的紫外

灯为辐射源, 研究了不同紫外照射处理时间对大

黄鱼和黄姑鱼精子的灭活效果及其激活大黄鱼卵

子发育为胚胎的影响, 旨在探索大黄鱼和黄姑鱼

精子的最佳紫外灭活剂量, 为大黄鱼雌核发育技

术的改进提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验用性成熟大黄鱼和黄姑鱼于 2016 年 3 月

取自浙江宁波象山港湾水产苗种有限公司育苗场, 

大黄鱼雌鱼 20 尾(体重 800~1200 g), 雄鱼 10 尾

(体重 800~1000 g); 黄姑鱼雄鱼 10 尾(体重 800~ 

1000 g), 放养于室内水泥池中, 在水温 23~24℃、

pH 7.8~8.3、盐度 24~25、溶解氧 8~9 mg/L、光照

500~1000 lx 条件下暂养, 日投饵优质饵料 2%~ 

5%, 日换水 80%~100%。待实验鱼适应室内环境

后, 用促黄体素释放激素类似物(LRH-A2)进行催

产, 雌鱼剂量为 1.6 µg/kg, 雄鱼剂量为 0.8 µg/kg, 

效应时间约(35.0±0.5) h。 

1.2  方法 

1.2.1  大黄鱼及黄姑鱼精液的采集与稀释  采精

时, 用干毛巾擦干大黄鱼和黄姑鱼雄鱼生殖孔周

围体表, 轻压鱼腹使精液自然流出, 分别盛放于

洁净的小烧杯中, 置于 4℃冰盒内避光保存。镜检

精子激活率达 90%以上者用于后续实验。 

将大黄鱼和黄姑鱼精液与 4℃预冷的 Ringer

氏液(NaCl 6.5 g/L, KCl 0.14 g/L, NaHCO3 0.2 g/L, 

NaH2PO4·2H2O 0.013 g/L, 葡萄糖 2.0 g/L, CaCl2 

0.12 g/L)按 1 : 30 的比例进行稀释, 置于冰盒内避

光保存。 

1.2.2  大黄鱼及黄姑鱼精子在不同紫外照射处理

时间下的活力测定  紫外辐射源为 2 支 15 W 紫

外灯管(254 nm), 平行固定在暗箱顶部 ; 吸取

1 mL 稀释后的精液均匀铺设于直径为 6 cm 的预

冷培养皿中(液面厚度约为 0.35 mm), 置于摇床上

的冰盒(摇床放置于暗箱内部, 培养皿距紫外灯管

10 cm)。需提前将紫外灯打开至少 1 h 以稳定照射

强度, 用紫外辐照计(北京师范大学光电仪器厂)

测得培养皿处的紫外强度为 2200 µW/(cm2·s)。照

射参数参照黄晓荣等 [13]和郑忠明等 [14]等并稍作

修改 ,  其中大黄鱼精液的紫外照射时间设置为

60 s、90 s、120 s、140 s、160 s、180 s、210 s, 共 
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7 个梯度; 黄姑鱼精液的紫外照射时间设置为 30 s、

60 s、90 s、120 s、150 s、180 s, 共 6 个梯度。紫

外照射处理过程中, 摇床转速控制 90 r/min。经紫

外照射处理后的精液置于另一冰盒内避光保存备

用, 避免光复活。然后, 将大黄鱼和黄姑鱼的鲜精

和紫外照射处理后的精液分别与过滤海水(水温 

23℃、pH 8.1、盐度 27)混合, 在显微镜下观察精

子活力(激活率、快速运动时间和寿命)。参照黄

晓荣等[13]的方法, 精子激活率指给定视野内被激

活的精子数量占总精子数量的百分比, 快速运动

时间指精子自激活开始起至 90%以上的精子原地

颤动为止所经历的时间, 寿命指精子自激活起至

90%以上呈静止状态所经历的时间。实验重复 3 次。 

1.2.3  大黄鱼及黄姑鱼精子在不同紫外照射处理

时间下激活大黄鱼卵子发育为胚胎的成活率及孵

化率测定  待紫外灭活的大黄鱼及黄姑鱼精液准

备充分后再采集大黄鱼卵子(为避免卵子过熟可

将雄鱼催产时间提前 30 min)。采卵时, 取大黄鱼

雌鱼, 轻压鱼腹使卵子流出, 盛于洁净的小烧杯

中, 室温下避光保存。将采集的大黄鱼卵子分装

入干燥洁净的烧杯内, 分别与大黄鱼和黄姑鱼的

鲜精及其紫外照射处理后的精液充分混匀, 然后

加 23℃海水混匀, 激活精子与卵子受精。在受精

2 min 30 s 后取上层悬浮卵, 一部分卵直接入孵化

桶(海水温度 23.0℃±0.5℃)内孵育(未冷休克实验

组), 一部分卵置于 3℃海水中冷休克处理 10 min

后过滤掉多余海水转入孵化桶内孵育(冷休克实

验组)。其中, 大黄鱼和黄姑鱼鲜精与大黄鱼卵子

受精的实验组为对照组。 

抽样观察测定胚胎成活率及孵化率: 1)早期

胚胎成活率(%)=原肠期正常胚数/总卵数×100%。

2)仔鱼孵化率(%)=初孵仔鱼数/发育卵数×100%。

每组实验进行3 次重复统计, 每次样本量不少于100。 

1.3  数据分析 

实验结果采用 Microsoft Excel 和 SPSS.19 进

行统计及误差分析 , 利用单因素方差 (one-way 

ANOVA)检验组间差异的显著性(差异显著水平为

P<0.05), 并用Duncan 法进行多重比较, 用Microsoft 

Excel 绘制柱形图。统计结果以平均值±标准差

表示。  

2  结果与分析 

2.1  大黄鱼精子在不同紫外照射处理时间下的

活力 

大黄鱼精子在不同紫外照射时间下的激活率

的测定结果见图 1。鲜精激活率为(95±3)%, 随着

紫外照射时间的延长, 精子激活率逐渐下降, 其

中照射时间 2 min 内精子激活率下降幅度较小, 

照射时间 2 min 后精子激活率下降幅度较大, 至

3 min 30 s 时精子不再被激活。精子的快速运动时

间和寿命变化见图 2, 均随着紫外照射时间的延

长先快速减少, 后又小幅度增加, 最后缓慢减少

至 0; 在紫外照射时间 1 min 30 s~2 min 时, 精子

的快速运动时间及运动寿命达到相对高点, 其变

化趋势符合 Hertwig 效应。 

 

 
 

图 1  大黄鱼精子在不同紫外照射时间下的激活率 

具有不同小写字母者表示组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 1  Sperm motility of Larimichthys crocea with  
different UV irradiation time 

Different small letters mean significant difference at 0.05 level. 
 

 
 

图 2  大黄鱼精子在不同紫外照射时间下的 

快速运动时间及寿命 

具有不同小写字母者表示组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 2  Fast motion time and longevity of Larimichthys  
crocea with different UV irradiation time 

Different small letters mean significant difference at 0.05 level. 
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2.2  黄姑鱼精子在不同紫外照射处理时间下的

活力 

黄姑鱼精子在不同紫外照射时间下的激活率

的测定结果见图 3。鲜精激活率为(95±3)%, 随着

紫外照射时间的延长其激活率逐渐下降, 至 3 min 

30 s 为 0。精子的快速运动时间变化同样呈 Hertwig

效应(图 4): 在 0~1 min, 精子的快速运动时间和

随紫外照射时间的延长而逐渐下降, 但至 1 min 

30 s 时却明显反弹增加, 随后又缓慢下降至 0。与

大黄鱼不同的是, 黄姑鱼精子运动寿命随紫外照

射时间延长而持续减少至 0。 
 

 
 

图 3  黄姑鱼精子在不同紫外照射时间下的激活率 

具有不同小写字母者表示组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 3  Sperm motility of Nibea albiflora with  
different UV irradiation time 

Different small letters mean significant difference at 0.05 level. 
 

 
 

图 4  黄姑鱼精子在不同紫外照射时间下的 

快速运动时间及寿命 

具有不同小写字母者表示组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 4  Fast motion time and longevity of Nibea albiflora  
with different UV irradiation time 

Different small letters meant significant difference at 0.05 level. 
 

2.3  大黄鱼精子在不同紫外照射处理时间下激

活大黄鱼卵子发育为胚胎的成活率及孵化率 

如图 5 所示, 未冷休克实验组中经紫外照射

处理后的大黄鱼精子激活大黄鱼卵子发育达早期

胚胎(原肠胚)的成活率总体随紫外照射时间的延

长呈逐渐降低的趋势, 而冷休克实验组的早期胚

胎成活率随紫外照射时间的增加呈“先减、后增、

再减”的 Hertwig 效应。大黄鱼鲜精对照组的早期

胚胎成活率为(65.2±3.3)%, 在紫外照射 1 min 30 s

内(紫外剂量 0~198 mJ/cm2), 冷休克实验组的早

期胚胎成活率随辐射剂量的增加逐渐降低并始终

低于未冷休克实验组; 随后的 30 s(紫外剂量 198~ 

264 mJ/cm2)内, 冷休克实验组的早期胚胎成活率

逐渐提高但依旧低于未冷休克实验组 ; 在照射

2 min 时, 冷休克组实验组的早期胚胎成活率达

相对高点, 即(38.3±4.3)%; 当紫外辐射时间超过

2 min (紫外剂量 264~462 mJ/cm2), 冷休克实验组

的早期胚胎成活率逐渐降低并始终高于未冷休克

实验组; 在照射 3 min 30 s 后, 未冷休克实验组的

早期胚胎成活率降为(13.9±1.3)%, 冷休克实验组

的早期胚胎成活率降为 0。 

 

 
 

图 5  大黄鱼精子在不同紫外辐射时间下激活 

大黄鱼卵子发育达早期胚胎的成活率 

具有不同小写字母者表示组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 5  Survival rates of Larimichthys crocea sperm  
with different durations of UV time 

Different small letters meant significant difference at 0.05 level. 

 

如图 6 所示, 冷休克前后经紫外辐射处理后

的大黄鱼精子诱导大黄鱼卵子胚胎发育的仔鱼孵

化率均呈明显的 Hertwig 效应 ; 紫外照射 90~ 

140 s(紫外剂量 198~308 mJ/cm2)期间冷休克前后

实验组的仔鱼孵化率随照射时间的增加而上升 , 

于 140 s 达相对高点[分别为(66.5±5.1)%, (58.4± 

2.5)%], 超过 140 s 后孵化率逐渐减弱; 至 210 s

冷休克实验组的孵化率降为(13.3±2.7)%, 未冷休

克实验组的孵化率为 0。 
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图 6  不同紫外辐射时间下大黄鱼精子 

诱导的仔鱼孵化率 

具有不同小写字母者表示组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 6  Hatching rates of Larimichthys crocea sperm with 
different durations of UV time 

Different small letters meant significant difference at 0.05 level. 
 

2.4  黄姑鱼精子在不同紫外照射处理时间下激

活大黄鱼卵子发育为胚胎的成活率及孵化率 

如图 7 所示, 冷休克实验组中经紫外辐射处

理后的黄姑鱼精子激活大黄鱼卵子发育达早期胚

胎的成活率随紫外照射时间的增加呈“先减、后

增、再减”的 Hertwig 效应, 而未冷休克实验组的

早期胚胎成活率则随着紫外照射时间的增加逐渐

减弱; 黄姑鱼鲜精受精率为(76.1±5.3)%, 在紫外

照射 1 min 内(紫外剂量 0~132 mJ/cm2), 冷休克实

验组的早期胚胎成活率随紫外照射时间的延长逐

渐减少且与未冷休克实验组早期胚胎成活率接近; 

随后的 30 s (紫外剂量 132~198 mJ/cm2)内, 冷休

克实验组的早期胚胎成活率逐渐增加并高于未冷

休克实验组, 紫外照射至 1 min 30 s 时, 早期胚胎成 
 

 
 

图 7  黄姑鱼精子在不同紫外辐射时间下激活 

大黄鱼卵子发育达早期胚胎的成活率 

具有不同小写字母者表示组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 7  Survival rates of N. albiflora sperm with  
different durations of UV time 

Different small letters meant significant difference at 0.05 level. 

活率达相对高点(43.3±3.3)%。当紫外照射时间超

过 1 min 30 s (紫外剂量 198~396 mJ/cm2), 冷休克

实验组的早期胚胎成活率逐渐降低且始终高于未

冷休克实验组, 在紫外照射 3 min后, 冷休克实验

组与未冷休克实验组的早期胚胎成活率均降为 0。 

如图 8 所示, 冷休克前后经紫外辐射处理后

的黄姑鱼精子诱导大黄鱼卵子胚胎发育的仔鱼孵

化率同样呈明显的 Hertwig 效应; 紫外照射 60~ 

90 s (紫外剂量 132~198 mJ/cm2)期间冷休克前后

实验组的仔鱼孵化率随照射时间的增加而上升 , 

于 90 s 达相对高点(分别为(67.7±6.3)%, (57.3± 

2.1)%, 超过 90 s 后孵化率逐渐减弱; 至 150 s 冷

休克实验组的孵化率降为(13.3±3.9)%, 未冷休克

实验组的孵化率为 0。 
 

 
 

图 8  不同紫外辐射时间下黄姑鱼精子诱导 

的仔鱼孵化率 

具有不同小写字母者表示组间差异显著(P<0.05) 

Fig. 8  Hatching rates of N. albiflora sperm  
with different durations of UV time 

Different small letters meant significant  
difference at 0.05 level. 

3  讨论 

精子遗传灭活处理是雌核发育诱导的关键技

术之一, 化学药品处理、电离辐射(X 射线和 γ 射

线)及紫外辐射均可破坏精子的遗传物质。目前, 

已知可使精子遗传失活的化学药品主要有硫酸二

甲酯、甲苯胺蓝、乙烯脲、吖啶黄及噻嗪等[14], 但

在精子灭活处理中应用较少。X 射线和 γ 射线具

有较好的穿透力, 可以深透到细胞内, 诱导染色

体断裂, 因此对于体积较大的精子, 如马苏大麻

哈鱼(Oncorhynchus masou)精子灭活效果较好[15]; 

电离辐射比较均匀 , 很少有精子不会被照射到 ,  
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精子遗传失活较完全。但是电离辐射需要特定的

放射装置及安全设施, 操作不便, 另外经射线处

理后的精子生存力和激活卵子进行胚胎发育的能

力都较差[1]。因此, 电离辐射灭活精子法也较少使

用。紫外辐射是精子灭活的常用方法, 其机理为

紫外线能量会引起核酸嘧啶碱基的异常连接, 使

得精子 DNA 分子中同一条链上两相邻胸腺嘧啶

碱基之间形成二聚体, 引起 DNA-DNA 或 DNA-

蛋白质交联[16], 进而还会引起胞嘧啶水合物的形

成和碱基对的替换, 最终会使 DNA 断裂为片段[17]。

紫外线穿透力虽不如 X 射线和 γ 射线, 但设备相

对简单, 操作简易, 危险性小且费用低。紫外照射

后的精子暴露在可见光下会被一定程度的修复即

“光复活”[18–20]。因此, 紫外照射装置需密闭不透

光, 照射后的精子应置于黑暗中低温保存, 直至

受精[21]。本研究采用的自制紫外照射装置由支架

及黑色不透光膜组成, 暗箱内顶部平行固定 2 支

15 W 紫外灯管(254 nm), 下方放置装有冰盒的摇

床(冰盒距紫外灯管 10 cm), 经照射的精液置于冰

盒内避光保存。由于 254 nm 的紫外灯穿透力较弱, 

因此需将精液稀释到一定程度 , 液面不宜过厚 , 

照射期间均匀晃动稀释精液, 以此确保大部分精

子可以照射完全。 

紫外灭活的目的是破坏精子的遗传功能, 但

不影响其进入卵子的能力。因此, 进行精子紫外

灭活时要把握好辐射剂量, 过高会导致精子完全

死亡无法进入卵子, 过低则精子未被灭活而参与

正常受精。大部分鱼类精子活力与紫外辐射剂量

之间呈现明显的 Hertwig 效应[18], 即在一定的紫

外剂量范围内, 随着辐射剂量的增加, 精子的活

力逐渐降低甚至趋向于 0, 但随着辐射剂量的继

续增加, 精子的活力又有所升高。这种现象在西

伯利亚鲟(Acipenser baeri Brandt)[22]、刺鲇(Hete-
ropneustes fossilis)[23]、梭鲈(Sander lucioperca)[24]

等的精子紫外灭活研究中均有报道。本研究中大

黄鱼和黄姑鱼精子的快速运动时间随辐射剂量的

增加同样呈 Hertwig 效应。这可能是由于在照射

初期低剂量的紫外辐射造成的 DNA 损伤在可修

复范围内 , 因此在照射到某一时间点时损伤的

DNA 通过核苷酸切除修复机制(nucleotide exci-

sion repair, NER)进行修复[22]; 而高剂量的紫外辐

射除造成 DNA 的不可逆损伤外, 还可能导致鞭

毛微管纤维解聚, 鞭毛脱落, 精子外膜和线粒体

结构破损等现象 , 对精子的运动能力造成影响 , 

甚至死亡[25–27]。 

不同种鱼类精子的生理特性存在一定差异 , 

其适宜的紫外灭活条件—如稀释液、稀释比例及

适宜辐射剂量等有所不同。稀释液为精子提供一

个适宜的生理环境, 能减少精液黏稠度, 降低精

子密度 , 确保紫外线照射能作用于大部分精子 , 

同时能够防止照射前后精子被激活并延长其在体

外存活的时间。精子的稀释液主要有 Cortland、

HBSS、MPRS 及 Ringer 氏液等(表 1), 若雄鱼的

精液量足够, 通过离心获取的精浆也可作为稀释

液之一, 例如西伯利亚鲟精液稀释使用了精浆[22]。

本研究所用的 Ringer 氏液在海水鱼类精子紫外灭

活中较常用, 例如条斑星鲽[28]、牙鲆[28]、真鲷[6]

及黑鲷[7]等鱼类的精液稀释均使用了 Ringer 氏

液。稀释比例一般在 1 : 100 范围内(表 1)。Piferrer

等 [29]发现精液的稀释倍数越高, 精子密度越小, 

其受紫外照射后所呈现的活力越弱。因此, 研究

人员采用的照射精液厚度通常与精子的稀释比例

呈正比(表 1)。本研究中, 用 4℃预冷的 Ringer 氏

液将大黄鱼精液稀释 30 倍后置于冰盒上进行紫外

照射, 当紫外辐射剂量在 198~264 mJ/cm2 时, 大黄

鱼精子快速运动时间和运动寿命呈明显上升趋势, 

在 462 mJ/cm2 处精子完全死亡。而 Xu 等[30]采用

2℃预冷的 Ringer 氏液按 1 : 100 的比例稀释大黄

鱼精子 , 在 20~21℃室温下进行紫外照射处理 , 

结果表明, 在紫外辐射剂量为 30~75 mJ/cm2 范围

内, 精子活力显著增加, 至 150 mJ/cm2 剂量处精

子活力趋近于 0。精子灭活效果除精液稀释的倍

数外, 照射时的温度也可能是重要的影响因子之

一。刘海金等[6]指出紫外辐射强度与产生的温度呈

正相关关系, 本研究, 在辐射剂量 132~198 mJ/cm2

黄姑鱼精子快速运动时间呈明显上升趋势 ,  在

396 mJ/cm2 剂量处精子完全死亡, 这一结果与杨

育凯等[12]报道的基本相符, 其紫外灭活黄姑鱼精

子时同样将稀释精液置于冰上, 紫外辐射强度为

3800 µW/(cm2·s), 远高于本实验的 2200 µW/(cm2·s)。 
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可见高稀释倍数使得精子生理灭活所需的紫外辐

射剂量更低, 而低温更有利于精子活力的维持。

因此进行精子紫外灭活时需提供低温环境以减

弱或消除不同紫外强度产生的温度对精子活力的

影响。 

精子的适宜紫外辐射剂量随鱼种类不同而异, 

甚至对同种鱼不同研究者的实验结果也存在差异

(表 1)。许建和等[11]和李益云[31]报道的大黄鱼精

子紫外辐射处理适宜剂量分别为 300 mJ/cm2 和

253~406 mJ/cm2, 与本研究的大黄鱼精子紫外辐

射处理适宜剂量 308 mJ/cm2, 相近; 另本研究的黄

姑鱼精子紫外辐射处理适宜剂量为 198 mJ/cm2, 与杨

育凯等[12]和徐冬冬等[4]报道的黄姑鱼精子紫外辐

射处理适宜剂量 228 mJ/cm2 和 420 mJ/cm2 存在一

定差异。Vazquez 等[32]和 Piferrer 等[29]报道的大菱鲆

精子最佳紫外剂量分别为 870 mJ/cm2和 300 mJ/cm2, 

差异显著, 这可能与精子稀释液种类、稀释比例、

照射精液厚度, 紫外照射强度及温度等不同有关[6]。

另外, 实验鱼的产地及生长情况也可能影响实验

结果。 

本研究显示, 未冷休克实验组的紫外辐射处

理后大黄鱼和黄姑鱼精子激活大黄鱼卵子发育达

早期胚胎成活率与紫外辐射剂量呈负相关关系 , 

仔鱼孵化率与紫外辐射剂量均呈 Hertwig 效应, 

而冷休克实验组的紫外辐射处理后大黄鱼和黄姑

鱼精子激活大黄鱼卵子发育达早期胚胎成活率和

仔鱼孵化率随紫外辐射剂量的增加呈 Hertwig 效

应, 另外冷休克前后经紫外辐射处理后的大黄鱼

和黄姑鱼精子诱导大黄鱼卵子胚胎发育的仔鱼孵

化率均呈明显的 Hertwig 效应。其主要原因可能

是随着紫外辐射剂量的增加, 精子染色体受损程

度增加, 且为精子提供动力的鞭毛裂解脱落, 使

得经紫外辐射的精子激活卵子发育的动力逐渐减

弱[37]。另外, 陈宝增等[2]和季相山等[37]指出, 单倍

体胚胎在卵裂期间会发生较多的畸形卵裂现象 , 

部分正常卵裂的单倍体胚胎在后期的发育过程中

核质比下降, 无法发育至原肠胚期(本文统计早期

胚胎成活率的标准), 因此随紫外辐射剂量的增加, 

未冷休克实验组的早期胚胎成活率和呈逐渐下降

的趋势, 而冷休克实验组的早期胚胎成活率和仔

鱼孵化率变化趋势与其对应的灭活精子的活力变

化相近, 可见冷休克诱导染色体加倍是胚胎正常

发育过程中的关键。但对于未冷休克实验组的仔

鱼孵化率为何同样呈 Herwig 效应的原因, 尚缺乏 

 
表 1  几种海水鱼类精子紫外辐射处理适宜条件  

Tab. 1  The dilution condition and UV irradiation doses for sperm inactivation for induced  
gynogenesis in seawater fish species 

种类 
species 

稀释液 
extender 

稀释比例 
dilution ratio 

精液厚度/mm 
depth 

适宜紫外辐射剂量
/(mJ·cm2) UV dose 

参考文献 
reference 

条斑星鲽 Verasper moseri Ringer 30 — 40~45  [28] 

大西洋鳕 Gadus morhua Hanks 80 1 221 [33] 

斜带石斑鱼 Epinephelus coioides Ts-19 9 0.16 518  [34] 

牙鲆 Paralichthys olivaceus Ringer 50 2 360 [5] 

犬齿牙鲆 Paralichthys dentatus MPRS 30 — 80  [35] 

大菱鲆 Scophthal musmaximus Ringer 10 0.30 300 [29] 

真鲷 Pagrosomus major Ringer 50 — 73 [6] 

黑鲷 Sparus macrocephlus Ringer 100 2 120 [7] 

条石鲷 Oplegnathus fasciatus Ringer 20~40 0.78 70  [36] 

大黄鱼(岱衢族) Larimichthys crocea Ringer 100 2 300  [11, 30] 

大黄鱼(闽东族) Larimichthys crocea NKC 30 0.47 253~406 [31] 

大黄鱼(岱衢族) Larimichthys crocea Ringer 30 0.35 308 本文 this study

黄姑鱼 Nibea albiflora Ringer 40 — 420 [4] 

黄姑鱼 Nibea albiflora Hanks 4 0.47 228 [12] 

黄姑鱼 Nibea albiflora Ringer 30 0.35 198 本文 this study
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有力的证据给出合理解释。除此之外, 在紫外照

射初期大黄鱼和黄姑鱼未冷休克实验组的早期胚

胎成活率均高于冷休克实验组, 可能的原因是在

这个阶段冷休克诱导的二倍体组在第一次减数分

裂期间同源染色体发生交换使得部分隐性致死基

因重组, 造成二倍体胚胎的存活率低于单倍体胚

胎, 无法存活至原肠胚期[37]。 

综上所述, 以 Ringer 氏液为稀释液, 按 1 : 30

稀释大黄鱼和黄姑鱼精子(精液厚度约为 0.35 mm), 

置于照射强度为 2200 µW/(cm2·s)的封闭不透光紫

外辐射装置内(照射期间培养皿始终置于冰盒上), 

分别照射处理 2 min 20 s 和 1 min 30 s 的灭活效果

较好, 人工授精激活大黄鱼卵子发育达早期胚胎

(原肠胚)的成活率较高。大黄鱼和黄姑鱼精子的紫

外辐射灭活适宜剂量为 308 mJ/cm2 和 198 mJ/cm2。 
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Effects of UV irradiation on motility of sperm in Larimichthys crocea 
and Nibea albiflora and development of fertilized oocytes in L. crocea 

WANG Qianfeng1, 2, SHEN Weiliang2, LIU Cheng1, 2, WANG Di1, HOU Congcong1, ZHU Junquan1, 3,  
WU Xiongfei2, 3 
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Abstract: This study investigated the effects of UV irradiation on sperm motility and duration of sperm activity 
and determined the optimal UV irradiation dosage to genetically inactivate Larimichthys crocea and Nibea albi-
flora sperm, while retaining adequate motility to fertilize L. crocea eggs. Milt from several males was diluted 
1 : 30 with Ringer’s solution and UV irradiated at an intensity of 2200 µW/(cm2·s), and used to fertilize L. crocea 

eggs. The fertilized eggs were divided into a cold-shock group (3℃ for 10 min at 2 min 30 s after fertilization) 

and a control group without cold-shock. Early embryo survival rate and larvae hatching rate were measured and 
compared. The results showed that: 1) motility of L. crocea and N. albiflora sperm was negatively correlated with 
UV treatment time, and the rapid changes in sperm showed a typical Hertwig effect; 2) early embryo survival rate 
induced by L. crocea and N. albiflora sperm in the control groups was negatively correlated with the UV exposure 
time, while the larvae hatching rate showed a typical Hertwig effect; 3) early embryo survival rate and larvae 
hatching rate induced by L. crocea and N. albiflora sperm in the cold-shock group showed a typical Hertwig effect 
with the increase in UV irradiation time, reaching peaks at 2 min 20 s and 1 min 30 s, respectively (the peak values 
of the survival and hatching rates of L. crocea were (38.3±4.3)% and (66.5±5.1)%, respectively; the peak values of 
the survival and hatching rates of N. albiflora were (43.3±3.3)% and (67.7±6.3)%, respectively). The results of 
this study indicated that the optimal UV dosages for L. crocea and N. albiflora sperm to activate L. crocea eggs 
were 308 mJ/cm2 and 198 mJ/cm2, respectively. These results provide information for the improvement of gyno-
genetic technology for L. crocea. 
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