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NaCl盐度和NaHCO3碱度对鲤、鲫和大鳞鲃的精子活力及其
受精率的影响
徐敏1, 2, 杨建1, 2, 姜海峰1, 耿龙武1, 徐伟1
1. 中国水产科学研究院 黑龙江水产研究所, 黑龙江 哈尔滨 150070; 

2. 上海海洋大学 水产与生命学院, 上海 201306
摘要: 研究了不同NaCl盐度(0、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12)和NaHCO3碱度(0 mmol/L、10.00 mmol/L、15.85 mmol/L、25.12 mmol/L、39.81 mmol/L、63.10 mmol/L)对松浦镜鲤(Cynipus carpio)、方正鲫(Carassius auratus gibelio)和大鳞鲃(Barbus capito)精子活力及其受精率的影响。结果表明: 1) 在盐度为4时, 方正鲫和大鳞鲃精子的激烈运动时间、快速运动时间和寿命最长, 方正鲫分别为(90.11±9.03) s、(126.34±13.90) s和(154.27±11.36) s; 大鳞鲃分别为(48.91±1.43) s、(62.19±4.28) s和(90.68±4.46) s。在盐度为5时松浦镜鲤精子的激烈运动时间、快速运动时间和寿命最长, 分别为(72.44±9.42) s、(102.16±8.82) s和(206.99±6.65) s。2) 当盐度达到8以上时, 3种鱼的精子激活将受到抑制; 盐度大于10时, 方正鲫和大鳞鲃精子死亡; 盐度大于11时, 松浦镜鲤精子死亡。3) 在碱度为15.83 mmol/L时, 3种鱼的精子激烈运动时间、快速运动时间和寿命均最长, 且显著高于其他碱度条件下的精子活力(P<0.05)。4) 在盐度为1时, 方正鲫和大鳞鲃受精率达到最高分别为63.0%和68.0%, 在盐度为3时, 松浦镜鲤受精率达到最高为72.3%, 当盐度大于3时, 受精率开始呈明显下降趋势。碱度为10.00 mmol/L时, 3种鱼的受精率均最高, 分别为75.4%、54.0%和66.0%。本实验旨在通过测定不同NaCl盐度、NaHCO3碱度条件下3种鱼类精子的活力和受精率所受的影响, 为北方地区碳酸型盐碱水域的渔业开发利用提供基础资料。
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中国内陆约有4.6×107 hm2低洼盐碱水资源, 北方地区大多都是碳酸型盐碱水体, 这些水域具有高pH、高碳酸盐碱度、高离子系数、水质类型繁多以及主要离子比例失调等特点, 使得许多生物都不能够生存[1]。但在自然界中, 经过长期进化和自然选择, 盐碱水体中仍然有少数鱼类能够生存和繁衍后代, 而这些鱼类在繁殖期多数却需洄游到淡水河流中产卵[2], 这表明水体中的盐碱度对鱼类的繁殖有较大影响。目前, 关于盐度对某些鲤科鱼类精子活力的影响已有研究[3–5], 但碱度对鲤科鱼类精子活力的影响尚未见报道。研究盐碱度对鱼类精子活力及受精率的影响, 将有助于揭示水生生物耐盐碱的范围, 并对提高盐碱水域养殖鱼类的成活率和鱼类增养殖具有重要指导意义。
松浦镜鲤(Cynipus carpio)属鲤形目、鲤科、鲤属, 为黑龙江水产研究所选育品种, 繁殖力高、适应性较强[6]; 方正鲫(Carassius auratus)属鲤形目、鲤科、鲫属, 为中国黑龙江水域的代表性银鲫种群, 生活力强; 大鳞鲃(Barbus capito)属鲤形目、鲤科、鲃属, 由黑龙江水产研究所自2003年由乌兹别克斯坦引入, 具有耐盐碱、食性广、生长速度快等特点[7]。因此, 本拟通过研究了不同NaCl盐度和NaHCO3碱度对松浦镜鲤、方正鲫和大鳞鲃精子活力和受精率的影响, 探讨了这3种鱼精子的最适盐度及碱度范围, 以期完善鱼类繁育生物学内容, 并为渔业生产提供基础资料。
1  材料与方法
1.1  亲鱼来源
实验用鱼于2013年5月至6月取自中国水产科学研究院黑龙江水产研究所呼兰养殖基地, 均为性成熟个体。其中, 松浦镜鲤为4龄, 体长为370~400 mm; 方正鲫为4龄, 体长170~200 mm; 大鳞鲃为6龄, 体长370~400 mm。
1.2  实验设计
1.2.1  不同盐度溶液的配制  通过预实验观察发现, 精子遇水后, 当盐度低于8时, 精子可以被正常激活; 当盐度在8~10范围内时, 精子处于抑制状态; 当盐度高于11时精子就会死亡。因此将盐度浓度分为低盐度(0~8)和高盐度(8~12)两个相对范围。不同盐度的溶液用分析纯NaCl和去离子水配制而成, 配好的溶液用数字盐度计(北京中西公司生产, 型号M179997)测定水体盐度。低盐度组溶液的盐度梯度设置为0(对照组, S0)、1(S1)、2(S2)、3(S3)、4(S4)、5(S5)、6(S6)、7(S7)、8(S8), 实测值为: 0.28、1.0、2.0、3.0、4.1、5.0、6.0、7.2、7.9; 高盐度组溶液的盐度梯度设置为8、9、10、11、12, 实测值为: 7.9、8.8、10.1、11.0、12.1。
1.2.2  不同碱度溶液的配制  不同碱度的溶液用分析纯NaHCO3和去离子水配制, 梯度参照等对数间距法[8]设为0 mmol/L(对照组, A0)、10.00 mmol/L (A1)、15.85 mmol/L(A2)、25.12 mmol/L (A3)、39.81 mmol/L(A4)、63.10 mmol/L(A5)共6个梯度, 溶液配好后用盐酸滴定法标定, 实测值为1.04 mmol/L、10.14 mmol/L、15.62 mmol/L、24.50 mmol/L、39.25 mmol/L、63.75 mmol/L。
在低盐度组和各碱度溶液中观察比较精子活力以及人工受精的效果。在高盐度组溶液中观察精子活力的抑制和激活条件。每个实验均重复3次, 实验期间的温度为(22±1)℃。
1.3  精液及卵子的采集
选取健康、成熟亲鱼, 进行人工药物催产[7], 待雌性亲鱼产卵时, 将雄性亲鱼取出并麻醉, 轻压亲鱼腹部收集精液至冰浴的5 mL离心管中, 收集卵子至冰浴的培养皿中, 然后立即取样进行实验检测。
1.4  精子活力观察及测定
精子活力的观察和测定参照在参考文献[9]的方法, 并进行改进。用解剖针蘸取少许精子于载玻片上, 放在10×10倍显微镜下(BX1 Olympus microscope; Tokyo, Japan), 分别取25 µL不同盐度和碱度的溶液, 滴加在精子上, 用针头搅散, 同时开始计时, 显微镜下观察精子运动情况, 活力指标分为: 精子激烈运动时间(精子呈“旋涡”状运动, 无法看清精子的运动路线); 快速运动时间(镜下基本能看清精子的运动路线); 寿命(绝大部分精子停止运动)。
对高盐度组(盐度8~12)的精子进行以上相同的操作, 若精子不运动, 则用胶头滴管继续滴一滴去离子水(约50 µL), 使盐度被稀释到小于4。检查添加去离子水后精子活力的状况, 若精子恢复运动, 则说明原先精子处于抑制状态, 反之, 则说明精子已死亡。
1.5  人工授精与受精率的测定
取精液覆盖卵上, 用干净羽毛搅拌l min使精卵充分接触, 再将卵分别拨入盛有各实验组溶液的干净盆中受精[10]。每组100~150粒卵, 微充气, 受精卵发育至囊胚后期时统计受精率[11]。
1.6  统计分析
实验所得数据均用SPSS17.0 软件进行统计学分析, 所有数据均以
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±SD表示。采用Duncan法进行多重比较以检验其差异显著性。
2  结果与分析
2.1  盐度对松浦镜鲤、方正鲫和大鳞鲃的精子活力的影响
2.1.1  低盐度对松浦镜鲤精子活力的影响  在0~8的低盐度组范围内, 松浦镜鲤的精子活力见表1。盐度在0~5时, 松浦镜鲤精子激烈运动时间、快速运动时间和寿命均呈逐渐上升趋势。在盐度为5时其精子的激烈运动时间、快速运动时间和寿命最长, 分别为(72.44±9.42) s、(102.16± 8.82) s和(206.99± 6.65) s。当盐度大于5后, 精子活力呈下降趋势, 到盐度为8时精子无激烈运动和快速运动。统计分析表明, 盐度为5时, 松浦镜鲤精子的激烈运动时间和快速运动时间与盐度为4的处理组的精子运动时间差异不显著(P>0.05), 但显著高于其他盐度组的运动时间(P<0.05)。盐度为5时松浦镜鲤精子寿命显著高于其他盐度时精子的寿命(P<0.05)。
2.1.2  低盐度对方正鲫精子活力的影响  在0~8的低盐度组范围内, 方正鲫的精子活力见表2。盐度在0~4时, 方正鲫精子激烈运动时间、快速运动时间和寿命均呈逐渐上升趋势。在盐度为4时方正鲫精子的激烈运动时间、快速运动时间和寿命最长, 分别为(90.11±9.03) s、(126.34±13.90) s 和(154.27±11.36) s。而且盐度为4时精子的激烈运动时间和快速运动时间显著高于其他盐度组精子的运动时间(P<0.05)。盐度为4时与盐度为3时的精子寿命差异不显著(P>0.05), 与其他盐度时精子的寿命差异显著(P<0.05)。当盐度大于4以后, 精子活力呈下降趋势, 到盐度为8时, 精子无激烈运动和快速运动。
表1  松浦镜鲤精子在不同盐度溶液中的活力
Tab.1  The sperm motility of Songpu mirror carp at different salinity solution

n=3;
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±SD; s 

	实验组
trial
	盐度
salinity
	激烈运动时间
time of drastic movement
	快速运动时间
time of rapid movement
	寿命

span

	S0
	0
	32.96±1.96d
	43.45±4.98e
	62.88±6.95d

	S1
	1
	38.49±4.12d
	60.57±11.28de
	82.58±8.79cd

	S2
	2
	50.65±8.69bc
	70.22±13.97cd
	112.72±27.62bcd

	S3
	3
	56.50±9.26b
	81.98±16.95bc
	118.17±29.35bc

	S4
	4
	70.04±12.46a
	89.66±14.07ab
	147.33±40.36b

	S5
	5
	72.44±9.42a
	102.16±8.82a
	206.99±6.65a

	S6
	6
	51.40±1.75b
	70.66±3.78cd
	124.80±58.65bc

	S7
	7
	32.25±5.60d
	55.13±3.51de
	74.11±17.62cd

	S8
	8
	0e
	0f
	0e


注: 同列数据右上角不同字母代表有显著性差异(P<0.05).

Note: Values in the same column without a common superscript are significantly different (P<0.05). 
表2  方正鲫精子在不同盐度溶液中的活力
Tab.2  The sperm motility of gibel carp at different salinity solution

n=3; 
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±SD; s 

	实验组
trial
	盐度
salinity
	激烈运动时间
time of drastic movement
	快速运动时间
time of rapid movement
	寿命
span

	S0
	0
	55.35±6.62c
	74.75±5.00c
	103.52±15.55d

	S1
	1
	61.49±6.38c
	80.10±9.95c
	100.47±14.53d

	S2
	2
	66.55±1.03bc
	90.42±8.54bc
	118.50±12.16cd

	S3
	3
	77.30±2.06b
	104.88±6.12b
	145.72±9.96ab

	S4
	4
	90.11±9.03a
	126.34±13.90a
	154.27±11.36a

	S5
	5
	67.42±9.33bc
	99.60±10.30b
	132.19±6.70bc

	S6
	6
	61.42±10.13c
	81.23±3.15c
	102.58±11.94d

	S7
	7
	33.09±9.22d
	47.54±10.77d
	64.27±12.98e

	S8
	8
	0e
	0e
	0f


注: 同列数据右上角不同字母代表有显著性差异(P<0.05).

Note: Values in the same column without a common superscript are significantly different (P<0.05). 
2.1.3  低盐度对大鳞鲃精子活力的影响  在0~8的低盐度组范围内, 大鳞鲃的精子活力见表3。盐度在0~4时, 大鳞鲃精子激烈运动时间、快速运动时间和寿命均呈逐渐上升趋势。在盐度为4时大鳞鲃精子的激烈运动时间、快速运动时间和寿命最长, 分别为(48.91±1.43) s、(62.19±4.28) s和(90.68±4.46) s, 当盐度大于4以后, 其激烈运动时间、快速运动时间和寿命呈下降趋势, 到盐度为8时精子开始无激烈运动和快速运动。结果分析表明, 盐度为4时, 大鳞鲃的精子活力显著高于其他盐度组的精子活力(P<0.05)。

2.2  高盐度对松浦镜鲤、方正鲫和大鳞鲃的精子活力的影响
在8~12的高盐度组范围内, 当溶液盐度大于8以后, 松浦镜鲤、方正鲫和大鳞鲃的精子都只能原地颤动甚至不运动。在盐度为8和9的溶液中, 继续滴加一滴淡水后, 松浦镜鲤和方正鲫精子可以由原地颤动转入快速运动; 处于盐度为8的溶液中的大鳞鲃精子, 在继续滴加一滴淡水后, 也可以由原地颤动转入快速运动。松浦镜鲤精子在盐度为10和11的溶液中, 方正鲫精子在盐度为10的溶液中以及大鳞鲃精子在盐度为9和10的溶液中都不运动, 在这些盐度的溶液中继续滴加一滴淡水后, 精子可以慢速运动, 但无快速运动。但当溶液盐度大于11后, 松浦镜鲤的精子在滴加淡水后也不运动; 当溶液的盐度大于10后, 方正鲫精子和大鳞鲃精子在滴加淡水后也不运动。结果表明, 当盐度达到8以上时, 松浦镜鲤、方正鲫和大鳞鲃的精子激活将受到抑制, 大于10时, 方正鲫和大鳞鲃精子死亡, 大于11时, 松浦镜鲤精子死亡。
表3  大鳞鲃精子在不同盐度溶液中的活力
Tab.3  The sperm motility of Barbus capito at different salinity solution

n=3;
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±SD; s 

	实验组
trial
	盐度
salinity
	激烈运动时间
time of drastic movement
	快速运动时间
time of rapid movement
	寿命
span

	S0
	0
	27.24±1.48e
	38.66±1.23ef
	52.70±1.45cd

	S1
	1
	28.00±2.09de
	37.33±3.39ef
	48.39±5.81d

	S2
	2
	32.23±2.71cd
	46.58±3.58cd
	63.41±5.64bc

	S3
	3
	36.17±3.93bc
	53.33±7.34b
	69.85±15.49b

	S4
	4
	48.91±1.43a
	62.19±4.28a
	90.68±4.46a

	S5
	5
	36.97±2.35b
	49.99±2.10bc
	69.96±5.20b

	S6
	6
	28.11±3.42de
	43.32±1.58de
	53.77±0.74cd

	S7
	7
	19.95±3.21f
	33.95±0.49f
	45.96±2.35d

	S8
	8
	0g
	0g
	0e


注: 同列数据右上角不同字母代表有显著性差异(P<0.05).

Note: Values in the same column without a common superscript are significantly different (P<0.05). 
2.3  碱度对松浦镜鲤、方正鲫和大鳞鲃的精子活力的影响
2.3.1  碱度对松浦镜鲤精子活力的影响  不同碱度对松浦镜鲤精子活力的影响的结果见表4。松浦镜鲤精子在碱度0~63.12 mmol/L范围内, 均有活力。当实验液碱度在0~15.83 mmol/L范围内时, 镜鲤精子激烈运动时间、快速运动时间和寿命均呈逐渐上升趋势, 并且在碱度为15.83 mmol/L时时间最长, 分别为(37.95±2.47) s、(60.24±1.25) s和(128.70±3.34) s, 当碱度大于15.83 mmol/L以后, 呈下降趋势。结果分析表明, 碱度为15.83 mmol/L时, 镜鲤的精子活力显著高于其在其他碱度条件下的精子活力(P<0.05)。

2.3.2  碱度对方正鲫精子活力的影响  不同碱度对方正鲫精子活力的影响的结果见表5。方正鲫精子在碱度0~63.12 mmol/L范围内均有活力。当实验液碱度在0~15.83 mmol/L范围内时, 鲫鱼精子激烈运动时间、快速运动时间和寿命均呈逐渐上升趋势, 且在碱度为15.83 mmol/L时达到时间最长, 分别为(70.43±12.04) s、(87.59±9.98 ) s和(115.24±29.06) s。当碱度大于15.83 mmol/L以后, 方正鲫精子活力呈下降趋势。结果分析表明, 碱度为15.83 mmol/L时, 方正鲫精子的激烈运动时间和快速运动时间与其在碱度为0和10.00 mmol/L时差异不显著(P>0.05), 但显著高于其在碱度为25.10 mmol/L、39.80 mmol/L和63.12 mmol/L实验液中的精子激烈运动时间和快速运动时间(P<0.05)。碱度为15.83 mmol/L时方正鲫精子的寿命与对照组差异不显著(P>0.05), 但显著高于其他碱度条件下方正鲫的精子寿命(P<0.05)。
表4  松浦镜鲤精子在不同碱度溶液中的活力
Tab.4  The sperm motility of Songpu mirror carp at different alkalinity solution

n=3;
[image: image5.wmf]x

±SD; s

	实验组
trial
	碱度/(mmol·L–1)

alkalinity
	激烈运动时间
time of drastic movement
	快速运动时间
time of rapid movement
	寿命
span

	A0
	0
	32.96±1.96b
	43.45±4.98b
	62.88±6.95c

	A1
	10.00
	29.27±1.63c
	40.85±1.18b
	54.63±3.45c

	A2
	15.85
	37.95±2.47a
	60.24±1.25a
	128.70±3.34a

	A3
	25.12
	31.35±2.03bc
	46.07±2.86b
	91.36±22.47b

	A4
	39.81
	28.20±0.50cd
	32.21±1.11c
	60.43±0.94c

	A5
	63.10
	25.04±1.55d
	32.66±5.22c
	46.05±3.96c


注: 同列数据右上角不同字母代表有显著性差异(P<0.05).

Note: Values in the same column without a common superscript are significantly different (P<0.05). The below is same.
表5  方正鲫精子在不同碱度溶液中的活力
Tab.5  The sperm motility of gibel carp at different alkalinity solution

n=3;
[image: image6.wmf]x

±SD; s

	实验组
trial
	碱度/(mmol·L–1)

alkalinity
	激烈运动时间
time of drastic movement
	快速运动时间
time of rapid movement
	寿命
span

	A0
	0
	55.35±6.62ab
	74.75±5.00ab
	103.52±15.55ab

	A1
	10.00
	58.42±10.21ab
	75.37±10.11ab
	90.60±14.69bc

	A2
	15.85
	70.43±12.04a
	87.59±9.98a
	115.24±29.06a

	A3
	25.12
	46.85±14.40b
	63.38±14.43bc
	86.00±14.89bc


	A4
	39.81
	52.32±3.15b
	70.15±7.32bc
	83.19±2.62bc

	A5
	63.10
	41.55±1.99b
	53.70±4.40c
	69.73±3.73c


注: 同列数据右上角不同字母代表有显著性差异(P<0.05).

Note: Values in the same column without a common superscript are significantly different (P<0.05). 
2.3.3  碱度对大鳞鲃精子活力的影响  不同碱度对大鳞鲃精子活力的影响的结果见表6。大鳞鲃精子在碱度0~63.12 mmol/L范围内均有活力。当实验液碱度在0~15.83 mmol/L范围内时, 大鳞鲃精子激烈运动时间、快速运动时间和寿命均呈逐渐上升趋势, 并且在碱度为15.83 mmol/L时时间最长, 分别为(39.71±3.25) s、(51.53±2.80) s和(75.88±9.41) s, 当碱度大于15.83 mmol/L以后, 精子活力呈下降趋势。结果分析表明, 碱度为15.83 mmol/L时, 大鳞鲃的精子活力显著高于其在其他碱度条件下的精子活力(P<0.05)。
2.4  盐度和碱度对松浦镜鲤、方正鲫和大鳞鲃的精子受精率的影响
2.4.1  盐度对松浦镜鲤、方正鲫和大鳞鲃的精子受精率的影响  由图1可知, 松浦镜鲤在盐度为3时, 受精率最高, 为72.3%; 方正鲫在盐度为1时受精率最高, 为63.0%; 大鳞鲃在盐度为1时受精率最高, 为68.0%。数据分析表明, 盐度在0~3范围内, 松浦镜鲤、方正鲫和大鳞鲃的受精率较高, 而且各组之间没有显著性差异(P>0.05)。当盐度大于3时, 3种鱼的受精率呈明显下降趋势。
表6  大鳞鲃精子在不同碱度溶液中的活力
Tab.6  The sperm motility of Barbus capito at different alkalinity solution

                                                                     n=3;
[image: image7.wmf]x

±SD; s

	实验组
trial
	碱度/(mmol·L–1)

alkalinity
	激烈运动时间
time of drastic movement
	快速运动时间
time of rapid movement
	寿命
span

	A0
	0
	27.24±1.48bc
	38.66±1.23bc
	52.70±1.45bc

	A1
	10.00
	32.85±4.57b
	42.23±2.68b
	56.08±2.82b

	A2
	15.85
	39.71±3.25a
	51.53±2.80a
	75.88±9.41a

	A3
	25.12
	25.85±3.49c
	41.22±7.04b
	54.28±3.92bc

	A4
	39.81
	22.17±4.08c
	33.72±3.49cd
	46.21±2.04cd

	A5
	63.10
	22.69±4.50c
	31.19±4.11d
	42.54±1.39d


注: 同列数据右上角不同字母代表有显著性差异(P<0.05).

Note: Values in the same column without a common superscript are significantly different (P<0.05).
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图1  盐度对松浦镜鲤、方正鲫和大鳞鲃精子受精率的影响
同组中标有不同字母的数据间差异显著(P<0.05).

Fig.1  Effects of salinity on the fertilization rate of Songpu mirror carp, gibel carp and Barbus capito
Data in the same groups with different superscripts are significantly different (P<0.05).

2.4.2  碱度对松浦镜鲤、方正鲫和大鳞鲃的精子受精率的影响  实验结果显示, 碱度为10.00 mmol/L时, 松浦镜鲤、方正鲫和大鳞鲃的受精率最高, 分别为75.4%、54.0%和66.0%(图2)。由图2可知, 随着碱度的升高, 松浦镜鲤、方正鲫和大鳞鲃的受精率均呈下降趋势。数据分析表明, 碱度为10.00 mmol/L时, 大鳞鲃的受精率显著高于其他各处理组的受精率(P<0.05), 而镜鲤和方正鲫的受精率在碱度为0~25.12 mmol/L范围内差异不显著(P>0.05)。
3  讨论
3.1  盐度对鱼类精子活力的影响
通常情况下, 鱼类精子在精巢中是不运动的[12]。
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图2  碱度对松浦镜鲤、方正鲫和大鳞鲃精子受精率的影响
同组中标有不同字母的数据间差异显著(P<0.05).

Fig.2  Effects of alkalinity on the fertilization rate of Songpu mirror carp, gibel carp and Barbus capito
Data in the same groups with different superscripts are significantly different (P<0.05).

盐度通过离子的作用和渗透压的调节改变了鱼类精子细胞内ATP酶的活性, 从而对鱼类精子活力产生影响[13]。低盐度环境中, 精子内ATP的产生和消耗在一定时间内可达到一致, 因而精子能够维持较长的寿命; 高盐度环境中, ATP酶活性被抑制, 从而使精子活力受到抑制[14]。本实验中, 方正鲫和大鳞鲃精子在盐度0~4范围内、镜鲤精子在0~5范围内, 精子活力均表现出随盐度升高而升高的特点; 而且在盐度大于8的范围内, 3种鱼的精子活力均受到抑制。在盐度3~5范围内松浦镜鲤、方正鲫和大鳞鲃精子的激烈运动时间和寿命较长, 为其最适盐度范围。一些鲤科鱼精子活力的相关研究得出: 广东鲂精子(Megalobrama hoffmanni)在盐度1~5的运动较理想, 尤以3为最佳[15]; 岩原鲤(Procypris rabaudi)精子活力的最适盐度为4.5[16], 与本实验结果相符。虹鳟(Oncorhy​nchus mykiss)属鲑科, 其精子活力的最适盐度为7[17]; 西伯利亚鲟(Acipenser sinensis Gray)属鲟科, 其精子活力的最适盐度为1.5[18–19]。这与本实验结论所得最适盐度范围不一致, 表明不同科属的鱼类的精子活力的最适盐度范围不同。
本实验发现在盐度为8~10的环境中, 3种鱼的精子处于休眠状态, 当精液被稀释后, 又能够运动。这可能是由于滴加的淡水降低了原先精子所处的高渗透压环境, 激活了处于抑制状态的精子。当镜鲤的精子在盐度大于11、方正鲫和大鳞鲃的精子在盐度大于10的溶液中时, 即使再加入淡水, 精子仍然不运动, 这说明精子此时已经死亡。笔者认为在高盐碱溶液条件下, 由于精子细胞的内外渗透压相差太大, 一方面精子自身的能量可能更多用于调节渗透压, 另一方面高渗透压也会直接导致精子的细胞结构受损而造成死亡[20]。研究表明, 松浦镜鲤、方正鲫和大鳞鲃的精子在盐度0~8范围内有不同程度的激活; 在8~11范围内, 精子虽然不被激活, 但仍有活性; 超出盐度11这个范围, 精子会死亡。
3.2  碱度对鱼类精子活力的影响
大量研究表明, 鱼类精子活力的激活与pH、K+和Ca2+等密切相关[20–22], NaHCO3通过其分解产物(
[image: image10.wmf]3
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和CO2)参与这些离子的运输而对鱼类精子活力产生重要影响[23]。研究发现, 当虹鳟 (Salmo gairdneri)和大麻哈鱼(Oncorhynchus keta)的精子从精巢中转入含
[image: image11.wmf]3
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浓度较高的人造精浆中后, 
[image: image12.wmf]3
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与精子细胞内的4-AP(K+通道阻滞剂)反应, 减弱了4-AP对K+通道的阻断作用, 使原本不运动的精子获得动力被激活, 证明
[image: image13.wmf]3
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对精子活力有促进作用[24]。然而, Tanaka等[25–26]对日本鳗鲡(Anguilla japonica)的精子活力的研究表明NaHCO3中游离的CO2能直接抑制精子细胞内的CO2的扩散, 从而阻止鱼类精子线粒体氧化磷酸化作用, 导致ATP含量降低, 从而抑制精子活力, 并且在NaHCO3浓度为0~150 mmol/L范围内, 随着NaHCO3浓度的增加, 日本鳗鲡精子的激活率逐渐下降。
本实验与以上结果不同的是, 在碱度0~ 63.10 mmol/L时, 随着碱度的增加, 松浦镜鲤、方正鲫和大鳞鲃的精子活力均表现出先增强后减弱的趋势, 并且松浦镜鲤、方正鲫和大鳞鲃精子的最适碱度在10~15.83 mmol/L。笔者认为, 碱度对松浦镜鲤、方正鲫和大鳞鲃的精子活力没有表现出单一的促进或抑制作用, 可能是由于碱度较低时, NaHCO3解离的CO2相对较少而主要表现出
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对精子活力的促进作用, 当碱度升高, NaHCO3解离的CO2含量增加而主要表现出CO2对精子活力的抑制作用。还有可能是由于鱼的种类不同, 以及pH等其他理化条件差异造成的, 具体原因还有待于进一步研究。
3.3  不同盐度和碱度对鱼类受精率的影响
精子活力与受精率有着密切的联系, 为了得到高的受精率, 精子必须有较强的活力[5, 17, 27]。盐度和碱度是盐碱水体中的两个重要因子, 不同鱼类的繁殖对盐度和碱度的范围要求也有很大差异[28]。研究表明, 精子在激烈运动和快速运动阶段受精能力最强, 慢速运动阶段的精子受精能力明显降低, 原地颤动的精子不具有受精能力[27, 29–30]。本实验中3种鱼的最高受精率的盐度范围为0~3, 最适碱度为10.00 mmol/L, 比精子活力的最适盐度和碱度范围更小, 这可能是鱼类的卵子和胚胎发育过程也会受到盐度和碱度的影响, 由于共同作用的结果造成的[31]。徐伟等[7]对大鳞鲃胚胎发育的研究中也发现大鳞鲃在盐度低于3.2、碱度低于14.32 mmol/L的环境下胚胎存活率较高, 与本研究的结果相近。许多研究也表明虽然耐盐碱鱼类在成鱼期耐受性较强, 但在早期胚胎发育过程中对盐碱度的耐受性相对较低, 因此, 繁殖期需要洄游到淡水河流中产卵和孵化, 如青海湖裸鲤、达里湖瓦氏雅罗鱼、达里湖鲫鱼等[32–34]。结合内陆耐盐碱鱼类的自然生态规律, 笔者建议在实际生产中, 这些鱼类的人工繁殖更适宜在淡水里进行。
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Effects of NaCl salinity and NaHCO3 alkalinity on the sperm motility and fertilization rate of Cynipus carpio, Carassius auratus gibelio and Barbus capito
XU Min1, 2, YANG Jian1, 2, JIANG Haifeng1, GENG Longwu1, XU Wei1

1. Heilongjiang Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Haerbin 150070, China;
2. College of Fishries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China
Abstract: We investigated the influence of salinity at different levels (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12) and alkalinity (0 mmol/L, 10.00 mmol/L, 15.85 mmol/L, 25.12 mmol/L, 39.81 mmol/L, 63.10 mmol/L) on the sperm motility and fertilization rate of Songpu mirror carp (Cynipus carpio), gibel carp (Carassius auratus gibelio) and Barbus capito in this study. The results showed that: 1) The drastic movement time, rapid movement time and life span of the sperm of gibel carp and Barbus capito were the longest when the salinity was 4, and the duration of gibel carp sperm were (90.11±9.03) s, (126.34±13.90) s and (154.27±11.36) s, respectively; while the duration of sperm in Barbus capito were (48.91±1.43) s, (62.19±4.28) s and (90.68±4.46) s, respectively. The drastic movement time, rapid movement time and life span of the Songpu mirror carp sperm were the longest at the salinity of 5, and they were (72.44±9.42) s, (102.16±8.82) s and (206.99±6.65) s, respectively. 2) When the salinity was higher than 8, the initiation of these sperm of the three species were all inhibited. When the salinity was higher than 10, the sperm of gibel carp and Barbus capito were dead, and when the salinity was greater than 11, the sperm of Songpu mirror carp was dead. 3) For alkalinity, at alkalinity of 15.83 mmol/L, the drastic movement time, rapid movement time and life span of the three fishes were the longest, and the sperm motility were significantly greater than other alkalinity groups (P<0.05). 4) The fertilization rate of gibel carp and Barbus capito were the highest at salinity of 1, and they were 63.0% and 68.0%, respectively. The fertilization rate of Songpu mirror carp was 72.3% at salinity of 3, which was the highest among all salinities. At alkalinity of 10.00 mmol/L, the fertilization rate of the three fishes reached the highest, which were 75.4%, 54.0% and 66.0%, respectively. Consequently, the effects of salinity and alkalinity on the sperm motility and fertilization rate of the three fishes were obtained in present study, which may provide basic data for the exploitation and development of fisheries in carbonated saline waters in North China.
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Corresponding author: XU Wei. E-mail: xwsc23@tom.com 
收稿日期: 2013-11-04; 修订日期: 2013-12-17.
基金项目: “十二五” 科技支撑计划项目(2012BAD25B09); 农业科技成果转化资金项目(2013GB23260584); 中央级公益性科研院所基本科研业务费专项(201007, 201108); 哈尔滨市科技攻关计划项目(2012AA6CN037).
作者简介: 徐敏(1990–), 女, 硕士研究生, 从事水产遗传育种研究. E-mail: xumin0028@163.com
通信作者: 徐伟, 研究员, 从事水产遗传育种研究. E-mail: xwsc23@tom.com

_1464157198.unknown

_1465296504.unknown

_1465296544.unknown

_1462179372.unknown

