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摘要: 为探究红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)延迟排卵对卵子生理生化变化及卵质的影响, 人为对性成熟亲鱼推迟

1~2 周挤卵, 并将未推迟挤卵组记为 A 组, 推迟 1 周挤卵组记为 B 组, 推迟 2 周挤卵组记为 C 组, 研究推迟排卵后

卵子内磷酸酶、苹果酸脱氢酶、唾液酸、总氨基酸以及脂肪酸含量等生化参数变化规律及延迟排卵与受精率的相

关性。结果显示, 推迟 1 周排卵后, B 组受精率显著下降(P<0.05), 受精率由 A 组的 86.66%降至 57.14%; 推迟 2 周

后, C 组受精率降至 31.89%; 卵内酸性磷酸酶活力随产卵期推迟而显著下降(P<0.05), 并与受精率存在显著正相关

(P<0.05, R2=0.705); A 组苹果酸脱氢酶活力显著高于 B、C 两组(P<0.05, R2=0.630), 总氨基酸含量亦存在相似变化

趋势, A、B 组显著高于 C 组(P<0.05, R2=0.706); 此外十四烷酸(C14:0)、十五烷酸(C15:0)、棕榈酸(C16:0)、棕榈油酸

(C16:1n-7)、-亚麻酸(C18:3n-3)、二十碳五烯酸(EPA)在总脂中比例均在正常组中最高, 并与受精率存在显著正相关

(P<0.05), 二十二碳五烯酸 (C22:5n-3)、二十二碳六烯酸 (DHA): 二十碳五烯酸 (EPA)均与受精率呈显著负相关

(P<0.05)。结果表明, 卵子中磷酸酶、苹果酸脱氢酶、总氨基酸、脂肪酸含量与卵子活力存在相关性, 在红鳍东方

鲀人工授精时, 在亲鱼卵子成熟后 1 周内进行人工挤卵最为适宜。 
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红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)群体主要分布

于北太平洋西部的日本、朝鲜半岛和中国沿海[1], 

因其具有很高的食用和经济价值, 在中国北方沿

海地区及日本、韩国形成了一定养殖规模。野生

红鳍东方鲀栖息在水深 5~100 m 之间海域, 底质

为礁石或泥沙带, 昼沉夜浮。产卵场水深 20 m 左

右 [2], 在产卵期有由深海向近海洄游的习性, 并

有一定的趋低盐度特性。在全人工繁育红鳍东方

鲀时, 因其栖息环境中压力、底质、光线等因素

的变化, 往往需要采取激素催产及人工辅助才能

顺利排出成熟卵子。故而在红鳍东方鲀人工繁育

中因不能及时人工挤卵, 常出现排卵延后、卵质

下降现象, 导致受精率不足 50%, 称为卵子过熟

现象。生产经验表明, 红鳍东方鲀卵子排卵延迟

后, 其外观形态会发生变化(颜色发黄, 卵径变小, 

有残卵), 但并不明显, 需要凭生产经验做主观性

判断, 且尚缺乏判断红鳍东方鲀卵子是否过熟的

评判标准, 这给红鳍东方鲀繁育标准化带来一定

难度。 

卵子过熟在多种鱼类繁育中均存在, 玻璃梭

鲈(Sander vitreus)鱼卵过熟后, 在胚胎孵化中更

易出现畸形现象, 孵化率也显著降低[3]。卵子过熟 
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后常表现为卵膜弹性下降, 卵子变脆, 胚胎畸形

率升高的现象[4]。伴随着卵膜变薄甚至破损, 卵巢

液与卵子内部也发生物质流动[5], 使卵内 pH、氨

基酸、蛋白水平及物质代谢受到重大影响[6]。已

有研究表明, 鱼类卵子延迟排出后, 卵内酯化、非

酯化脂肪酸含量也显著降低, 卵巢液 pH 下降, 受

精、孵化率显著降低[5]。因磷酸酶定位于卵子内

溶酶体和内膜系统[7], 苹果酸脱氢酶为三羧酸循

环关键酶, 二者在代谢调节、能量转化及信号转

导上均起着重要作用[8-9], 随着卵内环境波动, 二

者亦不可避免受到影响。为此, 本研究从磷酸酶、

苹果酸脱氢酶、脂肪酸组成等生化参数方面将红

鳍东方鲀正常与过熟卵子进行对比, 并与其受精

率统计数据进行回归分析, 以期为红鳍东方鲀过

熟卵子鉴定及其苗种繁育规范化提供参数资料 , 

同时初步探究红鳍东方鲀延迟排卵对卵子内部生

理生化的影响。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验亲鱼于 2014 年 1 月底选自山东乳山市水

产育苗场, 共选出体格健壮、无外伤、色泽好、

活力强、腹部性腺轮廓明显的 3 龄雌鱼 18 尾, 雌

鱼大小无明显差异[体重: (2.17±0.34) kg, 体长: 

(41.00±2.67) cm], 3龄雄鱼 5尾, 置于催产池(6.0 m× 

6.0 m×0.9 m), 水温 18~20 , ℃ 盐度 30~31, 溶氧 

7 mg/L 以上。 

1.2  实验方法 

本研究所用卵子是在人工培育条件下获得的, 

具体方案: 红鳍东方鲀为一次性产卵鱼类, 经相

同条件的人工培育和生殖调控, 使红鳍东方鲀亲

鱼在同一时期发育成熟。采用注射 LRH-A3250~ 

300 μg/kg+HCG500 IU/kg 对亲鱼统一催产, 24~48 h

后, 检查性腺成熟情况, 并选取一尾精子活力强、

精液量大的雄鱼做父本。随机选取 6 尾性腺完全

成熟亲鱼立即人工授精, 记为 A 组; 另取 6 尾完

全成熟亲鱼于培育池内继续培育 1 周后人工授精, 

记为 B 组; 6 尾完全成熟亲鱼于培育池内继续培育

两周后人工授精, 记为 C 组。每尾雌鱼所产卵子

均单独受精、孵化, 记为一个重复, 每组 6 个重

复。授精前每条雌鱼取未受精卵各 5 mL, 用蒸馏

水冲洗干净, 滤纸吸干后于离心管内‒80℃保存。 

精子源自同一雄鱼冷冻精液, 精子活力达 80%以

上。受精 10 min 后洗净卵子, 布卵于直径为 80 cm

的 60 目筛绢锥形孵化网, 所有锥形孵化网置于同

一 40 m3大池中, 底部充气, 调节气流速度使受精

卵在水中均匀分散涌起, 孵化温度 18~19℃。 

1.3  繁殖性状统计 

因鱼类卵子存在假受精现象, 未受精卵亦可

自行发育至囊胚中期, 待胚胎发育至原肠前期时, 

在显微镜下观察胚胎发育情况, 每组受精率重复

统计 3 次, 每次统计 200 粒:  

受精率/%=囊胚后期及原肠期胚胎数/总卵数× 

100% 

1.4  样品制备及分析 

1.4.1  匀浆液制备  取 1 g 左右卵子, 按照质量

体积比 1 : 9 (g/mL)加入预冷 0.9%生理盐水, 冰水

浴手工匀浆, 2500 r/min 离心 10 min, 制成 10%匀

浆上清液。 

1.4.2  生化成分测定  蛋白定量按照 BCA 法测

定(试剂盒购于赛默飞世尔科技有限公司), 通过

换算可基于干重的卵子蛋白含量(mg/g); 总氨基

酸(AA)定量测定采用铜离子络合比色法(试剂盒

购于南京建成生物工程研究所有限公司), 在一定

波长下络合物颜色深浅与总氨基酸含量成正比 , 

通过换算得到 1 g 湿重卵内总氨基酸含量(mmol/g); 

唾液酸(SA)定量测定采用 5-甲基苯二酚络合比色

法(试剂盒购于南京建成生物工程研究所有限公

司), 通过测定络合物吸光度与标准即可计算出 1 g

湿重卵内唾液酸含量 (mg/g); 酸性磷酸酶 (ACP)

和碱性磷酸酶(AKP)活力测定采用铁氰化钾比色

法(试剂盒购于南京建成生物工程研究所有限公

司), 定义在 37℃每克组织蛋白与基质作用 15 min

产生 1 mg 酚为 1 个酶活力单位; 苹果酸脱氢酶

(MDH)活力测定采用底物催化反应体系法(试剂

盒购于南京建成生物工程研究所有限公司), 定义

1 mg 组织蛋白在本反应体系中 1 min 内催化

1 μmol 底物转变成产物定义为 1 个酶活力单位。 

1.4.3  样品甲酯化  取 0.1 g 冷冻干燥卵子, 加入

1 mol/L KOH-甲醇溶液 3 mL 于 80℃水浴 20 min, 
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冷却后加入 2 mol/L HCL-甲醇溶液 3 mL, 80℃水

浴 20 min; 冷却后加正己烷 1 mL, 振荡萃取, 静

置分层 , 取上清液样品于气相 -质谱仪 (GCMS- 

QP2010, 岛津, 日本)上机检测。 

1.4.4  脂肪酸种类及含量分析  气相条件: 色谱

柱: Rxi-1MS (30 m×0.25 mm, 0.25 μm)毛细管柱; 

升温程序 : 初始温度 150 , ℃ 以 15 /min ℃ 升至 

200 , ℃ 再以 2 /min℃ 升至 250 ; ℃ 进样口温度: 

250 ; ℃ 载气(He)流量: 1 mL/min; 自动进样, 进

样体积 1 μL, 分流比 : 20 : 1; 溶剂切除时间 : 

2.5 min。质谱条件: 电子轰击离子源, 离子源温

度 230 , ℃ 接口温度 280 , ℃ 电子能量 70 eV, 质量

扫描范围 45~500 m/z。 

通过 NIST08.LIB 谱库进行检索, 确定脂肪酸

组成(匹配度高于 80%), 根据目标脂肪酸与内标

峰面积比得出其在总脂中的相对含量。 

1.5  数据处理 

用 SPSS 17.0 对所得数据进行单因素方差分

析(one-way ANOVA)并进行 Duncan 多重比较、

Pearson 相关系数及简单回归方程分析, 以找到卵

质生化参数与其质量相关性, 并确定几种可判定

卵子受精率不低于 50%的生化指标(为保证苗种

繁育生产中的经济效益, 本研究将每尾亲鱼所产

卵子受精率不低于 50%作为衡量其有利用价值的

标准, 即卵子未过熟)。数据以平均数±标准误差

( x ± SE)表示 , P<0.05 为差异显著性水平 , R2> 

0.400 可判定为存在相关性。 

2  结果与分析 

2.1  不同组卵子受精率变化 

对 18 条亲鱼所产卵子受精率进行数据处理, 

A 组卵子平均受精率为(86.66±1.82)%; 推迟 1 周

产卵, 其受精率显著下降, 平均为(57.14±7.18)%; 

推迟两周后, 其受精率降至(31.89±3.18)%。A、B、

C3 组间受精率差异显著(P<0.05), 并呈下降趋势。 

2.2  不同组卵内几种酶活力的变化 

由表 1 可知, A、B、C 这 3 组间 ACP、MDH

差异显著(P<0.05); AKP 在各处理间无显著性差

异(P>0.05); ACP 在 A 组活力最高, 推迟 1 周后, 

卵子内 ACP 活力显著下降(P<0.05), 2 周后, ACP

活力降至最低; MDH 在 A 组活力显著高于 B、C

两组 (P<0.05), B、C 两组间未出现明显差异

(P>0.05); AKP 活力在不同组间无显著性差异

(P>0.05)。 

2.3  不同组卵内 SA、AA 含量的变化 

由表 1 可知 , SA 在各组间无显著性差异

(P>0.05)。AA 含量在 A 组最高; 推迟 1 周后, AA

含量无显著性变化(P>0.05); 推迟 2 周后, AA 含

量显著下降, 与 A、B 组相比表现出显著性变化

(P<0.05)。  
 

表 1  不同处理组卵内酶活力及代谢物质的含量变化 
Tab. 1  The changes of enzyme activity and metabolites in 

eggs of Takifugu rubripes under different treatments 

n=6; x ±SE 

处理组 group 
指标 item 

A B C 

酸性磷酸酶活性 
/[U/g(prot)]  
ACP activity 

146.03±8.89a 114.00±2.73b 94.29±3.44c

碱性磷酸酶活性 
/[U/g(prot)]  
AKP activity 

4.55±1.59 3.39±0.32  1.99±0.64 

苹果酸脱氢酶活性 
/[U/mg(prot)]  
MDH activity 

1.50±0.08a 0.98±0.08b  0.83±0.07b

唾液酸含量/(mg/g) SA 23.59±7.89  10.99±3.36 24.62±5.62

总氨基酸/(mmol/g) AA 4.65±0.40a 3.74±0.20a  1.07±0.37b

注 : 同一行数值中上标英文字母不同表示不同组间差异显著

(P<0.05). 依推迟挤卵时间 0 周、1 周、2 周将卵子分为 3 组, 依

次分别记作 A、B、C. 

Note: Values in the same row with different superscripts show 
significant difference (P<0.05). According to the time of delayed 
spawning for 0 week, 1 week and 2 weeks, eggs were divided into 
three groups and were recorded as A, B and C, respectively. 

 

2.4  不同组卵子脂肪酸种类及比例变化 

由表 2 可知, A 组中卵子内十四烷酸(C14:0)含

量显著高于 B、C 两组(P<0.05), 而 B、C 两组间

无显著性变化(P>0.05); 十五烷酸(C15:0)含量在 A

组含量最高, C 组含量最低, 呈显著性下降趋势

(P<0.05); 棕榈酸(C16:0)表现出与 C14:0相似的变化

趋势; 棕榈油酸(C16:1n-7)在 A、B 两组含量相近, 

无显著差异 (P>0.05) ,  而其在 C 组显著下降

(P<0.05); 油酸(C18:1)含量在 A、C 组间差异显著

(P<0.05), B 组与 A、C 处理组均无显著差异

(P>0.05); -亚麻酸(C18:3n-3)与 C16:1n-7 变化趋势相 
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表 2  不同处理组卵子脂肪酸组成变化 
Tab. 2  The content changes of fatty acids in eggs of Takifugu rubripes under different treatments 

n=6; x ±SE 

处理组 group 
脂肪酸/[g/100 g(fat)] fatty acid 

A B C 

十四烷酸 C14:0 1.77±0.01a 1.55±0.02b 1.51±0.01b 

十五烷酸 C15:0 0.45±0.01a 0.41±0.01b 0.37±0.01c 

棕榈酸 C16:0  21.86±0.10a  20.95±0.08b  20.73±0.14b 

棕榈油酸 C16:1n-7 7.77±0.04a 7.69±0.02a 7.07±0.07b 

硬脂酸 C18:0 5.51±0.04 5.55±0.04 5.53±0.03 

油酸 C18:1  19.16±0.18b  19.43±0.24a,b  19.81±0.11a 

亚麻酸 C18:2n-6 1.62±0.01 1.62±0.01 1, 63±0.01 

-亚麻酸 C18:3n-3 0.91±0.01a 0.89±0.00a 0.82±0.00b 

顺-11-二十烯酸 C20:1n-9 1.80±0.01 1.76±0.02 1.80±0.02 

花生四烯酸 ARA 1.35±0.02 1.42±0.03 1.38±0.03 

二十碳四烯酸 C20:4n-3 0.62±0.01 0.62±0.01 0.61±0.02 

二十碳五烯酸 EPA 6.57±0.08a 6.42±0.06a 5.96±0.05b 

二十二碳五烯酸 C22:5n-3 3.52±0.05b 4.02±0.03a 4.00±0.04a 

顺式-4, 7, 10, 13, 16, 19-二十二碳六烯酸 DHA  22.93±0.19  22.92±0.15  22.93±0.22 

总饱和脂肪酸 SFA  29.59±0.11a  28.46±0.07b  28.15±0.12b 

多不饱和脂肪酸 PUFA  37.51±0.17  37.90±0.13  37.32±0.18 

单不饱和脂肪酸 MUFA  28.72±0.18  28.89±0.24  28.68±0.14 

二十二碳六烯酸(DHA):二十碳五烯酸(EPA) 3.49±0.05b 3.57±0.05b 3.85±0.06a 

二十碳五烯酸(EPA):花生四烯酸(ARA) 4.88±0.12a 4.54±0.11b 4.32±0.09b 

注: 同一行数值中上标英文字母不同表示不同组间差异显著(P<0.05). 依推迟挤卵时间 0 周、1 周、2 周将卵子分为 3 组, 依次分别记

作 A、B、C. 

Note: Values in the same row with different superscripts show significant difference (P<0.05). According to the time of delayed spawning for 
0 week, 1 week and 2 weeks, eggs were divided into three groups which were recorded as A, B and C, respectively. 

 
似 , 而二十二碳五烯酸(C22:5n-3)、总饱和脂肪酸

(SFA)、二十碳五烯酸(EPA):花生四烯酸(ARA)均

与 C14:0 变化趋势一致, 二十二碳六烯酸(DHA):二

十碳五烯酸 (EPA)在 A、B 两组间无显著差异

(P>0.05), 而其在 C 组含量却显著高于 A、B 两组

(P<0.05)。 

2.5  不同处理组受精率与卵内各生化参数相关性 

由表 3 可知, 红鳍东方鲀卵子内 ACP 等多种

生化参数与其受精率显著相关 (P<0.05), 其中

ACP、MDH 两种酶活力与其受精率均表现出显著

线性正相关(P<0.05, R1
2=0.705, R2

2=0.630), 却未

发现 AKP 活力与受精率间存在相关性(P>0.05, 

R2=0.214); 卵子内 AA 含量与受精率呈显著正相

关(P<0.05, R2=0.706), 卵内 SA 含量与受精率间

未发现明显相关性(P>0.05, R2=0.010); 对红鳍东

方鲀卵子各脂肪酸含量与其受精率相关性分析显

示, 饱和脂肪酸 C14:0、C15:0、C16:0 均与受精率呈

显著线性相关(P<0.05), 在高受精率卵子组内, 3

种脂肪酸含量均呈现递增趋势; C16:1n-7、C18:3n-3、

EPA 这 3 种脂肪酸与受精率亦表现出线性正相关

(P<0.05), C22:5n-3 与受精率呈显著负相关(P<0.05); 

另统计可知, 红鳍东方鲀卵子内 SFA 含量也与

受精率表现出显著正相关 (P<0.05, R2=0.725), 

DHA : EPA 与受精率呈显著负相关(P<0.05, R2= 

0.604), 其比值随受精率的降低呈升高趋势 , 但

比值始终在 3~4; EPA : ARA 与受精率呈正相关, 

但相关程度不高(P<0.05, R2=0.390), 其比值范围

在 4~5 波动。其余脂肪酸如硬脂酸(C18:0)、亚麻酸

(C18:2n-6)、顺-11-二十烯酸(C20:1n-9)、ARA、二十

碳四烯酸(C20:4n-3)、DHA 等并未表现出与受精率

存在相关性。 

2.6  几种重要的可作为卵质评估依据的生化指标 

由表 4 可知, 红鳍东方鲀卵子内 ACP、MDH、

AA 及 C14:0、C15:0、C16:0 等 7 种脂肪酸等生化指 
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表 3  各生化参数(x)与红鳍东方鲀卵子受精率(y)相关性 
Tab. 3  The correlation of biochemical parameters (x) and fertilization rates (y) of Takifugu rubripes eggs 

自变量 x independent variable 回归模型(y =受精率×100) regression modle R2 F P 

酸性磷酸酶活性/[U/g(prot)] ACP activity y=0.791x‒34.867 0.705 41.56 0.00 

碱性磷酸酶活性/[U/g(prot)] AKP activity y=4.321x+44.263 0.214 4.366 0.06 

苹果酸脱氢酶活性/[U/mg(prot)] MDH activity y=56.111 x‒3.252 0.630 29.92 0.00 

唾液酸含量/(mg/g) SA  y=0.155 x+55.508 0.010 0.154 0.70 

总氨基酸/(mmol/g) AA y=11.647 x+21.816 0.706 46.92 0.00 

脂肪酸/[g/100 g(fat)] fatty acids     

十四烷酸 C14:0 y=171.146 x‒217.077 0.740 49.45 0.00 

十五烷酸 C15:0 y=411.613 x‒111.570 0.531 20.23 0.00 

棕榈酸 C16:0 y=34.682 x‒676.018 0.643 31.63 0.00 

棕榈油酸 C16:1n-7 y=57.509 x‒373.332 0.646 32.01 0.00 

油酸 C18:1 y=‒22.220 x+491.093 0.176 4.63 0.05 

-亚麻酸 C18:3n-3 y=374.538 x‒267.071 0.490 17.34 0.00 

二十碳五烯酸 EPA y=64.551 x‒349.079 0.660 34.05 0.00 

二十二碳五烯酸 C22:5n-3 y=‒70.773 x+330.724 0.556 22.30 0.00 

总饱和脂肪酸 SFA y=30.074 x‒805.605 0.725 45.77 0.00 

二十二碳六烯酸(DHA):二十碳五烯酸(EPA) y=‒95.341 x+405.468 0.604 26.91 0.00 

二十碳五烯酸(EPA):花生四烯酸(ARA) y=45.297 x‒148.875 0.390 11.87 0.00 

注: P<0.05, R2>0.400 表示该模型有意义, R2 越大, 模型吻合性越大. 

Note: P<0.05, R2>0.400 indicate that the model has significance, and greater R2 indicates more significance of the model. 
 

表 4  卵内酶活力、总氨基酸及脂肪酸等生化指标与受精率相关性 
Tab. 4  The correlation of enzyme activity, contents of amino acid and fatty acids in eggs of  

Takifugu rubripes with fertilization rates 

自变量 x 
independent variable 

x 取值范围(50≤y≤100) 
the value range of x 

r2 
变化趋势 

variation trend 

酸性磷酸酶活性/[U/g(prot)] ACP activity 107.29≤x≤170.50 0.705 递增 increase progressively 

苹果酸脱氢酶活性/[U/mg(prot)] MDH activity 0.95≤x≤1.84 0.630 递增 increase progressively 

总氨基酸/(mmol/g) AA 2.42≤x≤6.71 0.706 递增 increase progressively 

脂肪酸/[g/100 g(fat)] fatty acids    

十四烷酸 C14:0 0.98≤x≤1.85 0.740 递增 increase progressively 

十五烷酸 C15:0 0.39≤x≤0.52 0.531 递增 increase progressively 

棕榈酸 C16:0 20.93≤x≤22.38 0.643 递增 increase progressively 

棕榈油酸 C16:1n-7 7.36≤x≤8.23 0.646 递增 increase progressively 

-亚麻酸 C18:3n-3 0.85≤x≤0.98 0.490 递增 increase progressively 

二十碳五烯酸 EPA 6.18≤x≤6.96 0.660 递增 increase progressively 

二十二碳五烯酸 C22:5n-3 3.26≤x≤3.97 0.556 递减 decrease progressively 

总饱和脂肪酸 SFA 28.45≤x≤30.11 0.725 递增 increase progressively 

二十二碳六烯酸(DHA):二十碳五烯酸(EPA) 3.20≤x≤3.73 0.604 递减 decrease progressively 

注: 各生化参数值所用单位均与表 1、表 2 一致. P<0.05, R2>0.400 表示该模型有意义, R2 越大, 模型吻合性越大. 

Note: The units of biochemical parameter values used are the same with table 1 and table 2. P<0.05, R2>0.400 indicate that the model has 
significance, and greater R2 indicates more significance of the model. 

 

标以及 SFA、DHA:EPA 脂肪酸统计参数均与各组

的受精率表现出较好相关性 (R2>0.400), 且在

ACP 活力范围不低于 107.29 U/g(prot)时, 卵子受

精率将可以在 50%以上, 且随 ACP 活力的升高而

升高 , 相关系数 R2=0.705; MDH 活力范围在

0.95~1.84 U/mg(prot)间时, 卵子受精率也可保持
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在 50%以上, 受精率亦随着 MDH 活力的升高呈

现升高趋势, 相关系数 R2=0.630; AA 在卵中含量

在 2.42~6.71 mmol/g 间时, 受精率亦随之呈现递

增趋势, 相关系数 R2=0.706; 受精率在 50%以上

时, 除 C22:5n-3 外, 脂肪酸中的 C14:0、C15:0、C16:0

等 6 种脂肪酸含量随受精率的增加而增加, 具体

可见表 4; 另外 SFA、DHA:EPA 这两种脂肪酸统

计参数在受精率不低于 50%时也均有一定的取值

范围, 具体范围及其增减性亦在表 5 中列出。 

3  讨论 

卵子过熟是影响鱼类卵子质量的重要因素之

一 [10-11], 卵子严重过熟后, 其会在外观形态方面

发生变化, 比如卵黄呈半透明、胞浆及油球聚集

于动物极、卵子吸水等现象[12-14]。研究表明, 卵子

过熟后, 卵子内部生化成分亦会发生一定波动[5], 

卵巢液中谷草转氨酶水平也出现明显升高[6]。虹

鳟(Oncorhynchus mykiss)卵子过熟后 , 卵子内部

组织结构、水分、绒毛膜重量、钙离子水平、脂

类以及蛋白水平均出现明显变化[15]; 大菱鲆(Sco-

phthalmus maximus)卵子过熟后, 卵子及卵巢液内

蛋白水平、酶活力及 pH 均发生明显变化, 并与卵

子活力存在相关性[16-17]; 多个研究表明, 虹鳟鱼

卵巢液内蛋白水平的升高可作为判断其卵子过熟

的指标[18-19], 其卵巢液内蛋白来源虽尚未有确切

判断, 其很可能源自卵巢内卵子内部, 因卵子过

熟后外膜出现破损, 卵内蛋白、氨基酸流入卵巢

导致, 故此亦可佐证卵子内部生化成分可因卵子

过熟而发生变化。 

红鳍东方鲀卵子外观不透明, 卵膜较厚, 其

发育过熟后从外观较难做出准确判断。本研究发

现, 随亲鱼排卵期的人为推迟, 卵子内部多个生

化参数出现明显变化。ACP 定位于卵子内溶酶体

和内膜系统[7], 在代谢调节、能量转化及信号转导

上起重要作用, 同时作为溶酶体标志酶, 为卵子

提供非特异性免疫保护[8], 红鳍东方鲀卵子在刚

成熟时卵内 ACP 活力最高 , 随着产卵期推迟 , 

ACP 活力呈现显著性下降。这表明在卵子成熟时, 

卵膜处于完好状态, 卵内代谢处于健康水平, 膜

系统的 ACP 活力最高; 排卵推迟后, 因卵子膜系

统受损, 导致 ACP 活力下降, 此时卵内非特异性

免疫作用显然也随之降低, 也给精子入卵后卵子

正常分裂带来风险, 因而在刚成熟卵子处于最佳

状态, ACP 活力最高, 受精率也最好。MDH 为三

羧酸循环关键酶, 在卵子内部物质代谢、能量转

化过程起着重要作用[9]。红鳍东方鲀卵子过熟后, 

卵内 MDH 活力显著下降, 并与受精率呈现显著

正相关, 无疑是和 MDH 在卵子代谢中的重要作

用有关, 且因卵子外膜受损后卵巢液中偏碱性物

质的进入, 卵内 pH 等内环境指标发生变化, 致使

MDH 活力降低。卵子内部氨基酸从卵膜外泄, 导

致卵子氨基酸总量降低, 具体表现为随排卵期推

迟, 卵内 AA 含量呈递减趋势。同时, AA 作为卵

内氨基酸代谢水平参考指标[9], 亦可知随排卵期

推迟, 卵内氨基酸代谢水平下降, 进而影响卵子

受精率, 具体表现为 AA 与受精率呈线性正相关。

故而在红鳍东方鲀卵子过熟鉴定中 , 卵子内

ACP、MDH、AA 生化参数具有一定的参考价值。 

脂质为鱼类卵子内重要的储能物质, 徐善良

等[20]研究结果表明, C14:0、C16:0 等饱和脂肪酸在鱼

类胚胎发育中作为重要能源首先被利用, 在鱼类

胚胎发育中起着重要作用。红鳍东方鲀卵子过熟

后, 或因卵膜破损、绒毛膜变薄, 使卵子内多种脂

肪酸含量下降。本研究结果表明, C14:0、C15:0、C16:0

三种饱和脂肪酸含量随产卵期推迟而显著下降 , 

使卵子内部重要的能源物质储量锐减, 显然这与

受精率的降低不无关系。已有研究表明, C20:5n-3

即 EPA 为类二十烷酸前体, 而类二十烷酸为具抗

炎作用的物质[21], 在本研究结果中, C20:5n-3 含量

与卵子受精率成反比 , 这可能因其含量的降低 , 

导致卵子内部抗炎作用的降低, 故而间接导致了

卵子受精率的下降。Shearer 等[22]研究结果表明, 

ARA 为具促炎作用的类二十烷酸前体, 其与 EPA

代谢过程中所需酶相同, 二者代谢过程将不可避

免发生竞争, 并决定着卵子的抗感染能力, 故而

本研究结果中也出现 EPA 与 ARA 比值与卵子受

精率呈现正相关的现象, 这与其在大菱鲆[23]和暗 

纹东方鲀(Takifugu obscurus)[24]中的表现相一致。

本研究结果发现, DHA 与 EPA 比值与卵子受精率

呈负相关, 但在大西洋鲷(Sparus aurata)[25]中, 却 
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发现 DHA 与 EPA 比值与其卵子活力呈正相关, 

因此卵子内部脂肪酸在不同鱼类胚胎发育中所起

作用的差异及其在胚胎发育中是否具有不同的参

与机制, 还需进一步研究。 

在红鳍东方鲀工厂化育苗中, 常因人为因素

而出现雌性亲鱼产卵期延迟现象, 这导致卵子的

受精率波动很大, 生产经验表明, 亲鱼产卵期延

迟两周以上时, 排出卵子因夹杂较多已碎卵壳而

较容易区分, 但当产卵期延迟时间较短时, 卵子

外观并无明显特征, 但所得卵子受精率往往不足

50%, 这给红鳍东方鲀育苗行业规范化及卵子质

量标准化带来一定难度。 

本研究结果表明, 在红鳍东方鲀人工授精时, 

在亲鱼卵子成熟后 1 周内进行人工挤卵尤为重要; 

在本次红鳍东方鲀卵子过熟性评价中, 当卵子中

酸性磷酸酶活力在 107.29~170.50 U/g(prot)范围, 

苹果酸脱氢酶活力在 0.95~1.84 U/mg(prot)范围, 

总氨基酸在卵中含量在 2.42~6.71 mmol/g 范围时, 

及 C14:0在 100 g 总脂中的含量在 0.98~1.85 g 范围, 

C15:0 在 0.39~0.52 g 范围, C16:0 在 20.93~22.38 g 范

围, C16:1n-7 在 7.36~8.63 g 范围, EPA 在 6.18~6.96 g

范围, C22: 5n-3 在 3.26~3.97 g 范围, 总饱和脂肪酸

(SFA)在 28.45~30.11 g 范围, DHA:EPA 比值在

3.20~3.73 范围内时, 均可作为红鳍东方鲀卵子可

受精率高于 50%的参考指标, 据此可在一定程度

反映红鳍东方鲀繁育过程中卵子的可利用价值 , 

以及生产上可对过熟卵子进行剔除, 以提高苗企

生产效率。不同龄或不同群体或不同批次成熟的

亲鱼所产的正常卵子内的生化参数是否均在相同

的范围内波动, 卵子延迟排出时, 卵子内 AKP、

SA 的生理作用有无重大变化, 同样作为膜结合

蛋白[26], AKP 却为何未能呈现与 ACP 类似的变化

趋势, 现在尚不得知, 因此为建立红鳍东方鲀的

卵质生化参数标准, 目前还有很多工作要做, 且

在卵子过熟期间卵子内部发生变化的机制尚未清

晰, 未来还需深入研究。 
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Effect of delayed spawning on Takifugu rubripes egg quality 
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Abstract: Egg quality is essential for fish breeding and the healthy development of aquaculture. In the artificial 
breeding of Takifugu rubripes, in which ovulation cannot occur spontaneously, it is difficult to determine a suitable 
time for collecting eggs artificially from mature broodstocks, and artificial egg collection is frequently delayed in 
the breeding of T. rubripes. Aging of ovulated eggs in the ovary or in the coelomic cavity is defined as over-ripe-
ning of eggs and is always associated with a decrease in egg viability. It would thus be useful to investigate varia-
tions in physiological and biochemical parameters and their effects on the quality of T. rubripes eggs during egg 
over-ripening, and to define those parameters that are correlated with egg vitality and could be used as quality 
markers. In this study, we examined the effects of delaying artificial spawning of mature broodstocks for 1 and 2 
weeks. In group A, artificial spawning was not delayed, whereas in groups B and C, artificial spawning was de-
layed for 1 and 2 weeks, respectively. Variations in the phosphatases, malate dehydrogenase (MDH), sialic acid, 
total amino acids (AAs), and fatty acids of eggs were analyzed by means of biochemical analysis and GC-MS. We 
also examined the correlations between these biochemical parameters and fertilization rates. The results showed 
that after delaying spawning for 1 week, the fertilization rates in group B decreased significantly (P<0.05), and 
that after a delay of 2 weeks, the fertilization rates of group C decreased to 31.89%. With the delay in spawning, 
the activities of acid phosphatase (ACP) decreased significantly (P<0.05) and was significantly correlated with 
fertilization rates (P<0.05, R2=0.705). In group A, the activity of MDH was significantly higher than that in group 
B and group C (P<0.05, R2=0.630). AA contents showed the same variation tendency, with the AA contents in 
group A and group B being higher than those in group C (P<0.05, R2=0.706). The contents of myristic acid (C14:0), 
pentadecanoic acid (C15:0), palmitic acid (C16:0), palmitoleic acid (C16:1n-7), -linolenic acid (C18:3n-3), and ei-
cosapentaenoic acid (EPA) in 100 g fat were highest in group A and were significantly positively correlated with 
fertilization rates (P<0.05). Docosapentaenoic acid (C22:5n-3) and the ratio of docosahexaenoic acid (DHA) to EPA 
were significantly negatively correlated with fertilization rates. These results demonstrate that the egg vitality of T. 
rubripes was significantly reduced during over-ripening in the coelomic cavity. The changes in egg vitality were 
associated with several alterations in egg physiology and biochemical compositions. Some of the parameters of the 
eggs that changed during over-ripening were also suitable for the determination of egg quality. These phenomena 
suggest that during the over-ripening of eggs, the egg membrane becomes damaged, and that there is a mixing of 
the contents of eggs and ovarian fluid, which leads to a decrease in the compositions of AAs, types of fatty acids, 
and other biochemical substances. C14:0, C15:0, and C16:0 are important energy storage materials, whereas C20:5n-3 is 
the precursor of EPA, which confers anti-inflammatory properties to eggs. AA content is an important index of AA 
metabolism. Clearly, as indicated by the results of this study, decreases in these biomolecules could lead to de-
creases in the fertilization rates of T. rubripes eggs. ACP is an enzyme that is indicative of lytic processes and is 
involved in the degeneration of phospholipids, whereas MDH is a key-enzyme in the tricarboxylic acid cycle, 
which is consistent with our results showing that decreases in the activities of ACP and MDH can impair egg vi-
ability. In conclusion, changes in phosphatase, malate dehydrogenase, total amino acids and fatty acids are corre-
lated with egg viability, and it is thus essential to collect eggs artificially within 1 week when the ovaria of brood-
stocks are maturing. 
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