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摘 � 要 � � 研究了中国对虾卵水的采集、保存方法、紫外吸收特性和有效期等方面的内容, 并应用卵水研

究了交尾期雄虾、雌虾及产卵期雌虾精荚或纳精囊中精子对卵水的应答开始时间、必要的反应时间等响应卵

水的时间特性以及精子的存活期等。结果表明,卵水经液氮保存或先经液氮后转入普通冰柜保持冻结状态 7

个月后诱导精子激活效力无显著差异。精子在自然温度( 10 � )普通海水中可在 10h 内保持对卵水的响应能

力。交尾期精子最初响应卵水有 5~ 10min的迟延, 而产卵期精子延迟很短。
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ABSTRACT � � The shrimp, Penaeus chinensis used in this test was bought f rom Yellow Sea in March, 1995,

for the collection of egg�water EW, as well as the autumn shrimp was bought in October of the same year. The

shrimp was raised in marine laboratory and fed with Polychaeta and shellfish, the sand filtered sea water was used

in the experiment . The egg�water EW was collected and the characters were examined and reported as well. The

results were composed of the collection, storing, life�span of the egg�water, and the response of sperm isolated

f rom different parts of male reproductive system and mated female.

The results are ordered as follows.

1) The activating ability could be kept for 7 months or more as stored in liquid nitrogen or stored in refrigerator

( - 20 � ) after inflicted in liquid N2( - 196 � ) ; and it would lose the ability in normal temperature after 8�10
hours. It is a useful character on sperm quality checking in production.

2) The parallel examination indicates that EW is the only eff icient inductor to activate sperm, compared with sea

water, ovary wash liquid, ovary isolated liquid and distilled water.

3) The ultraviolet absorbancy of EW has high peak on 213. 2 nm and a little peak on 268. 0 nm.

4) The initial interval of sperm isolated from mated female responding to EW was 5�8 minutes in autumn but

immediate in spring.

5) The activating rates of sperm induced by EW varied in 30%�80% in autumn, and superior to 90% in spring.

There has been a 7%�13% space act ivation induced by sea water without EW.

6) The life�span of sperm isolated from thylcum of autumn mated female was 10- 10. 5 hours limited under
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natural temperature( 9. 5 � ) bathed in sea water, and 6. 0- 8. 5 hours in 17. 0 � 1 � . The life�span of sperm had

no significance in male and female in autumn.

KEYWORDS � � Penaeus chinensis , egg�water, sperm , respons, act ivation

精子和卵子是动物界广泛存在的两种配子,精卵之间的结合虽然持续时间一般不长,但期间发生的

生理生化反应十分复杂。人们通过对海胆、海盘车、水母、蛙类、仓鼠、灵长类及人类受精过程的研究,

已基本确立了动物精卵应答的模式[ 1] ,大意是:卵子会产生并释放一种分子量较大(人: 50 000; 海

星: 10 000 000)的多肽,该多肽结合有糖基, 能诱导精子发生顶体反应, 因而被称作�顶体反应诱导物�
(ARIS) ,另有多种小分子量的辅助因子(如牛磺酸、碳酸氢盐和皂角苷等)也是诱导顶体反应所需要的,

被称作�辅因子�( CO- ARIS)。此外在卵子胶状物中, 还发现有一些次级的辅因子(多肽) ,上述因子作

用于精子表面上的受体, 引起顶体反应及前冲等一系列变化,然后是精卵的结合,接下来是卵子对精子

作出回应,并导致一系列反应而完成受精过程。海胆、对虾等水生动物产过卵的水体中含有诱导精子反

应的活性成分, 称为卵水( egg�water, EW)。关于卵水, Dan 在研究海胆精子的顶体反应时使用过[ 2]。

Griff in用单肢虾( Sicyonia ingentis)的卵水诱导精子产生顶体丝,此后又分析了卵水内活性物质的成份,

证明是一种糖蛋白, 其蛋白、糖基重量比约为 4�1, 其生化特性类似胰蛋白酶[ 3, 4]。此后 Pratoomchat用卵

水激活法判断斑节对虾( P . monodon)精子的质量
[ 5]

, Wang 等用卵水研究凡纳对虾( P . vannamei )的精

子质量问题[ 6]。有关中国对虾卵水的研究报道还很少,本文研究了中国对虾( P. chinensis )卵水的一些

外部特性, 为检验精子质量时合理使用卵水提供依据; 还利用卵水测定了精子对卵水响应的时间特性。

王清印等曾研究过精荚在添加抗菌素的海水所浸泡过的脱脂棉中之寿命
[ 7]

, 本文测定了在不加抗菌素

的自然海水中(交尾期)以及 9 � 冰箱中雌虾纳精囊内(产卵期)精子的寿命。

1 � 材料和方法

1. 1 � 实验材料

于1995年 3月自山东即墨沿海(黄海)购进体长 15~ 18cm 的海捕中国对虾用于产卵,蓄养在本所

小麦岛试验基地,黑色 1m
3
圆塑料缸上遮以黑色编织帘, 常流水,流量约 5m

3
/ d, 饵料以杂鱼虾为主,辅

以沙蚕等。每天观察性成熟情况, 以便采集卵水。同年秋季于青岛郊区购进体长 11cm 左右的养殖中

国对虾(雌雄兼有) , 饲养方法相似但不必遮光。

1. 2 � 卵水的采集

事先准备约 100mL 过滤海水于 100mL 烧杯中, 置冰箱( 5 � )备用。对虾产卵时, 立即取出备用水,

将产卵虾头向下放入烧杯中(操作时产卵虾可能因受惊暂停产卵,多数个体可在 10min内恢复产卵) ,产

卵于烧杯内。当卵子足够量时或产完卵时,取出虾,摇动烧杯几次再静置于台面上, 让卵子及杂质下沉。

数分钟后用吸管从上层吸取卵水, 装入塑料离心管,每管约 1. 5mL,加塞后置液氮内保存备用。

1. 3 � 精子的采集

雌虾纳精囊内之精子是用尖细的玻璃吸管从纳精囊中缝插入, 向两侧搅动, 使精液从组织中释出,

同时轻吸进管, 可见有乳白色液体即是。此时精子密度极高,用干净海水稀释后使用。

雄虾精子是通过解剖出性腺后分段取样,用玻璃匀浆器匀浆,再用 40�m 孔径尼龙筛绢过滤后得到

的。

1. 4 � 精子激活的判断

对虾精子激活参照Wang 等描述的白对虾精子反应特征判断[ 6]。有效卵水不能激活的精子或激活
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率接近空白水平时判精子死亡。相反, 新采集的成熟精子不受卵水激活则判卵水失效。

2 � 结果

2. 1 � 卵水替代实验

实验分别用新采集的卵水、成熟卵巢冲洗海水、卵巢组织捣碎液、普通海水和自来水与产卵期纳精

囊精子各 1滴于载玻片上混合, 30min后镜检,结果只有卵水诱导精子发生激活,其余均无反应。

2. 2 � 卵水室温下的有效期

卵水解冻后于室温( 22 � )下 7h内多次用精子检验均能激活,但最后几次, 精子激活速度变慢。另

取两管卵水解冻,其中 A管室温( 22 � )放置, B 管于 30min 后重置冰箱冻结。A管到 8h 检验仍有效,

24h后失效, B管解冻后有效。此后 B 管分别于 26、30、32、53、78、103h时解冻检验均有效(每次用前解

冻用后重新冻结)。

2. 3 � 卵水贮存方法对其有效期的影响比较

贮存方法有两种, 一是始终在液氮( - 196 � )中,二是在液氮中一个月后移到普通冰柜( - 20 � )中

保持冻结状态。表 1比较了两种情况下 7个月后卵水诱导交尾期纳精囊精子的激活率, 经 t 检验和 F

检验,在 0. 01置信度下均无差异。

表 1� 液氮和冰柜两种条件保存 7个月后卵水性能的比较

Tab. 1� The inductivity comparison between the EW kept in liquid N2(- 196 � )

and refrigerator(- 20� ) after 7 months

对虾体长( cm) 各取样点精子个数 精子外观合格率( % ) EW- N 2激活率( % ) EW- Re激活率( % ) N t 检验 F 检验

14. 99 � 0. 84 404� 103 96. 25 � 3. 25 65. 99 � 29. 43 70. 56 � 23. 59 9 - 0. 34 1. 56

2. 4 � 卵水的紫外吸收

卵水在265型紫外分光光度计扫出的吸收曲

线如图 1, 在 213. 2 nm 处有一个较高的峰, 在

268. 0 nm 处有一个较小的峰。因为 213nm 吸收

峰接近肽键的特征吸收, 268nm 较小的吸收峰接

近芳香族氨基酸和酪氨酸的特征吸收, 初步认为

卵水活性物质是以蛋白质或多肽为主要成分的生

物分子。

2. 5 � 精子对卵水的应答开始时间

精液取出后立即置入 5mL 小烧杯中加数滴

过滤海水稀释到乳白色很淡备用, 用秒表计时,每

隔一定时间取 1小滴于载玻片上并加卵水 1滴立

即加盖玻片镜检,从取样到检查在半分钟内完成。

只要有激活即得最初的响应时间, 结果见表 2。

由表 2可知,交尾期各种来源的精子离体并与海

水接触后均不能立即响应卵水的诱导, 最短需要

图 1� 卵水的紫外吸收

Fig. 1 � The ultraviolet absorption pattern of the egg water

5~ 6min间隔,一般 15min后均能响应,而产卵期几乎能立即激活。精子激活率交尾期为 30% ~ 80%,
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产卵期高于90%。交尾期所用雌虾系 10天内交尾的, 温度 15 � , 海水盐度 33. 7, pH值 8. 15。
表 2� 精子对卵水的应答开始时间

Tab. 2� The initial time of sperms in responding to EW in mating period

精 � 子 � 来 � 源 2min 4min 6min 8min 10min 15min N

雌虾纳精囊精子 a - - - - + + 2

雌虾纳精囊精子 b - - + + + + 2

雄虾精荚精子 - - - - + + 2

雄虾贮精管中段精子 - - - + + + 1

雄虾贮精管末段精子 - - - + + + 1

雌虾纳精囊精子(产卵期) + + + + + + 5

注: � �+ �阳性,表示有顶体反应, � - �阴性无反应。

2. 6 � 不同反应时间下的精子激活率

试验比较了精子与卵水混合反应 30min和 60min时的精子激活率,结果列入表 3。经 t检验和 F 检

验, 30min和 60min时激活率无显著性差异,可以认为反应 30min已充分和必要。

表 3� 不同反应时间精子激活率的比较

Tab. 3 � The comparison between acrosomal reaction rates

of the sperm in responding to the same EW with different intervals being incubated

平均每次精子数 30min激活率( % ) 60min激活率( % ) N t 检验 F 检验

373 � 84 40. 48� 16. 81 43. 16 � 18. 59 13 - 0. 386 1. 223

2. 7 � 以卵水测定交尾后雌虾纳精囊内精子的寿命

2. 7. 1 � 自然温度下普通海水中精子的存活寿命

自然温度( 9. 5~ 10. 5 � )下,普通海水温度(盐度 32. 7, pH8. 16)中, 反应时间为 30min精子存活寿

命见图 2。图 2中,实线表示激活率随时间而波动情况,虚线代表空白激活率 7. 0%。图中两条线约在

10. 5h处交汇,据此认为实验条件下纳精囊精子的存活期最长为 10. 5h。

2. 7. 2 � 不同温度下雌虾纳精囊精子与雄虾精荚精子在自然海水中的寿命及其比较
分别在自然温度 ( 9. 5~ 10. 5 � )和水

浴( 17 � 1 � )条件下,实验用精子分别取自

2尾雌虾的纳精囊和 2尾雄虾 4个精荚的

匀浆液。表 4为本实验统计后的结果, 其

中连续2次以上低于空白激活率时即判精

子死亡,空白激活率表示用 1滴海水代替

卵水时的激活率。存活期以最后一个高于

空白激活率的点的取样时间代表。从表 4

可以看出: ( 1)温度较低的两种来源的精子

存活时间长于温度高的, 分别为 10. 0 ~

10. 5h(与前面结果一致)和 6. 0~ 8. 5h; ( 2)

温度低的组精子对卵水响应率略高于高温

度组; ( 3)两种来源的精子的存活期差别较

小。

图 2� 自然温度( 9. 5~ 10. 5 � )下精子激活率随时间的变化

Fig . 2� The reaction rates of sperm in natural marine water

with the air temperature ( 9. 5�10. 5� )
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表 4� 雌虾纳精囊精子与雄虾精荚精子在不同温度条件下的寿命比较
Table. 4� Comparison between the life span in different temperatures

of the sperms collected from male and mated female prawn

精子来源 温度( � ) N 平均精子个数 空白激活率( % ) 平均激活率( % ) 存活期( h )

� 9. 5 � 0. 5 17 390� 51 12. 7 33. 6� 12. 4 10. 5

� 17 � 1 14 350� 94 13. 9 28. 2� 18. 5 6. 0

� 9. 5 � 1 16 344� 74 16. 1 37. 0� 21. 3 10. 0

� 17 � 1 10 322� 71 13. 6 29. 3� 19. 5 6. 0

2. 8 � 产卵期精子的保存期限

准备一个 500mL 的烧杯,其中加入约 350mL 过滤海水,然后放进9 � 的冰箱中备用。取雌虾一尾离
水致死后用尖细的玻璃吸管从纳精囊中取出少量精子,用卵水检验激活能力,将此虾放于前面备好的已

降温至9 � 的烧杯内保存,然后分别在 2、4、6、8、24、26、30、32、53、78和 102h取样检验, 结果到 78h时仍

能激活, 102h时外观无明显异常但不能激活。

3 � 讨论

3. 1 � 关于卵水的贮存与应用

中国对虾卵水内能激活精子的活性物质在室温( 22 � )下可在 8h内保持有效,根据在精子寿命实验

中的情况判断有效期不超过 15h( 10 � )而在冻结状态可保存 7个月以上。卵水由液氮冻结或先经液氮

冻结后移至普通冰柜中 6个月后效力无差异, 这为卵水的保存和应用提供了方便。

3. 2 � 卵水中活性物质的由来

由于成熟卵巢的冲洗液及捣碎液均不能激活精子,因此卵水中的诱导物并不是产卵前就游离于卵

子表面或组织间隙, 而是在产卵过程的某个阶段达到活性状态的。一般情况下精子是在其棘突( Spike)

与卵膜接触时才启动顶体反应的[ 8, 9] , 而精子的�触发�或海水接触均能启动卵子的皮层反应[ 10] , 从而释

放皮质棒,阻止了其余精子接近卵子,避免多精受精[ 11]。因此,卵水内的诱导物有可能原本分布在卵子

表面有关的部位[ 3] , 当卵子产出后短时间内遇到精子棘突上的诱导物受体时,即使精子发生胞吐,同时

卵子被启动举起孵化膜[ 10] ,分布在膜上的其余诱导物分子被同时举起并最终释放在海水中去, 而最先

激活的精子溶开孵化膜与卵子连结在一起[ 9]。

3. 3 � 精子应答卵水的迟延问题及所需反应时间

在中国对虾交尾期取出的精子加上卵水后, 一般要过 5~ 10min 才能开始激活, 无论精子是来自雄

虾还是交过尾的雌虾,而在产卵期, 几乎能立即发生激活。产卵期的单肢虾雌虾纳精囊精子在 2. 5min

内激活率大于 65%
[ 4]
。因此,产卵期的精子明显地达到生理和功能的成熟, 而交尾期的雄虾精子和雌

虾纳精囊内精子可能需要获能时间,所以才出现对卵水响应的迟延现象。

精子与卵水的反应时间在各种报告中是不同的。Wang 等[ 6]采用 30min, 而 Pratoomchat 等[ 5]和

Griff in等[ 12]采用 60min。经过实验, 我们认为 30min是精子与卵水反应的充分必要时间。用卵水判断

精子质量时,存在离散性较大的问题, 这一点在南美白对虾[ 6]和斑节对虾[ 5]中均不同程度地存在。因

此,使用时需要注意不同时期精子的迟延差异与离散性问题。

3. 4 � 精子的空白激活率

中国对虾交尾期间从雄虾精荚和雌虾纳精囊取出的精子与普通海水混合一段时间后(不加卵水)也
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会有 7%~ 13%左右的精子发生激活, 暂称之为空白激活率。这一点与单肢虾的 10%相近
[ 3, 13]

, 但与

Pratoomchat等[ 5]报道的斑节对虾( P . monodon)差异较大, 其卵水诱导的激活率平均只有 2. 8%。空白

激活率说明有一部分精子在海水中能够不依赖卵子及卵水而自发激活。在产卵期间有时有很高的空白

激活率,推测与精子充分成熟或获能时间短有关。

关于卵水的化学性质,本文仅初步涉及, 确切的生物化学组成有待进一步研究。
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