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鱼类精液超低温冷冻保存研究是从五十年代开始的
,

经过三十年的努力已取得很大成就
。

国外的

工作主要是在海水鱼类和娃科鱼类中开展的
,

并在某些鱼类
,

如龋鱼
、

虹缚
、

鲜鱼
,

大马哈鱼等的精液冷冻

保存中获得成功
。

不少学者还对精液冷冻的原理
,

冷冻保存的技术环节如稀释液的配制
、

抗冻剂的种类

及浓度
、

降温平衡
、

冷冻速度及保存方法等进行了较为详细的研究
。

我国在鱼类精液超低温冷冻保存方

面的工作开展得比较晚
。

近年来
,

广东
、

广西和新疆等地对草
、

鳞
、

鳍
、

绞等鱼的精液冷冻保存作了一些

工作
,

也取得初步成效
。

本文拟就鱼类精浓冷冻保存的原理
、

技术方法以及研究的主要成果作一综合评

述
,

供国内同仁参考
。

精液超低温冷冻保存的基本原理

鱼类精子是一种分化程度很高的细胞
,

精子排出体外后
,

很少利用外界的能原
。

在活动状态下
,

精

子本身所贮存的能量很快就会消耗掉
,

直至丧失运动能力
,

最终死亡
。

所以
,

要长期保存鱼类精子
,

必须

减少和停止精子的能量消耗
,

亦即停止精子的运动和代谢活动
。

这种抑制作用在给予适当条件后
,

又能

立即解除
,

以恢复精子的活动能力
。

降低温度是减少精子运动的有效途径之一
。

零度以上的低温保存
,

虽然能降低精子的代谢活动
,

延

长精子的存活时间
,

但精子的活动和代谢没有完全停止
,

能量仍在消耗
。

因此
,

保存的时间是非常有限

的
,

只能达到几天至十几夭的短期保存
。

精子在超低温�一扮�
‘

� �条件下
,

其运动和代谢活动完全停止
,

精子处于假死状态
,

但其结构完整
,

生命以静止状态保存下来
。

精液的成份大部分是水
,

精液超低温冷冻保存在很大程度上取决于水 的性

质
。

温度低于精液冰点时
,

水开始结冰
,

冰点至 一 �。
,

�是形成有序状态冰晶的温度区 � 细胞内冰晶的形

成会机械地损伤细胞的结构 � 细胞外结冰会导致细胞失水
,

弓随细胞收缩变形
。

当温度低于 一 ��� � 时
,

有序状态冰晶的形成减少
,

水分子运动能力减弱 � 当温度低于 一 � � �� �时
,

水分子停止运动
,

保持原来的

无序状态
,

形成坚硬
、

均质的团块结构
,

这种现象称为玻璃化
〔

川
。

玻璃化状态的精子
,

不会出现原生质的

�
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严重脱水
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细胞结构完整
,

精子解冻后即可恢复运动能力
。

因此
,

精液超低温冷冻保存的原理在于 � 通

过添加一定的防冻保护剂
,

防止细胞在冷冻过程中的严重脱水和低温打击
,

避免细胞内冰晶的形成
。

采

用适当的冷冻速度
,

使精子安全越过冰晶形成区
,

进入玻璃化状态
,

以达到长期保存的目的
。

但这种玻

璃化状态是不稳定的
,

如温度回升到 一 �� ℃以上时
,

会发生次级重结晶现象
, ”

。

因此
,

冷冻精液需置液

氮中长期保存
。

鱼类精液超低温冷冻保存的技术方法

鱼类精液超低温冷冻保存技术主要包括稀释液的配制
、

降温平衡
、

冷冻速度和保存方法
、

以及冷冻

精液的解冻等过程
。

�
�

稀释液的配制 鱼类精液在零度以上 �。一� 。℃� 的低温条件下
,

不经稀释也能保 存 一段 时

�� 
。

例如
,

鲤鱼��鲜犷伽哪 �盯娜。�精液在。一犷� 时可保存 �� 夭 � , , 。

但鱼类精液在超低温条件下
,

不经

稀释难以获得存活的精子
。

因此
,

鱼类精液的超低温冷冻保存需要添加适当的稀释液
,

以保护精子免受

低温的突然打击和损伤
。

鱼用稀释液包括基础溶液和抗冻剂两部分
。

稀释液的配制至今没有一个统一的理论依 据
,

大都是

凭经验去探索
,

因而不可避免地会出现一些盲日的做法
。

� �比挽
二 �

�

�
�

等 �� � � �� 分别以驼背马哈鱼

�口
”‘� 犷再酬成哪 夕洲乙嵋动��

、

大马哈鱼 ��
�

肠�� �
、

银马哈鱼 �。
甲

肠。淤的等的精浆作稀释浓
,

冷冻保存各

自的精子
,

效果很差 〔�� 
。

同样
,

大鳞大马哈鱼 ��
,

�� 毓� 叨邺。叭�� 的精浆和卵巢浓
,

都不适合用作冷冻保

存其精子的稀释浪
「’幻

。

� �� ��� � �
�

�
�

�飞� � � � 曾配制由 �� 种成份组成的稀释液冷冻保存虹缚��成“ �

州
� ‘仰戏�精液

,

也未获得成功
〔, ” 。

�二。眺� �
�

�� � � � 根据大西洋蛙��
�

。砚。 �精浓成份配制的稀释液

包括 � � ��
、

�� �
、

� �� ��
� 、

果糖
、

甘氨酸等九种成份
,

冷冻保存大西洋鲤精液
,

冻精受精率很低
「

川
。

�� 几 年 � 比 人
�

�� 等通过对几种马哈鱼的精液冷冻保存研究后
,

设计了 � �
一 ���

、

�耳肠�
、

� �
一�� � 三

种稀释液
,

其成份包括 � ��� �。
�

�� � �
、

� �� �� 。

�。
�

�� 一。
�

� 男� 和磷酩 ��
�

�一�
�

�男� 三种
。

用这些

稀释液保存驼背马哈鱼
、

银马哈鱼
、

大鳞大马哈鱼等的精液获得成功
〔乞‘, 。

� � � � �� �
�

�
�

等 ���  �� 用由

� � ��
�

�� 落 �
、

还原谷胧普肤��形 �和蔗糖��
,

�� 劣�组成的稀释液冷冻鳄鱼�召“‘材 � 饥口晚哪� 和大西洋

蛙精液
,

获得近似对照组的冻精受精率 亡�’�
。

有的学者证明
,

海水鱼类用由葡萄楷和柠檬酸钠组成的稀

释液就能获得良好的冷冻效果
〔‘“� 。

由此台来
,

鱼类精液的冷冻保存并不需成份复杂的稀释液
,

非常简

单的稀释液配方就能获得良好的冷冻效果
。

已经应用过的鱼类精液冷冻保存稀释液成份种类很多
。

主要有盐类�如 � �� �� 。、 � � � �
、

� � ��
� 、

柠

檬酸钠等�
、

糖类�如葡萄糖
、

果糖
、

蔗糖等�
、

脂类�主要是磷酷�和蛋白质�如卵黄
、

牛奶
、

小牛血清等 �
、

以

及其池微量添加剂�如甘氨酸
、

抗生素等�
。

这些物质在精液冷冻保存中的作用
,

目前尚不十分清楚
。

一

般认为
,

� � �� 浓度在 � �� 毫摩尔以下时
,

能起到维持精子细胞渗透压的作用
,

而对精子无毒害��
干

能 抑

制精子的运动 � � � �� ��
�

等有一定的缓冲能力
,

能维持稀释后精液 �且 值的稳定性� 脂类和蛋白质能在

精子细胞外形成一层保护膜 � 搪类主要是一种能源物质
〔, 。, 。

但鱼类精子排出体外后
,

能否利用外界的能

源物质
,

目前尚无定论
。

组成稀释液的另一主要成份是抗冻剂
。

鱼类精液冷冻保存中
,

采用的抗冻剂主要有甘油和二 甲亚

矶�� �阴 � 两种
。 ‘

甘油被广泛应用于家畜和海鱼类的精液冷冻保存
,

并被证明是一种有效的抗冻剂
�

� �� � 七盯 �
甲

�
�

��肠� �
� , 〕

冷冻太平洋排��乙以户
。� 无在 ,

门

。, 夕配名�
、

��� 班�� �
�

�
�

等�� � ! � 冷冻磐鱼
、

� � ��还

��日�� �冷冻黑绸 �尸了‘“了。”。
�公� “尹��产。“�� �等鱼的精派

,

分别采用了 ��
�

�男
、

��
,

� 落和 � �形的甘油作抗

冻剂
�之日, 。

但甘油对于其他淡水鱼类精液的冷冻保存
,

抗冻效果不佳
。

而 � ��� 是目前发现的
,

最有

效的淡水鱼类精液冷冻杭冻剂
。

例如
,

冷冻大西洋蛙��。, 叭七, � ��的
、

大鳞大马哈鱼和银马哈鱼 ��� �

等
,

飞盯 ��
、

虹蹲�� �嚼
, ��� � �

、

褐鳃��毗饥。 �犷喇� � ��� �疏�
, �� �� , ��� � �等鱼类精液

,

以及卢敏德等�� � � �
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冷冻家鱼
、

王祖昆等���  幼冷冻家鱼和鳗鱼�侧呷�初� ,

肋翻“川叼 精液等都是以 � � �� 为抗冻剂
。

稀

释浪中加入抗冻剂的量不尽一致
。

�
�

饰� �
�

�
�

��� ���
〔’“ 在冷冻条纹狼妒�卫 。� 刚

巴 。

�� 时订拓 �时
,

采

用浓度为 � 粥的 � � �� �而岩桥正雄��� � 。�
「‘ ,

冷冻锦鲤 �� ,犷碗时
。
“州。

,

她五��� �精液时
,

� 创��  的

用量高达 � � � �甄武。。 �
�

�
�

等�扮� � �通过对虹蹲
、

大鳞大马哈鱼稍液冷东进行深入研究后指出
,

�� 万

的 � �泌 是一个高度有效的浓度
,

既能起到良好的抗冻作用
,

又不会因抗冻剂浓度过高而导致精子 中

毒
。

这一浓度现被许多研究者所采用
。

甘油和 � �印 在抗冻效果上的差异可能是由其本身性质的差

异造成的
。

�
� � � � � �

,

�� � �� 指出
,

甘油渗透能力弱
,

短时间的平衡主要起细胞外的抗冻作用
「招。� 。 甘

油具有亲水性
,

并能降低原生质冰 点至 一 � �℃
,

因而可以减少细胞内冰晶的形成
〔’, , 。

但甘油既有保护

精子的一面
,

也有损伤精子的一面
。

据电镜观察
,

甘油可造成公牛精子顶体和颈部的损伤
,

尾部弯曲
,

精

子缩短等现象
‘” 。

� �� � 渗透能力强
,

亲水性强
,

能与电解质鳌合从而降低细胞 内电解质浓度 � 并有细

胞内保水
,

降低原生质冰点至 一 � � ,� 等优点
〔之。� 。

故有优于甘油的抗冻效果
。

稀释液的用量是在试验的基础上确定的
,

精液与稀释派比例多在 � � � 至 � � � 之间
。

有的研究者 采

用 � � 连�� �� 等
, ��� �� � � � � ��  ! !, ��  � � � � �卿 �七, �� ! � �有的采用 � � � ��� �� � 等

, �� � ! ∀ ## 等
,
1 , 7 1 b )

;

而有的则采用 1
:3 (Stoi

:;
等

,
1 9 7 6 ;

31o

u 吐b
,

1 9 7 8
) 和 1:1(巳

。。。,
1 9 7 8 )

〔里, , 。
1 9 7 7 年

,

M o
z a r o

k i M

,

‘, 会,

在冷冻鲤鱼〔C夕, 犷如。 ‘哪州o) 精液时发现
,

稀释比为 1 :1 或 1:2 时
,

精子的生活力比 1
:6 时强

。

S 如

(1 97在)
〔‘,

冷冻蜒鱼 (H 梦护。户h t儿司. 拓h 不甸s ,
o瓦古:你 )和鲡鱼 〔A :￡。t￡

eh夕“ , o b落沉。) 精液时
,

亦有类似结

果
。

稀释浓的配制是鱼类精液冷冻保存中的关键一环
。

稀释液的适合与否直接影响到冷冻结果
。

不 同

种类的鱼
,

精子生理特性有差异
,

因而对稀释液成份和浓度有不同要求
。

总的说来
,

稀释液的配制应以

下述几点为原则
:
1) 稀释液成份应对精子无毒害; 2)稀释液应无激活精子的作用

,

精液稀释后
,

精子应

保持原来的静止状态; 的稀释液应具有营养精子
、

增强精子抗冻能力的作用; 幼 稀释浓成份应尽可能

简单些
.

2
.
稀释后 的 降温平街 鱼类精液稀释后是否需要放置在低温 (。一1。

。

幼 环境中平衡
。

目前尚

无定论
。

从现有的文献中可看到三种不同的做法
: 1)混合之前置 4 oC 条件

一

『预冷一段时间
,

冷冻时再 按

一定比例稀释 ; 2) 精液在室温下稀释后置低温下平衡; 3) 稀释后立即冷冻
。

家畜和人类的精液冷冻保

存中
,

已证明需要一段时间的平衡
。

在海水鱼类和娃科鱼类精液冷冻保存的早期研究中
,

大都采用平衡

一段时间的做法
。

例如
,

B1 , ter J
.
H
.
( 1953) 冷冻太平洋鲜精巢

、

M ou ni b M

.

8

.

(
1 0 6 8 ) 冷冻绍鱼精液

、

T 。吕(。tt B
.

( 19 的)冷冻蛙鱼精液时都平衡 蛋一2 小时
。

1 9
71 年

,

以七A
·

G. 等在研究大鳞大马哈鱼
、

虹

缚等鱼的精液冷冻后认为
,

D M
so
穿透力强

,

精液稀释后无需造成任何平衡
〔, ’】。

此后
,

许多学者在蛙

鱼
、

褐缚等的精浪冷冻中进一步证实了这一观点
。

但是
,

我国一些研究者在冷冻草鱼(ot ,
o砂邵脚卯‘

-

哪 记‘““)
、

雌鱼
、

媚鱼及峻鱼精液时
,

都平衡一段时间
,

并取得较好效果
。

C
ha

。,
N

~
丑 (197的 在冷冻

热带的鳃鱼 (皿叼叮“夕大砚。)精液时
,

平衡时间为 1 小时
‘, , 。 平衡的需要与否可能与鱼类的地理分布

有关
。

O tt A

.

G

.

等研究的是冷水性的继科鱼类
,

这些鱼在水温较低的环境中能 自然交配繁殖
,

有可能

这类鱼的精子比温水性鱼类精子的耐寒能力强
。

并且
,

大多数研究者在处理精浓时
,

是在 4’G至 80 0 的

条件下进行的
,

实际上起到了降温平衡的作用
。

对于热带
、

亚热带的鱼类精液冷冻来说
,

一定的平衡时

间有利于稀释浓
、

抗冻剂等充分渗入到细胞内
。

同时
,

使精子在冷冻之前代谢活动降低
,

对低温冷冻有

一个逐步适应的过程
。

3

,

冷冻保存方法 现行的鱼类精液冷冻方法
,

还处于尚未定型 的实验 阶段
。

基本作法有三

种: 1) 岁细管冷冻法; 2 )安瓶瓶冷冻法; 3) 小丸颗粒冷冻法
。

M 哪za
r
众i M

甲

(
1 9 7

7)

、

乳ei n
.
H

,

(

1
9 钩)

等采用方法 i);o 七七A
.
G 等(1969

、

1 9 7 1
)

、

W
i比ler F

.
C
.
(107生)等采用方法 2);sto弱 J

.
( 197 8 )

〔

川
‘

( 1
) 杨再等

,
I D 7 8

。

公 牛精派冷冻的若干原理
。

河南农林科技
,

4: 器一42
。
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卢敏德等 (1981) 则采用方法 3)
。

前两种方法的优点是可避免精液与冷冻剂直接接触
。

但安瓶瓶法体

积较大
,

降温不易均匀
,

且瓶口或管端需封口
,

操作比较复杂
。

第三种方法是将精液直接滴入干冰(一79

℃)孔内
,

冻成精液小颗粒后转移到液氮中长期保存
。

近年来
,

又发展了用液氮蒸气冷冻精液小颗粒的

方法
,

操作更为简便
。

此法冷冻速度较快
,

但比较固定
。

许多学者对超低温冷冻保存的最适冷冻速度作了大量的研究工作
。

所采用的材料不同
,

其 最适 冷

冻速度的大小不一样
,

且变化范围很大
。

例如
,

冷冻小鼠胚胎的最适速度为 。
.
3一0

.
8

·

c 而n
一 , t , , ’,

而冷冻

保存红细胞则高达 30 。。
‘
c m i

n
一 ’〔3 , , 。

在鱼类精液冷冻保存中
,

大都采用分步降温法: 幼用 1
口

c “im 一 ,

降

温至 一加
。
。

,

再以 5
“
C m i

n 一 ,

冷冻至 一 i Z o
6
C
( G 二y bi ll 等

,
1 9 6 9

)
; 2

) 用 5
’
C 而n

一 ’

降温至 一 5 0
’

。(H 叮l。

等
,

1 9 6 8
)

; 3
) 以 30

”
c m i

、、一 ,

冷冻至 一伯
‘
e 后

,

转移到液氮中保存
’

(
0 忱 等

,
1 0 7 巧; 跳山

、

等
,

1 9 7 e

、

3 9 7 8 ;

M ou 位b
,

1
97

8 等)
。

一般来说
,

精子原生质浓度比介质浓度高
,

导致原生质冰点比介质低
。

并且由于细

胞膜的存在
,

精子细胞原生质可保持 一
10 一

,

一 1 5
,

o 的超冷状态
,

即使介质开始结冰
,

原生质仍能以液态

状态存在
工”“. ‘。 慢速冷冻时

,

介质中的水首先结冰
,

使细胞 内水份外渗
,

细胞失水以维持细胞内外水份

的平衡
。

如果停留在这一阶段的时间太长
,

将导致细胞严重脱水
,

精子细胞收缩变形
。

另外
,

水份的丧

失会引起细胞内电解质浓度升高
。

反之
,

冷冻速度过快时
,

细胞内的水份来不及外渗就被冻结成冰
,

冰

晶的形成会给精子造成严重的机械损伤
。

同时
,

冷冻速度过快
,

还会造成结合热的积累
,

使精子热休克致

死
亡, ” 。

因此
,

精液冷冻时
,

采月j的冷冻速度既要防止精子细胞的过度脱水
,

又要避免细胞内冰晶的形成和

结台热的积累
。

在鱿科组类精液冷冻保存中证明
,

鱼类精液冷冻采用 30
’

G m 还
一 ,

的冷冻速度比较适当
。

鼓适冷冻速度的确定是一个十分复杂的问题
。

它受稀输液和抗冻剂的浓度
、

细胞膜的透性
、

以及细

胞体积和表面积的大小等因素的影响
。

例如
,

在过氧化物酶的冷冻保存中
,

当 N
a
CI 浓度为 10“M 时

,

最适冷冻速度为 。
.
5

口

c 通
n一 ’;N 成几浓度升高到 81 m 醒 时

,

最适冷冻速度为 20
“

C
ln i

n
一 ’〔

剐
。

同样
,

以 5叮

的
一

甘油作抗冻剂保存红细胞
,

其最适冷冻速度为 loo oa C , i n 一 ’,

当甘油浓度升高到20另时
,

最适冷冻速度

为 1。
。

。。in 一 ’〔. ‘, 。

此外
,

细胞膜渗透能力越强
,

细胞表面积越大
,

所要求的最适冷冻速度越大
,

红细胞的

冷冻就是如此
。

反之
,

细胞膜渗透性越差
,

细胞体积越大
,

则最适冷冻速度越小
,

如动物卵子和胚胎的冷

冻
。

鱼类精液冷冻保存最适冷冻速度的确定
,

需要对鱼类精子细胞的生物学特性如细胞膜的透性
、

细胞

体积与表面积之间的关系等进行更深入的研究
。

4

。

冷冻精液的解冻 解冻是将冰态的精子升温融解
,

使精子复苏的过程
。

对 于 精孚努冷 冻后如

何融化
,

以期获得最高复苏率的问题
,

所做的工作不多
。

解冻的关键因素是解冻液和解冻速度
。

鲤鱼
、

黑纲等海水鱼类的冷冻精液一般用海水就可解冻
,

而淡水鱼类冷冻精液解冻液的使用则比较混 乱
。

S 七-

e
还 H

.
等(1978)

、

卢敏德等(1981) 应用。
甲

7 笼的 五a CI 作解冻液;有的则用鱼用任氏液 (B ri” 等
,

1 9 8 2 )

和 Na
H C O 式S 切in 等

,

1 9 劝)解冻
。

许多用安瓶瓶冷冻法和麦细管冷冻法保存精液的学者
,

不用解冻液

而直接将小瓶(或/J
、
管)浸入水浴中解冻(获

ur o k u ra 等
,

1 9 8 0 ; O 认 等
,

1 9 7 1 ; M
o 二i飞

、,

1 , 7 8 )
。

8 切阳 J
甲

W

.

和 H ol t
:
W

甲

(
19

8 1
) 比较了 N an CO

。、
N

a

CI

、

K CI

、

体液
、

精浆及无 D M SO 的稀释液的解冻效果
。

结

果表明
,

体液
、

1 1 9 。瑟 N aH CO
:
和 12om 篮 N aC I的解冻效果最好

〔2 日1 。

解冻速度是一个复杂的因素
。

它与解冻液的初始温度
、

冻精与解冻液的比例
、

冻精的体积和水浴的

温度均有密切关系
,

故解冻速度难以准确测定和控制
。

在鲤科鱼类的精液冷冻保存中
,

大都采用 0一令吧

的温度解冻(T ruo
c。针 ,

1 9 6 9 ; 吼ein 等
,

1 9 7 5
)

。

p 祖in (1972)则在 10
·
e 的水浴中解冻黑碉精液;而 物

-
unib M

.5
.
(1978)、卢敏德等(1981) 分别采用 85

‘
c

、

2 生一住。
’

。的解冻温度
。

K

c
b b y J

.

H

,

(
1 9 8 3

) 在条

纹狼妒的冻精解冻试验中认为
,

快速(50一6。
。

幼解冻与慢速 (15一1罗的 解冻的受精率无显著差异
。

而

Ot t A
甲

G

.

(
19 花)

「, 已1

则认为快速解冻要比慢速解冻好
。

H
o r

to
l l

等(1976)主张
,

在冻精中加 o
.
srul 7一

8’c 的水后
,

将安瓶瓶置 6。一6 00 0的水浴中摇匀
,

待只剩一点冰屑时
,

立即取出与卵子受精
。

目前比较一

致的看法是
,

鱼类冻精要采川较快的速度解冻
,

使精子迅速通过O一 一6 。
。

c 的冰晶形成区
。

在 郡一4。
‘
c

的水浴中解冻可达到快速解冻的目的
。
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鱼类精液超低温冷冻保存的研究成就

保存鱼类精液的尝试早在十九世纪就开始了
。

早期的研究都是零度以上的短期低温保 存
。

从本世

纪五十年代开始
,

人们开始进行精液冷冻保存的研究
,

以便达到长期保存的 目的
。

但当时这项技术的研

究应用仅限于家畜精液的冷冻保存
,

鱼类精液的冷冻保存 没有受到人们的重视
。

这一时期的工作开展

不多
。

刊axter J
.
H <1963)首次作了冰冻保存太平洋排精巢的试验

,

并获得成功
。

用于冰( 一 79
“

o) 保

存 6 个月的精巢解冻授精
,

获得 印落的受精率
。

sn
ee d K

.

E

.

等 (1956) 用蛙以任氏液在 一 7 3
O
G 保存鲤

鱼精液 6。小时
,

冻精复苏率为 20男
,

但
.
未进行授精试验

仁‘5 ‘。

六十年代后
,

由于鱼类养殖业的迅速发展
,

杂交育种
、

优良品种的选育利用与提纯复壮等工作的开展
,

迫切需要有长期保存鱼类精液的可靠方法
。

于是
,

鱼类精液冷冻保存研究逐步开展起来
。

H or to
o

H

,

F

,

等(19盯)首次用冷冻保存的蛙鱼 <Sal ~
n -

id )精液授精获得受精率
。

月仍
r
l“ R

·

J

甲

等(1968)冷冻大西洋蛙精液至 一 2 少C
,

解冻授精获得 12 形的受

精率
。

M o

n
i b M

.

5

.

(
1 9 6 8

) 用冷冻保存 7 天 (一 7 9
O
e ) 和保存 30 天( 一 1 9 6

‘

c
) 的鳝鱼精液授精

,

分别获

得 60 一65万和 8。一的形的受精率
亡, , , 。

P
u

l l i
二 R

甲

S

甲

(

1 9 7

2) 液氮保存黑明精液3 15 天
,

冻精受精率为

20 一39粥
「日, 。

七+ 年代后
,

鱼类精液冷冻的重点已从海水鱼类转移到鲤科鱼类
。

。七七A
.
G
.
等 (1971)

对大鳞大马哈鱼
、

银马哈鱼和虹缚精液进行了冷冻保存研究
,

液氮保存 7 天后
,

受精率分别为16
一

38 芳
,

1 筹和 69形
。

1 9 7 6 年
,

他们用改进的 0 11
一
2 3 5

、

o H

一
2
10 和 O H

一
2
75 号稀释液继续进行冷冻保存马哈鱼

精液的研究
,

5 种马哈鱼冻精受精率达 29 一83多
。

W
i th l

e r
F

.

C

.

( 1
9 了幻 用这几种稀释液保存驼背马

哈鱼
、

褐蹲 (S时, o 才, 喇古的等 4 种鱼的精液亦获得成功
,

冻精受精率达 44一85男
〔’‘ 3。

随后
,

吼ei n
,

H

-

等(1976)冷冻虹缚精液
,

获得 78男的受精率;冷冻褐蹲和河缚(Sa lvd i
n、: s 了。二11 们 a l i s

) 精液(1978)
〔, , 1 ,

获

得的受精率分别为 41终和 27络
。

M
o l l

ni b M

.

S ( 1 9 7 8
) 冷冻保存大西洋娃精液

,

液氮保存一年后
,

受精

率为 s。形
。

卫:d ahl D
.
H

,

等 (1978) 冷冻鲤鱼精液
,

获得大于 90 形的受精率
。

1 胎2 年 B约an
,

H

.
〔日’

等

以甲醇作抗冻剂
,

冷冻保存班马鱼 (召,、办卯 , 如 。:坛的精液
,

获 61男的受精率
。

H
a “

,
5

.

等(1哭2)冷

冻遮目鱼 (‘h咖os 硫训os )精液
,

冻精受精率达 盯
.
9形 亡, 幻

。

现将一些海水鱼类和蛙科鱼类精液冷冻的

主要结果列入表 1o

由上可知
,

海水鱼和蛙科鱼的精液冷冻保存已取得较大成功
。

但其他淡水圃类的精液冷冻保存的

研究资料不多
。

si
。 〔1974 )

〔的冷冻嫣鱼精液
,

获 2
.
7一5

.
7男的受精率

。

呱
。。眺1M

.
(均77 )液氮保存

鲤鱼精液
,

冻精受精率为 47
,

9 男
。

岩桥正雄(1080 )冷冻锦鲤精液
,

解冻授精获45
.
1形受精率

。

H i。血
-

iK
.
(19 84 )

【’‘,

液氮保存鲤鱼精液 3纷 天
,

冻精受精率为25
.
6一31

.
5不

。

近年来我国在家鱼精液冷冻

保存中开展了一些工作
,

取得初步成效
。

卢敏德等(1981)
亡, ,

冷冻保存草
、

鳗
、

墉三种鱼的精液
,

冻精受精

率分别为23
.
9形

、

6 0 芳
、

8 0

.

6 笼
,

孵化率为9
甲

8 一13
.
7%

、

4 0 笼和11
.
7一26男

。

王祖昆等 (1954)
〔2 1 用液氮

保存 60 一g。夭的草
、

缝
、

墉
、

鳗四种鱼的冷冻精液授精
,

分别获得44
.
2劣

、

3 2

.

6 澎
、

1 6

.

5 粥和 31 男 的受

精率
。

除上述外
,

尚未见到其他淡水鱼类精液冷冻保存研究的报道
。

现将一些淡水鱼类精液冷冻 保存

的主要研究结果列入表 2a

总 结

综上所述
,

超低温冷冻保存鱼类精液
,

冻精受精率达到或接近常精受精的水平是完全可能的
。

目

前
,

结鱼
、

蛙鱼
、

马哈鱼和虹鳃等海水鱼和维蹲鱼类的冻精受精率达70 一80 弓
,

有的甚至超过 90 男
。

除

此之外
,

其他淡水鱼类包括鲤鱼
、

草鱼
、

缝鱼和编鱼等的精液冷冻保存
,

也取得一定进展
。

但是
,

与海水

鱼类和蛙缚鱼类的研究成果相比还有很大差距
。

冷冻保存技术尚未完全过关
,

冻精受精率
、

孵化率都比

较低
,

还没有达到生产实践应用的水平
。
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鱼类精液超低温冷冻保存已有了一套基本一致的操作程序
。

大多数学者都认为
,

稀释液成份应尽

可能简单些;冷冻和解冻都要以较快的速度进行
,

使精子安全越过。一 一6少G 的冰晶形成区
。

但冷冻 过

程中还存在一些急需解决的问题
。

例如
,

稀释液配方
、

冷冻速度的控制
、

解冷液和解冻温度等尚无 十

分可靠的选择方法和稳妥的操作程序;冷冻后精子复苏率不高
、

精子寿命缩短; 冷冻过程中会造成精子

形态结构的损伤等
。

这些问题有待今后进一步研究解决
。

鱼类精液超低温冷冻保存技术有很大的应用价值
。

鱼类精子库的建立
,

对于鱼类种质资源的保存
,

克服杂交育种不能 自然交配的困难
,

以及扩广杂交组合的选择范围等都有重要作用
。

另外
,

近年来
,

我

国一些养殖单位都提出了由于长期人工繁殖
、

近亲交配而引起的家鱼品种优良性状退化问题
。

应 用 精

液冷冻保存技术
,

将不同水域的野生家鱼交配受精
,

有可能达到提纯复壮的目的
。

精液经冷冻后
,

由于

冰冻的打击
,

质量差的精子被冻死
,

复苏的精子平均质量得到提高
。

例如
,

王洪等(1983)报导
,

冻精受精

的维鱼鱼苗生长速度比对照组快 n
.
4另 ‘” 。

尽管这一研究是初步的
,

但已展示出它的发展前景
。

总之
,

鱼类精液超低温冷冻保存技犬的进一步完善和生产应用
,

将对鱼类养殖业的发展产生重要影响
。
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