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摘要! 研究了超低温冷冻保存" 51;6 L#对脊尾白虾精子内琥珀酸脱氢酶"*4+# $乳酸脱

氢酶"'4+# $%2

?

5C

?

7&D6酶$超氧化物歧化酶"*"4# $过氧化氢酶"-&D# $谷胱甘肽还原

酶"B$#与顶体酶活性的影响!以期为提高脊尾白虾精子超低温冷冻效果提供理论依据&

设置对照组 "未添加抗冻剂 # $ / 个实验组 )分别添加 4H*"" CDC# 1313E$ 1217E$

1713E* !于冷冻 3$1$/$7$0$17 @ 取样测定各酶活性& 结果表明!经冷冻后!除 B$外!其他

所测酶活性均出现显著下降 "=A3437 # !且以对照组酶活性下降幅度最大& B$活性在冷

冻 0 @ 内显著升高!且对照组明显高于实验组"=A3437# !在冷冻 17 @ 时又出现下降& 添加

1713E4H*"组所测酶活性均高于同期其它各组!表明 1713E4H*"对精子内酶的保护作

用较好& 冷冻 17 @ 后 1713E4H*"组的 *4+$'4+和 %2

?

5C

?

7&D6酶活性由"281733 B

1197/##59'$ " 12;318/6 B20163/ # #5'和 " 21637 B312/2 #

#

9/05"9M+ =#分别降至

"171/33 B31;73##59'$"/6/101/ B1/1;9/##5'和"31792 B31186#

#

9/05"9M+=#'*"4

和 -&D活性由"13619;0 B01210##59'$"/8/16/2 B910/1##5M 分别降至"1013/6 B31/21#

#59'$"1661;93 B11;13 # #5M'顶体酶活性从 " /1721 B31313 #

#

)#513

6 降至 " 11212 B

3139/ #

#

)#513

6

'而 B$活性由 " 2101392 B61;62 # #5'上升至 " /321080 B291778 #

#5'& 从冷冻后各酶下降幅度来看!超低温冷冻对 *"4活性的影响最大!其次 是

%2

?

5C

?

7&D6酶&

关键词! 脊尾白虾' 精子' 超低温冷冻' 酶活性

中图分类号! *;10444444444444 文献标志码(&

44脊尾白虾 #QO-+$2$/8-, !$%','!$("$$又名

白虾)迎春虾"隶属甲壳动物亚门 #-F>;G2A?2$ )

十足目 #4?A2K/@2$ )长臂虾科 #6202?9/3:@2?$ "

为热温带海区底栖虾类"黄海和渤海产量较多"

其产量仅次于中国毛虾 #;!/)/&!H',/,&'&$和中

国明对虾 #E/,,/%-+/,$/(&!H',/,&'&$ ( 近年来"

随 着 中 国 明 对 虾) 日 本 囊 对 虾 # =/,$/(&

M$+-,'!(&$等传统虾类养殖难度的加大"脊尾白

虾养殖面积迅速扩大"成为池塘单养或与其它

种类混养和虾池秋冬季养殖的重要品种( 但是

由于脊尾白虾个体相对较小"相对抱卵量少"养

殖者主要依靠自然纳苗)捕捞天然苗或投放亲

虾自行繁殖苗种等"人工养殖规模受到严重制

约( 目前在脊尾白虾的行为)营养)生长及育苗

生产技术等方面都已有研究
&1'

"但迄今未见有

关脊尾白虾精子超低温冷冻方面的报道( 超低

温冷冻技术是长期冷冻种质资源的有效方法"

对人工繁殖)种质优选)雌核发育)建立优良种

质库有重要意义
&2'

( 本实验通过测定超低温冷

冻前后脊尾白虾精子内几种酶活性的变化"探

讨了超低温冷冻对精子酶活性的影响规律"以

期为提高脊尾白虾精子超低温冷冻效果提供理
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论指导"并为脊尾白虾人工繁殖的深入研究打

下基础(

14材料与方法

&'&(样品制备

脊尾白虾于 2312 年 / 月购于连云港市农贸市

场"挑选雄性个体"体长#91;/ B3162$A9"体质量

#2116 B3178$ M"约 133 尾( 解剖后"取精巢于研

钵"加入少量无钙离子人工海水
&/'

#%2-02116/ M"

%2"+311; M"C-01112 M"HM*"

9

10+

2

"91;/ M"

+

/

8"

/

317/ M"加蒸馏水定容至1 333 9'$"研磨

后"用 233 目筛绢网过滤去除组织碎片"制作精子

涂片"2E薯红 8染色液染色 9 9:3"镜检精子活

力"选取活力在 ;3E以上的精子作为实验材料"

1 333 F59:3离心 7 9:3"取得白色精子沉淀"9 L

保存备用(

&'!(精子的冻存与复苏

取精子沉淀用壬氏液
&9'

#%2-0018 M"C-0

312 M"-2-0

2

3121 M"%2+-"

/

31321 M"加蒸馏水

定容至 1 333 9'$制备成 13

6

59'的精子悬浮液(

选取二甲基亚砜 #4H*"$作为抗冻剂"实验组

4H*"浓度梯度设置为 1313E)1217E)1713E

体积分数 # CDC$"对照组不加抗冻剂( 加入

4H*"后"于 9 L降温平衡 /3 9:3"将样品投入

液氮 # 51;6 L $ 中冷冻( 分别于 3) 1) /) 7) 0)

17 @"取出样品迅速放入 93 L水浴中解冻(

&'*(酶活性检测方法

琥珀酸脱氢酶 #*4+$)乳酸脱氢酶 #'4+$)

%2

?

5C

?

7&D6酶)超氧化物歧化酶 #*"4$)过氧

化氢酶#-&D$与谷胱甘肽还原酶#B$$的测定方

法参考南京生物工程研究所的试剂盒说明书进

行( *4+采用比色法"酶活力单位定义为每毫克

蛋白每分钟使反应体系的吸光度降低 3131 为 1

个比活性单位##$( '4+采用比色法"酶活力单

位定义为 1 333 9'血清 /0 L与基质作用 17

9:3"在反应体系中产生 1

#

9/0丙酮酸为 1 单位

##$( %2

?

5C

?

7&D6酶采用比色法"酶活力单位

定义为每小时每毫克样品中分解 &D6产生 1

#

9/0无机磷的量为一个 &D6酶活力单位 ##$(

*"4采用黄嘌呤氧化酶法"酶活力单位定义为每

毫升反应液中 *"4抑制率达 73E时所对应的

*"4量为一个 *"4活力单位##$( -&D采用紫

外分光法"活力单位定义为每克组织蛋白中过氧

化氢酶每秒钟分解吸光度 3173 =3177 的底物中

的过氧化氢相对量为一个过氧化氢酶的活力单

位( B$采用比色法"活力单位定义为每升样品

中每分钟使反应体系中底物 %&46+的浓度改变

1 99/05'所需的酶量为一个酶活力单位 ##$(

本实验精子顶体酶活力的测定参考 C?33?@N

等
&7'

的方法"进行适当调整"用 27 L降解 1

#

9/0

8&6%&59:3 来表示(

&';(数据处理

每组实验设置 / 个重复"采用过 *6**1613

进行双因素方差分析#DU/7W2N &%".&$以检验

精子冷冻前后各酶活性差异的显著性"差异显著

水平为 =A3137(

24结果

!'&(超低温冷冻对 S#A"P#A和 $,

a

bJ

a

G%+.

酶活性的影响

超低温冷冻 1 @ 后"除 1713E4H*"组外"其

他各组 *4+活性均显著降低#=A3137$"且各组

间差异显著"以对照组 *4+活性下降幅度最大

#图 1$( 冷冻 17 @ 后"1713E4H*"组精子 *4+

活性降至#171/33 B31;73$#59'"显著高于其他

各组"表明 1713E4H*"对脊尾白虾精子内 *4+

活性的保护作用显著#=A3137$(

超低温冷冻对精子 '4+活性的影响见图 2(

冷冻后脊尾白虾精子内 '4+活性显著降低#=A

3137$"且随着冷冻时间延长"'4+活性呈下降趋

势( 脊尾白虾鲜精中 '4+活性为 #1 2;318/6 B

20163/$#5'"冷冻 0 @ 后"各组 '4+活性均降至

鲜精活性的 73E以下( 17 @ 后 1713E4H*"组

'4+活性显著高于其它三组"即 1713E4H*"对

脊尾白虾精子内 '4+活性的保护作用显著#=A

3137$(

随着冷冻时间延长"白虾精子中 %2

?

5C

?

7

&D6酶活性逐渐降低 #图 /$( 脊尾白虾鲜精中

%2

?

5C

?

7&D6酶活性为 #21637 B312/2 $

#

9/05

#9M1=$"冷冻 / @ 后"除 1713E4H*"组外其他

各组均降至鲜精活性的 73E以下( 冷冻 17 @ 后"

1713E 4H*" 组 %2

?

5C

?

7&D6酶 活 性 降 至

#31792 B31186 $

#

9/05#9M1 =$"对照组 %2

?

5

C

?

7&D6酶活性最低"各组降幅均较大(

231
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图 &(超低温冷冻对精子 S#A活性的影响

同一时间点"所标小写字母不同表示差异显著#=A3437$ "不同时间点"大写字母不同表示差异显著#=A3437$ "下图同(

?0@'&([662"8376"/:7D/232/E,807C7C892S#A,"80E08023

D=?;29?G:9?;K/G"G=?@:TT?F?3G;92000?GG?F;/3 G=?;GF2:M=GA/0>93 ;=/U?@ ;:M3:T:A23G@:TT?F?3A?#=A3137$1G=?@:TT?F?3GG:9?;K/G;"

A2K:G200?GG?F;;=/U?@ ;:M3:T:A23G@:TT?F?3A?#=A3137$1D=?;29?2;G=?T/00/U:3M1

图 !(超低温冷冻对精子 P#A活性的影响

?0@'!([662"8376"/:7D/232/E,807C7C892P#A,"80E08023

图 *(超低温冷冻对精子 $,

a

bJ

a

G%+.酶活性的影响

?0@'*([662"8376"/:7D/232/E,807C7C892$,

a

bJ

a

G%+.,32,"80E08023

/31



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

444 水4产4学4报 /0 卷

!'!(超低温冷冻对 SW#">%+和 T)活性的

影响

超低温冷冻前后脊尾白虾精子内 *"4活性

有显著差异 #=A3137 $( 鲜精中 *"4活性为

#13619;0 B01210$#59'"冷冻 17 @ 后"1713E

4H*"组 *"4活性最高"为#1013/6 B31/21$#5

9'"各组 *"4活性较鲜精均大幅下降"对照组降

幅最大"降至 #01/;/ B31770$#59'#图 9$( 结

果表明"1713E4H*"对脊尾白虾精子内 *4+活

性的保护作用显著 #=A3137$优于其它两种浓

度"且冷冻时间对精子中 *"4活性的影响差异显

著#=A3137$(

图 ;(超低温冷冻对精子 SW#活性的影响

?0@';([662"8376"/:7D/232/E,807C7C892SW#,"80E08023

44超低温冷冻后各组脊尾白虾精子的 -&D活

性显著降低 #=A3137$ #图 7 $( 冷冻 17 @ 后"

1713E4H*"组 -&D活性显著高于其他各组"活

性为#1661;93 B11;13$#5M"对照组活性最低"且

降幅最大( 方差分析表明"1713E4H*"对脊尾

白虾精子内 -&D活性的保护作用显著优于其它

两种浓度#=A3137$(

图 <(超低温冷冻对精子 >%+活性的影响

?0@'<([662"8376"/:7D/232/E,807C7C892>%+,"80E08023

440 @ 内"随着冷冻时间延长"各组 B$活性呈升

高趋势"且对照组显著高于各实验组#=A3137$"

但 17 @ 后各组活力又有所下降( 冷冻 17 @ 后"

1713E4H*"组 B$活性显著高于其它组 #=A

3137$#图 6$( 方差分析表明"超低温冷冻对脊尾

白虾精子中 B$活性有显著影响#=A3137$(

931
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图 =(超低温冷冻对精子 T)活性的影响

?0@'=([662"8376"/:7D/232/E,807C7C892T),"80E08023

!'*(超低温冷冻对顶体酶活性的影响

脊尾白虾精子中顶体酶活性随着冷冻时间延

长"活性显著降低#=A3137$ #图 0$( 白虾鲜精

中顶体酶活性为 #/1721 B31313$

#

)#513

6

"冷冻

7 @后" 1713E 4H*"组精子顶体酶活性降至

#118;1 B3118/$

#

)#513

6

"均高于其它组( 冷冻

17 @ 后"1713E4H*"组顶体酶活性为#11212 B

3139/$

#

)#513

6

"而对照组顶体酶活性最低"表明

1713E4H*"对脊尾白虾精子顶体酶活性的保

护作用显著优于其它两种浓度#=A3137$(

图 L(超低温冷冻对精子顶体酶活性的影响

?0@'L([662"8376"/:7D/232/E,807C7C892,"/730C,"80E08023

/4讨论

*'&(超低温冷冻对脊尾白虾精子能量代谢酶活

性的影响

'4+是体内能量代谢过程中的一个重要酶"

通过呼吸作用给精子提供能量
&6 58'

( 由于 '4+

与精子存活的供能过程有密切关系
&; 513'

"该酶的

活性是衡量精液质量的一个生化指标
&11'

( *4+

是线粒体的一种标志酶"是连接氧化磷酸化与电

子传递的枢纽之一"可为真核细胞线粒体和多种

原核细胞需氧和产能的呼吸链提供电子"因此

*4+活性在一定程度上反映了精子线粒体的功

能( 本实验中脊尾白虾精子在超低温冷冻后

*4+和 '4+活性显著降低"与黄晓荣等
&12 51/'

对

日本 鳗 鲡 # ;,L('22$ M$+-,'!$ $ 和 长 鳍 篮 子 鱼

#J'L$,(&!$,$2'!(2$)(&$ 精 子 研 究 结 果 一 致(

82O:2V 等
&19'

也 发 现" 超 低 温 冷 冻 后 虹 鳟

#0,!-%H*,!H(&8*I'&&$精子中 '4+的活性显著

下降(

在人类中"精子 &D6酶的活性水平是反映其

受精能力的最好标志
&0'

"因此该指标也常用在水

生生物的同类研究中( 闫秀明等
&17'

研究发现黄

鳝#7-,-+)/%'$2?'$精子经超低温冷冻保存后"

&D6酶活性显著下降( %2

?

5C

?

7&D6酶是 &D6

731
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酶的一种"参于能量代谢)物质运输)氧化磷酸化

的重要生化过程( 本研究中脊尾白虾精子经超低

温冷冻后"%2

?

5C

?

7&D6酶活性也显著下降( 这

可能是超低温冷冻对白虾精子内 %2

?

5C

?

7&D6

酶造成了损伤"使其活性显著降低"但具体损伤机

理还有待进一步研究(

*'!(超低温冷冻对脊尾白虾精子抗氧化酶活性

的影响

需氧生物在氧化还原循环中会产生大量的活

性氧"如果不能被及时清除"它们将会攻击各种生

物大分子"引起一系列氧化损伤"进而引起生物体

各种生理病变
&16'

( 生物体在长期的进化过程中"

形成了一套完整的保护体系0抗氧化系统来清除

体内多余的活性氧
&10'

( *"4和 -&D是生物体内

主要的酶类抗氧化剂"能维持细胞和机体的正常

生理活动
&18'

( 抗氧化酶活性的变化在一定程度

上能反映生物体或细胞在不同环境条件下的生理

状况"可作为衡量其是否受到外界环境胁迫或损

伤的一个重要生理指标
&1/"16'

( H2FG2等
&1;'

研究

表明"随着低温保存时间延长"马精子中 *"4酶

和 -&D酶的活性均明显下降( 章龙珍等
&23'

研究

也表明"经过超低温冷冻后"俄罗斯鲟#;!'+/,&/%

L(/2"/,&)$/")'$ 精 子 内 -&D 活 性 显 著 下 降(

*F??<:G= 等
&21'

报道"经过冷冻保存后牛精子内

*"4酶活性明显下降"同时精浆中酶的活性上

升( 本研究中白虾精子经超低温冷冻后"*"4和

-&D活性也显著降低"这意味着冷冻也将损害精

子细胞内的抗氧化系统"由此积累的活性氧自由

基分子必将进一步对精子本身造成伤害(

B$是一种将氧化型谷胱甘肽 #B**B$还原

成为硫醇型谷胱甘肽的酶"而谷胱甘肽是一种重

要的细胞抗氧化剂
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"可维持细胞膜的完整

性( 此外"B$在缓解因冷胁迫所产生的活性氧

危害也具有重要的功能( 研究发现有些植物在冷

强化时 B$活力增加"这些植物抗冷基因型具有

较高的 B$活性"能保护低温下蛋白的巯基免受

破坏"减少蛋白分子内二硫键的形成
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( 黄晓荣

等
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研究表明"经过超低温保存后日本鳗鲡精子

和长鳍篮子鱼精子内 B$活性均显著上升( 这与

本研究结果相似"本研究中 B$随着冻存时间延

长"也逐渐上升"但又有所下降"B$活性的降低

有可能是长时间的超低温环境导致精子细胞结构

损伤"抗氧化能力的下降所致( 有关超低温冷冻

引起 B$变化的原因有待进一步研究(

*'*(超低温冷冻对脊尾白虾顶体酶活性的影响

精子顶体酶是精子顶体部特有的胰蛋白酶"

在顶体反应)精子和卵子透明带的结合及穿透中

起重要作用( 一般顶体酶是以未激活的原顶体酶

前体形式存在"在顶体反应时通过特定的蛋白水

解作用而激活"释放顶体酶原
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研究

表明" 经过超低温冷冻反应后" 西伯利亚鲟

#J'?/%'$, &)(%L/-,$冻后精子表现为精子顶体膜

损伤( 林金杏等
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研究发现经超低温冷冻保存

后野牦牛#:-&8()(&$精子内顶体酶活力显著下

降"与本研究结果一致( 本研究中脊尾白虾精子

的顶体酶经过超低温保存后"活性显著下降#=A

3137$"推测可能低温使精子的顶体酶的结构受

到一定的损伤"致使酶活性下降( 许多研究表明"

顶体酶活性高低与精子的质量成正相关"直接影

响着受精结果
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"因而可以通过精子顶体酶活

性测定评价精子的质量(

*';(超低温冷冻保存对脊尾白虾精子的损伤

低温保存种质细胞常常会导致一些细胞失去

活力)细胞结构 #特别是膜系统$不完整甚至破

裂"导致胞内酶系统功能失调( 关于冷冻损伤的

形成有几种假说!机械损伤学说)盐至变性学说)

细胞容积学说)重结晶学说等
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( 超低温冷冻保

存时"在温度下降至 517 =573 L时"细胞中形

成的冰晶会造成致命的损伤"加入抗冻剂能减少

冰晶的形成"从而维持细胞冻存后的活力
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松林等
&/2'

研究发现 4H*"是通过渗入到细胞

内)提高胞内渗透压而起到抗冻保护作用( 本实

验中 1713E4H*"较其它两种浓度对精子中各

种酶的保护作用最好"可能是由于 1713E的浓度

能使精子达到一个适宜的渗透压"从而起到了保

护作用( 本研究结果显示"经过超低温保存后"脊

尾白虾精子内除 B$显著升高外"其余 6 种酶的

活性显著下降"表明超低温冷冻保存对精子造成

了冷冻损伤"但具体的冷冻损伤机理尚有待于进

一步研究(
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