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摘要 分别以精子活力和受精率为标准，对 5种精子保存液在不同稀释倍数下保存超雄黄颡鱼精子的效果

及不同浓度 NaCl激活液的应用效果进行了比较研究。结果表明，B保存液效果最好，精子活力和寿命保持时间最

长，8倍稀释液在 4 ℃条件下，96 h内可保持 80%以上的活力；低浓度 NaCl溶液能延长精子的寿命，在 0.3%

NaCl溶液中激活精子活力最强。本实验筛选的超雄黄颡鱼精子保存液和激活液在全雄黄颡鱼生产中具有良好的

推广应用价值。
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黄颡鱼（ ）隶属于鲶形目、

鲿科、黄颡鱼属，俗称嘎鱼、黄姑、黄蜡丁，是一种小

型底层经济鱼类，其肉质细嫩、味道鲜美、营养丰

富，肌间刺少，深受消费者喜爱，已成为我国名特优

水产品重点养殖对象之一，2013年全国黄颡鱼总产

量超过 50万 t[1]。

在相同养殖条件下，全雄黄颡鱼的养殖效益

显著高于普通黄颡鱼 [2-3]，使得全雄黄颡鱼苗种市

场需求量不断增加。全雄黄颡鱼人工繁殖生产需

杀超雄黄颡鱼取精，剪碎研磨，再用精子保存液清

洗和稀释，若处理不当将会影响精子活力，造成受

精率低下，同时造成 YY 超雄鱼亲本浪费，增加生

产成本。

有关黄颡鱼等鲇形目鱼类精子保存液和激活

液的研究已有报道[4-7]，但超雄黄颡鱼（YY）与一般黄

颡鱼雄鱼（XY）在遗传基础上存在本质差异，两者精

子组成不同，保存液效果是否一致，目前还未见相

关的研究报道。

本研究初步探讨了 5种保存液及不同浓度激

活液对超雄黄颡鱼精子活力的影响，以筛选出效果

最优的保存液和激活液参数，并在人工繁殖生产中

应用，指导苗种生产。

1 材料与方法

1.1 材料来源

YY超雄黄颡鱼为佛山市南海百容水产良种有

限公司研发育成，使用前利用分子标记鉴定确认。

在繁殖季节，选取体表无伤、无病、个体健康、性成

熟的 YY超雄黄颡鱼，体重为 200～250 g。精子保

存容器为经洗涤和高温灭菌处理后的 10 mL可密

封青霉素玻璃瓶。

1.2 精子保存液的制备

根据鱼类精子保存的生理需要，参考相关文献[4-7]，

配制了 A～E共 5种精子保存液，具体配方成分组

成见表 1。

1.3 超雄黄颡鱼精子采集

采用人工催产的方法进行精子采集。催产激素

及剂量为：LHRH-A2 4 μg/kg，DOM 1.0 mg/kg，到

达效应时间时，先用干毛巾擦干鱼身，然后剖腹取

出乳白色的精巢，剔除血污等，置于吸水纸上吸去

水分，在孔径为 0.150 mm的干净网布中挤出精子，

4 ℃冰箱保存备用。

1.4 精液的保存

使用定量移液枪将精液分别用保存液 A～E进
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表 1 精子保存液配方组成情况

保存液 配方成分 参考文献

A 氯化钠 4.68 g/L，氯化钾 3.73 g/L，氯化钙 0.12 g/L，碳酸氢钠 0.42 g/L，氯化镁 0.41 g/L，青霉素 80万 IU/L，链霉素 100万 IU/L [5]

B 柠檬酸钠三钠 34 mmol/L，葡萄糖 146.5 mmol/L，氯化钾 4 mmol/L，碳酸氢钠 23.80 mmol/L，青霉素 80万 IU/L，链霉素 100万 IU/L [4]

C 葡萄糖 0.0018 mol/L，氯化钙 0.006 mol/L，氯化钾 0.0018 mol/L，碳酸氢钠 0.025 mol/L，青霉素 80万 IU/L，链霉素 100万 IU/L [4]

D
氯化钠 8.01 g/L，氯化钾 0.40 g/L，氯化钙 0.56 g/L，碳酸氢钠 0.35 g/L，磷酸二氢钾 0.06 g/L，葡萄糖 0.34 g/L，青霉素 80万

IU/L，链霉素 100万 IU/L
[6]

E 氯化钠 7.8 g/L，氯化钾 0.20 g/L，氯化钙 0.21 g/L，碳酸氢钠 0.021 g/L，青霉素 80万 IU/L，链霉素 100万 IU/L [7]

行 4、8倍稀释，保存瓶置于冰箱（4 ℃）保存，设置 3

个平行。

1.5 精子活力观察

用 1 mL微型注射器针尖挑取少量精液，放至

事先滴好低渗溶液的计数板上，激活精子，在数码

显微镜下拍摄出精子在各种低渗溶液中的运动状

况。用精子激活后的活力（快速运动精子占总精子

数的百分比）为指标对保存效果进行评价。“+++”表

示 100%精子快速运动；“++”表示 80%精子快速运

动；“+”表示 50%精子快速运动；“+-”表示 10%～

30%精子快速运动；“-”表示少量精子在原地振动或

全部死亡。精子的激活率、强烈运动期、慢速运动期

和寿命的观察参照相关文献[8]。

1.6 人工授精受精率统计

每组各取卵子约 500粒于培养皿中，分别加入

0.1 mL精液，并加入 10 mL水激活，迅速振荡使卵

子和精子充分结合并黏于培养皿底部后统一置于

塑料大盆中，定期换水、充气，保证溶氧。受精卵处

于原肠中期时，在解剖镜下抽样观察并计数受精

卵，计算其受精率，受精率 =（原肠中期卵数目 / 总

卵数）×100%。每组设置 3个平行。

1.7 试验设计

1）不同保存液对超雄黄颡鱼精子保存效果的

影响。

在低温（4 ℃）条件下，观察 5种精子保存液 4、

8倍稀释保存的结果。前 12 h每隔 2～4 h观察 1

次，以后 12～24 h时观察 1次，记录结果。获得超

雄黄颡鱼精子活力的时间变化规律，确定最优保存

液和最佳保存时间。

2）不同保存时间对人工授精效果的影响。

利用筛选的最优保存液保存精液，评估不同保

存时间的授精效果。选择发育良好的雌鱼 3尾和超雄

鱼 2尾，注射催产激素，2次注射，针距 10 h，第 1针

LHRH-A2 10 μg/kg，第 2针 LHRH-A2 5 μg/kg、

DOM 2.0 mg/kg和 HCG 1 500 IU/kg，效应时间后

挤卵，选择卵质良好、数量较多的同一尾雌鱼卵用

于实验。在培育皿中各取约 500颗卵粒分别与不同

保存时期保存的精液和新鲜精液授精，加水激活，

然后放入塑料盆中孵化，统计受精率，每组设置 3

个平行。

3）不同低渗激活液对超雄黄颡鱼精子活力的

影响。

考察超雄黄颡鱼精子在不同盐度激活液中的

激活情况，统计精子快速运动时间、慢速运动时间

和平均寿命，筛选出最佳的激活液浓度。

4）不同低渗激活液对人工授精效果的影响。

生产过程中选择发育较好的雌鱼，注射催产激

素，效应时间后，选择卵质良好的卵用于实验，干法

授精，分别用不同浓度激活液（0.0%、0.2%、0.3%、

0.4%、0.5%）激活，统计受精率，每组设置 3个平行。

1.8 数据统计

试验数据在 SSPP 19.0软件中整理并作多重比

较分析，显著水平为 =0.05。

2 结果与分析

2.1 不同保存液对超雄黄颡鱼精子保存效果的影响

超雄黄颡鱼精子在不同保存液中的保存效果

见表 2。低温条件下（4 ℃），5种保存液 4倍和 8倍

稀释保存下的精液在前 24 h 内精子活力均很强，

激活后几乎 100%的精子在作快速运动；24 h后活

力出现下降趋势，但不同保存液中的精子活力变化

有所不同，不同稀释倍数间也开始出现差异。

1）保存液 A：4倍稀释保存中，24 h后活力下降

趋势明显，48～72 h激活后 80%的精子在作快速运

动；96 h激活后仅约 50%的精子作快速运动；120 h

精子基本死亡。8倍稀释保存中，保存 48 h后精子

活力下降不明显，激活后仍有接近 100%的精子在

作快速运动；72～120 h活力下降明显，激活后作快
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表 2 超雄黄颡鱼精子在不同保存液中的保存效果（4 ℃）

保存液 稀释倍数
保存时间 /h

2 4 8 12 24 48 72 96 120 144

A
4 +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ + -

8 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ + +- -

B
4 +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ + + +-

8 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ + +

C
4 +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ + -

8 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ + -

D
4 +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ + +- +-

8 +++ +++ +++ +++ +++ ++ + + +- -

E
4 +++ +++ +++ +++ +++ + + +- -

8 +++ +++ +++ +++ +++ ++ + + +- -

原精 - +++ +++ +++ ++ + -

速运动的精子量从 80%逐步降低到 10%；144 h精

子基本死亡。

2）保存液 B：4倍稀释保存中，24 h后活力下降

趋势明显，48～72 h激活后 80%的精子在作快速运

动；96～120 h 激活后约 50%的精子作快速运动；

144 h精子仍有约 10%的精子可以快速运动。8倍稀

释保存中，保存 48 h后精子活力下降不明显，激活后

仍有接近 100%的精子在作快速运动；72～96 h激活

后 80%的精子在作快速运动；120～144 h激活仍可

观察到约 50%的精子在作快速运动。

3）保存液 C：4倍稀释保存中，24 h后精子活力

下降，48～96 h激活后超过 80%的精子在作快速运

动；120 h激活后仅约 50%的精子作快速运动；144 h

后仅有不到 10%的精子可以快速运动。8倍稀释保

存中，24 h后精子活力变化不大，48 h仍可观察到

100%的精子快速运动，72～96 h激活后超过 80%

的精子在作快速运动；120 h激活后仅有约 50%的

精子作快速运动；144 h观察仅有不到 10%的精子

可以快速运动。

4）保存液 D：4倍稀释保存中，24 h后活力下降

趋势明显，48～72 h激活后 80%的精子在作快速运

动；96 h 激活后约 50%的精子作快速运动；120～

144 h仅有约 10%～30%的精子可快速运动。8倍

稀释保存中，24 h后精子活力下降较明显，48～120

h 激活后作快速运动的精子量从 80%逐步降低至

10%；144 h精子基本死亡。

5）保存液 E：4倍稀释保存中，24 h后活力下降

趋势明显，48～72 h激活后 50%的精子在做快速运

动；96 h激活后仅有约 20%的精子作快速运动；120

h精子基本死亡。8倍稀释保存中，24 h后活力下降

趋势明显，48 h激活后 80%的精子在作快速运动；

72～96 h 激活后仅有约 50%的精子作快速运动；

120 h激活后仅有约 10%~30%的精子作快速运动；

144 h精子基本死亡。

6）原精：保存 8 h精子活力未见明显降低，8 h

之后活力下降明显，12 h激活后 80%左右精子作快

速运动，24 h激活后约 50%精子作快速运动，48 h

观察基本看不到快速运动的精子了。

实验结果表明保存液 B对超雄黄颡鱼精液的

保存效果相对较佳。稀释倍数方面，除了保存液 D

的 4倍稀释效果略优于 8倍稀释外，其他保存液的

结果均显示 8倍稀释较 4倍稀释的效果好。综合以

上结果，筛选出保存液 B的 8倍稀释作为超雄黄颡

鱼精液的保存液。

2.2 不同保存时间对人工授精效果的影响

不同保存时间的精液人工授精的受精率见图 1。

从图 1可知，对照组的受精率始终保持在约

90%的水平，且不同时间的差异较小。低温条件下，

保存液 B 的 8 倍稀释保存精液在 48 h 内的受精

率（84.5%～94.6%）与原精（85.3%～94.3%）相比差

异极小，受精效果均较好。48～96 h与原精相比，

受精率呈现一定下降趋势，120 h后保存精液的受

精率急剧下降，144 h受精率降低至约 60%。结果表

明，保存液 B的 8倍稀释保存精液最好在 2～3 d

内使用，保存时间过长，受精效果存在一定的风险，

同时使用前要求镜检精子的活力情况，该结果与观

察到的不同保存时间精液的精子活力结果基本吻

合。
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图 2 不同浓度 NaCl激活液条件下人工授精的受精率

图 1 不同保存时间的精液人工授精的受精率

表 3 超雄黄颡鱼精子在不同浓度低渗溶液中的活力 1）

1）同列标注相同字母表示差异不显著（ >0.05），不同字母表示差异显著（ <0.05）。

激活液浓度 /% 快速运动时间 /s 慢速运动时间 /s 精子寿命 /s 激活率 /% 受精率 /%

0.0 23.3±0.6a 58.3±7.1 120.0±19.9a 96.3±2.3c 69.9±4.0a

0.1 28.0±4.0abc 59.3±8.5 434.7±21.2b 93.7±3.2c 74.5±5.3ab

0.2 32.3±4.6c 78.7±20.7 480.0±26.2cd 93.3±2.9c 77.0±0.4b

0.3 38.7±3.8d 77.0±19.0 528.0±17.1f 93.1±2.9c 77.1±1.6b

0.4 31.7±1.5bc 68.7±8.5 496.0±31.4de 63.3±5.8b 73.8±1.5ab

0.5 26.0±2.6ab 64.0±10.4 441.3±10.1bc 55.0±5.0a 72.0±2.6ab

2.3 不同低渗激活液对超雄黄颡鱼精子活力的影响

超雄黄颡鱼精液在不同浓度 NaCl溶液中激活

的情况见表 3。

结果显示，低渗溶液能不同程度地提高超雄黄

颡鱼精子的活力与寿命。各试验组的精子强烈运动

时间显著高于对照组，以 0.2%浓度组和 0.3%浓度

组最高，分别为 32.3±4.6、38.7±3.8 s，相比对照组

延长了 9～15 s；精子慢速运动时间同样以 0.2%浓

度组和 0.3%浓度组最高，其次是 0.4%浓度组，均显

著高于对照组。精子寿命以 0.3%浓度组最高，0.4%

和 0.2%次之，同样显著高于对照组。

精子被激活数量的观察结果显示，随着低渗激

活液浓度增大激活比例呈下降趋势，但 0.0%~0.3%

浓度组精子的激活率下降不明显，均保持在 90%以

上，而 0.4%～0.5%浓度组精子的激活率显著下降，

仅 60%左右。

2.4 不同低渗激活液对人工授精受精率的影响

不同低渗激活液激活条件下全雄黄颡鱼人工

授精受精率的结果统计见图 2。

结果表明不同低渗激活液条件下获得的受精

率存在差异（69.9%～77.1%），激活液在 0.0%～

0.3%的浓度范围，受精率随着浓度的升高而上升；

在 0.3%～0.5%的浓度范围，受精率随浓度的升高而

下降，其中以 0.3%浓度组的受精率最高，0.2%的次

之，两者显著高于对照组。

3 讨 论

3.1 不同保存液及稀释比例对超雄黄颡鱼精液保

存效果的影响

本研究考察了 4 ℃条件下 5种精子保存液保

存超雄黄颡鱼精液的效果，与对照组相比，5种保存

液均可延长 YY超雄黄颡鱼精液的保存时间。各保

存液之间存在一定差异，保存液 B的保存效果相对

最佳，其次是 D，再次是 C、A、E。不同保存液间效果

的差异与保存液的配方组成有关。精液的保存需要

适当的渗透压、离子组成、pH、能量供给等一系列条

件，保存液的组成越接近精浆的组成，保存时间就

会越长[9]。本实验中 5种精子保存液均在相关研究

中证实对精液短期低温保存具有良好效果，但对于

超雄黄颡鱼精液的保存效果存在一定的差异。超雄

黄颡鱼精子在含葡萄糖溶液中的寿命较其他保存

液中相对较长，可能葡萄糖除提供适宜的渗透压

外，还起着额外的作用。这与苏德学等[11]在黄颡鱼精

子保存中的研究结果类似，推测黄颡鱼精子具有利

用细胞外源性葡萄糖的能力，以弥补在活动过程中

消耗的部分能量，从而使精子寿命得到延长。Gar-

diner[12]也认为体外受精鱼类的精子具有三羧酸循环

保存液 B保存精液（8倍稀释） 鲜精
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代谢的能力，可以通过氧化作用利用细胞外源性碳

水化合物，尤其是葡萄糖、半乳糖和果糖，这三种单

糖可以是精子活动存活的可选择和次级的能源。

保存液不同的稀释倍数对保存效果同样存在影

响。本研究结果表明，除了保存液 D的 4倍稀释效果

略优于 8倍稀释外，其他保存液 8倍稀释均较 4倍稀

释效果好，这与丁淑荃等[4]在实验中获得的黄颡鱼保

存液以 5～7倍的稀释比例较好的实验结果一致。

3.2 保存精液对受精率的影响

对照组的受精率始终保持在 90%左右的高受

精率水平，且不同时间点的差异极小，表明实验过

程中选择的雌鱼和雄鱼发育情况良好，精卵质量优

良。精子保存过程中运动受到一定的抑制作用，精

子的运动和渗透压的维持是一个耗能的过程，保存

液中精子活力随保存时间的延长出现不同程度的

下降，推测跟精子的能量消耗有关。低温条件下，保

存液 B 8 倍稀释保存的精子在 48 h 内的受精率

（84.5%～94.6%）与鲜精（85.3%～94.3%）相比差异

极小，受精效果均较好。在 48～96 h与鲜精相比受

精率略微下降，120 h后则急剧下降，144 h受精率

下降至 60%左右。该保存液保存的精子在 72～96 h

激活后 80%的精子在作快速运动，由此可推测全雄

黄颡鱼人工授精要达到满意的受精效果，使用的精

液应满足激活后 80%以上的精子可以快速运动，另

外保存的精液最好在 2～3 d内使用，保存时间过

长，受精效果存在一定的风险，同时使用前要求镜

检精子的活力情况。鲁大椿等[13-15]的研究结果表明

家鱼人工授精时，精卵的量比以 30万～40万时受

精率最高。大部分的鲤科鱼类的精子浓度在 60%～

70%，密度大都在 200亿～400亿 /mL之间，即每毫

升原精可以使 50万～100万粒鱼卵受精。超雄黄颡

鱼的精液量相对家鱼少得多，精液不能挤出，人工

繁殖过程中合适倍数的稀释精液将大大提高生产

的效率，减少精液的浪费。

3.3 超雄黄颡鱼精子在不同浓度 NaCl溶液中活力

由于精巢中具有诸多抑制精子活动的因素，精

子的运动被抑制 [5]，鱼类的精子在精巢中是不运动

的，但具有很强的运动潜能[16]。当精子排出体外，在

适当的条件下精子便开始运动，这一过程称之为激

活[17]。渗透压是调节鱼类精子活力的主要因子，鱼类

精子激活比例随外界溶液渗透压的变化而变化，在

一定范围内淡水鱼精子激活比例随外界溶液渗透

压的降低而上升[18]。本实验结果表明不同浓度 NaCl

溶液对精子的活力与寿命有非常显著的影响。在

0.1%～0.5%的 NaCl溶液中，精子寿命均高于直接用

水激活。从精子被激活强烈运动时间来看，在 0.3%

NaCl 溶液中精子强烈运动时间最长为 38.7 s，在

0.5%溶液中精子强烈运动时间最短为 26.0 s。从精

子数量来看，在 0.0%～0.3% NaCl溶液中被激活的

精子在 93%以上，在 0.4%～0.5% NaCl溶液中被激

活的精子占 50%～60%。由此得出 0.3% NaCl溶液

是超雄黄颡鱼精子的最佳激活液，可提高人工繁殖

效率，在生产上大规模应用。

本研究中超雄黄颡鱼精子在浓度为 0.0%～

0.5%的低渗溶液中，被激活后保持活力的时间和精

子激活率的结果与黄颡鱼基本一致，最适盐度范围

为 0.2%～0.3%[8]，但与瓦氏黄颡鱼精子激活的最适

盐度范围为 0.45%～0.55%不同[19]，这与鱼类不同的

生态习性存在一定关系，一般认为鱼类精子激活最

适的条件与其繁殖的环境相一致。

3.4 结 论

鱼类精原细胞经过一系列阶段成为精子。染色

体为 XY♂的黄颡鱼，产生 X、Y两种精子，而 YY♂

超雄鱼仅产生 Y精子。大量研究表明，X、Y精子存

在多方面的差异，如精子膜表面电荷、精子核和头

部的形态学差异、对 pH值的敏感性、Y精子中独特

的乳酸脱氢酶和 H-Y抗原、精子密度、泳动速度、运

动特性、DNA含量等[20-21]。两种不同雄鱼的精子组成

所适应的保存条件要求是否一致，需要通过实验确

认。研究结果表明，黄颡鱼精液保存效果良好的保

存液对于超雄黄颡鱼的精子保存同样具有较好的

效果，其中以保存液 B的 8倍稀释，0.3% NaCl激活

液，可以提高繁殖生产的效率，适合在生产中推广

应用。但两者的保存液要求是否完全一致及是否有

更加良好的超雄黄颡鱼的精子保存液配方，还需进

一步深入研究。
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肉鸡饲料中如何正确添加油脂

1）油脂的使用方法。因油脂黏性大，若添加不当很难拌均。采用人工添加时，要先做到加热溶化油

脂（冬季要求温度高些），逐步用粉料扩大稀释，搅拌均匀，最后与剩余日粮混均。切忌油脂直接与饲料

添加混合。也可用喷雾器把油脂均匀喷洒在颗粒饲料表面，从而提高肉鸡饲料的适口性。

2）油脂种类与适宜添加量。油脂包括动物油和植物油，动物油如猪油、牛羊油、鱼油等，其代谢能

在 33.5 MJ/kg以上，植物油如菜籽油棉籽油玉米油等，其代谢能在 29.3 MJ/kg左右。一般来讲，肉鸡

日粮中油脂的最佳用量前期为 0.5%，中后期逐渐加 5%～6%，使日粮中代谢能达到 13.4～14.2 MJ/kg，

能保持肉鸡较快的生长速率和最佳的经济效益。

3）使用油脂应注意的问题。油脂在肉鸡饲料中添加使用，还应该注意以下几点。

一是注意日粮营养平衡。油脂添加以后，提高了日粮能量水平，饲料中其他营养成分也要做相应

的调整，特别是要保持饲料蛋白与能量比不变。

二是贮存时间不要太长。油脂中含有较多的不饱和脂肪酸，贮存时间过长或在高温条件下存放易

氧化酸败，因此，存放时间越短越好，夏季一般不超过 7 d，冬季不超过 3周为宜。变质和有异味的油脂

不能使用。

三是加入抗氧化剂。由于加油饲料具有易氧化的特点，加入抗氧化剂是不可缺少的。

四是不能饲喂禽类油脂。肉鸡不能饲喂禽类油脂，以防感染各类传染病。
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