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一种新抗冻剂DMF在淡水鱼类精液

超低温保存上的应用*

(上海水产大学水产养殖系， 200090) 

提 要 本文首次报导了一种新的抗冻剂一-N-N一气甲基甲酷胶(Dimethyl

Formamide， DMF)对淡水鱼类精液超低温冷冻保存具街明显效果， 冻精的受精效果优于二

审亚枫(DMSO). 团头钧、鲤、草鱼、链、鳞使用13%DMF抗冻剂， 精液液氮保存3-4

周， 受精率分别为76%、54.03%、68.6%、37.9%和40.60%， 而用13%DMSO作为抗冻

剂时， 则分别为69.1%、42.6%、67.6%、19.4%和37.4%. 结果表明10-15%DMF作为

抗冻剂， 含O.5%NaCl的 稀释液稀释精液， 精液与稀释液按1:4比例棍合冷冻; 2%NaCl作

为激活剂， 以10倍体积激活剂稀释解冻精液进行授精为宜.

关键词 鱼类精液， 超低温保存， N- N-二甲基甲酷胶(DMF)

随着鱼类人工繁殖、苗种生产和遗传、 育种研究工作的进展，鱼类精液超低温冷冻保
存技术，引起了人们的极大兴趣和重视，迄今已在鱼类中广泛开展了这项工作. 国外在本
世纽五十 年代就开展了该项研究工作，起步较早，至今已取得了一定的成就[10-1月。

我国从七十年代才起步研究，但近年来发展较迅速。 我国不少学者对鱼类精液超低温
冷冻保存技术作了大量试验工作[1-9)。 在家禽精液冷冻保存中，采用的抗冻剂主要有甘油
和二甲亚枫两种，但甘油对淡水鱼精液的冷冻保存，抗冻 效果不佳，而D MSO是目前使
用最广泛的鱼类精液冷冻抗冻剂[11) 现参照前人的试验经验，试图寻找一种新的鱼类精
液冷冻保存抗冻剂，从而提高冻精的受精率，完善鱼类精液超低温冷冻保存技术，为鱼类
人工繁殖，遗传育种和"基因库"及"精子库"的建立提供一种更合适的抗冻剂.

1材料与方法

1.1精液的来源
冬季收集成熟雌、雄鲤饲养在暖房池内，以便提早进行人工催情产卵。 挤取精液以超

低温冷冻贮存，至鲤自然产卵季节时，再取自然成熟的雄鲤精液样品进行试验，就可以延
长试验季节. 部分鲤精液取自上海青浦县水产收购站上市的野生鲤。 革鱼、 链、 蝙、 团头
筋的精液，分别从上海青浦县水产养殖场及江苏省昆山水产养殖场人工繁殖季节收集的。
挤取精液时，先用干毛巾擦干雄鱼腹部，后轻轻挤压腹部，同时用干燥消毒注射器吸取干
净乳白色精液，并镜检精子呈涡动状态才选用。 精液暂存 4t冰箱中备用.
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1.2精子活力标准
精液置于载玻片上，滴加蒸锢水后镜检精子运动状态。 一般分为 三级: (1)精子涡动状

态一一不能看清楚精子形态及运动轨迹. (2)穿梭运动一-íß不能看清精子形态，稍 能看清
精子运动轨迹. (3)慢速运动一一-能看清精子形态和运动轨迹。 只有涡动和穿梭运动状态的
精子才具有受精能力 ;慢速运动的精子基本上已不具有受精能力。

1.3抗冻剂DMF和稀释液渗透压测定
采用上海医科大学制造的FM -3A型冰点渗透压计。

1.4稀释液、 平衡、 降温与复温
稀释液配方为 葡萄糖4.8克、氯化饵0.06克、 拧橡酸纳2克、 氯化铀0.5克、 蒸锢水

100m1. 抗冻剂采用D MSO和DMF二种，浓度为10-15% . 然后再与一定量的精液棍合(
稀释液与精液按4:1 tl昆句). 置4t冰箱 内平衡20 分钟后，精子呈涡动状，才能作为冷冻材
料. 降温和复温均采用分步法进行。
1.5人工授精

预备好按常规催产所获得的成熟卵子，置于培养皿内。 每个培养皿放卵 200粒左右，加
0.5 m1 解冻精液，进行干法授精. 激活剂按一定比例量与解冻精液酒合均匀，再倒入 培养皿
中轻轻拌句受精. 干法受精后，再加清水冲洗数次，清除抗冻剂及污物，在室温下孵化，每
日换水数次. 胚胎发育至原肠中期计算受精率(鲤胚胎发育至发眼期时计算). 待出膜孵出鱼
苗，按常规计算孵化率.

2结果

2.1家鱼与野生鲤精液质量的差别
鲤精液质量对冷冻效果的试验，发现在室 内水族箱饲养二周以上的鲤、饲养在池塘里的

鲤以及繁殖季节从水产收购站收集野生鲤的精液，经冷冻后精子的成活率和活力程度有明显
的差异(表1).

囊1 不罔环境最件下罐罐精班冷冻结果的量别

Table 1 The cryopre饵tnadve difference of common帽叩sperm for different environmental con. 

didon 

环境条件 水族箱 池糖 野生

抗冻剂 DMSO DMF DMSO DMF DMSO DMF 

浓度(%) 10 10 10 13 10 13 13 13 

精子平均成活率(%) 42 4S 60 SS 71 76 80 80 

解冻后精子最高成活率(%) 60 60 70 70 90 90 90 90 

精子活动状态 穿槐 穿俊 涡动穿梭穿梭涡动 涡动 涡动

在水族箱饲养的鲤，精液量少质差，精子涡动仅为20秒左右，解冻后精子平均成活率
为 42-45% ;池塘饲养的鲤. 精子涡动时间为 30秒左右，精子平均成活率则为 55-76% ;
野生鲤，精子涡动时间长 达到-75秒，精子平均成活率高 达80% 以上. 因 此鲤精液超低温
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冷冻保存尽量取野生雄鲤精液，精子质量好，寿命长， 有较高 的受精率.
2.2 13%DMF稀释液的渗透压及激活剂

含不同浓度NaCl的稀释液(0.05%，0.1%，0.5%和1.0%NaCl)与13%D MF和精液混合
后， 渗透压分别上升为1060，1185， 1380 和 1460毫渗透压(mO sm). 四种混合液渗透压上升

的平均幅度为778.8m Osm(表匀。
襄2 含13%DMF稀帮攘的鲤精班司'理压

Table 2 The osmotic pressure of commonωrp sperm with 130/0 DMF ln extender 

稀籍液中NaCI含量 稀释液 精液+13%DMF稀释液 平均上升幅度

附
-

m

M

m

m

(mOsm) 

320 

390 

560 

700 

(mOsm) 

1060 

1185 

1380 

1460 

(mOsm) 

740 

795 

820 

760 

精 液 稀 释 后置 4'C平衡20 分钟， 效果为最佳， 能 被 0.6% NaCl(206mOs m)-4% 
NaCl( 1360m Osm)溶液激活(表3). 其中以含O.5%NaCl的稀释液处理精液， 用 2%NaCl作
为激活剂时， 精子涡动的时间最长为16秒.

襄3 舍不同浓厦NaCI的稀精班中帽子披撒溃的状态

Table 3 The actived effects of spermatozoa in extender wlth different NaCI concentrations 

精子涡动的时间(S)

激活剂浓度 稀释液中NaCI含量(%)

(NaC� %) 0.05 0.10 0.50 1.00 

0.6 5 4 4 

1.0 5 3 8 3 

2.0 5 4 16 8 

3.0 4 3 14 4 

4.0 不被激活 不被激活 12 6 

4.1 不被激活 不被激活

2.3不同浓度的DMSO与DMF对精液冷冻效果的试验
D MF对团头筋 精子的抗冻效果 与D MSO相差不大，1O-15%D MF对鲤精的抗冻 效果 v

优 于D MSO(表4)。
2.4鲤、 团头筋、 草鱼、 链和鳞冻精受精试验

采用 13%D MF作为抗冻剂， 这五 种鱼的冻精受精率都高 于 13%D MSO 抗冻剂组;

鲤、团头筋的孵化率也高 ， 孵出鱼苗经7天培育， 成活率达90%(表5).
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褒4 不同浓度的抗冻荆对鲤、 团头勘精子成活率的影响

Table 4 The survival rates of spermatozoa of commonωrp and blunt snout bream for the 

cryoprotectant of different concen衍a创ons

鱼 类 鲤 团头筋

抗冻剂 DMSO DMF DMSO 

浓度(%) 10 13 15 10 13 15 10 13 15 10 

解冻后精子簸高成活率 80 70 70 90 90 90 90 90 80 90 (%) 
解冻后精子平均成活事 51 50 43 55 57 60 75 76 70 73.5 (%) 

精子活动状态 穿梭 穿梭 穿梭 涡动 涡动 涡动 涡动 穿梭 穿梭 涡动

亵5 团头筒、 鲤、 草鱼、 链、 蝙冻精搜精斌验结果

鱼类

抗冻剂

浓度(%)

受精率(%)

孵化率(%)

3讨论

Table 5 The results of frertilizi咆test of cryopreservative sperm in carps 

团头筋 鲤鱼 革鱼 鳝鱼

DMSO DMF DMSO DMF IDMSO DMF þMSO DMF 

10 13 15 10 13 15 13 13 13 13 13 13 

13.9 69.1 11.3 17.0 76.0 14.2 42.6 54.1 67.6 68.6 19.4 37.9 

78.3 74.5 66.7 73.7 8 1.3 79.4 48.2 53.4 

3.1一种新的鱼类精液抗冻剂

DMF 

13 15 

90 90 

76 75 

涡动 涡动

鳞鱼

DMSO DMF 

13 13 

37.4 40.6 

从 19 87年我们选择了一种新抗冻剂D MF. 这是一种无色液体，分子 量 73.8. 常用来
作为组织或细胞培养的保护掖. D MF分子 具有极性，能搭解多种难溶的有机物和高聚物，
并能以任何比例与水混溶，惨透能力强，扩散速度快，能与电介质整合从而降低细胞内电介
质的浓度，具有细胞内保水作用，降低原生质冰点等优点• IS%D MF的凝固点为-7t. 而
IS%D MSO 则为-st . 因此. D MF对低温的缓冲作用稍胜于 D MSO. 当精液与含有
O.5%NaCl的稀释液和 13%DMF混合后，混合液的渗透压为1380mOsm;用 2 -4%NaCI
溶液作激活剂时，其渗透压为 684-1369 mOsm. 由于混合液的渗透压相对 2-4%NaCl溶液
是高渗溶液，因此精子为能被较低渗的2-4%NaCl潜液激活，当采用4.1%NaCl 榕液，渗
透压为1500 mOs m 时，精子 则不能被激活( 表3)。 可以认为D MF抗冻剂与D MSO相似，
也是通过渗入细胞内，提高精子渗透压，使其冰点下降，能起到抗冻保护作用，使精子免受
低温冲击致死.

试验结果表明，鲤、 团头前精液使用D MF作为抗冻剂，解冻后的精子 与鲜精一样，呈
全涡动状态，持续时间长. 当精液解冻后未加水时，与使用D MSO时一样，精子 保持静止
状态，但加水激活后，用 D MF抗冻剂的精液，要静止片刻约 10-20秒，才开始被激活涡
动，而使用 D MSO 抗冻剂的精液加水后立刻开始涡动. 这可能是由于DMF作为抗冻剂
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时，精液加水后，引起的渗透平衡比较缓慢，导致精子涡动持续时间也就较长一些;而用
DMSO作为抗冻剂时，精班加水后引起渗透平衡较快，解冻后精子即刻活动，相对地其涡
动时间则短一些，使精F能量瞬即被消耗尽. 这可能也是DMF作为抗冻剂的精子受精率较
高的原因。 现我们推荐鲤、 团头筋 可使用 1O- 15%DMF作为抗冻剂. 稀释液中NaCl浓度
0.5% 为宜，以2%NaCl作为解冻精子的激活剂。 至于草鱼、链和蝙用DMF作为抗冻剂稍
能显示出优越性，因 试验次数少 ，未针对不同种类，选择适当的DMF浓度以及最佳降、 复
温程序，来求得解冻后精子的最高成活率，这有待于今后进一步研究.
3.2家养鲤和野生鲤精液质量出现明显的差异性

一般情况下，野生鲤的精液质量比室内水族箱和池塘内饲养的鲤为佳. 野生鲤的精掖量
多，质好，鲜精掖精子涡动时间长，持续涡动时间竟达到50一 70秒;精掖经过平衡解冻，精
子被激活后，一般出现涡动状态，持续时间仍很长，达30-40秒，精子成活率达 90% 。 而
家养于水族箱饲养的鲤，其鲜精液精子涡动时间仅在20-30秒，解冻精液被激活精子平均
成活率一般为25- 76% 。 为此，说明野生鲤精子有较高活力，相应受精率也会提高。 因此，
我们认为在建立精子库或育种挑选亲鱼时，应该考虑到取野生鲤精液为宜，其后代体质较为
健壮。 渔民们普遍有这样经验，取野生雄鲤为父本，另取池塘饲养的雌鲤为母本，繁衍后
代，生长快，一般当年就可达0.5公斤以上商品规格. 有条件的温场可因 地制宜地普遍采用
此法，大大缩短鲤养殖周期，使当年鲤直接培育成食用鱼，这在生产上是有明显的社会效益
和经济效益。

3.3解冻精液的稀释

人工授精时，当精卵棍合时，如果加少 量一定浓度的NaCl 榕液激活，精液往往容易凝
成胶状物，导致精子丧失活力，受精率极低，甚至不能受精。 若在解冻精液中加人一定比例
量的NaCl榕液，胶状物就很少 出现，甚至不发生肢体丝状物。 因此，在授精时，精液与一
定比例浓度的NaCl溶液先说合，然后再与卵混合均匀，就不见肢体丝状物出现，保证正 常
受精。 经多次试验，解冻精液用NaCl 溶液以 1:10 稀释，使每粒卵子占有 2. 5万尾精子量接
触己能保证受精的顺利进行。
3.4受精率高低的原因分析

在本试验中，除了团头筋解冻精液受精率和孵化率较高外，鲤鱼及家鱼受精率都不甚理
想，这是因为在降温、复温程序中未能安全越过一 40 t--60 t的冰晶形成区，从而导致解
冻精子死亡，即使有成活精子，其活力也不高，寿命缩短，不呈现涡动和穿梭运动。 据实验

观察，无涡动和快速穿梭运动的精子不具有受精能力。 其次是解冻精子由于冷冻而引起形态
结构上的变异，精子酶活性的破坏，大量复苏精子被胶质所包埋，精子活力被抑制，显然这
些精子是没有受精能力的。 另外各种鱼类的精液对稀释液浓度的要求不甚相同，精液理化特
性也不一致。 当通过添加一定的抗冻剂，防止细胞在降温过程中的严重脱水和低温打击，避

免细胞内冰晶的形成，并采用适当的降温速度，使精子安全越过冰晶形成区，进入玻璃化状
态。 此时精子就不会出现原生质的严重脱水，细胞结构完整，精子解冻后即可恢复运动能
力。 但这种玻璃化状态是不稳定的，温度回升到-6o t以上时，会发生再结晶现象。 因此，
寻找各种鱼类精液超低温冷冻保存最佳最稳妥的操作程序是至关重要的。 超低温冷冻保存鱼
类精液，冻精受精率达到或接近 常精受精的水平也是完全可能的。 近年来，家养鱼类的提纯
复壮，引进新品种，扩大养殖品种，种质资糠的保存，鱼类精子库的建立，己提到水产养殖
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业的日程上，从"种"的角度来加以考虑。 所以非 常迫切要求精液超低温冷冻保存技术得以完
善和应用到生产上。 为此，再深入一步开展这项工作的研究，制订一套规范化的冷冻保存技
术，这将会进一步推动我国水产养殖事业的向前发展.

水产养殖系1987-90届学生赵德福、 雷庆锋、 陈景楠、 刘立新、 彭林林、 吴宜东、 赵

吉伟、 周'陶等参加了该项试验， 在此深表感谢。
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APPLICATION OF A NEW CRYOPROTECTANT ON CRYOPRESE 

RVATION OF FRESHWTER FISH SPERM 

Jiang Ren�liang Zhao Wei-xin and Zhang Yin'…jiang 
(Department 01 Aquaculture， SFtJ， 200090) 

ABSTRACT In this paper， a new kind of cryoprotectant-Dimethyl formamide (DMF) is be-
ing reported that it has a signíficant effect on cryopreservation for fteshwater fish sperm. The ferti­
lizing rates of thawed sperm in blunt snout bream， commonωrp， grass carp ， silver carp and 

bighead carp are 76 %，54.03% ，68.6 %，37. 9% and 40.6 %， resp回tively. Using 10-15 % DMF as 
cryoprotectant anå 0.5% NaCJ ;n extenåer were av.ajJabJe. 2%N.aCJ as actjve soJuHon and 10 
time串volume of active solution to dilute thawed sperm during fertilization were necessary. 
KEYWORDS fish sperm， cryopreservation， DMF (N-N-dimethyl formamide) 
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