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大珠母贝精子短期保藏条件的初步筛选 
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摘要: 为初步筛选不同基础液、保藏温度(4 ℃与 23 ℃)、保存时间(0~120 h)、保护剂(5% DMSO、DMA、

DMF、EG)对大珠母贝(Pinctada maxima)精子活力的影响, 通过采用精子质量分析仪检测精子总运动率、

直线运动速率、曲线运动速率、平均路径运动速率、头部位移距离和鞭毛摆动频率。结果表明, A、B、

C 三组基础液能不同程度上激活精子, D、E 两组结果与之相反; 精子被激活后, 5 组基础液中精子活力存

在显著的差异(P<0.05), 其中 E 组基础液的精子总运动率最高, 达到 80.79%; 与室温保藏结果相比, 低温

(4 ℃)组精子总运动率显著(P<0.05)高于室温(23 ℃)组, 精子活力的保持时间明显优于室温组; 低温(4 ℃)

保存 120 h 内, 精子的运动呈先平稳后下降的趋势, 精子的最佳保藏时间为 24 h 内, 精子总运动率、直线

运动速率、曲线运动速率、平均路径运动速率分别为 82.27%、59.62 μm/s、81.95 μm/s 和 70 μm/s, 头部

位移距离为 2.56 μm, 鞭毛运动频率为 2.93 Hz; 低温(4 ℃)保存 12 h 后, 对照组精子总运动率显著(P<0.05)

高于保护剂组, 精子总运动速率保持在 80%以上, 而保护剂组的精子活力呈现逐步下降趋势, 精子总运

动率显著性(P<0.05)下降。综上表明, 将使用 1x D-Hank’s 溶液为基础液的大珠母贝精子保存在低温(4 ℃)

条件下, 24 h 内可保持其精子活力, 并延长保存时间。 
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大珠母贝(Pinctada maxima)别称白蝶贝, 隶属于

软体动物门 (Mousca), 双壳纲 (Bivalvia), 珍珠贝目

(Pterioida)、珍珠贝科(Pteriidae)、珍珠贝属(Pinctada), 

是一种热带海洋珍珠贝类, 具有重要的经济和生态价

值[1-3]; 主要分布于印度洋和南太平洋沿海, 中国主要

分布于广东、广西、海南等近海海域[4-6]。近年来, 由

于过度捕捞及近海养殖环境恶化等原因[7-8], 导致大珠

母贝人工育苗、养殖及插核技术的相关研究受到了诸

多因素的限制, 特别是养殖区域由于水质、表面附着

物、寄生等原因, 出现人工养殖成活率低的情况[9], 这

些因素都制约着大珠母贝养殖业的发展。 

大珠母贝是雌雄异体, 进行体外受精, 繁殖期一

般为每年的 4 月至 11 月, 繁殖盛期一般在 5 至 8 月。

在人工育苗过程中, 通常使用阴干、化学物质诱导

等手段 [10]收集精子和卵子, 但诱导时常出现不能正

常排放精子或精子与卵子排放不同步的现象。当出

现上述现象时 , 出现排卵与精子不同步时 ,要求精

子在体外存活且保持一定活力进行受精作用; 研究

表明, 水环境的 pH 值、温度、离子浓度的变化影

响精子的活力 [11-12], 并且可通过改变基础液、保藏
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温度、降温程序等条件[10, 13-15], 有效延长精子活力

时间; 在 4 ℃条件下葡萄牙牡蛎的精子活力能够保

持 3 d[16], 扇贝精子保存 6 d 后精子活力从 60%降至

0%[15], 合浦珠母贝精子在 5 d 后活力从 80%降至

51%, 其中 24 h 内是最佳低温保存时间, 精子总运

动率保持在 74%左右[17]。因此, 针对生殖细胞成熟

或排放不同步的情况, 为后续超低温长期保藏大珠

母贝精子提供理论依据, 对大珠母贝的人工繁育具

有重要意义。 

目前 , 生物种质资源保藏在各行各业中发挥着

重要作用 [18], 精子保藏对提升育种研究效率和维护

生物多样性具有重要意义。在软体动物方面的相关

报道主要集中在合浦珠母贝(Pinctada martensii)[19]、

太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)[20]、扇贝[21]等, 对大

珠母贝精子保藏的相关报道较少, 研究方向主要偏

重于精子超低温保藏的方法, 对低温短期保存的相

关研究存在空白之处 ; 同时 , 养殖场地存在无精子

超低温冷冻设备及保存设施等问题。本实验以繁殖

时期大珠母贝的新鲜精子作为研究对象, 探究短期

内低温条件对精子活力的影响, 旨在为后续超低温

长期保藏大珠母贝精子提供理论依据, 以期解决目

前大珠母贝人工育苗过程中存在的实际问题, 为大

珠母贝种质保藏、人工受精与育苗等工作提供科学

参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

大珠母贝取自海南三亚, 采用生长良好、体壮、

无寄生虫感染或其他病害同一批次生长的 3~5 年的

大珠母贝(壳长: 24.52±0.56 cm; 壳高: 40.18±0.5 mm)

进行试验, 在中国水产科学研究院南海水产研究所

热带水产研究中心盐度 30±0.2, 温度 25±2 ℃, pH 为

8.0±0.2 的海水中进行暂养备用。 

1.2  精子的收集 

挑取 6 只性腺成熟且饱满的大珠母贝, 通过性

腺颜色对其进行性别鉴定, 使用灭菌后的解剖刀小

心切断大珠母贝闭壳肌 , 打开贝壳 , 用干纱布去除

水分和多余的的组织液, 用剪刀镊子将性腺与其他

组织进行分离 , 放入灭菌后的烧杯中 , 无菌手术刀

划开大珠母贝性腺, 吸管将精液转移至无菌冻存管

中, 将 6 只大珠母贝活力达标的精液进行等比例混

匀并分装好, 放于 4 ℃备用。 

1.3  精子基础液的选择 

5 种基础液的分组及配置方案见表 1, 共分为 5

组, 分别对精液稀释(精液∶基础液为 1 10), ∶ 每个

实验组设置 3 个重复, 将其放置 4 ℃下 1 h 后进行观

察; 同时记录 1 mmol/L 人工氨海水(取 74.8 L 25%

浓氨水用无氨人工海水稀释至 1 L, 充分混匀, 现配

现用, 用于大珠母贝精子的激活)激活精子后的活力

情况, 每管样品测定 6 个视野。 

 
表 1  基础液试验组别设置 
Tab. 1  Extender test groups 

组别 基础液 pH 

A 天然海水 8 

B 人工海水 8 

C 柠檬酸钠溶液[22] 7.3 

D 4% KCl 4% NaCl∶ 溶液[23] 6.2 

E 1× D-Hank’s 溶液[12] 8 

 

1.4  温度对精子活力的影响 

在选择最佳基础液的基础上, 对大珠母贝精子进

行稀释(精液∶基础液为 1 10), ∶ 分别在室温(23 ℃)

和低温(4 ℃)条件下保藏, 每个实验组设置 3 个重复, 

记录在 0~120 h内 1 mmol/L人工氨海水激活精子后的

活力情况。 

1.5  精子保护剂的选择 

在温度实验结果上 , 分别设置对照组 (不加保

护剂)、5% 的二甲基亚砜(DMSO)溶液、5% 的二

甲基甲酰胺(DMF)溶液、5%的甲基乙酰胺(DMA)溶

液和 5% 的乙二醇(EG)溶液[19]5 个组别, 精液与保

护剂的比例为 1 20, ∶ 每个实验组设置 3 个重复, 记

录在 0~120 h 内 1 mmol/L 人工氨海水激活精子后的

活力情况。 

1.6  精子活力的激活  

将 1 mmol/L 人工氨海水作为大珠母贝精子激活

液, 精子悬浮液与激活液以 1 1 000∶ 的比例将其混

合, 激活 30 s, 取 5 L 待测样品在精子质量分析系

统下连续观察, 每个样分析 6 个视野。 

1.7  精子活力检测质量评价 

利用精子质量分析仪对大珠母贝精子活力进行

分析, 每次镜头捕捉的精子个数控制在 300~500 个
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之间, 每个样随机选取 6 个视野进行精子活力检测; 

将精子总运动率(total motility, TM,%)、曲线运动速

率(curvilinear velocity, VCL, μm/s)、直线运动速率

(straight-line velocity, VSL, μm/s)、平均路径运动速率

(average path velocity, VAP, μm/s)、头部位移距离

(head displacement, ALH, μm)、鞭毛摆动频率(beat- 

cross frequency, BCF, Hz)作为精子活力质量评价参数。 

1.8  数据分析 

试验过程中 , 测定的精子各指标数据使用统计

分析软件 SPSS19.0 进行统计分析, 并且使用该软件

进行方差齐性检验, 利用单因素方差分析法对实验

数据进行分析, 采用 Origin 2019 进行作图。 

2  结果 

2.1  基础液对大珠母贝精子活力的影响 

5 组基础液分别稀释精液后, 通过显微镜观察, 

结果表明(表 2), A、B、C 三组在没有激活剂的情况

下都存在部分精子被激活的情况, 其中 C 组比 A、B

两组精子更加活跃, 精子活力达到 5.9%~10%; 在相

同条件下, D、E 两组无法激活精子, 观察发现并没有

进行活动或颤动的精子, 由此可见, D、E 两组基础液

的效果均优于其他组。 

 
表 2  五种基础液对精子活力的影响 
Tab. 2  Effect of the five extenders on spermatozoa vitality 

基础液 精子活动情况 精子总运动率/%

A 极小部分颤动 0.8~1.2 

B 极小部分颤动 0.8~1.2 

C 小部分精子活动和颤动 5.90~10.00 

D 不动 0.00 

E 不动 0.00 

注: 大珠母贝精子的运动状态分为极活跃、活跃、活动、颤动。 

 

分别使用 1 mmol/L人工氨海水激活 5组精子, 测

定其总运动率, 结果表明(图 1), A、B、C、D、E 组精

子总运动率分别为 59.23%、58.51%、43.91%、37.98%

和 80.79%, E 组的精子总运动率与其他组具有显著性

差异(P<0.05); A、B 两组之间无显著性差异, 但与 C、

D、E 各组中间具有显著性差异, A、B 两组基础液对

精子总运动率的影响具有相似影响; C 组的基础液与

其他组具有显著性差异, 精子总运动率高于 D 组; D

组精子总运动率最低, 结合活力观察结果(表 2), 表明

D 组的基础液可能对精子活力具有一定抑制作用。 

 

图 1  五组基础液对精子总运动率的影响 

Fig. 1  Effect of the five extenders on total spermatozoa 
motility 

注: 不同小写字母代表不同组之间的差异达到显著水平(P<0.05) 

 

2.2  温度对大珠母贝精子总运动率的影响 

通过基础液筛选实验后, 选取 1× D-Hank’s 溶液

作为大珠母贝新鲜精子的基础保存液, 1 mmol/L 人工

氨海水激活精子, 探究不同温度条件下保藏时间对精

子总运动率的影响, 结果表明(图 2), 低温(4 ℃)组大

珠母贝精子总运动率显著(P<0.05)高于室温(23 ℃)组, 

低温组精子活力的保持明显优于室温组, 36 h 内精子

总运动率保持在 78.30%~85.08%之间。 

 

图 2  保藏时间对不同温度条件下大珠母贝精子总运动率

的影响 

Fig. 2  Effect of storage time on the total motility of Pinctada 
maxima spermatozoa at two temperatures 

 

在低温(4 ℃)条件下保藏 120 h 内, 精子激活后的

总运动率呈先平稳后逐步下降趋势, 在 36 h 以内为精

子活力最佳保藏时间, 精子总运动率无显著变化(P> 

0.05), 保持在 78.30%~85.08%之间; 保藏时间为 36 h

时, 与 36 h 内精子总运动率相比显著降低(P<0.05), 精
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子总运动率为 57.87%; 保藏时间超过 36 h 后, 精子总

运动率显著下降(P<0.05), 至 72 h 时, 精子总运动率为

38.10%, 至 120 h 时, 精子总运动率显著下降(P<0.05)

至 18.06%。在室温(23 ℃)条件保藏 120 h 内, 精子总运

动率呈先缓慢下降再快速下降趋势, 在 6 h内为精子活

力的最佳保藏时间, 精子总运动率无显著性变化(P> 

0.05), 保持在 77.29%~ 84.75%之间, 保藏至 6 h 时, 精

子总运动率开始显著下降, 保存至 24 h 时, 精子总运

动率已低于 30%。 

2.3  低温(4 ℃)保藏时间对大珠母贝精子游

泳运动速率的影响 

在 4 ℃条件下保藏时间 120 h 内, 精子激活后

游泳运动速率(曲线运动速率 VCL、直线运动速率

VSL、平均路径运动速率 VAP)呈先平稳后下降的趋

势(图 3)。曲线运动速率 VCL 在 24 h 内无显著变化

(P>0.05), 保持在 88.55~101.965 μm/s; 保藏时间为

24 h 时, VCL 显著性下降至 81.95 μm/s; 直至 120 h, 

VCL 显著下降至 35.18 μm/s(P<0.05), 因此 , VCL

在 4 ℃的最佳保藏时间为 24 h 内。直线运动速率

VSL 在 36 h内无显著性变化(P>0.05), 保持在 37.95~ 

50.38 μm/s 之间; 在 36 h 骤降至 32.59 μm/s, 在 36 h

后直至 120 h 显著性下降至 13.77 μm/s, VSL 在 4 ℃下

的最佳保藏时间为 36 h 内。平均路径运动速率 VAP

在 4 ℃保藏条件 24 h 内无显著变化(P>0.05), 保持在

79.68~89.90 μm/s; 在 24 h 时, VAP 降至 70.00 μm/s; 

在 24 h 后骤降至 39 μm/s 以下, 因此, VPA 在 4 ℃下

的最佳保藏时间为 24 h 内。 

 

图 3  低温(4 ℃)保藏时间对大珠母贝精子曲线运动速率、

直线运动速率、平均路径运动速率的影响 

Fig. 3  Effect of storage at 4 ℃ on curvilinear velocity, straight- 
line velocity, and average path velocity of spermatozoa 

2.4  低温(4 ℃)保藏时间对大珠母贝精子头

部位移距离的影响 

探究低温保藏时间对精子头部位移距离的影响, 

结果表明(图 4), 低温保藏时间在 72 h 内, 精子头部位

移距离无显著性变化(P>0.05), 精子头部位移距离保

持在 2.62~3.03 μm 之间; 保藏时间为 72 h 时, 精子头

部位移距离降至1.95 μm(P<0.05); 保藏时间至120 h时, 

精子头部位移距离显著降低至 1.12 μm(P<0.05)。 

 

图 4  低温(4 ℃)保藏时间对大珠母贝精子头部位移距离

的影响 

Fig. 4  Effect of storage at 4 ℃ on the spermatozoa head 
displacement 

 

2.5  低温(4 ℃)保藏时间对大珠母贝精子鞭

毛摆动频率的影响 

探究低温保藏时间对精子鞭毛摆动频率的影响, 

结果表明(图 5), 4 ℃冷藏时间在 120 h 内, 精子鞭毛

摆动频率呈先平稳后逐步下降趋势, 在保藏 24 h 内, 

精子鞭毛摆动频率无显著性变化(P>0.05), 频率保持

在 4.21~4.62 Hz 之间; 冷藏达到 24 h 时, 精子鞭毛摆

动频率显著性下降(P<0.05), 频率降至 2.93 Hz; 超

过 24 h 后, 精子鞭毛摆动频率继续逐步下降, 直至 

 

图 5  低温(4 ℃)保藏时间对精子鞭毛摆动频率的影响 

Fig. 5  Effect of storage at 4 ℃ on spermatozoa beat-cross 
frequency 
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120 h, 精子鞭毛摆动频率降至 1.0 Hz 一下; 根据精

子鞭毛摆动频率在 4 ℃下的最佳保藏时间为 24 h内。 

2.6  保护剂对大珠母贝精子活力的影响 

通过对比低温(4 ℃)保藏12 h内5组大珠母贝精子

总运动率的变化趋势, 结果表明(图 6), 对照组精子活

力无显著性(P>0.05)变化, 精子总运动速率保持在80%

以上; 与对照组相比, 4 组加入保护剂的精子活力呈现

逐步下降趋势, 精子总运动率显著性(P<0.05)下降, 其

精子总运动率低于 45%以下; 在 4 组加入保护剂的组

别中, 5% 乙二醇(EG)溶液组的精子总运动速率显著

(P<0.05)高于其他3组, 当保藏至6 h 时, 5% 二甲基亚

砜(DMSO)溶液组精子总运动速率显著性下降(P<0.05), 

保藏至 12 h 时, 精子总运动率已低于 30%。 

 

图 6  低温保藏时间对加入不同保护剂大珠母贝精子活力

的影响 

Fig. 6  Effect of cryogenic storage with different protectants 
on Pinctada maxima sperm motility 

 

3  讨论 

3.1  基础液对精子活力的影响 

精子保藏的基本原则应是尽可能地保持精子的活

力及形态的完整。精子保藏温度、基础液类型、pH 等

因素都会对其活力产生影响[11-12], 基础液的选择在精

子低温保藏中至关重要, 合适的基础液在应对精子没

有激活作用, 并且能够更好地保留精子的活力[20]。大

多数海洋双壳贝类精子成熟后在释放到水环境中才会

被激活, 天然海水和人工海水对大珠母贝精子的活力

有一定影响, 使一部分精子进行颤动, 使用激活剂后, 

精子总运动率约 60%, 表明天然海水和人工海水对精

子的活性没有不利影响, 但是, 在没有激活剂的情况

下, 能够使一部分精子进行颤动, 这与合浦珠母贝的

相关研究存在差异[24], 可能是不同水域海水的理化性

质存在差异, 需要对大珠母贝精子保藏进行深入研究; 

柠檬酸钠溶液广泛用于精子冷冻保存中 [25], KCl 和

NaCl 混合溶液作为基础液时效果好[24], 不能直接激活

精子, 与本研究结果一致。D-Hank’s 溶液是精子保存

中常用的基础液[26], 其成分中含有葡糖糖成分和微量

酚酞红, 有效控制精液中的细菌, 可以有效的减少微

生物对精子活力的影响, 可一定程度延长精子保存时

间[27-29], 而酚酞红对细菌具有一定的抑制作用, 可避

免在精子保存过程中细菌的大量滋生; 精子在体外存

活需要消耗能量, 葡萄糖可为精子的生理活动提供能

量[30], 一定程度上有利于延长精子的寿命, 因此, E 组

基础液在大珠母贝精子保藏方面具有明显优势。 

3.2  温度及其低温保藏时间对精子活力的

影响 

精子的运动活力是检验精子活力及功能的关键因

素, 决定着精子的质量和受精能力。精子运动率、速度、

位移程度及持续时间受温度的影响[31-32], 当环境温度

超过最适温度时, 细胞的呼吸作用和能量代谢增强, 

能量消耗加快, 导致精子运动提前停止[32]; 精子内含

有许多种酶, 温度可以影响酶的催化活性[33-34], 从而

影响精子的生物化学的反应速度。精子一旦被激活后, 

精子内储存的能量很快将被消耗掉, 大幅降低精子的

寿命; 目前, 一般通过降低保藏温度, 以此达到降低精

子的能效消耗和延长精子寿命的目的[12]; 在针对精子

和卵子成熟或排放不同步时选择 4 ℃低温保藏, 虽然

4 ℃低温保藏可以大幅降低精子的生理生化反应及代

谢活动, 但是并不能完全阻止其活动, 依然在消耗能

量, 因此, 探究 4 ℃低温保存时间对精子活力的影响

变得尤为重要。本研究实验结果与合浦珠母贝、葡萄

牙牡蛎[20]在 4 ℃低温条件下保存时间接近, 但是其保

藏时间短于扇贝等[12], 造成这种差异的因素可能是由

于不同物种之间的精子运动能力水平存在一定的差异; 

低温保藏时间对大珠母贝精子活力的影响结果为大珠

母贝精子短期保存提供科研依据, 同时, 可为人工繁

育及种质保藏等相关研究提供理论基础。 

3.3  保护剂对精子活力的影响 

精子低温或超低温保存时, 影响精子活力降低的

主要原因是温度转化过程对其造成的伤害, 添加保护

剂是在精子保存过程中常用来提高精子运动能力的手

段[19]。二甲基亚砜(DMSO)、二甲基甲酰胺(DMF)、二
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甲基乙酰胺(DMA)、乙二醇(EG)是精子保存技术中常

用的几种保护剂[12, 19], 但本实验结果表明, 在低温保

藏条件下, 加入保护剂的组别精子运动能力显著低于

对照组, 且经过保藏时间的延长, 精子运动能力逐步

下降, 而对照组的活力无显著变化。保护剂虽然有渗透

性强、亲水性好, 能够降低温度变化给精子带来的物理

性伤害[35-37], 但是其本身具有一定毒性, 容易因保护

剂的毒性导致精子的质膜结构发生变化、运动能力的

降低等[38]。加入保护剂组与对照组的精子运动能力存

在显著差异, 很有可能是该实验中使用的保护剂不适

用大珠母贝精子低温保藏, 亦或者是保护剂浓度过高, 

导致其对大珠母贝精子造成不可逆伤害, 有待进一步

研究进行确认, 同时, 建议在进行大珠母贝低温短期

保藏时, 可不加保护剂。 

4  结论 

本研究对比 5 组基础液对精子活力影响的结果, 发

现 E 组基础液在保持精子活力方面具有显著优势, 同时

通过分析不同温度及其低温保藏时间对大珠母贝精子

活力的影响, 表明在低温条件下, 大珠母贝精子在不加

任何保护剂的情况下最佳保藏时间是 24 h, 该时间内大

珠母贝精子各项指标都能保持在较高水平。当人工育苗

过程中, 出现精子与卵子排放不同步时, 可将精子置于

D-Hank’s 溶液中在 4 ℃下进行短期保存。目前, 我国大

珠母贝人工繁育技术存在难点与瓶颈, 制约着大珠母贝

养殖业的发展, 因此, 有必要进一步探究大珠母贝精子

低温或超低温保存技术对其精子活力的影响, 为今后大

珠母贝的人工繁育及种质保藏工作做准备。 
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Abstract: The effects of different storage conditions, such as the extender, storage temperature (4 ℃ and 23 ℃), storage 

time (0–120 h), and protective agent (5% dimethyl sulfoxide, Dimethyl Acetamide, dimethyl formamide or ethylene glycol), 

were determined on Pinctada maxima sperm motility. Total motility (TM), curvilinear velocity (VCL), straight-line velocity 

(VSL), average path velocity (VAP), head displacement (ALH), and beat-cross frequency (BCF) were detected with a sperm 

quality analyzer. The results showed that the extenders in groups A, B, and C activated the spermatozoa to varying degrees 

but not those from groups D or E. After the sperm were activated, there were significant differences in sperm motility in the 

five groups of extenders (P<0.05), and the total sperm motility rate in the group E extender was the highest at 80.79%. Total 

sperm motility in the low temperature (4 ℃) group was significantly (P<0.05) higher than that in the room temperature 

(23 ℃) group, and the retention time of sperm motility was significantly better than that in the room temperature group. 

Sperm motility was steady initially and then decreased during 120 h of storage at low temperature. The optimal storage time 

of the sperm was 24 h, and the TM, VSL, VCL, and VAP were 82.27%, 59.62 μm/s, 81.95 μm/s, and 70 μm/s, respectively. 

The ALH was 2.56 μm, and the flagellar BCF was 2.93 Hz. After 12 h of storage at 4 ℃, the TM of sperm in the control 

group was significantly higher than that in the protectant group (P<0.05), and the TM of sperm in the protectant group was 

maintained above 80%, while the motility rate of sperm in the protectant group showed a trend of  gradual decline, and the 

TM of sperm was significantly decreased (P<0.05). In conclusion, P. maxima sperm viability was maintained for 24 h and 

preservation time was extended using 1× D-Hank’s solution as the base solution at a low temperature (4 ℃). 
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