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亮氨酸对秋繁时黄颡鱼精子活力的影响

苏子豪　梅　洁　田进松　何　焱

华中农业大学水产学院,武汉４３００７０

摘要　在黄颡鱼(Pelteobagrusfulvidraco)精卵质量较差的秋繁早期,挑选体质量接近１００g的雄性黄颡鱼

并分为３组,分别注射生理盐水(对照组)、１００μmol/L亮氨酸(亮氨酸适量处理组)和１０００μmol/L亮氨酸(亮
氨酸高浓度处理组),剂量均为２００μL,研究亮氨酸对秋繁时黄颡鱼精子活力的影响.通过计算机辅助精子分析

(CASA)系统检测精子活力,发现亮氨酸适量处理组的精子活力衰退速度减小,精子运动时间提高.将３组黄颡

鱼精子用于人工繁殖,发现亮氨酸适量处理组受精率为３４．９％±４．７％,相比对照组的１５．９％±２．２％有显著性提

高;亮氨酸高浓度处理组精子的受精率为１６．４％±３．４％,与对照组相比无明显变化(P＜０．０５).结果表明适量

的亮氨酸能提高黄颡鱼精子活力,但过量的亮氨酸并不能提高精子的繁殖能力.在黄颡鱼秋繁生产上可以适度

添加亮氨酸以提高受精率.
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　　黄颡鱼肉质鲜美细嫩,营养丰富,无肌间刺,深
受广大消费者喜爱,而且在近年来其养殖业发展迅

猛,成为我国重要的经济鱼类之一[１Ｇ２].黄颡鱼精子

寿命短,激活后精子活力迅速衰退,运动时间较短,
仅４０s左右,其中精子具有足够运动速度穿过透明

带完成受精的时间就更少,这就使得精子质量成为

黄颡鱼人工繁殖工作的主要制约因素之一.
精子质量是后代成功受精和存活的重要因素,

通常从多方面进行评价.其中,精子活力是精子质

量的基本指标,是精子繁殖能力的关键决定因素.
与哺乳动物相同,鱼类精液中也含有大量的游离氨

基酸,且不同鱼类精液氨基酸成分具有较大差异[３].
有研究表明,补充氨基酸是提高精子活力的有效方

法.２００９年,Lahnsteiner[４]在调查虹鳟和鲤精液中

游离氨基酸的组成时,发现甲硫氨酸对２种鱼类精

子活力均有积极作用.但并不是所有的氨基酸都能

提高精子活力,２０１０年Lahnsteiner[５]在研究金头鲷

和鲈精液的过程中,发现除了部分种类氨基酸能提

高精子活力外,还有部分种类氨基酸能抑制精子活

力,且氨基酸对精子活力的影响具有种间特异性.

Zhang等[６]在对斑马鱼精子活力试验研究中发现,
亮氨酸能通过PI３K/Akt通路,抑制细胞自噬,提高

斑马鱼精子活力.但是亮氨酸能否提高黄颡鱼的精

子活力,改善黄颡鱼的人工繁殖条件还不清楚.
黄颡鱼对水温有一定需求,繁殖的适宜水温一

般在２０~３０℃.在四季分明的江汉平原区域,黄颡

鱼的繁殖时间由水温而定,一般在５月中旬到７月

中旬[７].然而随着夏季气温持续升高,过高的水温

会使黄颡鱼性腺退化无法繁殖.之后气温随季节下

降又或者连绵阴雨天后,黄颡鱼性腺会因为温度适

宜而恢复繁殖能力.黄颡鱼的这段繁殖时间被称为

秋繁,一般从８月２０日左右开始.随着江汉平原区

域的水温继续下降到１５℃以下,黄颡鱼便进入不吃

食的越冬阶段.越冬阶段由于水质不好调节,黄颡

鱼易病,故养殖上经常避开越冬,１a仅繁殖１次.
正常情况下５月份左右繁殖的鱼会直接在当年１０
或１１月份进行售卖.而秋繁的鱼则能紧接着下塘,
填补池塘无鱼的空荡期,并于来年６月份上市.秋
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繁不仅使池塘利用率最大化,能够实现１年养２次

鱼,而且能在淡季为消费者提供黄颡鱼商品,达到同

时满足生产和消费市场需要的双赢局面.
本试验拟针对秋繁期间,黄颡鱼繁殖能力还未

完全恢复的阶段,研究亮氨酸对其精子活力及繁殖

能力的影响,以期为提高秋繁时期黄颡鱼的繁殖能

力提供参考.

1　材料与方法

1.1　试验用鱼

试验在２０１８年８月进行,分为８月７日(正常

繁殖季节)与８月３１日(秋繁早期)２批.所用黄颡

鱼父母本均挑选于湖北省武汉市江夏区国营鲁湖养

殖场,其中雄鱼体质量为１００g左右,体型正常,鱼
体健康无伤.
1.2　雄鱼亮氨酸处理与雌鱼催产

８月３１日,即黄颡鱼秋繁初期,进行亮氨酸处

理.根据Zhang等[６]试验中斑马鱼的亮氨酸注射

量进行换算,最后将雄黄颡鱼分为对照组、亮氨酸适

量处理组和亮氨酸高浓度处理组３组,分别经胸鳍

基部 注 射 ０ μmol/L 亮 氨 酸 (生 理 盐 水)、１００

μmol/L亮氨酸和１０００μmol/L亮氨酸,注射量均

为２００μL,每１２h注射１次,共注射３次.
在雄鱼第２次和第３次进行亮氨酸处理的同

时,对雌黄颡鱼进行催产.雌黄颡鱼催产方法为二

针注射法,分别进行雌鱼催产剂第１针和第２针的

注射.第１针注射LRHＧA２(促黄体素释放激素,宁
波三生药业有限公司),剂量为１８μg/kg;第２针注

射LRHＧA２、HCG(鱼用绒毛膜促性腺激素,宁波三

生药业有限公司)和 DOM(地欧酮,宁波三生药业

有限公司),剂量分别为１８μg/kg、２５００IU/kg和

１０mg/kg.考虑到催产处理可能干扰亮氨酸对黄

颡鱼精子质量的影响,没有对雄黄颡鱼进行催产

处理.
1.3　精子活力的检测

正常繁殖季与秋繁早期２批雄性黄颡鱼精子活

力的检测方法一致,均解剖雄鱼取精巢,然后剪破精

巢收集精液样本,并配制任氏液(７．８０g/LNaCl、

０．２０g/LKCl、０．２１g/LCaCl２、０．０２１g/LNaHCO３)
稀释精液.通过计算机辅助精子分析(CASA)系统

对精子活力进行检测[８],并记录每个短视频的相对

拍摄时间.对照组、１００μmol/L 和１０００μmol/L
组分别有５、４、３尾鱼,每尾鱼的精液样本测量重复

６次.根据数据中所有短视频的拍摄时间,统计精

子每隔３s的运动参数,用 GraphPadPrism５绘制

精子活力随时间变化曲线.
1.4　受精率与孵化率

雌黄颡鱼挤卵混匀,按照１g精巢的研磨液与

１kg卵的比例进行人工授精,１２h后统计受精率(受
精卵/总卵粒数×１００％),受精卵孵化后根据出膜的

卵黄苗数量统计孵化率(卵黄苗/受精卵×１００％).

2　结果与分析

2.1　亮氨酸对黄颡鱼精子活力的影响

如图１所示,与对照组相比,亮氨酸处理组精子

的初始运动速度 VAP(averagepathvelocity,平均

路径速率,精子沿着平滑路径的运动速度)、VSL
(straightlinevelocity,直线运动速率,精子运动开

始点和结束点之间的直线距离除以运动时间)、

VCL(curvilinearvelocity,曲线运动速率,精子沿着

运动轨迹的实际运动速度)以及运动精子(motile,
激活精子,移动距离大于头部长度的精子)和前进性

精子(progressive,前进性运动,精子运动参数符合

VAP＞５０μm/s并且前进性 VSL/VAP＞８０％)比
例并无明显变化,但亮氨酸浓度越高,精子活力参数

随时间的衰减速度就越低,精子运动时间相对增加.
到３０s时,亮氨酸适量处理组(１００μmol/L)和亮氨

酸高浓度处理组(１０００μmol/L)运动精子比例分别

为３４．７％±１６．０％和４７．３％±１２．０％,明显高于对

照组的１７．４％±１２．８％,且各组之间均存在显著性

(P＜０．０５).亮氨酸适量处理组的慢速运动精子

(slow,慢速运动,精子运动参数符合０＜VAP＜２０

μm/s或者０＜VSL＜３０μm/s)增加速度也明显放

缓,直到２４s时慢速运动精子比例才达到顶峰,与
对照组的２１s相比,精子活力维持时间相对延长.
结果表明,亮氨酸能够通过延长精子运动时间来提

高黄颡鱼精子活力,且适宜的亮氨酸浓度能延长精

子运动约３s的时间.
2.2　亮氨酸对黄颡鱼精子繁殖能力的影响

图２为３组试验鱼进行人工繁殖时的受精率和

孵化率的比较.亮氨酸适量处理组(１００μmol/L)
受精率为３４．９％±４．７％,相比对照组的１５．９％±
２．２％有显著提高(P＜０．０５);而亮氨酸高浓度处理

组(１０００μmol/L)精子的受精率为１６．４％±３．４％,
与对照组相比无明显变化(P＞０．０５).而对照组、
亮氨酸适量处理组和亮氨酸高浓度处理组的孵化率

２７
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　AＧC:亮氨酸处理影响黄颡鱼运动精子比例(A)、前进性精子比例(B)以及慢速运动精子比例(C).A１ＧA３:亮氨酸处理影响

黄颡鱼运动精子的平均路径速率 VAP(A１)、直线运动速率 VSL(A２)和曲线运动速率(A３).B１ＧB３:亮氨酸处理影响黄颡鱼

前进性精子的平均路径速率 VAP(B１)、直线运动速率 VSL(B２)和曲线运动速率(B３).AＧC:Leucinetreatmentaffectsthe

percentageofmotilesperm (A),progressivesperm (B)andslowsperm (C)．A１ＧA３:Leucinetreatmentaffectstheaverage

pathvelocity(A１),straightlinevelocity(A２)andcurvilinearvelocity(A３)ofmotilesperm．B１ＧB３:Leucinetreatmentaffects

theaveragepathvelocity(B１),straightlinevelocity(B２)andcurvilinearvelocity(B３)ofprogressivesperm．

图１　亮氨酸处理对秋繁黄颡鱼精子活力的影响

Fig．１　Theeffectsofleucinetreatmentonyellowcatfishspermmotilityduringtheperiodsofautumnbreeding

图２　亮氨酸处理对秋繁黄颡鱼受精率(A)和孵化率(B)的影响

Fig．２　Theeffectsofleucinetreatmentonyellowcatfishfertilizationrate(A)andhatching
rate(B)duringtheperiodsofautumnbreeding

分别为６７．１％±２１．３％、７６．０％±１４．０％和７３．１％±
８．２％,均维持较高的水平且相互之间不存在显著性

(P＞０．０５).结果说明亮氨酸能提高黄颡鱼精子秋

繁时的繁殖能力,但过量的亮氨酸却无法促进黄颡

鱼精子的繁殖能力.

2.3　秋繁时与正常繁殖季节黄颡鱼精子活力比较

图３比较了８月７日(正常繁殖季节)与８月３１
日(秋繁早期)的黄颡鱼精子活力,黄颡鱼秋繁时的

精子活力明显低于正常繁殖季节.黄颡鱼正常繁殖

季节和秋繁早期的初始运动精子(MOT)比例分别

３７
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为９３．１％±４．０％和８５．９％±８．５％,前进性精子

(PRO)比 例 分 别 为 ７４．１％ ±９．２％ 和 ６７．２％ ±
６．１％,运动精子的平均路径速率 (VAP)分别为

(１９４．６±１６．８)μm/s和(１７９．６±１０．７)μm/s,运动

精子的直线运动速率(VSL)分别为(１８１．８±１８．５)

μm/s和(１６６．９±８．８)μm/s,运动精子的曲线运动

速率(VCL)分别为(２０６．３±１７．８)μm/s和(１８７．８±
１２．１)μm/s,前进性精子的平均路径速率(VAP)分
别为(２１２．５±８．３)μm/s和(２００．２±１０．１)μm/s,前

进性 精 子 的 直 线 运 动 速 率 (VSL)分 别 为

(２０９．７±９．３)μm/s和(１９６．４±９．６)μm/s,前进性

精子的曲线运动速率(VCL)分别为(２２０．２±９．７)

μm/s和(２０５．２±１１．０)μm/s.与正常繁殖季节相

比,秋繁早期的黄颡鱼初始精子活力参数均有显著

降低(P＜０．０５).慢速运动精子比例更早的在２１s
达到峰值,而正常繁殖季节的慢速运动精子比例在

２７s才达到峰值,这说明其精子活力衰退较快,运动

时间大幅度缩短(约６s).

　AＧC:不同繁殖时间黄颡鱼运动精子比例(A)、前进性精子比例(B)以及慢速运动精子比例(C).A１ＧA３:不同繁殖时间黄颡

鱼运动精子的平均路径速率 VAP(A１)、直线运动速率 VSL(A２)和曲线运动速率(A３).B１ＧB３:不同繁殖时间黄颡鱼前进性

精子的平均路径速率 VAP(B１)、直线运动速率 VSL(B２)和曲线运动速率(B３).其中８月７日处于正常繁殖季节,８月３１日

处于秋繁早期.AＧC:Thepercentageofmotilesperm (A),progressivesperm (B)andslowsperm (C)indifferentbreeding

times．A１ＧA３:Theaveragepathvelocity(A１),straightlinevelocity(A２)andcurvilinearvelocity(A３)ofmotilespermindifＧ

ferentbreedingtimes．B１ＧB３:Theaveragepathvelocity(B１),straightlinevelocity(B２)andcurvilinearvelocity(B３)ofproＧ

gressivespermindifferentbreedingtimes．August７wasinthenormalbreedingperiodandAugust３１wasinautumnbreeding

period．

图３　黄颡鱼秋繁与正常繁殖季节精子活力比较

Fig．３　Comparisonofspermmotilitybetweentheperiodsofautumnbreedingandnormal

3　讨　论

在水产养殖中使用高质量的配子是确保成功生

产有价值后代的关键[９].鱼类精子在受精时的相对

数量和质量上与其他养殖动物相比都较差,在水产

养殖的人工授精过程中并不总是能成功受精[１０].

这一点在某些不容易释放精子的鱼类中尤其严重,

例如黄颡鱼.黄颡鱼雄鱼精巢呈精小叶型结构,催
产后很难挤出精液,往往需要杀鱼取精,而且人工繁

殖结果经常受天气水温等的影响而不稳定.然而渔

业上更重视卵和仔鱼的质量,而不是精子质量[１１],

尽管精子质量对健康鱼苗的生产也是同样重要.
精子质量直接关系到精子的受精能力、胚胎的

发育,其评价指标有:精子形态、精子活力、精子密

４７
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度、精液量、线粒体活性、染色质状态、顶体完整性、
精子质膜完整性等.此外在生产中,人工授精后检

测受精率和孵化率能够更加直观地反映精子的

质量.
精子活力是精子质量的重要指标之一,可以直

观地反映精子的运动能力.透明带是受精的第一道

屏障,在精子与卵子质膜融合并进入卵细胞前,精子

必须粘附、结合并穿入透明带内,而一个较高的运动

速度是精子穿过卵子透明带、完成受精过程的必需

条件.但精子活力能间接地反映精子的繁殖能力,
精子活力高的繁殖能力可能会更强,这也并不绝对,
完成受精过程还需要精子其他功能健全,如顶体酶

的准备、线粒体和染色质的健全等,这些都需要精

子有良好的营养物质基础.本研究通过对黄颡鱼

注射亮氨酸,发现适量的亮氨酸能够提高精子活

力以及受精能力,但过量的亮氨酸在提高黄颡鱼

精子活力的同时,却无法促进黄颡鱼精子的繁殖

能力.
在黄颡鱼正常繁殖季节,精子活力与繁殖能力

均处于一个极高的水平,亮氨酸处理的影响难以观

测.秋繁时由于黄颡鱼精卵质量未完全恢复,精子

活力处于一个较低的水平,亮氨酸处理对精子活力

的影响更加显著.从图３我们可以看出,正常繁殖

季节黄颡鱼的精子活力远远高于秋繁时,这不仅包

括精子的运动时间,还包括精子运动速度以及运动

精子和前进性精子比例.而在图１中,亮氨酸处理

仅仅减缓了黄颡鱼精子活力的衰退速度、提高了精

子运动时间,而精子运动速度以及运动精子和前进

性精子比例并没有显著变化.
因此,亮氨酸能够通过延长精子运动时间来提

高精子活力,但是无法直接提高精子的初始运动活

性,例如精子运动速度以及运动精子比例.秋繁时

精子活力下降,可能与亮氨酸缺少有一定联系,但不

仅仅只是亮氨酸.我们推测,秋繁时黄颡鱼退化的

性腺需要恢复,然而恢复时间过短,营养物质需求较

大,性腺并不能恢复到正常水平,所以黄颡鱼繁殖效

率低.虽然黄颡鱼精巢恢复需要的不仅仅是亮氨

酸,但在这个试验中,适宜浓度的亮氨酸可能是通过

PI３K/Akt通路等,刺激了黄颡鱼的生殖功能,也可

能是直接作为营养物质投入,加速了精巢的恢复,提
高了精子质量,并提高了其繁殖能力.在斑马鱼中,
亮氨酸能通过PI３K/Akt途径,抑制细胞自噬,进而

提高精子活力[６].而适量的氯喹也同样可以抑制自

噬,通过激活包括PI３K/Akt在内的多种信号通路

来提高黄颡鱼精子活力和繁殖能力[１２].PI３K/Akt
通路是两者调节精子质量的关键枢纽,所以亮氨酸

调节黄颡鱼精子质量很可能是通过PI３K/Akt通路

实现的.
生产繁殖是鱼类生产中承上启下的关键一环,

直接关系到鱼类养殖的健康可持续发展.但在鱼类

生产中,亲本的性腺状态经常会受到季节、天气、水
温或者营养等条件的限制,最终导致繁殖结果的不

稳定.亮氨酸能提高精子质量,对于鱼类繁殖有着

重要意义.此外,卵子质量对繁殖能力的影响也至

关重要,亲本卵子质量及繁殖能力的提高,也是值得

进一步关注的课题.
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Effectsofleucineonspermmotilityofyellow
catfishduringperiodsofautumnbreeding

SUZihao　MEIJie　TIANJinsong　HEYan

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Tostudytheeffectsofleucineonthesperm motilityofyellowcatfish(PelteobagrusfulＧ
vidraco)duringearlystageofautumnbreedingwhenthequalityofspermsandeggsislowerthanin
summerbreeding,malesabout１００gweredividedintothreegroupsandinjectedwith２００μLphysiologiＧ
calsaline(controlgroup),１００μmol/Lleucine(moderateleucinetreatmentgroup)and１０００μmol/L
leucine(highconcentrationleucinetreatmentgroup),respectively．Itwasfoundthatsperm motilityof
themoderateleucinetreatmentgroupdeclinedmoreslowlydetectedbythecomputerassistedsperm
analysis(CASA)system．Inartificialreproduction,thefertilizationrateofthemoderateleucinetreatＧ
mentgroupsperm was３４．９１％±４．７％,significantlyhigherthanthatofthecontrolgroup (１５．９％±
２．２％)(P＜０．０５),andthefertilizationrateofthehighconcentrationleucinetreatmentgroupspermwas
１６．４％±３．４％,significantlylowerthanthatofthemoderategroup(P＜０．０５),butnotsignificantdifferＧ
entfromthecontrolgroup (P＞０．０５)．Theresultsshowedthatmoderateleucinecouldenhancethe
sperm motilityofyellowcatfish,butexcessiveleucinecouldnotimprovethespermreproduction．SoapＧ
propriateleucinecanbeaddedtoimprovethespermreproductionofyellowcatfishduringtheearlystage
ofautumnbreeding．

Keywords　leucine;yellowcatfish;autumnbreeding;sperm motility;fertility
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