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精液添加精氨酸和亮氨酸对杂交黄颡鱼受精和孵化的影响

周    全1*    王家琪1*    于贵杰1    吴建开2    王德忠2    熊    阳1    郭稳杰1

  张茂森3    唐    琴1#    梅    洁1#

(1. 华中农业大学水产学院, 武汉 430070; 2. 射阳康余水产技术有限公司, 盐城 224300;
3. 苏乡溱水产科技有限公司, 泰州 225300)

摘要: 为提高杂交黄颡鱼[黄颡鱼Tachysurus fulvidraco (♀)×瓦氏黄颡鱼Tachysurus vachelli (♂)]的繁殖效率, 文
章首先对精子保存液中L-精氨酸(L-Arg)和L-亮氨酸(L-Leu)两种功能性氨基酸的添加进行了研究, 以找出最

适添加浓度。实验以受精率、孵化率和畸形率为评判指标。结果显示, 受精率随着L-精氨酸浓度的等倍增

加, 呈先升后降的趋势, 且均显著高于对照组(P<0.05)。其中以0.50 mmol/L的浓度组最高, 而对孵化率和畸形

率均无显著影响(P>0.05)。随着L-亮氨酸浓度增加, 受精率和孵化率呈先升后降, 畸形率呈先降后升的趋势,
其中0.80 mmol/L浓度组的受精率、孵化率最高, 畸形率最低, 且均显著优于对照组(P<0.05)。在两种氨基酸

同时添加, 当L-精氨酸浓度为0.4 mmol/L, L-亮氨酸浓度为1.0 mmol/L时, 受精率、孵化率和畸形率均显著优

于对照组(P<0.05)。其次, 研究利用计算机辅助精子分析系统(CASA)对精子活力进行检测, 结果显示, 0.4 mmol/L
精氨酸与1.0 mmol/L亮氨酸的单独和同时添加均能显著促进精子活力(P<0.05)。最后, 研究开发了一种更适

合黄颡鱼人工繁殖的改良型孵化桶, 受精率和孵化率显著高于传统孵化桶(P<0.05), 分别提高了12.13%和

20.76%。畸形率显著低于传统孵化桶(P<0.05), 降低了6.42%。研究建立了较高效而便捷的杂交黄颡鱼人工

繁殖方法, 将有助于促进新品种的推广和加速产业化发展进程。
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黄颡鱼(Tachysurus fulvidraco)和瓦氏黄颡鱼

(Tachysurus vachelli)同属鲇形目、鲿科、黄颡鱼

属, 是我国重要的经济鱼类
[1—5]

。黄颡鱼肉质鲜美,
受消费需求的推动, 其养殖产量一直持续稳定增长,
至2022年已达到了58.78万吨

[6, 7]
。在生长方面, 黄

颡鱼虽然抗病能力强, 但相对的生长速度慢、个体

小, 而瓦氏黄颡鱼生长快、个体大。因此, 我国学

者利用了二者的优势, 通过黄颡鱼(♀)×瓦氏黄颡鱼

(♂)杂交培育出了“黄优1号”新品种, 其形态特征近

似于黄颡鱼, 且具有生长快、耐运输、杂交不育等

优点
[1], 目前已发展为市场上主流的养殖品种

[8]
。

在“黄优1号”的培育过程中, 由于黄颡鱼和瓦

氏黄颡鱼存在生殖隔离, 不能自然交配繁殖, 因而

依靠人工繁殖的方式批量获得鱼苗。而在人工繁

殖实践中发现, 黄颡鱼和瓦氏黄颡鱼通过人工授精

杂交后, 无论是采用何种孵化方式, 受精率、孵化

率和出苗率显著低于同种之间的繁殖, 而且部分胚

胎均会发育致畸死亡, 严重影响人工繁殖的效率。

此前有报道指出, 物种的优良性状可通过远缘杂交

综合于杂种中, 但是一般亲本的相容性较低, 会出
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现杂交不易成功的问题
[9]
。比如将吉富罗非鱼(GIFT

Oreochromis niloticus ♀)与翘嘴鳜(Siniperca chuat-
si ♂)进行杂交, 其胚胎存活率仅为0.34%左右

[10]
。

唐永凯等
[11]

指出杂交胚胎的低成活率可能和配子

的不亲和有关。而Chu等[12]
指出, 杂交黄颡鱼父系

线粒体DNA存在延迟消除现象, 说明杂交黄颡鱼大

量畸形苗的出现很可能与父系线粒体DNA的延迟

消除导致胚胎出现异质性相关。

精液由精子和精浆两个部分组成。其中精液

大部分的组成是精浆, 含有矿物离子、单糖和各种

游离氨基酸等, 是输送精子的必需介质, 能体现生

殖系统的状况和精子质量
[13, 14]

。鱼类精浆中各种组

成成分因物种的不同而不相同, 其中游离氨基酸的

组成差异较大, 且对精子活力的促进作用有较强的

物种特异性
[14]

。Li等[15]
指出在母猪日粮中添加精氨

酸可以提高克隆猪胚胎的发育能力。Kita等[16]
指出

在鸡卵中注射亮氨酸可促进胚胎生长发育。此外,
有研究证实亮氨酸和精氨酸能刺激着床, 促进胚胎

生长发育
[17]

。精氨酸的生理活性以 L-型精氨酸形

式发挥作用。Holt等[18—20]
在1944年首次发现人缺

乏L-精氨酸可降低睾丸的功能, 成年男性长期缺乏

氨基酸会导致精子数量和活力下降90%。精氨酸对

鱼体的生长发育同样有促进作用, 如在饲料中添加

精氨酸可增加瓦氏黄颡鱼、斑点叉尾鮰和异育银

鲫等机体中NO含量, 从而改善精液质量; 精氨酸还

可以促进如鲤、加州鲈和团头鲂等鱼类成长和蛋

白质沉积, 提高饲料利用率。亮氨酸是3种具有脂

肪族侧链的支链必需氨基酸之一, Lin等[21]
指出在公

猪日粮中添加亮氨酸, 可通过雷帕霉素(mTOR)信
号通路促进睾丸发育, 改善精子质量。亮氨酸还可

以通过调节雷帕霉素复合物1(mTORC1)调控细胞

自噬的发生
[22]

。Zhang等[23]
对斑马鱼研究发现亮氨

酸能通过PI3K/Akt途径抑制自噬体与溶酶体的融

合, 提升自噬水平, 进而提高精子活力。Su等[24]

则指出在黄颡鱼秋繁时加入适量的亮氨酸可提高

黄颡鱼精子活力, 进而提高受精率。

除了添加氨基酸, 其他途径如合适的孵化方式

也能提高受精率和生产效率。网片孵化是目前比

较常见的孵化方式, 该孵化方式主要采用的设备是

网片, 将所有鱼卵一起孵化, 在孵化的过程中, 未受

精的鱼卵容易生长水霉, 对受精卵造成影响, 从而

降低孵化率及出苗率。而且, 网片孵化容易受到环

境的影响, 由于没有外源水注入, 天气的变化会导

致水温变化, 进而影响孵化。为了解决网片孵化所

存在的弊端, 孵化桶因其高效、便捷、节省人力而

被广泛使用。而受精卵在孵化桶中孵化同样受多

方面的影响, 如水流速度、溶氧等。在传统孵化桶

的使用过程中, 黄颡鱼苗种的畸形率偏高, 且死亡

幼苗较多。比如水流速度过快同样会影响受精卵

的死亡率
[25], 且破膜的受精卵和死卵会与传统孵化

桶上方罩子相黏连, 进而影响孵化桶中溶氧及水

质。因此, 对孵化桶进行改良变得至关重要。基于

此, 本研究开发了改良型孵化桶, 一方面减小孵化

桶锥体夹角, 避免受精卵在桶体内壁堆积, 使其均

匀翻滚, 提高出苗率; 另一方面, 除去过滤网, 降低

劳动强度, 提高生产效率。且从受精率、孵化率、

畸形率等方面与传统孵化桶进行了比较。

本研究首先以L-精氨酸和L-亮氨酸为调控因

子, 在精子保存液中单独或共同添加, 研究不同浓

度的添加对黄颡鱼杂交时的受精和孵化的影响, 试
图找到最适浓度, 并探讨两种氨基酸之间是否存在

协同效应。其次, 本研究尝试开发了一款更适合杂

交黄颡鱼孵化的孵化设施, 寻找高效、节省成本的

杂交黄颡鱼生产方式, 为指导繁殖实践提供科学依据。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料与设备

黄颡鱼为射阳河黄颡鱼和洞庭湖黄颡鱼两个

野生种群杂交、群体选育的第二代亲鱼, 系2019年
6月人工繁殖的后代, 择优挑选。年龄为2冬龄, 平
均体长19.34 cm, 体重超过100 g。瓦氏黄颡鱼为公

司2018年8月从长江监利-洞庭湖江段收集的瓦氏

黄颡鱼野生幼鱼, 经驯养培育而成。年龄3冬龄以

上, 平均体长为37.8 cm, 体重超过750 g。
实验所用传统孵化桶如图 1所示, 由玻璃钢材

料制作, 主体部分由上圆柱形桶体和下圆锥形桶体

组成。上圆柱形桶体直径70 cm, 高度10 cm, 设有

Ф50 mm PVC管溢流口, 安装有孔径为0.25 mm的

防逃过滤网。下圆锥形桶体上沿直径70 cm, 高度

100 cm, 桶体分为圆柱形与椎体两部分, 其中圆柱形

65 cm, 椎体部分35 cm, 锥体底角超过45°。进水管

为Ф40 mm PVC管, 通过Ф40 mm PVC管接与桶体

底的Ф40 mm PVC弯头链接。孵化时通过Ф40 mm
PVC管进水, 使水流缓缓进入下圆锥形桶体, 均匀

翻动桶中受精卵, 孵化产生的杂质、卵膜和死卵等

污物, 随水流经上圆柱形桶体的Ф50 mm PVC管溢

流口排出。出苗时关闭Ф40 mm PVC流水控制球阀,
使鱼苗沉积于下圆锥形桶体的锥底, 打开Ф40 mm
出苗控制球阀, 从Ф40 mm PVC出苗管中收集鱼苗。

 1.2    精子保存液中不同浓度L-精氨酸和L-亮氨酸

对受精率、孵化率和畸形率的影响

根据文献查阅及前期实验初步探索
[24], 实验通
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过预实验选择3个浓度梯度以确定大致的浓度范围,
为了满足实验的需求, L-精氨酸和L-亮氨酸的浓度

以倍差设计如表 1所示。

如表 2所示, 由于精子保存液添加L-精氨酸或

L-亮氨酸时会对精子保存液的渗透压造成影响, 因
此, 根据氨基酸浓度产生的渗透压比等量替代精子

保存液中的葡萄糖, 使各个浓度组的渗透压相同,
配制的精子保存液在4℃的冰箱中冷藏备用。每个

浓度组取2 mL碾磨成浆的瓦氏黄颡鱼精液以1﹕8的

比例与相应浓度的精子保存液混合均匀, 在4℃的

冰箱中冷藏孵育1h, 然后用于人工授精。

每个浓度组各设3个重复。实验时将采集的成

熟卵子用鸡毛搅拌均匀, 每个重复用移液枪取约

300粒卵子, 加入保存的精子, 在直径18 cm的培养

皿中人工授精和孵化, 当胚胎发育至原肠中期时测

定受精率。

 1.3    精子保存液中L-精氨酸和L-亮氨酸同时添加

对受精率、孵化率和畸形率的影响

为探讨精氨酸和亮氨酸之间是否存在协同效

应, 实验解析1.2的试验结果以响应实验的数学模型

求出最适浓度, 以最适浓度为中间值, 上下各取一

个等差浓度进行2因子3水平的32
正交试验。

 1.4    瓦氏黄颡鱼精子活力进行检测

从水泥池中取5条瓦氏黄颡鱼检测精子活力,
用干毛巾拖住雄鱼, 头朝下, 剪鳃放血(防止血液回

流污染精子, 血液会影响精子活力), 解剖取出精巢

备用。在精巢上剪开小口, 挤压收集精液样本。将

瓦氏黄颡鱼精巢按照质量体积比1﹕2添加精子保存

液。根据1.3中已有实验结果 ,  实验组分别添加

0.4 mmol/L 精氨酸、1.0 mmol/L亮氨酸及同时添加

0.4 mmol/L精氨酸和1.0 mmol/L亮氨酸; 对照组不

做处理。在洁净的匀浆器中均质, 放入4℃冰箱备用。

精子活力和运动参数利用计算机辅助精子分

析系统(Computer-Aided Sperm Analysiss, CASA)检
测分析, 设定60帧/s, 选择10×相位差进行分析每个

样品中的精子移动。用0.1% BSA 的双蒸水激活测

定, 每个样品至少随机检测3次。精子活力的指标

可以通过多个参数来显示, 包括轨迹速度(Curvili-
near velocity, VCL)、平均路径速度(Average path ve-
locity, VAP)、直线运动速度(Straight-line velocity,
VSL)、直线性(Linearity, LIN)及鞭打频率(Beat cross
frequency, BCF)。
 1.5    改良型孵化桶与传统孵化桶孵化效果的比较

采用传统孵化桶和改良型孵化桶两种孵化方

式比较, 每种孵化方式各设3个重复, 每个重复取2.5 kg
人工授精的卵子放养在一个孵化桶内。受精时不

添加L-精氨酸和L-亮氨酸, 孵化桶孵化采用黄泥浆

脱黏孵化。以两种孵化方式的受精率、孵化率及

畸形率进行比较。

 1.6    数据统计与分析

在原肠中期统计受精率(Fertilization rate, FR)、
孵化脱膜后统计孵化率(Hatching rate, HR)和畸形

率(Deformity rate, DR)。受精率、孵化率和畸形率

按照下列公式进行计算:
受精率(FR, %)=(受精卵数/卵总数)×100

表 1   实验设计的L-精氨酸和L-亮氨酸的浓度梯度

Tab. 1   The concentration gradient of L-arginine and L-leucine
designed in the experiment

编号
Number

氨基酸
Amino acid

浓度梯度
Concentration gradient (mmol/L)

对照
Control 1 2 3 4 5 6

实验1
Test 1

L-精氨酸
L-arginine 0.00 0.25 0.50 1.00 2.00 4.00 8.00

实验2
Test 2

L-亮氨酸
L-leucine 0.00 0.05 0.10 0.20 0.40 0.80 1.60

表 2   精子保存液的组成

Tab. 2   Composition of sperm preservation solution

试剂名称
Name

分子式
Molecular formula

质量Molecular
mass (g)

柠檬酸钠 Na3C6H5O7·2H2O 10.0
氯化钠 KCl 0.3
碳酸氢钠 NaHCO3 2.0
葡萄糖 C6H12O6 29.0

蒸馏水 (mL) H2O 1000

700 mm

100 mm

650 mm

350 mm

进水口

Ф40 mm球阀

Ф40 mm弯头

防逃过滤网

溢
流
口

 
图 1   传统孵化桶

Fig. 1   Traditional hatching bucket
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孵化率(HR, %)=(孵化的鱼苗数/受精卵数)×
100

畸形率(DR, %)=(畸形苗数/孵化总苗数)×100
打开HTCASA Ⅱ Animal系统, 调整相差显微

镜焦距和光源至适当位置, 以及调整其测量参数等,
使黄颡鱼的运动精子能够被正常捕捉。将精液样

品稀释到合适浓度后, 取出带有2 μL凹槽的载玻片

和透明盖玻片待用, 确保其表面无擦痕和污渍。按

照稀释后的精液与0.1%BSA的双蒸水1﹕2的比例在

凹槽内迅速混匀激活并盖上盖玻片, 迅速调整玻片

到显微镜镜头下, 点击软件“Capture”键开始捕捉精

子运动参数, 视频采集帧率为60 Hz, 需要每隔约

3s(系统记录前一段精子运动所需时间)持续点击

“Capture”键捕捉精子运动参数, 直至显微镜视野中

没有做前进性运动的精子。每次测得的精子活力

数据“hmv”格式保存在电脑硬盘中, 可以使用HT-
CASA Ⅱ Animal再次打开, 以视频的方式呈现。根

据视频分别比较精氨酸、亮氨酸及联合使用精氨

酸与亮氨酸处理对精子活力的影响。

数据处理和分析分别使用GraphPad Prism 8.0
和SPSS 26.0软件进行。采用单因素方差分析(ANO
VA), 研究功能氨基酸处理精子对杂交黄颡鱼繁殖

效率的影响。差异的统计学意义 :  显著性差异

(*P<0.05)和极显著性差异(**P<0.01); 相同小写字

母或无字母表示差异不显著(P>0.05), 不同小写字

母表示差异性显著(P<0.05)[1]
。

 2    结果

 2.1    精子保存液中添加不同浓度L-精氨酸对受精

率、孵化率和畸形率的影响

如表 3所示, 受精率随精氨酸浓度的等倍增加

呈先升后降的趋势, 即在0.25—0.50 mmol/L呈上

升趋势, 从0.50—8.00 mmol/L呈下降趋势。添加精

氨酸浓度组的受精率均显著高于对照组(P<0.05),
高出5.62%—17.37%。在各浓度组中, 受精率以

0.50 mmol/L组最高, 达69.83%, 显著高于除1.00 mmol/L
组以外的其余各组(P<0.05)。其余各组, 以最高添

加8.00 mmol/L的受精率最低, 仅58.08%, 显著低于

1.00—2.00 mmol/L组(P<0.05), 剩余各组之间则无

显著差异(P>0.05)。添加精氨酸对孵化率和畸形率

无明显影响, 各浓度组的孵化率与畸形率与对照组

相比, 均无显著性差异(P>0.05), 各浓度组之间也无

显著性差异(P>0.05)。
 2.2    精子保存液中添加不同浓度L-亮氨酸对受精

率、孵化率和畸形率的影响

如表 4所示, 受精率随亮氨酸浓度的等倍提高

呈先升后降的趋势, 即在0.05—0.80 mmol/L呈上升

趋势, 从0.80到1.60 mmol/L呈下降趋势。在各浓度

组中, 除0.05和1.60 mmol/L组与对照组无显著差异

(P>0.05)以外, 其余各组的受精率则显著高于对照

组(P<0.05), 高出5.19%—11.37%; 其中以0.80 mmol/L
组受精率最高, 达72.37%, 显著高于0.05—0.10 mmol/L
组和1.60 mmol/L组(P<0.05)。剩余各组之间则无

显著差异(P>0.05)。孵化率的变化与受精率相似,
随着亮氨酸浓度的提高, 以0.80 mmol/L浓度组为顶

峰呈先升后降的趋势。在各浓度组中, 除 0.05—
0.10 mmol/L组与对照组无显著差异(P>0.05)外, 其
余各组的孵化率均显著高于对照组(P<0.05), 也显

著高于0.05 mmol/L组(P<0.05), 比对照组高出10.14%—
16.51%; 其中0.80 mmol/L组的孵化率最高 ,  达
77.94%, 显著高于除0.40 mmol/L组以外的其他各

组(P<0.05)。在剩余各组中, 0.05—0.10 mmol/L
组和0.20—0.40 mmol/L组则无显著差异(P>0.05)。

畸形率的变化则与受精率和孵化率不同, 随着

表 3   L-精氨酸浓度对受精率、孵化率和畸形率的影响

Tab. 3   Effects of L-arginine concentration on fertilization rate,
hatching rate and deformity rate

组别(精氨酸浓度)
Group (Arg; mmol/L)

受精率
Fertilization

rate (%)

孵化率
Hatching
rate (%)

畸形率
Deformity
rate (%)

对照组 Control 52.46±2.84d
67.78±2.14 25.84±1.07

0.25 60.08±1.59bc
71.23±3.78 25.41±0.80

0.50 69.83±1.52a
69.39±3.69 23.65±0.79

1.00 66.41±1.68ab
70.55±2.13 24.47±2.32

2.00 64.82±1.58b
69.18±1.92 25.78±2.72

4.00 61.23±2.36bc
67.31±1.18 25.61±2.40

8.00 58.08±0.58c
72.93±1.25 25.23±2.79

注: 同一列数值中上标字母不同表示存在差异性显著(P<
0.05), n=3; 下同

Note: Significant differences exist in different representations
of superscript letters in the same column (P<0.05), n=3. The same
applies below

表 4   L-亮氨酸浓度对受精率、孵化率和畸形率的影响

Tab. 4   Effects of L-leucine concentration on fertilization rate,
hatching rate and deformity rate

组别(亮氨酸浓度)
Group (Leu; mmol/L)

受精率
Fertilization

rate (%)

孵化率
Hatching
rate (%)

畸形率
Deformity
rate (%)

对照组 Control 61.00±3.36c 61.43±1.71c 27.53±1.04a

0.05 64.54±1.67bc 60.80±1.49c 25.43±2.31a

0.10 66.19±1.91b 65.54±7.39bc 17.17±4.53b

0.20 67.90±3.39ab 71.57±4.17b 12.02±2.71bc

0.40 68.03±1.28ab 76.80±1.73ab 7.65±2.26c

0.80 72.37±1.92a 77.94±3.90a 6.80±2.17c

1.60 64.29±1.64bc 73.37±3.46b 11.41±2.69c
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亮氨酸浓度的提高呈先降后升趋势。0.10—1.60 mmol/
L浓度组的畸形率显著低于对照组和0.05 mmol/L
浓度组(P<0.05), 比对照组降低出10.36%—20.73%;
0.10—0.20和0.40—1.60 mmol/L浓度组之间则无显

著差异(P>0.05)。各组中以0.80 mmol/L浓度组的

畸形率最低, 为6.80%, 显著低于 0.05—0.10 mmol/L
浓度组(P<0.05), 但与0.20—0.40 mmol/L浓度组和

1.60 mmol/L浓度组无显著差异(P>0.05)。
 2.3    精子保存液中L-精氨酸和L-亮氨酸共同添加

对受精率、孵化率和畸形率的影响

精氨酸和亮氨酸2因素3水平正交实验对受精

率、孵化率和畸形率影响的结果如表 5所示, 添加

氨基酸的各组受精率均高于对照组, 受精率提高

11.20%—19.33%。而精氨酸每个水平所对应的3个
水平的亮氨酸各组之间受精率均无显著差异

(P>0.05), 但精氨酸0.4 mmol/L水平对应的亮氨酸

3个水平组的受精率均显著高于其他2个精氨酸水

平所对应的亮氨酸3个水平组(P<0.05), 达62.43%。

其他2个精氨酸水平所对应的亮氨酸3个水平组之

间则无显著差异(P >0.05)。
孵化率的变化与受精率的相似, 添加氨基酸每

个水平的各组孵化率均显著高于对照组(P<0.05),
孵化率提高13.03%—25.51%。亮氨酸0.5 mmol/L
对应的精氨酸3个水平组, 随着精氨酸浓度的提高,
孵化率略呈增加趋势, 但无显著差异(P>0.05)。而

在1.5 mmol/L亮氨酸水平组中, 随着精氨酸浓度的

提高, 孵化率呈显著增加趋势(P<0.05), 其中, 0.4和

0.6 mmol/L精氨酸水平组显著高于0.2 mmol/L水平

组( P<0.05)。在所有组中, 1.0 mmol/L亮氨酸水平

对应的精氨酸0.4 mmol/L水平组的孵化率显著高于

其他组(P<0.05), 最高达92.53%。

与受精率和孵化率相反, 添加氨基酸的各组畸

形率均显著低于对照组(P<0.05), 畸形率降低了

11.08%—17.62%。亮氨酸0.5 mmol/L对应的精氨

酸3个水平组, 随着精氨酸浓度的提高, 畸形率呈降

低趋势, 但无显著差异(P>0.05)。而在1.5 mmol/L
亮氨酸的水平组中, 随着精氨酸浓度的提高, 畸形

率呈显著降低趋势( P<0.05)。 1.0 mmol/L亮氨酸

水平对应的3个精氨酸水平组的畸形率低于其他

2个亮氨酸水平对应的3个精氨酸水平组, 以1.0 mmol/L
亮氨酸水平对应的0.4 mmol/L精氨酸水平的浓度组

畸形率最低, 为5.23%。

 2.4    L-精氨酸与L-亮氨酸处理对精子运动速度的

影响

为探究精氨酸与亮氨酸影响繁殖效率的因素,
我们猜测有可能是添加氨基酸改变了精子质量, 因
此我们检测了相关处理的精子活力。在关于精子

的研究中, 计算机辅助精子分析系统(CASA)被广

泛用于精子质量的分析, 平均路径速度(VAP), 直线

运动速度(VSL) 、曲线运动速度(VCL) 、直线性

(LIN)和鞭打频率(BCF)等参数与精子质量有显著

相关性, 是评判精子质量的重要参数。为检测不同

氨基酸处理对瓦氏黄颡鱼精子活力的影响, 我们分

别使用0.4 mmol/L精氨酸、1.0 mmol/L亮氨酸及

0.4 mmol/L精氨酸+1.0 mmol/L亮氨酸联合处理瓦

氏黄颡鱼精子, 然后通过计算机辅助精液分析评估

不同处理组瓦氏黄颡鱼精子活力。通过检测常用

的精子活力运动参数 VAP、VSL和 VCL等(表 6),
同时添加精氨酸与亮氨酸处理组的VAP、VSL和
VCL参数显著高于其他处理组(P<0.05), 而LIN与

BCF无明显差异(P>0.05), 表明其精子活力显著高

于对照组。

表 5   L-精氨酸和L-亮氨酸浓度共同作用对受精率、孵化率和

畸形率的影响

Tab. 5   Effects of L-Arginine and L-Leucine concentrations on
fertilization rate, hatchability rate and deformity rate

组别
Group

L-精氨
酸浓度

L-arginine
(mmol/L)

L-亮氨
酸浓度

L-leucine
(mmol/L)

受精率
Fertilization

rate (%)

孵化率
Hatching
rate (%)

畸形率
Deformity
rate (%)

对照组
Control

43.10±
0.77c

67.02±
4.48d

22.85±
4.62a

1 0.2 0.5 55.02±
4.18bc

81.36±
0.66bc

9.10±
1.04c

2 0.2 1.0 56.02±
3.49b

85.45±
0.62b

5.68±
0.28d

3 0.2 1.5 54.30±
1.88bc

80.05±
2.15c

11.77±
0.38b

4 0.4 0.5 60.03±
1.02a

83.81±
1.07bc

8.36±
0.92cd

5 0.4 1.0 62.43±
4.26a

92.53±
1.00a

5.23±
0.34d

6 0.4 1.5 60.96±
2.01a

85.56±
4.59b

10.15±
1.34bc

7 0.6 0.5 54.53±
1.93bc

86.61±
1.61b

8.19±
0.76cd

8 0.6 1.0 57.44±
2.61b

89.40±
1.82ab

6.22±
0.76d

9 0.6 1.5 55.68±
2.58b

87.01±
0.44b

9.97±
2.13d

表 6   CASA分析不同处理组精子活力

Tab. 6   CASA analysis of sperm motility in different treatment
groups

参数
Parameter (μm/s)

对照组
Control

精氨酸
Arg

亮氨酸
Leu

精氨酸+亮氨酸
Arg+Leu

VAP 81.53±
14.04c

110.38±
5.25b

113.43±
5.42b

120.76±
3.76a

VSL 82.71±
10.52c

104.49±
3.88b

109.93±
6.12b

123.19±
3.11a

VCL 82.38±
16.94c

106.20±
5.55b

115.90±
4.64b

126.28±
5.98a

LIN 81.38±
7.90

80.68±
5.87

79.40±
4.97

78.04±
4.87

BCF 26.89±
5.03

28.43±
3.66

27.12±
4.80

29.99±
7.31
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 2.5    L-精氨酸与L-亮氨酸处理对精子运动时间的

影响

如图 2所示, 不同的氨基酸处理组都可以不同

程度地提高精子寿命。其中, 各实验组的精子的寿

命都显著高于对照组, 以0.4 mmol/L精氨酸+1.0 mmol/L
亮氨酸联合处理组最高, 其精子的寿命为 (111.67±
2.05)s, 比对照组延长了接近30s。同时, 其快速运

动的精子与慢速运动的精子数量也显著高于其他

组。其结果显示, 精氨酸与亮氨酸联合处理精子具

有协同作用, 提高精子活力。

 2.6    改良型孵化桶设计

相较于传统孵化桶, 改良型孵化桶在外形上做

出了较大改变。如图 3所示, 由玻璃钢材料制作, 主
体部分由上圆柱形桶体和下圆锥形桶体组成。上

圆柱形桶体直径70 cm, 高度10 cm, 设有Ф50 mm
PVC管溢流口, 溢流口前无过滤网, 相较于传统孵

化桶可以省去鱼苗破膜时刷网的工序, 降低劳动强

度。下圆锥形桶体上沿直径70 cm, 锥体底角约

39.5°, 高度100 cm, 相较于传统孵化桶角度更小, 斜
坡更长 ,  有助于受精卵翻滚均匀 ,  从而提高出苗

率。进水管为Ф25 mm PVC管, 通过Ф25—40 mm
PVC变径接与桶体底的Ф40 mm PVC弯头链接, 变
径接头前设Ф25 mm PVC出苗管 ,  由Ф25 mm
PVC球阀控制。孵化时通过Ф25 mm PVC管进水,
由Ф25 mm PVC球阀控制和调节水流量 ,  并由

Ф25—40 mm PVC变径接头缓冲水流, 相较于传统

孵化桶的Ф40 mm PVC球阀, Ф25 mm PVC球阀能

够更有效减缓水流冲击力, 使水流缓缓进入下圆锥

形桶体, 均匀翻动桶中受精卵, 孵化产生的杂质、

卵膜和死卵等污物, 随水流经上圆柱形桶体的Ф50 mm

PVC管溢流口排出。出苗时关闭Ф25 mm PVC流水

控制球阀, 使鱼苗沉积于下圆锥形桶体的锥底, 打
开Ф25 mm出苗控制球阀, 从Ф25 mm PVC出苗管

中收集鱼苗。

 2.7    传统孵化桶与改良型孵化桶对黄颡鱼受精和

孵化的影响

由表 7可知, 改良型孵化桶77.63%的受精率高

于传统孵化桶65.5%的受精率, 差异显著(P<0.05),
高出12.13%。与受精率相似, 改良型孵化桶79.49%
的孵化率高于传统孵化桶58.73%的孵化率, 改良型

孵化桶的孵化率极显著高于传统孵化桶(P<0.001),
高出20.76%。与孵化率和受精率相反, 畸形率以改

良型孵化桶较低, 为25.28%, 显著低于传统孵化桶

31.70%的畸形率(P<0.05)。

 3    讨论

本研究探索了L-精氨酸的添加对受精率、孵

化率和畸形率的影响, 发现L-精氨酸在一定浓度下

可以提高受精率。此前也有研究证实了L-精氨酸

对精子活力有促进作用。如在哺乳动物中, Öztürk
等

[26]
通过对公牛的研究指出, 在精子补充液中添加

L-精氨酸能够显著提高精子DNA的完整性。Li等[27]

通过对公猪精子的研究指出补充L-精氨酸可以改

善热引起的活性氧水平升高, 进而维持精子活力。

Liu等[28]
也指出, 高精氨酸肽能够促进白消安诱导

后小鼠睾丸损伤的恢复。在代谢过程中, 精氨酸可

产生多种功能性产物, 如多胺、肌酸和一氧化氮(NO)
等

[29]
。其中, NO的生物合成是L-精氨酸对精子活

力的主要作用机制
[30]

。Jarazo等[31]
指出, 对小鼠的

研究发现精氨酸能够催化一氧化氮合成酶(NOS)
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图 2    不同氨基酸处理对精子运动时间的影响

Fig. 2    Effect of different amino acid treatments on sperm motility time
对照组不做处理, 实验组精子保存液分别添加精氨酸0.4 mmol/L、亮氨酸1.0 mmol/L及精氨酸 0.4 mmol/L+亮氨酸 1.0 mmol/L, 利用

计算机辅助精子分析(CASA)系统检测精子运动时间

The control group is left untreated, and the sperm preservation fluid of the experimental group is supplemented with arginine 0.4 mmol/L,
leucine 1.0 mmol/L and arginine 0.4 mmol/L+leucine 1.0 mmol/L, respectively, and sperm motility time is detected using the computer-
assisted sperm analysis (CASA) system
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产生NO, 减少氧化应激引起的睾丸损伤。Maciel
等

[32]
则指出L-精氨酸是一氧化氮(NO)的天然前体,

在公牛精子获能过程中可提高精子质量。而在公

猪日粮中补充精氨酸则可提高血清中NO水平及睾

丸精氨酸和腐胺丰度, 进而改善睾丸发育和精液质

量
[33]

。另外, 精氨酸还可激活哺乳动物中mTOR细
胞机制标靶, 抑制自噬, 提高精子质量和促进精子

发生
[34]
。

作为蛋白质合成重要底物氨基酸之一, 亮氨酸

在蛋白质合成, 代谢等方面都具有重要的生物学功

能
[35]

。与L-精氨酸类似, 本研究也探索了L-亮氨酸

对繁殖效率的影响。研究结果显示在适宜浓度下,
L-亮氨酸对受精率、孵化率及畸形率均有显著的

改善作用。这与前人研究结果吻合, 如Zhang等[23]

指出, 亮氨酸短期处理可以通过影响自噬途径来提

高斑马鱼精子的运动性。Su等[24]
提出, 在黄颡鱼秋

繁生产中添加适量的亮氨酸可以提高受精率。Lin
等

[21]
指出在日粮中添加亮氨酸可增加睾丸中亮氨

酸的吸收和利用, 促进睾丸的发育, 通过mTOR信

号通路改善公猪的精液质量, 提高精子活力。但是,
在极端条件下, 如在亮氨酸饥饿的条件下, 能促进

或诱导体细胞自噬, 重新补充L-亮氨酸可以缓解依

赖mTOR信号通路的自噬过程
[36] 。其机制是亮氨

酸可通过中间代谢产物乙酰辅酶A(AcCoA)激活

mTORC1, 进而通过蛋白激酶ULK1缓解自噬的发

生
[37]

。除了mTORC1, 磷酸酶1B(PPM1B)同样控制

ULK1的氧化磷酸化状态, 亮氨酸缺乏诱导14-3-
3ε巴豆酰化, 导致PPM1B从14-3-3ε相互作用中释

放, 活化的PPM1B将ULK1去磷酸化并随后启动自

噬 ,  且14-3-3ε-PPM1B-ULK1通路与mTORC1-
ULK1通路可能是协同互补机制

[38]
。此外, 虽然本

研究发现0.4 mmol/L精氨酸与1.0 mmol/L亮氨酸的

单独和同时添加均能显著促进精子活力, 但是同时

添加比单独添加的促进效果更佳。同时添加将受

精率提高了11.20%—19.33%, 单独添加L-精氨酸提

高了5.62%—17.37%, 单独添加L-亮氨酸提高了

5.19%—11.37%, 由此可见同时添加效果优于单独

添加。此结果从一定程度上体现了两种氨基酸的

协同作用, 虽然亮氨酸和精氨酸的协同效应在鱼中

属首次发现, 但在哺乳动物的肉类品质研究中已有

报道。如Hu等[39]
指出, 亮氨酸和精氨酸共同添加可

诱导猪体脂下降, 提高其食用品质。Chu等[12]
指出

杂交黄颡鱼在胚胎发育的过程中存在父系线粒体

DNA延迟消除现象, 且推测其可能是杂交黄颡鱼畸

形率高的原因之一。从机制上发现, 自噬与父系线

粒体消除相关, 推测杂交鱼畸形率高是由于自噬不

完全导致的
[40]

。Zhang等[23]
指出添加亮氨酸能促进

自噬体的形成或抑制自噬体的降解, 促进细胞自噬

从而提高精子活力。精液中添加精氨酸和亮氨酸

可以激活精子中的细胞自噬通路, 受精后可能传递

到杂交黄颡鱼的受精卵中, 促进父系线粒体的清除,
进而降低杂交黄颡鱼的畸形率。

除了探究L-精氨酸和L-亮氨酸对受精率、孵

化率及畸形率的影响, 本实验还借助计算机辅助精

子分析系统(CASA)[1]
进一步证实了精氨酸和亮氨

酸确实可以显著提高精子活力。这也和前人研究结

果一致。如Su等[24]
也指出适量的氨基酸能提高黄

颡鱼精子活力。Lenis等[41]
使用不同剂量的精氨酸

灌喂大鼠后, 发现附睾精子的运动能力明显提高, 推
测可能是精氨酸酶在多胺生物合成中形成的鸟氨

酸被鸟氨酸脱羧酶转化为腐胺, 然后腐胺参与精氨

酸的合成, 即精氨酸通过影响多胺导致精子活力增加。

根据生产性验证显示, 改良型孵化桶对生产效

率有显著的提升作用, 且能够满足人工孵化和生产

实践的需求。与其他黏性卵类型的鱼类孵化相似,

表 7   不同孵化方式对受精率、孵化率和畸形率的影响

Tab. 7   Effects of different incubation modes on fertilization rate,
hatching rate and deformity rate

孵化方式
Incubation mode

受精率
Fertilization

rate (%)

孵化率
Hatching
rate (%)

畸形率
Deformity
rate (%)

传统孵化桶
Traditional hatching tank 65.50±2.73b 58.73±2.04b 31.70±2.52a

改良型孵化桶
Improved hatching tank 77.63±0.90a 79.49±0.81a 25.28±1.57b

700 mm 

    100 mm 

1000 mm 

进水口 

Ф25 mm球阀 

Ф40 mm弯头 

溢 

流 

口

 

 
图 3   改良型孵化桶

Fig. 3   Improved bucket
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目前黄颡鱼孵化的方式多以网片孵化, 或通过特定

的设施设备孵化, 而本研究设计的改良型孵化桶,
不仅解决了传统孵化桶受精卵翻动不均匀、水流

冲击力大和不能及时排出孵化污物及死卵等问题,
也避免了畸形苗死亡和水质恶化对正常苗造成影

响。同时孵化桶容量较大, 每次可容纳受精卵3—4 kg,
且孵化桶上部未设置滤网, 可减少鱼苗破膜时刷网

的工序, 保证桶内的溶氧维持正常水平, 对生产实

际具有重要意义。

 4    总结

本研究发现在精子保存液中添加精氨酸, 对改

善受精起主导作用; 在精子保存液中添加亮氨酸,
对改善孵化起决定作用; 在精子保存液中同时添加

精氨酸和亮氨酸, 对改善受精和孵化具有显著的促

进和协同效应。针对传统孵化桶由于水流及溶氧

等因素影响生产效率, 本研究设计采用的改良型孵

化桶, 改善了水流冲击力过大而对受精卵和孵化的

影响, 破除了传统孵化桶不能及时排出孵化污物的

弊端, 提高受精卵孵化过程中的溶氧, 显著改善了

孵化水质和孵化效率, 为人工孵化提供了一种操作

简便、劳动强度小、节水、高效的孵化设备。在

瓦氏黄颡鱼精液中添加适量的氨基酸, 使用改良型

孵化桶能大量快捷生产杂交黄颡鱼种苗, 并能达到

黄颡鱼种内繁殖水平。
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SEMEN SUPPLEMENTED WITH ARGININE AND LEUCINE ON
FERTILIZATION AND HATCHING OF HYBRID YELLOW CATFISH

(TACHYSURUS FULVIDRACO)

ZHOU Quan1, WANG Jia-Qi1, YU Gui-Jie1, WU Jian-Kai2, WANG De-Zhong2, XIONG Yang1, GUO Wen-Jie1,
ZHANG Mao-Sen3, TANG Qin1 and MEI Jie1

(1. College of Fisheries, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China; 2. Kangyu Fisheries Technology Co. Ltd. of
Sheyang County, Sheyang 224300, China; 3. Suxiangqin Fisheries Technology Co. Ltd., Taizhou 225300, China)

Abstract: In order to increase the reproductive efficiency of hybrid yellow catfish [Tachysurus fulvidraco (♀)×Ta-
chysurus vachelli (♂)], the addition of two functional amino acids L-arginine (L-Arg) and L-Leucine (L-Leu) in sperm
preservation solution was studied to find out the optimal concentration. The fertilization rate, hatching rate and mal-
formation rate were used as factors to evaluate reproductive efficiency. Results showed that the fertilization rate in-
creased first and then decreased with the fold increase in L-arginine concentration, and all of them were significantly
higher than that of the control group (P<0.05). The highest fertilization rate was found in the 0.50 mmol/L concentra-
tion group, but there was no significant influence on the hatching rate and malformation rate (P>0.05). As the increas-
ing of L-leucine concentration, the fertilization rate and hatching rate increased first and then decreased, while the mal-
formation rate decreased and then increased, with the highest fertilization rate, the highest hatching rate and the lowest
malformation rate in the 0.80 mmol/L concentration group, and all three evaluation factors were significantly improved
in values when compared with the control group (P<0.05). We also tried to add the two amino acids simultaneously, at
the concentrations of 0.4 and 1.0 mmol/L for L-arginine and L-leucine, respectively. We found that the fertilization
rate, hatching rate and malformation rate were significantly improved (P<0.05). Besides, we examined sperm motility
using a computer-assisted sperm analysis system (CASA), the results indicated that the addition of 0.4 mmol/L argi-
nine and 1.0 mmol/L leucine, alone or simultaneously, significantly promoted sperm motility (P<0.05). Finally, an im-
proved hatching bucket of Tachysurus fulvidraco was developed. It was proved to be more suitable for artificial breed-
ing with the fertilization rate and hatching rate significantly higher than those of the traditional hatching bucket, by
12.13% and 20.76%, respectively (P<0.05), with the malformation rate significantly lower than the traditional hatching
bucket (reduction of 6.42%; P<0.05). This study established a more efficient and convenient method for the artificial
breeding of hybrid yellow catfish, which will help to promote the new species and accelerate the industrial develop-
ment process.

Key words: L-Arginine; L-leucine; Fertilization; Hatching; Tachysurus fulvidraco; Tachysurus vachelli; Tachysurus
fulvidraco(♀)×Tachysurus cachelli(♂)
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