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malabaricus) 精液的黑斑 (Epinephelus

凍結保存

郭金泉

國立台灣海洋大學水產養鐘急
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要

本研究探討賦活黑斑 (Epinephelus m α仰的 ric us) 椅子

之滲透壓和稀釋比卒 , 及此兩因子所賦活椅子的運動持續時
間。實驗証明二甲基乙楓 (Dimethyl sulfoxide, 簡稱
DMSO) 抗凍劑的保護效果凌駕於甘油和甲醇之上。黑斑精

液的最適凍結速度據推算落於一20 到 - 150 � C / min 之間。
用 150 mM 氣化鋪當稀釋液並添加 20% DMSO 抗凍劑 , 此溶
液再和精液以 9 比 1 的稀釋比率混合 , 凍結解凍援黑斑精子
的平均投精力為 56% 。

摘

石斑魚遍佈台灣、香港及東南亞的沿岸及近海 , 是高經濟價值的食用
魚種。由於此魚之肉質細嫩味道鮮美 , 往往是老賽之最愛 , 市價昂貴 , 因
此台灣養殖石斑魚的產業如雨後春筍應運而生。其中最廣泛養殖的石斑魚
種是黑斑。黑斑是雌雄同體先雌後雄的變性魚種。據研究此魚須屆 5 至 10

年的魚齡才開始有雄性功能 , 此時雄魚往往是體重超過的公斤的龐然大物
(1, 2) 。由於雄種魚的數目及來源有限 ? 身價不凡 , 培養費時 , 可採集到
的精液量又極稀少 , 精液短缺經常是黑斑人工繁殖產業之一大困擾。凍結
魚類精液對養殖產業的貢獻 , 文獻中早有記載。而凍結黑斑精液的實際應
用價值大致可歸納為 : 第一 7 雄性種魚蓄養的數目可以減少 , 節省養殖成
本 ; 第二 , 減少對雄性種魚的壓迫 (stress) 。由於不必頻繁採精 , 對雄魚
生理 , 肉體及心理上的平擾無形中都減到最低 ; 第三 7 方便人工授精 , 作
業省時省力。一有成熟的魚卵即可馬上進行人工授精 , 確保精卵配子的品
質又不浪費每一個配子 ; 第四 y 可以進行遺傳育種的實驗 , 達到計劃生產
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的目標。因為凍結精液不但可以長久保存而且攜帶輸送簡便 , 所以可以超
越時空的限制使不同生殖期或地理隔離的石斑魚種得以交配。更方便育種

方面如 : 後代試驗 (progeny test), 近交 , 反交 , 雜交 , 染色體及基因工
程等等學術鑽研暨產業的應用 ; 第五 , 成立精子銀行確保種原 , 更可以保
存瀕臨絕種魚類之精液 , 落實自然資源復育工作。據有經驗的漁民指出 ,
爾來台灣近海的石斑種魚早已捕獲不易 , 由於石斑是位於食物塔上端的掠
食魚類 , 有棲息地特異性 , 族群數目原本就有限。加上黑斑特殊的性轉變
先雌後雄生殖方式 ? 族群成員的性比懸殊 , 雄種魚更是鳳毛麟角。因此台
灣海域的黑斑資源有枯竭之虞。精液凍結保存無疑是黑斑資源保育的一大

利器。

雖然諸多研究已經証實 , 用肉眼觀察解凍後魚類精子的運動情況來判
斷其授精能力的方法 , 誤差極大而且不客觀 (3) , 但是畢竟在魚卵受精過程
中 , 具有運動活力的精子是不可或缺的一環 y 而且此檢定方法簡易便捷 ,
因此藉評價魚類精子的運動活力來推測其授精能力 7 仍是目前最普遍廣泛

使用的檢定方法。本研究的目的 , 首先檢驗賦活黑斑精子的滲透壓及各種
離子在精子賦活過程中可能扮演的角色。其次解明成功凍結保存黑斑精液

必備的幾個重要因子 , 並尋求一個簡易、經濟 , 可靠凍結保存黑斑精液的
方法以期可以馬上推廣落實到產業界。

二、材料與方法
(一) 、雄種魚

精液採自體重介於30 到 40 公斤 , 蓄養於澎湖民間養殖場的黑斑種
魚。所有精液係在繁殖盛期按摩種魚腹部擠壓而得。採集後的精液暫

時置於碎冰上 , 一且確定採集的精子具有旺盛的運動活力後 , 馬上進
行精液凍結保存。同 .時也取微量精海稀釋100 倍 , 滴在血瑛計數板 ,
置於光學顯微鏡下計算精子濃度。另外也用離心機 (4

� C, 10,000 rpm)

離心精液獲取精漿。
1. 評鑑新鮮精子的運動活力

配製滲透壓為 150, 300, 450, 600, 1,100 mOsm / kg 的氯化鍋 ,
氯化餌 , 葡萄糖溶液及人工海水 (ASW) 。人工海水的配方是 : 溶 30

公克氯化鍋 , 0.8 公克氯化餌 , 1.3 公克氯化鈣 (CaC12) , 6.6 公克硫

酸鎮於 1 公升的蒸溜水 , 再加入 0.18 公克碳酸氫鍋 (NaHCO3) 把此

滲透壓為 1,100 mOsm / kg 的人工海水調成pH 值為 8.2 的緩衝液。
精液依次和上述不同滲透壓的溶液混合 (稀釋倍率 100) , 觀察精子
被賦活與否。另外 , 為了解精液稀釋比率對精子運動持續時間的影
響 , 取 1 微升 ( μ 1) 的精液分別和 550 mM 氯化鉤 , 氯化錚及 1,100

mM 葡萄糖溶液混合 y 稀釋比率依序為 10, 20, 100, 再計時精子還
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動的持續時間。所有的觀察都在室溫 (25 � C) 下進行。精液直接稀釋

置於光學顯微鏡鏡架上的表玻璃。觀察時顯微鏡的放大倍率是 200

倍。一俟精液和溶液充分攪拌混合後 , 馬上開始計時並評鑑精子運
動活力的指數。運動活力指數以 0 代表完全看不到具有激烈運動能
力的精子 , 1 表示有精子但其比率最多為25% 具有激烈運動能力 ,
2 表示多於25% 但不超過50% 的精子具有激烈運動能力 ( 亦即 >25%

to 50 %) , 依此類推 , 3 表 >50% 到 75% 的精子具有激烈運動能
力 , 4 表 >75% 的精子具有激烈運動能力。每個處理有三次重覆。
本研究以凝固點下降式滲透壓計測量滲透壓。每次測量前 , 滲透壓
計必先用標準溶液檢定並校正。所有化學藥品都是試藥級 (rea-

gent-grade) 購自美國 Sigma 公司。蒸溜水係自來水先去離子後再

放在玻璃瓶中煮沸凝結的再蒸溜水。
2. 評鑑凍結解凍後精子的運動活力暨授精力

凍結精液的步驟如下 : 首先以抗凍劑及稀釋液稀釋新鮮精液 ,
再分裝此混合物於0.25 cc 的麥管 (Instruments de Medecine Vete-

rinaire-IMV, L, Aigle, France) 。然後把麥管懸於不同高度 (1 或
8 公分) 的液態氮蒸氣中或把整支麥管埋在乾冰裡 , 逐漸冷卻直到精
液混合物完全凝固為止 ( 約 10 分鐘 ) 。最後把麥管儲存在液態氮桶
內。隔天 , 逢機取出一支麥管樣本 , 放在20 � C水浴中解凍 , 檢查並
評鑑解凍後精子的運動活力。其餘的麥管繼續保存在液態氮桶中 ,
直到採到品質良好的魚卵時才即刻解凍 , 進行凍結精液授精力的檢
定。

本實驗共比較了五種稀釋液 , 分別是 150mM 氯化鍋 (3), 300

mM 葡萄糖 (3, 4) , 海水魚生理食鹽水 (5), 150 mM 拘機酸銷 (3, 6) 及
蒸溜水。根據初步預備試驗之結果 , 本實驗挑選20% DMSO 為單
一抗凍劑 , 精液的稀釋比率固定為 10, 進行稀釋液的比較。其次 ,
以 150 mM 氯化納為稀釋液進行兩種精液稀釋比率 (10 或 100) 和兩個
平衡時間 (5 或 60 分鐘 )複因子的試驗。此外 , 亦以 150 mM 氯化納為

稀釋液 , 混合三種不同濃度 (10, 20 和30%) 的抗凍劑 (DMSO , 甘油
及甲醇 ) 靜置五分鐘後再凍結保存 , 藉以尋找最適抗凍劑和濃度的
生洞 A 、 -F且口 u

用軟管插入雌魚之卵巢抽取魚卵。逢機取 100 個卵計算其平均
卵徑。當卵徑大於 0.4 公廈時 , 注射每公斤魚體重0.5IU 比率劑量之
人類絨毛促性腺激素 (簡稱hCG, 哥娜針劑中國化學製藥公司 ) 催熟
並催產種魚。一般在 25 �C 水溫 , 雌魚在單次hCG 注射後的 24 至U30 小
時之間會產卵。擠出魚卵並儘快於 20 分鐘內完成授精實驗。用一支

麥管 (0.25cc) 的凍結精液或 0.25 cc 的新鮮精液 ( 業已用 150 mM 氯化
納稀釋 10 倍 , 其精子濃度大約和凍結精液相等 ) 去授精 1 及 2 公克

d
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的魚卵。一公克的黑斑卵大約為數 2 千。
凍結精液一解凍後馬上灑在魚卵上 , 隨後添加 10 cc 的天然海

水混合精卵。受精率的計算係依郭等 (3) 之方法 , 亦即以受精卵有
否發育達孵化直前的胚胎期為標準 , 判定受精與否。視情況 , 有時
須 J;)sin -_If 一方式轉換以 % 表示的受精率以利統計分析。本研究採
用Tukey 多變距測驗以α =0.05 當顯著水準 p 比較分析各處理間的

差異 (7) 。

三、結 果
(一) 、評鑑新鮮精子的運動活力

三尾黑石斑精子濃度的範圍為4.2"" 8.6 X 109/ cc 。精漿的平均滲
透壓為 340 mOsm / kg 。黑斑精子縱使稀釋於滲透壓為 300 mOsm / -
kg 的電解質溶液 ( 氯化鍋 , 氯化餌 , 人工海水 ) 或非電解質的葡萄糖溶

液中 , 也不被賦活 ( 表一 ) 。只有當稀釋液的滲透壓高於600 mOsm / -

kg 時 , 不論電解或非電解質溶液皆可賦活黑斑精子 (表一 ) 。雖然賦活

精子的運動活力指數在精液稀釋比率為 10, 20, 和 100 皆相同 , 可是精
子運動的持續時間卻隨著稀釋比率的增加而急邊下降 (表二 ) 。

(二) 、評鑑凍結解凍後精子的運動活力暨授精力
以蒸溜水為稀釋液解凍後的精子完全喪失運動能力 ( 表三 ) 0 150

mM 氯化銷和海水魚生理食鹽水的效果同屬最優(表三 ) 。由於 150 mM

氯化鍋配製容易價錢便宜 , 本研究以後的實驗都採用其當稀釋液。精
液採高稀釋比率 , 解凍後精子的運動活力遠遜於採用低稀釋比率。短
時間 (5 分鐘 ) 的平衡效果比長時間 (60 分鐘 )卓越。根據以上的結果 , 下
述實驗都採用低稀釋比率 (10) 及短的平衡時間 (5 分鐘 ) 。甘油及甲醇在

實驗濃度範圍 (10, 20, 30 %), 凍結解凍後精子完全喪失運動活力 ,
只有DMSO 顯示保護抗凍效果 , 其最適濃度為 20%( 表四 ) 。以 150

表一 The effect of NaCI, KCI, ASW and glucose on spermatozoan
motility of black grouper at a semen dilution ration of 100.

Chemical Osmolality (mOsm/kg)

150 300 450 ωo 1,100

NaCl KCl ASW glucose O O O 4 4

Motility score 0: no spe πnatozoa were motile.

Motility score 1: > 0-25a,ro of spermatozoa with progressive movement.

Motility score 2: > 25-50a,ro of spermatozoa with progressive movement.

Motility score 2: > 50-75 句。 of spermatozoa with progressive movement.

Motility score 4: > 75a,ro of spermatozoa with progressive movement.
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The effect of semen dilution ratio on sperm motility in NaCI,

KCI, artificial sea water (ASW), sea water and glucose solutions.
表二

Motility scoreDuration (minutes)

of motility

Semen dilution

ratIo

A
且

TA
且

TAUT

40'
lOb

2
mwm

∞

NaCl, KCI, ASW,
sea water

and glucose

Motility Score 0: no motile spermatozoa.

Motility Score I >0-25070 of spermatozoa with progressive movement.

Motility Score 2 > 鈞一 50 明 of spermatozoa with progressive movement.

Motility Score 3 > 50 一 75 明 of spermatozoa with progressive movement.

Motility Score 4 > 75070 of spermatozoa with progressive movement.

Column values with ,different superscripts differ sigruficantly (�5 0;05).

Comparison among the effects of various extenders on post-

thaw spermatozoan motility of black grouper.

三表

具{otility Score

A
且

TA--

勻
品

,Anu

Extender

150mM NaCI

Marine teleost Ringer

300mM glucose

150mM sodium citrate

distilled water

See Table I for key.

The effect of different concentrations of DMSO, glycerol and

methanol on post-thaw black grouper spermatozoan motility.

表四

Motility score

句

34
縛

,A

Concentration(07o)

nununu

-A

勻,
缸

qd

Cryoprotectant

DMSO

nununuAUAUAU

-A

勻
iH

句

3

Glycerol
and Methanol
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mM 氯化錦添加20%DMSO 並和精液以 9 比 1 的比率混合後分注於
0.25 cc 麥管 , 三種凍結方法 (懸於不同高度的液態氮蒸氣中或把整支

麥管埋在乾冰裡 ) 凍結解凍後精子的運動活力不分軒輕( 表五 ) 。當卵重

為 1 公克時 , 凍結精液的授精力和新鮮精液的授精結果並沒有顯
著(P<0.05) 差異 (表六 ) 。然而當卵重增為 2 公克時 , 凍結精液的授精
能力就顯著 (P<0.05) 的比新鮮精液遜色 (表六 ) 。此授精實驗中精液的
凍結速度約為一切。C / min 。

論
一般卵生硬骨魚類的精子在精液中靜止不動 (8, 9) 。只有當添加適當

的稀釋液後精子才被賦活。由於魚類精子一旦賦活就會耗盡運動能源 ,
因此在凍結前及解凍過程必須盡量防止並抑制精子的運動。賦活魚類精子

的原因包括精子脫離精巢的束縛 , 抑制精子賦活之因子被稀釋 , 氧氣或

滲透壓的濃度改變等等 (9-12) 。然而各種魚類精子的賦活機制顯然不同。

四、討

Comparison among the effect of freezing method on the post-

thaw black grouper spermatozoan motility.

五表

Motility Score

4

4
4

Freezing method

Above liquid nitrogen surface
1 cm
Above liquid nitrogen surface

8 cm

Buried in dry ice

See Table 1 for key.

可.-

The effect of egg quantity of black grouper on fertiliza�ion
capacity using 0.25 ml of a mixture of 9 parts of 1的 NaCl solu-

tion plus 1 part of either frozen-thawed or fresh semen.

表六

Fertilization rate
( 明 )

Semen type

(0.25 ml)

Egg quantity

(gram)

60.8 :t 2.4"

56.7 :t 3.3"

55.4 :t 4.2"
33.1 :t 2.3b

fresh

frozen-thawed

fresh

frozen-thawed

-A1A

呵

,hqu

Values are meas :t standard deviation. N = 6 in all experiments.
a, b Va]ues with different superscripts differ significantly (P< 0.05).
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金甲離子會抑制桂鱗魚類精子的運動 , 卻會延長鯉科魚類精子的運動持續時
問。對海水魚類精子 , 奸離子純粹只具滲透壓的作用既不抑制也不促進其
運動活力 (12, 13) 。一般滲透壓高於 300 mOsm / kg 的溶液能賦活海水魚
類的精子 (13) 。然而本實驗卻發現斌活黑斑精子的最低滲透壓 ( 600
mOsm/kg) 遠比一些海水魚更高 (9, 13, 14) 。此間的差異頗富趣味值得進
一步探討。

增加精液稀釋比率會縮短黑斑精子的運動持續時間 , 此現象可能歸咎
於稀釋作用。維持精漿襄某些必要未知成分的最低濃度 (閱值 ) 是魚類精子
能否運動的關鍵 (3, 8, 9, 15) 。過分稀釋精液會造成這些必要未知成分的濃
度低於闊值 , 因而不能賦活精子。此稀釋作用或許也可以解釋為何高度稀
釋精液 , 解凍後其精子的運動活力指數會遠遜於以低度稀釋精液 , 精子的
運動活力指數。 Withler 和Lin (16) 也報導低倍稀釋E. 的uum α精液 , 解凍
後精子的運動活力指數遠比高倍稀釋精液更優良。

一般魚類精子運動的持續時間會隨著稀釋比率的增加而驟然縮題。察
諸文獻 , 對於魚類精子運動持續時閉的記載往往令人困惑。這些矛盾可能
肇因於賦活精液的稀釋比率不同 , 賦活精液的稀釋液或稀釋液的溫度不
一 , 採精的季節或時候相異 , 雄魚的個體差 , 或每位實驗觀察者的偏好。
標準化計時魚類精子運動持續時間的方法 , 以方便未來比較魚種問之異同
實在有其迫切性。郭 (17) 研究大西洋兢精液的凍結保存 , 指出只要解凍後
大西洋兢精子的細胞核仍然安然無慧 , 解凍後此魚精子的運動活力和其平
均授精率的相關高達 0.739 。根據筆者初步電子顯微鏡的觀察 , 解凍後
90% 黑斑精子的細胞核並無明顯受損的跡象 (未發表 ) , 因此解凍後黑斑精
子的運動活力指數在某個程度似乎可以代表其授精力。

本研究支持抗凍劑和稀釋液的須求因魚種而不同 (species-specific) 的
說法。譬如本研究發現甘油及甲醇兩抗凍劑不適用於保護黑斑精子 , 對斑
馬魚及吳郭魚精子而言 , 甲醇卻頗有抗凍保護功能 (18, 19) 。其他報告也
証實甘油不能保護 E. 的 umna 精子 (11) , 甲醇不利於barramundi 及大西洋
兢精子的凍結保存 (3, 20) 。拘機酸銷是鋼類 (6) 及河豚 (21) 精液理想的稀釋
液 , 卻完全不適合於稀釋黑斑及大西洋緻之精子 (3) 。

本研究所用的三種凍結方法 (懸麥管於液態氮液面 1 或 8 公分上方的
蒸氣中或把整支麥管埋在乾冰裡 ) , 解凍後精子的運動活力指數皆大同小
異。三種方法的凍結速度據推測分別為一 154, 一 20, - 85 �C / min (6,
22) 。所以大西洋鐵 (3) , 網 (6) 及駐縛類 (23) 精液最適凍結速度都非常相
似。

一般延長平衡時問對魚類精子都是有害無利 (3, 8, 9) 。本研究結果也
支持此論點。可是Rana 等 (24) 冷凍吳郭魚精液 , 認為稀釋液和平衡時間有
互涉關係 , 平衡時間的長垣須要依稀釋液的種類做適當調整。此論點有待
進一步驗實。
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總之本研究成功的凍結保存了黑斑精液 , 且其授精力可媲美新鮮精
液。
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