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摘要    栉江瑶(Atrina pectinata)为我国重要的海洋经济双壳贝类，近年来，其养殖生产活动备受

养殖企业关注，为发展和优化其人工繁殖技术，本研究探究了人工海水中铵离子浓度和 pH 的变化

对栉江瑶新鲜精子游泳运动的激活作用，定量描述了高度活化状态下精子曲线运动速率(VCL)、直

线运动速率(VSL)、平均路径运动速率(VAP)和鞭毛摆动频率(BCF)的运动学特征，并对精子 ATP 含

量、ATP 酶与超氧化物歧化酶(SOD)活性进行了记录。结果显示，简单提高海水 pH 可略微提高栉

江瑶精子运动率，但无法使精子进入高度活化状态；含有铵离子的碱化海水可有效激发精子游泳运

动，3 mmol/L 氨海水激活效果最佳。经 3 mmol/L 氨海水激活后，精子活力等级(MI)在 21 min 内一

直保持在≥4 的状态，在激活的前 3 min 内精子运动率都在 80%以上，VCL>56 μm/s，VSL>17 μm/s，

VAP>30 μm/s，BCF>6 Hz。精子 ATP 含量在激活 5 min 后降低至初始含量的 30.29% [(128.80± 

66.92) μmol/g prot]，随后，无显著变化(P>0.05)。精子 Na+-K+-ATP 酶和 Ca2+-Mg2+-ATP 酶活性在运

动过程中较为稳定，其中，Na+-K+-ATP 酶活性较低[(0.62±0.03) U/mg prot]，Ca2+-Mg2+-ATP 酶活性

较高[(6.08± 0.04) U/mg prot]。精子 SOD 活性在 15 min 内逐步降低至[(1.23±0.73) U/mg prot]，随后

维持稳定。本研究可为栉江瑶精子激活机制深入研究提供基础，助力发展栉江瑶人工繁育技术。 
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栉江瑶(Atrina pectinata)是一种大型双壳贝类，

俗称带子、海锨、大海红，广泛栖息于日本、韩国、

中国沿海潮下带的泥质或砂质沉积物中，具有极高的

商业价值(Lee et al, 2015)。据《中国渔业年鉴 2022》

不 完 全 统 计 ， 我 国 2021 年 海 水 贝 类 养 殖 产 量 为

1 526.07 万 t，是全国海水养殖产量(2 211.14 万 t)的

69.02% (农业农村部渔业渔政管理局等, 2022)。我国

贝类养殖产业取得的巨大成绩，与经济贝类人工育苗
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技术的突破有直接关系，加上养殖技术的创新与进

步，使我国贝类产业在海水养殖业中有着举足轻重的

作用。 

马氏珠母贝(Pinctada fucata martensii)、欧洲大扇

贝(Pecten maximus)和太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)

等多数双壳贝类以体外受精的方式进行生殖繁育，精

子与卵子在水环境中发生受精作用(Alavi et al, 2014; 

Boulais et al, 2019)。这类受精方式的贝类精子在排出

亲本体外前一直处于静止或低迷运动状态，只有当精

子被激活游泳运动时才具备与卵子结合的能力，且游

泳 运动 能 力 会 直接 影 响 受 精率 的 高 低 (Arita et al, 

2012; Demoy-Schneider et al, 2012; 周丽青等, 2011)。

由此可见，精子游泳运动有效激活对海洋双壳贝类人

工授精的成功有着重要意义，也是发展及优化人工繁

殖技术的关键之一。栉江瑶与上述双壳贝类相似，以

体外受精的方式进行繁殖。 

双壳贝类的精子收集方法可分为亲本刺激排放

收集法和人工剥离收集法。亲本刺激排放收集法是指

亲本自然或经人工阴干、升温等方式刺激后将精子排

出体外，是在水体中进行精子样品收集的方法；人工

解剖获得法是指直接解剖亲本个体从性腺中获得精

子的方法。2 种精子收集方法各有利弊：亲本刺激排

精法具有方法简单、操作简便、对亲本伤害较小等优

点，但易受到黏液和粪便等杂质的影响，导致精子

活力下降；人工剥离法可直接获取性腺内的成熟精

子，通过使用缓冲液进行稀释保存，可避免精子受

到污染，但该法获得的精子样品质量和成熟度参差

不齐，需要进一步的激活处理，但可以控制精子激

活时间，在精卵排放不同步的情况下更利于人工育

苗的操作(Beirão et al, 2019; 许帅等, 2021; 郑兴, 

2019)。 

在贝类的人工授精过程中，由于存在精子质量不

一、活化后精子活力不足等现象，商业育苗场常面临

精子供应短缺的问题(Rurangwa et al, 2004)。不同贝

类精子所需要的激活液种类与浓度具有差异性，筛选

出有效的激活液可推动其人工繁殖技术进一步发展。

现有研究针对栉江瑶精子所采取的激活方式不一，多

参考其他双壳贝类的激活液进行选择，所获得的精子

激活率从 20%~90%不等(Awaji et al, 2018; 于非非等, 

2016)，尚未形成标准化的精子激活方案，且均未对

栉江瑶精子的运动学指标和能量代谢内容进行研究。

此外，关于栉江瑶配子的研究主要围绕卵母细胞开展

(Awaji et al, 2018、2022; Qiu et al, 2014)，鲜见关于

精子游泳运动特征量化描述及相关能量代谢特征的

基础研究。 

本文以海南地区繁殖季节的栉江瑶为研究对象，

探究了海水中铵离子浓度和 pH 的变化对新鲜精子运

动率及运动特征的作用，并对高度活化状态下栉江珧

精子的能量代谢特征进行研究，以期为栉江瑶精子激

活机制研究奠定基础，支持栉江瑶人工繁育技术的发

展与优化。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料与管理 

实验于 2021 年 6 月至 2022 年 1 月在海南省文昌

市烟墩养殖场进行。栉江瑶亲本来源于海棠湾蜈支洲

岛海域，获得亲本后马上运至文昌市烟墩养殖场，置

于水泥池中暂养，水温为(27±1) ℃，pH 为 8.18，盐

度为 29，投喂亚心形扁藻(Platymonas subcordiformis)和

角毛藻(Chaetoceros sp.)混合液，每天早晚各投喂 1 次。 

1.2  精子收集方法 

经显微镜进行性别辨别后，取性腺成熟的雄性亲

本作为实验个体。使用解剖刀切断闭壳肌，打开贝壳，

用干净纸巾吸干海水及组织液混合物，取下性腺放入

干净烧杯中，加入适量无钙生理缓冲液(Ca-free HBSS，

Sigma)，随后采用消毒后的剪刀充分剪碎性腺，获得

精浆悬浮液，再用 300 目筛绢过滤精浆悬浮液，去除

多余组织碎片，获得较干净的精子悬浮液，用无菌离

心管装好、标记，放于冰上待用。 

1.3  精子激活方法与实验设计 

本研究所采用的激活方法是以 1∶500 的比例将

精子悬浮液与激活液在 2 mL 圆底 EP 管中混合，用

旋涡混合器快速混合后，取 3 μL 样品点入 Leja 玻片

中，在精子质量分析系统下进行连续性观察，直至大

部分精子不再运动。实验在室温[(25±1) ℃]及控温平

台(25 ℃)条件下进行。 

研究以人工无氨海水(ASW，pH 为 8.20，盐度为

30)作为实验对照组，观察用不同浓度氨海水(1、2、3、

4 和 5 mmol/L)激活精子后 21 min 内精子运动率的变

化规律；观察精子被与氨海水组 pH 相对应的人工配

置的不同 pH 海水(8.64、9.10、9.27、9.36、9.42)激活

后 21 min 内运动率的变化规律；观察最佳活化状态

下精子的曲线运动速率(VCL)、直线运动速率(VSL)、

平均路径运动速率(VAP)、鞭毛摆动频率(BCF)、ATP

含量、Na+-K+-ATP 酶活性、Ca2+-Mg2+-ATP 酶活性和

SOD 活性的变化规律。 
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1.4  缓冲液及激活液的配置与保存 

无钙生理缓冲液：取 1 mL 的 10×Ca-free HBS 

(Sigma，美国)加入到 9 mL 无菌超纯水中，混匀，4 ℃

保存待用。 

无氨人工海水(ASW)：参照 Cavanaugh (1975)的

方法，称取 24.837 g NaCl、0.671 g KCl、0.910 g CaCl2、

4.676 g MgCl2、6.161 g MgSO4、0.181 g NaHCO3 溶于

1 L 无菌超纯水中，曝气 2 h，为氨海水配制的基础液，

常温保存。 

不同氨浓度人工海水：使用 25%浓氨水及无氨人

工海水分别配制成 1、2、3、4、5 mmol/L 的人工氨海

水。常温保存待用，现用现配。作为精子激活液使用。 

不同 pH 人工海水：使用 Good´s buffer 调节无氨

人工海水 pH，分别配制成 pH 为 8.64、9.10、9.27、

9.36 和 9.42 的人工海水。常温保存待用。作为精子

激活液使用。 

1.5  检测指标和方法 

1.5.1  激活率与运动学参数    使用 SCA 精子质量

分析仪(v.6.1)进行精子激活率及运动学参数测定。

SCA 精子质量分析系统选择无脊椎动物模型模块，其

镜像采集设置参数：最大采集面积为 80 μm2；帧数频

率为 300 f/s；样品漂移参数为 4 μm/s。将每次镜头捕

捉的精子个数控制在 300~400 个之间。 

本研究所涉及具体指标及标准设定如下：精子总运

动率(TM，%，VCL≥10 μm/s)、VCL (μm/s)、VSL (μm/s)、

VAP (μm/s)和 BCF (Hz)。 

1.5.2  精子活力等级划分方法    根据 Billard (1983)和

Cosson 等(2008)的方法，将精子活力等级(MI)分为 6 个

水平(表 1)，即 MI=0~5。MI=0 表示精子处于未活化

状态；MI=1 表示活化精子<1%；MI=2 表示活化精子

在 1%~<25%之间；MI=3 表示活化精子在 25%~<50%

之间；MI=4 表示活化精子在 50%~<75%之间；MI=5

表示活化精子在 75%~100%之间。 

 
表 1  精子活力等级划分标准 

Tab.1  Criteria for grading sperm motility 

活力等级(MI) 
Motility index 

总运动率(TM) 
Total motility 

基本描述 
Description 

0 0 精子处于未活化状态 

1 <1% 活化精子<1% 

2 1%~<25% 活化精子在 1%~<25%之间

3 25%~<50% 活化精子在 25%~<50%之间

4 50%~<75% 活化精子在 50%~<75%之间

5 75%~100% 活化精子在 75%~100%之间

1.5.3  精子 ATP 含量与酶活性的测定    将精子悬

浮液在 4 ℃、4 000 r/min 条件下离心 15 min，收集精

子细胞沉淀，舍去上清液。沉淀经生理盐水混匀后进

行超声波破碎，分别按照试剂盒提供的方法测量上清

液的 ATP 浓度、Na+-K+-ATP 酶活性、Ca2+-Mg2+-ATP

酶活性和 SOD 活性。实验所用试剂盒购自南京建成

生物工程研究所。 

1.6  数据处理与统计 

实验数据用统计分析软件 DPS 14.5 进行统计分

析，P<0.05 表示具有显著性差异。 

2  结果 

2.1  铵离子浓度、pH 对精子总运动率活化效果的影

响及比较 

人工氨海水的 pH 会随着海水中的铵离子浓度增

加而变高，人工海水所含铵离子浓度分别为 1、2、3、

4 和 5 mmol/L 时，溶液的 pH 分别为 8.64、9.10、9.27、

9.36 和 9.42。 

不同铵离子浓度和 pH 的人工海水处理栉江珧新

鲜精子后的总运动率如图 1 所示。栉江珧精子在对照

组(无氨人工海水)中呈不运动或极低迷的运动状态

(MI≤1)，在激活 21 min 内，精子总运动率在(1.89± 

1.44)%~(6.66±1.22)%范围内浮动变化。在合适范围

内，随着铵离子浓度和 pH 的升高，栉江珧新鲜精子

总运动率也会显著提高，但所对应的最佳激活时间有

所不同。 

如图 1A 所示，在浓度为 1 mmol/L 的氨海水激

活溶液中，栉江珧精子被激活 1 min 后，TM 显著升

高至(33.89±2.60)% (P<0.05)，活力在 MI=2 状态保持

了 5 min；被激活 6 min 后，TM 开始明显降低，活力

直至实验结束一直维持在 MI=1 的状态，最低 TM 为

(13.84±1.14)%。而在与 1 mmol/L 氨海水激活溶液 pH

值对应的无氨人工海水激活液中(pH=8.64)，栉江珧

精 子 活 力 状 态 则 一 直 维 持 在 MI=1 ， TM 最 高 为

(19.88±1.28)%，激活效果显著差于 1 mmol/L 氨海水

溶液，但显著高于对照组，即 pH=8.64 的实验组与对

照组相比也存在一定程度的运动激活效果。 

如图 1B 所示，栉江珧精子运动被 2 mmol/L 的氨

海水激活后，活力在激活 14 min 内一直维持在 MI=2

的状态，TM 最高为(36.48±1.91)%，而在激活第 15 分钟

开始呈现逐步降低的趋势，精子活力降至 MI=1 的状

态，直至实验结束。而在与 2 mmol/L 氨海水激活溶

液 pH 值对应的无氨人工海水激活液中(pH=9.10)，栉
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江珧精子活力状态一直维持在 MI=1，TM 最高为

(17.82±1.24)%，激活效果显著差于氨海水溶液，但显

著高于对照组，且呈略微上升的趋势。 

如图 1C 所示，栉江珧精子运动被 3 mmol/L 的氨

海水激活后，活力在激活 21 min 内一直保持在 MI≥4

的状态，在激活的前 3 min 内，总运动率都在 80%以

上，第 4 分钟开始呈下降趋势并进入较平稳状态

(MI=4)，直至实验结束精子运动率均高于 60%，在整

个实验组中精子激活效果最优。而在与 3 mmol/L 氨

海水激活溶液 pH 值对应的无氨人工海水激活液中

(pH=9.27)，栉江珧精子活力状态一直维持在 MI=1，

TM 最高为(23.32±1.93)%，激活效果显著差于氨海水

溶液，且呈逐步下降趋势。 

如图 1D 所示，栉江珧精子运动被 4 mmol/L 的氨

海水激活后，活力在激活 21 min 内一直保持在 MI=2

的状态，精子运动率在(43.96±1.92)%~(32.44±1.26)%

范围内浮动变化。而与 4 mmol/L 氨海水激活溶液 pH

值对应的无氨人工海水激活液中(pH=9.36)，栉江珧

精子运动率整体低于在 4 mmol/L 氨海水激活液中，

但 优 于 对 照 组 ， 在 激 活 后 第 2 分 钟 显 著 上 升 至

(26.40±1.88)%，并在 5 min 内维持着 MI=2 的状态活

力，随后运动率呈波动状态，保持活力 MI=1 的状态。 

如图 1E 所示，栉江珧精子运动被 5 mmol/L 的氨海

水激活后，活力在激活前 5 min 内一直保持在 MI=2 的

状态，精子运动率在(25.04±1.22)%~(30.64±1.93)%范围

内浮动变化。随后呈逐步降低的趋势，活力降至 MI=1

的状态，实验结束后，TM 显著降低至(7.44±1.26)%。

在与 5 mmol/L 氨海水激活溶液 pH 值对应的无氨人工

海水激活液中(pH=9.42)，栉江珧精子运动率在实验过

程中只有略微上升，在激活 4 min 时，TM 达最高值，

仅为(7.71±1.26)%，随后呈波动变化，活力一直为 MI=1

的状态，其运动率出现低于对照组的现象。 
 

 
 

图 1  不同浓度铵离子和 pH 的人工海水激活后栉江珧精子总运动率的变化 
Fig.1  The kinetics of A. pectinata total motility (TM) after dilution with artificial seawater of different ammonia ion concentration and pH 

 

2.2  高度活化状态下栉江珧精子游泳运动特征分析 

由总运动率实验结果可知，3 mmol/L 氨海水可

有效激活栉江珧精子游泳运动，为进一步分析栉江珧

精子游泳运动特征，本研究选择 3 mmol/L 氨海水作

为栉江珧新鲜精子最优激活液，继而开展精子激活后

游泳速度参数和鞭毛摆动频率特征的分析。 

2.2.1  游泳速度变化特征     栉江珧新鲜精子经

3 mmol/L 氨海水激活后，游泳运动速度参数都随着

激活时间的推移而呈逐步降低的趋势(图 2)。VCL 在

3 mmol/L 氨海水激活后，3 min 内保持着较高速率

(>56 μm/s)，在第 5 分钟显著降低至(47.69±1.40) μm/s 

(P<0.05)，在第 9 分钟显著降低至(40.87±1.08) μm/s 

(P<0.05)，随后保持较平稳的状态。VSL 在激活后第

4 分钟由(17.51±1.64) μm/s 显著降低至(12.14±1.35) μm/s 
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(P<0.05)，随后基本在 (7.41±1.43)~(8.46±1.37) μm/s

之间浮动变化(P>0.05)。VAP 在激活后第 3 分钟由

(30.37±1.32) μm/s 显著降低至(26.25±1.30) μm/s (P<0.05)，

在第 6 分钟时，再次显著降低至(21.32±1.36) μm/s 

(P<0.05)，随后，未出现显著变化，基本维持在 20 μm/s

左右(P>0.05)。 
 

 
 

图 2  经 3 mmol/L 氨海水激活后栉江珧精子运动速度 

参数(VCL、VSL、VAP)的变化 
Fig.2  Variation of velocity parameters (VCL, VSL, VAP) of 
the A. pectinata sperm movement after activated by artificial  

seawater of 3 mmol/L ammonia ion 

VCL：曲线运动速率(μm/s)；VSL：直线运动速率(μm/s)；

VAP：平均路径运动速率(μm/s)； 

不同字母代表显著性差异(P<0.05)，下同。 
VCL: Curvilinear velocity (μm/s); VSL: Straight line velocity 
(μm/s); VAP: Average path velocity (μm/s). Different letters 
indicated significant difference (P<0.05), the same below. 

 

2.2.2  鞭毛摆动频率变化特征    栉江珧新鲜精子

经 3 mmol/L 氨海水激活后，BCF 随着激活时间的推

移呈先升高后快速降低的趋势(图 3)。栉江珧精子在

3 mmol/L 氨海水中激活后，前 4 min 的鞭毛摆动频率

在(6.14±0.58)~(6.60±0.32) Hz 之间浮动变化(P>0.05)，

在第 5 分钟显著降低至(4.97±0.33) Hz (P<0.05)，随后

呈 持 续 缓 慢 降 低 的 趋 势 。 在 第 10 分 钟 降 低 至

(3.68±0.40) Hz 后，基本维持在 3.3 Hz 左右。 

2.3  精子激活后 ATP 含量的变化 

栉江瑶精子激活后的 ATP 含量随时间的变化如

图 4 所示。未经激活液处理的精子具有最高的 ATP

含量[(425.17±45.36) μmol/g prot]，精子 ATP 含量在激

活后的 5 min 内显著下降至(128.80±66.92) μmol/g prot，

约为初始含量的 30.29% (P<0.05)，并在随后略微升

高，最终稳定在 200 μmol/g prot 左右。 

2.4  精子激活后 ATP 酶活性的变化 

栉江瑶精子激活后 ATP 酶活性随时间的变化如 

 
 

图 3  经 3 mmol/L 氨海水激活后栉江珧精子鞭毛 

摆动频率的变化 
Fig.3  Variation of beat-cross frequency (BCF) of  

A. pectinata sperm after activated by artificial seawater of  
3 mmol/L ammonia ion 

 

 
 

图 4  精子激活后 ATP 含量随时间的变化 
Fig.4  Variation of ATP content of the  

A. pectinata sperm post activation 
 

图 5 所示。精子 Na+-K+-ATP 酶活性在前 15 min 保持

稳定，无显著差异(P>0.05)，并在 15~20 min 内显著

升高(P<0.05)。精子 Ca2+-Mg2+-ATP 酶活性基本保持

稳定，并在激活后 15 min 内逐渐升高，随后稍下降。

其中，栉江瑶精子 Na+-K+-ATP 酶活性较低[(0.62± 

0.03) U/mg prot]，Ca2+-Mg2+-ATP 酶具有较高的活性

[(6.08±0.04) U/mg prot]。 

2.5  精子激活后 SOD 活性的变化 

栉江瑶精子激活后 SOD 活性变化如图 6 所示。在

激活后的 15 min 内精子 SOD 活性呈逐渐下降的趋势，

并在激活 15 min 后达到最低值[(1.23±0.73) U/mg prot]。

随后，SOD 活性维持稳定且不再有显著性变化(P>0.05)。 

3  讨论 

3.1  海水铵离子浓度与 pH 对栉江瑶精子激活效果

的影响 

大多数海洋无脊椎动物精子的激活机制相对而 
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图 5  精子激活后 ATP 酶活性随时间的变化 

Fig.5  Variation of ATPase activity of the A. pectinata sperm post activation 
 

 
 

图 6  精子激活后 SOD 酶活性随时间的变化 

Fig. 6  Variation of SOD activity of the A. pectinata  
sperm post activation 

 

言比较保守，以体外受精方式繁殖的海洋双壳贝类精

子游泳运动的调控被认为是受水环境中诸多因素共

同作用的，其中，离子和 pH 起着主要作用(Boulais 

et al, 2019; Zheng et al, 2018)。诸多研究认为，外界

水环境的 pH 偏碱化会使在水体中的游离精子细胞内

的 pH 也发生碱化，从而进一步催化精子的运动；而

酸性或中性介质则会抑制精子运动。在该过程中，

K+、Na+等离子也会参与其中并协同发挥作用(Boulais 

et al, 2018; Christen et al, 1983)。牡蛎和扇贝等双壳贝

类的精子可被自然海水直接激活，正是这种精子运动

催化机制在发挥作用。 

然而，海洋双壳贝类精子游泳运动的激活存在着

物种间的差异。Boulais 等(2018)研究发现，海水盐度

的变化会显著影响太平洋牡蛎精子的运动率及游泳

速度；而同为广盐性生物的马氏珠母贝精子运动激活

研究发现，海水的盐度变化对其精子运动能力并未直

接造成显著影响(Zheng et al, 2020)。本研究表明，直

接从性腺中剥离的栉江珧精子是未被活化的、不运动

的，即使把它和新鲜自然海水混合在一起，也只有极

少部分的精子呈现低迷的运动状态，且仅通过简单碱

化人工海水的方式并不会明显影响其精子游泳运动，

而与之相反的是，通过铵离子碱化人工海水的方式可

有 效 触 发 栉 江 珧 精 子 的 游 泳 运 动 。 在 马 氏 珠 母 贝

(Zheng et al, 2020)和皱纹盘鲍(Haliotis discus)(蒋玉荣

等, 2017)精子游泳运动的相关研究中也得到海水中

铵离子的存在可有效激发精子发生强烈游泳运动的

结论。这意味着栉江珧和马氏珠母贝等物种的精子在

体外激活过程中，可能存在一套与牡蛎和扇贝等不一

样的精子激活机制，精子在海水中无法得到直接激

活，还需要铵离子等其他条件的额外刺激。氨水、NaOH

和 KOH 在以往的精子相关研究中主要是作为碱化水

体的媒介，即起到提高水体 pH 的作用(Alavi et al, 

2014; Christen et al, 1983; Wada, 1961)，因此，这些

研究的关注点主要还是在水体的 pH 变化，而其他离

子的作用则往往被忽略。本研究表明，水体 pH 的碱

化并不是触发和催化栉江珧精子运动的关键因素，而

铵离子的存在则可能是催化栉江珧精子发生游泳运

动的关键原因。此外，本研究认为，3 mmol/L 的氨

海水对栉江珧精子具有较好的激活效果，可获得较高

的精子运动率。 

3.2  精子游泳运动特征分析 

精子运动能力对体外人工授精成功率是至关重

要的，精子必须要有足够的运动能力到达卵子表面并

进入卵子完成受精作用(Billard, 1983; Pandey et al, 

2017)。精子游泳运动的相关速度是精子运动能力的

典型特征，近年来，越来越多的学者加强了对精子游

泳速度的研究(De Los Ángeles et al, 2018; Demoy- 

Schneider et al, 2012; Zheng et al, 2018)，这使得对精

子运动能力的评价更为全面和客观。本研究表明，海

水中的铵离子可有效提高栉江珧精子游泳运动的相

关速度，而高速的精子运动能力有可能提高受精成功

率。此外，较高的游泳运动速度及相对较长的运动持

续时间的特性可使繁殖亲本减少近距离配对的麻烦，

可以保证未和精子同时排放的卵子也有机会成功受
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精，这可被认为是其在自然界中繁殖策略的表现形式

之 一 (Demoy-Schneider et al, 2012; Pandey et al, 

2017)。 

精子鞭毛的摆动频率是评价精子鞭毛运动的一

个典型参数，精子细胞通过线粒体合成 ATP，为鞭毛

运动提供能量(Gagnon et al, 2006)。鞭毛摆动频率越

高，间接代表着精子细胞鞭毛结构及功能越完整，精

子 细 胞 线 粒 体 能 量 的 产 生 越 稳 定 (Murphy et al, 

2018)。近年来，精子鞭毛的运动特点也受到了研究

者的关注，因为鞭毛运动可以在一定程度上对精子的

运动轨迹进行定量描述。在水生动物精子鞭毛的研究

中，海胆(Paracentrotus lividus)精子鞭毛的研究较为

广泛，相关研究表明，海胆鞭毛的摆动频率为 36 Hz

左 右 (Fabbrocini et al, 2017; Gibbons, 1986; Gray, 

1955)。本研究表明，栉江珧精子激活后鞭毛摆动频

率约为 6 Hz，这可为栉江珧精子运动学的后续研究提

供一定的理论基础。 

3.3  精子能量代谢特征分析 

精子需要消耗大量的 ATP 以维持其高速游泳运

动，精子的 ATP 初始含量常被认为与其受精潜力密

切相关(Kommisrud et al, 2020)。在包括鱼类和海胆在

内的大多数海洋生物中，精子的 ATP 含量控制着精

子的运动时间，精子运动会因 ATP 的耗尽而停止

(Cosson et al, 2008; Kommisrud et al, 2020)。其中，海

洋鱼类的精子运动时间相对较短，通常在 30 s~20 min

之间(Boulais et al, 2019; Dzyuba et al, 2017)；而海洋

双壳贝类的精子运动时间可长达数小时(Alavi et al, 

2014; Suquet et al, 2013)。本研究中，栉江瑶精子的

ATP 含量在激活后的前 15 min 持续下降，在这一过

程中，约有 70%的存储 ATP 被消耗。表明在栉江瑶

精子运动初期，其 ATP 合成速率较低，ATP 消耗速

率高于 ATP 合成速率。随后，其 ATP 合成速率逐渐

升高，并与 ATP 消耗速率相平衡，以保持 ATP 含量趋

于稳定。诸多研究表明，精子在性腺内可预先储存部分

ATP，用于精子运动初期的迅速消耗(Boulais et al, 2015; 

Fedorov et al, 2015)。Boulais 等(2015)研究表明，精子

运动初期 ATP 含量的持续下降触发了相应的调控机制，

促使精子加强产能作用以平衡运动阶段的能量消耗。 

精子鞭毛轴丝的微管呈“9+2”形式排列，微管上

存在大量的动力蛋白，动力蛋白通过消耗 ATP 产生

力与运动来调节鞭毛的摆动频率、振幅和波形，进而

调控精子的游泳运动(Bondarenko et al, 2019)。动力蛋

白的活性在酸性条件下受抑制(pH<7.2)，并受细胞内

Na+、K+和 Ca2+等离子浓度变化的影响，精子的胞内

碱化与离子浓度的动态调控对精子运动的激活与延

续至关重要(Boulais, 2019)。Na+-K+-ATP 酶与 Ca2+- 

Mg2+-ATP 酶是精子细胞膜与细胞器膜上重要的蛋白

酶，其通过调节细胞内 Na+、K+和 Ca2+等离子的浓度

来调控精子的能量代谢过程，并在维持细胞内稳态、

细胞膜电化学梯度、细胞器功能完整等方面具有关键

作用，常被作为评定细胞代谢是否紊乱的重要指标

(Bradley et al, 1980; Jimenez et al, 2012)。当 Na+-K+-ATP

酶活性受抑制时，会导致精子运动的中止(Woo et al, 

2000)，当 Ca2+-Mg2+-ATP 酶活性降低时，易造成细胞

内 Ca2+浓度过高，导致线粒体功能受损(Boulais et al, 

2019)。本研究中，栉江瑶精子的 Na+-K+-ATP 酶与

Ca2+-Mg2+-ATP 酶活性基本保持不变，这表明精子在

运动过程中可维持良好的细胞内稳态，并通过稳定的

代谢途径来保证持续性运动(Medrano et al, 2006)。 

精子通过糖酵解与氧化磷酸化合成 ATP，其中氧

化 磷 酸 化 是 精 子 在 运 动 过 程 中 的 主 要 产 能 途 径

(Boulais et al, 2019)。许多研究表明，精子持续产能

的过程会引发细胞内活性氧(ROS)的过度累积，致使

精子处于氧化应激状态(Chianese et al, 2021; Guthrie 

et al, 2012)。精子作为高度特化的细胞，其细胞膜内

含有大量的多不饱和脂肪酸。当精子细胞内的活性氧

含量过高时，会造成精子细胞膜脂质的过氧化，导致

离子通道活性下降与线粒体功能受损，致使无法产生

ATP (Correa et al, 2018; Guthrie et al, 2012)。本研究发

现，栉江瑶精子的抗氧化酶活性在其激活后的 15 min

内逐渐降低。抗氧化能力的降低表明，栉江瑶精子有

处于氧化应激状态的风险(Li et al, 2023)，进一步导致

的线粒体受损或许是因为 ATP 含量在激活后无法继

续维持较高水平。 

4  结论 

本研究表明，简单提高海水 pH 对栉江瑶精子活

化效果不明显，铵离子对精子运动的触发具有重要的

促进作用。其中，3 mmol/L 氨海水对栉江珧人工剥

离获得的精子具有较佳的激活效果，可使精子获得较

高的运动率和游泳运动速度。栉江瑶精子在运动阶段

初期伴有大量的能量消耗，并在后续的运动过程中维

持稳定的 ATP 含量。尽管精子的 Na+-K+-ATP 酶与

Ca2+-Mg2+-ATP 酶活性在激活后保持稳定，但抗氧化

能力的下降或使精子有暴露于氧化应激状态的风险。 
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Abstract    Pen shell (Atrina pectinata) is a Bivalvia species with high commercial value in China. 
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However, large scale production is difficult owing to the lack of seed. Pen shell uses external 

fertilization with sperm stored in the testis in a nonmotile state. Sperm motility is initiated when they 

are released from the reproductive tract into the aquatic environment, which enables fertilization. 

Various chemical signals including pH, ions, and cyclic nucleotides control sperm motility. However, 

there are interspecific differences in activation conditions between different Bivalvia species. 

Screening out an effective activating medium is the basis of artificial breeding technology. 

Swimming parameters, such as total motile sperm (TM), movement velocity, and beat-cross 

frequency (BCF) are common indicators to evaluate sperm quality. Sperm must have sufficient 

motility to reach the egg to complete fertilization. In addition, sperm needs a large amount of ATP to 

maintain its swimming movement. Intracellular ATP content controls the duration of the sperm 

movement phase in most marine species. Studying the movement characteristics and energy 

metabolism of sperm during activation will help develop and optimize artificial breeding technology. 

Studies of A. pectinata mainly focus on their oocytes. However, the activation conditions, moving 

characteristics, and energy metabolism of sperm during activation remains unknown. Thus, there is an 

urgent need to screen appropriate media and study the activation mechanisms of A. pectinata sperm.  

Adult A. pectinata were collected from Wuzhizhou Island, Hainan Province in November 2021. 

Artificial seawater with different levels of ammonia ions and pH were used to activate sperm. This 

study examined A. pectinata sperm activation in artificial seawater by varying the ammonia ion 

concentration and pH. The change in sperm motility, curvilinear velocity (VCL), straight-line 

velocity (VSL), average path velocity (VAP), and BCF were described. The ATP content, ATPase 

activities, and superoxide dismutase (SOD) activity were quantitatively recorded during the full 

activated stage. The motility was slightly improved by increasing the pH of seawater, but could not 

achieve the fully activated stage. Furthermore, the motility was significantly improved when 

activated by alkalized seawater containing ammonia ions, and the best results were observed in 

groups containing 3 mmol/L ammonia ion: The sperm motility index (MI) was in the fully activated 

stage (MI ≥ 4) until the end of the experiment, with TM ≥ 80%, VCL > 56 μm/s, VSL > 17 μm/s, 

VAP > 30 μm/s, and BCF > 6 Hz. Sperm ATP content decreased to 30.29% of their initial values 

[(128.80±66.92) μmol/g prot] during 5 min post activation and was maintained at this level during 

post-activation. ATPase activities were maintained at a constant level. Na+-K+-ATPase activity was 

lower [(0.62±0.03) U/mg prot] compared to Ca2+-Mg2+-ATPase activity [(6.08±0.04) U/mg prot]. The 

SOD activity of sperm steadily decreased to [(1.23±0.73) U/mg prot] during 15 min post activation 

and remained stable.  

In conclusion, pH was not the decisive factor in pen shell sperm motility. Instead, ammonium ion 

promoted sperm activation. There was a significant decrease in sperm ATP concentration (P<0.05) at 

the beginning of the post-activation stage and the ATP concentration followed by stabilization at a 

lower level. The reduction in SOD activity may cause oxidative stress. The findings in this study can 

be instructive to conduct further research on sperm activation mechanisms, and help develop artificial 

breeding technology for A. pectinata.  
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