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伊红、台盼蓝检测河蟹精子存活率的比较
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摘要：对台盼蓝和伊红染色法检测河蟹（1*#(2"%#* &#$%$&#&）精子存活率的方法进行了评价研究。结果表

明，两种染色法死、活精子分别呈现出明显不同的染色特征：活精子无色透明，顶体中央凸起呈圆锥状，

光镜下辐射臂及细胞边界清晰；死亡精子顶体着色，且中央有一染色较深的圆斑，核杯染色不明显，细胞

体积变大，边界模糊。通过不同染色时间和不同染料浓度的比较发现，两种染色法最适染液浓度分别是

%?&(@的伊红和 %?(@的台盼蓝，染色时间均以 *( -/3 为佳。在此基础上，将新鲜精子和 ’%A水浴处理

致死精子以不同的体积比混合，配成含致死精子比例为 *%@ > <%@的 < 个梯度样品，用伊红和台盼蓝分

别测定各样品精子死亡率，并进行相关性分析。结果发现，各样品实测精子死亡率均略高于样品的理论

死亡率，同时两种染色法实测值与样品理论值呈显著正相关（3 B %?%(），两种染色法之间亦呈显著正相

关（3 B %?%(）。上述结果表明，伊红和台盼蓝可用于河蟹精子的活体染色，且两种染色法在对河蟹精子

染色中具有一定的稳定性和可比性。
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鉴于河蟹（中华绒螯蟹 !"#$%&’#" (#)’)(#(）在

我国水产养殖业中的重要地位以及近年来日益

严重的种质下降、资源混杂等现象，河蟹种质资

源保护、种质复壮以及与此密切相关的生殖生

物学研究越来越受到人们的重视。甲壳动物生

殖生物学的研究普遍存在雄性严重滞后于雌性

的现象，其原因除了与雌体在生殖中的特殊作

用（如抱卵、为胚胎发育提供营养等）外，很大程

度上与虾蟹类缺乏有效的精子质量评价体系有

关。目前，哺乳动物精子质量评价的研究较深

入且技术相对成熟［4 5 6］，而甲壳动物却鲜见报

道［7，8］，且均直接借鉴哺乳动物的相关技术和方

法，未针对甲壳动物自身的特点就方法的适用

性进行探讨。为此，本文就伊红、台盼蓝对河蟹

精子活体染色效果、适用性以及在精子质量评

价中应用的可靠性进行了研究，确定了这两种

染色剂检测河蟹精子存活率的最适浓度和最佳

染色时间，为今后河蟹精子质量的深入研究以

及河蟹精子质量评价体系的逐步建立提供重要

参考。

) 材料与方法

)*) 游离精子的获得 实验用蟹于 9::7 年 ;
月购自上海市长风集贸市场，均为健康活泼的

未交配成熟雄性个体。活体解剖后迅速取出输

精管，刺破贮精囊获得精荚，将所获精荚用浓度

为 :<498=的胰蛋白酶（-$,"3’. 4 >98:，购自上海

华美生物工程公司）于 6?@孵育 4: %’.，小牛血

清终 止 反 应，7:: $A%’. 离 心 4: %’.，取 上 清，

9 ::: $A%’. 离心 4: %’.，弃上清，所获沉淀用无

钙离子人工海水（B(9 C /DE!F）［G］洗涤 6 次，最

后加 8 %* B(9 C /DE!F，振荡混匀［?］获得实验用

游离精子。血细胞计数板计算精子密度，使用

前调节精子密度至约 9 H 4:G 个A%*。
精子致死处理：参照 I*’2JJ’［;］及管卫兵［K］

的方法，将新鲜精子于 G:@水浴处理 48 %’. 致

死。

)*+ 精子染色特征的判断以及精子死亡率的

计数方法 用无钙离子人工海水（B(9 C /DE!F）

分别配制成 9=的台盼蓝、伊红贮存液，使用时

根据需要稀释至所需浓度。

参照 L#,(*#M+0%’#［8］及柯亚夫［4:］等方法，采

用倍比稀释法对伊红设置了 7 个染液浓度，由

于 4=及 :<498=的台盼蓝染色时死、活精子难

以分辨，故台盼蓝仅设 9 个浓度。

精子染色特征的判断：取新鲜精子和致死

精子，分别用台盼蓝（:<8=）和伊红（4=）室温

染色 48 %’.，显微镜观察并拍照，分别确定死精

子和活精子各自的染色特征。

精子死亡率的统计：染色完成后，吸取一定

量的样品制成临时封片，根据已确定的死精子

的染色特征，光镜 7:: 倍下随机检测 6:: 个精

子中的死亡精子个数，统计样本死亡率。

)*, 不同染料浓度和染色时间下精子死亡率

的比较 取新鲜精子用不同浓度的伊红（4=、

:<8=、:<98=、:<498=）、台 盼 蓝（ :<8=、

:<98=）于室温染色，每一染液浓度又分设 8、48
和 6: %’. 6 个不同的染色时间。染色完成后，

统计各样本精子死亡率。

)*- 两种染色法相关性比较 测定新鲜精子

和 G:@水浴处理致死精子的密度，调节至两者

密度相似。将两者以不同的体积比混合，配成

含有致死精子百分率分别为 4:= 5 K:=的 K 个

梯度样品，作为该样品的理论死亡率。鉴于新

鲜精子的存活率不可能达到 4::=，故所配样

品的实际精子死亡率略高于理论死亡率。根据

实验 4<6 结果，选择最适的伊红和台盼蓝染色

浓度及时间，分别测定各样品实际精子死亡率，

并进行相关性分析。

实验数据用“平均数 N 标准差”表示，采用

O#0.M(. 单因素方差分析法比较 9 种活体染色

法的死亡率，P#($32. 相关性分析法比较 9 种染

色法相关系数。应用 !P!! 44<: 软件 */检验方

法进行数据处理。

+ 结 果

+*) 精子染色特征 用伊红和台盼蓝分别染
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表 ! 两种染液在不同染色条件下精子死亡率的比较

"#$%& ! ’()*#+,-(. (/ -*&+) 0&#12 +#1& &3#%4#1&0 $5 16( -1#,.,.7 )&12(0- 4.0&+ 0,//&+&.1 8(.0,1,(.-

时间 !"#$
（#"%）

死亡率 &$’() *’($（+）

伊红 ,-."% 台盼蓝 !*/0’% 123$

4+ 5675+ 5687+ 56487+ 567+ 5687+

7 964: ; 868<’= 767> ; 86?7’=@ ?6<4 ; 56<<’@ A64: ; 467?’@ A64: ; 46>5’@ A655 ; 46:9’@

47 96>? ; 8698’= 76>? ; 46>5’=@ A67> ; 4649’1@B A6?? ; 565:’1B A6A? ; 56<A’B A65> ; 46AA’B

?5 4464: ; ?65:1= 456<8 ; 86AA1= 7649 ; 46A51@ 76?? ; 46?51@ A6<8 ; 4649’@ A6<8 ; 4657’@

小写字母表示同一浓度下染色时间间的差异显著性，大写字母表示同一时间下染色浓度间的差异显著性（&3%C’% 多重比较，!

D 5657）。
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C-#0’*".-%，! D 5657）J

图 9 两种染液检测不同比例死、活精子混合

样本的死亡率及相关性比较

:,7;9 <&#12 +#1& (/ -*&+)- 6,12 0,//&+&.1
),=14+& +#1,(- (/ /+&-2 #.0 0&#0 -#)*%&-
! 567+台盼蓝；" 5687+伊红；# 理论值。

! (*/0’%K123$ .(’"%"%F；"$-."% .(’"%"%F；

#()$-*$("C’2 0*-0-*("-%. -G H$’H C$22 J

染色法之间亦显著相关（" L 56<>，! D 5657）。

> 讨 论

精子质膜是精子最外层的细胞结构，对于

细胞内、外环境起着生理屏障的作用［44］，膜完

整性是精子维持正常生理功能的基础和基本条

件。因此，精子膜的完整性常作为评价精子质

量的最基本指标，而活体染色剂是目前判断精

子质膜完整性最简便的方法之一，台盼蓝和伊

红则是其中最常用的精子活体染色剂［48，4?］。

>?! 检测河蟹精子存活率的适用性 经过台

盼蓝和伊红染色后，活精子未着色，而死精子则

在相应部位着色，且死、活精子在染色特征上存

在极其明显的差异。因此，该两种染料可以作

为判断河蟹精子死、活的染色剂，这与其他甲壳

动物相关研究结果一致［7，<，45］。

从死、活精子的形态及染色特征来看，死亡

精子的体积明显增大，同时由于台盼蓝和伊红

对顶体成分以及细胞核物质的亲和力不同，造

成顶体着色深而核杯着色浅，故精子的体积大

小以及顶体是否着色是判断精子死、活的主要

指标。此外，本研究结果发现死亡精子的辐射

臂全部消失，这可能与精子致死的方法有关，精

子辐射臂极其纤细，加热可能导致辐射臂蛋白

质的变性消失，故死亡精子辐射臂的消失可能

由人为因素造成。

>?9 最适检测浓度和相关性分析 通过不同

染色剂浓度、不同染色时间的比较研究发现，染

色剂浓度和染色时间对精子死亡率的检测结果

影响较大，染色剂的浓度越高、染色时间越长，

所测得精子死亡率值越高，而过低的染料浓度

和过短的染色时间会使精子染色不充分，从而

造成死、活精子判断上的困难，甚至无法分辨。

染色剂浓度过高、染色时间过长所造成的死亡

率上升，与染料自身的毒性相关。此外，差异性

分析结果表明，伊红和台盼蓝的最适染色浓度

分别为 5687+和 567+，其染色时间均以 47 #"%
为佳。

相关性比较的结果发现，各样品精子死亡

率的实测值均高于配制样品时的理论值，这与

新鲜精子本身存在一定的死亡率有关。而相关

性分析发现，用 567+的台盼蓝和 5687+的伊
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红染色 !" #$% 后，& 个不同死亡率精子样品的

实测值与样品的理论值之间显著正相关，同时

两种染料所测结果之间亦显著正相关，说明在

上述浓度和染色时间条件下，伊红和台盼蓝均

能比较真实地反映精子的实际存活率，其结果

具有稳定性和可比性，完全可以用于河蟹精子

存活率的检测。

! 展 望

精子质量评价研究是雄性生殖生物学研究

中的热点问题。河蟹精子属于无鞭毛精子，故

很多运动性指标无法适用于该蟹精子质量的评

价，而精子存活率的评价仅仅是精子质量评价

的基础性指标，探索和寻找适合河蟹精子质量

评价的非运动性指标是目前该类精子质量评价

的关键，对建立科学的无鞭毛精子质量评价体

系，推动河蟹乃至其他甲壳动物雄性生殖生物

学的研究具有重要意义。

近年来，非运动性指标已在哺乳动物精子

质量评价中得到了很好的应用，如应用络合异

硫氰酸荧光素的豌豆凝集素（’()*+,-.）进行精

子顶体荧光标记，对精子顶体反应进行评价，分

析精子染色质结构，利用荧光分光光度计［/］和

流式细胞仪［!0］评价精子的质量等，而且一些新

的荧光分析方法已在昆虫中成功运用［!"，!1］。这

些方法在甲壳动物中的应用仍属空白，有待进

一步深入研究。
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