
第 28 卷 　第 3 期

2 0 0 7 年 6 月

海 　洋 　水 　产 　研 　究

MARIN E FISH ERIES RESEARCH

Vol. 28 ,No . 3

J un. ,2007

国家 863 高技术研究与发展项目 (2001AA621100)和国家自然科学基金项目 (30570259)共同资助

3 通讯作者。E2mail : chensl @ysf ri . ac. cn , Tel : (0532) 85844606

收稿日期 :2006201213 ;接受日期 :2006204212

作者简介 :王春花 (19792) ,女 ,硕士研究生 ,主要从事海洋生物学和低温生物学研究。

牙鲆胚胎程序化冷冻保存研究
王春花1 ,2 　陈松林1 3 　田永胜1 　刘本伟1 　邓　寒1

(1 农业部海洋渔业资源可持续利用重点开放实验室 中国水产科学研究院黄海水产研究所 ,青岛 266071)

(2 上海水产大学 ,200090)

摘要 　　以牙鲆胚胎为材料 ,对胚胎程序化冷冻保存的主要环节进行了探讨 ,以优化牙鲆胚胎的程序

化超低温冷冻保存法。单一抗冻剂的毒性试验表明甲醇 (Methanol) 、1 ,22丙二醇 ( P G) 的毒性低于其

他抗冻剂的毒性。混合抗冻剂的毒性试验表明 ,20 %～25 %PM 抗冻剂的毒性很低 ,经其平衡处理

的胚胎 ,冷冻至 - 30 ℃,成活率可达 80 %以上。植冰前采用 2 ℃/ min 的降温速率 ,从植冰后到入液

氮前温度采用 8 ℃/ min 的降温速率效果较好。入液氮前温度的筛选实验表明 ,入液氮前的温度以

- 45 ℃较好。利用 20 %PM 和 22 %PMP ,采取优化的降温程序冷冻保存尾芽期的牙鲆胚胎 ,分别

获得 5 枚和 7 枚复活胚胎 ,并全部孵化出膜。
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Study on the cryopreservation of Japanese flounder ( Pa ralicht hys
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ABSTRACT　　St udy was carried out on cryopreservation of J apanese flounder ( Paral icht hys

ol i vaceus) embryos , aiming at optimizing t he p rogrammed f reezing met hod. Through toxicity

test s of cryop rotectant in J apanese flounder embryos , met hanol (MeO H) and propylene glycol

( P G) were found to be lower t han ot her cryop rotectant s in toxicity to embryos. Furt hermore ,

t he mixed cryoprotectant s , viz. 20 %～25 %PM ( P G + MeO H) , was even weaker in toxicity ,

compared to single cryop rotectant . In t he cooling p rocess , it was bet ter to adopt 2 ℃/ min as

t he velocity of descending temperature before icing , and t hen using 8 ℃/ min. until exposing to

liquid nit rogen , wit h reaching - 45 ℃being p referable. By using t he optimized descending tem2
perat ure p rocess , 5 embryos survived in 26 flounder embryos at tail2bud stage undergoing cryo2
preservation wit h 20 %PM solution , and 7 survived in 45 wit h 22 % PMP solution.
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Cryopreservation

牙鲆 ( Paral icht hys ol i v aceus)隶属于鲽形目 ( Paleuronectiformes) 、鲆科 (Bothidoe) 、牙鲆亚科 ( Paralich2
t hyinae) 、牙鲆属 ( Paral icht hys) ,牙鲆主要分布于我国以及朝鲜、日本、俄罗斯远东沿岸海区 ,是我国重要的海

水养殖鱼类。近年来 ,由于过度捕捞和近亲繁殖 ,其种群数量在逐渐减少 ,优良性状在逐渐退化。因此对牙鲆

野生种或优良品种进行长期保存 ,以保护鱼类种质资源已变得越来越重要。而鱼类配子和胚胎的冷冻保存对

鱼类生物多样性、种质资源保护、遗传育种和水产养殖具有重要的意义和应用价值。

程序化冷冻保存法是采用较低浓度的抗冻保护液 ,利用程序降温仪 ,按照预先设计的降温程序将种质细胞

所处的环境降至一定温度 ,然后将其投入液氮中长期保存 ,等需要时再以一定的复温程序使细胞复活 (李广武

　1998) 。目前 ,程序化冷冻保存法在畜牧业生产中已作为一种常规的胚胎冷冻保存方法而被广泛应用 ,但在

鱼类胚胎保存方面 ,由于鱼类胚胎体积大、含水量多、卵膜通透性差、卵黄含量高 ,给鱼类胚胎冷冻保存带来很

大的困难、使其研究进展不大。迄今为止 ,用程序化方法对鱼类胚胎进行超低温冷冻 ( - 196 ℃) 成功的报道不

多 ,主要包括 :Zhang 等 (1989)用程序降温法将鲤鱼胚胎在 - 196 ℃冷冻保存 ,解冻后 16 枚中 4 枚胚胎复活 ,其

中 3 枚孵化出膜 ;张克俭等 (1997)将泥鳅心跳期胚冷冻到 - 196 ℃,在 16 枚中有 1 枚胚胎复活并孵化出膜 ;于

过才等 (2004)用程序冷冻保存法 ,在 72 枚鲈鱼胚胎中获得 3 枚复活胚胎。以上研究虽获得复活胚胎 ,但胚胎

复活率比较低、成活时间短。而有关牙鲆胚胎程序化冷冻保存的研究 ,目前国内外均未见报道。本文以牙鲆胚

胎为材料 ,对鱼类胚胎程序化冷冻保存进行了深入细致的研究 ,以建立牙鲆胚胎程序化冷冻保存技术 ,为牙鲆

种质资源保存提供技术手段。

1 　实验材料与方法

1. 1 　牙鲆胚胎

牙鲆胚胎采用的是自然受精卵 ,待受精卵发育到所需发育阶段 ,取出胚胎进行实验。

1. 2 　实验试剂

利用常见的两类冷冻保护剂 ,包括渗透性冷冻保护剂 :甲醇 (Met hanol) 、1 ,22丙二醇 ( P G) 、甘油 ( Gly) 、二

甲基甲酰胺 (DMF) 、二甲基亚砜 (DMSO) ;非渗透性冷冻保护剂 :聚乙烯吡咯烷酮 ( PV P) 、蔗糖 ( Sucrose) 。基

础液用 NaCl (0. 422 mol/ L) 、KCl (0. 011 mol/ L) 、CaCl2 ·2 H2 O (0. 013 mol/ L) 、MgCl2 (0. 024 mol/ L) 、Na H2
CO3 (2. 26 mol/ L)配制而成。洗脱液是用基础液配制而成的 0. 125 mol/ L 蔗糖溶液。

1. 3 　单一抗冻剂的毒性实验

用基础液配制 15 % Met hanol、15 % P G、15 % Gly、15 % DMF、15 % DMSO ,用这些抗冻剂在室温下处

理胚胎 30～60 min ,后用洗脱液除去抗冻剂 ,培养 ,计算胚胎成活率。对照采用基础液。

1. 4 　混合抗冻剂的毒性实验

用基础液配制 20 % PM (20 % P G + 20 % Methanol) 、20 % FP (20 % DMF + 20 % P G) 、20 % FM (20 %

DMF + 20 % Met hanol) 、20 % SP (20 % DMSO + 20 % P G) 、20 % SM (20 % DMSO + 20 % Met hanol) ,用这

些抗冻剂在室温下处理胚胎 50～120 min ,后用洗脱液除去抗冻剂 ,培养 ,计算胚胎成活率。对照采用基础液。

配制 10 %、15 %、20 %、25 %、30 %、35 % PM ,用这些抗冻剂在室温下平衡胚胎 ,当有约 50 %胚胎上浮

时 ,将上浮胚胎装入麦管 ,以 - 10. 0 ℃/ min 的速度降至 - 30 ℃并保存 10 min ,38 ℃水浴解冻 ,洗脱 ,培养 ;计

算成活率。
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1. 5 　降温速率的筛选实验

1. 5. 1 　室温2植冰前

用 20 % PM 处理胚胎并装入麦管后 ,从室温开始分别以 - 1. 0 ℃/ min、- 2. 0 ℃/ min、- 3. 0 ℃/ min、

- 4. 0 ℃/ min、- 5. 0 ℃/ min 降到 - 12 ℃,在此平衡 5 min ,然后 38 ℃水浴解冻 ,洗脱 ,培养 ;计算成活率。

1. 5. 2 　植冰后2入液氮前

用 20 % PM 处理胚胎并装入麦管后 ,从室温开始以 - 2 ℃/ min 的速度降到 - 12 ℃,植冰 ,平衡 5 min ,再

分别以 - 2 ℃/ min、- 3 ℃/ min、- 4 ℃/ min、- 5 ℃/ min、- 6 ℃/ min、- 7 ℃/ min、- 8 ℃/ min、- 9 ℃/ min、

- 10 ℃/ min 的降温速度降至 - 30 ℃,平衡 10 min ,38 ℃水浴解冻 ,洗脱 ,培养 ;计算成活率。

1. 6 　入液氮前温度的筛选实验

用 20 % PM 平衡处理胚胎并装入麦管 ,从室温以 - 2 ℃/ min 的速度降到 - 12 ℃,植冰 ,平衡 5 min ,继续

以 - 8 ℃/ min 的速度分别降到 - 30 ℃、- 35 ℃、- 40 ℃、- 45 ℃、- 50 ℃、- 55 ℃、- 60 ℃,平衡 10min ,

38 ℃水浴解冻 ,洗脱 ,培养 ;计算成活率。(实验 1. 3～1. 6 每个实验都重复 5 次。)

1. 7 　超低温冷冻实验

用从胚孔封闭期到出膜前期的胚胎反复进行冷冻保存实验 ,用 20 % PM 和 20 % PV P (20 % PM + 2 %

PV P)平衡胚胎 ,装入麦管 ,以 - 2 ℃/ min 的速度降到 - 12 ℃,植冰 ,平衡 5 min ,继续以 - 8 ℃/ min 的速度分

别降到 - 45 ℃,平衡 2 min ,快速投入液氮中 ,保存 1～24 h ,解冻 ,洗脱 ,培养。

1. 8 　数据分析

用单因素方差分析重复实验的数据差异 ;用 Duncanπs 法进行多重比较 ( Subset for alp ha = 0. 05) ,比较结

果用字母标记法在图中标记 ,在同一系列中字母相同表示差异不显著 ( P > 0. 05) ,字母不同表示差异显著 ( P <

0. 05) 。

2 　实验结果

2. 1 　单一抗冻剂的毒性

如图 1 所示 ,甲醇 (Met hanol) 和 1 ,22丙二

醇 ( P G)的毒性相对其他 3 种抗冻剂的毒性小 ,

经其处理 30 min 的胚胎成活率分别为 92. 67

%和 90. 91 % ; 甘油 ( Gly) 和二甲基甲酰胺

(DMF)对胚胎的毒性很大 ,在处理 60 min 时胚

胎成活率分别为 4. 56 %和 4. 76 % ;除 1 ,22丙
二醇外 ,随时间的增加胚胎的成活率明显降低。

2. 2 　混合抗冻剂的毒性

2. 2. 1 　两种抗冻剂组合的毒性

如图 2 所示 , PM 为 1 ,22丙二醇和甲醇组

合、FP 为二甲基甲酰胺和 1 ,22丙二醇组合、FM

为二甲基甲酰胺和甲醇组合、SP 为二甲亚砜和

1 ,22丙二醇组合、SM 为二甲亚砜和甲醇组合。
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图 3 　牙鲆尾芽期胚胎经不同浓度的 PM 抗冻剂中平衡处理

并降至 - 30 ℃成活率

Fig. 3 　Survival rate of flounder embryos at tail2bud stage forzen

to - 30 ℃with PM solution t reatment in different concentration

实验结果表明 ,抗冻剂组合的毒性明显低于单一抗冻

剂的毒性 ,处理 50 min 后的胚胎成活率在 78 %以上 ;

其中 PM 组合呈现显著优势 ,胚胎经其处理 120 min

后 ,成活率为 94. 03 % ,因此引出了最佳 PM 浓度的筛

选实验。

2. 2. 2 　最佳 PM 浓度的筛选

由图 3 可见 ,20 %和 25 %的 PM 冷冻效果较好 ,

胚胎成活率在 80 %以上 ;随 PM 浓度增加 (10 %～35

%) ,胚胎成活率呈现先升后降的趋势 ,说明用程序降

温法冷冻胚胎所用抗冻剂浓度不需要很高。

2. 3 　降温速率

2. 3. 1 　室温2植冰前的降温速率

结果表明 ,从室温到植冰前采用 2 ℃/ min 的降温

速率 ,胚胎成活率较高 (94. 13 %) ;采用 1 ℃/ min、3 ℃/ min 、4 ℃/ min 、5 ℃/ min 的降温速率 ,胚胎成活率为

70 %～85 %(图 4) 。

2. 3. 2 　植冰后2入液氮前的降温速率

结果表明 ,采用 8 ℃/ min 的降温速率 ,胚胎成活率为 92 % ,冷冻效果较好 ;采用 < 5 ℃/ min 的降温速率 ,

胚胎成活率 < 35 % ,说明植冰后采用慢速降温是不可取的 (图 5) 。

2. 4 　入液氮前温度

结果表明 ,在入液氮前温度 ≥- 45 ℃时 ,胚胎成活率为 82. 86 %～85. 91 % ,差异不显著 ;入液氮前温度 ≤

- 45 ℃时 ,成活率呈现明显的下降趋势 ,差异显著 ;此结果说明 ,用 20 % PM 处理的胚胎危险期出现在 ≤- 45

℃的某一温度区域内 ,建议入液氮前温度在 - 45 ℃左右 (图 6) 。

2. 5 　超低温冷冻

经过反复实验 ,复活的胚胎时期都是尾芽期 ,验证了尾芽期是对冷耐受力较强的时期 ;其中 22 % PMP 中

含有 2 % PV P ,验证了非渗透性抗冻剂对胚胎的冷冻保护作用 (田永胜等 　2003 ,于过才等 　2004) 。复活胚
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图 6 　经冷冻至不同入液氮前温度的尾芽期胚成活率

Fig. 6 　Survival rate of flounder embryos at tail2bud stage

f rozen to different temperatures ( - 30～ - 60 ℃)

before being exposed to L N2

胎孵化出膜后 ,从出膜第 4 天的仔鱼开始投喂小球藻 ,

这些仔鱼发育相对迟缓 ,并且生命力比较脆弱。牙鲆

胚胎的超低温冷冻保存实验结果如表 1 所示 ,复活胚

胎和仔鱼照片如图版 Ⅰ所示。

3 　讨论

(1)抗冻剂对细胞的毒性作用主要发生在冷冻前

和解冻后的处理阶段 ,其毒性与其种类和平衡时间等

因素有关。Newton 等 (1996) 测定了几种渗透性抗冻

剂对对虾胚胎的毒性 ,发现对于无节幼体和桑椹胚来

说 ,EG和 Methanol 毒性最低。Urbanyi 等 (1997)在研

究抗冻剂对鲤鱼桑椹胚和心跳期胚胎的毒性时 ,发现

Met hanol 毒性最低。Zhang 等 (1996) 研究发现 ,抗冻

剂对斑马鱼胚胎的毒性由小到大的顺序为 : P G < Methanol ,DMSO ,2 ,32丁二醇 ,乙酰胺 < EG < Gly。作者测定

了 5 种渗透性抗冻剂对牙鲆尾芽期胚胎的毒性 ,处理 30 min 的结果为 :Met hanol < P G < DMSO < DMF < Gly ,

处理 60 min 的结果为 DMF > Gly > DMSO > Met hanol > P G。由此可见 ,不同抗冻剂对胚胎的毒性作用是不

同的 ,并且抗冻剂的毒性随处理时间的增长而增加 ,另外还可以看出 Met hanol 是一种很好的渗透性抗冻保护

剂。

表 1 　牙鲆胚胎超低温冷冻保存结果

Table 1 　Cryopreservation result s of P. olivaceus embryos

抗冻液

Cryopro2

tectant s

胚胎时期

Embryos stage

麦管数

Number

of st raws

胚胎总数

Number of

embryos

保存时间

Storage time

in L N2/ h

畸形数

Number of

abnormal embryos

成活数

Number of

survival embryos

成活时间

Survival

time (d)

20 % PM
尾芽期

( Tail2bud)
5 26 17 0 5 2～7

22 % PMP
尾芽期

( Tail2bud)
9 45 17 1 7 2～17

(2)用程序化冷冻保存法进行胚胎冷冻 ,降温速率是非常重要的影响因子。Stoss 等 (1983) 采用 0. 3～

0. 35 ℃/ min 的降温速率 ,在 - 20 ℃冷冻保存虹鳟和大马哈鱼受精卵 ,解冻后获 6. 4 %的复活率。张克俭等

(1997)研究了不同降温速率对冷冻保存泥鳅胚胎的影响 ,表明分段快速降温优于分段慢速降温 ,并获得在液氮

中保存的复活胚胎并孵出仔鱼。章龙珍等 (1994) 对鲢鱼 ( H y pop ht hal micht hys) 、鳙鱼 ( A rist icht hys nobi l is) 、

草鱼 ( Ctenop hary n godon i del l us) 、团头鲂 ( Meg alobram a ambl yce p hal a Yih) 和青鳉 ( Ory z i as l at i pes)胚胎 ,在

低温下采用慢速降温速率 0. 2～0. 5 ℃/ min 降至 - 40 ℃以上温度 ,胚胎获得了 20 %以上的成活率 ;以 2

℃/ min降温到 - 40 ℃,再以 10 ℃/ min 降至 - 196 ℃,胚胎获得了 90 %以上的复活率。Hagedorn 等 (2004) 在

研究斑马鱼胚胎冰晶形成温度的实验中表明慢速降温不是一个好方法。作者采用牙鲆尾芽期胚胎进行速率筛

选实验 ,结果表明 ,植冰以后 ,采用较慢的降温速率 (2～4 ℃/ min)将胚胎降温至 - 30 ℃并维持 10 min ,胚胎成

活率仅有 20 %～35 % ,而用 - 8 ℃/ min 将胚胎降温至 - 30 ℃并维持 10 min ,胚胎成活率为 92 % ,可见在植冰

后采用较快速度降温的效果明显优于慢速降温 ,其原因之一是植冰后继续采取慢速降温会增加抗冻液对胚胎

的溶质损伤。
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1.冷冻成活尾芽期胚 ×40 ,2. 发育到尾芽中期胚 ×40 ,3. 发育至胚体转动期胚 ×40 ,4. 发育至出膜前期胚 ×40 ,5. 出膜

第 1 天的仔鱼 ×60 ,6.第 2 天的仔鱼 ×40 ,7.第 5 天的仔鱼 ×40 ,8. 第 15 天的仔鱼 ×40

1. Survival cryopreserved tail2bud embryo ×40 , 2. Tail2bud embryo at the later stage ×40 , 3. Embryo at the movement

stage ×40 , 4. Embryo at p re2hatching stage ×40 , 5. 1d larvae after hatching ×60 , 6. 2d larvae after hatching ×40 , 7.

5d larve after hatching ×40 , 8. 15d larvae after hatching ×40

图版 Ⅰ　复活的胚胎和仔鱼

Plate Ⅰ　Survival cryopreserved flounder embryos after thawing with hatched f ry

(3)胚胎冷冻保存是一项系统工作 ,一个处理环节操作不慎 ,都会导致整个实验的失败。目前比较成熟的

冷冻保存法有程序化冷冻保存法和玻璃化冷冻保存法。另有许多学者尝试了去除卵膜 ( Cabrita et al . 　

2003) 、吸取卵黄 (Liu et al . 　1999) 、显微注射抗冻剂 (J anik et al . 　2000) 和核磁共振显微术 ( Hagedorn 　

1998)等方法 ,但都没有获得明显效果 ,技术也不够成熟。

在鱼类胚胎冷冻保存方面 ,被研究的鱼类主要有虹鳟 ( S al mo gai rd neri Richardson) 、河鳟 ( S al mo t rutt a

Linnaeus) 、银大麻哈鱼 ( Oncorhy nchus kisutch) 、马苏大麻哈鱼 ( Oncorhy nchus kisutch) 、溪红点鲑 ( S al vel i nus

f onti nal us Mitchill) 、鲤 ( Cy p ri nus car pio Linnaeus) 、鳙 ( A rist icht hys nobi l is ) 、团头鲂 ( Megalobram a am2
bl yce p hal a Yih) 、青鳉 ( Ory z i as l ati pes) 、泥鳅 ( M is g urnus ang ui l l icau dat us) 、南亚野鲮 ( L abeo rohi t a) 、喀拉

鲃 ( Catl a cat l a) 、印鲮 ( Ci rrhi na m ri g al a) 、牙鲆 ( Paral icht hys ol i v aceus) 、鲈鱼 ( L ateol abrax j a ponicus ) 等。

在不同鱼类胚胎的冷冻方法上 ,不同的作者采用了不同的冷冻保存方法。作者对牙鲆胚胎的程序化冷冻保存

法进行了比较系统的研究 ,获得了复活胚胎 ,并孵化出膜。同时在实验过程中做了一些程序化冷冻保存法与玻

璃化冷冻保存法的对比。由于玻璃化冷冻保存法不需要昂贵的冷冻降温设备、操作简易方便 ,被广大学者所青

睐 (Chen et al . 　2005) 。但是如果出现反玻璃化 ,那么麦管中的胚胎就会全部破碎 ,无一幸免 ,而且玻璃化冷

冻保存法的稳定性较差 ;程序化冷冻保存法采用较低浓度的抗冻剂 ,对胚胎造成的毒性损伤较小 ,并且对胚胎
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的完整性具有极强的保护作用 ,作者另有实验证明 ,用程序化冷冻保存法保存的胚胎其完整率可高达 90 %以

上。因此 ,将程序化冷冻与玻璃化冷冻保存法结合起来使用 ,将会提高冷冻胚胎的完整性和复活率 ,提高实验

的重复性和稳定性。
致谢 :本研究部分实验在山东海阳 863 高技术基地进行 ,感谢刘寿堂总经理、李学文副总经理在实验材料供给上的帮助。
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