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鲈鱼胚胎程序化冷冻保存的研究
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摘要  对鲈鱼（Lateolabrax japonicus）胚胎的程序降温冷冻保存进行了研究。通过稀释液的筛选实

验，选择了一种培养效果好的稀释液 DS1 液。研究了不同发育阶段胚胎对抗冻液的毒性耐受力，表

明肌肉效应期胚胎的耐受力最强。测定了心跳期胚胎在抗冻液 A1 、A2 、B1 、B2 中的平衡处理时间，

为进行鲈鱼胚胎冻前平衡提供了参考时间。比较了植冰和不植冰对鲈鱼胚胎冷冻保存结果的影响及

不同洗脱方法洗脱胚胎的效果。结果表明，在冷冻过程中诱导植冰的胚胎成活率高于未植冰组，两步

法洗脱效果优于一步法和三步法。用不同降温速率进行了鲈鱼胚胎的超低温冷冻保存实验，结果表

明，采用 1. 5 C / min 的降温速率降温，在液氮中冷冻保存 30 min 的 72 粒心跳期胚胎中有 3 粒成活，

成活率为 4. 2% 。
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YU Guo-cai1，2 CHEN Song-Iin1* KONG Xiao-yu2

TIAN Yong-sheng1 JI Xiang-shan1

（ 1 YeIIow Sea Fisheries Research Institute，@ingdao 266071）

（ 2 CoIIege of Fisheries，Ocean University of China，@ingdao 266003）

ABSTRACT  Programmed freezing of sea perch embryos was studied in this paper. We seIected an
effective extender-DS1 by treating cIosure stage of bIastopore in 8 extenders for 10 h. The toxicity toI-
erance of embryos at various stages of deveIopment towards the soIution containing 10% DMSO was ex-
amined. The resuIt showed that embryos at muscuIar contraction stage toIerated the higher toxicity of
the cryoprotectant than the others. EguiIibration time that embryos were treated in soIution A1 、A2 、

B1 、B2 was determined and this provided evidence for treating embryos in cryoprotective agents before
cryopreservation. Comparing effects of seeding and no-seeding on cryopreservation and evaIuating
effects of different eIution methods，we found that survivaI rate of seeding group was higher than that
of no-seeding group and that two-step method（Embryos were first pIaced in 0. 25 moI / L sucrose for
10min and then in sea water）was better than one-step method and three-step method. Cryopreservation
of sea perch embryos
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was done with different cooiing rates of 0. 4 C / min、1. 0 C / min、1. 2 C / min、1. 5 C / min、

2. 0 C / min，respectiveiy. The resuit showed that 3 embryos survived from 72 embryos at heartbeat
stage that were cryopreservated with cooiing rate of 1. 5 C / min and heid in iiguid nitrogen for 30 min
before thawing，the survivai rate was 4. 2% .
KEY WORDS  Sea perch（Lateolabrax japonicus） Embryo Programmed freezing

鱼类配子和胚胎的冷冻保存对种质资源保护、低温生物学、遗传育种和水产养殖都具有重要的理论意义和

应用价值。自 20 世纪 50 年代 Biaxter（1953）开始大西洋鲱鱼精巢冷冻保存以来，经过几十年的努力，鱼类精子

的冷冻保存已经取得了巨大成就，但在鱼类胚胎冷冻保存方面的研究进展不大。由于鱼类胚胎特别是海水鱼

类胚胎体积大，含有大量的卵黄和水分，降温速率不一，给胚胎冷冻保存工作带来很大困难。Zhang 等（1989）

将鲤胚胎冷冻到 - 196 C ，在 16 枚解冻的胚胎中有 4 枚复活，其中 3 枚孵出鱼苗。张克俭等（1997）将心跳期

泥鳅胚胎冷冻到 - 196 C ，在 16 枚胚胎中有 1 枚复活并孵出鱼苗，但这些结果目前尚难以重复。章龙珍等

（2002）虽然用玻璃化法在液氮中冷冻泥鳅胚胎获得了成活，但没有孵化出苗。至于海水鱼类胚胎的冷冻保存

研究目前尚未见成功报道。

程序冷冻法是利用程序降温仪，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

投入液氮中保存。一般分为快速冷冻和慢速冷冻两种方法。程序冷冻法采用较低浓度的抗冻保护剂，对胚胎

造成的毒性损害较小（梁成光 2001），并且方法可靠，适用于大量冷冻。程序冷冻法作为一种常用的哺乳动

物胚胎冷冻保存方法，在冷冻保护剂的选择、平衡时间、植冰温度、降温速率、复温速率、洗脱方法等技术环节上

已形成了一套完整的技术流程，在畜牧业生产中已作为一种常规的胚胎冷冻保存方法被广泛应用，但在鱼类胚

胎程序冷冻研究方面进展不大。为攻克海水鱼类冷冻保存的难关，作者以我国重要海水养殖鱼类———鲈鱼为

材料，进行了胚胎超低温冷冻保存的研究，以求为海水鱼类冷冻保存奠定基础。

1 材料与方法

1. 1 鲈鱼胚胎来源及稀释液的筛选

实验在中国水产科学研究院黄海水产研究所小麦岛渔业科学实验基地进行。作者对鲈鱼亲鱼注射催产素

进行催产，人工授精，受精卵在网箱中培养，待受精卵发育到实验所需要的发育阶段，取出胚胎进行实验。

为筛选合适的稀释液，在配制的 8 种稀释液中处理鲈鱼胚孔封闭期胚胎 10 h，然后转移到海水中培养（室

温 18 ~ 20 C ）直到出膜，计算孵化率。同时用海水培养组作对照，每组胚胎 20 粒。为筛选适宜浓度的非渗透

性抗冻剂，在上述所筛选的稀释液中分别添加 1. 0% ~ 6. 0% 的葡萄糖和 1. 0% ~ 8. 0% 的蔗糖，配成新稀释液，

在新稀释液中处理心跳期胚胎 8 h，计算成活率，同时用不加非渗透性抗冻剂的稀释液处理胚胎作对照组（ 室

温 18 ~ 20 C ）。

1. 2 适宜胚胎发育阶段的筛选

用 DS1 作稀释液，配制成 10% 浓度的 DMSO 抗冻液，分别处理原肠中期、胚孔封闭期、肌肉效应期和出膜

前期的鲈鱼胚胎 60 min，然后再转入海水中培养直到出膜，计算孵化率。除原肠期胚胎每组用 20 粒外，其余都

用 10 粒。

1. 3 平衡处理时间的测定

室温下（17. 5 C ）分别在抗冻液 A1 、A2 、B1 、B2（表 1）中处理心跳期胚胎 30 min、60 min、90 min，然后转

到海水中培养，直到出膜，计算孵化率，同时用海水培养组作对照。
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1. 4 植冰与未植冰效果的比较

配制 H1 、H2 、H3 3 种溶液作为抗冻液（表 1）。先在 50% 抗冻液中分别处理植冰组和未植冰组心跳期胚

胎 30 min，再在 100% 抗冻液中分别处理 30 min，然后把处理过的胚胎装入麦管，密封，一起用下列程序降温：

从初温 16 C 先以 2. 0 C / min 的降温速率降到 - 12 C ，在 - 12 C 先平衡 5 min，植冰组的麦管再植冰 5 min，同

时未植冰组麦管不植冰，再平衡 5 min，然 后 植 冰 组 和 未 植 冰 组 麦 管 一 起 以1. 5 C / min 的 降 温 速 率 降 到

- 20 C ，保存 5 min。胚胎用 37 C 水浴解冻，0. 25 mol / L 蔗糖洗脱液洗脱 10 min 后转入海水中培养，计算成活

率。

1. 5 不同洗脱方法的效果比较

室温下（18 C），在 A2 抗冻液中处理心跳期胚胎 45 min，然后用下列程序降温：从初温 16 C 先以 2. 0 C / min

的降温速率降到 - 7. 0 C ，在 - 7. 0 C 平衡 15 min，再以 1. 0 C / min 的降温速率降到 - 11. 0 C ，在 - 11. 0 C 植

冰 1 min，最后以 1. 0 C / min 的降温速率降到 - 20 C 。把降温至 - 20 C 的胚胎快速取出，37 C 水浴解冻，然后

分别用不同方法洗脱。一步法：直接进入海水；两步法：先进入 0. 25 mol / L 蔗糖，洗脱 10 min 海水；三步法：

先入 0. 5 mol / L 蔗糖，洗脱 5 min 0. 25 mol / L 蔗糖，洗脱 5 min 海水。

1. 6 程序降温冷冻保存

用 A2 作抗冻液。先在 50% 低浓度抗冻液中平衡处理心跳期胚胎 30 min，再转到 100% 高浓度抗冻液中平

衡处理 20 min。然后把处理过的胚胎装入麦管中，每管中大约 10 ~ 20 粒，密封麦管，用 Planer 程序降温仪

（Kryo-360-1. 7 型）进行程序降温。降温程序如下：从初温 16 C 先以 2. 0 C / min 的降温速率降到 - 7. 0 C ，在

- 7. 0 C 保温 5 min，植冰 5 min，再分别以 0. 4 C / min、1. 0 C / min、1. 2 C / min、1. 5 C / min、2. 0 C / min 的降

温速率降到 - 30 ~ - 40 C ，平衡 10 min，然后快速投入液氮中保存 30 min。在冷冻过程中，把在 - 30 C 平衡

10 min 的胚胎取出，用 37 C 水浴解冻，两步法洗脱 10 min，在液氮中保存 30 min 的胚胎也用上述方法解冻和

洗脱，最后都转到海水中培养，计算成活率和孵化率。

表 1 抗冻液

Table 1 Cryoprotectants

A1 A2 B1 B2 H1 H2 H3

10% DMSO 15% DMSO 10% DMSO 20% DMSO 9% PG + 6% Methanol 4% DMSO + 10% PG 7. 5% Glycerol + 7. 5% PG

  注：B1 、B2 的稀释液为用 DS1 液配制的 0. 5 mol / L 的蔗糖液，其余的稀释液为用 DS1 液配制的 0. 25 mol / L 的蔗糖液

2 实验结果

2. 1 稀释液的筛选结果

稀释液的筛选结果见表 2。鲈鱼胚胎在稀释液 DS1 中培养的效果最好，孵化率为 95% ，比对照组高 10% 。

DS3 液培养的效果比对照组稍差，孵化率为 80% 。胚胎在其他 6 种稀释液的孵化率都不高于 40% 。在 DS1 液

的基础上添加葡萄糖和蔗糖的实验结果见表 3。在添加 1. 0% 、1. 5% 葡萄糖实验组中，胚胎的成活率分别为

100% 和 95% ，都不低于对照组（成活率为 95% ）。添加 3. 0% 葡萄糖的实验组成活率为 90% ，比对照组略低。

随着葡萄糖浓度的增加，胚胎成活率降低，当葡萄糖浓度 4. 0% 时，胚胎无一存活，说明添加少量的葡萄糖能

提高鲈鱼胚胎的成活率，但葡萄糖的浓度最好不要超过 3. 0% 。添加 1. 0% ~ 8. 0% 的蔗糖，则对胚胎成活率无

明显影响，成活率都不小于 95% 。添加葡萄糖和蔗糖都能提高鲈鱼的胚胎成活率，但从总体上讲，添加蔗糖的

效果要好于葡萄糖。
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表 2 鲈鱼胚胎在不同稀释液中的平均孵化率（%，!  2）

Tabie 2 Mean hatching rates of sea perch embryos in various extenders（%，!  2）

稀释液 Extender

DS1 DS2 DS3 DS4 DS5 DS6 DS7 DS8 对照 Controi

95 40 80 15 10 10 5 15 85

表 3 不同浓度的葡萄糖与蔗糖对鲈鱼胚胎成活率的影响

Tabie 3 Effects of giucose and sucrose of different concentrations on survivai rates of sea perch embryos

葡萄糖与蔗糖浓度（%）

Giucose and sucrose concentration（%）

样本数（粒）

Sampies（ Indi. ）

成活胚胎（粒）

Survivai embryos（ Indi. ）

成活率（%）

Survivai rates（%）

葡萄糖 Giucose 1. 0 20 20 100

1. 5 20 19 95

3. 0 20 18 90

4. 0 20 0 0

5. 0 20 0 0

6. 0 20 0 0

蔗糖 Sucrose 1. 0 20 20 100

2. 0 20 20 100

4. 0 20 19 95

8. 0 20 19 95

对照组 Controi / 20 19 95

2. 2 适宜胚胎发育阶段的筛选结果

由表 4 可看出，肌肉效应期胚胎对抗冻剂的耐受力最强，孵化率高达 90%，最适合冷冻保存。原肠中期胚

胎次之，孵化率为 70%，胚孔封闭期和出膜前期胚胎耐受力最差，孵化率都仅为 65%。

表 4  不同发育阶段胚胎在 10%DMSO 中处理 60 min 的平均孵化率（%，!  2）

Tabie 4 Mean hatching rates of embryos at various stages treated in 10% DMSO for 60 min（%，!  2）

项目

Item

原肠中期

Metaphase of gastuia

胚孔封闭期

Ciosure stage of biastopore

肌肉效应期

Muscuiar contration stage

出膜前期

Prehatching stage

实验组 Experiment group 70 65 90 65

对照组 Controi 87. 5 87. 5 100 100

2. 3 平衡处理时间的测定结果

由表 5 可知，抗冻液 A 组和 B 组相比较，同时平衡处理 90 min 的胚胎，A 组孵化率高于 B 组。在 B 组中，

抗冻液 B1（10%DMSO）中的胚胎孵化率高于 B2（20%DMSO），这说明平衡时间相同，抗冻剂浓度越高，胚胎的

孵化率越低。随着平衡时间的延长，各实验组胚胎的孵化率下降，为保证冷冻前胚胎有足够的成活率，胚胎在

A1、A2、B1、B2中平衡时间最好不要超过 90 min。因此，对于同一种抗冻剂来说，要根据其浓度的不同，确定合

适的平衡时间，以保证胚胎在冷冻前有足够的成活率。
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表 5 鲈鱼胚胎在不同抗冻液中平衡处理后的孵化率（% ）

Tabie 5 Hatching rates of embryos treated in different cryoprotectants（% ）

处理时间（min）

Treatment time（min）
A1 A2 B1 B2

对照组

Controi
30 100 100 100 90 /
60 90 90 80 75 /
90 80 75 70 0 100

2. 4 植冰效果与未植冰效果的比较

植冰组与未植冰组比较，在抗冻液 H1 、H2 、H3 中经植冰处理的胚胎，解冻后成活率分别为 80. 00% 、

75. 00% 、41. 67% ，比未植冰组分别高 24. 44% 、17. 86% 、14. 40% ，由此可见，胚胎植冰的效果明显好于未植

冰组（表 6）。

表 6 在不同抗冻液中胚胎植冰效果与未植冰效果的比较

Tabie 6 The comparison of effects of seeding and no-seeding for embryos in different cryoprotectants

保存温度

Storage temperature

处理

Treatment

成活率（% ）

Survivai rate（% ）

H1 H2 H3

- 20 C 植冰组 Seeding group 80. 00 75. 00 41. 67
未植冰组 No-seeding group 55. 56 57. 14 27. 27

2. 5 不同洗脱方法的效果比较

不同洗脱方法的效果比较见表 7。用两步法洗脱解冻的胚胎效果最好，成活率为 75% ，用一步法和三步法

洗脱胚胎的效果都比较差，成活率均为 50% 。

表 7 不同洗脱方法效果的比较

Tabie 7 The comparison of effects of different eiution methods

洗脱方法

Eiution methods

样本数（粒）

Sampies（ Indi. ）

成活胚胎（粒）

Survivai embryos（ Indi. ）

成活率（% ）

Survivai rate（% ）

一步法 One-step method 16 8 50
两步法 Two-step method 16 12 75

三步法 Three-step method 10 5 50

2. 6 程序降温冷冻实验结果

用不同的降温速率进行的冷冻实验结果表明，1. 5 C / min 的降温速率的效果最好，在 - 30 C 保存的胚胎

成活率为 8. 89% ，在液氮温度下保存 30 min 的 72 粒胚胎中有 3 粒成活，成活率为 4. 2%（见表 8）。用其他降

温速率进行的冷冻实验，胚胎都没有获得成活。对成活胚胎进行显微镜观察，发现胚胎卵膜局部内陷，但能看

到明显的心跳。

表 8 冷冻保存实验结果（1. 5 C / min）

Tabie 8 Resuits of cryopreservation（1. 5 C / min）

保存温度（C ）

Storage temperature（C ）

样本数（粒）

Sampies（ Indi. ）

成活胚胎（粒）

Survivai embryos（ Indi. ）

成活率（% ）

Survivai rate（% ）

- 30 45 4 8. 9
- 196 72 3 4. 2

5



                      海 洋 水 产 研 究 第 25 卷 

!" 讨论

!. # 稀释液的筛选

鲈鱼属鲈形目（Percoidei），鱼旨科（Serranidea），花鲈属（Lateolabrax）（胡先成 1997）。属于广盐性鱼类，通

常生活在河口地区，也有直接进入半咸水、淡水湖泊的，在盐度高达 3. 4 的海域也可捕到鲈鱼。鲈鱼产卵时的

盐度范围较广，不仅可在近河的咸淡水交混水域产卵，也可在高盐度（3. 15 ~ 3. 3）海区产卵，因此，其受精卵在

盐度为 1. 3 ~ 3. 5 的范围内均能孵化，适应环境能力很强。在稀释液的筛选实验中，DS1 稀释液处理的胚胎孵

化率超过 90% ，在添加 1% ~ 8% 蔗糖的 DS1 稀释液中（渗透压变化大）胚胎的耐受力也很强。

在 DS1 中添加葡萄糖和蔗糖能提高胚胎的孵化率，作者认为这是由于添加葡萄糖和蔗糖后使溶液的渗透

压提高，比较适合鲈鱼胚胎的发育。另外，葡萄糖和蔗糖都是非渗透性抗冻剂，添加葡萄糖和蔗糖还对胚胎有

一定保护作用。PhiIippe（1991）认为 0. 5 moI / L 蔗糖能轻微提高太平洋牡蛎胚胎的冷冻耐受力，并能减轻冷冻

损伤。鲈鱼胚胎对高浓度的葡萄糖和蔗糖的耐受力不同，对高浓度的蔗糖能适应，而对高浓度的葡萄糖适应力

很差，作者认为这是由于葡萄糖分子量比蔗糖分子量小的多，同浓度的蔗糖和葡萄糖，葡萄糖的渗透压将近是

蔗糖的 2 倍，超出了鲈鱼胚胎的耐受范围。另外，在实验中发现，添加 1. 0% 葡萄糖的 DS1 液（简称 DS1-1 液）

比 D-15（陈松林 1992）的效果要好，而 DS1-1 液与 D-15 的渗透压差不多（DS1-1 的渗透压约为 381. 55 mosm，

D-15 的渗透压约为 370. 50 mosm），只是 DS1-1 液多了 CaCI2 的成分，可见 Ca2 + 对鲈鱼胚胎发育有一定影响。

许多研究表明，在无钙溶液中培养胚胎会抑制卵膜的硬化（Knibb 1994）。施兆鸿等（1995）研究发现，黑鲷受

精卵在没有 Ca2 + 的海水中不能孵出仔鱼。而对于淡水鱼，章龙珍等（1992）认为 Ca2 + 、Mg2 + 对胚胎成活率影响

不大，主要是以 NaCI、KCI 为主产生的渗透压对胚胎的影响。可见，Ca2 + 对淡水鱼与海水鱼胚胎发育的作用是

不一样的，Ca2 + 是海水鱼胚胎发育所必需的离子之一，因此，在配制海水鱼稀释液时，要添加一定量的 Ca2 + 。

!. $ 鲈鱼胚胎的适宜冷冻保存阶段及冻前平衡处理时间

鱼类胚胎不同于哺乳类胚胎。哺乳类胚胎一般都是用早期胚胎（ 大多为囊胚）进行冷冻保存（ 何万红

2002）。而鱼类胚胎冷冻保存采用心跳期胚胎较多，但也有学者认为用尾芽期及胚孔封闭期胚胎较好，至今意

见还不一致。Zhang 等（1995）研究了斑马鱼不同发育时期的胚胎对冷冻降温的敏感性，结果表明早期发育阶

段的胚胎对冷冻最敏感，心跳期胚胎对冷冻降温的耐受力最强。Robertson 等（1988）认为似石首鱼的尾芽期胚

胎对各种抗冻剂的耐受力比桑椹胚强。章龙珍等（2002）选用胚孔封闭期、肌肉效应期、胚体转动期的泥鳅胚

胎进行了玻璃化冷冻保存实验，认为胚孔封闭期胚胎在冻前脱水过程中，原生质与卵黄脱水一致，可以避免卵

黄过度脱水解冻后破裂。综上所述，虽然观点不尽相同，但大体上都认为中期胚胎（胚孔封闭期到心跳期）冷

冻耐受力较强，适合冷冻保存。本实验结果也表明鲈鱼肌肉效应期胚胎适合冷冻保存。

胚胎冷冻前都要进行平衡处理，使细胞脱水，以防止冷冻过程中冰晶的形成，减少冰晶损伤，但要防止过度

脱水而产生的溶液效应（王新庄 1996），因此，在冻前平衡胚胎时，在抗冻剂中的处理时间应是最佳的。平衡

处理时间的长短一般与抗冻剂的种类和浓度有关。由于抗冻剂都有毒性，对于同种抗冻剂来说，胚胎平衡处理

时间随抗冻剂浓度的增加而缩短。胚胎在抗冻液中处理时间越长，受到的毒害越大。在冻前平衡实验中，胚胎

在低浓度抗冻剂（A1 、A2 、B1 ）中的平衡处理时间在 90 min 之内孵化率没有明显下降。

!. ! 植冰及抗冻剂的洗脱

在冷冻过程中，溶液温度降到冰点以下而不结冰，会使溶液处于过冷状态，若溶液进一步下降到一定程度

时，溶液会突然结晶而对胚胎造成机械损伤。因此，在程序冷冻保存的操作中，常采取植冰（置核）的措施，即

在抗冻液冰点略低温度人为诱导抗冻液结冰，以降低整体溶液的过冷度，避免溶液突然结冰造成的机械损伤。

植冰还能减少融解热释放时引起的热能变化。一些研究发现生物细胞内的成核温度在 - 5 ~ - 15 C 范围内

（华泽钊 1994）。目前，在人类及哺乳动物的冷冻保存中，公认的适宜植冰温度为 - 6. 5 ~ - 7. 0 C ，因为此时
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结冰迅速彻底（李 媛 1996）。Xiang 等（2002）在冷冻保存鼠的卵巢时，也是在 - 7 C 诱导植冰。在植冰实

验中，作者选择的植冰点为 - 7 C 。

鱼类胚胎在冻前平衡和冷冻过程中 ，吸收了大量的抗冻剂，使其渗透压大为提高，如果将冷冻卵子或胚胎

解冻后一步进入水中，由于渗透压相差太大，会导致细胞的溃解（陈松林 1991）。因此，解冻胚胎后，一定要

逐步稀释去除胚胎里的抗冻剂，让胚胎过度到水中去。常用的洗脱方法主要有两种：一种是应用较高浓度的非

渗透性抗冻剂，常用的是蔗糖。使用蔗糖去除抗冻剂的浓度范围很大，从 0. 25 ~ 2. 0 moi / L。蔗糖在稀释细胞

内抗冻剂时，维持了细胞外液较高的渗透压，使细胞内的抗冻剂缓和渗出，同时控制了细胞外水分渗入的速度

和渗入量，减少了细胞渗透性休克现象的发生（石玉强 2002），这种方法操作简单。另一种是抗冻剂浓度递

减的梯度稀释法，即分步骤将胚胎放在抗冻剂浓度由高到低的稀释液中洗脱，最后进入不含抗冻剂的等渗液中

培养。这种方法操作繁琐，在去除哺乳动物胚胎内抗冻剂时应用较广。本实验采用前一种方法，结果表明，在

A2 抗冻液中冷冻保存的胚胎用 0. 25 moi / L 的蔗糖液两步法洗脱效果最好。

!. " 超低温冷冻保存

关于鱼类配子和胚胎的程序冷冻保存方法，目前常用的有分段慢速降温和分段快速降温。分段慢速降温

一般是将样品从室温慢速（2 ~ 5 C / min）降到冰点温度，然后再以极慢的速率（0. 05 ~ 0. 5 C / min）降至约

- 60 C 左右，再以约 1 ~ 2 C / min 降至 - 85 C ，停留约 10 min，最后快速降温至 - 196 C 的保存温度。分段快

速降温与分段慢速降温的主要差别就是从 0 C ~ - 60 C ，采用 2 ~ 5 C / min 的降温速率（陈松林 2002）。分

段慢速降温在哺乳动物胚胎的冷冻保存中常用，大都获得了成功。Zhang 等（1989）在进行鲤鱼胚胎的冷冻保

存时也采用了这种降温模式，获得了液氮中保存的鲤鱼胚胎有 25% 复活并孵出鱼苗的成功实例。张克俭等

（1997）对泥鳅等 3 种淡水鱼胚胎进行的冷冻保存实验表明，分段快速降温好于分段慢速降温。Guo 等（1994）

在研究牡蛎胚胎的冷冻保存时，认为 1. 5 C / min 的降温速率效果最好。作者在超低温冷冻保存实验中也采用

1. 5 C / min 的降温速率，在液氮中冷冻保存鲈鱼胚胎获得了成活。由此可见，鱼类胚胎种类不同，降温速率也

不同，因此，应根据不同的胚胎采用不同的降温速率。本研究在液氮中冷冻保存鲈鱼胚胎而复活的实例，为利

用程序控制冷冻法，攻克海水鱼类胚胎超低温冷冻保存的难关奠定了基础。
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