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卤虫无节幼体和日本绒鳌蟹合浦亚种

搔状幼体的冷冻保存

刘向宇 陆仁后

(中国科学院水生生物研究所
,

武汉 4 3。。 7 2)

提 要 本文研究了葡萄糖
、

蔗糖和甘油三种冷冻保护剂在不 同浓度下对卤虫无节幼体的

冷冻保护作用
。

研究表明用 20 %甘油进行保护
,

无节幼体在
一

30 ℃下耐受 9 一 10 分钟
,

存活率高达 86
.

4%
,

对照组冷冻至
一

30
`

C则全部死亡
。

本文还研究了浓度为 20 %的甘油
、

D M S O 和 甲醇对 日本绒鳌

蟹合浦亚种搔状幼体的冷冻保护作用
,

结果表明用 20 % 甲醇保护的 i蚤状幼体当冷冻至
一

24 C 时存

活率仍有75
.

3%
。

关键词 冷冻保存
,

冷冻保护剂
,

卤虫
,

日本绒鳌蟹合浦亚种
,

无节幼体
,

潘状幼体
。

目前
,

水产甲壳类苗种大部分来自野生抱卵雌体和天然幼苗
,

远远不能满足水产 甲壳类养

殖业的发展
,

建立稳定的种质资源迫在眉膊
。

但是
,

由于人工繁殖受到技术和资金限制
,

一个较

好的解决方法是成立繁殖中心
,

建立与哺乳动物精子库
、

胚胎库和血库类似的冷冻苗种库
,

常

年向各地提供苗种 [B au
s t 和 L a w er cn e ,

1 9 80
a ,

1 98 o b ]
。

甲壳类动物的冷冻保存迄今研究甚少
,

B a u s t 和 L a w r e n e e
[ 1 9 7 7 )曾简单地报道了 p e n a e u s s e t i l e ur :

幼体的冷冻保存
,

后又报道了几种

冷冻保护剂在单独和混合状态下对卤虫无节幼体在
一

1亡下存活率 的影响 [ B au
s t 和 L a w er cn e ,

1 9 8 o a ,

1 9 8 0 b 〕
。

卤虫 A rt e m al s P P
.

由于休眠卵的存在
,

取材方便
,

是一种很好的甲壳类冷冻生物学 的实验

材料
,

其无节幼体冷冻保存的研究
,

可为其它经济水产 甲壳类动物冷冻苗种库的建立提供依据

和取得经验
,

同时也具有一定的经济价值
。

L eg er 等 [ 1 9 8 3 ]曾尝试在卜 1 0 C左右下
,

短期储存

刚孵化出的无节幼体
,

提供营养更加丰富的无节幼体作为饵料
,

提高 卤虫运输密度
,

压缩 卤虫

运输集装箱体积
,

冷冻保存无节幼体将更方便地解决这些问题
。

日本绒鳌蟹 合浦亚种 E ir oc h ` 二

aj p on i c us h eP ue sn i , 分布 于广西 合浦县 地 区 [戴爱 云
,

1 9 9 1二
,

在形态
、

个体和肉质上与中华绒鳌蟹 E ir oc h百 r :动 。 2: i: 非常相似
。

目前 日本绒鳌蟹合浦

亚种 尚无人工养殖
,

其抱卵期在霜降前后
,

比中华绒鳌蟹要早四 个月左右
,

在育苗上有一定的

优势
。

其搔状幼体的冷冻保存研究对苗种的保存和运输
、

种质资源的保护有很大的意义
。

鉴于

以上原因
,

本文探讨了卤虫无节幼体和 日本绒鳌蟹合浦亚种搔状幼体的冷冻保存方法
。

一
、

材 料 和 方 法

1
.

卤虫无节幼体的获得 取 卤虫休眠卵 (美国 O e e a n S t a r x n t e r n a t i o n a l In c
.

产品 )于人工

收稿日期
: 1 9 93

一。 3
一

0 1
。
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半海水 (含N aC I1 49 /L
、

M gC1
23 1

.

5 9 /L
、

M g SO
42

.

5 9 /L
、

C aC I
: 0

.

9 09 /L 和K C I 0
.

5 69 /L)

中
,

2 8℃培养箱内孵化
,

20
一 3 6小时后陆续有无节幼体孵出

。

2
.

卤虫无节幼体的冷冻保存 分别以葡萄糖 (0
.

S M
、

l
.

o M
、

1
.

5 M
、

2
.

O M )
、

蔗糖 (0
.

5

M
、

1
.

S M ) )
、

甘油 ( 5 %
、

1 0%
、

2 0 %
、

3 0% ) (v / v ) (均用人工半海水配制 ) 为冷冻保存液
,

每次

吸取数十至二百左右刚孵化出的无节幼体放入锥型塑料管中
,

加 1
.

0 m l 冷冻保存液
,

4 C下分

别平衡 1 0
、

30
、

60 和 90 分钟
,

转入
一

30
〔

C冰箱冷冻室冷冻 30 分钟
,

随后 30 ℃水浴解冻
,

大量海水冲

洗
。

无节幼体以能活动的为存活标准
。

3
.

日本绒鳌蟹合浦亚种搔状幼体的冷冻保存 分别以甘 油
、

D M S O 和 甲醇 (浓度均为

20 %
,

V /V
,

人工半海水配制 )为冷冻保存液
,

每次吸取数十只搔状幼体放入塑料锥型管中
,

加

1
.

0 m l 冷冻保存液
,

4 ℃下平衡 40 分钟
,

转入
一

2 5 C冰箱冷冻室分别冷冻 20 和 s0 分钟
,

然后 3o C

水浴解冻
,

大量海水冲洗
。

搔状幼体以能活动为存活标准
。

4
.

各冷冻液在
一

3 0 ℃和
一

25 C冰箱中的温度变化测量 锥型塑料管中盛放 1
.

0 m l 冷冻保存

液
,

将铜 一康铜热电偶探头插入冷冻保存液中
,

放入
一

30 ℃和
一

2 5
`

C冰箱中
,

测量冷冻保存液温

度变化
。

二
、

结 果 与 分 析

1一30 ℃冰箱冷冻保存 卤虫无节幼体 (表 1) 用海水直接保存的对照组个体在
一

30 C冰箱

中放置 30 分钟全部死亡
,

保护剂对卤虫无节幼体有一定 的冷冻保护作用
。

低浓度葡萄糖 (0
.

5

M
、

1
.

o M ) 冷冻保护作用与平衡时间关系不大
,

蔗糖 ( 0
.

S M
、

1
.

S M ) 和较高浓度的葡萄糖

表 1 卤虫无节幼体以葡萄糖
、

蔗糖和甘油为保护剂在
一

30 ℃冰箱中保存30 分钟后的存活率

T a b l e 1 P o s t
一
t h a w s u r v i v a l o f A rt e m i a s P P

.

n a u P l i i a f t e r s t o r e d a t
一
3 0 ℃ f o r 3 0 m i n u t e s

r e s P e c t i v e l y w i t h g l u e o s e , s u r e o s e a n d g l y e e r o l a s e r y o P r o te e t a n t

平衡 1。分钟 平衡30 分钟 平衡 60 分钟 平衡 90 分钟

保护剂

存活率
无节
幼体

存活率
无节

幼体
存活率

无节

幼体
存活率

无节

幼体

最终 终温持
温度 续时间
( ℃ ) (分钟 )

心UC6UQS月J户n00八曰0------222222书-3沼-3

0乙内J一了ǎ乙ǎ吕n八OJ
内
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9é今9白0qJ,JOd

葡萄糖 ( 0
.

SM )

葡萄糖 (一 o M )

葡萄糖 ( 1
.

SM )

葡萄糖 ( 2
.

OM )

蔗 糖 ( 0
.

SM )

蔗 糖 ( 1
.

SM )

甘 油 (5 % )

甘 油 ( 10% )

甘 油 ( 2 0% )

甘 油 ( 3 0% )

对照组

7 6
.

5士 1 6
.

0

7 4
.

8士 1 4
.

3

4 2
.

4士 2 2
.

0

5 9
.

1士 12
.

3

8 1
.

5士 9
.

5

72
.

4士 9
.

3

0
.

0

0
.

0

6 5
.

6士 4
.

5

0
.

0

6 8
.

5士 1 1
.

6

7 3
.

9士 1 4
.

3

3 7
.

1士 1 1
.

6

3
.

4士 6
.

8

6 2
.

9士 2 8
.

9

4
.

0士 2
.

0

0
.

0

0
.

0

0
.

0

6 5
.

8士 6
.

2

7 6
.

7士 1 6
.

8

6 6
.

4士 15
.

3

14
.

4士 1 1
.

6

4
.

0士 7
.

2

73
.

1士 15
.

7

0
.

6士 0
.

7

0
.

0

0
.

0

0
.

3士 0
.

6

6 1
.

0士 1 6
.

0

7 0
.

5土 5
.

8

8
.

5土 2
.

5

5
.

1士 6
.

3

7
.

8士 5
.

8

0
.

9士 1
.

1

0
.

0

0
.

0

8 6
.

4士 1
.

1

8 3
.

2士 1 2
.

8

l 一 2

1一 2

1一 2

3一 4

2一 3

1一 2

5一6

7一8

9~ 10

1一2

1一2
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注
:
1

.

对照组用海水直接保存
; 2

.

最终温度指保护剂溶液的最终温度
; 3

.

终温持续时间指保护剂溶液处于最终温度

持续的时间 ; 4
. “

平衡 60 分钟
”
栏内保护剂葡萄糖 (0

.

S M )中的无节幼体及存活率
,

其试验重复二次
; “

平衡 30 分钟
”

栏内保护剂葡萄糖 (0
.

S M )和
“

平衡 10 分钟
.

60 分钟
,

90 分钟
”
三栏内葡萄糖 (1

.

o M ) 中重复试验都为三次
; 其余所有

结试验均重复四次
。



4期 刘向宇
、

陆仁后
:

卤虫无节幼体和 日本绒赘蟹合浦亚种 搔状幼体的冷冻保存

(l
.

S M
、

2
.

o M )平衡时间越长
,

卤虫冷冻存活率越低
。

葡萄糖和蔗糖均为非渗透性保护剂
,

它

们对卤虫无节幼体冷冻保护作用与浓度和平衡时间的关系是否与渗透压有关还有待进一步研

究
。

低浓度 (5 %
、

10 % )甘油无冷冻保护作用
,

20 %和 30 %甘油的冷冻保护作用与平衡时间有

关
,

20 %甘油平衡 30
、

60 分钟后冷冻存活率为。和 0
.

3%
,

而平衡 90 分钟的存活率有 8 6
.

4% ; 30 %

甘油平衡 90 分钟的存活率有 83
.

2%
。

甘油是一种渗透性保护剂
,

因此浓度越高
,

平衡时间越长
,

甘油渗入细胞内的可能性越大
,

保护作用也越强
。

在
一

30 ℃冰箱中
,

冷冻保存液先液相冷却
,

冷却至一定温度后
,

温度回升至该溶液冰点
,

然

后固相冷却
,

液相冷却速率较快
,

约为 3一 S C /分钟
,

固相冷却速率较慢
,

约为 1一 1
.

3℃ /分钟
。

2一25 ℃冰箱冷冻保存 日本绒整蟹合浦亚种搔状幼体 (表 2) 用海水直接保存的幼体冷冻

至
一

23 ℃全部死亡
,

冷冻保护剂对 搔状幼体的冷冻保存有一定 的保护作用
。

用 20 %甘油保护冷

冻至
一

24 C有 24
.

6 %的存活率
。

用 20 % D M SO 为保护剂的冷冻 至
一

22 C
,

存 活率 为 35
.

2%
,

用

20 % 的甲醇保护作用最佳
,

冷冻至
一

24 ℃持续 8一 9分钟
,

存活率仍高达 75
.

3%
,

且存活的 搔状幼

体的活动能力最强
。

在
一

2 5 C冰箱中
,

各保护剂液相冷却速率为 3一 4 C /分钟
,

固相冷却速率为。
.

3一 0
.

5℃ /分钟
。

表 2 甘油
、

甲醉和 D M SO 对日本绒赞蟹合浦亚种渔状幼体的冷冻保护作用

T a b l e 2 P o s t
一
t h a w s u r v i v a l o f E r i oc h e i r j aP o n ic u s h eP

u e n s i s z o e a a f te r s t o r e d

a t
一
2 5℃ f o r 2 0 a n d 3 0 m i n u t e s r e s P e e t iv e l y w i th g ly e e r o l

,

D M S O a n d

m e t h o l a s e r y o P r o t e e ta n t

保存20 分钟 保存 3 0分钟

保护剂

存活率 重复次数 搔状幼体
最终温度

( ℃ )
存活率 重复次数 搔状幼体

最终温度

O以O口01110白

:
l甘油 ( 20 % )

DM S O ( 2 0写 )

甲醇 ( 2 0 % )

对照组

5 3
.

8

8 4
.

8士 1 2
.

9 3
.

2士 9
.

2 6

5 7

4 1

2 4
.

6士 1 0

3 5
.

2士 2 2
.

2

7 5
.

3土 5
.

4

0
.

0

`

;:

( C )

一 2 4 C

::

·
2 2 C

·
2 4 C

一
2 3 C

注
:
1

.

对照组用海水直接保存
; 2

.

最终温度指保护剂溶液的最终温度
。

三
、

讨 论

1
.

冷冻生物学 目前 已取得很大进展
,

但关于无脊椎动物冷冻保存研 究不多
,

报道甚少
,

且

基本上是关于胚胎 的保存
。

A s
ha ian 和 T ak ha

a s hi [ 1 9 7 8 ]以 D M SO 为保护剂发现海胆后期胚

胎在
一

1 96 C下能忍受 1分钟
。

T ol ed
o
等 [ 1 9 8 9 ]通过两步降温法

,

能短期液氮保存紫贻 贝胚胎
,

但

解冻后
,

有很多不正常胚胎存在
。

其后
,

T ol e
do 和 K ur ok 盯

a
[ 1 9 90 ]用 D M S O 液氮保存轮虫胚

胎 30 天
,

获 得 60 %左 右 的存活 率
。

R en ar d 仁1 9 91 」报道 以 甲醇 和 蔗 糖冷 冻 大 西洋牡 砺
( rC as so st er o ig g as )的 2一 4胞期胚胎至

一

20 ℃仍有少量存活
,

至液 氮中巧分钟也有少数发育
。

而关

于幼体的冷冻保存报道甚少
,

B a u s t 和 L a w r e n e e 「1 9 7 7 ]报道 P e n a e u s s e t
诱

r u :
幼体冷冻至

一

3 0

℃持续 5分钟后
,

存活率达 90 %以上
,

并认为快速冷冻 ( > 5 00 ℃ /分钟 )是成功保存的关键
。

在本

实验 中
,

卤虫无节幼体在
一

30 C冰箱中降温速率要慢得多
,

平均降温速率不到 5℃ /分钟
,

也达到
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了很好 的效果
。

其中
,

用 20 %甘油作冷冻保护剂
,

无节幼体在
一

30 ℃下耐受 9一 10 分钟
,

存活率仍

高达 86
.

4%
,

这可能是由于所用材料和保护剂不同的原因
。

卤虫无节幼体在 自然环境中耐受力较强
,

能抵抗较恶劣的环境
。

而 日本绒赘蟹合浦亚种的

搔状幼体比较娇嫩
,

容易死亡
。

生物材料对生物冷冻保存影响很大
,

在本实验中我们也相应地

发现卤虫无节幼体较 日本绒鳌蟹合浦亚种搔状幼体抗冻性强
。

2
·

H a r v e y 和 A s h w o o d
一

Sm it h [ 1 9 8 2 ]冷冻保存虹蹲卵子时发现
,

虽然虹蹲卵子内含物冰点

为
一

1
.

7 C
,

但在
一

1 6
`

C 下可保持数小时的过冷状态
,

他们推测 eZ n [ 1 9 7 8〕报道的用 D M S O 冷冻

虹蹲卵子至
一

20 C
,

卵子仅只处于过冷状态
,

内部并未形成冰晶
。

本冷冻保存实验 由于冷冻保存

时间短
,

并有保护剂 的存在
,

保存溶液的冰点较低
,

实验材料处于外部冰晶的时间更短
,

因此
“

冷冻
”

的卤虫无节幼体和 日本绒鳌蟹合浦亚种搔状幼体可能也仅仅只是处于一种过冷状态
,

没有形成或很少形成胞内冰晶
。

3
.

冷冻保存是一个很复杂的过程
,

受冷冻保护剂的种类
、

降温速率和复温速率等很多因素

的影响
。

对生物个体的冷冻保存更是一个富有挑战性的课题
,

对卤虫无节幼体和 日本绒鳌蟹合

浦亚种搔状幼体的冷冻保存尚需进行大量的工作
。
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