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Abstract : The current status and importance of preserving fish germplasm resources were described. The basic

principle of cryobiology and its application potentials in preservation of aquatic germplasm resources were

examined. The mechanism of cryodamage was discussed. The recent advances and major problems in finfish

gamete and embryo cryopreservation were reviewed. The prospects for cryopreservation research in fish gametes

and embryos were looked into. The important research directions in cryopreservation of aquatic organisms were

proposed.
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种质资源是水产养殖生产、优良品种培育及水产养殖业可持续发展的重要物质基础。我国是一个水生生物种质资

源较为丰富的国家 ,丰富多样的水生生物种质资源和遗传多样性 对于我国水产养殖业的快速发展起到了非常重要的作

用。然而 ,由于渔业资源的过度捕捞、无序利用及人工放流等 ,造成了某些鱼类资源的衰退和濒临灭绝 ,如不及时采取保

护措施 ,若干年后 ,在自然界中将难以找到上述鱼类原种、良种的遗传资源 ;由于忽视鱼类种质保护及品种选育的工作 ,

养殖鱼类近亲交配越来越严重 ,造成种质退化 ,遗传多样性减少 ,生长速度减缓 ,品质下降 ,对病害和环境胁迫的防御能

力降低 ,病害发生日趋严重 ,造成巨大的经济损失。因此 ,水产养殖种类优良品种种质保存及遗传多样性保护已成为水

产养殖业中亟待攻克的重要科技问题。

低温生物学是探索低温条件下生命现象的特征和规律 ,以及生物体保存的一门科学。它是随着生物学、物理学和工

程技术的深入发展 ,相互渗透而产生的一门新兴的边缘学科。由于生物细胞、组织、器官、胚胎甚至个体在超低温 ( -

196 ℃)状态下代谢完全停止 ,生命以静止的形式可以在这种状态下得以长期保存。因此 ,低温生物学技术在生物医学、

优生学及畜牧、兽医和水产等领域均具有重要意义和应用价值。低温生物学在鱼类养殖、遗传育种及种质资源保存中的

作用主要表现在三个方面 :首先 ,低温冷冻技术在鱼类种质保存上意义重大 ,通过建立优良养殖鱼类或濒临灭绝鱼类的
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冷冻精子库、细胞库或胚胎库 ,可将优良鱼类的原良种长期保存起来 ,从而避免由于捕捞过度、生态破坏或环境污染而造

成的鱼类物种灭绝或因长期养殖、近亲交配而造成的种质退化和遗传变异现象 ;其次 ,通过配子的低温保存可以使不同

生殖期或地理间隔的鱼类品系得以交配 ,解决雌、雄鱼不同步成熟的问题 ,也可以使性转换的个体得以自交 ,使鱼类的人

工受精和远缘杂交更加方便可行 ;第三 ,通过配子和胚胎的冷冻保存 ,可为鱼类遗传育种和生物技术研究不间断地提供

材料 ,大大方便鱼类遗传育种研究的进行。鉴于此 ,自从 20 世纪 50 年代初英国学者 Blaxter[1 ]首次成功冷冻保存大西洋

鲱精巢以来 ,世界各国许多学者对鱼类配子和胚胎的冷冻保存进行了大量研究 ,在抗冻剂的保护机理、稀释液配制、抗冻

剂种类和浓度、冷冻降温方法和解冻复活技术等方面进行了一系列的研究 ,并取得很大进展。本文拟对鱼类配子和胚胎

低温冷冻保存的原理、研究进展、存在问题及今后的发展方向作一综合介绍 ,重点是鱼类胚胎的冷冻保存。

1 　低温冷冻损伤效应

低温技术是一把双刃剑 ,在应用得当时 ,低温可以长期保存生物 ;而在应用不当时 ,低温又可以产生严重损伤、杀死

生物。因此 ,要想利用低温技术有效保存生物细胞 ,必须了解低温损伤的机理 ,根据生物材料的性质和类型 ,制定相应的

冷冻保存方法 ,尽量减少冷冻损伤造成的危害。归纳起来 ,生物材料在冷冻降温和解冻复温过程中的冷冻损伤主要包括

过冷休克、冰晶损伤、高渗休克和抗冻剂毒性等 4 个方面。

1. 1 　过冷休克

当生物细胞在水溶液中冷却时 ,温度一般先降到细胞和培养液的冰点以下 ,然后才发生冻结 ,即细胞和培养液均要

处于过冷状态。在大多数情况下 ,细胞的过冷程度比周围溶液更深。当细胞处于过冷状态时 ,细胞膜上的脂类物质会从

液态转变为固态 ,同时 ,细胞膜的不等收缩会导致机械性的膜破裂及膜表面结构的改变 ,从而导致细胞死亡。

1. 2 　冰晶损伤

在快速冷冻时 ,细胞内的水份因为来不及移送到细胞外 ,而在细胞内结冰。胞内冰晶会刺伤细胞内结构及细胞膜 ,

导致细胞死亡 ,冰晶损伤在 - 5～ - 60 ℃温区时最易发生 。

1. 3 　高渗休克

在慢速降温时 ,细胞内的水份有足够时间移出细胞外 ,减少胞内冰晶的形成 ,但如果降温过慢 ,细胞外的水份逐渐结

冰 ,溶质浓缩造成细胞外环境渗透压升高 ,产生渗透休克 ,同样会导致细胞死亡。

1. 4 　抗冻保护剂的毒性作用

大多数抗冻剂 (如二甲亚砜、甘油和乙二醇) 在高浓度使用时 ,对生物细胞都有些毒性。研究表明 ,甘油对牛精子顶

体和颈部有损伤作用 ,导致尾部弯曲 ,精子缩短 ;抗冻剂处理可明显降低淡水鲤科鱼类卵子的受精率和孵化率 ,DMSO 对

鲑鱼卵也有毒性作用。抗冻剂对细胞的毒性与其种类、使用浓度及平衡时间有关。抗冻剂对细胞的毒性作用主要发生

在冻前和冻后处理阶段。

2 　鱼类精子冷冻保存的主要成果及存在问题

2. 1 　鱼类精子冷冻保存的主要成果

鱼类精子冷冻保存开始于 20 世纪 50 年代初期。英国学者 Blaxter[1 ]用干冰 ( - 79C) 保存 6 个月的大西洋鲱精巢 ,解

冻后受精获得了 80 %的受精率 ,这是鱼类精液长期冷冻保存的第一个成果。随后鱼类精液冷冻保存研究在鲤科、鲑科、

鲷科等多种鱼类上开展。由于鱼类精子个体小 ,抗冻剂容易进入其内 ,冷冻保存较易成功。用于鱼类精液冷冻保存的稀

释液包括基础溶液和抗冻剂二部分。基础溶液主要由 NaCl、NaHCO3 、KCl、葡萄糖或磷脂等几种成分按不同比例混合而

成 ,关键是给鱼类精子提供一个渗透压和 pH 值适宜的环境。抗冻剂主要使用二甲亚砜和甘油两种。在抗冻剂的保护机

理方面 ,陈松林等[2 ,3 ]率先报道抗冻剂二甲亚砜 (DMSO) 进入淡水鱼类精子后 ,明显升高精子渗透压 ,当 DMSO 的浓度为

10 %时 ,鲤精子的渗透压可以升高至 1500 mOsm·L - 1 , 相当于鲜精的 4 倍多 , 相应地 ,冰点下降至 - 5. 25 ℃。在冷冻方法

上 ,目前主要使用 4 种方法 : (1) 颗粒冷冻法[4 , 5 ] ; (2) 麦管冷冻法[ 6 , 7 ] ; (3) 玻璃安瓶冷冻法[8 , 9 ] ; (4) 塑料离心管冷冻

法[3 ] 。其中 ,颗粒冷冻法由于冷冻量小、操作较麻烦等原因 ,目前较少采用。玻璃安瓶法虽然体积较大 ,效果也不错 ,但

瓶口封口操作比较麻烦 ,加之在解冻时 ,安瓶容易爆裂 ,故其使用也受到限制。而麦管冷冻法和塑料离心管冷冻法 ,由于

具有冷冻量大、操作简便、安全等特点 ,因而在鱼类精液冷冻保存和精子库建立中展现出良好的应用前景。经过 40 多年

的摸索与研究 ,鱼类精子冷冻保存技术日趋成熟。迄今 ,已分别建立了鲤科鱼类、鲑科鱼类、青　、斑马鱼、罗非鱼、鲷科
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鱼类及鲻鱼等 20 余种淡、海水鱼类精子冷冻保存技术 ,并建立了淡水鲤科鱼类冷冻精子库。有些淡水鱼类冷冻精子的

活力达到 60 %以上[ 10 ] ,受精率达到或接近鲜精的水平。现将近几年来在鱼类精液冷冻保存上取得的主要结果汇总于表

1。

表 1 　最近几年报道的某些鱼类冷冻精液的受精结果

Tab. 1 　Fertility of frozen2tha wed sperm of some fish reported in recent years

种类
species

冻精受精率 % (冻存时间)
fertility of frozen sperm % (storage period)

文 献
references

巴西鲮脂鲤( Prochilodus scrofa) 92 (20d) a ,102 (720d) b ,93 (720d) a ,102 (20d) b [11 ]

点带石斑鱼 ( Epinephelus malabaricus) 85 (17d) a ,96. 7 (1d) b ,79. 7 (291d) a [6 ]

虹鳟 ( Oncorhynchus mykiss) 99b [12 ]

草鱼 ( Ctenopharyngodon idellus) 86. 9 ±6. 2 (360d) a ,73. 3 ±3. 1 (720d) a [3 ]

鲢 ( Hypophthalmichthys molitrix) 94 ±2. 3 (6d) a ,64. 2 ±(360d) a [3 ]

鲤 ( Cyprinus carpio) 69. 7 ±8. 4 (360d) a ,80 ±3. 8 (5d) a [3 ]

团头鲂 ( Megalobrama amblycephala) 80. 9 ±3. 5 (5d) a ,78. 1 ±9. 4 (11d) a [3 ]

红点鲑 ( Salmo alginus) 75a [5 ]

欧洲鲶 ( Silurus glanis) 64a [13 ]

斑点叉尾　 ( Ictalurus punctatus) 97 (2d) b [14 ]

蟾胡鲶 ( Clarias batrachus) 87 (360d) a [15 ]

茴鱼 ( Thymallus thymallus) 90～100b [16 ]

多瑙哲罗鱼 ( Hucho hucho) 90a [16 ]

虹鳟 ( Oncorhynchus mykiss) 89. 6 ±16a [17 ]

河鳟 ( Salmo trutta fario) 93. 8 ±6 . 4a [17 ]

湖鳟 ( Salmo trutta lacustris) 92. 8 ±2 . 4a [17 ]

欧白鲑 ( Coregonus albula) 85. 0 ±8 . 4a [17 ]

虹鳟 ( Oncorhynchus mykiss) 58a [18 ]

鲤 ( Cyprinus carpio ) 99. 6b [19 ]

青　 ( Oryzias latipes) 96～100b [20 ]

欧鳊 ( Abramis brama) 23. 8～92. 5a [21 ]

多瑙哲罗鱼 ( Hucho hucho) 87. 5a [22 ]

赤梢鱼 ( Aspius aspius) 49～62a [23 ]

美洲大绵　 ( Macrozoarces americanus) 59. 6 (24h) a [24 ]

　　　注 :a . 绝对受精率 (absolute fertility) ; b 相对于对照组的百分率 (fertility compared to control)

2. 2 　鱼类精子冷冻保存中存在的主要问题

由表 1 可见 ,尽管许多淡水鱼类以及一些海水鱼类精液的冷冻保存已取得较大成功 , 在冻精用量足够大时 ,冻精受

精率达到或接近鲜精的水平。不过 ,由于抗冻剂 (如 DMSO、甲醇等) 进入精子内 ,大大提高了冷冻精液的渗透压 [2 , 3 ] ,导

致冻精的激活 - 抑制规律发生了变化 ,原来抑制鲜精运动的高渗溶液 (如 1. 0 %～2. 0 % NaCl 溶液) ,对冻精来说却是很

好的激活剂[25 ] 。精子在冷冻过程中 ,冷冻损伤造成精子头部和尾部的质膜破裂 ,细胞死亡 [ 26 ] ;同时冷冻损伤还导致精子

膜破损 ,使冷冻精子谷草转氨酶和其他蛋白质大量进入精浆中 [9 ] ,使冷冻精子内异柠檬酸脱氢酶、苹果酸脱氢酶、激酶、

乳酸脱氢酶及 ATP 酶的含量明显低于新鲜精液 [27 ] 。因此 ,冷冻精液的活力与质量总难以达到鲜精的水平。今后的研究

重点应该是继续研究精子的冷冻损伤机理及筛选更有效的抗冻保护液配方 ,尽量减少精子在冷冻过程中的损伤效应 ,提

高冻精的复活率 ,使之达到或接近鲜精的水平。

3 　鱼类胚胎低温冷冻保存的主要影响因子及研究进展

鉴于鱼类胚胎冷冻保存在鱼类种质保存、遗传多样性保护及鱼类育种研究等领域所具有的重要意义和应用价值 ,近

20 年来 ,鱼类胚胎低温和超低温保存的研究引起人们的广泛关注和高度重视。尽管许多学者对鱼类胚胎的冷冻损伤机

理、适宜冷冻的胚胎发育阶段、抗冻保护剂的种类和浓度、冷冻降温方法和解冻复活技术等进行了大量实验研究 ,也取得

明显进展 ,但目前尚未取得真正的突破。下面对影响鱼卵和胚胎冷冻成活的主要因子及鱼类胚胎冷冻保存的主要进展

作一评述。
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3. 1 　影响鱼卵和胚胎冷冻成活的主要因子

鱼卵和胚胎由于体积大 (直径为 1～6mm) 、含水量多、卵膜通透性差、卵黄含量高 ,冷冻保存较哺乳类胚胎困难得

多。根据一些学者的研究结果 ,影响鱼类胚胎冷冻成功的主要因子包括如下几个方面。

3. 1. 1 　胚胎发育阶段的影响
不同发育时期的鱼类胚胎对抗冻剂的敏感性及对冷冻降温的耐受力均不一样。许多学者对多种鱼类不同发育阶段

胚胎的耐冻能力进行了大量的实验研究。结果表明似石首鱼 ( Sciaenops ocellatus) 尾芽期胚胎比桑椹期胚胎更能经受冷冻

保存[ 28 ] ;草鱼原肠期以前的胚胎对低温和 DMSO 非常敏感 ,在原肠期以后 ,随着胚胎发育的进行 ,胚胎对低温及 DMSO

的耐受力也逐步提高 [29 ] 。Zhang 等[30 ]研究了斑马鱼不同发育时期胚胎对冷冻降温的敏感性 ,表明早期发育阶段的胚胎

对冷冻最敏感 ,心跳期胚胎对冷动降温的耐受力最强。Hagedorn 等 [31 ]也表明斑马鱼早期胚胎 (受精后 1. 25～2h) 比晚期

胚胎 (胚盘下包 50 %～100 %及三个体节期) 更易遭受冷冻损伤。因此 ,选取发育阶段适宜的胚胎进行冷冻保存 ,是成功

地进行冷冻保存的重要一步。

3. 1. 2 　冻前处理及抗冻剂种类和浓度
鱼类精子很小 ,抗冻剂能很快进入其内 ,故无需平衡期。然而 ,鱼卵和胚胎体积较大 (直径 1～6mm) ,又具有 2 层膜 ,

抗冻剂进入其内速率很慢 ,这就给其冷冻保存带来不便。要想使抗冻剂充分进入鱼卵和胚胎内 ,起到升高卵内渗透压 ,

降低冰点的作用 ,就必须在冷冻保存前 ,将鱼卵或胚胎放在高浓度的抗冻保护剂中平衡一定时间 ,让抗冻剂有较充分的

时间渗入胚胎内 ,强迫胚胎吸收足够的抗冻剂。研究表明 ,将鲑鱼卵放在甲醇中 2 h ,只达到预期平衡值的 23 % ,而

DMSO 和甘油的渗入则更慢 [32 ] 。由于大多数抗冻剂都有毒性 ,如胚胎在高浓度抗冻剂中暴露时间过长 ,就会影响胚胎

的成活。Robertson 等[28 ]比较了甘油、二甲亚砜和甲醇对似石首鱼胚胎的毒性作用 ,表明尾芽期胚胎对这几种抗冻剂的

最大耐受浓度分别为 1mol·L - 1甘油、2mol·L - 1二甲亚砜和 2mol·L - 1甲醇 ,甘油的毒性作用大于二甲亚砜和甲醇。另有

研究表明 ,甘油、二甲亚砜、乙二醇和甲醇对草鱼胚胎都有毒性 ,浓度越高、处理时间越长 ,毒性越大 ,在室温和 0 ℃,草鱼

胚胎对 DMSO 耐受的极限浓度为 16 %和 20 % ,对甘油的耐受浓度为 4 %和 5 % ,对乙二醇为 12 %和 12 %[ 29 ] 。Zhang 和

Rawson[33 ]比较了几种抗冻剂对斑马鱼胚胎的毒性作用 ,表明 1 ,2 - 丙二醇和甲醇的毒性最低 ,在 22 ℃和 0 ℃时将胚胎置

于 3 mol·L - 1、1 ,2 一丙二醇和 5 mol·L - 1甲醇中处理 30min ,观察不到对胚胎的损伤作用。因此 ,筛选出毒性低、渗透力强

的抗冻剂 ,或将不同抗冻剂混合使用 ,从而降低单种抗冻剂的浓度 ,减轻毒性作用 ,这对于鱼类胚胎的冷冻保存是至关重

要的。

3. 1. 3 　卵膜的通透性
影响鱼卵和胚胎冷冻保存成功的另一个重要限制因子就是卵膜对水份和抗冻保护剂的通透性低 ,在胚胎尚未吸足

抗冻剂前 ,由于抗冻剂的毒性作用 ,而导致胚胎死亡。因此 ,了解有关鱼卵和胚胎内水份的分布规律、各部分的通透性差

异及探索提高卵膜通透性的技术途径 ,对于克服鱼卵和胚胎的通透性障碍 ,建立成功的冷冻保存技术是非常重要的。

Hagedorn 等[ 31 ]研究了斑马鱼胚胎中水份的分布及其通透性 ,表明鱼类胚胎是一个由胚盘和一个大的卵黄囊组成的复杂

的多室系统 ,胚盘细胞和卵黄囊中的水分含量是不相同的。在 6 个体节阶段 ,胚胎中的水份含量为 74 % ,胚盘细胞中为

82 % ,而卵黄囊中却只有 42 %。分析表明 ,原肠期到 3 个体节形成期 ,卵膜的通透性相对保持恒定 ,处于较低水平 ,而在 6

个体节期 ,膜的通透性则增加近 2 倍。

Zhang 和 Rawson[34 ]也研究了斑马鱼胚胎对水份和甲醇的通透性。表明去膜的斑马鱼胚胎对水份的通透性在不同发

育阶段保持相对稳定 ,对甲醇的通透能力则随着胚胎发育的进行而下降。Hagedorn 等 [35 ]研究了斑马鱼胚胎通透性障碍

的特征 ,他们测定了胚盘和卵黄囊对水份和 DMSO 的通透性 ,表明胚盘和卵黄囊对水份的通透力相差不大 ,但卵黄囊对

DMSO 的通透率则要比胚盘低 3 个数量级 ,分别为 5 ×10 - 6cm·min - 1和 1. 5 ×10 - 3cm·min - 1。卵黄囊对溶质的通透性也

比胚盘低 ,从而预示着卵黄囊更易遭受冷冻损伤。

3. 1. 4 　冷冻降温方法
关于鱼卵和胚胎的冷冻方法 ,目前常用的有分段慢速降温、分段快速降温和玻璃化法 3 种。分段慢速降温一般为将

样品从室温慢速 (2～5 ℃·min - 1) 降到冰点的温度 ,然后再以极慢的速率 (0. 05～0. 5 ℃·min - 1) 降至约 - 60 ℃左右 , 再以

约 1～2 ℃·min - 1降至 - 85 ℃,停留约 10 min , 最后快速降温至 - 196 ℃的保存温度。Zhang 等[36 ]在进行鲤鱼胚胎冷冻保

存时 ,就是采用这种降温方式 ,获得了液氮中保存胚胎有 25 %复活并孵出鱼苗的成功实例。分段快速降温与慢速降温的

主要差别就是从 0 ℃到 - 60 ℃, 采用 2～5 ℃·min - 1的降温速率。在草鱼和泥鳅胚胎冷冻保存中 ,也发现分段快速降温优

于分段慢速降温[ 37 , 38 ] 。第三种冷冻降温方法就是玻璃化冷冻法。所谓玻璃化即液体在冷冻过程中借助粘度的提高而

形成玻璃状非结晶的固体。这种方法主要借助于极快速降温 ,使细胞内外的液体越过结冰过程 ,而直接形成玻璃状固
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体 ,从而可以避免细胞内形成冰晶。这种冷冻法在小鼠、牛和羊胚胎冷冻保存中获得不错的效果 [ 39 ] ,但在鱼类胚胎冷冻

保存上的应用才刚刚起步。Chao 等[ 40 ] 比较了几种玻璃化液对斑马鱼胚胎冷冻保存的影响 ,表明 DAP2B (2mol·L - 1

DMSO + 1mol·L - 1乙酰胺 + 3 mol·L - 1丙二醇) 的效果优于 VSI (20. 5 % DMSO + 15. 5 % 乙酰胺 + 10 % 丙二醇) 的效果 ;

Zhang 和 Rawson[33 ]研究了斑马鱼胚胎玻璃化冷冻保存的可行性 ,表明丁二醇可以形成玻璃化的最低浓度为 3mol·L - 1 ,

几种不同抗冻剂的混合物可以形成玻璃化 ;尽管未获得完全复活的斑马鱼胚胎 ,但胚胎在玻璃化液中的形态保持正常。

章龙珍等[41 ]观察了泥鳅胚胎在不同玻璃化液中的存活时间 ,从中筛选出了几种较理想的玻璃化液 ,胚胎在这些玻璃化

液中的存活时间可以长达 70 min。尽管玻璃化技术在鱼类胚胎冷冻保存中应用时间不长 ,目前尚未取得突破性的进展 ,

但玻璃化冷冻法却展现出良好的应用前景。可以预计在不久的将来 ,玻璃化冷冻法将在鱼类胚胎冷冻保存中获得成功。

3. 1. 5 　解冻及冻后处理
解冻是冷冻降温的逆步骤 ,冷冻降温中出现的一些冷冻损伤效应 (如胞内冰晶形成) 在解冻复温中同样存在。解冻

过程中要防止细胞内重结晶。关于冷冻胚胎的解冻方法 ,目前报道的主要有快速解冻 ( 40～150 ℃·min - 1) 和慢速解冻 (2

～8 ℃·min - 1) 2 种。Zhang 等[36 ] 在鲤鱼胚胎冷冻保存中发现慢速解冻 (8 ℃/ min) 优于 148 ℃·min - 1的快速解冻。而

Harvey 等[42 ]在斑马鱼胚胎冷冻保存中 ,则发现 43 ℃·min - 1和 2 ℃·min - 1的解冻速率 ,无明显差异。张克俭等 [ 38 ]则发现冷

冻泥鳅胚胎在 40 ℃水浴中解冻的效果明显优于在 25 ℃和 4 ℃的解冻效果。

鉴于鱼卵或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。因此 ,解冻后一定要逐步稀释去除细胞里的抗冻剂 ,让胚

胎逐步过渡到水中去。Stoss 等 [43 ]用 1mol·L - 1 DMSO 冷冻虹鳟受精卵 ,解冻时让其分别在 0. 5 和 0. 25mol·L - 1 DMSO 中

各平衡 5 min , 然后进入水中孵化 ,获得不错的效果。张克俭等 [ 38 ]将解冻后的鱼胚胎放在含不同浓度抗冻剂的稀释液

中 ,从高浓度到低浓度作逆向浸泡 ,最后进入水中培养 ,获得较好结果。解冻后分步平衡 ,逐渐脱去冻胚中的抗冻剂 ,是

胚胎冷冻保存能否获得成功的重要影响因子之一。因此 ,必须根据胚胎的类型 ,所用抗冻剂的种类和浓度 ,合理配制解

冻平衡液。

3. 2 　鱼卵和胚胎低温冷冻保存的主要成就

尽管鱼卵和胚胎冷冻保存的难度大、影响因子多 ,但国内外仍有许多学者对鱼类胚胎冷冻保存的损伤机理、抗冻剂

种类与浓度、冷冻降温速率、解冻复温方法等开展了大量研究 ,并取得很大进展。现将近年来在鱼类胚胎冷冻保存上取

得的主要结果汇总于表 2。由表可见 ,鲤科鱼类胚胎在 - 6 0 ℃以上温度的冷冻保存 ,已获得较稳定的复活率 ;即使体积

很大的 鲑鳟鱼胚胎 (直径达 4 mm) , 目前也突破 - 25 ℃的界限。特别是鲤鱼和泥鳅胚胎的冷冻保存已突破了液氮温区。

Zhang 等[36 ]将鲤胚胎冷冻到 - 196 ℃,在 16 个解冻的胚胎中有 4 个复活 ,其中 3 尾孵出鱼苗。张克俭等[38 ]将心跳期泥鳅

胚胎冷冻到 - 196 ℃,在 16 个胚胎中 ,有 1 个完全复活并孵出鱼苗。这些结果尽管目前尚难以重复 ,但仍然给鱼类低温

生物学工作者以鼓舞和信心。当然 ,要想使鱼类胚胎冷冻保存真正突破 - 196 ℃的难关 ,建立一套结果稳定、可重复的

超低温冷冻保存技术和方法 ,还必须经过大量的实验探索。

4 　鱼类精子和胚胎冷冻保存的研究方向

水产生物遗传多样性保护、水产养殖和遗传育种研究对鱼类精子和胚胎冷冻保存技术的需求日益增长 ,从而极大促

进了该领域研究工作的进行。同时 ,随着低温显微镜、核磁共振显微镜等仪器的应用 ,为鱼类胚胎冷冻保存的研究提供

了新的技术手段和研究思路。根据鱼类胚胎的结构特点及低温生物学相关领域的发展现状 ,笔者认为如下几个方面将

是今后相当长一段时期内鱼类配子和胚胎冷冻保存的主要研究方向。

4. 1 　鱼类胚胎低温生物学基础研究

鱼类胚胎冷冻保存研究至今只有约 20 年的历史 ,过去研究人员往往只注重冷冻保存技术本身 ,而对鱼类胚胎低温

损伤机理、膜的通透性规律等缺乏足够了解。尽管偶尔获得过成功事例 ,但由于未掌握其规律 ,难以重复。因此 ,加强鱼

类胚胎低温生物学的基础研究 ,阐明鱼类胚胎冷冻损伤机理 ,揭示胚胎各部分对水和抗冻剂的通透性规律 ,制定相应的

冷冻降温技术方法 ,这对于攻克鱼类胚胎冷冻保存的技术难关将具有重要作用。

4. 2 　加强玻璃化冷冻保存技术的研究

玻璃化冷冻法在牛羊等家畜胚胎冷冻保存上已获成功。而这种方法在鱼类上的应用才刚刚起步。与常规冷冻方法

相比 ,玻璃化冷冻法不需要昂贵的冷冻降温设备 ,其操作也较容易 ,因而在鱼类胚胎冷冻保存上具有很大的应用潜力。

今后的研究重点应该是进一步优化玻璃化溶液的配方组成 ,筛选低毒高效的抗冻剂 ,尽量减少抗冻剂的毒性 ,提高玻璃

化程度 ; 同时寻找抗冻剂的中和剂 ,降低抗冻剂的毒性效应。
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表 2 　某些鱼类冷冻保存胚胎的成活率

Tab. 2 　Survival rate of cryopreserved embryos of some fish

种　类
species

胚胎阶段
embryo stage

抗冻剂种类及浓度
cryoprotectant
concentration

保存温度和时间
storage temperature

and duration

成活率
survival

( %)

文　献
references

银大麻哈鱼 ( Oncorhynchus kisutch) 受精卵 1mol·L - 1DMSO - 10 ℃, - 20 ℃, - 30 ℃ 61. 6 ,6. 4 ,0 [43 ]

虹鳟 ( Oncorhynchus mykiss) 受精卵 1. 4～2. 1mol·L - 1DMSO - 7 ℃, - 12 ℃, - 20 ℃ 95 ,20 ,0 [44 ]

虹鳟 ( Oncorhynchus mykiss ) 发眼卵 14 %DMSO - 20 ℃, - 25 ℃ 17～88 ,10～26 [45 ]

鲤 ( Cyprinus carpio) 尾芽期 2mol·L - 1DMSO
- 12 ℃,30min

- 30 ℃,15min , - 196 ℃,20min 46. 7 ,13. 4 ,18. 7 [36 ]

斑马鱼 ( Brachydanio rerio) 心跳期 3mol·L - 1DMSO - 15 ℃, - 20 ℃, - 25 ℃, - 30 ℃ 72 ,43 ,8 ,0 [46 ]

团头鲂 ( Megalobrama amblycephala) 出膜前期 8 %DMSO + 5 %蔗糖 - 40 ℃,16min 14 [37 ]

青鱼 ( Mylopharyngodon piceus) 心跳期 8 %DMSO + 5 %蔗糖 - 30 ℃,15min 12. 5 [37 ]

泥鳅 ( Misgurnus anquillicaudatus) 心跳期 2. 5mol·L - 1DMSO
- 60 ℃,1h ,

- 100 ℃,1h , - 196 ℃,1h 25 ,10 ,5 [38 ]

银鲫 ( Carassius auratus gibelio) 心跳期 2. 5mol·L - 1DMSO
- 60 ℃,1h ,

- 100 ℃,1h , - 196 ℃,1h 30 ,15 ,0 [38 ]

草鱼 ( Ctenopharyngodon idellus) 心跳期 2. 5mol·L - 1DMSO
- 60 ℃,1h ,

- 100 ℃,1h , - 196 ℃,1h 20 ,10 ,0 [38 ]

虹鳟 ( Oncorhynchus mykiss) 胚盘 1. 4mol·L - 1 1 ,22丙二醇 - 196 ℃ 88～95 [47 ]

4. 3 　抗冻蛋白作为抗冻保护剂

抗冻蛋白是存在于美洲大绵　等耐冻鱼类体内的一种糖蛋白。研究表明 ,抗冻蛋白在抑制冷冻溶液中的冰晶形成

方面具有很好的效果。Carpenter 和 Harsen [48 ]表明低浓度的抗冻蛋白能够提高人红血球冷冻存活率。Rubinsky 等 [49 ]在冷

冻保存猪胚和鼠胚时 ,使用抗冻糖肽分别将冷冻胚胎的存活率提高了 25 %和 82 %。由于化学抗冻剂 (包括二甲亚砜、乙

二醇和甘油等) 在高浓度时 ,对胚胎都有毒性 ,因此 ,寻找无毒高效的生物抗冻剂 ,也是鱼类胚胎冷冻保存的研究方向之

一。将化学抗冻剂和抗冻蛋白结合起来使用 ,将有可能降低化学抗冻剂的使用浓度 ,提高鱼类胚胎冷冻保存的存活率 ,

这方面的研究值得探索。

4. 4 　冷冻保存对配子、胚胎遗传结构的影响

鱼类配子、胚胎冷冻保存的主要目的是保存鱼类的基因型。因此 ,有关冷冻保存对鱼类遗传结构的影响也是一个重

要的议题。只有确保冷冻保存对配子和胚胎的遗传结构没有影响时 ,这项技术才可以在生物多样性保护和物种恢复中

得到有效应用。今后在进行鱼类配子和胚胎冷冻保存时 ,应该借助 RAPD 和同功酶等分子生物学和生化遗传学技术对

冻精或冻胚的遗传结构进行分析评价。

4. 5 　鱼类囊胚细胞和胚胎干细胞在种质保存上的应用

鉴于鱼类胚胎体积大、膜通透性低 ,完整胚胎冷冻保存难度大的实际情况 ,有些学者提出通过冷冻保存鱼类囊胚细

胞达到保存种质资源的目的。Calvi 和 Maisse [ 46 ]将发育到 Ballar 6A - 6C 期的虹鳟囊胚细胞进行了冷冻保存实验。解冻

后细胞的成活率高达 88 %～95 %。如将囊胚细胞冷冻保存与细胞核移植技术结合起来 ,这条途径不失为长期保存鱼类

种质的可靠方法。与此相类似 ,胚胎干细胞由于具有发育的潜能性 ,又可以在体外进行大量培养、扩增 ,因此 ,在鱼类种

质保存上也有重要应用价值 [50 ] 。通过建立优良、珍稀濒危鱼类的胚胎干细胞库 ,可以将某些鱼类的基因型长期保存起

来 ,这方面的研究同样值得探索。

4. 6 　核磁共振显微术在冷冻保存中的应用

大多数多室 (multicompartment) 生物材料的冷冻保存迄今都未完全成功。其中一个重要限制因子就是缺少抗冻剂到

不同部分 (如胚盘和卵黄囊) 的通透性数据。Hagedorn 等 [31 ]应用核磁共振显微术和光谱术直接测定了抗冻剂向斑马鱼胚

胎不同部分 (胚盘细胞和卵黄囊) 的渗透率。这是鱼类胚胎低温生物学研究手段的一个重要改良。如在我国水产养殖鱼

类胚胎冷冻保存上应用这套技术 ,将有可能阐明限制抗冻剂向鱼类胚胎渗透的关键部位和因子 ,这对于突破鱼类胚胎冷

冻保存的技术难关将会很有帮助。
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4. 7 　冷冻保存与其它生物技术的结合

鱼类精液冷冻保存与雄核发育技术的结合是保存珍稀、濒危鱼类基因型、恢复物种的另一有效途径。淡水鱼类雄核

发育技术目前已有一些成功的报道 [ 51 ] 。因此 ,通过建立优良、珍稀养殖鱼类的冷冻精子库 ,待需要时 ,再解冻进行雄核

发育 ,是可以达到长期保存鱼类种质资源和遗传多样性的目的。另外 ,将含有外源基因的转基因精液或经过紫外线照射

的精液冷冻保存起来 ,待需要时进行解冻使用 ,将大大方便鱼类遗传育种研究。这样的技术结合在水产养殖、遗传育种

研究中将具有广阔的应用前景。
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