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三种淡水鱼类胚胎低温保存及其
降温和复温速率的研究

张克俭 楼允东 张饮江 吴 萍
(上海水产大学渔业学院

,

2(X口刃

摘 要 用自行研配的低温保存液对泥鳅等三种鱼的心脏跳动期胚胎进行低温保存试验
。

试验中分别采用慢速
、

分段慢速及分段快速三种降温程序
,

保存后的胚胎又分别以在 4
、

25 和 4D ℃的

水浴中复温
。

从存活率和孵化率看
,

分段快速降温程序较好
,

分段慢速降温次之
,

慢速降温最差 ;而

复温方式以 4O ℃方式最佳
,

25 ℃次之
,
4℃最差

。

其 中又 以分段快速降温和 4O ℃复温的效果最好
。

用此法经 一 1%℃保存的胚胎有高达 70 % 一
80 % 的存活率

。

慢速降温后再以慢速复温方式保存胚胎

的效果最差
,

即使降温到 O℃
,

胚胎的存活率也仅 10 % 一
巧 %

,

且无一孵化出膜
。

此外
,

还对低温保

存的泥鳅胚胎作了电镜观察
,

结果表明
:

分段快速降温及 4D ℃复温保存的胚胎
,

其细胞内的细胞核

和线粒体等细胞器的超微结构仅受到极其轻微的冰晶损伤
,

而慢速降温及 4D ℃复温的胚胎
,

其细胞

器的超微结构受到严重的冰晶损伤
。

关键词 泥鳅
,

银卿
,

草鱼
,

胚胎
,

低温保存

低温保存鱼类精子
、

卵子和胚胎
,

建立种质冷冻库
,

以期在细胞水平上保存种质资源
,

对我

国的水产养殖
、

遗传育种
、

低温生物学
,

以及名贵
、

优良
、

珍稀和濒危鱼类种质资源的保存具有

重要的理论意义和应用价值
。

迄今
,

国内外学者对鱼类精子的低温保存做了大量研究
,

并取得

了较好的结果 [张轩杰 1987
,

陈松林和刘宪亭 199 1〕
。

在鱼类卵子和胚胎的低温保存方面也做

了很多研究
,

但尚未取得突破性 的进展【张新生等 1987
,

陈松林和刘宪亭 19 91a
、

b
,

章龙珍等

199 4 ]
。

1 材料与方法

1
.

1 胚胎类型和低温保存液的配制

试验以泥鳅(械冲翻
“ 。

卿威众u 王胡么初 )
、

银卿(。筋山
‘

ius au
~

g 必已如 )
、

草鱼 (Te
n叩爪z。们召。

-

面几 比陇之阮 )等三种鱼的心脏跳动期的胚胎为材料
。

胚胎低温保存液 由抗冻剂和稀释液组合而

成
。

稀释液为 自行研配的代号为
“

MW 一
4’’的混合液

,

抗冻剂 以二甲亚讽为主
,

辅 以少量 甲醇

和甘油
。

配方以 MW 一 4 作为稀释液
,

配制成含 2
.

5 M 二甲亚矾
、

O
.

Z M 甲醇和 0
.

01 M 甘油的

保存液
。

1
.

2 胚胎低温保存前的预处理

低温保存前
,

胚胎经低浓度到高浓度的系列保存液预处理后进行正式低温保存
。

预处理

时
,

系列保存液的温度为 4℃
,

其成分与上述保存液相同
,

唯其中二 甲亚矾 的浓度从 0
.

5 M 起

收稿 日期
: l望汤 一

oo
一 18



4 期 张克俭等
:
三种淡水鱼类胚胎低温保存及其降温和复温速率的研究

始
,

每级递增 0
.

5 M
,

直至 2
.

5 M
。

胚胎从低浓度向高浓度保存液逐级过渡进行适应性预处理
,

每级处理 10 而n
。

经预处理的胚胎最后装人直径为 3
.

2 及 7 刃n r n 、

管长均为 80 m lll 的一端封 口

的两根薄壁塑料管中
,

每管分别放人 ro 个胚胎并加满保存液
,

然后将另一端管口封住
,

放在冰

水中待用
。

1
.

3 胚胎低温保存的降温程序

胚胎低温保存中分别采用了慢速
、

分段慢速和分段快速三种降温程序
。

慢速降温程序
:
胚

胎以 0
.

3 ℃ / m jn 的速率降温至
一
40 ℃

,

然后以 0
.

5 ℃ / 功in 的速率降温至
一 1% ℃

。

其间
,

当

降温至
一 18

.

5℃时进行植冰
,

降至
一 l%℃

。

分段慢速降温程序
:
胚胎分三个阶段降温至 一 1%

℃
。

第一阶段以 0
.

2 ℃/ 而
n 的降温速率下降至

一
20 ℃ ;第二阶段以 2 ℃ / 功in 的速率降温至 -

印 ℃ ;第三阶段以 5 ℃/ m ill 的速率降温至
一 1%℃

。

分段快速降温程序
:
胚胎也分三个阶段进

行降温保存
。

第一阶段以 2 ℃ / 而
n 的速率降至 一 20 ℃ ;第二阶段以 ro ℃ / m iJI 的速率降至 一

印 ℃ ;第三阶段则以 20 ℃/ m jll 的速率降至
一 1% ℃

。

以上降温程序 由微机控制降温仪 (上海理工大学低温生物工程研究 室研制 )进行微机控

制
。

在上述三种程序中
,

胚胎从 O - 一 100 ℃的降温过程中
,

每下降 10 ℃均平衡保温 10 n ljll
o

在各降温程序中胚胎分别在 O
、 一

20
、
一 40

、 一
oo

、 一
so

、 一 100 及 一 1%℃等 7 个温度点保存 l h

后取出复温
、

培养和观察
。

1
.

4 低温保存后胚胎的复温解冻方式及复温后的处理

低温保存后的胚胎分别在 4
、

25 及 40 ℃水浴环境下复温解冻
,

其后 的胚胎先用低温保存

前的系列预处理保存液
,

从高浓度到低浓度作逆向浸泡
,

每级 10 而
n ,

逐渐去除胚胎 中所含的

各种抗冻剂成分
,

然后放人 MW 一 4 稀释液中培养 30 而
n ,

再逐渐加人去氯 自来水
,

最后以去氯

自来水培养
。

复温处理后的胚胎均经显微镜镜检
,

观察胚胎的心脏是否跳动
,

并计数和算出胚

胎的存活率
。

经镜检心脏仍在跳动的胚胎继续培养
,

最后 以是否出膜孵出鱼苗计算孵化率
。

计算出各温度点保存胚胎的存活率和孵化率
。

1
.

5 泥鳅的正常和低温保存胚胎的电镜观察

未经低温保存的胚胎和经低温保存并复温处理后的胚胎先以 2
.

5 % 戊二醛预固定
,

然后
,

分别按常规的扫描电镜和透射电镜样 品制备方法制样
、

切片
、

观察并照相
。

2 结果

2
.

1 泥鳅等三种鱼胚胎低温保存后的效果

2
.

1
.

1 慢速降温程序下胚胎低温保存的效果

泥鳅等三种鱼的胚胎在慢速降温程序下降至不同的温度点并保存 l h
,

以三种不同的温度

环境复温解冻后
,

其存活率和孵化率列于表 1
。

从表 1 可以看 出
,

在慢速降温程序下
,

以 4℃复温的效果最差
,

25 ℃复温的效果次之
,

钓℃

复温的效果较好
。

以 4℃复温解冻后
,
一 20 ℃以下各温度点保存的三种鱼胚胎的存活率和孵

化率均为 O
。

用 25 ℃复温解冻
,

三种鱼胚胎 的存活率和孵化率有所提高
。

如在 一 80 ℃保存的
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泥鳅胚胎有 8 %存活
,

银卿 6 % 存活
,

但均未孵化出膜
,

草鱼的胚胎仍无一存活
。

经 钓℃复温解

冻后胚胎的存活率和孵化率有较大提高
。

在 一 100 ℃以上保存的泥鳅和银螂胚胎有近 印% 以

上的存活率
,

草鱼胚胎的存活率稍低
,

在 一 60
、
一印 和 一 100 ℃保存后 约有 印% 的存活率

。

三

种鱼的胚胎经 一印℃保存后约有 6 % 一 10 % 的孵化率
,
一 80 及 一 100 ℃保存胚胎尽管有较高的

存活率
,

但经培养后均无一孵化出苗
。

在 一 l% ℃保存的胚胎存活率已降低到 10 % 以下
。

在

相同的降温和复温程序下
,

泥鳅和银卿胚胎的保存效果好于草鱼胚胎
。

表 1 三种淡水鱼类胚胎慢速降温的低温保存结果

T 司比e 1 T b e res 川ts 才口了叩~ m 住叨 of 住In 光

份曰加栩触r 丘由eS
,

. 】
城哪 ‘理 目口砰 拍抚 to l

~
加喇阵. 加比 (% )

泥鳅复温方式 银卿复温方式 草鱼复温方式

保存温度

℃

4℃ 25 ℃ 4 ℃ 2 5℃ 叨℃

存活 孵化 存活 孵化 存活 孵化

4℃ 25 ℃

孵化 孵化 存活 孵化

4O t

存活 孵化
率一卯2224

8000

率一96男圈乳印率 印一泌22率一为284D0
存活
率 率

000000600000

率一100342210率一100100男oo卯田10率一52印102率一印48印14率�2率一10
存活 孵化 存活
率 率 率

刃℃

存活 孵化
率 率

100 100

0800

率一641612

花书图180000
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0000n6 o00
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邓巴6000100100100卯766
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一
印
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印
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注 : 1
.

每组试验各进行 5 次
,

每组胚胎数各为 10 个
。

存活率和孵化率取 5 次的平均值
。

2
.

存活是指经低温保存的胚胎

复温后可观察到心脏跳动者
,

以百分数计即为存活率 ;存活胚胎经继续培养后
,

可以孵出鱼苗
,

以百分数计则为孵化率

2
.

1
.

2 分段慢速降温程序下胚胎低温保存的效果

由表 1 和表 2 可以看 出
,

用慢速降温程序进行胚胎低温保存和用分段慢速降温程序低温

保存胚胎的效果有一定差异
,

后者稍好于前者
。

同样采用 4O ℃复温方式的情况下
,

慢速降温

在 一 100 和 一 196 ℃保存温度点上三种鱼胚胎的存活率比分段慢速降温稍低
,

用分段慢速降温

在 一 4O 和 一 60 ℃保存温度点上的孵化率也有提高
。

表 2

毛由 .e Z

偏咖件
,

三种淡水鱼类胚胎分段慢速降温的低温保存结果

1 、吧 r es ul ts or e叮叨卿艺蛇rva 住o n 嘴 山n 犯 台妞山”. 抚 r

翻由叮胎因飞川. , 月 目口砰 邝te to l口砰er t曰叨冲n 功田限 《% )

泥鳅复温方式 银卿复温方式 草鱼复温方式
保存温度

℃

4℃ 25 ℃ 刃℃

存活 孵化
率 率

存活

4 ℃

存活 孵化

25 ℃

存活 孵化

4D ℃

存活 孵化

4 ℃ 25 ℃ 4O ℃

孵化 存活
率一100255生

1毋

存活
率

孵化

loo卯叩85所70
臀一
65男率一田功3510

00000

淞率一1000存
下.一l||

率一loo功205

100100100叩卯705
率一印印巧一率70印25印巧

0000000

率一10

000000

臀一10025霭

100100100叩田巧

鲜率一65印10孵
,�1621

0000OOOO

OO O0 0O 00

000

0000

00

000

0000

粥率一70叨25151000存
,�l?月211!l

000050 000000 000

一黝
一

4D
一

oo
一
田

一 1 00
一 l肠

注 :
每组试验各进行 2 次

,

每组胚胎数各 10 个
,

其余同表 1

2
.

1
.

3 分段快速降温程序下低温保存胚胎的效果

在分段快速降温的程序下
,

泥鳅等三种鱼胚胎低温保存后
,

经 40 ℃环境复温解冻取得了

较好的结果 (表 3)
。
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表 3 三种淡水鱼类胚胎分段快速降温的低温保存结果

T ab k 3 1】犯 n , 日七 of e口叩n , 犷佣旧佣 嘴 U甘忱 丘日坛. 抚r

丘由 .
, e
城哪妇瑰口坦 , 月 和吐曰 . 妞 to 10 w er t曰, 绷的叮e 《% )

泥鳅复温方式 银却复温方式 草鱼复温方式

保存温度 4 ℃ 25 ℃ 魂允 4 ℃ 器℃ 4o ℃ 4 ℃ 25 ℃ 幻℃

℃ 存活 孵化 存活 孵化 存活 孵化 存活 孵化 存活 孵化 存活 孵化 存活 孵化 存活 孵化 存活 孵化

率 率 率 率 率 率 率 率 率 率 率 率 率 率 率 率 率 率

0 15 0 1(洲) 85 1以) 1《X) 10 0 1《X】 峨】 l(X ) 1《X) 15 0 1《洲〕 a 〕 l(】) l《洲)

一沁 0 0 功 劝 100 6 0 0 功 15 95 65 0 0 55 20 100 印
一
叨 0 0 沁 10 100 55 0 0 30 10 100 50 0 0 4D 20 勇 45

一 00 0 0 幻 5 100 25 0 0 25 0 另 30 0 0 20 0 田 劝
一田 0 0 15 0 % 25 0 0 1 0 0 85 2() 0 0 0 0 田 10

一 1(X) 0 0 0 0 卯 10 0 0 0 0 85 1 5 0 0 0 0 75 10

一 11欠5 0 0 0 o a ) 5 0 0 0 0 3 ) 0 0 0 0 0 7 0 0

注 :
同表 2

表 3 结果表明
,

泥鳅等三种鱼的胚胎经 一 1% ℃低温保存
,

在叨℃环境下复温后均有高达

70 % 一
80 % 的胚胎可以存活

。

这些胚胎复温解冻后进行解剖镜观察
,

发现胚体透明正常
,

头
、

躯体
、

尾部完好无损
,

心脏跳动也属正常
,

却较微弱
。

经继续培养观察
,

发现大多数胚体的心脏

跳动越来越慢
,

变得相当微弱
,

胚体从尾部开始渐渐浑浊
,

不久尾部有组织突出
,

头部也膨胀变

大
,

最后整个胚体呈乳白色而死亡
。

在泥鳅存活的 16 个胚胎 中
,

有 l个胚胎终于坚持到出膜

成鱼苗
,

但银螂和草鱼存活的胚胎却无一孵化出苗
。

将表 l
、

2 和 3 进行 比较可以看出
,

不管用

何种降温程序进行胚胎的低温保存
,

对胚胎存活率和孵化率影响较大的仍是复温解冻的方式
。

用分段快速降温程序进行胚胎低温保存后
,

再以 4O ℃水温 的快速复温解冻方式进行复温
,

取

得了较好的结果
,

在 一 40 ℃以下各温度点保存的三种鱼胚胎的孵化率都有明显的提高
。

2
.

2 低温保存后的泥鳅胚胎超微结构的变化

2
.

2
.

1 扫描电镜的观察结果

图版
一

1 为正常对照组的胚胎扫描图像
。

图像显示胚胎表面卵膜上的卵膜孔呈规则排列
,

孔洞大小均匀
,

卵膜表面平整
。

图版
一

2 和 3 是采用慢速降温程序在 一 60 和 一 l% ℃低温保存

的胚胎图象
。

从图版
一

2 可 以看出
,

经 一 60 ℃保存后的胚胎卵膜表面呈起伏不平状
,

卵膜表面多

处断裂
,

卵膜孔 由于冷冻损伤而大小不一
。

胚胎经 一 1%℃保存后
,

胚体收缩严重
,

冷冻损伤更

为严重
,

卵膜表面断裂情况更为明显
,

在卵膜断裂的下方露出呈蜂窝状的卵黄颗粒
,

卵膜上的

卵膜孔大小不一
,

由于受到冰晶的严重损伤
,

卵膜孔四周呈现凹凸不平状(图版
一

3)
。

泥鳅胚胎用分段快速降温程序
,

分别在 一印 和 一 1% ℃下低温保存后的扫描图像表明
:不

管是在 一印℃
,

还是 一 1% ℃下保存 的胚胎
,

其卵膜表面仍较平整和完好
,

卵膜孔大小几乎无

变化
,

排列较整齐
。

显然这些胚胎没有受到较大的冷冻损伤 (图版
一

4
,

5 )
。

但是 图版
一

4 或图版
-

5 与图版
一

1 相 比
,

经分段快速降温程序低温保存过的胚胎卵膜表面没有正常胚胎平整
,

略呈

起伏状
。

2
.

2
.

2 透射电镜观察的结果

在进行透射电镜术的研究中
,

同样做了对照组的超薄切片(图版
一

6 )
。

从图版
一

6 可以清晰

地看到胚胎细胞内的细胞核和线粒体等多种细胞器的超微结构
,

如细胞核的双层膜结构
、

核膜

孔
、

核仁
、

染色质
,

以及线粒体的双层膜结构和其内部的线粒体蜻等
。
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后
,

胚胎细胞内部受到冰晶更为严重的损伤和破坏
,

解冻后细胞内线粒体
、

微体
、

内质网等各

种细胞器和胞核的超微结构已不复存在
,

仅观察到线粒体
、

微体残留下的轮廓(图版
一

8 )
。

采用分段快速降温程序
,

经 一 60 和 一 1%℃低温保存 的胚胎
,

细胞内各种细胞器的超微结

构所受到的冷冻损伤很小
,

因而被较好且较完整的保存下来(图版一 和 10)
。

从图版
一

9 和 10

中可以清晰地观察到线粒体的双层膜结构
、

线粒体内部的蜻
,

以及内质网的膜和微体等细胞器

的超微结构
。

线粒体内部的蜻排列仍较规则
,

微体内部呈环形排列的结构也规则无变化
。

但

与图版石 相 比
,

这些超微结构的清晰度稍差
。

3 讨论

从对泥鳅等三种鱼的心跳期胚胎进行的低温保存试验结果可以看出
,

采用的降温速率不

同
,

对鱼类低温保存的效果有一定影响
。

把各温度点保存的胚胎存活率和孵化率加以比较
,

则

分段快速降温优于分段慢速降温或慢速降温
,

分段慢速降温略好于慢速降温的效果
。

表 1 -

表 3 的 比较表明
,

泥鳅等三种鱼的胚胎经三种不同降温程序经 一 1% ℃的超低温保存后
,

同样

以 4D ℃水浴快速方式复温
,

采用快速降温的胚胎 的存活率高达 70 % 一
印%

,

明显高于用慢速

降温或分段慢速降温 的胚胎的存活率
。

在一次试验中
,

经 一 1%℃保存后
,

16 个存活的泥鳅胚

胎经培育有 1 个胚胎最终孵化出能游动的鱼苗
。

同时
,

对泥鳅胚胎采用慢速降温和分段快速

降温程序进行低温保存后所做的电镜技术观察也显示
,

慢速降温的胚胎其卵膜和胚胎内部细

胞的超微结构在低温保存中
,

由于冰晶的损伤造成严重 的破坏
,

而经分段快速降温保存的胚

胎
,

其表面卵膜结构及胚胎 内细胞的线粒体
、

微体和内质网等各种细胞器的超微结构保存相 当

完好
,

仅受到极轻微的损伤
。

正如刘金刚等【1卯3」指出的
,

线粒体对低温极为敏感
,

在剧烈 的

低温刺激后
,

冻存措施不尽合宜
,

线粒体会呈现膨胀直至破损
,

内容物流出
,

蜻排列紊乱断裂
。

因此
,

笔者认为在鱼类胚胎进行低温保存时 以采用快速降温程序为好
。

章龙珍等【199 4」的研

究结果也表明了同样的观点
。

关于低温保存后细胞的复温速度问题
。

低温保存后的鱼类胚胎的复温方式 目前主要采用

慢速复温 (2
一 8 ℃/ 叮血)及快速复温 (40

一 250 ℃/ m jn )两种
。

本文采用相同降温程序进行低温

保存的泥鳅等三种鱼的胚胎
,

经 40 ℃水浴快速复温解冻后
,

胚胎的存活率和孵化率明显高于

采用 2 5℃水浴的慢速复温的胚胎
。

如果采用 4℃水浴的很慢的复温速度解冻
,

则胚胎的存活

率和孵化率更低
。

如表 1
、

2 和 3 所示
,

不管采用何种降温程序
,

在 一 20 ℃以下各温度点保存的

胚胎以 4℃水浴的慢速复温
,

胚胎的存活率均为 0
。

在一定的低温范围内
,

随着复温速度 的提

高
,

胚胎的存活率和孵化率也相应有所提高
。

在胚胎的低温保存中
,

影响胚胎存活率和孵化率

的主要因素之一是冰晶对胚胎的损伤
,

这种损伤在降温和复温过程中均有可能发生
。

为 防止

复温过程中胚内冰晶的再生成
,

采用较快的复温速率进行复 温有较 明显 的效果
。

M
a c k e几ri e

【19 70 〕和 B an k【19 73 」在对酵母细胞进行快速冷却及复温再结晶的研究中指 出
,

在快速冷却中

形成胞内冰本身对细胞并非致命的损伤
,

但若在复温过程中复温速率过慢
,

使细胞内发生再结

晶的变化
,

则对细胞是致命的损伤
。

在胚胎经低温保存后复温的方式研究 中
,

也有不同的看

法
,

如 孙抑皿d 等【198 1] 在哺乳动物胚胎冷冻保存中发现
,

慢速解冻优于快速解冻
。

张新生等

〔i如7〕在鲤胚胎冷冻保存研究 中指出
,

8℃ / 而
n 的慢速复温效果优于 148 ℃/ 而

n 的快速复温
。

应当看到
,

影响鱼类胚胎低温保存效果的因子很多
,

不同研究者所用的抗冻剂的种类
、

浓度
、

搭

配和稀释液的成分等都有一定的差异
,

因此
,

存在不同的观点在所难免
。

在鱼类胚胎的低温保
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存研究尚未取得重大突破前
,

还有很多工作有待进一步研究
。
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