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,

马川
、

小鼠圈等动物胚胎的冷冻保存及移植方面已取得成

自然分布于大西洋东侧欧洲沿岸以及黑海和地中海沿岸
,

功
。

但在鱼类胚胎玻璃化冷冻保存方面成功的例子很少
。

是欧洲的重要养殖鱼类之一
,

1

992

年黄海水产研究所 自英 在国内只在泥鳅刚
、

妒 〔’川胚胎的冷冻方面做过研究
。

本

国引进这一鱼种厂’〕
,

目前已在我国山东
、

辽宁
、

福建等沿海 文利用玻璃化法对大菱坪胚胎的冷冻保存进行了一系列

地区推广养殖
,

成为我国工厂化海水养殖的名贵鱼种之 研究
,

对适合于大菱坪胚胎冷冻保存的玻璃化液进行了筛

一
。

对于这一 引进 的新鱼种
,

在其胚胎和仔稚幼鱼的发 选
,

对二种成分玻璃化液冰点进行了测定
,

对不同时期胚

育扛’,
,

体表色素细胞形态侧
,

卵膜对 【冰」5 0 的渗透性闭等 胎对玻璃化液的耐受能力进行了研究
,

利用筛选的玻璃化

生物学方面进行了一定的研究
,

而做为一个新的鱼种资 液对大菱虾胚胎进行了冷冻保存实验
,

获得了成活胚并孵

源
,

对其种质资源的保存研究
,

目前国内还未有报道
。

冷 化出膜
。

翌气簇粼然絮髯馨翼黔嘿贾窿凳霆
1 材料和方法

性低及含有卵黄结构等
,

其冷冻保存较哺乳动物胚胎困难 1
.
1 鱼类和胚胎

得多
,

迄今鱼类胚胎冷冻保存尚未完全成功困
。

玻璃化冷 利用黄海水产研究所海阳科学实验基地培育的大菱

冻保存作为种质资源保存的一条重要途径
,

在哺乳动物胚 鲜亲鱼
,

进行人工繁殖授精
,

采集受精卵
,

在室温 (15
一

17

胎的保存和移植上已经取得了一定的成绩
,

在牛囚
、

羊困
、

℃ )下培育
,

利用发育到神经期
、

肌节期
、

尾芽期
、

心跳期
、

收稿 日期
:20() 3

一

0 8

一
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出膜前期胚胎进行玻璃化冷冻保存实验
。

1

.

2 抗冻剂及化学药品

利用 1 ,

2 一 丙二醇 (PG )
、

甲醇(M eOH )
、

乙二醇 (甲)
、

甘油 (。、)
、

二甲亚枫(D加15 0 )
、

聚乙烯毗咯烷酮 (Pv p)
、

葡

萄糖(Gl uco se )配制玻璃化液
,

利用 N
aC !

、

K C I

、

C a C 1
2

.

2 姚0
、

M 求坛
·

6 姚O
、

N
a 卜IC q 配制基础液

。

1

.

3 玻璃化液的筛选

利用 自制的 B SZ (2
.
472 % N 自C I 0

.
朋65 % K C I

、
0

.

1 肠%

cac b
·

2 玩。
、

0

.

4 防% M gC犯
·

6 氏。
、

0

.

01
9 % N

a
H C 仇)为基

础液
,

首先在其中加人 22
.
5 % % 和 15% M e〔〕H

,

再分别加

人 7 5% 的 EG
、

Gl
y

、

D
M S

O

、

P

vP

和葡萄糖
,

配制成比例为

3:2 :1 的 5种不同的玻璃化液
。

在 17
.
5℃室温下

,

将以上

各玻璃化液分别吸人 3
x loo mm 麦管 250 凡(

n = 10)
,

直

接投人液氮
,

冷冻 sha n
,

在 38 ℃水浴中解冻
,

观察并统计

冷冻和解冻时玻璃化概率
。

然后
,

在 B SZ 中将 PG
、

M

e

O
H

、

P V p 按 3: 2: 0
.
1(0
.
3 、

0

.

氛 0 7
、

0

.

9
) 的比例配制成 5种浓度为 45 % 的玻璃化液

,

采用五步法t
’
()j 平衡大菱虾尾芽胚 40二

n ,

o

.

12
5

1 l l
ol

.

L

一 ‘

蔗

糖洗脱 10 m in
,

过滤海水 (16 ℃ )培养一定的时间
,

观察统

计成活率
。

1

.

4 玻璃化液冰点 的测定

利用 PG
:M e0 H 二 3 : 2 的比例

,

在基础液 B SZ 中配制

成浓度 35 %
一
4 5 % 的 n 种玻璃化液

,

分别 吸人 3 x 100

~
的麦管中

,

每管吸人 250 拼L
,

一端封口
,

将温度探头插

人溶液中
。

利用上海理工大学低温生物工程研究室研制

的微机控制降温仪
,

控制降温和测定冰点
。

降温程序为
:

在 10 ℃以 5 ℃
·

mi

n
一 ’

的降温速率降至 一 1 96 ℃
。

观察记

录仪显示的温度变化
,

记录温度反弹点和反弹幅度
,

获得

玻璃化液的过冷点
、

冰点和过冷度
。

1

.

5 大菱娜不同时期胚胎对玻璃化液的适应性

利用 PM I月分别平衡处理大菱鲜不同时期的胚胎(4
-

5对肌节胚
、

1 6
~

20 对肌节胚
、

尾芽胚
、

心跳胚
、

出膜前胚)

20
一
功 而

n ,

不经冷冻
,

直接用 0
.
1器 】〕1 0 1

·

L
一 1
的蔗糖洗脱

10 而n
,

统计成活率
。

1

.

6 大菱娜胚胎冷冻
、

洗脱
、

培养

利用 P入IP I 五步法处理大菱鲜不同时期胚胎一定的

时间
,

吸人麦管
,

每管吸人 250 此
,

含胚胎 5
一

[0 余粒
,

尽

量使其分布均匀
,

在室温下直接投人液氮( 一 196 ℃ )冷冻

保存一定的时间
,

将麦管移出
,

快速进入 明 ℃水洛中摇动

解冻 9
一
]0

s
。

麦管移出液氮至水洛中的时间不能超过 2

S,

剪去封 口
,

快速用 0
.
125

11K〕 . L 一 1

的蔗糖 2
1
证 洗脱 l()

皿
n ,

加人过滤海水
,

之后将成活卵移人烧杯
,

在室温下(15

一
17 ℃ )培养

,

每天换水 1/2
。

1

.

7 数据处理

实验数据利用单因素方差分析中最小显著极差法

(LS R 法 ), 进行多重比较
,

比较结果用字母标记法 (
a、

b

、

c
、

d.

·

)

,

在同一系列中字母相同表示差异不显著(尸 > 0
.
0 5 )

,

字母不同表示差异显著(尸 < 0 0 5 )
。

2 结果

2.1 玻璃化液的筛选结果

从表 l可见
,

利用 7种抗冻剂按 尔 2 :1 的比例配制而

成的5 种玻璃化液P入IE
、

P N
I
C

、

P N l
l
〕
、

l水ilp
、

P 入IG L 的总浓度

都为 45%
,

在 17
.
5℃室温下

,

利用麦管对其进行冷冻和解

冻实验
,

在冷冻时 5种玻璃化液都可保持较高的玻璃化程

度
,

玻璃化率分别为 朋%
、
1
00 %

、

60
%

、

90
%

、

卯%
,

但在此

室温下
,

在38 ℃水浴中解冻时
,

只有 PNn〕能保持较高的

玻璃化率
,

为 叨% ;其它玻璃化液不易保持玻璃化
,

其玻璃

Tal)

表 1 玻璃化液的组成和玻璃化程度

C OlllPosi tion
alld 训trillcati on dc gr ee of 城t苗

ca6on 5011或i呱

玻璃
化液

V S

组成
COn1Positi on

玻璃化程度 (%
, , , = 1

0)

v
it ri fi

c at i
on

d
e 目l妞e

冷 冻 解 冻
口 3 O p 「e s

erV
at ion th

aw
in g

l()010犯。印loo印9090
22

、

5 %
1

〕
G

+ 1 5 % M 亡O H 十 7
.

5 % E (

22

.

5 % l
〕
6 +

15 % M
O O l l + 7

.

5 % Gl
y

2 2

.

5 % P C
+ 1 5 % M

e (〕H 十 7

.
5 % D 入15 0

2 2
.
5 % P 〔i 十 1 5 % 卜刁e(〕H + 7

.
5 % P V P

22 5 % P G + 15 % 加le()H + 7
.
5 % Gl

u eo se

PMEPMGPMDPMP
�

化率为 。或 10 %
。

由表 2 可见
,

以 粥
:M eO H :PVI〕 = 3

:
2

:0

.

](
0

.

3
、

0

.

5

、

0

.

7

、

0

.

9

)
配制而成的浓度为 45% 的玻璃化液 P入IP 〕

一
5 平

衡大菱鲜尾芽胚
,

随着 PVI
〕

在玻璃化液中比例升高
,

胚胎

的成 活 率 降 低
,

P N I P I 处 理 胚 胎 的 成 活 率较高
,

为

75 68 %
。

不加 P、T怕勺PM 成活率为82
.
10 %

。

对表2 结果

进行方差分析显示
:P加l与 pM PI

、

2 之间无显著性差异

(尸 > 0
.
仍 )

,

P N l l 份
、

3

、

4 之 间无显著性差异 (尸 > 0
.
05 )

,

P N l p 3

、

4

、

5 之间无显著性差异(尸 > 0
.
肠)

,
P 入1 1 与 「

〕
M 3

、

4

、

5

之间有显著性差异(尸 < 0
.
05 )

。
l
〕

v p 能有效的提高玻璃化

程度
,

但是 PV P 的添加量过大将降低胚胎的成活率
,

一般

1〕v p 在玻璃化液中的添加量控制在 0
.
88 %

一
2

.

55 % 的范
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围内
,

胚胎成活率可保持在 62
.
27 % 一

7 5

.

68
%

。

表 2 1叭11, 1 一
5 平衡大菱虾胚胎成活率 (

n 二 5 )

T
ab

.
2

Su
r vi 矶11 r at e of 翻lr l〕ot e lll b r y os a l?te r

e q u l】ib
r
ati on

u si幻g 】叭】P l 一 5

3 3
.
7 ℃和 一 3 3

.
5 ℃ ;玻璃化液浓度在 37%

一
3 3

.

3 3 % 时过

冷点和冰点的变化较平稳
,

在 一 3 1
.
6 - 一 3 3

.
5 ℃之间

。

3 3

.

3 3 % 的玻璃化液的过冷点和冰点分别为 一 3 2
.
7 ℃和

一 3 2 4 ℃
,

过冷度为 一 0
.
3 ℃

。

玻璃
化液

组成 (% )
eo
哪
osition 胚胎成活率(% )

surv iv』 r歌e

V S

】
〕
M

P G
+

M
e
O H + P V P o

f
e n l

b ry
o s

1袱IP」

1孤11理

P 卜4 P3

1冰旧〕

P M P S

2 7 +
1 3

+
O

2 6

,

5

+
1 7

.

6

+

0

.

8 8

2
5

.

斗7 + 16
.

男
+ 2
.
55

24
.
55 + 16

.
36 + 4

.
09

23
.
粥
+ 15

.
78 + 5

.
53

22
.
{别宝十 1 5

.
2 5 十 6

.
8 6

贺
.
10 a 士 3

.

8 1

7 5

.

6 s
a 士 1 7

.
7 8

62

.
2 7

ub 士 14

.
2 9

科
.
17bc士 1 ]

.

5

叨
.
99 b
C士 1 9

.

8 3

2 7
.

3 3
c 士

1 1
.

的

2
.
2 玻璃化液冰点的测定结果

由表 3和 图 1 可见
,

按粥小
尹
l
e
0 H = 3

:
2 的比例配制而

成的不同浓度的玻璃化液
,

当浓度达到牡 % 以上
,

以 5 ℃
·

m
in

一 ‘
的降温速率冷至 一 1 96 ℃时

,

玻璃化液一直保持透

明
,

不产生白色的结晶
,

这一现象可 以说明
,

4 1 % 以上玻璃

化液在投人液氮的过程中并不需要太快的速度
。

当玻璃

化液浓度降至 40 % 以下时
,

以较慢的降温速率在液氮蒸

气中冷冻时
,

溶液产生冰点
,

冰晶首先在温度探头附近产

生
,

然后在其它地方产生 白色的结晶点
,

之后冰晶逐渐扩

大
,

溶液全部结冰
。

说明 叨% 以下的玻璃化液要使其玻

璃化则必须要有快速的降温速率
。

图 1 不同浓度玻璃化液过冷点和冰点变化曲线
Fig
.
1 Th

e suP er- fle
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表 3 不 同浓度玻璃化液过冷点
、

冰点的测定结果

Tab
.
3 1lle sllP比fre

ezillg poi nt and fr ee zillg pni nt
de抚n llin a tiO ll r esu lts of d in 论re n t

c o llc e n tr a ljo ll vi tr i6 e a tio
ll so lu ljo n s

玻璃化液浓度 过冷点 (℃ ) 冰点 (℃ ) 过冷度(℃ )

(% ) st甲er-- fr eez i咫 freezin g s叩er 刁欣℃z
i
n g

C
v

P
o
in t P o i

n t d
e g re e

4 1
一 4 5

一 一 一

4 0 一
6 6

.
4 一

6 5

.
4 一

1

.

0

3 9 一 5 4
.
5 一 义

.
2 一

0

.
3

3 8
一
3 8

.

3
一 3 7

.

8
一 0

.

5

3 7
一
3 3

.
7 一 3 3

.
5 一 0

.
2

3 6 一 3 1
.

9
一 3 1

.

6
一 0

.
3

3 5
一 3 3 5

一
3 3

.

0
一
0

.

5

3 3

.

3 3
一
3 2

.

7
一
3 2

.

4
一 0

.
3

图 2显示了 41 % 和 40% 两种玻璃化液在液氮蒸气中

以 5 ℃
·

m
in

一 ‘

降温时的温度变化
,

4 1 % 玻璃化液降温时为

平滑的曲线
,

40 % 玻璃化液在过冷点出现了反弹
。

从过冷点和冰点的产生可以看出
,

玻璃化溶液的浓度

高
,

过冷点和冰点低
。

玻璃化溶液浓度低冰点和过冷点

高
。

40 % 的玻璃化液过冷点和冰点分别为 一
66

.
4 ℃和 一

6 5
.
4 ℃

,

过冷度为 一 1
.
0 ℃ ;溶液浓度在 40 %

一
37 % 时

,

冰

点的升高很快
,

37 % 的玻璃化液的过冷点和冰点分别为 一

2

.

3 不 同时期的胚胎对玻璃化液的耐受性

图 3显示
,

利用 P入1 1
)
l 对大菱虾 4

一
5 对肌节胚

、

16

-

20 对肌节胚
、

尾芽胚
、

心跳胚
、

出膜前胚分别处理 20
、

3()

、

4o

、

50

~

,

随着处理时间的延长
,

胚胎的成活率逐渐降低
,

处理 20 二
n
各期胚的成活率在 62

.
16 %

一
92

.

84
%

,

处理50

~ 各期胚的成活率在 1 59%
一
2 4

.

76 %
。

不同时期的胚
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出膜前期胚 pre一h a t e h i n g : t a g e

心跳胚 hear t b et i
ng

尾芽胚 tail bud

、

矿以一犷红
一

尹
卜

夔红
516一2 0 对肌节胚 16一2 0 s o m i t

e s

对肌节胚 4一5 s o m
i t

e s
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i
n t i

o e

图 3 大菱鲜不同时期胚胎对玻璃化液的适应能力(
n = 3)

T ab
.3 TI〕e s u it

a
b ility

of
1l ltb ot

e ll lb
r
y o s in di ll泛re n t stag

e s to
the

V
itri fi c ati on

so
luti ons

胎相比较
,

4
一
5 对肌节胚在 犯 ~

以内平衡时其耐受能

力最强
,

胡
~

以后耐受能力下降较快
。

尾芽胚次之
,

在

50 m in 时其耐受能力最强
,

成活率为 24
.
76 %

。

心跳胚在

20 mi
n 以内平衡成活率比较高

,

为 78
.
69 %

,

平衡时间超过

30 而
n
后其成活率下降很快

。

出膜前期胚在 20 mi
n
以内

成活率 62
.
16 %

,

在 30 一
50 m in 只能保持 1歌 19 %

-

16
.
75 % 的成活率

。

可以说 出膜前期胚的耐受能力最低
。

4
一
5 对肌节胚到尾芽期胚较适合进行玻璃化的处理

。

2

.

4 大菱虾胚胎冷冻保存结果

表 4 记录了大菱鲜胚胎的冷冻结果
,

大菱醉 4
一

5 对

肌节胚利用 PNll〕1 平衡 30
、

40

、

50 mi

n ,

在液氮中冷冻 H h

解冻
,

在 0
.
125 mo

l·

L

一 ‘

蔗糖中洗脱
,

15 ℃海水培养
,

处理

50 而
n
的样本有 1粒胚成活 (图版

一

1
)

。

发育 10 h 至尾芽

胚(图版
一

2

)

,

发育 Zl h 至心跳期(图版
一

3
)

,

发育 28 h 至出

膜前期(图版
一
4

)

,

卵沉人水底
,

心跳正常
。

发育 犯 h 料 mi
n

孵化出膜
,

在水面上倒挂
,

体形正常
,

受惊后游动迅速
,

培育

功 h
,

体长达 3 ~ (图版
一

5)

,

体棕红色
,

卵黄囊明显变小
。

20 对肌节胚在 PM PI 中分别平衡 30
、

豹
、

50

、

60 皿
n ,

在

液氮中冷冻 4 h
,

解冻后完整胚率分别为 15
.
0%

、

1 5

.

0 %

、

55

,

o
%

、

10

.

0 %
; 尾芽胚在液氮中冷冻 3 h

,

完整胚率分别

为 50
,

O
%

、

32

,

2
%

、

7 0

.

0
%

、

60

.

0
%

; 心跳胚在液氮中冷冻

18 h
,

完整胚率分别为 40
.
0% 、

60

.

0 %

、

4 1

.

67 %

、

50

.

0
%

; 出

膜前胚在 液氮 中冷冻 10 h ,

完 整胚 率分别 为 0
.
0% 、

5 0

.

0 %

、

5 3

.

3 4 %

、

50

.

0 %

。

表 4 大菱虾胚胎玻璃化冷冻结果
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3 讨论

玻璃化是液体转变为非晶态固化的过程
,

玻璃化液是

胚胎超低温冷冻保存的介质
,

因此玻璃化液的筛选是胚胎

冷冻过程的重要环节
。

在小鼠胚胎的冷冻中利用了玻璃

化液 EFS 40[
‘, 」

,

在牛卵母细胞的冷冻中利用了磷酸缓冲液

配制而成的玻璃化液(4
.
5 m ol.L 一 ‘乙二醇 + 3

.
4 nl。卜L 一 ‘

D N IS O + 5

.

历 m
n1O .L 一 ‘

葡萄糖+ 0
.
m 1llnlo卜L

一 ‘

丙酮酸钠 +

0
.
4 % 牛血清)[

’“〕
,

在羊胚胎的冷冻中利用了 PB s 液配制

成的含有 25 % 甘油和 25 % 的乙二醇玻璃化液 〔‘“」
。

本实验

利用 PG
、

M

e

oH

、

EG

、

G
ly

、

D 氏15 0
、

P 、甲
、

葡萄糖 7 种抗冻剂

按一定的比例配制了一系列玻璃化液
,

利用大菱鲜胚胎进

行了培养选择
,

其中 孙
尹
】P 在解冻时能保持较高的玻璃化

,

】
〕

M I
〕
l 在平衡尾芽胚成活率可达到 75

.
38 % 。

由于鱼类胚

胎具有双层卵膜结构
,

卵粒大
,

大菱坪受精卵 的卵径为

O
·

96

士 0
.
州 延i

~
(
n =

10 )
,

卵黄丰富
,

胚胎在玻璃化液中要

平衡很长的时间才能保证在冷冻时不致破碎
。

渗透能力

相对较高的玻璃化液
,

可 以缩短胚胎在玻璃化中的平衡时

间
,

但渗透能力高的玻璃化液毒性
一

也相对较高
,

因此应合

理掌握渗透时间
。

P N l l
〕
l 在大菱鲜胚胎的处理上用 30

一
50

二
n
为宜

。

本实验用 孙
尹
】P I 在大菱坪肌节胚的冷冻保存中

取得了成活胚
,

并孵化出膜
。

对于体积较大的鱼类胚胎要在低浓度
、

低毒性的玻璃

化液中以高速冷却速率
,

实现胚胎玻璃化冷冻成活 比较困

难
,

因此探索实现玻璃化的合理浓度是一条重要的途径
。

抗冻剂的组成不同
,

其形成玻璃化所需浓度也不同
,

在常

压下 1 ,

2 一 丙二醇的玻璃化浓度为科%
,

在 1 。旧 个大气

压时浓度降为39 % [
‘钊

,

各种抗冻剂混合使用可降低玻璃

化浓度
,

并减小毒性[
‘刊

,

本文通过对 33
.
33 % 一

45
%

(
PG

+

M
e O 卜}

)玻璃化液冰点的测定
,

在常压下慢速降温时此玻璃

化液形成玻璃化的浓度为 41 %
,

较 PG 单独使用时浓度

低
。

叨 % 以下的此种混合玻璃化液在慢速降温时无法实

现玻璃化
,

必须以快速降温越过冰点
,

直接进人超低温区

才能实现玻璃化
。

随着浓度的逐渐降低
,

其冰点逐渐升

高
,

体现了较强的规律性
。

此实验为玻璃化液的配制和降

温速率提供了一定的依据
。

鱼类胚胎时期的选择在玻璃化冷冻保存 中也是不可

缺少的环节
,

不同鱼类胚胎或同种鱼类不同时期胚胎对玻

璃化液及冷冻的耐受能力不同
,

在实验 中我们发现
,

妒

(瓦teol al) o jaP on
ic。 )心跳期胚对玻璃化液和超低温冷冻

的耐受能力最强 「‘。〕
。

牙虾(Pa 耐ich枷
。
liv
ace
。 )16 对肌节

胚至尾芽胚对玻璃化液和对超低温冷冻的耐受能力最强
。

拟石首 鱼尾芽胚 比桑堪 胚耐受 能力 更强「‘5 〕
,

斑马 鱼

(B] 二尹功dd况io re
rio ) 心跳 胚对 冷冻 降温 的耐 受能 力 最

强〔
’“〕

。

大菱虾 4
一

5 对肌节胚对玻璃化液的适应能力最

强
,

尾芽期胚次之
。

在 PM PI 中平衡时间不宜超过 50 mi
n 。

在鱼类胚胎超低温冷冻保存方面取得成活的例子很

少
,

鲤胚胎利用慢速降温取得了 4 粒成活胚
,

3 粒孵化 出

膜
,

但结果未能重复[l7 〕
。

泥鳅胚胎利用分段快速降温方

式获得 16 粒成活胚
,

1 粒孵化出膜 〔’8 〕
。

在玻璃化冷冻方

面取得的成活胚并孵化出膜的例子更少
,

泥鳅胚胎利用玻

璃化法冷冻获得 4粒胚孔封闭期胚胎发育至 18
一
19 对肌

节期
,

但未孵化出膜回
。

本文利用玻璃化法首次在海水鱼

类大菱虾胚胎的冷冻中取得 1粒成活胚
,

并且孵化出膜
,

培养 50 h
,

体长生长至 3
~

。
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