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低温生物学技术的问世，为人类控制利用生物资源提供了有效的手段.畜牧业、医疗保健己率先尝受到了

这一技术成果，当今家畜胚胎的低温保存令人振奋鼓舞，其应用程度己遍及全球了.然而鱼类胚胎的冷冻保存

研究蛙展几乎是停滞的，原因不外现行试验研究手段受限以及鱼卵与胚胎的自身特性所致.近年我们对此也

进行了初步的探索，并就此课题的研究前景借本文一并讨论。

1 材料与方法

自92年至94年期间，我们于每年的人工胃苗季节，自上海郊区养殖场获取几种家鱼人工繁殖的胚体进行

试验，鱼胚种类包括异育银倒、团头筋、自健、蝙、草鱼等.试验选用国产与进口的聚丙烯塑料冻存管 (容量1.8

mD .每 管分装保存液1. 2 ml.容胚体8-10位.保存液由扩展液(exterder )和低温保护剂组成，降温处理采用酒

精干冰 浴法或步进式手工控制的气相氯降温系统，以WNY-150数字温度显示器显示温度，以混水浴复苏.胚

胎复苏后通过过渡孵化液处理适时，再入池水以平皿或烧杯内的自制纱网(简称烧杯网〉气泵充气孵化，最后

计算实验胚胎的成活率与孵化率.

上述降温处理中采用的慢速降温程序为g
.5'C1分 O.2'C/分 1'C/分 �。℃一一一一:..=. -7"C -15 'C--=....:..:...:甲· -2E>'C!Øt-30 'C 

(平衡5 分钟或植冰) 平衡15分钟 (平衡30分钟〉

本试验偶尔呆用快速降温，其程序为，
2'C/分 10'C/分℃一一一一... -20 'C --60 'C 一一一..::.. -19 6 'c 

(平衡15 分钟 存放10分钟〉

1994-07-01收到.
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2 结果

本文工作中共选用三种扩展液(E、Ez、E3)其基本成分是生理盐液，其中Ez另含垣甲基氨基甲烧与牛血清

白蛋白，巳为1640 组织培养液.El组成较简单，但从几种鱼类胚胎的试验结果看其效果更好些(且表1 -IV). 

其组成(mg!100ml )如下g
NaC1900、 KC150、CaC1z200、 MgClz60

低温保护剂的试验结果显示，二甲亚飘<DMSO)与甲醇等量棍用效果较好(见表Bl ) .但在不同试验组合
中也出现在采用等量浓用的扩展液中，单-DMSO比其DMSO与甲醇混用组效果好(见表n )。在借鉴他人

工作基础上，本试验选用的DMSO的浓度为4-10%.据有关报道DMSO浓度用量过高，特别是冷冻材料处

于非冻结状态下显示明显的毒性[章龙珍等.1992J.以现存试验资料表明适宜于鱼胚冻存的低温保护剂仍有
待发掘。

从本试验的异育银匍结果(且表1V)可看出鱼类胚胎发育期在冻存中显示明显影响，从原肠期到出膜前期

胚胎随发育进展，复苏后的成活率渐高，其中以心跳期保存效果最佳。

目前鱼胚冻存的低温极限仍停留在-25'C左右，且终温存放时间是暂短的。个别报道有突破【张新生等，
1987 J.但结果难以重复.此外，我们还对DMSO进口的与国产的，冻存管 进口的与国产品进行过对比试验，结

果表明无差异，但国产的冻存管因产品规格欠规范，使用中多有不便。

3 讨论

本试验共选用5种鱼类胚胎进行试验，由于试验中诸因素各异，非同步进行的，故难以比较。从有关资料报

道鱼卵经大小对胚体成活率有影响【Loeffle r &. Lort rup. 1970J.但本试验结果差异不明显，胚体发展阶段的

影响试验结果显示是显著的。

扩展液亦即盐液，其作用在于维持胞体内外的渗透压平衡，对配子精、卵而言可使其不被激活。学者们普

遍认为扩展液组成越简单越好，我们的试验结果也证实了这点。不过面对鱼胚冻存研究的现状，考虑适当补加

些有机成分是值得探讨的.

鱼类胚胎低温保存研究进展如此迟缓，原因不外鱼卵过大，鱼胚组织结构透水膜层次复杂，就目前选用的

低温保护剂性能而言，从其它生物材料的低温保存效果看二甲亚枫较为理想，但对鱼类而言，它的分子量偏

大，在短期内不可能渗透到鱼胚的各个组织层次，据Ha ve y 与Ashw ood-Smit h[1982J有关蛙类鱼卵的研究表

明，既使利用目前低温保护剂中分子量最小的甲醇，在2小时内只能达到所期望平衡浓度的23% [Ha rve y 和

Ashw ood-smith • 1982J ).为此，本试验中基本上选用慢速降温，以延长保护剂渗透的时间，可是即使以 低于

O，Ol"C!分的速率致冷(这在目前是难以达到的 ) .也很难使保护剂渗透到全胚。这是造成鱼胚胞内严重失水，

胚体表皱缩，细胞分离【赵维信等. 1992J至使鱼胚死亡的根本原因所在.94年我们曾对鱼胚增加在O"C 的平衡

渗透时间进行过试脸，结果发现平衡时间在2-4小时内对胚体无显著伤害，但越过5小时平衡则导致胚胎中毒
出现畸型.章龙珍等[1992J曾报道过超过180分钟后胚胎会出现中毒症状。

鉴于上述，不少学者对现行鱼胚冻存前景感到失望，于是思路开拓，另寻其它途径，集思广义，百家争鸣有

益于学术进展，面对鱼胚冻存研究现状，如此举措，或许在拯救频予绝灭的物种中，为未来人类的水产事业增
添光明。
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囔2 草鱼胚胎低温保存试敏结果
Table 2 Results of cryopreservatlon test from Ctenophayn(OdoD jdeJt8s embryos 
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胚期

眼基出现期

注

表3 团头勘胚胎低温保存试验结果
Results of cryopreservation test from Megalobrama amblycephala embryos 
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胚期 注附
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寝4 鼻青银匍胚胎低温保存试验结果
Table 4 Results of cryopreservatlon test from Carasslus auratus embryos 

胚总数 终 温 保护剂 成活率 孵化新扩展液(个 ("C) 11 "<，，... <%) <%) <%) 
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本文工作曾得到4事儿�教授的资助.92豆94学年的应届毕业生周凯、那抹江、葛倚重平曾参予该题工作，在

此一并ft谢。
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