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摘 要 对名优经济鱼类牙鲆（Paralichthys Oliuaceus）胚胎的玻璃化冷冻技术方法进行了

研究。筛选出了适合于牙鲆胚胎平衡和培养的基础液 BS2，对牙鲆不同时期胚胎在玻璃

化液 VS2 中的耐受能力进行了研究，随着平衡时间的延长，胚胎成活率逐渐降低，4—5 对

肌节期、16—20 对肌节期、尾芽期表现出对玻璃化液较强的适应能力。对洗脱液的种类

和浓度进行了筛选，结果显示 0 . 125mol / L 蔗糖洗脱成活率最高。在室温（21 ~ 22C）和

6C下分别对牙鲆不同时期胚胎在 VS1 中的成活率进行了比较研究，结果显示出 15—20
对肌节期在室温下的成活率高于低温，其它时期胚胎低温下的成活率高于室温。利用

VS4、VS2、VS3 分别对牙鲆尾芽期、肌效应期、出膜前期胚胎进行玻璃化冷冻保存，取得了

5 粒成活胚，4 粒孵化出膜，成活时间为 14 ~ 67h。
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0 引 言

牙 鲆（ Paralichthys Oliuaceus ）隶 属 于 蝶 形 目

（Paleuronectiformes）、鲆科（Bothidoe）、牙鲆亚科（Par-
alichthyinae）、牙鲆属（Paralichthys），该属鱼类多分布

在南、北美洲东西两岸，有 20 种，在亚洲沿岸只有一

种，分布于萨哈林（库叶岛）到中国南海沿岸，主要分

布于我国渤海、黄海、东海、南海及朝鲜、日本、俄国

远东沿岸，为底栖鱼类，常栖息在 20 ~ 50m 海域，栖

息地多沙质，有季节性短距离洄游习性，自然繁殖期

4 ~ 6 月，繁殖水温 10 ~ 17C。牙鲆是我国黄渤海优

良经济鱼类，也是人工养殖的优良品种，在自然环境

中由于过度捕捞，近年来产量极大的下降，渔获个体

小型化，资源已经衰退［1］，牙鲆作为有利于黄渤海增

养殖鱼类，应当采取措施加以保护。

胚胎玻璃化冷冻保存是种质资源长期保存的途

径之一［2］，在哺乳动物胚胎的冷冻保存和移植方面

研究较多，如小鼠［3，4］、牛［5，6］、羊［7，8］、马［9］、猪［10］等

动物和人［11］的卵母细胞、囊胚或胚胎的冷冻保存和

移植，取得了一定成绩。在淡水鱼类方面，利用传统

的程序降温法仅在鲤［12］、泥鳅［13］胚胎的冷冻保存

上取得了成活胚胎，在玻璃化冷冻方面仅在泥鳅胚

胎［14］取得成活胚胎；在海水鱼类胚胎玻璃化冷冻保

存方面仅在鲈鱼胚胎［15］取得成活胚。

本文对适宜的基础液、冷冻保存的胚胎时期、胚

胎对不同玻璃化液的适应性、不同种类的洗脱液及

对不同温度下胚胎的成活率进行了比较研究，利用

VS4、VS2、VS3 三种玻璃化液对牙鲆不同时期的胚胎

进行玻璃化冷冻保存，取得 5 粒成活胚胎，并孵化出

4 尾健全的鱼苗。

1 实验材料和方法

! .! 鱼类胚胎

利用黄海水产研究所海阳科学实验基地培育的

牙鲆亲鱼，在人工条件下自然产卵，采集受精卵在室

温（15 ~ 17.5C）下培育，利用发育至不同时期胚胎：

原肠中期、胚孔封闭期、肌节出现期、尾芽期、心跳

期、出膜前期做为实验材料。

! ." 基础液的选择

利用 Nacl、Kcl、cacl2 .2H20、Mgcl2 .6H20、NaH-
c03 配制成 5 种不同浓度的溶液，在室温 15 ~ 16C
下对牙鲆原肠期胚胎进行培养，使其发育至出膜，统
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计其孵化率。选择孵化率最高的溶液做为配制玻璃

化液和洗脱液的基础液。

1 .3 玻璃化液的配制

利用 BS2 为基础液，在其中加入不同比例的 1，

2-丙二 醇（PG）、甲 醇（MGOH）、聚 乙 烯 吡 咯 烷 酮

（PVP），配制成不同浓度和组成的玻璃化液：

VS1：60% BS2 + 24%PG + 16%MGOH（V / V）
VS2：55% BS2 + 27%PG + 18%MGOH（V / V）
VS3：55%BS2 + 30%PG + 15%MGOH（V / V）
VS4：55% BS2 + 22.5% PG + 15%MGOH + 7.5%

PVP，PVP 含量为重量百分比。

1 .4 不同时期牙鲆胚胎对玻璃化液的适应性

利用玻璃化液 VS2 分别对牙鲆胚孔封闭期、4—

5 对肌节期、16—20 对肌节期、尾芽期和心跳期胚胎

进行五步法［15］平衡处理一定的时间（40、50、60、70、

80min），直 接 利 用 0.125mOI / L 的 蔗 糖 洗 脱 10 ~
15min，加入 14 ~ 16C过滤海水培养，统计成活率。

1 .5 不同种类和不同浓度洗脱液筛选

首先将牙鲆尾芽期胚胎利用 VS2 五步法平衡

40min，不经冷冻，分别利用 0.125mOI / L 的蔗糖、葡萄

糖、半乳糖、海藻糖洗脱 10min，加入过滤海水，在 15
~ 17.5C的室温下培养 101，统计成活率。

再在室温下利用 VS2 五步法平衡牙鲆 20 对肌

节期 胚 胎 50min，分 别 用 0.0625、0.125、0.25、0.5、

1.0mOI / L 的蔗糖液洗脱 10min，过滤海水培养 101，

统计成活率。

1 .6 不同平衡温度对胚胎成活率的影响

在室温（21 ~ 22C）和 6C下，在 VS1 中利用五

步法分别平衡牙鲆原肠中期、胚孔封闭期、4—5 对

肌节期、15—20 对肌节期、尾芽期、心跳期和出膜前

期胚 胎 50min；室 温 下 平 衡 胚 胎 用 20 ~ 21C 的

0.125mOI / L 蔗糖 1mI 洗脱，20 ~ 21C过滤海水培养。

6C下平衡胚胎用预冷至 6C的 0.125mOI / L 蔗糖洗

脱，用 6C过滤海水在室温下培养，使其温度逐渐升

至室温。培养相同时间后统计成活率。

1 .7 牙鲆胚胎玻璃化冷冻、洗脱、培养

在室温下（15 ~ 17.5C），利用不同的玻璃化液

VS2、VS3、VS4 对牙鲆不同时期的胚胎进行五步法处

理一定的时间。吸入麦管 250!I，利用酒精灯封口，

以 211C / S 的速率直接投入液氮冷冻保存一定的时

间，将麦管从液氮中移出，快速利用 40C的水浴解

冻，0.125mOI / L 的蔗糖液洗脱 10min，加入过滤海水

培养，每天换水 1 / 2，保持水温在 15 ~ 17C，及时清

除死卵。观察和统计成活卵。

1 .8 数据处理

实验数据利用 SPSS 统计软件进行单向方差分

析（OnG way ANOVA），对不同数据组之间均值利用

最小显著极差法（!"#）做差异显著性分析。

2 结 果

2 .1 基础液的选择结果

由表 1 可见，总盐度在 30.68 ~ 38.02 的 5 种基

础液 BS1—5，对牙鲆胚胎进行培养，结果显示，这 5
种基础液培养孵化率无显著差异（$ > 0.05），但 BS2
对胚胎培养孵化率最高，为 81.5%；BS5 培养孵化率

最低，为 70.73%。

表 1 不同基础液配方选择结果

代号
基础液配方（g / L）

NaCI KCI CaCI2 .2H2O MgCI2 .6H2O NaHCO3 总盐度

胚胎孵化率（%）

（n = 3）

BS1 23.75 0.76 1.36 4.66 0.18 30.68 78.33 1 16.37
BS2 24.72 0.86 1.46 4.86 0.19 32.09 81.50 1 5.57
BS3 25.72 0.86 2.36 5.66 0.28 34.88 74.84 1 6.01
BS4 26.92 1.00 2.06 6.06 0.30 36.34 80.88 1 6.15
BS5 27.92 1.10 2.30 6.40 0.30 38.02 70.73 1 10.17

2 .2 牙鲆不同时期胚胎对玻璃化液的适应性

由图 1 可见，牙鲆不同期的胚胎在玻璃化液

VS2 中平衡 40 ~ 80min，随着平衡时间的逐渐延长，

其成活率逐渐降低，如 16—20 对肌节期胚在 40min
时成活率为（78.13 1 5.23）%，50min 成活率（69.41

1 10.77）%，60min 成活率（68.38 1 8.25）%，70min
成活 率（63.55 1 2.13）%，80min 成 活 率 下 降 到

（50.22 1 5.35）%。不同时期胚胎在 VS2 中平衡相

同的时间，成活率的变化呈“山峰型”，16—20 对肌

节胚的成活率相对较高；如在 40min 时，各期胚成活
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率由 大 到 小 排 列 为：16—20 对 肌 节 期（78.13 1
5.25）% > 尾芽期（76.83 1 6.12）% > 4—5 肌节期

（74.68 1 9.56）% > 胚孔封闭期（54.43 1 7.31）% >
心跳期（12.2 1 6.68）%，16—20 对肌节期与尾芽期、

4—5 对肌节期成活率无显著性差异（ ! > 0.05），但

与胚孔封闭期和心跳期胚胎有显著性差 异（ ! <

0.05），在 50、60、70、80min 对 胚 胎 的 处 理 结 果 与

40min 呈现出相似的变化规律，说明 4—5 对肌节

期、16—20 对肌节期、尾芽期对玻璃化液的适应能

力较强，胚孔封闭期和心跳期对玻璃化液的适应能

力较差。

图 1 牙鲆不同时期胚胎在 VS2 中平衡不同时间的成活率（%）（n = 3）

2 .3 不同种类和不同浓度洗脱液洗脱结果

由图 2 可见，利用相同浓度（0.125mOI / L）的蔗

糖、葡萄糖、半乳糖、海藻糖分别洗脱经 VS2 平衡处

理的牙鲆尾芽期胚胎相同的时间，其成活率分别为

（64.97 1 10.29）%、（63.01 1 13.71）%、（63.69 1
5.55）%和（55.79 1 7.83）%，相应的孵化率分别为

（93.72 1 6.53）%、（ 93.32 1 6.91）%、（ 94.79 1
6.51）%、（86.94 1 6.44）%，成活率和孵化率都没有

显著性差异（! > 0.05）。

图 2 不同种类洗脱液洗脱结果（n = 3）

由图 3 可见，在常温下分别利用 0.0625、0.125、

0.25、0.5、1.0mOI / L 的蔗糖液洗脱经 VS2 五步法平

衡的牙鲆 20 对肌节期胚胎，其成活率分别为（51.58

1 7.26）%、（55.89 1 11.57）%、（27.32 1 22.26）%、

（20.0 1 5.81）%和（17.05 1 4.36）%，0.125mOI / L 与

0.0625mOI / L 无显著性差异（ ! > 0.05），与其它浓度

有显著性差异（ ! < 0.05），但 0.125mOI / L 蔗糖洗脱

成活率最高。

图 3 不同浓度蔗糖洗脱成活率（n = 5）

2.4 牙鲆不同时期胚胎在不同平衡温度下的成活率

从图 4 可见，在室温 21 ~ 22C下牙鲆不同时期

胚胎在 VS1 中平衡相同的时间，成活率曲线呈“山

峰型”。15—20 对肌节期成活率最高，为（77.89 1
10.53）%，其它时期胚胎成活率较低，原肠中期为

（13.77 1 3.82）%，胚孔封闭期为（17.97 1 3.57）%，
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4—5 对肌节期为（11.99 1 2.29）%，尾芽期为（23.71
1 8.21）%，心跳期为（7.14 1 3.41）%，出膜前期为

（4.11 1 3.05）%。说明在室温下牙鲆 15—20 对肌节

胚期最适合于在 VS1 中处理。在 6C下利用 VS1 平

衡牙鲆不同时期胚胎，不同时期胚胎成活率曲线呈

“S”形，原肠中期成活率为（68.39 1 9.02）%，发育至

胚孔封闭期成活率降低到（37.54 1 8.63）%，至 4—5
对肌节期成活率最低，为（33.92 1 12.26）%，至 15—

20 对肌节期成活率又开始上升为（43.75 1 5.97）%，

发育至尾芽期和心跳期成活率最高，分别为（74.07
1 2.59）%和（78.77 1 5.63）%，出膜前期成活率下降

至（68.72 1 10.96）%。

21 ~ 22C和 6C下分别平衡牙鲆不同时期胚胎

成活率相比较，可以看出，除 15—20 对肌节胚在室

温下的成活率高于低温之外，其它时期胚胎的成活

率低温均高于室温。这一点说明，15—20 对肌节期

适合在室温下进行平衡，其它时期胚胎适合于在低

温下平衡。

图 4 牙鲆胚胎在不同平衡温度下的成活率（%）（l = 5）

2 .5 牙鲆不同时期胚胎玻璃化冷冻保存结果

表 2 中记录了利用不同的玻璃化液在不同的胚

胎时期，对牙鲆胚胎进行玻璃化冷冻保存成活结果。

表 2 牙鲆不同时期胚胎玻璃化冷冻保存结果

胚胎时期 玻璃化液 平衡时间（min） 冷冻时间 成活胚 /样本数（粒） 成活率（%） 孵化胚数 成活时间（h）

尾芽期 VS4 40 7h33min 2 / 35 5.71 1 67
肌效应期 VS2 50 1h31min 2 / 30 6.67 2 62
出膜前期 VS3 60 2h34min 1 / 61 1.64 1 14

总成活胚数 5 4

利用 VS4 对尾芽期胚胎平衡 40min，在液氮中

冷冻 7h33min，有 2 粒成活（图 5 . 1），成活率 5.71%，

其中 1 尾出膜，培养 67h（图 5.4）。

1. 尾芽期胚胎利用 VS4 平衡 40min，冷冻 7h33min，解冻洗脱后成

活，> 60；2. 肌效应期胚胎利用 VS2 平衡 50min，冷冻 1h 31min，

解冻洗脱后成活，> 60；3. 出膜前期胚胎利用 VS3 平衡 60min，

冷冻 2h 34min，解冻洗脱后成活，> 60；4. 冷冻成活尾芽期胚胎

有 1 尾孵化出膜，培养 67h，> 40；5. 冷冻成活肌效应期胚胎孵

化出膜，培养 62h，> 40
图 5 玻璃化冷冻成活胚胎和孵化鱼苗

利 用 VS2 对 肌 效 应 期 胚 胎 平 衡 50min，冷 冻

1h31min，有 2 粒成活（图 5.2），成活率 6.67%，2 尾

出膜，培养 62h（图 5.5）。

出膜 前 期 胚 胎 利 用 VS3 平 衡 60min，冷 冻

2h34min，有 1 粒成活（图 5.3），成活率为 1.64%，1
尾出膜，培养 14h。

在以上实验中冻存最短时间为 1h33min，最长冻

存时间为 7h33min，共获得成活胚胎 5 粒，成活率在

1.64% ~ 6.67%，平均成活率 4.67%；5 粒成活胚中

有 4 粒孵化。成活时间 14 ~ 67h。

3 讨 论

在哺乳动物胚胎的培养和玻璃化液的配制中使

用的基础液种类很多，如 PBSS［16］、SPBS［17］、H-SOF［9］

等，鲤囊胚细胞的冷冻中应用 FEM 处理细胞和配制

1.4mOI / L 的 1，2-丙二醇［18］。海水鱼类卵的生存环

境与其它动物不同，牙鲆胚胎一般在 28 ~ 35 左右的

海水中孵化，在其玻璃化冷冻保存中，为了使胚胎不

致受到盐度的变化带来的渗透压影响，对基础液进
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行了筛选，盐度在 30.86 ~ 38.02 的 BS1—5 在胚胎培

养中成活率无显著差异，但 32.09 的 BS2 的培养成

活率最高，在生产中牙鲆胚胎最适孵化盐度也为

32。因此在牙鲆胚胎玻璃化的配制中使用了 BS2。

为了防止在玻璃化液配制中产生沉淀，事先对基础

液中各种盐离子进行了筛选，发现 MgSO4 的加入在

玻璃化液的配制中易产生沉淀。

牙鲆不同时期胚胎对玻璃化液及冷冻的适应性

不同，不同浓度和不同种类的玻璃化液对胚胎的影

响也不同，在不同动物胚胎的冷冻保存中使用了不

同的玻璃化液和不同时期的胚胎，在日本对虾（Pe-
naeus japonicus）胚胎、无节幼体、 状幼体对抗冻剂

的选择中，在 10%甲醇中成活率最高［19］。对虾晚期

胚胎对 DMSO 和 EG 的耐受能力最较强，无节幼虫

期较适合于进行慢速降温冷冻和玻璃化冷冻［20］。

鲤早期囊胚细胞较晚期囊胚细胞对冷冻敏感［18］。

在室温下牙鲆不同时期胚胎在 VS2 中平衡结果显

示，4—5 对肌节期、16—20 对肌节期、尾芽期胚胎适

合于在玻璃化液中平衡，早期和晚期胚胎对玻璃化

液的耐受能力较低。在不同时期的胚胎玻璃化冷冻

中也显示出尾芽期胚胎易于成活。

胚胎经过玻璃化液处理、冷冻解冻后，玻璃化液

的去除是相当重要的一步，在哺乳动物胚胎或组织

的 冷 冻 保 存 中，在 37C 应 用 S—PBS 配 制 的

0.25mol / L 的蔗糖洗脱兔和猪胚胎组织和皮肤样

品［17］；利用 DPBS 配制 1.0mol / L 的蔗糖洗脱玻璃化

小鼠 胚 胎［3］，在 25 ~ 27C 分 步 利 用 PBSS 配 制 的

1.7mol /L、0.85mol / L、0.4mol / L 的半乳糖洗脱玻璃

化冷冻的牛卵母细胞［16］。在鲤胚胎程序化冷冻中

利 用 0.1mol / L 蔗 糖 洗 脱 抗 冻 剂［12］。 本 文 对

0.125mol / L 蔗糖、葡萄糖、半乳糖、海藻糖对牙鲆胚

胎的洗脱效果进行比较选择，结果显示 4 种糖溶液

的洗脱效果无显著差异，但蔗糖的洗脱成活率相对

较高。对 0.0625 ~ 1.0mol / L 蔗糖的洗脱效果进行了

比较，结果是 0.125mol / L 蔗糖的洗脱成活率最高。

胚胎在玻璃化液的处理过程中，不同平衡温度

对胚胎的成活率有一定的影响。分别在室温（19 ~
21C）和低温（2 ~ 4C）下利用 6mol / L VSD + 1mg /
mlAFGP 平衡小鼠卵母细胞，冻后受精率和发育至胚

泡成活率低温高于室温［21］。利用不同的玻璃化液

MVM 和 RVM 分别在 20C和 4C下平衡小鼠桑椹

胚、早期囊胚和扩张囊胚，MVM 平衡成活率 4C高于

20C，RVM 平衡成活率 20C高于 4C［3］。牛体外受

精胚 胎 在 室 温（18C）添 加 抗 冻 剂 效 果 明 显 优 于

4C［22］。本文利用 VS1 对牙鲆不同时期的胚胎分别

在室温（21 ~ 22C）和 6C进行平衡，不同时期胚胎

对温度显示出不同的适应性，16—20 对肌节期胚胎

在室温下成活率高于低温，其它时期的胚胎在低温

下的成活率高于室温，此结果为牙鲆胚胎在玻璃化

液中的预平衡提供了依据。

在水生动物胚胎冷冻保存研究方面，Chao 对太

平洋牡蛎（Crassostrea gigas）胚胎和早期幼虫的冷冻

研究较多，利用程序化冷冻获得最 78% 胚胎成活

率，但利用玻璃化冷冻获得 14%的成活率［23］，Gwo
对其桑椹胚、囊胚、担轮幼虫对抗冻剂的适应能力、

抗冻剂的浓度、平衡时间、降温程序进行了选择研

究［24］。Philippe 对太平洋牡蛎冷冻耐受能力进行了

研究，结果显示出冷冻的耐受能力与胚胎的质量相

适应［25］。鱼类胚胎冷冻与哺乳动物和有壳水生动

物相比较，在胚胎的规格、抗冻剂的选择、渗透能力、

冷冻和解冻等方面都有一定的困难。鱼类胚胎冷冻

成活只有少数几例，在淡水鱼类，利用程序降温在鲤

胚胎冷冻中获得 4 粒成活，3 粒孵出鱼苗，但实验结

果未能重复［12］。泥鳅胚胎利用分段快速降温冷冻

方式，获得 16 粒成活，1 粒孵化出膜［13］。泥鳅胚胎

利用总浓度为 35% 的玻璃化液，快速降温方式冷

冻，获得 4 粒胚孔封闭期胚胎发育到 18—19 对肌节

期，但解冻后胚胎未能继续发育成鱼苗［14］。在海水

鱼类胚 胎 冷 冻 保 存 方 面 只 在 鲈 鱼 取 得 3 粒 成 活

胚［15］。

本文通过对基础液的选择、胚胎对玻璃化液适

应性的选择、不同平衡温度对胚胎成活率的影响、洗

脱液种类和浓度的选择等实验，对牙鲆胚胎玻璃化

冷冻方法进行优化选择，利用 VS2、VS3、VS4 三种玻

璃化液，通过五步法平衡，实现了牙鲆尾芽期、肌效

应期、出膜前期胚胎玻璃化冷冻-解冻成活，共成活

胚胎 5 粒，有 4 粒 孵 化 出 膜，成 活 率 在 1.64% ~
6.67%。成活时间在 14 ~ 67h。在同一种鱼实现了

不同时期胚胎的冷冻成活，说明本研究的采用的五

步法平衡、0.125 mol / L 蔗糖一步洗脱，采用系列玻

璃化液进行冷冻保存的方法较适宜于牙鲆胚胎的冷

冻保存。
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Study on Vitrification technigue of Japanese flounder
（Paralichthys Olivaceus）embryos

Tian Yongsheng，Chen SongIin，Yan Ansheng!
（YeaIIow Sea Fishery Research Institute，Chinese Academy of Fishery Sciences，Oingdao 266071）

（!Huazhong AgricuIturaI University，Wuhan 430070）

Abstract
The method for cryopreserving Japanese fIounder（Paralichthys oliuaceus）embryos by vitrification was investigated

in the present study. The basic extender BS2 suitabIe to eguiIibrate and cuItivate the Japanese fIounder embryos was se-
Iected . The endurabIe capacity of embryos in different stages to vitrification soIution VS2 was studied. The survivaI rate of
embryos decreased graduaIIy aIong with the proIongation of treatment time in VS2 and stronger suitabIe abiIity to VS2 was
observed in 4-5 pairs somite，16-20 pairs somite and taiI-bud. The type and concentration of eIution soIutions were cho-
sen and the resuIts showed that survivaI rate was highest when the 0 .125moI / L sucrose was used as eIution soIution . The
effect of treatment temperature（21 ~ 22C and 6C）in VS1 on survivaI rate of Japanese fIounder embryos was aIso stud-
ied. The survivaI rate of 15-20 pairs somite was higher in room temperature（21 ~ 22C）than in 6C and the survivaI
rate of other stages was opposite to 15-20 pairs somite . As a resuIt，successfuI sampIes of taiI-bud，muscIe-effect and pre-
hatching stage after cryopreservation were got by using VS4，VS2 and VS3 as vitrification soIutions . WhoIe 5 survivaI em-
bryos were obtained，of which 4 hatched out . The survivaI time varied from 14 to 67h under no-breeding condition .

Key words：Japanese fIounder，embryos，vitrification，cryopreservation
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