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卤虫脱壳卵的液氮冷冻保存研究

刘向宇 陆仁后
�中国科学院水生生物研究所

,

武汉 � �   ! ��

提 要

作者以甘油
、

� ���
、

葡萄糖和蔗糖为冷冻保护剂对卤虫脱壳卵进行了液氮冷冻保存研

究
�

各保护剂对短期吸水发育的胚胎有一定的冷冻保护作用
,

在本实验条件范围内
,

高浓度

保护剂较低浓度保护剂好
,

双重保护剂 �甘油� � � ��
、

葡萄糖十蔗糖 �冷冻保护作用较单一保

护剂效果好
。

饱和 � � � 溶液对各发育时期的胚胎均有较好的冷冻保护作用
,

但对后期胚胎

的冷冻保护作用较弱
。

作者认为胚胎内冰晶的形成是卤虫脱壳卵冷冻致死的主要原因
。

冷

冻保护剂对卤虫脱壳卵的冷冻保护作用可能与它们的脱水作用有关
。

关键词 卤虫脱壳卵
,

冷冻保存
,

冷冻保护剂

动物的卵和胚胎的冷冻保存对于种质资源的保护
、

杂交育种等研究工作具有重大意

义
,

� ��� 年
,

� �� ��� � � 等川首先在小鼠的胚胎冷冻保存中获得突破
,

迄今哺乳类动物的胚

胎冷冻保存已不是个难题
。

鱼类中虽也进行了一些尝试
,

但基本还没有成功
。

无脊椎动

物的卵和胚胎的冷冻保存研究不多
,

成功的例子更少
,

���� 年 � �� �� 。等�� 报道
,

将轮虫蟠

旋臂尾 �� �� � �’� � �� �� �� �� ���� 胚胎保存于液氮中 �� �
,

解冻后获得了 �� �左右的存活率
。

甲壳类动物的卵子和胚胎的冷冻保存 目前尚未见报道
。

卤虫是存在于沿海地区盐 田及内陆高盐湖泊中的一种甲壳类动物
,

是鱼虾
、

特别是鱼

虾苗的优质饵料
。

在外界生活条件恶化时
,

卤虫可以产生休眠卵
,

由于这种卵具有厚实的

卵壳的保护
,

抗耐力很强
,

易于保存
,

可 以随时方便地取材
。

脱壳后的卤虫休眠卵失去了

其特殊的保护层
,

结构与鱼卵及蟹卵有许多相似之处
,

对其冷冻保存的研究可以为鱼类和

其它甲壳类的卵及胚胎冷冻保存技术的研究提供有价值的参考资料
,

有可能成为一种冷

冻生物学的实验模型动物
。

鉴于以上原因
,

作者对脱壳的卤虫休眠卵的液氮保存进行了

研究
,

并对其冷冻保存机制和冷冻损伤机制进行了分析
。

材料和方法

�
�

� 材料和仪器 卤虫 ��
� ��� �� ��

�

�休眠 卵为美国 � � � � ��� � �� �� �� � ��� �  � �� �
。

产

品
,

罐 装 � 海 水 为 人 工 半 海 水 �� ��� �� � � �
,

� � � �� ��
�

� � � �
,

� � ��
� �

�

� � � �
,

� � ��
� �� �� � � �

,

��� �
�

�� � � �� � 各种冷冻保存液均由海水配制
,

且预先放置在 �℃冰箱

�� � �年�月 � � 日收到
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中
。

液氮罐型号为 � � �一 ��
。

�� 脱壳卵的液氮保存 脱壳参考 ��� �� �� � � 等�� 的方法
,

将卤虫休眠卵放人 �� ℃的自

来水中吸水 �� 后
,

加入等体积的次氯酸钠溶液 �最终浓度为 �
�

��左右�
,

混合 �� !� 脱

去卵壳
,

自来水冲洗 �� ��
,

获得脱壳卵
。

分别以葡萄糖
、

蔗糖
、

� � ��
、

甘油
、

葡萄糖� 蔗

糖和甘油� � � �� 溶液为冷冻保存液 �表 �
、

��
,

取脱壳卵数百颗放人小指管中
,

加 �
�

�� �

保存液
,

在 �℃下分别平衡 ��
、

��
、

�� 和 �� � � 
,

转人液氮蒸气平衡 �一� � � 
,

进入液氮保

存 �� �
,

然后 �� ℃水浴解冻
,

每组取 ��� 颗卵 �� ℃海水孵化
,

�� � 后计数出膜无节幼体
,

计算孵化率
。

实验重复 � 次
,

计算平均值
,

进行 �一检验
。

表 � 不同保护剂 �单种�
、

浓魔
、

平衡时间
,

卤虫脱壳卵液氮保存 �� � 后的解化率

� � �
�

� �� ��一 ��� � �� ��� �� � �� �� � �月� ��� � � �� � ��� �� ��� � ���� � �� � �  �� �� � �� ��� � �� � ��� � � � � �� � � �  � �  ! � ���

� �  �� � � ��� � �卜����
��� � �� � ��� �� � �� , �� �   � ��� ��� � � � � � � � �� �   

�� ��
� � �

保护剂

�� �� � � � � �� � �� � ��

平衡时间���
� � �� ��  � �

�� � ��� � �  �� � � � �� � � � ��

孵化率��
� ��  !� � � � �� �

葡萄糖��
�

�� � � � � �

葡萄糖��
�

�� � �� ��

葡萄糖�� � �
� � � ��

葡萄糖�� 刀�
� �� � �

蔗糖��
�

�� � �� ��

蔗糖��
�

�� � �� � �

蔗糖�� � �
� ��  �

蔗糖��刀�
� ��  �

� � � !∀# ∃

% � � !&∋ # ∃

% � � !(∋ #∃

% � � !)∋ #∃
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表 2

T abZ P ost一th a w

不同保护剂 (双重)
、

浓度
、

平衡时间
,

卤虫脱壳卯液氮保存 24 h 后的解化率

hatehing ra te o f A rrem ia sP
.
deea Psulate d eysts aft er sto red in liq

uid nitrogen fo r 24 ho urs

w ith vario us d ualery oProteetan ts
, e o n c e n t r a t i

o n s a n
d b

a
l

a n

ce P
e r

i
o

d
s

保护剂

(ery oP roteetant)

平衡时间(bal
anee tim e)

10m in 30m in 60!ll iD 90m in

孵化率(h
ateh ing ra te)
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1.3 饱和 N aO 溶液和甘油+ D M SO 溶液对各发育时期胚胎的冷冻保存 取在 28 ℃海

水中发育不同时期 (0
、

l

、

2

、

3

、

4

、

5

、

6

、

7

、

8 和 12h )的脱壳卵数百颗放人小指管中
,

分别加

l
.
sm l饱和 N aC I溶液 (自来水配制)和甘油+ D M S O 溶液(20% + 10%

,

1 0 %
+ 2 0 % )

,

加饱

和 N aC I溶液的在 4℃ 下平衡 24 h
,

加甘油+ D M SO 溶液的在 4℃下平衡 90 m in
,

然后转

人液氮蒸气平衡 3一4m in
,

进入液氮保存 24 h
,

孵化率计算同上
。

1 .4 冷冻保存时间对孵化率的影响 分别以 冬om of 葡萄糖
、

2. o m ol 蔗糖
、

20 % 甘油

+l 0 % D M SO 和 10 % 甘油+ 20 % D M SO 为冷冻保存液
。

取脱壳卵数百颗放于指管中
,

加

l
.
sm l保存液

,

4 ℃平衡 90m in
,

液氮蒸气平衡 3一4m in 后
,

进人液氮分别保存 1
、

5

、

1 3 和

25 d
。

孵化率计算同脱壳卵的液氮保存
。

L S 保存后卤虫染色体数检查 分别以 20 % 甘油
、

20 % D M S O 和饱和 N aCI 溶液为冷
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冻保存液
,

取脱壳卵数百颗放于指管中
,

加 1
.
sm l冷冻保存液

,

4 ℃平衡 90 m in
,

液氮蒸气

平衡 3一4m in 后
,

进人液氮保存 ld
,

30 ℃水浴解冻
,

28 ℃孵化
。

染色体制备参考张闰生等l4] 的方法
,

取刚孵化出的无节幼体
,

在含 3一SP pm 秋水仙

素的 28℃海水下处理 5一6h
,

刺死
,

蒸馏水低渗 30 m in
,

甲醇
、

冰醋酸 (3 : l) 固定 30m in
,

取单个幼体置于载玻片上
,

针头敲散
,

干后
,

G ie m sa 染色
,

镜检
、

摄影
,

染色体计数
。

用符

号检验法和秩和检验法 (95 % 置信度)检验各实验组与对照组染色体数的差异
。

L 6 石蜡切片观察卤虫休眠卵休眠时期 取刚脱壳的卤虫休眠卵 B
oul n 液固定

,

常规石

蜡制片
,

切片厚度 7拜m
。

1

.

7 石蜡切片和扫描电镜观察冷冻对在 28 ℃下发育 4h 的卤虫脱壳卵的影响 脱壳卵

在 28℃ 下发育 4h 后
,

(
l

) 直接用 2
.
5% 戊二醛 (o

.
lm ol/ L p B S

,

p H = 7

.

2
) 和 B o uin 液固

定;(2) 取脱壳卵数百颗放人指管中
,

加 1
.
sm l海水

,

液氮蒸气平衡 3一4m in
,

进人液氮保

存 24 h
,

30 ℃水浴解冻
,

戊二醛和 B oul n 液固定 ;(3) 取脱壳卵数百颗放人指管中
,

加入

l
.
sm l饱和 N aC I溶液

,

4 ℃保存 24h 后
,

液氮蒸气平衡 3一4m in
,

进入液氮保存 24h
,

3 0 0C

水浴解冻
,

分别以戊二醛和 B o ul n 液固定
。

其中 B oul n 液固定的
,

24
h 后换 70 % 酒精

,

按

常规石蜡制片;戊二醛固定的
,

制片时经 PB S 冲洗
,

1 % 0
5

0
;

固定 30 m in
,

临界点干燥
,

真

空喷金镀膜
,

最后用 A M R A Y 一 18 30 扫描电镜观察和摄影
。

2 结果与分析

2. 1 脱壳卵的液氮保存 从表 1可以看出
,

对照随着海水平衡时间的加大
,

孵化率下降
,

表明卤虫脱壳卵吸水后对冷冻损伤敏感;葡萄糖
、

蔗糖
、

D
M

S O 和甘油均显示出一定的冷

冻保护作用
,

高浓度的保护剂较低浓度保护剂冷冻保护作用强;在高浓度下
,

非渗透性保

护剂
,

葡萄糖 (1
.
om ol / L

,

2. O m of /
L) 和蔗糖(2

.
om ol / L) 冷冻保护作用与平衡时间无

关 ;而渗透性保护剂 D M SO 和甘油平衡 60 m in 和 90 m in 的冷冻保护效果较 IOm in 和

3Om in 好 (有个别例外
,

可能是由于实验误差引起的) (表 1)
。

从表 2 中可以看出
,

蔗糖+ 葡萄糖的双重保护剂作用较单种保护剂冷冻保护作用强
,

保护作用与平衡时间无关
。

甘油+D M SO 溶液双重保护剂的作用也较单种保护剂强
,

但

某些浓度组合与平衡时间有关
,

10 % 甘油+2
.
5% D M SO 平衡 90 m in 的孵化率较平衡时间

短的低 (}tl> t30
.
05)

,

2 0 % 甘油+ 2
.
5% D M SO

、

2 0 % 甘油+ 20% D M sO 平衡时间长的孵化

率比平衡时间短的高(}tI > t
30. 05) (表2)

。

在解剖镜下观察可 以看到脱壳卵在海水中平衡 90m in 后
,

卵子吸水饱满
,

而 用

D M SO
、

甘油
、

蔗糖和葡萄糖溶液平衡后的卵子均有一定的脱水收缩
,

卵子瘪凹
。

2. 2 饱和 N aCI 溶液和甘油+ D M SO 溶液对胚胎各发育时期的冷冻保存 随着吸水发

育时间的加长
,

海水对照的孵化率下降(发育 2h 后冷冻全部致死)
。

甘油+ D M S O 溶液

的冷冻保 护作用也减弱 (发育 3h 后
,

分别 以 20 % 甘油+ 10 % D M SO 和 10 % 甘油

+ 20 % D M S O 为保护剂
,

孵化率只有 15
.
3% 和 43

.
0 %

,

发育 4h 以后
,

甘油+ D M SO 已没

有冷冻保护作用)
。

而以饱和 N aO 溶液为保护剂的对脱壳卵的各发育时期都有一定的

保护作用
,

但对后期的胚胎保护作用减弱
,

在 28 ℃下发育 12 h 后
,

饱和 N aCI 溶液保护的

脱壳卵孵化率只有 24
.
5% (表 3)

。
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表 3 卤虫脱亮卵在 28 ℃下发育不 同时间后
,

以饱和 N aa 溶液和甘油+ D M S O 为保护荆
.

液氮保存 24h 后孵化率

T ab
.
3 P o st一th aw h a tc h in g ra te o f d ee a P su la ted A r te m ia sP

.
ey s ts o f v a rio u s d ev e lo P m e n ta l sta ge

s a t 2 8 ℃ a
fte
r

sto re d in liq u id n itro g e n fo
r 2 4 h o u rs w ith sa tu ra ted N a C I so lu tio n

,

g l y
c e r o

l
+

D
M

S O
a s e

ry

o
P

r o
t

e c
t

a n
t

s

发育时间

(d evelo Pin g tim e)

保护剂(
eryop roteeta nt)

海水 饱和盐水
(甘油+ D M SO )

20% + 10%

(甘油+ M S O )

10% + 20 %

孵化率(h
atehing rate )

67
.
8士 5

.
1

4 6
.
3 士 2

.
8

73 0 士 1
.
8

4 7
.
5 士 3

.
1

巧
.
3 士6

.
3

0

4 3
.
0 士2

.
2

0

hhhhhhhhnUI,‘
,、�
4
砚J乙U,
尹

8 h

1 2 h

2 2

.

0
士2

.
9

5
.
3 土 1

.
7

0

0

0

0

0

0

0

0

6 9
.
0 士 4

.
6

6 3
.
8 士 1 1

.
1

5 0
.
3 士 6

.
5

3 4
.
8 士 3

.
1

4 0
.
5 士7

.
1

3 7
.
8 士2

.
2

3 9
.
5 士 7

.
8

3 8
.
3 士 4

.
3

3 4 8 士 4 0

2 4
.
5 士 3

.
3

在解剖镜观察发现脱壳卵经饱和 N aCI 溶液平衡 90 m in 后
,

卵子收缩
、

瘪凹
,

其瘪凹

程度较 D M SO
、

甘油
、

葡萄糖和蔗糖溶液平衡的脱壳卵严重
。

2. 3 冷冻保存时间对孵化率的影响 从表 4 中可 以看出 2. om of / L 葡萄糖溶液为保护

剂的效果最差
,

在液氮中保存 5d 后孵化率显著下降(It }> t
: 0. 05)

,

保存 25d 后孵化率仅

为 16
.
0%

。

以 2
.
om ol/ L 蔗糖溶液

、

2 0 % 甘油+ 10% D M SO 和 10% 甘油+ 20% D M SO 溶

液为保护剂保存 25d 后孵化率有显著下降 (lt 1> t
3 0. 05 )

,

但孵化率仍分别有 48
.
3%

、

5 1

.

1 % 和 63
.
0% (表 4)

。

表 4 卤虫脱亮卵经液氮保存不同时间后的解化率

Tab
.
4 P ost一th a w h a tc h in g ra te o f A ren 考ia s

P
.
d
e e a P

s u la te d
c
y
s t s a ft e r

v a r
i o
u s s to ra g e

pe
r
i
o
d
s
i
n
li q u id

n
it
r 0
罗
n

保护剂

(ery op
ro tectan t)

保存时间(
storage Perio d)

ld sd 13d 2 5d

孵化时间(h
ate hin g rate)

2
.
om lo / L 葡萄糖

2
.
om ol/ L 蔗糖

(甘油+ D M SO )

20 % + 10 %

10 % + 20 %

64
.
3 士3 9

6 7 5 士 5
.
3

5 0
.
5 士 7

.
8
a

7 3
.
8 士 3

.
3

2 7 0 士 3
.
2
a

72
.
8 士 2

.
5

1 6刀士 1
.
g
ab

4 8
.
3 士 5

.
6
a

7 0 3 士 1
.
7

8 1
.
3 士 3

.
6

8 0
.
8 士 6

.
0

8 0
.
3 土4

.
5

7 7
.
0 士 4

.
2

84
.
3 土 1

.
0

5 1
.
1 士 7 l

a

6 3
.
0 士 1

.
4
a

a
与前一组数据相 比显著 (lt }> t

3 住0 5) b 与同浓度保存 5d 的相比显著(lt 卜 t
3 住0 5)

S ig n ifi ca n tly d i
ffe
re n t fr o m th e P ree ed in g g ro u P ({

t
}
> t,

0 刀5 )

S ig n ifi e a n tly d i
ffe
ren t fr o m th e g ro u p p rese rv ed fo

r 5 d a ys (Itl> t
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2. 4 冷冻对染色体数的影响 卤虫未冷冻对照组 的大多数个体(66
.
7% )染色体数为二

倍体 (Zn = 42 ) (图版 I
:1)

,

也有少数 (8
.
9% )为单倍体 (n 二 2 1 ) (图版 I

:
2)

,

未冷冻对照组中

还出现了一些非整倍体的染色体数
,

可能是群体中天然的非整倍体
,

也可能是实验技术造

成的
,

还有待进一步的实验证实 (表 5)
。

以甘油
、

D
M

S O 和饱和 N aCI 溶液为冷冻保存液
,

各实验组中染色体数大多为 Zn
,

单倍体的很少
。

用符号检验法和秩和检验法 (95 % 置信度)检验
,

各实验组与对照组之间

无显著差异
,

因此可 以认为各种倍性的卤虫胚胎对冷冻的敏感性是一致的
。

2. 5 石蜡切片观察卤虫休眠卵休眠期 切片发现刚脱壳的卤虫卵中有一扁圆型的空腔
,

偏于一端
,

在卵黄中散布着许多子细胞核 (图版 I:6)
,

因此作者所指的卤虫休眠
“

卵
”

实际

上是已经是发育至囊胚前期的胚胎
。

2. 6 石蜡切片和扫描电镜观察冷冻对在 28 ℃下发育 4h 的卤虫脱壳卵的影响 未冷冻

对照卵膜表面可看到清晰的
、

充分展 开的 网状结构 (图版 L 3)
,

内部有一空腔 (图版

I:7)
。

液氮保存 24 h 后该网状结构完全被破坏
,

卵膜表面皱折
、

甚至破裂:内部物质外泄

(图版 I:5)
,

但内部没有看到破坏 (图版 I:8) ;饱和 N aCI 溶液处理
,

再放人液氮保存的脱

壳卵
,

卵膜表面网状结构仍然存在
,

但稍有收缩 (图版 I:4)
,

切片发现其内部的腔收缩 (图

版 I:9)
,

但内部未发现明显损伤
。

3 讨论

3. 1 目前
,

在液氮中冷冻保存成功的卵子和胚胎个体都较小
,

直径在 10 0料m 左右
,

卤虫

脱壳卵直径为 250 拜m 左右
,

是目前在液氮中保存成功的
,

体积最太的个体
。

卤虫脱壳卵

具多层卵膜
,

富含卵黄
,

与鱼卵和高等甲壳类动物卵相似
,

其冷冻保存的成功对鱼卵和高

等甲壳类动物等多黄卵的冻存可 以提供有价值的参考资料
。

1 2 一般认为
,

冷冻对细胞造成的损伤有两种队 (l )降温速度过快
,

细胞内水分来不及外

排
,

形成细胞内冰晶
,

细胞受机械损伤;(2) 降温速度过慢
,

细胞内水分外排
,

在细胞内形成

长期高渗条件
,

对细胞造成生理损伤
。

但对卵子和胚胎等复杂细胞的冷冻损伤机制了解

甚少
,

19 82 年
,

H
a

rv ey 等16]发现冷冻损伤鱼类受精卵的最外层卵膜
。

T ol
ed

。 等‘21 和

R en ar dl 7]分别研究了轮虫和牡骊胚胎的冷冻保存
,

发现冷冻对卵黄颗粒有一定的影响
。

卤虫脱壳卵是一种较特殊的材料
,

能抵抗极度脱水
,

高渗对它几乎不能造成损伤
,

因

此冷冻致死主要是机械损伤造成的
。

从作者的实验结果分析
,

卤虫脱壳卵内的水分在冷

冻保存 中是一个关键因子
。

脱壳卵吸水后
,

对冷冻损伤敏感
。

扫描电镜观察发现
,

在

28℃下吸水发育 4h 的卤虫脱壳卵液氮保存后
,

卵膜表面遭受了严重损伤
,

甚至破裂
,

造

成膜内物质的外泄
。

而饱和 N aCI 溶液处理再进行液氮保存的卤虫脱壳卵
,

胚胎内的水

分含量大大减少
,

卵膜没有遭受破坏
,

并且胚胎大多能存活
。

因此
,

由于膜内水分的存在

而导致膜内冰晶的形成是造成卤虫卵膜破裂和胚胎死亡的主要原因
,

减少卤虫脱壳卵内

水分是冷冻保存成功的关键
。

3. 3 1
99

0 年
,

T of ed

o 等l2J 冷冻保存蟠旋臂尾轮虫胚胎
,

发现 D M so 对胚胎有脱水作用;

199 1 年
,

R
en 盯d[ 71用蔗糖冷冻保存大西洋巨大巨砺 (cr

ass os tre “ g ig as )胚胎
,

也推测其保

护机制与脱水有关
。

本实验卤虫脱壳卵的冷冻保存中发现
,

甘油
、

D M S O

、

蔗糖和葡萄糖
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溶液平衡后
,

卤虫脱壳卵均有一定的收缩现象
,

它们的冷冻保护机制可能与其脱水作用有

关
。

饱和 N aCI 溶液前人未用作冷冻保护剂
,

作者首次发现其具有冷冻保护作用
,

它能有

效地脱去卤虫脱壳卵中的水分
,

其冷冻保存效果较保护剂 (甘油
、

D
M S O

、

蔗糖和葡萄糖)

更佳
。

3. 4 合适的发育时期对胚胎冷冻保存是一个重要因子
。

海胆和紫贻贝的晚期胚胎对冷

冻有较高的忍受能力18,
9

]; 蟠旋臂尾轮虫胚胎在对称期对冷冻抗性最强[2I
。

在作者的实验中
,

发现刚脱壳的卤虫卵处于囊胚前期
,

对冷冻具有一定的抗性
,

不加

保护剂在 28 ℃ 下发育 Zh 后
,

液氮保存全都死亡
,

发育 4h 后
,

甘油+ D M SO 对其已没有冷

冻保护作用
,

饱和 N aCI 溶液虽然对卤虫的不同发育时期的胚胎均有一定的冷冻保护作

用
,

但对后期胚胎保护作用减弱
。

因此
,

卤虫的后期胚胎对冷冻是较敏感的
,

可能是由于

后期各种器官已经形成
,

冷冻更易造成损伤的原因
。
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图 版 说 明

l 卤虫染色体 Zn = 42(1000 x );2 卤虫染色体 In = 2 1(1000 x ):3 扫描电镜示卤虫脱壳卵在 28℃下发育4h 的胚胎

表面结构(10 00
x
);4 扫描电镜示卤虫脱壳卵在 28 ℃下发育 4h

,

4 ℃饱和 N
a
CI 溶液平衡 24 h 后

,

液氮保存 24 h 的胚

胎表面结构
,

有皱折(10 00
x );5 扫描电镜示 卤虫脱壳卵在 28 ℃下发育 4h 后

、

海水中液氮保存 24 h 的胚胎表面结构
,

有的地方破裂
,

胚胎内物质外泄(10 O0
x
);6 刚脱壳的卤虫脱壳卵胚胎切片(SOO

x
);7 在 28 ℃发育4h 后的卤虫脱壳

卵切片(800
x
):8 在 28℃发育 4h 后

,

在海水中液氮保存 24h 的卤虫脱壳卵切片(800
x
):9 在 28℃发育4h 后

,

在 4℃

饱和 N
aC I溶液中平衡 24 h

,

液氮保存 24 h 的卤虫脱壳卵切片(soo
x
)
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