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美洲鲥雄性生殖细胞冷冻保存及移植
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摘要: 采用分离细胞冻存和组织块直接冻存2种方法, 进行美洲鲥(American shad, Alosa sapidissima)精巢细胞

的长时间冷冻保存(>250d), 并比较分析2种不同冻存方法对美洲鲥雄性生殖细胞的冻存效果。解冻复苏后用

Hochest33342和PI共染细胞核, 分析统计各期雄性生殖细胞的存活率, 结果显示组织块冻存方法所得精原干

细胞和精母细胞的存活率明显高于分离细胞冻存的; 而精细胞及其他细胞存活率在2种方法间无显著差异; 特
别是, 镜检发现组织块冻存方法所得精子存活率高达93.83%, 说明此冻存方法能同时高效地冻存美洲鲥各期

生殖细胞, 包括成熟的精子。同时, 将组织块冻存的美洲鲥生殖细胞用PKH26染色标记后移植到出苗第1天的

斑马鱼仔鱼中, 在细胞植入后5d仍能在受体中检测到供体细胞, 且有部分供体细胞能与内源生殖细胞共定位,
表明经过长时间冷冻保存的美洲鲥生殖细胞仍具有生殖细胞特性, 且能整合到斑马鱼受体性腺原基。研究结

果为进一步开展美洲鲥, 或其他洄游性鱼类的生殖细胞发育、培养及种质资源保存等研究工作奠定了技术理

论基础。
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生殖细胞是生物体中携带物种遗传信息并能

传递到子代的一类细胞。其中 ,  原始生殖细胞

(Primordial germ cells, PGCs)、精原干细胞(Sper-
matogonial stem cells, SSCs)等都具有一定的细胞全

能性, 既能增殖, 也可进一步分化而产生配子。因

此, 一直以来关于生殖细胞的培养、基因编辑及移

植等技术的研究发展应用备受国内外学者的关注,
而且生殖细胞相关的操作技术在鼠(Mus musculus)、
鸡(Gallus domesticus)及某些模式生物中得到了充

足的发展与应用
[1, 2]

。然而, 生殖细胞的培养及移

植等技术研究在经济鱼类中的发展应用, 还需要大

量的探索; 另一方面, 经济鱼类, 特别是一些大型名

贵鱼类的组织材料来源严重稀缺, 阻碍了这些物种

生殖细胞相关研究工作的开展。由此可见, 高效的

生殖细胞冻存技术, 是进一步开展水产动物生殖细

胞工程育种研究的细胞资源保障和技术基础, 同时

也是建立物种资源库最直接有效的方法。

目前, 在鱼类、鸟类及哺乳动物中都有不少关

于生殖细胞冻存的研究
[3—5]

。国外学者对虹鳟(On-
corhynchus mykiss)[6,  7]

、西伯利亚鲟(Acipenser
baerii)[8]

、细鳞鲑(Brachymystax lenok)[9]
等鱼类生

殖细胞的冻存进行了相关研究。国内研究人员主

要进行了鱼类精子的冷冻保存研究, 如花鲈(Lateo-
labrax maculatus)[10]

、黄姑鱼(Nibea albiflora)[11]
、

大黄鱼(Pseudosciaena crocea)[12]
等鱼类精子的冷冻

保存; 也有学者对达氏鲟(Acipenser dabryanus)的精

巢细胞
[13]

和草鱼(Ctenopharyngodon idellus)性腺细

胞
[14]

进行了冷冻保存分析, 并取得了一定的研究进

展。迄今为止, 关于细胞冻存的研究主要是对分离

细胞或培养细胞进行的冷冻保存分析。而最近,
Lee等[6]

首次将虹鳟的整个精巢组织进行了冷冻保

存, 发现冻存的A型精原干细胞(Type A spermato-
gonia, ASGs)在冻存728d后仍能具有细胞活力。而

且有学者将西伯利亚鲟早期生殖细胞冻存复苏后
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移植到西德鲟(Acipenser ruthenus)体内, 在移植后

90d发现受体中的供体细胞成功增殖, 证明长时间

冻存的生殖细胞仍具有分裂增殖活性, 可用于细胞

移植研究
[8]
。总之, 生殖细胞冻存技术无论在物种

资源保护, 还是在生物遗传育种研究中均具有非凡

的意义。特别是在野生资源的采集过程中, 获得的

样品非常随机, 性成熟或性未成熟个体都有可能,
如果能研发一种操作简单且能同时保存精原干细

胞和精子的冷冻保存技术, 将对野生物种资源的保

护更具实践意义。

美洲鲥(American shad, Alosa sapidissima), 隶
属于鲱形总目(Clupeomorpha)、鲱形目(Clupei-
formes)、鲱科(Clupeidae)、鲥亚科(Alosinae)、西

鲱属(Alosa)。美洲鲥是溯河产卵洄游性鱼类的典

型代表, 原本分布于加拿大的圣劳伦斯海湾(Gulf of
St. Lawrence)到的美国佛罗里达州的约翰河(St.
Johns River)一带的河流和海洋, 其后被各地广泛引

种
[15, 16]

。在21世纪初期, 美洲鲥引种到中国, 随后

其人工繁殖得到迅速发展
[17]

。美洲鲥与中国鲥鱼

(Macrura reevesii Richardson)同属鲥亚科, 两者除

了外形相似, 在营养组成和口感风味上也接近, 因
此美洲鲥成为中国鲥鱼的良好替代养殖对象。自

美洲鲥引入我国以来, 不少学者进行了相关研究,
包括生物学特征

[18]
、早期发育

[19]
、人工繁殖

[20]
、

养殖
[21]

及应激反应
[22]

等, 但研究工作仅限于组织

学、形态学和生理学水平, 而分子细胞水平的生殖

生理学研究还非常欠缺。更重要的是, 美洲鲥是溯

河产卵洄游性鱼类的典型代表之一, 其采取一年一

次产卵繁殖或一年多次产卵繁殖等多种生殖繁育

策略, 为解析生殖细胞在鱼类洄游过程中的发育、

分化及成熟等提供了独特的研究模型。

因此, 本研究主要进行了美洲鲥雄性生殖细胞

的冷冻保存研究。对美洲鲥精巢组织或分离细胞

进行了长时间的冷冻保存, 然后快速解冻复苏并统

计各期生殖细胞的存活率; 同时, 将冻存复苏后的

美洲鲥生殖细胞进行了异种移植分析: 组织块冻存

复苏后, 分离得到的细胞经荧光标记后移植到斑马

鱼(Danio rerio)仔鱼中, 以进一步检验冻存生殖细

胞的活性。本研究结果为美洲鲥及其他洄游性鱼

类的生殖细胞培养和应用研究提供了前期基础, 为
将来进行鱼类种质资源的保护研究奠定了技术基础。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验用的美洲鲥均采自深圳市东方海科技有

限公司的美洲鲥养殖场。于2016年7月取2龄美洲

鲥雄鱼4条, 体重580.0—628.0 g。从泄殖腔剪开美

洲鲥腹部, 采集精巢组织, 用磷酸盐缓冲液(Phos-
phate buffered solution, PBS)稍微清洗, 然后放入含

有10%胎牛血清(Fetal bovine serum, FBS)的PBS中,
将样品带回实验室后进行后续处理。细胞移植的

受体为转基因斑马鱼Tg (nano3: yfp)(未发表数据),
其PGCs尽管用黄色荧光蛋白标记, 但仍可用绿色

荧光波长观察, 因此本研究用绿色荧光观察拍照,
PGCs标记信号呈绿色。斑马鱼在正常条件下饲养,
产卵后收集胚胎孵化, 孵化出苗后第1天(1 dph,
days post hatching)即用作细胞移植受体。实验所

用试剂有PI碘化丙啶(Life), Hoechst33342(MP Bio-
med ica l s ) ,  细胞筛 (BD-Fa lcon) ,  胎牛血清和

D M E M购自G i b c o公司 ,  二甲基亚砜D M S O、

PKH26试剂盒购自Sigma公司, 胶原酶I及胰酶均购

自Worthington公司。其余试剂均为国产分析纯。

1.2    实验方法

分离细胞冻存　　将所取精巢组织剪碎后, 用
1 mg/mL胶原酶 I ,  28℃水浴消化约30min ,  加
0.25%胰酶继续消化约30min。加入1/10体积牛血

清终止消化反应, 用细胞筛过滤并收集细胞, 然后

用冻存液重悬细胞并冻存管分装 ,  慢速降温至

–80℃保存1—2d, 然后将样品转移到液氮中进行长

期保存。

组织块冻存　　所取精巢组织剪碎至1 mm3
左

右, 离心去上清, 冻存液重悬组织, 冻存管分装及冻

存(方法同上)。
样品复苏　　样品冻存250d后, 从液氮中取出

并迅速转移到37℃中水浴进行解冻复苏。细胞或

组织冻存样品离心后用PBS清洗2遍, 用DMEM重

悬备用。冻存复苏的组织块用胰酶/胶原酶消化解

离成单个细胞, PBS清洗1遍, 用DMEM重悬细胞备

用。

细胞存活率检测　　将待检测的细胞悬液与

等体积的2×染液混合 ,  使其终浓度为:  5 μg/mL
Hoechst33342, 2 μg/mL PI, 室温下避光染色10min;
PBS清洗两次; 取100—200 μL样品, 转移到8孔腔室

盖玻片, 共聚焦显微镜下观察并拍照, 按照染色结

果统计细胞存活率, 每个样品重复3次计数, 实验重

复至少3遍。

精子存活率检测　　取适量待测细胞悬液并

稀释到合适浓度, 用蔡司倒置显微镜(Zeiss, Axio
Observer Z1)观察、拍摄精子活性并统计精子存活

率。另外取少量细胞悬液, 用乙醇处理使精子死亡

作为对照, 以消除拍摄精子活动时, 因任何外界因
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素引起样品震动而导致的误差。

细胞移植　　将组织块冻存样品所得细胞悬

液用PKH26染色, 牛血清终止染色, PBS清洗两遍

备用。观察分析受体斑马鱼的内源PGCs和植入供

体细胞的发育及分布。移植后斑马鱼仔鱼在正常

条件下饲养, 在细胞移植后3h、3d和5d, 通过荧光

显微镜观察植入细胞在受体内的存活及整合情

况。同时设未移植斑马鱼仔鱼为空白对照组, 同样

条件饲养及观察。用尼康荧光体视镜 (Nikon ,
SMZ1270)及奥林巴斯CCD(Olympus, DP73)进行观

察和拍照。

2    结果

2.1    两种冻存方法下的细胞存活率

Hoechst33342与PI共染, 正常细胞核能够染上

Hoechst33342而呈蓝色。同时, 由于PI不能进入细

胞膜完整的正常细胞中, 所以活细胞表现对PI拒染,
而坏死细胞核可被PI染色

[23]
。因此, 活细胞染色结

果为蓝色+浅红色或无(Hoechst33342+/PI–), 死细胞

为蓝色+亮红色(Hoechst33342+/PI+)。在样品染色

后, 在荧光显微镜下观察, 按照核体积的大小及形

态, 将细胞粗略分为精原干细胞、精母细胞、精细

胞及其他细胞三种规格(图 1)。初步统计发现, 分
离细胞冻存复苏后的细胞悬液中, 精原干细胞、精

母细胞、精细胞及其他细胞所占比例分别为11.57%、

7.55%和80.88%; 而组织块冻存复苏后细胞中, 几种

细胞的含量为10.16%、9.65%和80.19%, 两者的细

胞构成比例无明显区别。荧光观察拍照后统计各

种细胞的存活率(表 1)。在本实验条件下, 分离细

胞冻存方法所得的细胞中, 精原干细胞存活率为

(34.94±4.36)%、精母细胞存活率为(39.41±4.94)%、

精细胞及其他细胞的存活率为(41.00±8.93)%; 在组

织块冻存方法所得的细胞中, 精原干细胞存活率为

(53.53±12.87)%、精母细胞存活率为 (52.84±
10.92)%、精细胞及其他细胞的存活率为(48.67±
11.13)%。对所得结果进行T检验, 结果显示两种冻

存方法处理的精原干细胞存活率存在极显著性差

异 (P<0.01) ,  精母细胞存活率存在显著性差异

(P<0.05), 而精细胞及其他细胞存活率在2种方法中

无显著性差异(表 1)。综上所述, 组织块法冻存复

苏获得的精原干细胞和精母细胞的存活率均高于

分离细胞冻存法, 尤其是精原干细胞的存活率, 组
织块法的显著高于分离细胞的; 而对于精子细胞及

其他细胞的存活率, 2种冻存方法的效果相近。因

此, 在本实验条件下, 美洲鲥雄性生殖细胞在酶消

化法分离细胞前, 将组织块直接冻存的效果比细胞

分离后冻存的好, 特别是组织块法冻存复苏的精原

干细胞和精母细胞的存活率更高。
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图 1    美洲鲥雄性生殖细胞的核染色

Fig. 1    The nuclear staining of male germ cells in American shad
图A-C. 精巢分离细胞冻存; 图D-F. 精巢组织块冻存; 图A、图D为Hoechst33342染色, 图B、图E为PI染色, 图C、图F分别为双色合并

图像。精原干细胞(sg), 精母细胞(sc), 精细胞及其他细胞(st); 比例尺: 10 μm
A-C. Frozen dissociated testicular cells; D-F. Frozen testicular blocks; A & D. Hochest33342 staining; B & E. PI staining; C & F. the
merged images; sg. spermatogonia; sc. spermatocytes; st. spermatids and other cells. Scale bar, 10 μm
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2.2    两种冻存方法下的精子存活率

镜检 2种冻存方法所得的细胞悬液中, 均有大

量游动的精子。在显微镜下因光线而呈现不同颜

色; 而酒精处理后精子均死亡无游动, 大量精子粘

结成团, 沉降到同一平面而颜色基本相同。在解冻

复苏后 ,  分离细胞冻存法所得精子存活率为

(87.12±2.56)%, 组织块冻存法所得精子存活率为

(93.83±0.62)% (表 1)。对2种方法所得结果进行

T检验, 结果显示2种冻存方法处理的精子存活率存

在极显著性差异(P<0.01)。因此, 在本实验条件下,
美洲鲥精子在酶消化法分离细胞前, 将组织块直接

冻存的效果比细胞分离后冻存的好, 精子存活率更

高。同时证明, 本实验条件下的冻存液及降温方法

可用于美洲鲥精子冻存。

2.3    组织块冻存处理后细胞移植情况

将组织块冻存处理后的细胞复苏后用PKH26
染色, 可使细胞在荧光显微镜下呈红色, 而黄色荧

光标记的斑马鱼受体内源生殖细胞在绿色荧光下

呈绿色信号, 可与供体细胞区分开来(图 2)。移植

3h后观察, 供体细胞被注射到斑马鱼受体的生殖嵴

附近, 共移植斑马鱼苗34条, 空白对照30条, 移植后

观察结果如表 2所示。移植后第3天观察, 斑马鱼受

体累计死亡数为19条(55.88%), 存活的15条受体

(44.12%)能在显微镜下观察到供体细胞, 且定位在

受体生殖嵴, 与受体内源生殖细胞分布在同一区域;

有个别受体中的供体细胞迁移到腹部或尾部, 证明

所移植的细胞有一定迁移能力。而空白对照组存

活数为24条(80.00%)。移植后第5天观察, 斑马鱼受

体累计死亡数为21条(61.76%), 存活13条(38.24%),
此时3条受体能观察到供体细胞和受体内源生殖细

表 1   美洲鲥生殖细胞存活率

Tab. 1   The germ cells viability of American shad

细胞存活率
Cell viability (%)

分离细胞冻存法
Dissociated cells
cryopreservation

组织块冻存法
Tissue blocks

cryopreservation
P-值

P-Value

精原干细胞
Spermatogonia 34.94±4.36 53.53±12.87 0.006

精母细胞
Spermatocytes 39.41±4.94 52.84±10.92 0.016

精细胞及其他细胞
Spermatids and

other cells
41.00±8.93 48.67±11.13 0.128

精子Sperm 87.12±2.56 93.83±0.62  0.001

表 2    美洲鲥雄性生殖细胞移植情况

Tab. 2    Transplantation of American shad male germ cells

时间
Time

移植受体
Host

空白对照
Blank control

存活数
Number of the
survival fries

检测到供体细胞的受体数
Hosts with donor cells

未检测到供体细胞的受体数
Hosts without donor cells

存活数
Number of the
survival fries

移植后3h 3 hours post
transplantation 34 34 0 30

移植后第3天 3 days post
transplantation 15 15 0 24

移植后第5天 5 days post
transplantation 13   7 6 23

A. 3 hpt

100 µm

PGCs

DCs

B. 5 dpt

100 µm

DCs

DCs

PGCs

C. Con

100 µm

PGCs

 
图 2   美洲鲥雄性生殖细胞移植到斑马鱼仔鱼

Fig. 2   American shad male germ cells transplanted into zebrafish
larvae
图A-B. 移植后受体; 图C. 空白对照; 美洲鲥生殖细胞为供体细

胞, PKH26标记(红色荧光, 黄色箭头所示); YFP标记PGCs, 为转

基因斑马鱼Tg (nanos: yfp)内源生殖细胞(白色箭头所示); hpt.
移植后小时数; dpt. 移植后天数; 比例尺: 100 μm
A-B. hosts. C. blank control. DCs. the donor cells, germ cells of
American shad, labelled with PKH26 (red, shown with yellow
arrows); PGCs. the endogenous primordial germ cells of
transgenic zebrafish Tg (nanos: yfp), labelled with YFP (green,
shown with white arrows); hpt. hours post transplantation; dpt.
days post transplantation; Con. blank control, not transplanted.
Scale bar, 100 μm
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胞定位于同一区域, 且有些供体细胞迁移到腹部或

尾部; 4条受体能观察到供体细胞分布在腹部和尾

部, 而未分布在受体内源生殖细胞的区域; 6条受体

中未能观察到供体细胞, 与空白对照组的观察结果

一致。而空白对照组存活数为23条(76.67%), 此时

发现斑马鱼有自发红色荧光, 但仍能与供体细胞的

红色荧光区分开来。移植实验证明, 此实验条件下

将美洲鲥成熟精巢剪碎后进行组织块直接冻存,
解冻复苏后所得雄性生殖细胞仍可以用于异种移

植。

3    讨论

3.1    不同冻存方法对精巢细胞存活率的影响

生殖细胞在冷冻保存复苏后的存活率受多种

因素影响, 包括样品处理、冻存液的选择、冻存温

度、冻存时间、降温及复苏速率等。常见的细胞

冻存方法都是将分离或培养的游离细胞进行冻存

及复苏, 再用于其他实验研究。而在本研究中, 除
了将分离细胞进行冻存, 还进行了精巢组织块的直

接冷冻保存, 以探索有效保存美洲鲥精巢细胞的方

法。更重要的是, 本研究中采用的冻存方法能同时

保存各期生殖细胞, 优于只能进行单一细胞保存的

传统方法, 即精子保存
[24]

或精原干细胞保存
[25]

。在

此, 比较分析了2种方法的冻存效果, 结果表明组织

块冻存法, 冻存复苏获得的精原干细胞和精母细胞

的存活率更高, 而精细胞及其他细胞存活率无显著

性差异。与此类似, 其他研究组报道的西伯利亚鲟

性腺组织和性腺细胞2种冻存方法的比较研究, 表
明组织冻存复苏后分离获得的细胞中, 包含的死细

胞较少
[8]
。在斑马鱼PGCs冻存研究中, Higaki等[3]

比较了不同预处理液和玻璃化冻存保护剂的冷冻

效果, 最适冷冻条件下斑马鱼PGCs的存活率可达

81%, 而且复苏后的PGCs仍能进一步分化而产生功

能性配子, 证明了冻存的生殖细胞可用于细胞移植

研究。另外, 在细胞生物学研究中, 一般采用台盼

蓝染色法进行细胞活性的检测分析
[7]
。但有研究发

现台盼蓝染色法不适合于某些细胞的活力测定, 如
朱冬发等

[26]
在检测三疣梭子蟹(Portunus tritubercu-

latus)精子的活力时采用台盼蓝染色无法清晰辨别

死、活精子; Stoll等[27]
测定人肺微血管内皮细胞

(Human pulmonal endothelial cell, HPMEC)在冻存

后复苏的细胞存活率, 认为台盼蓝染色会使结果偏

高。而有研究表明Hoechst33342/PI双染可简单快

捷地区分正常细胞、凋亡细胞和坏死细胞, 且特异

性高, 简单易行
[23]
。因此, 本研究采用Hoechst33342

与PI共染细胞核的方法来检测生殖细胞存活率。

美洲鲥细胞经Hoechst33342和PI染色后, 各期生殖

细胞核均清晰可见, 大小分明, 且Hoechst33342使
全部细胞染色而PI能明显将死活细胞区分开来(图
1), 证明细胞核Hoechst33342/PI双染法适合于进行

冻存复苏的美洲鲥生殖细胞存活率的检测。

3.2    不同冻存方法对精子存活率的影响

精子冻存也是常见的种质资源保存方法, 此前

已有研究者进行了美洲鲥精子冻存的研究分析。

例如, 王明华等
[24]

用鱼用任氏液和甲醇配成冻存液,
精液稀释后采用三步法降温并于液氮中冻存, 60d
后复苏发现精子存活率达80%, 同时冻存液的甲醇

比例、冷冻前平衡时间及精液稀释比均对保存效

果有不同程度的影响。与传统的精液冻存方法不

同的是, 本研究通过直接冻存成鱼精巢组织以进行

精子的冷冻保存, 冻存步骤简单易行, 重要的是本

冻存方法所得精子存活率达93.83%, 且样品冻存时

间长达~250d, 冻存精子的存活率仍远高于已有的

报道结果
[24]

。此结果的获得, 可能是因为样品处理

方法、冻存液成分和降温程序等优化所致, 但具体

原因仍需进一步研究分析来验证。研究所用DMSO
为常见的冻存保护剂, 在黄姑鱼

[11]
、大黄鱼

[12]
和黑

鲷(Sparus macrocephalus)[28]
的精子冻存实验中, 均

发现DMSO浓度为10%时冻存精子的质量最好, 其
中黄姑鱼精子激活率达85.25%, 黑鲷冻精激活率达

92.91%, 特别是10% DMSO的条件下, 大黄鱼冻精

复苏后其活力、DNA损伤和线粒体及细胞膜结构

保持完整性的精子比例, 与鲜精相比无明显差异。

因此, 本研究中冻存液DMSO浓度为10%, 但进行美

洲鲥生殖细胞冻存的最佳浓度还需另行验证。

3.3    冷冻保存精巢细胞的应用潜能

冻存复苏的细胞可进一步用于细胞培养、基

因编辑及细胞移植等研究中, 因此, 有效的细胞冻

存方法是物种资源保存研究中的重要技术。在鱼

类中, 已有研究报道, 将冻存复苏的早期生殖细胞

成功移植到异种不育受体中, 使受体产生供体细胞

来源的功能性配子
[8]
。在研究中, 发现组织块冻存

法, 获得的精原干细胞存活率更高, 更适合于进行

生殖细胞的种间移植。细胞植入受体5d后仍能在

斑马鱼受体内检测到供体细胞, 证明冻存复苏的细

胞依旧具有增殖及发育活性, 而且具有一定的迁移

整合到受体性原基的能力。与此类似, Lee等[6]
将

虹鳟精巢组织进行了冻存, 解冻后将A型精原干细

胞移植到同种三倍体鱼中也能获得供体来源的配

子。

3 期 吴栩灵等: 美洲鲥雄性生殖细胞冷冻保存及移植 603



综上所述, 本文进行了美洲鲥精巢细胞的冷冻

保存、复苏、活性检测等技术的研究, 发现组织块

冻存方法所得到的细胞存活率更高, 尤其是早期生

殖细胞的成活率比较高, 更适合于进一步进行细胞

移植研究。此外, 组织块冻存法由于样品前期处理

简便, 更适合于野外资源的采集与保护。但美洲鲥

生殖细胞的最适冻存条件及移植效果等需要更进

一步的长期观察及研究才能确定。本研究结果为

将来开展水产动物生殖细胞工程育种及物种种质

资源保护等研究奠定了技术基础。
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STUDIES ON CRYOPRESERVATION AND TRANSPLANTATION OF THE
MALE GERM CELL IN AMERICAN SHAD (ALOSA SAPIDISSIMA)

WU Xu-Ling1, 2, HONG Xiao-You1, LI Kai-Bin1, ZHU Xin-Ping1, 2 and XU Hong-Yan1, 2

(1. Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academic of Fisheries Sciences, Guangzhou 510380, China;
2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China)

Abstract: Germ cells, different from somatic cells, carry the hereditary information and can transmit it to next genera-
tion. The germ cells cryopreservation and culture are the key techniques for cell engineer breeding and genetic resource
preservation. This study investigated the effects of cryopreservation of the testicular blocks or dissociated cells on the
viability of male germ cells of American shad after 250 days using Hochest33342/Propidium Iodide (PI) staining. The
results showed that the overall viability of germ cells from the testis blocks cryopreservation was higher than that of
dissociated cells cryopreservation, suggesting that the tissue frozen could efficiently cryopreserve the germ cells at dif-
ferent stages in American shad. Moreover, the thawed germ cells of American shad were stained with PKH26 before
transplantation into newly-hatched zebrafish fries (1 days post hatching). At the 5th day post transplantation, the donor
cells were still detected in some recipients and some donor cells were co-localized with the endogenous PGCs of reci-
pient, implying that the germ cells of American shad after a long-term cryopreservation still possess the properties of
germ cells and could integrate to the genital ridge of zebrafish host. The findings of this study provide technological
and theoretical basis for further investigations on germ cell development, culture and genetic resource preservation in
American shad or other anadromous fish in wild field.

Key words: Germ cells; Cryopreservation; Cell transplantation; Testis; American shad
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