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摘 要：随着胚胎移植的商业化，胚胎冷冻已被广泛应用，同时胚胎冷冻在家畜育种、濒危

动物等遗传资源的保护、动物克隆方面的地位日益重要。随着胚胎冷冻技术的逐步成熟，许

多学者对鱼类的胚胎冷冻保存进行了大量研究，并且在抗冻剂、冷冻降温方法和解冻复活技

术等方面取得很大进展。本文拟对鱼类胚胎低温冷冻保存的原理、冷冻保护剂的选择、冷冻

方法以及影响鱼类胚胎冷冻的主要因子等方面作一综述。 
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自 1949 年英国生物学家 Polge 和 Smiht[1]发现存在于甘油溶液中的动物精子能够在低温

下长期存活这一现象以后，人类开始了对生物在低温环境下的生物学的研究。低温生物学在

医疗、生物种类保存及品种繁殖等方面取得了巨大的成就。在哺乳动物精子和胚胎的低温保

存研究方面，自从 1972 年 Whittingham[2]发明慢速冷冻法成功地冻存了小鼠胚胎，随后胚胎

冷冻技术不断的得到了发展，目前利用胚胎冷冻技术已经能够长期保存小鼠、牛、绵羊、山

羊、兔、大鼠、猪、人等的胚胎[2-6] 

畜牧业方面哺乳动物胚胎的低温保存，为家畜优良品种种质的保存和运输提供了极大的

方便，也使濒危物种遗传物质得以保存。这一技术在哺乳动物中得到广泛运用的同时，研究

者也将胚胎冷冻技术应用到了鱼类的胚胎保存中。自从 20 世纪 50 年代初英国学者

Blxaetr(1953)[7]首次成功冷冻保存大西洋鲜精巢以来，世界各国许多学者对鱼类配子和胚胎

的冷冻保存进行了大量研究，在抗冻剂的保护机理、稀释液配制、抗冻剂种类和浓度、冷冻

降温方法和解冻复活技术等方面进行了一系列的研究，并取得很大进展。鉴于鱼类胚胎冷冻

保存在鱼类种质保存、遗传多样性保护及鱼类育种研究等领域所具有的重要意义和应用价

值，近 20 年来,鱼类胚胎低温和超低温保存的研究引起人们的广泛关注和高度重视。本文主

要就胚胎冷冻保存中的相关问题作一简要概述。 

1 低温生物学原理 
低温生物学(cryobiology)是探索低温条件下生命现象的特征和规律，以及生物体保存的

一门科学。[8]它包括的内容十分广泛，几乎所有在低于正常(生物适于生存的)温度下进行的

与生物有关的实验研究或理论探索都属于低温生物学的范畴。 

低温保存就是通过低温抑制细胞代谢，使细胞由常温下的高能耗、强代谢状态，进入一

种能量消耗、新陈代谢降至最低点的休眠状态。其中细胞自身发生可逆性变化，蛋白质、酶

以及其它细胞结构均未被破坏，复温后就能恢复活力。一般认为在 0 一 60℃的温度区间细

胞内水分子会重新移动按一定次序排列成冰晶，造成损伤细胞的不可逆变化，故该区间应以

适宜速率尽快越过;而低于一 60℃后，细胞内的水分无序排列不再移动，进入坚硬、均质、



团块状的玻璃化状态，该可逆状态对细胞结构不会造成损伤(李纯等，2000)[9]。 

在大多数情况下,细胞的过冷程度比周围溶液更深，细胞外溶液先结冰,使溶质浓缩，导

致细胞外环境渗透压升高。如果降温足够慢的话，可以通过脱水来维持细胞内外环境渗透压

平衡。但是如果降温过慢，细胞长时间处于高渗环境中，对细胞产生渗透休克；如果降温过

快，细胞内水分又来不及移到细胞外，而在细胞内形成冰晶，冰晶会破坏细胞器，刺破细胞

膜,导致细胞死亡。通过冻前在稀释液中加入一定浓度的低温保护剂，让细胞在保护剂中平

衡并适当脱水，可将损伤降到最低限度。胚胎细胞内水分含量达 80%以上，在冷冻过程中

有 90%的水分形成游离水，而游离水在低温下易形成冰晶。一般胚胎在冷冻过程中不可避

免要形成细胞内冰晶，但只要不形成大冰晶，而是维持微晶状态，细胞将不受伤害。 

胚胎在冷冻过程和解冻过程中两次通过易形成冰晶的危险温区(-15℃~-50℃)，采取适当

的冷冻方法和低温保护剂，使胚胎安全通过危险温区,胚胎在冷冻前进行处理，向保存液中

加入保护剂如甘油或蔗糖等，改变细胞膜渗透性和溶液渗透压，防止溶液效应和渗透压差异，

减少降温和复温过程冰晶的形成。常规的冷冻保存胚胎一般在胚胎脱水以前诱导结晶，然后

缓慢降温脱水，解冻时快速复温到常温。现今通用的玻璃化冷冻法,高浓度的渗透性保护剂

组成的玻璃化液是一种粘稠的玻璃态物质，低温时它不结晶就可固化。胚胎在这种溶液中脱

水一定程度，可引起内源性大分子和已渗入的保护剂浓缩，从而使细胞在急剧降温过程中得

以保护。 

低温技术是一把双刃剑，应用得当时，可以长期保存生物；应用不当时，又可以产生严

重损伤、杀死生物。因此，要想利用低温技术有效保存生物细胞，必须了解低温损伤的机理，

根据生物材料的性质和类型，制定相应的冷冻保存方法。归纳起来，生物材料在降温和复温

过程中的冷冻损伤机制主要包括过冷休克、冰晶损伤、高渗休克和抗冻剂毒性等 4 个方面。 

如今，人们已经能够成功地超低温冷冻保存多种生物细胞及组织，甚至包括多种哺乳动

物的卵母细胞和胚胎都已经有了比较成熟的超低温冷冻保存技术。但是，鱼类胚胎及哺乳动

物主要器官等的超低温冷冻保存仍然还是有待进一步研究解决的课题。 

2 胚胎冷冻方法 
2.1 胚胎冷冻降温方法 

关于鱼卵和胚胎的冷冻方法,目前常用的有分段慢速降温、分段快速降温和玻璃化法三

种。 

2.1.1 分段慢速降温   在哺乳动物胚胎冷冻中，这是最早建立的一种冷冻法。一般为将样品

从室温慢速(2~5℃·min-1)降到冰点的温度，然后再以极慢的速率(0.05~0.5℃·min-1)降至

约-60℃左右，再以约 1~2℃·min-1 降至-85℃，停留约 10min，最后快速降温至-196℃的保

存温度。在鱼类的胚胎冷冻保存研究中，Zhang 等[10]1989 年就使用此方法进行过鲤鱼的胚

胎冷冻保存研究，并获得了液氮中保存胚胎有 25%复活并孵出鱼苗的成功实例。 

2.1.2 分段快速降温   此方法于与慢速降温法又很多相似点，其主要差别就是从 0℃到-60



℃，采用 2~5℃·min-1 的降温速率。章龙珍等[11]比较了两种降温方法对鱼类胚胎的影响，

结果表明在白鲢和草鱼的胚胎冷冻保存中，分段快速降温法优于分段慢速降温法；而张克俭

等[12]在 1997 年的研究表明，在泥鳅和银鲫的胚胎冷冻保存中，也发现分段快速降温优于分

段慢速降温 

2.1.3 玻璃化冷冻法   所谓玻璃化即液体在冷冻过程借助于极快速降温，使细胞内外的液体

越过结冰过程，而直接形成玻璃状固体，从而可以避免细胞内形成冰晶。这种冷冻法在小鼠、

牛和羊胚胎冷冻保存中获得不错的效果[13]，但在鱼类胚胎冷冻保存上的应用才刚刚起步。

陈松林等最早将玻璃化冷冻法引入鱼类胚胎冷冻保存研究(陈松林等，1991)[14]，之后章龙珍

等开展了淡水鲤科鱼类胚胎的玻璃化冷冻保存研究(章龙珍等，1996)[15]，并在泥鳅胚胎冷冻

中利用玻璃化冷冻方法获得冷冻复活的泥鳅胚胎，但解冻后胚胎未能继续发育成育苗(章龙

珍等，2002)[16]
，田永胜等(2003)[17]使用 GP 与 Met 配制的玻璃化液冷冻妒鱼胚胎获得了成活

胚，Chen 和 Tian(2005)[18] （使用 PG 和 Met 配制的玻璃化液冷冻保存牙坪胚胎获得成功。

Chao 等 [19] 比较了几种玻璃化液对斑马鱼胚胎冷冻保存的影响，表明 DAP2B 

(2mol·L-1DMSO+1mol·L-1 乙酰胺+3mol·L-1 丙二醇)的效果优于 VSI (20.5% DMSO+15.5%

乙酰胺+10%丙二醇)的效果；Zhang 和 Rawson[20]研究了斑马鱼胚胎玻璃化冷冻保存的可行

性，表明丁二醇可以形成玻璃化的最低浓度为 3mol·L-1，几种不同抗冻剂的混合物可以形

成玻璃化；尽管未获得完全复活的斑马鱼胚胎，但胚胎在玻璃化液中的形态保持正常。章龙

珍等[21]观察了泥鳅胚胎在不同玻璃化液中的存活时间，从中筛选出了几种较理想的玻璃化

液，胚胎在这些玻璃化液中的存活时间可以长达 70min。赵燕等（2005）[22]以牙鲆为实验对

象，研究认为，含有多种抗冻剂的玻璃化液 PMDD(2% PVP)，玻璃化稳定，脱玻璃化率较

低，适宜进行玻璃化冷冻。刘本伟[23]利用筛选到的混合抗冻剂 35%PMD，加入 5%的蔗糖配

成玻璃化液，采用玻璃化颗粒冷冻保存方法，对牙鲆尾芽期和心跳期胚胎进行超低温冷冻保

存，冻存时间超过 12h，在三次冷冻中，解冻后获得 4 粒复活胚胎， 4 粒胚胎均孵化出正常

仔鱼，最长存活 15 天，最短存活 11 天。玻璃化冷冻技术在鱼类胚胎冷冻保存中应用时间不

长，但是一直都在向前发展，因其所所具有的优点，相信在可预见的未来必定有着良好的应

用前景。 

3 影响鱼类胚胎冷冻的主要因子 

由于鱼卵和胚胎体积大(直径为 1 一 6mnI)、含水量多、卵膜通透性差、卵黄含量高，冷

冻保存较哺乳类胚胎困难得多。根据一些学者的研究结果，影响鱼类胚胎冷冻成功的主要因

子包括如下几个方面。 

 

3.1 保护剂 

胚胎在冷冻保存时，向保存液中加入冷冻保护剂可改变胚胎冷冻时的物理化学环境，减

轻和防止降温和复温过程中冰晶对细胞的损伤。结合哺乳动物胚胎冷冻对冷冻保护剂的研究



来看，冷冻保护剂可分为四类[24],即：（一）低分子量可渗透性保护剂；（二）低分子不可渗

物质；（三）大分子保护剂；（四）混合保护剂。 

用作胚胎保护剂主要有甘油、乙二醇、DMSO、丙二醇、丙三醇、蔗糖、聚蔗糖等。但

它们在对胚胎脱水保护的同时又会对胚胎产生毒性，对不同的胚胎表现不同的保护效果，在

鱼类的胚胎冷冻保存中，要根据不同的冷冻方法、鱼种、发育胚龄选择不同的保护剂。同时，

由于鱼类胚胎体积较大(直径 1~6mm)，而且具有 2 层膜，抗冻剂进入其内速率很慢，若想使

抗冻剂充分进入胚胎内，就必须在冷冻保存前，将胚胎放在高浓度的抗冻保护剂中平衡一定

时间，让抗冻剂有较充分的时间渗入胚胎内，这无疑会对胚胎造成伤害。Harvey 等在 1982

年的研究就表明，将鲑鱼卵放在甲醇中 2h，只达到预期平衡值的 23%，而 DMSO 和甘油的

渗入则更慢[25]。Robertson 等[26]比较了甘油、二甲亚砜和甲醇对似石首鱼胚胎的毒性作用，

表明尾芽期胚胎对甘油、二甲亚砜、甲醇这几种抗冻剂的最大耐受浓度分别为 1mol·L-1、

2mol·L-1 和 2mol·L-1，甘油的毒性作用大于二甲亚砜和甲醇。另外章龙珍等[27]研究表明,

甘油、二甲亚砜、乙二醇和甲醇对草鱼胚胎都有毒性，且浓度越高、处理时间越长，毒性越

大，在室温和 0℃，草鱼胚胎对 DMSO 耐受的极限浓度为 16%和 20%，对甘油的耐受浓度

为 4%和 5%，对乙二醇为 12%和 12%。此外，Zhang 和 Rawson[20]比较了几种抗冻剂对斑马

鱼胚胎的毒性作用，表明 1,2-丙二醇和甲醇的毒性最低 ,在 22℃和 0℃时将胚胎置于

3mol·L-1、1,2 一丙二醇和 5mol·L-1 甲醇中处理 30min,观察不到对胚胎的损伤作用。因

此，筛选出毒性低、渗透力强的抗冻剂，或将不同抗冻剂混合使用，从而降低单种抗冻剂的

浓度，减轻毒性作用，这对于鱼类胚胎的冷冻保存是至关重要的。 

3.2 胚龄的影响 

不同发育时期的鱼类胚胎对抗冻剂的敏感性及对冷冻降温的耐受力均不一样。许多学者

对多种鱼类不同发育阶段胚胎的耐冻能力进行了大量的实验研究。结果表明似石首鱼(sc 了

aneposocellatu)s 尾芽期胚胎比桑堪期胚胎更能经受冷冻保存(Robertson and Lwaenee，

1988)[28]；草鱼原肠期以前的胚胎对低温和 DMSO 非常敏感，在原肠期以后，随着胚胎发育

的进行，胚胎对低温及 DMOS 的耐受力也逐步提高(章龙珍等，1992)[27]。Zhang 等(1995)[29]

研究了斑马鱼不同发育时期胚胎对冷冻降温的敏感性，表明早期发育阶段的胚胎对冷冻最敏

感，心跳期胚胎对冷冻降温的耐受力最强。Hagedorn 等(1997)[30]也表明斑马鱼早期胚胎(受

精后 1.25一 2h)比晚期胚胎(胚盘下包 50%一 100%及三个体节期)更易遭受冷冻损伤。Routray

（2002）[31]在青鳉不同时期胚胎对抗冻剂 DMSO(0.6-2.5M)吸收的实验中发现，对 DMSO 的

吸收能力随发育阶段的延长而增强。但 Zhang 等（1993）在对去膜的斑马鱼胚胎水份和甲

醇的通透性的研究中表明不同发育阶段水份的通透性保持相对稳定，对甲醇的通透能力则随

着胚胎发育的进行而下降。但未去膜的胚胎对甲醇的渗透性则随着胚胎发育的进行而增强，

由此说明壳膜对水分的渗透性变化不明显，对抗冻剂的渗透能力可能随发育时间的延长而增

强。余来宁等[32]研究表明，中华鲟原肠细胞冷冻存活率明显比囊胚细胞的高。可以看出，





等(1997)[12]则发现冷冻泥鳅胚胎在 40℃水浴中解冻的效果明显优于在 25℃和 4℃的解冻效

果。 

 鉴于鱼卵或胚胎在冻前平衡和冷冻过程中，吸收了大量的抗冻剂，使其渗透压大为提

高，如果将冷冻卵子或胚胎解冻后一步进入水中，由于渗透压相差太大，会导致细胞的溃解。

因此，解冻后一定要逐步稀释去除细胞里的抗冻剂，让胚胎逐步过渡到水中去。Stoss 等

(1983)[ 41]用 1mol/1DMOS 冷冻虹蹲受精卵，解冻时让其分别在 0.5 和 0.25mo/l1DMSO 中各

平衡 5min，然后进入水中孵化，获得不错的效果。张克俭等(1997)将解冻后的鱼胚胎放在含

不同浓度抗冻剂的稀释液中，从高浓度到低浓度作逆向浸泡，最后进入水中培养，获得较好

结果。解冻后如何脱去冻胚中的抗冻剂，是胚胎冷冻保存能否获得成功的重要影响因子之一。

因此，必须根据胚胎的类型，所用抗冻剂的种类和浓度，合理配制解冻平衡液。 

4 鱼类胚胎冷冻保存的展望 
尽管人们对鱼类胚胎的冷冻保存研究的历史已有了二十多年，在研究中也偶尔有过超低

温冷冻保存后解冻胚胎存活的例子(zhangetal，1989；张克俭等，1997；章龙珍等，2002；

陈松林等，2003；李军等，2003；田永胜等，2003)，但是重复性效果不好，所以总体来说，

目前在该领域尚未取得真正的突破。目前，人们在鱼类胚胎冷冻方面的研究大多集中在鱼类

胚胎本身对降温及低温的反应特性、不同保护剂对鱼类胚胎的毒性和保护性、鱼类胚胎对水

及保护剂的通透性、不同发育时期胚胎的低温耐受性、使用不同的降温方法和降温速率、试

用不同的保护稀释液配方、冷冻前对鱼类胚胎的预处理、采用不同的解冻复温方法和解冻后

处理等内容上。但有关鱼类胚胎冷冻保存后，组织结构和细胞超微结构的变化情况，目前尚

未见有报道。 

低温冷冻保存技术在鱼类养殖、遗传育种及种质资源保存中有着明显的优点，（一）通

过建立胚胎冷冻库可将优良鱼类的原良种长期保存起来，从而避免由于捕捞过度、生态破坏

或环境污染而造成的鱼类物种灭；（二）胚胎的冷冻保存，可为鱼类遗传育种和生物技术研

究不间断地提供材料，大大方便鱼类遗传育种研究的进行。鉴于此，胚胎冷冻保存技术的完

善对渔业发展和生态环境保护都很有意义。所以针对鱼类胚胎保存中的一些不利因素，在将

来的胚胎冷冻研究中以下几个方面必将有所突破。 

4.1 抗冻蛋白的应用 

抗冻蛋白作为抗冻保护剂抗冻蛋白是存在于美洲大绵等耐冻鱼类体内的一种糖蛋白。

Knight 等（1986）[42]提出抗动蛋白在耐寒生物体中的重要作用。Carpenter 和 Harsen[43]表明

低浓度的抗冻蛋白能够提高人红血球冷冻存活率。Rubinsky 等[44]在冷冻保存猪胚和鼠胚时,

使用抗冻糖肽分别将冷冻胚胎的存活率提高了 25%和 82%。研究表明，抗冻蛋白在抑制冷

冻溶液中的冰晶形成方面具有很好的效果。由于化学抗冻剂（二甲亚砜等）在高浓度时，对

胚胎都有毒性，因此，寻找无毒高效的生物抗冻剂，也是鱼类胚胎冷冻保存的研究方向之一。

将化学抗冻剂和抗冻蛋白结合起来使用，将有可能降低化学抗冻剂的使用浓度，提高鱼类胚



胎冷冻保存的存活率，这方面的研究值得探索。 

4.2 加强玻璃化冷冻保存技术的研究 

玻璃化冷冻法在牛羊等家畜胚胎冷冻保存上已获成功。而这种方法在鱼类上的应用才刚

刚起步。与常规冷冻方法相比，玻璃化冷冻法不需要昂贵的冷冻降温设备，其操作也较容易，

因而在鱼类胚胎冷冻保存上具有很大的应用潜力。今后的研究重点应该是进一步优化玻璃化

溶液的配方组成,筛选低毒高效的抗冻剂，尽量减少抗冻剂的毒性，提高玻璃化程度；同时

寻找抗冻剂的中和剂,降低抗冻剂的毒性效应。 

4.3 鱼类胚胎干细胞在种质保存上的应用 

目前，鉴于鱼类胚胎冷冻保存难度大的实际情况，有些学者提出通过冷冻保存鱼类囊胚

细胞达到保存种质资源的目的。与鱼类囊胚细胞相类似，胚胎干细胞由于具有发育的潜能性，

又可以在体外进行大量培养、扩增。Calvi 和 Maisse[45]将发育到 Ballar6A-6C 期的虹鳟囊胚

细胞进行了冷冻保存实验。解冻后细胞的成活率高达 88%~95%。如将囊胚细胞冷冻保存与

细胞核移植技术结合起来，这条途径不失为长期保存鱼类种质的可靠方法，在鱼类种质保存

上也有重要应用价值[46]。通过建立优良、珍稀濒危鱼类的胚胎干细胞库，可以将某些鱼类

的基因型长期保存起来，这方面的研究同样值得探索。 

4.4 遗传稳定性的研究 

鱼类胚胎冷冻保存的主要目的是保存鱼类基因型，只有确保冷冻保存胚胎的基因结构没

有发生变化，这项技术才可以在生物多样性保护得到有效应用。因此有关冷冻保存对鱼类基

因结构的影响不容忽视。Vanper 等（1993）对非州鲶鱼的冷冻精子的基因变异情况的实验

结果表明超低温保存没有造成改变。但 Oteme 等（1998）对鲶鱼冷冻精子的实验发现有冻

精授精产生的第四代的基因型发生了变异。所以说明选择的稳定（指不会造成基因变异）的

抗冻剂及生化处理方法应该引起高度重视。今后将运用分子生物学和生化遗传学技术对鱼类

胚胎冷冻保存低温保存后的遗传结构进行分析评价。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

附表：鱼类胚胎低温保存研究成果 

 

种类         发育阶段       保存温度(℃)及时间      成活率（%）     文献 

银大马哈鱼    受精卵           -20                  6.4          Stoss,1983 

虹鳟          发眼期           -25                 10~26         Erdshl,1986 

鲤            尾芽期           -30(15min),-196(20min)13.4,18.7      Zhang,1989 

斑马鱼        心跳期           -25，-30             43.8          Zhang,1993 

团头鲂        出膜前期         -40(16min)           14           章龙珍,1994 

青鱼          心跳期           -30(15min)           12.5          章龙珍,1994 

泥鳅          心跳期           -100(60min), -196(120min) 10         张克俭,1997 

银鲫          心跳期           -100(60min)          15            张克俭,1997 

草鱼          心跳期           -100(60min)          10            张克俭，1997 

虹鳟          胚盘             -196                88~95          Calvi，1997 
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