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未成熟的卵细胞为材料! 研究了玻璃化冻存对鲫鱼卵细胞的存活率及琥珀酸脱氢酶
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+ 鱼类的卵与一般细胞相比由于其体积

大" 相对比表面积小" 含水率高" 卵黄多等特点" 限制了水分的渗出和抗冻剂渗入的速率+ 同时由于卵

细胞具有高度的冷冻敏感性
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容易造成冷冻损伤)

4

*
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鲫鱼卵细胞的分离
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卵细胞
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溶液洗涤分离好的卵细胞
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鲫鱼卵细胞玻璃化溶液的配方设计

实验根据本课题组已成功冻存胚脑 %
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有海藻糖分成
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&的方法

进行玻璃化形成能力检测! 各组均能形成玻璃化#
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鲫鱼卵细胞的玻璃化冻存程序

&E0E&

冷冻前的预平衡 将鲫鱼卵细胞在
% %

下进行预平衡! 采用三步平衡法* 取
&%%

粒卵在
&&!

稀释

的玻璃化液中平衡
&% A5-

! 再在
&&&

稀释的玻璃化液中! 平衡
&% A5-

后! 取出转入玻璃化液中平衡
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A5-

! 分装入
!E% A@

冷冻保存管中#

&E0E!

冻存 将上述冷冻管进行标记! 直接投入到液氮'

$&<1 '

(中保存! 冻存时间为*
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和
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&E0E0

复温 从液氮中取出的冷冻管直接投入
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的水浴中! 充分振荡使其快速复温融化#

&E0E$

冻存液的洗脱 复温融化后样品迅速转移到无菌离心管中# 然后加入
!

倍体积的
&E( AB3

)
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$&的蔗

糖溶液! 摇匀$ 静置
&% A5-

! 去上清液! 再加入
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倍体积的
%E( AB3
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$&的蔗糖溶液重悬浮! 然后静置

&% A5-
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倍体积的
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液重悬浮
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次! 去上清! 加
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液摇匀备用#
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指标检测

&E$E&

卵细胞存活率检测 以台盼蓝拒染法检测细胞存活率# 计算公式为* 细胞的存活率
(

'洗脱后的

活细胞数
?

洗脱后的细胞数(

)&%%)
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&法检测卵细胞琥珀酸脱氢酶

!

!"#

"活性 根据
&39+166

的方法!
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&稍加改进' 取冻存后洗脱的卵细胞于
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孔无菌培养板中' 加入

"#; +<

培养液' 再加入
(#; =

(

<

""的
&''

溶液
";; !<

' 放入
!> #

的
(;#; +<
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""二氧化碳培养箱中孵育

%$; +*6

' 使
&''

充分被还原' 然后加入
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二甲基亚砜' 摇匀
!; +*6

' 使结晶物充分溶解后' 在酶

标仪上测定
(>; 6+

处的吸光值)
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统计学方法

以上方法均随机选取多个样本' 每个样本多次重复) 采用
?@A,0

和
BCBB

软件对数据进行处理' 利

用单因素方差分析"

36,!D1/ EFGHE
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在图中标记' 图中在

表示标准误差的误差线上方的字母相同表示差异不显著"
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实验结果
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玻璃化冻存对鲫鱼卵细胞存活率的影响

图
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所示为不含海藻糖组"

HB"$HB:

$玻璃化冻存液对鲫鱼卵细胞存活率的影响) 经
"$K )

的冻存

后' 各组卵细胞的存活率都随冻存天数的延长而呈下降趋势'
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组"对鲫鱼卵细胞存活率的影响!
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$玻璃化冻存液在经过
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的冻存后' 对卵细胞存活率的影响) 各
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在各组玻璃化液中'
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"活性的影响

图
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所示为不含海藻糖组%
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$玻璃化冻存液在经过不同时间的冻存后' 对鲫鱼卵细胞内琥珀
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$活性的影响) 随着冻存天数的延长' 冻存后的细胞内
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"玻璃化冻存液对卵细胞内琥珀酸脱氢酶!

'9:

"活性的影响% 在冻存过程

中# 卵细胞内
'9:

活性逐渐降低%

&'(

组的
'9:

活性在前
> ?

下降幅度较大!

"＜%@%*

"# 在
>%B ?

变化

不明显 !

"＞%@%*

"$

&'G

和
&';

组各天数之间均存在显著性下降 !

"＜%@%*

"$

&'?

组的
'9:

活性在

=

#

!

#

$

和
> ?

之间存在显著性差异!

"＜%@%*

"$

&')

的细胞经检测后发现# 其吸光值在
!%$ ?

之间无显

B>



第
!"

卷第
"

期 沈 蔷等! 玻璃化冻存对鲫鱼卵细胞活性的影响

著性差别"

!＞#$#%

#$ 比较各组玻璃化冻存液%

&'(

组冻存后鲫鱼卵细胞内的
')*

活性要明显高于其他

组 % 在经过
"

%

+

%

!

%

,

%

-

和
. (

冻存后 %

/00

实验检测到的吸光值分别为
#$%.%!#$##1

%

#$,2#!

#$##2

%

#$,1!!#$##.

%

#$,+!!#$#",

%

#$!#%!#$#"-

%

#$+2#!#$#"-

$

!

讨论

玻璃化溶液的组分和冷冻保护剂的配比是冻存获得成功的关键% 玻璃化冻存液应具备低毒& 高渗和

高玻璃化形成能力等特征$ 大多数玻璃化冻存液在高浓度使用时% 对卵细胞有较大毒性% 容易造成细胞

渗透损伤 '

"!

(

$ 冷冻保护剂的混合使用可能使单独使用时的毒性得到部分中和$ 本研究根据
3456

等 '

"

(

&

7859:;6<5

等 '

-

(

&

=:56>

等 '

1

(和
=:56>

等 '

",

(的研究结果% 结合本课题组已有的研究成果 '

,"%

(

% 选用
"?+#

丙二

醇& 二甲基亚砜& 甲醇和乙酰胺等为渗透性保护剂% 海藻糖& 蔗糖和聚乙二醇等为非渗透性保护剂% 配

制成玻璃化溶液$

"?+#

丙二醇具有较低毒性和较强玻璃化形成能力$ 二甲基亚砜在大量实验中被证明具

有易玻璃化和高渗透性等特点$ 乙酰胺是一种具有较高渗透性及毒性中和能力的保护剂$ 甲醇已被证明

在斑马鱼
"#$%& '('%&

的胚胎以及几种鱼类精子的冷冻保存具有明显效果'

-

(

$ 海藻糖对生物体或生物大分

子具有抗脱水& 抗冷冻& 抗高渗等非特异性保护作用$ 结果表明! 不含海藻糖组的玻璃化溶液
&',

和

海藻糖组的
&'(

冻存鲫鱼卵细胞后的存活率较高% 其组分分别为
"-#$# >

)

@

""

"?+#

丙二醇%

"##$# >

)

@

"" 二

甲基亚砜%

"%#$# >

)

@

""甲醇%

"+#$# >

)

@

"" 乙酰胺%

#$- AB8

)

@

""蔗糖%

!#$# >

)

@

"" 聚乙二醇以及
".#$# >

)

@

""

"?+#

丙二醇%

""#$# >

)

@

""甲醇%

#$" AB8

)

@

"" 海藻糖%

,#$# >

)

@

"" 聚乙二醇$ 且发现在海藻糖的浓度明显低

于蔗糖时%

+

组的存活率并没有显著差异$ 海藻糖可能比蔗糖更适合作为玻璃化冷冻保护剂$

卵细胞膜对冷冻非常敏感% 容易在冷冻过程中损伤'

"%

(

% 影响卵细胞的进一步发育'

"-

(及受精时精卵质

膜的融合$ 当细胞处于过冷状态时% 细胞膜上从液态转变为凝胶态% 同时% 细胞膜的不等收缩会导致机

械性的膜破裂及膜表面结构的改变% 从而导致细胞死亡'

"1"".

(

$ 本研究以台盼蓝拒染法来检测玻璃化冻存

后鲫鱼卵细胞的存活率% 发现随着冻存天数的延长% 细胞存活率成下降趋势% 在
- (

后基本达到稳定$

我们认为玻璃化冷冻保存过程中冻存液浓度变化以及冰晶形成等都会对膜造成损伤% 加入混合冷冻保护

剂可以减轻这种损伤$

线粒体是卵细胞中最丰富的细胞器之一% 数量巨大'

"2

(

% 其主要功能是为卵细胞的成熟& 受精及卵裂

提供能量$ 线粒体对环境因素的作用非常敏感
?

许多环境因素的影响都能迅速引起线粒体发生变化 '

+#

(

$

琥珀酸脱氢酶"

')*

*位于线粒体内膜上% 它参与线粒体内多种与细胞生命活动相关的反应% 如呼吸链的

电子传递& 三磷酸腺苷+

C07

*的合成等'

+"

(

$ 因此%

')*

活性检测对评价冷冻前后线粒体功能具有重要意

义'

++

(

$ 卵细胞经玻璃化冻存后%

')*

活性显著下降$ 可能是细胞在冷冻与解冻后% 线粒体部分损伤% 使

线粒体内的酶分布发生改变% 甚至引起酶的释放$ 这些酶游离出来进入基质% 影响了酶的稳定性和活

性, 也有可能是冷冻保护剂的高毒性引起酶复合蛋白体解聚% 造成酶系结构和功能的变化$

,

结论

从本研究结果分析% 随着冻存天数的延长% 鲫鱼卵细胞的存活率下降较为明显% 但
- (

后% 存活率

基本趋于稳定, 而鲫鱼卵细胞的琥珀酸脱氢酶+

')*

*活性则持续降低$ 玻璃化冻存液
&'(

组的配方及玻

璃化冻存方法对保存鱼鲫鱼卵细胞有一定效果% 但有待进一步研究和改进$
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