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　　摘要：初步研究了中华青
!

胚胎在低温条件下的保存状况，结果表明，在发眼期使用添加泥炭土的０．５ｍｇ／Ｌ聚维
酮碘保护液４℃保存胚胎１５ｄ后２８℃孵化，正常仔鱼率能达到８２．２％，是３个时期４种保存方式中最高的；发眼期
胚胎在保存时使用添加泥炭土的１．０ｍｇ／Ｌ孔雀石绿保护液，正常仔鱼率也较高，能达到７７．８％；在脊索空泡化完成
期，孔雀石绿保护液浓度４．０ｍｇ／Ｌ时，正常仔鱼率最低，只有３３．３％，还有一定的畸形率；其余时期的保存效果介于上
述三者之间。结果表明，可以通过低温保存的方式延长青

!

胚胎的存活时间。
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　　青
!

属
!

形目（Ｃｙｐｒｉｎｏｄｏｎｔｉｆｏｒｍｅｓ）青
!

科（Ｏｒｙｚｉａｓ），是
一种小型淡水鱼，口上位，体长２０～４０ｍｍ，身体近似透明，喜
欢在上层水面群体游动，易于饲养，分布广泛［１］，是被国际标

准组织推荐的研究鱼类胚胎发育、遗传变异、生理特性和水生

毒理学的经典模式鱼类［２］。国外很早就将养殖青
!

作为水

族箱内观赏鱼来观赏和养殖［３］，经过多年的培育出现了若干

人工品种，根据颜色分有透明、白、银、橙、红、黄、金、黑、花等，

体型也出现了几种不同的类型，受到了人们的广泛喜爱。青

!

卵径大，卵膜透明，发育时间长，胚胎在器官发育完全后才

会出膜，是很好的科普教学材料。

我国对青
!

也有研究，１９８９年我国学者对东部青
!

和日

本当地青
!

做比较研究，将青
!

分为中华青
!

和日本青
!

２
个亚种，定义我国青

!

为中华青
!

（Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓｓｉｎｅｎ
ｓｉｓ）［４－５］。我国原生青

!

分布广泛，北至黑龙江、南至海南岛、

西至宁夏银川都有分布，主要生活在稻田小溪里，生物量很

大［６－７］。１９２４年为了消灭蚊子，我国从菲律宾引入了食蚊
鱼［８］。食蚊鱼经过早期的适应和发展，不仅完全适应了我国

的环境，而且迅速繁衍生息，将同等生态位的青
!

步步逼

退［９］，稻田里青
!

的身影越来越少，原来的“土著”青
!

也只

有在未被食蚊鱼入侵的少量地区生存。

近些年来，随着人们对环境的日益关注和青
!

作为观赏

鱼走进家庭水族箱，青
!

的生态意义和观赏价值得到了大家

的认可。但在青
!

繁育工作中，却遇到了繁殖量大而鱼苗养

成量小的问题。分析主要原因，一是青
!

胚胎发育时间长，

２８℃ 水温７ｄ才出膜，发育过程中易受水霉影响，很多胚胎
因发霉而死亡；二是仔鱼在繁殖季连续孵出，相互之间竞争激

烈，很多刚孵出的仔鱼处于劣势，因为没有合适的生存环境而

被淘汰。

低温生物学是探索低温（０～５℃）条件下生命现象的特
征和规律的学科［１０］。胚胎在低温时生命活动率低，但温度升

高到适宜温度后，还能健康生长，低温并没有造成不良的影

响，从而可以实现短期保存。鱼类胚胎低温保存在国内外都

有研究，国外研究过虹鳟［１１］、美国鲟鱼［１２］胚胎的低温保存技

术，国内对大银鱼［１３］、池沼公鱼［１４］做过胚胎的低温保存研

究。本试验采用２种常用药孔雀石绿和聚维酮碘，还有一种
常用在观赏鱼卵保存运输的泥炭土，对青

!

胚胎低温保存做

了初步研究，拟解决青
!

在繁殖扩大规模上遇到的问题，帮助

集约化养殖青
!

。

１　材料与方法

１．１　材料
试验材料为中华青

!

胚胎。中华青
!

采自江苏淮安，每

２００尾养殖在１００Ｌ水体的水族箱内，水族箱内放置生化过滤
棉加气，每天０９：００、１４：００、１８：００共喂食３次，前２次喂食体
重３％的商品细微颗粒浮性饲料，第３次喂食体重５％的新鲜
卤虫。光－暗周期１４ｈ－１０ｈ。每天１０：００吸污换水１次。

青
!

０６：００左右开始排卵受精，可以持续到１０：００。雌
鱼排卵，雄鱼随后追随授精，受精卵会成串地挂在雌鱼臀鳍

上，随着雌鱼运动卵块可能被挂在滤棉上，或者２ｈ后自由脱
落。本试验采取人工采卵，待卵受精后，用小网兜将雌鱼捞离

水面，用手或胶头吸管将卵块与鱼体分离，然后将雌鱼放回水

中，卵块收集在一处。用体式显微镜观察胚胎的发育状况，试

验之前将卵块放于培养皿中水浴锅恒温２８℃培养。
试验所用３个时期的胚胎分别为：发眼期胚胎（简称发

眼期）、１６肌节期胚胎（简称１６期）、脊索空泡化完成期胚胎
（简称脊索期）。

１．２　仪器
ＯＬＹＭＰＵＳＳＺ６１体式显微镜，双列六孔恒温水浴锅（型号

ＨＷＳ－２６），西门子冰箱（型号ＫＫ２１Ｖ７０）。
１．３　样本的处理

每份样本中包括同一发育时期的胚胎 １５粒，保护液
０５０ｍＬ，对于要添加泥炭土的样本则加入煮沸干燥后的泥炭
土２０ｍｇ，一起放入６０ｍｍ×４０ｍｍ的自封袋中密封，在４℃
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冰箱中冷藏，１５ｄ后取出在２８℃水浴锅中孵化。每个试验重
复３次。结果从３个方面考察，依次为胚胎存活率、胚胎孵化
率、仔鱼正常率，其计算公式如下：

胚胎存活率＝（保存１５ｄ后的胚胎存活数／样本中的总
胚胎数）×１００％；

胚胎孵化率 ＝（孵化出苗数／保存 １５ｄ后的胚胎存活
数）×１００％；　

仔鱼正常率 ＝（孵化的正常仔鱼苗数／样本中的总胚胎
数）×１００％。
１．４　数据处理

所有数据采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行方差分析，利用
Ｅｘｃｅｌ制作图表进行分析。

２　结果

２．１　胚胎在低温保存１５ｄ时只使用聚维酮碘保护液
由图１可知，３个发育时期中，发眼期和１６期保存效果

较好，与脊索期差异显著，这２个时期在０．５、１．０ｍｇ／Ｌ水平
上保存效果最好。发眼期在０．５ｍｇ／Ｌ水平保存效果显著，存
活率为８４４％；１６期在０．５、１．０ｍｇ／Ｌ水平上保存效果显著
高于对照和２．０ｍｇ／Ｌ水平，存活率都为８２．２％，但是与同浓
度的发眼期没有显著差异；脊索期４个水平无显著差异。在
２．０ｍｇ／Ｌ水平发眼期保存效果显著高于１６期和脊索期。发眼
期、１６期、脊索期的平均胚胎存活率为７５．０％、７１．１％、６２．５％。

　　由图 ２可知，发眼期胚胎在 ０．５ｍｇ／Ｌ水平与对照、
２．０ｍｇ／Ｌ水平组差异显著，孵化率为８４．２％；１６期在０．５、
１．０ｍｇ／Ｌ水平上与对照差异显著，孵化率为７５．７％、７８．４％；
脊索期在０．５ｍｇ／Ｌ水平与对照差异显著，孵化率为９０．３％。
发眼期、１６期、脊索期的平均孵化率为 ７３．７％、７３．０％、
７９．１％。

　　由图３可知，发眼期中０．５ｍｇ／Ｌ水平与对照及２．０ｍｇ／Ｌ
水平差异显著，正常率为７１．１１％；１６期中０．５、１．０ｍｇ／Ｌ水

平与对照及 ２．０ｍｇ／Ｌ差异显著，正常率分别为 ６２．２％、
６００％；脊索期中０．５、１．０ｍｇ／Ｌ水平与２．０ｍｇ／Ｌ差异显著，
正常率分别为６２．２％、５７．８％。在０．５、１．０ｍｇ／Ｌ水平上３个
时期的仔鱼正常率无显著差异。发眼期、１６期、脊索期的平
均仔鱼正常率分别为５４．０％、４８．２％、４８．３％。

２．２　胚胎在低温保存１５ｄ时使用了添加泥炭土的聚维酮碘
保护液

由图４可知，３个发育时期中，发眼期、１６期保存效果较
好，与脊索期差异显著。在０．５ｍｇ／Ｌ水平上发眼期、１６期与
脊索期差异显著，存活率分别为８８．９％、８６．７％。发眼期、１６
期、脊索期的平均胚胎存活率为８６．０％、８４．３％、７４．５％。

　　由图５可知，３个时期中，发眼期的胚胎孵化率最高。发
眼期中３个水平处理０．５、１．０、２．０ｍｇ／Ｌ与对照差异显著，孵
化率分别为９２．５％、８７．５％、７６．９％；１６期中０．５、１．０ｍｇ／Ｌ
水平和对照差异显著，孵化率分别为 ８９．７％、８０．０％。在
０．５ｍｇ／Ｌ水平上，发眼期、１６期保存效果最好，与脊索期差
异显著，孵化率分别为９２．５％、８９．７％。发眼期、１６期、脊索
期胚胎的平均孵化率为７９．５％、７４．０％、７９．１％。

　　由图６可知，３个处理中发眼期仔鱼正常率显著高于脊
索期。发眼期中０．５、１．０ｍｇ／Ｌ水平与对照及２．０ｍｇ／Ｌ水平
差异显著，正常率分别为 ８２．２％、７７．８％；１６期中 ０．５、
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１．０ｍｇ／Ｌ水平与对照及２．０ｍｇ／Ｌ水平差异显著，正常率为
７７．８％、６８．９％；脊索期中０．５、１．０ｍｇ／Ｌ水平与２．０ｍｇ／Ｌ差
异显著，正常率都为６４４％。在０．５ｍｇ／Ｌ水平，发眼期、１６期
与脊索期差异显著，仔鱼正常率为８２．２％、７７．８％。发眼期、１６
期、脊索期的平均仔鱼正常率为６７．１％、５９．８％、５６．８％。

２．３　胚胎在低温保存１５ｄ时只使用了孔雀石绿保护液
由图７可知，３个时期的胚胎存活率无显著差异。发眼

期中３个水平之间无显著差异。１６期中１．０ｍｇ／Ｌ与对照及
２．０ｍｇ／Ｌ差异显著，存活率为８６．７％；脊索期在１．０ｍｇ／Ｌ与
对照差异显著，存活率为８２．２％。发眼期、１６期、脊索期的平
均存活率为７４．５％、６８．３％、７２．７％。

　　由图 ８可知，１６期中 ２．０ｍｇ／Ｌ水平孵化率最高，为
８７９％。发眼期、１６期、脊索期的平均孵化率为 ７３．３％、
７３８％、６６．２％。

　　由图９可知，发眼期中１．０ｍｇ／Ｌ与对照及４．０ｍｇ／Ｌ水
平差异显著，正常率为７１．１％；１６期中１．０ｍｇ／Ｌ水平与对照
及４．０ｍｇ／Ｌ差异显著，正常率为６０．０％。发眼期、１６期、脊
索期的平均仔鱼正常率为５１．６％、４５．５％、４５．０％。
２．４　胚胎在低温保存１５ｄ时使用了添加泥炭土的孔雀石绿
保护液

由图１０可知，３个时期的胚胎存活率无显著差异，发眼期、

１６期、脊索期的平均胚胎存活率为８４．３％、７９．０％、８０．５％。
　　由图１１可知，发眼期、１６期与脊索期胚胎孵化率差异显
著。发眼期中１．０、２．０ｍｇ／Ｌ与对照及４．０ｍｇ／Ｌ水平差异显
著，孵化率为８７．５％、８２．５％；１６期中３个处理组与对照差异
显著，孵化率分别为８２．１％、９４．３％、８４．４％。脊索期中１．０、
２．０ｍｇ／Ｌ与 ４．０ｍｇ／Ｌ处理水平差异显著，孵化率分别为
７１８％、７８．４％。在４．０ｍｇ／Ｌ水平时，发眼期、１６期与脊索
期有显著差异。发眼期、１６期、脊索期的平均胚胎孵化率为
７４５％、７８．１％、６９．３％。

　　由图１２可知，３个时期的仔鱼正常率无显著差异。发眼
期中１．０、２．０ｍｇ／Ｌ水平与对照及４．０ｍｇ／Ｌ差异显著，正常
率分别为７７．８％、７１．１％；１６期中１．０、２．０ｍｇ／Ｌ水平与对照
及４．０ｍｇ／Ｌ差异显著，正常率分别为７１．１％、６８．９％。脊索
期中对照、１０、２．０ｍｇ／Ｌ处理与４．０ｍｇ／Ｌ处理差异显著，正
常率分别为５３．３％、６２２％、６０．０％。发眼期、１６期、脊索期
的平均仔鱼正常率为６１．２％、５７．７％、５２．７％。

３　讨论与结论

本试验中，中华青
!

胚胎经过１５ｄ的低温保存，平均存
活率为７６．２％，之后又顺利孵化成仔鱼，可见低温保存青

!

胚胎是可行的。国内外已有大量关于水温对鱼类胚胎发育的

影响的研究资料，主要集中在胚胎发育的有效温度、最适温
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度、临界温度以及积温等［１５－１７］方面，关于低温对于鱼类胚胎

的影响方面研究不多。国内做过大银鱼［１３］、池沼公鱼［１４］的

胚胎低温保存和短途运输技术研究，但这２种鱼的胚胎能够
在低温下保存和发育。青

!

的最低产卵温度范围为 ２１～
２８℃［４］，远高于低温范围（０～４℃），在这种情况下关于低温
保存胚胎的研究还没有报道过。

本试验中，低温保存时青
!

胚胎经常受到水霉菌的污染，

这是胚胎死亡的主要原因。水霉菌适应温度范围广，分布范

围也大［１８］，一旦发生将难以控制，往往给水产养殖业带来巨

大的经济损失［１９］。如何控制水霉是低温保存鱼类胚胎首要

解决的问题，常用方法有添加食盐［２０］、孔雀石绿［２１］、高锰酸

钾、甲醛［２２］等，近些年也有关于中草药［２３］和微生态制剂［２４］用

于防治水霉病的研究。本试验在采用了孔雀石绿、聚维酮碘

２种药品的基础上，添加了泥炭土来防治水霉病。泥炭土是
分解不充分的植物残体积累而形成的土壤，经常用于

!

科鱼

其他种属的运输保存，效果很好［２５］。本试验观察到泥炭土阻

碍了水霉菌丝的扩散，有效抑制了水霉。

本试验选取了３个不同发育时期发眼期、１６肌节期、脊
索空泡化完成期的胚胎进行低温保存，结果发现，发眼期胚胎

的存活率、孵化率和仔鱼正常率都较高，比其他２个时期保存
效果好。在超低温冷冻保存鱼类胚胎的研究中，发现不同发

育时期的胚胎对抗冻剂的抗性不同［２６］，在对青
!

胚胎的超低

温保存中发现保护剂的毒性在发眼期最弱［２７］。

本试验对青
!

胚胎低温保护液设置了不同的浓度，结果

表明高浓度的保护液（聚维酮碘 ２．０ｍｇ／Ｌ、孔雀石绿
４．０ｍｇ／Ｌ）对青

!

胚胎有伤害作用，这种作用不仅表现在低

温保存后的存活、孵化，还表现在仔鱼正常率低、畸形率较高。

综上所述，本试验对３种时期的青
!

胚胎用２种药品、４
种方式低温４℃保存，随后进行２８℃恒温孵化，对低温保存
后的存活率、２８℃时的孵化率和最后出苗的仔鱼正常率做了
考察，结果表明，在低温保存时低浓度的保护液能起到较好的

保存效果，最后仔鱼正常率能达到６０％以上；而添加泥炭土
的保护组存活率、孵化率和仔鱼正常率效果更好。仔鱼正常

率最高的是添加泥炭土的０．５ｍｇ／Ｌ聚维酮碘保护组，最后的
仔鱼正常率达到了８２．２％。
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