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e

要

魚類精波之低溫及冷凍保存已經詳為研究 , 所發展出來
的技街在多種冷水及溫水性魚類都已証實可行。本文主要條
介紹細胞冷凍保存的原理 ; 前處理、冷凍及解凍引起之冷凍
傷害 ; 魚類精液保存時各重要影響因素 ; 短期低溫及長期冷
凍保存之成效。同時綜合介紹近年來由農委會補助本實驗室
進行之相關研究的成果 , 至盼藉此帶動此方面更多、更深入
的研究。

摘

魚貝類配子之冷凍保存已在很多種魚類及少數貝類之精液保存之基礎
研究與技術改進方面有了長足的進步和頗為成功的例子 (Billard 1978,
Mounib 1978, Harvey 1983, Graham et al. 1984, 黑昌壽 1987, Leung
and Jamieson 1991, Chao 1991) , 但是有關卵之研究則歷史較短 , 效果
不彰。低溫保存一般指將供試材料作必需之處裡後置放於 4 �

C 上下作短期
保存 ; 冷凍保存係採用液態氮為冷媒作長短期之超低溫保存 , 使擁有魚貝
類特有種原 , 以節省培養種魚貝之人力物力 , 不僅作為重要養殖種魚貝提
供基因之另一供應源亦能預為保存瀕臨滅亡危險之野生種的基因。大多數

作為配子保存研究之對象魚種均係具有商業價值並能由繁殖場供應試

材 (Scott and Baynes 1980), 至於野生種則僅限於為了保存瀕臨危險的
少數種。

由魚貝類配子保存預期可達成各種用途之潛力甚多 , 因此深深值得積
極研究發展 :

1. 維持種魚種貝之經濟性、
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2. 避免疾病損失之潛在力、
3. 供應繁殖場或實驗室適當用途之持續性、
4. 養殖場間運送原種之方便性、
5. 大幅提升種間雜交之可能性、
6. 種魚種貝供試範圍之擴大性。
本文將就冷凍保存原理、冷凍傷害、冷凍保存魚類精液之重要影響因

素 , 以及短期或長期保存得以成功的實例作綜合介紹。

二、冷凍保存生物體原理
生物質材之冷凍、解凍包含一系列複雜之動力學程序 y 其中熱量和水

在細胞及其周遭液體交換時之物理化學程序是冷凍保存中最重要的基本原

理及認識 ? 圖一示冷凍保存之基本原理 :

(一) 、冷凍

細胞在水溶液中降溫時 , 細胞及溶液均可能降至極低溫 ? 以至異

質核在細胞外之溶液中形成。如果這是在細胞內發生 , 則核會藉質膜
和其它未結冰細胞分開。水一旦結冰則細胞外溶液將會變得更濃 , 此
時較慢的降溫速率 , 將足以讓細胞逐步失水而維持在和慢慢濃縮的細
胞外溶液之滲透壓平衡之狀態 ; 但是長時間曝露在濃縮溶液下勢將致

死。
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圈一冷凍保存模式之圖解
(Leung and Jamieson 1991)
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假如降溫速率太快 , 水由細胞滲出成冰晶的時間不夠。細胞會藉
向質或異質冰核所引發之胞內結凍而達成平衡。細胞內結冰一般認為

會導致細胞的死亡 , 如果細胞夠小 , 譬如微生物 , 其水份會在結凍時
被抽去以致形成乾燥但可活存的狀況。

平衡狀況有助活存 7 但必須快速降溫以便將溶液濃縮且務必提高
濃度使細胞內冰量降至最少。加入某些化學物質會增加胞內冰品及濃
縮液間取得平衡之可能機會 , 一般稱之為冷凍保護劑或抗凍劑。

如果冷凍模式之因素已知 , 則可用數學模式來預湖此種適當的降
溫速率 (Ashwood - Smith 1980, Toner and Cravalho 1986,

林 1992) 。所需因素包括 :

1. 細胞內溶液之黏調度 ;

2. 細胞表面積對體積比 ;

動 3. 水經由細胞膜滲透之速度 ; τ

4. 細胞與最近距離之冰晶間距 ;

5. 細胞外溶液之黏調度 ;

6. 所添加抗凍劑之穿透力。
極快之降溫速率配上等快之解凍速率在理論上細胞較易存活。在

此等條件下 , 細胞內冰核雖可成形 , 但時間不足以使其成長或由於驟
冷轉變成玻璃狀而僅真有小核。遺憾的是對生物試材而言 , 極快速之
降溫或升溫一般較不易達成 , 老鼠肝臟粒腺體膜就須藉助快達
510-760

�C / 分之降溫及解凍才可活存 , 談何容易。
(斗、解凍

解凍時 ? 物化程式正好反向進行 , 理論上最好是怎麼冷凍就怎麼
解凍。即使採用最適降溫速率 y 仍然會有極少量小冰塊存在細胞內。

如此J 來 , 解凍時再結晶之現象將會發生而形成致死的細胞內冰晶。
一般藉採用快速回溫來減少再結晶的程度。但如果解凍太快 , 時

間反而不容許脫過水的細胞吸取和降溫時所損失的同等水量。大多數

種類的細胞或組織對快速解凍頗具掰受力 , 哺乳類胚胎則較例外。
Schneider(1986) 指出老鼠胚在溶質梯度變化太大時加上快速解凍往

往造成細胞膜受損而不易活存。

� 、保存
保存時應使用 - 130

�C 或更低的溫度。最常用的保存溫度是
一 196 �C( 即為液態氮的溫度 ) , 因為液態氮是頗為方便的冷媒。在如此
低的保存溫度下 , 生物分子停止活動 , 因此不能參與任何生化反應 ,
而且在此冷凍低溫下理論上生命物質可無限期保存。然而原子層次的
反應仍可在液態氮低溫下發生。其中周遭環境之輻射造成胞核之崩析
因為有可能構成突變所以是超低溫冷凍保存頗受關心之事項。經由環

境輻射造成之 DNA 傷害多半會累積 , 那是由於己知在 -196
�

C 下 ?
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DNA 修補可說是絕不可能的。還好事實上環境輻射其量微乎其微 ,
將老鼠胚胎曝露在相當於2000 年劑量之環境輻射 , 並未造成外表可觀
察到的傷害 , 僅有少量之染色體異常 (Glenister and Lyon
1986) , 所以超低溫冷凍保存可說是極長期間都仍然有效。

三、冷凍傷害

和結凍、解凍有關之傷害統稱為冷凍傷害 , 通常在冷凍保存程序中各
溫度階段各有不同傷害 ( 圖二 ) , 其中最主要及最多種傷害落在 0 至
一 40 �

C 區間。冷凍傷害主要由於散失溫度及添加抗凍劑引起相串連的影響
( 圖三 ) 。
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(Leung and Jamieson 1991)
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駐 在冷凍過程及添加抗凍劑時冷凍傷害之間互相影響之路線國

(Leung and Jamieson 1991)
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(一) 、冷刺激引起之傷害
Morris and Watson (1984) 在冷刺激引起的傷害之綜述中指出 ,

開始降溫時 , 細胞膜脂肪由液態變成固態而造成冷刺激傷害 , 特別是
溫度範圍在 10-16 �C 間 ? 又加上快速降溫。僅有低溫對有些膜脂仍不

至造成固態 , 倒是冰晶自然形成 , 使脂肪脫水 , 結果經由單層液狀結
晶而成為膠質態。降溫時會增加膜之張力 ? 如紅血球之溶血即為此現
象之結果。精子每每因種別之不同 , 在 16

�

C 以下對鈣之攝入反應不同
而對冷刺激之耐受力也有所差異。

(二) 、酸鹼度之影響

生物鹽類最低熔點溫度不盡相同 , 大約是O� - 55 �

C 間。在此溫
度內結凍及解凍破壞這些鹽類作為緩衝液之功能及因而改變生物溶液
之pHil 宜。 pH 值變動係導因自結凍、磷酸餌之存在或加入抗凍劑 7

一

‘且 pHil 宣改變超過極限時蛋白質會產生不可逆轉
,

之變性。 -

t=) 、細胞內冰之影響
隨著降溫速率不同 , 細胞內冰有容易或不容易形成之差異 ( 圈

一 ) 。細胞內冰之影響一般在解凍時更甚於結凍。冰晶大 , 傷害亦隨
之增加 , 小冰晶在快速結凍時產生但可能不至致死 ; 唯一且有機會再

結晶 , 不論在胞內或胞外都形成大而有害的大冰晶 , 以至造成對細胞
膜構造之機械性傷害。細胞膜傷害大多易於辨認。細胞內冰之形成 ,
細胞活存及降溫速率三者閉關係圖四可以解明。
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(閥、細胞外冰之影響
細胞外冰造成機械壓力及膜之傷害在極慢速之降溫模式可以充分

說明之。細胞皺縮、結冰範凰擴增 , 由於物理性變化而導致之細胞傷
害屬於此類。在一般使用之降溫速率 , 細胞外冰不至致死。

(五) 、溶質之影響
冷凍過程中 , 隨著水結冰 , 細胞內外之溶液愈發濃縮。不論快或

慢速之冷凍均可能產生相同之最終濃度。其中慢速冷凍使細胞暴露在
高濃度之溶質太久而較易致死。濃縮溶液連帶產生之胞膜傷害可能是

鹽類變性 , 或胞膜脂蛋白變性 ? 或是直接產生濃縮溶液使得胞膜發生
滲透障礙。

的、體積之影響
體積縮小也像濃縮溶液之滲透影響一樣 , 均會導至細胞膜壓力增

加。溶液影響下產生之體積變化一般有些忍受力之極限 , 植物細胞體
積縮小至 40-50 % 就致死。哺乳類卵或胚可容忍體積作50% 之縮小或
200% 之增大且持續 30 分仍不至於影響胚胎發育 , 但解凍後則忍受體
積變化之耐力大滅。

蚓、抗凍劑毒性
抗凍劑有助通過大多數之冷凍傷害 , 雖然較高濃度之抗凍劑較有

效 , 但也因此對生物有毒。常用的數種抗凍劑都已經過實驗證實其具
有毒性。譬如 DMSO(Dimethyl sulphoxide) 在 5% 濃度時有保護作
用 , 使魚類精液在冷凍解凍後仍可維持活力長達430 see; 若增為
10% 或 15% , 則只乘U300 see, 20 %則更減短為 250 see 。

DMSO 抑制過氧化氫酵素及過氧化物之活力。 ethylene glycol

改變細胞膜和外界嗜水分子之分配及降低其極性 y 結果磷脂雙層構造
脫水而導致細胞膜傷害。 DMSO 及polyethylene glycol 複合使用更
加危險其易導致膜之融合刊 methanol 之毒性則使心跳在降溫至
一 30 �

C 又回溫後不能復原。然而高濃度之DMSO 加上 amides 可減少
毒性。抗凍劑問毒性之比較今後頗值得多作對供試魚種種別性及抗凍

劑復合效果之探討 , 其保護原理於示圖五。

四、保存魚類精液的重要影響因豪 :

一般硬骨魚類精子的頭部缺頭冠頂體 , 中片含數個粒線體 , 尾部約為
頭長之 20 倍上下 , 橫切觀察時具有典型的9+2 型微管構造 , 其臆解酵素活
性很弱 , 大都依靠氧化代謝獲得活動所需能量。當精子在精漿中是不活動
的 , 但能以淡水或海水之滲透或K+ 離子之降低激活之。精子的活動係消
耗其本身所保有的能量 , 因此保存時 , 務必減少或降低精子的能量消耗 ,
降低溫度就是有效方法之一 , 但牽涉之條件甚多。為論及實際應注意之各
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圖五 滲透性抗凍劑有助冷 2束時減低鹽類之濃度。在一 20 �C 時平衡滲透壓
為 10667 mOsm , 若不加抗凍劑 , 重類濃度在冷凍至一 20 �C 時會導
致精于死亡。添加抗凍劑 , 貝 lJ 其鹽類濃度可耐受 (Lovelock, 1953,
Biochimica et. Biophysica Acta 11: 28-36.)

項影響冷凍保存精液成效之因素 , 特以國內各種重要經濟魚種如鳥
魚(Mugil eeph α lus) 、黑鍋 (Ae α nthop αgrus sehlegeli) 、吳郭魚 ( Oreo-

ehromis α ureus) 、鯉魚 (Cyprinz 的 C α:p io) 及石斑 (Epinephelus m α的 b α n-
eus) 舉例說明。

←) 、種魚的年齡及採精季節
實驗證實魚體內過熟或老化的精子 , 在4

�C 的保存期間較題。通
常在繁殖初期較不易取得成熟的卵 , 但確是理想的採精季節。但俟繁
殖旺季一過 , 卵質依舊良好而此時精液卻不適合作冷凍保存之用。將
建議國內數種淡海水魚種適合採精的季節如下 : 鯉魚3�5 月 , 吳郭魚
2�,7 月 , 黑鍋 12-2 月 , 烏魚 12-1 月 ,J\ 目魚 5 、 9 和 10 月 , 石斑4-7
月。

採精的方式除直接擠取外 , 亦可切碎剛死亡 (10d 、時以內 ) 魚的精
巢泡在生理食鹽水以取得精子懸浮液。而如石斑精液量較少的魚種 ,
可以毛細管插入生殖孔的方式取得精液。
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(二) 、精液晶質的維持
1. 精液收集時不宜有血液、鱗片、糞便及水的汙染或滲入。

2. 提供空氣以利收集之精液行呼吸作用及保持在最佳狀況 , 例如 : 收

集瓶裝入 1/3 的精液 , 另 2/3 空間注入潮濕的空氣。

3. 收集時及遣送途中應保持在4
�

C 的環境中以降低其新陳代謝速率 ,
提供隨後冷凍時之最佳品質材料。

(三) 、稀釋液 (Extender)
儘管以卵黃做為稀釋液的成份可成功的保存牛的精子 , 但卻不見

得適用於魚類精液的保存。在現場及實驗室中發現以 0.5% 的 glucose

或 honey (溶於生理食鹽水中 ) 可成功地保存嵐自魚及黑鋼的精液。吳
郭魚精液因具黏性 , 所以以牛奶、甲醇及生理食鹽水組成的稀釋液可
作為其理想的冷凍介質 , 鯉魚精液稀釋液則添加尿素為佳。

表一所列為本實驗室提供參考之數種國內魚種精液用稀釋液的組
成。

另外 , 以 15 % Menezo B2 Mediun INRA 加入 Glucose 和生理

食鹽水溶液中 , 可明顯增進冷凍前、後的石斑魚精子活力。
各魚種其精液稀釋比例 (精液 : 稀釋液 ) 建議如下 : 吳郭魚、黑

鋼、烏魚為1 : 1 , 鯉魚 1 : 3 , 貳目魚 1 : 4 , 石斑 1 : 20 。

(閩、抗凍劑 (Cryoprotective Agents, CPAs)

低溫保存持不必添加抗凍劑 , 但冷凍保存時 , 則非藉助抗凍劑之
保護無以竟其功。抗凍劑具有提供不安定酵素冷凍保護、在非冷凍水
溶液中穩定蛋白質的作用。許多化學物質都可作為抗凍劑 , 但在我們
的研究中 , 主要使用 ethylene glycerol 、 methanol 和DMSO 此三種

藥品作為抗凍劑。

抗凍劑在高溫時會使蛋白質變性 , 囡此對細胞具有毒性 , 然而高
濃度的抗凍劑可抑止冰晶的形成 ? 減少冷凍及解凍時對細胞的傷害。、
在沒有抗凍劑的情形下 , 只有極少數的精子在冷凍後能存活下來 , 但
加入冷凍劑後便可大幅增加其忍受範圈。在黑鍋、鳥魚精液加入
5�15 % glycerol, 吳郭魚加入 15% 牛奶和 5 % methanol, 鯉魚、訊自
魚、石斑加入 10 % DMSO 都可有效保有其精子的活力及受精率 (表

許多研究者指出使用 3.3 -15 % (v / v) glycerol 或DMSO 為最適
用於精液冷凍的抗凍劑 , 而過高的濃度 (20% 以上 ) 容易刺激RNA 的合
成。國內實驗時發現 methanol 只適用在吳郭魚的精液冷凍保存上。

(到、平衡時間 (Equilibrium time)

精液儲存在O
�

C 以上一段時間 , 會使得精子的細胞膜變厚 , 可增
加對冷凍及解凍時的抵抗力 , 在我們的研究中 , 精子在 glycerol 或
DMSO 中不需很久時問即可讓具穿透性之抗凍劑進入細胞內而達到平
衡。
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魚類精子在 glycerol 或DMSO 中經一段平衡時間 , 例如鳥魚不宜
超過一個小時 , 吳郭魚、黑娟、石斑不超過 10 分鐘 , 時間能縮短至 3

分鐘以內 ? 其活力和細胞形狀不變且在冷凍前後均可有良好的受精
率。

(六) 、冷凍速率 (Freezing rate)

冷凍速率在冷凍保存過程中具有重大的決定性。當冷凍速率太

快 , 則會形成細胞內冰晶 , 為防止細胞內冰晶形成 , 則必須調適冷凍
速率。某些種類的魚類精液在某些抗凍劑中會形成一重要的零下溫度

帶 (subzero temperature zone) , 在這範圍內 , 細胞會增加溶質的濃
度 , 因此 , 必須儘快地通過此一溫度帶。但是 , 也必須使其有足夠的
時間讓細胞去除水分 , 以避免冰晶形成。

冷凍方式除可直接由室溫經一中間溫 , 再投入液態氮中保存外 ,
亦可用分段降溫方式來進行哇鳥魚、黑備、石斑以兩段降溫方式來操
作 , 首先降溫至 -100

�C, 再降至 -196 �C, 鯉魚則以 5 �

C / min 的速
率 , 從 2

�C 降至一 7 �C, 再以 25 �C / m i n 的速率 , 從 - 7
�

C 降至

-70
�

C 。而吳郭魚則以 20 �C / min 的速率降至 - 35 �C, 再以 5 �C / min
的速率 , 從一 35 �C 降至一 75 �C, 最後均入液態氮之一 196 �

C �

(七) 、冷凍設備 (Freezing facilities)

冷凍保存過程中可選擇的設備有 :

1. 抽風櫃 : 可藉抽風之快慢使櫃底液態氮揮發成氣體之量增減而控制
冷凍速率。

2. 生物冷凍器BF5(Biological freezer BF5) : 裝置在液態氮桶中可謂
整與液態氮液面的距離。

3. 保溫桶或杯 : 在異丙醇或乙醇內逐步依時適量加入乾冰 , 亦可達成
粗略的降溫模式。

4. 可程式冷凍儀 (Programmable freezer) : 可事先設定冷凍速率步驟
快慢有別之多程式降溫 , 因為由微電腦控制電磁閥之開啟 , 十分精
確旦再現性高。

5. 保麗龍盒 (Styrofoam box) : 加入液態氮並放入 -PE 細片 , 使其距
液態氮面 2 公分 , 然後將裝有精液之麥管放在網上 , 蓋上盒蓋 , 將
其溫度維持在一 90 �C - -100 �C, 此乃方便、有效且花費少的方

法 , 本研究小組並已成功地運用在鳥魚、黑鍋、石斑的精液冷凍保
存上。

(八) 、解凍速率 (Thawing rate)

一般而言 , 將已冷凍之麥管投入室溫水中解凍 , 對於精子的存活
並無很大的影響。以吳郭魚為例 , 30 公升的水在25-29 �C, 30 秒即可
使0.5ml 麥管內精液完成解凍。另外亦可利用微波爐解凍 , 0.5ml 淺色
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質軟的麥管 , 以 40% 功率解凍 30-35 秒 , 而深色質硬的麥管需解凍 70

秒。
(蚓、活力鑑定 (Motility determination)

不論低溫或冷凍保存之精液 , 在提供使用之間 Ij 均需鑑定其活力。

一般利用顯微鏡來鑑定精子的活力。表三所列為傳統的鑑定標準 7 依

精子活力由不動、非常微弱、微弱、中等、強烈到非常強烈共可區分

為0-5 等級 ( 表三 ) 。因海水魚的新鮮精液一般可達 5 , 而淡水魚只
可達 2 或 3 , 所以游動的精子數目的比例有時也可作為輔佐判定的標
準。最近 , 有一種應用於醫學上的活力分析儀 (M 的 il 均 analyzer) ,

亦可用於精子的活力分析 , 它除可分析精子的游走及前進速度外 ? 亦

可計算出精子的總數、濃度及具不同活動力精子之分類及所佔比率
,

對於評比冷凍前、中、後及保存不同期間之精子活力 , 頗具客觀性。

市、受精率評估 (Fertility evaluation)
保存後之精液在受精時問題點在於很難決定所需精、卵的最適比

例 , 但仍需多加探討 , 以吳郭魚為例 , 事先依 50 精液 : 15 牛奶 :

10 methanol: 25 海水混合的冷凍精液
, 其0.3 : 1 和 0.4 : l(ml : g) 之

屑、卵比例皆可得到超過90% 的受精率。而石斑 , 其0.01-0.08 : 1

(ml : g) 之精、卵比例可得到超過 80% 的受精率
, 相對於對照組的

92% 。

五、在aOe 或近乎 aOe 之短期保存

不少研究短期保存者皆係以蛙縛類精子為對象 ; 如虹縛 (8 α Zmo

gairdneri) 之精液己可保存在oDe 上下達一個月 (Stoss and Holtz 1983a)

。 Moore(1987) 將鼓眼魚 (8tizostedion vitreum vitreum) 精液以四種含有

DMSO 及其他成份之稀釋液處理並保存在oDe, 以 32.1 或 21.1 pe 水浴解可

凍 , 最高可得 83.2% 受精率 (對照之新鮮精液 96.6 %) 。影響短期保存之成
功率有下列囡素 :

←) 、保存溫度 :

溫度影響低溫保存時之細胞新陳代謝至鉅。 Chum Salmon,

Oncorhynch ω仰的精液保存在3-15De 可得90% 至 50% 受精率。對

冷水性魚種 , 精子在短期保存時結凍點以上之低溫均不至致死。因此
不少短期保存均採用 oDe 。虹縛精液在4De 又充氧狀況下 , 保存 5 天之

後完全和新鮮精液一般好 , 甚至 14 天仍得高成效 (Billard 1981) 。另

外大西洋桂 (8 α Zmo saZar) , 以 2mm 厚精液樣品在oDe 充氧狀況下再加

125 μ g streptomycin / ml 可保存 10 天 , 6 天時授精力仍達 100%

(Stoss and Refstie 1983) 。對溫水性魚種而言 , oDe 以上有一適溫可
供保存精液。吳郭魚中之 S α rotherodon moss αmbicus 精液在oDe 時的
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活力比 5 �

C 更急邊下降。但若以 egg yolk-citrate 稀釋液作 1:1 稀釋可
助延長活力至 18 天 (Harvey and Kelley 1984) 。本文作者在黑鍋精液
短期保存時 , 若將樣品瓶放在4

�

C 水浴比直接放在冰箱中之4
�

C 空氣中

為佳 , 可維持至 10 天 (Chao et aI., 1986) 。

(二) 、氣體交換 :

一般精子可行有氧新陳代謝 , 保存期間有氧供應呼吸作用時 , 精
子授精力可能延長。 Billard (1981) 指出虹縛精液保存 5 天頗成功之

例 , 即因為在有氧狀況下大有助益。若有 penicillin 及 streptomyci-

ne , 再加上經常以純氧送入保存桶 , 可延長至 34 天 (Stoss and Holtz

1983a) 。一般言之 , 氧氣對精比卵重要 , 在偏高溫比低溫之冷凍保存
時氧氣也較為重要。

的、稀釋液和配子活力抑制的關係
短期保存最重視抑制精子活力的對策 , 否則其授精力很快就降

低。精子在精漿內最穩定可不必稀釋 , 必須稀釋時可參考Scott and

Baynes(1980) 之綜述。

對某些魚種之精液 , 稀釋是必要的。因為在擠精時其活力上升 ,
短期保存所使用之低溫不足以抑制其活力 , 所以一般建議以稀釋液補
充保存期問所需之能量。石斑精液加鹽類溶液及10% DMSO 有助在 5
� 10 �C 之短期保存 (Withler and Lim 1982) 。吳郭魚精液則藉含有
glucose, glycine 及 sucrose 之稀釋液 , 而使保存期由 5 天延至 18

天 (Harvey and Kelley 1984) 。

(閥、抗生素
因為一般處理步驟難免有細菌、徽菌之污染 , 抗生素之使用對低

溫保存有效。如大西洋艦類精液不加或加 penicillin 及 streptomyci -

ne, 其授精力在未降低至0% 前的時效分別為 6 天及24 天 , 顯然大有
差別 (Stoss and... Refstie ),983) 。鼓眼魚精液加 ampicillin 可冷藏在
1 �

C 達 14 天 , 不同含量有不同效果 , 180 月 ampicillin / ml 得90.8%

之受精率 , 3,325 μ g ampicillin / ro.l 得 86.4 % , 而新鮮精液則為
93.2 % ( 孔在 oore 1987) 。

六、長期超低溫冷凍保存
(一) 、受精率與保存時間的關係

魚類精液使用超低溫冷凍保存方式已證明可作近乎無限期的保
存。 Steyn and Van Vuren (1987) 在給魚 Clari αsg αnepmus 之實驗

以O.3ml 精 / 20ml#�( 約 7600 個卵 ) 證實 , 冷凍保存 14 天達 51%, 16 個月

難免又降低至 41% 。國內經濟魚種之一黑鍋精液經保存後 , 其授精力
亦隨時間有降低之趨勢。 1 、 7 、 7 及 342 天者各為 99.0 、 93.2 、 91.9 及
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91.5 % (Chao et al. 1986) 。目前常質疑的是因時間拉長而降低之受精
率是因為精子真的己漸漸喪失授精力 , 還是所使用供受精之卵的品質
有所差異 , 迄今未有定論ρ

(二) 、冷水性魚類的精液保存研究現況
桂、鱗魚方面精液冷凍保存成功之例甚多 (Mounib 1978, Stoss

and Holtz 1981, 1983 a, b, Stoss and Refstie 1983, Harvey
1983) , 無法一一詳述 ; 僅列舉數例以和國內魚種相關研究比較之。

太平洋提及海縛 (Salmo trutt α ) 以簡單之稀釋液 (0.3 M glucose

+10% DMSO) 很成功地冷凍保存其精液 , 前者得 36.0-91.3 % 發眼

卵 7 後者 38.4 - 54.8 %發眼卵 (Stoss and Refstie 1983) 。

Erdahl and Graham (1980) , 將brown trout (S α lmo trutt α

f α rio) , 虹縛精液冷凍保存在一 79
�

C 及 -196
�C, 均得到大於80% 之受

精率。 Brook trout (S α lveltn 的 fO"ntinalis) 貝 rj 得到平均 54%( 範圍在

3-98 %) 之受精率。

Stoss and Holtz (1983 b) 以極短平衡時間 ( 1 分 ) 及 10-20 %

DMSO 處理虹縛精液得 77% , 使用 NaHCO3 當解凍液 , 滲透壓 249

mOsm 時 , 得到 85% 之受精率 ,365 mOsm 時得61% 受精率。比同作

者Stoss and Holtz (1981) 早先比較解凍液中卵腔液 119 mmol Na-

HCO3 及 120 mmol NaCI 效果時所得 78.9, 75.3 及60.0% 受精率有些許
進步。同時也得知此一魚種之冷凍精液若要得到滿意的受精率 , 至少
應維持 3 X 106 精 / 卵之精卵比。世界各地近來有更多種類冷水性魚類
之精液冷凍保存成功之例 , 可參見Leung and Jamieson (1991) 之綜
述報告。

日、溫水性魚類的精液保存研究現況
鯉魚精液取材容易 , 所以在很多國家均進行冷凍保存實驗 , 目前

較佳的方法是以 10 % DMSO 為抗凍劑 , 採 5
�C/ min 由 2

�

C 降至
-7

�C, 再以 25 �

C / min 續降至一 70
�C 。可得 80% 之活力及40% 之受

精率 (Cognie et a�. 1989) 。近年中國大陸上將草、鰱、鱗、鰻四種淡
水魚精液在液態氮中保存 60-90 天後 , 分別獲得44.2, 32.6, 16.5 , 及 31.

0% 的受精率 (陳、劉 , 1991) 。國內四種重要經濟魚類 : 鳥魚、黑鍋、

吳郭魚及石斑之精液經多年研究 , 己能成功地冷凍保存在一 196
�C,

並有令人滿意的結果 , 各魚種最高受精率分別為 64.9, 99.0, 93.4 及 95.

7 % (Chao 1983, Chao et al. 1975 1986 1987 and 1992) 例如表四至
表七 , 其中尤以石斑精液送有佳績 , 因係變性種魚 , 四、五齡的雄性
種魚不易培養 , 而且平均每尾擠得到的精液量僅數毫升 , 民間繁殖場
因此藉助精子銀行而大有收獲 , 迄今推廣戶已達十四家 , 被譽為近年
來國際問首見魚類精液冷凍保存技術由實驗規模推廣至民間繁殖場實

際運用的成功例子。以往配合開發技術之產宮學各界 , 今後自應繼續

一 108 一



{

。
』
但
已
。
ua
的

HU--

【
們
回
一

們
﹒
柄
。

∞
﹒
叭
叭

。

明
』
UM
叫
『
們
自
叫

。
∞
E
口

。

bg+U
的

82

月
叫

AEm

-m
們

。

-Na

N.
咱
們

目
。
HH
詞
。

ud
』
U
呵
呵{

們
自
一

。

-OO
【

N-m

守

。

明

HUH-{

們
自
叫

。
的

EQ

SS+U

閣
。

UZ{
叫

Sm

�-Ue,
團團,

kv.N
可

海
.KV

..

明
』

UH--

們
圓
明

。
的

EQ

eks
。

-+
臼
閣
。
UD
【
曲
。

kvmu

�-T�
�- �

N.Nmw

海
.
∞
制

-
。
』H
因
。

u
輪
明

HUHZ

們
呵
呵

們

.cm

可
﹒
呵
呵

。

間

HUHZ

們
自
呵

。
盟
主c

ehzm+U

閣
。

ug
【
凶
。
kzm

【
。

huuh

【
凶

。

kgm+U
咽
。

UD
【
叫
。
kzm

0'1f 們

。

-mm

。
-N

0'1f 們

的

HUZ
【
們
回
呵

們

.-mw

海
.m
向

且
為
自

UM

-KV

M.Z

(
明
kn
呵
旬)

口
。
何
咕
咕

HZ
叮
叮

UEug
』

Qgb

【
固
的

� -°
俱‘

皂白

U
叫
咱
U
〉

Zug
。
』
已
。
hH
υ

.
世
的3
』
υ

850

克

Ea

ω
自
付
的
徊
。

ar

H

血
的
ω
』

MSEzaggbez=zEE

包
品
的
EM

苟
且
叮
叮
ω

E
ω
的
ω
』
已
。KAH

υ
∞
旦
司
的

DS
明
ω

Hez--H

ω
炯
炯
。

2-zg

出

們
曲
。
【

HH
】

『
∞
內
心

-H
同

一 109 一

Nhu
小-]{

』
司UMF

dZH
明
UHEW

吶



〉、
.D .....
叭 .且
已 .�
。回
想3 吃3

� e
:; 百
F 叫 ....

:= <I)

E 戶
,� (ij
h蚓、�

u-H
呵

EUM

而
叫.N
可

用
叫
﹒
們
m

N.
們
趴

趴
.-A
叫

hr.

。
們

可

.-p
m.-w

∞

。
.
趴A
叭

叭
.N
油

。
.
。
。

可

.KVKV

開
﹒N
淘

∞
.
們一

們
﹒
們

趴
叫
叭

叭
.
叫
趴

0.
。
趴(Ae)

hz-ZHU

凶

國

,

A
聞
)

HH
白
帥
一
UB

叫
咱
凶

。
們
HO
【

。
們U

吶

。
們
HO
【

。
們
叫
吶

。
例
UUmNuamNnm

mNH

宙

間
NH
』
尸

mNHm

們
.-H
呵

。

-nNmHNmnm
-YH

【

({g)

USZ
。
〉

gHua

∞

0
I"
、 r 、 r 、 r 、。 1.0。叫0 嗯:t M

F 司
∞
【
抖

。NA
叫
叫H

N
可
們

。
(
的

h
咱
可)

口
。
叫
苟
且
可

-uUESUHagham

EHUQ

∞

-HUEBUHQOEUH

弘
叫

ghua

間
品
的
UH
』
H
恥

訊
自
叫
自
同

�����������區司 ��

uu=SEHUQ

的

{

可
向

-suhH

恥
們
∞
趴
『

)

回
〉

(

例
『

.auhHam

∞
內
心
向

)

〉

(

∞

-DU
凶

am
∞
。
回)

〉
阿

- 110 一

(

海

-AU
凶

,m
∞
用
口)

叫
阿
阿

(

例
『
.
自
何
』
寸-m
∞
趴
月)

HH

(

卜

-8
月

a

可
∞

2)

個叫

(

皆
可
az
冒

oga

為

UM)

�.0�

ZH
間

UMh

.
∞
∞
∞
ω
且
也

HhREt

晶
。

-E
』
ω
恥
的
kmE
。
已
占
υ

EA
同
冉
的
EM

苟
且
悶
悶u
ω

E
ω
的
ω
怕
已
。

k

門
口
∞
忌
的
口
的
甜
的
SK2
月
3
屆
炯
炯
。
叫
起
宮
的
ω
出

J井
啊!這



-
。
HM
口
。
u

【
。

HMMM

。
u

【
。
拉
回
。
u

-
。
』

Hdou

呵
。
HHa
。
u

ut
咱
自

HUM

�

。

-om

-a
明

-O

﹒
岳
.
。

-E.
。

泣
的

.
。-E-O

勻
。
這
。
之
足

.
。

均
已
忘
。
這
足

.O

-S
間

-O
-E.
。

注
明

.
。

�
�

。
-E.
。

-a
明
.
。

�
�

。
-E.
。

HKE

。

E
。"
、
.
。

HKE

。

E
。

4.
。

器
叫

。們們們
。。。。叭

叭
可

。
Nam

寸
。
們

呀
。
們

-vO
們

寸
。
們

守
。
們

可
。
例

。
N
f 門

。N
N

(

閣
會
皂
白
。
有
且
可

-uuzaUHA

EHU

已
的

﹒
已
明.
。

shwkaq-OHE

台

22.
。

EahgE.

。

吉
思
這
也
.
。

泣
的

.
。

�

逞
。
這
足

-O

可
皂
、

haE.

。-E-O

..

-a
目
.
。

已
開

.
。

已
開
.
。

�
�

。
-E.
。

-e.
。-E-O

HKE
。

E
。

4.
。

句

FUK
『

HHW-OHEhM

逞
。
足
足
.
。

明
心
問UU
【
悄
的

們
∞
用
心

-kn-z

『

mN〉

們
∞

a-KA{

口
門
卜
『

〉
阿

們
∞

a-KA-z

『
∞HHH

- 111 一

N
0"1

∞

-mhv

可
∞A

叫
【

HUAEsau-mN

【HH

們
∞
用
叫
阿
h[
口
片
海
『

U
呵
呵
。

。
Z
抖
的
UH

dgz
υ

gg

ω
古
巴
品
ω

gg

za
∞
ω
同
冉
的
ω

hMRZ

呵
呵
』
ω
徊
。

-EE

已
的
且
也
也

-ZZSH

』
苟
且
何
可
ω
〉
』
心
的
ω
』
已
。
全
υ
∞
旦
的
旦
旦
的
ω

-KCE=

ω
悄
悄
。

2-DEM

。
。-

N.
∞
∞

。
。
【

們
.
。
小

g

。
.
。
們

w 、
。、

海
.
守
。

p
、

。、

N.
。
趴

。
。-

。

.oa

g

們
﹒
【
∞

g

--oa

g

可
﹒
們
。

。
。-

--F
∞

g

們
.
恥KV

N.
。
∞

們

.mp

g

h

γ
.m
∞

g

kv.NKV

ekg

-M
向
.
回

卓

�
�

自

111 羊



...huu
口
口

ZEOU

-mu
古
巴

巴
可
U
一
咱
自

。

0.mh
凶

。
。

.mRNT.o-

ho.

門

。
。-chm.

『
00.
。

們
WN.
∞

叫
世
』
尸
﹒

-a

們
可

.-a

『
唱.
們
∞

-o
』

HECu

m-u
一
伺
E

m-u
一
間E

R

『
U
古
巴

已
U
古
巴

己
去
呵
皂

-O
』
】
口

CU

tu-
呵

E

NNU
古
巴

一
。
』
】

EOU

-U{
呵
皂

-u
一
間E

『
U
古
巴

-u
一
間
巨

們W

』
尸
﹒
白
血
,

NH..

叫wa

【

h..omw

oo-
。
卜

。
。
-o
∞

--C
』
】

=ou

-o
』
】

EOU

們
U{

問
臣

們
U
一
間E

NU{
何

E

NU
古
巴

-u
一
咽E

-u{
何
ε

-2
呵
但

-u
一
呵
皂

mm.O

∞

∞

m.m
唱-

N
『.N
【

叭
叭.
可-00.m

∞

Nmw
﹒
月
間
卜

。
祖
.
∞

乏
�
們
a

mm.

』
尸
咱

們
們.
們
∞

且
為

EU
』
可
E
間

UUH
口
。
的

Z-Fd

� 主E
尪4 心,

CCN
Om
可

0.
們

。
.
可

∞
hN

�-Sï

RA
叩
門
、
門
咱
可
dO
們〉

。
們

。
可
N

C
∞-ON-

C

唱
。
們

可.cm.cm-om.om.cm.O

【【【【【。

ZO
們
∞
『

。
飢
民{

甜
的=
目=
〈
唱
N〉

】

v 、 0-. M

-.om.-m.N

p
、 �o

ZO
們
∞-

caa-H
的=
∞
且
〈
UN

口
問

M <們 MM. 門

-.om.OC.-m.C
O.
『

� --【。

品
。
們
∞
『

。
血
色
古=
∞
且
〈
叫
WNHH

一 112 一

。。們們們們開
們們們們們

0
"
、 0 or、 0 or、 Oor 、 0 or、

�O-O-O-O-O

。。∞
鬥
『

∞N
【

凡
「
【

』
尸
『

zooh

呵

。

mm
『
甜
的=
目=
〈
叫
WN回

'"
gg�

(-5)

UE

且
一
。
〉

(

閣
、
內
呵
可

)

臣
。
一H
咽

HE-u-uU
〉

MU
間

UHRH

gH
旦
的

ug
戶

U
百

Q
dZHgh

.
甜
的
ω
甜
苦gg
ω

-cga

ω

ESM
。

agzSM

』
ω
N
忘
記
晶
。
但
自
治
安
包

nMD
。
』
∞
品
的
ω
hh

可
口
叮
叮
ω
主
ω
的
ω
已
。
台
υ
∞
旦
的
己
的
抖
的
ω

HDEza--

。
閣
制
宮
的
ω
出

..I(
4



﹒
明
叫
叫
U

』
。
去
一
苟
且
σ
』
。
。
已
。
但

UD
問

uhH
吉
它
U
』
』
。
。

mME

可
丘
吉
的
皂
白
話
已
開
它
主
司
去
,
口

UN
。
占

hS

甘

UN--Z
』
U
』

UA

。
但

UE

丘
。
〉
叫
叫

UU
間

gHUE

呵
。
但

--EH

﹒
們

-EHUQ
閏

-vUB

伺
告,
因

UN
。
但
叫
旦
的
口

U{3
的

gE

宮

2.N

-AESU

司
法,
誌
』
呵{
且
也
白
這

32
σ
呵

KAAU

口
。
可
口
旦
這

NZZ
』
U
』
明
的
何

2.
【

mu-
呵

a
mu-
呵

E
mu-
咱

E
mu-
呵

E
mu-
呵
同
M

ma
呵

E
mu-
帽

a
mu-
呵

a
mu-
咱
自
H

mu{

咱
自

NAW.

『
趴

呵
呵W

﹒
∞kh

om.

向
海

守
們
﹒
NF

O
心
.
可
叫
H

NN.
趴
叫W

可

--N
心

∞
可.h
γ
頃

。
∞
﹒
∞
淘

守
們.
內
心
可

f 門 f 門 f 門 f 門 F 門 e 門 f 呵 , 而 M M

寸
。-omN-0

。
例
﹒
。

mTOO--o

mo.

。

可
。.
。

柄
。.
。

一
。
.
。

�
�
。

-aNh

『
AW

例,-aN-aN

【

AWN

Z
訓-aN

-a
叫

『
aN

呵
。
例

間
小
訊
問U
口
2
『
N
【

口
〉

可
U
【
呵
自

可
U
【
咱
自

由
WU
【
咱
自

守
。
【
咱
自

甘
心
-
咽
口
』
【

可
U
向
咱
自

-vU
【
咱
門
口

可
U{
呵

g

可
U{

咱
自

叭
叭
-N
咱

們
們.
們
∞

可
制
-mH
咱

們
。
.N
呵

。
心.
∞KV

O
們
.
飢
渴

。

F.F
可

mkv.
∞
可

。
。
.
向
科

v 、 F 門 , 門 F 、 F門甘、 F 、 F 、肝、

mN.

。
CN.
。

m-.
。

。
【.
。

吶
。.
。

可0.
。

阱
。
.
。

例
。
.
。

�
�
。

守
們-ym-vm

守
們

守
們

可
mh

守
們
已

由
、
們

守
們

一 113 一

同自

COF-

-m
叭
。
【U
口
口
『
N
『

同
〉

且
為
白
白
宮
吋

UUL
閉
目
。
間
一

--GA

�:;;
�.;;...

U 司

�3

({5)

UE

丘
。
〉

(

明
』
肉
咽
凹
凸

口
。
古
巴
口
苟
明

VUEU
明
白
心

uaF

g
』
U
【
峙
的

。
但
何(
間

。

ZH
明

UH

口
。
-H
呵

ZEZ
口
。
u.

干

嗎



戳力合作 , 希能再創佳績 , 落實生物技術在水產養殖上的應用。

七、展 望

低溫可以保存生命是近數十年的新興研究方向 , 而且已在醫學、微生
物、農業等方面開始運用。水產生物配子的低溫或冷凍保存有助繁殖和種
源庫的方便性及胚胎學和低溫生物學的實質發展 , 均已逐漸為科學家一一
証明。今後繼續厚植有關之理論基礎 , 改善其技術細節 , 開拓其應用範
圈 , 預期國內魚貝介類配子之保存及低溫生物學之研究的未來展望如下 :

←) 、對水產業界而言
利用精液冷凍保存技術 , 協助繁殖業者建立重要經濟魚貝介類精

液之長期供需管道。如此一來 , 進行自種人工繁殖時 , 所遭遇雄魚精
液欠缺 , 種魚成熟時段甚或季節不一致等問題 , 或遲行異種雜交或引
進野外強勢基因之要求皆可迎刃而解。同時減少蓄養雄種魚之人力 ,
空間與經費 , 對水產繁殖場不膏是降低生產成本之良策。

(二) 、對研究單位而言
在魚類遺傳育種研究方面 , 擴大各種組合的選擇範圍 ; 提供性狀

完全相同 , 已確知受精力之多批次精液 , 以確保實驗設計之起始點一
致 ; 至於在魚類雌核生殖預先經適量紫外線照射過之精液或獲得變性

後假雌魚之精液 , 均可以適當低溫或冷凍法加以保存 , 以發揮生物技
術連線作用。

臼、對水產生物種原庫而言

可藉由保存水產生物之精子、卵子或胚胎 , 有計畫的保有我國聞
有水產生物之種原 7 以長期冷凍保存法確保珍貴及多樣化基因資產 ,
採最經濟方法防止其流失。從選種觀點來看 , 本土水產種原之種種特
質己符合國人需要 y 將之融入今後之水產生物體系 , 更可強化其利
點。

(四) 、對低溫生物學之資訊與人力而言
目前國內有關低溫生物學之基礎並不厚實 , 正需要借重各不同研

究方向獲得之點滴資訊加以累積 , 水產生物具有種別豐富 , 配子數量
多 , 生活史短 , 實驗操作易等優點 , 近來以之作為實驗動物之模式已
漸受囑目 , 因此可以繼續提供研究心得 , 以促進低溫生物學加速發
展 , 同時培訓相關之基礎與實際之低溫生物研究人力。未來發揮低溫
生物學之潛力應是無可限量。
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