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摘要: 中华鲟(Acipenser sinensis)是我国一级重点保护水生动物, 其精原干细胞等种质资源冷冻保护技术尚不完

善。本研究在前期建立的匙吻鲟(Polyodon spathula)精原干细胞冷冻保存液配方基础上, 研究解冻温度、抗氧化剂

和抗冻蛋白对中华鲟精原干细胞冷冻保存效果的影响, 以期建立高效的中华鲟精原干细胞超低温冷冻保存方法。

研究结果表明, 实验设置的解冻温度(20、25、30 和 40 ℃)中 25 ℃组冷冻保存效果最佳: 解冻后细胞数目为

(3.86±0.51)×105, 细胞存活率可达(96.36±0.53)%; 比较不同浓度组(500、1000 和 1500 mg/L)的谷胱甘肽、抗坏血酸

和 α-生育酚等 3 种抗氧化剂对中华鲟精原干细胞冷冻保存效果的影响, 结果显示, 冷冻保存液中添加 1000 mg/L α-

生育酚的实验组, 解冻后得到的细胞数目最多(7.64±0.34)×105, 显著高于其他抗氧化剂添加组, 细胞存活率可达

(92.82±0.72)%; 通过比较不同浓度(0.1、1.0 和 10 μg/mL)的两种类型抗冻蛋白(AFPI 和 AFPIII)对中华鲟精原干细

胞的冷冻保存效果, 发现添加了 1.0 μg/mL AFPI 的实验组解冻效果最好, 解冻后得到的细胞数目为(6.85±0.19)×105,

显著高于其他实验组, 细胞存活率为(86.89±0.73)%。综上所述,中华鲟精原干细胞冷冻保存的最佳解冻温度为 25 ℃, 

1000 mg/L α-生育酚作为抗氧化剂, 和 1.0 μg/mL AFPI 作为抗冻蛋白对其冷冻保存效果最佳。 
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水产种质资源保存的方式主要有活体保存、

标本保存、细胞保存和基因保存, 其中细胞保存

一般分为细胞系保存、配子保存和胚胎保存[1]。

在鱼类配子和胚胎保存方面, 一方面由于卵母细

胞和胚胎细胞体积大和卵黄含量高等原因, 导致

其冷冻保存技术尚未突破, 目前仍停留在探索阶

段[2-4]; 另一方面, 体外条件下将鱼类早期卵母细

胞培养为成熟卵子的技术也未突破[5]。因此, 目前

鱼类配子保存方式主要以精子保存为主。但精子

只含有单亲遗传信息, 在濒危鱼类的种质资源保

存方面存在一定的局限性。鱼类细胞系保存为鱼

类资源的保护利用和遗传改良提供了重要工具 , 

目前建立的细胞系已达三百多株, 其中绝大部分

为成纤维细胞系, 少数为类胚胎干细胞系 [6], 但

由于鱼类诱导成纤维细胞和类胚胎干细胞成为生

殖干细胞的技术尚未成熟, 因此冷冻保存的细胞

系虽然携带双亲遗传信息却无法将遗传信息传递

给后代。与传统的种质资源保存方式相比, 生殖

干细胞冷冻保存具有诸多优势: 首先, 生殖干细

胞不仅携带双亲遗传信息, 还具有分化为两性配

子的潜能[7-8]; 其次, 由于其体积较小且脂质及卵

黄含量低, 这些细胞更易于在超低温环境下进行
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冷冻保存, 建立高效的冷冻保存技术[9]。 

中华鲟为国家一级保护水生动物 [10], 受人

类活动影响目前其资源已极度濒危 [11], 监测表

明每年洄游到葛洲坝下的中华鲟已不足 20 尾, 且

自 2017 年以来已经连续 7 年没有自然繁殖活动发

生[12], 物种极度濒危, 将中华鲟的生殖干细胞进

行保存是物种拯救的有效手段。生殖干细胞的冷

冻保存主要有直接冷冻性腺组织和冷冻解离细胞

两种方式, 生殖干细胞存在于性腺组织中, 因此

直接冷冻保存精巢或卵巢组织也可以获得高质量

的生殖干细胞。在西伯利亚鲟(Acipenser baerii)

的生殖干细胞冷冻保存中发现直接冷冻性腺组织

所得到的生殖干细胞中细胞存活率更高[13], 因此

鲟的生殖干细胞冷冻保存方式主要为直接冷冻性

腺组织。目前国际上已在多种鱼类中建立了性腺

组织的冷冻保存方法 , 如细鳞鱼 (Brachymystax 

lenok)[14] 、丁鱥 (Tinca tinca)[15] 、青鳉 (Oryzias 

latipes)[16]、红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)[17]、斑

马鱼(Danio rerio)[18]、鲤(Cyprinus carpio)[19-20]、

鳑 鲏 (Rhodeus ocellatus ocellatus)[21] 、 匙 吻 鲟

(Polyodon spathula)[22]等。 

研究表明, 不同解冻温度、不同浓度和类型

的抗冻蛋白、抗氧化剂添加对精原干细胞保存效

果有显著影响, 最优的解冻温度可使细胞快速越

过危险温度区并获得最佳活力 [23], 抗氧化剂

(antioxidant)有利于减缓甚至逆转细胞在冷冻保存

期间承受的氧化应激损伤[24]; 抗冻蛋白(antifreeze 

proteins, AFPs)可以使鱼类细胞适应零度以下的

气温, 并且在不适宜生存的条件中存活[25-26]。本

研究在前期建立的匙吻鲟生殖干细胞超低温冷冻

保存配方 [22]的基础上 , 进一步比较解冻温度

(20 ℃、25 ℃、30 ℃和 40 ℃)、抗氧化剂(谷胱

甘肽、抗坏血酸和 α-生育酚)和抗冻蛋白(AFPI 和

AFPIII)对中华鲟精原干细胞冷冻保存的效果, 从

而建立高效的中华鲟精原干细胞冷冻保存方法 , 

为中华鲟的种质资源保存提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  实验鱼 

本实验所用中华鲟来自中国水产科学研究院

长江水产研究所太湖试验场(湖北荆州), 选用 3 龄

雄性子二代中华鲟 , 体长为(95.30±5.58) cm, 体

重为(5.76±0.68) kg。实验鱼的使用得到中国水产

科学研究院长江水产研究所实验动物福利伦理委

员会的批准, 取样过程遵守实验动物福利和相关

制度。 

1.2  石蜡切片 

将精巢组织保存于 Bouin’s 溶液(Phygene, 中

国), 按组织大小固定 2~6 h, 转移至 70%乙醇溶

液长期保存。石蜡切片样品需经过 Bouin’s 固定、

乙醇梯度脱水、二甲苯透化、石蜡浸蜡、包埋等

步骤处理。对石蜡样品连续切片 , 切片厚度为

4.5 μm, 苏木精-伊红(HE)染色(Biosharp, 中国), 中

性树脂(Biosharp, 中国)封片, 正置显微镜(Leica, 

德国)下观察精巢组织形态结构并拍照。 

1.3  中华鲟精巢组织采集 

将雄性中华鲟用 MS-222 (Sigma-Aldrich, 

E10521)麻醉, 鱼体全身消毒后, 带入无菌间, 迅

速摘取无菌双侧精巢组织, 置于盛有适量磷酸缓

冲盐溶液(phosphate buffered saline, PBS, BI)的培

养皿中清洗血块, 加适量添加青霉素-链霉素双抗

(Penicillin-Streptomycin, PS, Sigma)的 L-15 (Gibco)

培养基于培养皿中, 并将培养皿置于冰盒(4 ℃)

上去除精巢组织上的腹膜和脂肪。 

1.4  中华鲟精原干细胞冻存与解冻复苏 

1.4.1  解冻温度筛选  称取 0.15 g 精巢组织, 将

精巢组织剪碎至 1 mm3 小块后, 用约 3 倍体积的

L-15 培养基清洗组织块, 4 ℃ 200 g 离心 5 min, 

重复清洗 3 次。最后一次离心完毕, 去上清后加

入 1 mL 配置好的冷冻保存液: 1.3 mol/L 二甲基亚

砜(DMSO, Amresco)、10%胎牛血清(FBS, Gibco)

和 0.1 mol/L 海藻糖(Wako), 溶于 L-15 培养基中, 

于 0.2 μm 滤器无菌过滤, 现用现配, 混匀后转移

至冻存管, 将冻存管和程序降温盒置于冰盒(4 ℃) 

1 h, 把冻存管转移到程序降温盒, 于–80 ℃保存

90 min 后转移到液氮。每组实验保存 4 管样品, 重

复 3 次, 用于实验的雄性中华鲟 3 尾。 
冷冻保存 2 d 后, 从液氮中取出冻存管, 并迅

速把冻存管分别置于已设置不同解冻温度(20 ℃、

25 ℃、30 ℃和 40 ℃)的水浴锅中解冻复苏, 完
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全解冻后用移液枪将解冻后的精巢组织分别转移

到 15 mL 离心管, 加入 5 mL L-15 培养基, 4 ℃ 

200 g 离心 5 min, 清洗 3 次。 

1.4.2  抗氧化剂和抗冻蛋白筛选   实验方法同

1.4.1, 但在冷冻保存液中添加不同浓度的抗氧化

剂: 谷胱甘肽(GSH, Merck)、抗坏血酸(VC, Merck)

和 α-生育酚(VE, Merck), 或抗冻蛋白: AFPI (A/F 

Protein Inc., USA)和 AFPIII (A/F Protein Inc., 

USA)。3 种抗氧化剂浓度设置为 500、1000 和

1500 mg/L, 两种抗冻蛋白浓度设置为 0.1、1.0 和

10 μg/mL, 共设置 15 种保存方法。每组实验样本

保存 3管, 实验重复 3 次, 用于实验的雄性中华鲟

15 尾。 

冷冻保存 2 d 后, 将冻存管置于 25 ℃水浴锅

中进行解冻复苏, 完全解冻后将精巢组织分别转

移到 15 mL 离心管, 加入 5 mL L-15 培养基, 4 ℃ 

200 g 离心 5 min, 清洗 3 次。 

1.5  精原干细胞分离 

解冻后的精巢组织经离心清洗后, 以精巢组

织∶消化液=15∶100 (W/V)的比例在精巢组织中

加入消化酶溶液(Dispase II，Roche) 50 μL; 胎牛

血清(FBS, Gibco) 50 μL; 40 mg/mL 胶原酶(Roche) 

100 μL; 1% DNaseI (Roche) 50 μL; L-15 培养基

750 μL, 制成 1 mL 消化液, 于 0.2 μm 滤器无菌过

滤(现用现配)并将其移至六孔板内, 置于 25 ℃培

养箱消化, 每隔 20 min 用移液枪轻轻吹打混匀。

消化 4 h 后加入 10% FBS 终止消化, 并依次用

150 μm 和 50 μm 滤器过滤消化液到 15 mL 离心管

中, 4 ℃ 200 g 离心 5 min, 弃掉上清液加入 2 mL 

L-15 培养基 4 ℃ 200 g 离心 5 min, 弃掉上清液

加入 500 μL L-15 培养基重悬细胞并在显微镜下

拍照计数; 用台盼蓝(Sigma)染色法检测细胞活性, 

重复计数 3 次。同时, 以新鲜精巢组织制备的细

胞作为对照组, 与冷冻保存精巢相比较, 用于实

验的雄性中华鲟 3 尾。 

1.6  细胞存活率检测 

取少量细胞悬液和台盼蓝溶液 1∶1 (V/V)混

合后 , 显微镜下 (Leica, Germany)用血球计数板

(Meilunbio)计细胞总数以及细胞存活率, 统计 3

个视野下的细胞数目, 取平均值。 

1.7  数据分析 

数据采用统计软件 SPSS 29.0 (IBM, 美国)单

因素 ANOVA 方差分析, P<0.05 表示差异显著, 

P>0.05 表示差异不显著数据以平均值±标准差

( x ±SD)表示, 用 GraphPad prism 10 软件作图。 

2  结果与分析 

2.1  中华鲟精原干细胞鉴别特征 

通过石蜡切片分析 3 龄中华鲟精巢的组织学

特征, 发现 3 龄未成熟的中华鲟精巢组织含有较

多的精原干细胞, 在精巢单个分散分布, 精原干

细胞的细胞核呈圆形或椭圆形, 细胞较大且核仁

明显(图 1)。 
 

 
 

图 1  中华鲟精巢组织学特征 

a. 10×; b. 40×. SG: 精原干细胞. 

Fig. 1  Histological characteristics of Acipenser sinensis testes 
a. 10×; b. 40×. SG: spermatogonial stem cell. 

 
2.2  不同解冻温度对中华鲟精原干细胞的超低

温冷冻保存效果 

在相同的冷冻程序下, 将中华鲟精巢组织冷

冻保存 2 d 后在不同温度(20 ℃、25 ℃、30 ℃

和 40 ℃)解冻精巢组织, 结果显示, 解冻温度为

25 ℃时 , 解冻复苏后制备得到的细胞数目为
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(3.86±0.51)×105, 高于其他解冻温度的细胞数目

且具有显著性差异(P<0.05); 解冻温度为 20 ℃、

30 ℃和 40 ℃时, 解冻制备得到的细胞数目无显

著性差异(P>0.05) (图 2a)。 

当解冻温度为 25 ℃时, 解冻复苏后的细胞存

活率最高, 细胞存活率为(96.36±0.53)%, 与解冻

温度为 40 ℃时的细胞存活率差异显著(P<0.05)。

20 ℃和 30 ℃两组解冻温度的细胞存活率无显

著性差异(P>0.05)(图 2b)。因此, 解冻温度为 25 ℃

时, 解冻复苏后的细胞数目和细胞存活率均优于

其他解冻温度, 故将 25 ℃作为中华鲟精原干细

胞冷冻保存的解冻温度。 
 

 
 

图 2  不同解冻温度对中华鲟精原干细胞细胞数目(a)和细胞存活率(b)的影响 

不同字母代表组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 2  The effect of different thawing temperatures on cell number (a) and cell viability (b) of Acipenser sinensis 
Different letter indicates significant difference between groups (P<0.05). 

 

2.3  不同抗氧化剂对中华鲟精原干细胞的超低

温冷冻保存效果 

与新鲜精巢组织相比, 冻存后制备得到的细

胞数目显著降低 (P<0.05)。冷冻保存液中添加

1000 mg/L α-生育酚(VE)实验组得到的细胞数目

显著高于其他抗氧化剂实验组(P<0.05)。同时, 随

着谷胱甘肽 (GSH)和抗坏血酸 (VC)浓度的增加 , 

其细胞数目呈下降的趋势(图 3a)。 

在细胞存活率方面, 冻存精巢组织的细胞存

活率均显著低于新鲜精巢(P<0.05)。在 9 组抗氧化

剂实验组中, 添加 500 mg/L 谷胱甘肽解冻复苏后

的细胞存活率最高, 存活率为(94.53±0.67)%。添加 
 

 
 

图 3  不同抗氧化剂对中华鲟精原干细胞细胞数目（a）和细胞存活率（b）的影响 

不同字母代表组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 3  The effect of different antioxidants on the cell number (a) and cell viability (b) of Acipenser sinensis 
Different letter indicates significant difference between groups (P<0.05). 
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1000 mg/L α-生育酚的细胞存活率为(92.82±0.72)%, 

仅次于 500 mg/L 谷胱甘肽和 500 mg/L 抗坏血酸

的实验组, 且无显著性差异(P>0.05)(图 3b)。 

总体而言, 抗冻剂中添加了 1000 mg/L α-生

育酚后制备得到的细胞数目显著高于 500 mg/L 谷

胱甘肽(P<0.05), 而 1000 mg/L α-生育酚的细胞存

活率与 500 mg/L 谷胱甘肽无显著性差异(P>0.05), 

因此 , 中华鲟精原干细胞冷冻保存液中添加

1000 mg/L α-生育酚能有效提高制备得到的细胞

数目, 同时细胞具有较高的活性。 
2.4  不同抗冻蛋白对中华鲟精原干细胞的超低

温冷冻保存效果 

与新鲜精巢组织相比, 冻存后制备的细胞数目

显著降低(P<0.05)。冷冻保存液中添加了 1.0 µg/mL  

AFPI 的实验组制备得到的细胞数目最多, 为(6.85± 

0.19)×105, 显著高于其他抗冻蛋白添加组(P<0.05)。

同时也发现, 随着冷冻保存液中抗冻蛋白浓度增

加, 解冻复苏后细胞数目均呈现先上升后下降的

趋势(图 4a)。 

冷冻保存液中添加了抗冻蛋白的实验组精巢

组织解冻复苏后其细胞存活率均显著低于新鲜精

巢组织(P<0.05)。结果显示, 随着抗冻蛋白浓度增

加(从 0.1 μg/mL 增加到 10 μg/mL), 解冻复苏后细

胞存活率均呈现先上升后下降的趋势; 其中添加

了 1.0 μg/mL AFPIII 的实验组细胞存活率最高, 为

(88.44±1.64)%; 添加 1.0 μg/mL AFPI 实验组的

细胞存活率为(86.89±0.73)%, 仅次于 1.0 μg/mL 

AFPIII 且无显著性差异(P>0.05)(图 4b)。 
 

 
 

图 4  不同抗冻蛋白对中华鲟精原干细胞细胞数目（a）和细胞存活率（b）的影响 

不同字母代表组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 4  The effect of different antifreeze proteins on the cell number (a) and cell viability (b) of Acipenser sinensis 
Different letter indicates significant difference between groups (P<0.05). 

 

1.0 μg/mL AFPI 实验组的细胞数目显著高于

1.0 μg/mL AFPIII (P<0.05), 其细胞存活率虽然低

于 1.0 μg/mL AFPIII 实验组, 但没有显著性差异

(P>0.05), 因此, 综合细胞数目和细胞存活率, 当

中华鲟精原干细胞冷冻保存液中添加抗冻蛋白时, 

加入 1.0 μg/mL AFPI 的冷冻保护效果最好。 

3  讨论 

3.1  解冻温度对中华鲟精原干细胞冷冻保存效

果的影响 

解冻与冷冻过程同等重要, 解冻温度也是影 

响超低温保存效果的重要因素。在冷冻细胞的升

温过程中, 会发生重结晶、细胞水化和细胞内的

去玻璃化, 最佳的解冻温度可以防止细胞受到上

述因素的损害[27]。冷冻解冻方法主要有低温慢速

解冻(5 ℃)、常温解冻(15~40 ℃)和高温快速解冻

(50 ℃以上), 目前最常用的解冻方法是常温解冻

和高温快速解冻。在鱼类精原干细胞超低温冷冻

保存的研究中, 更倾向于采用常温解冻的方式。 

细鳞鲑(Brachymystax lenok)的精原干细胞分别在

10 ℃、20 ℃、30 ℃和 40 ℃的水浴中解冻, 解

冻温度为 30 ℃时获得最高的细胞存活率(81.0±  
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1.3)%[28]; 而虹鳟[29]、澳洲彩虹鱼(Melanotaenia 

maccullochi)[30]和西伯利亚鲟[17]的精原干细胞最

佳解冻温度分别为 10 ℃、30 ℃和 38 ℃。有研

究发现, 解冻温度与不同物种细胞膜对解冻时温

度骤变的敏感性有关[31], 因此, 参考其他鱼类的

解冻温度, 并根据中华鲟的生活环境温度[32], 笔

者设置了 20 ℃、25 ℃、30 ℃和 40 ℃ 4 种不

同解冻温度, 发现解冻温度为 25 ℃时对中华鲟 

精原干细胞的冷冻保存效果最好, 易雨君等[32]研

究发现中华鲟的生长适宜温度为 18~25 ℃, 超过

28 ℃会导致摄食量减少, 生长速度减慢, 因此该

结果可能与中华鲟的生长适宜水温等有关。在鸡

精液冷冻保存的研究中发现, 快速冷冻后的精子

存活率、复苏率等都要高于慢速冷冻, 且快速解

冻有利于细胞迅速通过冰晶形成区, 从而避免细

胞结构的再次损伤[33], 但是快速解冻在鱼类的相

关研究中并不适用, 本研究结果表明, 随着解冻

温度升高, 其细胞数目和细胞活力均呈现下降趋

势, 这可能是与中华鲟精原干细胞对突然升高的

温度生理上不适应有关。 

3.2  抗氧化剂浓度和种类对中华鲟精原干细胞

冷冻保存效果的影响 

在多种抗冻保护剂中, 抗氧化剂对陆生哺乳

动物及部分水生生物细胞具有较强的保护作用 , 

可有效降低细胞内损伤[26,34]。研究发现, 谷胱甘

肽、褪黑激素、过氧化氢酶、抗坏血酸等抗氧化

剂抑制冷冻损伤的功效取决于超低温保存前的细

胞类型和细胞完整性[34-35], 目前已对 α-生育酚、

抗坏血酸、牛磺酸和谷胱甘肽等抗氧化剂进行了

研究, 并作为鱼类精子冷冻介质的潜在冷冻保护

剂使用[35-36]。抗氧化剂对冷冻保存效果的影响存

在物种差异性, 例如, 抗坏血酸和 α-生育酚可以

降低金头鲷(Sparus aurata)精子的 DNA 损伤, 但

相反的是, 这两种抗氧化剂却加重了欧洲舌齿鲈

(Dicentrarchus labrax)精子的 DNA 损伤[35]。在小

鼠的精原干细胞冷冻保存中, 将 α-生育酚添加到抗

冻保护剂中, 与不添加该抗氧化剂的对照组相比, 

精原干细胞的存活率显著提高 [37-38]。本研究中 , 

添加 α-生育酚后发现其能够显著提高冷冻保存后

的细胞数目, 并具有较高的细胞存活率, 说明 α-生

育酚作为中华鲟的抗冻保护剂是有效的, 细胞数

目的提升可能与 α-生育酚的亲脂性有关, 该特性

可使细胞减少脂质过氧化和 DNA 损伤[37]。有研

究表明, 谷胱甘肽可以提高河鲈(Perca fluviatilis)的

精子活率和运动速度, 但其对鱼类精子质膜完整

性和精子活力模式并无显著影响 [39]。本研究中 , 

添加谷胱甘肽后, 精原干细胞数目虽然有所提高, 

但是其细胞存活率相较添加 α-生育酚有所降低, 因

此谷胱甘肽虽然能够在细胞内活性氧浓度较低时

通过氧化还原过程减少其对细胞的损伤[40], 但是

由于低温保存过程中会产生大量的活性氧导致蛋

白质、脂质和核酸的氧化, 对细胞造成不可逆的

损伤, 甚至导致细胞凋亡 [34,41], 这可能导致细胞

存活率有所下降。长鳍叉尾鮰(Ictalurus furcatus)

在基础冷冻配方中添加过氧化氢酶、亚牛磺酸和

抗坏血酸后精原干细胞的细胞数目和细胞活力都

较低[42]。本研究中使用抗坏血酸的结果与其相似, 

其对中华鲟精原干细胞的冷冻保存效果最差, 说

明抗氧化剂的添加并不一定会对冻存效果产生积

极影响。因此不建议将抗坏血酸应用到中华鲟精

原干细胞冷冻保存, α-生育酚较其他两种抗氧化

剂对中华鲟精原干细胞的冻存效果更好, 这可能

与物种的差异性有关, 说明可将 α-生育酚作为中

华鲟精原干细胞冷冻保存的备用冷冻保护剂。 

3.3  抗冻蛋白浓度和种类对中华鲟精原干细胞

冷冻保存效果的影响 

抗冻蛋白可使物种在低温环境下具有高度适

应性, 并且能让鱼类在不适宜生存的环境中存活

下来[25-26], 它们在分子水平发挥作用, 并与细胞膜

相互作用[25], 能够在深度冷冻期间抑制冰晶的产

生[43-45]。已知的抗冻蛋白有许多类型, 但常用于

鱼类研究的抗冻蛋白有 AFPI、AFPII 和 AFPIII[26]。

在鲤(Cyprinus carpio)[46]、金头鲷 [47]、波斯鲟

(Acipenser persicus)[48]等的研究中, 抗冻蛋白对

精子冷冻保存效果产生了积极影响。而在长鳍叉

尾鮰的精原干细胞冷冻保存研究中发现, AFPI 和

AFPIII 添加到冷冻保存液中反而降低了细胞数目

和存活率[42]。与长鳍叉尾鮰相比, 本研究中添加

1.0 μg/mL AFPI 的实验组能显著提高得到的细胞

数目并获得较高的细胞存活率, 说明抗冻蛋白作 
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为抗冻保护剂是否能够发挥保护作用可能取决于

其浓度以及抗冻蛋白是否与该物种的细胞保护机

制相适应。有研究发现, 当某些特定的抗氧化剂

和抗冻蛋白结合使用时, 对长鳍叉尾鮰精原干细

胞的冷冻保存效果会有所改善[42], 后续研究也可

以探讨特定的抗氧化剂和抗冻蛋白组合对中华鲟

精原干细胞冷冻保存效果的影响。 

4  结论 

本研究通过探讨解冻温度、抗氧化剂和抗冻

蛋白对中华鲟精原干细胞超低温冷冻保存效果的

影响, 得出以下结论: 发现解冻温度为 25 ℃时, 

解冻后得到的细胞数目最多, 且细胞存活率最高; 

当在冻存液中添加 1000 mg/L α-生育酚时, 可以

显著提高得到的细胞数目, 同时具有较高的细胞

活性; 添加 1.0 μg/mL AFPI 实验组制备得到的细

胞数目最多, 且细胞活性也较高。本研究可为建

立高效的中华鲟精原干细胞冷冻保存方法提供基

础数据 ,为中华鲟种质资源冷冻保存及复原利用

提供技术支撑。 
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Effects of thawing temperature and cryoprotectant on the ultra-low 
temperature cryopreservation of spermatogonial stem cells of Chinese 
sturgeon (Acipenser sinensis) 

SHU Xuemi1, 2, YE Huan2, ZHONG Jia2, ZHANG Ming1, 3, LUO Jiang2, LIU Yuan2, DU Hao1, 2 

1. Key Laboratory of Freshwater Biodiversity Conservation, Ministry of Agriculture and Rural Areas; Yangtze River 
Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuhan 430223, China; 

2. Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100010, China; 
3. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China 

Abstract: The Chinese sturgeon (Acipenser sinensis) is one of the key aquatic animals under first-degree 
protection in China, but its germplasm resources, such as spermatogonial stem cells, are not well protected by 
cryoprotection technology. In this study, we investigated the effects of thawing temperature, antioxidants, and 
antifreeze proteins on the cryopreservation of spermatogonial stem cells of Chinese sturgeon based on the 
formulation of the spermatogonial stem cell cryopreservation solution used for the American paddlefish (Polyodon 
spathula). The aim was to establish a highly efficient method for ultra-low-temperature cryopreservation of 
spermatogonial stem cells of Chinese sturgeon. The best cryopreservation effect was achieved at a thawing 

temperature of 25 ℃ among the temperatures tested (20, 25, 30, and 40 ℃). The number of cells after thawing 
was (3.86±0.51)×105, and the cell viability reached (96.36±0.53)%. The effects of different concentrations 
(500 mg/L, 1000 mg/L, and 1500 mg/L) of glutathione, ascorbic acid, and α-tocopherol on the cryopreservation of 
spermatogonial stem cells of Chinese sturgeon were examined. The results showed that the experimental group 
with the addition of 1000 mg/L α-tocopherol to the cryopreservation solution had the highest number of cells 
(7.64±0.34)×105 after thawing, which was significantly higher than that of the other groups with antioxidants 
added, and the cell viability reached (92.82±0.72)%. The effects of different concentrations (0.1, 1.0, and 
10 μg/mL) of two types of antifreeze proteins (AFPI and AFPIII) on the cryopreservation of spermatogonial stem 
cells of Chinese sturgeon were examined. The experimental group with 1.0 μg/mL AFPI had the best defrosting 
effect, and the number of cells obtained after defrosting was (6.85±0.19)×105, which was significantly higher than 
the number in the other experimental groups, and the cell viability was (86.89±0.73)%. In summary, in the present 
study, we obtained the optimal thawing temperature for the cryopreservation of spermatogonial stem cells of 
Chinese sturgeon, evaluated the effects of three types of antioxidants and antifreeze proteins on the effect of 
cryopreservation, and established a highly efficient cryopreservation technology for spermatogonial stem cells of 
Chinese sturgeon. These data provide technical support for the cryopreservation and restoration of the Chinese 
sturgeon’s germplasm resources. 

Key words: Acipenser sinensis; spermatogonial stem cell; ultra-low temperature cryopreservation; thawing temperature; 
antioxidant; antifreeze protein 
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