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提要    本文研究了六种抗冻保护剂 GLY(甘油)、DMSO(二甲基亚砜)、PG(丙二醇)、EG(乙二醇)、

DMA(二甲基乙酰胺)和MeOH(甲醇)在三种不同浓度下(5%、10%、15%, v/v)对太平洋牡蛎(Crassostrea 

gigas)担轮幼虫的毒性作用及冷冻保存的影响。太平洋牡蛎担轮幼虫毒性实验证明: 抗冻保护剂的种

类和浓度对太平洋牡蛎担轮幼虫产生的毒性强弱不同, 在抗冻保护剂浓度为 5%时, GLY、DMSO、

PG、EG 对太平洋牡蛎的毒性作用显著低于其他抗冻保护剂(P<0.05); 随着抗冻保护剂浓度增加到

10%, GLY、DMSO、EG、MeOH对太平洋牡蛎担轮幼虫的毒性作用显著低于其他抗冻保护剂(P<0.05); 

而抗冻保护剂浓度为 15%时, GLY、DMSO 对太平洋牡蛎担轮幼虫的毒性作用显著低于其他抗冻保

护剂(P<0.05), 且随着抗冻保护剂浓度的升高, 其对太平洋牡蛎担轮幼虫的毒性作用也增大。太平洋

牡蛎担轮幼虫的超低温冷冻保存实验证明: 以 10% DMSO作为抗冻保护剂, 采用分布降温法冷冻保

存太平洋牡蛎担轮幼虫, 28°C 水浴解冻后担轮幼虫运动率达到(73.00±2.00)%, 显著高于其他实验组

(P<0.05), 其次为 GLY组, 且各浓度间差异不显著(P>0.05)。该研究为太平洋牡蛎及其他贝类胚胎保

存提供了科学依据, 在贝类遗传育种和生物技术等方面具有一定的应用前景, 具有重要的生产实践

价值。 
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自 Ploges(1949)发现甘油在细胞低温保存中有抗

冻作用后 , 生物细胞和组织的低温冷冻保存研究迅

速展开 , 形成了一门新兴学科—低温生物学

(cryobiology)。低温生物学主要是研究在超低温

(196°C)条件下生物的形态结构、生理生化等生命现

象的变化规律以及细胞、组织、器官乃至整个生物体

活性保存的一门边缘学科 , 其在贝类配子和胚胎冷

冻保存中应用较为广泛。有关海产贝类精子的低温冷

冻保存, 自 20世纪 70年代初就有报道, 目前在牡蛎、

鲍鱼等经济贝类上已有陆续开展 , 其中在一些海产

贝类的精子保存中取得了比较好的效果, 如 Smith等

(2001)研究了长牡蛎(Crassostrea gigas)的精子、卵和

胚胎的低温冷冻保存。Yang等(2012)在弗吉尼亚牡蛎

(Crassostrea virginica)精子冷冻中发现 , 以无钙

Hank’s 液作为稀释液时, 10%的 DMSO(二甲基亚砜)

和 PG(丙二醇)对精子冷冻保存效果最好。Adams 等

(2004)发现添加有 0.45mol/L海藻糖的 DMSO对太平

洋牡蛎精液冷冻效果较好。从 20 世纪 90 年代开始, 

我国学者对重要海水养殖贝类, 如太平洋牡蛎(Cras-

sostrea gigas) ( 赟李 等, 2002)、香港牡蛎(Crassostrea 
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hongkongensis) (丁兆坤等, 2013)、栉孔扇贝(Chlamys 

Farreri) (李纯等, 2000)、九孔鲍(Haliotis diversicolor) 

(蔡明夷等, 2008)等进行了精子超低温保存研究, 先

后建立了 10 多种海洋贝类的精子冷冻保存技术, 将

冷冻精子技术进行了推广和应用, 对冻精生理活性、

结构及功能、遗传稳定性等方面进行了初步探讨(李

赟等, 2002)。过去 20 多年贝类精子超低温保存研究

工作的积累 , 为今后太平洋牡蛎胚胎冷冻保存技术

的建立和应用以及低温损伤机理的系统研究奠定了

良好的科研基础(张岩等, 2004)。贝类胚胎的保存特

别是对于牡蛎早期幼虫的超低温保存技术的研究已

有二十多年的历史, 如 Renard(1991)、Chao 等(1994, 

1997)率先开展了对牡蛎胚胎的冷冻保存研究。随后

Gwo(1995)、Smith等(2001)、Paniagua等(2001)、Choi

等(2003)等陆续开展了超低温保存牡蛎幼虫的相关研

究, 并取得了较好的效果。 

贝类配子、胚胎是海水养殖生产、优良品种培育、

及海洋渔业可持续发展的重要物质基础 , 随着海水

养殖业的快速发展 , 贝类种质保护严重滞后的负面

效应越来越严重。忽视贝类种质保护及品种选育工作

会造成贝类种质退化、生长速度减缓、对病害和环境

胁迫的防御能力降低, 从而导致巨大的经济损失, 因

此优良贝类种质保存已成为我国海水养殖业中亟待

攻克的重要问题。开展贝类种质的超低温冷冻保存技

术的研究、建立健全我国贝类种质库对于维持我国贝

类种质资源的稳定、保护贝类遗传多样性、开展贝类

遗传改良和生物技术育种都具有重要的意义(孙振兴

等, 2005; 于海涛, 2004)。本实验测定了不同浓度抗冻

保护剂对太平洋牡蛎担轮幼虫的毒性作用及其冷冻

保存的影响, 采用程序降温仪来严格控制降温速率; 

借助计算机辅助分析系统采集图像视频 , 测定了不

同抗冻保护剂在三种浓度下对太平洋牡蛎担轮幼虫

的毒性并筛选出了一种太平洋牡蛎担轮幼虫的冷冻

保存方法, 结果可靠稳定, 对贝类种质保存具有重要

的借鉴作用。  

1  材料与方法 

1.1  太平洋牡蛎担轮幼虫的采集 

实验所用的太平洋牡蛎于性成熟季节(2013 年 7

月 )购自青岛崂东海珍品良种培育有限公司 , 壳高

9.0—11.2cm, 壳宽 5.5—6.0cm, 数量 120只。暂养于

中国科学院海洋研究所海洋贝类增养殖与生物技术

实验室 100L 水族箱内, 暂养期间水温 16—18°C, 每

天换水一次。实验时选择性腺饱满的牡蛎, 解剖后取

精液与卵子, 按精卵比 80∶1 混合于 20°C 过滤海水

(混合前卵子在过滤海水中活化 30min, 精液在过滤

海水中活化 5min), 2h后取受精卵(100个以上)统计受

精率, 然后转移进 50L塑料桶继续培养, 混合 14h后

统计孵化率。显微镜观察大约 14h后太平洋牡蛎胚胎

进入担轮幼虫期, 开始实验。 

1.2  实验方法 

将发育到担轮期的太平洋牡蛎幼虫用 200 目的

筛绢过滤浓缩, 装入 50mL 的离心管中备用, 选取 6

种不同的抗冻保护剂 PG(丙二醇)、DMSO(二甲基亚

砜)、EG(乙二醇)、GLY(甘油)、MeOH(甲醇)、DMA(二

甲基乙酰胺)与混有浓缩过太平洋牡蛎担轮幼虫的天

然海水配成三个不同的浓度(5%、10%、15%), 置于

4°C冰箱预冷 20min后检测太平洋牡蛎担轮幼虫活力

作为抗冻保护剂毒性实验指标 ; 将不同浓度抗冻保

护剂中的太平洋牡蛎担轮幼虫吸入 0.25mL 的麦管中

(法国 IMV卡苏公司), 封口粉封口后置于 4°C冰箱中

平衡 20min, 待抗冻保护剂充分渗入担轮幼虫体内后

立即放入程序降温仪中(型号 Kryo-360-1.7), 采用分

步降温程序降温: 1°C/min 的降温速率从 0°C 降至

15°C, 平衡 5min 后再以3°C/min 的降温速率降至

40°C, 平衡 2min, 以15°C/min 降至80°C 后以

20°C/min降至180°C后直接投入液氮中保存。每一

实验组设三个平行, 实验重复三次。 

1.3  太平洋牡蛎担轮幼虫活力测定 

抗冻保护剂毒性实验中太平洋牡蛎担轮幼虫活

力的测定: 用移液枪吸取 100μL 的海水于干净载玻

片上, 吸取 5μL 担轮幼虫加入其中, 混匀, 显微镜检

测活力, 采用计算机辅助精子分析(computer-assisted 

sperm analysis, CASA)系统随机取三个视野采集太平

洋牡蛎担轮幼虫运动状态的视频文件, 统计运动率。 

超低温保存实验中太平洋牡蛎担轮幼虫活力的

测定: 太平洋牡蛎担轮幼虫在液氮中保存 2周后取出, 

将存有太平洋牡蛎担轮幼虫的麦管直接放入 28°C 水

浴中解冻 5—10s, 观察到麦管内液体呈透明状后立

即取出 , 用剪刀剪开两端待里面的液体完全流到载

玻片上, 置于显微镜下观察, 采用 CASA系统随机取

三个视野采集太平洋牡蛎担轮幼虫运动状态的视频

文件, 统计运动率。 

1.4  数据处理 

统计所得的数据采用 SPSS17.0 软件进行单因素

方差分析(ANOVA)并采用 Duncan氏进行多重范围比
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较分析, P<0.05表示显著差异, 所有结果均以平均值

±标准差表示。 

2  结果 

2.1  不同浓度及种类的抗冻保护剂对太平洋牡蛎担

轮幼虫的毒性作用  

不同浓度及种类的抗冻保护剂对太平洋牡蛎担

轮幼虫毒性作用见图 1。当抗冻保护剂浓度为 5%(v/v)

时, GLY、DMSO、PG和 EG四组抗冻保护剂中担轮

幼虫的运动率均在 9 3 %以上 ( 9 4 . 5 0 % ± 1 . 3 2 %、

93.17%±0.76%、93.00%±1.00%), 且差异不显著

(P>0.05), 但均显著高于 DMA 组 89.50%±2.50% 

(P>0.05), 说明这四种抗冻保护剂对太平洋牡蛎担轮

幼虫的毒性较小 ;  M e O H 组运动率最低 ,  仅为

8 3 . 5 0 % ± 1 .5 0 % ,  显著低于其他抗冻保护剂种类

(P<0.05), 毒性作用最强。当抗冻保护剂浓度 10%(v/v)

时, GLY、DMSO、EG 和 MeOH 运动率分别达到

89.67%±2.52%、80.33%±5.51%、86.5%±0.50%、

80.00%±2.00%, 各组之间差异不显著(P>0.05), 说明

10%浓度下 GLY、DMSO、EG和 MeOH对太平洋牡

蛎担轮幼虫的毒性较小; 其次为 PG 组, 运动率达到

68.33%±16.04%, 显著高于 DMA 组 33.17%±5.62%, 

(P<0.05), 但与 DMSO、MeOH 组差异不显著。当抗

冻保护剂浓度 15%(v/v)时, GLY对太平洋牡蛎担轮幼

虫的毒性较小 ,  运动率达到 77 .00%±2.00%,  与

DMSO 组 73.67%±1.53%差异不显著(P>0.05), EG 组 

 

 

图 1  抗冻保护剂浓度及种类对太平洋牡蛎担轮幼虫的毒

性作用 
Fig.1  The effect of different antifreeze protectants and 

concentration on trochophore larvae of Crassostrea gigas  

PG: 丙二醇; DMSO: 二甲基亚砜; EG: 乙二醇; GLY: 甘油; 

MeOH: 甲醇; DMA: 二甲基乙酰胺; 相同字母表示差异不显 

著(P>0.05), 不同字母表示差异显著(P<0.05)。下同 

次之, 运动率达到 76.67%±3.51%, 与 PG组 32.13%± 

2.60%、MeOH组 27.93%±2.32%差异不显著(P>0.05), 

而 DMA组在该浓度下, 没有担轮幼虫存活。 

由图 1可以看出, 同一种抗冻保护剂随着其浓度

上升, 对太平洋牡蛎担轮幼虫的毒性逐渐增大。六种

不同的抗冻保护剂在 5%(v/v)浓度时, 对担轮幼虫的

毒性作用最小 , 与 10%、 15%(v/v)浓度差异显著

(P<0.05)。GLY、EG、DMA、MeOH 在 10%浓度下

的担轮幼虫运动率与其在 15%浓度下差异显著

(P<0.05), 而 DMSO、PG在这两种浓度条件下差异不

显著(P>0.05)。 

2.2  抗冻保护剂浓度及种类对太平洋牡蛎担轮幼虫

超低温保存的影响  

不同的抗冻保护剂浓度及种类对太平洋牡蛎担

轮幼虫超低温保存的影响见图 2。当抗冻保护剂浓度

为 5%时, GLY、DMSO、PG、EG、DMA、MeOH组

解冻后担轮幼虫的运动率分别达到 59.67%±4.51%、

32.33%±4.16%、 13.33%±4.51%、 24.33%±2.52%、

3.67%±2.08%、0%, 且各组间差异显著(P<0.05)。当

抗冻保护剂浓度为 10%时, DMSO组担轮幼虫解冻后

的运动率达到最高值 73.00%±2.00%, 显著高于与其

他抗冻保护剂中的担轮幼虫的运动率(P<0.05); GLY

组次之, 解冻后担轮幼虫运动率达到 56.00%±5.29%, 

显著高于 PG、EG组解冻后担轮幼虫运动率(P<0.05); 

PG组解冻后担轮幼虫运动率 21.33%±4.51%与 EG组

解冻后担轮幼虫运动率 25.33%±3.51%差异不显著

(P>0.05)。当抗冻保护剂浓度为 15%时, GLY、DMSO、

PG、 EG 组解冻后担轮幼虫的运动率分别达到

62.33%±2.52% 、 12.23%±1.17% 、 9.3%±1.67% 、

25.17%±1.76%, 且各组间差异显著(P<0.05); DMA、

MeOH组解冻后没有担轮幼虫存活。 
 

 

图 2  抗冻保护剂浓度及种类对太平洋牡蛎担轮幼虫冷冻

保存的影响 
Fig.2  The effect of different antifreeze protectants and concentration 

on trochophore larvae cryopreservation of Crassostrea gigas 
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由图 2可以看出, 当抗冻保护剂为 GLY时, 5%、

10%、15%浓度下担轮幼虫解冻后运动率较高, 分别

为 59.67%±4.51%、56.00%±5.29%、62.33%±2.52%, 各

浓度间差异不显著 (P>0.05), 当抗冻保护剂为

DMSO、PG、EG时, 随着抗冻保护剂浓度的上升, 对

太平洋牡蛎担轮幼虫冷冻解冻后的运动率呈现先上

升后下降趋势。其中 DMSO 组三种不同浓度条件下

担轮幼虫解冻后的运动率差异显著(P<0.05), 10%浓

度下解冻后运动率达到最大值 73.00%±2.00%, 显著

高于其 5%浓度下 32.33%±4.16%、 10%浓度下

12.23%±1.17%的解冻后运动率(P<0.05)。PG组在 10%

浓度下解冻后担轮幼虫运动率达到最大值 21.33%± 

4.51%, 显著高于其 5%浓度下和 10%浓度下担轮幼

虫解冻后运动率 (P<0.05), 其 5%浓度下运动率

32.33%±4.16%和 15%浓度下运动率 12.23%±1.17%差

异不显著(P>0.05)。EG 组在 5%、10%、15%浓度下

担轮幼虫解冻后运动率差异不显著(P>0.05), 分别为

24.33%±2.52%、25.33%±3.51%、25.17%±1.76%。总

之, 在不同抗冻保护剂及不同浓度下, 10%DMSO 作

为抗冻保护剂对太平洋牡蛎担轮幼虫的保护作用最

好, GLY次之。 

2.3  太平洋牡蛎担轮幼虫超低温保存方法的筛选 

不同抗冻保护剂在其最优浓度下对太平洋牡蛎

担轮幼虫解冻后运动率的影响见图 3。DMSO在 10%

浓度下解冻后担轮幼虫的运动率达到最大值

73.00%±2.00%, 显著高于其他各抗冻保护剂最优浓

度下担轮幼虫解冻后的运动率(P<0.05); 15%GLY 组

次之, 解冻后运动率达到 62.33%±2.52%, 显著高于

10%PG、10%EG、5%DMA组解冻后担轮幼虫运动率

(P<0.05); 10%PG、10%EG组解冻后担轮幼虫运动率 

 

 

图 3  抗冻保护剂种类浓度对太平洋牡蛎精液保存效果的

影响 
Fig.3  The effect of different antifreeze protectants and concentration 

on trochophore larvae cryopreservation of Crassostrea gigas  

分别达到 21.33%±4.51%、25.33%±3.51%, 差异不显

著 (P>0.05); 5%DMA 组解冻后担轮幼虫运动率为

3.67%±2.08%, 显著低于其他实验组(P<0.05)。 

3  讨论  

3.1  抗冻保护剂种类和浓度对太平洋牡蛎担轮幼虫

的毒性作用 

抗冻保护剂多为渗透性的小分子物质 , 主要通

过渗入细胞内部, 发生水合作用, 使细胞内溶液的黏

性增加, 从而保护细胞不受冷冻损伤。不同的抗冻保

护剂由于其种类、浓度、分子大小、渗透能力、水活

性及胞内作用机理等各不相同 , 对细胞冷冻保存效

果亦有差异。随着抗冻液浓度的增加, 渗入细胞内的

抗冻保护剂随之增多, 由于抗冻液本身具有毒性, 浓

度太高会在降温前杀死细胞 , 而浓度过低又起不到

对细胞的保护作用 , 所以冷冻保护剂应该选择无毒

性或者毒性低、易渗透进细胞膜、并能很好地与细胞

液或与水分子结合的物质(Smith et al, 2001)。贝类配

子和胚胎保存中常用的抗冻保护剂有 GLY、DMSO、

PG、EG、MeOH、MDA 等, 虽然抗冻保护剂是牡蛎

幼虫冷冻过程中必不可少的 , 但其毒性可能会导致

幼虫在预处理和解冻后死亡。例如, Chao等(1994)在

验证 DMSO、EG、PG对牡蛎胚胎的毒性时发现, 早

期胚胎更容易受高浓度(4—5mol/L)抗冻保护剂的影

响 , 添加海藻糖或葡萄糖能够显著降低抗冻保护剂

对牡蛎幼虫的毒性 ; Nascimento 等 (2005)发现 , 

DMSO、MeOH对牡蛎幼虫在平衡 10—30min时的毒

性无显著差异, 而 PG 对牡蛎幼虫平衡时间越长, 毒

性作用越大。本实验采用不同浓度的不同抗冻保护剂, 

对太平洋牡蛎担轮幼虫进行抗冻保护剂毒性实验证

明 , 不同抗冻保护剂对太平洋牡蛎担轮幼虫的毒性

作用不同。在相同平衡时间(20min)条件下, 太平洋牡

蛎担轮幼虫毒性实验说明: 随着抗冻保护剂浓度的

升高 , 其对太平洋牡蛎担轮幼虫的毒性呈现逐渐增

大趋势; 在较低的 5%浓度下, GLY、DMSO、PG、EG

对太平洋牡蛎的毒性作用最小 ; 在 10%浓度下 , 

GLY、DMSO、EG、MeOH对太平洋牡蛎担轮幼虫的

毒性作用较小; 而在 15%较高浓度下, GLY、DMSO

对太平洋牡蛎担轮幼虫的毒性作用最小。综合分析可

知, GLY、DMSO在太平洋牡蛎担轮幼虫冷冻保存中

的效果最好, 这是由于 GLY 具有良好吸水性并能自

由通过细胞膜, 有利于保持细胞水分、稳定渗透压, 

在海水中添加一定量的 GLY 会使海水的黏性增强、
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热传导加快、可调节细胞脱水并保护蛋白结构, 而且

在高浓度下可以诱发膜融合。DMSO作为抗冻保护剂, 

具有渗透速度快、分布均匀、毒性低、且可以通过抑

制过氧化氢酶的活性达到降低冷冻损伤的效果。而

PG 的抗冻保护作用是通过降低水相的极性从而改变

细胞膜和水相之间的疏水性分子的分区 , 可能会导

致脱磷脂双分子层破坏从而降低抗冻效果。MeOH、

DMA 对细胞膜具有高度渗透性 , 因此其毒性较大 , 

高浓度下其冷冻效果较差。综上所述, GLY、DMSO

在不同浓度下的抗冻效果整体高于其他抗冻保护剂, 

但在较高浓度下使用时其对配子、细胞的毒性作用也

可能会超过其抗冻保护作用。因此, 在慢速降温冷冻

保存太平洋牡蛎担轮幼虫时 , 抗冻保护剂的浓度一

般不应大于 15%。 

3.2  太平洋牡蛎担轮幼虫的超低温保存 

渗透性抗冻保护剂通过渗透进入细胞内部 , 增

加细胞质的粘滞度从而降低冰点达到对细胞的保护

作用。抗冻保护剂由于其种类和浓度不同, 对细胞的

保护亦有所差异: 例如 Renard等(1991)发现无抗冻保

护剂冷冻保存牡蛎胚胎 , 冷冻保存效果差 ; 当用

0.5mol/L MeOH+0.5mol/L 蔗糖作为抗冻保护剂, 有

近一半的牡蛎胚胎存活。胚胎发育的不同时期, 对冷

冻效果有显著影响(王鹏飞等, 2008)。Gwo 等(1995)

发现, 太平洋牡蛎担轮幼虫期较 2-8 细胞期及原肠胚

期冷冻保存效果好, 当抗冻保护剂为 10%PG 时, 太

平洋牡蛎胚胎的冷冻保存效果最好。Chao 等(1997)

发现, 采用慢速降温法冷冻保存牡蛎、文蛤的胚胎和

初孵幼虫, 当抗冻保护剂为 2mol/L DMSO+0.06mol/L

海藻糖时, 可以获得较高的成活率。Paniagua 等(2001)

发现, 在2.5°C/min的慢速降温速率下冷冻保存美国

东部牡蛎(Crassostrea virginica)担轮幼虫, 10%、15%

浓度的 PG有较好的保存效果。Choi等(2003)发现, 采

用 0.2mol/L 的葡萄糖或蔗糖, 以1°C/min 的慢速降

温速率冷冻保存 D形幼虫, 保存效果最好。在了解冻

存过程中细胞渗透压的特性、细胞内冰晶形成的特

点、以及胚胎对抗冻保护剂毒性耐受等理论的基础上, 

本研究设计了太平洋牡蛎担轮幼虫超低温冷冻保存

实验并在上述实验基础上优化了传统的牡蛎胚胎两

步冷冻保存冷冻方法。结果表明: 冻存的太平洋牡蛎

担轮幼虫的运动率随着抗冻保护剂浓度的上升呈现

先上升后下降的趋势 , 低浓度的抗冻保护剂由于其

渗透保护作用差, 解冻后担轮幼虫的运动率低; 随着

抗冻保护剂浓度的升高 , 担轮幼虫的运动率有增大

趋势; 但在较高浓度下 , 抗冻保护剂毒性随之增大 , 

担轮幼虫的运动率降低。由于抗冻保护剂对太平洋牡

蛎担轮幼虫冷冻保存的作用具有两面性 , 需要筛选

出一个适宜浓度, 既能起到良好的抗冻保护作用, 又

不会导致幼虫细胞的损伤(Brock et al, 2001)。结果显

示, 浓度为 10%的 DMSO 对太平洋牡蛎担轮幼虫的

冷冻保护作用最好。太平洋牡蛎在胚胎后期担轮幼虫

阶段 (18°C 水温条件下 , 受精后 12h)以 10%(v/v) 

DMSO 作为抗冻保护剂 , 采用分步降温程序降温

(1°C/min 的降温速率从 0°C 降至15°C, 平衡 5min

后再以3°C/min 的降温速率降至40°C, 平衡 2min, 

以15°C/min降至80°C后以20°C/min降至180°C)

后直接投入液氮中保存, 然后将胚胎置于 28°C 水浴

解冻后放入海水中, 计算机精子辅助分析(CASA)测

得平均运动率达 73.00%±2.00%, 运动率较高, 证明

10%DMSO作为冷冻保护剂其毒性低、易渗透进细胞

膜、并能很好地与细胞液结合保护胚胎不受损伤。改

进后的慢速分步降温法 , 既能使牡蛎幼虫细胞较快

地度过结晶危险区(0— 40°C), 又不会使幼虫细胞

造成较大损害。本实验中抗冻保护剂及慢速分步降温

方法的筛选 , 为进一步提高牡蛎胚胎冻存的质量提

供了理论依据。目前贝类精子冷冻保存技术研究开展

的较多, 并达到了可应用的效果, 但是有关贝类担轮

幼虫的冷冻保存技术研究在国内还较为少见。该研究

在贝类遗传育种和生物技术等方面有一定的应用前

景, 具有较高的参考价值。 
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CRYOPRESERVATION ON TROCHOPHORE LARVAE OF CRASSOSTREA GIGAS 

HAN Long-Jiang1, 2,  LIU Qing-Hua1,  JI Li-Qin1,2,  WEN Hai-Shen2   
HUANG Wen1, 3,  ZHANG Guo-Fan1,  LI Jun1  

(1. Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, Qingdao 266071, China; 2. College of Fisheries, Ocean University of China, 
Qingdao 266003, China; 3. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 

Abstract    We studied six antifreeze protectants (GLY (glycerine), DMSO (dimethyl sulfoxide), PG (propylene glycol), 

EG (ethylene glycol), DMA (dimethyl acetamide) and MeOH (methanol)) at three concentrations (5%, 10%, and 15%, v/v) 

to test the toxic impact on the cryopreservation of trochophore larvae of the oyster. Result shows that the type and the 

concentration have different impacts on the larvae. At 5% concentration, GLY, DMSO, PG, and EG showed significantly 

lower toxicity than other antifreeze’s (P<0.05). At 10%, the toxicity of GLY, DMSO, EG, and MeOH remained significantly 

lower than other ones’ (P<0.05). Increasing to 15%, GLY and DMSO had still significantly lower toxicity among all 

(P<0.05). In general, increasing the concentration of antifreeze protectants would increase the toxic effect. In addition, the 

experiment showed that stepwise cooling with 10% DMSO as the antifreeze protectants was a best protocol to cryopreserve 

the trochophore larvae, and the motility of the trochophore larvae thawed in water bath at 28°C reached 73.00%±2.00%, 

which is significantly higher than other groups’ (P<0.05). GLY was the second best choice and no significant difference 

was shown among its concentration groups (P>0.05). This research provided a scientific basis for the cryopreservation of 

embryo for oysters and other shellfish, which is important for the production. 

Key words    the Pacific oyster;  trochophore larvae;  antifreeze protectant;  toxicity; cryopreservation 

 
 

 


