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增，经济活动频繁，盗猎极为严重 ，例如，剑川 

县老君山，据当地猎手介绍前十年尚有滇金丝 

强近百只，但现在仅存不足 20只了。 

滇金丝猴在学术上的意义 从中国灵长类 

化石的资料得知：在我国更新世早期至晚期地 

层中找到金丝猴化石，其化石分布区与现生种 

类地区大体一致，可认为金丝强是我国的一个 

极为珍贵的孑遗生物中的活化石。经近年我们 

研究室的研究结果看，金丝猴是最高等的旧大 

陆冁，处于联类与猿类的中间地位 ，是研究动 

物进化方面极为珍贵的活材料。而滇金丝猴除 

具有一些金丝猴固有的特征外，还有许多相异 

的特性，例如：川、黔两种金丝强是属于树栖型 

的动物 ，而滇金丝猴则是兼有树牺及地栖适 

应性的半地栖动物，其骨骼 、肌肉必然有其独 

特的结构与功能(正在研究中)。其食性极为狭 

窄，所采食的食物主要是富含松脂的暗高山针 

叶，消化道及其细菌群落亦特殊，对研究灵长类 

动物如何消化粗纤维也是有意义的课题。 

据知滇金丝猴是四种佥丝猴中栖息地海拔 

最高的一种，常栖息于海拔 37OO一42OO米 的暗 

高山针叶林带，为适应高山低温低气压的缺氧 

环境，滇金丝猴的血红蛋 白高达 18．48克，一百 

毫升；红血球高达 578万，立方毫米，所以它是 

今后研究高山缺氧环境下动物生理的好 材料。 

也由于它倪生存于人迹罕见地区的 孑遗生 物， 

所以也是研究动物生态学，行为学较为理想的 

动物。 

经近几年我们的野外考察工作，已经初步 

掌握了滇金丝猴的数量 、分布，种群结构，目活 

动规律，迁移习性 、野生食性 、生殖习性及栖息 

环境等，现已开始转入室内驯养繁殖及细胞学 

等研究工作，由于它进化地位较高，我们认为研 

究滇金丝猴是有较大的科学价值的。 

保护措施 近年来由于对滇金丝猴的宣传 

报道增多，已引起分布区内党政部门的重视：大 

力宣传野生动卿保护法，对四起盗猎案件给予 

了严惩；严禁无证捕捉；严禁市场买卖活抿及 

皮、骨等；对滇金丝猴核心分布区的白马雪山自 

然保护区给予人力、财力的支持等。 
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我国寄生虫低温保存的研究概况 

沈 橱 靖 沈 静 德 
(第一军医犬学寄生虫学教研室) 

随着寄生虫科研工作的不断深入，仍然以 

动物接种和体外培养的保种方法，已远不能适 

直目前科研的需要，因此，迫切需要探索一种新 

的保种方法，以便能随时提供教学 、科研标本。 

近年来，--lq方兴未艾的低温生物学 (~ryobio— 

fogy)应运而生。国外已做了大量寄生虫低 温 

保存的研究，沈静德 ，周元昌等 和陶鸿章 

等。’ 均作了综述。但国内寄生虫的低温保存的 

研究尚无综台性报道，本文特将我国的研究概 

况综述如下。 
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一

、 寄生虫低温保存的种类 

过去在寄生虫研究中，常采用动物接种或 

体外培养等进行保种，但经过长期传代保种的 

寄生虫，其毒力和生物学特性会发生改变，甚至 

出现变异株的现象，给寄生虫的研究带来一定 

的影响。如诺氏疟原虫(Plarmod~um knowlesi) 

经过体外连续培养后，原虫生长周期延缓，毒 

力减退，甚 至失去形成配子体 或 再 感 染 的能 

力 ”。因此，有人认为在毒力未藏退或形成 

配子体能力未丧失之前进行低温保存，即：低 

温保存一培养一再低温保存的方法来解决疟原 

虫连续培养中出现的毒力下降或生物学特性改 

变的缺点。 

七十年代以来，我国开展了寄生虫低温保 

存的研究。 迄今 已对 14种原虫和 3种蠕虫进 

行了低温保存的研究，并获得成 功。 郭盛 淇 

等 和高敏新等 先后用二甲基亚砜 (DMSO) 

和甘油作保护剂。 液氮冻存恶性 疟 原 虫 (P． 

falciparum)成功。同年，李德明等 和陈正 

仁等 用速冻法和慢冻法进行了诺氏疟原虫低 

温保存亦获得满意效果。 韩 凤连 以 5％的 

甘油磷酸缓冲液作保护剂，分别 对 鸡 疟原 虫 

(P．gall~naceum)、柏氏鼠疟原虫 (P．berghe1) 

和食蟹猴疟原虫 (P．cynomolgO 的红内期 原 

虫和含子孢子的蚊体于三种不同温度中进行保 

存，结果，子孢子保存了 90天仍具活力；鸡疟原 

虫和柏氏鼠疟原虫的红内期原虫的活力可维持 

8O和 180天之久。 陈秋侃等 报道了柏氏疟 

原虫经低温冻存一个月后仍有感染力。陈金富 

等 41用甘油和 DMSO 作保护剂，将约氏疟原 

虫 (P．yoilii) 于液氮中保存 275天，原虫的 

毒力和生物学特性未发生改变。徐友祥等 又 

对液氮保存 1个月、 1年和 3年的约氏疟原虫 

虫血分别接种小鼠，全部获得成功。毛克强等 

分别对低温保存不司时间的约氏疟原虫、弓形 

虫 (Toxoplasma gondii)、人毛滴虫 (Tricho． 

~OnQ$hominis)和阴道毛滴虫 ( vaginalis) 

的形态和毒力进行了较详细观察，认为经过长 

期低温保存的原虫，其形态和致病性均无明显 

改变。 

赵文远 报道了以蔗糖卵黄作保存液，使 

弓形虫在液氮中存活 41 9天；另外，用牛血清为 

保护剂，在 4℃中保存了 5 1天。徐克继等口 

先后应用聚乙烯吡咯酮 (PVP)、甘油和乙二酵 

(EG)为保护剂，液氯中保存弓形虫速殖子4个 

月和一年以 上。李哲等 在 4℃冰箱中保存弓 

形虫 4 9天仍有感染力和再感染力。田广孚等 

单独使用 DMSO 为保护剂，以慢冻法分别将 

牛瑟氏泰勒焦虫 (Theileria sergenti) 和环形 

泰勒焦虫 (r．annulata) 在一1 96~(3中保存了 

299天及 556天。 孙榴男等 用 DMSO 和小 

牛血清作保护剂，对冻存 1—2年的马媾疫锥虫 

(Trypanoroma equiperdum) 与传代锥虫的形 

态、致病性和药物耐受性等方面进行了比较，结 

果基本一致，虫体的超微结构也无明显差异。 

薛燕萍等 报道了用 DMSO 和马血清混 

合液为保护剂，液氮冻存溶组织阿米巴 (Enta— 

moeba Mstolytica)滋养体 4—192天，结果虫 

体的毒力与对照组无明显差异。 

陈金富等“ ll6 以 DMSO、PVP、EG 为保 

护剂，用二步法和三步慢冻法对八毛滴虫 ( 

homlnis)进行冻存，并对虫体的毒力及其形 态 

结构进行了电镜观察研究，认为在保护剂中加 

人适量的吐温=80能增强保护剂的作用。 

张月清等 分别对低温保存了 33和 65天 

后的蓝氏贾第鞭毛虫 (Giardia lamblia)进行 

了培养观察，也都获得满意效果。 

蠕虫是多细胞的生物，对低温的耐受力远 

比原虫差，因此它对低温保存要求更高 ，难度 

更大。 目前，国内对蠕虫方面的低温研究主耍 

有丝虫。 

沈静德等 在国内首 次 报 道 了 以 PVP、 

DMSO、EG 为保护剂，采用二步慢冻法和快速 

解冻法对牛指状腹腔丝虫 (Setaria digitata) 

和犬恶丝虫 (D 0， 口，f口immitis) 微丝蚴进 

行低温保存并获得成功，冻存时间至少 12天。 

以后，陶 鸿章 等 在低 温保 存 马 来丝 虫 

(Brugia malayi)赦丝蚴的研究中发现 DMSO 

与血清合用时能提高微丝蚴的存活力和蚊媒对 
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微丝蚴的感染率。 而 5％ DMSO 是微丝蚴低 

温保存的最佳浓度。同时还证明，被冻存与未冻 

存的做丝蚴在政体内继续发育的能力相同。王 

世海等 在实验 中发现 ，用速冻法冻存的徽丝 

蚴会导致死亡或成活率只有 30—4O％，沈静德 

等 首次单独系用 PVP为保护剂，液氨冻存 

犬恶丝虫微丝蚴，存活率为 86％且对虫体无毒 

性，认为 PVP 可作为其他蠕虫低温保存的保 

护剂。陶鸿章等 用二步慢冻法冻存马来丝虫 

微丝蚴达 964天之久，而在冻存前和复苏时加 

入一定的血清对提高徽丝蚴的存活力有重要作 

用。沈丽英等 以 DMSO和小牛血清为保 护 剂 

用慢冻法对台 Il】期幼虫的垒蚊冻存了 3O、90 

和 150天，结果幼虫存活率分别为 54％、52％ 

和 46弼，经接种沙鼠三个月后 ，微丝蚴的检出 

率分别为 66％、5O为和 0届。 

二、冻 存 方 法 

在寄生虫低温研究中，原虫和蠕虫的冻存 

方法大致相同，主要可分为致冷剂的选择、冷冻 

保护剂的选择及去除，冷冻和复温速度等，如选 

择得 当，便会取得低温保存的满意效果。 

(一)致冷剂的造择 通常罘用机械冰箱、 

千冰和液氯三种。机械冰 箱的温度能述一6O℃， 

但因受电压或停电等原因，导致 温度不够恒定， 

给实验带来影响；干冰可稳定于一70~(3，只是干 

冰耗损快，需经常补充；液氮可达一1 96"(3，稳定 

不变，而且在没有自动控温仪的情况下，可利 

用在液氮气相中，上下调节出不同的温度。 目 

前国内多采用液氮作致冷剂。我们认为，致冷 

剂的选择，主要是根据工作中的需要和可能来 

选用。 

(=)冷冻保护剩的选择 关于低温保存 

中是否需要保护剂，目前观点尚不一致，少数人 

认为保护剂属化学药品，对虫体有一定的损害， 

但多数人仍倾向于使用低温保护剂。在蠕虫和 

原虫的低温研究中，保护剂的选用亦不 尽相同， 

例如，原虫的低温保护剂常 用 甘 油 DMSO、 

PVP、羟乙基淀粉 (HEs) 和乙二醇等，在这 

些保护剂中，根据其作用不同和分子的大小，有 

人将保护剂分为两大类，即甘油和 DMSO 盼 

分子小，可渗透生物膜，称为穿透性保护剂(细 

胞内保护剂)；而 PVP 和 HES的分子大，不 

穿透生物膜，称为非穿透性保护荆(细胞外保护 

剂)。除上述保护剂外，血清和某些媒介昆虫的 

整体或组织也可作为保护剂。而在丝虫低温保 

存研究中，尤以 DMSO 和血清较为常用。 

在实际工作中，因寄生虫的种类不同，选用 

的保护剂亦各异，如疟原虫红内期多选用甘油 

和 DMSO作保护剂，至今尚未见用钮胞外保护 

剂的报道。而在丝虫的低温研究中 ，无论是使 

用细胞内或细胞外保护剂，都可收到 良好效果。 

另外，有人在使用保护剂的同时加入少量的吐 

温一日0，便有增强保护剂的作用。关于保护剂的 

浓度，目前报道不一，主要是因虫而异，如恶性 

疟原虫则以 12％ DMSO 效果最好，而柏氏疟 

原虫和鸡疟原虫则以 16．6呢的甘油为佳。 陶鸿 

章 认为 5％ DMSO 是丝虫微丝蚴低温保存 

的最佳浓度。总之，保护剂的浓度在寄生虫低 

温保存中至关重要，各种虫体所需的低温保护 

剂的最佳浓度仍在进一步探索中。 

(三)冷冻及复苏速度的选择 一般认为 ， 

选择最佳的冷冻及复苏速度是减少或避免细胞 

内外冰晶形成，降低生物体损伤的有效措施 ，是 

寄生虫低温保存成败的关健。因此，在工作啦 

可根据不同虫种分别选用一步法(速冻法)、二 

步和三步慢冻法。速冻法是直接迅速地将保存 

标本投人致冷剂中，适用于单细胞类寄生虫，如 

疟原虫、弓形虫等；慢冻法是先将冻存标本分别 

于 4~C至一80℃之间预冻，然后投入液氮 中。在 

丝虫微丝蚴的冻存中，通常采用慢冻法效果较 

好，即以 I~C／分钟的速度，缓缓降至一个较适 

宜温度(中间温度)，数分钟后投人液氮中。陶 

鸿章等 认为冻存微丝蚴的最佳中间 温 度为 
一 l7℃ 。 

经过低温保存后的寄生虫，多采用快速解 

冻法解冻，整个过程控翩在 1分钟之内，即取出 

后迅速浸人 37--45"(3的温水浴中，要注意使样 

品的四周均匀地在恒定的温度中迅速融解，避 

免激烈震动。 
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(四)保护荆的洗脱 DMSO 在常温下对 

虫体有一定霉性，因此使用时常在 4℃ 环境中 

添加 ，解冻后应及时洗脱 ，越 快越好 ，以减轻对 

虫体的毒性。在疟原虫的冻存中，去除保护剂 

的方 法主要有 两种 ：(1)洗 脱法 将 解冻后 的 

样品与等量 l0％葡萄糖生理盐水或 3．5％ a cl 

高渗盐水混匀，平衡数分钟后再加人 3—5倍量 

5％的葡萄糖生理盐水，充分混合，室内平衡后 

在 10O0— 2000 rpm 下离 心 1 0分钟 ，如此重复 

2--3次，弃去上清液，后将沉淀物移人三角烧 

瓶中培养。(2)透析法 将样品移人带有刻度 

的离心管内，加人等量的 25字刍葡萄糖生 理 盐 

水，混匀后倾人透析膜上进行透析，后移入三角 

烧瓶 中培养。由于透析法比较麻烦，故一般多 

采用洗脱法。 目前常用的洗脱液还有蔗糖生理 

盐水 、葡萄糖生理盐水、山梨醇溶液、甘露醇溶 

液和生理盐水等。 

丝虫保护剂的洗脱比疟原虫简便，解冻后 

的标本应尽快用血清、台氏液或生理盐水等稀 

释洗涤，室内温度高时应在 4℃环境中操作，以 

减轻 DMSO 对微丝蚴的损害 。 

趣传代与冻存后传代的虫体进行比较试 验 ， 

观察两种虫体的反应是否一致 ，如锥虫低温保 

存的实验证明两者无明显差异。 

(六)超檄结构的观察 用电子显微 镜 观 

察两种传代虫体形态的变化，如锥虫观察的结 

果，通过趣薄切片的观察表明，常规传代的虫体 

与超低温保存的传代虫体在形态与结构上也无 

明显差别“]。 

结 束 语 

寄生虫的低温保存，是目前最先进的保存 

方法。美国、日本 已建立了“细胞库”和 “原虫 

库 等。 目前国内寄生 虫低温保存的研究是为 

建立“虫库 ” ，以便随时给教学 、科研、医疗上 

提供虫源和标本 ，具有重要意义。 

由于我国寄生 虫的低温保存 目前尚缺乏系 

统研究 而且多为手工操作，因此，有关单位应 

给予足够重视，多投入人力物力，使我国此项 

研究更上一层楼，为我匿社会主义建设做出贡 

献。 

三、观 察 指 标 ⋯ 
L J J 

为了解经低温保存后 虫体 的 活 力和 感 染 

力，国内常用以下几种测定方法。 ‘ 

(一)虫件活动力的观察 对低温保 存 后 [ 】 

的微丝蚴，可直接在光镜下随机观察 1 00条以 r 41 

上即可初步测定虫体的存活率、正常外貌百分 

率(指微丝蚴能活动、无变性、无空泡、皱缩和断 。 

裂)，这是当前国内最简单、常用的方法之一。 【6】 

(二)体外培养 复苏后的寄生虫，用常规 7 

的培养方法，经一段时间培养后，观察虫体能否 

发育繁殖以匣毒力等生物学特性有无改变。 ⋯  

(三)相应的昆虫感染试验 将冻存 后 的 (9] 

寄生虫的某个感染时期注入或 喂 饲 适 宜 的宿 

主 ，以观察其感染力及继续发育的情况。 [10] 

(四)动物模型的接种试验 将冻 存后 的 n1 

感染期幼虫注人健康动物体内，观察虫体的侵 

入、移行和对宿主的致病力。 ⅢJ 

(五)药物的敏感性和面}受性试验 用常 【l3】 

’ 40 0 

参 考 文 献 

王世海等 l9 86 周期型马来丝虫敝丝蚴棱氮内保 存 

的初步观祭 贵州医药 l 6)：2l 

毛克强等 1985 蔽氮冻存原虫自勺观察 寄生虫学 与 

寄生虫确杂志 3(3)：23B一239。 

田广孚等 1986 牛瑟氏泰勒焦虫和环形泰勒焦虫 蔽 

氯保存试验 中国兽医科拄 (3)：36。 

孙摘男等 19B8 锥虫的深冻保存 其 1上物学特 I生弼 

察 药物井折杂志 s(1)：13-- 15。 

沈静瘪 1983 寄生虫低韫保夺 国外医学 寄生 虫 

分册 (6)：251—25}。 

沈静 话等 1985 液氟冻存丝虫微丝蚴中三种保护 剂 

的比较研究 第一军医太学学 报 5(4)：2 B8—29O。 
— — 1986 液氮濠存澉丝蜘成功 初 报 动 物 学 报 

33(3)：298。 
— — 19 以 PVP 再次璩存犬瑶丝虫微丝蚴成 功 

中华医学杂志 66(I1)：647。 

啦丽荚等 1987 马来丝虫触丝蜘和感染幼虫低温 保 

存技柬的研究 全国第二次寄生虫学学术讨论 刍 (上 

册 ) 437 

李德明等 1979 红内期诺氏疟原虫超低温保存及其 

体外培养 疟疾研究(疟疾兜艇专枭) 7一l0。 

李哲等 1986 弓形虫普通冰箱保存方法试验 西 安 

医科大学学报 7(3)．24B一250。 

踩正仁荨 1979 红内期诺氏疟原虫体外连续传代 培 

养 疟痹研究(疟疚免疫专 ) 1⋯2。 

婊欢倔等 1982 坻温保存柏氏疟原虫的播力观察 研 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


动物学杂志 Chincsc Journal of Zoology 

究 中国原生动物学学会第一次学术讨论会论文摘 要 

犏 {6一 {7。 

昧金富等 1985 约氏疟原虫超低温保存及其在小 鼠 

休内自然消长的观察 福建医 药 杂 志 7(3)： 2B一 
29。 

— — 1987 ^毛滴虫的曝种与亚显话结掏观 察 中 

国^兽接患病杂 吉 3(6)：1 5—16。 
— — l987 ^毛滴虫的保种一培 养、超低温保存 与 

动物保种的试验观寮 福建 医学院学报 2l((1)：1 8。 

陈美君等 1984 舟绍美国细胞库 中华流行病杂 志 

5(1)：37。 

周元昌等 198I {氐温拄术在疟厦虫茳内期保萍甲 的 

应用 国外医学 寄生虫分册 ({)：145一l49。 

赵文远等 t98Q 猪弓形体不同温度棵荐试验 家 畜 

传染病 (8)：9—10。 

郭盛淇等 1979 超保温 保存的^露性枣原虫的体 外 

连续培养 疟疾研究(枣疾免疫专集 ) 18--20。 

高敏折等 1979 超低温 保存的^恶性虐原虫体外 培 

养 瘩疾研究(疟疾免疫专集) 1 s一17。 

徐友祥等 19 87 复苏豹氏疟原虫在小鼠体内的自 然 

消长 全国第二次寄生虫学学术讨论台上册 128。 

棘克继等 19B， 寄生原虫超低温保存的研究 (弓 形 

1990 25 (1) 

虫速殖子) 中国原生动物学学会第二次学术 讨 论 台 

论文摘要1[编 {9。 

[243 —— 19 84 寄生原虫超低温保存的研究——弓形 体 

速殖干 的超低韫保存 上海第二医学院建国 35周年学 

术报 告 宝 ¨ 。 

【25] 茼鸿章 1985 微丝蚴低温挥存 遵义 医学浣 学 报 

8({)：44一{7。 

[26] 陶鸿章等 l 985 影响马来丝虫靴丝蚴低温保存因 素 

的初步探讨 遵卫医学院学报 8(4)：24—26。 

[27] —— l985 马来丝虫镦邀蜘低温保存亚其后在中 华 

接蚊体内继续发育的观察 动物学报 32({)： 38 3-- 

8 8{。 

[2 B] —— 1986 964天冷冻保存的马桌敝丝蚴的生 物 学 

特性 遵义医学院学报 9(4)：4—5。 

[293 张月清等 l 984 贾弟虫的培养显其l丹裂繁殖 况 的 

观察 寄生虫学与寄生虫病杂志 z(s)： 170—172。 

[30] 韩凤连 1977 疟厦虫的{氐温保存 国外军事医学 第 

五丹册 (8)：30—33。 

[31] —— 1979 疟原虫的低温保薛试验 蹇疾研 究 (窟  

疾免j蔓专曼) 132—134。 

[323 薛燕萍等 1984 Eh矬养体的蔽氮冻存和复苏 砸 寮 

中华医学杂若 6毒(I2)：765 

鱼类染色体组工程及其应用 

张 四 明 
(中国水产科学研究院长江水产研究昕，沙市) 

鱼类具有产卵量大 体外受精的特点，是 

进行染色体组工程 (Genome Engineering)研 

究的理想材料。 运用染色体组工程技 术 可诱 

导鱼类的雌核发育 (Gynogenesis)、 雄核发育 

(Andr0genesis)和多倍体 (Polyplold)。雌核发 

育、雄核发育不仅可以用于建立近交系、生物学 

基础理论研究，而且还可以用于鱼类的单性养 

殖。多倍体在提高鱼类的生长率、成活率、抗病 

力以及种群控制等方面具有很大潜力。 

配子染色体组失活 

鱼类染色体组工程必须掌握两方 面技 术， 

即配子(精子和卵子)染色体组失活和受精卵染 

色体组加倍。雌核发育、雄核发育要掌握这两 

方面的技术，多倍体诱导只掌握染色体组加倍 

技_求即可。 

自 Hertwing于 1911年以蛙为试 验 材料 

首次发现 射线具有使精子遗传物质失活而又 

保持其受精能力的特性以来，雌核发育研究有 

了很大进展。目前，在鱼类雌核发育诱导中使精 

子失活除了用 射线外 _|， ，还有x射线、紫 

外线 。 ， 和化学药物。 r射线和 x射线 

具有良好的穿透力。紫外线的穿透力不及 r射 

线和x射线，但处理稀薄的精液效果也很好，此 

外，紫外线比 射线和x射线价廉，操作起来更 

方便、安全，被许多研究者采用。化学药物如甲 

苯胺兰 (Toluidine blue)、乙烯脲 (Ethylene 

urea)以及二甲基硫酸盐 (Dimethylsulfata)也 

有使精于失活的功能，但使用较少。 

比较而言，雄核发育研究比雌核发育研究 

要少得多。两栖类由于其卵膜透明，大多采用 

紫外线辐射卵子，已有用紫外线破坏卵子遗传 
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