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用包埋脱水法冰冻保存小新月菱形藻
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摘要 :采用包埋脱水法研究了小新月菱形藻 ( N itzschia closteri um minutissima)的超低温保

存 ,探讨了影响存活率的内、外因素 :藻细胞年龄、脱水速率、胶球含水量和化冻后的恢复方

法等。结果表明 ,将处于静止初期的藻细胞包埋在含有 0. 5 mol/ L 蔗糖的 3 %褐藻酸钙胶球

中 ,以含水量每小时减少 0. 9 %的平均速率脱水至胶球含水量为 40 % ,化冻后在冻存管中室

温下暗恢复 12 h的条件下冰冻存活率较高 ,可达到 18. 3 %左右。与常规的两步法冰冻保存

相比 ,包埋脱水法可大大简化操作程序 ,是保存小新月菱形藻的一种有潜力的方法。
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　　海洋饵料微藻在鱼、虾、贝类育苗生产中有着重

要作用 ,有关其超低温保存的研究近年来日益受到

重视 [1～6 ]。然而 ,以往的保存方法多采用常规的两步

冷冻法 ,限制了该技术的广泛应用 [7 ]。20世纪 90年

代初 ,包埋脱水法在高等植物种质的冷冻保存中得

以建立并广泛应用。该法操作简单 ,不需复杂设备 ,

而且通常不使用抗冻保护剂 ,是对超低温保存技术

的一个重大发展 [8 ]。近年来采用该方法保存某些藻

类已获得初步成功 [9～12 ]。但是 ,采用该法保存海洋

饵料微藻的研究尚鲜有报道 ,作者 [13 ]曾尝试用包埋

脱水法冷冻保存牟氏角刺藻并取得了初步成功。作

者用包埋脱水法研究了藻细胞年龄、脱水速率和胶

球含水量对另一种海洋饵料硅藻———小新月菱形藻

超低温保存的影响 ,并在此基础上进一步探讨了化

冻后恢复方法对小新月菱形藻和牟氏角刺藻冷冻保

存的影响。

1　材料和方法

1. 1　材料及其培养
小新月菱形藻 ( N itzschia closteri um mi nutis2

sima)由大连水产研究所提供 ,并由辽宁师范大学藻

类生理研究室纯化为单种。藻种的培养条件为 18℃

±2℃;冷荧光 ,光强 2 500 lx ±200 lx ,光照周期

12∶12。实验材料的培养光强为 2 900 lx±200 lx ,

其他条件同前。牟氏角刺藻 ( Chaetoceros m uel leri )

的培养条件见文献[13 ]。除特殊说明外 ,取培养 10 d

的材料 (静止期)用于冰冻保存。

1. 2　包埋和脱水
1. 2. 1　包埋

取上述培养材料 ,离心除去培养液 ,用含 0. 5

mol/ L 蔗糖的消毒海水再悬浮至适当密度 ,与含 0. 5

mol/ L 的蔗糖和 30‰NaCl 的 6 %褐藻酸钠 ( SIGMA

CH EMICAL Co. )溶液等体积混匀 ,移入具 6号针头

的 10 mL 注射器中 ,将藻液滴入含相同浓度的蔗糖

和 NaCl 的 0. 1 mol/ L CaCl2溶液中 ,轻轻摇动 , 60

min后完成包埋过程。控制条件可制成直径为 2. 5

mm ,藻密度为 200 ×104个/球的胶球。此方法参照

文献[13 ]。

1. 2. 2　脱水及含水量的测定

将上述胶球放置在 22℃暗室中 ,用硅胶吸湿法

脱水。除特殊说明外 ,以每小时含水量减少 0. 9 %的

脱水速率脱水至 40 %含水量后测定胶球的含水量 ,

方法参照李莹等 [13 ]。

1. 3　冰冻和化冻
胶球脱水后立即采用一步冰冻法快速冰冻 ,保存

24 h后采用快速化冻法化冻 ,方法参照王起华等 [12 ]。
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1. 4　化冻后的恢复
化冻后的胶球采用下述 3种方法恢复 : (1)将胶

球移入 f/ 2培养基中 ; (2)将胶球移入直径 3 cm的培

养皿中 ,将培养皿分别置于含有过饱和盐 ( KNO3、

NaCl和 NaNO2 )溶液的密闭玻璃罐的上部气相中 ,

其相对湿度 (RH)分别为 KNO3 , 92 % ; NaCl , 75 % ;

NaNO2 , 64 % ; (3)将胶球保留在密封的冻存管中。

上述处理都是在 22℃暗中进行 ,除特殊说明外 ,恢复

时间都是 12 h。

1. 5　存活率的测定
上述实验均以未脱水且未冰冻的包埋材料作为

对照样品 , 将对照样品和冰冻前后的包埋2脱水样品
分别再培养 5 d ,培养条件与前述实验材料的培养条

件相同。用 90 %丙酮提取叶绿素后计算其含量 ,并

根据叶绿素含量计算存活率 [13 ]。

2　结果与讨论

2. 1 　藻细胞年龄对小新月菱形藻存活率的
影响

　　分别取指数期 (6 d)和静止期 (10 d)的材料用于

冰冻保存。其结果如表 1所示 ,指数期的小新月菱形

藻的冰冻保存存活率为 8. 3 %。而静止期的材料存

活率显著升高 ,达到 18. 3 %。这与王起华等 [5 ]采用

两步法冰冻保存该藻的结果基本一致。Morris[14 ]指

出 ,静止期的细胞由于受许多营养条件及物理因子

的限制 ,生理状态发生了很大变化 ,因而导致抗冻性

的增强。但对某些藻类的研究结果表明 ,藻细胞年龄

对抗冻性的影响与藻类种类有关 [4 ]。
表 1　藻细胞年龄对小新月菱形藻存活率的影响

Tab. 1　The effect of the age of algal cells on the viability of

N. closterium minutissima

处理

存活率 ( %)

指数期 静止期

冰冻前 84. 8±2. 4 85. 6±2. 3

冰冻后 8. 3±1. 8 18. 3±2. 8

2. 2 　脱水速率对小新月菱形藻存活率的影
响

　　如图 1所示 ,脱水速率对冰冻前包埋材料的存活

率影响很小 ,存活率都在 80 %左右。然而 ,脱水速率

对冰冻后材料的存活率有显著的影响 ,当脱水速率

在含水量每小时减少 0. 9 %时 ,可获得最大存活率 ,

为 18. 3 %。这一结果与 Hirata 等 [10 ]对杜氏藻的研

究结果基本一致 , 即脱水速率显著影响冰冻后材料

的存活率。不同的是 , 如前所述 ,脱水速率对小新月

菱形藻冰冻前的存活率影响很小 ,而对杜氏藻冰冻前

的存活率影响较大。本实验结果与作者冰冻保存牟

氏角刺藻的实验结果 [13 ]都表明 ,脱水速率是影响冰

冻存活率的重要因素之一 ,应该给予更大的重视。

图 1　脱水速率对小新月菱形藻存活率的影响

Fig. 1　The effect of dehydration rate on t he viability of

N . closterium minutissima

2. 3　含水量对小新月菱形藻存活率的影响

胶球含水量对存活率的影响如图 2所示 ,当含水

量高于 30 %时 , 冰冻前藻细胞的存活率随含水量减

小而缓慢下降 ; 当含水量为 30 %时 , 存活率仍在

80 %以上 ; 当含水量低于 30 %后 ,存活率随含水量的

减少而迅速下降 ;到含水量为 15 %时存活率已为零。

对冰冻后的材料 , 当含水量为 40 %时存活率最高 ,

约为 18. 3 % ,增大或减小含水量都会使存活率下降。

上述结果与 Hirata [10 ]和李莹 [13 ]用其他微藻得到的

结果相似。本实验结果进一步表明 ,确定最适含水量

是提高冰冻存活率的重要因素之一。样品保存前的

最适含水量因植物种类和材料类型的不同而不同。

对高等植物来说 ,最适含水量变化范围很大 ,如体胚

或小孢子胚一般为 13 %～20 % ,而茎尖和分生组织

多为 20 %～40 %[8 ]。已报道的藻类的最适含水量一

般为 40 %[10 ,11 ,13 ]。但也发现有例外 ,作者在保存坛

紫菜丝状体时曾观察到 ,当含水量在 20 %～40 %范

围内 ,样品冰冻后的存活率几乎不受含水量的影响 ,

都在 65 %左右 [12 ]。
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图 2　胶球含水量对小新月菱形藻存活率的影响

Fig. 2　The effect of t he water content of beads on t he

viability of N . closterium minutissima

2. 4　化冻后恢复方法对存活率的影响

图 3为恢复方法对小新月菱形藻存活率的影响。

由图可知 ,各种恢复处理都在 12 h达到最高存活率 ,

在冻存管中恢复时存活率最高 ,达 18. 3 %。在含过

饱和 NaCl溶液的密闭气相 ( R H75 %)中恢复时 ,存

活率较高 ,为 17. 1 %。而在培养基中恢复存活率最

低 ,仅为 10. 9 %。

图 4 为恢复方法对牟氏角刺藻存活率的影响。

各种恢复处理都在 12 h达到最高存活率 ,这与小新

月菱形藻的情况相似。不同的是 ,牟氏角刺藻在含过

饱和 NaCl溶液的密闭气相 ( R H75 %)中恢复时 ,存

活率最高 ,达 35. 1 %。在冻存管中恢复存活率较高 ,

为32. 5 %。而在培养基中恢复存活率较低 ,为

25. 1 %。

图 3　化冻后恢复方法对小新月菱形藻存活率的影响

Fig. 3　The effect of recovery met hod after t hawing

on t he viability of N . closterium minutissima

图 4　化冻后恢复方法对牟氏角刺藻存活率的影响

Fig. 4　The effect of recovery met hod after t hawing on

t he viability of Chatoceros muelleri

在包埋脱水法中 ,对经历了脱水2冰冻2化冻过程
的胶球 ,在再培养之初 ,还要经历一个“复水”的过程 ,

即恢复到正常含水量的过程。在本实验所采用的 3

种恢复方法中 ,第一种方法是将含藻细胞的胶球直接
移入培养基中恢复 ,在恢复开始 ,藻细胞会经历一个
快速的复水过程 ;第二种方法是将含藻细胞的胶球移
入含有过饱和盐类的密闭气相中恢复 ,藻细胞在修复
损伤过程的同时 ,会经历一个相对慢速的复水过程 ,

其复水速率与过饱和盐类的相对湿度有关 ;第三种方
法是将含藻细胞的胶球保持在密封的冻存管中 ,使胶
球含水量保持在脱水后的状态 ,细胞在恢复过程中并
不经历复水过程 ,需等到再培养开始 (胶球移入培养
基)时 ,才完成复水过程。本实验结果表明 ,第三种方
法适合于小新月菱形藻细胞的恢复 ,而第二种方法中
含过饱和 NaCl溶液的密闭气相 ( R H75 %)适合于牟
氏角刺藻的恢复。关于恢复方法对藻类冰冻保存的
影响的研究至今尚无公开报道 [7 ,15 ] ,许多问题仍有待
更进一步的研究。
综上所述 ,作者首次采用包埋 (胶囊化)脱水法研
究了小新月菱形藻的冰冻保存。结果表明 ,藻细胞年
龄、脱水速率、胶球含水量和化冻后恢复方法等因素
都对存活率有较大的影响。与常规的两步冰冻法相
比 ,该方法不需要使用抗冻保护剂 ,也不需要严格控
制降温速率 ,因而大大简化了冰冻 - 化冻操作程序 ,

是一种有潜力的保存方法。然而 ,用包埋 - 脱水法冰
冻保存小新月菱形藻所获得的存活率仍然明显低于
用两步法所能得到的存活率 [5 ]。因此 ,如何提高存活
率是一个需要进一步探讨的课题。
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Abstract : N itzschia closteri um minutissima was preserved in liquid nit rogen by encap sulation2dehydra2
tion. The main factors influencing the algal viabilitiy after cryopreservation , such as the age of algal cells , the

dehydration rate , the water content of beads and the recovery method after thawing , were studied. The result s

showed that the algae viability after cryopreservation reached about 18. 3 %———a relatively high viable rate

when the algal cells in a stationary phase were encap sulated in the beads of 3 % Ca2alginate with 0. 5 mol/ L of

sucrose and the beads were dehydrated at an average rate of water content reduction 0. 9 %/ h to 40 % of the

water content . Compared with the conventional two2step f reezing method , the encap sulation2dehydration meth2
od simplified the operation procedure of cryopreservation greatly and so did a potential method for preservation

of N . closteri um minutissima.
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