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球等鞭金藻 3011浓缩细胞低温保存技术的研究
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摘要:为了探讨球等鞭金藻 3011( I sochry s is galbana Parke)浓缩细胞的保存条件, 通过研究

其在不同温度条件下的长期保存效果来确定最佳的保存温度范围。实验结果表明, 在 0~

10 e 的低温下长期( 2 个月以上)保存后,球等鞭金藻 3011获得较高的存活率( 70%以上) , 并

且在恢复生长时保持较高的比生长率,因此 0~ 10 e 是球等鞭金藻 3011 浓缩细胞长期保存

的最佳温度范围。
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  海洋微藻作为海洋生产力的基础, 在海洋大生

态系中起着不可或缺的作用, 它是海洋浮游动物以

及大型底栖生物和游泳生物幼体的主要饵料。海洋

微藻中含有大量的蛋白质、糖类、维生素和不饱和脂

肪酸,是海洋鱼虾贝类等经济动物的开口饵料。目

前,海洋饵料微藻的生产受到气候、设备等条件的限

制,难以做到微藻的稳定生产,海洋经济微藻的浓缩

和长期保存技术的研究和突破, 将有助于海水经济

动物的苗种生产摆脱海洋饵料微藻产量不稳定这一

重要制约因素。

国外自 80年代末开始对海洋经济微藻的浓缩方

法和低温保存方法进行研究,取得了不少的研究成果,

其中美国、英国和日本已有相应的产品(微藻浓缩细胞

或称/藻膏0)问世; 但是,长期保存主要以- 30. 0e 以

下的低温(甚至- 196 e 的超低温)保存为主, 难以满

足产业化的需要[1] 。蒋霞敏[2] 等对单胞藻浓缩、保藏

与应用技术进行了初步的研究, 将小球藻和球等鞭

金藻3011( I sochry s is galbana P ark)在 5~ 7e 的冰箱

中保存 1~ 3 个月后恢复生长获得好于常温的效果。

郑严[3] 对三角褐指藻 ( Phaeodacty lum tr icornutum )

进行了冷冻保种实验,在- 20e 条件下保存 20 d 后,

重新培养 2 d 即能正常生长繁殖。孙建华等[ 4] 对小

新月菱形藻(N itz schia closter ium )、球等鞭金藻的浓

缩和保存方法进行了研究, 浓缩藻液在 1~ 4e 的低

温下并加保护剂 SA M s 保存 3 个月, 效良好果, 藻类

的二十碳五烯酸( EPA )、二十二碳六烯酸( DH A )含

量变化很小。对于球等鞭金藻 3011 浓缩细胞低温保

存技术的研究尚无报道。作者研究了将高密度培养

的球等鞭金藻 3011 浓缩数百倍后置于不同温度下保

存数月后的成活率,筛选长期保存的最佳温度范围,

为其低温保存提供了依据。

1  材料与方法

1. 1  材料

球等鞭金藻 3011 由江苏海洋研究所提供; 使用

f/ 2培养基 ,取自然海水(盐度 30~ 35)经脱脂棉过滤

后煮沸消毒, 添加营养盐后用。

1. 2  方法

1. 2. 1  微藻的培养

使用 250 mL 三角烧瓶, 取保存后的微藻浓缩液

接种, 使起始吸光度 A 值在 0. 1~ 0. 2 之间, 新鲜培

养液按实验要求配制, 置实验要求的条件下培养 7~

14 d,每天摇瓶 3~ 5 次, 在 680 nm 波长下测定其吸

光度 A 值一次。实验重复 2 次, 每次至少两个平行

样本, 取其平均值。
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1. 2. 2  试验设置

1. 2. 2. 1  不同温度下的生长实验

取处于对数生长期的微藻接种,使A 值在0. 1~ 0. 2,

置于 温度 分别为 0, 5, 10, 15, 20e , 光照 为 36.0

Lmol/ ( m2 # s) ? 0.75Lmol/ ( m2 # s)条件下生长7~ 14 d,

观察其生长状况,间隔一天测定其A 值一次。

1. 2. 2. 2  不同温度条件下藻液的保存实验

取处于对数生长期的微藻低速离心后稀释, 使 A

值在 0. 25~ 0. 3 之间, 置于温度分别为 0, 5, 10, 15, 20e

的温度下黑暗保存,间隔 2 周取出测定其存活率, 并在

20 e 、36. 0Lmol/ ( m2 # s ) ? 0. 75 Lmol/ ( m2 # s)条件下

恢复生长,间隔一天测定其 A 值一次。

1. 2. 2. 3  不同温度条件下的浓缩细胞保存实验

取处于对数生长期的微藻经离心浓缩 100 倍后,

置于 0, 5, 10, 15, 20e 条件下, 黑暗保存,稀释 300 倍

后恢复生长,其它条件同 1. 2. 2. 2。

1. 2. 3  分析测试与计算

1. 2. 3. 1  存活率的测定

使用镜检的方法确定细胞的存活率, 死亡的细

胞破碎或萎缩且内含物溃散; 而活细胞完整且细胞

核、色素体和白糖素完整, 与原始保存的细胞密度对

比可以确定微藻的存活率。

1. 2. 3. 2  生长率的测定

应用原位光密度测定法,生长速率(L)计算公式为:

L= ( lnA t2- lnA t1) / 0. 301( t2- t1 )

式中: A 为光密度值, t1为指数生长期开始时的天数,

t2为指数生长期结束时的天数。

2  结果

2. 1  不同温度对球等鞭金藻3011生长的影响

从图 1 可以看出, 5 e 条件下生长极为缓慢; 而

0 e 条件下球等鞭金藻 3011 几乎不生长,但也未出现

负的生长率; 10e 条件下球等鞭金藻 3011 虽然开始

出现明显的生长迹象, 但其生长速率仍然很低; 在

15 e 时,生长明显加快, 并在第 10 天达到生长高峰,

随之出现负生长; 20e 时其生长更快, 在第 7 天即达

到生长高峰,随之出现大幅度的负生长。

2. 2  不同保存温度下球等鞭金藻 3011的 A

值变化

  从图 2 中可以看出 ,球等鞭金藻 3011 在不同保

存温度下的 A 值变化趋势有很大的不同, 其中以 0,

5 e 条件下的 A 值变化较小, 10e 时 A 值 4周后出现

下降的趋势, 而在 15 e 及 20e 保存的球等鞭金藻

3011, 则在第 2 周即出现明显的衰退趋势, 色素快速

减少, 藻液逐渐变为白色且浑浊。

图 1  不同温度对球等鞭金藻 3011生长的影响

Fig. 1  Effects of diff erent temperatures on the growth

of Isochrysi s galbana Parke
  

图 2  不同保存温度对球等鞭金藻 3011 A 值

的影响

Fig. 2  Effects of different preserving tempera-

tures on the A value of I sochrysis galba-

na Parke

  

2. 3  不同保存温度对球等鞭金藻 3011浓缩

细胞成活率的影响

从图 3 可以看出, 在 0, 5, 10 e 条件下保存 2 个

月后, 球等鞭金藻 3011 仍然保持 70% 的存活率, 其

中 0, 5 e 条件下保存 3 个月后, 存活率仍达到 70%以
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上,大多数细胞静止且体积增大, 白糖素明显, 而在

15, 20 e 的保存条件下, 存活率在 2 周后即低于

70% ,并随着保存时间的延长迅速下降, 多数细胞破

碎,藻液变白, 少数细胞缓慢运动或静止。

图 3  不同保存温度对球等鞭金藻 3011 存活率的

影响

Fig. 3  Ef fect s of diff erent preserving temperatures on

the survival rates of Isochrysis galbana Parke

2. 4  不同保存温度对球等鞭金藻 3011浓缩
细胞恢复生长的影响

  从图 4 可以看出,在 0 e 和 5 e 下保存 4 周后,球

等鞭金藻 3011 恢复生长的生长率有相对的提高, 在

此温度下保存 3 个月后恢复生长,仍然获得很高的生

长率;在 10e 条件下保存, 在保存的前 2 个月内的恢

复生长保持相对稳定的生长率,但在 2个月后的生长

率出现了明显的下降趋势; 在 15 e 和 20 e 的条件下
保存,恢复生长的生长率随着时间的推移快速下降,

并分别在第 11 周和第 9 周无法恢复生长。

图 4  不同保存温度对球等鞭金藻 3011浓缩细胞恢复生

长的影响

Fig. 4  Ef fects o f different preserv ing tem perat ures on t he con-

densed cells o f Isochry sis galbana Parke aft er recovering

3  讨论

3. 1  温度与微藻生长的关系
温度是影响海洋微藻在自然界中生长与繁殖的

重要因子之一 ,它对微藻的生长效应、对微藻的优势

种的形成起基本的调节作用;很多与光反应相关的酶

都是依赖温度的, Calv in 循环所需的酶也是依赖温度

的。一般而言, 微藻的生长率只在一定的范围内随温

度的增加而增加,而且不同微藻的生长率对温度的依

赖关系是不同的;再者, 不同微藻对温度存在不同的

生长效应[ 5]。同理, 温度的降低将导致微藻新陈代谢

速率的下降, 在接近生物学零度时, 其同化作用与异

化作用的水平相当,而当温度低于生物学零度时, 其

同化作用与异化作用的水平都将下降,甚至处于低代

谢水平的休眠状态。

3. 2  保存温度与存活率的关系
在不同温度下保存球等鞭金藻 3011 浓缩细胞,

其存活率差别显著。保存温度大于 10e 以上, 呼吸

作用加强, 不断地消耗自身的营养; 而在黑暗条件下

却没有同化作用,微藻的自身营养不断被消耗且无法

正常生长繁殖 ;此外,在无光条件下,微藻和细菌的呼

吸以厌氧为主 ,也将导致微藻内部及藻液中代谢中间

产物的积累, 进一步引起微藻生存条件的恶化, 必然

导致微藻的大量死亡。而在小于 10 e 的低温条件

下, 微藻的代谢水平很低, 其细胞内的营养物质得以

保存; 低温引起微藻的生理活动的下降,可以诱导微

藻进入休眠状态,有利于微藻在长期无光保存条件下

的存活[ 6]。但是低于 0e 且未加保护剂的条件下, 金

藻的 90%以上的细胞极易破碎, 失去保存的价值(未

发表资料)。而在 0~ 10 e 的低温条件下金藻的体积

逐渐增大、减慢运动直至失去鞭毛而成为休眠状态,

保存一定的时间后在适宜条件下即能够恢复正常生

长; 同时不同保存温度下的 A 值及存活率的变化与

温度存在密切的相关性,且二者的变化趋势是基本一

致的; A 值表示了微藻的细胞密度和色素含量的多

少, 其变化值与存活率的一致性说明: A 值也可以作

为评价微藻保存存活率的一项参考指标。

3. 3  保存温度与微藻活力的关系
比生长率直接反应了微藻的生长力或者活力,测

定球等鞭金藻 3011 保存后恢复生长后的比生长率,

可以确定微藻浓缩细胞经过长期保存后的生长力或

者活力。在 20 e 和 15 e 的条件下, 其恢复生长的比

生长率随时间直线下降,其细胞内部必然发生了一系
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列的不可逆变化, 使微藻在此温度下难以保持旺盛

的生命力;而经过一段时间的低温处理, 恢复生长的

球等鞭金藻 3011 获得更高的比生长率, 可能与低温

刺激微藻引起的/复壮作用0有关。在 0e 和 5e 低温

保存的球等鞭金藻 3011 在 3 个月的时期内保持高的

比生长率,说明低温可以刺激微藻发生一系列的生

理变化后进入深度休眠状态[7] , 其内部的细胞结构

的变化和生理适宜机理还有待于研究和探索。

4  结语

球等鞭金藻 3011 是常用的海洋经济微藻, 是贝

类、虾蟹类苗种重要的开口饵料[ 8] , 但是常因为气候

等原因而难以稳定生产, 如果将金藻浓缩后加以有

效保存,是解决这一问题的良好手段。从作者实验的

结果可以看出, 在 0~ 10e 的低温下长期 ( 2 个月以

上)保存球等鞭金藻 3011 是可行的。中试结果也表

明, 将该藻高密度培养后使用化学、物理方法浓缩

1 000倍左右再保存 ( 0~ 10 e 下)两个月之内恢复生

长,可以在很短的时间内达到苗种生产的要求, 也可

作为微藻饵料直接投喂, 两种使用方法都获得理想

的效果。微藻浓缩液生产技术的突破, 将使海洋微藻

的生产与使用可以保留一定的时间差。微藻可以提

前生产,并妥善储存起来备用,从而摆脱海洋饵料微

藻产量不稳定这一重要制约因素, 为海水养殖业的

健康发展提供一个重要的技术支持。但是海洋微藻

浓缩液能否保存更长的时间及其抗逆原理还有待做

更多的研究和探讨。
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Abstract: I n this paper, effects o f diff er ent t emperatur es o n I sochr y sis galbana P arke co ndensed after

long- term preserv atio n ( more than 2 months ) w ere investig ated, the r esults show ed that cells reached high

sur viv al rat e( mor e than 70% ) after being conserved at temperature 0~ 10 e , and kept hig h g row th rat e after

recover ing . So 0~ 10e could be consider ed as the most optimum range of temper ature for preserv ing this kind

of alg a.
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