
Marine Sciences/Vol.33,No.7/2009 107
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海洋藻类的保存工作起始于 20 世纪初期对海
洋微藻的保护，国际著名的海洋微藻保存机构

CCAP、SAG、UTEX、COBRA等主要进行海洋微
藻种质资源的保存，其种质保存的数量超过了 2000
多种，种质收集范围也从早期的区域性海藻种类发

展到世界范围内海藻种质采集工作。上述国际海藻

种质资源保存主要以微型藻类为主，很少有关大型

海藻种质保存的报道，种质保存的方式以细胞继代

培养为主，仅 CCAP 报道了超低温保存。
中国已经发展和建立了一系列大型海藻种质

资源保存技术，收集和保存了大量具有生产应用价

值的海藻遗传资源，为大型海藻的种质保存做出了

较为突出的贡献。目前，已经建立低温弱光保存技

术、固体保存技术、组织（愈伤）培养、单倍体克

隆和超低温保存技术，实现了包括海带、紫菜、裙

带菜的种质资源库建设。为了更好地发展海洋藻类

保存技术，深入开展海洋种质资源保护工作，作者

就大型海藻低温保存的原理和方法展开讨论，希望

对进一步开展该方面的研究有所裨益。

1 大型海藻种质冷冻保存的方法和原理
1.1 大型海藻种质冷冻保存的方法

目前大型海藻种质保存技术按照保存温度可

分两大类：传统的低温弱光保存（一般为 8~12℃）
和以低温（4℃）、冷冻（−40℃）、低温真空冷冻干
燥和超低温（−196℃）为主的冷冻保存。下面将对
海藻种质保存的方法作简要阐述。

1.1.1 传统的低温弱光保存
传统的低温弱光保存是目前较常用的一种大

型海藻种质保存的方法，该方法是在适宜的光照、

温度条件下，利用液体培养基保存海藻细胞。低温

弱光条件下海藻细胞的代谢水平较低，能够在一定

程度上实现海藻种质的长期保存。现在海带、紫菜

和裙带菜等大型藻的种质保存一般采用这种方法。

1.1.2 冷冻保存
生物材料之所以在低温下能够长期保存，是因

为低温能抑制生物细胞的生化活动，尤其在超低温

条件下，细胞的整个代谢活动等都几乎完全停止，

可排除遗传性状的变异，同时保存细胞活力。因此

该方法能有效解决海藻种质保存中的污染、混杂和

变异问题，有望实现藻类种质的长期保存。目前用

于大型海藻低温冷冻保存的方法主要有以下几种。

1.1.2.1 低温（4℃）保存
4℃的低温能够在一定程度上抑制生物细胞的

生化活动、保持生物细胞活力，是一种常见的海藻

种质保存方法。 

1.1.2.2 冷冻（−40℃）保存
−40℃低温能够抑制生物细胞的生化活动、可

排除遗传性状的变异，可用于多数海藻种质保存，

对于冷敏感的海藻细胞除外。

1.1.2.3 低温真空冷冻干燥法
1967 年 Holm-Hansen 用该法成功保存了 2 种

蓝绿藻和 4种绿藻。低温真空干燥技术的基本方法
是先将生物材料低温冻结，然后用真空技术将物料
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中的水分抽干，使之干燥。

1.1.2.4 超低温（−196℃）保存
超低温保存是指在低共熔点(eutectic point，约

为−135～−139 ℃) 以下的温度保存材料，通常采用
液态氮作冷媒。超低温保存能够长期保持生物遗传稳

定性，是目前保存活体生物材料最为有效的方法[1]。

超低温保存藻类的研究开始于 20世纪 60年代，之
后的 20 年里主要对各种淡水、海洋微藻的保存进
行了较为深入的研究[2]，但很少有关于保存大型海

藻的报道。直到进入 20世纪 80年代才对大型海藻
的超低温保存给予了更多关注，采用的方法主要以两

步法为主[3~13]，近年来又发展了胶囊化-脱水法和玻璃
化法，并开始应用于大型藻类的冷冻保存[14~17]。下面

将对这几种方法作简要叙述。

1.1.2.4.1 一步法
一步法对早期的冷冻保存方法进行改进，在生

物材料中加入甘油或 DMSO(二甲基亚砜) 后再投
入液氮中保存[18]。但是，一步法对含水量较高的海

藻细胞一般不太适合，只适用于少数藻类的保存[2]。

1.1.2.4.2两步法
该方法的第一步是在保存材料中加入抗冻保护

剂，然后对材料进行预冻。第二步是将预冻过的材

料投入液氮中快速冷冻[2 , 19]。Morris[20]等较早采用

两步冷冻法成功地保存了多种藻类。大量研究结果

表明，两步法适用于多种微藻及部分大型藻类的保

存，目前已成为藻类种质超低温保存最为传统的

方法。近年来，运用两步法保存大型海藻已取得

了很大进展，van der Meer等[3]用两步法成功地保

存了江蓠属、角叉菜属和石莼属等几种大型海藻；

陈国宜[4~6]对坛紫菜和条斑紫菜的果孢子和其他几

种红藻的果孢子的液氮保存作了初步探讨；

Ginsburger-Vogel[7]曾采用过两步冷冻法保存裙带菜

配子；Kuwano等[8~10]也曾经用该法冷冻保存过条斑

紫菜配子体和丝状体，以及海带属包括海带、长海

带、 Kjellmaniella crassifolia Miyabe、 Ecklonia
stolonifera Okamura、裙带菜、鹅掌菜的配子体细胞；
Shigeki等[11]将爱森藻的配子体细胞保存在液氮中，

获得了较高的存活率；Taylor等[12]研究了肠浒苔游

孢子的冷冻保存技术；Zhang等[13]研究了海带种质

的超低温保存，发现经过 24h 的保存，50%的孢子
在复温后具有活力，并且能够继续发育成配子体克

隆或者是孢子体。两步法的缺点主要是在预冻过程

中要严格控制降温速率和停留时间，同时要求特殊

的设备和技术，而且使用的抗冻保护剂对生物材料

有害。

1.1.2.4.3 包埋脱水法
包埋脱水冷保存技术于 20 世纪 90 年代初建

立，该法运用了细胞固定化方法的原理，将生物材

料包埋在褐藻胶基质中，使其胶囊化(固定化)，适
度脱水后再进行超低温保存。近年来已将该方法用

于几种大型藻类的保存，并获得初步成功[14~16]。该

技术操作简单，不需要复杂设备，不使用抗冻保护

剂，是对超低温保存技术的一个重大改进，目前需

要解决的关键技术是预培养条件、脱水速率和胶球

含水量。

1.1.2.4.4 玻璃化法
近十几年来，应用该技术已经成功地保存了

100 余种植物材料，包括植物茎尖、原生质体、分
生组织、合子胚、细胞等。通过借鉴高等植物玻璃

化冻存的经验和方法，相信玻璃化法在对大型藻类

种质进行超低温保存方面会有很大的应用潜力。采

用该方法保存藻类种质已有成功报道[17]。

为了提高保存效果，可以将玻璃化法和包埋法

结合使用[21]，该方法集包埋法和玻璃化法的优点于

一身，操作简便，可以对大量材料进行处理，而且

与包埋法相比，复温后材料再生较早，存活率较高。

虽然目前还没有应用该方法保存大型海藻的报道，

但该方法为大型海藻种质保存提供了新的思路。

遗传稳定性是海藻种质保存中最为关键的问

题，是选择保存方法、确定保存条件的最重要指标，

是判断种质保存技术可行性的重要依据。虽然 4℃
的低温保存和-40℃的冷库保存都能够有效地保存
生物材料，且设备简单、经济实用，也能在一定程

度上保持种质遗传稳定性，但是在以上用于海藻种

质长期保存的方法中，超低温保存无疑是长久保持

海藻种质遗传稳定性的最好方法。以下将重点讨论

超低温保存种质有关内容。

1.2 大型藻种质超低温保存的原理
超低温保存一般以液氮作为冷源，又称液氮

（LN-196℃）保存，理论上讲，超低温保存可以大
大减慢，甚至终止细胞代谢和衰老过程，能够最大

限度地抑制生理代谢强度，保持生物材料遗传稳定

性，从而达到长期保存种质的目的。

从目前对大型海藻种质保存的研究来看，一般

选择保存海藻的配子体[8~11, 14, 16]、果孢子[4~6]和游孢

子[2]或丝状体[15]等。对大型海藻种质保存基于曾呈

奎等在 20世纪 70年代的的研究，他们通过海藻单
倍体的细胞培养探明了海带、紫菜等大型海藻的生

活史，并成功分离培养出海藻的雌雄配子体、果孢

子、游孢子和丝状体[22]。因此保存海带、紫菜等大

型海藻的单倍体在育种中很有价值，可以用作育种

材料，也可以用来研究杂种优势。
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据统计，国际上已对 2000 多种株的藻类进行
过冷冻保存的研究，这些研究为大型海藻超低温保

存提供了有力的理论基础。近年来超低温保存方法

的发展已经达到一个新阶段，随着一些新的技术开

始用于超低温保存技术的研究中，如天然抗冻保护

剂-抗冻蛋白的使用，低温生物显微镜的应用以及玻
璃化、包埋脱水法等新的冷冻方法的发展和建立，

大型海藻的超低温保存将会有更广阔的前景。

2 影响超低温保存存活率的因素

实验材料本身的抗冻性对存活率有重大的影

响[12, 19]。超低温保存操作过程中的每一步失误都可

能对细胞造成致死性的伤害，藻类细胞与高等植物

相比，含水量、液泡化程度高，在超低温保存中，

更易受到细胞内形成冰晶的伤害。因此，优化冷冻

保存程序是提高海藻存活率的一个重要途径。

2.1 海藻自身的抗冻性
2.1.1 海藻的种类和株系

海藻的种类和株系差异是决定存活率高低的

重要因素。Morris[20]对不同种、株的小球藻的冷冻

保存实验表明，他们的抗冻性差异极大，所以藻的

种类和株系差异可能是影响某些藻类存活率的重

要因素。

2.1.2 海藻细胞
Morris[23]的研究表明一般处于静止期的细胞

对冻害的敏感性要低于指数期细胞。Benhra[24]在冷

冻 保 存栅 藻时却 得到了 相反的结 果。而

Ben-Amotz[25]对 12 种藻冷冻保存后观察到细胞年
龄与抗冻性无关。因此，细胞年龄对抗冻性的影响

可能与细胞的种类有密切关系，不同的材料应选用

不同年龄的细胞。

2.1.3 培养条件
2.1.3.1 预培养

可以通过选择适宜的预培养条件提高藻类的

抗冻性。某些营养盐的缺乏和营养方式的改变都可

以增加抗冻性[12, 19]。已有实验证明，碳酸氢钠和磷

酸盐的限制均诱导出了较大的抗冻性[26]。此外，光

强、光周期等培养条件也可显著影响藻类生长发育

状态和抗冻性[27]。

2.1.3.2 零上低温驯化
Ben-Amotz等[25]的研究表明，采用零上低温对

藻类进行冷驯化是提高其抗冻性的一个重要途径。

2.2 冷冻保存程序（主要针对两步法和包埋法）
2.2.1 两步法

2.2.1.1 冷冻操作前材料的处理
两步法主要依据海藻的种类选择合适的抗冻

保护剂，主要使用二甲基亚砜(DMSO)、甘油和甲
醇 3 种保护剂，其中 DMSO 的使用最为普遍，而
在某些藻类的保存中，采用复合保护剂的保护效果

往往优于单一保护剂[10, 28]。另外，保护剂使用浓度

对海藻存活率有很大影响[12, 19, 28, 29] ，常用浓度范围

为 5 %～15 %。上述几种渗透性保护剂通常在室温
下加入，一般需要处理 5～60 min [12, 20] 。多数保护

剂对细胞有一定的毒性，毒性大小与使用浓度及处

理时间相关。因此，进行保护剂毒性预实验，有助

于确定保护剂的最佳使用浓度和处理时间[30]。此

外，在冷冻操作前对材料进行适度脱水[14, 15, 31]或降

低保存液中的盐浓度[2, 3]都已证明可提高存活率。

2.2.1.2 冷冻操作
主要涉及预冻过程中降温速率、预冻终点和终

点温度上的停留时间。若降温过快则会引起胞内冰

的形成（intraceller ice damage），对大多数藻类来说，
采用较慢的降温速率(0. 5～4 ℃/ min)。但如果降温
速率过慢或预冻时间过长，细胞则可能因过度脱水

而导致膜损伤和(或) 因高盐浓度而造成溶质损伤
（solute damage），或称溶液损伤（solution damage）[12]。

因此应选择一个最佳的冷冻速率。除此之外，还应

选择合适的预冻终点及在终点温度上的停留时间。

在藻类冷冻保存中，预冻温度通常为−30～−60 ℃，
停留时间一般为 0～60 min [20, 25] 。材料经过预冻后

需要快速转移到液氮中，通常是将装有实验材料的

冻存管(cryotubes) 或细塑料管(straws) 迅速放入液
氮中。采用后者可获得更快的降温速率[27] 。此外，

冷冻过程中藻的密度也是影响存活率的重要因

素[28]。

2.2.1.3 化冻操作
不同的化冻操作对存活率有很大影响[32]。一般

采用快速化冻法，即将保存材料迅速移入 25～40
℃水浴中快速振荡，直至最后一粒冰晶消失。快速

化冻法可阻止化冻过程中细胞内冰晶的形成[12]，有

关慢速化冻对冷冻保存的影响研究较少[33] 。

2.2.1.4 化冻后的材料处理
材料化冻后要尽快去除抗冻保护剂，目前对保

护剂去除方法的研究相对较少，通常采用稀释或先

稀释后离心的方法，稀释温度和稀释速率都会显著

影响存活率[2, 19, 20]。经处理的材料通常要经过一段

时间的“恢复”后方可用于存活率的鉴定，研究表明，
化冻后材料的再培养条件（光、温和培养液浓度
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等）[29]及存活率的鉴定方法[27]都会对存活率产生较

大影响。

2.2.2 包埋法
2.2.2.1 冷冻操作前材料的处理

首先要对材料进行蔗糖预培养。蔗糖不仅能在

脱水过程中稳定细胞膜和蛋白质，还能促进细胞基

质的玻璃化，从而提高耐冻性[34]。包埋法的关键在

于所用蔗糖浓度及处理时间[35]。另外，在高浓度

蔗糖预处理时加入其他保护剂也有助于提高存

活率[36, 37]。藻类实验表明，蔗糖预培养是必要的，

且宜采用比高等植物较低的蔗糖浓度和较短的培

养时间[14, 16, 31]。

2.2.2.2 冷冻操作
主要是确定适宜的脱水速率与脱水后胶球含

水量。最适脱水速率与植物种类有关。Morris[23]指

出每一种藻都有其适宜的脱水速率以达到冷冻后

的最大存活率，Hirata[31]研究发现脱水和投入液氮

保存之后的存活率受平均脱水速率的影响。藻类材

料的实验结果表明，大型海藻材料脱水速率宜高于

微藻的脱水速率[14~16]。胶球含水量是影响包埋脱水

法冷冻保存存活率的另一个重要因素。已报道的几

种藻类的最适含水量一般为 40 %[14, 15, 31]，但也有例

外[15, 16, 31] 。

2.2.2.3 化冻操作
王起华等[16]的研究表明加快化冻速度可显著

提高裙带菜配子体克隆的冷冻保存存活率，而且将

胶球直接放入溶液中化冻比胶球保留在冻存管中

化冻获得更高的化冻速率，由此可以显著地提高存

活率。

3 超低温保存后存活率的鉴定

鉴定存活率是超低温保存操作中的重要环节。

目前主要采用下列两大类方法：

3.1 细胞(或组织器官) 的形态和生理活性的
鉴定

已采用的方法有细胞染色法或直接显微镜检

法[5~10, 18, 39]；细胞运动能力测定法[18, 38]；光合放氧

活性测定法[25, 26]；叶绿素含量测定法 [3, 14,16, 31]；琼

脂平板海藻细胞克隆图像分析[40]；细胞分子和生化

稳定性测定法[41]等。这些方法大多可在材料化冻并

经过短期恢复之后进行，具有快速简便的优点，但

是可靠度通常较低。

3.2 细胞(或组织器官)再生能力的鉴定
目前，鉴定大型藻类存活率的主要方法是组

织、器官再生法[4~6,12]。该方法在材料经过长时间的

再培养后进行，比较费事、费时，但可靠度较高[2]。

目前由于不同测定方法的可靠性存在很大差

异，给评估保存方法的优劣带来很大困难，这是一

个值得重视的问题。藻类长期冷冻保存中所应该达

到的最低存活率指标尚无共识，但 CCAP采用¡Ý50%
的存活率作为标准[19]。

4 意义和展望

研究大型海藻的种质保存具有重要的意义。首

先，大型海藻具有重要的经济价值，在食品、医药、

工业、和农业等领域都具有广泛的应用。有些海藻

（海带、石莼、和昆布等）具有丰富的营养价值和

良好的药用价值；褐藻中含有的褐藻胶、碘和甘露

醇，红藻中含有的琼胶和卡拉胶等，都是工业领域

的主要原料；海藻还可以作为农业有机肥料和牲畜

的饲料。同时大型海藻也具有重要的生态保护价

值，它们是海区重要的初级生产者，维持了海水中

氧气、二氧化碳的循环，使他们始终处于平衡状态，

可以对营养化海水养殖区进行生物修复。

目前，在生产实践中普遍运用的传统保种方法

存在许多弊端。人工养殖的大型海藻在海上保种时

往往因自然杂交而引起品种退化，或由于病毒、病

菌的侵染而失去良种的价值，从而影响了海藻养殖

业的健康持续发展。因此，如何保护好大型海藻的

优良种质成为目前需要重点解决的问题。大型海藻

的超低温保存，从理论上讲可以为低温生物学领域

提供新的资料，从实践上讲可以有效地解决藻类种

质保存中的污染、混杂和变异等问题，有望实现藻

类种质的永久保存，对藻类养殖和发展具有重要意

义。

经过 30 多年的探索和研究，大型海藻的种质
超低温保存工作已经取得了一定的进展，并且已经

把分子生物学手段应用于紫菜[42]和裙带菜[43]等的

种质鉴定中。但现阶段的大型海藻的种质超低温保

存仍存在一定缺陷：超低温保存的条件一般是建立

在经验的基础上，没有一套标准的方法，导致较大

的实验风险和人力物力浪费；对低温条件要求较

高，增加保存成本。因此，降低实验成本和提高种

质存活率是目前亟待解决的问题。
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