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雨生红球藻 ＦＡＣＨＢ￣７１２ 营养细胞和厚壁孢子
低温保藏效果及优化

郑凌凌ꎬ 张 琪ꎬ 李天丽ꎬ 宋立荣∗

(中国科学院水生生物研究所ꎬ 武汉 ４３００７２)

摘　 要: 以高产虾青素的雨生红球藻(Ｈａｅｍａｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｌｕｖｉａｌｉｓ Ｆｌｏｔｏｗ) ＦＡＣＨＢ￣７１２ 藻株为材料ꎬ 研究 ２ 种细胞

形态(营养细胞和厚壁孢子)在低温保藏下的复苏率及其差异原因ꎮ 结果显示ꎬ 采用两步法(先预冻降温后再投入

液氮中)冻存其营养细胞ꎬ 在不同冻存条件下ꎬ 其存活率均低于 ５％ꎬ 以 １０％甘油作为保护剂、 冻存速率为

０􀆰５℃/ ｍｉｎ、 预冻温度为－４０℃、 保留 ３０ ｍｉｎꎬ 然后再投入液氮罐(－１９６℃)中保藏ꎬ 其存活率可达到 １３􀆰３％ꎮ
采用两步法冻存厚壁孢子ꎬ 其复苏存活率高达 ６６􀆰１３％ꎬ 复苏萌发后细胞的生长特性、 虾青素含量与液氮保藏前

无明显差异(Ｐ > ０􀆰０５)ꎮ 对液氮保藏前后藻细胞形态和超微结构观察结果表明ꎬ 超低温保藏后ꎬ 营养细胞的结

构受到较大损伤ꎬ 而厚壁孢子受到的损伤相对较小ꎮ 当添加不同保护剂后ꎬ 直接将厚壁孢子分别冻存在－２０℃、
－８０℃低温及液氮中ꎬ 发现－８０℃低温冻存处理组的复苏存活率相对较高ꎬ 可达 ２７％ꎮ 研究表明采用两步法先预

冻降温后再投入液氮中冻存厚壁孢子ꎬ 是长期保藏雨生红球藻 ＦＡＣＨＢ￣７１２ 的最佳方法ꎬ 也可采用一步法将厚壁

孢子冻存于－８０℃冰箱中ꎮ
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　 　 雨 生 红 球 藻 ( Ｈａｅｍａｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｌｕｖｉａｌｉｓ
Ｆｌｏｔｏｗ)是一种单细胞绿藻ꎬ 隶属于绿藻门、 绿藻

纲、 团藻目、 红球藻科、 红球藻属[１]ꎮ 该藻的生

活史分为游动细胞和厚壁孢子两个阶段ꎮ 在逆境胁

迫时ꎬ 该藻以厚壁孢子形式存在ꎮ 其厚壁孢子能积

累经济价值很高的虾青素及其酯类ꎮ 虾青素是一种

红色酮式类胡萝卜素ꎬ 具有超强抗氧化活性及增强

免疫力等生理功能ꎬ 同时具有优良的着色效果ꎬ 因

此被广泛开发应用于食品、 医药、 化妆品、 水产养

殖等行业生产中[２]ꎮ 雨生红球藻是至今所知虾青

素含量最高的物种ꎬ 其含量可达干重的 ４％ꎬ 是目

前最主要的天然虾青素来源ꎮ 因此ꎬ 利用雨生红球

藻生产虾青素已成为国内外虾青素研究的热点ꎮ 制

约红球藻开发研究的瓶颈之一是如何保藏优良藻种

品系ꎮ 传统的液体继代保藏藻种的方式存在操作繁

琐、 工作量大、 容易污染ꎬ 遗传漂变、 藻种优良性

状退化等问题ꎮ
超低温保藏(Ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ)技术是将细胞

或组织保藏在超低温环境中(通常指保藏在液氮

中)ꎬ 最低温度接近－１９６℃ꎮ 该技术具有省时、 省

力、 省空间ꎬ 设备简单ꎬ 维持费用低ꎬ 只需定期补

充液氮ꎬ 省却了定期传代费用ꎬ 既安全又经济[３]

等优点ꎬ 因此在植物种质保藏中得到广泛应用[４]ꎮ
自 ２０ 世纪 ６０ 年代 Ｈｏｌｍ￣Ｈａｎｓｅｎ 等[５] 尝试开展蓝

绿藻冰冻保存研究以来ꎬ 超低温保藏技术陆续应用

到各种藻类的保存中[６－１３]ꎮ 影响保存效果的因素

除了保藏方法外ꎬ 还包括藻类种类、 藻龄ꎬ 保护剂

类型、 浓度、 降温速率、 预冻温度、 预冻时间、 解

冻温度等因素[１４]ꎮ 目前有关雨生红球藻长期保藏

研究虽有涉及ꎬ 但缺乏对保藏条件和不同细胞状态

下保藏效果的系统研究ꎮ 本研究以高产虾青素的雨

生红球藻 ＦＡＣＨＢ￣７１２ 藻株为材料ꎬ 探讨其营养细

胞和厚壁孢子在液氮中的冻存效果及产生差异的原

因ꎬ 同时比较厚壁孢子直接冻存于液氮、 －２０℃、

－８０℃的冻存效果ꎬ 以期为该藻种的长期保藏寻找

合适的方法ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 藻株来源及培养条件

雨生红球藻藻株来自中国科学院水生生物研究

所淡水藻种库ꎬ 编号 ＦＡＣＨＢ￣７１２ꎮ 将藻种接种于

５０ ｍＬ 的三角锥形瓶中进行培养ꎬ 所用培养基为

ＢＧ１１ꎬ 培养温度为(２２ ± １)℃ꎬ 光照强度为 １５ ~
２０ μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１ꎬ 光照周期 １２ ｈ ∶ １２ ｈꎮ 取培养

２０ ｄ 后的营养细胞以及用 １５０ μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１光强

进行诱导后的厚壁孢子作为实验材料ꎮ
１􀆰 ２　 保护剂配制

将渗透性保护剂甲醇、 甘油、 二甲基亚砜分别

溶解于 ＢＧ１１ 培养基中ꎬ 分别设置 ３ 个浓度(１０％、
２０％、 ３０％)ꎬ 此浓度为最终使用浓度的 ２ 倍ꎮ 所

有配制好的保护剂溶液均需经过孔径为 ０􀆰２２ μｍ
的 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 过滤器进行过滤灭菌ꎬ 然后置冰箱

(４℃)中保存备用ꎮ
１􀆰 ３　 冷冻方法

取培养至 ２０ ｄ 获得的营养细胞 ０􀆰７５ ｍＬ 以及

１５０ μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１光强诱导后的厚壁孢子 ０􀆰７５ ｍＬꎬ
分别放入 １􀆰５ ｍＬ 的 ＮＡＬＧＥＮＥ 冷冻管中ꎬ 细胞密

度为 ６ × １０５个 / ｍＬꎬ 分别加入 ０􀆰７５ ｍＬ 的保护剂ꎬ
室温放置 １０ ｍｉｎꎬ 然后放入程序降温仪中ꎬ 按照

一定程序(冻存速率为 ０􀆰５℃/ ｍｉｎ、 １℃/ ｍｉｎ、 ３℃/
ｍｉｎ)将样品温度预冻至－４０℃ꎬ 保留 ３０ ｍｉｎꎬ 再

放入液氮罐(－１９６℃)中保存(即两步法)ꎻ 另外取

一部分厚壁孢子加入保护剂后分别放在－２０℃、
－８０℃冰箱及液氮(－１９６℃)中直接冻存ꎮ
１􀆰 ４　 化冻及保护剂去除

将液氮罐中保藏 ３ 个月的实验样品取出ꎬ 迅速

放入 ４０℃水浴中进行化冻ꎬ 直至最后一个冰晶消

失ꎬ 然后置于 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ５８１０Ｒ 离心机中进行离
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心(３０００ ｍｉｎ / ｒꎬ ５ ｍｉｎ)ꎬ 去除保护剂ꎬ 离心后去

除上清再加入已灭菌的 ＢＧ１１ 培养基进行清洗离心

(重复 １ 次)ꎮ
１􀆰 ５　 存活率检测

参照 Ｍｏｒｉ 等[１５]的方法ꎬ 使用 ＦＤＡ( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅ￣
ｉｎ ｄｉａｃｅｔａｔｅ)(Ｓｉｇｍａꎬ ＵＳＡ)标记活的藻细胞ꎬ 然

后用流式细胞仪(ＢＤ ＦＡＣＳＴＭ Ａｒｉａ Ⅲ)检测冻存藻

株的存活率ꎮ 厚壁孢子冻存后的存活率参照 Ｃａｎａ￣
ｖａｔｅ 等[１６]的方法进行检测ꎮ
１􀆰 ６　 藻细胞电镜样品制备及超微结构观察

取经过冻存以及正常培养的营养细胞和厚壁

孢子各 １ ｍＬ 于 １􀆰５ ｍＬ ＥＰ 管ꎬ 离心后取上清加入

２􀆰５％戊二醛固定ꎬ ４℃冰箱过夜后取出直接在 ＥＰ
管中进行常规电镜样品固定、 脱水和包埋ꎮ 超薄切

片后于日立 ＨＴ￣７７００ 透射电子显微镜下观察拍照ꎮ
１􀆰 ７　 比生长速率(μ)的测定

将复苏后的营养细胞转接到 ５０ ｍＬ 三角锥形

瓶中进行培养ꎬ 培养条件如 １􀆰１ 所述ꎮ 接种后ꎬ 隔

天用岛津分光光度计检测 ＯＤ６８０ ｎｍ值ꎬ 按下式计算

比生长速率: μ ＝ ( ｌｎｘ２－ ｌｎｘ１) / ( ｔ２－ ｔ１)ꎬ 式中 ｘ１、
ｘ２分别表示对数生长期起始时间( ｔ１)和结束时间

( ｔ２)的 ＯＤ６８０ ｎｍ值ꎮ
１􀆰 ８　 虾青素含量测定

取一定量(Ｍꎬ ｍｇ)经冷冻干燥的藻粉于离心

管中ꎬ 采用改良的 Ｂｏｕｓｓｉｂａ 虾青素测定方法[１７]ꎬ

使用 ５％ＫＯＨ ＋ ３０％甲醇皂化叶绿素ꎬ 再用二甲基

亚砜提取虾青素ꎬ 测定 ４９２ ｎｍ 波长下的吸光度ꎮ
虾青素浓度 Ｃ１(ｍｇ / ｍＬ)＝ Ａ４９２× ０􀆰００４５ꎬ 藻粉中

虾青素的含量 Ｃ２ ＝ (Ｃ１× １００ / Ｍ) × １００％ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 不同冻存条件对雨生红球藻营养细胞和厚壁

孢子超低温保藏的影响

采用甲醇 (Ｍｅｌ)、 甘油 (Ｇｌｙ)、 二甲基亚砜

(ＤＭＳＯ)３ 种不同保护剂对营养细胞和厚壁孢子进

行不同条件超低温保藏实验ꎬ 结果显示(图 １)ꎬ
ＦＡＣＨＢ￣７１２ 的营养细胞在不同冻存条件下的存活

率都较低ꎬ 特别是在冻存速率为 ３℃/ ｍｉｎ 的条件

下ꎬ 其存活率最高仅为 ２􀆰３％ꎮ 在冻存速率为

０􀆰５℃/ ｍｉｎ、 以 １０％甘油作为保护剂预冻至－４０℃ꎬ
再放入液氮罐(－１９６℃)中保存ꎬ 藻株冻存效果优

于其他保护剂的冻存效果ꎻ 而在冻存速率为 １℃/
ｍｉｎ、 以 ５％ ＤＭＳＯ 作为保护剂预冻至－４０℃ꎬ 再

放入液氮罐(－１９６℃)中保存ꎬ 其冻存效果优于其

他保护剂的冻存效果ꎮ 采用上述两步法对厚壁孢子

进行冻存的结果显示(图 ２)ꎬ 藻细胞复苏存活率均

有所提高ꎬ 多数冻存条件下的存活率大于 １０％ꎬ
而以 １５％甘油作为保护剂、 冻存速率为 １℃/ ｍｉｎ、
预冻 至 － ４０℃ꎬ 保 留 ３０ ｍｉｎꎬ 再 放 入 液 氮 罐

(－１９６℃)中保存ꎬ 其存活率高达 ６６􀆰１３％ꎮ
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图 １　 ＦＡＣＨＢ￣７１２ 营养细胞在冻存速率为 ０􀆰 ５℃ / ｍｉｎ、 １℃ / ｍｉｎ、 ３℃ / ｍｉｎ下的存活率
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ＦＡＣＨＢ￣７１２ ｗｉｔｈ ｃｏｏｌｉｎｇ ｒａｔｅｓ ｏｆ ０􀆰 ５℃/ ｍｉｎꎬ １℃/ ｍｉｎꎬ ａｎｄ ３℃/ ｍｉｎ
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２􀆰 ２　 雨生红球藻的厚壁孢子在不同低温下的保藏

效果

将 １５０ μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１光强诱导后的厚壁孢子

分别加入二甲基亚砜、 甘油、 甲醇 ３ 种保护剂ꎬ 每

种保护剂设置 ５％、 １０％、 １５％三种不同浓度ꎬ 然

后置于－２０℃、 －８０℃冰箱以及液氮(－１９６℃)中直

接冻存ꎬ 结果显示(图 ３)ꎬ 经－２０℃低温直接冻存

后ꎬ 相对其他 ２ 种低温保藏方式ꎬ 其复苏存活率均

较低ꎬ 最高仅为 ４％左右ꎻ 经－８０℃低温直接冻存

后ꎬ 采用这 ３ 种不同浓度的保护剂其复苏存活率均

相对较高ꎬ 达 １０％左右ꎬ 其中以 １５％甘油为保护

剂的复苏存活率可达 ２７％ꎮ 将藻种直接投入液氮

罐(－１９６℃)中进行冻存ꎬ 其存活率也相对较低ꎬ
最高仅为 １０％左右ꎮ
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图 ２　 两步法在液氮中冻存 ＦＡＣＨＢ￣７１２ 厚壁孢子的复苏存活率 (冻存速率 １℃/ ｍｉｎ)
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｏｒｅｓ ｏｆ ＦＡＣＨＢ￣７１２ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｔ －１９６℃

ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｗｏ￣ｓｔｅｐ ｐｒｏｔｏｃｏｌ (ｃｏｏｌｉｎｇ ｒａｔｅ: １℃/ ｍｉｎ)
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图 ３　 ＦＡＣＨＢ￣７１２ 厚壁孢子在－２０℃、 －８０℃和－１９６℃冻存后的复苏存活率
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｐｏｒｅｓ ｏｆ ＦＡＣＨＢ￣７１２ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ

ａｔ －２０℃ꎬ －８０℃ꎬ ａｎｄ －１９６℃ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｎｅ￣ｓｔｅｐ ｐｒｏｔｏｃｏｌ

０７７ 植 物 科 学 学 报 第 ３５ 卷　



２􀆰 ３　 雨生红球藻液氮保藏前后细胞形态和超微结

构变化

将液氮罐中保藏的营养细胞和厚壁孢子解冻后

分别于光学显微镜和透射电子显微镜下观察ꎬ 结果

显示(图 ４)ꎬ 经超低温冻存后ꎬ 营养细胞受到较大

损伤ꎬ 其鞭毛脱落ꎬ 细胞壁破裂ꎬ 细胞内容物流出

(图 ４: ａ、 ｂ)ꎬ 与未进行超低温保藏的营养细胞相

比ꎬ 其叶绿体结构受到严重破坏ꎬ 类囊体断裂、 排

列疏松ꎬ 不规则(图 ４: ｃ、 ｄ)ꎮ 而厚壁孢子经超低

温保藏后ꎬ 其细胞形态未发生明显变化(图 ４: ｅ、
ｆ)ꎬ 从光合作用中心叶绿体的结构来看ꎬ 部分类囊体

也出现断裂ꎬ 但排列仍较为紧密、 规则(图 ４: ｇ、 ｆ)ꎮ
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ａ: 液氮保藏前的营养细胞(光镜 １０ × ４０)ꎻ ｂ: 液氮保藏后的营养细胞(光镜 １０ × ４０)ꎻ ｃ: 液氮保藏前营养细胞的超微结构(电
镜 × １􀆰５ ｋ)ꎻ ｄ: 液氮保藏后营养细胞的超微结构(电镜 × １􀆰２ ｋ)ꎻ ｅ: 液氮保藏前的厚壁孢子(光镜 １０ × ４０)ꎻ ｆ: 液氮保藏后
的厚壁孢子(光镜 １０ × ４０)ꎻ ｇ: 液氮保藏前厚壁细胞的超微结构(电镜 × １􀆰２ ｋ)ꎻ ｈ: 液氮保藏后厚壁孢子的超微结构(电镜 ×
１􀆰５ ｋ)ꎮ Ｃｈ: 叶绿体ꎻ Ｖ: 液泡ꎻ ＣＷ: 细胞壁ꎻ Ｔ: 类囊体ꎻ Ｐ: 蛋白核ꎮ
ａ: Ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｂｅｆｏｒｅ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ (ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ １０ × ４０)ꎻ ｂ: Ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｌｉｑｕｉｄ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ (ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ １０ × ４０)ꎻ ｃ: Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｂｅｆｏｒｅ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ( ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃ￣
ｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ × １􀆰５ ｋ)ꎻ ｄ: Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ( ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉ￣
ｃｒｏｓｃｏｐｅ × １􀆰 ２ ｋ)ꎻ ｅ: Ａｋｉｎｅｔｅ ｂｅｆｏｒｅ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ (ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ １０ × ４０)ꎻ ｆ: Ａｋｉｎｅｔｅ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ
ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ (ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ １０ × ４０)ꎻ ｇ: Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ａｋｉｎｅｔｅ ｂｅｆｏｒｅ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ( ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃ￣
ｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ × １􀆰２ ｋ)ꎻ ｈ: Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ａｋｉｎｅｔｅ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ( ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
× １􀆰５ ｋ) . Ｃｈ: Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔꎻ Ｖ: Ｖａｃｕｏｌｅꎻ ＣＷ: Ｃｅｌｌ ｗａｌｌꎻ Ｔ: Ｔｈｙｌａｋｏｉｄꎻ Ｐ: Ｐｙｒｅｎｏｉｄ.

图 ４　 液氮保藏前后雨生红球藻细胞形态及超微结构
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ａｎｄ

ａｋｉｎｅｔｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ
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２􀆰 ４　 雨生红球藻液氮保藏前后的生长及虾青素含

量变化

对液氮保藏前后的雨生红球藻 ＦＡＣＨＢ￣７１２ 藻

株的生长情况进行测定ꎬ 结果显示(图 ５)ꎬ 在接种

后第 ４ ｄꎬ 液氮保藏前后的藻株均可进入指数生长

期ꎬ 且比生长速率(μ)无明显差异(Ｐ > ０􀆰０５ꎬ 表

１)ꎮ 将液氮保藏前后的藻种培养 ２５ ｄ 后ꎬ 分别用

强光诱导ꎬ 其虾青素含量均可达到 ３％以上ꎬ 且无

明显差异(Ｐ > ０􀆰０５ꎬ 表 １)ꎮ
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图 ５　 液氮保藏前后雨生红球藻 ＦＡＣＨＢ￣７１２ 的生长曲线
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＦＡＣＨＢ￣７１２ ｂｅｆｏｒｅ

ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｔ －１９６℃

表 １　 雨生红球藻 ＦＡＣＨＢ￣７１２ 在液氮
保藏前后生长速率和虾青素含量

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ ｏｆ
ＦＡＣＨＢ￣７１２ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｔ －１９６℃

生长生化参数
Ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ
ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

液氮保藏前
Ｂｅｆｏｒｅ

ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ
ａｔ －１９６℃

液氮保藏后
Ａｆｔｅｒ

ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ
ａｔ －１９６℃

比生长速率
Ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ０.２１ ± ０.０３ ０.２２ ± ０.００５

虾青素含量(％)
Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ ３.１７ ± ０.３９ ３.１８ ± ０.５５

３　 讨论

超低温保藏研究已广泛应用于各种经济微藻的

保藏ꎬ 但对雨生红球藻的相关研究报道较少ꎮ 影响

藻细胞冻存存活率的因素除藻种本身的抗冻性外ꎬ
与藻种培养温度[１８]、 解冻温度密切相关[１９]ꎬ 还与

冻存所使用的保护剂及冻存速率、 预冻温度等因素

有关ꎮ 在藻类种质冰冻保存中最常用的 ３ 种保护剂

是二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)、 甘油和甲醇ꎮ 其中 ＤＭ￣
ＳＯ 的使用最为普遍ꎮ 这几种保护剂的常用浓度范

围为 ５％ ~ １５％[２０－２２]ꎮ 本实验中使用 ＤＭＳＯ 和甘

油作为保护剂的效果优于甲醇ꎮ 较慢的降温速率不

仅可以减小“冷击”对细胞的伤害ꎬ 而且可以阻止

细胞内结冰ꎬ 有利于提高存活率ꎮ 本实验结果也表

明采用 ０􀆰５℃/ ｍｉｎ 和 １℃/ ｍｉｎ 进行冻存的效果优

于 ３℃/ ｍｉｎꎮ 且从实验结果可以看出雨生红球藻

ＦＡＣＨＢ￣７１２ 的营养细胞比厚壁孢子对超低温更为

敏感ꎬ 经过超低温保藏后ꎬ 其营养细胞存活率均较

低ꎮ Ｍｏｒｉ 等[１５]对团藻目的藻种(包括雨生红球藻)
进行液氮保藏实验表明ꎬ 其存活率也相对较低ꎮ 这

可能与低温对藻细胞结构的伤害有关ꎮ Ｍｏｔｈａｍ
等[２３]对螺旋藻在－８０℃冻存后的细胞超微结构观

察结果表明ꎬ 螺旋藻经超低温保藏后ꎬ 类囊体出现

较大损伤ꎮ 这可能是导致螺旋藻、 雨生红球藻营养

细胞等冻存复苏存活率较低的原因ꎮ 而厚壁孢子由

于具有较厚的细胞壁的保护ꎬ 其细胞结构受到的伤

害则较小ꎮ
藻类细胞在冰冻过程中最大的伤害来自于较大

冰晶的形成ꎮ 雨生红球藻细胞有较大的液泡ꎬ 含水

分较多ꎬ 温度低于藻细胞冰点时ꎬ 水开始结冰ꎮ 从

冰点温度到下降至－６０℃是细胞内水分子形成有序

状态冰晶的危险温度区ꎮ 细胞内冰晶的形成会使细

胞结构受到机械损伤ꎬ 细胞外结冰会导致细胞失

水ꎬ 引起细胞收缩变形ꎮ 当温度低于－６０℃时ꎬ 有

序状态冰晶的形成减少ꎬ 水分子运动能力减弱ꎮ 因

此在－８０℃低温冻存后ꎬ 其复苏存活率相对较高ꎬ
均可达到 １０％以上ꎬ 最高可达 ２７％ꎮ 而将厚壁孢

子直接投入－１９６℃液氮罐中保存ꎬ 冻存速率太快ꎬ
细胞内仍会形成大量冰晶ꎬ 因此ꎬ 复苏后存活率也

仅有 １０％左右ꎮ

４　 结论

综上研究表明ꎬ 对雨生红球藻 ＦＡＣＨＢ￣７１２ 藻

株的长期保藏建议以厚壁孢子的方式进行两步法冻

存ꎮ 首先预冻ꎬ 冻存最佳条件为: １５％甘油作为保

护剂、 １℃/ ｍｉｎ 降温、 预冻温度为－４０℃、 保留时

间为 ３０ ｍｉｎꎻ 然后再投入液氮罐(－１９６℃)保藏ꎮ
实验结果表明雨生红球藻厚壁孢子经液氮保藏后ꎬ
其虾青素含量、 生长速率与液氮保藏前相比并无明

显差异ꎮ 而将厚壁孢子用一步法直接冻存在－８０℃
冰箱中也可获得超过 ２０％的存活率ꎬ 因此也可作

为藻株保藏的一种备选方法ꎮ
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