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1  引言

生物种质资源保存的超低温冷冻保存技术在国

内外已进行了广泛的研究
[ 1]
, 在藻类种质保存工作

方面,绿藻、硅藻、蓝藻 [ 2~ 6] 以及紫菜 [ 7~ 9] 的超低温

保存工作也取得了良好的进展.

海带配子体(克隆)是一种以有丝分裂方式进行

细胞增殖的微小藻体, 并可通过两性生殖或单性生

殖发育成大型叶状体.目前,海带种质资源保存技术

主要是海带配子体(克隆)的低温弱光保存
[ 10, 11]

, 通

过低温( 4 e )和弱光[ 1~ 2 ELmol/ ( cm2 # s) ]来抑

制海带配子体克隆细胞的生长和发育, 使其进行缓

慢的有丝分裂, 以达到长期保存的目的,利用该技术

保存的海带配子体及配子体克隆最长已达 26a的时

间( 1978年保存的/无性繁殖系 1号0) . 为进一步丰

富和发展海带种质长期保存技术,笔者进行了有关

海带配子体克隆细胞超低温冷冻保存实验.

2  实验材料与方法

2. 1  实验材料

海带雌配子体克隆, 由中国海洋大学海带种质

资源库提供.

2. 2  实验方法

利用超声波粉碎配子体克隆簇状体(方法同参

考文献[ 12] ) ,制成 2~ 3 个细胞/分枝的细胞悬液,

将配子体克隆细胞悬液与 3%褐藻酸钠溶液等体积

混合制成 3%混合溶液(海带配子体克隆细胞密度

约 106个/ cm3 ) , 12 e 下, 滴入 1 mo l/ dm 3 CaCl2溶

液中 7 min形成胶囊,取出后用吸水纸吸干表面水

分, 4 e 下用蔗糖溶液脱水 12 h, 吸干胶囊表面水

分,称重后分别装入冻存管,一组加入蔗糖作为冻存

保护剂,另一组不加保护剂.

将冻存管装入提篓中放于液氮生物容器中

( - 40 e )平衡 15 m in, 快速浸入液氮中. 48 h后,

将冻存管快速取出, 放入 35 e 水浴中复温3 min.

用载玻片将胶囊压碎,然后在显微镜下统计海

带配子体克隆细胞的存活率.细胞存活的标准是细

胞质均匀,色素体正常.

取超低温冻存 48 h的胶囊溶于 1 mol/ dm3 的

EDT A 溶液中 , 2 000 r/ min离心 5 m in, 将细胞悬

浮于消毒海水 ( NO3 - N 16 mg/ dm3 , PO4 - P

1 mg / dm
3
, Fe

2+
0. 1 mg / dm

3
)中. 温度 8~ 12 e ,

光强 60 ELmol/ ( m2 # s) ,光周期 12 L B 12 D条件

下培养,统计其生长发育情况.

该实验每组均设重复组,实验统计各组 200个

细胞以上,取平均值.

3  实验结果与讨论

海带配子体克隆-藻酸钙胶囊脱水率随着蔗糖

浓度的升高而增加(见图 1) , 在实验范围内, 7. 2%

~ 26. 0%的脱水率, 配子体克隆存活率为 2. 4% ~

19. 5% ,且在加入蔗糖保护剂的实验组存活率高于

不加蔗糖保护剂的对照组(见图 2) .

一般认为,在冷冻保存中,细胞内及细胞外冰晶



的生成,可造成细胞膜及细胞器的伤害,致使细胞死

亡.而冻存保护剂可提高培养液浓度或细胞质浓度,

减少降温或复温过程中细胞内、外冰晶生长对细胞

的伤害.如何避免细胞内冰晶的生长是进行超低温

保存实验的关键.对于超低温保存种质材料而言, 保

持细胞旺盛的生长和代谢,一方面可提高细胞抗逆

性,一方面可提高细胞质的浓度,降低细胞含水量.另

外,选择合适的细胞内冻存保护剂(如 DMSO, 甘油

等) ,既即可使细胞适度脱水, 又可提高细胞质浓度,

减少细胞内冰晶的增长.另外,一些细胞外保护剂,如

聚乙二醇、PVP 等,可提高细胞外溶液的浓度,减少细

胞外冰晶的生长, 可以提高冻存细胞的存活率.有关

研究指出,蔗糖是一种/复合型0的冻存保护剂,其即

可作为细胞内也可作为细胞外保护剂,本实验的结果

基本上符合这一观点.本实验采取了与脱水浓度相同

的蔗糖溶液作为细胞冻存保护剂, 在9. 4%的脱水率

情况下细胞存活率是对照的 2. 35倍. 而在脱水率为

13. 3% ~ 26%(蔗糖浓度为 1 mol/ dm3 )时,实验组与

对照组细胞存活率均显著下降,可能是由于过度脱水

而导致细胞的大量死亡.

图 1 海带配子体-藻酸钙胶囊脱水比率

图 2  脱水率对海带配子体克隆存活率的影响

有关研究中发现,不同生理细胞分裂周期状态

的海带配子体克隆细胞在进行超低温冷冻保存时,

处于指数生长期的细胞冻存后存活率较高, 这可能

与不同分裂周期生理状态下细胞的抗逆性和细胞质

浓度有关.为此,本实验选取指数生长期细胞进行保

护剂浓度的实验. 如图 3 所示, 在脱水率为

10. 1%时,添加 0. 4 mol/ dm3 蔗糖作为冻存保护剂,

冻存 48 h 后, 海带配子体克隆细胞存活率可达

83. 28%.胶囊溶解后分离出海带配子体克隆细胞,在

适宜的条件下进行了生长发育实验.图 4 显示, 经超

低温冻存后海带配子体克隆细胞 7 d平均生长速率

为1. 023~ 1. 214, 14 d排卵率为 3. 71%~ 9. 722%,差

异不显著; 而未经冻存细胞 7 d 的平均生长速率为

2. 026, 14 d排卵率为 47. 54% .可能是超低温冻存阻

碍了细胞正常生理活动造成了两者的差异.另外,在

超低温冻存实验中, 尽管采取添加冻存保护剂、两步

法细胞降温方法及快速复温等手段来减少细胞的伤

害,但降温及复温过程中温度的剧变和冻存保护剂仍

可能影响了细胞的活力,导致其与对照实验组在细胞

生长速率和排卵率的明显差异.

图 3 保护剂浓度对冻存配子体克隆细胞存活率

的影响(脱水率 10. 1% )

图 4  冻存细胞复苏后生长发育情况

在高等植物的组织冷冻保存中,通常利用褐藻

藻酸钙作为胶囊胶包裹进行分生组织的超低温冻

存,而褐藻酸胶正是海带及海带配子体(克隆)细胞
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骨架的主要成分,根据本实验的结果,可以认为褐藻

酸钙结合蔗糖溶液可以对海带配子体克隆细胞进行

有效的冻存保护; 另外, 利用褐藻酸钙胶囊进行脱

水,可有效的控制细胞脱水率,提高细胞质浓度. 虽

然在培养实验中,冻存细胞的生长速率和发育率相

对较低,但如延长其恢复培养时间,相信可以恢复到

冻存前的正常生长发育水平.

种质保存工作的重点在于遗传资源的完整性和

可利用性,如何完善种质超低温保存技术,实现其对

种质资源/安全0的长期保存将是一项重要而艰巨的

工作.尤其是对于超低温保存的海带种质保存质量

评价工作方面,仍需要深入的探索.
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