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条斑紫菜果抱子的液氮保存

’

P R E S E R V A T I O N O F C A R P O S P O R E S O F

L A V E R I N L I Q U I D N I T R O G E N

陈国宜
(上海水产大学 )

C h e n G u o y i

(月孔
砚月 g加落夕镇

子
阶

r `己, 口月心勺呼犷` 落公夕 )

随着生物工程学的发展
,

在超低温下 ( 一 1 96℃ )保存生命有机体变得越来越重要
。

在超低温下生命

活动几乎停止
,

变异的频率降到很低的程度
,

可以提供稳定的种质
〔“ 〕。 超低温保存生物体不需大量人力

和物力
,

也不需要巨大的空间
,

是种质保存的一种好形式
。

凡kn 工。 , B
.

J 等报道
,

到 19 85 年止
,

至少有

40 多种高等植物的组织
、

器官或细胞培养物在 一 19 6℃冷冻保存而不失去活力 t “ ’ 。

S at wn
。 。 i 利用特殊

的液氮贮存器保存 300 多种植物种子
『, ’ 。

在藻类方面报道成功保存培养物的资料也很多
,

其中 H W a o g
,

5
.

W
.

等人从 飞969 年保存 2 2 种单细胞藻类达 6一 8 年之久
t , ’ 。

陈国宜
,

网求登在液氮中成功保存坛紫

菜果抱子和海萝的四分抱子
【“ , ,
并提出用超低温保存法建立海藻抱子库的设想

。

为实现该设想
,

扩大保

存材料种类
,

最近我们研究了条斑紫菜果抱子的超低温保存后的 活力及再应只到斗产上的可能 性
。

结

果报告如下
。

材 料 与 方 法

1
甲

果抱子的采集与处理 从江苏省启东县养殖架上选绎
几

泉袍子成熟的 条斑紫菜作为种菜
,

阴干

后置于 一 l o
O

C冰箱中保存备用
。

果饱子放散及采染应用以前的方法川
。

果抱子收集到 仓, l 塑料离心管

中
,

加入保护剂即
’

可试验
。

与此同时
一

用另一支离心管的抱子计数抱子在冷冻前的自然死亡宝
。

2
.

冷冻保护剂的配制 冷冻保护剂浓度采用重量体积百分比浓度 (W了V 劣 )
,

用比重 1
.

0 2 0 的海

水配制
。

木试验所用的保护剂种类及浓度如下
:

单一保护剂
: 5万

,

10 男
,

15 那 DM默 ) (二甲亚飒 )

混合保护剂 : 1
.

功% D M S o + 8劣 G (葡萄搪 )
十
10 澎 P E G〔聚乙二醇 )

。

2
.

4 0形p G (丙二醇 ) + 1 0落G

3
.

如 形 P G (丙二醇 ) 十 10 形 P E G

3
.

超低温保存程序 超低温保存程序有快速冷冻和缓慢降温两种
。

前者是将保存材料直接投入

液氮中保存
。

缓慢降温程序是采用自制的降温装置控制材料降温速度
,

从室温降至 。℃为 2
·

。℃厂m in
,

在 o
o

C停留 10 一 15 分钟
,

在 一 1℃以下的降温
,

以 1℃ /̀ i n 左右的速率降至 一 6。℃
,

然后投入液氮中保

存
。

解冻复温采取四种不同方法
。

第一种是用在。℃左右的水浴
,

第二种是用 3。℃左右的水浴
,

第三种

是放在 1 6一 2。℃的室温下
,

第四种是置于 犷 C左右的冰箱中
。

在这四种条件下材料一旦全部冰融
,

复温

过程就告完成
。

上海水产大学 1邻今届毕业生耿绪云参加本项研究
。

丝状体生产性培养在江苏省启东县国营养殖场进行
,

该

场技术员张 奎参加培养与采苗工作
。

在此一并致谢
。

收稿年月
: 1娜 8 年 8 月 ; 1卯 g 年 4 月修改

。
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4
,

抱子存活率检查 按以前的方法确定抱子存活率
〔君, 。

由于朱冷冻前种菜放散的抱子具有一定

程度的自然死亡率 (咖 )
,

因此
,

计算冷冻后的存活率 ( S )
,

需考虑冻前自然死亡率
。

吕 = S ,

( 1 + 而 ) ( 1 )

这里 S, 为显微镜检查冻后抱子存活率
,

而 为冻前袍子自然死亡率
,

言 为冷冻实际存活率
。

弓
.

保护剂的毒性试验 在抱子液中加入被试验的保护剂
,

从室温移到 。℃左右的冰箱中放置 30

分钟
,

然后除去保护剂
,

计数死亡抱子数和总泡子数
,

求出死亡率 D,
,

再按下式计算保护剂毒性引起抱子

死亡率 D

D = D
, 一而 ( 2 )

6
`

抱子萌发率试验 将刻有定点标志的玻片
一

放在培养皿内
,

加入适量果抱子及海水
,

气L其附着 2

个小时后
,

定点检查活泡子数
,

然后在室温 20℃
,

光强 1。。。一 2O00 L 。
,

光
:

暗周期 1连:
10 小时条件下涪

养 4~ 5 夭
,

再计数萌发袍子数
,

求其萌发率
。

结 果

1
.

果抱子在离心前后的死亡率 因为果袍子在超低温保存前经过离心收集
,

而离心收集过程是

否会引起抱子的死亡
,

以前是不知道的
,

所以我们进行了离心前后抱子死亡率的测定
,

结果如表 1 ,

其结

论是差异不显著
。

表 1 禽心前后条斑紫菜果抱子死亡率 比较
T a b l e I T加 e f fe e t o f o e n t r j f u g a t i o n o n t h e d e a t h 伴 r o e n t 压ge

o f e a r po s po r e g o f p o r , 凡习 r 口 勺 e 写 o e 耳 s 下s

差异 显著性判别
玉

’

工 ( 3
.

3 )
! 9

.

幼
,

x 取 0
.

沥
`

毛工旧 = 1
,

2 2

下 = 1
甲

O< F 工 ( 3
.

3)

七 = 0
.

0良 < 七又 2

方差齐性
甲 ’

接受 H o
.

由表 1 可以看出
,

果饱子经离心后死亡率有所升高
,

但经统计学判别
,

可判定果泡子死亡率在离心

前后无显著变化
。

这样
,

前面方法中计算抱子存活率和毒性死亡率的公式 ( 1 ) 〔2) 才有可靠的根据
.

2
.

不同低温保护剂的保护效果 七匕胶了在快冻与慢冻条件下
,

不同保护剂的保护效果
,

结果见

表 2
。

在快冻条件下
,

以 40 形 E G + 加 劣 G 保护效果最好
,

存活率达 57
,

7落
,

比不加保护剂的对照组 (快

冻 )高出即形
,

但只接近慢冻对照组的存活率
。

单独以 D M S O 作保护剂的各种浓度快冻组
,

随 D M S O

浓度提高
,

存活率也上升
,

最高者达 6 1
甲

1绍
。

在慢冻组中
,

单独用 10 形D溅 o
,

或 10 芳 D M s o 、 8粥 G +

10 男 P E G 的混合保护剂
,

保存效果都很好
,

果抱子存活率均在 90 形以上
。

以 幼落皿 G + 10 苏 P E G 作为

保护剂
,

效果最差
,

果抱子存活率只有 49
.

4粥
。

在毒性死亡率一栏中可以看出
,

该组保护效果差的原因

是保护剂对果抱子有很强的毒害作用
。

比较快冻与慢冻两种情况下的抱子存活率
,

可以看到
,

慢冻的保存效果优于快冻
。

弓二 不同融冰复温速率对果抱子存活率的影响 比较四种融冰复温速率对果抱子存活率的影 响
,

结果表明
,

在不同融冰条件下所进行的复温过程
,

对果抱子的存活率无明显影响
。

见表 o3

4
、

果抱子萌发率及生产性采苗 分别以 10 男 D M S O和 10 劣 D州唱 O 十 3形G 十 10 侣 P E G作保护剂
,

经冷冻保存后的果抱子与未冷冻泡子进行萌发率的对比试验
。

未冷冻对照组的萌发率比冷冻组略高
,

两

种保护剂的冷冻组萌发率接近
。

见表 4
。

经观察
,

冷冻保存后的果抱子萌发生长的丝状体与未冷冻组的
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表 2不同保护剂对条斑紫菜果抱子冷冻存活率的影响
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表 3 不同融冰复温速率对果抱子存活率的影响

T a b l e 3 T h e e f f e e t 讨 d反f f e re
n t t h a w i n g r 毗 e o n t h e s权 r v i v a l eP r e . n t a g 。

of f r o z e n e a r 户o s po r e s o f p
甲

, 它 z o e 林 s ￡s

融冰条件

4〔 ]℃ 水浴

月̀ J℃水浴
.几℃卞 ;显

5℃冰箱

复温速率 (℃ m in ) 实 验 位 (存活万 )

1 1石
.

4

祀
.

4

9
。

2

6
。

4

9 6
.

1

9 5
、

0

朗
.

9

的
,

9

84
.

5

84
`

7

8 7
.

9

88
.

3

9 1
。

8 士 6
。

生

9 1
。

7 士6
.

0

9 1
`

3 士 5
`

0

翎〕
.

7 土 2
.

9

邻郎盯舫

注
: 以 ] 。写 D M SO 作保护剂

,

冻存三夭再复温

表 4 冷冻与未冷冻果抱子萌发率的比较

T汕 l e 4 c om P a r l s i o n o f ge r m i n就 i o n 碘 r eC n t a g o b心 t w e o n t he f r o z e n

an d u fn 恤
e n e ar OP s

p 伽
o f P

.

絮仑写 o e 井 , 主s

实实 验 处 理理 未 冷 冻 组组 冷 冻 组组

1111111 0万 D M S OOO D M SQ
+ G + P F GGG

萌萌发率 (男 ))) 6 7
,

1 士 1 3
.

111 5 9
,

2 士 3
.

333 5石
.

9 士 4
.

777

丝状体没有什么变化
。

为了探讨冷冻保存的果抱子进行生产的可能性
,

4 月下旬在启东县国营海水养殖场利用冷冻保存后

的果抱子与未冷冻的果泡子进行贝壳丝状体生产性采苗
,

两组的贝壳采苗面积均为 3 M
, 。

冷冻组投 果

抱子密度为 25 0 个 Zcln
, ,

未冷冻组为 30 0个 Z
om

Z 。

由于冷冻组投抱子密度小于对照组
,

加上冷冻后的泡

子经离心作用结成团块
,

解冻复温后难以分散到单个抱子的水平
,

所以从贝壳丝状体的生长情况看
,

冷

冻组比对照组藻落稀些
。

但从丝状体生长趋势估计
,

冷冻组的丝状体能达到生产要求
。

培养的两组丝

状体至秋季
,

成熟度好
,

各组丝状体放散的壳饱子健壮
,

于 9 月 28 目分别采苗的紫菜网帘
,

紫菜尚在海

区现场生长中
。

讨 论

文献报道
,

D M S O , G , P E G 是超低温保存植物材料的常用保护剂
,

而且三者混合使用效果更好川
。

最近我们单独使用 D M S O 超低温保存坛紫菜果抱子
〔” 和其他红藻饱子

仁’ ]都得到良好的保护效果
。

现在

我们在条斑紫菜果饱子冷冻保存中
,

D五踢 O 单独使用或与 G , P卫G 混合使用都能获得 黝男以上的存活

率
,

而且混合使用
,

似平效果更佳
,

这证明在多种红藻抱子超低温保存中 D五15 0 有普遍的使用价值
。

在
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人类白细胞超低温保存中有资料介绍0 4 男E G 午1 D形G 或0 4 形E G 十0 1 男E PG 都有很好的保 护 效 果
,

然而我们的试验证明
,

在快冻条件下
,

这些化合物保护效果是好的
,

但在慢冻条件下效果不佳
,

根据毒性

试验分析
,

是由于这些化合物对泡子有较大毒性的原故
。

冷冻保存生物材料的保护剂必须在使用范围无毒
。

而这种毒性
,

推测在未结冰状态 (如我们在 o℃

试验的 )与结冰进行过程可能是不一样的
。

后一状态下产生的毒性
,

我们无法测出
,

所以本试验测定毒

性的资料只供参考用
。

在我们的试验中
,

快冻比慢冻的抱子存活率显著低得多
,

这与大多数研究结果相一致
〔 ”

。

在快冻中

抱子所含自由水不能及时
一

排出细胞
,

冷冻时形成胞内冰
,

引起细胞机械损伤
,

使抱子死亡
,

即使提高很高

浓度保护剂也只能达到 5。落存活率
。

缓慢降温能使抱子适当脱水
,

有效阻止胞内冰的形成
,

所以有较

高的存活率
。

这也就是慢冻法被广泛应用的原因
。

关于融冰复温速率对果抱子存活率没有 明显影晌
,

这与 N 。。 : u ,

M
.

5
.

在盐沼藻类的液氮保存中

的结果是一致的
『” 。

这是由于缓慢降温到 一 6。℃时
,

抱子得到充分脱水
,

胞内溶液十分浓稠
,

在解冻复温

时
,

无论复温逗度如何
,

不会出现重结晶
,

从而避免机械损伤
。

经液氮冷冻保存的果泡子萌发率略低于未冷冻组
,

可能是由于冻害的延续作用
。

但从冷冻果 抱子

萌发成丝状体以及生产性采苗试验看
,

超低温保存的果抱子再用于生产是可行的
。
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