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渗透与非渗透性抗冻剂联用技术对铜绿微囊藻的超低温保藏研究 
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摘要: 铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa Kütz)是一种在全世界分部很广的淡水水华蓝藻。在实验室长期的

研究工作中, 为了使铜绿微囊藻能维持稳定的生理学特征, 通常使用超低温保藏技术长期冻存藻细胞。研究

发现, 同时使用渗透性和非渗透性的抗冻剂比只使用传统的渗透性保护剂能显著提高 Microcystis aeruginosa

超低温保藏的存活率。以三株铜绿微囊藻为材料进行二步法超低温保藏, 对 4 种抗冻剂(甲醇、二甲亚砜、

丙三醇、聚乙烯吡咯烷酮), 两种降温速率(1 /min℃ 、0.5 /min)℃ , 第一步温度设置(30℃、40℃、80 )℃

进行筛选; 用流式细胞仪和细胞计数检测存活率, 并监测冻后相关生理参数、PSII、细胞色素、生长曲线等

以确保该方法可保持藻株的活性和生理状态。结果表明, 5%的二甲亚砜和 30%的聚乙烯吡咯烷酮(PVP)同时

使用时能达到最好效果, 并能保持生理活性与冻前一致。 
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在我国的太湖和滇池, 微囊藻是最主要水华蓝

藻种类[1]。长期在实验室和保藏库中, 传代培养的蓝

藻经常会发生形态学和生理学上的变化, 甚至遗传

漂移[2]。目前基于微囊藻实验室的研究一般都建立

在单细胞形态的基础之上, 但研究已表明单细胞和

群体微囊藻在生理参数及对胁迫的响应上具有明显

的差异[3, 4]。为了深入研究微囊藻水华形成机制, 对

微囊藻群体的研究尤显重要。因此, 急需建立一种有

效的保藏方法来确保微囊藻不会丧失其野生型特性。 

超低温保藏技术(Cryopreservation)是一种在极

低温度下有效长期保藏有价值种质资源的技术[5]。

随着实验室需要保藏的培养物逐渐增多, 超低温保

藏技术变得越来越重要了。国内近期频繁有报道表

明 , 许多不同科研材料被成功超低温保藏 [6, 7]。

FACHB-Collection(中国科学院水生生物研究所淡

水藻种库)是中国最重要的一家淡水藻类和蓝藻的

保藏单位, 该库为水华藻类和其他淡水藻类的实验

室研究提供实验材料。已有很多国际性的保藏库对

种质资源进行了成功的超低温保藏, 如 CCAP(The 

Culture Centre of Algae and Protozoa), UTEX(The 

Culture Collection of Algae at The University of 

Texas), NIES(Japan National Institute for Environ-

mental Studies)和 ATCC(The American Type Culture 

Collection)。Watanabe, et al.[8]1995年在 NIES保藏

库对 5株铜绿微囊藻建立了有效的超低温保藏技术, 

但这个结果得到的存活率并不太高; 2002 年, Mori, 

et al.[9]在Watanabe和 Sawaguchi的基础上改进了方

法, 将初始降温梯度改为30 , ℃ 并对 NIES的 27株

微囊藻进行超低温保藏, 发现保藏的微囊藻存活率

大幅度提高, 但遗憾的是, 该方法并未对其冻前后

生理生化参数进行评价。基此, 本研究对超低温保

藏技术的各个环节进行筛选, 并建立了一种有效实

验室微囊藻长期保藏技术, 使得保藏后的铜绿微囊

藻呈现较高的存活率, 且冻存前后微囊藻的生理学
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参数未发生明显变化。 

1  材料与方法 

1.1  藻株及培养条件  

实验所需的 3 株铜绿微囊藻均来自中国科学院

水生生物研究所淡水藻种库(FACHB-Collection)。其

中 M. aeruginosa PCC7806 来源于藻种库与法国

PCC保藏库交换所得, M. aeruginosa FACHB-905和

FACHB-942分离自云南滇池。 

将藻液接入改良的 BG-11培养基中通入无菌的

空气培养, 光照强度为 15—20 μmol/(m2s), 光暗周

期为 12h:12h, 温度为(25±1)℃。反复富集培养后 , 

3000 r/min 离心 10min 收集稳定期细胞(Eppendorf, 

5804R, Germany), 再转入 100 mL 的三角瓶中, 使

其最终细胞密度为 107 /mL, 用 0.1 mm的血球计数

板在光学显微镜下观察记数, 确定细胞密度(Olympus, 

CX41, Japan)。 

1.2  抗冻剂设计  

使用甲醇 (色谱级 , Merck, Germany), 甘油

(AR,Sigma, USA), 二甲亚砜 (Me2SO)(AR, Sigma, 

USA)和聚乙烯吡咯烷酮(PVP)(Sigma, USA)作为抗

冻剂。步骤为: 将甲醇、甘油、二甲亚砜分别溶入

BG-11培养基, 设置 3种浓度梯度, 其终浓度分别为

22.5% (v/v)、15% (v/v)和 7.5% (v/v)。将 PVP溶解于

0.1 mol/L的 HEPES, 并用 KOH调节 pH至 7.0。然

后将溶液加进 BG-11 培养基, 设置 4 种终浓度, 分

别为 40% (m/v)、30% (m/v)、20% (m/v)、和 10% (m/v)。

所有配制好的抗冻剂溶液均用 0.22 μm 的滤膜

(Millipore, USA)过滤灭菌后存入 5 mL 的冷冻管

(CBS, USA)保藏。 

1.3  超低温保藏流程方案  

使用传统的二步法超低温保藏流程 [10](图 1), 

具体如下:  

第一步, 将 2 mL抗冻剂母液(PVP除外)和 2 mL

的 107 /mL的藻细胞加入 5 mL冷冻管, 摇匀。然后

将冷冻管放入程序降温仪 (CBS 2100, USA), 以

1 /min℃ 或0.5 /min℃ 的降温速率下降到第一温度

梯度(30℃、40℃或80 )℃ 。 

第二步, 立即将冷冻管放入液氮中, 保藏 48h

以上。 

重复以上步骤, 筛选出最佳渗透性抗冻剂和最

佳降温速率, 以及最适第一温度梯度; 将最佳渗透

性抗冻剂在较合适浓度范围设置 2 个的浓度梯度, 

并以 1∶1混合非渗透性抗冻剂 PVP(4个浓度梯度), 

 

 
 

图 1  使用渗透性和非渗透性抗冻剂二步法超低温冻存铜绿微囊藻的流程图 

Fig. 1  A schematic diagram of the treatments with penetrating and non-penetrating CPAs and the 2-step method for cryopreservation 
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重复二步法超低温保藏过程。 

1.4  存活率的检测  

使用 FDA(fluorescein diacetate)(Sigma, USA)标

记活的藻细胞 , 然后在流式细胞仪 (Epics Altra, 

Beckman Coulter, USA)检测冻存藻株的存活率。参

照 Jochem[11]的方法, FDA(Sigma, USA)工作液浓度

为 0.03 g/L。藻样 400 μL用BG-11清洗后, 加入 FDA 

300 μL, 置于黑暗条件下, 25℃反应 5min 后, 冰激

10min 停止反应。去除染液后将藻细胞稀释到密度

为 1×106 /mL。流式细胞仪输出功率 15 mW, 激发波

长 488 nm, 被 FDA 染色的细胞可在波长 505—545 

nm被检测到[12]。在实验中以未染色的热激死亡细胞

为阴性对照, 荧光相对值大于 2 的细胞为活细胞。

同时, 取一支解冻后的藻样用无菌水反复洗 3—4次

后接种到 2 mL新鲜的培养基中静置 24h, 用血球计

数板细胞计数。通过以上二者结果计算出总细胞存

活数, 对比冻前细胞密度, 得到实际存活率。 

1.5  生理参数评价  

使用 Phyto-PAM 叶绿素荧光仪 (PAM, Walz, 

Germany)测定藻株的光反应曲线。PSII 的电子传递

速率(ETR)根据以下公式计算: Relative ETR = [(Fm0 

Ft)/Fm0 × 0.84 × 0.5 × PAR (/m2 s)], Ft和 Fm分别表

示最大和稳态的荧光值。PAR表示激发光强[13]。根

据 Arnon[14]的方法, 用 80%的丙酮抽提 Chl. a, 计算

公式: Chl. a (mg/L) = 12.72×A663  2.7 ×A645 = 12.19 

×A663。藻蓝蛋白的含量和类胡萝卜素含量测定分别

根据 Abelson 和 Simon[15]和 Richards 和 Thomp-

son[16]的方法。比生长速率(μ)根据一定时间内保藏

前后叶绿素含量的变化来计算[17]。  

1.6  统计分析  

所有实验重复 3 次。数据分析采用 Origin 8.0 

(Origin Lab Corporation, USA)统计方式 One-way 

ANOVA 方法进行两两比较 , P<0.05 差异显著 , 

P<0.01差异极显著。 

 

 
 

图 2  流式细胞仪对铜绿微囊藻存活率检测的比较 

Fig. 2  Comparison of survival levels of Microcystis aeruginosa cells determined by flow cytometry (FCM) (Example) 
A. 最佳冻存条件下的存活率; B. 非最佳冻存条件下的存活率 

A. Cell viability after an optimal cryopreservation treatment; B. Cell viability after an unfavorable cryopreservation treatment 
 

2  结果 

2.1  渗透性抗冻剂对 PCC7806的超低温保藏的影响  

根据藻细胞的存活率筛选最适的抗冻剂浓度和

保藏条件, 图 2是 PCC7806的流式细胞仪检测结果

示例。不同抗冻剂处理的铜绿微囊藻细胞在 FDA检

测后其存活表现出显著性差异(P<0.05), 而在最适

冻存条件下 , 存活率平均值无显著性差异(图 2A) 

(P>0.05), 在不适的冻存条件下 , 存活率呈现显著

差异(图 2B)(P<0.05)。 

使用 7.5%—15% (v/v)的甲醇和 7.5%—15% (v/v)

的二甲亚砜 ,  并以速率0.5 /min℃ 降温至40℃ , 

PCC 7806的细胞冻存后存活率差异不显著(P>0.05), 

约为 45%。然而, 使用甘油作为保护剂, 在相同冻存

流程下, 其存活率比甲醇的要低超过 20%。而且, 速

率为0.5 /min℃ 降温至40℃比速率为1 /min℃ 降

温至40 , ℃ 得到的存活率要好(表 1)。其他两种第

一步降温梯度30℃和80℃条件下所得存活率远低

于40℃的效果, 第一步降温至30℃所得的存活率

最高仅能达到(32.05 ± 3.92)%, 降温至80℃所得的 
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表 1  PCC7806 在降温速率为0.5 /min℃ 或1 /min℃ 第一步降温至40℃超低温冻存的存活率 

Tab. 1  Survival levels of M. aeruginosa PCC7806 cells frozen to 40  at cooling rates of ℃ 0.5 /min or ℃ 1 /min℃  

Cryoprotectants Cooling rate Survival levels (%)  Survival levels (%) 

22.5% 15.11±0.36 19.05±3.50 

15% 45.48±3.34 41.35±3.06 Methanol 

7.5% 43.88±1.87 13.99±1.51 

22.5% 14.32±2.08 9.34±4.39 

15% 44.32±2.77 7.71±0.83 Me2SO 

7.5% 41.20±0.95 5.50±1.52 

22.5% 7.47±0.60 5.74±1.00 

15% 7.04±0.02 5.39±2.70 Glycerol 

7.5% 

0.5 /min℃  

8.77±4.03 

1 /min℃  

4.80±1.48 

 
存活率最高为(19.79 ± 5.76)%。 

2.2  联用非渗透性抗冻剂对超低温保藏的影响  

结果表明, 5%—7.5% (v/v)的甲醇与 5%—7.5% 

(v/v)的二甲亚砜分别与 30%的 PVP 联用, 速率为

0.5 /min℃ 降温至40 , ℃ 细胞的存活率得到了有效

的提升, PCC7806的存活率分别为(68.70 ± 2.77)%、

(65.91 ± 5.34)%、(70.13 ± 0.95)%和(58.69 ± 2.78)%。

较之单一渗透性抗冻剂存活率提高了约 20%(表 2)。 

2.3  降温过程对三株铜绿微囊藻超低温保藏的影响  

根据上文最佳冻存方案对 PCC7806、FACHB- 

905 和 FACHB-942 进行超低温保藏(图 3)。研究表

明, 5%的二甲亚砜与 30%的 PVP联合使用, 以速率

0.5 /min℃ 降温至40℃的流程存活率显著高于其

他处理组(P>0.05)。而且, 其存活率在三株铜绿微囊

藻中只有微小差异。 FACHB-942、 PCC-7806 和

FACHB- 905的存活率分别为(62.72 ± 0.15)%、(66.3 

± 0.65)%和(71.69 ± 0.39)%(图 3)。 

2.4  超低温保藏技术对三株铜绿微囊藻生理参数

的影响  

本研究对解冻后的藻株接种培养做生长曲线 , 

计算其比生长速率 μ, 培养条件与冻存前的培养条

件一致。结果显示在 5%的二甲亚砜与 30%PVP 联

用冻存的情况下, 三株微囊藻的比生长速率与冻存

前差异不大 , 保藏前 PCC7806、FACHB-905 和

FACHB-942 三株微囊藻的比生长速率分别为

(0.0751 ± 0.0902)、(0.0714 ± 0.0451)和(0.0756 ± 

0.0023)/d; 保藏后三株微囊藻生长速率分别为

(0.0733 ± 0.0004)、(0.0729 ± 0.0082)和(0.0751 ± 

0.0651)/d。 

对 3 株铜绿微囊藻不同光强下的电子传递速率

结果表明(图 4), 除了 5%的二甲亚砜与 30% PVP联

用冻存的方法, 其他解冻后藻株的最大电子传递速

率 (ETRm a x)显著低于冻存前的细胞。PCC7806、

FACHB-905 和 FACHB-942 三株微囊藻在冻存后的 

 
表 2  联用渗透和非渗透性抗冻剂后 PCC7806 的存活率 

Tab. 2  Survival levels of M. aeruginosa PCC7806 cells after addition of a combination of penetrating cryoprotectant (CPA) and 
non-penetrating CPA (PVP) 

Survival levels (%) 
Cryoprotectants Cooling rate 

PVP40% PVP30% PVP20% PVP10% 

Methanol 7.5% 38.51±1.09 46.95±3.51 25.31±2.06 27.21±1.51 

Methanol 5% 30.41±4.39 44.24±0.83 33.26±1.52 27.85±1.01 

Me2SO 7.5% 41.22±2.70 37.88±1.48 34.38±2.06 35.50±1.50 

Me2SO 5% 

1 /min℃  

43.60±4.39 34.54±0.83 43.13±1.52 41.22±1.00 

Methanol 7.5% 50.00±0.36 65.91±5.34 40.61±1.87 27.91±5.85 

Methanol 5% 45.56±2.08 68.70±2.77 45.48±0.95 39.65±1.13 

Me2SO 7.5% 45.57±2.08 58.69±2.78 45.48±0.95 39.65±1.13 

Me2SO 5% 

0.5 /min℃  

46.17±2.77 70.13±0.95 56.69±1.14 36.52±0.60 
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图 3  联用渗透与非渗透性抗冻剂对三株铜绿微囊藻 (M. 

aeruginosa)超低温保藏的存活率。 

Fig 3  Cell survival levels the 3 strains of M. aeruginosa after a 
combination of cellular and mon-penetrating CPA treatments. 
A. 7.5%甲醇  Methanol+30% PVP; B. 5%甲醇 Methanol+30% 

PVP; C. 7.5%二甲亚砜 Me2SO+30% PVP; D. 5%二甲亚砜

Me2SO+30% PVP 

 

 
 

图 4  三株铜绿微囊藻冻存前后对数期电子传递速率曲线的比较 

Fig. 4  Comparison of the electron transport rate (ETR) curves in 
three strains of M. aeruginosa before and after freezing during the 
optimal protocol for cryopreservation 

 
ETRmax最大分别降低 75.29%、77.45%和 70%(数据

未给出)。 

此外, 解冻后三株藻的叶绿素都有显著的升高

(P<0.05); 而类胡萝卜素和藻蓝蛋白的含量基本和

冻存前持平(图 5)。 

3  讨论 

一般认为, 甲醇、甘油和二甲亚砜可以用作藻

细胞保藏的抗冻剂[18, 19]。本研究沿用 Watanabe, et 

al.[8]使用的抗冻剂, 发现 5%—15%(v/v)的甲醇在速

率0.5 /min℃ 降温至40℃时, 得到更高的存活率, 

 
 

图 5  三株铜绿微囊藻冻存前后细胞色素的比较 

Fig. 5  Comparison of the ratios of pigments in the 3 strains of M. 
aeruginosa before and after cryopreservation. The error bars denote 
standard error of the mean 

 
而在速率1 /min℃ 降温至40℃时其存活情况则不

理想(表 1)。Watanabe, et al.[8]的报道认为 5%—10%

的甘油、甲醇或 PVP 作用于铜绿微囊藻, 其存活率

非常低。这说明, 改良降温速率是改善冻存效果的

关键。尤其在零度以下, 维持一种较慢的降温速率, 

有利于细胞脱水的过程, 使细胞在超低温的环境免

受胞内冰晶的伤害[20]。 

本研究表明 , 5%的二甲亚砜或 5%的甲醇与

30%的 PVP 联用, 比起单独用一种渗透性抗冻剂, 

可使细胞的存活率提高约 20%(表 2、图 3)。高浓度

的渗透性的抗冻剂对细胞有毒性, 细胞曝露在浓度

高于 15%(v/v)的甲醇中即使时间短暂(20min)也会受

到损伤[21]。在 Euglena gracilis细胞的保藏中, 抗冻

剂甘油对其有损伤 [22]。Morris[23]1976 年研究对

Chlorella spp.超低温保藏, 发现用抗冻剂二甲亚砜

能得到比非渗透性抗冻剂 10% (w/v) PVP更高的存

活率。Day, et al.[24]对非渗透性抗冻剂的研究表明, 

包括 HES缓冲液, 不适用于大量微藻的保藏。因此, 

非渗透性的抗冻剂不适于单独用作藻类的超低温保

藏。而两种抗冻剂的混合一般并不适用于所有微藻, 

但 Benhra, et al.[25]的研究表明这种技术非常适用于

栅藻。二甲亚砜、甘油、甲醇都属于渗透型的抗冻

剂, 这种抗冻剂容易进入细胞, 在胞内易结合水分

子 , 发生水合作用 , 使溶液的黏性增加 , 从而弱化

了水的结晶过程, 达到保护的目的[26, 27]; HES、PVP

和葡聚糖都属于表面活性抗冻剂, 不能渗透进细胞
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内, 只能吸附在细胞表面形成黏液层, 阻止水分进

出细胞, 并通过增大溶液黏度来阻止冰晶的生长对

细胞的破坏 [26, 27]。本研究将两种抗冻剂联合使用, 

使得胞内胞外水分结晶的过程对细胞的伤害比使用

任何单一一种类型抗冻剂时大大减轻, 成功提高了

微囊藻超低温保藏的存活率。 

对藻类的超低温保藏至今都很成功, 即使仅有

一个单细胞, 通过超低温冻存后和复苏后依然可以

继续生长繁殖[5]。在本研究中, 三株铜绿微囊藻解冻

后其电子传递速率均体现有下降和延迟。Sadakane, 

et al.[28]的研究表明光照期低温可导致光抑制效应。

相对于其他的抗冻剂组, 5%的二甲亚砜和 30% PVP

联用可以显著增加解冻后藻细胞的电子传递速率

(图 4)。对 Chlamydomonas reinhardtii的研究表明[5], 

使用甲醇做抗冻剂, 解冻后细胞的光合放氧速率有

所降低。这一发现说明, 超低温保藏可能因降低了

叶绿素的浓度而导致光抑制效应。而且, 本研究观

察到冻存前后, 类胡萝卜素和藻蓝蛋白的含量基本

持平(图 5), 这个发现与 Sathyendranathe, et al.[29]的

研究结果一致, 他假设叶绿素含量通常作为判断色

素含量的标准, 但其他色素有可能在吸收光能上作

出了比它本身更显著的贡献。解冻后藻细胞的叶绿

素含量有所升高, 推测其原因是, 在保藏中死掉的

细胞应该是不太健康的, 由于搜集稳定期的藻细胞

进行冻存, 因此推测部分细胞已经进入衰亡期, 这

部分细胞可能受环境胁迫 , 类胡萝卜素含量较高 ; 

而解冻后能存活的细胞都是较健康的, 因此叶绿素

的含量较高。尽管三株微囊藻在解冻后生长都有延

迟, 但使用最适冻存条件处理过的藻株其比生长速

率与未冻存对照组差异不显著。 

解冻后的不健康藻细胞可以通过某些化合物染

色来做生命力评价, 如 Evan’s Blue法[30]、自发荧光

法和 MTT法[31]等。然而, Watanabe与 Sawaguchi [8]

在超低温冻存单细胞铜绿微囊藻的研究中, 对于生

命力评价的选择并未做过多的筛选研究。Morris, et 

al.[22]对 Euglena gracilis的冻存存活状况评价是由流

式细胞仪检测与低温学显微镜观察细胞受到的低温

伤害确定的。Fleck, et al.[32]研究结果发现, FDA阳

性的细胞并不一定都具备重新生长繁殖的能力。在

本研究中, 解冻后的生长曲线出现一个滞后, 但滞

后并不影响活力细胞, 比生长速率依然与未冻存对

照组差异不大。由于流式细胞仪能精确对酯酶活性快

速定量, 因此它仍是蓝藻活力评价的最佳选择[33, 34]。 

4  结论 

综上所述, 铜绿微囊藻 PCC7806超低温保藏的

最佳条件是: 传统二步法, 第一步降温至40 , ℃ 降

温速率为0.5 /min; ℃ 以渗透性的 5%(v/v)Me2SO 与

非渗透性的 30%(w/v)PVP 联用作为抗冻剂, 存活率

可达到(70.13 ± 0.95)%, 远远高于单一使用渗透性

抗冻剂能达到的存活率(45.48±3.34)%。本冻存方案

也适用其他株铜绿微囊藻 FACHB-905 和 FACHB- 

942, 其存活率与 PCC7806 仅存在微小差异。该方

案冻存的铜绿微囊藻能维持生长速率、细胞色素、

PSII电子传递等生理特征的稳定。 
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DEVELOPMENT ON A CRYOPRESERVATION PROTOCOL OF MICROCYSTIS 
AERUGINOSA USING PENETRATING AND NON-PENETRATING 

CRYOPROTECTANTS 

WU Xing-Hua1,2, ZHENG Ling-Ling1 and SONG Li-Rong1 

(1. Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China; 2. Hubei Academy of Enviromental Sciences, 
Wuhan 430070, China) 

Abstract: Microcystis aeruginosa Kütz is a freshwater bloom-forming cyanobacterium that is found all over the world. 

Owing to their adverse effects on water quality and human health, these blooms in water of reservoirs and recreational 

water systems are a cause of great concern, M. aeruginosa became to a popular research object. Previous studies have 

revealed significant differences between the physiological parameters and stress responses of individual cells in lab and 

wild type colonial of Microcystis in fields. Therefore, to avoid the loss of natural characteristics, an efficient technology 

or method would have to be used for preservation of M. aeruginosa. Cryopreservation is a useful method to preserve 

cells and organs for a long time in lab. It was thus used on M. aeruginosa in order to keep the physiological characteris-

tics stable at long-term studies. In the present study, cryopreservation of three strains M. aeruginosa (PCC7806, 

FACHB-905 and FACHB-942) was accomplished successfully. Combination of three penetrating cryoprotective addi-

tives (CPA) (methanol, dimethylsulphoxide (Me2SO), glycerol) and non-penetrating polyvinylpyrrolidone (PVP) could 

improve viability almost 20% than only using the same penetrating CPA. The optimal protocol of cryopreservation was 

screened from CPAs above and four concentrations of each, two cooling rates (1 /min and ℃ 0.5 /min), and the ℃

first-step temperature degreed (30 , ℃ 40  and ℃ 80 ) of traditional two step methods. In addition, cell viability was ℃

determined by performing flow cytometry with fluorescein diacetate (FDA). The results showed that an optimal cooling 

protocol was at cooling rate of 0.5 /min to ℃ 40  and combination of p℃ enetrating CPA (Me2SO, 5%) and 

non-penetrating CPA (PVP, 30%). The ratios of viable cells in the FACHB-942, PCC-7806 and FACHB-905 were ap-

proximately (62.72 ± 0.15)%, (66.3 ± 0.65)%, and (71.69 ± 0.39)%, respectively. However, the ratios of viable cells in 

these strains were all only about 45%. At this protocol of cryopreservation, physiological parameters of three strains M. 

aeruginosa such as PSII, the cells pigments and specific growth rates were analyzed before preservation and after thaw, 

results about the comparison showed that M. aeruginosa could keep its physiological characteristics stable. 
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