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红藻糖苷对超低温冻存微藻的保护作用

李九零     周成旭     蒋    莹     严小军     陈海敏
(宁波大学浙江省海洋生物工程重点实验室, 宁波  315211)

摘要: 为研究红藻糖苷对超低温冻存微藻细胞的保护作用, 研究将3种不同的微藻置于含10% DMSO和不同浓

度红藻糖苷的冻存液中, 冻存并解冻后, 以流式细胞仪检测细胞存活率, 测定复养后藻株的生长曲线及相关生

理参数。结果显示, 由于冷冻损伤, 冻存后各种藻细胞的生长速率、细胞密度及生理指标都显著性下降, 而红

藻糖苷协同DMSO能够显著增加细胞的存活率, 尤其15%红藻糖苷能将紫球藻存活率提升20% (P<0.05); 生长

曲线得到明显改善; 且对PSII最大光能转化效率也有显著性提高(P<0.05)。总体结果来看, 红藻糖苷对超低温

冻存微藻, 特别是紫球藻具有明显的保护作用, 且效果强于蔗糖。
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近年来, 微藻在能源、保健品、动物饲料等领

域都有非常广阔的应用价值和前景, 越来越多的被

商业开发。传统的微藻种质的保存方法较繁琐, 且
细胞的污染和变异几率大, 容易造成宝贵种质的丢

失
[1]
。超低温冻存技术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, 已经成为传统方法

最强大的替代方法
[2]
。

冻存保护剂(Cryoprotective Additives, CPA)是
超低温冻存的关键因素, 主要通过减少细胞内冰晶

形成而减弱冰冻损伤, 一般由渗透性CPA和非渗透

性CPA结合使用。前者主要通过渗入细胞后和胞

内水形成氢键, 从而破坏冰晶体的成核, 如二甲基

亚砜(DMSO)、甲醇等; 后者则在细胞外形成高渗

透压, 促进细胞脱水, 从而减少冰晶形成, 如蔗糖、

海藻糖等
[3]
。小分子糖类是常用的无法扩散穿过细

胞膜的非渗透性CPA。

红藻糖苷(α-D-吡喃半乳糖基-(1→2)-D-丙三醇)
是来源于红藻的一类低分子量糖苷, 是红藻中重要

的光合同化产物, 也是主要的渗透压调节剂, 能够

调节潮间带红藻在干出时细胞的失水适应性, 以及

提高藻类对低温、高盐的适应能力
[4, 5]

。国外有少

量报道指出红藻糖苷具有抗氧化
[6]
、保护细胞失

水、保护蛋白质等大分子
[7]
的多种作用。由于其来

源于海洋藻类, 对微藻有非常好的相容性, 并且具

有玻璃态形成、大分子保护、抗氧化性和抗渗透

压功能, 因此, 非常适宜于细胞的冻存。

本实验将红藻糖苷作为非渗透性CPA结合

DMSO应用到3种不同微藻的超低温冻存中, 检测

其对微藻存活率、生长曲线以及生理指标的影响,
为微藻超低温冻存的冻存保护液体系的优化提供

新的思路。

1    材料与方法

1.1    红藻糖苷

本实验所用红藻糖苷提取自坛紫菜, LC-MS确
定纯度达到90%[8]

。

1.2    藻株及培养条件

3种不同种属的微藻株: 颗石藻(Pleurochrysis sp.)、
小球藻(Chlorella vulgaris)、紫球藻(Porphyridium
cruentum)。藻种由宁波大学海洋生物工程重点实

验室微藻种质库提供, 采用NBM3#培养液配方进

行培养, 培养温度22℃, 光照40 μmoL/(m2·s), 光暗
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循环为L : D=12h : 12h。每天定时摇两次, 定时测

密度, 绘制生长曲线。

1.3    冻存液的配置

冻存液中渗透性CPA为10%DMSO, 非渗透性

CPA为红藻糖苷和蔗糖。将不同浓度梯度的红藻

糖苷和蔗糖分别溶于DMSO中, 再用3#培养基稀释

到所需浓度[10%、20%和30% (w/v)], 每个梯度设

3个平行, 0.22 μm滤膜过滤灭菌后4℃保存。不加

非渗透性CPA的作为空白组。

1.4    超低温冻存方案

待微藻生长至对数生长期时离心(5000 r/min,
10min)收集藻细胞 ,  用新鲜培养基调节密度至

5×107/mL左右。将750 μL藻液和750 μL冻存母液

加入1.8 mL冻存管中, 移液枪吹打混匀后室温平衡

30min, 4℃放置30min后预冻至–80℃, 10h后直接投

入液氮保存48h。
1.5    指标检测

40℃水中快速解冻后, 5000 r/min离心10min弃
上清, 用新鲜培养基洗涤2次, 再以1.5 mL新鲜培养

基重新悬浮。

存活率的检测         使用荧光素二乙酸酯

(FDA)标记活的藻细胞, 流式细胞仪检测冻存藻株

的存活率。FDA用丙酮配置为10 mg/mL母液后保

存于–20℃, 每次实验前, FDA工作液由超纯水稀释

到0.04 mg/mL。参照Abdallah[9]
和Altaf[10]

的方法并

稍加调整, 对于颗石藻和紫球藻, 以200 μLFDA工

作液和300 μL藻液混匀后室温避光孵育10min; 对
小球藻, 100 μLFDA工作液和300 μL藻液混匀后室

温避光孵育5min。冰激10min停止反应后离心去除

染液, 将细胞稀释至5×105/mL, 上流式细胞仪FL1通
道检测FDA荧光强度。检测时以未染色的热激死

亡细胞为阴性对照。

复养后生长曲线的测定        将藻液添加到含

20 mL新鲜培养基的三角瓶中进行培养, 培养条件

和冻存前一致, 每天测定细胞密度, 直至进入衰退

期, 绘制生长曲线。

复养后对数期生理指标        叶绿素荧光是微

藻光合作用的良好指标, 通过对各种荧光参数如光

能转化效率、电子传递速率等的分析, 可以得到有

关的光能利用信息, 反映其生长状态
[11]
。

培养冻存藻株进入对数生长期后, 取样4 mL,
暗处理20min后使用叶绿素荧光仪测定藻株的

Fv/Fm(PSII最大光能转化效率)。
1.6    统计分析

实验数据以mean±SD表示, 采用SPSS 17.0 软
件系统进行单因素方差分析。

2    结果

2.1    红藻糖苷对冻存藻细胞存活率的影响

藻细胞存活率是检测冻存效果最直接、最重

要的指标。本研究选择了10%DMSO作为渗透性

CPA, 在此基础上分别添加不同浓度的红藻糖苷。

结果显示(图 1、图 2), 红藻糖苷能够在DMSO的基

础上不同程度增加3种藻的细胞存活率, 如15%红

藻糖苷将颗石藻的存活率从46.08%增大到64.13%,
将紫球藻的存活率从63.06%增大到84.44%, 将小球

藻的存活率从51.04%增大到65.79%。这说明其作

为非渗透性CPA对微藻冻存具有保护作用, 并且效

果随浓度增大而增强。和蔗糖组相比, 二者都有保

护效果, 但整体而言, 红藻糖苷的保护效果优于蔗

糖 ,  特别是对紫球藻的效果显著优于蔗糖 ,  其中

15%红藻糖苷协同DMSO的保护作用高达84.44%,
比单独DMSO保护作用增强了20%之多(P<0.05)。

2.2    红藻糖苷对藻细胞生长曲线的影响

从生长曲线可以看出(图 3), 由于受到冷冻损

伤, 细胞密度都出现明显降低, 单独DMSO处理的

藻细胞在整个生长周期的细胞密度都偏低。添加

红藻糖苷后, 对三种藻的生长速率都有所提高, 其
效果要优于蔗糖组。但对颗石藻和小球藻, 其红藻

 
图 1    流式细胞仪对紫球藻存活率检测的比较

Fig. 1    Comparison of survival levels of Porphyridium cruentum
cells determined by flow cytometry (FCM)
A. 10%DMSO; B. 5%红藻糖苷; C. 10%红藻糖苷; D. 15%红藻

糖苷

A. 10% DMSO; B. 5% floridoside; C. 10% floridoside; D. 15%
floridoside
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糖苷对生长曲线的提高效果不是很明显。而对紫

球藻则有较大的提高, 特别是在平台期后, 10%和

15%红藻糖苷处理的藻细胞密度基本能达到未冻

存对照组的水平。

 
图 2    红藻糖苷对3种微藻超低温冻存解冻后存活率的影响

Fig. 2    The effect of floridoside on survival of 3 strains of cryopreserve microalgae
*P<0.05, **P<0.01实验组 vs. DMSO 组; #P<0.05 红藻糖苷组 vs. 蔗糖组

*P<0.05, **P<0.01 experimental group vs. DMSO group; #P<0.05 floridoside group vs. sucrose group

 
图 3    复养后藻株的生长曲线

Fig. 3    Growth cruves of re-culrured microalgae

1022 水   生   生   物   学   报 40 卷



2.3    红藻糖苷对冻存微藻的生理参数的影响

Fv/Fm(PSII最大光能转化效率)是能有效反映

微藻光合效率的指标。图 4结果显示, 冻存后3种微

藻的光合效率普遍有所下降, 特别是DMSO单独处

理的 3 种微藻的 F v / F m 值都出现极显著下降

(P<0.01)。但添加了红藻糖苷或蔗糖后, 3种藻的

Fv/Fm都出现显著的提高, 但不存在浓度变化趋势,
红藻糖苷组中以5%的效果最好。而蔗糖在恢复

3种藻的光合效率方面也有非常好的作用, 红藻糖

苷不与其存在显著性差异。

3    讨论

在冻存液中添加非渗透性CPA的方法广泛应

用于海洋微藻的超低温冻存, 但目前主要使用的是

蔗糖、葡萄糖等常见糖类, 由于这些糖是细胞初级

代谢的主要糖类, 所以极易被微生物利用, 易造成

保存微藻的污染
[12]

。而本研究将来源于海洋红藻

的红藻糖苷作为一种新型非渗透性CPA应用到3种
不同的微藻冻存中, 由于红藻糖苷是一种半乳糖甘

油结构, 不被微生物所利用, 因此不会引起污染问

题。本研究中发现红藻糖苷具备了蔗糖同样的渗

透性效果, 并且在提高存活率和恢复生长方面更优

于蔗糖, 其中15%的红藻糖苷效果更好。能显著降

低低温损伤、提高微藻存活率、并改善复苏后的

生长曲线及光合呼吸指标, 尤其对同样是红藻的紫

球藻保护效果最佳。

超低温冻存微藻的整个冻存及解冻过程, 细胞

会面临渗透压的影响、各种氧化损伤、溶质损

伤、膜成分丢失、细胞膜脱水、蛋白质变性、溶

酶体破坏、膜渗漏破裂等
[13]

问题。而红藻糖苷作

为一种天然的海洋生物资源, 尽管到目前为止报道

相对较少, 但是它在几个方面的特点非常适合于海

洋藻类的冻存。首先, 红藻糖苷是红藻中重要的抗

渗透压物质。细胞在冻存时, 由于胞外水的冻结会

导致胞内水分易渗出胞外, 而红藻糖苷可以吸附在

细胞表面形成黏液层, 阻止水分的流失, 并通过增

大溶液黏度阻止冰晶的生长对细胞的破坏
[14]

。另

外, 红藻糖苷还具有抗氧化作用, 不仅可以清除各

种自由基(DPPH、羟自由基、烷基自由基、超氧

阴离子自由基等), 还可以降低细胞内活性氧水平
[15]
。

细胞冻存及解冻过程中膜蛋白的各种氨基酸如赖

氨酸、精氨酸等极易受到氧化攻击而导致羰基(主
要是醛和酮)的积累, 红藻糖苷则可以显著抑制此

类氧化过程而保护膜蛋白
[6]
。

所以红藻糖苷较于蔗糖、葡糖糖等具有更好

的抗氧化、保护大分子、保水等生物学功能。此

外, 红藻糖苷来源于红藻, 它对藻类的相容性会更

好, 特别是红藻, 本研究中观察到红藻糖苷对紫球

藻的冻存保护作用就要优于其他两种藻, 说明红藻

糖苷更适合于红藻的冻存。

综上所述, 红藻糖苷可作为微藻超低温保藏中

的非渗透性保护剂, 它与DMSO联合使用, 可显著

提高微藻的存活率、生长曲线, 并提高微藻的光合

效率。
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THE CRYOPROTECTIVE EFFECT OF FLORIDOSIDE ON MICROALGAE

LI Jiu-Ling, ZHOU Cheng-Xu, JIANG Ying, YAN Xiao-Jun and CHEN Hai-Min
(Marine Biotechnology Laboratory of Zhejiang Province, Ningbo University, Ningbo 315211, China)

Abstract: This study was designed to determine the protective effects of floridoside on cryopreservation of marine mi-
croalgae. Three strains of microalgae were cryopreservated by combination of 10% DMSO and different concentra-
tions of floridoside. After frozen-thaw process, the cell viability was determined by performing flow cytometry with
fluorescein diacetate (FDA). Growth curve and physiological parameter (Fv/Fm) were also detected. Results revealed
that freezing caused significant decrease on the growth rate of three microalgae, moreover, growth curve and physiolo-
gical parameters of thawed microalgae were also impacted severely. Combination of floridoside and DMSO signifi-
cantly improve viability of three microalgae. Especially, 15% of floridoside could increase the cell viability of Por-
phyridium cruentum by 20% (P<0.05) than that only using DMSO. Growth curve were resumed remarkably, and
physiological parameter, PSII was also improved. These findings indicated that appropriate concentration of florido-
side might be used as a better cryoprotectant to cryopreserve microalgal species, especially P. cruentum. The protect ef-
fect was better than sucrose.
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