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藻ＨＥ０１和小球藻ＨＥ０７的冻存率分别为７０．２％、７０．５９％。复苏后微藻生长状况良好。
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　　微藻结构简单、繁殖迅速、易于培养、能够产生多种生物
活性物质，具有很好的开发前景。藻类的长时间培养容易引

起藻种污染，生命力减退以及藻种的基因漂变［１－２］，给藻种的

保存、研究以及大规模培养带来众多不便。目前，在微藻保存

中的方法有固定化保存，继代保存和超低温冻存法［３］。这些

方法在实际应用中有其弊端，如继代培养在多次接种过程中

藻种容易污染和逐渐老化，生命力减退。固定化保种程序复

杂，大多数微藻在培养后期常会从胶珠中溢出［４－５］。自１９８５
年Ｒａｌｌ等首次将小鼠胚胎细胞运用玻璃化冻存的方式成功
冻存［６］以来，玻璃化冻存的应用越来越广。玻璃化冻存技术

不仅可以克服在藻种多次接种下导致的污染、基因漂变问题，

还可以在超低温条件下杀死有害细菌，实现藻种长期保存的

目的［７］。微藻玻璃化冻存的成功报道也越来越多［８－１０］。小

球藻 （Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ）具 有 很 高 的 营 养 价 值，胶 网 藻
（Ｄｉｃｔｙｏｓｐｈａｅｒｉｕｍ）产油脂量较高，对它们进行成功低温保存
将为进一步开发利用这２种绿藻奠定基础。本试验对胶网藻
和小球藻的玻璃化冻存进行了研究。

１　材料与方法

１．１　藻种来源及其培养
胶网藻 ＨＥ０１与小球藻 ＨＥ０７分离于广西沿海红树林的

水样中。２种绿藻培养于 Ｆ／２培养基中，在（２４±１）℃、光照
度（４×４０Ｗ日光照射）、光—暗周期为１２ｈ—１２ｈ的条件下
培养。取对数生长后期的藻液用于试验。

１．２　抗冻保护剂的选择
在蔡小宁等的试验方法［１１］上做出改进，选取１０％ ＤＭＳＯ＋

１０％乙二醇＋３０％蔗糖 ＋Ｆ／２培养基为玻璃化冻存液配方。
分别在此基础上改变 ＤＭＳＯ、乙二醇与蔗糖浓度。ＤＭＳＯ浓
度梯度为 ５％、１０％、１５％、２０％、２５％；乙二醇浓度梯度为
５％、１０％、１５％、２０％、２５％；蔗糖浓度梯度为 １０％、１５％、
２０％、２５％、３０％。在单因素优化结果的基础上进行３因素３
水平的正交试验，正交试验选用浓度为单因素优化最佳值与

左右相邻值。

表１　玻璃化冻存的试验因子及水平

处理
因子

ＤＭＳＯ浓度 乙二醇浓度 蔗糖浓度

１ ５％ ５％ ２０％
２ １０％ １０％ ２５％
３ １５％ １５％ ３０％

１．３　玻璃化冻存
１．３．１　预处理　将对数生长期的２种藻细胞置于４℃的环
境下暗培养４８ｈ。提高藻种的耐寒性。
１．３．２　预平衡　取预培养后的藻细胞４ｍＬ，经离心浓缩后
分别加入稀释２倍的玻璃化冻存液和培养基预平衡５ｍｉｎ，离
心去除平衡液，迅速加入玻璃化冻存液或培养基分装到２ｍＬ
的冻存管中，每管５００μＬ。
１．３．３　冻存步骤对微藻冻存率的影响　分别将２种藻迅速
放入到液氮罐中或者在４℃冻存３０ｍｉｎ后，移到－２０℃冻存
２ｈ再移到－８０℃条件下过夜后投入到液氮罐中。
１．３．４　解冻和冻存液的去除　将在液氮中保存２４ｈ后的藻
种取出，立即放入４０℃恒温水浴锅快速解冻。化冻后的微藻
在无菌条件下室温平衡２０ｍｉｎ后加入３倍体积培养基离心
去除溶液，用培养基重复洗涤２～３次。
１．３．５　冻存后的恢复培养　将去除冻存液的藻细胞接种到
新鲜培养基中，暗培养１ｄ后转入到光照培养。
１．４　藻细胞存活率的测定

参照Ｃａｎａｖａｔｅ等的方法［１２］，取恢复培养后的藻细胞接入

Ｆ／２培养基，培养４ｄ后，采用７５２型紫外分光光度计测定藻
液的Ｄ６８０ｎｍ值。并以未冻存的藻细胞作对照。
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　　存活率 ＝解冻后藻液的 Ｄ６８０ｎｍ值／未冻存藻液的 Ｄ６８０ｎｍ
值×１００％。　

２　结果

２．１　蔗糖浓度对冻存率的影响
未加入冻存液的２种藻的存活率均为０，可以看出２种

微藻对超低温均没有耐受性。随着蔗糖的浓度增加，２种海
洋绿藻的存活率显著增加。当蔗糖浓度达到２５％的时候存
活率最高，ＨＥ０１为６３．７５％，ＨＥ０７为６０．３６％（图１）。

２．２　ＤＭＳＯ浓度对冻存率的影响
当ＤＭＳＯ浓度为１０％的时候２种绿藻冻存率最高，ＨＥ０１

和ＨＥ０７冻存率分别为６１．６％、５５．２６％（图２）。这一结果与
蔡小宁等的研究［１１］相符。一般认为，ＤＭＳＯ的高极性使其易
于透过细胞膜，并在细胞内外形成高渗透压，因此 ＤＭＳＯ穿
透能力较强并且具有更好的保护效果，防止细胞内形成冰晶

导致细胞膜被破坏［１３］。

２．３　乙二醇浓度对冻存率的影响
乙二醇可迅速渗入细胞内，降低细胞膜对水的通透性。

试验结果表明，乙二醇在浓度为１０％的时候海洋微藻冻存率
最高，ＨＥ０１和ＨＥ０７冻存率分别为６１．２７％、６１．４４％（图３）。
２．４　正交试验结果
　　玻璃化冻存液试验因子对２种海洋微藻的的存活率有明

显影响（表２、表３、表４）。影响存活率的因素主次顺序是：
ＤＭＳＯ浓度＞蔗糖浓度＞乙二醇浓度。根据 ｋ值可以得到适
合ＨＥ０１的最佳玻璃化冻存条件为 ５％ ＤＭＳＯ＋１５％乙二
醇＋２５％蔗糖 ＋Ｆ／２培养基。通过冻存试验 ＨＥ０１的存活率
为７０．２％，高于正交试验中的存活率。适合 ＨＥ０７最佳玻璃
化冻存的条件为１５％ ＤＭＳＯ＋１５％乙二醇 ＋２５％蔗糖 ＋Ｆ／２
培养基，由正交试验可以看出存活率为７０．５９％。因此，综合
考虑ＨＥ０１的玻璃化液最优组合水平为５％ ＤＭＳＯ＋１５％乙
二醇 ＋２５％蔗糖，ＨＥ０７的玻璃化液最优组合条件为 １５％
ＤＭＳＯ＋１５％乙二醇＋２５％蔗糖。
２．５　冻存步骤对冷冻保存存活率的影响

相较于未分步冻存的ＨＥ０１存活率为５５．６％，分步冻存

表２　ＤＭＳＯ、乙二醇及蔗糖正交组合的试验结果分析

试验号 ＤＭＳＯ浓度（％） 乙二醇浓度（％） 蔗糖浓度（％） 空列 ＨＥ０１存活率 ＨＥ０７存活率
１ ５ ５ ２０ １ ０．５２３６５９０ ０．５４６５６２６
２ ５ １０ ２５ ２ ０．６４０９６８８ ０．６５５４８６６
３ ５ １５ ２０ ３ ０．５８０３２９８ ０．５８５２４７９
４ １０ ５ ２５ ３ ０．５０５６９２４ ０．３７４９７０２
５ １０ １０ ３０ １ ０．４４０７７０４ ０．３５５１２３１
６ １０ １５ ２０ ２ ０．４６７３０３０ ０．３４５１７７７
７ １５ ５ ３０ ２ ０．４７１５８５９ ０．５７１９８７２
８ １５ １０ ２０ ３ ０．５２３８１６４ ０．６２７８４３６
９ １５ １５ ２５ １ ０．６４５０９４４ ０．７０５９４７２

ｋ１（ＨＥ０１） ０．５８２ ０．５００ ０．５０５ ０．５３７
ｋ２（ＨＥ０１） ０．４７１ ０．５３５ ０．５９７ ０．５２２
ｋ３（ＨＥ０１） ０．５４７ ０．５６４ ０．４９８ ０．５３７
极差（ＨＥ０１） ０．１１１ ０．０６５ ０．０９９ ０．０１０
ｋ１（ＨＥ０７） ０．５９６ ０．４９８ ０．５０７ ０．５３６
ｋ２（ＨＥ０７） ０．３５８ ０．５４６ ０．５７９ ０．５２４
ｋ３（ＨＥ０７） ０．６３５ ０．５４５ ０．５０４ ０．５２９
极差（ＨＥ０７） ０．２７７ ０．０４８ ０．０７５ ０．０１２
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表３　ＨＥ０１玻璃化冻存方差分析

方差来源 离差平方和 自由度ｄｆ 均方 Ｆ值 Ｐ值
ＤＭＳＯ ０．０１９ ２ ０．０１０ ９６．０９２ ０．０１０
乙二醇 ０．００６ ２ ０．００３ ３０．３５５ ０．０３２
蔗糖 ０．０１９ ２ ０．００９ ９３．４０８ ０．０１１
误差 ０．０００ ２ ０．０００

　　注：Ｒ２＝０．９９５（调整Ｒ２＝０．９８２）。

表４　ＨＥ０７玻璃化冻存方差分析

方差来源 离差平方和 自由度ｄｆ 均方 Ｆ Ｐ值
ＤＭＳＯ ０．１３５ ２ ０．０６７ ６５６．５１７ ０．０１３
乙二醇 ０．００５ ２ ０．００２ ２２．４５８ ０．０４３
蔗糖 ０．０１１ ２ ０．００５ ５２．７３８ ０．０１９
误差 ０．０００ ２ ０．０００

　　注：Ｒ２＝０．９９８（调整Ｒ２＝０．９９３）。

的ＨＥ０１存活率提高为６７．２％（图４）；经过分步冻存的ＨＥ０７
存活率为６８．９％，高于未分步冻存４１．４％的存活率（图５）。
反映出充分的预冻处理是保证玻璃化冻存的成功条件之一。

２．６　冻存后２种绿藻的生长情况
冻存后恢复培养的２种绿藻细胞其生长曲线测定结果

（图６、图７）表明，冷冻组与对照组的生长规律一致，在生长
前期，冻存的细胞生长较慢，但在对数后期，冻存组的活性恢

复，生长速度和对照组差别不大。

３　讨论

影响微藻低温冷冻存活率的因素有很多，包括冷冻剂、藻

种、冷冻步骤等等［１４］。针对不同的藻种，也要对其玻璃化冻

存液进行特定的优化。将不同的冻存保护剂联合使用进行玻

璃化冻存，可以使防冻剂的液体黏滞度升高，液体分子的弥散

运动被抑制，从而加强冷冻效果和减轻毒性。ＤＭＳＯ、蔗糖、

乙二醇是最常用的抗冻保护剂。蔗糖可以限制水分过快进入

细胞，为细胞提供一个高渗环境，增加抗动力的同时又充分脱

水，避免冻存时冰晶形成造成伤害，也避免解冻时发生渗透性

休克，起到特异性保护作用［１５］。结果表明在所示的浓度范围

内，蔗糖浓度越低导致微藻存活率越低。乙二醇与 ＤＭＳＯ都
是常见的渗透性冷冻保护剂。乙二醇可迅速渗入细胞内，降

低细胞膜对水的通透性。ＤＭＳＯ的高度水溶性使其易于透过
细胞膜并形成高渗透压，补偿了细胞内外存在的盐梯度，因此

可防止细胞内的冰晶形成和细胞膜的破坏。但 ＤＭＳＯ具有
一定的毒性，能导致部分细胞死亡。闫立强等发现，ＤＭＳＯ对
微藻的毒性大小既与微藻种类有关，也与 ＤＭＳＯ浓度有
关［１６］。如图２所示，随着 ＤＭＳＯ浓度由１０％逐渐增加，２种
微藻的冻存率也越来越低。这是因为高浓度的 ＤＭＳＯ对微
藻有较大毒性，导致了微藻细胞的死亡。１０％浓度的 ＤＭＳＯ
是介于微藻细胞毒性与细胞保护之间的一个临界点。不同的

微藻由于细胞壁的不同对冻存剂的耐受力不同，导致每种微

藻的抗冻保护剂不同。在冷冻过程中，常将几种保护剂混合

起来使用，既保证了抗冻性也降低了单一保护剂高浓度的

毒性。

在做预处理时冷冻保护剂与细胞接触的温度和时间需要

进行严格控制，试验结果表明进行预冻存处理效果好于将藻

种直接投入到液氮当中。因为低温环境可以降低 ＤＭＳＯ的
毒性［１７］，同时细胞与冷冻保护剂预先接触可提高细胞对渗透

压突变的耐受性。通过控制海洋微藻冻存的内外条件，本试

验冻存的２种海洋绿藻，存活率都达到了６６％以上。
玻璃化冻存法研究虽然取得了一定的进展，但是适合于

一种藻种的方法对另一种藻可能并不适用。针对这一领域，

还有许多问题需要做进一步的探讨与研究。如微藻化冻后的

材料处理，活化复苏培养所需的条件［１８］，抗冻性与细胞年龄

等，有待更深入的研究。
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淡水养殖池塘中水体碳氮比对养殖环境的影响
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　　摘要：２０１５年对浙北地区温室中华鳖、外塘中华鳖、加州鲈、乌鳢、翘嘴红
!

５个淡水养殖品种在１个养殖周期内
的养殖水及周边外河水中碳、氮含量进行调查测定，分析不同养殖品种及周边外河水体中的碳氮比（简称Ｃ／Ｎ）水平。
结果显示，各养殖品种养殖水体中总有机碳（简称ＴＯＣ）含量随养殖时间的延长而增加，总氮（简称ＴＮ）含量随养殖时
间的延长先增加后减少，在８月达到最大值；而水体中 Ｃ／Ｎ则随养殖时间先减小后增加，且在８月达到最小值；比较
养殖水体和周边外河水中的Ｃ／Ｎ，结果显示，温室中华鳖养殖池水中 Ｃ／Ｎ最低为０．６５；翘嘴红

!

养殖池水中最高为

５５９，　各养殖品种间差异显著（Ｐ＜０．０５），但作为养殖水源的周边各外河水间无显著性差异。此外，相关性分析显
示，高 Ｃ／Ｎ的养殖水体水质显著优于（Ｐ＜０．０５）低Ｃ／Ｎ的养殖水体水质，说明养殖后期适当添加额外碳源，提高养殖
水体Ｃ／Ｎ，可能是改善养殖环境的有效途径。
　　关键词：淡水养殖；养殖品种；碳氮比；养殖环境；总有机碳（ＴＯＣ）含量；总氮（ＴＮ）含量
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　　生物絮团技术（ｂｉｏｆｌｏｃｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，简称ＢＦＴ）是指通过向
养殖水体中大量投饵补充有机碳物质，保持一定的碳氮比，从

而定向调控养殖系统微生物群落并且利用微生物转换水中的

氨态氮成为菌体蛋白，显著提高饲料利用的一种新型养殖技

术［１］。该技术通过调控养殖水体的碳氮比（简称 Ｃ／Ｎ），可以

改善养殖水质、节约养殖成本，近年来广泛应用于罗非鱼、草

鱼、鳙鱼等淡水鱼类的生产养殖过程中［１－４］。已有的研究结

果表明，乌鳢、加州鲈等淡水经济鱼类养殖池塘中的主要污染

物为有机污染物和氮，养殖水体中化学需氧量、氨氮、亚硝酸

盐氮等含量过高不仅影响水质，还容易导致病害的发生，但却

未见针对养殖水体中 Ｃ／Ｎ的相关研究报道［５－６］。本研究通

过分析浙北地区主要淡水养殖区外河及不同淡水养殖品种池

塘水体中的Ｃ／Ｎ水平，探讨不同养殖品种间的差异及其在养
殖周期内的变化规律，阐述水产养殖对周边水环境质量的潜

在影响，指出提高养殖池塘中Ｃ／Ｎ的措施。
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