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利用脱落酸和冷适应提高坛紫菜丝状体种质的冻存效率

马明婕1, 2    韦彩玲1, 2    朱骏凯1, 2    刘棋琴1, 2    骆其君1, 2    陈海敏1, 2    杨    锐1, 2

(1. 宁波大学浙江省海洋生物工程重点实验室, 宁波 315823; 2. 宁波大学海洋学院, 宁波 315823)

摘要: 为验证脱落酸(ABA)和冷适应能否提高紫菜丝状体种质的冷冻保存效率, 研究以坛紫菜(Pyropia
haitanensis)自由丝状体为材料, 在20℃, 光强40 μmol·photons/(m2·s), 在光周期12L﹕12D条件下以ABA(100 μmol/
L)处理48h或4℃暗培养6d, 随后进行–80℃冷冻保存实验。通过连续测定冻存复苏后藻体的存活率及最大光

量子效率Fv/Fm, 并利用Realtime qPCR技术检测藻体与抗冷相关基因[P(H+)-ATPase、ald、Mn-sod A、Cu/Zn-
sod 1、apx-2、hsp70-4、psy-2、gapdh、gpxha-1]等的表达情况来评估预处理及冻存效果。结果显示: (1)ABA
和冷适应均可提高坛紫菜丝状体的冷冻存活率, ABA组存活率可达59%, 冷适应组存活率可达89%; (2)丝状体

经冷适应后Fv/Fm恢复速率较其他组显著提高(P<0.05), 复苏35d即可恢复至最佳生长状态; (3)ABA和冷适应

显著上调了藻体P(H+)-ATPase、ald、Mn-sod A、Cu/Zn-sod 1、gapdh(P<0.01)和psy-2(P<0.05)基因的表达,
apx-2和hsp70-4只有在ABA刺激时才表现为上调(P<0.01)。综上, ABA处理和冷适应均可改善坛紫菜丝状体

的抗冻能力, 提高超低温冷冻保存效率。4℃冷适应法操作简单, 效果显著, 具较大应用潜力。
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大型海藻是海洋中重要的初级生产者和生态

工程师, 具有食品、药物、饲料和肥料等经济价值
[1]
。

海洋环境恶化使得海藻种群的生存和多样性受到

多种压力的威胁
[2, 3]

。收集并保存藻类种质资源成

为保护生物多样性和藻类育种的重要工作。组织

活体继代培养是海藻种质保存古老且常规的手段,
亦是多数藻类种质库的主要保种方式。于–196—
–40℃进行冷冻保存则是藻类学家关注的另一种质

保藏方法。其最大的优点在于：在冻存保护剂的

作用下, 生物组织和细胞能够在低温导致代谢停滞

的同时保持细胞结构和功能的完整性及遗传物质

的稳定性
[4]
；并且, 冻存期间可以避免产生新的微

藻、细菌或真菌污染
[5]
。因此, 开发和优化低温冻

存方法, 提高海藻种质的冷冻存活率一直受到藻类

学家的关注。目前, 海带、紫菜、江蓠和萱藻等很

多大型经济海藻都进行过孢子体或配子体的低温

冻存尝试, 但大型海藻的冷冻保存普遍存在效率偏

低且冻存后期恢复困难等问题
[6—8]

。

紫菜(Porphyra sensu lato)[9]
是潮间带重要的底

栖海藻, 亦是东亚广泛栽培的经济藻类。与其他大

型栽培海藻的情况相似, 种质退化和良种使用率不

高是紫菜栽培产业面临的主要问题
[10]

。保护紫菜

种质资源, 扩大其收藏, 提高保种效率, 对紫菜多样

性保护、遗传育种及产业发展至关重要。在生产

中, 农户会收集当年的成熟紫菜叶状体作为种菜,
晾干脱水后于–20℃冷冻；次年取出, 常温复水后

收集果孢子用于培育丝状体苗。这些自然生长的

紫菜群体遗传混杂严重, 且冷冻大量种菜需要较多

空间和能耗, 对紫菜种质的质量控制具有相当的局

限性
[11]

。紫菜自由丝状体是由果孢子发育而来的

二倍体微观世代, 体积小、耐受性强和遗传性质稳

定, 且易于培养和诱导调控；因此, 自由丝状体是
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紫菜种质的最佳保存形式
[12], 也是紫菜种质低温冻

存的重点研究对象。

影响生物组织低温冻存的主要因素为细胞渗

透压失衡、细胞溶质浓度过度增加
[13]

和胞内冰晶

生成
[14]

。冻存方法、冻存保护剂的种类、浓度和

处理时间
[15, 16]

、降温速率、解冻温度
[12, 17]

及不同

物种的低温耐受能力都会影响冻存效率
[18]

。科学

家通过冻存保护剂置换出细胞内水, 或者优化冻存

程序, 其基本目的都是为了减少细胞内冰晶的形成,
促使细胞形成玻璃化状态, 以减缓冻存对细胞内膜

系统的损伤
[14, 19]

。此外, 对植物组织进行冷驯化或

在低浓度玻璃化培养液中预培养也可以加强生物

本身的抗冷能力, 调节细胞渗透压、应对氧化胁迫,
进而提高冻存效率

[20—23]
。对藻类冻存方案中冻存

保护剂和冻存程序的研究已有较多报道, 而利用冷

适应提高大型海藻冻存效率方案的报道则较少。

脱落酸(Abscisic acid, ABA)是一种半倍萜羧酸

类植物激素, 在植物中最典型的功能为：在干旱、

寒冷、高温和失水等胁迫条件下可提高植物的抗

逆能力
[24]

。在藻类中, ABA可以通过诱导抗氧化酶

表达, 增加植物对氧化应激的耐受性以减缓失水、

渗透及盐胁迫的伤害
[25]

。是否可以利用ABA处理

及低温适应性培养来提高紫菜丝状体对冷冻的耐

受性, 进而提高种质冷冻保存的效率？为验证这一

假设, 本文以坛紫菜自由丝状体为实验材料, 拟采

用ABA处理和4℃低温诱导紫菜丝状体自身的抗冷

能力, 以期提高冷冻保存效率, 为改进紫菜种质冻

存方案提供新思路和实验参数。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料及培养

坛紫菜(Pyropia haitanensis)浙东1号(ZD-1)自
由丝状体, 由浙江省海洋生物工程重点实验室提

供。挑选色泽红润, 健康松散的藻团备用。培养条

件：温度20℃, 光照强度40 μmol·photons/(m2·s), 光
周期12L﹕12D, 宁大Ⅲ号培养液培养

[26]
。宁大Ⅲ号

母液：990 nmol/L KNO3、57 nmol/L K2HPO4、

9 nmol/L FeSO4·7H2O、54 nmol/L Na2EDTA、

1 nmol/L MnSO4·H2O、0.5 mg/L VB12和5 mg/L
VB1。培养液由母液与灭菌海水按1﹕1000比例配置

而成。

灭菌海水：盐度为25的天然海水由0.22 μm的

水系滤膜过滤并高压蒸汽灭菌。 

1.2    冻存方法

冻存保护剂由基础溶液(0.5 mol/L山梨醇和

0.01 mol/L HEPES溶于稀释灭菌海水
[12])和20%

DMSO混合配置。

操作：将坛紫菜丝状体(约1 mg鲜重)悬浮在

0.75 mL的0℃的基础溶液中。用等体积冰浴后的

20%DMSO(w/v)于15min内缓慢加入悬浮液中, 使
DMSO终浓度达到10%, 在4℃平衡4h。将装有丝状

体悬液的冻存管置于程序降温盒(Biosharp, 美
国)中, 以–1℃/min的速度冷却至–80℃, 保存24h。

解冻：在40℃水浴中迅速解冻, 管内还留有少

量冰时将冻存管置于冰水浴中 ,  用0℃的海水在

30min内逐渐稀释7倍, 然后用200目筛绢筛去冻存

液, 将丝状体以80 mg/L的密度重悬于宁大Ⅲ号培

养液中培养。解冻后1周内每天更换1次培养液。

其后, 按检测周期(10d、20d和35d)更换培养液。检

测并记录存活率。

以此程序冻存的样本, 作为实验对照。 

1.3    ABA和4℃冷适应处理

ABA溶液配置及处理　　先用无菌海水配置

成1 mmol/LABA母液, 经0.22 μm滤膜过滤后稀释

成0、25、50、100、200和400 μmol/LABA溶液。

取(0.1±0.02) g坛紫菜丝状体在500 mL不同浓度的

ABA溶液中恒温摇床培养3d, 培养条件同1.1。设

置3个生物学平行。

冷适应　　0.5 g/L坛紫菜丝状体在4℃冰箱内

黑暗处理6d, 设置3个生物学平行。

预处理后冻存实验　　通过2.2的结果最终确

定以100 μmol/L的ABA处理48h和4℃暗培养6d预
处理后的样本为材料, 根据1.2的冻存方法进行实

验。冻存程序完成后, 按上文进行指标的测定。设

置3个生物学平行。 

1.4    生理生化及分子指标检测

藻体相对日生长率(RGR)　　测量不同处理组

坛紫菜丝状体初始和结束时的重量, 计算各样品的

相对日生长速率RGR, 其计算公式为
[27]
：

R GR ( )=100£(LnS T¡LnST-3)=T

式中, ST为第T天藻体鲜重, ST-3为前一次称量时的

藻体鲜重。

PSⅡ最大光量子效率(Fv/Fm)　　用叶绿素荧

光仪PAM(德国WAIZ公司)测定藻体的PSⅡ最大光

量子效率Fv/Fm
[28]
。

存活率　　以伊文思蓝染色法检测丝状体的

存活率
[29]

。死细胞被染成蓝色, 活细胞保持红色。

观察统计存活的细胞(红色)和死细胞(蓝色), 计算

丝状体的存活率。

( )=
+

£100
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抗冷相关基因的Realtime qPCR分析　　参照

Plant RNA Kit (OMEGA)总RNA抽提试剂盒说明书

提取每个样品的总RNA, 用TaKaRa PrieScript RT
reagent Kit (TaKaRa, 中国)试剂盒反转成cDNA。

以18S rRNA基因作为内参基因, 在Light Cyber 96
System (Roche, 瑞士)仪器中检测坛紫菜丝状体中

质膜转运蛋白P(H+)-ATPase、酰基脂质去饱和酶

(Acyl-lipid desaturase, ald)、锰超氧化物歧化酶

(Mn-superoxide dismutase A, Mn-sod A)、铜/锌超氧

化物歧化酶(Cu/Zn-superoxide dismutase 1, Cu/Zn-
sod 1 )、抗坏血酸过氧化氢酶(Ascorbate peroxi-
dase-2, apx-2)、热激蛋白70(Heat shock protein70-4,
hsp70-4)、八氢番茄红素合成酶(Phytoene synthase-
2, psy-2)、甘油醛-3-磷酸脱氢酶(Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase, gapdh)、谷胱甘肽过氧化

物酶(Glutathioneperoxidase-1, gpxha-1)等编码基因

的相对表达量(表 1)。不同处理设置3个生物学平

行 ,  每个平行做3次技术重复。反应体系20 μL,
扩增程序：95℃预变性3min；95℃变性5s, 60℃/
55℃退火18s, 72℃延伸13s, 50个循环；在总延伸

结束后, 加入溶解曲线的制备(60—95℃)步骤。用

2–∆∆Ct
法进行分析。 

1.5    数据统计

实验数据和统计作图采用Origin 2018软件, 利
用SPSS 17.0进行单因素方差分析(One-way ANOVA)
或双因素方差分析(Two-way ANOVA), 采用Tukey
多重比较检验来确定各处理间的差异显著性。数

据以平均值±标准差(Mean±SD)表示, P＜0.05表示

差异显著, P＜0.01表示差异极显著。 

2    结果
 

2.1    ABA对坛紫菜丝状体相对日生长率的影响

ABA预处理会降低坛紫菜自由丝状体的相对

日生长率RGR(图 1), 且高浓度ABA(≥100 μmol/
L)的抑制作用更为强烈(P＜0.01), 当ABA浓度为

200和400 μmol/L时, 丝状体出现死亡的情况。 

2.2    ABA对坛紫菜丝状体最大光量子效率Fv/Fm

的影响

ABA抑制了坛紫菜自由丝状体的最大光量子

效率Fv/Fm(图 2)。总体看, ABA对坛紫菜的抑制作

用在24h之后表现得比较明显 ,  抑制强度也随着

ABA浓度的升高而加强(P＜0.05)。当ABA浓度≤

100 μmol/L时, 去除ABA 72h后, Fv/Fm均可恢复至

正常水平(P＞0.05), 但高浓度ABA(＞200 μmol/L)
的抑制作用则难以恢复。

根据既能抑制藻体生长但又不会从根本上伤

害藻体生理功能的原则, 选择100 μmol/L作为坛紫

菜丝状体冻存前预处理的ABA作用浓度。
 

2.3    不同处理对冷冻保存的坛紫菜丝状体存活率

的影响

在不同处理中, 坛紫菜丝状体经–80℃冻存后
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图 1   不同浓度ABA处理坛紫菜丝状体的相对日生长率

Fig. 1   Relative growth rate (RGR) of P. haitanensis conchocelis
at treatments of different ABA concentration

a、b等不同字母代表差异显著

a, b and other letters indicate significant difference

表 1   目标基因的RT-qPCR引物序列

Tab. 1   RT-qPCR primer sequence of the target genes

引物
Primer

引物序列
Sequence (5′—3′)

长度
Length (bp)

psy-2-QF CCACTGATGGCGGGTGTTGT
109

psy-2-QR GGCGACTCGTAGGTACGCTTC
T

Mn-sod A-QF GGCGATCCGCAACAATG
159

Mn-sod A-QR CCACCCGCTCCCAAACA
Cu/Zn-sod 1-
QF GCACGGCTTCCACATCCA

132Cu/Zn-sod 1-
QR GTCGTCGCCCACCTCAAT

apx-2-QF ATGGCATCATGGTGCGGGTAG
105

apx-2-QR CAATCGAGGCAAGCTGGTAG
AGGT

gpxha-1-QF CGGCACCAACGAGCAGA
149

gpxha-1-QR CAAAGTTCCACCCGCAGTC

hsp70-4-QF TGGGCATCTGGCAGAATG
196

hsp70-4-QR CGACGGGTCCGAGAACTT

ald-QF GTGCAGGATATTGTGGAGGT
212

ald-QR AGCCAGTAGCCAGTGGTAAA

P(H+)-ATPase-
QF CGTGTTTCCGCAGAGCA

225P(H+)-ATPase-
QR GCGTCCGTCGAGATGGT

gapdh-QF TGGCGTTGAGGTTGTTGC
94

gapdh-QR CTTGTACGGGCCGTGGGT

18s-QF AGTTAGGGGATCGAAGACGA
150

18s-QR CAGCCTTGCGACCATACTC
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的存活率及显微形态如图 3和图 4所示。结果显示：

经4℃冷适应6d和常温下添加外源ABA(100 μmol/
L)处理48h后, 丝状体经冻存和解冻复苏后的实时

存活率显著高于常规冻存组(CK; P＜0.05)。ABA
组存活率稳定在59%, 冷适应组存活率平均稳定在

89%(图 3)。反观常规冻存组, 随着培养时间的延

长, 存活率不断下降, 到35d时存活率仅为17%。

可见即使有保护剂的保护, 冷冻仍旧会对藻体产生

伤害。这些伤害会在后续培养中逐渐显现, 最终导

致种质衰亡。经过4℃冷适应和ABA处理的坛紫菜

丝状体在存活率和细胞状态等表现上均明显优于

常规冻存组(P＜0.01), 4℃冷适应组又显著优于

ABA处理组(P＜0.05), 4℃冷适应6d的丝状体细胞

在冻存中受到的伤害最小, 恢复最快(图 4)。 

2.4    ABA和冷适应处理及冻存后坛紫菜丝状体的

最大光量子效率Fv/Fm

坛紫菜丝状体经–80℃冷冻保存及解冻后, 在
20℃恢复培养并测量PSⅡ最大光量子效率(Fv/Fm；

图 5)。随着培养时间的延长, 所有样本的Fv/Fm

均逐步回升, 说明冻存过的丝状体在适宜条件下可

以恢复光合作用。F: 0表明冻存完全抑制了坛紫菜

丝状体的光合作用。经ABA和冷适应处理的丝状

体在恢复过程中, 光合作用的恢复速率显著高于对

照组(P＜0.05)。在培养35d时, 4℃冷适应组Fv/
Fm完全恢复正常。 

2.5    ABA和冷适应处理对坛紫菜丝状体抗冷相关

基因表达的影响

我们以正常培养的丝状体为对照, 对9个冷适

应及抗逆相关基因进行了qRT-PCR的检测(图 6)。
结果显示：在ABA处理组和4℃冷适应组的丝状体

中P(H+)-ATPase、Mn-sod A、Cu/Zn-sod 1、psy-
2和 gapdh等基因的表达均显著上调(P＜0.01), 且
冷适应组上调的幅度远大于ABA处理组(P＜0.01)。
2个处理组ald的表达量均显著高于对照组(P＜

0.01), 但ABA处理组和冷适应组的差异不明显

(P>0.05)。ABA处理组中的hsp70-4表达量显著高

于对照组和4℃冷适应组(P＜0.01)。ABA也上调了

藻体apx-2基因的表达(P＜0.01), 但在4℃冷适应组

中该基因则表现为下调(P＜0.05)。在所有组别中,
gpxha表达量均无显著变化。 

3    讨论
 

3.1    强化藻体抗冷能力可提高冷冻保存的存活率

在已报道的紫菜冷冻保存研究中, 多种紫菜丝

状体冻存复苏后的存活率最高达77%[30, 31], 也有部

分研究表明冻存的丝状体存活率可达80%以上
[15],

叶状体的冷冻存活率更是高达94.6%[32]
。然而, 我

们重复了这些方法, 发现经解冻复苏后, 丝状体的

实时存活率虽然可以达到70%以上, 但是随着恢复

培养时间的延长, 丝状体存活率呈显著下降的趋

势。可见冻存对藻体的伤害可能会在复苏后期逐

渐显现。马宁宁等
[33]

报道, 生长旺盛的紫菜丝状体

冻存后存活率较低, 冷驯化的丝状体有一定的存活

率 ,  低光高温诱导形成的壳孢子囊枝(即膨大藻

丝)的冷冻存活率最高, 可达60%以上。然而, 在低

温和低光照的保种条件下, 壳孢子囊枝的状态难以

长期维持；且从细胞结构上看, 此阶段的藻细胞液

泡增大、线粒体体积增大且数量增多
[34], 并不适于

作为种质保存的材料。此外, 初始的藻体状态及操

作中的物理伤害(如剪碎丝状体)也可能会影响藻体

的冷冻存活率。因此, 对于提高冻存效率, 增强藻

体自身对冷冻胁迫的适应能力与改善冻存方法同

等重要。

采用冷驯化(–1—4℃黑暗培养8—12h)可以提

高植物在液氮中冷冻的存活率
[35]

。Ben-Amotz等[20]
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图 2   ABA对坛紫菜丝状体的最大光量子效率Fv/Fm的影响

Fig. 2   Effect of ABA on Fv/Fm of P. haitanensis conchocelis
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图 3   不同处理下坛紫菜丝状体的冻存存活率

Fig. 3   Survival rate of P. haitanensis conchocelis under different
treatments
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图 4    不同处理下坛紫菜丝状体的显微观察

Fig. 4    Microscopic observation of P. haitanensis conchocelis under different treatments
CK. 对照组(无预处理)；ABA. 100 μmol/LABA处理48h；4℃. 4℃下冷适应6d。所有实验组经–80℃冷冻24h，解冻复苏，并进行后

续培养。分别于0、5d、10d、20d和35d进行显微观察。经0.01%伊文思蓝染液染色，死细胞呈现蓝色，活细胞呈现红色

CK. Control group (without pre-treatment); ABA. Treated with 100 μmol/L ABA for 48h; 4℃. Cooled at 4℃ for 6d. After pre-treatment, all
experiment groups were frozen at –80℃ for 24h, then thawed and recovered. Microscopic observation was conducted at 0d, 5d, 10d, 20d and
35d of the subsequent culture. After staining with 0.01% Evans blue, the dead conchocelis appeared blue and the live conchocelis appeared
red
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发现在4℃暴露4周以上可以诱导出微藻的抗寒性,
光周期和光强改变或者营养盐缺乏也可以增强藻

的抗冻能力及提高存活率。ABA对植物抵御非生

物逆境胁迫起着极其重要的作用, 通过外源添加

ABA可以显著提高植物的抗逆能力
[ 3 6 ]

。例如

ABA可以诱导水稻(Oryza sativa L.)[37]
和莱茵衣藻

(Chlamydomonas reinhardtii)[38]
体内抗氧化基因的

表达和抗氧化防护酶的活性, 来缓解渗透胁迫导致

的氧化损伤, 从而提高整体的抗氧化防护能力。在

本实验中, 4℃低温的抗寒锻炼和ABA预处理使得

坛紫菜丝状体的生理状态得到了调整, 藻体的存活

率较常规冻存组提高了35%—72%。 

3.2    ABA和冷适应促进了紫菜抗冷相关基因的表达

在低温下, 细胞膜由液晶相过渡到凝胶相(玻
璃化状态), 伴随着膜流动性降低、离子渗漏和膜

蛋白失活等现象, 最终会导致细胞冷休克死亡
[39]

。

研究发现, 嗜冷微生物和南极微藻可通过增加膜转

运蛋白和不饱和脂肪酸的含量及提高抗氧化防护

酶的合成等, 达到提升细胞膜流动性、降低细胞质

冰点和增强抗氧化防护, 最终降低冷冻对细胞影响

的目的
[ 4 0 ,  4 1 ]

。也有研究报道 ,  增加膜转运蛋白

P(H+)-ATPase含量和使膜脂中的脂肪酸去饱和可

以提高细胞膜流通性并调节细胞内外离子的平衡
[42], 最终提高红藻的抗寒能力

[43]
。酰基脂质去饱和

酶(Acyl-lipid-desaturase, ALD)在植物的抗寒性中

亦有重要作用, 被认为是适应温度变化时最有效的
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图 5   不同处理组坛紫菜丝状体最大光量子效率Fv/Fm

Fig. 5   Fv/Fm of P. haitanensis conchocelis under different treat-
ments
P. 预处理(ABA处理48h、4℃黑暗6d)；F: 0. –80℃冷冻处理，

解冻复苏1h(对照)；1—35d. 解冻复苏后培养天数

P. Pre-treatment (ABA treatment for 48h; darkness at 4℃ for 6d);
F:0. –80℃ Freezing treatment, thawed and recovered for 1h
determination (control), 1—35d. subsequent culture days after
thaw and recovery
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图 6    不同处理下坛紫菜丝状体抗冷相关基因的相对表达量

Fig. 6    Relative expression of cold-resistance genes of P. haitanensis conchocelis under different treatments
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调节膜脂不饱和程度的酶
[44]

。在拟南芥(Arabidop-
sis thaliana)和烟草(Nicotiana tabacum)中, ald基因

上调能够增强植物的抗寒性
[45, 46]

。甘油醛-3-磷酸

脱氢酶(GAPDH)不仅在糖酵解和光合作用中起重

要作用, 还参与膜融合和膜转运等多种亚细胞水平

的活动
[47]

。植物中的gapdh基因参与抑制氧化胁迫

下活性氧的积累, 控制电子传递链中的电子转运应

答氧化胁迫等, 帮助抵御不良环境对植物造成的伤

害
[48]

。在本研究中, 经过ABA和冷适应处理, 坛紫

菜丝状体的P(H+)-ATPase基因、ald基因及gapdh基
因均显著上调；由此推测, 在坛紫菜丝状体中, 可
能通过调控膜脂的饱和度和跨膜离子运输效率来

调节藻体的渗透性, 从而增强抗冻能力。

类胡萝卜素是重要的光合色素, 在植物逆境调

控中起重要作用。例如, 极地微藻可大量合成和积

累类胡萝卜素来提高抗逆能力
[49]

。八氢番茄红素

合成酶(PSY)是类胡萝卜素——番茄红素合成的关

键酶之一
[50], 已有研究表明, PSY的过表达可以提高

类胡萝卜素的含量
[51]
。刘欣

[52]
发现外源ABA(100 μmol/

L)处理坛紫菜48h, 对坛紫菜类胡萝卜素的积累有

积极作用。在本研究中, ABA和冷适应均可以显著

促进坛紫菜丝状体psy-2基因的表达, 有助于提高丝

状体的抗冻能力。

植物在非胁迫状态下, 自由基处于动态平衡。

当胁迫发生, 植物体内积累大量的活性氧(ROS), 导
致膜脂过氧化, 造成细胞损伤

[53]
。植物中的抗氧化

酶防御系统由超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶

(CAT)、过氧化氢酶(POD)、谷胱甘肽过氧化物酶

(GPX)及抗坏血酸过氧化氢酶(APX)等多种成分参

与, 与非酶保护系统共同调节氧自由基代谢的平衡
[54]
。

植物的抗寒能力与抗氧化酶系统的活性成正比
[55]

。

藻类的SOD分为4种同工型：Fe-SOD、Mn-SOD、

Cu/Zn-SOD和Ni-SOD。其中, Mn-SOD主要与光系

统Ⅱ和线粒体相关联, Cu/Zn-SOD主要存在于叶绿

体中
[ 5 4 ]

。SOD和APX是植物叶绿体中主要的

ROS清除酶, 有研究表明ABA对光系统Ⅱ复合体有

保护作用, 而且能够提高SOD、APX等抗氧化酶的

活性
[56], 这与我们的实验结果是一致的。谷胱甘肽

过氧化物酶在很多动植物中起自由基清除作用。

坛紫菜的gpx基因在高温胁迫下表现为先上调后下

调的趋势, 当坛紫菜失水达到40%时, 该基因也明

显下调
[57]

。然而, 在本研究中gpxha-1的表达未发

生显著性变化。APX是利用抗坏血酸为电子供体

的H2O2的清除剂, 在坛紫菜叶状体的光胁迫应答中

发挥重要作用
[58], 在高等植物中, APX也常用以提

高植物对强光、极端温度和盐胁迫等的抗性
[59]

。

但在本研究中, apx-2基因在冷适应后下调, 可能是

因为冷适应是在黑暗条件下进行所导致, 具体原因

有待进一步验证。

热激蛋白hsp70也是常见的抗逆相关基因, 在
植物体内发挥分子伴侣的作用, 帮助合成防御及修

复所需的各类物质, 增强植物的抗逆性
[60]

。ABA可

以促进龙须菜hsp70大量表达, 帮助龙须菜应对高

温胁迫, 而且在坛紫菜中hsp70基因对于热激胁迫

的反应非常敏感
[61]

。在本研究中, ABA显著上调了

坛紫菜丝状体hsp70-4的表达。但在冷适应组 ,
hsp70-4基因表达变化不明显。这说明坛紫菜丝状

体的hsp70基因对冷适应并不敏感。

hsp70-4和apx-2基因的表现提示, 坛紫菜丝状

体对ABA和冷适应的响应机制是不同的。但综合

而言, ABA处理和4℃冷适应均可提高坛紫菜丝状

体的冷冻存活率。推测, 经两种方法预处理后, 坛
紫菜丝状体可能通过提高质膜的离子运输效率及

抗氧化酶的活性、促进细胞膜脂肪酸去饱和和增

加保护色素的合成等方式调整藻体自身状态, 提前

适应即将进入的超低温冷冻环境, 并在解冻后迅速

恢复正常生理状态, 从而提高冻存藻体的存活率。 

4    结论

利用ABA(100 μmol/L)和4℃冷适应预处理坛

紫菜丝状体, 然后进行–80℃常规冻存, 能够显著提

高紫菜丝状体种质保存的效率。4℃冷适应法操作

简单, 效果显著, 易于推广, 具有较好的应用潜力。
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THE ROLE OF ABSCISIC ACID AND COLD ADAPTATION IN IMPROVING
THE CRYOPRESERVATION EFFICIENCY OF PYROPIA

HAITANENSIS CONCHOCELIS

MA Ming-Jie1, 2, WEI Cai-Ling1, 2, ZHU Jun-Kai1, 2, LIU Qi-Qin1, 2, LUO Qi-Jun1, 2,
CHEN Hai-Min1, 2 and YANG Rui1, 2

(1. Key Laboratory of Marine Biotechnology of Zhejiang Province, Ningbo University, Ningbo 315823, China; 2. School of Marine
Sciences in Ningbo University, Ningbo 315823, China)

Abstract: To explore whether abscisic acid (ABA) and cold adaptation can improve the cryopreservation efficiency of
Porphyra sensu lato, the free living conchocelis of Pyropia haitanensis were treated with ABA (100 μmol/L) for 48h at
20℃, light intensity of 40 μmol·photons/(m2·s) with photoperiod 12L﹕12D or cultured in dark at 4℃ for 6 days before
cryopreservation at –80℃. The effects of cryopreservation were evaluated by continuous measurement of algal survi-
val rate after frozen, the maximum light quantum efficiency (Fv/Fm) of PSⅡ and the expression of cold adaptative re-
lated genes, such as P(H+)-ATPase, ald, Mn-sod A, Cu/Zn-sod 1, apx-2, hsp70-4, psy-2, gapdh, and gpxha-1. The re-
sults showed that: (1) Both ABA treatment and cold adaptation at 4℃ increased the survival rate of P. haitanensis con-
chocelis after cryopreservation, 59% in the ABA groups and 89% in the cold adapt groups; (2) The Fv/Fm of the con-
chocelis after cold adaptation recovered significantly faster than those of the other groups (P<0.05), with the optimal
level after 35 day culture; (3) ABA treatment and 4℃ cold adaptation significantly up-regulated genes like P(H+)-AT-
Pase, ald, Mn-sod A, Cu/Zn-sod 1, gapdh (P<0.01) and psy-2 (P<0.05) in the algae, but only ABA induced apx-2 and
hsp70-4 (P<0.01). In summary, ABA treatment and cold adaptation can improve the frost resistance of P. haitanensis
and improve the efficiency of cryopreservation. The cold adaptation method at 4℃ is simple and effective, and has
greater application potential.

Key words: Pyropia haitanensis; Conchocelis; Cryopreservation; Cold adaptation; Abscisic acid
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