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摘  要: 菌种资源保藏是微生物学及相关学科研究的基础。冷冻干燥保藏法是菌种保藏最有效的

方法之一, 为进一步提高菌种保藏质量人们进行了大量的研究。本文介绍了菌种冷冻干燥保藏方

法的原理和优点, 同时详细介绍了菌种冷冻干燥保藏方法的影响因素。 
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Abstract: The preservation of culture is the base of microbiology research and correlative specialty. 
Freeze-drying is one of the most effective methods. Many researches have been performed to improve the 
effect of freeze-drying method. The paper mainly describes the principle and advantage of freeze-drying. In 
addition, the paper introduces the influencing factors to freeze-drying method. 
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菌种保藏就是对活体微生物群体进行有效的保

藏, 其目的是利用一切条件使菌种不死、不衰、不

变, 以便于研究和应用。至今保藏方法有 20 多种, 

从总体上可分为 4 大类：传代法、干燥法、冷冻法

及冷冻干燥法[1], 其原理主要是运用干燥、低温和隔

绝空气的手段 , 降低微生物菌株新陈代谢的速度 , 

使细菌的生命活动处于半永久性休眠状态, 从而达

到保藏的目的。现在简易的保藏方法主要有定期移

植法、液体石蜡法、无菌蒸馏水法、硅胶干燥法、

玻璃或瓷珠干燥法、滤纸法、麸皮法、沙土管法等。

而目前公认冷冻法和冷冻干燥法是长期保存微生物

菌种的最安全、可靠的方法。其中制备和保存生物

材料的极佳方法是冷冻干燥法, 此法适用于大多数

微生物菌种的保藏。 

1  冷冻干燥保藏法 

冷冻干燥保藏方法作为一种最安全、可靠的方

法之一, 其适用范围广, 除少数不产生孢子只产生

菌丝体的丝状真菌不宜采用此方法保藏外, 其它各

大类微生物如细菌、放线菌、酵母菌、丝状真菌及

病毒均可采用此方法保藏。因为它适合于微生物细

胞结构特点、生存环境及其生理状态, 能满足微生

物细胞结构和功能的统一性。其原理是微生物在冷

冻保护剂又称抗冻剂的环境中处于冷冻状态, 然后
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在真空减压情况下利用升华现象除去水分, 使微生

物在非剧烈的尽量避免细胞直接受到损伤的条件下

处于干燥、缺氧状态, 生理活动受到抑制。使用此

法, 不同菌种可选择不同的抗冻剂, 目前人们所用

的抗冻剂有数十种, 有的是单一的, 有的是按一定

配方混合使用的, 根据微生物不同类别不同种群加

以选择使用[2]。 

2  影响菌种冷冻干燥保藏的因素 

2.1  菌种悬液的浓度 
在冻干技术中, 为了保证在长期保藏后有足够

数量的活细胞, 通常采用浓度较大的菌悬液, 细菌
和放线菌浓度一般要大于 108 CFU/mL, 酵母菌细胞
和霉菌孢子的浓度大于 107 CFU/mL, 这样在菌种复
活时只要能保证有 0.1％的细胞仍然有活力就可以完
成菌种传代过程。但是Costa等也有报道冻干培养物
的最佳浓度与保护性培养基相关, 例如当保护培养
基中加入蔗糖时, 冻干培养物浓度以 1010 CFU/mL最
佳, 而保护性培养基中加入脱脂乳时, 培养物最佳
浓度为 108 CFU/mL [3]。Palmfeldt等也报道了当在保
护培养基中增加蔗糖浓度时, 可以降低菌悬液的浓
度, 以达到最高的细胞存活率[4]。 

2.2  冻干菌种材料的菌龄 
冻干菌种材料的菌龄对其在长期真空冷冻干燥

保藏后的细胞存活率有重要影响, 例如鼠李糖乳杆
菌在生长稳定期进行冷冻干燥, 其菌株细胞存活率
最高为 31％~50％, 而在对数生长期为 14％, 在延
滞期仅有 2％ [5]。相反对Sinorhizobium和Bradyr- 
hizobium在延滞期进行冻干, 其存活率较高。研究表
明：处于稳定期的细胞或成熟的孢子对不良环境具

有较强的抗性, 因而, 保藏非芽孢细菌、酵母菌, 应
采用对数末期或稳定初期的细胞 ; 而保藏芽孢细
菌、放线菌和霉菌, 要用成熟的孢子。 

2.3  培养基的影响 
实践证明, 由于各类食品微生物菌种之间生物

学特性存在较大差异, 要对其进行冻干保藏, 往往
需根据菌种的特性对冻干培养基进行优化, 提高微
生物细胞的存活率 , 延长菌种保藏期; 如Huang等
在对L. bulgaricus进行冻干保藏时, 在保护培养基中
加入山梨醇、脱脂乳等抗冻剂, 细胞存活率提高到
了 86.53％[6]。Carvalho等的研究表明, 选择不同的

生长培养基对保藏菌种的存活率也有重要的影响 , 
如Lactobacillus bulgaricus菌株的生长培养基中加入
甘露糖时, 其经冻干后细胞存活率比加入果糖、乳
糖以及葡萄糖要高 ,  同时也显示了在培养基中 
添加 4 种碳水化合物 , 均可以提高对冻干菌株的 
保护作用 [7]  。但同一菌种在相同成分的培养基中 
培养, 其为液体或固体培养对微生物的存活率影响
不大。 

2.4  抗逆能力 
通常认为, 菌株在培养过程中, 若处于某种逆

境下, 则会发生诱导抗逆反应, 提高菌株的抗逆性。
Palmfeldt和 Hahn-Hagerdal报 道 , 在 Lactobacillus 
reuteri菌株的培养过程中, 如果将pH从 6降至 5, 则
有助于菌株细胞在冻干过程中更好地被保护, 细胞
存活率将由 65％上升至 90％, 其机理可能是环境
pH的变化诱导细胞产生了抗性物质, 从而提高了它
在冻干过程中的免疫力[4]。Maus和Ingham也报道了
相似的结果, 即Bifidobacterium培养在 6℃条件下或
使其培养基的pH由 6.2降至 5.2, 菌株将会增强抗寒
和抗冻能力[8]。一般认为, 细胞处在逆境中 60 min, 
就会诱导抗性基因表达产生抗逆蛋白, 如当降低培
养基的pH时, 微生物的细胞膜脂肪酸成分发生变化, 
并同时产生酸性休克蛋白。另外, 也有研究报道菌
株的保藏期和存活率还依赖材料的干燥程度和真空

的密闭性[9]。 

2.5  保护剂 
保护剂对于微生物菌株冷冻干燥保藏的存活率

有较大的影响, 选择得当的保护剂是提高微生物冷
冻干燥保藏存活率、延长菌种保藏期的关键因素。

保护剂可分为小分子保护剂(如低聚糖类、醇类、缓
冲盐类、氨基酸和维生素类)和大分子保护剂(如蛋
白质、多肽类和多糖类)。作为小分子保护剂, 一般
具有很强的亲水性, 分子结构含有 3 个以上氢键, 
在冷冻或干燥过程中, 可与菌体细胞膜磷脂中的磷
酸基团或菌体蛋白质极性基团形成氢键, 保护细胞
膜和蛋白质结构与功能的完整性。而大分子保护剂

通过“包裹”形式保护菌体, 同时, 促进低分子保护
剂发挥作用 [4]。保护剂类型的选择主要取决于菌株

的生物学特性, 如海藻糖对乳酸菌的冻干保藏效果
显著 [10]。但也有一些保护剂可以用于多种微生物, 
如脱脂牛乳、血清、甘油、甜菜碱、阿东糖、蔗糖、 
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葡萄糖和乳糖等[11]。很多研究表明利用海藻糖作为

冷冻保护剂可以使微生物的存活率比蔗糖更高, 其

中一个重要原因是海藻糖的玻璃化温度(即由玻璃

态变为高弹态所需温度)较高, 而玻璃化温度越高, 

冻干物在温度升高时更容易保持稳定[12,13]。由于蛋

白的玻璃化温度相对更高, 所以其稳定性较糖类更

好 ,  因此蛋白在菌种保藏中的作用比糖类更重 

要[11]。Abadias等[14]实验表明Candida sake在利用脱

脂牛乳和碳水化合物做保护剂, 菌株细胞存活率可

达 85.9％。因此, 蛋白和糖的混合物作为保护剂更

有效。另外, 对于经常需要反复冻融的样品, 加入甘

油有助于保持细胞活力[15]。 

2.6  冻结速度 
在真空冷冻干燥保藏菌种的过程中, 冻结速度

是影响微生物存活率的重要因素, 不同微生物最佳

冷冻速度不同, 其主要原因是冻结速度必须与微生

物细胞对水分的渗透率相平衡, 而细胞对水分的渗

透率取决于细胞表面积与体积的比率以及细胞膜的

渗透率。当冷冻速度过慢时, 细胞严重脱水, 细胞体

积严重收缩, 超过一定程度时细胞将失去活性。同

时冷冻速度过慢 , 还会引起细胞外溶液部分结冰 , 

从而使细胞外未结冰的溶液中溶质浓度过高, 产生

溶质损害; 当冷冻速度过快时, 细胞内的水分来不

及外渗, 会形成较大冰晶, 使细胞膜及细胞器遭到

破坏, 造成细胞内冰晶机械损伤。另也有研究报道, 

冷冻速度在 5℃/min~180℃/min 之间时, 冷冻过程

中胞内水分会完全渗出细胞 , 胞内不会出现结晶 , 

细胞存活率较高; 当冷冻速度大于 5000℃/min 时, 

胞内水分迅速形成结晶, 不发生外渗, 细胞存活率

也比较高 ;  但是如果冷冻速度在 1 8 0℃ / m i n ~  

5000℃/min 之间时, 细胞内水分容易在外渗过程中
形成结晶对细胞造成机械损伤。但是也有人认为真

核微生物菌种适宜慢速冻结; 而原核微生物菌种经
慢速冻结和快速冻结后 ,  细胞存活率差异并不显 
著[16]。 

2.7  复活处理 
保藏的菌种在使用时往往需要复活处理。对于

液氮冷冻状态的菌种, 通常采用 38℃~40℃水浴快

速升温解冻, 因为慢速升温解冻有可能造成胞内冰

晶增大而损伤细胞。对于真空干燥和冻干菌种复活

培养时, 复水介质产生的渗透压和复水条件(温度、

pH)都有可能对细胞膜以及酶蛋白分子的结构和性

质产生影响, 造成细胞损伤死亡。因此, 一般采用最

适该菌株生长的培养液或生理盐水并在适合其培养

的温度下进行复水。Louis(1990)等人的研究表明 , 

冻干固定化胚芽乳杆菌在 pH 4.5的无菌水中活化后, 

菌株的存活率接近 100%, 游离胚芽乳杆菌菌株的

存活率为 75%左右。其原因可能是在复水处理的过

程中复水溶液的流速及用量对微生物细胞存在渗透

冲击作用, 固定化微生物细胞因受固定化材料的保

护而几乎不受复水溶液的渗透冲击作用, 其存活率

明显高于游离微生物细胞。 

3  结束语 

目前, 真空冷冻干燥微生物的技术与设备日益

完善, 而且已有许多冻干的菌种应用于工业化大生

产, 如活性干酵母、活性干乳酸菌等。由于固定化

微生物易于实现大型化、自动化、连续化的现代化

生产, 真空冷冻干燥固定化微生物的研究也日益受

到人们重视。 
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科技信息 
 

 

清除蚊子的两种方法 
 
    蚊子会侵扰民众, 尤其是农村更为突出, 同时它是传播疾病的“帮凶”。清除蚊子有多条途径, 其中有两
种方法值得注意： 

1) 微生物方法：包括细菌方法和真菌方法。早在二十几年前, 中科院微生物研究生范云六和徐婉学在
研究微生物治蚊方面发现侧芽孢杆菌(Bacillus latersporus)对于消除蚊幼具有良好的效果; 中科院病毒研究
所袁志明研究小组长期从事细菌灭蚊的基础和应用研究, 研制的球形芽孢杆菌(Bacillus sphaericus)灭蚊幼制
剂, 对库蚊和按蚊有特异性的毒杀作用, 对人畜禽和水生物无毒害, 不污染环境, 是我国灭蚊幼的一种高效
安全的“生物灭蚊制剂”, 近二十年来, 该菌剂应用于 150 万亩的灭蚊实践, 取得了显著的社会效益和生态效
益。目前该所对自己遴选的 Bacillus sphaericus C3-41进行了分子生物学的基础研究, 该菌的全基因组测序
工作已完成。至于真菌治蚊已进入实用化, 如我国研制的球孢白僵菌(Beauveria bassiana)灭蚊取得了成功, 
它不仅毒杀马尾松松毛虫(通过酶的作用), 而且对蚊幼有较强毒杀力。 

2) 有效的非微生物方法：日本研究人员尝试铜制硬币消灭蚊子幼虫取得了良好的效果, 避免了使用化
学杀虫剂而产生的抗药性和环境污染, 实验结果表明, 将铜制硬币放入带有蚊子幼虫的积水中, 可防止幼虫
转化为成虫。 

总之, 炎热天气, 蚊子是传播疾病的重要“帮凶”之一, 清除蚊幼是从根本上控制蚊子发展的捷径。 
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