
第二章  菌种的保藏与复壮  

•         菌种衰退的基本原因是变异，
变异是不可避免的，而减缓变异速
度则是可能的。变异速度与菌种所
处的环境有密切的关系，不良环境
条件能促进变异，频繁或过多传代
也是造成衰退变异的重要原因。为
菌种创造良好条件，减缓菌种衰退，
这就是菌种保藏与复壮工作。  



第二章  菌种的保藏与复壮  

• 一、菌种保藏   

• 二、菌种的提纯与复壮  



一、菌种保藏 

•工业微生物菌种保藏与其他目的
的菌种保藏要求有所不同。工业
微生物菌种保藏，是要使菌种生
产能力和与生产工艺相适应的优
良性状保持稳定，当然做不到绝
对不变，只是力求把这种衰退现
象推迟减缓到最低限度。 



菌种保藏 

•菌种保藏有许多的方法，其共同的目标是
把菌株的优良性状保存下来，防止退化、
死亡或杂菌污染。保藏的一般程序是选取
优良的纯菌种，最好是用其分生孢子或芽
孢等休眠体，在其休眠和停止生长的条件
下保藏。微生物生长要求适宜的温度、水
分、空气和营养物质等，如将菌种处于低
温、干燥、无氧和缺乏营养的条件下，就
可以使菌种暂时处于休眠状态。 



菌种保藏 
     其中低温是保藏菌种的重要因素，也是常用
的一种简单易行的方法。在作低温保藏时，注意
尽量不损伤细胞。在缓慢冷冻时，胞外基质一般
较快结冰而形成冰晶使基质浓度增高，造成细胞
水分外渗而大量脱水，可能使细胞死亡。如快速
降温，胞内也很快形成冰晶，胞内外渗透压基本
平衡，同时胞内冰晶较小，对细胞及原生质膜的
损伤也较小，菌株不易死亡，影响也较小。与低
温相关的保藏方法，如冷冻干燥法、超低温保藏
法等，都是利用低温条件下细胞与环境的特殊平
衡原理而设计的。 



一、菌种保藏 

• (一)低温保藏法  

• (二)低温定期移植法  

• (三)石蜡油低温保藏法  

• (四)干燥保藏  

• (五)甘油管保藏法  

• (六)真空冷冻干燥法  

• (七)液氮超低温保存   

现行的菌种保藏方法有下列诸种: 



(一)低温保藏法  

•这是一种常用的简便方法。一般的斜面孢
子、液态孢子、斜面种子以及用麸皮、大
米、小米或碎玉米制成的孢子，可以放在
4℃冰箱内保藏，这种温度条件下不能使
菌体进入休眠，而仅是抑制微生物的生命
活动。因此，保藏时间不宜过长，一般不
超过1～2个月为宜。本方法虽然简便，但
由于菌株处于较高的水平活性下，这对保
藏株的生产性状是不利的，因此，生产菌
种一般不采用此法保藏。 



(二)低温定期移植法  

•把培养好的斜面菌种放在低温干燥处保存，
定期移植，一般3～6个月移植一次(视菌种
特征而定)。也可以用穿刺培养，定期移植
法保藏细菌，其效果也较好。穿刺培养是
将含0.6％～0.8％的琼脂培养基装试管灭
菌后直立冷凝后，用接种针尖挑取少量菌
体，垂直刺入琼脂培养基中心，放在适当
温度下培养，待菌长好后即可放低温保存，
此法较斜面保存有利，大肠杆菌可保藏2年
以上不发生明显变异。 

 



(二)低温定期移植法 

•   斜面定期移植与穿刺移植法有其缺陷，
即容易发生遗传变异；连续传代可使一
些生产性状丢失或减弱，也易于污染杂
菌。因此，一些贵重菌株及生产优良菌
株不宜用此法保藏。 



(三)石蜡油低温保藏法  

•本方法的原理是在长好的斜面菌上覆盖
灭菌的液体石蜡，达到菌体与空气隔绝，
使菌处于生长和代谢停止状态，同时石
蜡油还防止水分蒸发，在低温下达到较
长期的保藏菌种的目的。保藏温度要求
在-4～4℃下。液体石蜡法适用于不产孢
子的菌种。 

 



(三)石蜡油低温保藏法 

•具体操作是：菌种为斜面培养菌种，斜
面不宜过长；选择纯净优质石蜡油，置
三角烧瓶中经过121℃高压蒸汽灭菌1～
2h，将其放烘箱中(160℃左右)干热处理，
去除灭菌时渗入的水分，待石蜡油变得
清澈透明后冷却即可加入斜面，斜面上
不能出现气泡，液蜡添加量以高出斜面
顶部约1cm左右为宜。 

 



(四)干燥保藏  

•微生物生长需要水分，干燥法是使菌处于
干燥条件下停止生长及处于休眠状态，达
到较长期保藏的目的。此法用于细菌芽孢
或产分生孢子的菌种，是现在发酵工业生
产中较常用的菌种保藏方法。为了转接方
便，控制接种量以及对菌种的保护作用，
通常将菌种的分生孢子、芽孢，甚至菌丝
体吸附于一些载体表面放至干燥容器里进
行常压干燥或真空干燥，所用载体有沙土、
滤纸、硅胶及大(小)米等。 



1.沙土管法 
    取河(海)沙，过0.78mm(24目)筛，用10％盐酸
浸泡24h，倒去盐酸用清水冲洗至pH呈中性，去水
烘干或晒干。取菜园或果园土粉碎过筛，把烘干
的沙土按3：2或1：1混合装入指形管或高100mm，
直径为10mm的小试管中，高约1cm(约2g)，塞棉塞
121℃灭菌1h，也可用170℃2h干热灭菌(或蒸汽三
次间歇灭菌)，蒸汽灭菌后需烘干。经肉汤检查确
实证明无菌即可使用。将要保存的斜面菌种制成
浓孢子悬液(≥106/ml)，用灭菌滴管或吸管吸取孢
子悬液滴入无菌沙土上，每管约0.3～0.5ml，用
接种环将其混合均匀。 



1.沙土管法 

•也可将真菌分生孢子用接种环从斜面直
接挑取放入沙土中。然后将沙土管抽真
空干燥。这时管内砂土松散，表明已干
燥。将干燥的砂土管放置在干燥器或密
闭容器内、干燥器下部放置变色硅胶等
干燥剂，于4℃下保存。从斜面取出的孢
子放入沙土管中混匀后，可以不抽真空
直接放干燥器内保存。 

 



1.沙土管法 

•在沙土保藏初期，菌死亡率高，以后逐
渐减慢，存活下来的孢子在以后保存期
间稳定性较好，保藏的有效时间与菌种
存活率的关系见图2-10。         用沙
土管保藏的某些抗生素产生菌保藏期可
达18年(土霉素和链霉素产生菌)到22年
(新霉素产生菌)，但对利福霉素、卡那
霉素、四环素等容易产生变异的菌种，
就不适合作长期的沙土管保存。  



1.沙土管法 



2.滤纸保藏法  

•本法是将要要保藏的微生物细胞或孢子吸
附在灭菌滤纸上，干燥后冷藏。
是3#滤纸剪成5mm×50mm的小条，放入干燥
的培养皿中灭菌。将培养好的菌种用灭菌
脱脂乳或奶粉复原乳制成孢子悬液，用灭
菌镊子将准备好的滤纸条在灭菌操作下浸
入菌悬液中，充分吸附菌细胞，取出后放
入灭菌小试管或安瓿管中，在真空干燥机
上抽干，真空条件下火焰熔封，冷藏。  



3.大(小)米保藏法  

•   是根据我国制曲原理加以改进的一种
方法。此法是将曲霉等大量产生孢子的
菌直接培养在大(小)米培养基上，待孢子
充分成熟后干燥后保藏。  



(五)甘油管保藏法 

•本法也是利用微生物在甘油中生长和代
谢受到抑制的原理达到保藏目的。其方
法是，将80%的甘油高压蒸汽灭菌待用。
将培养好的斜面菌种用无菌种用无菌水
制成高浓度的菌悬液(108～1010/ml)。取
1ml灭菌甘油放入与甘油充分混匀，使甘
油浓度约为40%，于-20℃下冻存。  



(六)真空冷冻干燥法   

•真空冷冻干燥保藏法是兼具低温、干燥、
除氧三方面菌种保藏的主要因素，除不
宜于丝状真菌的菌丝体外，对病毒、细
菌、放线菌、酵母及丝状菌孢子等各类
微生物都适用，不宜用冻干法保存的微
生物不到2%。冷冻干燥保存的菌种存活
时间长、效果好，一般菌种可保存5年以
上，有的可保藏15年以上不发生变异。
还具有体积小、不易污染、便于运输等
优点，是一种用得最为广泛的菌种保藏
方法。  

 



(六)真空冷冻干燥法  

•冷冻干燥法是在低温下快速将细胞冻结，
然后在真空条件下干燥，使微生物的生
长和酶活动停止。为了防止在冷冻和水
分升华过程中对细胞的损害，要采用保
护剂来制备细甩悬液，使菌在冻结和脱
水过程中起到保护作用的溶质，通过氢
键和离子键对水和细胞所产生的亲和力
来稳定细胞成分的构型。  



(六)真空冷冻干燥法  

• 1.冷冻干燥的基本原理   

即是使样品中的水分在冰冻状态下，抽真空减压，
使冻结的冰直接升华为水蒸气，使样品达到干
燥。干燥后的微生物在真空下封装，与空气隔
绝，达到长期保藏的目的。  

• 2.设备   

  冷冻干燥备有不同型号和类型，但都由四个部
分组成：干燥箱、蒸汽捕集器、真空泵、冷冻
系统。干燥箱可控制温度范围为-40～40℃   



(六)真空冷冻干燥法  

• 3.操作方法  

• (1)安瓿管准备    选取规格约直径为8mm，
高100mm的中性玻璃安瓿管，先用2%盐
酸浸泡8～10h，再经自来水冲洗多次，
用蒸馏水涮洗2～3次，烘干；在每管内
放入打好菌号及日期的标签，字面朝向
管壁，管口塞好棉塞，灭菌备用。  



(六)真空冷冻干燥法 



(六)真空冷冻干燥法 

• (2)保护剂的选择及制备    冷冻干燥保
藏法使用的保护剂种类很多，列于表2-8，
效果不尽相同，通常采用高分子化合物与
低分子化合物混合使用效果更好。在配制
时注意比例、浓度、PH和灭菌方法。一些
对热敏感的保护剂如血清等用过滤除菌，
牛奶、葡萄糖及乳糖等要控制灭菌温度。
一般情况下，多数菌种可以用脱脂乳糖等
要控制灭菌温度。一般情况下，多数菌种
可以用脱乳为保护剂。  

 



(六)真空冷冻干燥法 

• (3)菌种准备及分装    菌种要求为生长良好
的纯种，菌龄以处于稳定期为好，孢子是
新鲜的。每支长好的斜面加2～3ml保护剂，
用接种环将菌苔轻轻刮起(注意勿刮起培养
基)，制成菌悬液。如用液体培养的菌种，
则需经离心收集和用灭菌生理盐水洗涤细
胞，收集的菌体用保护剂悬浮制成菌悬液。
悬液中菌数要求达到10 8～10 10cfu/ml
为宜。悬液制备完成尽快分装和冻结。分
装安瓿时可用灭菌的长滴入安瓿管底部，
装量可依据冷冻干燥机效能而定。  



(六)真空冷冻干燥法 

• (4)预冻  分装好的安瓿管需要进行预冻，即放在-
30～40℃下冻结20～60min，也可以用干冰和无水
乙醇冻5～10min。  

• (5)冷冻干燥    经预冻的安瓿放入干燥箱中开始
抽真空干燥。此时干燥箱温度控制在-30℃以下，
并尽快使真度达到66Pa以下。此后可还渐升温以加
速水分升华，但升温不宜过快，以免引起样品融化。
干燥时间视冻干机效率、样品装量及性质等而寂，
以样品最终水分含量达到1%～3%为准。具体操作时
是根据冻干样品呈酥块工松散片状；真空度接近空
载时最高真空；样品温度与管外温度接近。
完毕将安瓿管在真空下用火焰烧熔密封，并用高频
真空检测真空度。  

 



(六)真空冷冻干燥法 

• (6)保藏及冻干管的启用    密封好的冻
干管在4℃或-18℃下保藏。当需用冻干
菌种时，取出安瓿管用酒精表面消毒，
用小砂轮在无菌条件下打开，或将安瓿
顶部在酒精灯火焰上灼烧，迅速滴上冷
的无菌水，使管破裂，然后用镊子等轻
轻敲碎管口，加入0.3～0.5ml液体培养
基溶解冻干菌块成为悬液，用无菌滴管
或接种环移至斜面或液体培养基进行培
养。  

 



(六)真空冷冻干燥法 

• 4.简易冷冻干燥装置    在缺乏真空冷冻干
燥机的情况下，可以自己装配一个简易
冻干装置(图2-11)，它主要由歧管(玻璃或
金属管制成)、冰浴、冷凝器(水汽接收)
和真空泵组成。冰浴用干冰(固体CO2)和
甲基溶纤剂致冷，干燥后期也可作温度
控制用。冷凝器也要置冰浴中，必要时
用一根U玻璃弯管代用。安瓿管在冻干前
也要预冻  



(六)真空冷冻干燥法 

• 1)菌的质量    保藏的菌种应培养地营
养丰富的最适条件下，使之进入稳定期，
稍老一些的菌体对环境抵抗力强。另处，
作为冷冻干燥的菌悬液细胞浓度要高不
同的菌对冷冻干燥的耐受程度不同，如
果保存的菌液细胞浓度不高，就会使以
后传种造成困难，保存期也会受到影响。
 

 



(六)真空冷冻干燥法 

• (2)保护剂    不同种类的保护剂对不同
微生物的作用是不同的，如个别菌种在
脱脂乳作保护剂的情况下死亡率高达
99.99%，而采用葡聚糖等混和保护剂时
死亡率大大减少。一般情况下，那些容
易保存的菌种对保护剂的要求不很严格，
而不易保存的菌种对保护剂的要求却很
苛刻。因此，选择好的保护剂是冷冻干
燥保存菌种的关键因素。  

 



(六)真空冷冻干燥法 



(六)真空冷冻干燥法 

• 3)干燥速度    实验表明，慢速干燥比
快速干燥存活率高，如青霉菌6h干燥存
活率为67.3%，而3h为59%。  

• (4)空气的影响    冷冻干燥后空气对细菌

细胞影响较大，可导致细胞损伤进而死
亡，故在冻干后应立即在真空下融封，

  



• (5)温度的影响   

  在干燥和真空状况下温度的影响远没有
上述几项因素重要，因此可以在室温下
保存，但许多微生物在4℃保存的存活率
要比在室温下高1倍。  

• (6)含水量的影响    

       水分含量过高对菌存活不利，完全脱
水也不利于保存，一般把干燥后的细胞
含水量控制在3%以下(1%～3%)。  

(六)真空冷冻干燥法 



(六)真空冷冻干燥法 

• (7)复苏培养    打开安瓿管后加入无菌水使 
冻干菌融化，融化速度慢比快速融化的成活率
要高。  

• 菌种能否适宜竽冻干保存，需经过实验来证明，
一般是在保存1个月进行复苏培养，如果菌的
成活率高于01.%，即认为可用冻干保存法保存，
以后6个月、2年、5年、10年再进行检查存活
情况，以确定保存期的上限。  

• 冻干保藏的效果因微生物种类而异，一般是细
菌＞放线菌＞真菌＞藻类，而菌丝体不宜用此
法保存。  

 



(七)液氮超低温保存   

•本方法是近年推广使用的一种菌种保存法。
大多数微生物如病毒、噬菌体，立克氏体，
各种细菌、放细菌、支原体，各种丝状菌、
酵母、藻类和原虫，特别是一些无法用冻
干保存的微生物，都可用此法长期保存。
工业微生物高产菌种也逐步采用此法保存。
液氮保存的原理是微生物在-130℃以下温
度时，它的新陈代谢作用停止，化学反应
也消失，而液氮温度可达-196℃，在这种
情况下可以长期保存。  



(七)液氮超低温保存 

• 1.保护剂     与冷冻干燥保存一样，液
氮保存菌种也需要有保护物质，可以用
10%的甘油，使用方便、效果好，但有些
菌对甘油敏感，效果不佳，可选用其他
保护剂，常用的有5%～10%(V/V)二甲基
亚砜；20%二甲亚砜加1%蛋白陈；汪温80
及0.4mmol聚乙烯氮戊环等，糖类也可作
为一种保护剂，但浓度适当加以控制。

 



(七)液氮超低温保存 

• 2.操作程序  

• (1)安瓿管    一般要求用95%料或GG17的玻管
制作，以能承受巨大的温差变化而不破损，大
小根据需要而定。用印同在管壁上书写菌号，
160℃烘干，加棉塞灭菌备用。  

• (2)菌种准备    在最适培养基斜面上培养得
到健壮菌种，制成悬浮液，如为不产孢子的真
菌，则采用斜面或液体振荡培养，制成菌丝片
段。将菌悬淮分装至灭菌安瓿管中，每管
0.2～0.5ml，然后用火焰将安瓿熔封。  

 



(七)液氮超低温保存 

• 3)冻结    将熔封后的安瓿管入大慢速
冻结器上，以每分钟下降1℃的速度冷冻，
当安瓿管温度下降至-35℃时，即可把安
瓿管移入液氮内作长期保藏。  

• (4)菌种的复苏培养    直至全部溶化为
止，当溶化后即开启安瓿移至培养基内
培养，扣作时应特别注意安全，防止爆
炸或冻伤，不宜戴线手套，要戴皮手套
操作。  



二、菌种的提纯与复壮 

• (一)菌种的提纯 

• (二)通过寄主体进行复壮   

• (三)淘汰已衰退的个体   



(一)菌种的提纯  

•即从已衰退的菌种中，通过分离纯化，将
尚未退化的个体分离出来，以恢复和建立
具有原来生产性状的群体，继续供科研及
生产使用。  

•菌种提纯：一是只要求达到菌落纯化的水
平，通过稀释平板法、划线法、表面涂血
法等常规操作法，该方法较为粗放，适用
于菌退化不太严重的情况。另一类方法，
可达到“细胞纯”的水平，采用单胞分离
法，也可以二者结合，先用前一种方法获
得较纯的菌种后再采用单胞分离法进一步
纯化。  



(二)通过寄主体进行复壮   

•对于寄 生性微生物如苏云金杆菌、白僵

菌、多角体病毒等，由于长期使用，其
毒力会下降，导致杀虫效率降低待衰退
现象。这时可以用菌种却感染菜青虫幼
虫等，然后从致死的虫体上重新分离，
经过几次重复感染与分离，就可以逐步

  



(三)淘汰已衰退的个体  
 

•通过物理、化学的方法处理菌体(或孢
子)，使大部分死亡(80%以上)，存活的
菌多为生长健壮者，可从中选出优良菌
种来。  


