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摘 要: 菌种保存是微生物研究中的一项基础工作。在- 196 下活细胞物质代谢和生长几乎完

全停止,液氮超低温保存使微生物的长期稳定保存成为可能。作者就影响乳酸菌、酵母菌、微藻、

原生动物液氮超低温保存存活率的因素进行了讨论。此外,作者还讨论了液氮超低温保存中还存

在的一些问题。
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Abstract:Culture co llect ion is a basic research w o rk in microorg anism. Cryopreserv at ion, t ransfer

of biolo gical objects to deep co ld anabiosis ( - 196 ) , is an eff icient method for long term

stor ag e of m icroo rganisms. In this review , the parameters important for development of ef ficient

techno logies fo r cry opr eser vation of lact ic acid bacteria, yeast , m icroalg ae and pro to zoa ar e

addressed. Furthermor e, the problems in liquid nit ro gen cry opr eserv at ion are discussed in this

art icle.
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为保证生产应用及科研需要, 获得并保持优良

菌种成为一项重要的工作,这就需要长期保持菌种

不发生变异,包括菌种的形态、生理生化、遗传特性

等。微生物菌种保藏方法很多, 但从总体上可分为

4大类: 传代法、干燥法、冷冻法及冷冻干燥法。冷

冻干燥保存法和冷冻保存法是目前公认的长期保

存微生物菌种的最安全、可靠的方法。其中冷冻保

存法中的液氮超低温保存法适用范围广,可用于大

多数微生物, 特别是对冷冻干燥较困难的微生

物[ 1, 2]。因此该方法已经成为长期保存微生物菌种

的最佳方法。



1 液氮超低温保存原理

超低温冷冻保存是在液氮( - 196 )中使保存

的活细胞物质代谢和生长几乎完全停止的保存方

法。在这样的冷冻条件下,调节和控制细胞生长代

谢的各种酶的作用受到极大抑制, 细胞内部的生化

反应十分缓慢,甚至停止, 避免了细胞遗传性状的

改变和遗传漂变。在最佳条件下活化后, 细胞仍可

保持其原有的代谢活性[ 3, 4, 5] 。

1. 1 冷却过程中细胞受损伤的两因素假说

在低温冷冻过程中, 冰晶的形成、渗透压、保护

剂毒性给细胞造成多种胁迫并对细胞有一定的损

害,此方面以 Mazur [ 6] 建立的 双因素假说 最为著

名。冷冻损伤由两个独立的因素造成:一是溶液损

伤, 如果冷却速度很慢, 则细胞在高浓度的溶液中

暴露时间过长,为达到胞内外溶液浓度平衡, 水分

由胞内大量流出, 细胞剧烈收缩, 引起细胞内原生

质和细胞器的变化; 二是胞内冰的形成, 如果冷却

速率过快,则溶液中形成大量的冰晶, 浓度急速升

高, 但因细胞膜的渗透率有限, 胞内溶液的水分子

来不及渗出,造成过冷而结冰。

解冻速度过慢时, 胞内冰还会发生再结晶
[ 7]
。

在冷却和解冻过程中形成的冰晶都可引起细胞体

积变大或直接作用于细胞超微结构而造成致命性

机械损伤。因此为了实现细胞的超低温保存需在

溶剂中加入一定种类的低温保护剂, 如甘油、脱脂

乳、蔗糖、二甲基亚砜等, 不但可以减少胞内水含

量,还有保护细胞中大分子物质的作用[ 8] 。

1. 2 溶液玻璃化理论

玻璃化是指液体转变为非晶态的固化过程。

它和常见的液体转变为晶体或部分结晶的固体的

冻结过程不同, 玻璃态固体分子之间的关系和液态

无明显变化,而一般的晶体分子之间的关系和液态

相差甚远 [ 1]。使溶液玻璃化的途径有两条:一条是

增加溶液中保护剂浓度,当降温速度高于临界冷却速

度时即可形成玻璃化,然而过高浓度的保护剂对细胞

具有毒性作用;另一条是极大的提高冷却速率,在冷

却过程中存在一个结晶高峰温度范围( 240~ 200 K)

被称作 危险温度区 , 超快速冷却显著缩短了通过

危险温度区 的时间,促进玻璃化的形成
[ 9]
。

2 微生物超低温保存研究进展

微生物体积微小, 结构简单, 生物学特性比较

接近, 尤其是结构与功能具有相对的统一性, 为微

生物的冷冻干燥保存提供了极为有利的条件, 但是

不同的微生物细胞在低温下的生存能力又与其本

身的物理和生物学特性密切相关
[ 1]
。微生物细胞

的大小和形状、生长阶段和速度、接种时间、冷冻保

护剂、冷却速度以及解冻速度等都对低温保存效果

有影响 [ 10]。不同细胞的最佳冷却速率不同, Du

mont
[ 8]
研究发现不同细胞的低温保存存活率与冷

却速度有关(图 1)。因此针对不同微生物需要采用

不同的保存方案,近年来越来越多的微生物被成功

保存并且在冷冻机理上也有了更深入的研究。

图 1 几种细胞的低温保存存活率与冷却速率的关系

Fig. 1 The relationship between cryopreservation and

cooling rate of several cells

2. 1 乳酸菌液氮超低温保存研究

乳酸菌被人类作为食品微生物, 广泛用于发酵

乳制品、肉制品、酒、水果、蔬菜等。为了使菌种在

长期保藏过程中保持稳定的生存能力和功能活性,

建立适宜的保存体系是非常必要的。

乳酸菌细胞小并且细胞壁中含有大量肽聚糖,

抗冻能力强,在 5~ 30 000 / m in冷却速度下存活

率波动不大, 最高为 100% , 最低也达到 87% [ 8]。

Cowman
[ 11]
和 Johannsen

[ 12]
分别使用脱脂乳和麦芽

提取物作为保护剂对乳酸菌进行液氮超低温保存,

其成活率均达到了 90%以上。甘油、糖类、麦芽糊

精等高黏度的保护剂对乳酸菌在快速冷冻下的保

护效果显著, 而二甲基亚砜、甲醇等因不能改变冷

冻浓缩溶液结构, 保护效果差, 很少作为乳酸菌的

冷冻保护剂[ 13]。T er ezia [ 10]对保存了 15年的乳酸

链球菌进行了检测,结果表明活细胞数、生长特性、

生物化学特征以及生产性能都没有显著变化, 证明

此方法可用于乳酸菌的长期保存。Fonseca
[ 13]
首次

对冷却速度和保存温度对乳酸菌活性及冷冻浓缩

溶液的影响进行了研究, 发现以甘油作为保护剂,

乳酸菌在 5和 2 500 / m in下冷却到- 196 胞内

均无冰晶形成。通过观察冷冻浓缩物的超微结构

发现,冷冻后细胞与细胞之间存在许多相互作用,

冻融存活率与细胞密度有关,随着原始菌密度的增
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加而增大。在冷冻过程中,未冻结的甘油保护剂黏

度不断增大从而限制细胞内水分的扩散, 冷冻速度

成为决定冷冻浓缩溶液中冰晶量的主要因素。快

速冷却不仅使玻璃化温度降低还导致冰晶没有充

足的生长时间,减少结冰量, 细胞在快速冷却下成

活率达到最高。快速冷却的细胞在- 20 保存下

发生皱缩现象, 在超低温电子显微镜下观察未发现

再结晶现象。然而, 超低温条件下保存的细胞维持

良好,推测导致细胞受损的原因可能是升温过程中

渗透压不平衡造成的。

2. 2 酵母菌液氮超低温保存研究

酵母菌是人类文明史中被应用的最早的微生

物,关于其超低温保存的研究也较为丰富。贾建

华[ 14]对以体积分数 10%甘油水溶液为保护剂, 采

用两步法液氮超低温保存 48属 129 种 1 630 株酵

母菌的效果进行了检测, 结果表明存活率为 96.

5%, 其中 57株未存活。国外, Hub alek [ 15] 以麦芽

提取物、酵母提取物、蛋白胨、牛血清和二甲基亚砜

混合物为保护剂与菌体混匀后直接投入到液氮中,

20株酵母菌株中 4株成活率低于 50%。

最近研究发现酿酒酵母在低速冷冻和超高速

冷冻下都可获得较高的成活率, 冷却速度与细胞存

活率之间呈 U 形曲线, 低速( 5 / min)和超高速

( 30 000 / min)冷冻下细胞存活率达到 80%以上,

以 180 / min 冷冻存活率最低
[ 8, 16]
。在低速和中

速 ( 5~ 2 000 / m in) 冷却条件下,渗透压是影响

酿酒酵母存活率的主要因素。低速冷却时水慢慢

流出细胞,渗透压变化很小对细胞无严重损伤。而

中速冷却时冰的生成和热的发生同冷却速度同步

进行使胞内的水分以很大的速度流向胞外, 胞外渗

透压升高引起细胞死亡。超高速冷却时, 由于热量

大量流出使得酿酒酵母菌细胞内的水分进入玻璃

化状态, 既没有溶液效应对细胞的损伤, 也没有冰

晶对细胞的损伤
[ 16, 17]

。Dumont
[ 8]
认为酵母菌的上

述抗冻行为与细胞本身的物理和生物学特性密切

相关,对于细胞表面积与体积比值大、透水性高、含

水量大的细胞应采用低速冷却。酿酒酵母的细胞

表面积与体积比值为 0. 7 m 1 , 透水性为 6. 0

10 11 m s 1 Pa 1 ,两个值均较高, 但其在快速冷却

时细胞的存活率却很高, 可能是细胞壁对细胞膜起

到了保护作用并促进了细胞膜的修复。关于酵母

细胞在快速冷却下水的玻璃化数量以及冰晶的分

布状态还有待深入研究。

2. 3 微型藻类液氮超低温保存研究

微型藻类是一类能进行光合作用的真核低等

生物,种类繁多, 形态各异。由于微藻类具有多种

价值待于开发,如微藻细胞和细胞高价值代谢产物

的利用,因此需要建立稳定的超低温保存体系以保

证其生物多样性的可持续利用。

不同微藻在传统的两步控温冷冻法下的保存

效果有显著差异。随着冷却速度的增大,解冻速度

对微藻细胞存活率的影响越来越大 [ 18]。以体积分

数 15%二甲基亚砜为保护剂, 当冷却温度高于 0. 5

/ min时, 多数微藻在快速解冻条件下的存活率远

高于慢速解冻。Sant iago V zquez[ 19] 首次以体积分

数10%乙醇和 20%甲醇作为保护剂, 分别采用低速

冷冻法( 1 / min)、三步冷冻法( - 20 放置 2 h,

- 70 放置 2 h,投入液氮)、两步冷冻法( - 70

放置 2 h, 投入液氮)、一步冷冻法(直接投入液氮)

对共生甲藻进行了超低温保存,其中两步冷冻法的

保存效果最佳, 19周后甲藻细胞仍保持很高活性。

Harding[ 5]采用玻璃化和藻酸盐包埋脱水法替代两

步控温冷冻法对部分微藻成功进行了保存并利用

差示扫描量热法和氧胁迫生物化学标记研究了不

同保护剂中水的状态变化(冰核形成、融化、玻璃

化)和不同方法中造成细胞损伤的关键因素。此

外, 细胞密度对藻类超低温保存也有重要的影响,

但是经常被人们忽视, 最新研究发现衣藻在高细胞

密度下的冻融存活率很低。高密度哺乳动物红细

胞冻融损伤是由细胞间的相互作用造成的,而造成

衣藻死亡的原因是冷冻和解冻时细胞壁释放的一

种有害物质,这种物质在正常培养条件下对细胞无

毒害作用而在低温条件下可降低细胞的活性
[ 20]
。

目前还有大量藻类不能利用超低温保存法进行保

存, 造成保存失败的因素还有待研究。

2. 4 原生动物液氮超低温保存研究

原生动物的种类与数量很多, 分布极广, 生活

周期短,与人类关系极其密切。反刍动物瘤胃纤毛

虫类原生动物占瘤胃微生物总量的 50%以上并与

许多瘤胃功能有关, 如纤维素、淀粉、蛋白质的消

化。它们还可以降解植物和霉菌毒素, 维持瘤胃内

环境稳定,清除消化道中某些病原菌, 增强动物免

疫力从而提高肉食品的安全性[ 21]。

瘤胃纤毛虫原生动物在体外很难培养,采用传

统传代保种方法不仅浪费人力物力而且菌种容易

丧失活性甚至死亡,实验结果的重复性差[ 22] 。超低

温保存为对纤毛虫进行体内外消化、基因组和生物

技术研究提供了方便并且可以长期保持细胞活性。

早期,研究人员采用一步慢速冷冻法保存纤毛虫成

活率只有 5% 左右; 后来人们对冷冻方法进行改
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进,形成两步冷冻法。第一步慢速冷冻至保温温

度, 使胞外水结冰; 第二步保持恒温使细胞充分脱

水,然后将样品直接投入到液氮中保存
[ 21]
。细胞的

超低温保存活性与冷冻液、保护剂的种类和浓度、

保护剂与细胞混合时的平衡温度和时间、冷却速度

和解冻液等多个因素有关。使用甘油或二甲基亚

砜作为保护剂, 以 25 替代 5 作为平衡温度, 纤

毛虫解冻后的活性增强 [ 23]。Nsabimana[ 24] 研究发

现不同种类纤毛虫的最佳冷却速度不同, I . p rosto

ma, D. r uminantium, E . caudatum, E. cauda

tum caud atum , P . mult iv esi culatum和 E . maggi i

的最佳冷却速度分别是 1. 5, 1. 7, 1. 5, 1. 2, 1. 6, 2. 3

/ min。其它条件不变,以瘤胃液作为冻融液可显著

提高纤毛虫冻融存活率。遗憾的是,至今还未见关于

使用其它超低温保存方法保存原生动物的报道。

在超低温保存研究中, 简单快速的检测细胞活

性的方法也是非常必要的。通过显微镜观察菌运

动性确定菌活性是原生动物研究中常用的方法, 但

这种方法存在两个不足: 一是把不运动的活细胞误

认为是死细胞而导致结果不准确, 二是外部环境影

响细胞运动,为观察带来不便。双重荧光染色法的

变异系数低,其结果的准确性更高, 可作为一个快

速测定原虫细胞损伤程度的工具[ 22] 。

3 结 语

传统保护剂对细胞都有一定的毒害作用, 研究

人员发现了具有抗冻作用的新型保护剂: 抗冻蛋白

( AFP)
[ 24, 26]

和冰结合蛋白 ( IBF)
[ 27- 29]

。A FPs 具

有与冰晶结构相似的性质并且可以降低冰晶以针

状沿中心轴生长的速度, IBF 则可以抑制再结晶, 从

而保护细胞膜
[ 30]
。目前广泛使用的极地鱼抗冻蛋

白由于价格昂贵受到限制, 而从微生物中提取抗冻

蛋白可大大降低成本, 其将成为研究的热点并取代

鱼蛋白而占有市场。

虽然液氮超低温保存体系的研究已经较为深

入、成熟, 并且为自然资源的长期保存做出了重大

的贡献,但是仍然存在一些问题需要引起人们的关

注。( 1) 经常使用的液氮是未经灭菌的, 将装有材

料的冷冻管浸入到液氮中时,液氮可能渗透到管中

引起微生物污染[ 31] ; ( 2) 微生物长期保存不仅要保

证菌株的生理性状还要保证遗传信息的完整性, 保

藏过程中仅以活性指标判断微生物是否保藏完好

有些片面。Stoycheva[ 32] 研究发现, 将酵母菌 S ac

char omyces cerevi si 投入到液氮中进行快速冷冻无

突变被诱发,然而在 4 下预冻 2 h,然后- 10 下

冷冻 1 h,再在- 20 下放置 16 h的逐级降温过程

中易诱导线粒体 rho- 突变体生成。同时, Stameno

va[ 33] 也发现慢速冷冻和逐级冷冻下,线粒体氧化磷

酸化、超氧化物阴离子的积累导致基因组 T y1转座

子转移。然而研究者往往只重视存活率和生理生

化性能的稳定,却忽视了对基因组变化及完整性的

检测。随着分子生物学的发展, 利用 PCR、A FLP、

RFLP等分子标记技术检查基因组变化已经成为可

能。因此使用生理生化稳定性和基因组完整性这

个双重指标评价一个保存方案的可行性是必要的。
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