
冷冻真空干燥保存法

冷冻真空干燥保存法（简称“冻干法”），是目前长期保存细菌、酵母

菌、真菌、病毒和立克次体的标准方法，同样适用于部分难以保存的病原菌，

如脑膜炎奈瑟菌、淋病奈瑟菌等。其原理是将加入保护剂的菌（毒）种快速冻结

成固态，在低温减压下利用升华现象除去水分而干燥，经真空冷冻干燥后的菌

（毒）种细胞结构、成分保持原来状态，代谢活动趋于静止，从而达到半休眠的

状态。冻干过程可分为预冻、升华干燥和解析干燥三个阶段。经过冻干的菌种可

保存 10 ～ 20 年，并保持较高的存活率和稳定的遗传性状。冷冻干燥法是目前

应用最广泛、效果最好的一种菌种保存方法。

冻干法的操作流程是将理想条件下生长的微生物细胞以相当高的浓度

（106 ～ 107/ml）分装在小灭菌瓶或安瓿内，迅速将这些小瓶在极低温度的液

体溶剂内水浴或用仪器超低温冷冻（-60℃），再用真空泵除去这些冷冻悬浮液

中的水分，在真空状态下用空气喷灯熔解小瓶顶部的玻璃进行热封口，然后贮存

于低于 5℃的冰箱内。保存温度低（-70 ～ -30℃）可以延长其活力。当微生物

浓度较高时，存活率高，保存期也长。长期保存时，贮藏温度越低则越好。

在冻干前通常需要加入冷冻保护剂，其作用是避免细胞在冷冻初期因为形成

冰晶而造成损害。常用的保护剂有 10% 脱脂牛奶、12% 蔗糖，有报道显示牛或

马的血清、甘油和二甲亚砜（dimethylsulfoxide，DMSO）也可防止冷冻中微生

物的死亡， 实际操作中应根据菌（毒）种的不同而选择不同的保护剂。

材料

原料为待保存的纯菌（毒）种、2% 的盐酸、冷冻保护剂（通常为 10% 的脱

脂牛奶）。设备为冷冻真空装置（冻干仪）、安瓿管或冷冻管、离心机、脱脂棉、

铝制封口盖等。

操作步骤

1．冷冻干燥管的选择与清洗 冷冻干燥管一般采用耐温度骤变、耐压、管壁

厚度均一并且为中性玻璃的安瓿管。管的内径为 8 mm 左右，长度不小于 100 mm。

清洗安瓿管时，先用 2% 的盐酸浸泡过夜，然后用自来水冲洗 3 次以上，

最后用蒸馏水冲洗、浸泡至 pH 中性，然后干燥。



2．标签的准备 菌（毒）种的标记方法有很多种，一般分为管外侧标记和管

内标记两种。

管外侧标记常用以下两种方式。

（1）采用标签机在大小为 1 cm×3 cm 左右的标签上打印菌种编号、保藏

日期， 然后贴在安瓿管外。

（2）将胶布剪成大约 1 cm，宽 3 ～ 4 cm 长的小条，在上面填写菌种编

号，保藏日期，然后贴在安瓿管外。

管内标记法：选择滤纸或吸水纸（大小为 1 cm×3 cm）记录菌种的编号、

保藏日期、灭菌后装入冷冻干燥后的安瓿管内。

3．保护剂的选择和准备 保护剂可以减少冷冻干燥引起的微生物细胞损伤。

保护剂的选择与配制因保藏的菌种的不同而有变化。配制保护剂时，应注意保护

剂为脱脂乳。厌氧微生物冷冻干燥所用的保护剂在使用前应在 100℃的沸水中煮

沸15 min 左右，脱气的保护剂放入冷水中急冷，以除掉保护剂中的溶解氧。

常用保护剂类型及种类如下。

（1）酸性化合物，如谷氨酸、天门冬氨酸、苹果酸。

（2）中性化合物，如葡萄糖、乳糖、蔗糖、棉子糖、山梨醇、木糖醇、肌

醇等。

（3）高分子物质及其分解物，如白蛋白、明胶、蛋白胨、藻类等。

（4）天然混合物，如脱脂乳、血清等。

（5）其他，如抗坏血酸、羟胺等。

4．菌（毒）种的准备 在所保藏菌（毒）种的最适培养条件下将细胞培养至

冷冻干燥所需菌龄，一般病毒须培养至对数生长期；细菌和酵母菌的菌龄要求超

过 对数生长期，以 24 ～ 48 h为宜；酵母需培养3天；形成孢子的微生物则宜

保存孢子；放线菌与丝状真菌则培养 7 ～ 10 天。

（1）用斜面培养物制备菌液：取 1 ～ 2 ml 保护剂，加到试管斜面培养物

上，用较长的滴管慢慢摩擦斜面，制备均匀的细胞悬液，注意泡沫不宜过多，并

且不要刺挖琼脂；然后尽快将细胞悬液分装到安瓿管中。

（2）用液体培养物制备菌液：离心收集液体培养物中的菌体，弃去上清液，

加入保护剂（每毫升培养物加 12 ml）。将培养物与保护剂混匀，分至安瓿管。



5．分装与加棉塞 分装菌液应在无菌条件下操作。采用较长的滴管，直接将

菌液（病毒液）滴入安瓿管或冻存管底部，注意不要溅污上部管壁，每管分装量

为

0.1～ 0.2 ml。一般 2 ～ 2.5 ml 菌液可以分装 10 ～ 15 个安瓿管。若

为球形安瓿管，装量为半个球部。分装后用脱脂棉堵住安瓿管管口，注意不要过

紧或过松。分装时间尽量要短，最好在 1 ～ 2 h 内分装完毕并预冻。

6．预冻 不同保护剂的共晶点温度不同，预冻温度应低于共晶点温度 10℃

左右。

目前，常用降温方法有以下三种。

（1）程序控温降温法：应用程序控温降温仪，可以稳定连续降温，能很好

地控制降温速率。

（2）冷冻干燥机自行冷冻：某些冷冻干燥机具有冷冻功能，在真空泵不开

启的情况下，可将菌（毒）种冷冻到 -40℃左右。

（3）将菌（毒）种放入 -80℃冰箱预冻：预冻速度控制在每分钟下降 1℃，

使样品冻结到 -35 ～ -40℃。

7．冷冻干燥 采用冷冻干燥机进行冷冻干燥。

将预冻后的样品安瓿管迅速置于已充分预冷的冷冻干燥机样品仓内，关闭放

气阀，打开真空泵开始预冻干燥，接近干燥完成时，适当升温（按冷冻干燥机的

具体要求进行操作）。确认冷冻干燥完毕后，缓慢打开放气阀，取出样品安瓿管

置于干燥器内，备用。

判断冷冻干燥已完成的指标为：①安瓿管内冻干物呈酥松块状或松散片状；

②冷冻干燥机显示的样品温度与舱内温度接近；③蒸馏水对照管中的水分已完全

挥发掉；④ 1% ～ 2% 氯化钴的对照管已呈深蓝色。

8．安瓿管封口及真空检验 从干燥器中取出冷冻干燥完全的安瓿管，距管口

5 cm 左右用喷射火焰（喷灯、焊枪等）将安瓿管拉细，然后将安瓿管口连接到

与真空安瓿管泵相连的橡皮管上，打开真空泵。在真空条件下（一般真空度达到

0.001 Tom），用喷射火焰对准安瓿管细颈部加热熔封。熔封后的干燥管可采用

高频电火花真空测定仪检测真空度。

9．保藏封口完全的冷冻干燥管应低温避光保藏。



10．质量检查一般在封口后 1 天、7 天、30 天随机抽取若干支冷冻干燥管

进行各项指标检查，例如存活率，以及反映生产能力、形态变异、杂菌污染等情

况的指标等。

11．冷冻干燥菌（毒）种的复苏方法先用70% 酒精棉擦拭安瓿管上部，将安

瓿管顶部烧热，用无菌棉签蘸取灭菌水，在顶部擦一圈。顶部出现裂纹后，用锉

刀或镊子颈部轻叩一下，敲开已开裂的安瓿管的顶端，用灭菌水或培养液溶解菌

（毒）块，使用无菌吸管移入新鲜培养基，进行培养。
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