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工业生产中菌种的常用保藏方法 

米翠平 ，黄周阳 
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摘要：介绍了工业生产中常用微生物菌种的保藏方法 ，即斜面低温保藏法、甘油保藏法、甘油乳糖保藏法、沙土管保藏法并 比较了它们的 

优缺点。 
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菌种是我国最宝贵的自然资源之一，是从事微生物学研究 

的重要材料，随着生物技术的飞速发展，菌种越来越多的应用 

于工业生产中，菌种资源的利用对工业生产起着越来越重要的 

作用，为了使在自然界分离和人工培育的高性能、高产菌种在 

工业生产中发挥他们的长期作用，这就要求我们对菌种的保藏 

方法加以研究，以确保优良的菌种、菌株妥善保藏，更重要的是 

确保菌种的遗传性状不发生或尽可能少的发生变异，所以说菌 

种的保藏是一项很重要的工作，以下我就浅谈一下在我们工业 

生产中常用的几种菌种保藏方法。 

1 微生物菌种保藏的原理 

微生物菌种保藏的方法有很多种，其保藏原理主要是根据 

微生物的生理 、生化特点，人为的创造低温 、缺氧 、干燥 、避光的 

条件，尽量的降低或者抑制微生物的代谢活动，减慢或停止其 

生长繁殖，在较长时间内保持其生活能力，不发生或尽可能少 

的发生遗传性状的变异，以达到保持纯种的目的。 

2 微生物菌种保藏的方法 

2．1 斜面、平板低温保藏法 

把待保藏的菌种接在适合其生长的培养基上，在合适的条 

件下培养，待培养基上的单菌落或孢子生长充分后，于2～8~C 

的条件下进行保存，并每隔1～2个月传代接种一次，但是需要 

注意的是菌种的保藏时间及温度因微生物的种类不同而不同， 

如霉菌、放线菌等保藏2—4个月需传代1次，细菌最好每月传 

代1次。 

此法是国内外常用的保存方法之一，适用菌系范围比较 

广，简单易行 ，便于操作和观察 ，成本比较低，很是适合工业生 

产的菌种保存；但是不适宜长期保存，长时间保存的话培养基 

很易失水，而使孢子失去活性，而且斜面、平板低温保藏必须经 

常传代，转代接种过程中易发生变异、污染杂菌、发生差错。因 

此，斜面、平板低温保藏法适合短期保存常用菌种，应该与长期 

的菌种保藏方法相结合，以防菌系丢失。 

2．2 甘油保藏法 

先将甘油装于三角瓶中，塞上棉塞并用牛皮纸包裹，放入 

灭菌锅中，在 121℃、0．11MPa下灭菌 20min，然后放入无菌间 

内备用，使用前先将甘油做无菌检查。在超净工作台内，将灭 

菌后的甘油直接倒入长好孢子的斜面或者平板内，用量以高出 

斜面顶端0．5em为宜，使菌种与空气隔绝，然后在棉塞外包上 

牛皮纸，将试管直立置于 一80℃的冰箱中保藏。 

此保藏方法较斜面、平板低温保藏法保藏时间长，而且制 

作简单，不需经常移种，但保藏时必须直立放置，所占空间较 

大，也不便于携带。且接种时因为甘油太浓稠不宜刮下孢子。 

2．3 甘油乳糖保藏法 

配置甘油乳糖溶液，其实含甘油10％，含乳糖20％；装于三 

角瓶中，塞上棉塞并用牛皮纸包裹，放入灭菌锅中，在 121 oC、 

0．11MPa下灭菌20min，然后放入无菌间内备用，使用前先将 

甘油乳糖溶液做无菌检查。在超净工作台内，用无菌移液管吸 

取适量的甘油乳糖溶液加入到长好孢子的斜面内，用无菌接种 

铲刮下孢子分装于 5mL规格的甘油管内，每支管油管装量 

3mL，盖严盖子，做好标记直立放于甘油管盒内，然后放置于 一 

8O℃的冰箱中保藏。 

此种保藏方法可以保存 2年左右，保存时间较长，实用的 

菌系范围也比较广泛，成本比较低，而且在操作过程中简单易 

行，在以后的工作中不光是可以用于传代，而且可以直接用于 

摇瓶的接种，比较方便，是工业生产中常用的保存方法之一。 

2．4 沙土管保藏法 

取河沙过4o一60目筛去粗粒后 ，用磁铁反复在去粗粒的 

河沙吸取铁屑，然后用 10％盐酸浸泡 2—4h以除去有机质，倒 

去酸水后用纯化水反复冲洗至中性，烘干备用。另取非耕作层 

的不含腐殖质的瘦黄土，用纯化水浸泡使其呈中性，然后烘 

干、碾碎过 100目筛。将处理好的沙与土以 1：1的比例混匀， 

分装于小试管内，每管装 1．5g左右，塞上棉塞，用牛皮纸包好 

后于高压锅内在 121℃、0．11MPa下灭菌 30min，灭菌后进行无 

菌检验，合格后使用。将培养成熟的优良菌种(一般指孢子层 

生长丰满的菌种)用无菌接种铲刮下孢子放人到沙土管中，塞 

好棉塞放入盛有干燥剂的真空干燥器内，用真空泵抽干水分。 

抽真空时间一般为2～4小时为宜，以免孢子萌发。抽干的沙 

土管用无菌勺子捣松并每个种抽取 1支回接于斜面培养基上， 

进行培养，观察生长情况和有无杂菌生长。若经检查没有问 

题，则将制备好的沙土管用牛皮纸包裹好棉塞放于干燥器中保 

存。 

此法多用于能产孢子的微生物，且保藏时间较长，但用于 

营养细胞效果不佳。 

3 总结 

除了上述微生物菌种保藏方法外，还有其他的保藏方法， 
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1．2 通过对萃取精馏系统进行工艺流程改变 

1．2．1 热泵精馏技术 

热泵精馏是把精馏塔塔顶蒸汽加压升温使其用作塔釜再 

沸器的热源，回收塔顶冷凝热源，一般用于塔顶、塔釜温差较小 

的精馏塔 J。 

1．2．2 增设中间再沸器 

因萃取精馏中萃取剂的沸点较高，流量大，所耗热源多，因 

此萃取剂从塔釜外送时，萃取剂温位很高，可作为萃取精馏塔 

塔釜热源、溶剂回收塔中下部提供热源，也可为根据温位为其 

它设备提供热量等，降低装置总的用能。 

1．2．3 多效精馏技术 

多效精馏是指为了提高精馏过程热量供应和移除的效率， 

把操作压力不同的几个塔，以压力高低的顺序组合起来，相邻 

两个塔的高压塔塔顶蒸汽做为低压塔再沸器的热源，在这样的 

精馏系统中，除压力最低的塔之外，其余各塔塔顶蒸汽的冷凝 

潜热均被系统自身回收利用，从而使精馏过程的能耗降低。 

1．2．4 采用复杂塔结构 

如侧线采出塔，适用于中间产品纯度要求不高或者塔顶、 

塔底含有污染物的情况，这种侧线采出塔可降低同种物料多次 

汽化和多次冷凝，实现能耗降低。 

1．3 通过使用高效设备降低能耗 -6j 

通过采用技术更新的新型换热设备或者塔板来提高传热 

或者传质效果来节省能耗。 

(1)采用高效新型的塔盘内构件；如：多溢流斜孔塔板和立 

体传质塔板等高效塔板，可以提高萃取精馏塔的生产能力，还 

可降低回流比，提高产品质量等优点。 

(2)采用新型高效换热器，提高换热效率，节省蒸汽或者冷 

却水等能耗。 

2 萃取精馏能耗优化措施【7J 

根据对萃取精馏能耗原因的分析，在装置生产运行上，主 

要从以下几个方面进行优化，来降低萃取精馏能耗。 

(1)根据实际加工原料性质来调节萃取精馏塔的操作压 

力，回流比、进料热状态等，节省能耗。 

(2)因萃取剂用量大，沸点高，尽可能充分利用溶剂回收热 

量 ，节省公用工程的用量(公用工程主要指蒸汽和循环水)。 

(3)尽量避免物流被液化之后再进行汽化的过程，节省物 

料反复汽化和反复冷凝所需热负荷。 

(4)萃取精馏进料位置尽可能是汽相进料，降低提馏段液 

相负荷，提高塔板效率，降低塔釜所需提供的热源。 

(5)对于多组分精馏，非关键组分的采出可增加塔侧线采 

出，降低物料返混程度，提高关键组分产品质量，并可节省能 

耗。 

(6)通过调整操作条件 ，合理匹配热量 ，采用新型精馏技 

术 ，来节省能耗。 

(7)采用技术更新的高效的换热设备及高效塔板等，实现 

节省能耗。 

(8)日常管理方面，对蒸汽疏水阀疏水效果以及循环水回 

水温度控制等小细节进行监控和考核，也可节省能耗。 
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如真空冷冻干燥法、生理盐水、蒸馏水、自然基质等菌种保藏方 

法，在工业生产中的保藏应首选安全性能高、成本低廉、操作简 

单的方法，无论怎么说，每种方法都有各自的适用范围和优缺 

点，主要是根据微生物的特性不同而保藏方法不同，对于较为 

重要的微生物菌种应该采用多种保藏方法，以免因某种保藏方 

法的失败而导致菌种的丧失。 
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J止  ．址 ．址  ．址  

CWM一8O型超级涡流磨 
国家高新技术企业浙江丰利粉碎设备有限公司和有关科研院所联合研制开发成功的新一代微粉设备，在被评为国家重点新产 

品的基础上，又被列为国家火炬项目。此机的诞生，攻克了常温下有机物料超细粉碎的难题，标志着我国粉碎工业取得了突破性进 

展。该机的研制成功，填补了国内空白。主要技术指标达到国际同类产品先进水平，可替代进口同类产品。长期以来，我国绝大多 

数企业沿用球磨机、雷蒙机、冲击磨等六十年代的机型，能耗高，生产率低。国外先进粉碎设备，投资大。因此开发新型高效微粉生 

产设备，已势在必行。 
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