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摘   要： 冷冻干燥会造成乳酸菌细胞膜的损伤，主要有机械损伤、溶质损伤、细胞膜渗透性损伤、DNA 损伤；

导致蛋白质变性失活、pH 的动态平衡被破坏；以及细胞膜脂肪酸组成的变化。这些不同形式的损伤会使乳酸菌在

生产过程中的存活率降低。因此，应该依据这些损伤机理提出一些相应的降低冻干损伤的保护措施。这些措施包

括：选择将损伤降到最低的最佳冷冻速率；添加适宜的保护剂；改变乳酸菌的遗传性状使它们具有较强的冻干抵

抗力；采用自然选择的方法筛选出适应冻干条件的优良菌株。
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Abstract ：Freeze-drying can damage the cell membrane of lactic acid bacteria. These damages will include mechanical damage,

solution effect damage, change in membrane permeability, DNA damage, proteins denaturation, damage in dynamic balance, and

change in lipids of cell membrane. These different damages decrease will the survivability. To raise relevant methods to decrease

freeze-drying damages will depend on the understanding damage mechanism. For example, finding optimal freeze velocity, using

some cryoprotectants, changing genetic properties, and choosing excellent strains by natural selection will help  lactic acid

bacteria resist freeze-drying.
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乳酸菌自古以来就被人类作为食品微生物利用，广

泛应用于发酵乳制品、豆制品、肉制品中。它的主要

功能是产生乳酸，同时也会产生一些与风味和质地有关

的物质，它的益生作用也越来越受到人们的关注。乳

酸菌对营养条件要求高，对外界的抵抗力差，难以制

备和长期保存。目前国际上常用冷冻干燥技术制备乳酸

菌的冻干菌粉，对它进行保存，并可将其直接投入生

产。然而，冷冻干燥过程不可避免会造成部分乳酸菌

细胞的损伤甚至死亡，对生产十分不利。为了减小冻

干对乳酸菌造成的损伤，提高乳酸菌在生产中的活力，

人们进行了一系列的研究阐明冻干对乳酸菌造成损伤的

机理，从而能够根据损伤机理提出相应的保护措施以减

轻细胞损伤，为冻干型乳酸菌发酵剂的制备提供必不可

少的理论基础，使它得到更广泛的应用[1 ]。

1 机械损伤

在微生物冷冻干燥期间细胞内外的水分冻结成冰，

冰晶生长产生的机械力量会引起细胞损伤，这种损伤叫

做 " 机械损伤 "。一般冰晶越大，细胞膜越易破裂，造

成细胞死亡；冰晶小，对细胞膜的机械损伤也较小。

不利冰晶的大量形成，对细胞膜系统造成的机械损伤是

直接损伤膜结构，从而影响细胞的生理、代谢功能的

正常发挥。

除此之外，复水时胞内冰晶会发生重结晶，有足

够的力量破坏细胞质膜或膜的细胞器官，例如线粒体；

同时也会破坏蛋白质胶体。
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2 溶质损伤

由于细胞膜能防止胞外冰蔓延到胞内，所以虽然细

胞质的冷冻点通常在－ 1℃以上，但细胞在此温度下仍

不冻结,只有在－10℃或－15℃的过冷状态下才能冻结，

导致胞内的过冷水具有较高的蒸汽压，细胞只有通过失

去部分水分才能重新达到平衡。失水的方式分为,胞内水

分溢出和胞内水分冻结两种。无论是通过那种方式达到

平衡，都要经历下述物理化学过程，即：温度降低时

细胞内水分的含量下降，胞外和胞内的电解质就会浓

缩，这些现象叫做 " 溶质效应 "。溶质效应造成细胞损

伤有两种状况：⑴当胞内的水分溢出，即细胞缩水达到

临界最小体积时，会使细胞膜的渗透率产生不可逆的致

命增加，原先不能透过膜的溶液也变成可渗透的，造

成细胞死亡。⑵细胞内的蛋白质[1 ]对电解质极为敏感，

尤其是在高浓度的电解质存在时，会引起蛋白质变性，

丧失其功能，增加了细胞死亡的可能性。除此之外，

溶质的浓度增加，细胞内 p H 值和离子含量就会改变，

同时有害化学反应的发生率也会上升。间隙液体的浓度

越高，引起的细胞破坏就越厉害。

3 细胞膜透性变化

冻干会造成细胞膜脂类物理状态[2]的变化。细胞膜

中的磷脂的极性端在一定程度上以水合形式存在，而且

每个磷脂的极性端与其它磷脂分子的极性端被水分子隔

开，当磷脂干燥脱水时，与氢键相连的水从磷脂双分

子层的头部基团移走，头部位置出现空位，酰基会强

加到头部空位上，链间范德华力增强，结果脂膜会由

液晶相向凝胶相转变。而在随后的复水过程[1～3]中，处

于凝胶相的细胞膜又会向液晶相转变，膜经过转变有些

区域会出现空位，造成细胞膜的泄漏。细胞膜发生的

这些相变会造成膜渗透性增加，使胞内的物质与胞外水

溶性物质无控制地进行双向交换，从而造成细胞的代谢

损 伤 。

β-半乳糖苷酶[4]是乳酸菌发挥其益生菌功能的重要

酶类，它能消化乳糖，使患有乳糖不耐症的人群能够

充分吸收它。刘振民[5]研究乳酸菌的冷冻损伤发现：正

常菌体上清液、菌体悬浮液中相对β - 半乳糖苷酶活力

分别为0、32.9%； 冻藏菌体为0.28%、48.9%，而冻

干菌体则为 0.95%、60.8%，这表明细胞膜的通透性增

加，使β－半乳糖苷酶从细胞内泄漏出来。对蛋白质

和核酸测定发现冷冻后核酸、蛋白质等可溶物增多，同

样表明细胞膜的渗透性出现损伤。

Castro、Teixeira 和 Kirby的研究[6]发现：冻干后

保加利亚乳杆菌(Lact.bulgaricus)细胞内钾离子与钠离子

的比例发生变化，也说明细胞膜的渗透性出现损伤，使

细胞内外离子发生转移，细胞内部的离子环境发生改变。

4 蛋白质变性失活

溶质效应会使细胞内某些重要蛋白质变性失活，尤

其是具有生物活性的酶蛋白或抑制因子，酶和抑制因子

的失活，使微生物细胞正常生理代谢调控失灵，出现

不利物质大量积累，对细胞造成毒害作用。酶的活性

决定了细菌的代谢产物和生长速度，如果受到影响必然

对微生物的生存不利。目前尚无敏感的方法直接证明冻

干对微生物细胞内酶活性的影响，但许多报道证明，微

生物细胞内许多重要的酶类对冻干很敏感，如过氧化氢

酶、乳酸脱氢酶、磷酸甘油脱氢酶、A T P 酶、脂酶

等。抑制因子能抑制有害酶的活动，使机能异常细胞

水解酶活力升高，出现代谢作用损伤。

5 pH 的动态平衡被破坏

在冻干前，乳酸菌的外部pH(pHout)和内部pH(pHin)

都会降低，但 pHin 总是高于 pHout，也就是产生了 pH 值

梯度(△ pH)。△ pH 是质子移动的动力(pmf)，可以作

为横跨膜运输过程的能量来源。由于这种动力，外部

产生的酸会通过细胞膜，进入细胞质，在细胞内它转

变成质子和带电的衍生物，使细胞膜变得不可渗透。而

冻干后， pH 值梯度(△ pH)被破坏，造成乳酸菌细胞的

功能性损伤。

除此之外，冻干也会使一些维持△ p H 的酶类失

活。例如，K+-ATPase[7]。K+-ATPase 使横跨膜产生电

势，K + 与 H ＋互换，起到维持 pH 梯度(△ pH )的作用；

而冻干后它失去了这种作用，从而破坏了 p H 的动态平

衡。p H 梯度的破坏也会影响一些酶的活性。又如，

ATP 合成酶[6]要通过质子梯度为 ATP 的合成提供能量；

而冻干后质子梯度被破坏，ATP 合成酶的活性降低，从

而影响了细胞的生理功能。

6 DNA 损伤

细菌细胞在冻干过程中，DNA [7]的糖基键的破裂使

碱基发生质子化作用，D N A 发生了脱嘌呤和脱嘧啶反

应。那么 D N A 的修复就会发生错误，有可能导致生物

突变体的产生。D N A 损伤即使不是主要的，也是细胞

生命力丧失的重要因素。

7 膜脂肪酸组成的变化

细胞膜脂肪酸的成分起到维持细胞膜完整性的作

用。当微生物处于不利的环境条件下(如冻干)时环丙烷

脂肪酸(Cyclopropane △C19:0 acid) 能防止脂肪酸过紧的

结合到细胞膜上，使这些脂肪酸更加灵活和富有流动
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性，从而起到维持细胞膜的流动性的功能，阻止了细

胞的死亡。不饱和脂肪酸和环丙烷脂肪酸能增强膜的抵

抗力和通透性，促进细胞内和细胞外介质的交换。

Dihydrosterculic acid (△C19:0-9)决定膜的弹性和伸缩性。

乳杆酸(Lactobacillic acid △C19:0-11)决定膜侧面流动性。

此外，脂肪酸在调节膜蛋白活性方面也起着重要作用。

细胞膜上脂肪酸能够与蛋白质接触面相互作用，维持了

蛋白质的结构和活性，抑制或刺激蛋白质的功能。例

如，它们携带蛋白质促进溶质间的转移，调节膜上结

合酶Na-K-ATPase 的活性。

冻干会使细胞膜上的脂肪酸发生变化，那么细胞膜

的完整性就会受到破坏，微生物细胞因此出现损伤。冻

干造成细胞膜在脂肪酸组成上的变化，脂肪酸组成的变

化表现在不饱和度、链长度、分支状或环状脂肪酸等

方面；同时，冻干时脂肪酸的生物合成也会改变，不

同种类的细菌有不同的变化方式。细胞膜脂肪酸组成比

例会影响微生物对冻干的抵抗力，以及随后储存期间的

稳定性。Beal、Goldberg[8]和Eschar[9]、Smittle和Gilliland
[10]对不同种类的乳酸菌进行研究发现：饱和脂肪酸如，

C14:0、C 16:0、C 18:0 含量少；而不饱和脂肪酸如 C20:1、十

八烷酸( C 1 8 : 1 - 11、C 1 8 : 1 - 9 ) 和环丙烷脂肪酸、

Acidoctadecenoic acid 含量高；即U/S比例相对较高，

那么菌种对冻干的抵抗力随之增强，它们在冻干后的存

活率、稳定性也相对理想。确切机理并不清楚，可能

是脂肪酸的不饱和指数决定了细胞膜的粘度和厚度，因

此提高了细胞膜对冻干的抵抗力。

8 降低冷冻干燥对乳酸菌细胞损伤的方法

8.1 控制冷冻速率

慢速冷却是质量迁移起主要作用的过程。在慢速冷

却[1 ] [ 1 1 ]过程中，外部冰形成，胞外液相溶液的浓度升

高，高于胞内溶液的浓度，此时内外等渗的平衡条件

被破坏，胞内水分就向胞外渗透以达到新的平衡，即

通过脱水达到平衡，就会出现溶质损伤。虽然冷却速

率不会影响溶质浓缩的平衡或水分的冻结，但显然它会

影响细胞处于溶质效应中的时间长短，冷却越慢则处于

溶质效应中的时间越长，受到的损伤就越大。

快速冷却[1][12]是传热起主要作用的过程。首先，冷

却速率过快，水分来不及渗出胞外，细胞不会通过脱

水达到平衡，胞内冰晶开始形成以使细胞达到平衡。胞

内冰晶不仅产生机械力量直接损伤细胞膜，而且也会使

胞内溶质浓度增加产生溶质效应损伤细胞。 其次，细胞

内水以比细胞膜渗透速率快的速度从膜内渗透出去，导

致细胞膜上形成小空隙，细胞的成分就由此泄漏出去，

导致整个细胞都会招到破坏。 此外，如果在快速冷却时

有足够的细胞水分被保留下来，那么在储存期间和复水

时，胞内的小冰晶就会变得不稳定，这是由于小冰晶

比大冰晶拥有更高的表面能，所以在储存期间和复水

时，小冰晶会通过重结晶而变大，从而损伤细胞膜。

既然过快冷却和过慢冷却都会对细胞膜造成不同形

式的损伤，所以应当选择一个最佳冷却速率既能足够慢

从而阻止胞内冰晶的形成，又能足够快足以减小细胞膜的

渗透性损伤并且使细胞处于溶质效应下的时间降到最低。

8.2 使用保护剂

到目前为止，人们发现的乳酸菌的冻干保护剂有数

十种。根据它们是否能渗透到细胞内，可分为渗透型

和非渗透型两种。⑴渗透型保护剂有甘油、二甲基亚

砜(Dimethyl suffoxide)、乙二醇等。这类保护剂多属于

小分子物质，在溶液中易结合水分子，发生水合作用，

使溶液粘性增加，弱化了水的结晶过程，达到保护目

的。冷却时它们会发生如下变化：冲淡溶液中溶质浓

度，细胞摄入盐量减少，由保护剂替代；保护剂进入

细胞，改变了胞内过冷的状态，使胞内压接近胞外压，

降低了细胞脱水收缩程度和速度；保护剂进出细胞容

易，缓解了复温时渗透性引起的损伤。⑵非渗透性保

护剂有：聚乙烯吡咯烷酮(Polyvinylpyrrolidone)、聚乙

二醇(Polyethylene glycol)、羟乙基淀粉(Hydroxyethyl

starch)，以及一些二糖，如蔗糖、乳糖、葡聚糖、海

藻糖。这类保护剂能溶于水，但不能进入细胞内，它

们可在特定的温度下降低溶质浓度，起到保护作用。例

如蔗糖在慢速冷却时可以降低胞外溶液的浓度，减少了

阳离子进入细胞的数量；快速冷却时由于胞外溶液中已

有蔗糖，胞内水分部分渗出，缓解了胞内结晶情况。

又如高分子的聚乙烯吡咯烷酮，在慢速冷却时它能降低

溶液中低分子溶质的浓度，减轻盐害。山梨糖与细胞

膜相互作用，稳定了蛋白质的功能和结构。

α，α-海藻糖(α，α-trehalose)[13]是由葡萄糖

组成的天然二糖，它作为冻干保护剂的效果非常显著，

是近来研究的热点。从动力学角度看，海藻糖非常有

效地促进非晶形或玻璃状固体(Glassy solids)形成，从而

减少了冰晶的形成，起到防止细胞损伤的作用。海藻

糖通过氢键与脂质双分子层的脂类或蛋白质表面的水分

子相连，降低了脂类由液晶相向凝胶相转移的温度，从

而起到保护作用。有研究人员发现将海藻糖与硼酸盐离

子结合，它的保护效果会更显著。硼酸盐离子与海藻

糖分子形成可逆交联的网状结构，这种结构非常像高分

子聚合物，很容易促进玻璃状固体形成。因此，硼酸

盐与海藻糖的混合物可以作为保护剂，能结合胞内小分

子使它们不会从胞内渗透出去，同时对酶也起到一定的

保护作用。

细胞膜上U/S[8～10]比例并不是不能改变的，可以通

过在菌种的培养介质和环境中添加保护剂，改变 U/S 比
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例而得到改善，例如在培养介质中添加油酸、油酸钠

和吐温 8 0。它们的保护原理可能是：这些物质成为细

胞内的介质，使细胞膜上饱和脂肪酸向不饱和脂肪酸转

变，打破了细胞膜上脂肪酸的平衡；同时它们也会增加

细胞膜对水的通透性，因此有利于细胞内外物质的转

移，结果低温脱水收缩(Cryo-syneresis)增强，导致细

胞体积的变小，细胞内游离水从细胞内转移出去，因

而在冷冻过程中游离水在细胞内形成冰晶的几率减少，

在冻干后的储存过程中水的流动性也有所降低。此外，

酸丙酯(PG)[14]是一种抗氧化剂，它可以抑制细胞膜脂类

的氧化损伤，改善干燥细胞的存活率。

此外，作为乳酸菌保护剂悬浮介质的脱脂乳本身也

能起到冻干保护剂的作用。这是由于脱脂乳[ 7 ]在干燥

时，作为凝胶体的乳中蛋白质在菌体外形成蛋白衣，起

到保护乳酸菌的作用；同时它还可以固定冻干的酶类，

防止由于细胞膜的损伤而导致胞内物质泄漏。

8.3 改变遗传性状

细胞在冷冻过程中会经历一些重要的生理变化，例

如膜流动性的降低，R N A 和 D N A 二级结构稳定性的下

降，这些变化都会导致翻译、转录和 D N A 复制效率的

下降。为了克服这些作用，微生物会出现短暂的适应

反映，叫做冷休克反映，在此过程中会产生冷冻诱导

蛋白质(CIPs)。CIPs[15]对冷冻具有抵抗力，首先，它

增加了短链脂肪酸或不饱和脂肪酸在细胞膜脂类中的比

例，维持膜的流动性；其次，它能维持 D N A 超螺旋

结构，并且使细胞能更适应低温下的转录和翻译。此

外，CI P s 会参与细胞的生理活动，例如糖代谢(H p r ,

Ccpa，β -phosphoglucomutase)，染色体构成(HU-like

protein HslA)，信号转换(LlrC)。

诱导蛋白中低分子量(～7.5kDa)的蛋白质叫做冷休克

蛋白(Csp)[7][14～16]。冷休克蛋白(Csp)对 mRNA 稳定性和

翻译效率起一定作用。冷休克蛋白(Csp)是β－折叠桶蛋

白质带有两个 R N A －结合基元能连到单链 D N A 和 R N A

上，它没有特异性也不会破坏 RN A 的二级结构。因此，

在冻干过程中，冷休克蛋白可以作为 R N A  侣伴蛋白

(RNA chaperones)，通过保护mRNA 二级结构使低温下

发生的转录和翻译不被破坏。

根据上述的原理，研究人员发现对乳酸菌施加适当

的冷冻压力，使其遗传性状发生改变，产生冷休克蛋

白(Cs p )和其他的 CIPs，可以改善乳酸菌对冷冻抵抗

力，减小冻干对它的损伤。

8.4 自然选择的方法

除了上述方法外，还可以通过自然选择的方法选择

出更加适应冻干的遗传变异体。要达到这个目的要对乳

酸菌进行一系列连续的冷冻 - 复温培养过程。理论上，

所需的抵抗冻干的遗传性状会通过自发的基因突变而产

生。Monnet 和 Corrieu[16]将自然选择法加以实施，结果

发现经过这种方法选择出的乳酸菌的酸化活性和对冻干的

抵抗力都较原菌株有所改善，说明这种方法切实可行。
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