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屎肠球菌冷冻干燥保护剂筛选及稳定性比较研究
彭虹旎1,2，梁 莉2，陈西广1

 (1.中国海洋大学海洋生命学院，山东 青岛 266003；2.青岛康地恩生物科技有限公司技术中心，山东 青岛 266101)

摘  要：屎肠球菌在微生态产品中的应用效果受产品活菌量、贮存稳定性影响明显，为寻找适于屎肠球菌规模化生

产的冻干保护剂，本研究通过正交试验设计，及屎肠球菌冷冻干燥保护剂4℃、37℃贮存稳定性比较，优化适合屎

肠球菌的冻干保护剂配方为：脱脂乳5g/100mL、蔗糖1g/100mL、麦芽糊精5g/100mL。采用此保护剂配方制备的屎

肠球菌冻干样品，在铝箔袋密封包装、温度37℃、相对湿度75%条件下存放4周，菌存活率为97.90%。
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Abstract：Enterococcus faecium is one strain of normal microflora of human and animal intestinal tracts. The bacterial 
colony has regulative function to intestines. The application of Enterococcus faecium in probiotics is highly limited due to 
the number of vial bacteria and storage stability. In this study, the optimal cryoprotectant formula for Enterococcus faecium 
was explored using orthogonal array design and storage stability was tested at 4 ℃ and 37 ℃. The optimal cryoprotectant 
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屎肠球菌属肠球菌属，是乳酸菌类益生菌的一种，

能调整单胃动物肠道菌群，抑制肠道内致病菌的过度繁

殖。屎肠球菌在动物微生态制剂及食品添加剂方面有广

泛的应用，作为动物微生态的常用益生菌株，可单独使

用或与其他益生菌复配，用于调节动物肠道菌群，提高

免疫力及改善生长性能[1-2]。 

乳酸菌作为发酵剂或微生态制剂进行产业化开发

时，需采用有利于菌体活性和贮存稳定性的生产与保存

工艺，使活菌量在干燥和后续保存中都尽可能维持高水

平，冷冻干燥法在菌体长期保存方面具有明显优势，且

固体产品更易储运和销售应用。同时，产业化的工艺开

发必须兼顾技术性和经济性[3]。已往国内外对乳酸菌冻干

工艺及存活率的研究中，对不同种类乳酸菌的冻干保护

剂组成、冻干速率、预冻条件等内容都有涉及，其中保

护剂包括蛋白质类、多糖类、小分子糖类、醇类和维生

素类，其中被广泛认可的保护剂常用主要成分包括脱脂

乳、蔗糖、海藻糖等[4-6]，每种物质使用量10g/L至150g/L

不等，在单一保护剂中甚至可达到250g/L[7]；其次使用较

多的成分如谷氨酸钠、甘油、VC等[8-10]，每种物质使用

量5g/L至50g/L不等。在不同的实验中，不同的乳酸菌冻

干存活率介于6%[13]至93.05%[10]之间。如Volkert等[11]比较

气冷式冷冻法(air freezing)、喷淋冻结法(spray freezing)法

等方法对鼠李糖乳杆菌活性和细胞膜完整性的影响，发

现用20g/100mL脱脂乳作为保护剂时每种方法的冻干存活

率都较高。另外，Schwab等[12]通过测定膜流动性和膜侧

压，发现蔗糖、果寡糖和脱脂乳都可以明显提高生长对

数期罗伊氏乳杆菌的冻干存活率。Schoug等[13]通过响应

面法评价不同的蔗糖浓度、细胞密度和冷冻速率对一株

棒状乳杆菌冻干存活率的影响，结果不同条件下这株棒

状乳杆菌的冻干存活率从低于6%到高于70%不等，他认

为各种因素对该菌的存活率都有影响，但最重要的影响

因素是冷冻速率，最佳速率应是2.8℃/min。在乳酸菌的

保存研究方面，Miyamoto-Shinohara等[14]通过对冻干并真

空保存于安瓶的不同种类革兰氏阳性菌及革兰氏阴性菌

存放20a后活性的比较，发现细菌在冻干后的存活率与安

瓶密封时的真空度有关，每种细菌冻干后的良好保存都
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有赖于高度的干燥和在高真空度下密封。其中嗜酸乳杆

菌和屎肠球菌在冻干后存活率分别为62.5%和85.2%，它

们的年存活率近96%。

屎肠球菌作为乳酸菌类益生菌中的一种，在微生态

产品中的应用效果同样受活菌量、贮存稳定性的影响。

本实验拟对屎肠球菌采用冷冻干燥及加速保存实验[15]，

寻找适合屎肠球菌规模生产的冷冻干燥保护剂和产品保

存条件。

1 材料与方法

1.1 菌种、试剂与培养基

屎肠球菌由青岛康地恩生物研发中心保存。

保护剂种类：脱脂奶粉、海藻糖、麦芽糊精、蔗

糖。以玉米淀粉为保护剂对照。

MRS培养基：蛋白胨10g、牛肉膏 10g、酵母膏5g、

K2HPO4 2g、柠檬酸铵2g、乙酸钠 5g、葡萄糖20g、硫酸

镁0.58g、硫酸锰 0.25g、吐温-80 1mL，蒸馏水1L，溶解

各组分，pH值调节至6.2～6.4，115℃灭菌30min。  

1.2 仪器与设备

DH4000A培养箱  天津泰斯特仪器有限公司；

PHS-3D pH计 上海精科仪器有限公司；SW-CJ-3D超净

工作台 苏州净化设备有限公司；H-1650离心机 湘

仪离心机仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 菌种活化及扩培

取－80℃保存的屎肠球菌冻存管1支，在MRS平板上

划线，37℃培养36～48h，挑取单菌落接种于100mL液体

MRS培养基中，37℃静置培养24h后，以5%的接种量转

接至1L液体MRS培养基中扩大培养20h，进入稳定期，停

止培养，测定活菌数，备用。

1.3.2 菌泥与菌悬液制备

将扩大培养好的发酵液置于离心机中，以转速条件

为5000r/min离心10min，弃掉上清液，用无菌水重悬，洗

涤，按同样转速条件再次离心，即获得冷冻干燥实验所

需的菌泥，并测定活菌数。

采用无菌水溶解冻干保护剂，加入菌泥，活菌数调

节至1×1010CFU/mL，在磁力搅拌器上充分混匀菌悬液。

1.3.3 冷冻干燥

将添加保护剂的菌悬液倒入平板中，铺成薄层，

置于－40℃预冻，使得菌悬液中的水分充分冻结，然后

在－80℃、真空度为3.5Pa条件下真空冷冻干燥24h，获得

冻干样品。

1.3.4 收集存放条件及样品贮存稳定性评价

冷冻干燥过程结束后，立即取出样品，放置于铝箔

袋中，封口，分别放置于4℃和37℃条件下，每周取样测

定样品活菌数，并计算样品中剩余活菌存活率，以比较

不同温度条件下的贮存稳定性。

1.3.5 活菌数测定

样品溶解于生理盐水中混匀，以10倍梯度进行稀

释，取适合的稀释度(最终菌落数约30～300CFU之间适

宜)的试管中液体1mL置于平板中，与MRS培养基混匀，

37℃培养48h后，计数菌落数，以菌落平均数计为该样品

的单位活菌数。

1.3.6 冻干样品存活率计算

设冷冻干燥前菌泥活菌数为N1/(CFU/mL)；冷冻干燥

后菌粉活菌数为N2/(CFU/mL)。

100N1

N2/% =

1.3.7 保护剂筛选

首先使用脱脂乳、蔗糖、麦芽糊精、海藻糖进行单

因素试验，同时选择玉米淀粉为保护剂对照，无任何保

护剂添加组作为空白对照；添加保护剂的处理组，保护

剂质量浓度均为10g/100mL。观察单一保护剂条件下的冻

干存活率，及37℃(RH 75%)条件下贮存稳定性。

然后根据实验结果及参考文献[4,9-10,13]，将脱脂

乳、蔗糖、麦芽糊精组合，进行三因素三水平的正交试

验，优化保护剂配方，实验采用L9(3
3)正交表。比较各种

保护剂组合的冻干存活率，选择存活率最高的两组，进

行4℃和37℃条件下的贮存稳定性实验，筛选出最优的保

护剂配方。

2 结果与分析

2.1 单一保护剂对屎肠球菌冻干存活率的影响

0

20

40

60

80

100

/%

图 1 单一保护剂对屎肠球菌冻干存活率的影响

Fig.1 Effect of cryoprotectant type on survival rate of lyophilized 

E. faecium

冷冻干燥过程中会产生低温、冻结及脱水等多种效

应，因此，为了防止微生物在冻干过程中变性，选择有

效的保护剂至关重要。由图1可知，所选的4种保护剂在

相同的质量浓度下分别进行冻干实验，屎肠球菌存活率

在70%～80%之间，但玉米淀粉组和无保护剂的空白对照
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组存活率也分别达到了57%和76%，说明这株屎肠球菌本

身有较好的冻干耐受性，而且冻干过程中，单一保护剂

对这株屎肠球菌的存活率影响不大。

2.2 单一保护剂对屎肠球菌贮存稳定性的影响
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图 2 添加单一保护剂后冻干样品稳定性分析

Fig.2 Effect of cryoprotectant type on storage stability of E. faecium at 

37 ℃ (75% RH)

由图2可知，在为期4周的贮存稳定性加速实验中，

各保护剂在贮存过程中对菌体都有一定的保护作用。海

藻糖保护效果与其他3种保护剂相当，价格却远高于这些

保护剂，不适于实际生产应用。而淀粉组和空白对照组

菌量下降迅速，说明在没有适当保护剂的情况下，即使

微生物本身冻干耐受性较好，也无法较长期稳定保存。

2.3 正交试验优化复合冻干保护剂

不同的保护剂在冻干过程中发挥着不同的作用，

一般认为，低分子化合物(如低聚糖、氨基酸等)在冻

干过程中直接发挥作用，而高分子化合物(如蛋白质、

多糖等)则是促进低分子化合物的保护作用，本课题预

实验中选择脱脂乳、蔗糖、麦芽糊精做单因素保护剂

冻干实验，选择质量浓度为10g/100mL，冻干后屎肠

球菌存活率在70%～80%之间；而在一般应用中，实

验室保存菌种有的单独使用脱脂乳作为冻干保护剂，

用量可达20g/100mL，有时则会搭配蔗糖，其用量达

7g/100mL；但更多研究中，会配合使用脱脂乳、蔗糖

甚至麦芽糊精等成分，各成分的用量在1～10g/100mL

居多。如杜磊等 [16]在乳酸菌冷冻保护剂的实验中发现

保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌混菌保护剂最佳配方为

10g/100mL蔗糖、10g/100mL脱脂乳及5g/100mL谷氨

酸钠，菌体经冷冻处理后存活率可达到95%；而郭云

等 [17]在研究中发现，以10g/100mL脱脂乳加5g/100mL

海藻糖和5g/100mL蔗糖为基质进行喷雾干燥，菌体存

活率最高达73.9%；麦芽糊精具有优良的乳化性能，有

调整产品组织结构的作用，在食品及保健品中常作为

壁材组分之一应用于喷雾干燥等后处理工艺 [18-19]。因

此，本实验将脱脂乳、蔗糖、麦芽糊精组合，进行三

因素三水平的正交试验，优化保护剂配方，采用L9(34)

正交表，结果如表1所示。

表 1 复合保护剂对菌体冻干存活率的影响

Table 1 Effect of complex cryoprotectant on survival rate of 

lyophilized E. faecium 

试验号
A脱脂乳/
(g/100mL)

B蔗糖/
(g/100mL)

C麦芽糊精/
(g/100mL) 存活率/%

1 1(1) 1(1) 1(10) 84.4

2 1 2(5) 2(5) 80.2

3 1 3(10) 3(1) 77.9

4 2(5) 1 2 83.1

5 2 2 3 77.7

6 2 3 1 79.0

7 3(10) 1 3 80.4

8 3 2 1 83.0

9 3 3 2 71.9

k1 80.667 82.333 82.000

k2 80.000 80.333 78.333

k3 78.333 76.333 78.667

R 2.334 6.000 3.667

由表1可知，影响屎肠球菌冻干后存活率的因素主次

顺序为B＞C＞A，即蔗糖的效果最明显，麦芽糊精次之。

经正交试验得到的最佳组合为 1 号试验组：

A1B1C1，即脱脂乳1g/100mL、蔗糖1g/100mL、麦芽糊精

10g/100mL，冻干后菌体存活率达到84.4%。其次是4号试

验组：A2B1C2(脱脂乳5g/100mL、蔗糖1g/100mL、麦芽糊

精5g/100mL)，冻干后菌体存活率达到83.1%。

蔗糖和麦芽糊精都属糖类保护剂，糖类保护剂的保

护作用在于抑制质膜的相变。即在微生物细胞脱水时进

行“水置换”作用。冻干过程中，细胞膜质经历了从液

晶态到凝胶态的相的变化，而在室温下复水时处于凝胶

态的干燥质膜又经历了从凝胶态到液晶态的转变，由于

膜经历了状态的转变，某些区域产生缺陷，使细胞膜发

生渗漏。若在干燥前加入二糖，如海藻糖或蔗糖，可降

低干燥膜的膜相转变温度，当磷脂干燥脱水时，蔗糖在

失水部位以氢键和磷脂的极性端相连，防止状态的转变

和复水时的渗漏，从而提高细胞的存活率。 

2.4 冻干样品的稳定性分析

生物制品经冷冻干燥后制成冻干样品，还需经历长

期储存过程。通常，由冷冻干燥得到的样品在长期的储

存过程活性组分会不断变化，因此，以较好的保护剂组

合制成的冻干样品通过贮存稳定性的实验分析，更有助

于冻干样品效果的评价。本实验选择正交试验中屎肠球

菌冻干存活率较高的1号和4号组合进行稳定性实验，分

别将冻干样品置于4℃及37℃(RH 75%)条件下，定期测定

样品中的活菌数，结果如图3、4所示。

由图3可知，屎肠球菌冻干样品在4℃条件下存放4周

后，两个不同保护剂组合的存活率均高于90%(将实验初

始测定时样品存活率定为100%)，单位活菌量下降小，

这说明了4℃的低温存放效果好。而且，4号组合(脱脂乳

5g/100mL、蔗糖1g/100mL、麦芽糊精5g/100mL)样品存
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活率高于1号组合(脱脂乳1g/100mL、蔗糖1g/100mL、麦

芽糊精10g/100mL)，菌量呈现增长的趋势，这可能是由

于在复水培养时保护剂成分有增菌作用所致。
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图 3 4℃条件下冻干样品的稳定性分析

Fig.3 Stability of lyophilized E. faecium during storage at 4 ℃
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图 4 37℃(RH 75%)条件下冻干样品的稳定性分析

Fig.4 Stability of lyophilized E. faecium during storage at 37 ℃ (RH 75%)

图4是屎肠球菌冻干样品在37℃(RH 75%)条件下

存放4周后的情况，存放前2周时，1号组合 (脱脂乳

1g/100mL、蔗糖1g/100mL、麦芽糊精10g/100mL)存活

率已经降低至50%，而4号组合(脱脂乳5g/100mL、蔗糖

1g/100mL、麦芽糊精5g/100mL)没有明显的存活率下降；

4周后，1号组合和4号组合样品的存活率分别降至38.4%

和97.9%(将实验初始测定时样品存活率定为100%)。

经过4℃和37℃(RH 75%)的贮存稳定性实验，可知冻

干保护剂配方，4号组合稳定性优于1号组合。在贮存过

程中，脱脂乳含量较高的组合表现较好，可能是脱脂乳

的成分可以更好地直接与细胞膜表面极性磷脂集团相互

作用，在菌体外形成蛋白膜，从而降低在贮存过程中细

胞膜的损伤。而麦芽糊精在细胞脱水时不能充分置换水

分子，所以1号组合，细菌细胞膜结构和功能的完整性不

如脱脂乳含量较高的4号组合，在贮存过程中菌量损失相

应较多。

3 结 论

屎肠球菌在冻干过程中选择有效的保护剂至关重

要，为寻找适于屎肠球菌规模化生产的冻干保护剂，本

实验将脱脂乳、蔗糖、麦芽糊精组合，通过正交试验优

化保护剂配方，得到的最佳组合为脱脂乳5g/100mL、蔗

糖1g/100mL、麦芽糊精5g/100mL，此保护剂组合对屎

肠球菌在冷冻干燥和干燥后贮存过程中均有显著的保护

作用，如：冻干后菌体存活率达到83.1%；使用铝箔袋

密封保存，在37℃(RH 75%)条件下存放4周后存活率为

97.9%(将实验初始测定时样品存活率定为100%)。本实验

结果为屎肠球菌冻干产品制备和在常温条件下贮运提供

了直接参考。

另外，本实验中发现使用此保护剂的屎肠球菌冻干

样品在4℃条件下存放4周后存活率高于100%，除球菌本

身抗逆性较强外[3]，其原因和机理还需要进一步研究。

在乳酸菌的产业化开发过程中，菌株之间的个体差

异、干燥方式和相应的保护方法、所生产制剂的贮存稳

定性、使用效果评价等，都需要不断的研究完善，以便

持续提高微生态制剂的产品品质，保障消费者的健康和

利益。
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